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1 Zusammenfassung

Affektive  Storungen, wie Depressionen, Angsterkrankungen oder das
Posttraumatische Stresssyndrom nehmen in der heutige Zeit einen immer héheren
Stellenwert ein. Molekulare Mechanismen, die diesen Erkrankungen zugrunde
liegen, sind nur unzureichend bekannt. Stress wurde bereits mehrfach als mégliche
Ursache molekularer Veranderungen und Netzwerkstorungen beschrieben. Ebenso
wurde Zelladhdsionsmolekilen eine grol3e Bedeutung bei affektiven Stdrungen
zugeschrieben. Neurofascin gehdrt der Ig-Superfamilie der Zelladhasionsmolekile
an. Seine Lokalisation ist hauptsachlich auf das Axoninitialsegment (AIS) neuronaler
Zellen beschrankt. In dieser Arbeit wurde die Bedeutung der neuronalen
Neurofascin-Isoformen (NF166/NF180/NF186) auf inhibitorische Synapsenbildung
und -stabilisierung sowohl in vitro, als auch in vivo untersucht.

Dabei konnten modulatorische Effekte auf das Geristprotein Gephyrin in primaren
neuronalen Zellen am AIS beobachtet werden. AufRRerdem zeigte die ShRNA-
vermittelte Reduktion der Neurofascinexpression im Gyrus dentatus juveniler Ratten
eine Abnahme pra- und postsynaptischer Strukturen am AIS. Des Weiteren konnte
juveniler Stress im ventralen Gyrus dentaus von Ratten einen Anstieg der NF180-
Expression bewirken, wodurch ein mdglicherweise jugendlicherer Status erreicht
wird. Durch Uberexpression der embryonalen Isoform NF166 in den Gyrus dentatus
sollten mogliche Effekte einer Hochregulierung eruiert werden. Tatsachlich zeigten
sich pra- und postsynaptisch Volumenzunahmen der inhibitorischen Strukturen nach
Uberexpression. Dies zeigt, dass Neurofascin einen Einfluss auf préa-und
postsynaptische Strukturen am AIS hat. Eine weitere Analyse, welchen
regulatorischen Faktoren diese Neurofascinexpression unterliegt, muss durchgefuhrt
werden. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine spezifische
Activinrezeptor-Inhibition die Neurofascin-Expression reduziert. Welche

Mechanismen dieser Regulation zugrunde liegen, muss weiter untersucht werden.
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2 Einleitung

Das Gehirn ist mit seinen annahernd 10'* Neuronen (Nervenzellen) und einer
vielfachen Anzahl an Gliazellen das komplexeste Organ des menschlichen
Organismus. Jedes Neuron, bestehend aus Soma, Axon und Dendriten, bildet
wiederum etwa 1000 synaptische Verbindungen aus, wodurch ein umfassendes,
neuronales Netzwerk mit bis zu 10™ Synapsen entsteht. Die Komplexitat dieses
Organs wird allerdings nicht nur durch diese immensen Dimensionen begrindet,
sondern auch durch die Tatsache, dass eine hohe Anzahl verschiedener Neuronen-
Typen existiert, welche in funktionell und strukturell unterschiedlichen
Kompartimenten des Gehirns organisiert sind. Verbindungen zwischen den einzelnen
Neuronen entstehen durch Aussendungen von Axonen und die Bildung von
Synapsen. Je mehr Synapsen zwischen zwei Neuronen existieren, umso
verlasslicher und starker ist ihr Zell-Zellkontakt(Hyman, 2005, Kandel et al., 2000).
Unter normalen, wie auch pathologischen Bedingungen verédndern sich diese Zell-
Zellkontakte zwischen Neuronen standig (Goda & Davis, 2003). Bis zum heutigen
Tag ist sehr wenig dartber bekannt, wie Neurone ihre Kommunikationspartner finden
und wieviele Synapsen zwischen diesen gebildet werden. Diese Prozesse zu
verstehen, wirde eine neue Mdglichkeit erdffnen, in Pathologien von beispielsweise
affektiven Stérungen wie Posttraumatischer Belastungsstorung, Angsterkrankungen
und Depression eingreifen zu kénnen, um diese besser behandeln zu kdnnen. In
diesem Hinblick soll daher die Funktion des Hippocampus, inhibitorischer chemischer
Synapsen und wichtiger synaptischer Proteine dargestellt werden. Anschlie3end wird
kurz auf den Zusammenhang zwischen affektiven Stérungen und molekularen

Verédnderungen eingegangen.

2.1 Hippocampus

Der Hippocampus als grofdter Teil des Archikortex ist Bestandteil und zentrale
Schaltstation des limbischen Systems, zu welchem unter anderem die Amygdala,

entorhinaler-, perirhinaler- und piriormer Kortex, Gyrus cinguli und der Mamillarkorper
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zahlen.(Maclean, 1952). Aus dem Allokortex entstanden, gehort der Hippocampus

evolutionar gesehen zu den altesten Strukturen des Gehirns.

2.1.1 Aufbau

Die Hippocampusformation lasst sich in die Subregionen Subiculum, Cornu Ammonis
(CA, Ammonshorn) und Gyrus dentatus unterteilen. Ferner kann das Cornu ammonis
in die CA1-CA4-Region
untergliedert werden,
beginnend mit CAl- und
CA2-Region (Abb. 1): Die
hier vorherrschenden
Pyramidenzellen sind
weniger dicht gepackt und
im  Stratum  pyramidale
lokalisiert (Pyramiden-
zellband). lhre Dendriten-

baume reichen in die

beiden Schichten Stratum
Abb. 1. Querschnitt durch den Hippocampus der Ratte. (a) Alveus;

(0) Stratum oriens; (p) Stratum pyramidale; (r) Stratum radiatum; Ofiens (0) und Stratum
(Im) Stratum lacunosum/moleculare; (m) stratum moleculare; (g) radiatum (r). Die sich an-

Stratum granulosum; (h) Hilus.

schlieBende CA3-Region,
mit viel dichter gepackten Pyramidenzellen, befindet sich in der sogenannten ,Kurve*
des Hippocampus. Die CA4 Region, auch Hilus (h) genannt, bildet dann den
Ubergang zum Gyrus dentatus. (Knowles, 1992) Der Gyrus dentatus besteht in
erster Linie aus Neuronen des Kornerzellentyps, welche im Koérnerzellband, dem
Stratum granulosum (g), lokalisiert sind. Ihre Dendriten reichen in die innere und
aul3ere Molekularschicht (Stratum moleculare (m)) des Gyrus dentatus. Dieser
Bereich wird als Eingangsportal des Hippocampus bezeichnet, da hier die meist
exzitatorischen Afferenzen des entorhinalen Kortex auf die Dendritenbdume der
Kornerzellen treffen. Dieser Fasertrakt wird als Tractus perforans bezeichnet (Patton
& McNaughton, 1995). Die Afferenzen innervieren neben den bereits genannten
Kdrnerzellen auch inhibitorische Interneurone, wie Korb (Somata-Innervation) - und

Kandelaber (AlS-Innervation) -Zellen und erzeugen dadurch zum einen eine
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Vorwartshemmung (feed-forward inhibition), aber auch eine negative Ruckkopplung
(feedback inhibition) (Freund & Buzsaki, 1996, Soriano & Frotscher, 1989). Uber
Moosfasern (Axone) innervieren die Kodrnerzellen die Pyramidenzellen des
Pyramidenzellbandes der Subregion CA3. Diese wiederum stehen mit ihren apikalen
Dendriten-Endigungen Uber sogenannte Schaffer-Kollateralen in Verbindung mit den
Pyramidenzellen der CA1-Region, wo die Informationen den Hippocampus uber das
Subiculum wieder verlassen. Aus diesem Grund wird die Projektionsweise des
Hippocampus auch als ,trisynaptisch* bezeichnet. Dennoch existieren viele weitere
Projektionen sowohl innerhalb des Hippocampus, als auch zu benachbarten
Hirnarealen, bis hin zum kontralateralen Hippocampus (Knowles, 1992). Entlang der
longitudinalen Achse kann der Hippocampus in einen dorsalen und ventralen Tell
unterschieden werden. Beide Teile sind vom generellen Aufbau sehr &hnlich.
Dennoch existieren morphologische und funktionelle Unterschiede. Diskutiert wird,
ob sie unterschiedlichen neuronalen Schaltkreisen angehéren (Moser & Moser,
1998). Diese neuronalen Netzwerke unterscheiden sich, bezogen auf ihre
Beschaffenheit, zum Beispiel in der Anzahl von Mooszellen, sowie in der Dichte
noradrenerger, serotonerger und adrenerger Terminalen. Beides ist im ventralen Part
des Hippocampus, relativ zum dorsalen Part gesehen, erhéht (Gage & Thompson,
1980). Daflr existieren im dorsalen Hippocampus mehr Platz-Zellen als im ventralen
Part (Jung et al., 1994). Dies verursacht funktionelle Unterschiede zwischen

dorsalem und ventralem Hippocampus.

2.1.2 Funktion

Der gesamte Hippocampus wird mit einer Vielzahl verschiedener Funktionen in
Zusammenhang gebracht. Neben kognitiven Aufgaben werden Funktionen wie
Gedachtnis und Lernen (spatial, episodisch, kontextbezogen) mit dem Hippocampus
assoziert. Stress (Dedovic et al., 2009, Jacobson & Sapolsky, 1991) und
Emotionsablaufe spielen ebenso eine entscheidende Rolle. Aufgrund bereits
erwahnter diverser anatomischer Unterschiede wird diskutiert, ob der Hippocampus
in zwei funktionelle Kompartimente eingeteilt werden kann, den dorsalen (rostralen)
und den ventralen (kaudalen) Hippocampus. Im Folgenden werden funktionelle
Unterschiede zwischen den beiden Kompartimenten dargestellt (Fanselow & Dong,
2010).
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Verschiedene Lasionsstudien weisen darauf hin, dass die zwei Drittel des dorsalen
Hippocampus flir rdumliches Gedachtnis verantwortlich zu sein scheinen. Der
ventrale Hippocampus macht ein Drittel der Hippocampus-Struktur aus und hat viele
Afferenzen zur Amygdala und dem rostralen Hypothalamus (Amaral & Witter, 1989,
Witter, 2007). Dies legt nahe, dass der ventrale Hippocampus mit neuroendokrinen,
emotionalen und autonomen Systemen interagiert. Neurotoxische Lasionen des
ventralen Subiculum, durch welche wichtige Efferenzen zum Hypothalamus
beeintrachtigt sind, fuhren zu Hyperglukokortikoid-Sekretion und erhdhtem
Stressverhalten. Daraus kann eine mdgliche Involvierung in die Regulierung der
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse vermutet werden (Herman et
al., 2005).

2.2 Chemische Synapsen

Synapsen werden als Kontaktstelle zwischen zwei Nervenzellen bzw. zwischen einer
Nervenzelle und einer Muskelzelle definiert. Dabei kann ein Neuron eine hohe
Anzahl synaptischer Verknlpfungen ausbilden. Die Erregungsubertragung durch
Synapsen kann entweder durch elektrische Synapsen (gap junctions), bidirektional
und ohne Zeitverzogerung stattfinden, oder durch eine chemische
Erregungsiibertragung. Diese Reizweiterleitung durch chemische Synapsen ist
unidirektional und minimal zeitverzogert (1 ms). Dabei wird ein elektrisch
ankommendes Aktionspotential durch Ausschittung von Neurotransmittern in ein
chemisches Signal umgewandelt (Kandel et al., 2000). Die chemische Synapse ist
die haufigste, im zentralen Nervensystem vorkommende, Synapsenart (Hyman,
2005). Es werden drei verschiedene chemische Synapsentypen, je nach ihrer
Lokalisation (axo-somatisch, -dendritisch, -axonisch), unterschieden.

Eine chemische Synapse besteht aus drei strukturellen Elementen, einer
Prasynapse, einem 20-40 nm breiten synaptischen Spalt und einer Postsynapse. Die
Prasynapse ist rdumlich exakt gegenuber der Postsynapse gelegen. In der
Prasynapse befinden sich verschiedene Proteine, welche die Verpackung und
Freisetzung von Neurotransmittern regulieren. Diese werden bei ankommendem
Aktionspotential in den synaptischen Spalt entlassen. Dieser besteht maf3geblich aus

stabilisierenden Komponenten der Extrazellular-Matrix.
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Die Postsynapse besteht aus der postsynaptischen Membran, die eine hohe Anzahl
von Rezeptoren und Proteinen an der Membran konzentrieren, der sogenannten
»postsynaptischen Dichte* (PSD) (Kneussel & Loebrich, 2007). Die postsynaptischen
Rezeptoren werden durch verschiedene Struktur- und GerUstproteine an der
Membran verankert. Die Rezeptoren ragen dabei in den synaptischen Spalt hinein.
Hier binden schliel3lich die Neurotransmitter aus der Prasynapse und l6sen dadurch
eine Signalkaskade aus (Scheiffele, 2003).

Es werden zwei Synapsentypen hinsichtlich ihrer Morphologie unterschieden. Zum
einen die exzitatorischen (Gray Typl) Synapsen, welche ein erregendes Signal,
meist durch den Neurotransmitter Glutamat, an der Zielzelle auslosen und die
inhibitorischen Gray Typ 1l Synapsen, welche ein hemmendes Signal an der
Zielzelle, meist durch den Neurotransmitter GABA (y-Aminobuttersaure), hervorrufen
(Lardi-Studler & Fritschy, 2007). Im Folgenden soll der Fokus auf die inhibitorischen

Synapsen gelegt werden.

2.2.1 Inhibitorische Synapsen

Die zwei haufigsten Neurotransmitter inhibitorischer Synapsen sind Glyzin und GABA
(y-Aminobuttersaure). Wahrend der Neurotransmitter Glyzin vornehmlich im
Hirnstamm und Ruckenmark lokalisiert ist, kommt der Neurotransmitter GABA mit
seinen GABAergen Synapsen im gesamten zentralen Nervensystem vor (Kneussel &
Loebrich, 2007, Malosio et al.,, 1991). Mit Hilfe der Glutamat-Decarboxylase
(GADG65/67) entsteht in der inhibitorischen Prasynapse aus der Aminosaure Glutamat
der Neurotransmitter GABA. Dieser wird in Vesikel verpackt, welche bei Ankunft
eines Aktionspotentials an der ,aktiven Zone" der prasynaptischen Membran in den
synaptischen Spalt entlassen werden. Nun kann der Neurotransmitter GABA an
GABA-Rezeptoren der postsynaptischen Dichte (PSD) binden. Die inhibitorische
postsynaptische Dichte unterscheidet sich von der exzitatorischen nicht nur
hinsichtlich ihrer Rezeptoren. Die Proteine der inhibitorischen PSD besitzen im
Gegensatz zu denen der exzitatorischen PSD keine PDZ-Domanen (PSD-95/Discs
large/Zona occludens-1) (Lardi-Studler & Fritschy, 2007). Damit unterscheiden sich
inhibitorische Synapsen prinzipiell von exzitatorischen Synapsen und kdnnen Uber
spezielle Markerproteine voneinander unterschieden werden (Lardi-Studler &

Fritschy, 2007). Auch bei den GABA-Rezeptoren kann man zwei Typen voneinander
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unterscheiden. Es gibt ionotrope GABAa-Rezeptoren und metabotrope GABAg-
Rezeptoren, wobei der Fokus hier auf GABAx-Rezeptoren liegt, da deren Anordnung
und Funktion mit affektiven Stérungen in Verbindung gebracht wird (Jacobson-Pick
et al., 2008, Zheng et al., 2009). GABAx-Rezeptoren sind ionotrope Pentamere,
bestehend aus einer sehr heterogenen Zusammensetzung der verschiedenen
GABAa-Rezeptor-Untereinheiten (01-s, PB1-4, Y14, 0, P1-3, 6, T). Die Zusammen-
setzung des Rezeptors wird mit dessen spezifischer Funktion assoziiert (Fritschy &
Brunig, 2003). Die am haufigsten vorkommende Komposition der Untereinheiten
eines GABAx-Rezeptors im ZNS ist 2xa, 2xf3 und 1xy (Baumann et al., 2001). Durch
die Bindung des Neurotransmitters an den Rezeptor kommt es zu einer
Konformationsanderung der GABAa-Rezeptoren und damit zum Offnen des
lonenkanals. Die GABAa-Rezeptoren sind Transmembranproteine, welche unter
anderem durch Gephyrin an der Membran verankert werden. Gephyrin ist ein
Tubulin-bindendes Gertstprotein, welches durch Oligomerisierung eine hexagonale
Geruststruktur an der postsynaptischen Membran ausbildet. Immunhistologische
Analysen zeigen eine Kolokalisation von GABAa-Rezeptoren und Gephyrin. Eine
direkte Interaktion zwischen den beiden postsynaptischen Komponenten konnte mit
der az- und oz-Untereinheit des GABAa-Rezeptors nachgewiesen werden (Lardi-
Studler & Fritschy, 2007, Tretter et al., 2011). Eine Besonderheit stellt das
Axoninitialsegment (AIS) mit der exklusiven Innervation durch die sogenannten
Kandelaberzellen (Chandelier-Neurone) dar. Diese GABAergen Neurone sind fur den
inhibitorischen Input am AIS verantwortlich und regulieren somit die Feuerraten der

jeweiligen Zellen (Howard et al., 2005, Somogyi et al., 1983).

Axoninitialsegment

Das Axoninitialsegment (AIS) ist ein hochspezialisiertes Kompartiment des Axons,
welches sich an den Axonhigel anschlief3t und zwischen 11 um und 40 um lang ist.
Die hohe Spezialisierung in Struktur und Funktion ist durch die Assemblierung
spezifischer Proteine, an diesem Teil des Axons, charakterisiert. Beispielsweise wird
eine hohe Natriumkanal-Dichte beschrieben (Carras et al., 1992), welche fur das
Absinken des Schwellenpotentials der Membran verantwortlich ist und zur

Generierung der Aktionspotentiale an dieser Stelle beitragt.
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Neben einer Anreicherung von Natriumkandlen werden auch Kaliumkanale,
Ankyrin G (AnkG), pIV-Spektrin und die Zelladhasionsmolekile NrCAM und
Neurofascin am AIS assembliert. Hedstrom et al. zeigten, dass durch den
Knockdown von AnkG die Lokalisation aller anderen Proteine des AIS gestort ist
(Hedstrom et al., 2007). Nach Knockdown von NrCAM, Neurofascin und BIV-Spektrin
wird die Zusammensetzung der AlS-Komponenten allerdings nicht gestort.

Des Weiteren konnte Ango et al. zeigen, dass in zerebellaren Purkinjezellen ein
Neurofascin-Gradient vom Soma hin zum AIS besteht. Dieser korreliert mit der
Ausdehnung der Korbzell-Terminalen, den sogenannten ,Pinceau-Synapsen®. AnkG
stabilisiert diesen Gradienten, denn nach Knockout von AnkG konnte keine
gradientenabhangige Pinceau-Synapsenverteilung am AIS mehr beobachtet werden
(Ango et al., 2004).

2.3 Zelladhasionsmolekule — Neurofascin

Als Zelladhasionsmolekile (Cell Adhesion Molecules — CAMs) werden Proteine
bezeichnet, welche Kontakte zwischen Zellen bzw. zwischen Zellen und
Extrazellular-Matrix (Integrine) vermitteln (Dalva et al., 2007). Dadurch wird ein
Zusammenhalt des Gewebes erzeugt und eine interzellulare Kommunikation
ermdglicht. Die Interaktion der Zelladhdsionsmolekille kann homophilen oder
heterophilen Charakters sein und in cis oder in trans stattfinden (Alberts, 1995).

Des Weiteren sind CAMs an zahlreichen Prozessen bei der Synapsenbildung und —
Stabilisierung beteiligt. Bei diesen Prozessen sind verschiedene Klassen von
Zelladh&sionsmolekilen involviert.

Bei der Klasse der Cadherine handelt es sich um kalziumabhéngige
Transmembranproteine, welche hauptsachlich tGber homophile Interaktionen Zell-
Zell-Kontakte vermitteln. Sie sind Uber B-Catenine am Aktinzytoskelett verankert und
spielen eine wichtige Rolle bei friihen Prozessen der Synaptogenese, sowie der
Kontaktstabilisierung. Des Weiteren werden sie mit der Bildung exzitatorischer
Synapsen in Verbindung gebracht (Dalva et al., 2007).

Eine weitere Klasse von CAMs ist die Immunglobulinsuperfamilie (IgSF). Es handelt
sich um Transmembranproteine, welche sich durch eine variable Anzahl

extrazellularer Ig-ahnlicher Domé&nen (stabilisiert Uber Disulfidbriicken zweier
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Cysteine) und einer unterschiedlichen Anzahl an Fibronektin-Wiederholungseinheiten
des Typs Il (FNIlI-&hnliche Doméne) auszeichnen. Neben SynCAM, welches sowohl
pra- als auch postsynaptisch auftreten kann, muss auch das neuronale
Zelladhasionsmolekuil (neuronal cell adhesion molecule) NCAM genannt werden.
NCAM wird eine Rolle beim Neuritenauswachsen, sowie bei Prozessen von
exzitatorischer Synapsenbildung und -stabilisierung zugeschrieben. Es existieren
drei Hauptisoformen (NCAM120, NCAM140, NCAM180), welche sich nur in ihrer
zytoplasmatischen Domane unterscheiden (Dalva et al., 2007, Washbourne et al.,
2004).

Weitere Mitglieder der IgSF sind die CAMs der L1-Untergruppe. Dieser Untergruppe
wiederum gehéren neben L1 auch Neurofascin, NrCAM und CHL1 an. Sie sind

vermutlich an der inhibitorischen Synaptogenese beteiligt (Saghatelyan et al., 2004).

Neurofascin

Neurofascin wurde erstmalig im Huhn entdeckt (Rathjen et al., 1987). Dabei konnte
ein Neurofascin-Gen identifiziert werden, dass aus 33 Exons besteht und dessen

—I— MRNA 8,5 kb grof3 ist. Strukturell ist

(g Neurofascin, wie auch die anderen
@ | Mitglieder der L1-IgSF, durch sechs
@ L ;_-__g.--;? Immunglobulin-ahnliche Doméanen, bis
@ {59 ) . ) .
g_jiéé’} (’1%23 klgfﬂ zu funf FNIII- &hnliche Domanen, einer
..-;":iaé"é (g3 (g Transmembrandomane  und  einer
= (:'_934'_\5 @g5) kurzen zytoplasmatischen Doméane
g @5 (g6 . :
FN2. g) ‘-'-%6-) gekennzeichnet. Aufgrund diverser
FN4 {Igﬁ_;} FN1 . .. .
= [ potentieller Sequenzen fir alternatives
[FN1| [FN2|
PAT F,’qu 'FN4 SpleiRen entsteht eine Vielfalt von
FN5' FN4\ [FNS Neurofascin-Isoformen. Mdgliche
1] AR ' SpleiRstellen befinden sich an der
PAT-Domane (Prolin, Alanin, Threonin-
NF186  NEI96 e reiche Domane), der dritten und fiinften

FNIIl-  &ahnliche Domane, zwischen
Abb. 2. Haufigste Neurofascin-Isoformen. ) ) o .
Neuronal: NF186 und NF166 zweiter und dritter 1g-&hnlicher Doméne

Glial: NF155 und am NH2-Terminus. Die durch
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alternatives Spleil3en entstehenden drei Haupt-lsoformen des Neurofascins sind in
Abb. 2 dargestellt (Hassel et al., 1997, Rathjen et al., 1987). NF166 und NF186 sind
neuronale Isoformen, wohingegen die NF155-Isoform von Gliazellen wie
Schwannzellen und Oligodendrozyten exprimiert wird. NF155 besitzt vier FNIII-
ahnliche Doméanen (1-4), interagiert mit Contactin und Paranodin und ist an der
Bildung der Paranodien beteiligt (Schafer et al., 2004, Sherman et al., 2005).
Neuronales Neurofascin ist auf auswachsenden Neuriten (Rathjen et al., 1987),
sowie in reiferen Neuronen am Axoninitialsegment und an den Ranvier'schen
Schndrringen zu finden (Kriebel et al., 2011, Zonta et al., 2011). Die zwei neuronalen
NF-Isoformen unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Komposition der FNIII- &hnlichen
Doménen und dem Vorhandensein der PAT-Doméne. NF166 wurde im Huhn
entdeckt, besitzt keine PAT-Domane und besteht aus den FNIII- &hnlichen Doméanen
1, 2 und 4. NF186 unterscheidet sich von NF166 durch die zusatzliche flnfte FNIII-
ahnliche Doméane und das Vorhandensein der PAT-Domé&ne. Dadurch kann es,
aufgrund von sterischen Verdnderungen, zu unterschiedlichen Affinitaten diverser
Interaktionspartner kommen (Koticha et al., 2005, Pruss et al., 2006). Neben der
Assoziation von NrCAM am AIS von Purkinjezellen (Davis et al., 1996) interagiert
Neurofascin 166 in cis mit dem FGFR1, und verbindet somit extrazellulare Signale
mit der intrazellularen Signaltransduktion (Kirschbaum et al., 2009). Weitere direkte
Interaktionen finden zwischen Ankyrin G und Neurofascin, durch Phosphorylierung
des FIGQY-Motivs des Neurofascins, statt (Jenkins et al., 2001). Dadurch kénnte die
Lokalisation von Neurofascin am AIS bestimmt werden. Durch Interaktionen mit
Proteinen der extrazellularen Matrix (EZM), wie beispielsweise mit Brevican, wird
eine AlS-spezifische EZM assembliert (Hedstrom et al., 2007). Weiterhin weisen die
Isoformen des Neurofascinproteins unterschiedliche zeitliche Expressionsmuster auf,
wodurch ihnen unterschiedliche physiologische Bedeutungen zugeschrieben werden
kénnen. NF166 ist in fur die Entwicklung relevanten Stadien exprimiert und wird eine
Funktion beim Auswachsen von Neuriten und der Entstehung von Gephyrin-
Aggregaten am Axonhugel beigemessen. Wahrenddessen wird NF186 erst zu
spateren Zeitpunkten exprimiert und zeigt eine hemmende Wirkung auf das
Neuritenwachstum und die de novo Gephyrin-Bildung am Axonhtigel (Burkarth et al.,
2007, Pruss et al., 2006, Volkmer et al., 1998).



2 Einleitung 11

Am AIS von Neuronen des Gyrus dentatus in vivo wird nach Knockdown von NF186
in adulten Ratten eine Reduktion synaptischer Spots beobachtet. Dies deutet auf
eine wichtige Rolle von NF186 in der Stabilisierung inhibitorischer Synapsen hin
(Burkarth et al., 2007, Kriebel et al., 2011).

2.4  Affektive Stérungen - Posttraumatische Belastungsstorung (PTBS)

Eine Posttraumatische Belastungsstérung entsteht laut Weltgesundheitsorganisation
(WHO) als nachtragliche Antwort auf ein traumatisches Erlebnis (tiefdringender
negativer Stress-Disstress). Betroffene erleben das traumatische Geschehen immer
wieder in Form von sogenannten ,flashbacks”. Sie isolieren sich von ihrer Umwelt,
stumpfen emotional ab, weisen eine erhohte Reizbarkeit und Schreckhaftigkeit auf
und leiden unter Schlaflosigkeit und Anhedonie. Die Symptomatik der
Angsterkrankung und Depression geht mit der PTBS einher und kann bis zur
Personlichkeitsveranderung und zu Suizidgedanken fuhren. Die Wahrscheinlichkeit
in der allgemeinen Bevdlkerung eine Posttraumatische Belastungsstorung zu
entwickeln betragt zwischen 8-10%. Stress mit seinen Auswirkungen auf
verschiedene molekulare und funktionale Systeme im Gehirn, als Ursache affektiver
Stérungen wie beispielsweise PTBS, gilt es zu untersuchen.

Charakteristisch fur PTBS und Depression sind reduzierte Hippocampus-Volumina
im Vergleich zum gesunden Probanden (Vaiva et al., 2004, Villarreal et al., 2002),
begriindet auf molekularen Verdnderungen im zentralen Nervensystem. Solche
molekularen Veréanderungen konnten unter anderem im inhibitorischen System und

insbesondere mit GABAaA-Rezeptoren im ZNS in Verbindung gebracht werden.

Mit GABAA-Rezeptoren und affektiven Stérungen wird auch Activin assoziiert. Activin
ist ein Mitglied der TGF@-Superfamilie (transforming growth factor (3). Es bindet an
einen Activin-Rezeptor Typ Il (ACVR2A, ACVR2B), welcher einen Activinrezeptor
Typ | (ALK4/5/7) rekrutiert und diesen an der intrazellularen GS-(Glyzin/Serin)
Doméane phosphoryliert. Die Phosphorylierung bewirkt eine Konformationsanderung,
welche wiederum eine Phosphorylierung von an der Membran lokalisierten SMAD-
Proteinen auslost. Diese Smad-Proteine (Smad2/3) oligomerisieren im Zytoplasma
mit einem Co-Smad (Smad4). Der entstandene Smad-Komplex gelangt in den
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Nukleus, wo er an die DNA des Zielgens bindet und Transkription auslésen kann
(Heldin et al., 1997, Massague et al., 1994). Activin ist ein multifunktionelles Protein,
welches sowohl die Proliferation, als auch hormonelle Prozesse reguliert. Jungst
konnte von Werner et al. gezeigt werden, dass Activin bei der Geweberegenerierung,
Fibrose und inflammatorischen Erkrankungen eine grof3e Bedeutung zu haben
scheint (Werner & Alzheimer, 2006). Auch im zentralen Nervensystem wird Activin
eine wichtige Rolle zugesprochen. Neben einer antidepressiven Wirkungen von
Activin im Hippocampus von Ratten (Dow et al., 2005) konnte in transgenen Mausen
durch Activin-Inhibierung ein angstlicher Phanotyp hervorgerufen werden (Ageta et
al., 2008). Zengh et al. brachten Activin wiederum mit GABAa-Rezeptoren in
Verbindung. AufRerdem konnten unter anderem Veranderungen in der GABA-
Neurotransmitterfreisetzung detektiert werden. Somit bestehen starke Hinweise
darauf, dass Activin pra- und postsynaptische Komponenten GABAerger Synapsen
beeinflusst (Zheng et al., 2009).

Um den Zusammenhang zwischen Pathologien des ZNS und molekularen
Verédnderungen, die mit diesen Pathologien einhergehen, zu verstehen, bedarf es

noch zahlreicher Ideen und weitreichender Forschung.
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3 Zielstellung

Ziel dieser Arbeit ist die weiterfihrende funktionelle Analyse und Charakterisierung
der Neurofascin-Isoformen in dissoziierten hippocampalen Neuronen. Auf3erdem soll
die Funktion von Neurofascin in juvenilen Ratten in vivo, sowie der Einfluss von

Stress auf neuronale Neurofascin-lsoformen, eruiert werden.

Zur Realisierung dieses Projektes sollten diverse neuronale Neurofascin-lsoformen
in primare hippocampale Neurone eingebracht werden, um den Einfluss der
jeweiligen Isoform auf die inhibitorische Struktur Gephyrins, hinsichtlich seiner
Aggregat-GréRe und —Anzahl, zu analysieren.

In wieweit ein Effekt auf inhibitorische Strukturen nach shRNA-vermittelter
Neurofascin-Reduktion im komplexen System, in vivo, bestatigt werden kann, sollte
im Anschluss geklart werden.

In einer Kooperation mit der Universitat Haifa, Israel, sollten weiterhin mdgliche
Effekte von Stress auf die neuronalen Isoformen eruiert werden. Unterschiede im
Neurofascin-Expressionsmuster sollten durch eine quantitative RT-PCR von
verschieden gestressten Ratten analysiert werden.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist die Validierung mdglicher Effekte der embryonal-
prominenten Neurofascin-Isoform nach Uberexpression im Hippocampus in vivo.
Schliel3lich sollten mdgliche Grinde fur Veranderungen im Expressionsmuster von
Neurofascin eruiert werden. Daflr sollte ein Zusammenhang mit Activin, einem

Mitglied der TGF-B-Familie, untersucht werden.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Verbrauchsmaterialien

Die Verbrauchsmaterialien wurden von den Firmen CARL RoTH GmbH & Co. KG

(Karlsruhe), RocHE (Mannheim), MERcK (Darmstadt), SIGMA-ALDRICH (Taufkirchen),

GREINER BIO-ONE, (Frickenhausen), EPPENDORF (Hamburg), PeEQLAB (Erlangen),

CORNING (New York, USA), SARSTEDT (Nurnbrech), INNOVATIVE LABOR SYSTEME
(Stutzerbach), BD BioscieNCE (Bedford USA) und BiocHROME (Cambridge, GB)

bezogen.

4.1.2 Gerate

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Gerate und Materialien verwendet:

Agarose-Gel
Dokumentations-System

Autoklav

Biophotometer

Binokular Stemi V6

Brutschrank

CLSM 510 Meta
Elektrophoresekammer

7500 Fast Real-Time PCR-System
GFL Wasserbad

Incubator shaker C25

Kandulen, Sterican 0,8 X40 mm
Magnetruhrer lkamag®
Megafuge 1.0R

Mikroskop Axiovert 200M
Mikroskop Nikon Eclipse TE300
Multiplate-Reader, PHERAstar

INTASSCIENCE IMAGING INSTRUMENTS
GwmMBH,Gottingen

H+P LABORTECHNIK, OberschleiRheim
EPPENDORF, Hamburg

CARL ZEISS MICROIMAGING GmbH, Goéttingen
WTB BINDER, Tuttlingen

CARL ZEISS MICROIMAGING GmbH, Goéttingen
FISHER SCIENTIFIC GmbH, Schwerte
APPLIED BIOSYSTEMS Inc., USA

GFL, Burgwedel

NEwW BRUNSWICK SCIENTIFIC, Nirtingen

B. BRAUN MELSUNGEN AG, Melsungen
IKA-WERKE GmbH & CO. KG, Staufen
HERAEUS INSTRUMENTS, Osterode

ZEISs, Oberkochen

NIKON, Japan

BMG LABTECH, Offenburg
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Nahtmaterial, Prolene-Faden

Neubauer Zahlkammer

PCR-Gerat Primus 96 plus MWG
Platform-Schwenker DuoMax 2030

Praparations-/OP-Besteck

Rasierklingen
SDS-PAGE-Kammer
Sekundenkleber
Skalpellklingen
Spritzen, Omnican-F
Sterilbank
ThermocyclerT3000
Thermomixer compact
Vortex Heidolph REAX 2000
Waage BP 3100S
Waage AE160
Zentrifuge Universal 2S
Zentrifuge Mikro 20
Zentrifuge 5415C
Zentrifuge 5810R

ETHICON; JOHNSON&JOHNSON MEDICAL GMBH,
Norderstedt

BRAND, Wertheim

BioTECH AG, Ebersberg

HEIDOLPH, Schwabach

FINE SCIENCE TooLs GmeH, Heidelberg
AESCULAP AG, Tuttlingen

WILKINSON SWORD GmbH, Solingen
BIORAD, Munchen

UHU GMBH & Co KG, Buhl / Baden
SCHREIBER GmbH, Fridingen

B. BRAUN MELSUNGEN AG, Melsungen
BDK, Sonnenbihl-Genkingen
BioMETRA GmbH, Gdéttingen
EPPENDORF, Hamburg

HeIDOLPH, Schwabach

SARTORIUS, Goéttingen

METTLER, Giessen

HETTICH, Schweiz

HETTICH, Schweiz

EPPENDORF, Hamburg

EPPENDORF, Hamburg
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4.1.3 Antikorper

In der vorliegenden Arbeit kamen folgende Antikorper zur Anwendung.

Primarantikorper:

sodium channel, Natriumkanal

Bezeichnung Wirtsspezies Arbelts-. Hersteller
konzentration
. ) Abcam plc,
anti-c-myc (9E10) Maus 1:50 Cambridge, UK
Chemicon,
Anti-GABAA Rezeptor, R3-UE Maus 1:200 Temecula, CA.
USA
Anti-GABAA Rezeptor, y2-UE  |Kaninchen 1:200 Synaptic Systems
pror. y ' GmbH, Gottingen
anti-GADG65, , ) Chemicon,
Glutamatdecarboxylase Kaninchen 1:1000 Hampshire,UK
- . ) Synaptic Systems
Anti-Gephyrin Maus 1:100 GmbH, Gottingen
Anti-Gephyrin Kaninchen 1:100 Synaptic Systems
phy ' GmbH, Gottingen
anti MAP2, Microtubuli ) Sigma-Aldrich
assoziertes Protein-2 Maus 1:1000 GmbH, Steinheim
anti M_AP2, Mlcrot.ubull Kaninchen 1:1000 Millipore GmbH,
assoziertes Protein-2 Eschborn
anti-NF, Neurofascin,
cytoplasmatische Domane, R. Kaninchen 1:1000 laboreigen
norvegicus
. : Cell signaling,
anti-PSD-95, Postsynaptische [, - inchen 1:100 NEB, Frankfurt am
Dichte-95 :
Main
anti-VGSC, voltage gated . Sigma-Aldrich
sodium channel, Natriumkanal Maus 1:100 GmbH, Steinheim
anti-VGSC, voltage gated Kaninchen 1:100 Sigma-Aldrich

GmbH, Steinheim

Tab. 1: Ubersicht der in dieser Arbeit verwendeten Priméarantikorper
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Sekundarantikorper:

Bezeichnung Wirtsspezies Arbelts-_ Hersteller
konzentration

. . . Dianova GmbH,
Cy3-anti-mouse Ziege 1:500 Hambura

_ ] . ) Dianova GmbH,
Cy3-anti-rabbit Ziege 1:500 Hamburg

_ . ) Dianova GmbH,
Cy5-anti-mouse Ziege 1:500 Hambura

. . . . Dianova GmbH,
Cy5-anti-rabbit Ziege 1:500 Hamburg

Tab. 2: Ubersicht der in dieser Arbeit verwendeten Sekundarantikérper

4.1.4 Chemikalien und Lésungen

Die Chemikalien wurden, soweit nicht anderweitig beschrieben, von den Firmen CARL
RoTH GmbH & Co. KG, SIGMA-ALDRICH CHEMIEGMBH (Taufkirchen) oder PAA-
LABORATORIESGMBH (Pasching) bezogen.

4.1.5 Puffer und L6ésungen

Folgende Puffer und Lésungen wurden in der vorliegenden Arbeit verwendet:
TAE-Puffer (50%) (DNA-Gelpuffer)

2 M Tris

250 mM Natriumacetat

50 mM EDTA

pH 7,8 mit 96% (v/v) Essigsaure

DNA-Auftragspuffer (5x)
8,7% (v/v) Glycerol

50 mM Na, - EDTA

0,25% (w/v) Bromphenolblau
in TAE Puffer (10x)

Ethidiumbromid-LAsung
10 mg/ml Ethidiumbromid
in ddH»0
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TRIS (1 M)
121,14 gin 11 ddH,0

pH 7,5

TBE-Puffer (10x)
1MTRIS

0,9 M Borsaure
0,01 M EDTA

TE-Puffer
10 mM Tris
1 mM EDTA
pH 8,0

4% PFA/PBS
40 g PFA
in11PBS, pH 7,4

20% (v/v) Triton X-100
20 ml Triton X-100
ad 1 | bidest. Wasser

0,2% (v/v) TritonX-100/1xBMB/1xPBS
100 pl 20% Triton X-100
ad 10 ml 1 x BMB/1 x PBS

0,6% (v/v) TritonX-100/1xBMB/1xPBS
300 pl 20% Triton X-100
ad 10 ml 1 x BMB/1 x PBS

20% Glukose
20 g D(+)-Glukose

ad 100 ml bidest. Wasser; sterilfiltriert
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HBSS-HEPES-Puffer

1000 ml HBSS mit Ca?* und Mg?*, ohne Phenolrot
7 ml 1 M Hepes

10 ml Penicillin/ Streptomycin (100x)

1 M HEPES

23,83 g Hepes

ad 100 ml ddH,0; pH 7,3
sterilfiltriert

5,5% NaHCO;
5,5 g NaHCO;
ad 100 ml ddH-»O:; sterilfiltriert

5% PEI
Polyethylenimine 50% (w/v)
1:10 mit H,O verdinnen

3% (v/v) BM/H,0
3 ml BM flussig
ad 100 ml H,O

Blockierungsreagenz (10x) (BMB)

100 g Blocking Reagent for ELISA (RocHE HOLDING GMBH, Mannheim)
in 200 ml H,O

70% Ethanol
700 ml Ethanol (99,9% unvergallt; 96% vergallt)
in 300 ml ddH,0O

Trypsin-EDTA-Hepes-Puffer

100 ml Trypsin- EDTA

1 ml1 M Hepes, pH 7,3

1 ml Penicillin-Streptomycin (100x)
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10x SDS-Laufpuffer
250 mM Tris
192 M Glycin

1x SDS-Laufpuffer
25 mM Tris

192 mM Glycin
0,1% (w/v) SDS

4x SDS-Probenladepuffer
1 ml LDS-Sample Buffer (Invitrogen Karlsruhe)

32 ul Mercaptoethanol

Lysepuffer
10 mM Tris-HCI pH7,5

100 mM EDTA
10 mM NacCl
0,5% (v/v) Triton-X-100

0,5% (w/v) Natriumdesoxycholat

Blotting-Puffer

25 mM Tris

192 M Glycin

20% (v/v) Methanol (pH 8,5)

10x TBS (Tris-gepufferte Kochsalzlésung)
24,2 g Tris

80 g NaCl

ad 1 IddH,0; mit HCL pH 7,6 einstellen

TBST (TBS -Tween 20)
0,1% (v/v) Tween 20 in 1 x TBS
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Entwicklerldsung (Westernblot)

100 ml Feinstkornentwickler (Ultrafin Plus, TETENAL AG & CO. KG, Norderstedt)

ad 500 ml H,O

Fixiererlosung (Westernblot)

62,5 ml Express Fixierbad (Superfix Plus, TETENAL AG & CO. KG, Norderstedt)

ad 500 ml H,O

10% Ammoniumpersulfat (APS) - Losung

1 g APS in 10 ml H,O lésen

aliquotiert einfrieren

5% Milchpulverldsung
5 g Milchpulver in 100 ml TBST l6sen

4.1.6 Kits

HiSpeed® Plasmid Maxi Kit
QIAfilter Plasmid Midi Kit
QIAquick Gel Extraction Kit
RNAqueous®-4PCR Kit
RNA-STAT 60™ Reagent

RNeasy Mini Kit
TagMan® Fast Universal
PCR Master Mix

Amersham™ ECL™ Prime-Kits

QIAGEN, Hilden

QIAGEN, Hilden

QIAGEN, Hilden

APPLIED BIOSYSTEMS, Darmstadt
AMS BIOTECHNOLOGY,
Bioggio-Lugano, Schweiz
QIAGEN, Hilden

APPLIED BIOSYSTEMS, Darmstadt

GE HEALTHCARE LIFE SCIENCE,

Minchen
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4.1.7 Medien und Antibiotika

LB-Medium

10 g Difco™Bacto-Tryton (BECTON-DICKINSON GmbH, Heidelberg)

5 g Difco™Bacto-Hefeextrakt (BECTON-DICKINSON GmbH, Heidelberg)
8 g NaCl

auf 1 | H,O auffullen, autoklavieren

Selektions-Agarplatten

15 g Difco™Bacto-Tryton (BECTON-DICKINSON GmbH, Heidelberg)
in 1 | LB-Medium, autoklavieren

auf 55°C abkuhlen lassen, 1/1000 Volumen Ampicillin zugeben und giel3en

Ampicilinsulfat (1000x)
25 mg/ml Ampicillinsulfat in bidest. H,O

sterilfiltrieren

Kanamycinsulfat (1000x%)

25 mg/ml Kanamycinsulfat in ddH,O

Sterilfiltrieren

293FT—Medium

500 ml DMEM

5 ml L-Glutamin

5 ml NEAA

50 ml FKS

5 ml G 418 Sulfat (50mg/ml)

293FT—Medium (vor der Virusproduktion) / HT1080—Medium
500 ml DMEM

5 ml L-Glutamin

5 ml NEAA

50 ml FKS
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NMEM-B27-Medium (Neuronen-Medium)

50 ml 10 x MEM Earles ohne Glutamin und NaHCO3(INVITROGEN, Karlsruhe)

5ml Pyruvat-Losung (100 x)

5ml Glutamin (200 mM)

20 ml NaHCOs3 (5,5%)

15 ml Glukose (20%)

10 ml B27 Supplement (INVITROGEN, Karlsruhe)
ad 500 ml ddH,0; sterilfiltrieren

HelLa—Medium
500 ml EMEM
5 ml L-Glutamin
5 ml NEAA

50 ml FKS

4.1.8 Zelllinien

293 FT-Zellen (INVITROGEN, Karlsruhe)

293FT-Zellen werden zur Produktion lentiviraler Partikel eingesetzt und sind
humanen Ursprungs. Mutterzelllinie ist die 293F Zelllinie aus der embryonalen Niere
(Human Embryonic Kindney-HEK). 293FT-Zellen exprimieren stabil das SV40 large T

Antigen, welches hohe virale Titer im Zuge der Virusproduktion ermdglicht.

HT1080-Zellen

Die ursprungliche Zelllinie wurde aus einem Fibrosarkom isoliert und als epithelial-

ahnliche Zelllinie etabliert.

HelLa-Zellen
HeLa-Zellen stammen aus einem Zervix-Karzinom und sind humanen Ursprungs. Sie
wurden der Patientin Henrietta Lacks entfernt und als erste permanente Zelllinie

etabliert.
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4.1.9 Bakterienstamme

DB3.1™ INVITROGEN, Karlsruhe
One Shot® StbI3™ E. coli INVITROGEN, Karlsruhe
4.1.10 Tiere

Fur die Praparation primarer hippocampaler und kortikaler Neurone wurden
Embryonen (E17/18) aus trachtigen weiblichen Sprague Dawley Ratten entnommen.
Die stereotaktischen Operationen wurden an 27 bis 29 Tage alten weiblichen
Sprague Dawley Ratten durchgefuhrt.

Fur Organentnahmen zum Zweck der Prdparation primarer Neurone, sowie
stereotaktische Injektionen lentiviraler Partikel in das Nagergehirn lagen
Genehmigungen durch das Regierungsprasidium Tudbingen vor, Versuchs-Nr.
NMI 2/08.

Die Haltung der Tiere erfolgte unter Standardbedingungen, zwolf Stunden

Tag/Nacht-Zyklus und Wasser und Nahrung ad libitum.

4.1.11 Verwendete Arzneimittel

Ketaminhydrochlorid, 10% WDT EG, Garbsen
Lidocainhydrochlorid, 2% BELA-PHARM GMBH&Co. KG, Vechta
Rimadyl® (Caprofen) PFizEr GMBH, Karlsruhe
Vet-Sept®-Ldsung, 10% ALBRECHT GMmBH, Aulendorf

Xylazinhydrochloridldsung, 2% ALVETRA GMBH, Neumunster



4 Material und Methoden

25

4.1.12 Plasmidkarten

1
CMV-Promoter
pUC Plasmid ori

HSV TK Poly A

Kanamycin/Neomycin-R

pEGFP-C2_Gephyrin
7715bp

Gephyrin_Ratte

CMV Promotor

pBR322_ori

c-myc-Epilop

pRKSmyc-collybistinll SH3-_Vektor

6175bp

Ampicillin-R

Collybistinll SH3- _Ratte

AmpR Pro

1 ori
SV4D ori

lacZ_a

HSV TK Paly A

CMV Promotor
pUC plasmid ori

pEGFP-N1-Vector
4733bp

SV 40 Poly A

Kanamycin/Neomycin-R

SV 40 ori
SV 40 Pr

CMV Promotor

Hygromycin-R

pRev_CMV_NF166
10338bp

5LTR

piI:iHII'l'R

Neurofascin 166,

1
SV40 Promotor / SV40 Ori
beta-Globin Intron

Ampicillin-R

pSGS5-NF186
8046bp

Neurofascin 186

pUC On

SV40 polyA

CMV Promator

Hygromycin-R

pRev_CMV_NF22
10360bp

Neurofascin 22

Ampicillin-R

CMV Promotor
Hygromycin R

pRev-CMV_NF180
10564bp

Neurofascin 180

Ampicillin-R

CMV Promotor
Sig-Pep

&
c-myc Epltop
Neurofascin 166

TM- und cytosolische Doméane

Hygromycin-R

pRev-CMV_2myc-
TM-CD NF166
7357bp

Ampicillin-R

FLTR

CMV Promator
Hygromycin-R

Neurofascin 166 delta 3-109

pRev_CMV_NF166-ED
10429bp

Ampicilin-R

1

PRSV/S LTR P8

pUC ORI

Ampicillin-R

pLentiC04_Linker_NF166mt
9463bp

atB1
Sig-Pep
c-myc-Epitop

bla

SLRELIR Neurofascin 166

Linker
ang2

1

PRSVIS LTR Pl
pUC ORI

pLentiC04_SEW_miCTR

Ampicillin-R 844 5bp

bla

SVAD pA
dU3I LTR

bla

Ampicillin-R

1
PRSVIS'LTR pg

puUC ORI

RRE

pLenti/CAMKII-EGFP-WPRE
shOligo

dU33 LTR
WPRE

EGFP
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4.2 Methoden

4.2.1 Allgemeine molekularbiologische Methoden

4.2.1.1 Transformation von Bakterien

Um fremde DNA in kompetente Bakterien einzuschleusen, kam die
Hitzeschockmethode zur Anwendung. Hierbei wurden je nach Plasmid-
Eigenschaften verschiedene chemisch kompetente Bakterien transformiert (Stbl3;
DB3.1; INVITROGEN, Karlsruhe). Die bei -80°C gelagerten Bakterien wurden langsam
auf Eis aufgetaut, inkubierten kurz mit der zu transformierenden DNA und wurden
anschlie3end fur 45 Sekunden bei 42°C dem sogenannten Hitzeschock unterzogen.
Dabei destabilisiert sich die Bakterienmembran und die DNA gelangt in die Zelle.
Direkt im Anschluss kihlten die transformierten Bakterien zwei Minuten auf Eis. Nach
Zugabe von 200 pl S.0.C.-Medium (INVITROGEN, Karlsruhe) inkubierten die Bakterien
eine Stunde bei 37°C und wurden anschlie3end auf Agarplatten selektioniert.

4.2.1.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen im praparativen
Mal3stab

Zur Plasmidpraparation wurde das QIAfilter Plasmid Midi Kit (QIAGEN, Hilden)
verwendet. Die Plasmidpraparation von 50 ml einer Ubernacht-Bakterienkultur
erfolgte nach den Herstellerangaben. Nach zehnminutiger Zentrifugation bei 6000 x g
und 4°C wurde das Bakterienpellet in 10 ml Puffer P1 resuspendiert. Anschlieend
wurden 10 ml des Lysepuffers P2 zugegeben, die Mischung kurz invertiert und fur
5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Im Folgenden wurden 10 ml des eiskalten
Neutralisationspuffers P3 zugegeben und kréaftig geschiittelt. Die entstandene
Losung wurde in den QIAfilter Einsatz tberfihrt. Nach zehnmindtiger Inkubation
entstanden zwei Phasen. Die obere triibe Phase enthielt unter anderem Zelldebris,
genomische DNA und Proteine, die untere klare Phase die gewlnschte Plasmid-
DNA. Zur Vorbereitung der Filtration der klaren unteren Phase wurde die QIAGEN tip
Saule mit 10 ml QBT Puffer aquilibriert. Nach zwei Waschschritten mit je 10 ml QC-
Puffer erfolgte die Eluierung der Plasmid-DNA von der Saule mit 5 ml QF-Puffer.

Durch Zugabe von 3,5 ml Isopropanol, kraftiges Schitteln und 20 minatiger
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Zentrifugation bei 4°C wurde die DNA gefallt. Das entstandene Pellet wurde durch
Zugabe von 2 ml 70% Ethanol und Zentrifugation fir 10 min bei 4°C gewaschen.
Nach 10 minttigem Trocknen an der Luft wurde das gereinigte Plasmid-DNA-Pellet
in 50 pl ddH,O aufgenommen und gelést. Im Anschluss an die photometrische
Konzentrationsbestimmung und einem Kontroll-Restriktionsverdau wurde die
Plasmid-DNA bei -20°C gelagert.

4.2.1.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienkultur in analytischem
Mal3stab

Die Plasmidpraparation im analytischen Mal3stab ist eine gute Moglichkeit, schnell
und effizient kleine Mengen Plasmid-DNA zu isolieren, um durch einen
Restriktionsverdau  korrekte  Plasmid-Klone identifizieren zu konnen. Die
Plasmidisolierung erfolgte aus einer 6-stindig inkubierten 4 ml Bakterienkultur
(Selektions-LB-Medium, angeimpft mit einem Bakterienklon). 1 ml dieser
Bakterienkultur wurde aufbewahrt, um spater eine 50 ml Flussigkultur anzuimpfen.

Die verbliebenen 3 ml wurden bei 5000 rpm pelletiert. Anschlieiend wurde das
Plasmid-DNA-Pellet in 200 pl Puffer 1 (QIAGEN, Hilden), einem Resuspensions-
Puffer, gelost. Durch Zugabe von Puffer 2 (QIAGEN, Hilden), einem Lyse-Puffer,
wurden die Zellen bei wiederholtem Invertieren lysiert. Durch Zugabe von Puffer 3
(QIAGEN, Hilden), einem Neutralisations-Puffer, wurde das basische Gemisch
neutralisiert und die Lyse-Reaktion gestoppt. Nach 10 Minuten maximaler
Zentrifugation wurde der Uberstand in ein neues 1,5 ml Standard-Reaktionsgefaf
Uberfuhrt und mit 600 ul Isopropanol versetzt und gut geschittelt. Nach 10 —
20 Minuten maximaler Zentrifugation kam es zur Ausféallung der Plasmid-DNA. Der
Uberstand wurde verworfen, das DNA-Pellet in 500 pul 70% Ethanol aufgenommen
und erneut fur 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abermals verworfen und
das Plasmid-Pellet in 30 ul dd H,O resuspendiert. 1 pl der Suspension wurde einem

Restriktionsverdau entnommen.

4.2.1.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinséduren

Die Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA erfolgte photometrisch bei einer
Wellenlange von A = 260 nm und 280 nm. Eine Konzentration von 50 pg/ml dsDNA

entspricht einer ODggonm Von 1,0. Ein Wert zwischen 0,1 und 1,0 wird als eine
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zuverlassige Bestimmung angesehen. Aus dem Quotienten von der OD2gp nm Und der
OD2s0 nm kann bedingt eine Aussage uber die Reinheit, nicht aber Gber die Qualitat,
der DNA und RNA getroffen werden. Die Nukleinsduren werden demnach als ,rein®

angesehen, wenn der Quotient einen Wert zwischen 1,8 und 2,0 annimmt.

4.2.1.5 Restriktionsverdau von DNA

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, welche DNA an einer spezifischen Stelle
schneiden. Sie besitzen jeweils eine spezifische Erkennungssequenz. So werden
definierte Spaltfragmente diskreter L&nge gewonnen. Restriktionsverdaue sind
erforderlich  um durch Restriktionsanalyse Plasmid-Vektoren auf korrekte
Sequenzstruktur hin zu Uberprifen oder um Vektoren im Rahmen einer Klonierung
zu 6ffnen bzw. DNA-Fragmente herauszuschneiden.

Fur den Restriktionsverdau wurden folgende Komponenten in einem 1,5 ml Standard

Reaktionsgefal’ (Eppendorf, Hamburg) angesetzt:

0,4 - 3,0 ug Plasmid-DNA
1 pl Restriktionspuffer

1 pl Restriktionsenzym
ad 10 pl ddH,0

FUr einen praparativen Ansatz wurde jeweils die dreifache Menge der Komponenten
in einem Gesamtvolumen von 30 ul eingesetzt.

Die angesetzten Restriktionsverdaue inkubierten eine Stunde bei 37°C. Die DNA-
Menge variierte hierbei zwischen 400 ng und 3 ug pro Verdau.

In Tab. 3 sind alle durchgefihrten Restriktionsverdaue mit jeweiliger

Erkennungssequenz und dazugehorigem optimalen Puffersystem aufgefihrt.
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Enzym Puffer Erkennungssequenz

Bpul102I 5...GCITNAGC...3
Puffer Tango

Xbal 5...TICTAGA...3

Clal 5...ATICGAT...3
Puffer 4, BSA

Ndel 5...CAITATG...3

EcoRlI EcoRlI Puffer 5...GIAATTC...3

Agel 5...AlCCGGT...3
EcoRI-Puffer, BSA

Notl 5...GCIGGCCGC...3

BamHI 5...GIGATCC...3
Puffer 4, BSA

Clal 5...ATICGAT...3

Xbal 5...TICTAGA...3
Puffer 4, BSA

Xhol 5...CITCGAG...3

Tab. 3: Ubersicht (iber die durchgefiinrten Restriktionsverdaue. Die verwendeten Reaktions-Puffer
und -Enzyme wurden von NEB, Schwalbach bzw. Fermentas, St. Leon-Rot bezogen.

4.2.1.6 Agarose-Gelelektrophorese von Nukleinséduren

Die negative Ladung von Nukleinsauren ermdglicht eine Auftrennung der DNA-
Molekile im Agarosegel im elektrischen Feld. Verschieden groRe DNA-Molekile
weisen eine unterschiedliche Beweglichkeit auf. GroRere Molekile bewegen sich
langsamer als kleinere Molekile innerhalb der Agarose-Matrix. Dadurch kann mit
Hilfe eines DNA-Langenstandards die Gréf3e der zu analysierenden DNA-Fragmente
bestimmt werden. Kleinere Fragmente wurden in einem 1,5-2% (v/w) Agarosegel
aufgetrennt. FlUr gré3ere Fragmente wurden 1% (v/w) Agarosegele verwendet. Das
Agarosegel wurde vor dem Polymerisieren mit 0,0075%. (w/v) Ethidiumbromid
versetzt und anschlieBend in die entsprechende Gelkammer (LKB GNA100,
Amersham Biosciences AB, Uppsala, Schweden / Fisherbrand®HK13, Fisher
Scientific GmbH, Schwerte) gegossen. Ein 1 x TAE-Puffer kam als Lauf-und
Gelpuffer zum Einsatz.Vor dem Auftragen der DNA-Probe wurde diese mit 2 pl (5 %)
DNA-Ladepuffer versetzt. Die Elektrophorese erfolgte bei einer Feldstarke von 5 -
10 V/icm. Als DNA-La&ngenstandard wurden die 1 kb DNA-Leiter und der low
molecular weight Marker (Roth, Karlsruhe) verwendet.



4 Material und Methoden 30

4.2.1.7 Gelextraktion nach Qiagen

Die Extraktion von DNA aus einem Agarosegel erfolgte mit dem QIAquick Gel
Extraction Kit (QIAGEN, Hilden) nach Herstellerangaben.

Die Agarosegelbande mit der enthaltenen DNA wurde mit einer sauberen
Skalpellklinge aus dem Agarosegel geschnitten und gewogen. Das 5-fache Volumen
QG-Puffer wurde anschlieend zur Probe dazugegeben (100 mg ~ 100 ul). Nach
zehnminutiger Inkubation bei 50°C erfolgte die Zugabe und Vermischung von einem
Volumen Isopropanol. Um die DNA zu binden wurde das Gemisch auf eine
QIAquick-Saule gegeben und eine Minute zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen. Erneut wurden 500 pl QG-Puffer auf die Saule gegeben und zentrifugiert.
AnschlieRend wurde zweimal mit 750 ul PE-Puffer gewaschen und der jeweilige
Uberstand verworfen. Nach nochmaliger Zentrifugation wurde die gebundene DNA
mit 30 - 50 I ddH,O eluiert. AnschlieBend erfolgte eine photospektrometrische

Bestimmung der DNA-Konzentration.

4.2.1.8 Ligation

Um aus PCR und Gelextraktion resultierende DNA-Fragmente in getffnete Vektoren
zu ligieren, wurden die jeweiligen Fragmente in dreifach molarem Uberschuss zum
Vektor gegeben. Die Berechnung der Mengen fir dieses Verhdltnis zeigt

nachstehende Formel:

y bp PCR Produkt) (z ng Zielvektor)

3 xng PCR Produkt = ( -
(bp Zielvektor)

Die Ligation wurde in einem Gesamtvolumen von 20 pl angesetzt. Dabei wurden der
10 x T4 DNA Ligase Puffer einfach und 1 pl T4 DNA Ligase (NEw ENGLAND BIOLABS,
Ipswich, MA, GB) verwendet. Die Inkubationszeit des Ansatzes bei Raumtemperatur

variierte zwischen zehn Minuten und einer Stunde.

4.2.1.9 RNA-Isolierung und PCR

Isolierung von RNA aus priméren Neuronenkulturen

Fur die RNA-Isolierung aus primaren Neuronen der Ratte wurde das RNeasy Mini Kit

(QIAGEN, Hilden) verwendet.
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Zellen bis zu einer Dichte von 1x10° wurden mit 350 pl RLT-Puffer vom
Zellkulturboden abgeschabt und lysiert. AnschlieBend wurden 350 pl 70% Ethanol
dazugegeben und gemischt. Dieses Gemisch wurde auf eine RNeasy Mini-Saule mit
einem 2 ml-Sammelréhrchen gegeben und fiir 15 s bei 8000 x g zentrifugiert. Nach
dem Verwerfen des Uberstandes wurden 700 pul RW1-Puffer auf die Saule gegeben
und erneut 15 s bei 8000 x g zentrifugiert. Es folgten zwei Waschschritte mit je 500 pl
RPE-Puffer, wobei beim ersten Waschschritt 15 s und beim zweiten Waschschritt
zwei Minuten bei 8000 x g zentrifugiert wurde. Das Sammelrohrchen wurde
anschlieBend auf ein neues 1,5 ml Eppendorfgefald gesetzt um die RNA in 50 pl
RNase-freiem Wasser zu eluieren. Nach einer Zentrifugation von einer Minute und
8000 x g wurde das Eluat entweder bei -20°C eingefroren oder es folgte ein DNase-

Verdau von PROMEGA, Mannheim.

Isolierung von RNA aus Gehirn-Gewebe

Um Kontamination durch RNasen zu vermeiden, musste RNase-frei gearbeitet
werden. Daflr wurden Einmalhandschuhe getragen. Des Weiteren wurden alle
verwendeten Glas-Materialien autoklaviert und Uber Nacht auf 220°C erhitzt.
Plastikwaren wurden Gber Nacht in 1 x DEPC-Wasser (1:1000 in ddH,0) inkubiert

und anschlieRend autoklaviert und getrocknet.

Die RNA-Isolierung mit dem RNA STAT 60™ Reagenz (AMS BIOTECHNOLOGY,
Bioggio-Lugano, Schweiz) beruht auf der Phenol-Chloroform-Extraktion. Bei dieser
Methode wurden 1 ml RNA STAT 60™ zu je 100 mg Gewebe gegeben.

Gewebe Gewicht
adultes Gehirn ca. 1700 mg
juveniles Gehirn (postnatal Tag 28) ca. 1400 mg
embryonales Gehirn Tag 17 (E17) ca. 100 mg
Gehirnareal (OC/ Hippocampus/ BLA) ca. 10 mg

Tab. 4: Ubersicht (iber die geschatzten Gewichte verschiedener Gehirngewebe

Die Probe wurde mit einem Glas-Homogenisator bzw. Plastikpistill (RoTH, Karlsruhe)

homogenisiert. Das Homogenisat wurde aus dem Glas-Homogenisator in ein 15 ml
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Falcon-R6hrchen dberfuhrt und kurz inkubiert bzw. verblieb nach dem
Homogenisieren noch kurz in dem jeweiligen 1,5 ml Eppendorfgefald. Anschlie3end
erfolgte die Zugabe von 0,2 ml Chloroform /1 ml RNA STAT 60™. Nach kréaftigem
Schitteln und erneuter kurzer Inkubation wurde das Gemisch 15 min bei 1200 x g
und 4°C zentrifugiert. Es entstand eine untere organische Phase mit Proteinen und
eine wassrige RNA-enthaltende obere Phase, welche in ein neues Eppendorf-Gefal3
Uberfihrt  wurde. Nach der Zugabe von 0,5ml Isopropanol/1 ml
RNA STAT 60™ und 5 min Inkubation wurde die Probe leicht geschiittelt und
anschlieBend 10 min bei 1200 x g und 4°C zentrifugiert. Das entstandene weil3e
Pellet wurde mit 1 ml 75%igem Ethanol/1 ml RNA STAT 60™ gewaschen und
erneut 5 min bei 7500 x g und 4°C zentrifugiert. Nach kurzem Trocknen an der Luft
wurde die RNA in 50 - 500 pl RNase-freiem Wasser resuspendiert. Es folgte der
DNase-Verdau nach Herstellerangaben (PROMEGA, Mannheim).

421.10 DNase-Verdau

Folgende Komponenten wurden fir den DNase-Verdau mit RQ1 RNase-freier DNase

(PROMEGA, Mannheim) zusammengegeben.

RNA-Probe in Wasser 8 ul

RQ1 RNase-Freie DNase 10x Reaktionspuffer | 1 ul

RQ1 RNase-Freie DNase 1l

RNase-Freies Wasser ad 10 pl

Der Reaktionsansatz wurde fur 30 min bei 37°C inkubiert. Anschlielend wurdel pl
RQ1 DNase Stop-Losung zum Ansatz gegeben um die DNase bei 65°C und 10 min

zu inaktivieren.
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42.1.11 Reverse-Transkriptase (RT)-PCR

RNAgueous®-4PCR Kit (APPLIED BIOSYSTEMS, Darmstadt)

Der gesamte Reaktionsansatz wurde auf Eis pipettiert. In einem Ansatz von 20 pl
wurden bis zu 2 pg RNA eingesetzt. Fur die RT-Reaktion wurden folgende

Komponenten zusammengegeben.

Komponente Menge
2 x RT-Puffer 10 pl
20 x RT-Enzymmix 1yl
RNA-Probe 9 ul
Gesamtvolumen 20 pl

Tab. 5: Pipettierschema fir RT-PCR

Die Reverse Transkription fand in folgenden drei Schritten statt:

1. Schritt | 2. Schritt | 3. Schritt

Temperatur 37°C 95°C 4°C
Zeit 60 min 5 min unendlich

Tab. 6: Programm fir RT-PCR

Die entstandenen cDNA Proben wurden entweder bei -20°C aufbewahrt, oder direkt

in einer PCR-Reaktion eingesetzt.

M-MuLV-Transkriptase (NEw ENGLAND BIOLABS, Ipswich, MA, GB)

Zu jeweils 10yl RNA-Losung wurden 0,3 ul dN6-Primer (randomisierte
Hexanukleotide, 150 pg/ml; RocHe, Mannheim), sowie 0,5 pl dNTPs (25 mM) und
2,2 yl ddH,O dazugegeben, zehn Minuten bei 70°C inkubiert und funf Minuten auf
Eis abgekuhlt. Anschliel3end wurden 1,5 pl 10 x RT-Puffer und 1 pl M-MuLV Reverse
Transkriptase (200 u/pl) hinzugefigt. Es folgten Inkubationen von 10 min bei 25°C,
50 Minuten bei 42°C und 15 Minuten bei 70°C. AnschlieRend wurde die gewonnene
cDNA in PCR-Reaktionen eingesetzt oder bei -20°C aufbewahrt.
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4.2.1.12 Polymerasekettenreaktion — PCR

Bei einer PCR werden Nukleinsduren exponentiell amplifiziert. Im Folgenden
aufgefuhrte Komponenten wurden bei dieser Methode, abhéngig von der
Verwendung der jeweiligen Polymerase, in einem Mikrozentrifugen-Réhrchen

eingesetzt: Danach wurde der PCR-Ansatz im Thermocycler prozessiert.

REDTag® DNA Polymerase (Sigma, Schnelldorf)

Schritt Temperatur Zeit Zyklus-Anzahl
Initiale Denaturierung 94°C 5 Minuten 1
Denaturierung 94°C 45 Sekunden
Annealing 72°C 1 Minuten 25-30
Extension 60°C 45 Sekunden
Finale Extension 60°C 7 Minuten 1
Pause 4°C unendlich 1

Tab. 7: PCR Programm unter Verwendung der REDTaq® DNA Polymerase

Komponente Menge
10x REDTaq PCR Puffer 5ul
dNTPs, 10 mM 1yl
MgSO4, 10 nM 2 ul
Forward Primer 1ul
Reverse Primer 1ul
DNA-Template 50-100 ng
REDTaqg DNA Polymerase 2,5l
Nuclease-freies Wasser ad 50 ul

Tab. 8: PCR Pipettierschema unter Verwendung der REDTaq® DNA Polymerase
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Pfu DNA Polymerase (PROMEGA, Mannheim)

Schritt Temperatur Zeit Zyklus-Anzahl
Initiale Denaturierung 95°C 1-2 Minuten 1
Denaturierung 95°C 30-60 Sekunden
Annealing 42-65°C 30 Sekunden 25-35
Extension 72-74°C 2-4 Minuten
Finale Extension 72-74°C 5 Minuten 1
Pause 4°C unendlich 1

Tab. 9: PCR Programm unter Verwendung der Pfu DNA Polymerase

Komponente

Menge

Pfu DNA Polymerase 10x Puffer

S5ul

dNTPs, 10 mM

1ul

Forward Primer

1ul

Reverse Primer

1ul

DNA-Template

50-100 ng

Pfu DNA Polymerase

0,5 ul

Nuclease-freies Wasser

ad 50 pl

Tab. 10: PCR Pipettierschema unter Verwendung der Pfu DNA Polymerase
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Platinum® Tag High Fidelity DNA Polymerase (INVITROGEN, Mannheim)

Komponente Menge
10x High Fidelity PCR Puffer 5ul
dNTPs, 10 mM 1ul
MgSO4, 10 nM 2 ul
Forward Primer 1ul
Reverse Primer lul
DNA-Template 50-100 ng
Platinum® Taqg High Fidelity 0,2 ul
Nuclease-freies Wasser ad 50 ul

Tab. 11: PCR Programm unter Verwendung der Platinum® Taq High Fidelity DNA Polymerase

Schritt Temperatur Zeit Zyklus-Anzahl
Initiale Denaturierung 94°C 30 Sekunden - 2 Minuten 1
Denaturierung 94°C 15-30 Sekunden
Annealing 55°C 15-30 Sekunden 25-35
Extension 68°C 1 Minute/kb PCR-Produkt
Pause 4°C unendlich 1

Tab. 12: PCR Pipettierschema unter Verwendung der Platinum® Taq High Fidelity DNA Polymerase

Folgende genspezifische Primer wurden fir die jeweiligen PCR-Produkte verwendet.
Fir das Gateway®-System (INVITROGEN, Mannheim) spezifische Adaptersequenzen

sind fett markiert.

4.2.1.13 Klonierung von Neurofascin-166myc-tag (NF166mt):

Fur die Klonierung des NF166mt wurde folgende Klonierungsstrategie durchgefuhrt.
Aus dem Plasmid pRev_CMV_NF166 wurde mittels spezifischer Primer das
Signalpeptid (Sig-Peptid) von Neurofascin amplifiziert und mit
Restriktionsschnittstellen fir die Enzyme BamHI und Clal versehen. Parallel dazu
wurde der pCS2+mt-Vektor mit BamHI und Clal im praparativen Ansatz verdaut und
auf ein Agarosegel aufgetragen. AnschlieBend wurde die Bande des linearisierten

pCS2+mt-Vektors mit einer Skalpellklinge ausgeschnitten und die DNA aus dem
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Agarosegel extrahiert. Vor der Ligation wurde das amplifizierte Signalpeptid einem
Restriktionsverdau mit BamHI und Clal unterzogen, um tberhangende 5 und 3'-
Enden zu erhalten. Anschliel3end wurde die Ligationsreaktion unter Verwendung der
linearen DNA-Fragmente angesetzt. Das Ligationsprodukt wurde danach mittels
Hitzeschock in chemisch-kompetente Stbl3-Zellen (INVITROGEN, Karlsruhe)
transformiert und mit Ampicillin versetzten Agarplatten ausplattiert. Nach der
Inkubation im 37°C Inkubator tber Nacht konnte ein Klon von der Agarplatte gepickt
und nach Anzucht in LB-Flussigmedium {ber Nacht wurde am Folgetag eine
Plasmidpraparation in grol3em Mal3stab angeschlossen.

Das entstandene Plasmid ,pCS2+mt_Sig-Peptid® wurde erneut im praparativen
Ansatz mit den Restriktionsenzymen Xbal und Xhol geschnitten. Nach erneuter
Gelelektrophorese wurde der offene pCS2+mt_Sig-Peptid-Vektor wiederum aus dem
Gel herausgeschnitten und die DNA isoliert. Parallel dazu wurde aus dem
pRev_CMV_NF166-Vektor Neurofascin 166 ohne die Signalpeptidsequenz mittels
PCR amplifiziert und die Restriktionsschnittstellen der Enzyme Xbal und Xhol am 5'-
bzw. 3'-Ende angefugt. Das amplifizierte NF166-Fragment wurde wiederum mit den
Restriktionsenzymen Xbal und Xhol verdaut, um Uberhdngende Enden zu erhalten.
Anschlieend wurden die linearen DNA-Fragmente ligiert und transformiert. Das
entstandene Plasmid pCS2+mt NF166 konnte aus der Bakterienkultur isoliert
werden, um in der darauffolgenden PCR-Reaktion Einsatz zu finden.

Fur die folgende PCR-Reaktion wurden Primer kreiert, welche sogenannte
.attachment sites* an das zu amplifizierende Fragment anhdngen. Die hier
verwendeten Anhénge werden als attB1 und attB2 bezeichnet und werden in der
BP/LR-Reaktion (INVITROGEN, Karlsruhe) bendétigt. Das amplifizierte attBl/attB2-
NF166mt Fragment wurde mittels einer BP-Rekombination in den pDONR™221
(INVITROGEN, Karlsruhe) hinein rekombiniert. Danach wurde die LR-Rekombination
nach Invitrogen Angaben durchgefiihrt. Dabei rekombinieren die beiden Vektoren
(PDONR™221 und pLentiC04_Linker_ccdB) miteinander, wodurch das attBl/attB2-
NF166mt Fragment schlieBlich in dem Lentivektor pLentiCO4_Linker NF166mt

vorlag, welcher fr die Produktion lentiviraler Partikel verwendet werden konnte.

NF166-Signalpeptid:
forward Primer (BamHI): 5-TAGGAT CCA TGG TCC TGC ACA GCC ACC AG-3’
reverse Primer (Clal): 5-GTATCG ATC ATC CAG GGA CTT CAATGG C-3
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NF166 ohne Signalpeptid:

forward Primer (Xhol): 5-ATC TCG AGT CAA ATA TTC AGA GTG AAT TGC
C-3

reverse Primer (Xbal): 5-GAT CTA GAC TAC GCT AAT GAG TAG ATA GCA
TTG-3

NF166mt mit attachment sites:

forward Primer (attB1): 5-GGGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC
TTC GAA GGA GAT AGA ACC ATG GTC CTG CAC
AGC CAC CAG C-3

reverse Primer (attB2): 5-GGG GACCAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTC
CTA CGC TAA TGA GTA GAT AGC ATT G-3

Linker fur pLenti-Konstrukt:
forward Primer(Xhol): 5-TACTCGAGGCTAGCACAATTCGAG-3’
reverse Primer(Bpul102l):5-ATGCTTAGCGCTAGCAGTGGCTAA-3’

Primer fir CaMKII04-Promotor:
forward Primer(Clal): 5-GCATCGATTCTTGTGGACTAAGTTTGTTC-3
reverse Primer (Spel): 5-ATACTA GTG CTG CCC CCA GAA CTA GG-3'

4.2.1.14 Klonierung von Neurofascin — 5% FNIII-4hnliche Doméne

Zur  Klonierung der NF-5°FNIll-Isoform  wurden die zwei Plasmide
.PRev_CMV_NF22“ und ,pRev_CMV_NF166“ verwendet. NF166 enthalt das
Miniexon 17, aber keine PAT-Domane. Die Isoform NF22 ist strukturell ahnlich der
Isoform NF166 enthalt jedoch die PAT-Domane aber kein Miniexon 17. Die potentiell
frthe Neurofascinform der Ratte (NF-5°FNIIl) ist ebenfalls analog zu NF166
aufgebaut und Dbesitzt zusatzlich die PAT-Domane. Mithilfe der beiden
Restriktionsenzyme BamHI und Hindlll wurde der Part aus ,pRev_CMV_NF166“
herausgeschnitten, in dem das Miniexon 17 enthalten ist. Dieses fehlt der Isoform
NF22, um aus ihr eine NF-5 FNIll-Isoform zu erzeugen. Im Folgenden wurde der
Vektor ,pRev_CMV_NF22“ mit den gleichen beiden Restriktionsenzymen BamHI und
Hindlll geo6ffnet, um den Part aus dem ,pRev_CMV_NF166" mit Miniexon in den

Vektor hinein zu ligieren. Das resultierende Plasmid ,pRev_CMV_NF180" wurde
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dann mittels des Restriktionsenzyms Nhel kontrollverdaut, um die Ligationsreaktion
zu verifizieren. Das Restriktionsenzym Nhel schneidet im Bereich des Miniexons 17.
Schneidet das Enzym dreimal statt zweimal im neu entstandenen Vektor, dann hat

eine korrekte Ligation stattgefunden, welches sich auch bestéatigte.

Bestimmung der Molekularen Masse von NF=5" ENIII mittels Western Blot

Zur detaillierten Bestimmung des Molekulargewichts der neuen Isoform wurde eine
relative Bestimmung des Molekulargewichtes, basierend auf den aus der Literatur
bekannten Werten fur die Isoformen NF166 und NF186, vorgenommen. Somit kann
ein Vergleich zu den bereits bekannten Molekulargewichten gezogen werden.

Bestimmt wurden die Abstande (in cm) der Neurofascin-Banden zum Trenngelrand
der SDS PAGE. Diese Werte werden auf der x-Achse aufgetragen. Auf der
zugehorigen y-Achse wird der Logarithmus des jeweils bekannten Molekulargewichts
abgebildet. Es ergeben sich zwei Datenpunkte, fir NF186 (2,05; 2,27) und fur NF166
(3,1; 2,22). Daraus ergibt sich eine Geradengleichung von y= -0,047x + 2,366 (siehe
Abb. 3). Setzt man nun in diese Gleichung den Bandenabstand x der neuen Isoform
ein, erhadlt man den Logarithmus des Molekulargewichtes dieser Grol3e (2,26).
Daraus ergibt sich ein Molekulargewicht von 181 kDa, woraus sich der neue Name
Neurofascin 180, statt Neurofascin -5. FNIII-ahnliche Doméane (Burkarth et al., 2007)

ergibt.
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Proteinname Bacg?nnzzztri?]d X y = -0,0471x+2,366 Molekulargewyicht
Trenngelrand [cm] [kDa] = 10
186 2,05 2,27 186,0
NF166+PAT (NF180) 2,3 2,26 181,0
166 3,1 2,22 166,0

221 Abb. 3.Berechnung der relativen

NF186 Molekularen Masse. Dargestellt ist die
logarithmische Gerade zur Bestimmung
der Molekularen Masse der klonierten
y = -0,0471x + 2,366 Neurofascinlsoform. Durch Einsetzen
des Bandenabstandes x aus der obigen
Tabelle, resultierend aus dem Western
Blot, wird erst die logarithmische
Molekulare Masse bestimmt (2,26) und
daraus die tatsachliche Molekulare
Masse in Kilo Dalton (181 kDa).
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4.2.1.15 Quantitative RT-PCR (gRT-PCR)

Die quantitative RT-PCR bietet im Gegensatz zu den Standard-PCR-Verfahren den
Vorzug einer direkten Quantifizierung eines amplifizierten PCR-Produktes bereits
wéahrend der PCR. Die Quantifizierung basiert auf Fluoreszenzmessungen.
Proportional zur PCR-Produkt-Menge nimmt das Fluoreszenzsignal zu. In dieser
Arbeit wurden zwei verschiedene qRT-PCR-Verfahren angewandt, die im Folgenden
naher beschrieben sind.

Die relative Quantifizierung wurde mithilfe der ,AACt Methode* durchgeftihrt. Dabei
wurden die den Zyklus bestimmenden C;Werte, bei denen die gemessene
Fluoreszenz erstmals den Wert der Hintergrundfluoreszenz ubersteigt, verwendet.
Zur Normalisierung der CyWerte wurde der ACyWert aus der Differenz zwischen
CrWerten vom Gen von Interesse und dem Referenzgen GAPDH gebildet.
Anschlie3end erfolgte eine zweite Normalisierung zwischen einer definierten

Kontrolle und der jeweiligen Behandlung. Dafir wurde die Differenz aus den beiden
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ACrWerten, der sogenannte AAC: Wert, bestimmt. Die n-fache Expression (x)

errechnet sich aus dem Einsetzen des AACt Wertes in die Gleichung:
x = 9-0ACT

TagMan® — guantitative Real-Time (RT)-PCR

Das Prinzip der TagMan®-Real Time PCR basiert auf dem gleichen Prinzip wie das
einer Standard-PCR. Allerdings macht die TagMan®Real Time PCR eine
Quantifizierung der amplifizierten DNA-Mengen durch den sogenannten FRET
(Forster-Resonanzenergietransfer) moglich. Wird ein Donor-Fluorochrom (Reporter)
angeregt, transferiert dieses einen Teil seiner Energie an ein in der Nahe
befindliches Akzeptor-Fluorochrom (Quencher). Wenn der Abstand zwischen
Reporter und Quencher grol3er wird, nehmen zeitgleich der FRET und das
Fluoreszenzsignal des Quenchers ab. Das Fluoreszenzsignal des Reporters steigt
daraufhin.

Bei der TagMan®-Real Time PCR wurden TagMan®-Sonden verwendet, die am 3'-
Ende einen Quencher und am 5-Ende einen Fluoreszenzfarbstoff als Reporter
(FAM/VIC) tragen. Die Taqg-Polymerase mit einer 5’-Exonukleaseaktivitat
polymerisiert nun die zum Primer-Paar komplementadre Sequenz. Dabei wird die
TagMan®-Sonde abgebaut. Der Reporter wird abgespaltet und entfernt sich vom
Quencher. Dadurch steigt das Fluoreszenzsignal der Reporterfluoreszenz, welche
detektiert und gemessen werden kann. Zur relativen Mengenbestimmung wird die
Menge des Referenzgens GAPDH mitbestimmt. Dieses Haushaltsgen ist in seiner
Expression konstant und stellt somit eine Referenz dar. Sowohl die Sonden flr das
zu amplifizierende DNA-Fragment, als auch die Sonden fiur GAPDH wurden aufgrund
verschiedener Fluoreszenzen in derselben Kavitat prozessiert (multiplexer Ansatz).

Hierdurch wird eine genaue Angabe der Quantitat moglich.
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Folgendes Pipettierschema und PCR-Programm wurden verwendet:

. Zyklus-
Komponente Menge Temperatur Zeit Anzahl
GAPDH-Sonde 1l 95°C 20 Sekunden 1
NF-/NCAM-Sonde 1l 95°C 3 Sekunden
40
TagMan® Fast Universal o
PCR Master Mix 10 ul 60°C 30 Sekunden
cDNA 1,5 ul

nuklease-freies Wasser 6,5 pl

Gesamtvolumen 20 pl

Tab. 13: Pipettierschema der TaqMan® PCR

Folgende Sonden (TagMan® Gene Expression Assay, Applied Biosystems) wurden
fur jeweilige PCR-Produkte verwendet:

Neurofascin (FAM / MGB): Rn00588180_m1

NCAM (FAM / MGB): Rn 01418537 _m1

GAPDH-Ratte (VIC® / MGB)

SYBR®Green gRT-PCR

SYBR Green 1 ist ein Cyanin-Fluoreszenz-Farbstoff, welcher mit doppelstrangiger
DNA interkaliert. In der exponentiellen Verdopplungsphase der DNA wahrend einer
PCR steigt parallel zum doppelstrangigen PCR-Produkt auch die Fluoreszenz des
SYBR-Green-Farbstoffes an, welcher sofort unspezifisch alle doppelstrangigen DNA-
Sequenzen bindet. Ein Referenzgen (GAPDH) wird zur Normalisierung der
Ausgangsmenge mitgefuhrt. Dieses sogenannte Haushaltsgen wird, wie auch beim
TagMan® Ansatz in den Proben nicht reguliert. Dies lasst die Bestimmung der
relativen Quantitat zwischen behandelten und unbehandelten Proben zu. Allerdings
ist es bei der SYBR Green gqRT-PCR nicht mdglich das Referenz- und Zielgen
innerhalb derselben Probe zu quantifizieren.

Folgendes Pipettierschema und PCR-Programm wurden verwendet:
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. Zyklus-
Komponente Menge Temperatur zett Anzahl
Forward Primer (1,5uM) o .
Endkonzentration 300nM Sul 95°C 10 Minuten !
Reverse Primer (1,5uM) o
Endkonzentration 300nM S 95°C 15 Sekunden
SYBR® Green PCR Mastermix | 12,5 pl 60°C 30 Sekunden 40
nuklease-freies Wasser 1l 72°C 30 Sekunden
cDNA 1,5 ul 95°C 15 Sekunden
Gesamtvolumen 25 ul 60°C 1 Minute
1
95°C 15 Sekunden
60°C 15 Sekunden
Tab. 14: Pipettierschema der SYBR®Green qRT-PCR
Folgende Primer wurden fir jeweilige PCR-Produkte verwendet:
NF-5"FNIII (NF180) forward Primer:5-GTA CCT ACC ACC GTC GCC A-3
reverse Primer: 5-TGG TGT AAG CGG TTT CGT GA-3
NF186 forward Primer:5-TGG AAG CAC AAT TTC AGG CC-3
reverse Primer:5-CTG ATG CCC TCG TTG TCC CG-3
NF155 forward Primer: 5-GCC TGT TCC CCT ACA GTA ACT-3

reverse Primer: 5-TGT CGG ACT CTG AAA CGC C-3

GAPDH forward Primer: 5-TGC ACC ACC AAC TGC TTA GC-3
reverse Primer:5-GGC ATG GAC TGT GGT CAT GAG -3
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TagMan - quantitative Real-Time-PCR

1. Start: Fluoreszenz-Reporter(R) und Quencher(Q) an TagMan®-Sonde

F-Primer ! Sonde 93.
3 5
5' 3
G ——

R-Primer
2. Dislokation: Wenn Sonde aktiv ist, wird ,,R“-Emission unterdriickt

F-Primer

e 9

- —

R-Primer

5
3

5

3. Spaltung: Wahrend jedem Zyklus wird Q" von ,R“ gespaltet

F-Primer

R-Primer
4. PCR beendet: ,R“ entwickelt charakteristische Fluoreszenz

.*» I| .. 9

5 >

5

5

A

SYBR® Green | - quantitative Real-Time-PCR

1. Reaktion: SYBR® Green | interkaliert mit doppelstrangiger DNA

2. Denaturierung: SYBR® Green | wird freigesetzt — wenig Fluoreszenz

5

3. Polymerisation: Primer binden — PCR-Produkt ensteht

5 F-Primer o
P o S 3 5
o
@)
® S E
R-Primer

4. PCR beendet: SYBR® Green | bindet doppelstrangiges PCR-Produkt

Abb. 4. Gegenuberstellung der Funktionsweise von

SYBR®Green.

den beiden gRT-PCR-Varianten TaqMan® und
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42.1.16 Westernblot

Lyse von Neuronen im 12-Well-Format

Die komplette Zelllyse erfolgte auf Eis. Vorsichtig wurde das Medium von den
Neuronen abgesaugt. AnschlieBend wurden die Zellen mit eiskaltem PBS
gewaschen und mit eiskaltem Lysepuffer 10 Minuten auf Eis inkubiert. Dabei wurden
je 150 ul Lysepuffer (versetzt mit Protease-Inhibitor 1:25) auf 3 Kavitaten mit gleicher
Behandlung verteilt. Danach wurden die Zellen durch trituieren mit einer
Eppendorfpipette (1000 ml) lysiert. Die Zelldebris wurde durch einen
Zentrifugationsschritt bei 16000 g fur 10 Minuten bei 4°C pelletiert. Der Protein
enthaltende Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-GefaR uberfiihrt und fir die
Proteinbestimmung (BCA-Assay) weiterverwendet.

Bestimmung der Proteinkonzentration — BCA-Assay

Mit dem Ziel gleiche Mengen Protein im Westernblot einzusetzen, wurde die
Proteinkonzentration des jeweiligen Zelllysats bestimmt. Dafir wurde der BCA-
Protein-Assay (THERMO SCIENTIFIC, Schwerte) angewendet. Jeweils 25 ul der
Albuminstandardreihe wurden in Duplikaten in einer 96-Well Platte vorgelegt. Dann
wurden jeweils Duplikate der Lysat-Proben aufgetragen. Als Referenz kam eine
Verdinnungsreihe des Proteins Rinderserumalbumin (BSA) zur Anwendung.
Anschlielend wurden die jeweils vorgelegten 25 ul Protein mit 200 pl Reagent
aufgefullt und 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Dabei reagierten die Proteine mit
zweiwertigen Kupferionen. Es entstanden einwertige Kupferionen, welche zusammen
mit BCA (Bicinchoninsdure) eine Reaktion eingingen. Der entstandene violette
Farbstoff wurde photometrisch Uber die Absorption bei einer Wellenlange von

595 nm mit einem Spektrometer (PERKINELMER, Rodgau) gemessen.

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE nach Laemmli ist eine Methode zur Auftrennung von Proteinen im
elektrischen Feld. SDS (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamid) ist ein anionisches
Tensid, welches an Proteine bindet und somit deren Eigenladung tberdeckt. Damit
ist eine konstante negative Ladung der Proteine gegeben.

Fur die durchgefiihrten Versuche wurde das ,Mini-Protean Tetra Cell* - System (Bio-

RAD, Miunchen) verwendet.



4 Material und Methoden 46

Die Auftrennung erfolgte unter Verwendung von Polyacrylamidgelen. Die Starke der
Gele betrug 1,5 mm. Es wurde ein feinporiges 5%iges Trenngel und ein 3,4%iges
Sammelgel verwendet. Als Polymerisationsstabilisator und Reaktionsstarter wurden
unmittelbar vor dem Giel3en 10%iges Ammoniumperoxodisulfat (APS) und
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) dazu gegeben.

Trenngel 5%

4,18 ml H,O

1,95 ml Tris- HCL (pH 8,8)

1,25 ml 30% (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid (29:1); Losung aus Rotiphorese Gel 40
75 ul SDS; 10% (w/v)

40 pl Ammoniumperoxodisulfat (APS); 10% (w/v)

10 yl TEMED

Sammelgel 3.4 %

3,48 ml H,O

860 pl Tris-HCL (pH 6,8)

567 ul Acrylamid/Bisacrylamid; 30% (w/v) Losung aus Rotiphorese Gel 40 (29:1)
47,5 ul SDS; 10% (w/v)

40 pl APS; 10% (wi/v)

10 pl TEMED

Vor dem Auftragen der Lysate auf das Gel, mussten die Proben zunachst mit einem
Proteinladepuffer (NUPAGE® LDS Sample Buffer, INVITROGEN, Karlsruhe), welcher 3-
Mercaptoethanol enthielt, fir 5 Minuten bei 85°C inkubieren. Dabei wurden die
Sekundéar- und Tertiarstruktur der Proteine, sowie auch bestehende Disulfidbriicken
aufgebrochen.

Nach dem Auftragen auf das Gel wurde eine konstante Spannung von zunachst
110V angelegt, welche nach 15 Minuten auf 160V erhéht wurde. Dadurch
migrierten die Proteine zunachst durch das Sammelgel. Mit Eintritt in das Trenngel
wurden die Proteine ihrer Grof3e nach aufgetrennt. Sammel- und Trenngel besitzen
unterschiedliche pH-Werte und Porengrof3en. Kleinere Molekile liefen

dementsprechend im Trenngel schneller, gréRere Molekile langsamer. Durch
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gleichzeitiges Auftragen eines Molekulargewicht-Standards (SeeBlue®Plus2 Pre-
Stained Standard, INVITROGEN, Karlsruhe), der ein Proteingemisch aus definierten
Proteinen beinhaltet, konnten anschlieRend die aufgetrennten Proteine hinsichtlich

ihrer Grol3e analysiert werden.

Western Blot

Beim Western Blot werden die aus der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf eine
proteinbindende Nitrozellulosemembran Ubertragen. Dies geschieht durch das
Anlegen eines senkrecht zum Gel befindlichen elektrischen Feldes. Fir die in dieser
Arbeit durchgefuhrten Western Blots kam ausschlie3lich das Semidry-Blot-System
(PEQLAB, Erlangen) mit der Apparatur von Bio-RAD zum Einsatz. Dieses wurde wie
folgt angeordnet. Auf die Anode wurden in der Reihenfolge drei Lagen Whatman-
Papier, eine Nitrozellulosemembran, ein Polyacrylamid-Gel und wiederum drei Lagen
Whatman-Papier gelegt. Dabei wurden das Whatman-Papier und die Membran auf
die genaue GroéflRe des Polyacrylamidgeles zugeschnitten und vorher in Blotting-
Puffer getrdnkt. Zum Schluss wurde die Kathode aufgelegt und ein konstanter

elektrischer Strom von 2 mA/cmz fur 2,5 Stunden angelegt.

Immunologischer Nachweis von Proteinen

Um noch freie Proteinbindungsstellen auf der Membran abzuséttigen, wurde nach
dem Proteintransfer die Membran 30 Minuten mit 0,1% TBS-T mit 5%
Magermilch (w/v) inkubiert. AnschlielBend wurde der Primarantikorper, ebenfalls in
0,1% TBS-T mit 5% Magermilch (w/v) verdinnt, angesetzt, tber Nacht bei 4°C auf
die Membran gegeben und gleichmafig geschwenkt.

Um am nachsten Tag noch ungebundenen Antikorper zu entfernen wurde dreimal
mit 0,1% TBS-T jeweils 15 Minuten gewaschen. Anschlie3end wurde der in 0,1%
TBS-T mit 5% Magermilch (w/v) verdinnte Sekundarantikbrper (1:3000) fir
2 Stunden auf die Membran gegeben und bei Raumtemperatur geschwenkt. Die
Epitope des Sekundarantikdrpers sind spezifisch gegen bestimmte Bereiche des
Primarantikorpers gerichtet.

Am Sekundéarantikorper ist wiederum Meerrettich-Peroxidase gebunden (horseradish
peroxidase, HRP). Nach Anwendung des Amersham™ ECL™Prime-Kits (GE
HEALTHCARE LIFE SCIENCE, Mdunchen) wurde die sogenannte Enhanced

Chemiluminescence (ECL) aktiv. Das Substrat Lumigen PS-3 wurde durch HRP zu



4 Material und Methoden 48

einem Acridiniumester oxidiert. Dabei entsteht eine Chemilumineszenz mit einer
Emission von ca. 430 nm, welche auf einem Autoradiographiefiim, Amersham
Hyperfilm ECL (GE HEALTHCARE LIFE SCIENCE, Minchen), detektiert wurde.

Die Filmentwicklung wurde in einer Dunkelkammer durchgefiihrt. Die Belichtungszeit
des Autoradiographiefiimes betrug zwischen 30 Sekunden wund 10 Minuten.
Anschliel3end wurde der Molekulargewicht-Standard auf den Film tbertragen, um die

entstandenen Banden analysieren zu kénnen.

4.2.2 Allgemeine Zellkultivierung

Das Arbeiten mit Zellen, sowie deren Kultivierung erfolgte unter sterilen

Bedingungen. Bei allen Zellkulturarbeiten wurden Handschuhe getragen.

4.2.2.1 Kultivierung der humanen HEK293FT-Zelllinie/HT1080-Zelllinie/HelLa-

Zelllinie

293FT-Zellen und HT1080-Zellen wurden in DMEM mit 10% (v/v) fetalem
Kalberserum (FKS), 2 mM Glutamin und NEAA bei 37°C und 5% CO; kultiviert. Bei
der Kultivierung von HelLa-Zellen wurde DMEM mit EMEM (Earle’s, PAA, Parsching,
Osterreich) ersetzt.

Nach dem Entnehmen der Zellen aus flissigem Stickstoff, wurden sie zunachst in
75 cm? Zellkulturflaschen mit einer Dichte von 1x10° Zellen/ml ausgesat. Nach ca.
4 Stunden zeigten die Zellen Adhérenz. Das Medium wurde durch 13 ml frisches
Komplettmedium ersetzt. Nach einem Tag wurden die Zellen dann in eine 175 cm?-
Zellkulturflasche Uberfuhrt, in welcher die weitere Kultivierung der Zellen in 30 ml
Komplettmedium stattfand.

Um die Nahrstoffkonzentration konstant zu halten, erfolgte dreimal wochentlich ein
Mediumwechsel. Nach zwei bis drei Tagen (in Abhangigkeit der Konfluenz) wurden
die Zellen jeweils passagiert.

Passagieren der Zellen

Nach zwei bis drei Tagen (in Abhangigkeit der Konfluenz (ca. 80%)) wurden die
Zellen jeweils passagiert. Nach dem Absaugen des Mediums erfolgte ein kurzer
Waschvorgang mit PBS. Um die Zellen vom Zellkulturflaschenboden zu l6sen,
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wurden 5 ml Trypsinlésung (PAA, Pasching) auf die Zellen gegeben und diese zwei
bis drei Minuten inkubiert. Zur Inaktivierung des Trypsins wurden 5 ml serumhaltiges
Komplettmedium zugegeben. Die Zellsuspension wurde abgenommen, zentrifugiert
und die Zelldichte nach Zugabe von frischem Komplettmedium und Triturieren mit
Hilfe einer Neubauer Z&ahlkammer bestimmt. Definierte Zellzahlen wurden
anschlieBend zur weiteren Kultivierung, oder zum Einsatz in einen experimentellen

Ansatz, wieder ausgesat.

4.2.2.2 Praparation hippocampaler Neurone

Vor der Kultivierung primérer Neurone mussten die zu beschichtenden
Glasoberflachen fir funf Stunden mit 3% BM behandelt werden. Nach drei sich
anschlieBenden Waschschritten mit ddH,O wurden alle Kultivierungsoberflachen mit
PEI beschichtet. Die Beschichtung erfolgte U.N. bei 37°C. Das PEIl wurde am
Folgetag zuerst mit ddH,O, dann mit Komplettmedium ohne B27-Supplement
(Waschmedium) gewaschen, bevor anschlieend NMEM-B27-Medium fur die
anschlie3ende Kultivierung der primaren Neurone je Konkavitat vorgelegt wurde.
Kortikale und hippocampale Neurone wurden aus Embryonen (E17/E18) zeitlich
verpaarter, weiblicher Sprague Dawley Ratten gewonnen. Daflr wurde das Multtertier
mit CO, betaubt und anschlielRend durch Dekapitierung getétet. Die Entnahme und
Dekapitierung der Embryonen aus dem Uterus erfolgte mithilfe einer
Bauchdeckenschere und einer Gewebs-Pinzette. Mittels eines Spatels, einer
Irisschere und einer gebogenen Pinzette wurden die Schadel der Embryonen
gedffnet, die Gehirne isoliert und in eine Petrischale mit vorgewarmtem HBSS Puffer
uberfuhrt. Die weitere Praparation erfolgte unter Zuhilfenahme eines Binokulars.
Zunachst wurde das Zerebellum abgetrennt und die beiden Hemispharen
voneinander getrennt. AnschlieBend konnte mittels einer Skalpellklinge und einer
sehr feinen, spitzen und geraden Pinzette der Hirnstamm entfernt werden. Die
Meningen wurden vom restlichen Gehirngewebe eliminiert und die Hippocampi mit
einer Vannas Federschere prazise herausgeschnitten. Zum Schluss der Préaparation
erfolgte die Abtrennung der dahinter befindlichen Kortizes. Hippocampi und Kortizes
wurden in separaten 15 ml Falcon-Réhrchen, in denen sich vorgewarmter HBSS-
Puffer befand, aufgefangen.

Im Anschluss wurden die Hippocampi und Kortizes trypsiniert. Dafur wurde der
HBSS-Puffer aus den 15 ml Falcon-R6hrchen abgesaugt und durch 5 ml Trypsin-



4 Material und Methoden 50

EDTA ersetzt. Nach einer Inkubation von 10 Minuten bei 37°C wurde dreimal mit
5 ml HBSS-Puffer gewaschen. Im Folgenden wurden 2 ml B27-Medium auf die
Hippocampi bzw. Kortizes gegeben, um diese dann mit einer 1000 ul Eppendorf
Pipette durch auf- und abpipettieren zu trituieren. Das B27-Medium wurde
anschlieBend bei beiden Geweben aufgefillt, beim Hippocampus auf 5 ml und beim
Kortex auf 10 ml. Die trituierten kortikalen Zellen wurden auf3erdem noch filtriert
(FilterporengrofRe: 70 pm).

In einer Neubauer Zahlkammer erfolgte anschlieRend die Bestimmung der Zellzahl
und die Einstellung der jeweiligen, fir das Zellformat relevanten, Zelldichte fir

sogenannte high-density Kulturen.

Zellformat Zellzahl
12-Well 0,8 x 10°
24-Well 2,5x 10°
48-Well 1,5 x 10°
96-Well 0,5 x 10°

Tab. 15: Ubersicht (iber die Zellzahl bei Aussaat in verschiedene Kultivierungsformate

Der Mediumwechsel von priméaren Kulturen wurde in zwei- bis dreitagigem Rhythmus
durchgefuhrt. Die Kultivierungsdauer variierte in Abhangigkeit zum jeweiligen
Versuchsaufbau.

4.2.2.3 Transfektion mit Lipofectamine 2000™

Fiur diese Methode des transienten Einbringens von Fremd-DNA in eine Zelle wurde
ausschlief3lich Lipofectamine 2000™ verwendet. Es handelt sich hierbei um eine
Mischung aus kationischen Lipiden. Diese werden von der negativ geladenen
Plasmid-DNA angezogen, umhillen diese und fusionieren mit der Zellmembran. Auf
diesem Weg gelangt die Fremd-DNA in die Zelle.

Die Transfektion von HelLa-Zellen / HEK293FT Zellen

Der Transfektionsansatz wurde in OptiMEM durchgefuhrt. Plasmide, die in die

jeweiligen Zellen eingebracht werden sollten, wurden in OptiMEM 5 min inkubiert.
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Parallel wurde die entsprechende Menge Lipofectamine in einem separaten
Eppendorfgefal3 zusammen mit OptiMEM inkubiert. AnschlieBend wurden das
Plasmid-OptiMEM-Gemisch und das Lipofectamine-OptiMEM-Gemisch zusammen
gegeben und inkubierten weitere 20 min bevor sie auf die zu transfizierenden Zellen

gegeben wurden. Der Komplettmediumwechsel fand vier bis sechs Stunden danach

statt.
Komplettmedium je | Waschmedium je DNA- . N
zelizanl Well Transfektionsansatz] Menge Lipofectamine 2000
12-well | 25x10° 1000 pl 2 x 100 pl 1,5 pg 2 4l
24-Well 1.2 X 105 500 pl 2 x50 ul 0,8 ug 1ul
96-Well | 0.5 x10° 50 pl 2 x 25 l 0,3 g 0,3 l

Tab. 16: Ubersicht tiber die Transfektionsparameter verschiedener Kultivierungsformate von von
HelLa-Zellen / HEK293FT Zellen

Virusproduktion als spezieller Fall der Transfektion von HEK293FT-Zellen

Die Zellen wurden in T-175 Zellkulturflaschen kultiviert. 12 Stunden vor der
Transfektion wurde das Komplettmedium der Zellen mit 80% Konfluenz durch
OptiMEM mit 2% FKS ersetzt. Um zu gewahrleisten, dass die Virusproduktion unter
serumfreien Bedingungen stattfindet, wurden die Zellen langsam an das serumfreie
Medium gewdhnt.

Fur die Transfektion wurde ein Transfektionsansatz mit 4 verschiedenen Plasmiden
vorbereitet. Neben 18 pg lentiviraler Plasmid DNA wurden 27 ug ,Packaging Mix*
(1 pg/ul; pLP1/pLP2/pLP_VSVG = 1/1/1 molares Verhéltnis) in 4,5ml OptiMEM
aufgenommen. Parallel wurden in einem seperaten Gefal 108 ul
Lipofectamine™ 2000 zu 4,5 ml OptiMEM gegeben. Beide Ansatze inkubierten
5 Minuten bei Raumtemperatur, bevor sie miteinander vermischt wurden und erneut
20 Minuten inkubierten. In dieser Zeitspanne wurden die 293FT Zellen durch 5 ml
Trypysin abgeldst und auf eine Konzentration von 5 x 10° Zellen/ml eingestellt. In
einer T-175 Zellkulturflasche wurden schlie3lich 15 ml OptiMEM vorgelegt und
sowohl 7,5 ml der 293FT-Zellsuspension, als auch 9 ml des Transfektionsansatzes
dazugegeben. Die Zellen inkubierten Gber Nacht bei 37°C und 5% CO,. Am Folgetag
wurde das verbrauchte OptiMEM durch 30 ml frisches OptiMEM ersetzt und die
Zellen wieder bei 37°C, 5% CO, aufbewahrt. 48 Stunden und 72 Stunden nach
Transfektionsbeginn wurden die Uberstande jeweils in 50 ml Rohrchen tberfihrt und
die Zellen gegebenenfalls mit neuem OptiMEM versorgt. Die viralen Uberstande
wurden bei 3000 x g 5 Minuten zentrifugiert, sterilfiltriert (0,45 um SFCA-Filter) und



4 Material und Methoden 52

bei -80°C gelagert. Um die viralen Partikel aufzukonzentrieren, mussten die
Uberstande im Folgenden ultrazentrifugiert werden. Dafiir wurden die viralen
Uberstande aufgetaut und bei 50000 x g fur 90 Minuten zentrifugiert und damit
pelletiert. Die Uberstande wurden verworfen und das entstandene Pellet wurde tber
Nacht bei 4°C in 50 pl 1% BSA/PBS resuspendiert. Die resuspendierten viralen

Partikel konnten am Folgetag gepoolt, aliquotiert und bei -80°C aufbewahrt werden.

Transfektion von priméren Neuronen

Die Transfektion von zehn Tage alten primaren hippocampalen Neuronen fand
entweder auf Deckglasern im 24-Well oder im 96-Well Format statt. Auf die zu
transfizierenden Neurone (DIV10) wurde eine bestimmte Menge Komplettmedium
Transfektionsansatz wurde mit

gegeben. Der Komplettmedium ohne B27-

Supplement (Waschmedium) durchgeftihrt. 4 Stunden nach Zugabe des

Transfektionskomplexes auf die Zellen wurde das Medium der Neurone durch

Komplettmedium ersetzt.

Komplettmedium je Waschmedium je DNA- . -
Zelizahl Well Transfektionsansatz Menge Lipofectamine™2000
24-Well 2,5 x 10° 500 pl 2 x50l 2 ug 3ul
96-Well 6 x 10* 80 ul 2x25ul 0,5 ug 1l

Tab. 17: Ubersicht iiber die Transfektionsparameter verschiedener Kultivierungsformate primarerer
Neurone

Der Wechsel des Komplettmediums der Neurone erfolgte jeden dritten Tag. Am
siebzehnten Tag wurden die Zellen mit 4% PFA/PBS fixiert (15 min Inkubation bei
RT) und mit PBS gewaschen. Anschlie3end folgten immunzytochemische Verfahren
und Lagerung bei 4°C.

4.2.2.4 Immunzytochemische Verfahren

Die Zellen wurden aus dem Brutschrank enthommen. Vorsichtig wurde das Medium
abgesaugt und die Zellen 15 Minuten mit 4% PFA/PBS bei Raumtemperatur fixiert
werden konnten. AnschlielBend wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und
direkt im Anschluss mit Blockierungs (1x)- und Permeabilisierungslosung (0,2%
BMP/TritonX-100) far 30 Minuten

Primarantikorpers, welcher ebenfalls in 0,2% BMP/TritonX-100 angesetzt war. Der

inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe des
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Primérantikdrper inkubierte Uber Nacht bei Raumtemperatur. Am Folgetag erfolgen
zwei weitere funfmindtige Waschvorgange mit PBS, bevor der Sekundarantikdrper
fur einen Zeitraum von 30 Minuten bei RT auf die Zellen gegeben wurde. Der
Sekundarantikdrper wurde 1:500 in Blockierungslésung angesetzt. Nach kurzem
Waschen mit PBS wurde im Anschluss noch eine Kernfarbung mit dem Farbstoff
Hoechst 33258 durchgefihrt. Dieser wurde 1:1000 in PBS verdiinnt angesetzt und
fur 5 Minuten bei RT auf die Zellen gegeben. Nach erneutem Waschen konnten die
Neurone in PBS aufbewahrt werden.

Die Deckglaser wurden nach der Kernfarbung vorsichtig mit einer Pinzette aus der
Kavitat herausgenommen, mit Fluoreszenz-Mountingmedium (DAKOCYTOMATION

GmMBH, Hamburg) auf einem Objekttrager positioniert und Gber Nacht getrocknet.

4.2.3 Stereotaktische Verfahren/lentiviraler Gentransfer in vivo

4.2.3.1 Bestimmung der Injektionskoordinaten

Zur Ermittlung der stereotaktischen Koordinaten fir juvenile Ratten im Alter von 27
bis 29 Tagen (P27-P29), wurden Tinteninjektionen durchgefuhrt. Basierend auf den
stereotaktischen Koordinaten des Atlas ,The Rat Brain in stereotaxic coordinates”
(Paxinos, G. und Watson, C.; 1998) wurden die Koordinaten fir das Zielgebiet des
Gyrus dentatus im dorsalen Hippocampus ermittelt (s.u.).

Die Koordinatenbestimmung erfolgte dabei stets ausgehend vom Bregma. Das
Bregma ist der Punkt, an dem die sutura coronalis und die sutura sagittalis
zusammentreffen. Von diesem Nullpunkt ausgehend wurden in anterior-posteriorer,
medial-lateraler und dorsoventraler Richtung die Koordinaten fur die bilaterale

Injektion in den Gyrus dentatus bestimmit:

rechte Hemisphare linke Hemisphare
anterior - posterior -0,39 cm
medial - lateral -0,35cm +0,35 cm
dorsoventral -0,36 cm

Tab. 18: Injektionskoordinaten in den Gyrus dentatus 28 Tage alter Raten
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Fur den shRNA vermittelten Knockdown von Neurofascin in vivo wurden folgende
shRNA-Sequenzen, eingebracht mit Hilfe lentiviraler Vektoren, verwendet (Burkarth,
2008):

ShNF252 (shNF1):
5'-GATTGAATGTGAAGCTAAACGAATTTAGCTTCACATTCAATC-3¢
5-GATTGAATGTGAAGCTAAATTCGTTTAGCTTCACATTCAATC-3¢

ShNF1504 (shNF2):
5-ACACTCCGATGGTTTAAGACGAATCTTAAACCATCGGAGTGT-3¢
5'-ACACTCCGATGGTTTAAGATTCGTCTTAAACCATCGGAGTGT-3¢

4.2.3.2 Stereotaktische Injektion lentiviraler Partikel

Vor der Operation wurde mit einer 10 yl Hamilltonspritze das jeweilige Gemisch
lentiviraler Partikel aufgezogen und bis zum Gebrauch bei 4°C gelagert.
Anschlielend wurde die Ratte mit einem Gemisch von Ketaminhydrochlorid und
Xylazinhydrochlorid (100 mg/kg KG und 10 mg/kg KG) i.p. narkotisiert. Mittels eines
Langhaarschneiders erfolgte eine grol3ziigige Rasur des Kopfhaares. Nachdem der
Schmerzreflex nach Kneifen in die Hinterlaufe ausgesetzt war, wurde die Ratte in
den stereotaktischen Rahmen eingespannt, im Bereich der Operationsstelle
gro3zugig mit Vet-Sept desinfiziert und mit Lidocainhydrochlorid (2%) lokal
anasthesiert. Mittels eines Skalpells wurde die Kopfhaut in Langsrichtung durch
einen Schnitt von ca. 2 cm geo6ffnet. Mithilfe von Bulldog-Klemmen wurde die
Wundoffnung aufgespannt. Nachfolgend konnte die Schédeldecke mit in sterilem
PBS getrankten Q-Tipps gesaubert werden.

Nachdem die Hamiltonspritze in die daflr vorgesehene Halterung des Stereotakters
(STOELTING EUrROPE, Dublin, Irland) eingespannt war, wurden die
Injektionskoordinaten in Abhanigkeit der Bregma-Koordinaten berechnet. Mittels
eines Bohraufsatzes von 1 mm Durchmesser erfolgte an den berechneten Stellen
bilateral die Bohrung durch die Schadeldecke. Die Hamiltonspritze wurde
Koordinatengetreu positioniert und entsprechend der dorsoventralen Koordinaten in
das Gehirn der Ratte abgesenkt. Mit einer Injektionsgeschwindigkeit von 0,2 pl/min
wurden 2 — 4 pl virale Suspension je Hemisphare injiziert. Nach beendeter Injektion
verblieb die Injektionsnadel weitere zwei Minuten an ihrer Position, um ein
Angleichen des Injektionsdruckes innerhalb des Gehirngewebes zu gewahrleisten.

Nach dem Entfernen der Injektionsnadel und der Bulldog-Klemmen wurde die
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Schadeldecke erneut mit einem PBS-getrankten Q-Tipp gereinigt und die
Wundrander erneut mit Lidocainhydrochlorid anasthesiert. Schlie3lich wurde die
Operations6ffnung mit einer Hautnaht verschlossen. Das Tier wurde bis zum
Abklingen der Narkose unter einer Infrarot-Warmelampe beobachtet. Als

Analgetikum wurde postoperativ Rimadyl® (4 mg/kg KG) s.c. appliziert.

NF166mtin vivo

Den juvenilen (P28), weiblichen Sprague-Dawley-Ratten wurde bei der
stereotaktischen OP ein Mischvirus, bestehend aus der NF166mt-Virussuspension
(pLenti_Linker NF166mt) und einer viralen Suspension, welche ein EGFP enthielt
(pLentiC04_SEW_miCTR), injiziert. Dieses Mischvirus wurde in dem Verhéaltnis 1:4
(1 ul EGFP+3 pl NF166mt/Hemisphare) eingesetzt. Dadurch sollte bei spéateren
Analysen die Detektion der Infektionsregion ermdglicht werden

4.2.3.3 Transkardiale Perfusion

Die transkardiale Perfusion ist eine Méglichkeit um nach Eintritt des Todes Gewebe
maoglichst schnell zu fixieren. Die Ratte wurde mit einer Mischung aus
Ketaminhydrochlorid und Xylazinhydrochlorid (100 mg/kg KG und 10 mg/kg KG) i.p.
in tiefe Narkose versetzt. In Riuckenlage wurde das Tier fixiert. Mittels eines
Medianschnittes wurde die Peritonealhdhle gedffnet. Durch vorsichtiges Schneiden
entlang der Rippenbdgen konnte der Thorax geo6ffnet werden, sodass das Herz
zuganglich war. Nach Entfernen des Perikards wurde eine stupfe Kanile in den
linken Ventrikel eingefiihrt. Zeitgleich wurde die rechte Herzkammer durch einen
Schnitt mit einer Schere gedffnet und die Schlauchpumpe, welche mit der
eingefuhrten Kanule in Verbindung stand, gestartet. Die Pumpgeschwindigkeit betrug
30-40 ml/min. Zu Beginn wurden ca. 200 ml PBS durch das Tier gepumpt, wodurch
das gesamte Blut aus den GefalRen gespult wurde. Der Schlauch der Pumpe wurde
anschlieBend in 4% PFA/PBS (pH 7,4) tUberfuhrt, um die Fixierung einzuleiten. Nach
maximal 500 ml 4% PFA/PBS wurde die Perfusion beendet, das Tier dekapitiert und
das Gehirn frei prapariert. Zur Nachfixierung wurde das isolierte Gehirn fur
30 Minuten bei 4°C in 50 ml 4% PFA/PBS gelegt und anschlie3end bis zur weiteren
Verarbeitung bei 4°C in PBS aufbewabhrt.
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4.2.3.4 Praparation von Hirschnitten mittels Vibratom

Das fixierte und isolierte Gehirn aus Abschnitt 4.2.3.3 wurde vor dem Schneiden am
Vibratom zu einem ca. 1 cm langen Block geschnitten, in welchem die potentiell
infizierte Region des Hippocampus beinhaltet war. Geschnitten wurde von anterior
nach posterior. Dementsprechend wurde das Gehirn mittels eines Sekundenklebers
(UHU GmMBH & Co. KG, Buhl/Baden) auf der posterioren Seite fixiert und im Vibratom
VT1000S (LEICA MIKROSYSTEME VERTRIEB GMBH, Wetzlar) positioniert. Mit einer
handelslblichen Rasierklinge (WILKINSON, Solingen) wurden Schnitte von einer Dicke
zwischen 40 um und 100 um angefertigt, welche anschlieRend nach Hemisphéren
getrennt in PBS und in Well-Platten bei 4°C aufbewahrt, oder sofort

immunhistochemischen Verfahren unterzogen wurden.

4.2.3.5 Immunhistochemische Verfahren

Bevor die Gewebeschnitte immunhistochemisch behandelt wurden, musste verifiziert
werden, ob die lentivirale Infektion an der richtigen Position im Gehirn stattgefunden
hatte. Dafur wurden die Schnitte separat unter einem Fluoreszenzmikroskop
betrachtet. Die Plasmide fur die lentivirale Produktion waren meist mit einem EGFP-
Epitop versehen. Infizierte Zellen im Gewebe sollten demnach EGFP exprimieren.
Aufgrund dessen erfolgte die Identifikation der Infektionsstelle. Bei der Injektion des
Neurofascin-Uberexpressionskonstruktes wurde ein Gemisch lentiviraler Partikel
verwendet, in welchem ein EGFP-exprimierendes Plasmid enthalten war.
Dementsprechend relevante Schnitte wurden fir die Immunhistochemie verwendet.

Dafur wurden die Hippocampus-Schnitte vorsichtig in je eine Kavitat einer 96-Well-
Platte Uberfihrt und 2zwei bis drei Stunden in Blockierungs (1x)- und
Permeabilisierungslosung (0,6% BMP/TritonX-100) inkubiert. Danach erfolgte die
Inkubation des ersten Antikdrpers tUber Nacht bei RT, welcher ebenfalls in 0,6%
BMP/TritonX-100 angesetzt war. Am Folgetag wurde dreimal mit PBS fir eine
Stunde gewaschen, bevor der Sekundarantikdrper fir einen Zeitraum von zwei bis
drei Stunden auf das Gewebe gegeben wurde. Der Sekundarantikérper wurde 1:500
in 0,6% BMP/TritonX-100 angesetzt. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit PBS
wurde im Anschluss noch eine Kernfarbung mit dem Farbstoff Hoechst 33258
durchgefthrt. Dieser wurde 1:1000 in PBS verdinnt angesetzt und fir 5 Minuten auf

das Gewebe gegeben. Nach erneutem Waschen wurden die Hirnschnitte vorsichtig
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auf einen Glasobjekttrager, auf dem sich jeweils ein Tropfen PBS befand, Uberfthrt
und positioniert. AnschlieRend wurde das PBS vom Glasobjekttrager entfernt. Zum
Abschluss wurden die Schnitte mit Fluoreszenz-Mountingmedium (DAKOCYTOMATION
GmBH, Hamburg) und Deckglaschen bedeckt und tber Nacht bei Raumtemperatur

getrocknet.

4.2.4 Auswertung und Statistik

Die statistischen Analysen erfolgten unter Zuhilfenahme des Statistikprogrammes
StatView 5.0 (SAS INSTITUTE INC.). Signifikanzen wurden wie folgt definiert. Alle p-
Werte < 0,05(*) und < 0,01(**) wurden als signifikant und P-Werte < 0,001(***) als
hochsignifikant bezeichnet. Alle Grafiken und Abbildungen der aus dieser Arbeit
resultierenden Ergebnisse wurden mithilfe des Programms CorelDraw12 erstellt.

Auswertungen mikroskopischer Aufnahmen hinsichtlich Anzahl, Gréf3e, Volumen und
Intensitaten bestimmter Strukturen wurden mithilfe der Bildanalyse-Software ImageJ

und Imaris (BITPLANE, ZUrich) durchgefihrt.
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5 Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit war die Funktion von Neurofascin (NF) hinsichtlich der
inhibitorischen Synapsenbildung und -stabilisierung weiterfihrend zu untersuchen.
Dabei sollten Unterschiede zwischen den einzelnen neuronalen Isoformen, sowohl
im Hinblick auf ihre Expressionsmuster, als auch in ihrer Funktion in vitro und in vivo

herausgearbeitet werden.

5.1 Expressionsprofile neuronaler Neurofascin-lsoformen in vitro und in vivo

Burkarth et al. identifizierten neben der bereits bekannten neuronalen NF-Isoform
NF186, welche im Besitz einer 5. FNIll-dhnlichen Domane ist (NF+5°FNIll), eine
zweite neuronale Neurofascin-Isoform ohne 5. FNIlI-dhnliche Domane (NF-5FNII).
NF-5°FNIIl wird vermehrt in embryonalem, NF186 starker in adultem Gewebe
exprimiert (Burkarth et al., 2007).

Zunachst sollten diese beiden beschriebenen neuronalen Neurofascin-lsoformen auf
ihre Expression in primaren hippocampalen Neuronen und in neuronalem Gewebe
zu verschiedenen Zeitpunkten untersucht werden FiUr den Nachweis der NF-

Expressionen wurden zwei unterschiedliche Primerpaare verwendet.

Abb. 5. Schematische Darstellung
der NF-lsoformen NF-5teFNIIl und
NF186 mit den Primer-Paar-
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NF186 (TM-PAT/TM-5.ENIII) fir die jeweilige
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T ahnliche Doméne, T™-

Fo-Primer * Rev-Primer Transmembrandoméne, PAT-Prolin-
TM-G.FNII Alanin-Threonin-reiche Doméne.

Das Primerpaar fir NF186 erkennt die fur diese Isoform spezifische Konstellation von
5. FNIlI-&dhnlicher Domane in Verbindung mit der Transmembrandomane (TM-

5.FNIIl). Das Primerpaar fiir die Isoform NF-5°FNIII erkennt Teile der PAT-Doméane
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und der Transmembrandoméne (TM-PAT), ohne 5. FNIlI-ahnliche Doméne (Abb. 5).
Somit konnten die beiden Isoformen durch diese spezifischen Primer und die
Isoform-spezifischen Fragmente amplifiziert und unterschieden werden. Diese
amplifizierten Fragmente stehen in diesem Versuch stellvertretend fur die gesamte
jeweilige NF-Isoform.

Zuerst wurde die Expression in primaren hippocampalen Neuronen, zu den
angegebenen Zeitpunkten wahrend der Kultivierung (DIV5-DIV39), untersucht. In
Abb. 6 A (unten) ist die relative Expression beider NF-Isoformen dargestellt.
Wahrend die  Expression der  NF-5°FNIll-Isoform mit  zunehmender
Kultivierungsdauer von einer relativen Expression von 1600 an DIV5 kontinuierlich
abfallt, zeigt NF186 mit zunehmender Kultivierungsdauer einen Anstieg in der
relativen Expression bis auf einen Wert von 90 an DIV39. Dennoch wird zu allen
Zeitpunkten weniger NF186 im Vergleich zur Isoform NF-5°FNIII in den neuronalen
Kulturen exprimiert.

In Abb. 6 A (oben) ist das Verhaltnis von NF-5FNIII/NF186 dargestellt. Es wird eine
kontinuierliche Reduktion des Expressionsverhaltnisses deutlich. Somit werden
zusammenfassend eine Abnahme der Isoform NF-5°FNIIl und eine Zunahme von
NF186 mit zunehmender Kultivierungsdauer festgestellt.

Analog zur in vitro-Analyse wurde die relative Expression der beiden NF-Isoformen
im Gewebe gepruft. Dafur wurde Gehirngewebe (ohne Zerebellum) von 17 Tage
alten (E17) Ratten-Embryonen und von drei Tage alten (P3), 28 Tage alten (P28)
und adulten (A) Ratten analysiert und ist in Abb. 6 B dargestellt. Abb. 6 B (unten)
zeigt erneut die relative Expression von NF-5FNIIl und NF186. Die Abbildung zeigt
einen starken Anstieg der rel. Expression von NF-5°FNIII in embryonalem Gewebe
(750) zu P3-Gewebe (2500). AnschlieRend sinkt die relative Expression von
NF-5FNIIl in P28-Gewebe und adultem Gewebe fast unter die Nachweisgrenze
(~50). Die rel. NF186 Expression steigt im Gegensatz dazu nach geringer Expression
in E17, und P3-Gewebe auf 350 in P28-Gewebe bis hin zu 625 in adultem Gewebe
an. Die groRte rel. Expression an NF-5FNIII zeigt sich in P3-Ratten (2500), wéhrend
die maximale rel. Expression von NF186 in adulten Tieren nur bei ~600 liegt. Junge
Ratten exprimieren demnach viel NF-5°FNIIl und wenig NF186, wahrend adulte
Ratten viel NF186 und wenig NF-5FNIIl exprimieren. Die Expression in P28-Tiere
verhalt sich &hnlich der Expression von adulten Tieren, wobei weniger exprimiertes

NF186 detektiert werden konnte, als in adulten Tieren.
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A primare hippocampale Neurone B Gehirn-Gewebe
NF-5°FNIII/NF186 NF-5°FNIII/NF186
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Abb. 6 A. Expression der Isoformen NF-5°FNIIl und NF186 in primaren hippocampalen Neuronen
vom Zeitpunkt DIV5 bis DIV39. Die rel. Expression von NF-5°FNIIl nimmt mit zunehmender
Kultivierungsdauer kontinuierlich ab, die von NF186 nimmt zu. Es wird zu allen Zeitpunkten mehr
NF-5°FNIIl als NF186 exprimiert. Das Verhaltnis von NF180/NF186 nimmt bis hin zu DIV 39 stark
ab.

B. Expression der Isoformen NF-5°FNIIl und NF186 im Gehirn-Gewebe der Ratte zu
unterschiedlichen Zeitpunkten (17 Tage alte Embryonen (E17), drei Tage alte (P3), 28 Tage alte
(P28), adulte (A) Ratten). Nach einem Anstieg der rel. Expression von NF-5°FNIIl von E17 zu P3,
nimmt die NF-5°FNIII -Expression stark ab. Die Expression von NF186 steigt mit zunehmendem
Alter der Ratten.

Das Expressionsverhaltnis NF-5°FNIII/NF186. Abb. 6 B (oben) zeigt einen Anstieg

bei 17 Tage alten Embryonen zu drei Tage alten postnatalen Ratten und sinkt dann
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gegen Null. Adultes Gewebe zeigt demnach ein geringes Expressionsverhéltnis
NF-5°FNIII/NF186, &hnlich dem Verhaltnis von 39 Tage kultivierten priméaren
Neuronen. Demnach haben Gewebe friher Entwicklungszeitpunkte ein hohes
NF-5FNIII/NF186 — Verhéltnis, wahrend mit steigender Reife des Gewebes das
NF-5FNIII/NF186 — Verhaltnis sinkt. Die primaren Neuronenkulturen betrachtend
steigt demnach mit zunehmender Kultivierungsdauer der Neurone auch ihr Reifegrad

hinsichtlich der Neurofascin-Expression.

5.2  Klonierung und Charakterisierung der NF-5°FNIlI-Isoform

Der Unterschied zwischen den Isoformen NF-5°FNIII und NF186 ist das Fehlen einer
funften Fibronektin (Il)-dhnlichen Doméane (NF-5FNIII). Eine solche SpleiRvariante
wurde bereits von Rathjen et al. 1987 im Huhn beschrieben. Die in E16-Gewebe
entdeckte Isoform kommt mit einer hohen Haufigkeit (21%) im Gehirngewebe des
Huhns vor (Hassel et al., 1997). Daraus lasst sich ableiten, dass es sich womaoglich
um dieselbe Neurofascin-Isoform handeln konnte, die von Burkarth et al. im
Rattengehirn-Gewebe identifiziert wurde. Aus diesem Grund sollte diese Isoform, mit
PAT-Domane, aber ohne 5. FNIII-&hnliche Domane kloniert werden.

Die Klonierung erfolgte basierend auf den Isoformen NF22 und NF166 aus dem
Huhn, die durch Restriktionsverdau und Ligationen zu der ,neuen“ NF-Isoform
zusammengesetzt wurden. Anschlie3end sollte die Molekulare Masse dieser ,neuen”

NF-Isoform, in Relation zu den bereits bekannten Isoformen, bestimmt werden.

Marker 2011|/NF155 NF166 NF180 NF186 |Marker 2005
250 KDa— 1 Abb. 7. Western Blot. Dargestellt

sind die NF-Isoformen NF155,
J— — 207 kDe  NF166, NF-5°FNIII (NF180), NF186.
e Der linke GroRRenstandard von 2011
- zeigte ein anderes Laufverhalten als

— der GroRenstandard von 2005
(Davis et al., 1993, Rathjen et al.,
1987).

148 kD g m—

— 117 kDa
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Durch Uberexpression der ,neuen“ NF-Isoform, sowie von bekannten NF-Isoformen
(NF155, NF166, NF186) in HelLa-Zellen sollte die Molekulare Masse bestimmt
werden In Abb. 7 sind die Proteinbanden der einzelnen Isoformen im Western Blot
dargestellt. NF186 weist die grof3te Molekulare Masse auf, begrtindet durch seinen
Aufbau (vier Fibronektin (Il1)-&hnliche Domanen und eine PAT-Domaéne). Das Fehlen
der PAT-Doméane und der funften Fibronektin (ll)-ahnlichen Domane von
Neurofascin 166 zeigt eine erwartete deutlich geringere Molekulare Masse. Die
.neue” Isoform NF-5teFNIIl hat ein intermedidres Molekulargewicht, welches sich
zwischen dem von NF166 und dem von NF186 einordnet. Die bereits bekannten
Molekularen Massen von NF186 und NF166 betragen 186 kDa (Davis & Bennett,
1994) und 166 kDa (Pruss et al., 2006). Betrachtet man die Banden des
GrolRenstandards links aus Abb. 7, stimmen die hier beschriebenen Molekularen
Massen nicht mit den bekannten Proteinen des Grof3enstandards uberein. Der
GroRRenstandard zeigt ein apparent abweichendes Laufverhalten zu den
beschriebenen Werten fir NF166 und NF186. Laut dem linken Gro3enstandard hétte
NF166 eine Molekulare Masse von 130 kDa, NF186 eine von 175 kDa und die neue
Isoform eine Molekulare Masse von 163 kDa. Die gliale Neurofascin 155 Isoform
wurde als dritte bereits beschriebene Isoform mit in der Western Blot Analyse
verwendet. Demnach ist NF155 grol3er als NF166, aber kleiner als die ,neue” NF-
Isoform. Laut des verwendeten Grol3enstandards ist Neurofascin 155 136 kDa
schwer. Aus diesem Grund ist in Abb.7 ein von Pruss et al. verwendeter
GroélRenstandard zum Vergleich eingeflgt worden (Pruss et al., 2006). Die benannten
Molekularen Massen 166 kDa und 186 kDa fir NF166 und NF186 sind bereits in der
Literatur etabliert und wurden basierend auf dem rechten Gro3enstandard bestimmt.
Die Molekulare Masse von der ,neuen“ NF-Isoform wurde in Relation zu den
etablierten Werten bestimmit.

Die auf diese Weise berechnete Molekulare Masse fir NF-5°FNIIl aus dem Western
Blot betragt 181 kDa. Deshalb wurde diese Neurofascin-Isoform, ohne 5. FNIII-
ahnliche Domane, als Neurofascin 180 (NF180) bezeichnet. Im Folgenden wird die
embryonale Neurofascin-SpleiRvariante aus dem Rattengehirn als NF180
bezeichnet. Gemeint ist damit die Isoform ohne 5. FNIII-&hnliche Domane, aber mit

vorhandener PAT-Doméne.
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5.3 Wirkung der verschiedenen Neurofascin-lsoformen auf Gephyrin-

Aggregat-Formierungen am AIS in vitro

In einem neuronalen System sollten die Funktionen der einzelnen NF-lIsoformen
geklart werden, um mogliche Unterschiede herauszuarbeiten. Es sollte geklart
werden, ob NF166 nicht nur frihe Entwicklungsvorgédnge in der Ansammlung von
Gephyrin  am Axonhugel reguliert, sondern auch an spéateren Mechanismen,

insbesondere der Lokalisation von Gephyrin am AIS beteiligt ist.

5.3.1 Neurofascin reduziert endogene Gephyrin-Aggregate

Zuerst sollte die Wirkung von Neurofascin 166 auf endogenes Gephyrin untersucht
werden. Dafir wurde NF166 in den dissoziierten hippocampalen Neuronen
Uberexprimiert. Um den richtigen Zeitpunkt fur die Transfektion und Fixierung der
Neurone zu bestimmen wurde endogenes Gephyrin an DIV10 und DIV17 hinsichtlich
seiner Lokalisation in der Zelle untersucht (Abb. 8). Es ist nach 10DIV immer noch im

Soma der neuronalen Zellen lokalisiert.

Abb. 8. Neurofascin  (NF,
gelb) ist an DIV10 und DIV17
neuronaler Kulturen bereits
am AIS lokalisiert. Endogenes
Gephyrin (Geph, rot) befindet
sich an DIV10 hauptséchlich
im Soma der Neurone. An
DIV17 hat eine Translokation
von Gephyrin auf das AlS und
die Dendriten stattgefunden.
Malstab 10 pum.

DIV10

DIV17

Nach 17DIV hat eine Translokation von Gephyrin auf das AIS und die Dendriten
stattgefunden. Aus diesem Grund wurden die Transfektionen an DIV10 durchgefihrt,
und anschlieBend wurden die endogenen Gephyrin-Aggregate hinsichtlich ihrer
GrofRe und Anzahl auf dem AIS und auf den Dendriten an DIV17 analysiert. NF166-
transfizierte Zellen wurden mit einem EGFP-N1-Plasmid kotransfiziert und konnten

damit identifiziert werden. Die Kontrollen wurden nur mit EGFP-N1 transfiziert.
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Abb. 9. Endogenes Gephyrin:
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Die Analysen der endogenen Gephyrin-Aggregate am AIS aus Abb. 9 zeigen eine
Reduktion der Volumina nach Uberexpression von NF166 von 100% auf 70% am
AIS im Vergleich zu nur EGFP-N1 exprimierenden Zellen (CTR). Die Anzahl bleibt
weitgehend unverdndert. Untersuchungen auf den Dendriten zeigen im Gegensatz
dazu keine Verdnderung in der Gephyrin-Anhaufung nach einer NF166-
Uberexpression, weder im Volumen, noch in der Anzahl. Somit beeinflusst
Neurofascin das Aggregieren von Gephyrin am AIS und nicht an den Dendriten. Dies

deutet auf einen AlS-spezifischen Effekt von Neurofascin auf Gephyrin hin.

5.3.2 Neurofascin vergrolert exogene EGFP-markierte Gephyrin-
Aggregate

Bei der Uberexpression von Neurofascin 166 entsteht automatisch ein
Ungleichgewicht von viel mehr Neurofascin und viel weniger Gephyrin. Es steht
maoglicherweise nicht gentigend endogenes Gephyrin fur die spezielle Funktion mit
Neurofascin zur Verfiigung. Um den durch die Uberexpression hervorgerufenen
Uberschuss an Neurofascin auszugleichen, wurde EGFP-markiertes Gephyrin
(EGFP-Gephyrin) in gleichen Mengen kotransfiziert. Das so entstehende neuronale
Testsystem konzentriert sich auf die Funktion der beiden Uberexprimierten
Komponenten zueinander. Diesmal sollte zusatzlich geklart werden, ob der Einsatz

unterschiedlicher neuronaler Isoformen (NF166, NF180, NF186), bzw. nur der
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extrazellularen (NF-ED) oder intrazellularen (NF-CD) Doméane von Neurofascin

Unterschiede im Aggregationsverhalten von Gephyrin hervorrufen.

A

*% 1 |
20 | ob

CTR

150+

100+

EGFP-Gephyrin-Flache [%]
wn
i

NF166

CTR

NF166
NF180
NF186
NF-CD
NF-ED

|  +EGFP-Gephyrin |

NF180

Abb. 10. A. Dargestellt sind die
EGFP-Gephyrin-Anhaufungen
(GFP-Ge, grin) am AIS (NF, rot)
primérer hippocampaler Neurone.
Nach Uberexpression von Isoform
NF166 und NF180 werden die Ge-
Anhéaufungen groéRer, im Gegensatz
zur Isoform NF186 und den
Deletionsmutanten
(zytoplasmatische Domane, NF-CD;
extrazellulare Doméne; NF-ED).
Maflstab 20um.

B. Quantitative, prozentuale Dar-
stellung von EGFP-Gephyrin. Die
EGFP-Gephyrin-Aggregatflache
nach Uberexpression von NF166
und NF180 hat sich um ein 1,8-
1,9-faches erhoht

(ANOVA; pPne166=0,002; Pnr1go=0,004;
Fehlerbalken: Standardfehler; n=30)

NF186

NF-CD

NF-ED

Primare hippocampale Neurone an DIV10 wurden jeweils mit NF166, NF180, NF186,
NF-ED oder NF-CD und EGFP-Gephyrin kotransfiziert. An DIV17 folgte die
Fixierung, immunzytochemische Behandlung und mikroskopische Analyse.
Abb. 10 A zeigt die AIS der transfizierten Neurone. Das kotransfizierte EGFP-
Gephyrin (GFP-Ge, grun), wird am AIS exprimiert. Als AlS-Marker wurde Neurofascin
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(NF, rot) verwendet. Es wurde die Flache der EGFP-Gephyrin-Aggregate am AIS
analysiert. Bereits aus Abb. 10 A wird eine VergroRerung der EGFP-Gephyrin-
Aggregate nach Uberexpression von NF166 und NF180 sichtbar. Die Quantifizierung
der Flache von am AIS aggregiertem EGFP-Gephyrin ist in Abb. 10 B dargestellt. Als
Kontrolle dienten Zellen, die nur EGFP-Gephyrin exprimierten (CTR). Nach
Neurofascin-Uberexpression wurden die Gephyrin-Aggregate mit denen der
Kontrollsituation verglichen. Nach Uberexpression von NF166, sowie von NF180 wird
eine Vergrol3erung der Gephyrin-Aggregate auf 190 bzw. 180% detektiert. Hingegen
zeigt die Uberexpression von NF-CD, NF-ED und NF186 keinen Effekt auf die EGFP-
Gephyrin-Aggregat-Flache. NF180 zeigt die gleiche Wirkung auf die EGFP-Gephyrin-
Aggregate, wie NF166. Demnach haben NF166 und NF180 hinsichtlich der
Gephyrin-Assemblierung am AIS die gleiche Funktion. Des Weiteren wird deutlich,
dass die zu vornehmlich frihen Zeitpunkten der Entwicklung exprimierten NF-
Isoformen einen Effekt auf die Gephyrin-Anhédufung aufweisen, den die
hauptsachlich spater exprimierte NF186-Spleivariante nicht zeigt. Aul3erdem ist
weder die zytoplasmatische, noch die extrazellulare Doméane von Neurofascin 166
ausreichend, um die EGFP-Gephyrin-Aggregat-Grofde zu verdndern. Somit
beeinflussen NF166 und NF180 die Bildung und Formierung von Gephyrin-
Aggregaten am AIS in vitro.

5.4 Knockdown von Neurofascin in vivo

Nachdem Neurofascin 166 und 180 in die Bildung von Gephyrin-Aggregaten am AIS
in vitro involviert sind, sollte die Funktion von Neurofascin auf synaptische Strukturen
am Axoninitialsegment (AIS) in vivo untersucht werden. Die in vivo-Untersuchungen
wurden mittels shRNA-vermittelten Knockdowns, lentiviral, im Gyrus dentatus von
P28-Ratten (weiblich) durchgefihrt. Durch die bereits vorhandene komplexe
Ausbildung neuronaler Strukturen in den Tieren konnten neben postsynaptischen

Strukturen auch prasynaptische Strukturen analysiert werden.
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5.4.1 Infektion des Gyrus dentatus in vivo

Vor ihrem Einsatz in vivo wurden die lentiviralen Partikel qualitativ analysiert. Die
shRNA-exprimierenden Plasmide exprimierten zuséatzlich ein EGFP, welches Uber
einen Neuronen-spezifischen Promotor (CamKII-Promotor) gesteuert wurde. Somit
konnte keine Tritration in HT1080-Zellen durchgefiihrt werden. Aus diesem Grund
wurden parallel hergestellte lentivirale Partikel mit einem CMV (Zytomegalievirus)-
Promotor fur die Titration in HT1080-Zellen verwendet. Ein Virus mit einer
Infektionsrate von mindestens 1x10’Zellen/ml wurde als hinreichend fiir die
Verwendung in vivo definiert. Des Weiteren sollte mit Viruspraparaten, die EGFP
unter dem neuronen-spezifischen Promotor exprimieren, eine Infektionseffizienz von

mindesten 80% (Abb. 11) in neuronalen Kulturen erreicht werden.

Abb. 11. Fluoreszenzaufnahme von
lentiviral (shCTR) infizierten
primaren hippocampalen Neuronen
7 d nach der Transduktion. Ca. 90%
aller Neurone exprimieren EGFP.
MaRstab 50 um.

Diese pravalidierten Viren wurden anschlieend in den Gyrus dentatus juveniler
Ratten injiziert. Das spater fixierte Gewebe wurde zunachst hinsichtlich der
potentiellen Infektionsstelle untersucht. Aufgrund des EGFP-Signals konnten die

infizierten Regionen im Gyrus dentatus lokalisiert werden.

Abb. 12. 80 um dicker Schnitt durch den Gyrus dentatus (DG) einer weiblichen Ratte (OP: P28;
Fixierung 14 d postoperativ). EGFP-exprimierende lentiviral infizierte Kérnerzellen in griin. In Blau ist
die Kernfarbung mit dem Farbstoff Hoechst dargestellt. MaR3stab 500 um.
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Abb. 12 zeigt einen Schnitt durch den infizierten Hippocampus einer P28-Ratte. Wie
aus der EGFP-Expression hervorgeht, wurde das gesamte Koérnerzellband des
Gyrus dentatus infiziert. Aufgrund der Gewebsschnittdicke von 80 um und einer
erhaltenen Anzahl von ca. 20-30 infizierter Schnitte wird eine Ausdehnung der
Infektion von 1600 um-2400 um in anterior-posteriorer Richtung angenommen. Da
die Morphologie der infizierten Neurone aus Abb. 12 unauffallig war und auch die
Zellkerne (angefarbt mit Hoechst 33258) keine Verédnderungen zeigten, wirkt die
Injektion lentiviraler Partikel augenscheinlich nicht schéadlich auf die neuronalen
Zellen des Kornerzellbandes.

5.4.2 Validierung des shRNA-vermittelten NF-Knockdowns

Nachdem die EGFP-Expression im Gyrus dentatus verifiziert werden konnte, sollte
die Neurofascinexpression nach shRNA-vermitteltem Knockdown am AIS untersucht
werden. Eine funktionierende shRNA gegen Neurofascin wirde die Expression des
Neurofascin-Proteins vermindern. Zur Markierung des AIS wurden die AIS-
spezifischen spannungsgesteuerten Natriumkanéle (VGSC) mit
immunhistochemischen Verfahren visualisiert. Ebenso wurde Neurofascin sichtbar
gemacht. Uber die Intensitat des Neurofascin-Signals am AlS, kann eine Aussage
Uber die Quantitat des Proteins am AIS gemacht werden. Um sicherzustellen, dass
der Effekt der shRNA gegen Neurofascin (shNF) spezifisch ist und nicht durch die
Virusinfektion per se hervorgerufen wird, wurde ebenso eine Kontroll-shRNA
(shCTR) injiziert. Diese shCTR ist eine zuféllig generierte sShRNA, welche zu keinem
Abbau bekannter mRNA Sequenzen fiihrt. Demnach sollte exprimiertes Neurofascin
unvermindert am AIS vorgefunden werden.

Abb. 13 A zeigt VGSC-markierte AIS von infizierten (EGFP-exprimierend) und nicht
infizierten Kornerzellen. Nach Einsatz der shNF kann eine apparente Reduktion des
Neurofascin-Signals detektiert werden. Diese Reduktion wird in Geweben von
Tieren, die mit einer shCTR infiziert wurden nicht deutlich. Eine Quantifizierung der
Graustufenwerte des Neurofascin-Signals ist in Abb. 13 B dargestellt. Die shRNA
gegen Neurofascin hat eine Reduktion des Neurofascin-Signals am AIS um 40% zur
Folge, wahrend die Kontroll-shRNA nur eine geringfiigige Anderung des NF-Signals
im Vergleich zu nicht infizierten Zellen aufweist. Damit konnte gezeigt werden, dass

durch einen shNF-vermittelten Knockdown von Neurofascin nachweislich weniger
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Neurofascin am AIS exprimiert wird. Die Transduktion lentiviraler Partikel hat per se

keinen Einfluss auf die NF-Signal-Starke am AlIS.

o

A n.i. shCTR shNF

L

Abb. 13 A. Dargestellt ist die NF-Intensitat am AlS. Nebeneinandergestellt sind nicht infizierte (n.i.),
shCTR-exprimierende und shNF-exprimerende AIS in vivo, visualisiert mittels VGSC (voltage gated
sodium channel)-Priméarantikdrper. Die Neurofascin-Intensitat in Gelb wird nach shNF-Expression
schwécher.

B.Quantifizierung der Graustufenwerte des NF-Signals am AIS von n.i., shCTR-exprimierenden und
shNF-exprimierenden Neuronen in Prozent, normiert auf n.i. Neurone. Die NF-Intensitat nach shNF-
Expression ist signifikant reduziert (T-TEST, p=0,03; n=20; Fehlerbalken: Standardfehler).
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5.4.3 Verminderte NF-Expression verursacht Reduktion inhibitorischer

Strukturen am AIS in vivo

Im nachsten Schritt sollten die moglichen Folgen der reduzierten Neurofascin-
Expression auf inhibitorische synaptische Strukturen am AIS eruiert werden. Neben
Gephyrin, wegen den bereits beschriebenen Effekten von Neurofascin in vitro, sollten
diesmal auch inhibitorische prasynaptische Strukturen analysiert werden. Ein Marker
fur prasynaptische Terminale ist GAD65 (Glutamatdecarboxylase). Die AIS wurden
wieder immunhistochemisch mittels spannungsgesteuerten Natriumkanal-Antikérper
visualisiert. AnschlieRend konnten GAD65- und Gephyrin-Elemente auf dem AIS

analysiert werden. Aufgrund der womdglich zu geringen Auflosung konnten keine
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Volumina, sondern nur Anzahlen pra- und postsynaptischer Punkte quantifiziert
werden.

Abb. 14 A zeigt die AIS nicht infizierter Neurone, welche infizierten Neuronen
gegenubergestellt sind. Die Anzahl der GAD65 (gelb, links) — Punkte auf den AIS
betrachtend kann kein Unterschied zwischen nicht infizierten und shCTR-
exprimierenden Zellen festgestellt werden. Die Neurone, welche Neurofascin
vermindert exprimieren zeigen im Vergleich zu nicht infizierten Neuronen jedoch eine
Reduktion in der GAD65-Anzahl am AIS. Auf der rechten Seite in Abb. 14 A ist
Gephyrin auf den AIS dargestellt. Ebenso, wie bei GAD65 sind keine Unterschiede
zwischen nicht infizierten und shCTR-exprimierenden Neuronen sichtbar. Allerdings
wird wieder eine Reduktion von Gephyrin-Punkten am AIS von Neuronen mit
verminderter NF-Expression deutlich. Die Quantifizierung dieser sichtbaren Effekte
ist in Abb. 14 B dargestellt. Nach der Herunterregulierung der Neurofascin-
Expression kann eine Reduktion der GADG65-Punkt-Anzahl am AIS von 70%
verzeichnet werden. shCTR-exprimierende Neurone zeigen nur eine 10%ige
Reduktion. Die Gephyrin-Punkt-Anzahl der shNF-exprimierenden Neurone zeigt
ebenfalls eine Reduktion am AIS, wenn auch nur von 30%. Die shCTR-
exprimierenden Neurone zeigen keine signifikante Reduktion der Gephyrin-Anzahl im
Vergleich zu nicht infizierten AlS.

Um zu uberprifen, ob der Effekt einer NF-Reduktion auf GAD65 und Gephyrin AIS-
spezifisch ist, wurden GADG65 und Gephyrin-Anzahlen ebenso auf den Dendriten
neuronaler Zellen miteinander verglichen. shNF-exprimierende Neurone zeigen auf
Dendriten eine 20%ige Reduktion, die jedoch keine Signifikanz aufweist. sShCTR-
exprimierende Neurone zeigen im Vergleich zu nicht infizierten Neuronen keine
Reduktion der GAD65- bzw Gephyrin-Anzahl auf den Dendriten. Somit kann kein
Effekt der NF-Reduktion auf inhibitorische synaptische Strukturen von Dendriten
detektiert werden. Deshalb kann von einem AlS-spezifischen Effekt ausgegangen

werden.
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Abb. 14. Gegenuberstellung nicht-infizierter (n.i.) und kontrollinfizierter (shCTR) Neurone in vivo mit
ihren jeweiligen GADG65 (gelb)- und Gephyrin (blau)-Spots am AIS (VGSC, rot). MalRstab 10 pm.

Die Quantifizierung der Anzahl der Spots am AIS ist im Balkendiagramm (rechts) dargestellt. Es kann
kein signifikanter Unterschied in der Anzahl von GAD65- und Gephyrin-Spots/AlS zwischen n.i. und
shCTR-infizierten Neuronen festgestellt werden (ANOVA, Peanss=0,7; Peephyin=0,2; Standardfehler).
Gegenuberstellung nicht-infizierter (n.i.) und NF-Knockdown-tragender (shNF) Neurone in vivo mit
ihren jeweiligen GADG65 (gelb)- und Gephyrin (blau)-Spots am AIS (rot) und den Dendriten. Maf3stab
10 um. Die Quantifizierung der Anzahl der Spots ist in den Balkendiagrammen (rechts) dargestellt.
AIS: Sowohl die Anzahl an GADG65- als auch an Gephyrin-Spots ist signifikant reduziert (ANOVA,;
Pcapss=0,0005; Paepnyrin=0,02). Dendriten: Es kann kein signifikanter Unterschied in der Anzahl von
GADG65- und Gephyrin-Spots zwischen n.i. und shCTR-infizierten Neuronen festgestellt werden.
Standardfehler.

Aufgrund der verminderten Neurofascin-Expression kommt es zu einer Reduktion der
Gephyrin-Punkt-Anzahl am AIS. Deshalb sollte geprift werden, ob auch GABAa-
Rezeptoren am AIS reduziert auftreten. Eine Untereinheit des GABAa-Rezeptors ist
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die Bzs-Untereinheit, welche immunhistochemisch visualisiert werden kann. Die
Quantifizierungen der [B23-Untereinheit auf dem AIS und Dendriten, stellvertretend fur
GABAAa-Rezeptoren, sind in  Abb. 15 dargestellt. Verglichen mit shCTR-
exprimierenden Zellen und nicht infizierten Zellen kann nach Reduktion der
Neurofascin-Expression eine 60%ige Reduktion der GABAA-Rezeptoren verzeichnet
werden. Dieser Effekt ist sogar deutlich starker als die Wirkung der NF-Reduktion auf
Gephyrin am AIS. Auf Dendriten bleibt dieser Effekt wiederum aus. Dies spricht

erneut fir einen AlS-spezifischen Effekt.

AlS Dendriten Abb. 15. Quantifizierung
! L GABAerger Anhaufungen (Bas)
100- I - 1001 udm *¥¥* | 100 pl - am AIS nicht infizierter (n.i.)
< I oy S [} und shNF-exprimierender
= 80+ = 80 = 80+ - Neurone im Gyrus dentatus
S Y < juveniler Ratten. Im Gegensatz
2 60 g 60 I 2 601 " zur Analyse an Dendriten kann
g 404 g 40- i . g 404 _ am AIS eine hochsignifikante
< < < | Reduktion (T-TEST; p<0,0001)
204 | 204 i 20 | der Anzahl GABAerger
| Aggregate nach der Reduktion
o L == 0 et 0 a_— der Neurofascin-Expression
= % : 2 2 = mittels ~ ShRNA detekuerF
Q 7 7 werden. Fehlerbalken:

@ Standardfehler.

Zusatzlich wurde eine zweite shRNA gegen Neurofascin (shNF2) eingesetzt, um zu
zeigen, dass die durch den Einsatz der ersten shNF verursachten Effekte nicht durch
einen zufalligen mRNA-Abbau verursacht wurden, sondern dass die shNF spezifisch
gegen Neurofascin gerichtet war. Die Ergebnisse fur shNF2-exprimierende Neurone,
im Vergleich zu nicht infizierten Neuronen sind in Abb. 16 dargestellt. Durch die
shNF2-Expression wird die Anzahl von GAD65 auf 50% und die von Gephyrin auf
40% reduziert. Somit konnte auch mit einer zweiten shRNA gegen Neurofascin ein
reduzierender Effekt auf inhibitorische Strukturen am AIS in vivo detektiert werden.
Dieser war sogar deutlich starker, als der durch shNF entstandenen Effekte. Off-
Target-Effekte sind somit unwahrscheinlich. Aus beiden Experimenten wird deutlich,
dass Neurofascin einen Effekt auf die Stabilitat von inhibitorischen synaptischen

Strukturen am AIS in vivo hat.
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5.5 Quantitative Expressionsanalyse neuronaler Neurofascin-lsoformen in

gestressten Rattengehirnen

Die vorangegangenen Versuche weisen darauf hin, dass Neurofascin an der
Gephyrinassemblierung am AIS beteiligt ist. Somit kénnte Neurofascin eine wichtige
Rolle fur die Stabilisierung inhibitorischer Synapsen spielen.

In diversen affektiven Erkrankungen werden Veranderungen synaptischer Aktivitaten
beobachtet. Diese Veranderungen werden immer oOfter mit Stress, als Ausldser
dieser, in Verbindung gebracht. Im Folgenden sollte untersucht werden, inwieweit ein
Zusammenhang zwischen der Stressexposition von Ratten und deren Neurofascin-
Expression besteht.

Das Projekt wurde in Zusammenarbeit mit der Universitat Haifa (Israel) durchgefihrt.
In Israel wurden drei Rattengruppen mit jeweils acht bis neun mannlichen Tieren
gebildet. Diese wurden unterschiedlichen Stressparadigmen (Abb. 17) unterzogen.
Gruppe ,,C*“ wurde wahrend der gesamten Versuchsdauer keinem Stress exponiert.
Die zweite Gruppe ,A” wurde im adulten Alter Verhaltenstests unterzogen, welche als
leichte Stressexposition zu werten sind. Die Ratten der dritten Gruppe ,JA" wurden
im juvenilen Alter (P28) gestresst und im adulten Alter wie Gruppe ,A“ diversen

Verhaltenstests unterzogen und somit leichtem Stress exponiert.
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8 I A Abb. 17. Drei Rattengrup-
I pierungen wurden ver-
g Plattform | schiedenen  Stressparadigmen
Stress . unterzogen. ,C* (grau, keine
Stressexposition), JA  (blau,
Stressexposition in  juvenilem
. und adultem Alter), A (schwarz,
Adult | Open field, Open field, Stressexposition im  adulten
| Startle Reflex | Startle Reflex .
: P Alter).  Folgende  Hirnareale
i % ; wurden prapariert: oC
v (Occipitaler Kortex), BLA (baso-
L N ' laterale  Amygdala), d. Hc
Gewehe Priparation .
(OC: BLA, d. Hc, v. Ha) (dorsaler Hippocampus), v. Hc.

(ventraler Hippocampus) und

zum  Zwecke einer RNA-
Studien-Design und Gewebe: Prof. Dr. Gal Richter-Lavin, Isolierung Iysiert
Universitdt Haifa, Israel ! ’

Folgende Gehirnareale der Ratten aller drei Gruppen wurden prapariert: Der
Occipitaler Kortex (OC) als Kontroligewebe, das Gewebe der basolateralen
Amygdala (BLA) und die Gewebe vom dorsalen und ventralen Hippocampus (Cornu
ammonis, v/d CA; Gyrus dentatus, v/d DG). Die Gehirne wurden nach Deutschland
Uberfuhrt.

Nach der RNA-Isolierung der einzelnen Gewebe wurde die mRNA Expression der
jeweiligen Neurofascin-Isoform (NF180, NF186) mittels SYBR®Green-Analysen
guantifiziert (Primer siehe Abb. 5). Im Anschluss an die Bestimmung der Einzelwerte
fur NF180 und NF186 von jedem einzelnen Tier einer Gruppe (C/JA/A) wurde das
Verhaltnis der beiden Isoformen zueinander (NF180:NF186) gebildet. Die Mittelwerte
aus jeder Gruppe wurden anschlielend auf die unbehandelte Kontrollgruppe ,C*
normiert.

In Abb. 18 A sind diese Verhéltnisse der beiden Neurofascin-Isoformen der einzelnen
Rattengruppen im Mittelwert mit Standardfehlern dargestellt. Generell zeigt sich nach
adulter Stressexposition (A) eine tendenzielle Abnahme des Verhéltnisses
NF180/NF186 in allen Geweben. Diese Beobachtungen stehen allerdings unter sehr

grof3en individuellen Schwankungen. Somit kann keine gesicherte Aussage getroffen
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werden. Des Weiteren wird aus der Abbildung deutlich, dass weder im Gewebe des
occipitalen Kortex noch in der basolateralen Amygdala signifikante Veranderungen
zwischen ungestressten Ratten und gestressten Ratten beobachtet werden kdnnen.
Zwar wird im occipitalen Kortex in der Gruppe ,JA" eine Reduktion des
NF180/NF186-Verhaltnisses von 75% im Vergleich zur Gruppe ,,C* beobachtet, doch
durch die sichtbar hohen Standardfehler kann wiederum keine gesicherte Aussage
Uber diese Beobachtung getroffen werden. In den hippocampalen Geweben des
dorsalen und ventralen Cornu ammonis (dCA, vCA) und im dorsalen Gyrus dentatus
(dDG), werden ebenfalls keine signifikanten Veranderungen zwischen den einzelnen
Gruppen hinsichtlich der Neurofascin Expression deutlich. Im ventralen Gyrus
dentatus (vDG) des Hippocampus hingegen wird ein Anstieg des NF180/NF186-
Verhaltnisses beim Vergleich von adult gestressten Tieren (,A“, schwarz) mit juvenil
und adult gestressten Tieren (,JA“, blau) beobachtet (MANN-WHITNEY-U-TEST;
p=0,01). Die zusatzliche Stressexposition in juvenilem Alter verandert demnach
signifikant die Neurofascin-Expression. Dies weist darauf hin, dass juveniler Stress

einen Einfluss auf die Neurofascin-Expression hat.
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Abb. 18 A. Darstellung der Mittelwerte der Verhéltnisse von Isoform NF180 zu NF186 und den
dazugehdrigen Standardfehlern der 3 Rattengruppen ,C“ (grau, nicht gestresst), ,JA" (blau,
juveniler+adulter Stress) und ,A“ (schwarz, adulter Kontrollstress) innerhalb verschiedener
Gehirnareale (OC (Occipitaler Kortex), BLA (Basolaterale Amygdala), d/vCA (dorsales/ventrales
Cornu ammonis), d/vDG (dorsaler/ventraler Gyrus dentatus). Im vDG ist ein signifikanter Anstieg des
NF180/NF186 Expressionsverhaltnisses im Vergleich zur Kontrollstressgruppe ,,A“ zu verzeichnen
(MANN-WHITNEY-U-TEST; p=0,011; n=3-9, Fehlerbalken:Standardfehler). B: Darstellung von
Mittelwerten und Standardfehlern von Neurofascin-mRNA-Expressionen.

B: Tagman-Analyse vom vDG. Vergleich der Gesamt-Neurofascin (NF)-Expression im ventralen
Gyrus dentatus des Hippocampus. Es zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
einzelnen Rattengruppen.

Fehlerbalken: Standardfehler.

Ein Anstieg im Expressionsverhéltnis kann aufgrund einer Verschiebung des
SpleiRverhaltens zwischen NF180 und NF186 entstehen. Dann wirde die
Gesamtexpression von Neurofascin unverandert bleiben. Es kdnnte jedoch ebenso
ein Anstieg in der Expression von Neurofascin fir das ansteigende Verhéltnis
verantwortlich sein. Diesem Sachverhalt sollte mit dem folgenden Experiment auf
den Grund gegangen werden. Durch eine gRT-PCR sollte die Expression aller NF-
Isoformen (Gesamt-NF-Expression) bestimmt werden. Dies war durch den Einsatz
spezieller Tagman®-Sonden méglich. Die Ergebnisse der Tagman®-Analyse sind in
Abb. 18 B dargestellt. Verglichen wurden erneut die drei verschieden gestressten
Rattengruppen ,C“, ,JA* und ,A“. Es kann nur ein leichter Anstieg der Gesamt-NF-
Expression in der Gruppe ,A* im Vergleich zur Gruppe ,C* beobachtet werden. Die
drei Rattengruppen unterscheiden sich hinsichtlich ihres Gesamt-NF-
Expressionsgehaltes jedoch nicht signifikant voneinander. Dies lasst darauf
schlie3en, dass nicht die Gesamtexpression von Neurofascin durch juvenilen Stress

erhoht wird, sondern dass das Expressionsverhdltnis von NF180 zu NF186 bei
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gleichbleibender Gesamt-NF-Expression Richtung NF180 verschoben wird.
Entweder wird mehr NF180, oder weniger NF186 gespleil3t. Der Gesamt-NF-Gehalt
bleibt durch Stress jedoch unveréndert.

5.6 Uberexpression von NF166 in vivo

Da die Expression der embryonalen Neurofascin-lsoform nach Stress verandert wird,
stellt sich im Folgenden die Frage, ob eine erhdhte Expression von Neurofascin 180
Einfluss auf inhibitorische synaptischen Strukturen in vivo nimmt. In vitro konnte
bereits gezeigt werden, dass NF180 sowie NF166 die Gephyrin-Assemblierung am
AIS beeinflussen. Inwieweit eine Uberexpression in vivo inhibitorische Strukturen am
AIS beeinflusst, sollte deshalb untersucht werden. Diesmal wurde embryonales
Neurofascin mittels lentiviraler stereotaktischer Injektion im Gyrus dentatus juveniler
Ratten Uberexprimiert. Dafir wurde mit der Isoform NF166 gearbeitet, da das Protein
durch die fehlende PAT-Doméane dieser SpleiRvariante kleiner ist. Aufgrund der
geringeren GrolRe lasst sich NF166 leichter in lentivirale Partikel verpacken. Der
Neurofascin 166-Isoform wurden zwischen Signalpeptid des Neurofascins und dem
Beginn der Ig-Domé&nen sechs c-Myc-Epitope eingebaut. Somit war es moglich das
Uberexprimierte, exogene (NF166mt) von endogenem Neurofascin in vivo zu
unterscheiden. Funktionell wurde, wie in Kapitel 5.2.1.2. gezeigt, kein Unterschied

zwischen diesen beiden Isoformen NF166 und NF180 in vitro verzeichnet.

5.6.1 Expression und Lokalisierung von NF166mt in vitro

Zunachst sollte Uberprift werden, ob die Integration der c-Myc-Epitope in das
Neurofascin-Molekil einen Einfluss auf die Expression und Lokalisation des
Neurofascins in vitro haben. Dafur wurden dissoziierte hippocampale Neurone mit
lentiviralen Partikeln des ,NF166mt‘s transduziert. Zehn Tage nach der Infektion
wurden die Neurone immunzytochemisch behandelt, ohne die Zellen vorher zu
permeabilisieren. Dadurch werden nur die Proteine visualisiert, welche an der
Zelloberflache lokalisiert sind. NF166mt sollte Uber seine c-Myc-Epitope, mittels

eines Primarantikorpers gegen c-Myc, sichtbar gemacht werden. Abb. 19 zeigt eine
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Aufnahme dieser beschriebenen immunzytochemischen Farbung. Der Zellkern

wurde wiederum mit dem Farbstoff Hoechst 33258 visualisiert.

Abb. 19. Darstellung einer
Immunzytochemische Farbung
primarer, hippocampaler
Neurone an DIV 17. Uber den
Primarantikbrper c-Myc  (rot)
wurde NF166mt an  der
Oberflache des AIS lokalisiert.
Der  Zellkern wurde mit
Hoechst 33258 gefarbt.
Malstab 20 pum.

Die Visualisierung der c-Myc-Epitope macht deutlich, dass exogenes NF166mt an
der Oberflache des AIS exprimiert wird. Demach verhindern die integrierten c-Myc-

Epitope weder die korrekte Expression noch Lokalisation von Neurofascin.

5.6.2 Funktion von NF166mt in HeLa-Zellen und Neuronen

Das HelLa-Zellsystem ist hier ein sehr einfaches System, um die Funktion von
Neurofascin zu uberprifen. Aus friheren Experimenten ist bekannt, dass durch die
Uberexpression von Neurofascin (NF166 sowie NF186) eine VergroRerung
Uberexprimierter Gephyrin-Aggregate zu verzeichnen ist (Kriebel et al., 2011). Aus
diesem Grund sollte geklart werden, inwieweit die Funktionalitdt des klonierten
Konstrukts (NF166mt) mit der bekannten Funktion des Neurofascin 166, sprich der
Vergrolierung postsynaptischer Gephyrin-Aggregate, in HeLa-Zellen Ubereinstimmt.
Des Weiteren sollte ein alleine vom c-Myc-Epitop ausgehender Effekt
ausgeschlossen werden.

Dafir wurde ein EGFP-markiertes Gephyrin in HelLa-Zellen Uberexprimiert.
Zusatzlich wurde eine aktive Collybistin-Variante kotransfiziert, um zu gewébhrleiten,
dass das EGFP-Gephyrin an der Oberflache exprimiert wird. Zusatzlich wurde NF166
Uberexprimiert. Aus Abb. 20 geht hervor, dass dies zu einer signifikanten Gephyrin-
Aggregat-VergroRerung von 30% fihrt. Wird NF166mt Uberexprimiert zeigt dies
ebenfalls eine hochsignifikante Vergrol3erung der EGFP-Gephyrin-Aggregate von
20%. Um auszuschlieBen, dass es sich um einen Effekt handelt, der durch die c-

Myc-Epitope hervorgerufen wird, sollte EGFP-Gephyrin auch nach Uberexpression
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eines nur c-Myc-exprimierenden Konstruktes (pCS2+mt) untersucht werden. Aus
Abb. 20 wird deutlich, dass die EGFP-Gephyrin-Aggregat-Flache auf Kontrollniveau
verbleibt. Erst durch Integration des NF166 in den pCS2+mt-Vektor (Zwischen-
Produkt der NF166mt-Klonierung — ZP) kann eine erneute signifikante Vergrof3erung
der Gephyrin-Flache von 10% in HeLa-Zellen erreicht werden. Aus diesem Versuch
geht hervor, dass in einem nicht-neuronalen System NF166 und NF166mt gleiche
Wirkung auf die Flache EGFP-markierter Gephyrin-Aggregate aufweisen.

Abb. 20.
HelLa: Quantifizierung der an der
Oberflache befindlichen
Hela Neurone durchschnittlichen EGFP-Gephyrin-
| ”***;'*—‘*** | %1 | GroRen je  HeLa-Zele  nach
120 | r Uberexpression von NF166, sowie
100. 200 NF166mt. Negativkontrolle bestehend

aus Hela-Zellen die nur mit EGFP-
Gephyrin transfiziert wurden. Der leere
pCS2+mt-Vektor zeigt wie auch die
Kontrolle (CTR) keinen Effekt. Nach
Uberexpression der Neurofascin166-
Varianten ist die Gephyrin-Aggregat-
Flache signifikant erhoéht.
ANOVA: pnr166<0,0001;
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In dissozierten hippocampalen Neuronen sollte diese &quivalente Funktion von
NF166 und NF166mt weiterfihrend verifiziert werden.

Hierbei wurde der Versuchsaufbau aus Kapitel 5.3.2. herangezogen. In diesem
neuronalen System zeigte sich, dass NF166, aber nicht NF186, die EGFP-markierten
Gephyrin-Aggregate am AIS vergrol3ert. Bei funktioneller Gleichheit sollte das
NF166mt die gleiche Wirkung auf die Uberexprimierten Gephyrin-Aggregate am AIS
haben, wie NF166. Aus Abb. 20 wird ersichtlich, dass nach Uberexpression von
EGFP-markiertem Gephyrin und NF166mt eine Gephyrin-Flachenverdopplung
stattgefunden hat. Ebenso konnte eine Verdopplung in der Gephyrin-Aggregat-Grolde
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nach Uberexpression von NF166 in Kapitel beobachtet werden. Somit kann davon
ausgegangen werden, dass sich das NF166mt in seiner Funktion nicht von der
NF166-Variante unterscheidet. Die c-Myc-Epitope haben demnach keinen Einfluss
auf die korrekte Expression und Funktion des Neurofascins.

5.6.3 NF166-Uberexpression in vivo

Die korrekte Expression und Funktionalitat von NF166mt konnte in vitro verifiziert
werden. Im Folgenden sollte der Einfluss der embryonalen Neurofascin-lsoform auf
inhibitorische synaptische Strukturen in vivo untersucht werden. Hierbei wurde das
NF166mt-Konstrukt lentiviral in den Gyrus dentatus juveniler Ratten injiziert. Parallel
wurde ein zweites Lentivirus injiziert, welches ein GFP-Signal in der infizierten
Region des Gehirns produzierte. Damit konnte die infizierte Region der fixierten
Gehirne 14 Tage nach der OP lokalisiert werden. Nach der Identifizierung der
infizierten Schnitte wurden diese immunhistochemisch behandelt. Durch konfokale
Laserscan-Mikroskopie konnten Strukturen wie das AIS sowie préa- (GAD65) und
postsynaptische Strukturen (GABAa-Rezeptor-Untereinheit y,) sichtbar gemacht und

quantifiziert werden.

5.6.3.1 Expression von NF166mt am AIS

In vitro konnte bereits gezeigt werden, dass NF166mt am AIS exprimiert wird. Dieser
Sachverhalt sollte ebenso in vivo Uberprift werden. Die am AIS lokalisierten
spannungsgesteuerten Natriumkandle wurden als AIlS-Marker verwendet und
immunhistochemisch visualisiert. Ebenso wurde das exogene NF166mt mittels
Primarantikorper gegen c-Myc-Epitope sichtbar gemacht. Abb.21 zeigt die
Kolokalisation des Natriumkanal-Signals (VGSC, blau) mit dem c-Myc-Signal (rot)
des NF166mts. Somit konnte die Expression von NF166mt auch in vivo bestatigt

werden.
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Abb.21. Das Uberexprimierte Neurofascin mit c-Myc-Epitop (rot) kolokalisiert mit dem Signal fir
Natriumkandle (VGSC, blau) und verhdlt sich somit gleich dem endogenen Neurofascin.
Malstab 10 pum.

5.6.3.2 NF166-Uberexpression verandert die GroRRe inhibitorischer

synaptischer Strukturen

Nachdem gezeigt wurde, dass Neurofascin in vivo am AIS lokalisiert ist, sollte im
nachsten Schritt der Effekt dieser Uberexpression auf inhibitorische synaptische
Strukturen am AIS in vivo untersucht werden. Dafir wurde zur
immnunhistochemischen Visualisierung des GABAa-Rezeptors, als postsynaptischer
Marker, ein Primarantikbrper gegen die Untereinheit des GABAa-Rezeptors Yo,
gewahlt. GAD65 diente wiederum als prasynaptischer Marker. Die AIS wurden
wiederum mittels des spannungsgesteuerten Natriumkanal-Primarantikdrpers
sichtbar gemacht. Zunachst wurden die Anzahlen préa-und postsynaptischer Punkte,
aquivalent zum ,Knockdown-Versuch* von NF auf dem AIS bestimmt. Die Anzahl
variierte jedoch so stark, sichtbar durch den hohen Standardfehler in Abb.22 C, dass
keine eindeutige Aussage uUber mogliche Effekte getroffen werden konnte.

Die hohere Auflosung bei den Aufnahmen mit dem cLSM ermdglichte jedoch eine
Volumenanalyse. Somit konnten die Volumina der einzelnen pra- und
postsynaptischen Punkte auf dem AIS infizierter Zellen analysiert und mit nicht
infizierten AIS verglichen werden. Auf der linken Seite der Abb.22 A sind die GAD65-
Volumina (weil3) auf den AIS (VGSC, blau) nicht infizierter Neurone denen auf
infizierten (CTR/NF166mt) AIS gegenubergestellt. Das durchschnittliche Volumen
nimmt sichtbar zu, nachdem NF166 (c-Myc, rot) Uberexprimiert wurde. Auf der
rechten Seite der Abb.22 A sind die postsynaptischen y2-Volumina (gelb) auf AIS
nicht infizierter und infizierter AIS dargestellt. Auch hier wird eine sichtbare

Volumenvergréf3erung deutlich. Die Quantifizierungen dieser Volumina sind in
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Abb.22 B dargestellt. Die GAD65-Volumen werden nach Infektion mit dem Kontroll-
Virus (CTR) 15% kleiner und die y2-Volumen nehmen 10% zu. Somit ist kein
deutlicher Unterschied zwischen pra-und postsynaptischen Volumina von nicht
infizierten und CTR-infizierten Neuronen auf den AIS messbar. Nach der
Uberexpression von NF166 wird jedoch ein Anstieg der GAD65-Volumina von 50%
auf den AIS verzeichnet. Die y,-Volumina zeigen auf den AIS sogar einen 75%igen
Anstieg nach Uberexpression von NF166. Diese Ergebnisse sind mit den in vitro
Daten nach Uberexpression von NF166 und Gephyrin vergleichbar. Jedoch entsteht
ein Widerspruch mit den Effekten von NF166 auf endogenes Gephyrin in vitro, da
hier eine Volumenreduktion zu beobachten war. Dennoch scheint eine
Uberexpression von NF166mt inhibitorische synaptische Strukturen am AIS in vivo

zu beeinflussen.
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Abb.22.

A. Darstellung der pra (GADG65, weil3)- und postsynaptischen (y,, gelb) Strukturen am AIS (VGSC,
blau). Nach Uberexpression von Neurofascins 166 (c-Myc, rot) werden die GAD65- und y,-Volumen
am AIS groRer, verglichen mit AIS nicht infizierter (n.i.) und EGFP-exprimierender (CTR) Zellen.
MaRstab 10 um.

B. Quantifizierung der Volumina pra (GAD65)- und postsynaptischen (y,) Spots nach Uberexpression
von NF166mt. Es ist ein signifikanter (T-TEST; pgapes=0,04; p,2.=0,01) Anstieg des durchschnittlichen
Volumens nach NF-Uberexpression sowohl von pra- als auch postsynaptischen Spots am AIS zu
verzeichnen. Die Volumen von GADG65 und y, auf dem AIS der EGFP-exprimierenden (CTR) Zellen
zeigen keinen Unterschied zu n.i. Zellen. Fehlerbalken: Standardfehler.

C. Quantifizierung der Anzahl pra (GAD65)- und postsynaptischen (y,) Spots nach Uberexpression
von NF166mt. Aufgrund der starken Schwankung kann keine deutliche Verénderung der Anzahl von
GAD65 und vy, auf den AIS nach NF166-Uberexpression detektiert werden. Fehlerbalken:
Standardfehler.
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5.7 Einfluss eines Activin-Rezeptor-Inhibitors auf die NF-Expression in vitro

In einem siRNA-HelLa-Screen (Wuchter et al., unpublizierte Ergebnisse) wurde eine
SiRNA gegen den ACVR2A als wirksam auf Gephyrin-Aggregat-Grof3en identifiziert.
Der Einsatz dieser siRNA reduzierte im HelLa-Zellsystem tberexprimierte und an der
Oberflache lokalisierte EGFP-Gephyrin-Aggregate. Der Fragestellung, inwieweit ein
Zusammenhang zwischen Activin und Neurofascin besteht, sollte deshalb im
folgenden Kapitel nachgegangen werden. In primaren Neuronen sollte der Activin-
Rezeptor inhibiert werden, um dann das mRNA-Expressionsniveau von Neurofascin
zu analysieren. Der hier eingesetzte Inhibitor SB432542 wurde als sehr spezifischer
Activin-Rezeptor-Inhibitor fir Typ | (ALK4s7)- Rezeptoren beschrieben (Inman et al.,
2002).

Dissoziierte hippocampale Neurone wurden mit 20 uM SB432542 (TocRris, Bristol,
UK) behandelt und sollten mit unbehandelten Neuronen verglichen werden. Zunéchst
hinsichtlich ihrer Morphologie, um mdgliche apoptotische Effekte des Inhibitors

ausschlielRen zu kénnen.

Abb. 23. Primare hippocampale Neurone (DIV9) 48 h nach Behandlung mit 20 uM SB431542-
Inhibitor, DMSO als Ldsungsmittelkontrolle und unbehandelte Zellen als Kontrolle (UB). Es kénnen
keine morphologischen Unterschiede zwischen unbehandelten und behandelten Zellen beobachtet
werden. Die Zellen sind vital. MaRstab 100 um.

In Abb. 23 sind Phasenkontrast-Aufnahmen primarer hippocampaler Neurone 48 h
nach der Inhibitor-Behandlung dargestellt. Die mit dem Inhibitor behandelten
Neurone (SB431542) weisen morphologisch keine apparenten Unterschiede im
Vergleich zu unbehandelten Neuronen (UB) auf. Auch DMSO, welches zum Lésen

des Inhibitor-Lyophilisats verwendet wurde, zeigt keine morphologisch verandernde
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Wirkung auf die Neurone. Demnach wirken die eingesetzten Reagenzien nach 48 h
nicht apoptotisch auf die priméaren Zellen.

Im Folgenden wurde die RNA der Neurone isoliert. Mittels qRT-PCR (Tagman®)
konnten die Expressionsniveaus von Neurofascin und NCAM nach jeweiliger
Behandlung detektiert werden. NCAM, als Zelladhasionsmolekll exzitatorischer

Synapsen, sollte hier die Spezifitat des Inhibitors auf Neurofascin verifizieren.
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100- T - Abb. 24. mRNA-Expression von Neurofascin (NF)
und NCAM in hippocampalen Neuronen (DIV9).
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Abb. 24 zeigt die Ergebnisse der Tagman®Analyse. Dargestellt sind
Expressionsniveaus von Neurofascin und NCAM nach SB431542-Behandlung der
Neuronen im Vergleich zu unbehandelten Neuronen. Es kann eine hochsignifikanter
Reduktion der NF-Expression von 75%, 48 h nach Inhibitor-Behandlung, detektiert
werden. Die NCAM-Expression bleibt relativ unverandert dazu. Auch die
Losungsmittelkontrolle DMSO zeigt weder auf die NF-Expression, noch auf die
NCAM-Expression einen Einfluss. Damit konnte gezeigt werden, dass die Inhibition
von Activin-Rezeptoren in primaren hippocampalen Neuronen eine verminderte
Neurofascin-Expression bewirkt. Dies weist darauf hin, dass Activin an der
Regulierung der Neurofascin-Expression beteiligt sein konnte.
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6 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war die weiterfihrende funktionelle Charakterisierung der
neuronalen Neurofascin-lsoformen. Zunadchst konnte gezeigt werden, dass die
klonierte Neurofascin-Isoform eine Molekulare Masse von ca. 180 kDa hat und damit
zwischen den Molekularen Massen der bereits beschriebenen NF-Isoformen NF166
und NF186 einzuordnen ist.

Weiterhin wurde aus Ergebnissen primarer neuronaler Kulturen deutlich, dass
hauptsachlich die embryonal-juvenile Isoform NF180 exprimiert wird, deren
Expression mit fortschreitender Kultivierungsdauer kontinuierlich  abnimmt.
Neurofascin 186 wird im Vergleich dazu nur geringfligig exprimiert. Im Gehirngewebe
der Ratte kann eine Expressionsdynamik von viel NF180 und wenig NF186 in frihen
Entwicklungsphasen hin zu einer geringen NF180- und einer hohen NF186-
Expression in juvenilen und adulten Tieren verzeichnet werden.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die embryonalen Neurofascin-Isoformen
NF166 und NF180 die Grol3e von Gephyrinaggregaten am AIS neuronaler Kulturen
modulieren. NF186 sowie die eingesetzten Deletionsmutanten konnten keine
Verédnderung der Gephyrin-Assemblierung hervorrufen. Ebenso vergréf3erte NF166
in vivo inhibitorische synaptische Strukturen.

Eine shRNA-vermittelte Reduktion der Neurofascinexpression im Gyrus dentatus 28
Tage alter Ratten rief hingegen eine Reduktion pra- und postsynaptischer Strukturen
am AIS hervor.

Weiterhin zeigten juvenil gestresste Ratten eine veranderte NF180-Expression im
ventralen Gyrus dentatus.

Eine mdgliche Ursache dieser Expressionsregulierung kénnte mit Activinrezeptoren
zusammenhangen, da die Inhibition dieser auch die Expression von Neurofascin

reduziert.
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6.1 Modulatorischer Einfluss von Zelladhdsionsmolektlen auf die Gephyrin-

Assemblierung an der postsynaptischen Membran

Damit eine komplette Synapse mit direkt gegenuberliegender Pra-und Postsynapse
gebildet werden kann, mussen verschiedene Signale gesendet werden, die diese
Prozesse initiieren und regulieren. Insbesondere wahrend der Entwicklung werden
viele Synapsen neu gebildet und bestehende Synapsen eliminiert, wodurch eine Art
strukturelle und funktionelle Plastizitat entsteht (Goda & Davis, 2003, Sudhof, 2008).
Durch diese Vorgange spielen inhibitorische Synapsen eine wichtige Rolle bei der
Regulation der Fortleitung von Aktionspotentialen (Miles et al., 1995). Eine Stdrung
im inhibitorischen System stort das Gleichgewicht zwischen Exzitation und Inhibition
und kann dadurch zu der Entwicklung psychischer Erkrankungen und affektiver
Stoérungen fuhren (Fritschy et al., 2008, Sudhof, 2008, Tyagarajan & Fritschy, 2010).
Die Assemblierung von GABAa-Rezeptoren wird generell als Gephyrin unabhangig
angesehen, da GABAa-Rezeptor Anhaufungen ohne Gephyrinaggregation
beobachtet werden konnten (Lardi-Studler & Fritschy, 2007). Andererseits kdnnen
keine alleinigen Gephyrinanhdufungen beobachtet werden. Entsprechend
kolokalisieren Gephyrin und GABAa-Rezeptoren, wobei diese im hexagonalen
Netzwerk des Gephyrins an der postsynaptischen Seite verankert werden. (Danglot
et al., 2003, Fritschy et al., 2008). Tretter et al konnten sogar eine direkte Interaktion
von Gephyrin und der a,-Untereinheit der GABAa-Rezeptoren nachweisen, welche
von entscheidender Rolle fir die Positionierung der GABAA-Rezeptoren am AIS sein
konnte (Tretter et al., 2008, Tretter et al., 2011). Zunachst muss sich jedoch das
Gerustprotein Gephyrin an der postsynaptischen Membran organisieren. Der
Transport zur Membran verlauft Uber die Aktivierung von CDC42 und Collybistin,
einem Rho-Guanine-Nucleotide-Exchange-Factor (RhoGEF), welcher fur CDC42
spezifisch ist (Fritschy et al., 2008, Reid et al., 1999). In den letzten Jahren sind im
Zusammenhang mit der Gephyrin-Assemblierung mehr und mehr die
Zelladhasionsmolekile in den Fokus gerickt. Ein Zelladh&sionsmolekil
inhibitorischer Synapsen in perisomalen, dendritischen Bereichen ist beispielsweise
Neuroligin 2 (NL2) (Chih et al., 2005, Levinson et al., 2005). Jedlicka et al. konnten in
NL2-Knockout (KO) -Mausen eine reduzierte Anzahl Gephyrin- und GABAa-
Aggregate auf dem Soma neuronaler Zellen verzeichnen. Die KO-Mause zeichneten

sich durch einen leichter erregbaren Phanotyp aus (Jedlicka et al., 2011). Weiterhin
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kann nach NL2-Knockout eine reduzierte inhibitorische synaptische Transmission
gemessen werden (Chubykin et al.,, 2007). NL2 interagiert normalerweise mit
Gephyrin und aktiviert Collybistin in perisomatischen Bereichen von Neuronen. Durch
den Verlust von NL2 geht die Gephyrin-Assemblierung an der postsynaptischen
Membran (Poulopoulos et al.,, 2009) und somit die Stabilitit der GABAergen
Synapsen verloren (Yu et al., 2007). Ein weiteres Zelladhasionsmolekul das an
Prozessen inhibitorischer Synapsenbildung und -Stabilisierung beteiligt zu sein
scheint, ist ein Verteter der Ig-Superfamilie, Neuroplastin 65, eines von zweli
Isoformen (Neuroplastin 55/65) des Neuroplastins. Erst kirzlich konnte gezeigt
werden, dass Neuroplastin 65 direkt mit den GABAa-Rezeptor-Untereinheiten as/a;
interagiert. Durch die shRNA-vermittelte Reduktion der Neuroplastin 65-Expression
werden weniger GABAAa-0,-Strukturen verzeichnet (Sarto-Jackson et al., 2012). Auf
ahnliche Weise konnte Neurofascin, welches exklusiv am AIS neuronaler Zellen
lokalisiert ist, fur die inhibitorische Synapsenstabilisierung am AIS von Bedeutung
sein. Dies bestatigt auch eine kirzlich erschienene Arbeit von Zonta et al., bei der
NF186 eine wichtige Rolle bei der Stabilisierung von AlIS-Komponenten
zugeschrieben wird (Zonta et al., 2011). Die shRNA-vermittelte NF-Reduktion im
Gyrus dentatus juveniler Ratten zeigte in dieser Arbeit ebenso eine Reduktion von
Gephyrin- und GABAa-Aggregaten am AIS. Die Translokation von Gephyrin und
Collybistin an die Zelloberflache wurde vielfach als Neurofascin-unabhéngig
beschrieben, indem die durch Collybistin induzierte Oberflachenexpression von
Gephyrin in Zellen demonstriert wurde, die kein Neurofascin exprimieren (Saiepour
et al.,, 2010, Tretter et al., 2008). Dennoch koénnte Neurofascin zumindest an der
Regulierung der Gephyrin-Stabilitdtt am AIS von Bedeutung sein. Eine Rolle fur
Neurofascin aul3erhalb des AlIS-Bereichs ist eher unwahrscheinlich, da Neurofascin
exklusiv am AIS lokalisiert ist. Aul3erdem zeigte der Knockdown von Neurofascin
keinen Einfluss auf die dendritischen Strukturen. Ob NL2 oder Neuroplastin 65 fir die
Gephyrin-Assemblierung am AIS von Bedeutung sind, muss allerdings noch geklart
werden.

Interessanterweise zeigte auch eine Uberexpression von Neuroliginen in Neuronen
eine Zunahme der synaptischen Dichte, durch Zunahme der Anzahl synaptischer
Punkte (Boucard et al., 2005, Chih et al., 2005, Chubykin et al., 2007), sowohl bei
exzitatorischen (NL1), als auch inhibitorischen (NL2) Synapsen. Ein méglicher Grund

konnten transient stabilisierende synaptische Kontakte sein. Ahnliche Effekte zeigten
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sich ebenso in NL-transgen-uberexprimierenden Mausen, deren Anzahl synaptischer
Strukturen und somit deren synaptische Dichte, zunahm (Dahlhaus et al., 2010,
Krivosheya et al., 2008). Diese Beobachtungen konnten in dieser Arbeit hinsichtlich
einer Uberexpression der embryonal-juvenilen NF-Isoformen in priméren Neuronen
verzeichnet werden, allerdings auf die Gréf3e synaptischer Strukturen beziehend. Es
zeigte sich, dass die Uberexpression von NF166 bzw. NF180 die Uberexprimierten
EGFP-Gephyrin-Aggregate am AIS in vitro vergroRerte. Jedoch zeigte weder die
Uberexpression von NF186 noch die der Deletionsmutanten eine Veranderung der
Gephyrinaggregate. Dies deutet auf einen spezifischen Effekt hin und darauf, dass
fur die Veranderung der Gephyrinaggregat-Grof3en das komplette embryonal-juvenile
Neurofascin-Molekul benétigt wird. Die in vitro Daten konnten in vivo durch die
Uberexpression von Neurofascin 166 im Gyrus dentatus juveniler Ratten bestatigt
werden. Es kam sowohl pra-, als auch postsynaptisch zu einer GréRenzunahme
inhibitorischer  Strukturen. Somit  konnte neben bereits bekannten
Zelladhasionsmolektlen wie Neuroliginen auch eine Rolle fir NF166 und NF180,
welche hauptsachlich embryonal-juvenil exprimiert werden, in der Starkeregulation
synaptischer Verbindungen zugesprochen werden.

Welche Mechanismen dieser Modulation von Gephyrin durch Neurofascin zugrunde
liegen, muss weiter untersucht werden. Eine direkte Interaktion von Neurofascin mit
Gephyrin konnte bislang weder Uber die Yeast Two-Hybrid-Methode (Harvey,
unpubliziert) noch mittels einer Immunprazipitation (Kirschbaum, unpubliziert)
nachgewiesen werden. Beobachtungen im Hela-Zellsystem zeigten nach
Uberexpression von NF166 und Gephyrin-Collybistin keine Kolokalisation der beiden,
sondern vielmehr ein Ausschlussprinzip, bei dem NF nicht an gleicher Stelle wie
Gephyrin lokalisiert ist (Kriebel, unpubliziert). Somit scheint Neurofascin nicht im
submembranen  Gephyrin-Komplex mit  eingeschlossen zu sein. Die
Gephyrinaggregation kénnte demnach auf indirektem Weg moduliert werden.

Hierbei kdnnte eine Interaktion Uber den FGFR1-Signalweg von Bedeutung sein. Es
ist bereits bekannt, dass die exzitatorische Synapsenformierung und —stabilisierung
auf Dendriten Uber den FGFR-Signalweg reguliert wird, hier allerdings Uber das
Zelladhasionsmolekil NCAM (Cambon et al., 2004). Dieses gehdort der gleichen Ig-
Superfamilie von Zelladh&dsionsmolekilen an, wie Neurofascin. Auch Neuroplastin 55
als ein weiteres Mitglied dieser Ig-Superfamilie zeigt eine direkte heterophile
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Assoziation mit dem FGF-Rezeptor1 (FGFR1), wodurch Neuritenauswachsen
induziert wird (Owczarek et al., 2010).

Bereits Kirschbaum et al. beschrieben eine Neurofascin-abhéngige FGFR-
Signalweiterleitung in vitro, die zum Auswachsen von Neuriten fuhrte (Kirschbaum et
al., 2009).

Es gibt Hinweise darauf, dass die vergréf3erten Gephyrin-Anhaufungen, sowohl in
HelLa-Zellen als auch in primaren Neuronen, nach Neurofascin-Uberexpression
FGFR-abhangig reguliert werden. Nach der Uberexpression von NF166 nahm die
Gephyringro3e zu. Bei dem Einsatz eines FGFR-Inhibitors blieb eine Vergréf3erung
der Gephyrinflache jedoch aus (Kriebel et al., 2011).

Somit kénnte sowohl die inhibitorische als auch die exzitatorische Synapsenbildung
und —Stabilisierung tber den FGFR-Signalweg reguliert werden.

Vorangehend wurden die postsynaptischen Strukturen in ihrer Bildung und
Stabilisierung diskutiert. Da auch prasynaptische inhibitorische Strukturen durch den
Knockdown bzw. die Uberexpression von Neurofascin betroffen waren, wirft dies die
Frage auf, ob mdgliche transsynaptische Interaktionen involviert sind. Neuroligin
interagiert beispielsweise transsynaptisch mit Neurexinen und EphB mit Ephrinen
(Dalva et al., 2000, Varoqueaux et al.,, 2004). Demnach konnte es ebenso
Interaktionspartner fur Neurofascin auf prasynaptischer Seite geben (mdgliche
Interaktionspartner von Neurofascin werden in Abschnitt 6.2 beschrieben). Dagegen
spricht jedoch die homogene Verteilung des Neurofascins auf dem AIS, da die fir
transsynaptische Verbindungen bekannten Zelladhasionsmolekile meist an
bestimmten Stellen der Postsynapse angehauft und nicht homogen verteilt sind, um
auf diese Weise mit ihrem gegenuberliegenden prasynaptischen Liganden zu
interagieren (Davis et al., 1994). Aus diesem Grund kann davon ausgegangen
werden, dass allein die Destabilisierung bzw. Starkung des GABAa-Gephyrin-
Komplexes indirekt eine Destabilisierung bzw. Starkung prasynaptischer

Komponenten mit sich zieht.
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6.2 Neurofascin 180 im strukturellen und funktionellen Vergleich mit

bekannten Neurofascin-lsoformen

Neurofascin wurde erstmals von Rathjen et al. im Huhn erwahnt (Rathjen et al.,
1987). Parallel dazu identifizierten Bennett und seine Kollegen ein AnkG-
Bindungsprotein, ABGP, welches sich spater als Neurofascin herausstellte (Davis et
al., 1993). Durch alternatives Spleilen entsteht eine hohe Heterogenitat unter den
Neurofascin-Polypeptiden. Die drei wichtigsten daraus resultierenden NF-Isoformen
im zentralen Nervensystem sind NF186, NF166 und NF155 (Hassel et al., 1997). In
dieser Arbeit wurde eine vierte Neurofascin-lsoform definiert, NF180. Diese wurde
bereits von Hassel et al. im Huhn identifiziert, wurde dann aber nicht weiter
beschrieben. Erst Burkarth et. al identifizierten 2007 ein Neurofascin-Polypeptid,
welches strukturell dem NF186 ahnelte, jedoch keine 5. Fibronektin Ill Doméane
aufwies, NF-5te FNIII (Burkarth et al., 2007). NF155 und NF186 sind in Huhn und
Ratte strukturell identisch. Demnach wurde unter Einbeziehung der strukturellen
Grundlagen von Neurofascin (Hassel et al.,, 1997) und der Tatsache, dass nach
Burkarth et al eine solche NF-5te FNIII-Form in der Ratte exprimiert wird (Burkarth et
al., 2007), diese aus NF166 konstruiert und entsprechend der molekularen Masse als
Isoform NF180 bezeichnet.

Diese NF166-ahnliche Isoform weist aufgrund ihrer zusatzlichen PAT-Domane ein
groBeres Molekulargewicht auf als die NF166-lsoform. Ansonsten zeigt sie den
gleichen strukturellen Aufbau wie NF166. Deshalb ist sie dennoch leichter als NF186,
da ihr die 5. FNIll-dhnliche Domane fehlt. Die PAT-Doméane ist vermutlich
O-glykosyliert (Volkmer et al., 1992). Es gibt Hinweise, dass ihr Vorhandensein die
Interaktion mit extrazellularen Interaktionspartnern verstarkt (Volkmer et al., 1996).
NF155 wird hauptsachlich in Glia-Zellen und NF186 an den Ranvierschen
Schnirringen und dem AIS neuronaler Zellen exprimiert. In friheren
Entwicklungsphasen ist Neurofascin auf auswachsenden Neuriten lokalisiert. NF166
wird im peripheren Nervensystem in den Hinterwurzelganglien exprimiert (Hassel et
al., 1997). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Neurofascin aul3erdem am
AIS reiferer neuronaler Zellen in vitro und in vivo exprimiert wird.

Des Weiteren weisen NF180 (NF166) und NF186 unterschiedliche Funktionen auf.
Wahrend NF180 (NF166) mit seiner frihen Expression entwicklungsrelevante

Mechanismen reguliert, kann NF186 im reiferen System eine stabilisierende Rolle
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zugeschrieben werden. Durch die strukturellen Unterschiede zwischen den
Isoformen im extrazellularen Bereich werden dementsprechend andere
Interaktionspartner adressiert (Basak et al., 2007, Koticha et al., 2005, Pruss et al.,
2006). Bisher konnten bereits einige mdgliche Interaktionspartner von Neurofascin
identifiziert werden, darunter als Komponente der Extrazellularmatrix (ECM) Brevican
(Hedstrom et al., 2007), Tenacin-R, sowie die Zelloberflachenproteine F11/Contactin,
Axonin-1 und NrCAM. NrCAM kolokalisiert mit Neurofascin am AIS von
Purkinjezellen (Davis et al., 1996), ist mit Neurofascin 166 assoziiert und induziert
dadurch das Auswachsen von Neuriten (Volkmer et al.,, 1998). NF186 bindet
wiederum in cis an Ranvierschen Schnirringen die 3;/3-Untereinheiten der
spannungsgesteuerten Natriumkandle (Ratcliffe et al., 2001). Unterschiedliche
Bindungsaffinitdten konnten aufRerdem fir Axonin-1 beschrieben. Wahrend NF166
eine sehr gute Bindungsaffinitat aufweist, zeigt NF186 eine schlechte heterophile
Affinitat fur Axonin-1 (Pruss et al., 2006). Dies deutet wiederum auf unterschiedliche
Funktionen der beiden Isoformen hin.

Weiterhin konnten Burkarth et al eine de novo Entstehung von Gephyrinaggregaten
auf dem Soma von unreifen neuronalen Zellen nach Uberexpression von NF166
zeigen, welche nach Uberexpression von NF186 ausblieb (Burkarth et al., 2007). Die
durch NF180 (NF166) induzierte Gephyrinaggregat-VergréRerung aus dieser Arbeit
und das Ausbleiben der VergroRerung nach NF186-Uberexpression, bestatigen die
wohl unterschiedlichen Funktionen der neuronalen Neurofascin-Isoformen
NF180/NF166 und NF186.

6.3 Relevanz eines in vitro Systems im Vergleich zum in vivo System

Primédre neuronale Kulturen konnen zu den vielfaltigsten neurobiologischen
Fragestellungen verwendet werden. Sie bieten eine gute Alternative zu einem in vivo
Versuch. Dennoch stellt sich die Frage nach den Grenzen der Aussagekratft.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass zwei neuronale Neurofascin-Isoformen
in der Ratte existieren, deren Expression eine Aussage Uber die Reife eines
Gewebes oder eine Kultur geben kann. Wéahrend neuronale Kulturen einen unreifen
Status einnehmen, indem sie hauptsachlich die embryonal-juvenile NF-Isoform

NF180 exprimieren, konnte im adulten, reifen Gehirngewebe der Ratte eine
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Uberwiegende Expression von NF186 beobachtet werden. Der unreife Zustand einer
primaren neuronalen Kultur zeigte weiterhin nur partiell ausgebildete pra- und
postsynaptische Terminale am AIS (Kriebel et al., 2011).

In dieser Arbeit offenbarten sich widerspriichliche Ergebnisse in zweierlei Hinsicht.
Zum einen zeigte die shRNA-vermittelte Reduktion von Neurofascin in vitro keine
eindeutigen Ergebnisse, in vivo jedoch war eine Reduktion der Anzahl inhibitorischer
Strukturen am AIS zu beobachten. Zum anderen zeigte die Uberexpression von
Neurofascin 166 in vitro komplett gegenteilige Ergebnisse als in vivo. Diese sich
widersprechenden Ergebnisse hinsichtlich der Gephyrinaggregat-Grof3en koénnten
auf das noch unreife in vitro System zurlckzufiihren sein, welches bestimmte
Membrankomponenten noch nicht vollstdndig ausgebildet hat.

Es ist beispielsweise bekannt, dass bestimmte GABAa-Rezeptor-Untereinheiten in
unreiferen dissoziierten priméren Neuronen weniger stark exprimiert werden als in
reiferen Neuronen. Der zeitliche Verlauf dieser Untereinheiten-Expression scheint im
Vergleich zur in vivo Situation in vitro verzogert zu erfolgen (Brooks-Kayal et al.,
1998). Ebenso kdnnen nur leichte Spuren an Brevican, einem Proteoglykan der
Extrazellularmatrix, in embryonalen Gehirnen detektiert werden, wahrend im adulten
reifen Gehirn bis zu 14-fach héhere Mengen an Brevican gemessen werden kdnnen,
als in neonatalen Gehirnen (Milev et al., 1998).

Ein weiterer Punkt, in dem sich das in vitro System von dem in vivo System
unterscheidet, ist die gliale Expression. Wahrend in neuronalen Kulturen das
Gliawachstum durch bestimmte Eigenschaften des Zellmediums unterdrtickt wird, ist
im reifen Gehirn eine bis zu 50-fach héhere Menge Gliazellen prasent (Hyman,
2005). Die Gliazellen schitten bestimmte Faktoren aus, die fur die Entwicklung der
Neurone von grol3er Bedeutung sind. Beispielsweise konnte von Mauch et al. gezeigt
werden, dass aus Gliazellen stammendes Cholesterol eine wichtige Funktion in der
Bildung und Entwicklung von Synapsen einnimmt (Mauch et al., 2001). Um mogliche
gliale Effekte einschliel3en zu kbnnen, mussten Ko-Kulturen verwendet werden, oder
ein in vivo- bzw. ex vivo-System.

Alle diese genannten Faktoren spiegeln die Unterschiede eines unreifen in vitro-
Systems im Vergleich zu einem reifen in vivo System wieder.

Es wird deutlich, warum in dieser Arbeit sowohl in vitro-Systeme als auch in vivo-
Systeme verwendet wurden. Fragestellungen zur Funktion auf Gephyrin der

entwicklungsrelevanten NF-Isoformen konnten im in vitro-System nur teilweise
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geklart werden. Sobald die Bedeutung der spéater exprimierten neuronalen NF-
Isoform NF186 am AIS hinzukam, war ein reiferes System unabdinglich. Ebenso
konnen komplexe Prozesse, wie sie bei Stress im zentralen Nervensystem
hervorgerufen werden, in einem simplen in vitro-Modell schwer vollstandig dargestellt
werden, da es nicht moglich ist bestimmte Hirnareale getrennt voneinander zu

betrachten.

6.4 Einfluss von Stress auf das zentrale Nervensystem

Der Begriff Stress bezeichnet eine Reaktion des menschlichen Korpers auf
spezifische aulere Reize, sogenannte ,Stressoren”. Aufgrund dieser Stressoren
werden verschiedene Systeme im menschlichen Kdrper aktiviert. Eine Schltsselrolle
spielt hier die sogenannte ,Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse®, die
HHN-Achse (Hypothalamus-Pituitary-Adrenal-HPA).  Neurone des Nucleus
paraventricularis des Hypothalamus schitten das Corticotropin-Releasing-Hormon
(CRH) aus. Dadurch wird die Sekretion des Adrenokortikotropen Hormons (ACTH) in
der Hypophyse ausgelost. Dies fuhrt wiederum zur Produktion von Glukokortikoiden
in der Nebennierenrinde. Im Nebennierenmark werden parallel dazu auf3erdem
Katecholamine (Adenalin und Noradrenalin) freigesetzt. Die Glukokortikoide
regulieren die ACTH- und CRH- Freisetzung durch positive (aktivierende) und
negative (hemmende) Ruckkopplung, indem sie an ihre Glukokortikoid- (GRs) und
Mineralkortikoidrezeptoren (MRs) binden. In der Amygdala beispielsweise wird durch
die Bindung an GRs und MRs die HHN-Achse aktiviert. Der Hippocampus und der
frontale Kortex wirken der HHN-Achse entgegen (Evans et al., 1989, Feldman &
Conforti, 1980, Feldman et al., 1995). Diese Feinregulation wird durch chronisch
auftretenden Stress sowie durch Exposition von grof3en Stressoren in bestimmten
Lebensabschnitten gestort (Lupien et al., 2009).

Durch die hohe Anzahl an Glukokortikoidrezeptoren im Hippocampus (McEwen,
1999, Van Eekelen et al., 1988) konnte dieser ein besonderer Angriffspunkt fur
stress-induzierte Glukokortikoide sein. Tatsachlich wird der Hippocampus mit
affektiven Stoérungen in Verbindung gebracht. Beispielsweise konnte eine Atrophie

des Hippocampus nach  chronischer Stressexposition, bei Posttraumatischer
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Belastungsstorung und bei Depression beobachtet werden (Tsoory et al.,, 2007,
Zhang et al., 2006).

Es gibt Hinweise darauf, dass unter Anderem inhibitorische Systeme verandert
werden. Demnach kénnten GABA und GABAa-Rezeptoren eine wichtige Funktion bei
der physiologischen Reaktion auf Stress und Angst haben. Stress beeinflusst sowohl
GABA-Neurotransmitter-Plasma-Level (Vaiva et al., 2004) als auch die Expression
verschiedener GABAa-Rezeptor-Untereinheiten. Die a-Untereinheit der GABAa-
Rezeptoren ist hierbei von besonderem Interesse. Bis zur frilhen postnatalen
Entwicklungsstadien der Ratte sind die hervorstechenden a -Untereinheiten ay, o3
und as, wahrend im adulten Entwicklungsstadium ein Wechsel hin zur a; Untereinheit
stattfindet. Nach Stressexposition von jungen Ratten (P27-29) und hinzukommenden
Stressoren im Erwachsenenalter konnte eine Modulation der a-Untereinheiten der
GABAx-Rezeptoren in der Amygdala und dem Hippocampus beobachtet werden
(Jacobson-Pick et al., 2008). Juveniler Stress erzeugt hinsichtlich der GABAa-
Rezeptoren eine Veranderung des Reifezustandes, durch ein erhdhtes
Vorhandensein der a-Untereinheit (a,) friherer Entwicklungsstadien.

Es wird deutlich, dass eine Verdnderung im Glukokortikoidspiegel durch Stress zur
Umgestaltung neuronaler Strukturen und zur Umorganisation und Destabilisierung
von Membranproteinen (zum Beispiel postsynaptische Rezeptoren) und einer damit
verbundenen Veranderung neuronaler Signaltransduktion fiihren kann.

Ein weiteres Phanomen, ahnlich dem fir GABAA-Rezeptoren beschriebenen, konnte
in dieser Arbeit hinsichtlich der embryonal-juvenilen Neurofascin-lsoform NF180
beobachtet werden. Durch Stressexposition der juvenilen Ratten wird eine Erhéhung
der NF180-Expression im ventralen Gyrus dentatus hervorgerufen. Dadurch kommt
es in dieser Gehirnregion ebenfalls zu einer Verdnderung des Reifezustandes,
jedoch auf die Neurofascin-Expression bezogen. Die Hochregulation der embryonal-
juvenilen NF-Isoform nach Stressexposition geht mit einer mdglichen
Funktionsanderung einher, da die beschriebene NF180-Isoform flr mehr plastische
Modellierung synaptischer Strukturen verantwortlich sein kdnnte. Nach chronischer
Stressexposition wird ebenfalls die Hochregulation des Zelladhasionsmolekils L1
beobachtet (Sandi et al., 2001, Venero et al., 2002). L1 ist bekannt dafir
Neuritenauswachsen zu stimulieren (Schachner, 1997). Die Hochregulation kdnnte
demnach eine neuroprotektive Reaktion auf die Stressexposition darstellen. Ahnlich

konnte die Hochregulation der embryonal-juvenilen NF-Isoform durch ihren Einfluss
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auf die Gephyrinassemblierung den durch Stress induzierten Veranderungen
entgegenwirken. Eine verstarkte Konsolidierung des Erlebten kdnnte wiederum durch
eine erhohte Inhibition im Bereich des ventralen Hippocampus bewirkt werden (Avital
& Richter-Levin, 2005).

Es wird klar, dass molekulare Veradnderungen kognitive und emotionale Ablaufe
beeinflussen konnen. Durch die veranderte NF-Expression im ventralen
Hippocampus, welcher viele Efferenzen zur Amygdala besitzt (Witter, 2007), kénnten
diese Beeinflussungen erklart werden. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass durch
chronischen Stress verkirzte apikale Dendriten und weniger stark verastelte
Neurone in der CA3-Region des Hippocampus auftreten (Magarinos et al., 1996,
McEwen, 1999). Diese Beobachtungen kodnnten eine Reaktion auf die erhdhte
Glutamatfreisetzung sein, um auf diese Weise der moglichen erhdhten Exzitation
entgegen zu wirken (Lowy et al.,, 1993). Ebenso wird die mRNA-Expression des
neuronalen Zelladhasionsmolekiils NCAM exzitatorischer Synapsen, insbesondere
der Isoform NCAM140, nach chronischer Stressexposition von Ratten reduziert
(Venero et al., 2002) und kénnte in dem Zusammenhang als Folge der erhéhten
Glutamatlevel zu verstehen sein. Auf gleiche Weise konnte die verdnderte
Expression  der  Neurofascin-Isoformen in dem  Zusammenhang ein
kompensatorischer Effekt sein. Demnach wirde durch eine Verstarkung
inhibitorischer Synapsen, der erhdhten Exzitation durch Glutamat entgegengewirkt.
Es ist bekannt, dass erlebter Stress in einer frihen Lebensphase und wiederholter
Stress im Erwachsenenalter die Vulnerabilitdt fur die Entwicklung von sowohl
depressiven Symptomen als auch von Angsterkrankung bewirken (Tsoory et al.,
2007). Dies weist darauf hin, dass durch die Stressexposition im juvenilen Alter (P27-
P29) moglicherweise molekulare Veranderung stattgefunden haben, welche von
solch profundem und langanhaltendem Charakter sind, dass sie zu einen
veranderten adulten Phanotyp fuhren (Avital et al., 2005, Isgor et al., 2004).
Demnach konnten Zelladhasionsmolekile eine entscheidende Rolle bei den
beschriebenen Prozessen spielen, da sie eine wichtige Bedeutung fir die
Synapsenbildung und -Stabilisierung haben (Sandi et al., 2004, Dahme et al. 1997,
Gascon et al. 2007; Kriebel et al. 2011).

Somit kdonnten jene profunden Veranderungen mit einer méglichen inhibitorischen
Synapsenverstarkung, eben durch eine veranderte Neurofascin-Expression,

zusammenhangen.
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Aus diesem Grund wurden alle in vivo Versuche in dieser Arbeit an juvenilen Tieren
durchgeftihrt. Dies lasst den spateren Vergleich zu, ob die strukturellen
Veranderungen durch Knockdown oder Uberexpression von Neurofascin mit durch
Stress hervorgerufenen molekularen Veranderungen vergleichbar sind. Inwieweit
bestimmte molekulare Veradnderungen die Entwicklung einer posttraumatischen
Belastungsstorung férdern, muss in weiteren Analysen untersucht werden.
Beispielsweise kdnnten gestresste Tiere hinsichtlich ihrer synaptischen Strukturen
am AIS analysiert werden. Eventuell lie3en sich Parallelen zur shRNA-vermittelten
NF-Reduktion bzw. Uberexpression von Neurofascin 166 finden.

Der Einfluss von Stress zeigt sehr heterogene Effekte. BDNF (brain-derived
neurotrophic factor) wird beispielsweise ebenso eine Rolle in Stress-induzierten
affektiven Stérungen zugeschrieben. Demnach sinken die BDNF-Konzentrationen im
Hippocampus von Ratten, welche nach der Geburt von ihrer Mutter getrennt wurden.
Warum Stress die Reduktion von BDNF bewirkt, gilt es zu klaren (Roceri et al.,
2002). Eine weitere Verbindung von molekularen Veranderungen und
Angsterkrankungen besteht in einem Mitglied der TGF-B-Familie. Activin wird stark
verbreitet im ZNS exprimiert und ist unter anderem fur die neuronale Entwicklung von
Bedeutung (Trudeau et al., 1997). Dennoch ist tber die Rolle von Activin im ZNS
recht wenig bekannt. Jingst konnten Verbindungen zu inhibitorischen Prozessen und
Activin aufgedeckt werden. Activin wird beispielsweise im Zusammenhang mit
Angsterkrankungen und GABAa-Rezeptoren erwahnt. Transgene Mause, die durch
einen dominant-negativen Activinrezeptor verandert wurden, zeigten eine verstarkte
GABA-Freisetzung und postsynaptische Inhibition der GABAa-Rezeptoren im
Hippocampus. Dies resultierte im Verhaltenstest in einem weniger &ngstlichen
Phanotyp (Zheng et al., 2009). Zu einem komplett unterschiedlichen Ergebnis kam
die Gruppe von Ageta et al. (Ageta et al., 2008). Sie verwendeten transgene Mause,
welche Activin Uberexprimierten und danach einen weniger angstlicheren Phanotyp
aufzeigten. Dies zeigt den noch hohen Bedarf an Forschung, der zur Aufklarung des
Mechanismus von Activin und der Pathologie der Angsterkrankung notwendig ist.
Nichtsdestotrotz scheint Activin ein wichtiger Faktor bei der Entstehung von
Angsterkrankungen zu sein. In dieser Arbeit konnte durch die spezifische Inhibition
der Activinrezeptoren eine Reduktion der Neurofascin-Expression in priméren
hippocampalen Neuronen offengelegt werden. Eine Veranderung der NCAM-

Expression als Kontrolle konnte nicht beobachtet werden. Dies weist auf einen
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Neurofascin und womdglich AlS-spezifischen Effekt hin. Gegen einen AIS-
spezifischen Effekt wirde sprechen, dass die NF-Sonden zur Quantifizierung des
Neurofascins neben den beiden neuronalen Isoformen auch die gliale
Neurofascin 155-Isoform detektierten, welche nicht am AIS lokalisiert ist und im
Gewebe in viel gréReren Mengen exprimiert wird. Somit kénnte ebenso eine
potentielle Regulation des glialen Neurofascin 155 offengelegt worden sein. Aufgrund
der Verwendung von hippocampalen neuronalen Kulturen, mit geringem Anteil glialer
Zellen ist ein Effekt auf NF155 in diesem Zusammenhang unwahrscheinlich. Des
Weiteren stellt sich die Frage, ob eine Stimulation der Neurone mit Activin eine
Zunahme der NF-Expression verursachen wirde. Die Gruppe von Ageta et al. zeigte,
dass Activin wahrend einer Long-Term Potentiation (LTP) hochreguliert wird.
Dadurch konnten einerseits mehr exzitatorische prasynaptische Terminale an
Dendriten gemessen werden. Aulerdem induzierte die erhthte Activin-Expression
eine Spine-Verlangerung, durch Verlangerung der Spine-Héalse. Nach dem Blocken
des MAPK-Signalweges blieben diese Activin-induzierten Effekte aus (Andreasson &
Worley, 1995, Inokuchi et al., 1996, Shoji-Kasai et al., 2007). Muller et al konnten
reduzierte NMDA-StrOme in transgenen M&ausen mit einem dominant-negativen
Activin-Rezeptor nachweisen (Muller et al., 2006). Demnach konnten sich die
exzitatorischen NMDA-Strome nach Activin-Hochregulation ebenso erhéhen. Wenn
Activin die NF-Expression am AIS auf gleiche Weise oder tiber den Smad-Signalweg
hochregulieren wirde, kénnte es am AIS zu einer verstarkten Inhibition durch
veranderte Gephyrin- und GABAa-Rezeptor-Assemblierung kommen. Diese kdnnte
der primar verursachten starkeren Exzitation kompensatorisch entgegenwirken,
durch eine Art Feedback-Inhibition.

Ware Activin an der Regulierung von Neurofascin und Gephyrin am AIS beteiligt,
konnte hier ein neuer Angriffspunkt fir pharmakologische Interventionen hinsichtlich
affektiver Storungen liegen. Ob eine bestimmte Neurofascin-lsoform durch Activin
bzw. den Activin-Inhibitor reguliert wird, muss allerdings noch geklart werden.
Nichtsdestotrotz wird deutlich, dass die Auswirkungen von Stress auf das Gehirn in
seiner Struktur sowie seine kognitiven Funktionen sehr heterogen sind und es

dadurch erschweren Ursachen und Folgen von Stress zu bestimmen.
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Ausblick

In ndherer Zukunft sollte die Neurofascin-Expression nach juvenilem Stress weiter
charakterisiert werden. Es konnten Gehirne juvenil-gestresster Ratten auf ihre
inhibitorischen synaptischen Strukturen hin untersucht werden. Eventuell kénnten
Uber die Neurofascin-Intensitaten am AIS Aussagen UuUber eine erhdhte oder
veringerte Neurofascin-Expression getroffen werden. Interessant ware die Analyse
juveniler Tiere, direkt nach der Stressexposition, um madgliche direkte Folgen
eruieren zu kdnnen.

Des Weiteren konnte der Zusammenhang mit Activin und Neurofascin genauer
untersucht werden. Eine Mdglichkeit ware die Detektion der einzelnen Isoformen
nach dem Inhibitor-Einsatz gegen Activin-Rezeptoren. Aul3erdem konnte der Einsatz
von siRNA gegen den ACVR2A im neuronalen System verifiziert werden. Somit
konnte ein Einfluss auf die Gephyrin-Assemblierung untersucht werden. Interessant
wére auch, welcher Signalweg an diesem Effekt beteiligt ist. Durch Inhibitoreneinsatz
und Stimulation mit Activin kdnnten einzelne Komponenten des SMAD-Signalweges
untersucht werden. Damit koénnten neue mdgliche Angriffspunkte einer

pharmakologischen Therapie bei diversen affektiven Stérungen offengelegt werden.
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