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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Axonale Lenkung wahrend der Gehirn-

entwicklung

1.1.1 Mechanismen der axonalen Lenkung
Schaut man sich das Nervensystem von Sdugetierorganismen an, so ist man Uber
den komplexen Aufbau erstaunt. Der korrekten Vernetzung und Verschaltung von
Milliarden Nervenzellen liegt zuvor eine Kette von raumlich und zeitlich prazise
gesteuerten biologischen Prozessen wie Proliferation, Migration, Differenzierung,
Navigation, Synapsenbildung und Zelltod zugrunde. So missen Neurone oder
neuronale Vorlauferzellen zuerst oft beachtliche Wegstrecken durch embryonales
Gewebe zuriicklegen, bevor sie in ihrem eigentlichen Zielgebiet Nervenfortsatze,
auch Neuriten genannt, ausbilden. Diese differenzieren sich schlie8lich zu einem
Axon und Dendriten. Nun missen die Nervenzellen mit hdchster Prazision ihre
Fortsdatze mitunter Gber weite Strecken aussenden, um letztendlich Synapsen mit
den entsprechenden Zielzellen auszubilden (Chilton, 2006).
Blickt man zurlick in die Geschichte der Erforschung neuronaler Netzwerke, so zeigt
sich, dass bereits vor Gber 100 Jahren eine Theorie fiir die Entwicklung von
Nervenverknipfungen aufgestellt wurde. So postulierte im Jahre 1893 der
Mediziner Ramoén y Cajal, dass die Wachstumsrichtung und die Geschwindigkeit des
Wachstums der Nervenfortsatze tiber einen Wachstumskegel gesteuert werden. Er
hatte vermutet, dass neuronale Zellen chemische Signale empfangen konnten, die
eine bestimmte Richtung fiir das Wachstum anzeigten (Cajal, 1893).
Heutige Studien belegen, dass bei der Wegfindung axonale Lenkungsmolekiile eine
unabdingbare Rolle spielen. Sie dienen dem hochmotilen und sensiblen
Wachstumskegel als Wegweiser (Tessier-Lavigne and Goodman, 1996). Der
Wachstumskegel stellt den spezialisierten Fortsatz eines Axons dar und vereint
sensorische, motorische, integrative und adaptive Funktionen, was letztendlich zu
einer erfolgreichen Zielfindung des Axons fiihrt. Diese Fihrungsstruktur besteht aus
1
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einem zentralen Bereich und zwei Arten von Aktin-reichen Fortsatzen, den
fingerformig ausgestiilpten Filopodien und die sich dazwischen befindlichen
breiten Lamellipodien (Geraldo and Gordon-Weeks, 2009).

Mit Hilfe der in der Umgebung befindlichen Lenkungsmolekiile bahnt sich der
Wachstumskegel den  Weg zur  Zielzelle.  Leitsubstanzen kénnen
Oberflachenmolekiile sein, wie z.B. einige Semaphorine oder Ephrine. Sie kénnen
jedoch auch Bestandteile der Extrazellularen Matrix sein, so wie es z.B. bei
Lamininen der Fall ist. Des Weiteren kénnen sie von Zielzellen als 16sliche Molekiile
sekretiert werden, so wie z.B. einige Semaphorine, Netrine oder Neurotrophine.

Es gibt zwei Wirkungen, die die Lenkungsmolekiile auf den Wachstumskegel haben
konnen: sie konnen anziehend (attraktiv) oder abstoBend (repulsiv) wirken. Dies
geschieht entweder durch direkten Kontakt mit der Zielzelle oder Uber weitere
Entfernung durch 16slich sekretierte Proteine. Wie in Abb.1.1. beschrieben, ergeben
sich daraus vier Wirkmechanismen: Kontaktattraktion, Kontaktrepulsion,
Chemoattraktion und Chemorepulsion.

Neben den Lenkungsmolekilen spielen Zelladhdasionsmolekiile, wie z.B. NCAM
(neuronal cell adhesion molecule) und Transkriptionsfaktoren wie der Serum Response
Factor (SRF) eine mal3gebliche Rolle in der axonalen Lenkung (Knoll et al., 2006;
Togashi et al., 2009). Aufgrund der Bedeutung fiir diese Arbeit wird in einem
spateren Kapitel (1.2.4.2.) noch genauer auf den Einfluss des Transkriptionsfaktor

SRF auf die axonale Lenkung eingegangen.

Chemoattraktion Kontaktrepulsion

SNE
yarih §92

Kontaktattraktion Chemorepulsion
%; -% * _

Abb. 1.1. Axonale Lenkungsmolekiile und ihre Wirkmechanismen

o+ 4

Die Abbildung veranschaulicht die vier Grundmechanismen der axonalen Lenkung: Chemoattraktion,
Chemorepulsion, Kontaktattraktion und Kontaktrepulsion.
(Goodman, 1996)
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1.1.1.1 Lenkungsmolekiile und deren Rezeptoren

Erst die Entwicklung von verschiedenen in-vitro Assays sowie genetische Versuche
ermdglichten Anfang der 80er Jahre eine Untersuchung der axonalen
Lenkungsmechanismen. Die am besten charakterisierten Familien axonaler
Lenkungsmolekiile stellen u.a. die Netrine, Slits und Semaphorine dar. Diese sollen
im Folgenden kurz beschrieben werden. Hierbei zeigt Abb.1.3. eine Ubersicht der
Liganden und Rezeptoren dieser Familien sowie die Wirkung, welche sie auf den
Wachstumskegel erzielen. Auf die groBe Familie der Ephrine sowie der
Neurotrophine soll zu einem spateren Zeitpunkt ausfuhrlicher eingegangen werden
(siehe 1.1.2 und 1.1.3), da diese Lenkungsmolekiile wichtiger Bestandteil dieser
Arbeit sind.
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Abb.1.3. Ubersicht iiber die bekanntesten Lenkungsmolekiile (A) und ihre Rezeptoren (B)

Chemoattraktive und repulsive Netrine binden an DCC/ Unc40 sowie Unc5-Rezeptoren. Vornehmlich repulsiv
wirkende Slits interagieren mit Robo-Rezeptoren. Semaphorine agieren Uber Plexine und Neuropiline und wirken
sowohl repulsiv als auch attraktiv. Ephrine binden an Eph-Rezeptoren und wirken primar repulsiv. (Dickson, 2002)



EINLEITUNG

1.1.1.1.1 Netrine

Die zuerst beschriebenen Lenkungsmolekiile waren die phylogentisch hoch
konservierten Netrine. Sie stellen von Zielzellen sekretierte Glykoproteine dar, die
eine molekulare Verwandtschaft mit Laminin aufweisen und wurden auf der Suche
nach chemoattraktiven Molekilen bei Vertebraten entdeckt (Serafini et al., 1994).
Hier steuern sie das Auswachsen der Kommissuralneuronen des embryonalen
Rickenmarks von der dorsalen zur ventralen Bodenplatte. Ein homologes Gen zu
den Netrinen wurde in Caenorhabditis elegans gefunden, wo es als UNC-5
bezeichnet wird (Hedgecock et al., 1990). Abhdngig von der Art der
Rezeptorrekrutierung kénnen Netrine und ihre Rezeptoren UNC-40/ DCC und UNC-5
neben dieser chemoattraktiven Wirkung auf Axone ebenso einen repulsiven Effekt

haben (Hong et al., 1999).

1.1.1.1.2 Semaphorine

Bei der groBen Gruppe der Semaphorine handelt es sich um teilweise
membrangebundene wie auch teilweise sezernierte Lenkungsmolekiile, die Gber
multimere Rezeptorkomplexe, die Neuropiline und Plexine, agieren. Semaphorine
werden aufgrund ihrer Strukturunterschiede in 8 Klassen unterteilt (Kolodkin et al.,
1993). Semaphorine zeigen hauptsachlich repulsive Wirkungen. So kénnen sie z.B.
in-vitro den Wachstumskegelkollaps auslésen (Nakamura et al, 2000). Sie sind
zudem an der Wegfindung hippocampaler Moosfasern beteiligt und bewirken
durch Interaktion mit dem entsprechenden Plexin-Rezeptor die Projektion des
Faserbiindels in die korrekte Lamina (Suto et al., 2007; Tawarayama et al., 2010). Wie
fir die Netrine konnte auch fiir die Gruppe der Semaphorine eine attraktive
Wirkung auf den Wachstumskegel nachgewiesen werden (Derijck et al., 2010; Raper,
2000). Die Wirkung des Lenkungsmolekiils hangt im Wesentlichen von der
Rezeptorausstattung des  Wachstumskegels sowie der intrazellularen

Signaltransduktion ab.



EINLEITUNG

1.1.1.1.3 Slits

Die von Zielzellen sekretierten Slits (Slit1-3) agieren als 16sliche Molekiile Giber die
Robo (Roundabout) Rezeptorfamilie. Hierzu gehoéren bei den Wirbeltieren Robo1/2
und Rig-1 (Nguyen-Ba-Charvet and Chedotal, 2002). Die Slits wurden als repulsiv
wirkende Lenkungsmolekiile an der Mittellinie des Riickenmarks der Vertebraten
identifiziert, wo sie eine Repulsion der Axone bewirken, nachdem diese die
Mittellinie gekreuzt haben. Ein erneutes Kreuzen wird somit verhindert (Kidd et al.,
1999). Wie auch die Netrine sind Slits multifunktional. So konnte neben der
repulsiven Wirkung dieses Lenkungsmolekiils auch ein attraktiver Effekt auf
sensorische Axone gezeigt werden. Hier stimulierten aufgereinigte Slits die
Ausbildung von Verzweigungen (Wang et al., 1999). Zudem wurde herausgefunden,
dass Slits die attraktive Wirkung der Netrine durch Interaktion mit dem Netrin-

Rezeptorkomplex aufheben kénnen (Stein and Tessier-Lavigne, 2001).

1.1.2 Ephrine und deren Rezeptoren

Ein wichtiger Fokus wurde in dieser Arbeit auf die grol3e Familie der Ephrine gelegt.
Vor nun mehr als 50 Jahren machte der Neurobiologe Roger Sperry die Entdeckung,
dass retinale Axone durch einen in der Retina und dem Tektum entgegengesetzten
Gradienten von Lenkungsmolekiilen ihr topographisch korrektes Ziel erreichen
(Sperry, 1963). Auf der Suche nach den involvierten Molekilen stieB man auf
Ephrine (Cheng et al., 1995; Drescher et al., 1995). Diese stellen membrangebundene
Lenkungsmolekiile dar und werden in zwei Klassen unterteilt, die Ephrin-As und
Ephrin-Bs. Die funf Ephrine der A-Subklasse (Ephrin-A1 bis Ephrin-A5) sind durch
einen GPI-Anker (Glykosylphospatidylinositol-Anker) mit der Membran verbunden.
Die drei Mitglieder der Ephrin-B-Unterklasse (Ephrin-B1 bis Ephrin B3) hingegegen
stellen Transmembranproteine dar. Bei den Rezeptoren der Ephrine handelt es sich
um die groBte Untergruppe der Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTKs). Diese werden
ebenfalls in A- und B-Klassen unterteilt (Eph Nomenclature Committee, 1997). In
Sdugern unterscheidet man neun Mitglieder der EphA-Subklasse (EphA1 bis EphA8
und EphA10) sowie funf Mitglieder der EphB-Unterklasse (EphB1 bis EphB4 und
EphB6). Hierbei binden Typ-A-Ephrine bevorzugter Weise an Typ-A-Rezeptoren und

5
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Ephrin-Bs an Klasse B-Rezeptoren. Jedoch existieren hier auch Ausnahmen.
Besonders hervorgehoben werden soll der Ligand Ephrin-A5, welcher mit hoher
Affinitat an den EphB2-Rezeptor binden und aktivieren kann (Himanen et al., 2004).
Der EphA4-Rezeptor stellt eine weitere Ausnahme dar, welcher sowohl fiir Ephrin-As
als fir Ephrin-Bs eine hohe Bindekapazitat aufweist (Egea and Klein, 2007; Knoll and
Drescher, 2002; Pasquale, 2005).

1.1.21 Biologische Funktionen der Ephrin Liganden und Eph-Rezeptoren

Die Aktivierung der Eph-Rezeptoren durch ihre Liganden resultiert in einem weiten
Spektrum von Funktionen. So spielen sie vor allem in der axonalen Lenkung eine
unabdingbare Rolle (Egea and Klein, 2007), wo sie fir eine korrekte Entwicklung
verschiedener neuronaler Systeme unverzichtbar sind. Ein klassisches Beispiel
hierfur ist die Auspragung der topographischen Projektionen des retinotektalen
Systems im Huhn (Drescher et al., 1995; McLaughlin and O'Leary, 2005). Hierbei
inhibiert Ephrin als hauptsachlich repulsiv wirkendes Molekil die Ausbildung von
axonalen Verzweigungen und bedingt schlie8lich die Retraktion der Axone in ihr
korrektes Zielgebiet (Frisen et al., 1998; McLaughlin and O'Leary, 2005; Yates et al.,
2001). Abhangig vom axonalen Zelltyp kann Ephrin jedoch auch einen attraktiven
Effekt auf die axonale Lenkung austiben (Knoll et al., 2001)

Neben dem zelluldren Prozess der kontaktvermittelten Retraktion/ Attraktion
Ubernehmen Ephrine und ihre Rezeptoren Aufgaben in der Faszikulierung von
Axonen (Winslow et al., 1995) sowie in der Zellmigration von Neuralleistenzellen
(Krull et al., 1997).

Auch eine biologische Funktion in der Entstehung von Synapsen und der
Regulierung synaptischer Plastizitat konnte den Ephrinen zugewiesen werden. So
konnte ein Zusammenhang der EphA-Ephrin-A-Interaktion und Synaptogenese im
Hippocampus der Maus gezeigt werden (Akaneya et al., 2010), und dass die EphA-
Rezeptoraktivierung zu einer Beeinflussung der Langzeitpotenzierung (LTP) im
murinen Hippocampus fiihrt (Gao et al., 1998; Grunwald et al., 2001).

Auch auBerhalb des Nervensystems tibernehmen Ephrine wichtige Funktionen, wie

z.B. in der Angiogenese (Adams et al., 1999; Kuijper et al., 2007) oder bei der
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Beschleunigung der Wundheilung in pathologischen intestinalen Epithelzellen
(Hafner et al., 2005).

Zudem konnte ein Zusammenhang zwischen Ephrinen und Tumorgenese
beschrieben werden. So wurde gezeigt, dass eine Uberexpression von Ephrinen und
ihren Rezeptoren eine wichtige Rolle in der Entwicklung von Tumoren spielt
(Dodelet and Pasquale, 2000; Li et al, 2009), was dieses Molekil zu einem
attraktiven Ansatzpunkt fur ein mogliches Therapeutikum in der Krebstherapie

macht.

1.1.2.2 Signaltransduktion der Eph/ Ephrine

Bei den Ephrinen handelt es sich um membrangebundene Molekiile, weshalb ein
direkter interzellularer Kontakt zwischen den Ephrinen und Eph-Rezeptoren
Voraussetzung fir eine funktionierende Signalpropagation ist. Kennzeichnend fur
den Liganden/ Rezeptor-Komplex ist eine bidirektionale Signaltransduktion (siehe
Abb. 1.4.). Durch diese Besonderheit kann eine Signalweiterleitung sowohl von der
Rezeptor-exprimierenden Zelle, wie auch Liganden-exprimierenden Zelle ausgehen.
Im Folgenden wird von einer vorwarts gerichteten Signaltransduktion gesprochen,
sobald eine Signalweiterleitung Uber den Eph-Rezeptor erfolgt. Der Begriff der
rickwarts gerichteten Signaltransduktion wird verwendet, wenn die Aktivierung
Uber das Ephrin stattfindet, also der Eph-Rezeptor als Ligand agiert (Bruckner et al.,
1997; Holland et al., 1996; Kullander and Klein, 2002). Hauptaugenmerk dieser Arbeit
stellt die vorwarts gerichtete Signalweiterleitung dar, weshalb auf diese im
Folgenden ausfihrlicher eingegangen wird als auf die rickwarts gerichtete
Signalpropagation.

Bei der vorwartsgerichteten Signalkaskade, die hauptsachlich Prozesse wie
Zellmorphologie, Adhdsion und Migration reguliert, kommt es durch
Ligandenbindung zu einer Autophosphorylierung des Eph-Rezeptors. Daraufhin
erfolgt z.B. eine Aktivierung der GTPase Rho durch den GEF (guanine nucleotide
exchange factor) Ephexin (Shamah et al., 2001). Eine Aktivierung des Rho-
Signalweges resultiert in der Bildung von Stressfasern, Deadhdsion der Zellen durch
Stabilisierung des Aktinzytoskeletts und zu einer Aktin-Myosin-Kontraktion. So fihrt

die Ephexin-vermittelte Aktivierung der RhoA-Signaltransduktion letztendlich zu
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einer Inhibierung des  Neuritenwachstums, einer  Forderung  des
Wachstumskegelkollaps und der axonalen Retraktion (Dickson, 2001; Luo, 2000;
Yuan et al, 2003). Auf die GTPasen Rac (verantwortlich fir Bildung von
Lamellipodien) und Cdc42 (fihrt zur Filopodienbildung) wirkt Ephexin hingegen
inhibierend (Huber et al.,, 2003), was in einer Retraktion der Lamellipodien und
Filopodien resultiert (Shamah et al., 2001).

Von grof3er Bedeutung ist fur diese Arbeit der Einfluss von Ephrin-A auf den MAP-
Kinase Signalweg. Gewohnlich resultiert die Aktivierung des Ras-MAPK Signalweges
in transkriptioneller Regulierung und einer gesteigerten Zellproliferation. Im
Hinblick auf neuronale Prozesse konnte diesem Signalweg eine wichtige Rolle in der
Zellmigration, dem Neuritenwachstum und der axonalen Lenkung zugeschrieben
werden (Borasio et al., 1989; Forcet et al, 2002), wobei die MAP-Kinasen hier
zytoskelettale Zielgene wie z.B. Mikrotubuli phosphorylieren (Gundersen and Cook,
1999). Eine Eph-Rezeptoraktivierung durch Ephrine fiihrt jedoch, bis auf wenige
Ausnahmen, vornehmlich zu einer Hemmung des Ras-MAPK-Signalweges (Elowe et
al,, 2001; Miao et al., 2001; Yue et al., 2008). Der molekulare Mechanismus hierfir ist
bis dato nur unzureichend aufgeklart. Das Ras GTPase-aktivierende Protein Ras-GAP
gilt als moéglicher Ansatzpunkt zur Klarung dieses Sachverhaltes (Tong et al., 2003).
Ebenso wurde die Src-Kinase als Downstreameffektor des EphA-Rezeptors
beschrieben, wobei Src einen repulsiven Effekt auf die axonale Lenkung vermittelt
(Knoll and Drescher, 2004).

Des Weiteren spielt die Eph-Rezeptoraktivierung eine wichtige Rolle in der Integrin-
Signalkaskade. Die Effekte sind, abhangig vom Zelltyp und des aktivierten Eph-
Rezeptor, unterschiedlich. So wurde sowohl eine Hemmung der Integrinaktivitat
(Miao et al., 2000; Zou et al., 1999) als auch Forderung beobachtet (Nagashima et al.,
2002).

Neben der gut untersuchten vorwarts gerichteten Signaltransduktion konnen Eph-
Rezeptoren das Zellverhalten auch Uber den Ephrin-Liganden durch die riickwarts
gerichtete Signalweiterleitung steuern (Henkemeyer et al., 1996; Kullander et al.,
2001). Dies wird ermdglicht durch eine nicht-zellautonome Kinase-unabhangige
Funktion der Eph-Rezeptoren. Dieser Vorgang ist weit weniger gut verstanden.
Bekannt ist, dass die Bindung des GPI-verankerten Ephrin-A-Liganden an den
korrespondierenden Rezeptor zu einer kompartimentalisierten Signaltransduktion
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innerhalb von Caveolae fiihrt. Hierbei erfolgt eine Rekrutierung und Aktivierung der
Src-Kinase Fyn, was letztendlich zu einer Repulsion von Axonen fiihrt (Davy et al.,
1999; Lim et al., 2008).

Des Weiteren kann es durch die Bildung des Eph/ Ephrin-Komplexes bei der
reversen EphB-Signalpropagation zu einer Phosphorylierung der zytoplasmatischen
Domane des Ephrin-Bs kommen, was eine Signalweiterleitung ins Zellinnere
ermoglicht. Dies kann dann zu einer Rekrutierung des SH2/ SH3 Adaptorprotein
Grb4 (growth factor receptor-bound protein 4) fihren, welches wiederum zu einer
Beeinflussung der fokalen Adhasionskinase (FAK) flihrt und letztendlich in axonaler
Retraktion resultiert (Xu and Henkemeyer, 2009).

In der reversen EphA-Signalweiterleitung wurde zudem eine mégliche Beteiligung
der Ephrine als ,Rezeptor” in der Ausbildung vomeronasaler Projektionen

beschrieben (Knoll et al., 2001).
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Abb.1.4. Eph/Ephrin Rezeptor Signalweiterleitung.

EphA-Rezeptoren interagieren mit GPl-verankerten Ephrin-As, EphB-Rezeptoren binden an
transmembrangebundene Ephrin-Bs. Der Rezeptor-Ligand-Komplex [6st bidirektionale Signale aus. Vorwarts
gerichtete Weiterleitung: Der GEF Ephexin verbindet den EphA Rezeptor mit Rho GTPasen. Nach Rezeptorstimulation
erfolgt ebenso eine Hemmung des MAPK-Weges (Kullander and Klein, 2002).
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1.1.3 Neurotrophine und deren Rezeptoren

Neben den klassischen Lenkungsmolekilen, wie z.B. Semaphorine und Ephrine,
Ubernehmen Neurotrophine ebenfalls eine wichtige Funktion in der axonalen
Lenkung.

Neurotrophine sind Wachstumsfaktoren, welche urspriinglich durch Hemmung pro-
apoptotischer Gene  und Expression  anti-apoptotischer Gene  als
Uberlebensfaktoren fiir sensorische und sympathische Axone identifiziert wurden
(Lewin and Barde, 1996; Reichardt, 2006). Neben dem Erhalt verschiedener
neuronaler Populationen des peripheren und zentralen Nervensystems stehen die
Neurotrophine mit weiteren Funktionen im Zusammenhang, wie Proliferation,
Differenzierung, Myelinisierung, Ausbildung dendritischer Verzweigungen,
Apoptose, axonaler Lenkung und synaptischer Plastizitat (Arevalo et al., 2006;
Huang and Reichardt, 2003). Man unterscheidet in dieser Gruppe vier Faktoren: den
nerve growth factor (NGF), den brain derived neurotrophic factor (BDNF),
Neurotrophin-3 (NT-3) sowie Neurotrophin-4 (NT-4). Diese Molekile agieren Uber
zwei Arten von Rezeptoren, zum einen sind das Rezeptortyrosinkinasen der
tropomyosin-related kinase (Trk) Rezeptorfamilie und zum anderen der allgemeine
Neurotrophinrezeptor p75NR (p75 neurotrophin receptor) der TNF Superfamilie. Die
Interaktion der beiden Rezeptortypen kann sowohl synergistische, wie auch
antagonistische Effekte auf die Zielzelle haben (Lykissas et al., 2007).

Der brain derived neurotrophic factor tGbernimmt fordernde Funktionen in der
Neurogenese des Hippocampus (Zhao et al., 2008) und tragt eine Schlisselrolle in
der topographischen Kartierung des retinotektalen Sytems (McLaughlin and O'Leary,
2005).

Hierbei kommt es bei Vertebraten zu einem initialen UberschieBen retinaler Axone
Uber ihr Ziel, die Terminationszone (TZ), hinaus. Innerhalb dieser TZ kommt es zur
Ausbildung von Seitenverzweigungen, dem sogenannten ,Branching”. Im weiteren
Entwicklungsverlauf retrahieren die Gbergeschossenen Axone zuriick bis zu ihrem
eigentlichen Zielgebiet. Es wird angenommen, dass es durch BDNF zu dem
besagten UberschieBen und dem Prozess des ,Branching” kommt (McLaughlin and
O'Leary, 2005). Zudem zeigen Forschungsergebnisse, dass eine BDNF Stimulation
kortikaler Primarkulturen zu einer Aktivierung SRF-vermittelter Transkription fihrt

(Kalita et al., 2006). Da diese Aspekte fiir die vorliegende Arbeit eine wesentliche
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Rolle spielen, wird im Folgenden der Fokus auf dem Neurotrophin BDNF liegen.
Neben den oben genannten Funktionen wird BDNF zudem mit Epilepsie und
Depressionen in Verbindung gebracht (Gall and Lauterborn, 1992; Green et al,,
2006).

Jedes etwa 120 Aminosduren (AS) gro3e Mitglied der Neurotrophinfamilie entsteht
durch posttranslationale Modifikationen aus einer 250 AS bestehenden
Vorlauferform, der Proform. Bei BDNF spielt dies eine grof3e Rolle, da neueste Daten
der Vorlauferform proBDNF gegensatzliche Effekte zur prozessierten Form zuweisen

(Koshimizu et al., 2009; Xu et al., 2011).

1.1.3.1 Signaltransduktion nach BDNF- Aktivierung

Die Familie der Trk-Rezeptoren umfasst drei Mitglieder, namentlich TrkA, TrkB und
TrkC. Trotz der hohen Homologie ihrer extrazellularen Domadne weisen die
einzelnen Trk-Rezeptoren in der Regel eine spezifische Affinitait zu nur einem
Neurotrophin auf. So werden die BDNF induzierten Signalwege hauptsachlich tber
TrkB-Rezeptoren vermittelt (Huang and Reichardt, 2003; Klein et al., 1991). Hierbei
bindet das Neurotrophin an den Rezeptor, was zu einer Rezeptordimerisierung mit
anschlieBender Transphosphorylierung fihrt, wodurch weitere Adaptermolekiile
rekrutiert werden kénnen und verschiedene Signalwege aktiviert werden (siehe Abb.
1.5). So konnte gezeigt werden, dass neuronales Uberleben und
Differenzierungsprozesse hauptsachlich auf die Aktivierung des Ras-MAPK-Weg
zurlickzufihren sind (Bonni et al, 1999; Kalita et al, 2006). Durch
Rezeptoraktivierung werden Shc (SH2-containing collagen-related proteins) und Grb2
(growth factor receptor-bound protein 2) rekrutiert, die ihrerseits den
Guanosinnukleotidaustauschfaktor GEF und
Guanosintriphosphataktivierungsprotein (GAP) aktivieren. An Ras gebundenes
inaktives Guanosindiphosphat (GDP) wird nun in aktives Guanosintriphosphat (GTP)
Uberfuhrt, woraufhin im Folgenden durch aktiviertes Ras eine Aktivierung der MAP-
Kinasen erfolgt.

Neben dem MAPK-Weg wird neuronales Uberleben wahrend der embryonalen
Entwicklung ebenso Uber die PI3-Kinase reguliert. Aktivierte Trk-Rezeptoren

rekrutieren Grb2, was zu einer Aktivierung der PI3-Kinase und folglich auch Akt flhrt.
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So kann Akt u.a. weitere Kinasen aktivieren, die zu einer zusatzlichen
Phosphorylierung von Bad (proapoptotisches Mitglied der Bcl-2 Familie) flhren.
Dies resultiert in einer Inaktivierung von Bad und fordert somit neuronales
Uberleben. Auch auf transkriptioneller Ebene kann der PI3K-Akt und MAPK-
Signaltransduktion neuronales Uberleben férdern. So resultiert die Aktivierung
beider Signalwege in der Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors CREB (cyclic
response element binding protein), welcher nach Translokation in den Zellkern die
Expression antiapoptotischer Gene, wie z.B. Bcl-2 erhoht. Am Wachstumskegel der
Axone kann Akt zu einer Inaktivierung der GSK-3B (Glykogen-Synthase Kinase 3)
fihren, was letztendlich in axonalem Wachstum wie auch der Ausbildung von
axonalen Seitenverzweigungen resultiert (Arevalo and Wu, 2006).

Zudem kann eine Neurotrophin-induzierte Rezeptorstimulation zu einer Aktivierung

der Phospholipase Cy (PLC) fiihren (Huang and Reichardt, 2003).
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Abb.1.5. Trk- Rezeptor vermittelte Signalwege.

Neurotrophine binden an den TrkB- Rezeptor, was zu seiner Aktivierung und Rekrutierung verschiedener Proteine an
einer spezifischen Phosphorylierungsseite in der zytoplasmatische Doméne des Rezeptors flihrt. Diese Interaktionen
I6sen die Aktivierung verschiedener Signalkaskaden aus, wie die Ras, Rap, PI3K und PLCy Signalwege. Dies resultiert
in neuronalem Wachstum, Uberleben und synaptischer Plastizitit.

©2006 Elsevier. Inc
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1.1.4 Axonale Wegfindung am Beispiel des hippocampalen Systems
Das zeitlich und raumlich abgestimmte Zusammenspiel einer Vielzahl biologischer
Prozesse, wie z.B. axonale Wegfindung durch attraktive und repulsive
Lenkungsmolekiile, Regulation von Transkriptionsfaktoren und
Zelladhdsionsmolekilen, ermoglicht den Aufbau funktionierender neuronaler
Netzwerke. Um diese funktionelle Integritdt zu gewadhrleisten, miissen Axone, bzw.
axonale Faserbiindel oft getrennt von ihren Zellkérpern in zellspezifischen
kompakten Schichten angeordnet sein (Forster et al., 2006). Dieser Vorgang wird
Laminierung genannt und bestimmt in Vertebraten maligeblich den Aufbau des
Gehirns u.a. des Kortexes. Der Hippocampus gehoért zum phylogenetisch dltesten
Teil des zerebralen Kortex und ist deshalb im Gegensatz zum komplex aufgebauten
6-schichtigen Neokortex mit nur drei Schichten wesentlich einfacher aufgebaut. Das
macht den Hippocampus zu einem idealen Modellsystem, welches fir die
Untersuchung synaptischer Plastizitat und axonaler Wegfindungsprozesse sehr gut

etabliert ist.

1.1.4.1 Funktionen und Aufbau des Hippocampus

Als Teil des limbischen Systems ist der Hippocampus mafBlgeblich fiir das Lernen,
Gedachtnis, Emotionen und die raumliche Orientierung verantwortlich (Li and
Pleasure, 2010)

Der Hippocampus kann prinzipiell in drei Areale aufgeteilt werden, den Gyrus
dentatus (DG), die CA-Region (Cornu ammonis, mit den Teilregionen CA1- 4 ) und
das Subiculum (siehe Abb. 1.6.). Die Hauptzellen des Gyrus dentatus sind
Uberwiegend erregende Kornerzellen, deren Zellkérper sich im kompakten
Zellkornerverband (Stratum granulare) befinden. Die Dendriten der Kornerzellen
terminieren in der Molekularschicht, welche sich nach auBen an das Stratum
granulare angliedert. Unterteilt wird diese Schicht in eine innere (inner molecular
layer, iml) und auBere (outer molecular layer, oml) Molekularschicht (siehe Abb. 1.6.).
Die Axone der Kornerzellen bilden sogenannte Moosfasern (dargestellt durch blaue
Linien in Abb. 1.6.), die sich in Bilindeln zusammenfinden. Hierbei erfolgt die
Ausbildung eines kirzeren Faserbiindels (infrapyramidaler Trakt) und ldangeren

Faserbiindels (suprapyramidaler Trakt), wobei der infrapyramidale Trakt im Stratum
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oriens und der suprapyramidaler Trakt im Stratum lucidum terminiert. Hier bilden sie
Synapsen mit den Dendriten der Pyramidenzellen aus. So erfolgt also unter
normalen Bedingungen niemals ein Eintreten der Moosfaseraxone in das Stratum
pyramidale. Unter pathologischen Bedingungen hingegen, wie z.B. bei der Epilepsie,
wird eine solche Fehlleitung beobachtet (Ben-Ari and Represa, 1990; Mathern et al.,
1996; Nadler, 2003).

Die Hauptzellen der CA-Region stellen Pyramidenzellen dar, deren Zellkdrper sich in
einer ebenfalls kompakten Zellkorperschicht (Stratum pyramidale) befinden. Die
Zellkorperschicht wird innen sowie auch auBen von Eingangsschichten umgeben.
Sowohl an die innere Schicht (Stratum oriens) als auch an die beiden duBeren
Schichten (Stratum lacunosum-moleculare und Stratum radiale) werden die

Dendriten der Pyramidenzellen versendet.

CiA Sept

TRENDS in Neurosciences

Abb. 1.6. Aufbau des Hippocampus. Vereinfachtes Schema der wichtigsten erregenden Bahnen.

Kortikale Afferenzen (EC-Fasern) sind braun dargestellt. Diese innervieren die duBere Molekularschicht (outer
molecular layer, oml) des Gyrus dentatus (DG). Erregende kommissural/ assoziative Fasern (C/A) sind gelb dargestellt.
Diese Projektionen entspringen den Moosfasern des ipsi- und kontralateralen Hilus (polymorphe Schicht, po). und
terminieren in der inneren Molekularschicht (iml) des DG. Das Moosfasersystem ist blau dargestellt. Diese Fasern
verknipfen den DG mit der CA3-Region. Schaffer-Kollaterale sind pink dargestellt. Diese Fasern verbinden die CA3-
Region mit der CA1-Region.

o = Stratum oriens, p = Stratum pyramidale, Im = Stratum lacunosum-moleculare, r = Stratum radiatum SUB =
Subiculum, CA-Region (Ammonshorn, Cornu ammonis)

(Skutella and Nitsch, 2001)
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1.1.4.2 Verschaltung des Hippocampus

Die drei Areale des Hippocampus (Gyrus dentatus, Ammonshorn und Subiculum)
sind untereinander und mit anderen Teilen des Gehirns durch verschiedene
Fasertrakte verschaltet. Die wichtigsten dieser Bahnen sind im Folgenden kurz
erlautert. Externe Eingangsmeldungen erhalt der Hippocampus tber Afferenzen aus
dem entorhinalen Cortex (EC). Diese EC-Fasern, auch Tractus perforans genannt,
projizieren auf die Dendriten der Kornerzellen in der dueren Molekularschicht. In
der inneren Molekularschicht terminieren kommissural/ assoziative Projektionen
(C/A- Fasern), welche in der Abb. 1.6. durch gelbe Linien dargestellt sind. Diese Fasern
entspringen hauptsachlich den Mooszellen aus der ipsilateralen (der gleichen
Gehirnhadlfte) und kontralateralen (der gegenliber liegenden Gehirnhalfte)
polymorphen Schicht, auch Hilus genannt. Die bereits oben erwahnten Moosfasern
der Kornerzellen verbinden den Gyrus dentatus mit den Pyramidenzellen der CA3-
Region (Skutella and Nitsch, 2001).

Innerhalb der CA-Region projizieren die Schaffer-Kollateralen (dargestellt durch
pinke Linie in Abb. 1.6.) die Pyramidenzellen der CA3-Region auf die der CA1-Region.
Das Moosfasersystem und die Schaffer-Kollateralen stellen die wichtigsten Bahnen
fir den internen Informationsaustausch des Hippocampus dar (Skutella and Nitsch,
2001). Zusammen mit den Projektionen des Tractus perforans bilden sie den

sogenannten trisynaptischen Schaltkreis (Amaral and Witter, 1989).

1.1.4.3 Hippocampale Neurogenese

Die Entwicklung von Neuronen aus neuronalen Stamm- oder Vorlauferzellen wird
als Neurogenese bezeichnet. In den meisten Teilen des adulten Gehirns erfolgt die
Geburt der Neurone zu einem bestimmten Zeitpunkt wahrend der embryonalen
Entwicklung und ist dann damit abgeschlossen. Die Kérnerzellen der Subgranuldren
Zone (SGZ) des Gyrus dentatus (DG) werden hingegen auch noch wahrend der
ganzen adulten Phase generiert. Dies ist im Saugetierhirn in nur einem weiteren
Hirnbereich zu beobachten: in der Subventrikuldren Zone (SVZ) der lateralen
Ventrikel. Die adulte Neurogenese wird durch diverse physiologische und

pathologische Prozesse reguliert, wie z.B. die Proliferation adulter neuronaler
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Stammzellen (NSCs, neuronal stem cells) oder Vorlauferzellen (NPCs, neuronal
progenitor cells), wie auch die Reifung und Integration neugeborener Neurone (Li
and Pleasure, 2010). Daran beteiligt sind u.a. Wachstumsfaktoren, wie z.B. BDNF und
Neurotransmitter, welche ihrerseits die Expression proneuraler Gene wie NeuroD1
fordern (Zhao et al., 2008). Der Prozess der hippocampalen Neurogenese erfolgt in
drei Phasen: der Embryonalphase, der postnatalen Phase und adulten Phase. In der
ersten embryonalen Phase wird das Neuroephitel des Gyrus dentatus definiert.
Hierbei migrieren NPCs aus dem primdren Neuroepithelium, um dort die
sogenannte zweite Matrix des DG (secondary dentate matrix, sdm) zu generieren. Am
Ende der Embryonalphase formen NPCs die duBere Kdrnerzellschicht (outer granule
cell layer, OGCL) (siehe Abb. 1.7. A). In der postnatalen Phase kommt es zu einer
Migration der Neurone der sekundaren Matrix und damit zur Ausbildung einer
tertidaren Matrix (tdm). Neurone dieser Matrix migrieren nun radial, um die innere
Kornerzellschicht zu generieren (inner granule cell layer, IGCL) (siehe Abb. 1.7.B). In der
dritten und letzten Phase der Neurogenese des Gyrus dentatus differenzieren sich
die Kornerzellen und es kommt zu einer Akkumulation proliferativer Zellen im Hilus,
auch Subgranuldre Zone (SGZ) genannt. Dort sind sie die Quelle neuer Kérnerzellen
wahrend der adulten Phase (Altman and Bayer, 1990; Li and Pleasure, 2005; Piatti et
al., 2006).

A) Embryo B) Early Postnatal C) Adult

== OGCL ] IGCL mm SGZ sdm & tdm
18t Dentate Migration 2nd Dentate Migration £ Radial Migration

Abb. 1.7. Migration und Verteilung von Kérnerzellen wiahrend der Entwicklung.

(A) Embryonale Phase: Bildung des priméren Neuroepithelium und Formation der sekundaren Matrix des DG (sdm).
Am Ende dieser Phase wird die dul3ere Kornerzellschicht (OGCL) gebildet. (B) Postnatale Phase: Ausbildung einer
tertidaren Matrix (tdm). Es erfolgt eine radiale Migration und anschlieBende Ausbildung der inneren Zellkérnerschicht
(IGCL). (C) Differenzierung der Kérnerzellen. Ein Pool von NPCs liegt nun akkumuliert im Hilus des Hippocampus vor
zur Generierung neuer Koérnerzellen.

(Piatti et al., 2006)
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1.1.4.4 Entwicklung hippocampaler Moosfaserprojektionen

Wie unter 1.1.4.2 beschrieben, bilden die Axone der Kdrnerzellen Faserbiindel, die
sogenannten Moosfasern. Diese bilden mit den Dendriten der CA3-Pyramidenzellen
Synapsen aus, wobei die Fasern stets durch einen schmalen Streifen der CA-Region,
dem Stratum lucidum, laufen. Bei der Moosfaserentwicklung ist besonders
interessant, dass das untere infrapyramidale Faserbiindel (IPB) zu Beginn seiner
Entwicklung Uber das eigentliche Ziel, die spatere Terminationszone, hinauswachst.
Im Laufe der Entwicklung kommt es dann zu einer Retraktion der ibergeschossenen
Axone bis die Terminationszone erreicht ist (siehe Abb. 1.8.). Dieser Prozess des
axonalen ,Prunings” ist auch fiir andere Systeme sehr gut beschrieben, wie z.B. die
topographische Kartierung des retinotektale Systems oder die Entwicklung
neuromuskuldrer Verbindungen (Luo and O'Leary, 2005).

Es wird deutlich, dass fiur den komplexen Vorgang der korrekten
Moosfaserentwicklung ein einzelner Faktor nicht in Betracht gezogen werden kann.
Vielmehr konnte durch Verwendung diverser Mausmutanten gezeigt werden, dass
die exakte zeitliche und rdaumliche Orchestrierung verschiedenster axonaler
Lenkungsmolekiile und ihrer Rezeptoren, aber auch von Zelladhasionsmolekiilen
und Transkriptionsfaktoren fiir eine addquate Moosfaserwegfindung von
Bedeutung sind (Chedotal and Richards, 2010; Dickson, 2002; Knoll and Nordheim,
2009).

Durch die Etablierung verschiedener Mausmutanten konnten Molekiile identifiziert
werden, die wahrend der Entwicklung im Pruning-Prozess involviert sind. Unter den
Lenkungsmolekilen spielen dabei die Semaphorine und ihre Rezeptoren eine
essentielle Rolle (Faulkner et al, 2007). So fuhrt die genetische Deletion des
Neuropilinrezeptors Npn-2, des Plexinrezeptors PLXA3 und des Liganden
Semaphorin 3F zu einem Defekt in der Riickbildung des IPB (Bagri et al., 2003; Chen
et al,, 2000; Sahay et al., 2003)

Auch Ephrine und ihre Rezeptoren sind maf3geblich an der Moosfaserentwicklung
beteiligt. So blieb in der adulten Entwicklungsphase durch Stérung des Liganden/
Rezeptorkomplexes die erwartete Retraktion des infrapyramidalen Bilndels aus
(Martinez et al., 2005).

Zudem weisen erste Daten auf einen entwicklungsspezifischen Wechsel axonaler
Wegfindungsmechanismen. Es wird vermutet, dass die friihe Entwicklungsphase der

17



EINLEITUNG

Moosfasern durch Gradienten chemoattraktiver Lenkungsmolekiile dominiert ist,

wohingegen ein Wechsel zur kontaktvermittelten Wegfindung

Entwicklungszeitpunkten stattfindet (Koyama et al., 2004).

" vor dem ,,Pruning“
X Sttt
[ J
G MB
IPB
o0
B
nach dem ,,Pruning“
¥ vt
(J
®
R ® ® %
.. Neuropilin-1 and -2
Plexin A3
@ Plexin A4
) Semaphorin 3F

Abb. 1.8. Entwicklung des infrapyramidalen Biindels.

in spateren

(A) In friihen Entwicklungsstadien (P0-P15) kommt es zu einem UberschieBen des infrapyramidalen Biindels (IPB)

Uber die eigentliche Terminationszone.

(B) In spateren Entwicklungsstadien (P15-P45) kommt es zu einer Retraktion des IPB zur Terminationszone.
MaBgeblich beteiligt sind Semaphorine und ihre Rezeptoren. Néheres siehe Text.

nach (Faulkner et al., 2007)
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1.2 Der Serum Response Factor (SRF)

1.2.1 Der Transkriptionsfaktor SRF

Der ubiquitar exprimierte Serum Response Factor (SRF) stellt einen phylogenetisch
hoch konservierten Transkriptionsfaktor dar (Norman et al., 1988), welcher u. a.
essentielle Funktionen in der Regulation von Zellproliferation, Zelldifferenzierung
sowie neuronaler Entwicklung Gibernimmt (Knoll and Nordheim, 2009; Miano, 2010;
Olson and Nordheim, 2010). SRF ordnet sich in die Familie der MADS-Box-Proteine
ein, wobei sich die Abkirzung MADS aus den Anfangsbuchstaben der ersten
identifizierten Mitgliedern MCM1 (Saccharomyces cerevisiea), Agamous (Arabidopsis
thaliana), Deficiens (Antirrhinum majus) und SRF (Homo sapiens) ableitet. Alle
Mitglieder dieser Proteinfamilie besitzen innerhalb der DNA-Bindestelle ein
evolutiondr hoch konserviertes, 56 Aminosdauren umfassendes Strukturmotiv,
welches als MADS-Box bezeichnet wird. Innerhalb dieser ist der N-terminale Bereich
malgeblich fur die DNA-Bindungsspezifitdat, wahrend der C-terminale Abschnitt fir
die Dimerisierung benétigt wird (Shore and Sharrocks, 1995). Alle Gene die von SRF
reguliert werden, sind im Besitz einer konservierten palindromischen Sequenz
innerhalb des serum response element (SRE) (Treisman, 1986). SRF bindet als
Homodimer an diese als CArG-Box (flir Cytosin Adenosin rich Guanosin) bezeichnete
DNA- Konsensussequenz, welche das Kernmotiv CC(A/T)sGG besitzt (Sun et al., 2006;
Treisman, 1986). Genomweite Analysen haben bis dato zu der Entdeckung von weit
mehr als hundert CArG-Box besitzenden SRF- Zielgenen beigetragen (Stritt et al.,
2009; Sun et al.,, 2006). Hierzu zdhlen hauptsachlich zytoskelettale Gene, wie z.B. Actn,
Actn, Tpm und Gsn und immediate early genes (IEGs), wie z.B. c-fos, Egr-1, Egr-2 und

Arc.

1.2.2 Partnerproteine von SRF
Als ubiquitar exprimierter Transkriptionsfaktor ibernimmt SRF eine Vielzahl von
Funktionen in verschiedensten biologischen Prozessen (Ausfiihrlicheres zu den

Funktionen von SRF siehe 1.2.4). Um dies zu erreichen, also eine signalspezifische
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Genexpression zu erhalten, interagieren Transkriptionsfaktoren mit verschiedenen
Partnerproteinen, so auch SRF.

Die Familie der ternary complex factors (TCF) mit ihren drei Mitgliedern Elk-1 (Ets-like
transcription factor 1), Sap-1 (SRF accessory protein 1) und Net (new ets transcription
factor) stellen hierbei eine der bekanntesten Familien von SRF-Partnerproteinen dar
(Dalton et al., 1993; Giovane et al., 1994). Sie gehéren zur Unterfamilie der Ets-
Transkriptionsfaktoren (E-twenty six) und besitzen neben einer SRF-Bindestelle auch
eine Ets-DNA-Bindestelle. Mit letzterer binden TCFs an eine charakteristische
Kernsequenz, auch Ets binding site (EBS) genannt, welche sich 5° benachbart zur
CArG-Box befindet (Buchwalter et al, 2004). Die CArG- Box und EBS bilden
zusammen das serum response element (SRE), welches Bestandteil vieler Promotoren
ist (z.B. IEGs, wie c-fos und Arc oder zytoskelettaler Gene, wie Tpm, FIna). SRF bindet
an die CArG-Box und interagiert als Homodimer mit der Ets-DNA-Bindedomane der
TCFs, was zur Bildung eines Ternar-Komplexes flihrt (Shore and Sharrocks, 1994).
Eine Aktivierung dieser SRF-Partnerproteine erfolgt durch mitogen-aktivierte
Proteinkinasen (Besnard et al., 2011).

Eine zweite Gruppe von SRF-Koaktivatoren stellen die myocardin-related
transcription factors (MRTFs) dar. Zu dieser Gruppe gehoren das spezifisch in
Herzmuskel- und glatten Muskelzellen vorkommende Myocardin und die ubiquitar
exprimierten Proteine MAL (megakaryocytic leukaemia, auch als MRTF-A oder MKL1
bezeichnet) und MRTF-B (megakaryoblastik leukemia 2, auch MKL2 genannt) (Wang
et al., 2001; Wang et al., 2002; Wang et al., 2003). Der Kofaktor MAL spielt hierbei
eine wichtige Rolle, da er stark in Neuronen exprimiert wird und u.a. durch das
Lenkungsmolekil BDNF aktiviert wird (Kalita et al., 2006). Die Aktivitat von MAL und
MRTF-B wird primdr Uber einen Signalweg durch Rho-GTPasen und monomerem
Aktin reguliert, welcher in 1.2.3. ausfiihrlicher beschrieben wird (Cen et al., 2004;
Miralles et al., 2003).
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1.2.3 Aktivierung und Regulation von SRF

Der Serum Response Factor kann generell durch verschiedene Stimuli, wie z.B. Serum,
Lysophosphatidsaure (LPA), Tumor-Nekrose-Faktor-B (TNFR3) und Antioxidantien
aktiviert werden (Chai and Tarnawski, 2002). Die Aktivierung von SRF in Neuronen
erfolgt durch Wachstumsfaktoren, wie z.B. BDNF und NGF oder durch neuronale
Aktivitat, welche z.B. durch Glutamat oder KCl induziert wird (Bading et al., 1993;
Knoll and Nordheim, 2009; Misra et al., 1994; Wickramasinghe et al., 2008). In allen
Fallen fihrt die Aktivierung des Serum Response Factors zu einer Transkription
diverser SRF-Zielgene.

Die Regulierung der SRF-Aktivitat findet prinzipiell UGber zwei verschiedene
Mechanismen statt. Zum einen erfolgt dies Uber den klassischen TCF-abhangigen
Signalweg und zum anderen lGber den TCF-unabhdangigen Mechanismus, vermittelt
durch Rho/MRTFs/Aktin. (Johansen and Prywes, 1994; Posern and Treisman, 2006)

(siehe Abb. 1.9.).

NGF, BDNF
glutamate,
kainate
TrkA,
l TrkB
Ras  PI3K NMDA-R KCI
RhoA l VSCC
l/ Raf /
ROCK l
F-actin Ca2+
LIM-K MEK l
Cofilin — 1 G-actinr_’jrk CaMK
MRTE }
- CYTOPLASM
2

MRTF TCF
SRF

CArG

Abb. 1.9. Regulierung der Transkription durch SRF.

SRF wird in Neuronen durch verschiedene Stimuli wie z.B. Wachstumsfaktoren (NGF, BDNF) oder lGber neuronale
Aktivitat aktiviert. SRF und seine Ko-Faktoren MRTF und TCF konnen Uber die MAPK-, Rho/Aktin- sowie CamK-
Signalwege aktiviert werden. Der Shuttle von MRTF/ MAL zwischen Zytoplasma und Zellkern ist in Neuronen noch
umstritten (gekennzeichnet durch Fragezeichen).

(Knoll and Nordheim, 2009)
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1.2.3.1 Aktivierung von SRF uber MAP-Kinasen

Die TCF-abhangige Aktivierung von SRF (siehe Abb. 1.9.) erfolgt durch MAP-Kinasen
und ist primar von Bedeutung bei der Regulierung der IEGs z.B. c-fos und Egrl1. Zu
den Effektorkinasen zahlen ERK (extracellular regulated Kinase), JNK (c-Jun N-terminal
kinase) und p38/SAPK (stress activated kinase), welche die TCFs phosphorylieren und
dadurch aktivieren. Durch die MAPK- vermittelte Phosphorylierung der TCFs kommt
es zu folglich zu einer Konfirmationsanderung im terndaren Komplex. Dadurch
kénnen weitere Koaktivatoren wie z.B. CBP (cAMP response element binding protein)
oder p300 rekrutiert und Korepressoren wie z.B. Histondeacetylase-Komplexe
inaktiviert werden, was folglich zu einem Transkriptionsstart fihrt (Li et al., 2003;

Ramirez et al., 1997; Yang and Sharrocks, 2004).

1.2.3.2 Aktivierung von SRF uber RhoA/ MRTFs/ Aktin

Der zweite Mechanismus zur Regulierung der SRF-Aktivitat erfolgt Uber die
Aktivierung der kleinen GTPase RhoA, monomeres Aktin sowie die Mitglieder der
MRTF-Familie, namentlich MRTF-A/ MAL und MRFT-B (Hill et al., 1995; Posern and
Treisman, 2006). Dieser Signalweg ist besonders bei der Regulierung zytoskelettaler
Gene (z.B. Aktin, Zyxin) und muskelspezifischer Gene (z.B. Myo D, Myogenin) von
Bedeutung. Durch Aktivierung von RhoA werden zwei Effektorsignalwege aktiviert:
der ROCK1-LIM Kinase-Cofilin Signalweg, welcher in einer Stabilisierung von F-Aktin
resultiert und der mDia-Signalweg, welcher zu einer gesteigerten Polymerisation
des F-Aktins fihrt (Geneste et al., 2002). Durch ROCK1 (Rho-associated, coiled-coil
containing protein kinase 1) kommt es hierbei zu einer Aktivierung der LIM-Kinase,
was wiederum zur Inhibierung des Aktin- depolymerisierende Protein Cofilin flihrt
und folglich in einer F-Aktin Stabilisierung resultiert. Die Aktivierung von mbDia
(mammalian Diaphanous-related formins) hingegen fiihrt zu einer gesteigerten
Polymerisation des F-Aktins. Beides fihrt zu einer starken Abnahme des G-Aktin
Anteils, was folglich in einer Gleichgewichtsverschiebung von globuldarem G-Aktin
zu filamentdsem F-Aktin innerhalb der Zelle resultiert, und zur Ausbildung von
Stressfasern fihrt. In unstimulierten, nicht neuronalen Zellen ist MRTF/ MAL im
Zytoplasma an G-Aktin gebunden. Als Konsequenz der G-Aktin Abnahme, wird der

Kofaktor nicht langer an globuldres Aktin gebunden. Daraufhin kann dieser in den
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Zellkern translozieren, dort mit SRF assoziieren und eine SRE-aktivierte Transkription
vermitteln (Settleman, 2003). Der fiir die Transkription elementare Prozess von
Import und Export der MRTF/ MAL zwischen dem Zytosol und dem Zellkern ist
jedoch nur ungeniigend gekldrt und ist in Neuronen noch umstritten (Knoll and
Nordheim, 2009).

1.2.3.3 Interaktion des TCF- und RhoA/ MRTFs/ Aktin- Signalweges

TCFs und MRTFs konkurrieren um dieselbe Bindestelle an SRF, da es SRF nicht
moglich ist mit beiden Kofaktoren gleichzeitig zu interagieren (Posern and Treisman,
2006). Dennoch belegen kiirzlich veroffentliche Daten, dass der TCF- und RhoA/
MRTF-Signalweg nicht zwangsldaufig voneinander getrennt verlaufen, sondern
miteinander interagieren (Kalita et al., 2006; Muehlich et al., 2008), wobei es noch
einer Aufklarung des sich dahinter befindlichen molekularen Mechanismus bedarf.
So konnte die Gruppe um Kalita eine TCF-unabhdngige Aktivierung von SRF Uber
den Kofaktor MAL in Neuronen zeigen. Hierbei fiihrte die Stimulation mit dem
neurotrophen Lenkungsmoleklil BDNF zu einer Aktivierung der MAPK ERK1/2,
welche durch einen noch ungeklarten Mechanismus MAL aktiviert und letztendlich
in einer SRF-vermittelten Transkription resultiert (Kalita et al., 2006). Des Weiteren
wurde in nicht-neuronalen Zellen gezeigt, dass eine Aktivierung von RhoA, wie
oben erlautert, zu einer Abnahme von G-Aktin fiihrt, was zu einem Kernimport von
MAL fihrt. Wahrenddessen wird das sich im Nukleus befindliche MAL durch EKR1/2
phosphoryliert, an G-Aktin gebunden und anschlieBend aus dem Zellkern exportiert.
Dies resultiert in einer verringerten Menge an freien MAL, welches wiederum an SRF
binden und Transkriptionsvorgange aktivieren kann (Muehlich et al., 2008) (siehe

Schemata in Abb. 1.10).
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Abb. 1.10. Modell der Regulierung von MAL/ MKL1.
Seruminduktion resultiert in einer Aktivierung der RhoA- sowie Ras/MAPK-Signalkaskade. RhoA-Aktivierung fihrt zur
MAL/MKL1 Kernlokalisierung aufgrund Stressfaserbildung und sinkender G-Aktinmenge. Wahrenddessen

phosphoryliert ERK1/2 MAL und fuhrt zur G-Aktinbindung und zum Kernexport. Nun steht weniger freies MAL fur die
SRF-vermittelte Transkription zur Verfiigung (Muehlich et al., 2008).

1.2.4 Biologische Funktionen des Serum Response Factors

1.2.4.1 Nicht-neuronale Funktionen von SRF

Da TCFs und MRTFs/ MAL um dieselbe Bindestelle an SRF konkurrieren, kann eine
SRF-vermittelte Genexpression differentiell in den verschiedensten biologischen
Prozessen kontrolliert werden. Folglich Ubernimmt der ubiquitdar exprimierte
Transkriptionsfaktor auch weitumfassende Funktionen.

In murinen embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) fuhrt die Deletion von SRF zu
Beeintrachtigungen in Zelladhasion, Zellausbreitung und Zellmigration. Dies wurde
bedingt durch die verminderte Expression fokaler Adhdsionsproteine, wie die fokale
Adhaésionskinase (FAK), B-Integrin, Talin, Zyxin und Vinculin (Schratt, 2002). Ebenso
konnte gezeigt werden, dass in SRF-defizienten ES-Zellen die Expressionsmenge des
Gesamtaktins und der IEGs erniedrigt ist. Dadurch ist eine addquate
Aktinpolymerisation nicht mehr gewahrleistet (Schratt et al., 2001).

Die Etablierung konstitutiver Srf-Mausmutanten offenbarte zudem, dass SRF ein

unabdingbarer Faktor fiir die embryonale Entwicklung ist. So duBerte sich eine
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konstitutive Deletion des Genes in sehr frihen embryonalen Entwicklungsstadien in
Mausmutanten mit einer kleineren Korpergrofe als wildtypische Geschwister sowie
einer erhohten Apoptoserate, bedingt durch die verminderte Expression
antiapoptotischer Gene, wie Bcl-2 und Bcl-x (Schratt et al., 2004). In der weiteren
Entwicklung kommt es zu einem folgenschweren Defekt in der Mesodermbildung.
Diese unterbleibt in SRF-defizienten Mauseembryonen, was zum Tod der
Embryonen in der frilhen Gastrulationsphase (zwischen dem embryonalen Tag 8.5
(E8.5) und E12.5) flihrt (Arsenian et al., 1998) Durch die Herstellung verschiedener
gewebe- und zellspezifischer konditionaler Mausmutanten konnten jedoch weitere
Funktionen von SRF entschlisselt werden.

So spielt der Serum Response Factor in der Entwicklung des kardiovaskuldaren
Systems eine essentielle Rolle (Miano et al., 2004; Niu et al., 2005; Parlakian et al.,
2004). Eine konditionale Herzmuskel-spezifische Deletion von SRF flihrte zu einem
frihen Tod der Embryonen (zwischen E10 und E13.5), bedingt durch eine
schwerwiegende Herzinsuffizienz als Folge der gestorten Kardiogenese. Des
Weiteren war in diesen Mausmutanten die Genexpression Kardiogenese-
regulierender Gene, wie z.B. Nkx2.5, GATA4, Myocardin und c-fos stark herunter
reguliert (Niu et al., 2005; Parlakian et al., 2004).

SRF Ubernimmt zudem Funktionen im Gastrointestinaltrakt. Hierbei fuhrte eine
Depletion von Srf in glatten Muskelzellen adulter Tiere etwa drei Wochen nach
Induktion der Rekombination zum Tod der Tiere aufgrund schwerwiegender
Stérungen der Darmperistaltik (Angstenberger et al., 2007; Mericskay et al., 2007).
Kirzlich wurde SRF in Zusammenhang mit Magen- und Osophagusulcera
beschrieben. So wurde gezeigt, dass eine lokale Gentherapie mit VEGF (vascular
endothelian growth factor) und SRF cDNA eine drastische Beschleunigung der
Ulceraheilung bewirkt (Tarnawski, 2005).

Des Weiteren Ubernimmt SRF eine wichtige Rolle in der BlutgefaBbildung. So
konnte gezeigt werden, dass eine endothelzellspezifische Deletion von Srf in der
Ausbildung von Aneurysmen (GefaBerweiterungen) und Hamorrhagien (Blutungen)
sowie einer reduzierten Genexpression des Adhdsionsproteins E-Cadherin flihrt, was
letztendlich in einer embryonalen Letalitat (E14.5) resultiert (Franco et al., 2008;
Holtz and Misra, 2008).
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Die konditionale Srf-Deletion der Skelettmuskulatur fihrt zu einer schweren
Muskelhypoplasie (unzureichende Zellbildung), was zum perinatalen Tod der
Mausmutanten fihrt (Li et al., 2005). In adulten Tieren resultiert eine SRF-Defizienz
der Skelettmuskulatur in einer schweren Muskelhypotrophie (vermindertes
Zellwachstum), unzureichender Regeneration und einer 50%- igen Mortalitatsrate 6
Wochen nach der Geburt (Charvet et al., 2006; Lahoute et al., 2008).

Das Fehlen von SRF in der Leber hat eine verschlechterte Regenerationsfahigkeit
und eine verminderte Genexpression der IEGs nach partieller Leberentnahme zur
Folge (Latasa et al., 2007). Wird Srf spezifisch in Leberzellen deletiert, so fihrt das in
Mausmutanten zu einer reduzierten KorpergrofRe, reduzierten Genexpression von
IGF-1 (insulin-like growth factor 1) und gestorter Leberzellproliferation (Sun et al.,
2009).

Neueste Daten beschreiben einen Zusammenhang zwischen SRF und der korrekten
Entwicklung und Funktion der Retina in Mdusen (Sandstrom et al., 2011). Hierbei
fihrte bei jungen Tieren, welche ein Transgen zur konstitutiven Uberexpression von
SRF  besitzen (SRF-VP16), zu einer fehlerhaften Laminierung der
Photorezeptorschicht sowie zu einer funktionellen Beeintrachtigung der Retina. In
adulten Entwicklungsstadien wiesen transgene Mause, verglichen mit Kontrolltieren,
eine degenerierte Retina auf.

Auch in der Haut Gbernimmt der Transkriptionsfaktor wichtige Funktionen (Koegel
et al., 2009; Verdoni et al., 2010). So flihrt u.a. eine postnatale Deletion von Srf in
Keratinozyten bei Mdusen zu einer Psoriasis-dhnlichen Hautldsion. Gekennzeichnet
war dies durch Entziindungsprozesse, ein vermehrtes Wachstum und Proliferation
der Epidermis sowie eine Stérung des Aktinzytoskeletts (Koegel et al., 2009).

Die Rolle von SRF im Immunsystem ist bis dato ungeniigend untersucht. Dennoch
weisen erste Daten auf eine Beteiligung des Transkriptionsfaktors in der korrekten
Entwicklung von T-Lymphozyten hin (Fleige et al., 2007).

Eine Vielzahl von Funktionen Gbernimmt der Serum Response Factor im Zentralen
Nervensystem. Da dies ein wichtiger Bestandteil der vorliegenden Arbeit darstellt,
soll im nachsten Abschnitt (1.2.4.2) ausfuhrlich auf die neuronalen Funktionen von

SRF eingegangen werden.
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1.2.4.2 Neuronale Funktionen von SRF

Als ubiquitarer Transkriptionsfaktor ist SRF auch im Zentralen Nervensystem (ZNS)
stark exprimiert. Bei den Nagetieren gehoéren u.a. das Striatum, Cortex,
Hippocampus und der olfaktorische Bulbus dazu (www.brain-map.org) (Alberti et al.,
2005; Knoll et al., 2006; Stringer et al., 2002). Diese breitgefacherte Expression fihrt
dazu, dass der Serum Response Factor eine Vielzahl verschiedener Funktionen im
Nagetierhirn Gbernimmt. Gewebespezifische Srf-Mausmutanten bieten hierbei eine
ideale Moglichkeit, die Rolle von SRF im ZNS zu untersuchen. Eine konstitutive,
homozygote Deletion von Srf hat, wie in 1.2.4.1. erldutert, eine schwere Stérung in
der Mesodermbildung zur Folge, was zum Tod der Embryonen in der frihen
Gastrulationsphase fiihrt (Arsenian et al., 1998). Um dies zu umgehen und damit
neuronale  Funktionen des  Transkriptionsfaktors auch in  spateren
Entwicklungszeitpunkten analysieren zu kdnnen, wurden vorderhirnspezifische
konditionale Srf-Mausmutanten generiert (Alberti et al.,, 2005; Etkin et al., 2006;
Ramanan et al., 2005). Im Labor von Prof A. Nordheim, Universitat Tibingen, wurde
hierflir zuerst ein ,gefloxtes” Srf Allel (Srf e fir floxed exon1) konstruiert, wobei der
Translationsstart des Exon1 und das Intron 1 von loxP-Elementen (locus of crossing
over) flankiert wird (Wiebel et al., 2002). Bei loxP-Elementen handelt es sich um
Erkennungssequenzen der Cre-Rekombinase (CRE =  causes/cyclization
recombination), ein Rekombinaseenzym des Bakteriophagen P1. Nach erfolgreicher
Rekombinationen wird hierbei ein funktionsunfdhiges SRF-Protein erzeugt.

Anschlieend wurden diese Mause mit CamKlla-iCre positiven Tieren gekreuzt

(siehe Abb. 1.11) (Casanova et al., 2001). Die CamKlla ist eine spezifisch im ZNS
vorkommende Proteinkinase, mit starker Expression im Hippocampus und Kortex
sowie schwacherer Expression im Striatum, Thalamus und Hypothalamus (i.e.
Vorderhirn). Im Cerebellum ist dieses Protein nicht vorhanden. Dadurch, dass sich
das Cre-Gen hinter dem CamKlla-Promotor befindet, konnte es zu einer neuronen-
und vorderhirnspezifischen Deletion von Srf kommen (Casanova et al., 2001; Knoll et
al., 2006). Die CamK ist erst in spaten embryonalen Entwicklungsstadien aktiv, was
damit eine Untersuchung postnataler und adulter Mause ermdglicht. Das bedingt
jedoch auch, dass in frihen postnatalen Stadien noch mehr funktionsfahiges SRF

vorhanden ist als in spateren Stadien. Adulte Tieren kdnnen nicht untersucht
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werden, da der besondere Phanotyp der Mutanten dazu fihrt, dass die Mause etwa
3 Wochen nach der Geburt sterben. Fir die betreffenden Experimente dieser

vorliegenden Arbeit wurden diese konditionalen Srf-Mutanten verwendet.

srf (flex1neo/wt)/ CamKila-iCre * X Srf (flexineo/flex1neo)/ CamKlia-iCre -

ﬂ

Srf {flexineo/wt)/ CamKila-iCre *

srf (flexineo/wt)/ CamKila-iCre - | Kontrolltiere/
Wildtyp

Srf (flexineo/flex1neo)/ CamKlia-iCre -

Srf (flexineo/flexineo)/ CamKilla-icre* | Srf-Mutante/
knock-out

LA S SRS

Abb. 1.11. Kreuzungsschema zur Generierung konditionaler Srf-Mutanten

Nahere Erlduterungen siehe Text

Als Regulator der Aktin-Dynamik (Schratt et al., 2002; Stern et al., 2009) ist es nicht
verwunderlich, dass SRF eine wichtige Funktion in der neuronalen Zellmigration
(Alberti et al., 2005), axonalen Lenkung und Wachstumskegelmotilitat Gbernimmt
(Knoll et al., 2006) (siehe Abb. 1.12). Die Notwendigkeit von SRF in der Zellmigration
konnte zuerst anhand des rostral migratory stream (RMS) gezeigt werden, wo Srf-
Mutanten schwere Migrationsdefekte neuronaler Vorlauferzellen aufwiesen (Alberti
et al, 2005). Hierbei wanderten die Vorlduferzellen nicht wie Ublich von der
Subventrikularzone (SVZ) in den olfaktorischen Bulbus, sondern verweilten in der

SVZ. Als mogliche Ursache fir diesen Defekt wurde u.a. eine Veranderung in der
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Genexpression zytoskelettaler Gene, wie 3-Aktin und Gelsolin in Betracht gezogen.
Diese waren in SRF-defizienten Mausen herunterreguliert. Eine verstarkte
Phosphorylierung, und damit Inhibierung, von Cofilin wurde ebenso als moglicher
Grund fir die Migrationsdefekte genannt (Alberti et al., 2005).

Neben dem Migrationsdefekt im RMS wurde fiir konditionale Srf-Mutanten auch ein
axonaler Lenkungsdefekt bei der hippocampalen Moosfaserwegfindung
nachgewiesen (Knoll et al., 2006). Wie unter 1.1.4.2 ausfiihrlich beschrieben, senden
in wildtypischen Mdusen die Kérnerzellen des Gyrus dentatus ein suprapyramidales
und infrapyramidales Moosfaserbliindel aus, dessen Axone dann synaptische
Kontakte mit den Dendriten der Pyramidenzellen der CA3-Region ausbilden. Diese
Auftrennung der Moosfasern in zwei Aste unterbleibt véllig in Srf-Mutanten.
Stattdessen wurde ein fehlgeleitetes Wachstum der Fasern in die CA3-
Zellkérperregion des Hippocampus beobachtet, wo sie nun nicht wie normal mit
den Dendriten der Pyramidenzellen, sondern mit den Zellkérpern Synapsen
ausbildeten. Hierbei ist wichtig zu erwahnen, dass Mausmutanten, bei denen das
Zelladhdsionsmolekil NCAM (neuronal cell adhesion molecule) (Seki and Rutishauser,
1998) und das Lenkungsmolekiil Semaphorin (Suto et al., 2007) betroffen sind, einen
dhnlichen Phanotyp beziiglich der Moosfaserwegfindung wie Srf-Mutanten zeigen.
Des Weiteren konnte eine Beeintrachtigung der Wachstumskegelmotilitat in SRF-
defizienten Mausen beobachtet werden. Im sogenannten Wachstumskegel-Kollaps-
Assay konnte gezeigt werden, dass SRF ein wichtiger Faktor des Ephrin-A und
Semaphorin vermittelten Wachstumskegelkollaps ist. Kontrollneurone zeigten nach
Stimulation mit diesen repulsiv wirkenden Lenkungsmolekdilen einen vollstandigen
Wachstumskegelkollaps, was auf einer volligen Depolymerisation des
Aktinzytoskeletts beruht. Hingegen resultierte eine Stimulation mit Ephrin-A5 in
SRF-defizienten Neuronen in einer Bildung von teppichschlagerartigen F-Aktin-
Mikrotubulistrukturen.  Diese = Beobachtung weist auf eine gestorte
Depolymerisation des Zytoskeletts hin. In weiteren in-vitro Experimenten konnte
zudem ein vermindertes Neuritenwachstum SRF-defizienter Neurone nachgewiesen
werden (Knoll et al., 2006).

Jedoch fuhrt das Fehlen von SRF nicht nur im ZNS zu aberranten axonalen
Lenkungsprozessen und fehlerhaftem Neuritenwachstum. Auch im peripheren
Nervensystem (PNS) konnte die Beteiligung von SRF an diesem Prozess
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nachgewiesen werden. So fiihrt eine spezifische Deletion von Srf in embryonalen
sensorischen Spinalganglien (DRG = dorsal root ganglion) zu einem gestorten
axonalen Wachstum, Verzweigungen und Innervation des Zielgebietes
(Wickramasinghe et al., 2008).

Neuste Daten weisen zudem darauf hin, dass SRF auch eine wichtige Rolle in der
Organisation hippocampaler Schichten (Laminierung) und Nervenfasern Gibernimmt
(Stritt and Knoll), da diese Prozesse in SRF-defizienten Mausen schwere Stérungen
aufzeigen. Als mogliche Ursache hierfir wird eine Interaktion mit Reelin, einem
wichtigen Molekiil in der hippocampale Laminierung, genannt.

Erst kiirzlich konnte zudem gezeigt werden, dass SRF in der Differenzierung von
Oligodendrozyten (OD) und der Myelinisierung involviert ist (Stritt et al., 2009). SRF-
defiziente Mduse wiesen eine erhdhte Menge an OD-Vorlauferzellen und eine
erniedrigte Menge an ausdifferenzierten OD auf, was eine gestorte Myelinisierung
und ein mdgliches Absterben von Axonen zur Folge hatte. Da die Myelinisierung
von Axonen hauptsachlich durch Gliazellen erfolgt, in diesen jedoch Srf nicht
deletiert wird, wurde angenommen, dass in Neuronen exprimiertes SRF
benachbarte Gliazellen tber einen parakrinen Mechanismus (durch Sekretion von
Signalmediatoren, welche die Oligodendrozytendifferenzierung steuern)
beeinflussen.

Durch die Generierung konditionaler Srf-Mausmutanten, in denen SRF erst in der
adulten Lebensphase ausgeschalten wird, konnte dem Serum Response Factor eine
unabdingbare Rolle in der Induktion aktivitaitsabhangiger Genexpression,
synaptischer Plastizitat sowie Lern- und Gedachtnisleistungen zugeschrieben
werden (Etkin et al., 2006; Platenik et al, 2000; Ramanan et al., 2005). Fur die
Ausbildung von Synapsen stellt die Regulation der Genexpression durch den
Neurotransmitter Glutamat ein wichtiger Mechanismus dar. Dieser stimuliert die
rasche Induktion der IEGs, wie c-fos, Egrl, Egr2 und Arc. Hierbei konnte in Srf-
Mutanten gezeigt werden, dass das Fehlen von SRF zu einer geminderten
aktivitatsabhangigen IEG Expression fiihrt (Ramanan et al., 2005; Xia et al., 1996).
Auch die Langzeitpotenzierung CA1-pyramidaler Zellen (LTP, long term potentiation)
wies in diesen Mausmutanten erhebliche Defekte auf, was zu einer Veranderung der

Lern- und Gedachtnisleistung fiihrte.
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Es wurde weiterhin ein Zusammenhang zwischen SRF und neurodegenerativen
Krankheiten, wie Epilepsie oder Morbus Alzheimer, gezeigt (Morris et al., 1999; Tong
et al.,, 2004). Hauptkennzeichen des Morbus Alzheimer, einer Krankheit die weltweit
30 Millionen Menschen betrifft, stellen zum einen ein reduzierter Blutfluss durch das
Hirnparenchym und zum anderen eine Ablagerung und Anhaufung von amyloiden
Plagues in Gehirn und Blutgefal3en dar. Das resultiert letztendlich in einem Verlust
der Neuronen und duBert sich beim Menschen u.a. in einer Wesensdanderung und
starkem Gedachtnisverlust. Bei betroffenen Patienten wurde hier eine erhéhte SRF-
Menge in den glatten Muskelzellen der BlutgefdBe festgestellt, was zu dem
beschriebenen verminderten Blutfluss flhrt. Eine therapeutische Inhibierung von
SRF mit shRNA (short hairpin RNA) fihrte in Nagetieren zu einer verbesserten
Hirndurchblutung und Normalisierung der kontraktilen Aktivitat der Blutgefal3e
(Miano, 2010).

Es kann zusammenfassend gesagt werden, dass SRF im Gehirn neben einer Vielzahl
von Funktionen im postnatalen und adulten Gehirn auch entscheidend fir

neuropathologische Prozesse ist.
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Abb. 1.12. Uberblick neuronaler Funktionen von SRF.
Néaheres siehe Text. (Knoll and Nordheim, 2009)
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1.3 Zielstellung dieser Arbeit

Fir eine korrekte Etablierung neuronaler Netzwerke spielen axonale
Lenkungsmolekiile eine unabdingbare Rolle. Das abgestimmte Zusammenspiel
repulsiver und attraktiver Molekile ermoglicht dem Wachstumskegel sein finales
Zielgebiet zu erreichen, wo dann Synapsen ausgebildet werden kénnen. Es wurde
gezeigt, dass das Lenkungsmolekil brain derived neurotrophic factor (BDNF) als
attraktiver Faktor wirkt, was in-vivo z.B. in der Ausbildung axonaler Verzweigungen
und dem Auswachsen von Neuriten resultiert (Fitzgerald et al., 2008). Im Gegensatz
dazu vermittelt die vorwarts gerichtete EphA-Signaltransduktion einen repulsiven
Effekt, welcher sich in einem Wachstumskegelkollaps auf3ert (Knoll et al., 2006; Stern
et al, 2009). Wie der Wachstumskegel diese gegensatzlichen Signalinstruktionen
integriert, ist bislang unzureichend aufgeklart. Ziel dieser Arbeit war daher,
stattfindende Interaktionen zwischen BDNF und Ephrin-A und deren zugrunde
liegenden molekularen Mechanismen zu untersuchen.

Hierflr wurden u.a. neben immunzytochemischen Experimenten auch Analysen auf
Proteinebene sowie Luziferase Reportergenstudien durchgefiihrt. Ein besonderer
Fokus lag auf der Untersuchung der Wachstumskegelmotilitit und der
Untersuchung von Genexpressionsprogrammen, welche durch die BDNF-Ephrin-A
Interaktion ausgeldst werden. Dieser Prozess sollte dabei in Abhdangigkeit des Serum
Response Factors (SRF) untersucht werden. SRF - ein Transkriptionsfaktor der MADS-
Box Familie - Ubernimmt wichtige Funktionen in der Regulation der (Aktin)-
Zytoskelettdynamik, synaptischen Plastizitat, neuronalen Migration, axonalen
Wegfindung und in der Antwort friih-vermittelter Gene (Alberti et al., 2005; Knoll
and Nordheim, 2009; Ramanan et al., 2005). Eine konditionale Deletion von Srf in
sehr spaten embryonalen Entwicklungsstadien der Maus fihrt u.a. zu einem
schweren Defekt der hippocampalen Moosfaserwegfindung. So war ein weiteres
Ziel dieser Arbeit herauszufinden, welche Mechanismen diesem Defekt zugrunde
liegen und neue Faktoren 2zu ermitteln, welche in den Prozess der
Moosfaserfehlleitung involviert sind. Zur Untersuchung dieses Sachverhalts wurden
neben molekularbiologischen Untersuchungen auch die in-vivo nahe Methode der

organotypischen Kultur verwendet.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

211 Gerate

Elektroporator

Fluorenszenzmikroskop Axiovert 200M

LSM konfokales Mikrospkop

Gewebeschneider

Luminometer Lumat LB 9507

Mini Trans-Blot Cell® mit Bio-Eis Kiihleinheit
Vibratom

Kryostat

Western Blot-Entwicklermaschine M-35-X-Omat

2.1.2 Chemikalien
3-Mercapthoethanol (3-ME)
Adenosintriphosphat (ATP)

Agar

Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin

Borax

Borsaure

Bromphenolblau

Bovines Serum Albumin Fraktion V (BSA)
Chloroform

DAPI (4,6-Diamidino-2-phenylindol)
Dil (1,1, di-octadecyl-3,3,3'3'-

tetramethylindocarbocyanine perchlorate)

Dr. L. Fischer, Heidelberg
Zeiss

Zeiss

Mclwan

EG&G Berthold

Bio-Rad

Leica

Leica

Kodak

AppliChem
AppliChem
AppliChem
Genaxxon
Roth
AppliChem
Sigma
Applichem
AppliChem
AppliChem
Sigma
AppliChem

Molecular Probes
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Dimethylsulfooxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat
Dithiothreitol (DTT)

Entellan

Essigsaure
Essigsaureanhydrid

Ethanol (EtOH)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ethidiumbromid

Firefly Luziferase (freie Saure)
Formaldehyd (37%)
Formamid

Fotales Kalberserum (FCS)
Galacton

Gentamicin

Glucose

Glycerin

Glycin

Glycylglycin

Hefeextrakt

HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsdure)
Isopropanol

Kaliumchlorid (KCl)
Kalziumchlorid (CaCly)
Laminin

Levamisol

L-Glutamin

Lithiumchlorid
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid (MgCl.)
Magnesiumsulfat (MgSQOa)
Methanol (MetOH)

AppliChem
Merck
AppliChem
Merck
AppliChem
Sigma

Roth
AppliChem
Roth
AppliChem
Roth
AppliChem
PAA Laboratories
Tropix
Invitrogen
Sigma
AppliChem
AppliChem
AppliChem
AppliChem
AppliChem

Fluka
AppliChem
AppliChem
Sigma
Sigma
Invitrogen
AppliChem
AppliChem
Merck
AppliChem
Sigma
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Moviol

N,N,N’,N"-Tetramethylethan-1,2-diamin (TEMED)
Natriumcitrat

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumfluorid (NaF)

(NaHCO:s)
Natriumhydrogenphosphat (Na;HPO,)

Natriumhydrogencarbonat

Natriumdihydrogenphosphat (Na>H>PO4)
Natriumdihydrogenphosphathydrat (Na:H,PO4*H,0)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumorthovanadat (NazVO.)
Natrium-Pyruvat

Normales Ziegenserum (NGS)
Paraformaldehyd (PFA)
Penicillin-Streptomycin

Pepton

Pferdeserum (“horse serum”, HS)
Phalloidin Texas Red-X
Phenol-Chloroform
Phenylmethylsulfonylfluorid
Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)
Polyethylenglycol 8000 (PEG)
Poly-L-Lysin (PLL)

Ponceau-S

Propylgallat

Salzsaure (HCI)

Sucrose

Triethanolamin

Tris (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan)
Tris-Phosphat (Tris-POa)
Trichloressigsaure

Triton®-X-100

Calbiochem
Roth

Sigma
Sigma
AppliChem
Applichem
Sigma
Merck
Merck
Merck

Roth
Sigma
Invitrogen
Biowest
AppliChem
Invitrogen
AppliChem
Invitrogen
Invitrogen
AppliChem
AppliChem
AppliChem
AppliChem
Sigma
Sigma
AppliChem
Roth
AppliChem
Sigma
Sigma
AppliChem
AppliChem
AppliChem
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Trypton
Tween 20

Wasserstoffperoxid (H,0,)

2.1.3 Materialien und Reagenzien

AppliChem
AppliChem
AppliChem

2.1.3.1 Materialien und Reagenzien fur zellbiologische Arbeiten

2.1.3.1.1  Materialien und Reagenzien fiir die neuronale Zellkultur

Boratpuffer

DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

Elektroporationslésung

Elektroporationskivetten

Elektroporationspipetten Tml

Glaspasteurpipetten

HBSS (Hanks’ Balanced Salt Solution)

humanes Ephrin-A5/Fc-Chimere

humanes rekombinantes BDNF

0,05 M Borsaure
12,5 mM Borax
pH 8,5 einstellen

filtrieren, bei 4°C aufbewahren

Invitrogen, #31966-047

+ 10% Pferdeserum

Mirus

Amaxa

Mirus

Hirschmann

Invitrogen, #14170-138

R&D Systems

Pepro Tech
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PhosStop (Phosphataseinhibitormix)

Natriumorthovanadat (NV)

Okadainsaure (OS)

NMEM

(Neuronal Minimal Essential Medium)

4-Loch-Zellkulturschale

Sterilfilter (0,45 pm)

Sterilspritze

Sterilwaren fur die Zellkultur

1 x Trypsin/EDTA

Roche

Sigma

Calbiochem

1 x MEM (Invitrogen, #21430-079)
2% B27 Supplement (Invitrogen)
0,6% Glucose

2 mM L-Glutamin

0,22% NaHCOs

1 mM Natrium-Pyruvat

steril filtrieren, bei 4 °C aufbewahren
Zugabe von 5 pg/pl Gentamicin
Nunc

Millipore

Henke Sass Wolf

Becton Dickinson

Invitrogen

2.1.3.1.2 Materialien und Reagenzien fiir die Zellkultur von HEK293-

Zellen

Waschlésung

1x PBS
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Trypsin/EDTA (1x)

Zellkulturmedium

75 cm? Zellkulturschalen

Einfriermedium

Kryostatrohrchen

Opti-MEM (Reduced Serum Medium)

Falconrohrchen

Invitrogen

DMEM + Glutamax (#31966-047)
+ 10% FCS (hitzeinaktiviert, steril
filtriert)

+ 1% Penicillin G/ Streptomycin)

BD Falcon

Zellkulturmedium
+ 20% DMSO (steril filtriert)

Simport

Invitrogen

BD Falcon

2.1.3.1.3 Materialien und Reagenzien fiir immunzytochemische

Fdrbungen

Deckglaschen

Fixierungslésung

Permeabilisierungslésung

Blockierungslésung

Menzel (®12mm)

4% PFA
5% Sucrose
in PBS

0,1 % bzw. 0,2 % Triton-X-100 in PBS

2 % BSA/ PBS
bzw.

59% FCS/ 0,05 % Tween/ PBS
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DAPI

Moviol-Losung

Sterilwaren

4-well-Platten

2 ug/ mlin PBS

5 g Moviol/ 20 ml PBS, G.N (uber
Nacht), rdhren, 10 ml Glycerin
zugeben, U.N.

rihren, zentrifugieren (15 min, 4000
rem), Uberstand abnehmen,
Spatelspitze Propylgallat zugeben,
zentrifugieren (15 min, 4000 rpm),
adaquate Aliquots vorbereiten, bei

-20°C lagern

Becton Dickinson

Nunc

2.1.3.1.4 Materialen, Puffer und Lésungen fir die Immunhistochemie

PBST

Blockierungslésung

»,Quenching” Lésung

Vectastain ABC Kit L6sung

PBS mit 0,1 % Tween-20

PBST mit 5 % (v/v) NGS

49,5 % (v/v) PBS
49,5 % (v/v) Methanol
1 % H,O,

Vector (#PK-6100)

ABC Reagenz A 1:100 +
ABC Reagenz B 1:100
in PBST
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Peroxidasesubstratlésung

Objektrager Superfrost®76 x 26 mm

Deckglaser 24 x 55 mm

Entellan

2.1.3.1.5 Firefly Luziferase Assay

Zelllysispuffer

Firefly Luziferase Messpuffer
(w/o ATP)

Luziferin Stocklésung

B-Galactosidase Reaktionspuffer

B-Galactosidase Stoppldésung

10% TM Tris 10x pH 7,6
0,1 % H20:

89,4 % H0

0,5 % DAB (Sigma)

Thermo Scientific

Marienfeld

Merck

25 mM Tris-PO4 pH 7,8
2 mM EDTA pH 8

10% (v/v) Glycin

1% Triton® X 100
2mMDTT

25 mM Glycylglycin

15 mM MgSO.

10 mM Tris-Base

autoklaviert

25 mM Firefly Luciferin (freie Saure)
25 mM NaOH

100 mM NaHPO,
1 mM MgCl,
0,1% (v/v) Galacton

2,5% (v/v) Emerald Enhancer
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200 mM NaOH

2.1.3.1.6 Materialien, Puffer und Lésungen fiir die in-situ

Hybridisierung

Alle Gebrauchsgegenstande (z.B. Flaschen, Messzylinder, Deckglaser, Pinzetten,
Becherglaser) wurden zuvor fiir 3 h bei 180 °C gebacken. Das Wasser zur Herstellung

der Puffer wurde mit 0,1 % v/ v DEPC versetzt, 2 h gerthrt und anschlielend

autoklaviert.

Objekttrager SuperFrost Plus

Kryostateinwegklingen

Gewebeeinbettmedium

DEPC (Diethylpolycarboinat)

RNase freie Deckglaser

Restriktionsenzyme (BamHI, EcoRl)

10 x Dig-RNA Markierungsmix
(Anti-Digoxigenin-AP)

RNA-Polymerase (T3/ T7)

Menzel

Leica

Jung

Sigma

Deckglaser 3 h bei 180 °C backen
5 s in Repelsilan, 2%
Dimethyldichlorsilan in 1,1,1-
Trichlorethan tauchen

5sin Aceton

5sin abs. EtOH

New England Biolabs

Roche
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10 x Trankriptionspuffer

50 x Denhardts

tRNA (E.coli)

Herings DNA

1 % TAE-Agarosegel

Acetylierungslosung

Blockierungslésung

PB-Puffer (0,2 M)

PBS

Promega

Sigma

Roche

Promega

Ansatz: 1 pl Sonde
0,5 pl RNA-Ladepuffer
1,5 pul H2Opr

2 ul Formamid
Ansatz 3 min bei 100 °C denaturieren,
dann sofort auf Eis. Vor dem
Auftragen der Proben, Kamm und
Schlitten des Gelapparates mit 3 %
H,O, reinigen. 1h, 60V, 200 mA

6,19 g Triethanolamin

0,75 ml 10 N NaOH

295 mlH20

0,595 ml HCI (rauchend)

kurz vorher: Essigsaureanhydrid

kurz rithren

B1-Puffer + 10 % FCS

82,67 g Na;HPO4*7H,0
12,799 NaH;PO4*H,0
2 1 H:O0pr

autoklavieren

0,1 MPB
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20 x SSC

Hybridisierungslosung

B1-Puffer

B2-Puffer

B3-Puffer

B4-Puffer

TE-Puffer

0,15 M NaCl
in HzODT

autoklavieren

3 M NadCl

0,3 M Natrium-Citrat
pH 7,0

in H2Opr

50 % Formamid

5x SSC

5 x Denhardts

0,25 mg/ml tRNA (E.coli)
0,5 mg/ ml Herings DNA
in H2Opr

0,1 MTrispH 7,5
0,15 M NacCl
in H2Opr

B1-Puffer + 1 % FCS

0,1 M Tris pH 9,5
0,1 M NacCl

50 mM MgCl,

in H2Opr

pro ml B3-Puffer:
4,5 ul NBT (Promega, 50 mg/ ml)
3,5 ul BCIP (Promega, 50 mg/ml)

0,24 mg Levamisol

10 mM Tris pH 8,0
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2.1.3.1.7 Materialien, Lésungen
Schnittkulturen

Millicell® Zellkultureinsatz (PICMO3050)

HEPES-L6sung

Praparationsmedium

Zellkulturmedium

Einmalskalpell

Einwegrasierklinge

1 mM EDTA pH 8,0
in HzODT

zur Herstellung organotypischer

Millipore

1 M HEPES
in HBSS,

steril filtrieren, bei -20°C aufbewahren

25 mM HEPES-L6sung
in HBSS

bei 4°C aufbewahren

1 x MEM

25 % HBSS

25 % HS

25 mM HEPES-L6sung
0,6 % Glucose

2 mM L-Glutamin

steril filtrieren, bei 4°C aufbewahren

Braun

Wilkinson

2.1.3.1.8 Materialien und Lésungen zum Anfédrben der Schnittkulturen
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Dil-Lésung 10 mg/ ml in DMSO

Glaskapillaren (GB150TF-10) Science Products

2.1.3.1.9  Puffer und Lésungen fiir die Alkalische-Phosphatase (AP)-

Fédrbung auf Kryostatschnitten

HBHA 0,5 mg/ ml BSA
0,1 % NaNs
20 mM HEPES pH 7,0
in HBSS

HBS 20 mM HEPES pH 7,0
150 mM NacCl
in ddeO

AP-Puffer 0,1 M Tris/ HCI pH 9,5
0,1 M NacCl
5 mM MgCl,
in ddH,O

BCIP/ NBT Promega

AP-Substratlosung AP-Puffer
3,5 pl BCIP /ml AP-Puffer
4,5 pl NBT/ ml AP-Puffer
kurz vor Gebrauch ansetzen, im

Dunkeln lagern
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2.1.3.2 Materialien und Reagenzien fur proteinbiochemische Arbeiten

2.1.3.2.1 Materialien und Reagenzien zur Herstellung von

Proteinlysaten

Lysispuffer 50 mM Tris pH 7,4
150 mM NadCl
1% Triton X-100
1 mM EDTA
1 mM PMSF
1 mM NasVOg4
1 mM NaF
1 mM Na4P,0;
1x Proteaseinhibitor-Mix (Roche)

in Aqua bidest.

Zellschaber TPP

2.1.3.2.2 Materialien und Reagenzien fiir die Proteinbestimmung nach
Bradford

Bradford-Reagenz BioRad

2.1.3.2.3 Materialien und Reagenzien fiir die SDS-Polyacrylamid-

Gelektrophorese
4 x Trenngelpuffer 1,5 M Tris/ HCl pH 8,8
0,4% SDS
2 x Sammelgelpuffer 0,25 M Tris/ HCl pH 6,8
0,2 % SDS

46



MATERIAL UND METHODEN

10 % Trenngel

4 % Sammelgel

SDS-Gelelektrophoresepuffer

6x Proteinladepuffer

Protein-GroRenmarker (11- 170 kDa)

1x Trenngelpuffer
10 % PAA

0,1 % SDS

0,075 % TEMED
0,05 % APS

1x Sammelgelpuffer
4% PAA

0,1 % SDS

0,1 % TEMED

0,05 % APS

25 mM Tris/HCl pH 8,3
192 mM Glycin
0,1 % SDS

300 mM Tris pH 6,8
600 mM B3-ME (14,3 M)
6 % SDS

60 % Glycerol

0,1 % Bromphenolblau

Fermentas

2.1.3.2.4 Materialien und Reagenzien fiir den Western Blot

PVDF Immobilon-P Transfermembran

Whatmanpapier

Millipore

Whatman
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Transferpuffer

1x TBST

Ponceau S-Farbelésung

Blockierungslésung

Chemilumineszenzsubstrat (ECL)

Réntgenfilme

25 mM Tris/HCl pH 8,3
192 mM Glycin
20% (v/v) Methanol

50 mM Tris-HCl pH 8
150 mM NaCl

0,1% (v/v) Tween-20
0,02% Ponceau S

0,3% Trichloressigsaure
in 1x TBST

5% Magermilchpulver (w/v) in 1

XTBST

Pierce

Ceaverken AB

2.1.3.3 Materialien, Puffer und Reagenzien fur molekularbiologische

Arbeiten

2.1.3.3.1 Materialien fir die Genotypisierungen

10 x Red Taq PCR Puffer

dNTP-Set (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

Schwanzlysepuffer

Thermo Scientific

Genaxxon, 10 mM finale
Konzentration in Aqua bidest.
pH7,0

100 mM Tris pH 8,3
5 mMEDTA
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2.1.3.3.2 Materialien und

Gelelektrophorese

Agarosegel 1-2% (w/v)

Ethidiumbromid-Stamml&sung

DNA-GroBenmarker (100bp, 1,5 kb)

50 x TAE

0,2% SDS
200 mM Nadcl
0,2 ug/ml Proteinase K

Reagenzien  fir die Agarose-

Agarose in 1x TAE in der
Mikrowelle erhitzen und auf 50 °C
abkuhlen lassen, Zugabe von 1pl
Ethidiumbromid/ 100ml Agarosegel

L6sung

1% (w/v), 10mg/ml

Genaxxon

2 M Tris-Base

1 M Eisessig
0,05 M EDTA pH 8,0

2.1.3.3.3 Herstellung chemisch kompetenter Zellen

LB-Medium

0,5 % Hefeextrakt
1% NacCl

1 % Trypton

in Aqua bidest.
pH7,2-7,5

autoklavieren, bei 4 °C aufbewahren
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2x LB-Medium

PEG-3350-Lo6sung

Kompetenzpuffer

E.coli (DH5a Stamm)

1 % Hefeextrakt
2 % NadCl

2 % Trypton

in Aqua bidest.
pH 6,1

steril filtrieren, bei 4°C aufbewahren

50 % PEG 3350 (w/v) in Aqua bidest.

50 % 2 x LB (v/v)
10 % PEG 3350
5 % DMSO

10 mM MgCl,
10 mM MgSO;4
10% Glycerol

Prof. Dr. A. Nordheim, Uni Tibingen

2.1.3.3.4 Transformation chemisch kompetenter Zellen

KCM-L6sung

LB-Agarplatten

100 mM KCI
30 mM CacCl;
50 mM MgCl,

LB-Medium mit 1,5 % Agar versetzen,
autoklavieren, entsprechendes
Antibiotikum hinzufiigen (100 pg/ ml
Ampicillin; 30 pg/ ml Kanamycin), in
Petrischalen  ausgiellen, erkalten

lassen, bei 4°C dunkel lagern
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2.1.3.3.5 Materialien und Reagenzien fiir Plasmidisolierung

15-, 50-ml Falcon Becton Dickinson

70 % Ethanol

100 % Isopropanol

Puffer P1 QIAfilter® Plasmid Midi Kit von QIAGEN
Puffer P2

Puffer P3

Puffer QBT

Puffer QC

Puffer QF

2.1.3.3.6 Materialien und Reagenzien fiir RNA-Isolierung

70% Ethanol

RLT Puffer (Zugabe von10ul B-ME/ 1ml) RNeasy® Mini Kit, QIAGEN
RW1 Puffer

RLT Puffer

RNase freies H;O

Einmalspritzen 1ml Henke Sass Wolf
Einmalkanilen 20Gx11/2 Henke Sass Wolf
Zellschaber TPP
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2.1.3.3.7 Materialien und Reagenzien fiir den DNasel-Verdau

10 x DNasel Puffer

DNasel, RNase frei

0,4 M Tris/HCl pH 7,5

Roche

2.1.3.3.8 Materialien und Reagenzien fiir die cDNA-Synthese

dNTP-Set

M-MLV Reverse Transkriptase

5x MLV-RT Puffer

Random Hexamers (dNe)

RNase Inhibitor

2.1.3.3.9 Materialien fiir die RT-PCR

Primer

96-Loch-Mikrotiterplatten

Power SYBR® Green PCR Master Mix

Versiegelungsfolien

Genaxxon

Promega (200 U/pl)

Promega

Sigma, 100 uM Stammlésung

Fermentas (40 U/ul)

Sigma (100 pM Stammlsg.)

Abgene

Applied Biosystems

Abgene
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2.1.4 Oligonukleotide

2.1.4.1 Oligonukleotide fiir die RT-PCR

Alle Primer wurden mit Hilfe des Softwareprogrammes Primer Express 1.0 entworfen.

_ Primersequenzin 5’ --> 3’ Richtung
Actnl fw ACC CTC CCG GAT GCA GA

Actnl rev CTG GAC GAT CTT GGA CAC TTCA
Arc fw GCA CAA AAG CCA TGA CCC AT
Arcrev TCT CCC TAG TCC CCA GGG C
B-Actin fw GGC GCT TTT GAC TCA GGA TT
B-Actin rev GGG ATG TTT GCT CCA ACC AA
Ccl12 fw AAT CAC AAG CAG CCA GTG TcCC
Ccl12 rev GTC AGC ACA GAT CTC CTT ATC CAG T
C4 fw CTG AAG ATT CTG AGT TTG GCC C
C4 rev CAG CTA GCC GTC TCC TGC A
c-fos fw CCT GCC CCT TCT CAA CGA C
c-fos ver GCT CCA CGT TGC TGA TGC T
Cofilin fw TCT GGG CCC CCG AGA AT

Cofilin rev TTG ATG GCA TCC TTG GAG C
Dnall fw GCT CAA ATA TGA CAC CCC GGT
Dnall rev TTC AGT GGC CGA GCC G

Dusp5 fw TAC CAT GCA TCC AAG TGC GA
Dusp5 rev TCA CAG TGA ACC AGG ACC TT
Egri fw GCC GAG CGA ACA ACC CTA T

Egril rev TCC ACC ATC GCC TTC TCA TT
Egr2 fw GTT GAC TGT CAC TCC AAG AAA TGG
Egr2 rev AGC GCA GCC CTG TAG GC

Enah fw GGA GCT TAT TGA CGC AAT CAG G
Enah rev CCC CTC CGT AGT TTG CTT CTT
Epha4 fw AAC GGC TCC TTG GAT GCT T
Epha4 rev ATG CCC ACC AGC TGA ATG AC
Epha7 fw CAG AGG CTC TTC GCT GCT GT
Epha7 rev ACT CCA CTC ACT TGC GAG GG
Ephb1 fw CCG GAA CCC AGC TAG TCT CA
Ephb1 rev GGA TAG AGC GGT CAA GCA GG
Flna fw CGC GCC TCA AAA TGA GTA GC
Fina rev AAT CGA TAC TGC CTC CCG G
Gapdh fw TGG ATC TGA CGT GCC GC

Gapdh rev TGC CTG CTT CAC CAC CTIT C
Glycam1 fw ACT CAG CCC ACA GAT GCC
Glycam1 rev ACT CTC CTC ACT GGT GTA GCT GG
Plxna3 fw GGT CGC CTA CAA GCG TAA GAC T
Plxna3 rev CAG GTT GTC CAT TTG TAG CTG AAG
Selp fw AGA TTG CCA CCA CTG ACC CTA
Selp rev GAG TCT GTG CTC AGC ATC CCA
Srffw TGT GCA GGC CAT TCA TGT G
Srfrev ACA GAC GAC GTC ATG ATG GTG
Tpm1 fw CTG ATA AGA AGG CGG CGG

Tpm1 rev TCT TTT GCA GTG ACA CCA GCT C
Tpm?2 fw AAT GCC ATC GAC CGC G

Tpm?2 ver AGC TGC TTG CAT CGG TCT TC
Vcl fw CCA AGG TCA GAG AAG CCT TCC
Vclrev CGT AGC TGT TCA AGG TCT GGT
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2.1.4.2 Oligonukleotide fur die Genotypisierung

Primername Primersequenzin 5’ --> 3’ Richtung
CamKlla CreS ATG CGG TGG GCT CTA TGG CTT CTG
CreAS TGC ACA CCT CCC TCT GCA TGC ACG
PCR3 AAG AAG GGT CCG GCC CCG AAG ATG CTG GGC
PCR4 CTG GAT GCC CTC TCC TTC CCC GGA GCC CTG
EphA7 MDKT1-wt TTC TAA GGT CCT AAT TTG CCT GAG
MDKT1-wt/mt GAG TCC AGG ATT CCC TCC CAG ATC
MDK1-mt-neo CGA AGT TAT TAG GTC CCT CGA AG
Srf AW AGT TCA TCG ACA ACA AGC TGC GG
BW GAG ATT TCC ACA GAA AGC AAC GG
cw TGA TAT TGC TGA AGA GCT TGG CGG C

2.1.4.3 Oligonukleotide fir die in-situ Hybridisierung

_ Primersequenzin 5’ --> 3’ Richtung

Glycam1 isH fw AAT GGA TCC TAT TTG TCA GTC TTG CTG CCA C
Gcham1ierev AAT GGA TTC TAC CCA GTT CTT CCT CCA CTG T
Selp iSH fw bm AAT GGA TCC ACG ATT TTG AGG ACC CTG ACT A
Selp isH rev bm AAT GAA TTC AGT AGT TCC GCA CTG GGT ACA T
Selp isH fw neu AAT GGA TCC GTG GCT CAC CCT GAG CTG

Selp isH rev neu AAT GAA TTC CGT GGG TGC TGG TTT TGA GG
C4isH fw AAT GGA TCC CCC TCG ACT GCT AAG GTC AC

C4 isH rev AAT GAA TTC AGT GAG GCC CTA ACC CTG AG
Ccl12iSH fw AAT GGA TCC AGA TTT CCA CAC TTC TAT GC
Ccl12iSH rev AAT GAA TTC TTA ACC CAC TTC TCC TTG GGG TC
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2.1.5 Antikorper

2.1.5.1 Primarantikorper

Antigen Herkunft Bezugsquelle Verdiinnung
Calbindin Maus, Swant 1: 500 Immunhistochemie (IHC)
monoklonal
Calretinin Kaninchen, Swant 1:5.000 ICH
polyklonal
B-Tubulin Maus, Sigma 1: 5000 Immuncytochemie (ICC)
monoklonal 1:1000 WB
EphA4 Maus, BD Transduction 1:750 WB
monoklonal Systems
EphA7 Kaninchen, Santa Cruz 1: 200 WB
polyklonal 1:20 ICH
GAPDH Maus, Acris 1:50.000 WB
monoklonal
humanes IgG Ziege, Sigma 10 g/ ml Oligomerisierung von
(Fc-spezifisch) polyklonal Ephrin-A5
Phospho- Kaninchen, Cell Signaling 1:1000 WB
p44/42 polyklonal 1:300 ICC
p44/42 Kaninchen, Cell Signaling 1:1000 WB
polyklonal 1:300 ICC
Phospho- Kaninchen, Greenberg 1:10.000 WB
EphA3 polyklonal Labor, Harvard
Medical School,
Boston
Phospho-TrkB Kaninchen, Cell Signaling 1:1000 WB
polyklonal 1:500 ICC
TrkB Maus, Santa Cruz 1:1000 WB
monoklonal
Ras-GAP Maus, Santa Cruz 1:100 ICC
monoklonal

2.1.5.2 Sekundarantikorper

Antigen Konjugat Herkunft Bezugsquelle Vediinnung Verwendung
Kaninchen IgG " HRP  Esel ~ Amersham ~1:5000 ~WB

Maus IgG HRP Schaf Amersham 1: 5000 WB

Anti-Fc Cy3 Ziege Sigma 1: 200 ICC
Digoxigenin AP Schaf Roche 1:7500 In-situ-

Hybridisierung

Kaninchen lgG  Biotin Ziege Vector Laboratories  1:500 ICH

Maus IgG Biotin Ziege Vector Laboratories  1:500 ICH

Maus IgG Alexa-488 Ziege Molecular Probes 1: 1000 ICC

Maus IgG Alexa-546 Ziege Molecular Probes 1: 1000 ICC
Kaninchen lgG  Alexa-488 Ziege Molecular Probes 1: 1000 ICC
KaninchenlgG  Alexa-546 Ziege Molecular Probes 1: 1000 ICC

55



MATERIAL UND METHODEN

2.1.6 Plasmide

| Plasmid _Eigenschaft _Herkunft |
CA-MEK1-Flag konstitutiv aktives MEK1-Konstrukt; Flag- Olschlager, Uni
markiert Tubingen
GFP Plasmid, welches GFP (Griin-Fluoreszierendes- Amaxa
Protein) exprimiert
Egri-Luc Luziferase-Reportergenkonstrukt; dem AGKnoll

Luziferasegen ist der Egr-1 Promotor
vorangeschalten
(mSm)2-Luc Luziferase-Reportergenkonstrukt  mit SRF- Bilge Ergin; AG Nordheim
Bindestelle und deletierter TCF-Bindestelle im
c-Fos Promotor

(TSm)2-Luc Luziferase-Reportergenkonstrukt mit TCF- Bilge Ergin; AG Nordheim
Bindestelle und SRF-Bindestelle im c-Fos
Promotor

(Tmm)2-Luc Luziferase-Reportergenkonstrukt mit TCF- Bilge Ergin; AG Nordheim

Bindestelle und deletierter SRF-Bindestelle im
c-Fos Promotor

pUC18 Auffillvektor Biocompare
pCMVRB Reportergen, dass fiir B-Galactosidase kodiert ~ Clontech
Sema3A Sema3A-exprimierendes Konstrukt AG Knoll

2.1.7 Mausstamme

CamKlla-iCre AG Prof. Dr. G. Schiitz, DKFZ Heidelberg
C57/Bl6 AG Prof. Dr. B. Knéll, Uni Tibingen
EphA7null Prof. Dr. U. Drescher, KCL, London
Srf(flex1neo/flex1neo) AG Prof. Dr. A. Nordheim, Uni Tibingen

Srf(flex1neo/flex1neo) CamKlla-iCre AG Prof. Dr. A. Nordheim, Uni Tibingen
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2.2 Methoden

2.21 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Herstellung primarer Zellkulturen der Maus

2.2.1.1.1  Sdurevorbehandlung von Deckgldschen

Fir immunzytochemische Farbungen wurden Primarneurone auf Poly-L-Lysin (PLL)
und Laminin beschichteten Deckglaschen (DG) kultiviert. Zuvor jedoch mussten die
Deckglaschen einer Saurebehandlung unterzogen werden, um maximale Sterilitat
der Deckgldaschen und eine bessere Haftung des PLL zu gewahrleisten. Hierflr
wurden diese fir 1 h in 2 M NaOH Uberfiihrt und im Folgenden 3 x mit Wasser
gewaschen. Danach folgte eine Inkubation in HNOs (70 %) fir mindestens 3 Tage
und ein anschlieBender dreimaliger Waschschritt mit H,O. Danach wurden die DG
flr mind. 1Th in 9 M Salzsaure (37 % ) gelegt und anschlie3end innerhalb von 24 h
zehn Mal mit H.O gewaschen. Als letzten Schritt wurden sie in 100 % EtOH tberfihrt
und 1 x mit H,O gewaschen. Die Aufbewahrung der DG erfolgte in 70 % EtOH, bis sie

kurz vor dem Gebrauch luftgetrocknet wurden.

2.2.1.1.2 Beschichtung von Zellkulturschalen und Deckgldschen mit
Poly-L-Lysin und Laminin
Die saurevorbehandelten Deckglaschen und Zellkulturschalen (4-, 6- und 24-Loch)
wurden zuvor fir 5 min unter UV-Licht sterilisiert. AnschlieBend erfolgte die
Beschichtung der Deckglaschen mit 100 pg/ ml PLL in Boratpuffer fir 1 h bei 37°C.
Zellkulturschalen wurden mit 10 pg/ ml PLL in Boratpuffer beschichtet. Danach
erfolgte ein dreimaliger Waschschritt mit H,O. AnschlieBend wurden die
Deckglaschen mit 20 pyg/ml und die Zellkulturschalen mit 2 ug/ ml Laminin in HBSS
beschichtet. Nach einer Inkubation bei 37°C fiir mindestens 2 h wurde 3 x mit HBSS
gewaschen. Die Deckgldaschen wurden in die entsprechenden Zellkulturschalen (4-
oder 24-Loch) transferiert. Die Zellkulturplatten und DG wurden dann bis zum
Gebrauch (etwa 2h) in DMEM/ 10 % Pferdeserum bei 37°C inkubiert. Direkt vor dem
Gebrauch wurde DMEM/ 10 % Pferdeserum gegen NMEN/B27 mit 5 pg/ pl

Gentamicin ausgetauscht.

57



MATERIAL UND METHODEN

2.2.1.1.3 Prdparation und Kultivierung primdrer neuronaler Kulturen
Fir diese Arbeit wurden neben hippocampaler Zellkultur auch kortikale und
cerebellarer Neurone verwendet. Die Herstellung hippocampaler Primarkulturen
erfolgte aus 1-2 Tage alten Mausen (P1 = postnataler Tag 1). Wurden Kulturen aus
cerebellarem Gewebe angefertigt, so wurden P3-P7 Mause verwendet. Kortikale
Kulturen wurden von E17,5 Mauseembryonen angefertigt. Hierzu wurde das
Muttertier geopfert und die Embryonen entnommen.

Die Embryonen sowie P1-P7 Mause wurden dekapitiert, der Kopf in kaltes PBS
Uberfuhrt und bis zur Praparation auf Eis gelagert. Fiir die Genotypisierung wurde
die Schwanzspitze abgeschnitten und in Schwanzlysepuffer Gberfiihrt.

Die Praparation des Kortex beginnt mit der Offnung der Schideldecke durch zwei
seitliche Schnitte. Diese wurde entfernt und das Gehirn konnte vorsichtig
herausgehoben werden und in eine 3 cm Zellkulturschale mit vorgewarmten HBBS
Uberfiihrt werden. Dann wurden das optische Tektum und das Cerebellum durch
einen Koronalschnitt entfernt. AnschlieBend wurden die beiden Cortices durch
einen Sagittalschnitt voneinander getrennt und der Riechkolben sowie das Striatum
abgeschnitten. Der ventrale Teil des Kortex wurde entfernt und der dorsale Teil mit
Hippocampus von Hirnhduten befreit. Die isolierten Cortices wurden bis zur
Beendigung aller zu praparierenden Mause in HBSS Uberfihrt. Flir hippocampale
Kulturen wurde der Hippocampus freigelegt und herausprapariert. Die
bananenformige Struktur wurde ebenfalls in HBSS Uberfiihrt und dort gelagert, bis
alle Hippocampi prapariert waren. Analog verhielt es sich mit der Praparation des
Cerebellum.

Das isolierte Gewebe wurde anschlieBend mit einem Skalpell gedrittelt und fir 10
min bei 37°C trypsinisiert. Durch zweimaliges Waschen mit HBSS wurde die
Trypsinisierung gestoppt. Danach wurde das HBSS vollstaindig abgenommen und
das Gewebe in 1ml vorgewdarmtes DMEM/10 % Pferdeserum aufgenommen.
AnschlieBend erfolgte eine Vereinzelung der Zellen durch Triturieren mit Pasteur-
Pipetten, die unterschiedliche Offnungsdurchmesser aufwiesen. Die Spitze der
zuerst verwendeten Pipette hatte einen Durchmesser von 1 mm (voller

Durchmesser). Der Durchmesser der Spitze der folgenden Pipette wurde durch
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Abflammen zuvor verkleinert, so dass die Offnung schmaler wurde (halber
Durchmesser).

Das Gewebe wurde zuerst fir 1 min mit einer Pipette mit vollem Durchmesser,
anschlieBend fir 1 min mit halbem Durchmesser trituriert. Danach wurden die
Zellen 5 min bei 600 rpm zentrifugiert, anschlieBend der Uberstand verworfen und
das Zellpellet in 500 yl NMEN/ B27 resuspendiert. Dann wurde die Zellzahl mit Hilfe
der Neubauer-Zahlkammer bestimmt und die Zellen je nach Bedarf auf
Deckglaschen oder Zellkulturschalen ausplattiert. Auf DG wurden ca. 1 x 104 - 5 x
104 Zellen/ Loch ausplattiert und in Zellkulturschalen 2,5 x 105- 1 x 10¢Zellen/ Loch
ausgesat. Die Primarneurone wurden 1-3 Tage bei 37°C, 5 % CO, in NMEM/ B27

kultiviert.

2.2.1.2 Elektroporation primarer Neurone der Maus

Die Elektroporation stellt ein sehr effektives transientes Transfektionsverfahren dar,
welches das Einschleusen von DNA in gewlinschte Zellen ermoglicht. Das Verfahren
beruht auf einem elektrischen Feld, das in der Regel durch einen schnell
entladenden Kondensator erzeugt wird. Hierdurch werden in der behandelten
Zellmembran fur Millisekunden die Poren geoffnet. Die Poreninduktion bedingt
einen Verlust der Semipermeabilitdt der Zellmembran. Die vorher zugefligte freie
Plasmid-DNA kann nun ins Zellinnere aufgenommen und in den Zellkern
eingeschleust werden.

In Vorbereitung fir die Elektroporation wurden 3 pg entsprechender DNA
vorbereitet und zusammen mit der Nucleofector Losung bis zur Elektroporation auf
Eis aufbewahrt.

Das isolierte Gewebe wurde ebenso behandelt wie in 2.2.1.1.3 beschrieben. Eine
andere Vorgehensweise ergab sich jedoch nach dem Abzentrifugieren der Zellen
und Resuspendieren des Pellets in NMEN/B27. Im Folgenden wurden die Zellen
erneut bei 600 rpm fir 5 min bei RT zentrifugiert. In der Zwischenzeit wurde die
DNA sowie die Nucleofector Lésung auf RT gestellt. Der Uberstand der
abzentrifugierten Proben wurde dann so komplett wie moéglich abgenommen. Im
Folgenden wurde auf den ersten Ansatz 200 pyl Mouse Nucleofector Losung

gegeben und das Pellet durch dreimaliges Auf- und Abpipettieren gel6st. 100 pl

59



MATERIAL UND METHODEN

wurden entnommen und mit dem vorbereiteten DNA-Ansatz vermischt. Der DNA-
Nucleofector-Mix wurde in Elektroporationskiivetten luftblasenfrei tGberflihrt und
elektroporiert (220mV, 5ms). AnschlieBend wurden mit einer Plastikpipette
elektroporierten Zellen in 400 pl vorgewarmtes DMEM/ 10 % HS aufgenommen und
die gewiinschte Menge Zellen auf Poly-L-Lysin und Laminin beschichteten 4-, 6-
oder 24-Loch-Platten ausgesat und 2 h in DMEM/ B27 bei 37°C, 5% CO: kultiviert. Es
folgte danach ein Wechsel auf NMEM/ B27. Fir den Luziferase-Assay wurde nach
weiteren 24h erneut das Medium gewechselt auf 1 x MEM/ 1% FCS, um die Zellen

fur die Stimulation auszuhungern. Die Transfektionseffizienz lag stets bei 20 — 40 %.

2.2.1.3 Stimulation der Primarkulturen mit Ephrin-A5 und/ oder BDNF

Kultivierte Primarneurone wurden durch Zugabe von rekombinantem humanem
BDNF (Endkonzentration 100 ng/ ml fur Luziferaseassay, 10 ng/ pl fir die
Herstellung von Proteinlysaten und Wachstumskegelkollapsassay und 2,5 ng/ pl fur
die Untersuchung der Genexpression mittels RT-PCR) oder rekombinantem Ephrin-
A5-Fc ins Kulturmedium stimuliert. Ephrin-A5 wurde hierzu vor der Stimulation 30
min mit einem Antikdrper inkubiert, der gegen den Fc-Teil gerichtet ist. Dadurch
bilden sich oligomere ,Ephrin-A5-Cluster”. Es wird dadurch eine
Wirkungsverstarkung von Ephrin-A5 auf die Zellen erzielt (Davis et al.,, 1994). Als
Endkonzentration fiir Ephrin-A5 wurden, wenn nicht anders indiziert, 1 ug/ ml und

far den Fc-spezifischen IgG Antikorper 10 ug/ml gewahlt.

2.2.1.4 Stimulation kortikaler Primirneurone mit Semaphorin3A-Uberstand

Fir die Stimulation kortikaler Neurone mit Semaphorin3A wurde zuerst ein
Semaphorin3A-Expressionsvektor in HEK293 Zellen transfiziert (siehe 2.2.7.72.3). Als
Kontrolle diente ein GFP-Expressionsvektor. Nach 2 d Inkubation bei 37 °C, 5 % CO;
wurden der Semaphorin-Uberstand und GFP-Kontrolliiberstand abgenommen und

sofort auf die zu stimulierenden Zellen gegeben.
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2.2.1.5 Stimulation der kortikalen Primarneurone mit
Phosphataseinhibitoren
Fur die biochemische Untersuchung der Wirkungsweise von Ephrin-A5 wurden
kortikale Neurone mit verschiedenen Phosphataseinhibitoren vorbehandelt. Hierfiir
wurden die Substanzen 15 Minuten vor der Zugabe des Lenkungsmolekiils direkt in
das Medium appliziert. Natriumorthovanadat (ein Tyrosin-Phosphatsaseinhibitor)
wurde mit einer finalen Konzentration von 200 pM, Okadainsdaure (ein
Serin/Threonin-Phosphataseinhibitor) mit einer finalen Konzentration von 200 nM
und der Breitspektrum-Phosphataseinhibitor PhosStop in 1-facher Konzentration

eingesetzt.

2.2.1.6 Organotypische Schnittkulturen des Hippocampus der Maus

2.2.1.6.1 Herstellung hippocampaler Schnitte der Maus mittels
Interface-Methode

Die Herstellung der organotypischen Schnittkultur (Ubersichtsschemata siehe Abb.
2.1) erfolgte nach der von Stoppini beschriebenen Interface-Methode (Stoppini et al.,
1991). Fur Experimente, die der Erforschung der Unterschiede in der Entwicklung
zwischen SRF-defizienten und Wildtypmausen dienten, wurden 2-14 Tage alte (P2-
P14) Mause verwendet. Fur die Untersuchungen der Wirkungen von BDNF und
Ephrin-A5 auf das Auswachsen der Moosfasern des Hippocampus wurden
ausschlieBlich P5-P6 Wildtypmause verwendet.

Hierfir wurden die Tiere unter semisterilen Bedingungen dekapitiert und die
Kopfhaut sowie Schadeldecke entfernt. AnschlieBend wurden die Hippocampi
vorsichtig herausprapariert und in eine Petrischale mit eiskaltem HBSS Uberfiihrt. Bis
zum Anfertigen der Schnitte wurden die Hippocampi in HBSS auf Eis gelagert.

Die Anfertigung der Schnittkulturen erfolgte mit dem Gewebeschneider. Hierzu
wurde der freipraparierte Hippocampus auf die Schneideplatte transferiert und
senkrecht zur Schneideklinge ausgerichtet. Diese wurde zu Beginn mit Ethanol
desinfiziert, ebenso die Schneideplatte, welche nach der Desinfektion einmal mit
HBSS abgespilt wurde. Es wurden 350 ym dicke Transversalschnitte angefertigt,
welche sofort nach dem Schneiden in eiskaltes Praparationsmedium Uberflihrt

wurden. Falls notwendig, wurden die Schnitte mittels eines Skalpells und einer
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Pinzette voneinander getrennt. Bis zu 10 Schnitte wurden dann zligig auf die
Membran des Zellkulturinserts platziert und Uberschissiges Medium um die
Schnitte herum mdoglichst vollstandig mit einer Pipette abgesogen. Fir diesen
Schritt wurde der Luftstrom der Zellkultur ausgeschalten, um ein verfrihtes
Austrocknen der Schnitte zu verhindern. Die Inserts wurden vorher in eine mit 1 ml
Kulturmedium gefiillte 6-Loch-Platte gelegt und bei 37 °C, 5% CO. vorinkubiert.
Nach erfolgreicher Platzierung der Schnitte auf die Membran wurden die Kulturen
fir mindestens 6h bei 37 °C, 5% CO; inkubiert, bevor nachste experimentelle
Schritte unternommen wurden. Dies verbesserte wesentlich das Kultivieren der

hippocampalen Schnittkulturen.

_— oG

Abb.2.1. Herstellung organotypischer Schnittkulturen

(A) Senkrechtes Ausrichten des Hippocampus auf dem Schneidebrett und Anfertigen von
Transversalschnitten mittels eines Gewebeschneiders.

(B) Schematische Darstellung eines erhaltenen hippocampalen Schnittes.

(C) Platzierung des hippocampalen Schnittes auf die Membran eines Zellkulturinsert. Das Insert befindet
sich in einem mit 1ml Medium geflllten Loch einer 6-Lochplatte.

2.2.1.6.2 Anfdrben der Moosfasern in der hippocampalen Schnittkultur

Bei Kurzzeitexperimenten (2-3 Tage) wurden am selben Tag der Anfertigung der
Schnittkulturen die Moosfasern mittels einer Injektion des lipophilen
Markierungsfarbstoffes Dil angefarbt. Dieser wurde mit Hilfe einer diinnen
Glaskapillare in den Gyrus dentatus sowie in den Hilus injiziert (siehe Abb. 2.2). Bei
Langzeitexperimenten ( 7-14 Tage) erfolgte die Injektion zwei Tage vor Stopp des
Experimentes. Prinzipiell konnte ein Anfarben der Moosfasertrakte schon 6 h nach

Injektion des Farbstoffes notiert werden.
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Abb. 2.2, Anfarben der Moosfasertrakte in der hippocampalen Schnittkultur.
Das Anfarben der Schnitte erfolgt mittels einer Glaskapillare. Rote Punkte zeigen den lipophilen
Markierungsfarbstoff Dil. Der Farbstoff wurde in den Gyrus dentatus sowie in den Hilus appliziert.

DG = Gyrus dentatus; H = Hilus; CA = Cornu Ammonis (Ammonshorn)

2.2.1.6.3 Stimulation der Schnittkulturen

Fur die Untersuchung der Wirkungen von BDNF und Ephrin-A5 auf das Auswachsen
der Moosfasern wurden die Kulturen etwa 6 h nach dem Anfarben mit den
Lenkungsmolekilen stimuliert. Die Zugabe der Substanzen erfolgte als direkte
Badapplikation in das Medium, wobei eine finale Konzentration von 1 ug/ml
oligomerisiertes Ephrin-A5 und/ oder 10 ng/ ml BDNF eingesetzt wurde. Die
Stimulation wurde nach 24 h wiederholt. Die Gesamtkultivierungszeit fiir diesen

experimentellen Aufbau betrug 2 Tage.

2.2.1.6.4 Kultivieren der Schnittkulturen

Das Kultivieren der Schnittkulturen erfolgte bei 37 °C, 5 % CO, in 1 ml Kulturmedium.
Die Inkubationszeit der Ephrin-A5 und/ oder BDNF stimulierten WT-Schnitte betrug
2 Tage. Fur das Langzeitexperiment, welches der Untersuchung der
Moosfaserfehlleitung in SRF-defizienten Mausen galt, wurde das Kulturmedium alle

3 Tage gewechselt.

2.2.1.6.5 Fixierung der hippocampalen Schnittkulturen
Um die Schnitte erfolgreich zu fixieren, wurde zuerst das Medium aus der 6-Loch-
Platte entfernt. Im Folgenden wurde 1 ml einer Fixierldsung, bestehend aus 4% PFA/

5% Sucrose/ PBS, in die 6-Loch-Platte gefiillt und das Insert darauf platziert. Der
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Plattendeckel wurde wieder aufgesetzt, um ein mogliches Austrocknen von oben zu
verhindern. Dieser Schritt ist essentiell, da sich die Schnittkulturen sonst im
folgenden Fixierschritt von der Membran ablésen wiirden. Nach einer 5-minttigen
Inkubation wurde dann vorsichtig 1 ml der Fixierlosung auf die Insertmembran
gegeben und fir weitere 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend
wurde die Fixierl6sung abgenommen und sowohl unterhalb als auch oberhalb des
Inserts vorsichtig mit 1T ml PBS gewaschen. Nach der Abnahme des PBS wurde zur
Anfarbung der Zellkerne jeweils 1T ml DAPI oberhalb und unterhalb des Insert
gegeben und 5 Minuten inkubiert. Nach einem erneuten Waschschritt mit wurde
das Insert moglichst vollstandig von PBS befreit, aus der Lochplatte enthommen
und auf eine dunkle Unterlage transferiert. Mittels eines Skalpells und einer Pinzette
wurden nun die hippocampalen Schnittkulturen aus dem Insert herausgeschnitten
und vorsichtig auf einen Objekttrager Gibertragen. Moglichst zligig wurde dann mit
etwa 500 ul Moviol eingebettet, die Schnitte 1 d bei RT im Dunkeln gelagert und bis

zur mikroskopischen Auswertung bei 4 °C aufbewahrt.

2.2.1.7 Immunhistochemische Farbung auf Vibratomschnitten

Um die Rolle des EphA7-Rezeptors in der Entwicklung des Hippocampus zu
untersuchen, wurden immunhistochemische Untersuchungen durchgefiihrt. Daftir
wurden 3 Wochen alte Epha7-deletierte, wie auch WT-Mause, verwendet. Die Mduse
wurden dekapitiert und das Gehirn herausprapariert. Das Gewebe wurde dann fir 1
d bei 4 °C in 4 % PFA/ PBS auf einem Wippgerat inkubiert. Nach der Fixierung
wurden die Gehirne in 4 % Agarose/ PBS eingebettet, wobei man in ein Loch pro 6-
Lochplatte je ein Gehirn platzierte. Im Folgenden wurden 50 pm dicke
Vibratomschnitte angefertigt und diese in eiskaltem PBS in einer 24-Lochschale
gesammelt. Um eine optimale Farbung zu gewahrleisten, wurden nicht mehr als 4
Schnitte in ein Loch transferiert. Nach dem Anfertigen und Sammeln aller Schnitte
konnten diese dann dreimal fir jeweils 5 min mit PBST gewaschen werden. Da
biotinylierte Sekundarantikdrper zu verwenden waren, musste zundchst die
endogene Peroxidase zerstort werden. Hierzu wurden die Schnitte 15 min bei RT in
einer ,Quenching”-Lésung inkubiert. Nach anschlieBendem 3 x 5-minitigen

Waschen in PBS erfolgte eine 30-minltige Inkubation der Schnitte in
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Blockierungslésung. AnschlieBend wurde der entsprechende Antikorper in
Blockierungslésung verdinnt und die Schnitte i/ N bei 4 °C inkubiert. Im nachsten
Schritt wurden die Schnitte 3 x fur 15 min in PBST gewaschen und darauffolgend
der entsprechende Sekundarantikdrper fir 1h bei RT in Blockierungslésung
hinzugegeben. Danach erfolgte ein 3 x 15-minttiger Waschschritt mit PBST, bevor
das ABC-Reagenz bei RT fir 30 min appliziert wurde. Nach einem erneuten 3 x 15-
minUtigen Waschritt hat man das DAB-Substrat auf die Schnitte gebracht, etwa 10
Minuten im Dunkeln inkubiert und die Entwicklung des Signals unter dem
Mikroskop beobachtet. Gestoppt wurde die Reaktion durch PBST. Mit DAPI wurde
fur 5 min gegengefarbt, dann einmal mit PBS gewaschen und die Schnitte
letztendlich auf Objekttrager vorsichtig aufgezogen. Nach der vollstandigen

Trocknung wurde mit Entellan eingedeckelt, getrocknet und bei 4 °C gelagert.

2.2.1.8 Immunzytochemische Farbung von Primarneuronen

Primarneurone wurden auf PLL und Laminin beschichteten Deckglaschen
ausplattiert und fir den gewilinschten Zeitraum in Zellkulturplatten (4-Loch oder 24-
Loch) inkubiert. Fur die immunzytochemische Farbung wurde das
Zellkulturmedium abgenommen und 1 x mit PBS gewaschen. Die Neurone wurden
dann mit 4 % PFA/ 5 % Sucrose in PBS fir 15 min fixiert und anschlieBend 3 x mit
PBS gewaschen. Es folgte ein 5-minttiger Permeabilisierungsschritt mit 0,1 % Triton-
X-100 (in PBS). Das Detergenz wurde abgenommen und die Zellen 2 x mit PBS
gewaschen. Nach einer 30-minutigen Inkubation mit Blockierungslésung wurde der
gewiinschte Erstantikdrper in entsprechender Verdinnung auf die Neurone
gegeben (etwa 300 pl/ Loch) und 1 h bei RT oder i/ N bei 4 °C inkubiert. Im
folgenden Schritt wurde die Erstantikdrperldsung abgenommen und dreimal mit
PBS gewaschen. In Blockierungslésung entsprechend verdiinnt, konnte nun der
gewilinschte Zweitantikdrper auf die Zellen gegeben werden. Die Inkubation
erfolgte fir 1-2 h bei RT. AbschlieBend wurde mit PBS gewaschen (2 x ) und fir 5
min im Dunkeln mit DAPI oder TOPRO-3-iodid gegengefarbt. Nach letztmaligem
Waschen mit PBS wurden die Deckglaschen auf Objekttrager tGberfihrt, mit Moviol

eingedeckelt und /N im Dunkeln getrocknet.
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2.2.1.9 Nachweis der Ras-GAP-Kolokalisation mittels Immunzytochemie

2.2.1.9.1 Detektion des aktivierten EphA-Rezeptors und Kolokalisation

Die Aktivierung von membranstandigen Rezeptoren hat oft eine Rekrutierung
weiterer Signalmolekiile zur Folge. Um eine Untersuchung eines solchen
Mechanismus zu ermdoglichen, muss zunachst der aktivierte Rezeptor markiert
werden. Hierzu erfolgte zunachst die Stimulation der Neurone mit Ephrin-A5 und
BDNF/ Ephrin-A5 wie gehabt (siehe 2.2.1.3). Hierbei bindet das oligomerisierte
Ephrin-A5-Fc an die EphA-Rezeptoren. AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit
PBS gewaschen und dann 15 min mit 4 % PFA/ 5 % Sucrose in PBS fixiert. Nach
einem zweimaligen Waschschritt mit PBS erfolgte die Inkubation mit dem anti-Fc-
gekoppelten Cy3-Antikorper im Dunkeln fir 1 h bei RT. Dieser Antikérper konnte
nun an das an EphA-Rezeptoren gebundene rekombinante Ephrin-A5-Fc binden.
Uber einen Zeitraum von 10 min wurden die Zellen dann 3-4 x mit PBS gewaschen.
Es erfolgte ein weiterer Inkubationsschritt flir 5 min mit 4 % PFA/ 5 % Sucrose in PBS,
um den Rezeptor-Ligand-Antikorperkomplex zu fixieren. Nach erneutem
zweimaligen Waschen mit PBS konnte normal mit dem Protokoll fir
immunzytochemische Farbungen fortgefahren werden und unter der Verwendung
entsprechender Antikdrper auf die mégliche Rekrutierung von Signalmolekiilen an

den Rezeptor-Ligandenkomplex geschlossen werden.

2.2.1.9.2 Detektion des nicht-aktivierten EphA-Rezeptors

Im vorhergehenden Protokoll (2.2.1.9.7) beruhte die Farbung auf der Fixierung des
durch Ephrin-A aktivierten Ephrin-A/ EphA-Rezeptorkomplexes mit anschlielender
Kopplung an den anti-Fc-gekoppelten Cy3-Antikorper. In der Kontrollsituation ohne
Stimulus sowie unter der Applikation von BDNF werden jedoch die EphA-
Rezeptoren nicht aktiviert. Folglich wurde ein leicht verandertes Protokoll im
Vergleich zu 2.2.1.9.1. verwendet, um die EphA-Rezeptoren dennoch zu markieren.
Zunachst erfolgte die Stimulation der Zellen mit BDNF oder blieben unstimuliert fiir
die Kontrollsituation. Nach einem sich anschlieBenden Fixierungsschritt mit 4 %
PFA/ 5 % Sucrose in PBS fur 15 min bei RT folgte zweimaliges Waschen mit PBS.
Danach wurden die Neurone fiir 30 min in BSA blockiert. Um nun die EphA-

Rezeptoren zu markieren, wurden pro Ansatz eine Konzentration von 1 uyg/ ml des
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oligomerisierten Ephrin-A5-Fc hinzugegeben und tber Nacht bei 4 °C inkubiert. Es
erfolgte dann eine Inkubation mit dem anti-Fc-gekoppelten Cy3-Antikorper fir 1 h
bei RT mit anschlieBendem dreimaligem Waschen mit PBS. Nach 5-minitigem
Fixieren mit 4 % PFA/ 5 % Sucrose in PBS konnte wieder mit dem Protokoll fiir

immunzytochemische Farbungen fortgefahren werden.

2.21.10 Alkalische Phosphatase-Farbung auf Kryostatschnitten

Fur die Alkalische Phosphatase (AP)-Farbung wurden die Gehirne von Srf-deletierten
und Wildtyp-Mausen verwendet, wobei drei unterschiedliche
Entwicklungszeitpunkte gewahlt wurden (P3, P6 und P14). Nach der Praparation des
Gewebes wurde dieses einmal in PBS gewaschen und in Tissue Tek eingebettet.
AnschlieBend wurden etwa 25 pm dicke Kryostatschnitte angefertigt. Nach dem
Antrocknen Gber Nacht bei RT folgte ein einmintiger Fixierungsschritt in 4 % PFA/
PBS. Zur Rehydrierung der Proben wurden diese dann 10 min in HBHA inkubiert.
Danach wurde mit 15 nM AP-Fusionsproteinen (Knoll et al., 2001) fir 2 h bei RT
inkubiert. Hierfir wurde ein AP-EphA3 Konstrukt verwendet, um Ephrine
nachzuweisen und ein AP-Ephrin-A5 Konstrukt, um EphA-Rezeptoren anzufarben.

Es folgten vier Waschschritte in HBS fir jeweils 5 min mit darauffolgender
einminltiger Fixierung in einer Losung bestehend aus 60 % Aceton, 3,7 %
Formaldehyd und 20 mM HEPES pH 7,0/ HBS. Nach sechs weiteren Waschschritten
in HBS fir jeweils 5 min wurde durch eine einstiindige Inkubation bei 65 °C in HBS
die endogene alkalische Phosphatase inaktiviert. AnschlieBend wurden die
Zellkerne fiir 5 min in DAPI / HBS gegengefarbt. Der nachste Schritt verlangte eine
10 minutige Inkubation der Proben in AP-Puffer. AnschlieBend wurden die
Objekttrager mit der BCIP/ NBT-haltigen AP-Substratlosung (etwa 500 pl/
Objekttrager) im Dunkeln inkubiert. Die Reaktion wurde mit PBS gestoppt und
abschlieBend in Moviol eingedeckelt, 1 d bei RT getrocknet und bis zur Auswertung

bei 4 °C gelagert.
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2.21.11 Firefly Luziferaseassay in Primarneuronen
Luziferase ist ein Enzym von 61 kDa und katalysiert in Gegenwart von molekularem
Sauerstoff und unter ATP-Verbrauch die biolumineszente Oxidation von Luziferin zu

Oxyluziferin.

Luziferin + ATP + O,— Oxyluziferin + AMP + PP +CO_+ Biolumineszenz

Hierzu wurden 2,5 x 105 Primdarneurone mit einem Reportergenkonstrukt transient
transfiziert und in einer 24-Lochplatte kultiviert (siehe 2.2.1.2). Bei den verwendeten
Konstrukten steht die Expression des Luziferasegens unter der Kontrolle des
Zielgen-Promotors (z.B. c-Fos oder Egrl). Dadurch ist eine Untersuchung der
Luziferase-Transkription durch die Stimuli Ephrin-A5 und BDNF mdglich. In allen
Ansatzen wurde ein B-Galactosidase-Reportergenkonstrukt kotransfiziert, das zu der
Expression von [B-Galactosidase fihrt. Die nachfolgende Bestimmung der B3-
Galactosidaseaktivitat innerhalb des gleichen Zelllysates diente der Kontrolle der
Transfektionseffizienz und Normalisierung der Luziferasaktivitat. Hierzu wurde der
Quotient aus Firefly Lumineszenz/ 3-Galactosidase Lumineszenz gebildet.

Der eigentliche Luziferasenachweis erfolgte in einem Luminometer nach
Substratzugabe. Die Quantifizierung der Lichtemission in den Zelllysaten ist somit
ein indirektes Mal3 flr die Aktivitat des Reportergenplasmids.

Fir den Luziferaseassay wurden die Cortices wie in 2.2.1.1.3 isoliert und kultiviert.
Am dritten Tag der Kultivierung wurden die Zellen fiir unterschiedliche Zeitspannen
stimuliert, wie in 2.2.1.3 beschrieben. Um die Stimulation zu stoppen wurde das
Medium entfernt und die Zellen mit 200 pl Zelllysispuffer/ Loch lysiert. AnschlieBend
wurde die 24-well Platte bei -80°C fir mindestens 1h eingefroren und erst direkt vor
dem Messen wieder aufgetaut.

Fir den Firefly Luziferaseassay wurden 50 pl Zelllysat in ein transparentes R6hrchen
Uberfuhrt. Direkt vor der Messung erfolgte der Zusatz von 300 pl Firefly Luziferase
Messpuffer (mit 5 mM ATP) und 100 pl Luziferin L6sung. Sogleich wurde kurz
gevortext und die Lumineszenz bei 540 nm fiir 10 s gemessen.

Fir den B-Galactosidase Assay wurden 20 pl des Zelllysates in ein transparentes
Réhrchen tGberflhrt und mit 100 ul B-Gal Reaktionspuffer versetzt. Der Ansatz wurde

kurz gevortext und anschlieBend 30 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Direkt vor der
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Messung wurden 300 pl B-Gal Stopplésung hinzupipettiert, der Ansatz kurz
gevortext und die Lumineszenz fiir 10 s gemessen. Von jedem Zelllysat wurden stets
Duplikate gemessen, von denen der Mittelwert gebildet und fir weitere

Berechnungen verwendet wurde.

2.21.12 Zellkultur der HEK293-Zelllinie

2.2.1.12.1 |In fliissigem Stickstoff aufbewahrte HEK298-Zellen auftauen

Fir die Zellkultur wurden HEK293-Zellen kurz im Wasserbad aufgetaut und die
Zellen anschlieBend in 5 ml vorgewarmtes Zellkulturmedium Uberfihrt.
AnschlieBend wurden die Zellen bei 1000 rpm fir 5 min abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde im Folgenden abgenommen, das Pellet in 10 ml vorgewédrmten
Medium resuspendiert und je nach Pelletgrof3e 1:5 in 75cm? Zellkulturflaschen

gesplittet.

2.2.1.12.2 Zellkulturroutine

Die Zellen wurden, je nach Konfluenz, alle zwei bis drei Tage gesplittet. Hierzu
wurde das Zellkulturmedium, sowie PBS und Trypsin vorgewarmt. Im Weiteren
wurde das Medium aus den Zellkulturflaschen abgenommen und die Zellen 1 mal
mit 10 ml PBS gewaschen. Das PBS wurde danach abgenommen und 1 ml Trypsin
auf die Kultur gegeben um das Ablésen der Zellen zu ermdglichen. Sobald sich die
Zellen von der Flaschenoberflaiche gelést hatten, wurden die Zellen in 10 ml
Medium aufgenommen und je nach Bedarf gesplittet. Fiir Transfektionen benétigte
Zellen wurden vor dem Ausplattieren zentrifugiert (5 min, 1000 rpm), der Uberstand
abgenommen und das Pellet in 10 ml vorgewarmten Zellkulturmedium

resuspendiert.

2.2.1.12.3 Transfektion von HEK293-Zellen mittels PromoFectin

Neben der Elektroporation stellt die Transfektion mittels Transfektionsreagenz
PromoFectin eine weitere Moglichkeit dar, DNA effektiv in die gewilinschten Zellen
einzuschleusen. Bei PromoFectin handelt es sich um ein nicht-liposomales Polymer.

Es verdichtet die DNA zu positiv geladenen Komplexen, welche dann an die negativ
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geladene Zelloberflache binden. Durch Endozytose wird die DNA schlie3lich in die
Zelle aufgenommen.

Fur die Transfektion der HEK293-Zellen wurde zunachst eine adaquate Menge an
Zellen in 6-Lochplatten (etwa 5 x 105 Zellen/ Loch) ausplattiert und bis zu einer
Konfluenz von 50 - 60 % wachsen gelassen. Die eingesetzte Menge an DNA betrug
pro Loch 3 pyg und an PromoFectin 6 pl. Zuerst wurde die DNA mit einer
entsprechenden Menge (100 pl/ Loch) an serumfreien Opti-MEM vermischt, kurz
gevortext und herunterzentrifugiert. In einem zweiten Ansatz wurde die gleiche
Menge Opti-MEM wie im ersten Ansatz mit PromoFectin versetzt, vorsichtig
gevortext und kurz herunterzentrifugiert. Beide Ansdtze wurden im nachsten Schritt
vermischt und fur 15-30 min bei RT inkubiert. Wahrend der Inkubation wurde das
Zellkulturmedium abgenommen und 2 ml Opti-MEM/ Loch vorgelegt. Der
PromoFectin/ DNA-Mix wurde anschlieBend tropfenweise auf die Zellen gegeben

und die Zellen 12-48 h bei 37 °C, 5 % CO, inkubiert.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Herstellung chemisch kompetenter Zellen

E. coli Zellen vom DH5a-Stamm wurden in 2 ml LB-Medium ohne Antibiotikum
angeimpft und Gber Nacht bei 37°C bei 225 rpm inkubiert. Am darauffolgenden Tag
wurden 100 pl von der Ubernachtkultur in 100 ml LB-Medium angeimpft und
wachsen gelassen, bis eine ODsoo von 0,5 erreicht wurde. Im Folgenden wurde die
Kultur in Falconrohrchen fir 5 min bei 3500 rpm und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde dann verworfen und das Pellet auf Eis in 5 ml frisch angesetztem,
kalten Kompetenzpuffer resuspendiert. Nach einer Inkubationsphase von 10 min auf
Eis wurden entsprechende Aliquots auf Trockeneis eingefroren und abschliel3end

bei -80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.2.2.2 Transformation von Bakterien
Fir die Transformation wurden chemisch kompetente DH5a-Zellen mit einer
Transformationseffizienz von 1 x 107 Kolonien pro pg des eingesetzten Vektors

verwendet. Hierzu wurden die Zellen langsam auf Eis aufgetaut. Wahrenddessen
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wurden 100 ng des entsprechenden Plasmids in 90 pl KCM gegeben. Im Anschluss
wurden 90 pyl kompetente Zellen zu der DNA in KCM gegeben und vorsichtig
vermischt. Danach wurden die Zellen 15 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein 2
minutiger Hitzeschock bei 42 °C im Wasserbad. Im Folgenden wurden die Zellen
mindestens 2 min auf Eis inkubiert. Danach wurde 1 ml vorgewarmtes LB-Medium
ohne Antibiotika hinzugegeben und fir 45 min bei 37°C und 225 rpm inkubiert.
Darauf folgend wurden die Zellen bei 1000 rpm fir 2 min abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 100 pl LB-Medium resuspendiert.
Jeweils 10 und 90 pl der Zellen wurden auf 10 cm LB-Agarplatten mit dem
entsprechenden Antibiotikum ausplattiert und Gber Nacht bei 37°C in invertierter

Position inkubiert.

2.2.2.3 Plasmidisolierung

Fur die Plasmidisolierung von 5 ml Tageskulturen erfolgte die Plasmidpraparation
mit dem Plasmid Miniprep Kit von Peglab und bei 100 ml Ubernachtkulturen mittels
dem Qiafilter® Plasmid Midi Kit von QIAGEN. Alle Schritte wurden nach den
Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Das erhaltene DNA-Pellet wurde
abschlielend in einer adaquaten Menge Eluierungspuffer (200-500ul) gel6ést und

bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.2.2.4 RNA-Isolierung aus neuronaler Primarzellkultur

Die Isolierung der mRNA aus der Zellkultur von neuronalen Primdarneuronen wurde
mit dem RNeasy® Mini Kit von QIAGEN durchgefiihrt. Alle Schritte erfolgten bei
Raumtemperatur. Nach einer Kultivierung der Neurone fiir 2 Tage bei 37 °Cund 5 %
CO> wurde das Kulturmedium vollstdandig abgenommen und 350 pl des
komplettierten RLT-Lysepuffer auf die Zellen zugegeben. Mit einem Zellschaber
wurden die Zellen von der Oberflache gelést und das Lysat zur Homogenisierung
auf eine QIAshredder™ Saule geladen. Es folgte ein Zentrifugationsschritt fiir 5 min
bei 13.0000 x g. Dann wurde der Saulendurchfluss in ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefal3 Gberfiihrt, 350 ul 70 % Ethanol hinzugegeben und der Ansatz durch
mehrfaches Auf- und Abpipettieren sorgfdltig vermischt. Die Probe wurde

anschlieBend auf eine RNeasy Mini Spin Saule geladen und fiir 15 s bei 10.000 x g
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zentrifugiert. Der Sadulendurchfluss wurde verworfen und es folgten die
Waschschritte. Hierflir wurde 700 ul RW1 auf die Saule pipettiert und 15 s bei 10.000
x g durch die Saule zentrifugiert. Danach wurde der Saulendurchfluss verworfen,
500 pl RPE + EtOH auf die Saule pipettiert und 15 s bei 10.000 x g zentrifugiert.
Dieser Waschschritt wurde wiederholt. AnschlieBend wurde durch einminttiges
Zentrifugieren bei maximaler Geschwindigkeit, die Zentrifugensaule vollstandig
getrocknet. Die Sdule wurde abschlieBend in ein neues RNase-freies 1,5 ml
Reaktionsgefall Uberfihrt und die RNA durch zwei aufeinanderfolgende
Zentrifugationsschritte fiir 1 min bei 10.000 x g in einem Gesamtvolumen von 50 pl

sterilem DEPC-dH-0 eluiert.

2.2.2.5 RNA-Isolierung aus neuronalem Gewebe der Maus

Zuerst wurde das gewiinschte Gewebe, wie Cerebellum, Kortex oder Hippocampus
heraus prapariert und moglichst ohne Flissigkeit in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3
transferiert, welches umgehend in flissigem Stickstoff eingefroren wurde und
anschlieBend bis zur RNA-Isolierung bei -80 °C gelagert wurde. Die Isolierung der
mMRNA aus Gesamtgewebe erfolgte ebenso wie unter 2.2.2.4. mittels dem RNeasy®
Mini Kit von QIAGEN. Hierflir wurde das Gewebe mit 350 ul komplettierten RLT-
Puffer versetzt und das Lysat mit Hilfe einer 20-gauge Injektionsnadel durch
mehrfaches Hoch- und Herunterziehen der Spritze homogenisiert. Nach einem
dreiminitigen Zentrifugationsschritt bei 13.000 rpm wurde der Uberstand in ein
neues 1,5 ml-Reaktionsgefall Uberfihrt und 350 ul 70 % EtOH hinzugefiuigt. Alle
weiteren Schritte entsprechen der in 2.2.2.4. beschriebenen Isolierung von RNA aus

neuronaler Primarzellkultur.

2.2.2.6 DNasel-Verdau

Um eine etwaige Kontamination wahrend der RNA-Isolierung mit genomischer DNA
zu beseitigen, wurde ein DNasel-Verdau durchgefiihrt. Hierzu wurden zu 50 ul des
RNA-Eluats 10 pl DNasel-Puffer und 1 pul DNasel hinzugegeben und der Ansatz fir 30
min bei 37 °C inkubiert. Um das Enzym zu inaktivieren wurde die Probe im

folgenden Schritt fir 20 min bei 65 °C erhitzt und danach sofort auf Eis gestellt.
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AnschlieBend wurde die Reinheit und Konzentration der RNA photometrisch

bestimmt.

2.2.2.7 Herstellung von cDNA

Die Reverse Transkription wird verwendet um einen komplementdren DNA Strang
(cDNA) von der Gesamt-RNA zu synthetisieren. Dieses Produkt ist wesentlich stabiler
als die RNA und kann fur weitere Experimente, wie die qRT-PCR, genutzt werden.

Fur die Reverse Transkription wurde die Gesamt-RNA zuerst mit Random Hemaxers
(dNe) inkubiert. Diese stellen Oligonukleotide dar, bestehend aus sechs zufallig
zusammengesetzten Nukleinbasen und dienen der Reversen Transkriptase als
Primer. Fur die cDNA-Synthese wurden 1 pg RNA eingesetzt, der Ansatz mit 5 pl dNe
versetzt und mit RNase freiem H,0 auf ein Gesamtvolumen von 40 pl gebracht. Der
Pipettiermix wurde dann fiir 10 min bei 70 °C inkubiert und anschliel3end sofort fiir
mindestens 2 min auf Eis gelagert. Im weiteren Schritt wurde der Reaktionsmix
hinzupipettiert, welcher die Reverse Transkriptase beinhaltete. Dieser setzte sich wie

folgt zusammen:

5x M-MLV-RT Puffer 12
dNTPs (10mM) 2

RNase Inhibitor (40U/pl) 0,5
M-MLV ReverseTranskriptase 0,5
Gesamtvolumen pro Ansatz 15

Dieser Ansatz wurde zuerst fiir 10 min bei RT und anschlieBend fir 45 min bei 42 °C
im Wasserbad inkubiert. Um die Reverse Transkriptase zu inaktivieren erfolgte ein
dreiminitiger Inkubationsschritt bei 99 °C. Die Proben wurden abschlieBend sofort
auf Eis gestellt, aliquotiert und bei -20°C bis zum weiteren Gebrauch weggefroren.

Als Negativkontrolle wurden Ansatze pipettiert die im Reaktionsmix keine Reverse
Transkriptase enthielten. Dadurch konnte in der spateren RT-PCR (siehe 2.2.2.9)

Uberprift werden, ob eine Kontamination mit genomischer DNA vorlag.
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2.2.2.8 Semi-quantitative Real-Time PCR (RT-PCR)

Nach der Gesamt-RNA Isolierung, dem DNase-Verdau und der Reversen
Transkription wurde die erhaltene cDNA fiir eine semi-quantitative Real-Time PCR
benutzt. Diese Methode beruht auf dem Prinzip der herkémmlichen Polymerase-
Kettenreaktion (PCR). Die RT-PCR ermdoglicht eine genaue Quantifizierung der mRNA
Menge.

Diese Methode wurde mit dem ABI PRISM 7000 Sequence Detection System (Applied
Biosystems) durchgefiihrt. Die 7000 Systems SDS Software (Version 1.2.3) wurde
verwendet um den Verlauf der cDNA-Amplifikation aufzuzeichnen.

Die Quantifizierung der PCR-Produkte erfolgte mit Hilfe eines DNA-Farbstoffes. In
dieser Arbeit wurde dafiir der Power SYBR® Green PCR Master Mix verwendet. Dieser
Fluoreszenzfarbstoff interkaliert in doppelstrangige DNA, wodurch die Fluoreszenz
dieser Farbstoffe ansteigt. Die Zunahme der Template-DNA korreliert daher mit der
Zunahme der Fluoreszenz von Zyklus zu Zyklus.

Die Auswertung erfolgte Uber die Ermittlung des Ct-Wertes (cycle treshold =
~Schwellenwert-Zyklus”). Dieser Wert beschreibt den Zyklus, an dem die Fluoreszenz
erstmalig signifikant Gber die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt. Je hoher der Wert
ist, desto weniger mRNA ist vorhanden.

Um Variationen in der Ausgangsmenge der eingesetzten RNA auszugleichen, wurde
eine interne Kontrolle verwendet. Als Standard wurden hierzu die Ct-Werte des
Haushaltsgens Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) bestimmt, da
dieses Gen von extrazellularen Stimuli weitgehend unbeeinflusst bleibt. Damit

ergab sich fir die Berechnung der relativen RNA Menge folgende Formel:

28Ct mit ACt= Ctzieigen —CtcarpH

Primer, cDNA und SYBR Green wurden in 96-well-Platten pipettiert und mit Folie
versiegelt. Jeder Pipettieransatz umfasste ein Volumen von 10 pl. Um

Pipettierungenauigkeiten zu verhindern, wurden Mastermixe angesetzt. Pro

Bedingung wurden stets Dupletts angefertigt.
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Pipettieransatz fir die RT-PCR: PCR-Programm:

Reagenzien ul/ Loch 50°C 2 min

Primer fw (10 uM) 0,3 95 °C 10 sec
Primerrev (10 uM) 0,3

95°C 15
ddH,0 2,4 Sec | 40x
cDNA 2 60 °C 1 min
SYBR green 5 95 °C 15 sec
Gesamtvolumen/ Ansatz 10

60 °C 20 sec

95 °C 15 sec

4°C oo

2.2.2.9 Mausgenotypisierungen

2.2.2.9.1 Lyse der Gewebebiopsien

Um fir die Versuche Tiere mit dem erwiinschten Genotyp zu erhalten, musste dieser
zuerst bestimmt werden, bevor relevante Verpaarungen zusammengesetzt werden
konnten. Hierzu wurde ein kleines kreisrundes Gewebestiick des Ohrs (@ = 5 mm?2)
mittels einer Lochstanze entfernt und in 150 pl Schwanzlysepuffer tGberfiihrt. Der
Ansatz wurde einem Proteinase K Verdau unterzogen und dafir Giber Nacht bei 55°C
und 650 rpm geschittelt.

Fur die Bestimmung des Genotyps, der in Experimenten verwendeten Mduse wurde
jeweils die Schwanzspitze mit einem Skalpell abgetrennt, in 500 ul Lysepuffer
Uberfihrt und ebenso dem Proteinase K Verdau unterzogen. Am darauffolgenden
Tag wurden die Gewebebiopsien bei Raumtemperatur und 13000 rpm fir 5 min
abzentrifugiert. AnschlieBend wurden die erhaltenen Uberstinde in ein neues 1,5

ml- Reaktionsgefal Gberfihrt und bei 4°C bis zur Genotypisierung gelagert.

2.2.2.9.2 PCR zur Bestimmung des Srf Genotyps

Die in 2.2.2.10.1 erhaltene genomische DNA diente fiir alle folgenden
Genotypisierungen als Matrize. Bei den Genotypisierungen 2.2.2.10.3 sowie
2.2.2.10.4 wurde das sogenannte Hot Start Protokoll verwendet. Hierbei wurde die
Polymerase erst wahrend dem 80 °C Schritt zu den Ansdtzen hinzupipettiert. In
2.2.2.10.5 wurde das Enzym hingegen gleich zu den Ansatzen gegeben, bevor das

PCR-Programm gestartet wurde. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden
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abschlieBend auf ein 2 %iges Agarosegel (siehe 2.1.4.4.2) aufgetragen, um die

unterschiedlichen Fragmente nach ihrer GréBe aufzutrennen. Das Gel wurde fir

etwa eine Stunde bei 120V laufen gelassen und die Banden mittels UV-Licht sichtbar

gemacht.

Pipettierschema

| Reagenzien ~ pl/Ansatz_|

Wasser 36
10 x PCR Puffer 5

DMSO 2,5
dNTP’s (10 mM) 1

Primer AW (10 uM) 1,5
Primer BW (10 uM) 1,5
Primer CW (10 pM) 0,5
genomische DNA 1,5
redHot Tag-Polymerase (5U) 0,5
Gesamtvolumen/ Ansatz 50

PCR-Protokoll

97,5 °C 10 min
80°C 10 min
94 °C 2 min
94 °C 30 sec
65 °C 30 sec
72°C 30 sec
72°C 7 min
4°C o0

Bei Srf-Wildtypmausen lag die zu erwartende PCR-Bande bei 600 bp, bei Srf-

deletierten bei 530 bp. Heterozygote Tiere wiesen eine Bande bei 600 bp und 530

bp auf.

2.2.2.9.3

Pipettierschema

PCR-Protokoll

PCR zur Bestimmung des CamKlla-Cre Genotyps

 Reagenzien  pl/Ansatz_|

Wasser ' 37,5
10 x PCR Puffer 5
dNTP’s (10 mM) 1,2
Primer CreS (10uM) 1,2
Primer CreAS (10 uM) 1,2
Primer PCR3 (10 uM) 1,2
Primer PCR4 (10 pM) 1,2
genomische DNA 1
redHot Tag-Polymerase (5U) 0,5
Gesamtvolumen/ Ansatz 50

97,5 °C 10 min

80 °C 10 min

94 °C 2 min

94 °C 30 sec 35 x
65 °C 30 sec

72°C 30 sec

72°C 7 min

4°C oo
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Die zu erwartende PCR-Kontrollbande nicht CamKlla-Cre transgenen Mausen lief bei

500 bp. Bei transgenen Mausen wurde hingegen zusatzlich eine PCR-Bande bei 300

bp erwartet.

2.2.2.9.4 PCR zur Bestimmung des EphA7 Genotyps

Herstellung des Primermixes

Reagenzien pl/ Ansatz
Wasser 38,75
MDK1-WT (100 uM) 1,25
MDK1-WT/MT (100 pM) 5
MDK1-MT-neo (100 pM) 5
Gesamtvolumen/ Ansatz 50

Pipettierschema PCR-Protokoll
Reagenzien pl/ Ansatz 94°C 4 min
Wasser 38,1 95 °C 30 sec
1OXPCR Puffer 5 55 oc 30 sec 35X
dNTP’s (10 mM) 0,5
Primermix 4 72 °C 1 min 30 sec
genomische DNA 2 72 °C 4 min
redHot Tag-Polymerase (5U) 0,5 4°C -
Gesamtvolumen/ Ansatz 50

Bei EphA7-Wildtypmausen wurde eine PCR-Bande bei 620 bp erwartet. Bei EphA7-
deletierten Mdusen sollte die Bande bei 270 bp und bei heterozygoten Tieren bei
620 und 270 bp laufen.

2.2.210 In-situ Hybridisierung

Ein effektives Verfahren zum direkten und spezifischen Nachweis von mRNA
Expression stellt die in-situ Hybridisierung dar. Der direkte Nachweis von RNA in
Gewebe und Zellen kann somit Auskunft Uber die Genexpression des zu

untersuchenden Proteins geben.
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Diese Methode umfasst die Herstellung der RNA-Sonde mittels in-vitro Transkription,
Anfertigen der Kryostatschnitte, Hybridisierung, Waschen und Farbung. Fir dieses

Experiment wurden P14 alte SRF-defiziente und Wildtyp Mause verwendet.

2.2.2.10.1 In-vitro Transkription

Zuerst erfolgte die Linearisierung des entsprechenden Vektors. Hierzu wurden 5 ug
des Plasmids in einem 100 pl Ansatz mit dem jeweiligen Restriktionsenzym G/ N
verdaut. 0,2 ug des Ansatzes wurden dann zur Kontrolle des Verdaus auf ein Gel
aufgetragen. Bei erfolgreichem Verdau wurde anschlieBend eine zweifache Phenol-
Chloroform-Extraktion durchgefiihrt. Hierzu wurde der verdaute Ansatz mit 100 pl
Phenol-Chloroform versetzt, kurz gevortext, 2 min bei 15000 rpm, 4 °C zentrifugiert
und die obere Phase abgenommen. Es folgte dann eine Chloroform-Extraktion. Zu
dem Ansatz wurde gleiche Menge an Chloroform hinzugegeben, ebenfalls kurz
gevortext, unter gleichen Bedingungen wie bei der Phenol-Chloroform-Extraktion
zentrifugiert und ebenso die obere Phase abgenommen. Dieser Schritt wurde
ebenso wiederholt. Als ndachstes musste die DNA gefallt werden. Der Ansatz wurde
mit 2,5 Volumen absoluten Ethanols sowie 1/10 Volumen Na-Acetat pH 5,2 versetzt,
30 min bei -80 °C inkubiert und anschlieBend 15 min bei 15000 rpm, 4 °C
zentrifugiert. Durch Zugabe von 500 pl 70 % Ethanol pro Ansatz und 5 minutiger
Zentrifugation bei 4 °C und 15000 rpm wurde die Probe gewaschen. Nach moéglichst
vollstandiger Flissigkeitsabnahme wurde das Pellet luftgetrocknet und dann in 20
pl DEPC-versetztem Wasser (H2Opr) resuspendiert. Die Konzentration der erhalten
DNA-Matrizenlésung wurde mittels eines Photometers bestimmt. Fur die
Durchfiihrung der in-vitro Transkription ergab sich folgendes Pipettierschema,

wobei die Reagenzien genau in jener Reihenfolge hinzugegeben wurden, wie

aufgelistet:
linearisierte DNA-Matrize 1 ug
H,Oprt auf 20 ul auffillen
10 x Dig-RNA Markierungsmix 2 ul
10 x Transkriptionspuffer 2 ul
RNase-Inhibitor (Rnasin) 1l
RNA Polymerase (T3/ T7) 2 pl
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Dieser Ansatz wurde 2 h bei 37 °C inkubiert und abschlieBend mit 2 ul 0,2 M EDTApr
gestoppt.

Der folgende Schritt ermdglichte die Entfernung der nicht-eingebauten Nukleotide.
Dafiir wurde der gestoppte Reaktionsansatz mit 75 pl EtOH abs. und 5 pl LiClor
versetzt, 30 min bei -80 °C gefallt, 15 min bei 14000 rpm und 4 °C zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde mit 500 pl 70 % EtOH fiir 5 min bei
14000 rpm und 4 °C gewaschen. Unter dem Abzug erfolgte dann das Trocknen des
Pellets. Die erhaltene RNA-Sonde wurde in 10 pl H.Opr resuspendiert, die
Konzentration bestimmt und im Folgenden mit 9 pyl Formamid versetzt. Adaquate

Aliquots wurden angefertigt und bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.2.2.10.2 Gewebevorbereitung und Anfertigung der Kryostatschnitte

Das zuvor freipraparierte Gewebe wurde vor dem Einbetten in einer Losung aus
50% Sucrose und Gewebeeinbettmedium im Verhaltnis 2:1 fir 20 min inkubiert und
danach eingebettet. Von dem frisch eingefrorenen Gewebe wurden mittels Kryostat
14 uym dicke Schnitte angefertigt. Nach einem 20 mindtigen Trocknungsschnitt bei
RT wurden die Schnitte auf dem Objekttrager mit Fettstift umrandet und
anschlieBend mit frisch angesetzter 4 %- iger PFA-Losung fir 10 min bei RT fixiert.
Nach drei Waschschritten mit PBS fir jeweils drei Minuten folgte ein
Acetylierungsschritt. Hierfir wurden die Proben fir 10 min bei RT mit frisch
angesetztem Acetelierungspuffer inkubiert und danach dreimal fiir 5 min mit PBS

gewaschen bevor, mit dem Prehybridisierungschritt fortgefahren werden konnte.

2.2.2.10.3 Hybridisierung der RNA-Sonden mit den Gewebeschnitten

Das vom Waschen Uberschiissige PBS wurde mittels eines Tuches vorsichtig
entfernt und 500 pl Hybridisierungspuffer auf den Objekttrager gegeben. Der fiir
diesen Prehybridisierungschritt bendtigte Hybridisierungspuffer wurde frisch
angesetzt. Die Proben wurden fiir zwei Stunden in einer mit 5 x SSC equilibrierten
Metallbox fir 2 h bei RT inkubiert. Wahrenddessen wurden die RNA-Sonden
vorbereitet, wobei hierfir die Originalsonde 1:10 in ddH»0pt vorverdiinnt und dann
1:100 in Hybridisierungspuffer eingesetzt wurde. Die Sonden wurden dann fiir 5 min

bei 80 °C im Wasserbad denaturiert und anschlieBend sofort auf Eis gelagert. Fir
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den eigentlichen Hybridisierungsschritt wurden 90 ul Hybridisierungspuffer mit der
jeweiligen Sonde auf die Objekttrager pipettiert, gebackene Deckgldaschen darauf
platziert und U/N bei 72 °C inkubiert. Hierflir wurden die Proben in einer Metallbox
platziert, welche mit etwa 75 ml einer Loésung aus 5 x SSC und 50 % Formamid
equilibriert wurde. Hierbei war zu beachten, dass sich verschiedene Sonden

moglichst in getrennten Metallboxen befanden.

2.2.2.10.4 Waschen und Férben der hybridisierten Proben

Zuvor wurden die fur die Waschschritte bendtigten Glasgefal3e und Puffer (5 x SSC
sowie 0,2 x SSC) U/N bei 72 °C vorgewdrmt. Der erste Waschschritt erfolgte bei 68 °C
fir 10 min in 5 x SSC. Die Objekttrager wurden hierfiir in Glaskiivetten platziert, die
Deckglaschen sollten bei diesem Schritt abfallen. AnschlieBend wurden die
Objekttrager fir 30 min bei 68 °C in 0,2 x SSC gewaschen. Dieser Schritt wurde
wiederholt. Der folgende Waschschritt erfolgte bei RT in 0,2 x SSC fuir 5 min. Danach
wurden die Objekttrager in eine Glasklivette mit B1-Puffer transferiert und dort 5
min gewaschen. Als Nachstes wurden die auf einem Metallgitter platzierten
Objekttrager mit etwa 1,5 ml einer Lésung aus B1-Puffer und 10 % FCS fiir 1h bei RT
blockiert. Nach diesem Blockierungsschritt erfolgte die Inkubation mit dem
Erstantikorper G/N bei 4 °C. Hierflir wurde ein Anti-Digoxigenin-Antikorper
verwendet, an welchem alkalische Phosphatase gekoppelt ist. Am nachsten Tag
wurden drei Waschschritte fir 15 min bei RT mit dem B1-Puffer durchgefiihrt. Das
Protokoll sah als ndchsten Schritt eine 5-minutige Equilibrierung der Objekttrager in
B3-Puffer vor. Letztendlich wurde die Substratlosung B4 (etwa 400 ul) auf die
Proben gegeben. Diese reagierte mit der alkalischen Phosphatase, wobei sich um
die  Sonde ein dunkelvioletter ~ Niederschlag bildete. Je nach
Reaktionsgeschwindigkeit erfolgte im Dunkeln eine Inkubation von 6 h bis 3 Tagen,
wobei die Substratlésung bis zu 3 mal gewechselt wurde. Gestoppt wurde die

Reaktion mit TE-Puffer und eingedeckelt mit Immumount.
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2.2.3 Biochemische Methoden

2.2.3.1 Herstellung von Proteinextrakten

2.2.3.1.1 Herstellung von Proteinextrakten aus neuronaler Primdrkultur
Die in 6-Well-Platten kultivierten Neurone wurden wie in 2.2.1.3 beschrieben
stimuliert. Zum Stoppen der Stimulation wurden die Zellkulturplatten sofort auf Eis
gestellt und 1 x mit eiskaltem PBS gewaschen. AnschlieBend wurde das PBS
vollstandig entfernt und 100 pl Lysispuffer pro Well gegeben. Nach fliinfminttiger
Inkubation wurden die Zellen mit einem Zellschaber von der Oberflache gelost, in
ein eiskaltes 1,5 ml Eppendorfgefal3 Gberfiihrt und fir 10 s gevortext. Nach 30
minuUtiger Inkubation bei 4°C Gber Kopf geschiittelt und die Zelllysate bei 4°C fir 2
min, 13.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand in ein neues eiskaltes
Eppendorfgefall Uberfihrt. Nach Bestimmung der Proteinkonzentration (siehe
1.2.3.2) wurden die Proben mit 6 x Proteinladepuffer versetzt. Dieser wurde auf 1 x
Proteinladepuffer in der Probe verdiinnt. Abschlieend wurden die Proteinlysate zur
Denaturierung fir 5 min bei 95° C erhitzt und bei -20° C bis zum weiteren Gebrauch

weggefroren.

2.2.3.1.2 Herstellung von Proteinextrakten aus neuronalem Gewebe der
Maus

Zuerst wurde das zu untersuchende Gewebe herausprapariert und mdglichst ohne
Flassigkeit in ein 1,5 ml Reaktionsgefal? transferiert, welches umgehend in flissigem
Stickstoff eingefroren wurde und anschlieBend bis zur Herstellung der Proteinlysate
bei -80 °C gelagert wurde.

Nach Zugabe von 200 pl Lysispuffer/ Probe wurde das Gewebe mittels einer 22-
gauge Injektionsnadel durch mehrfaches Hoch- und Herunterziehen der Spritze
homogenisiert. Das Lysat wurde anschlieBend fiur 5 Minuten auf Eis inkubiert,
gevortext und fur 30 Minuten bei 4°C Uber Kopf geschiittelt. Die weiteren

Protokollschritte erfolgten wie unter 2.2.3.1.1 beschrieben.

81



MATERIAL UND METHODEN

2.2.3.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden in eine Plastikklvette 795 ul PBS
mit 5 yl des in 2.2.3.1.71 und 2.2.3.1.2 hergestellten Proteinextraktes und 200 pl
Bradford-Reagenz vermischt. Als Leerwert wurde anstelle des Proteinextraktes 5 pl
Proteinlysepuffer verwendet. Die Proben wurden 5 min bei RT inkubiert. Es folgte
die Messung der Extinktion am Photometer bei 595 nm. Anhand einer Eichgeraden,
die aus bekannten BSA Konzentrationen ermittelt wurde, konnte die jeweilige

Proteinkonzentration bestimmt werden.

2.2.3.3 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-

PAGE)

Bei der diskontinuierlichen SDS-PAGE erfolgt die Auftrennung der Proteine
nachdem Molekulargewicht. Hierzu wurden fir jede Probe 10 ug Protein in die
Tasche eines 4% Sammelgels geladen. Als Standard zur
Molekulargewichtsbestimmung wurden 5 pl des vorgefarbten GrélBenmarkers von
Fermentas mitgefiihrt. Die Gelelektrophorese erfolgte im SDS-Elektrophoresepuffer

in einem 10% Trenngel fir 15 min bei 90 V und anschlieBend 90 min bei 150 V.

2.2.3.4 Western Blot

Beim Western Blot wurden die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf eine
PVDF-Membran Ubertragen und durch proteinspezifische Antikorper detektiert. Der
Transfer erfolgte nach dem Nass-Blot Verfahren in der Blotting-Apparatur von Bio-
Rad, wobei das SDS-Gel und die Membran nach dem ,Sandwich”-Prinzip
angeordnet wurden. Dazu wurde das Gel aus der Elektrophoreseapparatur
entnommen, das Sammelgel entfernt und fiir 15 s in Methanol anschlieBend in 1 x
Transferpuffer aquilibiert. Ebenso wurden die Schwamme, das Whatman-Papier und
die Membran in 1 x Transferpuffer getrankt. Der Aufbau des Sandwiches erfolgte
luftblasenfrei von der Kathode (Minuspol) zur Anode (Pluspol): Schwamm,
Whatman-Papier, Gel, Membran, Whatman-Papier, Schwamm. Das Sandwich wurde
geschlossen und in die Blotting-Apparatur Uberfiihrt und diese mit eiskaltem 1 x
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Transferpuffer aufgefillt. Der Transfer erfolgte fir 1h bei 100V unter Kilhlung mittels
einer Bio-Eis Kuhleinheit.

Um die Transfereffizienz ungefahr abschatzen zu kénnen, wurden die Proteine in
der Membran mit einer Ponceau-S-Farbung sichtbar gemacht. Eine Entfarbung
wurde durch TBST erreicht. Anschlielend wurde die Membran zur Blockierung
unspezifischer Bindungsstellen 30 min bei RT in Blockierungslésung inkubiert. Im
Folgenden wurde die Membran kurz mit 1 x TBST gewaschen und tber Nacht bei
4°C mit dem entsprechenden Primarantikorper in Blockierungspuffer inkubiert. Die
Membran wurde dann 3 x 15 min in TBST gewaschen und fir 1Th mit dem
entsprechenden Sekundarantikorper bei RT inkubiert. An den Sekundarantikorper
ist kovalent Meerrettich-Peroxidase gebunden, welche fiir die spatere Detektion
notwendig ist. AnschlieBend wurde die Membran 1 x 15 min und 3 x 5 min in TBST
gewaschen und zuletzt fir 1 min mit ECL inkubiert. Die Peroxidase oxidiert das in
der Losung vorhandene Luminol, was zu einer Chemilumineszenzreaktion fiihrt. Die
Membran wurde in einer Photokassette platziert und die durch Luminol verursachte
Chemilumineszenz durch Exposition der Membran auf einem Rontgenfilm

detektiert.

2.2.4 Auswertung der mikroskopischen Aufnahmen und Statistik
Mikroskopische Aufnahmen wurden entweder mit einem Zeiss Axiovert 200M oder
Zeiss LSM confocal angefertigt unter der Verwendung einer Axiocam Kamera und
Axiovision Software. Es wurden 10 x, 20 x, 63 x, 100 x Objektive benutzt mit einer
numerischen Apertur von 0.3, 0.8 bzw. 1.3 (Ol). Die Bilder wurden gegebenenfalls
mittels Photoshop Software (Adobe) weiter bearbeitet.

Fur die Analyse der Wachstumskegelmorphologie (Abb. 3.7) wurden mindestens drei
unabhangige Experimente durchgefihrt. In jedem Experiment wurden 20 Neurone/
Bedingung analysiert. Mit Hilfe der Axiovision Software wurden die
Filopodienanzahl und Filopodienlange (nur Filopodien mit einer Lange von > 1 pm
wurden bericksichtigt), sowie die Gesamtflaiche des Wachstumskegels fir alle

Wachstumskegel/ Neuron bestimmt. Fur die Quantifizierung der Neuritenanzahl
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und deren Verzweigungen wurden nur Neuriten ausgewertet, die langer als 30 um
waren und Verzweigungen mit einer Lange von mindestens 2 um aufwiesen.

Fur organotypische Schnittkulturen wurden drei unabhdngige Experimente
durchgefiihrt. Hierbei wurden pro Experiment die hippocampalen Schnitte von 5
Mausen verwendet. Fir jede Bedingung konnten so mindestens 30 Schnitte
ausgewertet werden. Um die ektopischen Verzweigungen des Moosfaserbiindels in
die CA3 Region des Hippocampus zu messen, wurde die Anzahl von Dil-positiven
Pixel in einem definierten Bereich der CA3-Region mittels der Axiovision Software
bestimmt.

Um die Translokation der MAP-Kinase ERK zu ermitteln (Abb. 3.16), wurde mit Hilfe
der Axiovision Software das Verhdltnis von zytoplasmatischer zu nukledrer ERK-
Intensitat bestimmt. Vier unabhangige Experimente wurden durchgefiihrt, wobei 25
Neurone/ Bedingung/ Experiment analysiert wurden.

Bei proteinbiochemischen Analysen (Abb. 3.14 und Abb. 3.15) wurden mindestens drei
unabhangige Experimente durchgefiihrt und die Ergebnisse mit Hilfe der Image
Quant Software (Molecular Dynamics) ausgewertet.

Zur Ermittlung der statistischen Signifikanz wurde der student’s t-test angewendet
mit *, ¥*, *** fijr P < 0.05, 0.01, 0.001. Die Standardabweichungen wurden durch den

Fehlerbalken dargestellt.
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3 Resultate

3.1 Untersuchung neuer Faktoren fur die axonale

Lenkung im Hippocampus der Maus

3.1.1 Untersuchung neuer Faktoren fur die axonale Lenkung auf

Genexpressionsebene

Als ubiquitar exprimierter Transkriptionsfaktor Ubernimmt SRF eine Vielzahl
wichtiger Funktionen im Saugetierorganismus, so auch in der Entwicklung des
Nervensystems (Knoll and Nordheim, 2009). Eine vorderhirn- und
neuronenspezifische konditionale Deletion von Srf flihrt u.a. zu schweren
Fehlleitungen axonaler Moosfaserblindel im Hippocampus (ausfiihrliche
Erlduterung und Beschreibung des Mausmodells siehe 1.2.4.2) (Knoll et al., 2006).
Ursache dessen kdnnen u.a. auf axonaler Seite (z.B. fehlerhafte Rezeptorexpression)
oder in der Umgebung (z.B. veranderte Expression und Verteilung von
Zelladhasions- oder Lenkungsmolekiilen) liegen. Ein Ziel dieser Arbeit ist es, neue
Faktoren herauszufinden, die durch Srf-Deletion direkt oder indirekt beeinflusst
werden, um somit den Prozess der fehlerhaften Moosfaserwegfindung in Srf-
Mutanten besser verstehen zu kénnen.

Ein Moglichkeit zur Analyse von SRF-Zielgenen bietet die microArray GeneChip
Technologie. Hierbei wurde im Labor der AG Kndll bereits RNA von Wildtyp- und
SRF-defizientem Gewebe isoliert und mittels GeneChip Analysen beide Gewebe
verglichen. Dadurch konnten in Kontrolltieren und Mutanten genomweit
unterschiedlich exprimierte SRF-Zielgene identifiziert werden (Stritt et al., 2009).
Hierbei kamen u.a. vier Faktoren in Betracht, welche potentiell in dem Vorgang der
axonalen Lenkung involviert sein kdnnen. Dies sind zum einen P-Selectin, C4, Ccl12
und Glycam1. Obwohl diese Molekdile nicht in erster Linie mit dem Gehirn assoziiert
werden, ist die Expression aller Faktoren vor allem im Hippocampus sehr hoch
(www.brain-map.org).

P-Selectin (platelet Selectin) stellt urspriinglich ein Zelladhasionsmolekil auf der
Oberflache aktivierter Endothelzellen dar und spielt eine wichtige Rolle in der
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Rekrutierung von Leukozyten (Tedder et al., 1995). Im zentralen Nervensystem
wurde es mit experimenteller autoimmun Encephalomyelitis (EAE), dem
Mausmodell fir Multiple Sklerose, in Verbindung gebracht (Engelhardt, 2008). In
den Affymetrix GeneChip Daten war dieses Molekil in knock-out Mausen um den
Faktor 2,4 herunterreguliert, verglichen mit Kontrollmausen.

C4 (complement C4) gehort zur Gruppe der Chemokine, welche hauptsachlich als
Chemoattraktant fir andere Zellen (vornehmlich des Immunsystems) agieren (Rossi
and Zlotnik, 2000). Zudem wurde es als Mitglied der Komplementkaskade mit der
Eliminierung von Synapsen wahrend der Gehirnentwicklung in Verbindung
gebracht (Schafer and Stevens, 2010). Dieses Molekil war in SRF-defizientem
Gewebe um den Faktor 5,5 hochreguliert.

Der dritte Faktor Ccl12 (Chemokin (C-C Motiv) Ligand 12) ist, wie der Name besagt,
ebenfalls ein Chemokin. Es ist in chemotaktischen Prozessen und in der Immun-
sowie inflammatorischen Antwort involviert (Allen et al.,, 2007). GeneChips Daten
zeigten eine 3,4-fache Hochregulierung in Gewebe aus SRF-defizienten Tieren
gegenuber Kontrolltieren.

Der vierte Faktor, Glycam1 (glycosylation dependent cell adhesion molecule 1), stellt
ebenso wie P-Selectin ein Zelladhasionsmolekiil dar und wird primar von HEV-Zellen
(high endothelial venules) im Lymphknoten exprimiert. Durch Bindung an L-Selectin
ist Glycam1 mafgeblich an der Leukozytenbindung beteiligt (Rosen et al., 1997).
Dieses Molekiil ist in Srf-Mutanten um den Faktor 4,5 hochreguliert.

Zur Verifizierung der GeneChip Daten wurden Hippocampi von Wildtyp- und Srf-
deletierten Mausen aus drei postnatalen Stadien (P2, P6 und P14) isoliert und die
relative mRNA Menge mittels quantitativer RT-PCR bestimmt (Abb. 3.1). Da in den
Hippocampi konditionaler knock-out Mause die Srf-Menge gegenliber Kontrolltieren
herunterreguliert sein soll, wurde zur Uberpriifung dieses Sachverhaltes auch die
MmRNA Menge von Srf bestimmt (Abb. 3.1A). Hier ist deutlich zu erkennen, dass zu
allen Entwicklungszeitpunkten die Srf-Menge in Wildtyp-Mausen (durchgehend
schwarze Linie) hoher ist als in den Mausmutanten (gestrichelte Linie). Besonders
deutlich wird dieser Effekt bei 14 Tage alten Mausen (P14). Dieser graduelle Prozess
der Abnahme ist mit der in spaten embryonalen Entwicklungsstadien einsetzenden

Aktivitat der CamKlla zu erklaren. Hierbei ist bei der Geburt der Mausmutanten noch
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endogenes SRF vorhanden, welches mit zunehmender Dauer der CamKlla-Aktivitat
dann jedoch abnimmt (ausfihrliche Erklarung des Mausmodells siehe 1.2.4.2).

Die relative mRNA Menge von Selp (P-Selectin) ist in frilhen postnatalen
Entwicklungsstadien (P2, P6) bei Srf*/+)- und Srf)- Mausen gleich (Abb 3.1B). Jedoch
ist bei P14 alten knock-out Mausen ein robuster Abfall um Faktor 2,5 gegeniiber den
Kontrolltieren zu vermerken, was die GeneChip Daten bestdtigt. Die mRNA Menge
von (4 bereits 6 Tage nach Geburt der Mause einen Unterschied zwischen
Wildtyptieren und Mutanten (Abb 3.1C). Bei P14 ist der Effekt am ausgepragtesten. In
Srf-deletiertem Gewebe wird etwa 4 mal mehr mRNA exprimiert. Ahnlich wie bei
Selp verhalt sich auch die Veranderung der Genexpression von Cc/712 (Abb.3.1D). Erst
in P14 alten Hippocampi ist eine Unterschied zwischen den beiden Gruppen
erkennbar. Hierbei erfolgt etwa eine 2-fache Hochregulierung des Gens in SRF-
defizientem Gewebe. Das letzte zu Uberpriifende Molekil war Glycam1. Auch hier
erfolgt bei P14 ein robuster Anstieg der relativen Glycam1-Menge in Mausmutanten,
jedoch nicht in Kontrolltieren.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die GeneChip Daten mittels qRT-PCR

bestatig werden konnten.
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Abb.3.1. Unterschiedliche Genexpression von SRF-Zielgenen in Wildtyp und Srf-deletiertem
Gewebe.

Hippocampi von P2, P6 und P14 alten Wildtyp (durchgéngig schwarze Linie) und Srf-deletierten Mausen (gestrichelte
Linie) wurden isoliert und anschlieend die relative Menge der indizierten Gene mittels qRT-PCR bestimmt. Als
Kontrolle dienten Primer fiir das Haushaltsgen Gapdh. Anzahl der Tieren=5

(A) In SRF-defizientem Gewebe ist die relative Srf mRNA Menge 2-3-fach reduziert gegentiber Wildtyp-Gewebe. Der
Effekt ist am stdrksten in P14 alten Mausen.

(B) Die Expression von P-Selectin (Selp) ist im Hippocampus von SRF-defizienten P14 Mausen 3- fach hoéher
gegenliber Wildtyp-Gewebe.

(C-E) Die relative Menge der mRNA der Chemokine C4 und Ccl12 (C, E) und des Zelladh&sionsmolekils Glycam1 (D)
ist im hippocampalen Gewebe von Srf- - Mdusen etwa 3- fach erhoht. Der Effekt ist am prominentesten bei 14 Tage
alten Mausen.

* P <0.05;**%, P <0.01; *** P < 0.001. Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung.

3.1.2 Lokalisierung der Genexpression neuer Faktoren im

Hippocampus

Im vorangegangenen Experiment (Abb. 3.1) konnte gezeigt werden, dass
Zelladhdsionsmolekiile und Chemokine in wildtypischem und SRF-defizientem
Gewebe unterschiedlich stark exprimiert werden, was als Ursache fiir das fehlerhafte
hippocampale Moosfaserwachstum in Srf-Mutanten in Betracht gezogen werden
kann. Um nun eine mdgliche Beteiligung von Selp, C4, Glycam1 und Ccl12 in diesem
Prozess weiter zu untersuchen, wurde im Folgenden mittels in-situ-Hybridisierung
bestimmt, in welchen Teilen des Hippocampus die unterschiedlichen Gene
exprimiert werden (Abb. 3.2). Da der starkste Unterschied zwischen Wildtyp und Srf-
Mutanten in der relativen mRNA Expressionsmenge bei allen untersuchten Genen
zum Zeitpunkt P14 lag (Abb. 3.1), wurden fir dieses Experiment die Hippocampi von
P14 alten Mausen verwendet.

Wie erwartet, ist die Expression von Srf in Mutanten (Abb. 3.2B) wesentlich schwacher
als in Wildtyp-Mausen (Abb. 3.2A), was die Daten im zuvor durchgefiihrten
Experiment unterstiitzt (Abb. 3.1A). Der Vergleich zwischen der Expressionsmenge
von Selp im Wildtyp und der Srf-Mutante zeigt, dass auch hier, wie in Abb. 3.1, die
Expressionsmenge in SRF-defizienten Hippocampi wesentlich geringer ist als im
Wildtyp (Abb. 3.2¢, D), wobei in beiden Fallen das starkste Selp-Signal in der
Zellkorperschicht der CA-Region und weniger im Gyrus dentatus lokalisiert ist (Abb.
3.2.c). Die Expression des Zelladhasionsmolekiils Glycam1 ist sowohl in der
Zellkorperschicht der CA-Region als auch im Gyrus dentatus lokalisiert, wobei hier

der zu erwartende Anstieg in SRF-defizienten Mausen (Vergleich Abb. 3.1D) nicht zu
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verzeichnen ist (Abb. 3.2E, F). Hierflir kommt eine unspezifische Bindung der in-situ-
Hybridisierungssonde in Betracht. Ahnliches gilt fiir das Chemokin Ccl/72. Ein
Unterschied in der Expression zwischen wildtypischen (Abb. 3.2G) und SRF-
defizientem Gewebe (Abb. 3.2H) ist im Hippocampus nicht zu verzeichnen. Das
starkste Expressionssignal ist in beiden Geweben in der CA3-Zellkdrperegion
lokalisiert (Abb. 3.2G, H). Die EphA6-Rezeptoren zeigten in GeneChips zwar keine
Veranderung, stellen jedoch ebenso wichtige Regulatoren der axonalen
Wegfindung dar (siehe Einleitung 1.1.2.1). Wie vermutet ist kein Unterschied
zwischen Wildtyp und Srf-Mutanten zu verzeichnen (Abb. 3.11, J). In beiden Geweben
wird der EphA6-Rezeptor stark im Str. pyramidale der CA-Region exprimiert, jedoch
nicht im Gyrus dentatus. Ein sehr interessantes Expressionsmuster ergibt sich bei
dem Chemokin C4 (Abb. 3.2K- N). mMRNA Expressionsstudien zeigte eine 4-fach
erhohte Expression des Genes in Srf-Mutanten verglichen mit Kontrolltieren (siehe
Abb. 3.1B). Hierbei ist auffallig, dass in Wildtyp Mausen eine uniforme Expression in
der Kornerzellschicht des Gyrus dentatus sowie in der CA-Region des Str. pyramidale
zu verzeichnen ist (Abb. 3.2K). In Sri-Mutanten hingegen ist in diesen Bereichen keine
Expression zu erkennen, jedoch eine starke punktuelle Lokalisierung im Bereich der
Ventrikel (Abb. 3.2L, VergréBerung in N), was auf einen Entziindungsprozess hinweisen
konnte. Die beschriebene punktuelle Expression bleibt bei Kontrolltieren aus (Abb.

3.2K, VergroBerung in M).
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Wildtyp

Srf - : Camk2a-iCre

o-Srf

o-Selp

o-Glycam1

a-Ccl12

90



RESULTATE

Srf /- - CamkZ2o.-iCre

o-Epha6

o-C4

a-C4

Abb. 3.2. Lokalisierung der Genexpression in die Moosfaserwegfindung potentiell involvierter
Molekiile mittels in-situ-Hybridisierung.

Hippocampale Kryostatschnitte wurden von P12 SRF-WT und SRF-defizienten M&usen angefertigt und mit der
entsprechenden RNA- Sonde hybridisiert. Entsprechende sense-Hybridisierungssonden erzeugten kein Signal (Daten
nicht gezeigt).

(A, B) Srfist wie erwartet im Wildtyp (A) starker exprimiert als in Sr-Mutanten (B).

(C, D) Das Selp-Signal ist in der CA-Zellkérperregion am stérksten, wobei die Expression in Mutanten (D) schwécher ist
als in Kontrolltieren (C).

(E, F) Glycam1 ist in Kontrolltieren (E) in der CA-Zellkdrperregion und dem Gyrus dentatus (DG) exprimiert. Die
Gesamtexpressionsmenge in Mutanten (F) ist deutlich geringer als in Wildtyp-Mausen.

(G, H) Ccl12 ist sowohl in Kontrolltieren (G) als auch in Mausmutanten (H) gering exprimiert, wobei das starkste Signal
innerhalb der CA3-Region der Zellkdrperschicht liegt.

(I, J) Epha6 wird sowohl in wildtypischem (I) wie auch in SRF-defizientem (J) Gewebe in der CA-Region stark
exprimiert.

(K- N) Das Chemokin C4 zeigt in Wildtypmausen eine gleichmaBiges Signal in der Zellkorperschicht des DG wie auch
in der CA-Region (K, VergréBerung in M). In Mausmutanten ist kein Signal in den hippocampalen Schichten
erkennbar, jedoch ein stark punktférmiges Signal in den Ventrikeln (L, VergroBerung in N).
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3.1.3 Untersuchung der hippocampalen Moosfaserwegfindung in

Srf-defizienten Mausen
Die Generierung einer konditionalen Srf-Mausmutante (Ndheres siehe 1.2.4.1)
offenbarte einen spezifischen Phanotyp, bei der die Moosfaseraxone der
Kornerzellen des Gyrus dentatus nicht wie bei Kontrolltieren stringent im Stratum
lucidum verlaufen und Verknipfungen mit den Dendriten der CA3-Pyramidenzellen
ausbildeten, sondern innerhalb der CA-Zellkérperregion (Stratum pyramidale)
verlaufen und Kontakte mit den Pyramidenzellsomata knipfen (Schematische

Darstellung siehe Abb. 3.3, oder 1.2.4.1 fur ausfuhrlichere Beschreibung).

a Control b Srf': CamKllaCre
ca1

1{%
4 % = %4

CA3

Abb. 3.3. Fehlleitung hippocampaler Moosfasern SRF-defizienter Mause.

Rot dargestellt sind die Moosfaserbiindel, blau kennzeichnet die Zellkérper der Pyramidenzellen, grau deren
Dendriten. Im Wildtyp verlaufen die Moosfaseraxone im Str. lucidum und treten nicht in die Zellkérperschicht ein,
sondern bilden Synapsen mit den Dendriten der CA3-Pyramidenzellen. In Srf-Mutanten werden die Moosfaserbiindel
innerhalb der CA-Zellkérperschicht fehlgeleitet und bilden Synapsen mit den Somata der Pyramidenzellen aus.

CA = Cornu ammonis, DG = Gyrus dentatus, str. pyr. = Stratum pyramidale (Zellkdrperschicht), str. luc. = Stratum

lucidum (dendritenreiche Schicht)
nach (Knoll et al., 2006)

Bisher vorangegangene Experimente haben Zelladhdsionsmolekilen und
Chemokinen eine mdégliche Funktion in dieser Phanotypausbildung zugeschrieben.
Zur weiteren Untersuchung dieser hippocampalen Moosfaserfehlleitung in SRF-
defizienten Mausen wurde die organotypische Schnittkultur nach der Interface-
Methode (Stoppini et al., 1991) in dem Labor der AG Knoll, Universitat Tubingen,
etabliert um das Moosfaserwachstum unter in-vivo nahen Bedingungen beobachten
zu kodnnen. Hierfir wurden transversale Schnitte des Hippocampus angefertigt

(siehe 2.2.1.6.1) und der Moosfasertrakt mittels des lipophilen Markierungsstoffes Dil
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angefarbt, wobei das Hauptaugenmerk auf dem oberhalb der Zellkdperschicht
verlaufenden suprapyramidalen Ast liegt (siehe 2.2.1.6.2 und Ubersichtsbild Abb. 3.4).
Der von Kndéll et al. entdeckte Phanotyp wurde fiir P14 Mause beschrieben. Zur
Etablierung des organotypischen Schnittkultursystems wurde in einem ersten
Schritt hippocampale Schnittkulturen von P14 alten Kontrolltieren und Srf-
Mutanten angefertigt (Abb. 3.5). Hierbei ist gut zu erkennen, dass in Wildtyp-Tieren
(Abb. 3.5A- €) der suprapyramidale Trakt (gekennzeichnet durch Pfeilspitze) innerhalb
des Stratum lucidum verlauft und das Stratum pyramidale ausspart. Auch die durch
DAPI angefarbte CA- Zellkérperschicht verlauft wie erwartet in einem kompakten
Band (Abb. 3.5B). Hingegen ist in Srf-Mutanten (Abb. 3.5D- F) zu beobachten, dass das
suprapyramidale Biindel weniger kompakt ist, sondern eher defaszikuliert wird und
innerhalb des Stratum pyramidale verlauft (Abb. 3.5D, F). Auch die CA-
Zellkorperschicht scheint wenig kompakt. Vielmehr scheinen die Somata der
Pyramidalzellen dispers angeordnet, was ein moglicher Grund fiir die Fehlleitung

der Moosfasern sein konnte (Ausfuhrlicheres siehe Diskussion 4.2).

Abb. 3.4. Ubersichtsbild eines angefertigten hippocampalen Schnittes.

Eine hippocampale Schnittkultur wurde angefertigt und die Moosfasertrakte mittels des lipophilen Farbstoffes Dil
angeférbt ( rot). Die Zellkdrper wurden mit DAPI angefarbt und sind mit blau dargestellt. Innerhalb des gestrichelten
Kastchens ist der suprapyramidale Trakt zu sehen. Dieser verlduft oberhalb der CA3-Zellkoérperschicht. In Abb. 3.5
und Abb. 3.6 zeigen die Bilder (A- F) diesen Ausschnitt.

DG = Gyrus dentatus, CA3 = cornu ammonis (Kérnerzellschicht).

MafBstab (B) =200 um
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Dil Zellkerne Uberlappung

WT

Srf7~: Camk2o-iCre

Abb. 3.5. Hippocampale Moosfaserfehlleitung in spat-postnatalen SRF-defizienten Mausen.
Hippocampalen Schnittkulturen von P11 Wildtyp und Mausmutanten wurden angefertigt, 3 div kultiviert und mit
dem Markierungsstoff Dil (rot) die Moosfasern angefarbt. Die Pfeilspitze markiert den suprapyramidalen Ast. Blau
gefarbt mittels DAPI sind die Zellkérper

(A- C) Moosfasern im Wildtyp verlaufen stringent im Str. lucidum. Die CA-Zellkorperregion ist kompakt.

(D- F) Moosfasern in Srf-Mausmutanten verlaufen innerhalb des Str. pyramidale. Die Zellkdrperregion ist dispers und

nicht kompakt wie in Kontrolltieren.
MaBstab = 50 ym

Da es sich moglicherweise um einen Migrationsdefekt hippocampaler
Pyramidenzellen handelt, werden im Folgenden organotypische Schnittkulturen
friherer Entwicklungsstadien durchgefiihrt, da es besonders in den ersten
postnatalen Tagen zu einem starken Entwicklungs- und Differenzierungsprozess des
Hippocampus kommt (siehe Einleitung 1.1.4.3 und 1.1.4.4). Hierfir wurden
hippocampale Schnittkulturen von P2 Wildtyp und Srf-Mutanten angefertigt,
Moosfasern mit Dil (rot) markiert und Zellkdrper nach 1 div mit DAPI gefarbt (Abb.
3.6). Hierbei ist in wildtypischen Schnittkulturen eine erste Ausdifferenzierung des
supra- und infrapyramidalen Biindels zu beobachten, welche die Zellkoérperschicht
nicht penetrieren (Abb. 3.6. A, Moosfaserbiindel gekennzeichnet durch Pfeilspitzen).
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Die Zellkorperschicht des DG sowie die CA-Zellkdrperregion hat sich bereits in einer
kompakten Schicht formiert (Abb. 3.6B), wenn diese auch noch nicht so ausgepragt
ist wie in dlteren Tieren (Vergleich Abb. 3.5). Schon in friihen Entwicklungsstadien
SRFdefizienter Mause scheint die Ausbildung einer kompakten CA-
Zellkorperschicht gestort (Abb. 3.6D), da diese verglichen mit Kontrolltieren
wesentlich diffuser erscheint. Eine Aussage Uber die Moosfaserwegfindung ist nur
schwer zu treffen, da in SRF-defizienten hippocampalen Schnitten Moosfaserbiindel
weitaus schlechter anzufarben waren. Dieser Fakt kann jedoch auch bedeuten, dass
die Ausbildung in frihen postnatalen Stadien in Srf-Mutanten gegeniber den
Kontrolltieren verspatet verlauft, was dazu fihrt das weniger Fasern markiert

werden kdnnen.

Dil Zellkerne

Srf 7~ : Camk2o-iCre

Abb. 3.6. Moosfaserfehlleitung in frith-postnatalen SRF-defizienten Mausen.

Hippocampalen Schnittkulturen von P2 Wildtyp und Mausmutanten wurden angefertigt, 1 div kultiviert und mit dem
Markierungsstoff Dil die Moosfasern angefarbt. Zellkdrper wurden mittels DAPI angefarbt.

(A, B) Moosfasern im Wildtyp spalten sich bereits in einen oberen und unteren Ast auf. Die CA-Zellkdrperregion ist
kompakt.

(C,D) Moosfasern in Mausmutanten verlaufen innerhalb des Str. pyramidale. Die CA- Zellkorperregion ist dispers und
nicht kompakt wie in Kontrolltieren.

MaBstab = 200 um
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3.2 Interaktion der EphA- und Neurotrophin-

Signaltransduktion in der axonalen Wegfindung

3.2.1 Die vorwarts gerichtete EphA-Signalweiterleitung wirkt in vitro
der BDNF-induzierten @ Wachstumskegelmorphologie in

Abhangigkeit von SRF entgegen

Fir die korrekte Verschaltung neuronaler Netzwerke ist eine prazises
Zusammenspiel verschiedener Faktoren, wie z.B. Lenkungsmolekiilen, notwendig.
Im Fokus dieser Arbeit stehen das vornehmlich repulsiv wirkende Lenkungsmolekiil
Ephrin-A5 und das eher attraktiv agierende neurotrophe Molekiil BDNF, dessen
gegensatzliche Wirkungen u.a. fir die Ausbildung topographischer Karten des
retinotektalen Systems im Hihnchen von elementarer Bedeutung sind (McLaughlin
and O'Leary, 2005). Hierbei wird angenommen, dass wachstumsférdernde Faktoren
wie z.B. BDNF zu einem initialen UberschieBen der retinalen Axone fiihrt und
repulsive Faktoren, wie z.B. Ephrin-A5, in einem spdteren Entwicklungszeitpunkt die
Retraktion der Axone bis hin zu ihrem eigentlichen Zielgebiet bedingt. Auch im
hippocampalen System der Moosfaserentwicklung ist dieser Retraktionsprozess zu
beobachten (detaillierte Beschreibungen siehe 1.1.4.4), weshalb im Folgenden die
Untersuchung hippocampaler Neurone und Axonbiindel von gro3em Interesse ist.

Um eine Interaktion zwischen der vorwarts gerichteten EphA-Signaltransduktion
und dem BDNF-Signalweg zu untersuchen, wurde das Hauptaugenmerk zuerst auf
die Untersuchung der Wachstumskegelmorphologie hippocampaler Primdrneurone
gelegt. Hierfiir wurden die Neurone fiir 45 min mit den Lenkungsmolekiilen Ephrin-
A5 und/ oder BDNF stimuliert (Abb. 3.7). Wie schon fiir retinale Ganglienzellen
gezeigt (Fitzgerald et al., 2008; Gehler et al., 2004), erhoht BDNF gegeniiber der
Kontrollsituation (Abb. 3.7A, B) die Wachstumskegelfliche (Abb. 3.7E, F; siehe
Quantifizierung in Abb. 3.7R). Die Anzahl der Filopodien nimmt nach BDNF
Stimulation ebenso zu (Abb. 3.7F, siehe Quantifizierung in Abb. 3.7Q). Eine
Quantifizierung der durchschnittlichen Filopodienlange wies zwar keine statistische
Signifikanz auf, jedoch ist tendenziell auch hier eine Zunahme zu verzeichnen (siehe

Quantifizierung in Abb. 3.7s). Nach Applikation mit Ephrin-A5 ist der in der Literatur
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ausfiihrlich beschriebene Wachstumskegelkollaps (Knoll et al., 2006; Stern et al.,
2009; Yue et al., 2008) deutlich zu erkennen (Abb. 3.71, J). Die durchschnittliche
Filopodienanzahl nimmt gegentiber der unstimulierten Situation ab (Abb. 3.7J, siehe
Quantifizierung in Abb. 3.7Q). Ebenso verhalt es sich mit der Wachstumskegelflache.
Diese vermindert sich signifikant um etwa die Halfte gegeniber der
Kontrollsituation (siehe Quantifizierung in Abb. 3.7R). Ein Effekt auf die
Filopodienlange ist jedoch nicht zu beobachten (siehe Quantifizierung in Abb. 3.75).
Wird nun mit beiden Lenkungsmolekiilen gleichzeitig stimuliert, ist zu erkennen,
dass der auf den Wachstumskegel neurotrophe Effekt von BDNF durch Ephrin-A5
aufgehoben wird (Abb. 3.7M, N). Die Wachstumskegel zeigen hier eine eher
kollabierte Struktur, wie auch nach alleiniger Stimulation mit Ephrin-A5 (wie Abb. 3.71,
J). Kirzlich veroffentliche ahnliche Ergebnisse fir retinale Ganglienzellen
unterstitzen diese Beobachtung (Fitzgerald et al., 2008; Marler et al., 2008).

Im nachsten Schritt sollte die Fragestellung geklart werden, ob die Beeinflussung
der Wachstumskegelmotilitdat durch die beiden Lenkungsmolekiile in Abhangigkeit
des Serum Response Factors geschieht. Hierfiir wurden SRF-defiziente hippocampale
Primdrneurone verwendet. Diese wurden ebenso wie in Wildtypneurone mit BDNF
und/ oder Ephrin-A5 stimuliert. In der Kontrollsituation SRF-defizienter Neurone
(Abb. 3.7C, D) wird der zuvor beschriebene (Knoll et al.,, 2006; Stern et al., 2009)
veranderte Phanotyp gut sichtbar. Hierbei zeigen Srf-Mutanten abgerundete
Wachstumskegel ohne sichtbare Filopodien (Abb. 3.7D). Wildtypneurone weisen
gegenlber SRF-defizienten Neuronen eine hohere Anzahl an Neuriten auf,
wohingegen Srf~-Mutanten eher im Durchschnitt zwei Neuriten pro Neuron zeigen.
Eine Stimulation mit BDNF (Abb. 3.7G, H) fihrt im Gegensatz zu Wildtypneuronen zu
keiner Erhohung der Wachstumskegelfliche oder Filopodienanzahl. Nach
Applikation von Ephrin-A5 ist kein Wachstumskegelkollaps wie bei wildtypischen
Neuronen erkennbar (Abb. 3.7K, L). Vielmehr weisen die Wachstumskegel ringférmige
F-Aktin- und Mikrotubulin-reiche Strukturen auf. Nach Ko-Stimulation mit BDNF und
Ephrin-A5 bilden sich ebenso wie bei alleiniger Ephrin-A5 Stimulation (Abb. 3.7K, L)
ringférmige Strukturen aus (Abb. 3.70, P).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die vorwarts-gerichtete EphA-
Signalweiterleitung die BDNF-induzierte Wachstumskegelmorphologie und

Neuritenformation/ -verzweigung beeinflusst.
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Abb.3.7. Vorwirts gerichtete EphA Signaltransduktion blockiert die BDNF-induzierte Motilitat des
Wachstumskegels in Abhédngigkeit von SRF.

Wildtyp und SRF-defiziente hippocampale Neurone wurden fiir 45 min mit Ephrin-A5 und/ oder BDNF stimuliert.
AnschlieBend wurde gegen F-Aktin (rot) und Mikrotubuli (griin) geférbt. Individuelle Wachstumskegel sind mit
Pfeilen hervorgehoben.

(A-D) Wildtyp Neurone weisen mehrfache Wachstumskegel mit einer fingerformigen Filopodienstruktur auf. (A,
Vergrof3erung in B). Srf-Mutanten zeigen abgerundete Wachstumskegel ohne sichtbare Filopodien (C, D).

(E-H) BDNF vergroBert die Wachstumskegelflaiche und erhéht die Filopodienanzahl und Filopodienlédnge in Wildtyp
Neuronen (E, F). SRF-defiziente Neurone zeigen durch die Behandlung mit BDNF keinen Effekt (G, H).

(I-L) Ephrin-A5 Applikation fuhrt zu einem Wachstumskegelkollaps, vermindert die Filopodienanzahl und die
Wachstumskegelflache (I, J). Ephrin-A5 fuhrt in SRF-defizienten Wachstumskegeln zur Ausbildung von ringférmigen
Strukturen (K, L).

(M-P) Ko-Applikation von BDNF und Ephrin-A5 in Wildtyp-Neuronen (M, N) wirkt der BDNF-stimulierten
Wachstumskegelmotilitdt entgegen. Die Wachstumskegel sind eher kollabiert (M, N), als das die Flache sich
vergréBert, so wie bei alleiniger BDNF Applikation (siehe E, F). In SRF-defizienten Neuronen (O, P) entwickelten die
Wachstumskegel ringférmige Strukturen wie auch bei alleiniger Ephrin-A5 Stimulation (K, L)

(Q) Quantifizierung der durchschnittlichen Filopodienanzahl/ Wachstumskegel fur die verschiedenen Applikationen
und Genotypen. Die statistische Signifikanz wurde relativ zur Bedingung Wildtyp/ Kontrolle ermittelt.

(R) Quantifizierung der durchschnittlichen Wachstumskegelflache (Wildtyp und Kontrollsituation wurden auf 100 %
gesetzt).

(S) Quantifizierung der durchschnittlichen Filopodienlédnge/ Wachstumskegel fiir die verschiedenen Applikationen
und Genotypen. Die statistische Signifikanz wurde relativ zur Bedingung Wildtyp/ Kontrolle ermittelt.

* P <0.05;**% P <0.01; *** P <0.001. Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung.

MaRstab (A, C,E, G, I, K, M,0)=10um; (B,D,F,H,J,L,N,P) =2 pm

3.2.2 Die BDNF-induzierte Neuritenverzweigung wird durch
vorwarts-gerichtete EphA-Signaltransduktion in Abhangigkeit

von SRF antagonisiert
Neben dem Effekt der beiden Lenkungsmolekiile auf die Wachstumskegelmotilitat
(Abb. 3.7) wurde im nachsten Experiment die Wirkung der Substanzen auf die
Neuritenformation und Neuritenverzweigung untersucht (Abb. Abb. 3.8, siehe
Quantifizierung in Abb. 3.81, J). Verglichen mit unstimulierten Neuronen steigert
BDNF die Anzahl der Primarneuriten sowie die sekundaren Neuritenverzweigungen
(Abb. 3.8¢C). Dieser positive Effekt von BDNF auf die Neuriten (Yue et al., 2008)
unterstitzt sehr gut zuvor publizierte Resultate (Lowenstein and Arsenault, 1996).
Eine alleinige Ephrin-A5 Applikation hingegen zeigt keinen Effekt auf die
Neuritenanzahl und Verzweigungen (Abb. 3.8€). Werden nun die Neurone mit beiden
Lenkungsmolekilen gleichzeitig stimuliert, antagonisiert Ephrin-A5 den BDNF-
stimulierte Neuritenbildung und Anzahl der Verzweigungen (Abb. 3.8G). Auch fir
diesen Versuch galt es herauszufinden, ob fiir diesen Prozess die Genaktivitat von
SRF benétigt wurde. In Sr-Mutanten zeigt weder eine Stimulation mit BDNF (Abb.
3.8D) und/ oder Ephrin-A5 (Abb. 3.8F) einen Effekt auf die Neuritenanzahl und

Verzweigungen. Vielmehr sind wieder die typischen abgerundeten
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Wachstumskegel und fehlenden Filopodien erkennbar. Dieser Versuch untermauert
das Ergebnis der Untersuchung der Wachstumskegelmotilitat (Abb. 3.7). Somit wird
fir die BDNF-induzierte Anzahl der Neuriten und Verzweigungen ebenso die
Aktivitdt von SRF bendtigt, wie auch schon fir die BDNF-induzierte

Wachstumskegelmotilitat.

Srf--: Camk2a-iCre |

| BDNF |l Kontrolle |

Ephrin-A5

| BDNF + Ephrin-A5 ||

100



RESULTATE

5 Tmwr ... —

5 _ |Oko E

@ B 3

= n.s. o 5

.—.5 ns ."l-

g_ = 1.8

S 4 - D 16

o)

X R £3 14

= 3 o

5 $E 10

2 2 Bo 08

I — (.6

) > .

E 1 504

g = 02

0 Ty w [F] —~y =] T =3 ‘;:u 0 O LL (4] -
NI 3 g g 2
@ < 2% @ § <% = @ < 94
g £ £8 g £ £5 s £ I5

= =@ = =@ (' = 'EI:I‘J
=" ﬁ = -EL Jé_ =
woowm ww w =

Abb. 3.8. Die BDNF-induzierte Neuritenverzweigung wird durch Ephrin-A5 antagonisiert.
Hippocampale Kulturen wurden mit den angegeben Applikationskombinationen fiir drei Tage auf Ephrin-A5 und
BDNF beschichteten Deckglaschen inkubiert. AnschlieBend wurden F-Aktin (rot) und Mikrotubuli (griin) angefarbt.
(A, B) Unbehandelte Wildtyp-Neurone weisen mehrere und langere Neuriten auf (A) als SRF-defiziente Neurone (B).
(C, D) BDNF erhoht die Neuritenanzahl in Wildtyp-Neuronen (Pfeile in C), aber nicht in SRF-defizienten Neuronen (D).
(E, F) Ephrin-A5 verédndert nicht die Neuritenanzahl in Wildtyp-Neuronen (E) und SRF-mutierten Neuronen (F).

(G, H) Ephrin-A5 antagonisiert den BDNF-stimulierten Anstieg der Neuritenverzweigungen in Wildtyp-Neuronen (G).
In SRF-defizienten Neuronen ist durch Ko-Applikation von BDNF und Ephrin-A5 jedoch keine Verdnderung der
Neuritenanzahl und -verzweigungen erkennbar (H).

(I, J) Quantifizierung der durchschnittlichen Neuritenanzahl (I) und Verzweigungen (J)

Statistische Signifikanz wurde in Beziehung zu Wildtyp/ Kontrolle berechnet.

* P <0.05;**%, P <0.01; *** P < 0.001. Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung (SA).

MafBstab (A-H) = 50 ym

3.2.3 EphA-Signaltransduktion wirkt der BDNF-induzierten

Wachstumskegelmotilitat entgegen

In einem nachsten Versuch wurde eine Ephrin-A5 Titrationsreihe durchgefiihrt (Abb.
3.9). Hierdurch sollte Gberprift werden, wie sich die Signalstdarke von Ephrin-A5
bezliglich der Motilitat des Wachstumskegels gegeniiber dem Effekt von BDNF
verhalt.

Wie in Abb. 3.9 ersichtlich, nimmt mit steigender Ephrin-A5 Konzentration die Flache
des Wachstumskegels ab (Abb. 3.9A), was mit einer Zunahme des
Wachstumskegelkollapses korreliert (Daten nicht gezeigt). Eine
Konzentrationsabhdngigkeit ist ebenso bei der durchschnittlichen Filopodienldange
sowie der Anzahl der Filopodien pro Wachstumskegel zu verzeichnen (Abb. 3.98,C).
Mit steigender Ephrin-A5 Konzentration nimmt die Filopodienlange sowie

Filopodienanzahl ab und erreicht bei der geringsten Konzentration (0,1 ug/ ml)
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Kontrollniveau. BDNF hingegen zeigt, wie auch schon in Abb. 3.7A-C verdeutlicht,
einen positiven Effekt auf die Wachstumskegelmotilitat (Abb. 3.9A- €). Hierbei wird
durch Stimulation mit dem Neurotrophin die Wachstumskegelflache (Abb. 3.9A)
sowie die Filopodienldange (Abb. 3.9B) und Filopodienanzahl (Abb. 3.9¢) erhéht. Nach
Ko-Applikation beider Lenkungsmolekiile nimmt der BDNF-induzierte positive
Effekt auf die Wachstumskegelmotilitat mit steigender Ephrin-A5 Konzentration ab
(Abb. 3.9). Eine simultane Stimulation mit den Lenkungsmolekiilen fiihrt zu einer
Blockierung der BDNF-induzierten WachstumskegelvergroBerung (Abb. 3.9A). Je
niedriger die Ephrin-A5-Fc Konzentration ist, desto schwacher wird der BDNF-
induzierten Erhéhung der Wachstumskegelflache entgegengewirkt. Bezliglich der
Filopodienlange fiihrt eine simultane Lenkungsmolekilapplikation ebenso zu einer
Inhibierung des BDNF-induzierten Effekts, wobei Ephrin-A5 Konzentrationen von 0,5
pug/ ml und 1 pg/ ml die starkste Wirkung entfalten (Abb. 3.98B). Die BDNF-induzierte
Erhéhung der Filopodienlange wird bei diesen beiden Ephrin-A5 Konzentrationen
gehemmt. Wird eine Konzentration von 0,1 pg/ml Ephrin-A5-Fc mit dem
Neurotrophin koappliziert, so hat Ephrin-A5 einen etwas schwacheren
inhibierenden Effekt auf die BDNF-induzierte Erhohung der Filopodienldange. Eine
gleichzeitige Stimulation mit Ephrin-A5 und BDNF fiihrt ebenso wie in Abb. 3.9A, B zu
einer Ephrin-A5 vermittelten Hemmung der BDNF-induzierten Erhéhung der
Filopodienanzahl (Abb. 3.9C). Hierbei zeigen alle drei Ephrin-A5-Konzentrationen (0,1
pg/ml, 0,5 pg/ml, 1 pg/ml) den gleichen Einfluss beziiglich der Neurotrophin-
inhibierende Wirkung.
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Abb. 3.9. Titrationsreihe zur Untersuchung der Wirkstdrke von Ephrin-A5 gegeniiber BDNF.
Hippocampale Wildtyp- Neurone wurden 1 div kultiviert und anschlieBend fiir 30 min mit 10 ng/ ml BDNF und/ oder
Ephrin-A5 mit 3 unterschiedlichen Konzentrationen (0,1 pg/ml, 0,5 pg/ml und 1 pg/ml) stimuliert und anschliefend
die Wachstumskegelfldche, Filopodienanzahl/ Wachstumskegel und Filopodienldnge gemessen.

(A) Quantifizierung der Wachstumskegelflache. Eine simultane Stimulation beider Lenkungsmolekiile fiihrt zu einer
Blockierung der BDNF-induzierten WachstumskegelvergroBerung. Mit sinkender Ephrin-A5 Konzentration ist
tendenziell eine Abnahme des BDNF-inhibierenden Effekts zu beobachten.

(B) Quantifizierung der durchschnittlichen Filopodienlange. Eine simultane Applikation fuhrt zu einer Inhibierung
der BDNF-induzierten Erh6hung der Filopodienlange unter allen verwendeten Ephrin-A5 Konzentrationen.

(C) Quantifizierung der Filopodienanzahl/ Wachstumskegel. Bei gleichzeitiger Stimulation von Ephrin-A5 und BDNF

wirkt Ephrin-A5 der BDNF-induzierten Erhohung der Filopodienanzahl entgegen. Dieser Effekt ist bei allen 3 Ephrin-
A5 Konzentrationen gleich.

Eine weitere Moglichkeit, um zu Uberprifen ob die Ephrin-A5-Signalstarke der
BDNF-Signalstarke  Gberwiegt, stellt eine =zeitliche Modifikation der
Stimulationsabfolge dar. In vorangegangenen Experimenten (Abb. 3.7, Abb. 3.8., Abb.
3.9) beruhte die Applikation der beiden Lenkungsmolekiile BDNF und Ephrin-A5 auf
einen 30- oder 45- minitigen gleichzeitigen Stimulationszeitraum. Im folgenden
Experiment erfolgte neben der alleinigen Stimulation hippocampaler Neurone mit
BDNF und Ephrin-A5 auch eine Stimulation mit beiden Lenkungsmolekilen
gleichzeitig in drei verschiedenen Varianten (siehe Schemata Abb. 3.10A). Die erste
Variante stellte die in vorherigen Experimenten verwendete 45-minltige
gleichzeitige Stimulation dar (in Abb.3.10 mit 1 gekennzeichnet). Des Weiteren

wurde flr einen Zeitraum von 30 min zuerst mit BDNF stimuliert, bevor dann fur

103



RESULTATE

weitere 45 min Ephrin-A5 ko-appliziert wurde (in Abb.3.10 mit 2 gekennzeichnet). Die
dritte Variante sah vor, die Primarkulturen zuerst flir 30 min mit Ephrin-A5 zu
stimulieren, bevor anschlieBend fur weitere 45 min mit BDNF ko-stimuliert wurde (in
Abb.3.10 mit 3 gekennzeichnet). Unter alleiniger BDNF Stimulation zeigt sich erneut
der positive Effekt auf den Wachstumskegel verglichen mit Kontrollneuronen. Die
Gesamtwachstumskegelflache sowie die Anzahl der Filopodien steigen nach
Applikation mit dem Neurotrophin (Abb. 3.10B, €). Ephrin-A5 wirkt wie erwartet
gegensatzlich und resultiert in einer verminderten Wachstumskegelflache sowie
Filopodienanzahl (Abb. 3.10B, C€). Bei gleichzeitiger Applikation bestatigt die
Stimulationsvariante 1 ebenso vorangegangene Daten (Abb. 3.7. und Abb. 3.9).
Ephrin-A5 antagonisiert den BDNF-induzierten Effekt auf die
Wachstumskegelmotilitat. Erfolgt nun, wie in Stimulationsvariante 2, eine 30
minUtige Vorinkubation mit BDNF und anschlielender Ko-Stimulation mit Ephrin-
A5 fir weitere 45 min, so ist auch hier zu beobachten, dass Ephrin-A5 den BDNF-
induzierten Effekt antagonisiert. Bei dieser Stimulationsform ist die Wirkung etwas
abgeschwacht gegenuber der Applikationsvariante 1. Auch bei der letzten
Stimulationsmdglichkeit 3 ist zu beobachten, dass der BDNF-vermittelte Effekt auf
den Wachstumskegel durch Ephrin-A5 inhibiert wird, mit gleicher Wirkung wie bei
der Applikationsvariante 1. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es unter allen
drei Stimulationsvarianten zu einer Hemmung des BDNF-vermittelten positiven
Effekt auf den Wachstumskegel durch Ephrin-A5 fiihrt, was darauf hinweist, dass die
Wirkung von Ephrin-A5 gegenliiber BDNF Uberwiegt. Um jedoch eindeutige
Schliisse ziehen zu kénnen, ware in diesem Experiment eine zweite, wesentlich

niedrigere Konzentration von Ephrin-A5 zu testen.
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Abb. 3.10. Effekt der Lenkungsmolekiile BDNF und Ephrin-A5 auf die Wachstumskegelmotilitat
nach modulierter zeitlicher Abfolge der Applikation.

Hippocampale WT-Neurone wurden 1div kultiviert und anschlieBend fur 45 min mit 10 ng/ mI BDNF, 1 ug/ ml Ephrin-
A5-Fc oder mit BDNF und Ephrin-A5 gleichzeitig. AnschlieBend wurde die Wachstumskegelflache und
Filopodienanzahl jeder Bedingung bestimmt.

(A) Schemata der drei unterschiedlichen Stimulationsvarianten einer BDNF/Ephrin-A5 Stimulation. Griine Pfeile
weisen auf Stimulationsstart hin. Variante 1: gleichzeitige 45 minutige Applikation von BDNF und Ephrin-A5. Variante
2: 30 minUtige Vorinkubation mit BDNF und anschlieBende Koapplikation von Ephrin-A5. Variante 3: 30 minUtige
Ephrin-A5 Vorstimulation und anschlieBend fur weitere 45 min mit BDNF kostimuliert.

(B) Quantifizierung der Wachstumskegelflache. BDNF vergréBert die Flache, Ephrin-A5 verkleinert sie. Unter Variante
1, 2 und 3 wird der BDNF-induzierte Effekt durch Ephrin-A5 antagonisiert.

(C) Quantifizierung der durchschnittlichen Filopodienanzahl. BDNF erhoht die Anzahl, Ephrin-A5 verkleinert sie.
Unter Variante 1, 2 und 3 wird der BDNF-induzierte Effekt durch Ephrin-A5 antagonisiert.

Statistische Signifikanz wurde im Bezug zur unstimulierten Kontrolle berechnet.

*, P <0.05;**%, P <0.01; *** P < 0.001. Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung (SA).
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3.2.4 Verteilung der Lenkungsmolekiile im Hippocampus

Es ist bekannt, dass sich das Lenkungsmolekiil BDNF und sein korrespondierender
Rezeptor TrkB vornehmlich auf hippocampalen Moosfaseraxonen befinden (Conner
et al., 1997; He et al., 2002; Yan et al., 1997). Fur Ephrin-A5 ist die Bestimmung der
Lokalisation weitaus komplizierter, da sich aufgrund der Vielzahl von Liganden und
Rezeptorklassen (siehe Einleitung 1.1.2) eine Vielzahl von EphA-Ephrin-
Bindungskombinationen erschlieBen (Pasquale, 2008). Die Lokalisation der Ephrine
auf Proteinebene ist bis dato nur ungeniigend untersucht, jedoch weisen mRNA
Studien auf die Lokalisation von Ephs und Ephrinen in der CA-Zellkoérperschicht und
dem Gyrus dentatus des Hippocampus hin (Murai and Pasquale, 2003; Otal et al.,
2006; Yue et al., 2002). Um die Verteilung der Eph-Rezeptoren und ihrer Liganden
auf Proteinebene zu untersuchen, wurden an alkalische Phosphatase (AP)
gekoppelte EphA3 und Ephrin-A5 Fusionsproteine (AP-EphA3 und AP-Ephrin-A5)
verwendet (Abb. 3.11). Hierbei bindet das AP-EphA3 Konstrukt an Ephrine und das
AP-Ephrin-A5 Konstrukt an EphA-Rezeptoren. Da sich die Entwicklung der
hippocampalen Moosfasern liber einen langeren Zeitraum erstreckt (ausfihrlichere
Erlauterung siehe 1.1.4.4), wurden unterschiedliche Entwicklungsstadien gewahlt
(P3,P7,P14).

Im Gegensatz zu den mRNA Expressionsdaten sind EphA-Rezeptoren nur schwach
in der Zellkdrperschicht der CA-Region und des Gyrus dentatus exprimiert (Abb.
3.11A, G, E). Vielmehr wurde eine Expression in der Zellkdrperregion anschlieenden
Dendriten-reichen Schicht der CA-Region (Stratum Ilucidum) beobachtet
(gekennzeichnet durch Pfeile). Interessanter Weise konnte keine EphA-
Rezeptorexpression auf Moosfasern nachgewiesen werden. Es ist zu vermuten, dass
diese bereits an in der Umgebung der hippocampalen Moosfaseraxone befindliches
Ephrin, i.e. endogenes Ephrin, gebunden haben, und somit eine Bindung des
exogen applizierten Fusionsproteins verhindert wird. Auf diesen Effekt der
~Maskierung” wird in der Diskussion noch genauer eingegangen (siehe 4.1.1).

Die Expression der Ephrin-As verhadlt sich dhnlich wie die der EphA-Rezeptoren.
Auch hier ist die hochste Expression im Stratum lucidum der CA2-Region zu
verzeichnen (Abb. 3.11B, D, F), wobei dieses Erscheinungsbild in P14 Mausen am

starksten ausgepragt ist.
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Zusammenfassend kann man sagen, dass es auf Proteinebene zu einer
Uberlappenden Expression der Ephrin-As und ihren Rezeptoren kommt, mit der

starksten Auspragung im dendritischen Gebiet der CA-Region.

Abb. 3.11. Expression der EphA-Rezeptoren und Ephrin-A-Liganden im Hippocampus

Kryostatschnitte wurden von P3 (A, B), P7 (C, D) und P14 (E, F) Mdusen angefertigt. Gesamt-EphA-Rezeptoren (A, C, E)
wurden mittels Ephrin-A5-AP angeférbt, Ephrin-As (B, D, F) mittels EphA3-AP.

(A, C, E) EphA-Rezeptoren sind hauptsachlich in der Region der CA3-Dendriten lokalisiert und weniger auf
Moosfaserblindel und der DG-Region. Bei P3 (A) sind einige EphA-Signale in der CA3-Zellkdrperschicht sichtbar
(gekennzeichnet durch Pfeil).

(B, D, F) Die Expression der Ephrin-As Uberlappt teilweise mit den EphA-Rezeptoren im Stratum lucidum. Die
Verteilung der Ephrin-As ist dem der EphA-Rezeptoren dhnlich. Es ist nur eine schwache Lokalisation in der DG- oder
CA-Zellkorperregion zu verzeichnen. Bei P14 (F), akkumulieren Ephrin-As in der CA2-Region des Stratum lucidum
(gekennzeichnet durch Pfeil).

MafBstab (A-F) = 100 ym
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3.2.5 Ephrin-A5 und BDNF Dbeeinflussen die Wegfindung

hippocampaler Moosfasern
In den vorangefiihrten Versuchen wurde die axonale Wegfindung hippocampaler
Neurone stets in in-vitro Experimenten untersucht. Dies spiegelt bei Weitem nicht
die komplexen Vernetzungen und Interaktionen der Nervenzellen im lebenden
Organismus wieder. Deshalb wurde in einem nachsten Versuchsaufbau, wie schon
in 3.1.2 beschrieben, auf die in-vivo nahe Methode der organotypischen
Schnittkultur (Stoppini et al., 1991) zurlickgegriffen. Wie in der Einleitung unter 1.1.4
ausfuhrlich erklart, bilden die Moosfaseraxone im Stratum lucidum Synapsen mit den
Dendriten der Pyramidenzellen aus (schematische Darstellung siehe Abb. 3.12). Unter
natirlichen Bedingungen terminieren sie folglich niemals innerhalb der

Zellkorperschicht (Stratum pyramidale).

Kornerzelle

infrapyramidaler
Trakt

Abb. 3.12. Schematische Darstellung und Ubersichtsbild der hippocampalen Moosfaserwegfindung.

(A) Moosfasern des Gyrus dentatus bilden Synapsen mit den Dendriten der CA3- Pyramidenzellen aus. Hierbei
verlduft der Faserstrang stets innerhalb des Stratum lucidum und vermeidet das Stratum pyramidale.

(B) Ubersichtsbild eines angefertigten hippocampalen Schnittes. Moosfasertrakte wurden mittels des lipophilen
Farbstoffes Dil angefarbt ( rot). Die Zellkorper wurden mit DAPI angeférbt und sind mit blau dargestellt. Innerhalb
des gestrichelten Kéastchens ist der suprapyramidale Trakt zu sehen. Dieser verlduft oberhalb der CA3-
Zellkorperschicht. In Abb. 3.13 zeigen die Bilder (A- K) diesen Ausschnitt.

DG = Gyrus dentatus; Str.luc. = Stratum lucidum; Str. pyr. = Stratum lucidum; CA = cornu ammonis (Ammonshorn)
MafBstab (B) = 200 um
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Die organotypischen Schnittkulturen wurden mittels Badapplikation entweder mit
PBS (Kontrolle), BDNF, Ephrin-A5 oder mit beiden Substanzen gleichzeitig stimuliert
(Abb. 3.13). Im Fokus der Auswertungen steht der suprapyramidale Trakt (siehe
Schema und Ubersichtsbild Abb. 3.12) Dieser ist aufgrund seiner Lage und GréRe
effektiver als der infrapyramidale Trakt zu markieren und damit besser auszuwerten.
In der Kontrollsituation (Abb. 3.13A- C, siehe Quantifizierung in Abb. 3.13M) terminiert
das suprapyramidale Biindel (hervorgehoben durch einen weilen Pfeil) korrekt
aullerhalb der CA3-Zellkorperschicht (Stratum pyramidale; durch gestrichelte Linien
markierter Bereich) im Stratum lucidum. Erfolgt eine Stimulation mit BDNF wird
ersichtlich, dass die Moosfasern nun nicht mehr korrekt im Stratum Ilucidum
terminieren, sondern eine Defaszikulierung des Moosfaserbiindels zu beobachten
ist, dessen Axone nun zum Teil in die CA3-Zellkérperschicht fehlgeleitet werden
(Abb. 3.13D- F). Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen somit auf einen
wachstumsfordernden Effekt von BDNF auf die Moosfasern hin. In der Literatur sind
beziliglich der Wirkung des neurotrophen Lenkungsmolekils widerspriichliche
Resultate erzielt worden. So konnte unter anderem gezeigt werden, dass das
Moosfaserausspriel3en (engl. ,sprouting”) durch BDNF geférdert wird (Danzer et al.,
2002). Gegenteilig dazu wurde beobachtet, dass eine pharmakologische
Inhibierung des TrkB-Rezeptors zu einer Defaszikulierung der Moosfaserbiindel
fuhrt, was schlussfolgernd BDNF einen eher repulsiven Effekt auf die Moosfasern
zuschreiben wirde (Tamura et al., 2006). Bisher wurde die Wirkung von Ephrin-A5
auf suprapyramidale Moosfaserbiindel noch nicht untersucht. Bekannt ist jedoch,
dass die repulsive Wirkung von Ephrin-A5 entscheidend an der korrekten
Verschaltung hippocampaler Kommissuralfasern und des infrapyramidalen Biindels
beteiligt ist (Otal et al., 2006). So fuhrt eine Stimulation der hippocampalen
Schnittkulturen mit Ephrin-A5-Fc (Abb. 3.13G- 1) interessanter Weise zu einem
ahnlichen Resultat wie mit BDNF beobachtet. Die Moosfasern weisen auch hier eine
Defaszikulierung und ein aberrantes Wachstum in die CA3-Zellkoérperschicht auf.
Dieser Effekt scheint durch gleichzeitige Applikation der Lenkungsmolekiile
potenziert zu werden (Abb. 3.13J- L). Hierbei ist ein noch massiveres Eintreten der
Moosfaserblindel in das Stratum pyramidale zu verzeichnen (Abb. 3.13.J, M).

Zusammenfassend wird deutlich, dass die Lenkungsmolekiile BDNF und Ephrin-A5

die Wegfindung suprapyramidaler Moosfasern beeinflussen.
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Ephrin-A5

Abb. 3.13. Das Moosfaserwachstum wird durch vorwdrts-gerichtete EphA- und Neurotrophin-
Signalweiterleitung beeinflusst.

Hippocampale Schnittkulturen wurden von Wildtypmé&usen (P5-P6) angefertigt und suprapyramidale
Moosfaserblindel mittels Dil (rot) markiert und Zellkérper mit DAPI (blau) angeférbt. Eine Stimulation der Kulturen
erfolgte durch Badapplikation mit PBS (Kontrolle), BDNF und/ oder Ephrin-A5-Fc fiir 2 div. Die CA3-Zellkorperschicht
(Str. pyramidale) ist durch gestrichelte Linien hervorgehoben.

(A- C) Moosfaseraxone verlaufen in der Kontrollsituation im Stratum lucidum, oberhalb des Str. pyramidale. Nur sehr
wenige Verzweigungen in die CA3-Zellkérperschicht sind zu verzeichnen (gekennzeichnet durch wei8en Pfeil).

(D- E) BDNF-Applikation fuihrt zu einer ektopischen Moosfaserverzweigung in das Str. pyramidale.
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(F- H) Ephrin-A5 Applikation fuhrt ebenfalls wie BDNF zu einer ektopischen Moosfaserverzweigung in die
Zellkoérperschicht der CA3-Region (weil3er Pfeil).

(I- K) Eine simultane Applikation mit BDNF und Ephrin-A5 scheint die aberrante Moosfaserverzweigung zu
potenzieren.

(L) Quantifizierung der ektopischen Moosfasern in die CA3-Region.

* P <0.05;**%, P <0.01; *** P <0.001. Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung.

MaRBstab (A- K) = 50 um

Anzahl unabhangiger Experimente n = 3, pro Experiment je 5 Mause

3.2.6 Ephrin-A5 wirkt der BDNF-Signaltransduktion durch
Inhibierung der MAPK-Aktivitat entgegen

Die vorangegangenen in-vitro Analysen der Wachstumskegelmorphologie und
Neuritenformation/ -verzweigung (siehe Abb. 3.7 und Abb. 3.8) weisen auf eine
Interaktion von Ephrin-A5 und BDNF hin. Es galt nun zu untersuchen, welche
molekularen Mechanismen dieser Beobachtung zugrunde liegen. Spezieller Fokus
wurde auf den MAPK-Signalweg gelegt, da sowohl Ephrine als auch Neurotrophine
diesen Signaltransduktionsweg beeinflussen (siehe 1.1.3.1). So ist bekannt, dass
Neurotrophine die MAPK ERK1/2 durch TrkB-Rezeptoraktivierung aktivieren
(Arevalo and Wu, 2006; Reichardt, 2006). Abhangig vom Zelltyp und von der Eph-
Rezeptorklasse kdnnen Ephrine die MAPK sowohl inhibieren (Elowe et al., 2001;
Miao et al., 2001) als auch aktivieren (Aoki et al., 2004). Prinzipiell werden durch die
Aktivierung, bzw. Inaktivierung der MAP-Kinase Kaskade neben ERK1/2 u.a. auch
JNK, p38 oder ERK5 beeinflusst. Hauptaugenmerk dieser Arbeit liegt jedoch auf der
MAP-Kinase ERK1/2.

Zur Untersuchung dieses Sachverhaltes wurden proteinbiochemische Versuche
durchgefiihrt (Abb. 3.14). Hierfiir erfolgte die Kultivierung kortikaler Neurone, mit
anschlieBender BDNF und/ oder Ephrin-A5 Stimulation. Anderungen der
Proteinmenge oder des Phosphorylierungsstatus verschiedener Signalmolekiile
wurden mittels des Western-Blot-Verfahrens detektiert.

Die Stimulation kortikaler Neurone mit Ephrin-A5 (Abb. 3.14A) fUhrt zu einer rapiden
Rezeptoraktivierung, was an der ansteigenden Menge des phosphorylierten EphA3-
Rezeptors (P-EphA3) zu erkennen ist. Gleichzeitig erfolgt durch Rezeptoraktivierung
eine Inhibierung der MAP-Kinase ERK1/2, verdeutlicht durch die verminderten
Menge von phosphoryliertem ERK1/2 (P-ERK). Bei der Detektion von ERK1/2, bzw.

dessen phosphorylierte Form, sind zwei Banden zu erkennen. Hierbei handelt es
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sich bei der hoheren Bande um das 44 kD gro8e ERK1 und bei der tieferen um
dessen 42 kD groB3e Isoform ERK2. Folglich wird die MAPK ERK1/2 auch als p44/42
bezeichnet.Eine Stimulation mit BDNF flihrte erwartungsgemal} zu einer Erhohung
des phosphorylierten ERK1/2 (Abb. 3.14B). Kirzlich konnte fir hippocampale
Neurone gezeigt werden, dass durch eine gleichzeitige Applikation beider
Lenkungsmolekiile die BDNF-induzierte Phosphorylierung von ERK1/2 durch
Ephrin-A5 inhibiert wird (Yue et al., 2008). Dieses Resultat wird durch die Daten in
dieser Arbeit bestatigt und unterstiitzt, da auch hier die BDNF-induzierte
Aktivierung von ERK durch Ephrin-A5 inhibiert wurde (Abb. 3.14B). Eine EphA-
Rezeptoraktivierung ist gut erkennbar durch den raschen Anstieg der Menge des
phosphorylierten EphA3 Rezeptors nach Ligandenzugabe, verglichen mit der
Kontrollsituation. Eine gleichzeitige Applikation mit BDNF zeigte keine Veranderung
gegenuber alleiniger Ephrin-A5 Stimulation. Analog verhdlt es sich mit der TrkB-
Rezeptoraktivierung durch BDNF. Eine Veranderung der Gesamt-EphA/ TrkB-
Rezeptormenge ist nicht zu beobachten (Abb. 3.14B).

Als Ladekontrolle dienten fir dieses Experiment GAPDH, sowie Gesamt-ERK, EphA4
und TrkB, da die Gesamtmenge dieser Proteine weitgehend unverandert bleibt. Ein
geeigneter EphA3-Antikorper war nicht vorhanden, weshalb auf EphA4
zurtickgegriffen wurde. Da Ephrin-A5 mit etwa gleicher Affinitat an den EphA4- wie
auch den EphA3-Rezeptor bindet, konnte dieser sehr gut als Ladekontrolle
verwendet werden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die vorwarts-gerichtete EphA-
Signalweiterleitung zu einer Inhibierung der MAP-Kinase ERK1/2 fiihrt. Die BDNF-
induzierte Aktivierung von ERK1/2 wird durch gleichzeitige Anwesenheit von

Ephrin-A5 gehemmt.
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Abb. 3.14. Ephrin-A5 inhibiert die MAP-Kinasen ERK1/2 und wirkt der BDNF-induzierten
Aktivierung von ERK1/2 entgegen.

Kortikale Neurone von E17,5 Mauseembryonen wurden 4 div kultiviert und mit den angegebenen
Lenkungsmolekiilen stimuliert. Proteinlysate wurden hergestellt und 10 pg Protein in ein 10 %-iges Acrylamidgel
geladen und die entsprechenden Proteine mittels Western Blot detektiert (A, B). Die Zahlen links des Blots geben die
Markerbanden in kDa an.

(A) Unterschiedlich lange Stimulation mit Ephrin-A5. Bereits nach 10 min ist eine Verminderung von P-ERK zu
erkennen. Dieser Effekt halt 2h an. Nach 4h wird die Ausgangsmenge von P-ERK wieder erreicht. Unterhalb des Blots
ist die Quantifizierung der phosphorylierten ERK1/2 Menge dargestellt. Fehlerbalken reprasentieren die
Standardabweichung.

(B) Stimulation mit BDNF und/ oder Ephrin-A5 fiir 10 min. BDNF erhoht die Aktivitat von ERK1/ 2. Durch Ephrin-A5 ist
eine Abnahme der BDNF-induzierten P-ERK Menge zu verzeichnen.

3.2.7 An der Inhibierung der ERK1/2-Aktivitat durch Ephrin-A5 sind
Phosphatasen beteiligt

Im Folgenden sollte herausgefunden werden, welcher Mechanismus der
Inhibierung der ERK-Phosphorylierung durch EphA-Rezeptoraktivierung zugrunde
liegt. Ein moglicher Ansatzpunkt stellen Phosphatasen dar. Ihre Beteiligung an der
Regulation der MAP-Kinasen ist unumstritten (Caunt et al., 2008; Theodosiou and

Ashworth, 2002). Bei der Entwicklung des visuellen Systems im Xenopus regulieren
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Phosphatasen das axonale Wachstum der retinalen Ganglienzellen (Johnson et al.,
2001). Zudem konnte kirzlich ein Zusammenhang zwischen dem EphA-vermittelten
Wachstumskegelkollaps in hippocampalen Neuronen und Phosphatasen gezeigt
werden (Yue et al., 2008).

Um die Fragestellung einer moglichen Beteiligung von Phosphatasen zu
untersuchen, wurden kortikale Primadrkulturen unter gleichzeitigem Einsatz von
verschiedenen Phosphataseinhibitoren mit Ephrin-A5 stimuliert (Abb. 3.15). Es
wurden der Serin-Threonin-Phosphataseinhibitor Okadainsaure,
Natriumorthovanadat (ein  Tyrosin-Phosphataseinhibitor) sowie der Pan-
Phosphataseinhibitor PhosStop eingesetzt.

Wie schon Abb. 3.14 gezeigt, flihrte eine alleinige Stimulation mit Ephrin-A5 zu einer
verminderten Phosphorylierung von ERK1/2 (Abb. 3.15A, siehe Quantifizierung in Abb.
3.15B). Eine (gleichzeitige Applikation des Lenkungsmolekiils und der
Phosphataseinhibitoren fihrte in allen Fallen zu einem Ausbleiben der Ephrin-A5-

induzierten Unterdrickung der ERK-Aktivitat (Abb. 3.15A, Quantifizierung in Abb.

3.15B).
A B
Kontrolle Ephrin-A5 4, mKontrolle
Inhibitor - OS NV Mix - OS NV Mix (t)inmin -E“% 3,5] DEPNrin-AS
kD %X 3
120 S5 % B s Phospho-EphA3 § 2.5
z
42— %% = =+ 5%  w== -« == Phospho-Erk 3 2
] £ 15
s
1 29 11 1 03 45 1 23 o1
d o5
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38— . - - - - e @ GAPDH (ND\S/ - + N

Abb. 3.15. Die Ephrin-A5 vermittelte Inhibierung der ERK-Aktivitat ist abhdngig von Phosphatasen

E17,5 kortikale Neurone wurden 4 div kultiviert und anschlieBend 10 min mit den angegebenen
Phosphataseinhibitoren vorinkubiert. Es folgte eine 30 minitige Ephrin-A5 Stimulation. Proteinlysate wurden
hergestellt und 10 ug Protein in ein 10 %-iges Acrylamidgel geladen und die entsprechenden Proteine mittels
Western Blot detektiert. Die Zahlen links des Blots geben die Markerbanden in kD an.

(A ) Ephrin-A5 Applikation fiihrt in kortikalen Neuronen zu einer Abnahme der P-ERK Menge. Dieser Effekt wird durch
gleichzeitige Applikation von Phosphataseinhibitoren unterbunden.

(B) Quantifizierung von (A).

OV = Okadainsdure; NV = Natriumvanadat

n=3
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3.2.8 EphA-Signalweiterleitung blockiert BDNF-induzierte P-ERK

Translokation in den Zellkern

Es ist bekannt, dass ein nachfolgender Schritt der Phosphorylierung von ERK die
Translokation in den Zellkern sein kann (Davis, 1995; Torii et al., 2004). Da in den
vorangegangenen Experimenten erfolgreich gezeigt werden konnte, dass die
Signalwege der aktivierten EphA- und TrkB-Rezeptoren auf der Ebene der MAPK
interagieren (Abb. 3.15), galten folglich die ndachsten Analysen der Untersuchung der
P-ERK Translokation (Abb. 3.16).

Hierfiir wurden hippocampale Kulturen wieder mit BDNF und/ oder Ephrin-A5-Fc fir
einen Zeitraum von 15 - 45 min stimuliert. Ebenso wie in vorangegangen
Publikationen (Wiegert et al., 2007) fihrt, verglichen mit der Kontrollsituation (Abb.
3.16A- D, siehe Quantifizierung in Abb. 3.16Q), eine Stimulation mit BDNF zu einer
Erhéhung der Menge sowie zu einer Translokation von P-ERK in den Zellkern (Abb.
3.16E- H). Durch Applikation von Ephrin-A5 alleine unterblieb dieser Effekt (Abb. 3.161-
L), eine Anderung der P-ERK Menge und Translokation von P-ERK in den Zellkern war
nicht zu verzeichnen. Jedoch konnte eine interessante Beobachtung gemacht
werden. So bildeten sich stets nach Ephrin-A5 Stimulation punktformige P-ERK
Akkumulationen, vornehmlich in den Neuriten (siehe Pfeilspitzen in Abb. 3.161, M). Auf
diese Strukturen soll in dieser Arbeit zu einem spateren Zeitpunkt genauer
eingegangen werden (Abb. 3.18). Nach EphA-Rezeptoraktivierung durch Ephrin-A5
wurde die BDNF-induzierte Erhohung der Menge sowie Translokation von
phosphoryliertem ERK in den Zellkern blockiert (Abb. 3.16M- P). Auch hier kam es
wieder zur Ausbildung von P-ERK Akkumulationen .

Die Menge an Gesamt-ERK blieb unter allen Bedingungen unverdandert (Abb. 3.16R- U).
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Abb. 3.16. EphA-Signaltransduktion verhindert Translokation von P-ERK in den Zellkern.

Hippocampale Kulturen wurden mit den angegebenen Applikationskombinationen fiir 15, 30 und 45 min inkubiert.
AnschlieBend wurden F-Aktin (rot), DAPI (blau) und P-ERK (A- P) / ERK (R- U) (griin) angefarbt. Pfeile weisen auf die P-
ERK Menge in den Zellkern hin, Pfeilspitzen auf P-ERK Akkumulationen in den Neuriten.

(A- D) Die Kontrollsituation zeigt geringe Mengen P-ERK im Zellkern und in den Neuriten (Grundmenge).

(E- H) Stimulation mit BDNF fiihrt zu einem Anstieg an P-ERK und einer Anhdufung im und um den Zellkern.

(I- L) Stimulation mit Ephrin-A5 verdndert die P-ERK Menge im Zellkern nicht. Jedoch sind punktférmige P-ERK
Akkumulationen, vornehmlich in den Neuriten zu beobachten

(M- P) Simultane Stimulation mit BDNF und Ephrin-A5 fuhrt zu einer Blockierung der BDNF-induzierten P-ERK
Translokation in den Zellkern. Die Menge ist unverandert gegentber der Kontrollsituation. Auch hier sind P-ERK
Akkumulationen zu beobachten.

(Q) Quantifizierung von (A-P). Das Verhéltnis von zytoplasmatischer zu nukledrer ERK-Intensitdt wurde bestimmt. Die
ermittelten Werte flr die Kontrolle wurden auf 1 gesetzt und diente als Bezug.

(R- U) Die Gesamt-ERK Menge unter allen Bedingungen gleich.

Mafstab (A-P,R-U) =10 pm
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3.2.8.1 Die EphA-vermittelte Hemmung der Neurotrophin-induzierten P-ERK
Translokation in den Zellkern geschieht unabhangig von SRF

Die Abbildungen in Abb. 3.16 zeigen Daten von hippocampalen Wildtyp-Neuronen.
Um eine mogliche Beteiligung des Serum Response Factors an der EphrinA5-
vermittelten Hemmung der BDNF-induzierten P-ERK Translokation in den Zellkern
zu untersuchen, wurde das in 3.2.8 beschriebene Experiment auch mit SRF-
defizienten Neuronen durchgefiihrt (Abb. 3.78). Es ist zu erkennen, dass es schon kurz
nach BDNF-Stimulation, ebenfalls wie in Wildtyp-Neuronen (Abb. 3.16Q), zu einer
robusten Induktion der P-ERK Menge im Zellkern kommt (Abb. 3.17). Eine alleinige
Stimulation mit Ephrin-A5 zeigt auch hier keinen Effekt. Wie in Srf+/+-Neuronen wird
durch gleichzeitige Applikation mit Ephrin-A5 die BDNF-induzierte Translokation
von P-ERK blockiert. Jedoch ist festzustellen, dass die BDNF-induzierte Translokation
Uber einen geringeren Zeitraum erfolgt als in Wildtyp-Kulturen. Hierbei wird das
Maximum nach 5 Minuten erreicht und fallt bereits nach 45 min rapide ab (Abb. 3.17).
In wildtypischen Zellen hingegen halt die Translokation und Akkumulation von P-
ERK in und um den Zellerkern fir 45 min an (Abb. 3.16Q). Daraus lasst sich
schlussfolgern, dass SRF fir die Ephrin-A5 vermittelte Inhibierung der BDNF-
induzierten Translokation von P-ERK in den Zellkern nicht essentiell ist, jedoch die
Wirkungsdauer des Neurotrophins beeinflusst.

Die punktférmige P-ERK Akkumulation in Srf-deletierten hippocampalen Neuronen
wird ebenfalls nicht beinflusst (Daten nicht gezeigt), folglich scheint auch dieser

Prozess SRF-unabhdngig zu sein.
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Abb. 3.17. Translokation von P-ERK in den Zellerkern ist nicht abhdngig von SRF.

Hippocampale Srf-deletierte Neurone wurden mit BDNF und/ oder Ephrin-A5 fiir die indizierten Zeitrdume stimuliert
und das Verhéltnis von zytoplasmatischer zu nukledrer ERK-Intensitat wurde bestimmt. Die ermittelten Werte fir die
Kontrolle wurden auf 1 gesetzt und diente als Bezug.

Die BDNF-induzierte P-ERK Translokation wird durch Ephrin-A5 blockiert. Die Dauer der BDNF-induzierten
Akkumulation von P-ERK in un um den Zellkern ist in SRF-defizienten Neuronen hingegen verkdrzt.

3.2.9 P-ERK Signale kolokalisieren mit EphA-Rezeptoren

Im Weiteren galt es den interessanten Sachverhalt der durch Ephrin-A5 induzierten
punktféormigen P-ERK Akkumulation genauer zu untersuchen. Hierzu wurde eine
Kolokalisationsstudie fiir den EphA-Rezeptor durchgefiihrt (Abb. 3.18). Bei diesem
kommt es nach Ligandenbindung zu einer Aktivierung mit folglicher
Heterodimerisierung weiterer EphA-Rezeptoren. In immunzytochemischen
Farbungen ist dies als punktformige Anhdufung zu erkennen. Neben der Rezeptor-
Heterodimerisierung kann jedoch auch die endozytotische Rezeptorinternalisierung
zum Clustererscheinungsbild fiihren (Pitulescu and Adams, 2010; Zimmer et al.,,
2003). Kiurzlich verdffentliche Daten lassen darauf schlieBen, dass eine
endozytotische Eph-Rezeptorinternalisierung fir eine korrekte Signalpropagation
und damit einhergehende addaquate Entwicklung des Nervensystems notwendig ist
(Pitulescu and Adams, 2010; Yoo et al.,, 2011).

Zur Untersuchung des Sachverhaltes wurden hippocampale Neurone fiir 15 min
stimuliert (die Akkumulationsstrukturen treten bereits nach 5 minttiger Stimulation
in Erscheinung) und die angegebenen Molekile mittels immuncytochemischer

Farbungen sichtbar gemacht. Wie Abb. 3.18 zeigt, fuhrt eine Ligandenbindung zu
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einer Ko-Lokalisierung der P-ERK Akkumulationen mit den EphA-Rezeptoren. Unter
unstimulierten Bedingungen war keine Kolokalisation zu beobachten (Daten nicht

gezeigt)

| Phospho-Erk | | Gesamt-EphA ‘ | Merge

Ephrin-A5

Abb. 3.18. P-ERK Akkumulationsstrukturen ko-lokalisieren mit EphA-Rezeptoren.
(A) Ephrin-A5 Applikation fuhrt zu einer punktformigen P-ERK Akkumulation.
(B) Ligandenbindung fiihrt zu einer EphA-Rezeptoraktivierung gekennzeichnet durch die EphA-Cluster.

(C) P-ERK Akkumulationsstrukturen ko-lokalisieren mit EphA-Rezeptoren, gekennzeichnet durch gelbe Farbungen.
MaBstab = 10 ym

3.2.10 Kolokalisation des EphA-Rezeptors mit Ras-GAP

Die Akkumulation von P-ERK zu punktféormigen Strukturen kann einen Hinweis zum
Wirkmechanismus von Ephrin-A5 auf die Inhibierung des MAPK-Signalweges geben.
Deshalb wurde im nachsten Schritt untersucht, ob es durch Ephrin-A5 zu einer
Rekrutierung von Signalmolekilen kommt, die in Betracht kommen in diesem
Prozess involviert zu sein. Als moéglicher Kandidat gilt das GTPase-aktivierende
Protein Ras-GAP (siehe 1.1.2.2), ein Downstreameffektor des EphA-Rezeptors,
welcher in Zusammenhang mit der Inhibierung des MAPK-Weges gebracht wurde
(Elowe et al., 2001; Tong et al., 2003). Hierbei konnte gezeigt werden, dass in NG108
neuronalen Zellen eine Stimulation mit Ephrin-B zu einer Hemmung der MAP-
Kinasen ERK1/2 durch Aktivierung des p120 Ras-GAP fiihrt. Unter Verwendung einer
trunkierten, und damit funktionsunfahigen From des p120-Ras GTPase-aktivierende
Proteins (p120 Ras-GAP) unterblieb die Ephrin-B induzierte Hemmung von ERK1/2.
Aus diesen Daten konnte geschlussfolgert werden, dass es durch EphB-

Rezeptoraktivierung zu einer Rekrutierung und Aktivierung von p120 Ras-GAP
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kommt, welches wiederum Ras inaktiviert. Diese Ras-lnaktivierung resultiert
schlie3lich in einer Hemmung von ERK1/2.

Der Versuchsaufbau fiir dieses Experiment ist analog zu dem in 3.2.8 beschriebenen.
In hippocampalen Neuronen wird ersichtlich, dass eine Stimulation mit BDNF,
verglichen mit der Kontrollbedingung (Abb. 3.19A- €), zu keiner Ko-lokalisation mit
EphA-Rezeptoren fiihrt (siehe Abb. 3.19D- F). Eine EphA-Rezeptoraktivierung durch
Ephrin-A5 (Abb. 3.19G- L) hingegen flihrte bei Ras-GAP interessanter Weise, analog zu
P-ERK, ebenso zu einer Clusterbildung.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Ephrin-A5 die BDNF-vermittelte
Translokation von P-ERK in den Zellkern blockiert. Des Weiteren kommt es durch
Ephrin-A5 zu einer Ausbildung von P-ERK Clustern, welche sowohl mit EphA-

Rezeptoren wie auch Ras-GAP ko-lokalisieren.
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Ras-GAP Gesamt-EphA Uberlappung

Kontrolle
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Abb. 3.19. Ras-GAP Cluster kolokalisieren mit EphA-Rezeptoren

Hippocampale Neurone wurden fiir 15 min mit den Lenkungsmolekilen wie angezeigt stimuliert. Anschlieend
wurden Ras-GAP (griin) und EphA-Rezeptoren (rot) angeféarbt. Kolokalisation ist durch gelbe, punktférmige

Akkumulationen gekennzeichnet.
(A- F) In der Kontrollsituation sowie nach alleiniger BDNF Applikation sind nur wenige Ras-GAP Cluster erkennbar (A,

D). Eine Kolokalisation mit EphA-Rezeptoren erfolgte nicht (C, F).

(G- L) Ephrin-A5 Applikation fiihrt zu einer Ras-GAP Clusterbildung, so auch bei simultaner BDNF Stimulation (G, J).
Die Ras-GAP Cluster kolokalisieren mit aktivierten EphA-Rezeptoren (I, L).

MafBstab =2 um
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3.2.11 Die vorwarts gerichtete EphA-Signaltransduktion
beeinflusst die BDNF-induzierte transiente Genexpression
von IEGs

Das in den Zellkern translozierte P-ERK kann nun seinerseits verschiedene

Transkriptionsfaktoren aktivieren, u.a. auch SRF und CREB (cAMP responsive element

binding protein), welche wiederum die Genexpression entsprechender Zielproteine

beeinflussen (Brunet et al., 1999; Finkbeiner et al., 1997; Knoll and Nordheim, 2009).

Da die P-ERK Translokation in den Zellkern durch die Aktivierung der EphA-

Signaltransduktion beeinflusst wird (siehe Abb. 3.16), sollte in einem ndachsten

Experiment geklart werden, ob Ephrin-A5 einen moglichen Einfluss auf die BDNF-

vermittelte Genexpression hat (Abb. 3.20). Es sollte zudem festgestellt werden, ob

dieser Prozess abhdngig ist von der Aktivierung des Transkriptionsfaktors SRF.

Hierfur wurden wildtypische und SRF-defiziente kortikale Primarkulturen fir 20 min

mit BDNF, Ephrin-A5 oder beiden Substanzen gleichzeitig stimuliert. Anschlie3end

wurde die mRNA Menge von frithen unmittelbaren Genen (IEGs, immediate early
genes, Abb. 3.20B- E) und zytoskelettalen Genen (Abb. 3.20F- L) mit Hilfe quantitativer

RT-PCR ermittelt. Die untersuchten Gene stellen hierbei SRF-Zielgene dar (Knoll and

Nordheim, 2009; Miano et al., 2007).

In wildtypischen kortikalen Neuronen fiihrte eine Stimulation mit BDNF zu einer

starken Induktion der IEGs c-fos (Abb. 3.20B), Egr1 (Abb. 3.20C), Egr2 (Abb. 3.20D) und Arc

(Abb. 3.20E). Die Srf-Menge blieb hingegen unbeeinflusst von BDNF (Abb. 3.20A).

Andere Untersuchungen auf Proteinebene zeigten jedoch, dass eine Stimulation

kortikaler Neurone mit BDNF zu einer Erhohung der SRF-Proteinmenge fihrt (Kalita

et al., 2006). Hierbei ist jedoch anzumerken, dass der experimentelle Aufbau eine
langanhaltende Stimulation (4 bis 8h) vorsah. Die alleinige Applikation von Ephrin-

A5 zeigte keinen Effekt auf die wildtypischen Neurone, die mRNA Menge der IEGs

blieb unverandert (Abb. 3.20A- E). Nach simultaner Stimulation mit BDNF und Ephrin-

A5 kommt es nun interessanter Weise zu einer Inhibierung der BDNF-induzierten

Genexpression der untersuchten IEGs c-fos, Egr1, Egr2 und Arc (Abb. 3.21B- E). Gleiche

Ergebnisse konnten auch unter der Verwendung hippocampaler Primarkulturen

beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).

Bei den zytoskelettalen Genen sind keine robusten Verdnderungen in der

Expressionsmenge der untersuchten Gene erkennbar (Abb. 3.20F -K), was dadurch
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begriindet sein kann, dass die Gesamtexpressionsmenge um ein Wesentliches
hoher liegt als bei den IEGs und eine Induktion somit schwieriger zu erreichen ist. So
ist lediglich bei dem F-Aktin stabilisierenden Tpm1 (Tropomyosin 1, Abb. 3.20F) ein
Anstieg nach Ephrin-A5 Applikation und bei dem F-Aktin-Linkerprotein alpha-
Actinin1 (Actnl1, Abb. 3.20H) nach BDNF und Ephrin-A5 Applikation zu verzeichnen.
Tendenziell, jedoch nicht signifikant, ist eine Induktion des Filamin-alpha Gens (Fina,
Abb. 3.20K) durch BDNF und/oder Ephrin-A5 erkennbar. Alle weiteren untersuchten
zytoskelettalen Gene blieben durch eine 20 minitige Stimulation unbeeinflusst (Abb.
3.20G, 1,J).

Die Inhibierung der Neurotrophin-induzierten Genexpression durch vorwarts
gerichtete EphA-Signalweiterleitung erfolgt fur die IEGs Egrl, Egr2 und Arc in
Abhéngigkeit von SRF. Verdeutlicht wird dies durch das Ausbleiben einer
Genexpression in Srf-deletierten Neuronen (Abb. 3.20A, ¢-K). Das immediate early gene
c-fos scheint hierbei eine Ausnahme darzustellen, da auch hier trotz Srf-Deletion
eine Induktion des Genes erfolgen kann (Abb. 3.20B). SRF wird damit offensichtlich
nicht fur die EphA-vermittelte Hemmung der BDNF-induzierten Inhibierung von c-
fos bendtigt.

Neben den unmittelbar friihen und zytoskelettalen Genen wurde ein weiteres Gen
untersucht, namentlich die zellkernspezifische dual-spezifische Phosphatase Dusp5
(Abb. 3.20L), da diese mal3geblich an der Inaktivierung der MAP-Kinase ERK beteiligt
ist (Kucharska et al., 2009). Wie in Abb. 3.15 gezeigt, ist die Inhibierung des MAPK-
Signalweges unter anderem abhangig von Phosphatasen, weshalb Dusp5 fir die
Genexpressionanalysen gewahlt wurde. Hierbei ist zu erkennen, dass sowohl durch
BDNF als auch Ephrin-A5 die Menge des exprimierten Gens stark ansteigt. Eine
Abhéangigkeit von SRF liegt hierbei nicht vor, da in Srf-deletierten Neuronen die
Induktion des Genes erfolgt. Inwiefern das die EphA-induzierte Hemmung von ERK

beeinflusst, wird in 4.1.3. naher diskutiert.
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Abb. 3.20. Ephrin-A5 moduliert die kurzzeitige BDNF-induzierte Genexpression.

Kortikale Neurone wurden mit BDNF und/ oder Ephrin-A5 fir 20 min stimuliert und anschlieBend mRNA Mengen
mittels gRT-PCR bestimmt. Als Referenzgen wurde Gapdh verwendet. Schwarze Balken indizieren Wildtyp-Neurone,
weille Balken SRF-defiziente.

(A) Die Srf-Genexpression wird durch keinen Stimulus beeinflusst, jedoch ist wie erwartet die Menge in Srf-
deletierten Zellen nur halb so hoch wie in wildtypischen Neuronen

(B- E) BDNF induziert robust die Genexpression der IEGs c-fos, Egr1, Egr2 und Arc. Durch Ephrin-A5 kommt es zu einer
Inhibierung der Neurotrophin-vermittelten Genexpression. Dieser Effekt ist abhdangig von SRF, da in SRF-defizienten
Neuronen die BDNF-vermittelte Induktion unterbleibt.

(F- K) Die Expression zytoskelettaler Gene wird kaum beeinflusst. Bei Tom1 ist durch Ephrin-A5 ein leichter Anstieg
der Genexpressionsmenge zu verzeichnen, sowie bei Acnt1 unter simultaner BDNF/Ephrin-A5 Stimulation.

(L) Die Expression der Phosphatase Dusp5 wird durch BDNF und Ephrin beeinflusst. Es erfolgt eine robuste Induktion.
In SRF-defizienten Neuronen kommt es ebenso zu einer Induktion, was auf einen SRF-unabhdngigen Prozess
schliefBen lasst.

*, P <0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001. Fehlerbalken reprasentieren die SA.

n=5
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3.2.12 Die langandauernde vorwarts gerichtete EphA-
Signaltransduktion beeinflusst die Genexpression

zytoskelettaler Gene

Die Inhibierung der Neurotrophin-vermittelten Induktion der IEGs durch EphA-
Rezeptoraktivierung erfolgte robust und schnell (Abb. 3.20). Dies ist nicht
verwundernd, erfolgt die IEG-Induktion doch innerhalb weniger Minuten nach
Stimulation (Greenberg and Ziff, 1984; Knoll and Nordheim, 2009). Eine Induktion
zytoskelettaler Gene war kaum zu beobachten (Abb. 3.20). Es galt nun den Effekt auf
die Genexpression einer langandauernden Stimulation mit den Lenkungsmolekiilen
zu untersuchen (Abb. 3.21 und Abb. 3.22). Hierfiir wurden kortikale Neurone fiir einen
Zeitraum von 4h (Abb. 3.21) und 16 h (Abb. 3.22) stimuliert und anschlieBend erneut
die mRNA Menge mittels gRT-PCR bestimmt.

Betrachtet man die IEGs Egr1, Egr2 und Arc, so ist in Abb. 3.21 und Abb. 3.22 ersichtlich,
dass eine langanhaltende Stimulation mit Ephrin-A5 zu keiner Inhibierung der
BDNF-vermittelten Genexpression fihrt, sondern vielmehr den BDNF- Effekt
verstarkt (Abb. 3.21B- D, Abb. 3.22B, D). Besonders deutlich ist das bei Egr2 und Arc (Abb.
3.21B, €) zu erkennen. Die Expression von Dusp5 erhoht sich nach 4-stiindiger
simultaner BDNF und Ephrin-A5 Stimulation signifikant (Abb. 3.211). Nach 16h ist
dieser Effekt nicht mehr sichtbar (Abb. 3.221). Die mRNA Menge des PlexinA3-
Rezeptors (PIxna3), ein Rezeptor fir das axonale Lenkungsmolekiil Semaphorin,
zeigt bei beiden Stimulationszeitpunkten keine Veranderung (Abb. 3.21J, Abb. 3.22M).
Wahrend eine 4-stiindige Stimulation noch keinen Einfluss auf die Expression
zytoskelettaler Gene zeigt (Abb. 3.21E- H, K, L), ist bei einem Stimulationszeitraum Gber
16h ein Anstieg solcher zu beobachten (Abb. 3.22F, G, H). So kommt es durch EphA-
Rezeptoraktivierung zu einer erhdhten Expression des F-Aktin stabilisierenden
Tropomyosin2  (Abb. 3.22F). Eine ebenfalls signifikante Erhéhung des
Genexpressionslevels ist bei Actnl sowohl nach BDNF als auch Ephrin-A5
Stimulation zu erkennen (Abb. 3.22G). Des Weiteren fiihrt eine Applikation mit Ephrin-
A5 zu einer gesteigerten mRNA Menge des Motorproteins Dnalc1 (dynein, axonemal
light chain 1).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass eine langandauernde EphA-
Rezeptoraktivierung eher in einer Potenzierung der Neurotrophin-vermittelten

Genexpression der IEGs resultiert und nicht zu einer Inhibierung wie nach kurzer
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Stimulation. Auch die

Genexpression
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Abb. 3.21. 4-stiindige EphA-Rezeptoraktivierung fiihrt zu einer Beeinflussung von /EGs aber nicht

von zytoskelettalen Genen.

Kortikale Neurone wurden mit BDNF und/ oder Ephrin-A5 fur 4h stimuliert und anschlieBend mRNA Mengen mittels
gRT-PCR bestimmt. Als Referenzgen wurde Gapdh verwendet. Balken indizieren Wildtyp-Neurone.

(A- D) Effekt einer langandauernde Ephrin-A5 Stimulation auf die IEGs c-fos, Egr1, Egr2, Arc. EphA-Rezeptoraktivierung
fUhrt zu einer Potenzierung der BDNF-vermittelten Genexpression der IEGs Egr1 (B), Egr2 (C) und Arc (D).

(E- L) Bei einer 4-stiindigen Applikationsdauer hat Ephrin-A5 keinen Einfluss auf die Genexpression zytoskelettaler
Gene. (E- H, K, L) und den Semaphorinrezeptor PIxnA3 (l). Die mRNA Menge der Phosphatase Dusp5 steigt nach

simultaner Stimulation mit BDNF und Ephrin-A5.

* P <0.05;**%, P <0.01; *** P < 0.001. Fehlerbalken reprasentieren die SA.

n=4

128



RESULTATE

—_ o=
(0] - e)) c
875 0.004 c-fos R %g 0.018 Egrt Hk
ST 0003 =3 oote iy
= 0.003 014
< E 00025 < E oo
Z= &»h 0o
=& 0002 P o8
£ c 00015 EG oo
O 0.001 Q ® 5pos
© & 0005 = C 0002
= 0 & o
%5 Kontrolle BDNF Ephrin-A5 BDNF + o 3 Kontrolle BDNF  Ephrin-A5 BDNF +
=\ Ephrin-A5 Ephrin-A5
D,\ Arc
o Ear? & 50.0025
28 o001y EIF: S5 ok
L '© 0.0009 = 2 0002 -
=S 0.0008 < £
< E 0.0007 > £ 0.001
=Z = 0.0006 A
@ 9 0.0005 £ .= 0.001
E 5 0.0004 [}
o & 0.0003 2 &00005
> < 0.0002 E=la
8= 0'0008 % s
L= Kontrolle  BDNF Ephrin-A5 BDNF + = Kontrolle  BDNF Ephrin-A5 BDNF +
Ephrin-A5 Ephrin-A5
e Tpm1 F,_\
%-% 0.12 S5 0.035 Tpm2b .
== 44 o 003
< E =S 0.025
== 0.08 < £
A2 S .= 002
ES 0.06 AZEn
o © 004 ES 5o
=< @ ® :
<< 002 = S 0.005
o2 0 TG 0
=~ Kontrolle BDNF Ephrin-A5 BDNF + = Kontrolle BDNF Ephrin-A5 BDNF +
Ephrin-A5 Ephrin-A5
G H Dnalc1
m —_—— —_
o5 0.08 Actnt &S 00012
c b~ *k*k c B
o 007 o Hekk O 0.001
=3 006 =3 0.0008 T
<Zc E€ oo0s <E &
Fn 004 £ & 0.0006
ES 8.83 €5 0.0004
22 0o 2 & 0.0002
sg 85 o
O Kontrolle BDNF Ephrin-A5 BDNF + O — Kontrolle BDNF Ephrin-A5 BDNF +
Ephrin-A5 ~ Ephrin-A5
©c 0002, Dusp5 %§ 0,07 1 Fina
.2 00018 S=
Lw © 0,06 T
== 00016; =5
< £ 000141 <ZE £ 0,05
Z = 00012 3
£ 500104 x® 0o
50,0008 EG 0034
28 00006 2T o0
T 000041 = |
5L 000021 oe 0O
Kontrolle BDNF Ephrin-A5 BDNF + Kontrolle BDNF Ephrin-A5 BDNF +
Ephrin-A5 Ephrin-A5

129



RESULTATE

8T ok ©T a5, CNAN
c=s 12 = .0
[} © [ 03
=3 =3 025
<Zt £ o038 < E 02
& Z= 0
P g6 D o015
£S5 cc v
o® 04 o & 01
= | >cC
5o 02 = 0,05
Tw© 0 TS
O — = !
=~ Kontrolle BDNF Ephrin-A5 BDNF + o= 0 Kontrolle BDNF Ephrin-A5 BDNF +
Ephrin-A5 Ephrin-A5

<
Z

0T Pixna3

200,14 =

= o5 Acta2
= Z 012; gx 03

< E 017 =35 025

§ &3 0,081 % E o2

E 5 0061 Z M 015

© @ 0,041 ES o1

& C 002 2% 005

% © o ’ B o0

(S Kontrolle BDNF Ephrin-A5 BDNF + ¥ Kontrolle BDNF Ephrin-A5 BDNF +

Ephrin-A5 Ephrin-A5

o

q) _
95 Vel
& = 0,035 1
== 0,03
< ozz]
a , e
DE:-C 0,0151
o & 001
= & 0,005
®E 04
2L Kontrolle BDNF Ephrin-A5 BDNF +

Ephrin-A5

Abb. 3.22, 16-stiindige EphA-Rezeptoraktivierung fiihrt zu einer Beeinflussung von IEGs und von
zytoskelettalen Genen

Kortikale Neurone wurden mit BDNF und/ oder Ephrin-A5 fur 16h stimuliert und anschlieBend mRNA Mengen mittels
gRT-PCR bestimmt. Als Referenzgen wurde Gapdh verwendet. Balken indizieren Wildtyp-Neurone.

(A- D) Effekt einer langandauernde Ephrin-A5 Stimulation auf die IEGs c-fos, Egr1, Egr2, Arc. EphA-Rezeptoraktivierung
fUhrt zu einer Potenzierung der BDNF-vermittelten Genexpression der IEGs Egr1 (B) und Arc (D).

(E- O) Bei einer 16-stiindigen Applikationsdauer beeinflusst Ephrin-A5 die Genexpression zytoskelettaler Gene. (F, G,

H).
*, P <0.05;**%, P <0.01; *** P <0.001. Fehlerbalken reprasentieren die SA.
n=4
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3.2.13 Inhibierung der BDNF-vermittelten Genexpression ist

spezifisch fir die EphA-Rezeptoraktivierung

Im Folgenden galt es zu Uberprifen, ob die Inhibierung der Neurotrophin-
vermittelten Genexpression der IEGs c-fos, Egr1, Egr2 und Arc ein allgemeiner Effekt
mehrerer repulsiv agierender Lenkungsmolekiile ist. Zu diesem Zweck wurde
Semaphorin 3A ausgewadhlt, da es ebenfalls wie Ephrin-A5 einen repulsiven Effekt
auf den Wachstumskegelkollaps hat und u.a. zu einem Wachstumskegelkollaps
fuhrt (Knoll et al., 2006; Nakamura et al., 2000). Dafiir wurden kortikale Neurone fur
20 min mit Semaphorin 3A stimuliert (siehe 2.2.1.4) und mRNA Mengen mittels qRT-
PCR bestimmt (Abb. 3.23)

Im Gegensatz zu Ephrin-A5 (Abb. 3.20) antagonisiert Semaphorin 3A die BDNF-
induzierte Genexpression der IEGs nicht (Abb. 3.23A- D). Daraus lasst sich schliel3en,

dass der gezeigte Effekt spezifisch fir die EphA-Rezeptoraktivierung ist.
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Abb. 3.23. Inhibierung der BDNF-vermittelten Genexpression ist spezifisch fiir die EphA-
Rezeptoraktivierung.

Kortikale Neurone wurden mit BDNF und/ oder Semaphorin 3A fir 20 min stimuliert und anschlieBend die mRNA
Menge mittels gRT-PCR bestimmt. Als Referenzgen wurde Gapdh verwendet. Zahlen in den Balken spiegeln die
Anzahl der unabhédngigen Experimente wider.

(A- D) Semaphorin inhibiert nicht die BDNF-induzierte Genexpression der IEGs

* P <0.05;**%, P <0.01; *** P <0.001. Fehlerbalken reprasentieren die SA.
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3.2.14 MAPK sind in die EphA-vermittelte Inhibierung der BDNF-
induzierten Genexpression partiell beteiligt

Die bisherigen Daten zeigen eine Beteiligung von MAP-Kinasen an der EphA-
vermittelten Inhibierung der BDNF-induzierten Stimulation (Abb. 3.14 und Abb. 3.16).
Um zu Uberprifen ob dies auch fir die Inhibierung der transienten BDNF-
induzierten Genexpression der IEGs c-fos, Egrl, Egr2 und Arc gilt, wurden kortikale
Neurone mit einem konstitutiv aktiven MEK1 Konstrukt (CA-MEK1) transfiziert,
anschlieBend mit BDNF und/ oder Ephrin-A5 stimuliert und mRNA
Expressionsmengen mittels qRT-PCR bestimmt (Abb. 3.24). Erfolgt die Inhibierung der
BDNF-induzierten Genexpression durch Ephrin-A5 unter Beteiligung des MAPK-
Signalweges, so ist durch die Verwendung eines konstitutiv aktiven MEK1
Konstrukts zu erwarten, dass Ephrin-A5 die Neurotrophin-induzierte Genexpression
der IEGs nicht mehr inhibieren kann.

In  Kontroll-elektroporierten  (Mock) Neuronen vermindert die EphA-
Signaltransduktion eine BDNF-induzierte Genexpression, so wie auch schon in den
vorangegangen Experimenten gezeigt (Abb. 3.20). Werden die Neurone mit dem CA-
MEK1 Konstrukt elektroporiert, wird dieser Effekt bei den IEGs c-fos (Abb. 3.24A), Arc
(Abb. 3.24D) abgeschwacht und verschwindet vollig bei den IEGs Egr1 (Abb. 3.24B) und
Egr2 (Abb. 3.24C).
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Abb. 3.24. MAP-Kinasen sind partiell an der EphA-vermittelten Inhibierung der BDNF-induzierten
Genexpression beteiligt.

E17,5 kortikale Neurone wurden mit einem konstitutiv aktiven MEK1 Konstrukt (weille Balken) oder Mock-

elekroporiert (schwarze Balken) und 3 div kultiviert. Anschlieend wurde mit den Lenkungsmolekilen fir 20 min

stimuliert und die mRNA Menge mittels gRT-PCR bestimmt. Als Referenzgen wurde Gapdh verwendet.

(A-D) In Mock-elektroporierten Zellen hemmt Ephrin-A5 die BDNF- induzierte Genexpression der IEGs c-fos, Egr1, Egr2,

Arc. In CA-MEK-elektroporierten Neuronen ist dieser Effekt abgeschwacht bei c-fos (A) und Arc (D) und véllig

verschwunden bei Egr1 (B) und Egr2 (C).
*, P <0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001. Fehlerbalken reprasentieren die SA.

Eine erwartete robuste Induktion der Genexpression nach alleiniger BDNF
Stimulation konnte nicht beobachtet werden. Um die Funktionstiichtigkeit des
Konstrukts zu Gberprifen, wurden cerebellare Neurone mit dem Plasmid transfiziert.
Abbildung Abb. 3.25 zeigt, dass verglichen mit der Mock-elektroporierten
Kontrollsituation, CA-MEKT1-elektroporierte Zellen eine erhdhte P-ERK Menge
aufweisen, was fir die Funktionstlichtigkeit des Konstrukts spricht. Zudem ist ein
weiterer Anstieg der P-ERK Menge nach Serumstimulation (10 % FCS) zu
verzeichnen, was ein Funktionieren des Plasmids weiter untermauert, da Serum die
MAP-Kinasekaskade aktiviert.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass MAP-Kinasen zumindest partiell in der
EphA-vermittelten Inhibierung der BDNF-induzierten Expression der IEGs involviert

sind.

CA-MEK1

kD - - 10% FCS

P-Erk

Erk

Abb. 3.25. Uberpriifung der CA-MEK1 Funktionstiichtigkeit.

Cerebellare Neurone wurden mit dem CA-MEK1 Konstrukt elektroporiert und ftir 30 min mit 10% Serum stimuliert.
Als Kontrolle dienten unstimulierte Mock-elektroporierte Zellen. Proteinlysate wurden hergestellt und 10 ug Protein
in 10 %-iges Acrylamidgel geladen und die entsprechenden Proteine mittels Western Blot detektiert (A). Die Zahlen
links des Blots geben die Markerbanden in kDa an.

(A) Elektroporation mit CA-MEK1 zeigt eine erhdhte P-ERK Menge gegenlber der Kontrolle an. Der Effekt wird nach
Serumstimulation mit 10 % FCS verstarkt.

(B) Quantifizierung von (A)
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3.2.15 Luziferase Reportergenassay zur Untersuchung der

Genregulation von Srf durch Ephrin-A5 und BDNF
Vorangegangene Experimente (Abb. 3.20) haben gezeigt, dass Ephrin-A5 die BDNF-

vermittelte Genexpression der I|EGs antagonisiert und dieser Vorgang in
Abhangigkeit von SRF geschieht. Um Auskunft tGber die BDNF und Ephrin-A
vermittelten regulatorischen Signalwege von SRF (fiir Uberblick siehe Einleitung
1.2.3) zu erlangen, wurden Luziferasereportergenstudien durchgefiihrt. Zu diesem
Zwecke wurden hauptsachlich drei unterschiedliche Konstrukte verwendet (Abb.
3.26), welche in der Abteilung von Prof. A. Nordheim, Universitat Tlbingen, etabliert
wurden. Namentlich handelt es sich dabei um das (TSm).-Konstrukt, das (Tmm):
Konstrukt und das (mSm),-Konstrukt. Hierbei ist im (TSm).-Konstrukt dem
Luziferasegen zweifach der c-Fos Promotor vorangeschalten. Dieser enthalt die
typische TCF-Bindestelle (hierfir der Buchstabe T), welche auch als Ets-Binding Site
(EBS) fur Transkriptionsfaktoren der Ets-Familie bezeichnet wird. Des Weiteren
enthalt der Promotor die CArG-Box als SRF-Bindestelle (hierfur der Buchstabe S).
Dem (Tmm), Konstrukt hingegen fehlt die SRF-Bindestelle (deswegen das Kiirzel m
far ,mutiert”). Das ermoglicht eine alleinige Untersuchung der TCF-abhangigen
Weges durch SRF-Aktivierung. Dem (mSm).-Konstrukt fehlt die TCF-Bindestelle, ist
aber im Besitz der Bindestelle flr SRF, was eine primare Untersuchung des MAL/
MRTF-Signalweges ermdoglicht. Allen Konstrukten fehlt die AP1 Bindestelle fir
Transkriptionsfaktoren wie z.B. Jun und Fos (ebenfalls der Buchstabe m fir
~mutiert”), was jedoch keinen Einfluss auf die Promotoraktivitat hat.

Fur den Reportergenassay wurden kortikale Neurone isoliert, durch Elektroporation
mit den entsprechenden Plasmiden transfiziert und anschlieBend ausplattiert. Nach
3 Tagen in vitro (div) wurden die Zellen stimuliert und Luziferaseaktivitat gemessen
(Abb. 3.27). Zur Normalisierung der Luziferaseaktivitit wurde die B-
Galactosidaseaktivitait bestimmt. Hierzu wurde der Quotient aus Firefly

Lumineszenz/ 3-Galactosidase Lumineszenz gebildet.
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EBS CArG-Box AP1 TK
()2 m - -:&
v hd ’
EBS CArG-Box APl TK
(mSm)z ®—= ‘ -:&
EBS CArG-Box AP1 TK

Abb. 3.26. Schematische Darstellung der Reportergenkonstrukte (TSm), (Tmm); und (mSm),.
In allen drei Konstrukten ist dem Luziferasegen der c-fos Promotor vorangeschalten. Das rote Kreuz markiert eine

Deletion der entsprechenden Bindestelle. Ndheres siehe Text.
EBS = Ets-Bindestelle; AP1 = Aktivator Protein 1; TK = minimaler Thymidinkinase Promotor

Kirzlich veroffentliche Daten zeigen, dass die BDNF-vermittelte Transkription tber
den MAL-abhangigen Signalweg reguliert wird, bedingt durch die
Phosphorylierung von MAL durch die MAP-Kinase ERK (Kalita et al., 2006;
Wickramasinghe et al., 2008). In der Tat flhrt eine Stimulation mit BDNF, verglichen
mit der unstimulierten Kontrollsituation, zu einer robusten Induktion der
Luziferaseaktivitat sowohl in (TSm), als auch (mSm). elektroporierten Zellen,
unterbleibt jedoch in Zellen die mit dem (Tmm)..Konstrukt transfiziert wurden (Abb.
3.27). Die Aktivierung des (TSm),-Konstrukts lasst hierbei auf eine Beteiligung des
TCF und MAL-Signalweges schlieBen. Da jedoch auch eine schnelle und robuste
Aktivierung in (mSm).-elektroporierten Zellen erfolgt, dieser Effekt jedoch in
(Tmm),— transfizierten Zellen unterbleibt, lasst sich schlussfolgern, dass BDNF Uber
den MAL-Signalkaskade SRF aktiviert. Hierbei ist anzumerken, dass die BDNF-
induzierte Transkription in (mSm)-elektroporierten Zellen von kiirzerer Dauer ist, als
in Zellen, welche mit (TSm); transfiziert wurden, was fir eine Beteiligung des TCF-
und MAL-Signalweges spricht. Die Regulierung der Genexpression nach Ephrin-A5-

Fc Stimulation ist weniger prominent als nach Stimulation mit dem Neurotrophin
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(Abb. 3.27). Dieses Resultat unterstitzt jedoch die Daten in Abb. 3.20, da eine alleinige
Applikation mit Ephrin-A5 die relative mRNA Menge der IEGs nicht beeinflusste. Die
Luziferaseaktivitat sank leicht, verglichen mit unstimulierten Kontrollzellen, 10 min
nach Ephrin-A5-Fc Applikation in (Tmm),- und (TSm);-elektroporierten Neuronen.
Dieser Effekt war auch noch nach 1 h zu verzeichnen. In (mSm),-transfizierten Zellen
ist der Effekt ebenso ersichtlich, jedoch erst 30 min nach Ephrin-A5-Fc Stimulation.
Das lasst auf eine Beteiligung des TCF- wie auch MAL-Signalweges schlieBen. In SRF-
defizienten Primarkulturen fiihrte eine Stimulation mit BDNF oder Ephrin-A5 in
keinem der Konstrukte zu einer Veranderung der Luziferaseaktivitdt (Daten siehe
Diplomarbeit Christin Meier, Universitat Tlibingen), was auf eine SRF-abhdngige

Regulierung der Transkriptionsaktivitat von c-fos schlieBen lasst.
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£ 300 ] --@ - mSm Ephrin-A5
© —— TSm BDNF
2 500 1 —%— mSm BDNF
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Abb. 3.27. Regulierung der Luziferaseaktivitdt nach BDNF und Ephrin-A5 Stimulation.

WT-Neurone wurden mit (Tmm)z, (TSm)2 und (mSm): transfiziert und mit 10 ng/ml BDNF sowie 1 pg/ ml Ephrin-A5-Fc
fur unterschiedliche Zeitraume stimuliert. AnschlieBend wurde die Luziferaseaktivitdit gemessen. Unstimulierte
Kontrollen wurden auf O gesetzt. Es ist eine rapide Induktion nach BDNF Stimulation in TSm und mSm
elektroporierten Neuronen zu verzeichnen. Jedoch nicht in Tmm transfizierten. Ephrin-A5 stimulierte Primérneurone
zeigten nur eine leichte Abnahme der Luziferaseaktivitat, dafur jedoch in jedem der drei eingesetzten Konstrukte.
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Abb. 3.27 zeigt Effekte auf die Transkription des IEGs c-fos nach alleiniger Stimulation
der beiden Lenkungsmolekiile. Fir dieses Experiment erwiesen sich die im
vorangegangenen Experiment (Abb. 3.27) verwendeten Konstrukte als suboptimal,
da zwar tendenzielle Effekte ersichtlich waren, jedoch mit groBen Abweichungen
innerhalb der unterschiedlichen Experimente. Deshalb wurde unter Verwendung
eines anderen Reportergenkonstrukts die Interaktion von BDNF und Ephrin-A5
untersucht (Abb. 3.28). Hierbei handelt es sich um ein Konstrukt, bei welchem dem
Luziferasegen der Egr1-Promotor vorangeschalten ist. Es handelt sich folglich auch
um ein IEG wie in den anderen Plasmiden. Bereits 15 min nach Ephrin-A5
Stimulation ist eine Abnahme der Reportergenaktivitit um etwa 30% zu
beobachten, wobei dieser Effekt 30 min anhélt und danach abklingt (Abb. 3.28A).
Wurde zuvor drei Stunden mit BDNF stimuliert und dann fiir verschiedene
Zeitpunkte mit Ephrin-A5 ko-stimuliert, so ist zu erkennen, dass Ephrin-A5 die BDNF-
induzierte Transkription des Egr1-Reportergenkonstruktes bereits nach 15 min um
etwa 20 % inhibiert (Abb. 3.28B). Dieser Effekt ist noch nach einer Stunde Ephrin-A5
Applikation zu beobachten. Die Ephrin-A5 vermittelte Inhibierung der

Neurotrophin-induzierten Genexpression unterstiitzt die in Abb. 3.20 gezeigten

Daten.
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Abb. 3.28. Luziferaseaktivitdt des Egr1-Luc Reportergenkonstrukts nach Stimulation mit
Lenkungsmolekiilen.

Cerebellare WT-Neurone wurden mit dem Luziferasereportegenkonstrukt (Egr1)z2-Luc transfiziert, Uber
unterschiedliche Zeitraume stimuliert und anschlieBend die Luziferaseaktivitdt gemessen. Als Kontrolle dienten
unstimulierte Neurone.

(A) Neurone wurden fir die angegebenen Zeitpunkte mit Tug/ ml Ephrin-A5-Fc stimuliert. Die unstimulierte
Kontrollsituation wurde auf 1 gesetzt. Bereits nach 30 min ist eine Abnahme der Luziferaseaktivitat um etwa 30% zu
verzeichnen. Dieser Effekt ist nach 30 minltiger Stimulation noch ersichtlich, jedoch nach einer Stunde nicht mehr zu
beobachten.

(B) Neurone wurden 3h mit 10ng/ ml BDNF vorinkubiert und anschlieBend mit 1 pg/ml Ephrin-A5-Fc fur die
angegebenen Zeitrdume kostimuliert. Die alleinige 4-stiindige BDNF Applikation dient als Referenz und die
erhaltenen Werte auf 100% Luziferaseaktivitat gesetzt. Hierbei ist zu erkennen, dass bereits nach 15 minutiger
Kostimulation mit Ephrin-A5 die Luziferaseaktivitat signifikant abnimmt. Der Effekt verstarkt sich nach 30 min,
erreicht mit etwa 20% Abnahme sein Maximum und hélt bis eine Stunde nach simultanen Stimulationsbeginn an.
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3.2.16 Untersuchung einer moglichen Beteiligung des EphA7-

Rezeptors an der Ephrin-A5/ BDNF-Interaktion
Ephrin-A5 bindet an alle EphA-Rezeptoren (EphA1 - EphA8), sowie an den EphB2-
Rezeptor (Gale et al., 1996; Himanen et al., 2004). Um nun einen spezifische Eph-
Rezeptor auszumachen, (ber deren Signaltransduktion Ephrin-A5 die
Signalweiterleitung von BDNF beeinflusst, erfolgte eine genauere Untersuchung
des EphA7-Rezeptors. Da dieser stark im Gehirn exprimiert ist (www.brain-map.org)
und eine Beteiligung an der Entwicklung topografischer Karten in verschiedenen
Systemen (Rashid et al., 2005; Yue et al, 2002) sowie in der Laminierung des
somatosensorischen Kortex nachgewiesen wurde (Miller et al., 2006), gilt EphA7 als
geeigneter Kandidat fir diese Untersuchung. Dazu wurden Mausmutanten
verwendet, bei denen ubiquitar Epha7 deletiert ist.
Als erstes musste nachgewiesen werden, dass die Epha7- Deletion der verpaarten
Mause erfolgreich war (Abb. 3.2930). Hierflir wurden proteinbiochemische, mittels
Western Blot Verfahren (Abb. 3.29A, B), sowie molekularbiologische Untersuchungen,
mittels gRT-PCR (Abb. 3.29C, D), mit cerebellarem und kortikalem Gewebe
durchgefihrt.
Hierbei ist in Epha7-deletiertem Gewebe eine Abnahme der EphA7-Proteinmenge
sowohl im Kortex, als auch Cerebellum zu verzeichnen. Eine véllige Deletion wurde
nicht erreicht (Ab Abb. 3.29A, B). Um zu Uberpriifen, ob andere EphA-Rezeptoren
durch die Epha7-Deletion beeinflusst wurden, wurde auch die EphA4-Proteinmenge
untersucht. Hierbei ist eine leichte Abnahme in der EphA4-Proteinmenge im Kortex
zu beobachten, jedoch nicht im Cerebellum (Abb. 3.29A, B). Eine mogliche
Beeinflussung der Epha7-Deletion auf die EphA4-Rezeptormenge ist folglich nicht
auszuschlieBen. Neben der zu erwartenden Bande des EphA7-Rezeptors ( etwa 100
kD), wurde eine weitere Bande bei 75 kD in wildtypischen Gewebe detektiert.
Hierbei handelt es sich héchstwahrscheinlich um die trunkierte Form des EphA7-
Rezeptors (EphA7vunc) (Ciossek et al., 1995). In EphA7-defizientem Gewebe ist diese
Splicevariante nicht mehr zu detektieren.
Ahnliche Ergebnisse ergaben sich bei der Analyse der Epha7 mRNA Menge. Eine
Verminderung der Epha7 mRNA Menge ist vor allem im Cerebellum deutlich
erkennbar (Abb. 3.29 D). Andere Rezeptoren, wie der EphA4 oder EphB2 wurden auf

mRNA-Ebene durch die Epha7-Deletion nicht beeinflusst (Abb. 3.29¢, D).
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Abb. 3.29. Analyse der Protein- und mRNA-Menge des EphA7-Rezeptors.

Von cerebellarem und kortikalem P12 Wildtyp- und EphA7 /)-Gewebe wurde die Proteinmenge (A, B) und mRNA
Menge (C, D) analysiert. Es wurden je drei Wildtyp Mause und drei EphA7 Mutanten verwendet.

(A) Proteinmengenbestimmung aus kortikalem Gewebe. Die EphA4- und EphA7-Rezeptormenge nimmt in EphA7-
defizientem Gewebe ab verglichen mit WT-Gewebe.

(B) Proteinmengenbestimmung aus cerebellarem Gewebe. Die EphA7-Rezeptormenge nimmt in EphA7-defizientem
Gewebe ab, verglichen mit WT-Gewebe. EphA4-Rezeptormenge bleibt gleich.

(C) gRT-PCR aus kortikalem Gewebe. Die Epha7-mRNA Menge nimmt in EphA7-defizientem Gewebe gegentber WT
ab. Weitere Rezeptoren wie Epha4 oder Ephb2 sind nicht betroffen.

(D) gRT-PCR aus cerebellarem Gewebe. Die Epha7-mRNA Menge nimmt in defizientem Gewebe signifikant
gegeniliber WT ab. Weitere Rezeptoren wie Epha4 oder Ephb2 sind nicht betroffen.

* P <0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001. Fehlerbalken reprasentieren die SA.
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3.2.16.1 EphA7 beeinflusst die Wachstumskegelmorphologie aber nicht die
Ephrin-Neurotrophin Interaktion

Nachdem erfolgreich gezeigt wurde, dass die Deletion von Epha7 zu einer
Verminderung der Rezeptormenge fiihrt, konnten erste Wachstumskegelstudien
durchgefihrt werden, um zu Uberprifen inwiefern EphA7 an der Ephrin-
Neurotrophin Interaktion beteiligt ist. Hierfir wurden hippocampale Wildtyp- und
EphA7-defiziente Neurone kultiviert und mit BDNF und/ oder Ephrin-A5 stimuliert
(Abb. 3.30).

Der Vergleich zwischen Wildtyp-Neuronen und Epha7-Mutanten zeigt bezlglich der
Neuritenanzahl und Neuritenldange keine Veranderung (Abb. 3.30A- D, Quantifizierung
in Abb. 3.30H, J). Jedoch ist ein deutlicher morphologischer Unterschied zwischen den
Wachstumskegeln wildtypischer (Abb. 3.30A, €) und mutierter Neuronen (Abb. 3.30B, D)
zu erkennen. Die Wachstumskegel EphA7-defizienter Neurone zeigen eine deutlich
geringere Flache auf (Abb. 3.30E), haben jedoch viel langere und mehr Filopodien
(Abb. 3.30F, G, J) als wildtypische Neurone.

Der nachste Schritt sah vor, die Sensitivitait der EphA7-defizienten Neurone
gegeniber Ephrin-A5 mittels einer Titrationsreihe zu testen. Hierfir wurden
hippocampale Epha7+/+)-und Epha7t)—-Neurone mit drei verschiedenen Ephrin-A5-
Fc Konzentrationen stimuliert. Wahrend in der unstimulierten Kontrollsituation etwa
die Halfte aller Wachstumskegel kollabiert sind, so ist bei der héchsten Ephrin-A5-Fc
Konzentration ein fast vollstandiger Wachstumskegelkollaps sowohl in
wildtypischen also auch in EphA7-defizienten Neuronen zu beobachten (Abb. 3.30K).
Das lasst darauf schliel3en, dass der EphA7-Rezeptor fiir den Ephrin-A5 induzierten
Wachstumskegelkollaps in hippocampalen Neuronen entbehrlich ist. Stattdessen
wird dieser Gber andere Eph-Rezeptoren (z.B. EphA4, EphB2, siehe Einleitung 3.1.15)
vermittelt.

AbschlieBend wurde nun Uberprift, ob EphA7 fir die Ephrin-A5 vermittelte
Inhibierung der BDNF-induzierten Wachstumskegelmotilitdit bendtigt wird (Abb.
3.30L). Hierfiir wurden hippocampale Neurone fiir 45 min mit BDNF, Ephrin-A5-Fc
oder beiden Lenkungsmolekiilen gleichzeitig stimuliert. Dabei war zu beobachten,
dass Ephrin-A5-Fc in Epha7 mutierten Neurone ebenso wie in wildtypischen den
BDNF-induzierten Anstieg der Wachstumskegelfliche entgegenwirkt (Abb. 3.30L).
Gleiches gilt fiir die Filopodienanzahl und Filopodienlange (Daten nicht gezeigt).
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Aus diesen Daten ist zu vermuten, dass EphA7 fiir den inhibierenden Effekt auf die
Neurotrophin-induzierte Wachstumskegelmotilitdat nicht bendtigt wird. Es st
wahrscheinlich, dass die EphA7-Defizienz durch andere Eph-Rezeptoren
kompensiert wird.

Deshalb lasst sich zusammenfassend sagen, dass EphA7 einen Einfluss auf die
Wachstumskegelmorphologie hat, flir die Ephrin-BDNF-Interaktion jedoch durch

andere Rezeptoren ersetzt werden kann.

WT EphA7 Mutante

Tubulin/ F-Aktin/ DAPI
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Abb. 3.30. EphA7 beeinflusst die Wachstumkegelmorphologie aber nicht die Ephrin-BDNF-
Interaktion

P1 hippocampale Neurone von Epha7t-) und Epha7%/*) wurden angefertigt und mit BDNF und/ oder Ephrin-A5-Fc fur
45 min stimuliert. AnschlieBend wurden Tubulin (grin), F-Aktin (rot) und DAPI (blau) angefarbt.

(A- D) EphA7-defiziente Neurone (B, D) weisen keine Verédnderungen in Neuritenanzahl und -lange auf (H, I)
verglichen mit Wildtyp-Neuronen (A, C). Jedoch ist die Wachstumskegelflache stark verkleinert (E). Filopodienanzahl
und -lénge hingegen ist vergrof3ert in Epha7-deletierten Neuronen (G, F, J).

(E, G, F, J) Quantifizierung der Wachstumskegelflache (E), Filopodienanzahl (G, J) und Filopodienldnge (F).

(H, 1) Quantifizierung der durchschnittlichen Neuritenanzahl (H) und Neuritenldnge (l).

(K) Ephrin-A5-Fc Titrationsreihe. Drei unterschiedliche Konzentrationen (0,1 ug/ ml, 0,5 pg/ ml und 1pg/ ml) wurden
appliziert und der Wachstumskegelkollaps prozentual bestimmt. Sowohl Epha7+/%als auch Epha7)sind gegenuber
Ephrin-A5 sensitiv, zu erkennen am induzierten Wachstumskegelkollaps.

(L) 45 mindtige Stimulation hippocampaler Neurone mit Ephrin-A5-Fc, BDNF oder beiden Substanzen simultan.
Sowohl in Epha7%/als auch Epha7/) kann Ephrin-A5 die BDNF-induzierten Effekt auf den Wachstumskegel
antagonisieren.

Statistische Signifikanz wurde in Beziehung zu Wildtyp/ Kontrolle berechnet.

* P <0.05;**%, P <0.01; *** P < 0.001. Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung (SA).

MaRBstab (A, B) = 50 um; Maf3stab (C, D) =2 um

n=3

143



RESULTATE

3.2.16.2 EphA7 beeinflusst nicht die Translokation von P-ERK in den
Zellkern
In vorangegangen Experimenten konnte gezeigt werden, dass Ephrin-A5 die BDNF-
induzierte Translokation von P-ERK in den Zellkern inhibiert (Abb. 3.16). Zwar zeigte
eine Deletion von Epha7 keinen Einfluss auf die Wachstumskegelmotilitat (Abb. 3.30),
dennoch wurde untersucht ob der Rezeptor einen mogliche Rolle in der
Translokation von P-ERK in den Zellkern spielt (Abb. 3.31). Hippocampale Neurone
wurden 45 min mit BDNF, Ephrin-A5 oder beiden Molekilen simultan stimuliert und
das Verhaltnis von P-ERK im Zytosol/ Zellkern bestimmt. Abbildung 3.31 zeigt, dass
sowohl in EphA7-defizienten wie auch in Wildtyp-Neuronen die BDNF-induzierte
Translokation von P-ERK in den Zellkern durch Ephrin-A5 inhibiert wird, was mit den
Daten in Abb. 3.16 korreliert. Daraus lasst sich vermuten, dass EphA7 fir die Ephrin-
A5 vermittelte Inhibierung der Neurotrophin-induzierten P-ERK Translokation nicht

notwendig ist.

*WT

Verhaltnis Phospho-Erk Zellkern/
Cytoplasma
[e)]
S
o

0 \ T T

Kontrolle BDNF Ephrin-A5 BDNF+
Ephrin-A5

Abb. 3.31. EphA7 ist fiir die EphrinA-vermittelte Hemmung der BDNF-induzierten Translokation
von P-ERK nicht notwendig.

Hippocampale Neurone wurden 1 div kultiviert und anschlieBend fir 15 min mit BDNF und/ oder Ephrin-A5-Fc
stimuliert. Das Verhaltnis von zytoplasmatischer zu nukledrer ERK-Intensitdt wurde bestimmt. Die ermittelten Werte
fur die Kontrolle wurden auf 1 gesetzt und dienten als Bezug. Schwarze Linien reprédsentieren Wildtypische Neurone,
graue Srf-deletierte.

Es ist kein Unterschied zwischen wildtypischen und mutierten Neuronen in der Translokation zu erkennen. Dies l&dsst
auf einen EphA7-unabhangigen Vorgang schlieBen.
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3.2.17 Die Moosfaserwegfindung ist in Epha7-deletierten Mausen

nicht gestort
Ziel dieser Arbeit ist es u.a. axonale Lenkungsmechanismen im murinen
Hippocampus zu untersuchen und in diesen Prozess involvierte Molekile zu
bestimmen.
Zwar wird der EphA7-Rezeptor fiir die EphrinA-BDNF-Signalinteraktion nicht
bendétigt (Abb. 3.30), dennoch kann er fiir die axonale Moosfaserwegfindung von
Bedeutung sein, da dieser Rezeptor in der axonalen Lenkung retinaler
Ganglienzellen und in der Wegfindung hippocampaler Projektionen eine wichtige
Rolle Gbernimmt (Miller et al., 2006; Rashid et al., 2005; Yue et al., 2002). Um das zu
Uberprifen, wurden Hippocampi von Epha7-Mutanen und Kontrolltieren isoliert,
Kryostatschnitte angefertigt und immunhistochemische Farbungen unter der
Verwendung entsprechender Antikdrper durchgefiihrt (Abb. 3.32).
Der Vergleich zwischen Wildtyp- (Abb. 3.32A) und EphA7-defizientem Gewebe (Abb.
3.32D) zeigt deutlich eine verminderte EphA7-Rezeptormenge in Epha7-Mutanten.
Die Hauptmenge dieses Rezeptors befindet sich weniger auf den Moosfaseraxonen,
sondern in der Zellkdrperschicht des Gyrus dentatus sowie der CAT-und CA2-Region.
Die CA3-Zellkorperschicht scheint hierbei ausgespart (Abb. 3.32A, D). Diese Daten
unterstitzen bereits publizierte Daten zur Untersuchung der EphA7-Ephrin-A5-
Interaktion im somatosensorischen Kortex (Miller et al, 2006). Mittels des
neuronalen Markers Calbindin kdnnen die Kérnerzellen des Gyrus dentatus und
dessen Moosfaseraxone angefarbt werden. Hierbei ist zwischen Kontrolltieren und
EphA7-defizienten Mausen kein Unterschied in der Moosfaserwegfindung oder im
Aufbau des Gyrus dentatus zu erkennen (Abb. 3.32B, E, Vergrof3erung in Abb. 3.32C, F).
Daraus lasst sich schlieBen, dass der EphA7-Rezeptor fiir die korrekte
Moosfaserwegfindung nicht essentiell ist und die Deletion hdchstwahrscheinlich

durch die Expression anderer EphA-Rezeptoren ausgeglichen wird.
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o-EphA7 o-Calbindin a-Calbindin

Epha7 ™"

Abb. 3.32. Der EphA7-Rezeptor ist fiir eine korrekte Moosfaserwegfindung nicht essentiell.

Von P14 alten Mausen (Wildtyp und Epha7-Mutanten) wurden hippocampale Vibratomschnitte angefertigt und die
EphA7-Rezeptorexpession mittels einem EphA7-Antikdrper sowie Kérnerzellen des DG und Moosfasern mittels eines
Calbindin-Antikorpers angefarbt.

(A, D) Die Menge an EphA7-Rezeptoren ist in defizientem Gewebe (D) geringer als bei Kontrolltieren (A).
Hauptsachlich ist der Rezeptor in der CA1- und CA2-Zellkorperregion sowie im DG lokalisiert. Auf Moosfaseraxonen
und in der CA3-Zellkdrperregion ist kein Signal erkennbar.

(B, C, E, F) Wildtyp (B, VergréBerung in C) und Mutanten (E, Vergroerung in F) zeigen keine Verdnderung in der
Moosfaserwegfindung sowie im Aufbau des DG.

MaBstab (A, B, D, E) = 200 um; MaBstab (C, F) = 100 um
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4 Diskussion

4.1 Signalweiterleitung des EphA- und TrkB-
Rezeptors in der axonalen Lenkung

hippocampaler Neurone

4.1.1 Eine Interaktion der EphA- und TrkB-Signalweiterleitung

beeinflusst die Motilitat hippocampaler Neurone
Fur eine korrekte Entwicklung des zentralen Nervensystems sind axonale
Lenkungsmolekiile unabdingbar. Bestandteil dieser Arbeit war es zu untersuchen,
wie die auf hippocampale Neurone unterschiedlichen Wirkungen des eher repulsiv
agierenden Ephrin-A5 und des vornehmlich attraktiv wirkenden Lenkungsmolekiils
BDNF innerhalb eines Wachstumskegels integriert werden. Hierfir wurden
hippocampale Neurone gleichzeitig mit beiden Lenkungsmolekilen stimuliert. Die
Applikation von BDNF fihrte in neuronalen Kulturen (Abb. 3.8) und in der in-vivo
ahnlichen organotypischen Schnittkultur (Abb. 3.13) zu einer Erhéhung der
neuronalen Verzweigungen. Dieses Ergebnis geht mit vorangegangenen Studien
einher, in denen eine attraktive Wirkung von BDNF auf die axonale Lenkung
beschrieben wurde (Cohen-Cory and Fraser, 1995; Danzer et al., 2002; Lowenstein
and Arsenault, 1996; Marler et al., 2008). Die durch Ephrin-A5 vermittelte vorwarts
gerichtete EphA-Rezeptoraktivierung resultierte in Primdrneuronen in einem
Wachstumskegelkollaps (Abb. 3.7). Dieser wird u.a. als Modell fiir die axonale
Lenkung verwendet, da der in-vitro verursachte Wachstumskegelkollaps in-vivo mit
einem repulsiven Verhalten der Neurone einhergeht. Des Weiteren wirkte die
Ephrin-A5 vorwadrts gerichtete Signaltransduktion der BDNF-induzierten
Veranderung der Filopodienldange und Neuritenformation/-verzweigungen
entgegen (Abb. 3.7 und 3.8). Die in diesen in-vitro Daten erhaltenen Ergebnisse deuten
auf eine BDNF-Ephrin Interaktion. Diese kann bedeutsam fiir den physiologischen

Vorgang des axonalen Prunings sein. Bei diesem handelt es sich um ein initiales
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UberschieBen der Axone (ber ihr eigentliches Zielgebiet hinaus, mit anschlieBender
Retraktion der Axone bis die vorgesehene Terminationszone erreicht ist (siehe auch
1.1.4.4). Das anfangliche UberschieBen kann durch Neurotrophine wie BDNF
bedingt sein, wohingegen die Riickbildung der Axone repulsiver Natur ist. Flr das
visuelle System wurde u.a. dieser Vorgang schon beschrieben. Hierbei Gbernimmt
das Neurotrophin eine wachstumsférdernde Wirkung auf das retinale Axon und
fihrt zum UberschieBen tber das eigentliche Zielgebiet und verstarkter Ausbildung
von Verzweigungen. In folgenden Entwicklungsphasen erfolgt durch Ephrin-A5 eine
Zurickbildung der Axone bis hin zum Zielgebiet, sowie zu einer Eliminierung der
Uberschussigen Verzweigungen (Cohen-Cory and Fraser, 1995; Marler et al., 2008).
Dieser Pruningprozess ist fur die in dieser Arbeit verwendeten hippocampalen
Axone ebenso denkbar. Der wachstumsfordernde Effekt von BDNF koénnte
anschlieBend durch die vorwarts gerichtete EphA-Signalweiterleitung die axonale
Retraktion fordern. Direkt Ubertragbar ware dieser Vorgang in der Wegfindung
hippocampaler Moosfasern. Hierbei konnte eine solche Interaktion zwischen BDNF
und Ephrin-A5 z.B. das Pruning infrapyramidaler Moosfasertrakte ermoglichen. So
konnte in-vivo bereits gezeigt werden, das Ephrine an dem Retraktionsprozess
infrapyramidaler Moosfaseraxone involviert sind (Martinez et al., 2005; Xu and
Henkemeyer, 2009). Auch fur die riickwarts gerichtete Ephrin-A Signalweiterleitung
konnte gezeigt werden, dass diese ebenso die BDNF-vermittelte Ausbildung von
Verzweigungen hemmt (Marler et al., 2008). So kann zusammenfassend festgestellt
werden, dass sowohl die vorwadrts als auch die rickwarts gerichtete Ephrin-A
Signalweiterleitung der BDNF-Aktivitat entgegenwirkt.

Durch die Verwendung von SRF-defizienten Primdrneuronen konnte zudem
untersucht werden, welche Rolle der Transkriptionsfaktor SRF bei der Ephrin-A5
vermittelten Hemmung der BDNF-induzierten Motilitat der Neuronen spielt. Hierbei
stellte sich heraus, dass in Abwesenheit von SRF weder BDNF noch Ephrin-A5 die

Wachstumskegeldynamik beeinflussen konnten (Abb. 3.7 und 3.8).

Als wichtiger Modulator der Aktindynamik (Knoll and Nordheim, 2009; Posern and
Treisman, 2006; Stern et al., 2009), scheint SRF zunachst fur eine funktionierende
physiologische Regulierung des Zytoskeletts durch externe Stimuli unabdingbar zu

sein. Dennoch stellt sich die Frage, inwiefern SRF fir die Wirkung der beiden

148



DISKUSSION

Lenkungsmolekiile auf die Neuronen tatsachlich benétigt wird, da bereits Srf-
deletierte Primdrneurone eine schwere morphologische Stérung aufweisen (Abb.
3.7C, D). Es ist moglich, dass der Transkriptionsfaktor unabhangig der TrkB und EphA-
induzierten Signalwege auf die Wachstumskegeldynamik Einfluss nimmt, z.B. durch
die direkte Regulierung von Aktin und damit des Zytoskeletts. Die Abwesenheit von
SRF kénnte nun die Dynamik des Wachstumskegels ,einfrieren”, externe Stimuli wie
die Applikation der Lenkungsmolekiile wiirden keinen Effekt mehr zeigen. Um eine
direkte Verbindung von SRF sowie BDNF und Ephrin-A5 zu zeigen, bedarf es

weiterer Experimente.

Im Gegensatz zu den in-vitro Experimenten an Primdrneuronen, in denen Ephrin-A5
gegensatzlich zu BDNF agierte (Abb. 3.7 und 3.8.), zeigte die Applikation von BDNF
und Ephrin-A5 in der in-vivo nahen organotypischen Schnittkulturen den gleichen
Effekt auf hippocampale Axone. Hierbei kam es sowohl nach BDNF Applikation, als
auch nach Stimulation mit Ephrin-A5 zu einer Defaszikulierung und einem
ektopischen Eintreten suprapyramidaler Moosfasern in das Stratum pyramidale der
CA3-Region (Abb. 3.13). Unsere Daten unterstlitzen vorangegangene Experimente, in
denen BDNF eine verzweigungsfordernde Wirkung auf hippocampale Axone
zugeschrieben wurde (Danzer et al., 2002). Die Dateninterpretation fir Ephrin-A5 ist
aufgrund der Moglichkeit einer bidirektionalen Signalweiterleitung (siehe Einleitung)
weitaus komplizierter als fir BDNF. Zur Erklarung dieses Phanomen soll sich auf die
Ephrin-A5-AP-Farbung (Abb. 3.11) bezogen werden. Dies ist aufgrund ahnlicher
Bindungseigenschaften des Ephrin-AP-Konstrukts und des |6slichen Ephrin-A5-Fc an
Eph-Rezeptoren mdglich. Die Ephrin-A5-AP-Farbung ermdglicht nicht nur die
Visualisierung der EphA-Rezeptoren, sondern markiert auch die Gebiete des
Hippocampus, an denen héchstwahrscheinlich in der organotypischen Kultur das
exogen appliziertes Ephrin-A5-Fc bindet (Abb. 3.13). Somit wurde aufgrund der
Inkubation mit Ephrin-A5-Fc ein repulsives Gebiet im Stratum lucidum geschaffen,
indem die Menge an bereits vorhandenem endogenen Ephrin-A5 erhéht wurde.
Diese gesteigerte Ephrin-A5 Menge koénnte moglicherweise EphA-positive
Moosfaseraxone daran hindern innerhalb des Stratum lucidum zu verlaufen und
damit gleichzeitig ein Einwandern der Moosfasern in das Ephrin-A-freie Stratum

pyramidale fordern. Prinzipiell kann exogen zugefiihrtes Ephrin-A5 die vorwarts
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gerichtete EphA-Signaltransduktion aktivieren und dadurch eine kontaktvermittelte
Repulsion der Axone herbeifiihren. Ein alternativer Mechanismus ware, dass Ephrin-
A5 an EphA-Rezeptoren bindet, somit als Ligand agiert und dadurch die rlickwarts
gerichtete Signaltransduktion durch Ephrin-As  verhindert (siehe 3.2.4.

~Maskierungsphanomen®).

PBS BDNF Ephrin-A5 BDNF+ Ephrin-A-5
CA3 Ephrin-A5?
Str. luc.

———
CA3
str. pyr. BDNF?

ATTRAKTICN? REPULSION? kein Antagonismus
wie in-vitro

Abb. 4.1 Schemata zur Erkldrung der in-vivo nahen Daten.

Schwarze Streifen symbolisieren das suprapyramidale Biindel des Moosfasertraktes.

Durch exogen appliziertes Ephrin-A5 kdnnte ein repulsives Territorium innerhalb des Str. luc. (grau schraffierte Flache)
geschaffen werden, was zu einem Eintreten der Moosfaseraxone ins Str. pyr. fuhrt.

CA3 = CA3-Region des Hippocampus, Str. luc. = Stratum lucidum, Str. pyr. = Stratum pyramidale

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die EphA-Ephrin-A-Interaktion die
Moosfaserwegfindung in dem in-vivo nahen System der organotypischen Kultur

beeinflusst, der genaue Mechanismus jedoch schwer zu entschlisseln ist.

4.1.2 Die MAPK-Kaskade: das Bindeglied zwischen der BDNF und
Ephrin-A5 Interaktion

Als nachste Frage stellt sich, wie und wo die vorwarts gerichtete EphA- und BDNF-
Signaltransduktion miteinander interagieren? Eine Ko-Lokalisation des EphA- und
TrkB-Rezeptors konnte nicht beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Die jeweilige
Rezeptoraktivierung, gemessen in der Phosphorylierung des Rezeptors, wurde
durch gleichzeitige Applikation von BDNF und Ephrin-A5 ebenfalls nicht beeinflusst

(Abb. 3.14). Diese Resultate sprechen gegen eine direkte EphA und TrkB Interaktion.
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Die Daten weisen vielmehr darauf hin, dass die gemeinsame Schnittstelle der EphA-
und Neurotrophin-Signalweiterleitung die MAPK-Kaskade darstellt. Hierbei wurde
durch EphA-Rezeptoraktivierung zum einen die Grundmenge des phosphorylierten
ERK erniedrigt und zum anderen die BDNF-induzierte ERK-Aktivitdit gehemmt (Abb.
3.14). Unter Berlicksichtigung der in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse (Abb. 3.15)
und zuvor publizierten Daten (Nievergall et al., 2010; Parri et al., 2005; Yue et al.,
2008; Zhuang et al., 2007) kommen Phosphatasen zur Erklarung dieses molekularen
Mechanismus in Betracht. Phosphatasen sind negative Regulatoren der
phosphorylierenden Kinasen. Generell resultiert die Phosphataseaktivitdt in einer
Entfernung von Phosphatgruppen, wobei es folglich zu einer Dephosphorylierung
des Substrats kommt.

So wurde bereits gezeigt, dass die Protein-Tyrosin Phosphatase Shp2 (SH2 Domaéne-
beinhaltende Protein Tyrosine Phosphatase) an den aktivierten EphA-Rezeptor
rekrutiert wird, was zu einer negativen Regulierung der Fokalen Adhdasionskinase
(FAK) und Integrine fiihrt (Miao et al., 2000). Weitere Forschungsdaten belegen, dass
Protein-Tyrosin Phosphatasen in dem Ephrin-A5 vermittelten
Wachstumskegelkollaps involviert sind (Yue et al., 2008).

Die Phosphatasen Ship-2 (Zhuang et al., 2007) sowie PTB1B (Nievergall et al., 2010)
werden mit der Eph-Rezeptor Internalisierung in Verbindung gebracht, wodurch u.a.
biologische Prozesse wie die Eph/Ephrin-vermittelte Zellpositionierung oder der
Ephrin-induzierte Wachstumskegelkollaps reguliert werden.

In  biochemischen Versuchen in Primarkulturen, die mit verschiedenen
Phosphataseinhibitoren vorinkubiert wurden, war nach Ephrin-A5 Applikation keine
Inhibierung der ERK-Aktivitdt mehr zu verzeichnen (Abb. 3.15). Es ist demzufolge
denkbar, dass es durch Ephrin-A5 zu einer Dephosphorylierung der Ausgansmenge
an phosphoryliertem ERK durch Phosphatasen kommt. Auch der inhibierende Effekt
auf die BDNF-induzierte ERK-Aktivierung ware durch die Aktivierung von
Phosphatasen zu erklaren. Jedoch handelt es sich in diesem Experiment (Abb. 3.15)
um eine alleinige Ephrin-A5 Applikation. Eine gleichzeitige BDNF/Ephrin-A5-
Stimulation ist in zukinftigen Experimenten durchzufihren, um eine korrekte
Schlussfolgerung zu treffen, dass durch Ephrin-A5 Phosphatasen vermehrt rekrutiert
und aktiviert werden und diese dann die BDNF-induzierte ERK-Aktivierung

blockieren.
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Kommt es zu einer Aktivierung von ERK, so kann es im Folgenden zu einer
Translokation der MAP-Kinase in den Zellkern kommen. Immunzytochemische
Versuche haben aufgedeckt, dass eine TrkB-Rezeptoraktivierung zu einer P-ERK
Translokation in den Zellkern flhrt (Abb. 3.16). Eine EphA-Rezeptoraktivierung durch
Ephrin-A5 hingegen fiihrt zu einer Blockierung der BDNF-induzierten Translokation
von ERK in den Zellkern (Abb. 3.16). Wie oben erwdhnt, konnte mittels biochemischer
Versuche gezeigt werden, dass BDNF bei gleichzeitiger Ephrin-A5 Applikation nicht
mehr in der Lage ist ERK zu aktivieren. Es kann vermutet werden, dass es aufgrund
dieser fehlenden Aktivierung nun auch zu keiner Translokation von P-ERK nach
BDNF/ Ephrin-A5 Stimulation in den Zellkern mehr kommen kann.

Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass es nach Ephrin-A5 Stimulation
hippocampaler Neurone zu einer Sequestrierung von P-ERK vornehmlich in den
Neuriten (Abb. 3.15) kam. Die P-ERK Akkumulation waren ebenso nach gleichzeitiger
Stimulation mit BDNF zu beobachten, was dafir spricht, dass dieser Ephrin-A5
induzierte Prozess der Akkumulationsstrukturbildung unabhdngig von BDNF
geschieht.

So fuhrt also eine BDNF-Stimulation zu einer Translokation von P-ERK in den
Zellkern, wohingegen unter Ephrin-A5 Applikation ein Translokationsvorgang nicht
zu beobachten ist, es jedoch zu einer Akkumulation von P-ERK in den Neuriten
kommt. Daten zu den Ephrin-A5 induzierten Akkumulationsstrukturen und der
fehlenden P-ERK Translokation nach simultaner BDNF/ Ephrin-A5 Stimulation lassen
vermuten, dass durch Ephrin-A5 P-ERK aus einem Speicher bereitgestellt wird, der
unabhangig von BDNF ist. P-ERK aus diesem Speicher transloziert nach EphA-
Rezeptoraktivierung nicht in den Zellkern, sondern verbleibt in den Neuriten und
assoziiert mit dem EphA-Rezeptor (Abb. 3.18).

Die P-Erk Akkumulationen kolokalisieren mit EphA-Rezeptoren (Abb. 3.18). Diese
wiederum kolokalisieren mit dem GTPase-aktivierende Protein Ras-GAP. Dieses
Uberfuhrt das kleine G-Protein Ras von seiner aktiven GTP-gebundenen Form in die
inaktive GDP-gebundene Form. Aktiviertes Ras flihrt zu einer Aktivierung von Raf
und weiterer MAP-Kinasen, was zu einer Aktivierung von Wachstums- und
Differenzierungsprozessen fuhrt. Durch Inaktivierung von Ras tGbernimmt Ras-GAP
eine negativ regulatorische Funktion innerhalb des MAP-Kinase Signalweges. Ras-

GAP wurde in Verbindung gebracht nach Rezeptoraktivierung durch Ephrin, die
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MAPK ERK zu inhibieren (Elowe et al., 2001; Tong et al., 2003) (siehe 3.2.10). Ein
moglicher molekularer Mechanismus ware demzufolge die Rekrutierung von Ras-
GAP nach EphA-Rezeptoraktivierung und folglicher Inhibierung der MAP-Kinase ERK,
woraufhin eine Translokation in den Zellkern durch BDNF nicht mehr erfolgen kann.
Es wire demzufolge denkbar, dass durch Uberexpression von Ras oder die
Verwendung von Ras-GAP siRNA, die BDNF-induzierte Phosphorylierung von ERK

nicht mehr durch Ephrin-A5 unterdriickt werden kann.

4.1.3 Eine neue Funktion der vorwarts gerichteten EphA-

Signaltransduktion: Beeinflussung der Genexpression

Es ist zu vermuten, dass die beschriebene Ephrin-A5-vermittelte Hemmung der
BDNF-induzierten ERK-Aktivitdat im Folgenden die Genexpression beeinflusst (Abb.
3.20). Die MAP-Kinase ERK scheint hierbei partiell eine Rolle in dieser Interaktion zu
spielen. Unter Verwendung eines konstitutiv aktiven MEK-Konstrukts blieb eine
Unterdriickung der BDNF-induzierten Genantwort bei gleichzeitiger EphA-
Rezeptoraktivierung aus (Abb. 3.24).

Die Aktivierung diverser Rezeptortyrosinkinasen, wie z.B. des BDNF-Rezeptors TrkB
(Klein et al., 1991), kann die Transkriptionsaktivitat von Genen beeinflussen. Bis dato
konnte jedoch die EphA-Signaltransduktion nicht mit einer Beeinflussung der
Genexpression in Verbindung gebracht werden. In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass eine Aktivierung des EphA-Rezeptors zu einer Hemmung der BDNF-
induzierten Genexpression flihrt (Abb. 3.20). Hierbei erweist sich SRF als
unabdingbarer Transkriptionsfaktor fir die Inhibierung der BDNF-vermittelten
neuronalen IEG Antwort von Egr-1, Egr-2 und Arc (Abb. 3.20). Es stellt sich nun die
Frage, inwiefern die EphA-Signaltransduktion die axonale Wegfindung mittels
Hemmung der BDNF-vermittelten IEG-Induktion beeinflusst? Es ist bekannt, dass
IEGs wie c-fos und Egr-1 neuronale Motilitdt beeinflussen (Jessen et al., 2001;
Levkovitz et al.,2001). Somit kdnnte die BDNF-vermittelte Hochregulierung der IEGs
zur fordernden Wirkung von BDNF auf die Neuriten- und Seitenverzweigungen
fihren (Lowenstein and Arsenault, 1996; Marler et al., 2008). Hierbei kénnte die

EphA-Rezeptoraktivierung durch Verminderung der IEG-Menge in einer Hemmung
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der BDNF-induzierten Neuritenverzweigung resultieren. An dieser Stelle ist
besonders Arc hervorzuheben, da dieses IEG die Dynamik des Aktinzytoskeletts
beeinflusst. Erreicht wird dies z.B. durch die Inhibierung von Cofilin, ein Protein, das
zur Bereitstellung von Aktin fuhrt (Messaoudi et al., 2007; Bramham et al., 2008).
Neben der BDNF-Signalweiterleitung wird durch EphA-Rezeptoraktivierung auch
die FGF-Signaltransduktion inhibiert (Yue et al., 2008). Es liegt die Schlussfolgerung
nahe, dass der auf die Genexpression inhibierende Effekt durch EphA-
Rezeptoraktivierung, die  Tyrosinkinaseaktivitait in  vielen biologischen
Funktionsbereichen moduliert, z.B. in der synaptischen Plastizitat und Ausbildung
axonaler Verzweigungen (Marler et al., 2008). Neben der Unterdriickung der BDNF-
induzierten Genexpression, zeigt die vorwarts gerichtete EphA-Signaltransduktion
einen Effekt auf die Genexpression zytoskelettaler Gene, was potentiell in einer
Repulsion des Wachstumskegels resultieren kann (Tpm1, Tpm2, Actnl, Dnall; Abb.
3.21 und 3.22). So wird nach langanhaltender Ephrin-A5 Stimulation z.B. die mRNA
von Tropomyosinen (Tpm1, Tpm2) hochreguliert (Abb. 3.21 und 3.22). Hierbei handelt
es sich um Proteine, welche filamentdses Aktin (F-Aktin) stabilisieren.

Ein Anstieg der mRNA des zytoskelettalen Gens Tpm wadre folgendermallen zu
erklaren: Es ist bekannt, dass Ephrin-A5 in einem neuronalen
Wachstumskegelkollaps resultiert, was auf die vollstandige Depolymerisation des
Aktinzytoskeletts zuriickzufiihren ist (Dickson, 2001). Daher ware eine Repression
von Tpm1/2 nach Ephrin-A5 Stimulation naheliegend, jedoch erfolgte durch eine
langandauernde Ephrin-A5 Stimulation eine Hochregulierung. Um nun der
anfanglichen Depolymerisation des Aktinzytoskeletts entgegenzuwirken und das
Aktinzytoskelett zu stabilisieren, ist eine Erh6hung des F-Aktin stabilisierenden Gens
Tropomyosin eine mogliche physiologische Konsequenz. Somit wiirde Tropomyosin
dazu beitragen dem Ephrin-A5-induzierten transienten Wachstumskegelkollaps
entgegenzuwirken, woraufhin es zu einer Erholung des kollabierten
Wachstumskegels kommen kann.

Verglichen mit den IEGs (Abb. 3.20), ist die Veranderung der zytoskelettalen Gene
schwacher. Hierbei ist jedoch anzumerken, dass die Grundmenge der
zytoskelettalen Gene wesentlich hoher ist als die der IEGs und damit eine Induktion/

Repression wesentlich schwieriger zu erreichen ist. Der genaue Mechanismus, wie
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diese Gene zu einer EphA-vermittelten axonalen Repulsion fihren, ist in zuklinftigen

Experimenten zu klaren.

4.1.4 Der SRF-Kofaktor MAL als mogliches Bindeglied der EphA-

BDNF-Interaktion

Um die Wirkung der Lenkungsmolekiile Ephrin-A5 und BDNF auf eine SRF-
induzierte Genexpression zu untersuchen, wurde in der vorliegenden Arbeit neben
biochemischen Versuchen und der Analyse auf mRNA Ebene auf ein weiteres
experimentelles System zurilickgegriffen. Hierbei handelt es sich um den
Luziferasereportergenassay unter Verwendung entsprechender
Reportergenkonstrukte (Egr1-Luc, (TSm)z, (Tmm). und (mSm),; siehe Abb. 3.26). Eine
Koapplikation von Ephrin-A5 und BDNF fihrt in Egrl-Luc elektroporierten
Primarneuronen zu einer Inhibierung der BDNF-induzierten Reportergenaktivitat
(Abb. 3.28B). Diese Daten untermauern die in Abb. 3.20 gezeigten Resultate, dass eine
EphA-Rezeptoraktivierung die Neurotrophin-induzierte Genexpression der IEGs
inhibieren kann.

Forschungsdaten belegen, dass die Transkriptionsaktivierung von SRF durch die
MAP-Kinasen Giber den TCF-abhangigen Mechanismus erfolgt (siehe Einleitung 1.2.3)
(Johansen and Prywes, 1994). Neuere Ergebnisse belegen jedoch, dass die
Neurotrophin-vermittelte Transkription Uber den MAL-abhdngigen Signalweg
reguliert wird, was durch die Phosphorylierung von MAL tber die MAP-Kinase ERK
geschieht (Kalita et al.,, 2006; Wickramasinghe et al., 2008). In der vorliegenden
Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Stimulation mit BDNF zu einer raschen
Induktion der Luziferaseaktivitat sowohl in (TSm).als auch (mSm). elektroporierten
Zellen fihrt, jedoch diese in (Tmm).-transfizierten Zellen unterbleibt (Abb. 3.27). Die
Aktivierung des (TSm).-Konstrukts lasst hierbei auf eine Beteiligung des TCF und
MAL-Signalweges schlieBen. Eine robuste Aktivierung in (mSm),-elektroporierten
Zellen und das Ausbleiben einer Genexpressionsantwort in (Tmm),— transfizierten
Zellen, lasst schlussfolgern, dass BDNF moglicherweise Giber die MAL-Signalkaskade
SRF aktiviert. Kalita et al. (2006) konnte nicht ausschlieBen, dass eine Induktion der

Luziferaseaktivitat auf einem indirekten Effekt durch z.B. Aktivierung von SRF-
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Partnerproteinen beruht. Die in der Diplomarbeit (Christin Meier, Universitat
Tubingen, 2007) erhaltenen Daten fir Srf-defiziente Neurone, schlieen einen
solchen von Kalita et al. beschriebenen indirekten Effekt aus, da hier eine
Transkriptionsaktivierung durch BDNF unterblieb.

Ephrin-A5-Fc stimulierte Neurone wiesen eine schwdchere Regulierung der
Genexpression auf, als nach Stimulation mit dem Neurotrophin. In allen drei
Reportergenkonstrukten ((TSm),, (Tmm), und (mSm),) war eine leichte Abnahme
der Luziferaseaktivitdt zu verzeichnen (Abb. 3.27). Dieses Resultat lasst auf eine
Beteiligung des TCF-Signalweges schlieBen und zieht auch eine mogliche
Beteiligung MAL-Signalweges in Betracht. Es kann auf eine SRF-abhdngige
Regulierung der Transkriptionsaktivitat von c-fos geschlossen werden, da in SRF-
defizienten Primarkulturen eine Stimulation mit BDNF oder Ephrin-A5 in keinem der
Konstrukte zu einer Veranderung der Luziferaseaktivitat fihrt (Daten siehe

Diplomarbeit Christin Meier, Universitat Tibingen).

4.1.5 Konsequenz einer BDNF-Ephrin-A5 Interaktion auf die axonale

Lenkung hippocampaler Neurone
In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung der Interaktion der EphA- und
Neurotrophinsignaltransduktion auf hippocampale Neurone untersucht. EphA-
Rezeptoraktivierung fiihrte in kultivierten Primdrneuronen zu einer Hemmung der
BDNF-induzierten Wachstumskegelmotilitdt. In organotypischen Schnittkulturen
des Hippocampus flihrte sowohl die Applikation von BDNF als auch von Ephrin-A5
zu einer Defaszikulierung sowie einem fehlgeleiteten Wachstum hippocampaler
Moosfasern (Abb. 3.13). Proteinbiochemische Untersuchungen ergaben, dass die
MAPK ERK durch beide Lenkungsmolekiile reguliert wird, jedoch mit
unterschiedlicher Wirkungsweise. Wahrend es durch BDNF zu einer Aktivierung von
ERK kommt, erfolgt durch EphA-Rezeptoraktivierung zu einer Inhibierung der BDNF-
induzierten ERK Aktivierung sowie Translokation in den Zellkern. Im Rahmen dieser
Dissertation wurden - mittels Untersuchungen auf mRNA Ebene - erste Hinweise
geliefert, dass die vorwarts gerichtete EphA-Signaltransduktion Einfluss auf die

Genexpression nehmen kann. So bewirkt die Bindung von Ephrin-A5 an den EphA-
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Rezeptor eine Unterdriickung der BDNF-stimulierten Induktion von IEGs. Neben der
Genrepression kommt es durch EphA-Rezeptoraktivierung zu einer Induktion der
Expression zytoskelettaler Gene, welche relevant fiir die Formgebung der Neuronen
wahrend der axonalen Lenkung sein kdnnten. Letztendlich weisen die Daten dieser
Arbeit darauf hin, dass durch die Lenkungsmolekiile BDNF und Ephrin-A5
herbeigefiihrte neuronale Anderungen SRF benétigt wird um eine Funktionalitit zu
gewahrleiten. Gleiches gqilt fir die Reportergenstudien (sieche Abb. 3.20). Die
simultane Stimulation von Ephrin-A5 und BDNF fihrt zu einer Inhibierung der
Neurotrophin-induzierten SRF-abhangigen Transkription des Reportergens. Die
Inhibierung der MAP-Kinase ERK durch Ephrin-A5 koénnte, wie unter 4.1.4
beschrieben, Uber eine TCF- und MAL-abhangigen Verminderung der SRE-
vermittelten Transkription erreicht werden. BDNF hingegen erhdht die ERK-Aktivitat.
Aus den in dieser Arbeit vorliegenden Daten geht hervor, dass BDNF das Zytoskelett
beeinflussende IEG Arc induziert (Abb. 3.20). Dieser Effekt der BDNF-induzierten
Aktivierung von Arc geht Hand in Hand mit zuvor publizierten Forschungsdaten
einher (Bramham et al, 2008). Bramham et al. konnte zudem zeigen, dass die
Aktivierung von Arc durch das Neurotrophin letztendlich in einer Stabilisierung des
Aktinzytoskeletts resultiert. Eine denkbare Folge des inhibierenden Effekts von
Ephrin-A5 auf die BDNF-induzierten ERK-Aktivitdt, ist eine Hemmung der
Genexpression von Arc. Das wiederum hdtte eine Destabilisierung des
Aktinzytoskeletts und damit einen Wachstumskegelkollaps zur Folge. In Abb. 4.1.
dargestellt, ergibt sich aus den Daten der vorliegenden Arbeit ein mogliches Modell
zur Erklarung der molekularen Wirkungsweise, wie Ephrin-A5 mit der Neurotrophin-
induzierten Signalweiterleitung interagiert (siehe Abb. 4.2).

Inwiefern ein kausaler Zusammenhang zwischen der Ephrin-A5 vermittelten
Hemmung der BDNF-induzierten Wachstumskegeldynamik, der MAP-Kinase ERK
und dessen Translokation in den Zellkern sowie dem Ablauf von
Genexpressionsprogrammen herrscht, konnte in dieser Arbeit nicht eindeutig
gezeigt werden. Der genannten Sachverhalte kénnen durchaus miteinander in
Verbindung stehen. Jedoch ist auch in Betracht zu ziehen, dass die Stimulus-
vermittelte Anderung der Wachstumskegeldynamik durch lokale Transkriptions-
und Translationsprozesse innerhalb des Wachstumskegels erfolgen kann und keiner

Signalweiterleitung in das Soma des Neuron bedarf. Hierzu finden sich mehrere
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wissenschaftliche Publikationen, die einen solchen Prozess mittels lokal
translatierter mRNA beschreiben (Lin and Holt, 2007; Mikl et al., 2010; Sasaki et al.,
2010; Yoon et al., 2009).

Abb. 4.2 Mo6gliches Modell einer BDNF-Ephrin-A5 Interaktion

Die Stimulation von BDNF fuhrt zu einer Aktivierung von ERK und Aktivierung des SRF Kofaktors MAL. Die
gestrichelte Linie weist darauf hin, dass der genaue Mechanismus noch ungeklart ist. MAL wiederum kann SRF
aktivieren, was zur Transkription von z.B. |IEGs fuhrt. EphA-Rezeptoraktivierung durch Ephrin-A5 fihrt zu einer
Inhibierung von ERK, vermutlich Gber die Rekrutierung von Ras-GAP. Die gestrichelte Linie weist auch hier auf einen

noch ungekldrten Mechanismus hin. Die Beteiligung eines unbekannten Faktors (Faktor X) ist sehr wahrscheinlich.
Die Hemmung von ERK flihrt zu einer Repression der BDNF-vermittelten Transkription.

4.2 Die Rolle von SRF in der hippocampalen

Entwicklung

Forschungsdaten belegen, dass SRF fir die Entwicklung des Hippocampus
notwendig ist (Knoll et al., 2006; Stritt and Knoll, 2010). So flihrt eine neuronen- und

vorderhirnspezifische Deletion des Transkriptionsfaktors zu einem fehlerhaften
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Aufbau hippocampaler Schichten (Stritt and Knoll, 2010) und einer Fehlsteuerung
der Moosfaseraxone (Knoll et al., 2006). Bei letzterem wandern die Axone nicht wie
in der wildtypischen Situation oberhalb der CA3-Zellkdrperschicht, sondern
innervieren das Stratum pyramidale. Im adulten murinen Hippocampus ist SRF ein
wichtiger Faktor fur Lern- und Gedachtnisvorgange sowie synaptische Plastizitat
(Etkin et al., 2006; Ramanan et al., 2005). Ursache der fehlgeleiteten Moosfasern
konnen wie unter 3.1.1 beschrieben u.a. auf axonaler Seite (z.B. fehlerhafte
Rezeptorexpression) oder in der Umgebung (z.B. verdnderte Expression und
Verteilung von Zelladhasions- oder Lenkungsmolekilen) liegen.

Innerhalb dieser Arbeit konnten zum einen mittels RT-PCR und in-situ
Hybridisierungen verschiedene SRF-Zielgene in Verbindung mit dem in Srf-
Mutanten beobachteten Defekt der hippocampalen Moosfaserwegfindung
gebracht werden (Abb. 3.1 und 3.2). Zum anderen offenbarten organotypische
hippocampale Schnittkulturen ein verandertes Migrationsverhalten der Zellkdrper
in frihen hippocampalen Entwicklungsstadien SRF-defizienter Tiere innerhalb der
CA3-Region (Abb. 3.5 und 3.6).

Neben Lenkungsmolekilen und dem Transkriptionsfaktor SRF spielen
Zelladhasionsmolekiile eine ebenso mal3lgebliche Rolle an der morphologischen
und funktionellen Integritdat hippocampaler Moosfaseraxone (Cremer et al., 2000;
Knoll and Nordheim, 2009). So konnte gezeigt werden, dass eine Deletion des
neuralen Zelladhdsionsmolekiils NCAM zu einer fehlerhaften Faszikulierung,
Lenkung und Innervation der Moosfasern sowie einer ektopischen Synaptogenese
fUhrt (Seki and Rutishauser, 1998). Hierbei ist anzumerken, dass der Phanotyp
NCAM-defizienter Mduse stark dem von SRF-defizienten Mdusen ahnelt. Auch hier
kommt es zu einem fehlerhaften Eintreten der Moosfasern in die CA3-
Zellkdrperschicht (Cremer et al., 1997). Eines der in dieser Arbeit untersuchte Protein
ist Glycam1, welches ebenso wie NCAM ein Zelladhdsionsmolekul darstellt.
Untersuchungen auf mRNA Ebene ergaben, dass dieses Molekdl in den Hippocampi
SRF-defizienter Mause um den Faktor 4,5 hoher ist als in wildtypischen
Kontrolltieren (Abb. 3.1). Bisherige Daten verweisen lediglich auf eine
Bindungsfunktion an Leukozyten Uber L-Selectin (Rosen et al., 1997). Daten dieser
Arbeit (Abb. 3.1), sowie Genexpressionskartierungen (www.brain-map.org) weisen

jedoch auf eine hohe Expression von Glycam1 innerhalb des Hippocampus, sowohl
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in der CA3-Region als auch im Gyrus dentatus. Dieser Faktor ermdglicht die
Leukozytenbindung wie o.g. durch Bindung an L-Selectin. Auch in Studien dieser
vorliegenden Arbeit kommt ein Mitglied der Selectinfamilie - namentlich P-Selectin -
als potentieller Kandidat fiir den Moosfaserphanotyp in Srf-Mutanten in Betracht.
Dieses Molekdl ist im Hippocampus von Wildtypmadusen besonders stark in der CA3-
Region exprimiert (Abb. 3.2). Hierbei konnte Glycam1 den Liganden fir das als
Rezeptor agierende P-Selectin in darstellen. Daten dieser Arbeit zeigen, dass P-
Selectin in SRF-defizienten Hippocampi stark herunterreguliert ist (Abb. 3.1). Es ist
denkbar, dass durch eine Hochregulierung von Glycam1 in Srf-Mutanten der
Herunterregulierung von P-Selectin entgegengewirkt wird. Dies wiirde jedoch auch
bedeuten, dass P-Selectin und Glycam1 nicht an der Moosfaserfehlleitung in SRF-
defizienten Mausen beteiligt sind. Noch andere unbekannte Faktoren in der
Umgebung, spezifisch das Stratum pyramidale der CA3-Region, sind also als eine
mogliche Ursache fir die Fehlleitung der Moosfaseraxone.

Daten der Abb. 3.5. und Abb. 3.6 weisen zudem auf eine mdgliche Migrationsstérung
granuldrer und pyramidaler Zellkérper des Hippocampus hin. So ist in Srf-Mutanten
bereits in sehr frihen Entwicklungsstadien (P3) eine disperse Zellkdrperschicht zu
erkennen. Auch scheint es, als verlauft die Entwicklung des Gyrus dentatus und der
CA-Region in Mutanten verspatet ab. Wie in der Einleitung beschreiben (siehe
1.2.4.2) Gbernimmt SRF als Regulator der Aktin-Dynamik (Schratt et al., 2002; Stern et
al., 2009) wichtige Funktionen in der neuronalen Zellmigration (Alberti et al., 2005),
axonalen Lenkung und Wachstumskegelmotilitdat (Knoll et al., 2006). So fuhrt das
Fehlen von SRF zu massiven Migrationsdefekten neuronaler Vorlauferzellen des
rostral migratory stream (RMS) (Alberti et al., 2005). Es war zu beobachten, dass die
Vorldauferzellen nicht wie Ublich von der Subventrikularzone (SVZ) in den
olfaktorischen Bulbus wanderten, sondern in der SVZ verweilten. Auch die
Entwicklung des Gyrus dentatus geht aus Vorlauferzellen der Subgranuldaren Zone
(SGZ) des Gyrus dentatus (DG) hervor (ausfuhrliche Erlauterung siehe 1.1.4.3). Die
Generierung von Kornerzellen, aus denen die Moosfaseraxone hervorgehen,
werden noch wahrend der ganzen adulten Phase generiert. Da auch fir diesen
Vorgang, ebenso wie bei der Ausbildung des RMS, ein zeitlich und rdumlich exaktes
Migrationsverhalten bendétigt wird, liegt ein Migrationsdefekt in Srf-Mutanten nahe.
Das wiederum konnte zu einer Fehlpositionierung von Korner- und
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Pyramidalzellneuronen fiihren, was eine fehlerhaften Moosfaserwegfindung zur
Folge haben kann. Als moégliche Ursache fiir diesen Defekt wurden in der Arbeit von
Alberti et al. u.a. eine Veranderung in der Genexpression zytoskelettaler Gene in
Betracht gezogen, welche in SRF-defizienten Mausen herunterreguliert waren. Auch
eine verstarkte Inhibierung von Cofilin wurde ebenso als mdglicher Grund fir die
Migrationsdefekte genannt (Alberti et al., 2005). So liegt es nahe, dass aufgrund
ahnlicher Entstehungshintergriinde des RMS und des Hippocampus, das Fehlen von
SRF in die Aktindynamik eingreift und es letztendlich dadurch zu einer fehlerhaften
Positionierung hippocampaler Moosfasern fiihren kann.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass erst das Zusammenspiel von
Lenkungsmolekiilen, Zelladhdsionsmolekiilen und Transkriptionsfaktoren eine

korrekte Entwicklung der hippocampalen Moosfasern erméglicht.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass SRF ein wichtiger Regulator der hippocampalen
Entwicklung ist, wobei der spezielle Fokus auf der Moosfaserentwicklung lag. Die
erhaltenen Daten deuten darauf hin, dass es durch eine Deletion von SRF zu einer
Stoérung der Aktinzytoskelettdynamik kommt. Als Folge dessen kommt es zu
Migrationsdefekten der Zellkbrner- und Pyramidalneurone, was schliel3lich zu einer
Fehlleitung hippocampaler Moosfaseraxone fiihrt. Ebenso wurde SRF eine
Beeinflussung von Zelladhasionsmolekiilen zugewiesen, was als weitere Ursache fir

die Fehlsteuerung des Moosfasertraktes in Betracht gezogen wurde.

Axonale Lenkungsmolekiile spielen fiir die korrekte Verschaltung neuronaler
Netzwerke eine unabdingbare Rolle. Die abgestimmte Wirkung attraktiver und
repulsiver Molekiile ermoglicht dem axonalen Wachstumskegel sein finales
Zielgebiet zu erreichen, wo schliellich Synapsen ausgebildet werden kénnen. Ziel
dieser Arbeit war es zu untersuchen, wie Wachstumskegel die unterschiedlichen
Instruktionen des attraktiven Lenkungsmolekiils BDNF und des vornehmlich
repulsiv wirkenden Ephrin-A5 integrieren und welchen Effekt diese Interaktion auf
die axonale Lenkung hippocampaler Neurone hat.

In-vivo nahe Experimente deuten darauf hin, dass BDNF und Ephrin-A5 eine Rolle in
der hippocampalen Moosfaserwegfindung spielen. Des Weiteren enthiillten in-vitro
Daten, dass Ephrin-A5 der BDNF-induzierten Wachstumskegelmotilitat
entgegenwirkt. In SRF-defizienten Neuronen unterblieb dieser Effekt auf die
Dynamik des Wachstumskegels hippocampaler Neurone. Western Blot Analysen
zeigten, dass Ephrin-A5 die BDNF-induzierte ERK-Aktivitit hemmt. Die
Neurotrophin-induzierte Aktivierung des MAPK-Signalweges resultierte in einer
Translokation von  phosphoryliertem ERK in den Zellkern. Dieser
Translokationsprozess blieb interessanter Weise nach Applikation von Ephrin-A5 aus.
Durch Studien auf Genexpressionsebene konnte herausgefunden werden, dass die

durch BDNF ausgel6ste Signalweiterleitung in einer SRF-abhdngigen Induktion von
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IEGSs, z.B. c-fos, Egr1 und Arc, resultiert. Ephrin-A5 blockiert diesen BDNF-induzierten
Effekt auf die Genexpression der IEGs.

Zusammengefasst deuten die vorliegenden Daten auf eine Interaktion des EphA-
Rezeptors und der Neurotrophine auf der Ebene der MAPK Signalweiterleitung
sowie Genexpression. Diese Interaktion kdnnte nicht nur fir die Entwicklung des
zentralen Nervensystems relevant sein, sondern auch fir andere bereits bekannte
physiologische und pathophysiologische Funktionen der Ephrine und
Neurotrophine, wie z.B. in der Angiogenese (Kraemer and Hempstead, 2003) oder

auch Epilepsie (Gall and Lauterborn, 1992).
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6 Summary

This work proves SRF as an important regulator of hippocampal development
particular focussing on mossy fibre development. The data suggests a
disorganisation of actin cytoskeletal dynamics due to deletion of SRF. As a
consequence granule and pyramidal neurons show defects in migratory behaviour
leading to misguided mossy fibre axons. Furthermore SRF was assigned to influence
cell adhesion molecules, which can be seen as an additional cause for the process of

misguided mossy fibre tract.

For the precise wiring of neuronal circuits, axon guidance cues play a pivotal role.
The concerted action of repulsive and attractive molecules enables the axonal
growth cone to reach its final target, where then synapses can be formed. With this
work | aimed to investigate how growth cones integrate opposing signaling
instructions by the attractive guidance cue brain derived neurotrophic factor (BDNF)
and mainly repulsive acting ephrin-A5 and its effects on hippocampal axon
guidance.

In vivo like experiments suggest a role of BDNF and ephrin-A5 in hippocampal
mossy fibre guidance. Furthermore in vitro data revealed a counteracting capacity of
BDNF-evoked growth cone motility by ephrin-A5. Those alterations on growth cone
dynamics failed in SRF-depleted hippocampal neurons. Western blot analysis
showed that ephrin-A5 inhibited BDNF-induced ERK-posphorylation. Neurotrophin-
induced activation of MAPK signaling pathway resulted in translocation of
phosphorylated ERK into the nucleus. Interestingly, this translocation was prevented
upon simultaneous application of ephrin-A5. Studies on gene expression level
demonstrated that signaling propagation upon BDNF stimulation resulted in SRF-
dependent IEG induction e.g. of c-fos, Egr1 and Arc. Ephrin-A5 antagonized this
BDNF-evoked gene expression of IEGs.

Taken together, the data suggests an interaction of EphA receptor and
neurotrophins converging at the level of MAPK signaling and neuronal gene

expression. This interaction might not be only relevant for the development of the
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nervous system but also for other physiological and pathological functions known
to be regulated by neurotrophins and ephrins, as angiogenesis (Kraemer and

Hempstead, 2003) or epilepsy (Gall and Lauterborn, 1992).
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SH2 Domane-beinhaltende Protein Tyrosine Phosphatase
SH2 Domane-beinhaltende Inositolphosphatase

serum response element
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Zeit

ternary complex factor
tropomyosin 1, alpha
tropomyosin 2, beta
units (Einheiten)
unter anderem

Uber Nacht
Ultraviolettstrahlung
volume per volume
Volt

Virales Protein 16
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Wildtyp

zum Beispiel
Mikroliter

Mikrometer
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