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Zusammenfassung

Das NT2/N-System ist ein einzigartiges Modell, um die Entwicklung von neuronalen
Vorlauferzellen zu humanen Neuronen im Kultursystem zu untersuchen. Das System basiert
auf den humanen Teratomzellen NT2, die in ihrem Phédnotyp neuronalen Vorlduferzellen
entsprechen und sich in vitro durch Behandlung mit Retinsdure zu polaren, postmitotischen
Neuronen (NT2/N) differenzieren lassen. Wéhrend der Entwicklung von einer einfachen,
neuronalen Vorlduferzelle, zu einem komplexen, polaren Neuron mit Axon und Dendriten
werden verschiedene extrazellulire Signale in intrazellulire Formverdnderungen des
Zytoskeletts umgesetzt. An der Regulation dieser zelluliren Prozesse sind u. a. die kleinen
Rho-GTPasen RhoA, Racl und Cdc42 maligeblich beteiligt. Die Ergebnisse dieser Arbeit
zeigen, dass das Exoenzym C3 aus Clostridium botulinum (C3*') und seine enzymdefiziente
Mutante C3"E174Q gleichermaien von NT2-Zellen aufgenommen werden. In seiner
Zielzelle inaktiviert C3*' spezifisch die Rho-GTPasen RhoA, B und C durch ADP-
Ribosylierung, In NT2-Zellen wird dabei konzentrations- und zeitabhingig die Bildung von
Neuriten induziert. Neben der Ribosylierung von RhoA wird das Expressionsprofil von RhoB,
aber nicht von Racl und Cdc42 in NT2-Zellen verdndert. Ebenso erfolgt wihrend der
neuronalen Differenzierung eine starke Verdnderung des Expressionsprofils, der wiederum
die Ausbildung von Neuriten folgt. Das neuronale Markerprotein NF-M wird bereits sehr frith
wihrend der Differenzierung exprimiert. Die Expression von NF-M konnte deutlich in
Retinsdure-behandelten, aber nicht in C3"'-behandelten NT2-Zellen nachgewiesen werden.
Diese Daten belegen, dass C3* keine differenzierende Wirkung auf neuronale
Vorlauferzellen zugeschrieben werden kann. Die morphometrischen Analysen von NT2/N-
Zellen ergaben, dass C3° und dessen enzymdefiziente Mutante C3**E174Q sowohl das
axonale Wachstum der humanen Modell-Neurone, als auch die Bildung von axonalen
Verzweigungen mit zunehmender Kulturdauer im Vergleich zu Kontrollzellen signifikant
erhoht. Zudem wurde festgestellt, dass bereits ein kleines, aus 29 Aminosiuren bestehendes
Peptid (C3°°'154-182) gleichermaBen wie das C3"-Holoenzym in der Lage ist, axonales
Wachstum, sowie die Bildung von axonalen Verzweigungen in NT2/N-Zellen zu induzieren.
Im Gegensatz zu den NT2/N-Zellen reagieren die NT2-Zellen ausschlieflich auf das
enzymkompetente C3"" mit der Bildung von Neuriten. Diese Ergebnisse bestitigen, dass
C3"" auf humane Modellneurone eine neurotrophe Wirkung besitzt, die nicht iiber die
Inaktivierung von RhoA vermittelt wird.

Da das NT2/N-System es ermoglicht, neuronale Vorlduferzellen und terminal differenzierte
Neurone gleichen Ursprungs unmittelbar miteinander zu vergleichen, beweisen die
Ergebnisse dieser Arbeit, dass die enzymunabhingige neurotrophe Wirkung von C3*' auf den
Differenzierungsgrad der Neurone zuriickgefiihrt werden kann. Daher ist es moglich, dass
terminal differenzierte Neurone Interaktionspartner besitzen, iiber den die neurotrophe

3 bot

Wirkung von C3”" vermittelt wird.

Stichwdrter: neuronale Differenzierung, Wachstumsfaktoren, Rho-GTPasen
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Summary

The NT2/N system is a unique model for researching the development of neuronal precursors
into human neurons in a cell culture system. This system is based on the human
teratocarcinoma cell line NT2. NT2 cells correspond in their phenotype to neuronal
precursors, which can be differentiated in vitro by treatment with retinoic acid to polar,
postmitotic neurons (NT2/N). During the development of a morphologically simple neuronal
precursor cell to a complex polarized neuron with axon and dendrites precisely controlled
changes in the cytoskeleton are essential. Recently it has become clear that the small Rho
GTPases RhoA, Racl and Cdc42 play an important role in various aspects of neuronal
development, including neurite outgrowth, differentiation and axon pathfinding.

The present thesis demonstrates that the exoenzyme C3 from Clostridium botulinum (C3°*)
and its enzymatically deficient mutant enter the NT2 cells in the same manner. Once
internalized by its target cells, C3* specifically inactivates RhoA, B and C by ADP-
ribosylation. The inactivation of RhoA induces neurite formation in NT2 cells. Beside the
inactivation of RhoA, C3"" modifies the level of expression of RhoB, but not of Racl and
Cdc42 in NT2 cells. During neuronal differentiation the expression pattern undergoes several
changes and results in neurite formation. In this context the NF-M, which is expressed at a
very early stage during differentiation, has been analyzed. However, NF-M could not be
detected in NT2 cells after treatment with C3b°t, but in NT2 cells, which have been treated
with retinoic acid. These results demonstrate that a differentiating effect on neuronal

precursors cannot be attributed to C3™

. By means of morphometric analyses it was able to
demonstrate in the course of this thesis that C3™ and its enzyme deficient mutant C3**'E174Q
significantly increase both the axonal growth of NT2/N cells as well as the formation of
axonal branches with increased culture duration compared to control cells. It was furthermore

t
3b0

found that already a small peptide (C3°154-182), consisting of 29 amino acids is able to

increase both axonal growth as well as the formation of axonal arborisation in NT2/N cells

likewise the C3**-holoenzyme. These findings confirm that C3"

has a novel neurotrophic
effect on human model neurons, which is not mediated by inactivation of RhoA. In contrast to
the NT2/N cells the NT2 cells solely reacted on the enzymatic active C3** by forming
neurites.

As the NT2N system allows a direct comparison of neuronal precursors and terminal
differentiated neurons of the same origin, the results of this thesis give evidence that the

3% can be attributed to the differentiation level

enzyme-independent neurotrophic effect of C
of the neurons. In case of neuronal differentiation the neurons possibly have an interaction

partner imparting the neurotrophic effect of 3™,

Keywords: neuronal differentiation, growth factors, Rho-GTPases
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A Einleitung

Al Das Nervensystem

Die am hiaufigsten im Gehirn vorkommenden Zelltypen sind Gliazellen und Neurone, wobei
die Anzahl der Gliazellen die der Neurone um das 10-50-fache iibersteigt. Die
Wechselwirkungen zwischen diesen beiden Zelltypen spielen eine bedeutende Rolle fiir die
Regulation der Entwicklung und der Plastizitit des zentralen Nervensystems (ZNS).
Gliazellen dienen zum Einen als Stiitzgeriist der Neurone, sowie als Leitstrukturen in der
friihen Hirnentwicklung der Vertebraten, zum Anderen iiben sie viele nicht strukturelle
Funktionen aus (fiir eine Ubersicht siche Kandel et al., 2000). Die Astrozyten machen den
mehrheitlichen Zelltyp der Gliazellen im zentralen Nervensystem des Séugerhirns aus. Sie
regulieren Transmitter- und Kaliumionen-Konzentration im Extrazellularraum, induzieren die
Ausbildung der Blut-Hirn-Schranke und dienen zum Teil widhrend der Entwicklung als
Leitbahnen fiir migrierende Neurone. Die Oligodendrozyten, ein weiterer Gliazelltyp,
gewihrleisten die elektrische Isolation der Neurone untereinander. Dabei ummanteln sie diese
mit Myelin, wodurch eine schnelle Reizleitung ermoglicht wird. Die Mikrogliazellen sind die
Makrophagen des Gehirns, da sie die Zelltrimmer abgestorbener Zellen entfernen.

Die wichtigsten Funktionen des Gehirns — Verarbeitung sensorischer Information, Program-
mierung motorischer und emotionaler Reaktionen, Lernen und Gedéchtnis — werden alle von
einem hochorganisierten Netzwerk miteinander verkniipfter Nervenzellgruppen ausgefiihrt
(Kandel ef al., 2000). Folglich bilden die einzelnen Neuronen, wie schon am Anfang des 20.
Jahrhunderts von Ramon y Cajal postuliert, die elementaren Einheiten des zentralen
Nervensystems. Die Nervenzelle verfiigt iiber eine charakteristische polare Teilung in zwei
funktionell unterschiedliche Kompartimente: ein signalempfangendes (somatodendritisches)
und ein signalweiterleitendes (axonales) Kompartiment. Diese funktionelle Polaritdt zeigt sich
in Unterschieden der Morphologie, dem Gehalt an Organellen und der molekularen Zusam-
mensetzung von Soma, Dendriten und Axon (Craig & Banker, 1994; Prochiantz, 1995). Das
Soma nimmt, je nach Zelltyp, etwa nur ein Zehntel des Zellvolumens ein und ist Zentrum des
Stoffwechsels. Der Rest entfdllt auf das Axon und die Dendriten. Dendriten verfligen meist
iiber einen hohen Verzweigungsgrad und ihr Durchmesser nimmt nach distal ab. Das Axon ist
im Allgemeinen lidnger als die Dendriten, wobei sein Durchmesser konstant bleibt. Die am
Axon entstehenden Verzweigungen bilden einen rechten Winkel zum Axon. Die

Informationsweiterleitung erfolgt im Axon durch elektrische Signale, an den Synapsen
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zwischen Nervenzellen, oder Nervenzellen und Zielorganen, durch eine chemische
Ubertragung oder eine elektrische Ubertragung an elektrischen Synapsen (fiir eine Ubersicht
siche: Hall, 1992). Die Aufrechterhaltung der polaren Morphologie einer Nervenzelle, die fiir
ihre Funktion von grundlegender Bedeutung ist, wird insbesondere durch die Organisation des

neuronalen Zytoskeletts bestimmt.

All Das neuronale Zytoskelett

Eukaryotische Zellen besitzen die Fihigkeit, verschiedene Formen anzunehmen und
koordinierte Bewegungen auszufiihren. Diese Féhigkeiten werden durch ein komplexes
Netzwerk, das aus unterschiedlichen Proteinfilamenten besteht und sich durch das gesamte
Zytoplasma erstreckt, vermittelt. Das Zytoskelett ist eine hochst dynamische Struktur, die sich
in einem stdndigen Umbau befindet. Es ist maBgeblich an unterschiedlichen und komplexen
Vorgingen, wie der Morphogenese, Zellmigration, -teilung und -differenzierung, sowie
Kontaktaufnahme zu Nachbarzellen und Substrat, Transportvorgingen im Zytoplasma und
Muskelkontraktion beteiligt. Die Funktion des Zytoskeletts ist abhingig vom Zusammenspiel
von drei Proteinfilament-Typen: den Aktin-Filamenten, den Mikrotubuli und den
Intermediirfilamenten (fiir eine Ubersicht siehe: Alberts et al., 2002). Die Filamente setzen
sich aus verschiedenen Protein-Monomeren zusammen. Aktin-Filamente werden aus dem
Grundbaustein Aktin gebildet und sind speziell fiir die Verdnderung der Form und der
Bewegungen der Zelle verantwortlich. Mikrotubuli werden aus Tubulin aufgebaut und steuern
hauptsédchlich die Lage der Zellorganellen. Intermedidrfilamente bestehen aus Untereinheiten
einer Familie fibroser Proteine, wie z. B. Vimentin, Lamin oder Keratin und verleihen der
Zelle mechanische Festigkeit.

Die Familie der neuronalen Intermedidrfilamente umfasst bei Sdugern sechs Proteine: neben
den drei Neurofilament (NF) Untereinheiten — NF-L (66 kD) (Geisler et al., 1985), NF-M
(95-100 kD) (Levy et al., 1987; Napolitano et al., 1987) und NF-H (110-115 kD) (Lees et al.,
1988) — werden auch a-Internexin (~60 kDa) (Kaplan et al., 1990), Peripherin (~50 kDA)
(Thompson & Ziff, 1989) und Nestin (~200 kDa) (Lendhal et al., 1990) neuronal exprimiert.
Die drei Neuro-filament-Proteine wurden aufgrund ihrer Haufigkeit in Sduger-Neuronen als
erste Neuronen-spezifische Intermediérfilamente identifiziert, obwohl sie erst im Laufe der
Differenzierung exprimiert werden (Hoffman & Lasek, 1975; Hoffman et al., 1987). Sie
reichern sich vor allem in groen myelinisierten Neuronen an, wobei sie flinf- bis zehnfach
hdufiger als Mikrotubuli vorkommen. Wéhrend Neurofilamente {iberwiegend statische

Strukturen sind, die vor allem der Stabilisierung der Zelle dienen, bilden Aktinfilamente und
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Mikrotubuli dynamische Strukturen, die u. a. fiir motile Prozesse, wie Orientierung des
Wachstumskegels und Auswachsen der Neuriten zustindig sind (Vale, 1992).

Mikrotubuli sind in der gesamten Nervenzelle ubiquitdr verteilt, jedoch in den Neuriten
konzentriert. Sie haben vielfdltige Funktionen, so unterstiitzen sie z. B. zusammen mit den
Neurofilamenten die Stabilisierung des Axons. Eine weitere wichtige Aufgabe ist der axonale
Transport. Dabei gewdhrleisten Mikrotubuli-assoziierte Motorproteine die Versorgung der
prasynaptischen Endigung mit synaptischen Vesikeln und deren Vorldufern. Ebenso findet ein
Riicktransport z. B. von abgebauten Membranmaterial oder endozytierten Neurotrophinen von

der Nervenendigung zum Zellkorper statt.

A2 Die Rho-GTPasen bei der neuronalen Entwicklung und
Regeneration

Die Rho-GTPasen gehoren zur Ras-Superfamilie der kleinen GTP-bindenden Proteine. Diese
Proteine sind monomere G-Proteine mit einem Molekulargewicht von 20-40 kD und wirken
als molekulare Schalter bei zahlreichen zelluldren Prozessen. Innerhalb der Rho-Familie
unterscheidet man Mitglieder der Rho-, Rac-, Cdc42, RhoH/TTF-, RhoD/Rif- und Rnd-
Subfamilien, deren Anzahl je nach Spezies variiert (Aspenstrom, 2004). Zu den bisher am
besten untersuchten Rho-Proteinen zihlen RhoA, Racl und Cdc42 (fiir eine Ubersicht: Jaffe
& Hall, 2005). Diese Proteine werden durch GTP-Bindung aktiviert und durch Hydrolyse des
gebundenen GTP zu GDP durch eine intrinsische GTPase inaktiviert (Abb. A1l). Dies erklart
den vereinfachenden Begriff der "Rho-GTPasen”, welcher im weiteren Verlauf fiir die kleinen
GTP-bindenden Proteine der Rho-Familie verwendet wird. Guanin-Nukleotid-
Austauschfaktoren (GEFs) beschleunigen dramatisch den Austausch von GDP gegen GTP,
wiéhrend Guaninnukleotid-Dissoziations-Inhibitoren (GDIs) diesen Austausch und damit die
Aktivierung der Rho-GTPasen hemmen. GDIs sind auBerdem fiir den Transfer der GTPasen
von der Zellmembran in das Zytosol zustindig, wo diese in der inaktiven GDP-gebundenen
Form vorliegen. Eine dritte Gruppe von Regulatoren, die der GTPase-aktivierenden Proteine
(GAPs), verstdrkt die intrinsische GTPase-Aktivitdt der Rho-Proteine, wodurch diese in den
inaktiven Zustand versetzt werden. In der GTP-gebundenen Form besitzen die Rho-GTPasen
eine Konformation, die eine Interaktion mit nachgeschalteten Effektorproteinen, wie z. B.
Serin/Threoninkinasen und Phosphoinositolkinasen, ermdglicht. Durch diesen Mechanismus

werden die Signale fiir die unterschiedlichen zelluldren Prozesse verstarkt und weitergeleitet.
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GTPase
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Abbildung A 1: Schematische Darstellung des Rho-GTPase-Zyklus
Die Rho-GTPasen werden durch GTP-Bindung aktiviert und durch Hydrolyse des
GTPs zu GDP inaktiviert. Dabei halten GDIs die Rho-GTPasen im inaktiven
Zustand im Zytosol. GEFs beschleunigen die Dissoziation von GDP und
ermoglichen die Bindung von GTP. Nach Aktivierung werden iiber nachgeschaltete
Effektoren Signale auf unterschiedliche zelluldre Prozesse, wie zum Beispiel die
Regulation des Aktinzytoskeletts, iibertragen. GAPs inaktivieren die Rho-GTPasen
durch Stimulation der intrinsischen GTPase-Aktivitét.
GDP: Guanin-5’-diphosphat
GTP: Guanin-5’-triphosphat
P;: Orthophosphat

Zu den Effektoren von Rho gehdren ROCK I und ROCK II (Rho-Kinase), sowie die
Proteinkinase N (PKN), welche bei der Regulation des Aktinzytoskeletts eine Rolle spielen
(Leung et al., 1995; Katoh et al., 1998 a/b, Ishizaki et al., 2000).

Die Rho-Kinase wird spezifisch von Rho, aber nicht von Rac oder Cdc42, aktiviert und
entfaltet dann iiber verschiedene Substrate ihre Wirkung. Beispielsweise phosphoryliert sie
eine regulatorische Untereinheit der Myosin-Phosphatase, woraus eine verstirkte Aktin-
Myosin-Interaktion und damit eine Kontraktion von Aktinfasern resultiert (Kimura et al.,
1996). AuBlerdem wirkt die Rho-Kinase iiber direkte Phosphorylierung der leichten Kette auf
das Myosin selbst, was wiederum zu einer verstirkten Aktin-Myosin-Interaktion fiihrt
(Amano et al., 1996 u. 1998). Effektoren von Rac und Cdc42 sind beispielsweise die p21-
aktivierte Kinase (PAK-Kinase) und das neuronale Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein (N-
WASP) (Luo, 2000; Takai et al., 2001). Bis heute sind noch viele Einzelheiten der
Regulationskaskaden von Rho-GTPasen und deren Effektoren weitgehend unklar (fiir eine

Ubersicht: Luo, 2002; Govek et al., 2005).
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A2.1 Funktion der Rho-GTPasen in nicht-neuronalen Zellen:
Das Fibroblastenmodell

Erste Hinweise liber die zelluldren Funktionen von Rho, Rac und Cdc42 ergaben Studien in
Fibroblasten (Ridley & Hall 1992; Nobes & Hall 1995a/b; Kozma et al., 1995). So wurde
mittels Mikroinjektion von dominant aktiven und inaktiven Rho-Proteinen gezeigt, dass die
Rho-GTPasen eine entscheidende Rolle bei der Regulation des Aktinzytoskeletts spielen:
Wiéhrend Cdc42 zur Ausbildung von Filopodien fiihrt, induziert Racl die Bildung von
Lamellipodien und den Membran-Kriuselungen (“membrane ruffles”). RhoA schlieBlich
bewirkt die Ausbildung von Aktinkabeln ("stress fibers”) und Zelladhdsionskomplexen (Abb.
A2) (Hall 1994; Mackay et al., 1998). In einem Wundheilungs-Assay embryonaler
Fibroblasten ist der Einfluss von Rho, Rac und Cdc42 auf die Reorganisation des
Aktinzytoskeletts ebenfalls gezeigt worden (Nobes & Hall, 1999). Nach dem Modell von Hall
(1994) sind die Rho-GTPasen in hierarchischer Weise angeordnet: Cdc42 aktiviert Racl,
welches seinerseits RhoA aktivieren kann. Neuere Studien stellen dieses Hierarchie-Modell
jedoch in Frage. Die Interaktionen der GTPasen sind vermutlich viel komplexer: So wurde in
3T3-Fibroblasten eine Rho-hemmende Wirkung von Rac und in Neuroblastomzellen eine
Cdc42-kompetitive Wirkung von RhoA beschrieben (Sander ef al., 1999; Kozma et al., 1997).
Die unterschiedlichen Effekte der Rho-GTPasen auf die Organisation des Zytoskeletts sind
auch in anderen Zelltypen, wie zum Beispiel Epithel- und Endothelzellen, Astrozyten,
Mastzellen, Lymphozyten und Thrombozyten, gezeigt worden (Hall, 1998).

Wiahrend frither angenommen wurde, dass die Rho-GTPasen ausschliefSlich das Aktin-
zytoskelett regulieren, geht man inzwischen davon aus, dass sie zusdtzlich an zahlreichen
Signaltransduktionsprozessen, wie zum Beispiel an der Genexpression, beteiligt sind.

Weitere Funktionen der Rho-GTPasen beinhalten verschiedene Sekretionsvorgénge und die
Endozytose (Takai, 2001), sowie eine Beteiligung an der Zellzyklusprogression und
Transformation (Coso et al., 1995; Olsen et al., 1995; Sahai et al., 1999). Die Rho-GTPasen
spielen zudem vermutlich bei der Aktivierung der JNK (c-Jun-NH2-terminal kinase)- und
MAP-Kinasen (mitogen-activated protein kinase)-Signalkaskade eine Rolle, wie auch bei der
Aktivierung der Transkriptionsfaktoren SRF (serum response factor) und NFkB (Takai, 2001,
Hill et al., 1995).
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A22 Funktion der Rho-GTPasen in neuronalen Zellen

Hinweise auf eine zentrale Funktion der Rho-GTPasen im Zentralnervensystem von Sdugern
haben Untersuchungen iiber die Genexpression von Rho, Rac und Cdc42 im adulten
Rattenhirn ergeben (Olenik et al., 1997). Mittels in situ Hybridisierung und Western Blot-
Analyse konnte in Hippocampus, Cerebellum, Neocortex und Thalamus eine starke
Expression dieser Rho-Proteine nachgewiesen werden. Studien in neuronalen Zelllinien und
Primérkulturen haben regulatorische Effekte der Rho-GTPasen auf das Auswachsen und die
Riickbildung von Neuriten gezeigt. Axonales Wachstum wird tliber Aktin-Polymerisierung
innerhalb des Wachstumskegels induziert, welcher aus Filopodien und Lamellipodien besteht

(Abb. A2) (Lin et al., 1994; Hall 1998).

Fibroblast Neuron growth cone
Filopodia L ,
' Lamellipodia \

Stress
fibres

Crosslinked
actin fibres

Bundled actin
cables

Lamellipodia  Filopodia

Abbildung A 2: Aktinzytoskelett-Strukturen in Fibroblast und neuronalem Wachstumskegel
Filopodien und Lamellipodien bilden prominente, aus F-Aktin bestehende Strukturen
in Fibroblasten und neuronalen Wachstumskegeln. Abbildung entnommen aus Luo,
2000.

In N1E-115 Neuroblastomzellen fiihrt die Aktivierung von Rac und Cdc42 zur Bildung von
Filopodien und Lamellipodien (Kozma ef al., 1997; Lamoureux et al., 1997), wiahrend RhoA
die Retraktion von Neuriten und Abrundung der Zellen (im Gegensatz zu den Befunden in
Fibroblasten) bewirkt (Jalink et al., 1994; Kozma et al., 1997). Dies kann ebenso in PC12-
Zellen und Hiithnchenneuronen beobachtet werden; umgekehrt kommt es dort nach
Inaktivierung von RhoA mittels des C3 Exoenzyms aus C. botulinum zu einem Auswachsen

von Neuriten (Nishiki ez al., 1990; Jalink et al., 1994; Tigyi et al., 1996b; Sebok et al., 1999).
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Dass die Inaktivierung der GTPase RhoA nicht nur das Neuritenwachstum induziert, sondern
auch die Regeneration von Axonen fordert, hat eine in vivo Studie ergeben: Die Regeneration
im ZNS wird in der Regel von inhibitorischen Proteinen blockiert. Eine Studie von Lehmann
et al. (1999) beschreibt die Suche nach einer Methode, um die neuronale Antwort auf
wachstumshemmende Signale zu verhindern. In vorbereitenden Versuchen kam es in PC12-
Zellen sowohl nach Behandlung mit dem RhoA-inaktivierenden C3-Fusionstoxin, als auch
nach Transfektion mit dominant negativem RhoA zum Auswachsen von Neuriten. Dieser
Befund lie sich auch bei Anwesenheit von wachstumshemmendem MAG (Myelin-
assoziiertes Glykoprotein) zeigen. Die entsprechende Behandlung retinaler Primérkulturen

mit C3 flihrte zu vergleichbaren Ergebnissen.

A23 Die neuronale Morphogenese

Untersuchungen an kultivierten Neuronen des Hippokampus, die aus embryonalen
Rattengehirnen isoliert wurden (Dotti et al., 1987, Goslin & Banker, 1989; 1991), ergaben
dass die neuronale Morphogenese einem sich immer wiederholendem, striktem Schema folgt
(Abb. A 3). Dabei bildet die neuronale Vorliuferzelle kurz nach der Anhaftung an ihr Substrat
zuerst verschiedene, morphologisch nicht unterscheidbare Zellauslaufer, die Primirneuriten
(Stadium 2). AnschlieBend beginnt einer dieser Zellausldaufer schneller zu wachsen als die
Ubrigen und wird zum Axon (Stadium 3). Zuletzt erfolgt die Reifung der Dendriten, welche
durch eine proximodistale Verjiingung und die Ausbildung baumartiger Verzweigungen ihre
typische Morphologie erhalten (Stadium 4). In weiteren Stufen der Reifung wachsen
Dendriten und Axon weiter aus und bilden die Dornfortsétze fiir synaptische Kontakte mit
anderen Neuronen und Muskelzellen (Stadium 5).

Die Entstehung neuer Neuriten, ihre Elongation, Orientierung und das Ausmal} ihrer
Verzweigungen muss genauestens reguliert werden. Diese Prozesse erfordern ein
Zusammenspiel der einzelnen Zytoskelettelemente, das durch die Integration verschiedener
intra- und extrazelluldrer Signale kontrolliert wird (Goslin & Banker, 1989; Arimura &
Kaibuchi, 2007). Dabei wird vermutlich das relativ dichte kortikale Aktin-Netzwerk, das die
Membrantopologie stabilisiert, lokal destabilisiert. Gleichzeitig miissen vor allem Mikrotubuli
polymerisiert und stabilisiert werden, um Zytoskelett-Komponenten fiir den entstehenden
Zellausldufer zusammenzusetzen. Von zentraler Bedeutung sind dabei u. a. die Rho-GTPasen,
da sie die lokale Reorganisation des Aktin-Netzwerkes regulieren, wohingegen die MAPs
(microtubule associated proteins) die Polymerisation der Mikrotubuli steuern (Leger et al.,

1994; Luo, 2000).
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Stadium 1 Stadium 2 Stadium 3 Stadium 4 Stadium 5
Primar- Axon- Dendriten- Weitere
Lamellipodien neuriten formation formation Reifung

Dorn-

fortsatze
Dendriten ~—=

e _— _— —_—
I
6h \'{ 12h 36h 4d
Axon

Abbildung A 3: Schematische Darstellung eines sich entwickelnden Neurons

Etwa 6 h nach der Anhaftung der Zelle an ein Substrat bildet sich zunéchst ein
Lamellipodiensaum (Stadium 1). Kurz darauf beginnen die Neuriten zu wachsen
(Stadium 2). Nach ca. 36 h wachst nur einer der Neuriten weiter und wird zum Axon
(Stadium 3). Einige Tage spiter beginnen auch die Dendriten zu wachsen und bilden
ihre typischen baumartigen Verzweigungen (Stadium 4). Im letzten Stadium der
Reifung, nach etwa 7 Tagen, entwickeln sich Dendriten und Axon weiter und an den
Dendriten bilden sich die Dornfortsdtze (Stadium 5). Abbildung entnommen aus
Govek et al. 2005 und modifiziert.

Ein weiteres Auswachsen der Neuriten wird im Wachstumskegel, der sich an deren distalen
Ende befindet, organisiert. Hierbei scheint GAP43 (growth associated protein 43) eine
wichtige Komponente darzustellen, da es als Aktin-bindendes Plasmamembranprotein in den
Wachstumskegeln sich entwickelnder und regenerierender Neuronen angereichert ist. Die
Beeinflussung der F-Aktin Organisation erfolgt in einer phosphorylierungsabhéngigen Weise
(He et al., 1997). Der Einfluss von GAP43 auf die Ausbildung von Neuriten konnte am
Phénotyp transgener Méuse, die GAP43 {iberexprimieren, gezeigt werden. Bei ihnen wurden
fehlerhafte interneuronale Verbindungen nachgewiesen (Aigner et al., 1995; Aigner &
Caroni, 1995). Durch die Verdnderungen in der Aktin-Dynamik im Wachstumskegel werden
transient Lamellipodien und Filopodien gebildet. Daran sind wahrscheinlich ebenfalls
Mitglieder der Rho-GTPase-Familie von zentraler Bedeutung. Hierbei fordern Rac und Cdc42
das Auswachsen von Neuriten, wohingegen Rho deren Auswachsen inhibiert (Luo, 2000).
Neben der Steuerung der axonalen Wegfindung sind die Rho-GTPasen auch an der Bildung
von dendritischen Verzweigungen und Dornen beteiligt. So ist in transgenen Méusen mit
konstitutiv-aktiv exprimiertem humanem Racl die Anzahl dendritischer Dornen erhoht (Luo
et al., 1997; Tashiro et al., 2000; Nakayama et al., 2000). Die konstitutive Aktivierung von
RhoA hingegen fiihrt zu einer Abnahme der Dichte und Lénge der Dornfortsétze (Tashiro et
al., 2000; Nakayama et al. 2000; Pilpel & Segal, 2004). Es wird angenommen, dass die

antagonistische Wirkungsweise der beiden GTPasen fiir eine prizise Regulierung des
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Aktinzytoskeletts beispielsweise fiir die Stabilitdt wihrend der Bildung neuronaler Fortsdtze
und dendritischer Dornen notwendig ist (Govek et al. 2005)

Auch Isoformen des MAP-Proteins Tau konnen mit Komponenten des Membrankortex
interagieren, wodurch die Mikrotubuli dort stabilisiert werden konnen (Kempf et al. 1996).
Eine Phosphoisoform von MAP1b ist an der lokalen Stabilisierung der Mikrotubuli in sich
drehenden Wachstumskegeln beteiligt (Mack et al., 2000). Es wird dabei davon ausgegangen,
dass die selektive Stabilisierung von F-Aktin fiir die initiale Orientierung des
Wachstumskegels wichtig ist, und dass die selektive Stabilisierung der Mikrotubuli fiir eine
Starkung und Etablierung der eingeschlagenen Wachstumsrichtung von Bedeutung ist

(Brandt, 1998).

A3 ADP-Ribosyltransferasen

Die bedeutende biologische Rolle der ADP-Ribosyltransferasen (ADP-RT) zeigte sich
erstmals 1968 durch die Entdeckung, dass das Diphterietoxin des Erregers Corynebacterium
diphteriae liber diesen Mechanismus irreversibel einen Translationsschritt der Protein-
biosynthese in humanen Zellen blockiert (Honjo et al. 1968). Seitdem konnten ADP-RT-
Familienmitglieder in vielen Prokaryonten identifiziert werden, darunter diverse bakterielle
Toxine wie das Cholera Toxin, die Pseudomonas aeruginosa Exotoxine A und S und das
Pertussis Toxin, die aufgrund ihrer human-pathogenen Wirkung von grofler Bedeutung sind.
Die meisten dieser bakteriellen ADP-RTs sind sezernierte Enzyme, die Proteine anderer
Organismen modifizieren, indem sie die Ubertragung eines ADP-Riboserestes auf ein
Substratprotein zu katalysieren, wobei das in Zellen ubiquitir vorkommende Nikotinamid-
Adenin-Dinukleotid (NAD") als Kosubstrat verwendet wird (Ueda & Hayaishi, 1985; Shall,
1995).

Wihrend der Reaktion bindet die ADP-RT das NAD" und spaltet es in ADP-Ribose und
Nikotinamid. AnschlieBend wird der ADP-Ribose-Anteil des NAD" auf eine spezifische
Aminoséure eines Substrats, in den meisten Féllen ein Nukleotid-bindendes Substratprotein,
tibertragen und das Nikotinamid ins Zytosol entlassen. Der ADP-Ribose-Transfer findet in
einem transienten, terniren Komplex statt, der aus ADP-RT, Substrat und NAD" besteht

(Abb. A 4).
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Substrat
ADP-R

Abbildung A 4: Schema der ADP-Ribosylierung
Die ADP-RT binden NAD" und spalten es in Nikotinamid und ADP-Ribose (ADP-
R). AnschlieBend erfolgt der Transfer der ADP-Ribose auf sein spezifisches Substrat
in einem terndren Komplex. Zuletzt zerfallt der Komplex in Substrat plus gebundene
ADP-Ribose und ADP-RT, wobei das Nikotinamid freigesetzt wird.

Die bakteriellen ADP-RTs lassen sich in vier Gruppen einteilen, wobei das Zielprotein, auf
das der ADP-Riboserest iibertragen wird, die Zugehdrigkeit bestimmt (Aktories & Just,
1993).

Die erste Gruppe umfasst die Toxine, die den an der Proteinsynthese eukaryotischer Zellen
beteiligten Elongationsfaktor 2 (EF-2) modifizieren. Dazu gehdren das Diphtherie-Toxin, das
von Corynebacterium diphtheriae gebildet wird und das von Pseudomonas aeruginosa
synthetisierte Exotoxin A (PAETA) (Wilson & Collier, 1992).

In der zweiten Gruppe werden die Toxine zusammengefasst, die in der Lage sind,
heterotrimere G-Proteine zu modifizieren. Dies resultiert entweder in die Aktivierung oder in
der Inhibierung von Signalwegen, in welche die jeweiligen G-Proteine eingeschaltet sind. Zu
dieser Toxin-Gruppe gehoren das Cholera-Toxin aus Vibrio cholerae (Zhang et al., 1997), die
hitzelabilen Enterotoxine aus enterotoxischen Escherichia coli (ETEC) und das Pertussis-
Toxin aus Bordetella pertussis (Locht & Antoine, 1997).

Zur dritten Gruppe der bakteriellen ADP-Ribosyltransferasen werden die C3-dhnlichen
Enzyme gezihlt, die kleine GTPasen (z. B. Rho) in vitro zu ADP-ribosylieren vermodgen, und
auf die in der vorliegenden Arbeit im nichsten Abschnitt ndher eingegangen wird.

Die vierte Gruppe wird von den bindren Aktin-ADP-ribosylierenden Toxinen gebildet.
Vertreter dieser Gruppe sind C2-Toxin aus Clostridium botulinum und lota-Toxin aus
Clostridium perfringens, sowie ein Toxin aus Clostridium spiroforme (Popoff & Boquet,
1988; Simpson et al., 1989) und eine ADP-Ribosyltransferase aus Clostridium difficile
(Popoff et al., 1991; Perelle et al., 1997a)
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A 3.1 C3-dhnliche ADP-Ribosyltransferasen
Die C3-dhnlichen ADP-Ribosyltransferasen sind einkettige Exoenzyme. Als Haupt-

repriasentant dieser Familie gilt das C3-Exoenzym aus Clostridium botulinum, von dem die
beiden Isoformen C3**'1 und C3"'2 bekannt sind (Aktories ef al. 1988; Popoff et al. 1991).
Die Aminosduresequenz der zwei Isoformen ist zu 65 % identisch (Nemoto et al., 1991).
Aufgrund der ADP-Ribosyltransferase-Aktivitit und ihrer Sequenzhomologie zu C3"'1/2
werden auch die C3-Proteine C3"™ aus Clostridium limosum (Just et al., 1992), C3°" aus
Bacillus cereus (Just et al., 1995a) und C3*™ aus Staphylococcus aureus (Wilde et al. 2001)
in die Familie der C3-dhnlichen ADP-RT eingeordnet, wobei fiir C3**" drei Isoformen
(C3°*1-3) bekannt sind . Fiir C3**" wird hiufig auch das Synonym EDIN (epidermal cell
differentiation inhibitor) verwendet, da es die morphologische Differenzierung von
Keratinozyten in vitro inhibieren soll (Sugai et al., 1990).

Die C3-dhnlichen ADP-RT sind stark basische Proteine (pI > 9) mit einem Molekulargewicht
von 24-26 kD. Sie werden als einkettige Proteine produziert und besitzen eine Signalsequenz
von ca. 40 Aminosduren, welche das Signal flir die Sekretion aus den Bakterien ist und bei
der Ausschleusung abgespalten wird. Wihrend C3* Phagen-kodiert ist, sind die Gene fiir die
anderen C3-Proteine genomisch codiert.

Die Kristallstruktur von C3"1 ist sowohl ohne, als auch mit gebundenem NAD" aufgeklirt
und zeigt eine nierenformige Raumstruktur (Han et al, 2001; Menetrey et al., 2002). Das
aktive Zentrum von C3*'1 besteht aus einem gemischten o/f-Motiv mit einem S-sandwich-
Kern (Abb. AS5). Dieser [-sandwich-Kern besteht aus einem 5-strdngigen, gemischten [3-
Faltblatt, das senkrecht zu einem 3-stringigen, antiparallelen B-Faltblatt angeordnet ist. Vier
a-Helices umgeben das 3-stringige B-Faltblatt, wihrend eine weitere a-Helix das 5-strangige
B- Faltblatt umgibt. Die NAD -Bindungstasche befindet sich zwischen dem f- sandwich-Kern
und einer o-Helix a3. Trotz geringer Aminosduresequenz-Homologie besitzen alle C3-
dhnlichen ADP-RT eine &hnliche NAD-Bindungstasche und ein konserviertes Glutamat an
der Position 174 (Han & Tainer, 2002). Dieses Glutamat befindet sich im katalytischen
ARTT-Loop (ADP-ribosylating-turn-turn) und ist notwendig fir den Transfer der ADP-
Ribose auf die Akzeptoraminosédure des Substrats und wird daher als katalytische Aminoséure

Glu-174 bezeichnet.

-11 -



Einleitung

HLH-

ARTT- .
motif

loop

%

Abbildung A 5: Dreidimensionale Struktur von C3"*'1 mit NAD"* (PDB-ID 1GZF)
Dargestellt ist die Kristallstruktur von C3botl mit gebundenem NAD+ (als
Stdbchen-Modell). Die Elememte der Sekundérstrukturen sind farbig markiert (o-
Helices (al-a5), blau; die B-Faltblitter (B1-p8), griin) und nach Han et al. 2001
beschriftet. In gelb dargestellt ist das PN- und ARTT-Loop, die die katalytischen
Aminosduren Q172 und E174 (als Stdbchen-Modell) beinhalten. Entnommen aus
Vogelsgesang et al. 2007.

Die Bedeutung von Glu-174 fiir die Katalyse wurde zum Einen durch Mutagenese und zum
Anderen durch kovalente Bindung von NAD" bestitigt. Der Austausch von Glu-174 fiihrt zu
einer Abnahme der Enzymaktivitdt um den Faktor 1.000 (Wilde et al. 2002b, 2003).

Das ARTT-Loop befindet sich bei C3™'1 zwischen den B-Stringen B5-B6 (Abb. A 5) und ist
sowohl an der ADP-Ribosylierungsreaktion beteiligt, als auch fiir die Substraterkennung
verantwortlich (Han et al., 2001). Neben dem katalytischen Glutamat ist an Position 172
Glutamin (GIn-172) als eine weitere wichtige Aminosdure des ARTT-Loops identifiziert
worden. Dieses Glutamin erhdht die Nukleophilie der Akzeptor-Aminosdure (Asparagin bei
Rho GTPasen). Ein weiteres, fiir die NAD -Bindung essentielles Motiv, ist das PN-Loop
(Phosphat-Nikotinamid-Motiv). Es umfasst diec Aminosduren 137-146 in C3**'1 und liegt in
der Schlaufe $3-p4 (Han et al., 2001; Menetrey et al., 2002). Dieses PN-Loop begrenzt die
NAD"-Bindungstasche zusammen mit der ARTT-Loop und stabilisiert dabei die NAD'-
Bindung.
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A32 Rho-GTPasen als Substrate fiir C3-dhnliche ADP-RT

Alle Mitglieder der C3-dhnlichen ADP-RT inaktivieren spezifisch die Rho-GTPasen RhoA, B
und C durch ADP-Ribosylierung (Aktories & Frevert, 1987; Chardin et al., 1989). Die ADP-
Ribose wird dabei N-glykosidisch an die Akzeptoraminosdure Asn-41 der Rho-GTPase
gebunden (Sekine et al. 1989). Dabei hat der Einbau von ADP-Ribose nur eine geringe
Auswirkung auf die Nukleotid-Bindung oder auf die GAP-stimulierte GTP-Hydrolyseaktivitét
der Rho-GTPasen. Ebenso wenig wird die Bindung von Effektormolekiilen, wie z. B. der
Proteinkinase N, inhibiert, wenn das aktive GTP-gebundene Rho ADP-ribosyliert wird (Sehr
et al., 1998). Durch die ADP-Ribosylierung wird jedoch die Aktivierung der Rho-GTPasen
durch GEFs inhibiert (Sehr ef al., 1998) und die Dissoziation der GDI von dem Rho-GDI-
Komplex verhindert (Genth et al., 2003). Zudem ist die Bindung von RhoA an die Membran
nach der ADP-Ribosylierung blockiert (Fujihara et al., 1997; Genth et al., 2003). Somit ist die
Sequestrierung des ADP-ribosylierten Rho im GDI-Kompldex der entscheidende Schritt, der
eine Aktivierung der Rho-GTPasen und damit die Signalweiterleitung verhindert.

Die Inaktivierung und Inhibierung von Rho-abhingigen Prozessen &uflert sich besonders in
der Neuverteilung von Aktinfilamenten und der Depolymerisation von Stressfasern (Paterson
et al., 1990; Wiegers et al., 1991). Nach Zugabe von C3"" zu kultivierten Zellen ist deren
Abrundung aufgrund zerstorter Stressfasern zu beobachten (Chardin et al., 1989). Gleiches
gilt auch fiir andere Mitglieder der C3-dhnlichen ADP-RT (Wilde et al., 2001). Weiterhin
wurde festgestellt, dass durch ADP-ribosyliertes Rho Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus
arretiert bleiben (Yamamoto et al., 1993; Olson et al., 1995). Zusammenfassend ldsst sich
sagen, dass die ADP-Ribosylierung von Rho die nachfolgenden Signalkaskaden in den

Wirtszellen erheblich beeinflusst.

A3.3 Ist C3" nicht nur eine einfache ADP-Ribosyltransferase?

Im Gegensatz zu den anderen bakteriellen Toxinen fehlt den C3-dhnlichen ADP-RT eine
Rezeptorbinde- und Translokationsdoméne, mit der sie sich selbst in die eukaryotische
Zielzelle einschleusen konnen. Obwohl die C3-Exoenzyme somit keine bekannten
Autotransportereigenschaften besitzen, sind ihre Substrate, die intrazelluldr lokalisierten Rho-
GTPasen. Die Aufnahme von C3 in die Zielzelle erfolgt vermutlich iiber Pinozytose. Zur
Inaktivierung der Rho-Proteine durch C3 in vielen bisher untersuchten Zelllinien sind daher
mikromolare Konzentration und ldngere Inkubationzeiten (>24h) erforderlich (Aktories et al.,
2000; Boquet et al., 1998). Die Funktion der C3-dhnlichen ADP-RT als Virulenzfaktoren ist

in dieser Hinsicht noch unklar, da unverstanden ist, wie ein Exoenzym Zielzellen beeinflussen
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soll, in die es nicht eindringen kann. Einen Erkldrungsansatz zeigt S. aureus. Das intrazelluldr
lebende Bakterium gibt das C3-Exoenzym in das Zytoplasma ab und modifiziert dort sofort
die Rho-Proteine (Molinari ef al., 2006).

In verschiedenen neuronalen Zelllinien, wie NIE-115, GOTO und SH-SYS5Y, konnte
hingegen beobachtet werden, dass C3"™" bereits in nanomolaren Konzentrationen das
Auswachsen von Neuriten induziert und auflerdem nicht zur Zellabrundung fiihrt (Marler et
al., 2005; Kamata & Hattori, 2007).

In murinen hippokampalen Primirneuronen verursacht C3**, nicht aber C3"™ oder C3*™ in
nanomolaren Konzentrationen ein vermehrtes Axon- und Dendritenwachstum, sowie die
Bildung von Verzweigungen. Interessanterweise wurde der gleiche Effekt auch beobachtet,
wenn die Neurone in Anwesenheit der enzymdefizienten Mutante C3"'E174Q kultiviert
wurden (Ahnert-Hilger et al., 2004). Zudem gibt es Hinweise, dass auch verkiirzte Fragmente

t
3b0

von C3” dieselbe neurotrophe Wirkung wie das vollstindige C3-Protein besitzen.

3! zum Einen eine neurotrophe Wirkung

Diese Befunde fiihren zu der Hypothese, dass C
besitzt, die nicht von der RhoA-Inaktivierung abhingt und zum Anderen, dass neuronale
Zellen moglicherweise eine Oberflichenstruktur besitzen, an die 3™ spezifisch binden kann,
da sie bereits in sehr geringen Konzentrationen auf C3M reagieren. Diese Annahmen bilden

die Grundlage fiir die vorliegende Arbeit.

A4 Das NT2/N-System

Die Neurogenese und die daran beteiligten Faktoren sind in situ nur sehr schwer zu
untersuchen, da die Wechselwirkungen zwischen den verschiedenen Zellen innerhalb des
neuronalen Gewebes sehr komplex sind. Aus diesem Grund wurden bisher vor allem
Primérkulturen (z. B. isolierte Neuronen aus dem Hippokampus der embryonalen Maus) als
Modellsystem herangezogen. Ein Nachteil dieser Primérkulturen ist ihre extreme
Heterogenitit, da sie neben Neuronen auch gliale Zellen enthalten und zudem aufwéndig zu
préparieren sind.

In den 90er Jahren wurde daher in der Arbeitsgruppe von Dr. V. Lee das NT2/N-System als
neuronales Kulturmodell entwickelt (Pleasure & Lee, 1992, Cook et al., 1994). Das System
basiert auf der Zelllinie NT2/clone D1, die aus einem humanen, embryonalen Teratokarzinom
isoliert wurde. In ihrem Phinotyp entsprechen diese Zellen zentralnervosen Vorlduferzellen
(Pleasure & Lee, 1993). Sie konnen durch Behandlung mit Retinsdure (Vitamin-A-Siure) in
postmitotische, terminal differenzierte, polare Neuronen (NT2/N-Zellen) differenziert werden.

Neben den NT2/N Zellen sind in der Kultur nach der Behandlung mit Retinsdure (RA) und
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Zytostatika noch flache Zellen enthalten. Diese Zellen wurden als Astrozyten identifiziert und
in der Literatur als NT2/A-Zellen bezeichnet (Bani-Yaghoub et al., 1999; Sandhu et al.,
2002).

NT2/N-Zellen exprimieren verschiedene neuronale Markerproteine, wie Tau, MAP2b und
phosphoryliertes Neurofilament M (Liidemann et al, 2005). Sie zeigen ein morphologisch
und immunzytochemisch unterscheidbares somatodendritisches (MAP2-positiv) und axonales
(MAP2-negativ; Tau-positiv) Kompartiment (Pleasure & Lee, 1992). Die Ausbildung
zelluldrer Polaritit unterscheidet diese Zellen von fast allen anderen neuronalen
Zellkultursystemen, die auf Zelllinien basieren. Folglich sind sie damit als Modellsystem fiir
die Untersuchung der molekularen Vorgidnge wihrend der Neurogenese und der Entwicklung
neuronaler Polaritdt geeignet. NT2/N-Zellen besitzen den Charakter fetaler ZNS Neuronen.
Dies zeigt sich unter anderem in der ausschlielichen Expression der fetalen Tau-Isoform
(Pleasure & Lee, 1993). Allerdings nehmen NT2/N-Zellen, die in Miusehirne transplantiert
wurden, nach einigen Monaten den Phénotyp vollstindig gereifter Neuronen an und
exprimieren auch adulte ZNS Tau-Isoformen. Diese Zellen exprimieren zudem die
adultspezifische, am stdrksten phosphorylierte Form des Neurofilament H (Kleppner et al.,
1995). Demnach verfiigen NT2/N-Zellen iiber das Potential zur Reifung. Bislang ist jedoch

noch nicht bekannt, welche dulleren Faktoren dafiir verantwortlich sind.
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AS Ziele der Arbeit

Im Gegensatz zu anderen Mitgliedern der C3-dhnlichen ADP-Ribosyltransferasen besitzt

C3™  eine bisher unbekannte neurotrophe Wirkung auf murine, primire

Hippokampusneurone, die nicht iiber die Inaktivierung von Rho vermittelt wird. Aullerdem

konnte die Rho-unabhingige neurotrophe Wirkung von C3"' bisher ausschlielich an

primédren, terminal differenzierten Neuronen, nicht aber an neuronalen Zelllinien festgestellt

werden. Diese Beobachtung fiihrte zu der Annahme, dass die neurotrophe Wirkung von C3™

moglicherweise vom Differenzierungsstatus neuronaler Zellen abhéngt.

Das Ziel dieser Arbeit war es, das NT2/N-System zu etablieren und zu charakterisieren, um

an diesem Modellsystem die neurotrophe Wirkung von C3 zu studieren. Zudem sollte mit

Hilfe von C-terminal verkiirzten Fragmenten der Bereich, der mdglicherweise an der

neurotrophen Wirkung beteiligt ist, eingegrenzt werden.

= Die Wirkung des enzym-kompetenten, enzym-defizienten C3"" und zweier C-terminaler
C3-Peptide soll zwischen NT2 und NT2-N verglichen werden.

* Die neurotrophe Wirkung soll quantifiziert und analysiert werden.

= Es ist zu kldren, ob die Wirkung des enzym-defizienten C3™" und des C3-Peptids

abhingig vom Differenzierungsstatus der Zelle ist.

-16 -



Material und Methoden

B Material und Methoden

B1 Material und Gerite

B 1.1 Chemikalien
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol (Tris)
2-Mercaptoethanol

4’-6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)
5-Fluoro-2’-deoxyuridin

Acrylamid Rotiphorese Gel 30

Ammoniumchlorid

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Ampicillin

Borsédure

Bovines Serumalbumin (BSA)

Bromphenolblau, Natriumsalz

Calciumchlorid, getrocknet (CaCl,)

Coomassie Brilliant Blue R 250, fiir die Elektrophorese
Cytosin-f-D-arabinosid

Complete, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Tablets
Dimethylsulfoxid (DMSO)
di-Natriumhydrogenphosphat, wasserfrei, p. a. (Na,HPO,)
Dithiothreitol (DTT)

Essigsdure, 99-100%

Ethanol, p. a.

Ethylendiamintetraacetat (EDTA), Natriumsalz, p. a.
fetales Kélberserum (FCS)

Freundsches Adjuvans complete

Glutathion, reduziert (GSH)

Glyzerin

Glyzin

Isopropanol

Isopropyl-1-thio-B-D-galactopyranosid (IPTG), dioxanfrei
Kaliumchlorid (KCI)

Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)

Kollagen R Solution 0.2 %

ICN Biomedicals
Roth

Sigma

Sigma

Roth

Fluka

Sigma

Serva

Sigma

Sigma

Merck

Fluka

Fluka

Sigma

Roche

Serva

Merck

Serva

J.T. Baker
Roth

Serva

PAA

Sigma F-5881
Sigma

Sigma

ICN Biomedicals
J.T. Baker
Merck

Merck

Merck

Serva
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Magermilchpulver

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Methanol

N, N, N’, N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N-2-ethansulfonsdure (HEPES)
Natriumazid

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat, p. a. (NaHCO;)
Natriumhydroxid (NaOH)

Natriumchlorid (NaCl)

Na-Tetraborat (Borax)
Nicotinamidadenindinucleotid (NAD)
Nonidet P40 (NP-40)

Paraformaldehyd, reinst (PFA)
Penicillin/Streptomycin (P/S)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Ponceau S

Protein A/G Sepharose

Protein G-Sepharose 4 Fast Flow

2P-NAD (800 puCi/mmol)
all-trans-Retinséure

Salzsdure (HCI) 37%

Thymidin

Trichloressigsaure (TCA)

TritonX-100

Trypsin/EDTA

Tween 20

Uridin

B1.2 Material Zellbiologie

B1.2.1 Eukaryotische Zelllinien
NTera2/cl.D1(NT2)

SH-SYS5Y ATCC (USA)
B122 Zellkulturmedien

Sucofin
Merck

J.T. Baker
Sigma

Serva

Merck
Sigma
Merck
Merck
Merck
Sigma

Sigma

Fluka

Merck
Biochrom AG
Serva

Sigma

Santa Cruz
Amersham
Perkin Elmer
Sigma
Merck
Sigma
Merck
Sigma
Biochrom AG
Biorad

Sigma

Gabe von Prof. Roland Brandt (Osnabriick)

Die Zellkulturprodukte stammen von den Firmen Biochrom AG (Berlin) und GIBCO BRL

Life Technologies GmbH (Karlsruhe).
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Alle Zellkulturmedien wurden vor Gebrauch sterilfiltriert. Die Lagerung erfolgte bei 4°C.

Soweit nicht anders beschrieben, wurden die Ndhrmedien vor Verwendung auf 37°C

vorgewarmt.

DMEM

DMEM-Serum

NB/B27 Medium

SH-SYS5Y Medium

Dulbecco’s Modifiziertes Eagle Medium (high Glucose)

DMEM mit 10% (v/v) FCS (fotales Kélberserum,
hitzeinaktiviert), 5%  (v/v) HS  (Pferdeserum,
hitzeinaktiviert), 2 mmol/L Glutamin,

1% (v/v) Penicillin/Streptomycin

Neurobasal Medium mit 2% (v/v) B27 Supplement, 25 M
B-Mercaptoethanol, 0,5 mmol/L Glutamin,
25 wmol/L Glutamat, 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin

DMEM mit 15% (v/v) FCS,
1% (v/v) Penicillin/Streptomycin

1 mmol/L Natriumpyruvat

B 123 Stammlosungen fiir Zellkultur

Borat-Puffer

Kollagenlosung

PBS

Poly-L-Lysin-Ldsung

1,24 g Borsédure, 1,9 g Borax (Na-Tetraborat) ad 400 ml
ddH,O, pH 8.5

50 pg/ml Kollagen in 0,02 N Essigsédure

137 mmol/L NaCl, 3 mmol/L KCl, 6,6 mmol/L Na,HPOy,
1,5 mmol/L KH,PO,

100 mg/ml Poly-L-Lysin in Borat-Puffer
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Retinsdure-Losung

Trypan-Blau

Zell-Gefrierlosung

Zytostatika-Losung

10 mmol/L Retinsdure in DMSO (Lagerung -80°C)

0,4%ige Losung

10% DMSO in FCS

1 mmol/L 5-Fluoro-2’-deoxyuridin, 1 mmol/L Uridin,

0,1 mmol/L Cytosin-f3-D-arabinosid (Lagerung -80°C)

B 1.3 Puffer und Stammlosungen

B1.3.1 Immunfluoreszenz-Fdarbung

Anti-Ausbleich-Medium

DAPI-Stammldsung

Glyzin-Losung

PBS/BSA/Tween-Losung

TritonX-100/BSA-Losung

TritonX-100/PBS-Losung

Tween20/PBS-Losung

Trypsin/EDTA-L6sung

Standard-Fixierlosung

2,4 ¢ Mowiol, 6 g Glyzerin ad 6 ml ddH,O, 12 ml 0,2 M
Tris/HCI pH 8.5

1 mg/ml DAPI (4,6-Diamidino-2-phenylindol) in DMSO

0,1 M Glyzin in PBS

1% (w/v) BSA; 0,1% (v/v) Tween 20; 0,02% (v/v)
Natriumazid in PBS

0,3% (v/v) TritonX-100, 5% (w/v) BSA in PBS

0,3% (v/v) TritonX-100 in PBS

1% (v/v) Tween 20 in PBS

0,5 g Trypsin, 0,2 g EDTA ad 11 PBS (PAA Laboratories)
PBS wurde auf 70°C erhitzt, 4% (w/v) Paraformaldehyd
zugegeben, tropfenweise mit 1 M NaOH geklért und nach
vollstindigem Losen pH 7.0 eingestellt. Nach dem

Abkiihlen wurden 4% (w/v) Saccharose hinzugefiigt
(Lagerung -20°C).
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B 132 Protein-Biochemie
4 x ADP-Ribosylierungspuffer

5 x Laemmli-Auftragspuffer

10x Laemmli-Laufpuffer

Acrylamid-Bis-Stamml&sung

Ampicillin-Stammldsung

APS

Blot-Transferpuffer

Block-Losung

Coomassie-Losung

DTT Stammldsung

Entfarberlosung

Entwickler (Western-Blot)

Glutathion-Elutionspuffer

20 mmol/L MgCl,, 10 mmol/L DTT, 400 pmol/L. NAD,
40 mmol/L Thymidin, 200 mmol/L HEPES pH 7.4

0,1 M DTT, 25% (v/v) Glyzerin, 10% (w/v) SDS, 0,25%
(w/v) Bromphenolblau, 0,1 M Tris/HCI pH 6.8

1% (w/v) SDS, 1,9 M Glyzin, 250 mmol/L Tris

Rotiphorese® Gel 30 (Roth)

100 mg/ml in ddH,0, sterilfiltriert (Lagerung -20°C)

10 % (w/v) Ammoniumpersulfat in ddH»0

25 mmol/L Tris, 192 mmol/L Glycin, 20% (v/v) Methanol

5% (w/v) Magermilchpulver (Reformhaus) in TBST

0,1% (w/v) Coomassie Blau R250, 50% (v/v) Methanol,
10% (v/v) Essigsdure (96%)

1 M Dithiothreitol in ddH,O (Lagerung -20°C)

7,5 % (v/v) Essigsdure (96%), 5 % (v/v) Methanol, 87,5%
ddH,O

Supersignal West Femto (Pierce), Lumino-Enhancer-
Solution und Peroxidase-Puffer im Verhiltnis 1:1, oder

Immol/Lobilon Western HRP Substrate (Millipore)

50 mmol/L Tris/HCI pH 8.0, 10 mmol/L Glutathion, 100
mmol/L  NaCl, 100 umol/L PMSF, PI complete
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GST-Fish Puffer

LB-Medium

Laufpuffer (SDS-Gele)

Lower-Tris

Lysispuffer fiir Bakterien

Lysispuffer Eukaryoten

Phosphataseinhibitoren

Stockldsungen

Ponceau S-Farbelosung

Proteaseinhibitoren (PI complete)

Puffer A

(Complete, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Tablet,

eingesetzt nach Angaben des Herstellers)
50 mmol/L Tris pH 7.4, 10% (v/v) Glyzerin, 100 mmol/L
NaCl, 1% (v/v) NP-40, 2 mmol/L MgCl,, 100 pmol/L

PMSF, PI complete

10 g Bacto Tryptone, 5 g Bacto Yeast Extract, 10 g NaCl
ad 11 mit ddH,O

25 mmol/L Tris, 192 mmol/L Glycin, 0,1% (w/v) SDS

750 mM Tris/HCI pH 8.8

50 mmol/L Tris/HCI pH 8.0, 150 mmol/L NaCl, 2 mmol/L
MgClz,

2 mmol/L DTT, 100 umol/L PMSF, PI complete

50 mmol/L Tris/HCI pH 7.2, 150 mmol/L NaCl, 5 mmol/L
MgCly, 100 umol/L PMSF, PI complete

100 mmol/L Natrium-Pyrophosphat in ddH,O

100 mmol/L Natrium-orto-Vanadat in ddH,O
2 mmol/L Natriumfluorid in ddH,O

0,15% (w/v) Ponceau S, 0,5% (v/v) Essigsdure (96%)
Complete, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Tablet
(eingesetzt nach Angaben des Herstellers)

0,2 M PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) in EtOH

0,5 M NaCl, 50 mmol/L NaPP pH 7.2, 100 umol/L PMSF,
Complete, EDTA-free Protease Inhibitor
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Thrombinspaltpuffer

TBST

Upper-Tris

50 mmol/L Tris/HCl pH 8.0, 150 mmol/L NaCl, 2,5
mmol/L MgCl,, 2,5 mmol/L CaCl,

50 mmol/L Tris/HCI pH 7.2, 150 mmol/L NaCl, 0,05%
(v/v) Tween 20

0,625 M Tris/HCI pH 6.8
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B 1.4 Antikérper
Priméarantikorper Spezies Verdiinnung Verdiinnung Quelle
Immunfluoreszenz | Immunoblot
ECL
anti-RhoA Maus - 1:200 Santa Cruz
Monoklonal Biotechnologie
anti-RhoB Maus - 1:200 Santa Cruz
Monoklonal Biotechnologie
anti-Racl Maus - 1:1000 BD
Monoklonal Transduction
Labs
anti-Cdc42 Maus - 1:1000 BD
Monoklonal Transduction
Labs
anti-GAP-43 Maus - 1:250 AG Brandt
Monoklonal
anti-pB-Aktin Maus - 1:5000 Sigma
Monoklonal
anti-C3 Kaninchen 1:7500 1:20000 eigene
polyklonales Herstellung
Antiserum
anti-Tubulin Maus 1:1000 1:5000 Sigma
(DM1A) Monoklonal
anti-Tubulin Ratte 1:500 - Linaris
(YL 1/2) Monoklonal
anti-MAP2 Maus 1:200 - Invitrogen
Monoklonal
anti-EEA1 Maus 1:250 - BD
Monoklonal Transduction
Labs
anti-Lampl Maus 1:100 - BD Biosciences
Monoklonal
anti-NF-M Maus 1:200 1:2000 Nina Liidemann
(NLo6) monoklonal AG Brandt
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Sekundirantikorper und Verdiinnung Verdiinnung Quelle
Farbechemikalien Immunfluoreszenz Immunoblot
ECL
HRP-Ziege-anti-Maus - 1:5000 Rockland
HRP-Ziege-anti-Kaninchen - 1:5000 Rockland
Alexa 488 1:500 - Molecular Probes

Ziege-anti-Ratte

Alexa 488 1:500 - Molecular Probes

Ziege-anti-Maus

Alexa 488 1:500 - Molecular Probes

Ziege-anti-Kaninchen

Alexa 555 1:1000 - Molecular Probes

Esel-anti-Kaninchen

Alexa 594 1:1000 - Molecular Probes

Ziege-anti-Maus

DAPI 1:5000-1:20000 - Sigma
(4,6-Diamidino-2-phenylindol)

B1)5 Protein-Standards
Protein Low Molecular Weight Marker (LMW) 14.2-66.0 kDa (Sigma)

Protein Low Molecular Weight Marker prestained (LMWp) 11.0-170.0 kDa (Fermentas)

Protein High Molecular Weight Marker prestained (HMWp) 26.6-180 kDa (Sigma)
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B16 Gerdte und sonstige Materialien

Absaugsysteme

Analyse-Feinwaage

Autoklav

Blotkammer

Eismaschine

Filterpapier

Fotometer

French Press
Geldokumentationsanlage

Heizblocke
Héamozytometer
Immobilion-PVDF-
Transfermembran
Inkubator

Kamera (Mikroskop)
Kimwipe-Filterpapier

Kulturflaschen

Kulturplatten

Labor-Zentrifugen

Luftverdrangungspipetten

Magnetriihrer

Mikroskope

Dymax 30 Zellkulturpumpe (Charles Austen)

Sartorius 3704, Sartorius research (Sartorius AG,
Gottingen)

5075 EL (Tuttnauer Systec GmbH, Wettenberg)
Trans-Blot SD (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen)
Scotsman MF 30 (Enodis Deutschland GmbH, Herborn)
Whatman 3 MM (Whatman, Kent, UK)

Smartspec 3000 (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen)
French Pressure Cell Press (Polytec GmbH, Waldbronn)
Image Station 440 CF (Kodak, Stuttgart)

Thermomixer Comfort, Thermostat 5320 (Eppendorf AG,
Hamburg)

Neubauer-Zdahlkammer, 0,0025 mm? , Tiefe 0,1 mm
,»Assistent” (Glaswarenfabrik Karl Hecht KG, Sondheim)
45 pum Porengrofle, Polyvinylidenfluorid-Membran
(Millipore GmbH, Eschborn)

HeraCell, (Kendro Laboratory Products GmbH,
Langenselbold)

Kappa DX4 gekiihlte Kamerasysteme (Kappa opto-
electronics GmbH, Gleichen)

Kimwipe Lite (bezogen iiber Neolab Migge, Heidelberg)
75 cm?® Flaschen (Nunclon™, Nunc GmbH, Wiesbaden)
4-, 6- und 24-Well-Platten, Schalen (& 3, 10 und 15 cm)
(Nunclon™, Nunc GmbH, Wiesbaden)

Mini-Spin, Centrifuge 5415 R (Eppendorf AG, Hamburg)
Eppendorf 2, 10, 100, 1000 mit adjustierbarem Volumen
(Eppendorf AG, Hamburg)

MR 80 (Heidolph Instruments GmbH, Schwabach)
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200 M (Zeiss AG, Jena)
Konfokales Laser Mikroskop, Leica Inverted-2 (Leica
Microsystems AG, Wetzlar)
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Mikroskopische Deckgléser

& 12 mm Menzel-Gliaser (Menzel Glasbearbeitungswerk
GmbH und Co. KG, Braunschweig)

Netzgerite Power Pac 200 (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen)

Objekttrager 76 x 26 mm (Lab Euroline, Benzinger und Partner,
Walldorf)

Parafilm Parafilm (Pechiney Plastic Packaging, Menasha, WI,USA)

pH-Meter Mikroprozessor pH-Meter Calimatic 766 (Knick
Elektronische Messgeridte GmbH, Berlin)

Phospholmager Cyclone Storage Phosphor Screen (Packard)

Photometer Smart Spec 3000 (Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen)

Sicherheitswerkbank HeraSafe (Kendro Laboratory Products GmbH,
Langenselbold)

Sterilfilter Steriflip, Steritop-GP (0,22 um Express'™ Membrane)
(Millipore GmbH, Eschborn)

Ultraschallgerit Sanoplus (Bandelin Elektronic GmbH & Co. KG, Berlin)

Ultraschallstab MS 72 (Bandelin Elektronic GmbH & Co. KG, Berlin)

Ultrazentrifugen RC M 150 GX (Sorval, Langenselbold) L8-70 M
(Beckman)

Uberkopfrotator Reax 2/104 Test tube Rotator (Heidolph Instruments
GmbH & Co. KG, Schwabach)

Vakuumpumpe Typ 400171 (Ilmvac GmbH, Ilmenau)

Vakuumtrockner Model 543 Gel Dryer (Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen)

Vortexer MS 2 Minishaker (IKA Labortechnik, Stauffen)

Zellschaber Sarstedt AG & Co. KG, Niirnbrecht)

Zentrifugen Biofuge primo R, Megafuge 1.0 R (Heraeus, Milford,
USA)

B 1.6.1 Glas- und Plastikwaren

Allgemeine Glaswaren wurden von der Firma Schott Schleiffer AG (Feldbach, Schweiz)

bezogen. Allgemeine Plastikwaren wurden von Sarstedt (Niirnbrecht) und Eppendorff

(Hamburg) bezogen. Die Plastikwaren fiir die Zellkultur stammen von Nunc (Wiesbaden) und

TPP (Trasadingen, Schweiz).
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B1.7 Software

ECL Dokumemtation Kodak 1D Image Analysis Version 3.4.5 Software

und Auswertung (Kodak)

Immunfluoreszenz- Kappa Image Base (KIB) Control (Kappa opto-
mikroskopische Aufnahmen electronics GmbH, Gleichen)

Immun fluoreszenz- Kappa Image Base (KIB) Metreo (Kappa opto-electronics
mikroskopische Messungen GmbH, Gleichen)

Konfokale Laser Scan Leica LCS Lite (Leica MicrosytemsGmbH,

Aufnahmen Heidelberg)

Statistische Testauswertungen Microcal ~ OriginPro 7.5 (OriginLab  Corporation,
Northamton, MA USA)

B2 Methoden

B21 Zellbiologische Methoden

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter einer biologischen Sicherheitswerkbank (HeraSafe) der
Firma Kendro durchgefiihrt. Verwendete Glaswaren (Pasteurpipetten, Flaschen etc.), sowie
Kunststoffpipettenspitzen wurden vor Gebrauch autoklaviert. Der Inkubator (HeraCell,
Kendro) wurde fiir die NT2-, bzw. NT2/N-Zellen und SH-SYS5Y auf 37°C und 10 % CO,
eingestellt. Medien, Waschlosungen und Trypsin/EDTA wurden bei 4°C gelagert und

unmittelbar vor Gebrauch im Wasserbad auf 37°C erwarmt.

B21.1 Losen adhdrenter Zellen mit Trypsin (Abtrypsinieren) und Passagieren

Adhérente Zellen wachsen als zusammenhéngende einschichtige Zell-Lage (Monolayer) unter
Anheftung an eine inerte Oberfliche. Sie zeigen eine dichteabhingige Proliferationshemmung
(Kontaktinhibition). Weitere Zellvermehrung ist nur dann mdéglich, wenn ,,passagiert™ wird.
Passagieren ist in regelméfBigen Abstinden von 3-4 Tagen notwendig, damit die Zellen in
einem teilungsfihigen Zustand bleiben und nicht durch die ausgeschiedenen

Stoffwechselprodukte sowie durch Mangel an Nihrstoffen sterben.
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Protokoll:

Das Medium wurde entfernt und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Anschliefend wurden
0,5 ml (10 cm Schalen) oder 1 ml (15 cm Schalen) Trypsin/EDTA-Lsg. auf die Zellen
gegeben und fiir 2-5 min bei 37°C inkubiert. Nachdem sich die Zellen vollstindig gelost
hatten, wurden 4,5 ml bzw. 9 ml DMEM-Serum zugegeben und die Zellen gut resuspendiert.
Anschliefend wurden die Zellen gezéhlt oder in einem Verhiltnis von 1:5 bis 1:10 (je nach

Generationszeit) verdiinnt auf neue Platten ausgesiit.

B212 Auftauen und Einfrieren von Zellen
Mitotisch aktive Zellen (hier NT2- und SH-SY5Y-Zellen) konnen in fliissigem Stickstoff

gelagert, aufgetaut und weiter kultiviert werden.

Protokoll:

In fliissigem Stickstoff gelagerte Zellen wurden bei 37°C aufgetaut und in eine 10 cm Zell-
kulturschale mit 10 ml DMEM-Serum tiberfiihrt. Am néchsten Tag erfolgte ein Medium-
wechsel, um sowohl das zytotoxisch wirkende DMSO, als auch tote Zellen und Zelltrimmer
zu entfernen. Bis zur Verwendung in einem Experiment wurden die Zellen mindestens zwei
Wochen kultiviert.

Fiir die Kryokonservierung wurden die Zellen einer konfluenten 15 cm Zellkulturschale
abtrypsiniert und die Zellzahl bestimmt, da ca. 1 x 10°10 Zellen pro Kryorohrchen
eingefroren werden sollten. Danach wurden die Zellen 5 min bei 200 x g abzentrifugiert und
das Zellpellet in das entsprechende Volumen der 4°C-kalten Zell-Gefrierlosung
aufgenommen. Jeweils 1 ml der Zellsuspension wurde in ein Kryordhrchen iiberfiihrt und
diese, um Schidigungen der Zellen durch Kristallisationsprozesse zu vermeiden, zunéchst fiir
1h bei -20°C heruntergekiihlt. AnschlieBend wurden sie weitere 12-16 h bei -80°C gelagert
und anschlieBend fiir die Langzeitlagerung in fliissigen Stickstoff (-196°C) iiberfiihrt.

B213 Zellzahlbestimmung

Die Verwendung eines Himozytometers ermdglicht die Bestimmung der genauen Anzahl von
Zellen in einer Zellsuspension. In dieser Arbeit wurde die Methode des Trypanblau-
Ausschlusses von Zellen verwendet. Sie basiert darauf, dass lebende Zellen kein Trypanblau
aufnehmen, wihrend tote Zellen durch eine zerstorte Zellmembran dieses inkorporieren.

Diese erscheinen im Lichtmikroskop blau, wihrend lebende Zellen weil} bleiben.
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Protokoll:

10 pl Zellsuspension wurden mit 10 pl Trypanblau versetzt und hiervon 10 pl in eine
Neubauer-Zahlkammer gegeben. Unter dem Lichtmikroskop wurden die weillen, lebenden
Zellen in einem Viertel des sichtbaren Rasters (16 Kistchen) ausgezdhlt. Die erhaltene

Zellzahl wurde mit 2 (Verdiinnungsfaktor) und 10* multipliziert und ergab so die Anzahl von

Zellen/ml.

B214 Kultur von NT2- und NT2/N-Zellen

NT2/N-Zellen sind postmitotische, terminal differenzierte, polare Nervenzellen, die iiber
Behandlung mit Retinsdure aus NT2-Zellen hervorgehen. Die NT2-Zelllinie wurde aus einem
humanen, embryonalen Teratokarzinom isoliert. In threm Phinotyp entsprechen diese Zellen
zentralnervosen Vorlduferzellen (Pleasure & Lee, 1992).

Neben den NT2/N Zellen sind in der Kultur nach der Behandlung mit Retinsdure (RA) und
Zytostatika noch flache Zellen enthalten. Diese Zellen wurden als Astrozyten identifiziert und
in der Literatur als NT2/A-Zellen bezeichnet (Bani-Yaghoub et al., 1999; Sandhu et al.,

2002). Es wird bei der Priparation versucht, die Neurone selektiv anzureichern.

Protokoll:

NT2-Zellen wurden bis zur Konfluenz auf Schalen (& 10 cm) mit 10 ml DMEM-Serum
kultiviert. Alle 3-4 Tage wurden sie 1:5 passagiert. Zunichst wurde das Kulturmedium
entfernt, 1 x mit PBS gewaschen und schlielich 0,5 ml Trypsin/EDTA hinzugegeben. Nach
vollstindigem Ablosen der Zellen, (ca. 1 min bei 37°C) wurden 4,5 ml DMEM-Serum
zugefiigt und 1 ml Zellsuspension erneut ausplattiert.

Zur Differenzierung wurden die Zellen mit einer Dichte von 2 x 10° Zellen in eine 75 cm’
Kulturflasche gegeben und 12 ml DMEM-Serum hinzugefiigt. Am folgenden Tag erfolgte die
Zugabe der RA mit einer Endkonzentration von 10 umol/L. Das RA- enthaltende Medium

wurde 2 x pro Woche gewechselt.

5 Wochen nach der ersten RA-Zugabe wurden die Zellen das erste Mal replattiert:

Das Medium wurde abgesaugt, danach 1 x mit PBS gewaschen und 1 ml Trypsin/EDTA
zugegeben. Es erfolgte eine Inkubation bei 37°C, bis sich alle Zellen vom Flaschenboden
gelost hatten. Die Zellen wurden in 19 ml DMEM-Serum aufgenommen und auf eine mit
Kollagen beschichtete Kulturschale (& 15 cm) iiberfiihrt. Die Beschichtung einer Kulturplatte
erfolgte mit Kollagen-Losung fiir 1h bei 37°C. Anschlieend wurde die Platte 2 x fiir 15 min

mit PBS gewaschen.
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Nach drei weiteren Tagen erfolgte die zweite Replattierung:

10 ml des Mediums wurden entfernt und mit den verbleibenden 8 ml konditioniertem Medium
wurden die NT2/N-Zellen (Neurone) selektiv von der Oberfldche der Kulturschale abgespiilt
und auf eine Kollagen-beschichtete Kulturschale (& 10 cm) tiberfiihrt. AnschlieBend wurden
noch 80 pl der Zytostatika-Losung zugesetzt. Das Zytostatika enthaltende DMEM-Serum
wurde 2 x pro Woche gewechselt.

Nach zwei Wochen wurden dem Medium keine Zytostatika mehr zugesetzt und die Zellen

wurden zum dritten Mal replattiert:

Das Medium wurde entfernt und die Zellen nach 1 x mit PBS waschen fiir 1-2 min bei 37°C
mit 0,5 ml Trypsin/EDTA inkubiert. Nachdem sich die Zellen vollstindig gelodst hatten,
wurden sie in 4,5 ml DMEM-Serum aufgenommen, zum Vereinzeln mehrmals auf- und
abpipettiert und auf eine unbeschichtete Schale (J 10 cm) gegeben. Diese wurde fiir 30-60
min inkubiert, sodass sich die Astrozyten weitestgehend nach unten absetzen konnten. Der
Uberstand, der iiberwiegend Neurone enthielt, wurde abgenommen und mit einer Dichte von
8000 Zellen/cm® auf Kollagen-beschichtete runde Deckglidschen ausplattiert. Diese wurden
dann am nichsten Tag fiir zellbiologische Experimente verwendet. Dazu wurde das DMEM-
Serum entfernt und die nun an den Matrixkomponenten adhérierenden Zellen fiir 1h bei 37°C
mit DMEM ohne Serum zur Blockierung der Serum-Proteine inkubiert. Nach Entfernung des
Mediums wurden die Zellen iiber einen Zeitraum von 24, 48 und 72 h in dem definierten
Medium NB/B27 + C3"' (100 nmol/L), C3**E174Q (100 nmol/L), C3"'156-182 (300
nmol/L) oder C3°'181-211 (300 nmol/L) kultiviert.

Die genau definierte Zusammensetzung des Mediums gewéhrleistet einen kalkulierbaren und
nachvollziehbaren Einfluss des Mediums auf die Zellmorphologie und zelluldrer Prozesse.
Fiir biochemische Experimente wurden die Zellen mit einer Dichte von 1 x 10° auf Kollagen-

beschichtete Schalen (& 3 cm) ausplattiert.

B215 Kultur von SH-SY5Y-Zellen

Bei den SH-SY5Y-Zellen handelt es sich um eine humane Neuroblastom Zelllinie, die als
Sublinie aus der Neuroepitheloma Zelllinie SK-N-SH hervorgegangen ist. Sie wurde
urspriinglich 1970 bei einer Knochenmarkbiopsie eines vierjdhrigen Maiadchens isoliert
(Biedler et al., 1973). Die Zellen bilden nach Differenzierung mit RA einen neuronalen
Phinotyp aus, der durch die Ausbildung langer dendritendhnlicher Neuriten charakterisiert ist
(Pan et al., 2005). AuBerdem exprimieren sie als neuronalen Marker Neurofilamente, aber

kein GFAP. SH-SY5Y-Zellen entwickeln jedoch keine Polaritidt und proliferieren weiter.
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Protokoll:

Die Zellen wurden in einer 75 c¢m® Flasche mit 20 ml Medium kultiviert. Alle 2-3 Tage
erfolgte ein Mediumwechsel. Da die Zellen keine Konfluenz ausbilden, wurden sie bei einer
Dichte von 80% abtrypsiniert, 5 min bei 200 x g zentrifugiert und 1:10 in neue 75 cm’
Kulturflaschen ausplattiert.

B22 Immunfluoreszenzmikroskopie

Die Immunfluoreszenzmikroskopie dient als sensitive Methode zum indirekten Nachweis
subzelluldrer Bestandteile und der Analyse ihrer Lokalisation. Hierfiir miissen Zellen auf
mikroskopischen Deckglidschen kultiviert werden. Zur besseren Haftung der Zellen miissen
die Deckgldschen zuvor mit bestimmten Proteinen oder Peptiden, z. B. Poly-L-Lysin oder
Kollagen, beschichtet werden. Im ersten Schritt werden die Zellen fixiert und permeabilisiert.
Es folgt die Inkubation mit einem nicht-markiertem Primirantikorper, dessen Antigen ein
Epitop des gewlinschten Proteins ist. Der Primérantikorper kann monoklonal oder polyklonal
sein. Antigene des Sekunddrantikorpers sind speziesspezifische Regionen des
Primérantikdrpers. Der Sekundérantikorper ist mit einem Fluorochrom, z. B. Rhodamin
kovalent gebunden. Das Préiparat kann mit der entsprechenden Filterkombination am

Fluoreszenz-Mikroskop ausgewertet werden.

B22.1 Beschichtung von mikroskopischen Deckgldschen
1. Poly-L-Lysin (PLL) Beschichtung

Protokoll:

Die mikroskopischen Deckgldschen wurden dreimal durch die Flamme eines Gasbrenners
geflihrt und anschlieend in 99 % Ethanol fiir ca. 2 min inkubiert. Nach 1 x waschen mit
ddH,0 wurde Poly-L-Lysin-Losung zugegeben, sodass die Deckglidschen gut bedeckt waren
(z. B. in einer 24-Well-Platte 300 pl). Es erfolgte eine Inkubation von fiir Sh bei 37°C.
Danach wurden die Deckglidschen 2 x fiir 30 min mit je 500 ul ddH,0 gewaschen.

2. Kollagen Beschichtung

Protokoll:
Auf Poly-L-Lysin beschichtete Deckgldschen wurden 300 ul Kollagen-Losung/Well gegeben
und fiir 1h bei 37°C inkubiert. Danach wurde 2 x mit PBS gewaschen.
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B222 Fixierung und Fdrbung von Zellen

Es gibt verschiedene Moglichkeiten, Zellen zu fixieren. Bei der Standardmethode werden die
Zellen mit Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Danach wird die Membran mit Detergenzien
permeabilisiert, sodass der Antikorper die Membran gut durchdringen kann und die zelluldren
Proteine erhalten bleiben. Bei der Methanol-Fixierung werden die Zellen gleichzeitig

extrahiert und fixiert.

1. Standardfixierung und Immunfirbung

Die Deckgldaschen wurden aus der Kulturschale entnommen und 1 x mit PBS gewaschen.
Danach wurden sie fiir 20 min mit 100 pl Standardfixierungslosung inkubiert und
anschlieBend 1 x mit PBS gewaschen. Zum Absittigen von unspezifischen Bindungen
erfolgte eine 20-miniitige Behandlung mit 100 pl Glyzin-Losung. Nach 1 x Waschen wurden
die Zellen fiir 5 min mit 0,3% TritonX-100/PBS permeabilisiert.

Nach der Fixierung wurden die Zellen 2 x 5 min mit PBS/BSA/Tween gewaschen.
AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 100 pl Primédrantikérper-Losung (Antikorper in
PBS/BSA/Tween) und die Inkubation fiir 1 h in einer feuchten Kammer bei RT. Dann wurde
emmeut 2 x 5 min mit PBS/BSA/Tween gewaschen. AnschlieBend wurden 100 pl
Sekundérantikorper-Losung zugefiigt und fiir 30-60 min bei RT in einer abgedunkelten
feuchten Kammer inkubiert. Um die Zellkerne sichtbar zu machen, wurde dem
Sekundérantikdrper DAPI zugefiigt. Zuletzt wurde 2 x 5 min mit PBS/BSA/Tween
gewaschen. 5 pl Anti-Ausbleichmedium wurden auf einen Objekttriger gegeben und das
Deckgldschen mit der Zellseite nach unten aufgelegt. Mit farblosem Nagellack wurde das

Deckglédschen versiegelt.

2. Formaldehyd-Methanol-Fixierung und Immunfirbung

Die Deckgliaschen wurden aus der Kulturschale entnommen und 1 x mit PBS gewaschen und
die Zellen fiir 15 min mit 4% Paraformaldehyd fixiert. Dann wurde 3 x 5 min mit PBS
gewaschen und die Zellen fiir 20 min bei -20°C mit eiskaltem Methanol extrahiert und fixiert.
Anschliefend wurde das Methanol entfernt und die Zellen zum Abséttigen von unspezifischen
Bindungen und Permeabilisieren mit TritonX-100/BSA-Losung fiir 1 h bei RT inkubiert.
Danach wurden 100 pl Primérantikorper-Losung (Antikorper in TritonX-100/PBS) zugegeben
und fiir 1 h bei RT inkubiert. Die Antikorperldsung wurde dann entfernt und die Zellen 2 x 5
min mit PBS gewaschen. Um besonders feine Strukturen innerhalb der Zellen nachweisen zu

konnen, wurde die Entfernung von moglicherweise unspezifisch gebundenem Antikorper
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vorgenommen (,,background clearing*). Dazu wurden die Zellen mit 100 pl 0,4 M NaCl/PBS
fiir 2 min bei RT behandelt. Anschliefend wurde fiir 5 min mit TritonX-100/PBS gewaschen
und die Sekundérantikorper-Losung (Tween20/PBS mit DAPI) zugefiigt (30-60 min, RT,
abgedunkelt). Zuletzt wurde 2 x fiir 5 min mit Tween20/PBS gewaschen und die

Deckgldaschen, wie zuvor beschrieben, eingebettet.

B223 Morphometrische Analysen

Um die Auswirkungen von C3", C3*E174Q, sowie den Fragmenten C3"'154-182 und
C3"'181-211 auf die Morphologie von differenzierten Neuronen zu analysieren, wurden die
Axonlidngen gemessen und die Anzahl axonaler Verzweigungen bestimmt. Dazu wurden
NT2/N-Zellen in einer Dichte von 8000 Zellen/cm?” auf Kollagen beschichteten Deckgléschen
ausplattiert und mit dem definierten Medium NB/B27, das entweder C3"™, C3*'E174Q,
C3"'154-182 oder C3"'181-211 enthilt, inkubiert. Nach 24, 48 und 72 h wurden die Zellen
standardfixiert und gegen das neuronenspezifische beta-Tubulin gefarbt. Tubulin ist ubiquitar
in Zellen verteilt und gibt somit ihre Gesamtmorphologie wieder. Um die ausschlieBliche
Vermessung von Axonen sicherzustellen, wurde zusitzlich eine Férbung gegen das
mikrotubuli-assoziierte Protein MAP2b vorgenommen, da dieses ausschlieBlich in Dendriten
und Nervenzellkorper vorzufinden ist (Tucker, 1990; Johnson & Jope, 1992). Neben der
MAP2b-Férbung fanden bei der Vermessung der Axone die morphologischen Merkmale der
Verjiingung der Dendriten von Proximal nach Distal, sowie die Zunahme des
Axondurchmessers nach Distal Beriicksichtigung.

Uber die Kernfirbung mit dem chemischen Reagenz DAPI wurde die Integritiit des Zellkerns
festgestellt, um zu gewéhrleisten, dass ausschlieBlich gesunde Neurone analysiert wurden

Die Léngenmessung der Axone wurde mit Hilfe der Kappa Image Base (KIB) Metreo

Software durchgefiihrt.
B23 Allgemeine Protein-Biochemische Methoden
B23.1 Expression und Aufreinigung rekombinanter GST-Fusionsproteine

Die multiple cloning site (MCS) der pGEX-Vektoren des GST-Systems (Amersham
Biosciences, Freiburg) ist das Gen der Glutathion-S-Transferase (GST) vorgeschaltet.
Dadurch kénnen GST-Fusionsproteine generiert, in E.coli exprimiert und nach Lyse der
Zellen affinititschromatographisch aufgereinigt werden. Das Enzym GST aus Schistosoma
Jjaponicum besitzt ein Molekulargewicht von 26 kDa.

Zur Expression des GST-Fusionsproteins wird das entsprechende Gen in die MCS eines

pGEX-Vektors kloniert. Alle pGEX-Vektoren tragen eine Ampicillinresistenz-Kassette. Die
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Induktion erfolgte liber das Laktose-Analog IPTG (Isopropyl-f-D-thiogalactosid).

Die affinititschromatographische Reinigung der GST-Fusionsproteine aus dem Lysat der E.
coli-Zellen erfolgte iiber die Bindung von GST an Glutathion-gekoppelte Sepharose-
Kiigelchen (Glutathion-Sepharose 4B, Pharmacia). Gebundene Fusionsproteine konnten
anschliefend mit Glutathion-haltigem Elutionspuffer wieder von den Glutathion- Sepharose-
Kiigelchen getrennt werden. Das reduzierte Glutathion im Elutionspuffer konkurriert mit dem
an die Glutathion- Sepharose-Kiigelchen gekoppelten Glutathion um die Bindung an GST und
16st so die Bindung zwischen den Kiigelchen und den GST-Fusionsproteinen, die im Eluat
angereichert werden.

Dartiber hinaus gibt es die Moglichkeit, die GST-Einheit des gereinigten Fusionsproteins
abzuspalten. Stromaufwirts der MCS tragen die, in dieser Arbeit verwendeten pGEX-
Vektoren (pGEX-2T) eine Erkennungssequenz fiir die spezifische Spaltung durch Thrombin.

Nach dieser Methode wurden folgende Proteine aufgereinigt:

Protein Beschreibung Molekulargewicht

GST Glutathion-S-Transferase 26 kDa
GST-C3™ Clostridium botulinum Exoenzym C3 WT 23,5 kDa
GST-C3™'E174Q Enzymatisch inaktive Mutante von C3"™ 23,5 kDa
GST-C3*'181-211 | Fragment von C3", bestehend aus 30 AS, ohne ~3,5 kDa

ARTT-Motiv
GST-PAK (Crib) Cdc42- und Racl-bindende Doméne der 40 kDa
humanen PAK1

Da sich das in dieser Arbeit verwendete Peptid C3°°'154-182 nicht iiber diesen Methode
aufreinigen lie, wurde es von der Firma IPF PharmaCeuticals GmbH (Hannover)

synthetisiert.

Expression von GST-Fusionsproteinen

Ausgehend von einer 50 ml ii. N. Vorkultur wurden 20 ml in 1 1 LB-Medium mit den
entsprechenden Antibiotikazusidtzen angeimpft und bei 37°C unter Schiitteln bis zu einer
ODgpo von 0,6 - 0,8 angezogen und mit 100 pumol/L IPTG induziert. Die Expression der
Proteine erfolgte 3 h bei 37°C unter Schiitteln.

Um den Erfolg der Expression zu iiberpriifen, wurden jeweils vor der Induktion und nach der

Expression 1 ml der Kultur abgenommen und in 2 x Laemmli-Auftragspuffer aufgenommen.
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Die Proben wurden iiber SDS-PAGE mit anschlieBender Coomassie-Blau-Farbung

hinsichtlich der Expression der Fusionsproteine analysiert.

Reinigung von GST-Fusionsproteinen

Die Bakterien wurden sedimentiert (20 min, 5000 rpm, 4°C) und in 20 ml Lysispuffer fiir
Bakterien resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen dreimal bei einem Arbeitsdruck von
1000 Psi in der French Press aufgebrochen. Durch Zentrifugation (20 min, 10000 rpm, 4°C)
wurden unlésliche Zellbestandteile von 18slichem Zell-Lysat abgetrennt (Uberstand). Die
Aufreinigung der Fusionsproteine mittels Glutathion-Sepharose-Kiigelchen (,,GSH-Beads®)
ist zum Einen im Batch-Verfahren und zum Anderen iiber eine Glutathion Sepharose 4B

Sdule moglich. Es wurden in dieser Arbeit beide Mdglichkeiten angewendet.

1. Aufreinigung im Batch-Verfahren
Die Aufreinigung im Batch-Verfahren wurde nur fiir die Herstellung der fiir die Rac1-Pull-
down Experimente bendtigten GST-PAK[PBD]-Doméne (p21 activated kinase Cdc42/Rac
interactive binding domain) angewendet.
Dazu wurden zunidchst 500 pl 50%iger GSH-Bead-Losung mit dem Lysispuffer fiir Bakterien
aquilibriert (nach Angaben des Herstellers).
Fiir die Bindung der Fusionsproteine an die Matrix wurde das Zell-Lysat zusammen mit den
GSH-Beads fiir 1 h bei 4°C im Uberkopfrotator inkubiert. Um unspezifische Bindungen zu
entfernen, wurden die GSH-Beads zuerst sedimentiert (5 min, 3000 rpm, 4°C) und dann 3 x
mit Lysispuffer gewaschen. AnschlieBend wurden die Glutathion-Sepharose-Kiigelchen, an
denen nun die GST-Fusionsproteine gebunden sind, mit GST-fish-Puffer dquilibriert und

sofort fiir die Racl Pull-down Experimente (siche unter B. 2. 4. 1) verwendet.

2. Aufreinigung iiber eine Glutathion Sepharose 4B Séule
Vor der Zugabe des Zelllysats wurden die Sdulen mit je 2 ml 50%iger Glutathion-Sepharose
4B-Losung beladen und mit 10-fachem Sdulenvolumen Puffer A &quilibriert. Das Zelllysat
wurde noch fiir 30 min bei RT mit DNAse behandelt und auf die Glutathion Sepharose 4B
Sdulen gegeben. Die Bindung erfolgte rezirkuliernd mit Hilfe einer Peristaltikpumpe ii. N. bei
4°C. Nach der Inkubation wurde 2 x mit 25 ml Puffer A gewaschen, um unspezifisch
gebundene Proteine zu entfernen. Das gebundene GST-Fusionsprotein konnte anschlieend
mit Glutathion-haltigem Elutionspuffer in 12 Fraktionen von je 1 ml eluiert werden. Von

jeder Fraktion wurde ein Teil {iber SDS-PAGE und anschlieBender Coomassie-Blau-Farbung
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analysiert. Die Fraktionen mit der hochsten Proteinausbeute wurden vereinigt. War die
Proteinkonzentration dennoch zu gering, wurde die Proteinlosung mit Ultrafiltrations-
einheiten der Firma Amicon ankonzentriert, deren Membrane Poren mit ciner definierten
GroBe besitzen. Durch Zentrifugation von maximal 3500 x g wird die Proteinlosung durch
Fliehkraft durch die Membran gedriickt. Molekiile mit geringerer Grof3e als die Poren der
Membran passieren diese leichter, wihrend groBere Molekiile in ihr hdngen bleiben. So
reichern sich durch Volumenabnahme die Proteine an. Zuletzt erfolgte das Umpuffern der
Proteine iiber eine PD-10 Desalting Sdule (Amersham) in 20 mmol/L. HEPES pH 7.0 (nach

Angaben des Herstellers) und eine Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford.

Spaltung der GST-Fusionsproteine mit Thrombin

Zur Gewinnung des reinen exprimierten Proteins ohne GST-Anteil erfolgte anstatt der Elution
eine Thrombinspaltung direkt auf der Glutathion Sepharose 4B Séule. Dazu wurden 2 ml
Thrombinspaltpuffer (+ 50Units Thrombin) auf die Sdule gegeben und 3-5 h bei 4°C (o. {i. N.)
inkubiert. Danach wurde das Protein mit 10 ml Thrombinspaltpuffer in 1 ml Fraktionen
eluiert. Mit Hilfe von p-Diaminobenzamidin-gekoppelter Agarose-Matrix wurde im

Anschluss das Thrombin aus der Proteinlosung entfernt (1 h bei 4°C).

B23.2 Proteinmengenbestimmung nach Bradford

Beim Bio-Rad-Protein-Test wird die Verschiebung des Absorptionsmaximums einer sauren
Coomassie-Brilliantblau G 250 Losung von 465 nm auf 595 nm detektiert, die bei der
Bindung des Reagenz an Proteine erfolgt. Die Absorptionswerte werden anschlieend auf die
Messwerte eines Proteinstandards (hier BSA) bezogen. Mittels Bradford wurden nur

Detergenz freie Proteinlésungen gemessen.

Protokoll:
Pro Messansatz wurden 10 pl der zu quantifizierenden Probe mit 790 pl ddH,O und 200 pl
Coomassie-Brilliantblau G 250 Losung versetzt und gut vermischt. Nach fiinf Minuten

erfolgte die Extinktionsmessung der Proben gegen einen Leerwert bei 595 nm im Photometer.

B 233 Préparation von Zell-Lysaten

Um zelluldre Proteine untersuchen zu konnen, miissen diese zundchst aus den Zellen
freigesetzt werden. Die Zerstorung der Zellmembran kann durch unterschiedliche Methoden
erfolgen. Zur Priparation von Zell-Lysaten fiir Western-Blot-Analysen wurde das

Ultraschallverfahren angewendet. Ultraschallwellen von 10-40 kHz fithren in Ldsung zu
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starken Druckverdanderungen, die schlieflich die Lyse der Zellen induzieren. Unter diesen
Bedingungen wird auch die DNA fragmentiert. Die Priparation der Zell-Lysate erfolgte in
Lysepuffer, der entsprechende Proteaseinhibitoren enthilt, um einem moglichen Abbau der

Zielproteine durch Proteasen entgegenzuwirken.

Protokoll:

Das Néhrmedium wurde von den Zellkulturschalen entfernt, 1 x mit PBS gewaschen und die
Zellen ca. 3-5 min mit dem Lysepuffer auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen von den
Schélchen mit einem Zellkulturschaber abgelost und in ein Eppendorfgefafl tiberfiihrt. Es
folgte eine Homogenisierung fiir 10 min bei 37°C und 1400 rpm in einem Thermoschiittler.
Die vollstindige Lyse der Zellen wurde dann mittels Ultraschall durchgefiihrt (5 sec, 12-15%
power, 50% cycle). AnschlieBend wurden die Proteine fiir 10 min bei 95°C denaturiert und

mittels SDS-PAGE mit folgendem Western-Blot analysiert.

B 234 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE nach Laemmli ist ein hochauflésendes Trennverfahren zur
Molekulargewichtsbestimmung von Proteinen. Die Trennmatrix ist ein Polyacrylamidgel, das
durch Kopolymerisation von Acrylamid und N’N’-Methylenbisacrylamid in waissriger
Losung gebildet wird. Die Polymerisationsreaktion wird durch Ammoniumpersulfat, einem
SO4-Radikal, als Initiator gestartet. Als Mediator der Polymerisation fungiert
Tetramethylenethyldiamin (TEMED). Die Auftrennungsfahigkeit des Gels hingt von der
PorengroBe ab und kann iiber die Acrylamidkonzentrationen eingestellt werden. Das
anionische Detergenz SDS entfaltet Proteine durch seine Anlagerung und verleiht ihnen eine
negative Uberschussladung. Im elektrischen Feld wandern die Proteine mit einer
Geschwindigkeit entsprechend ihrer GroBe durch die Gelmatrix. Das relative
Molekulargewicht der zu untersuchenden Proteine kann durch den Vergleich mit der
Wanderungsgeschwindigkeit von Referenzproteinen (Grolenmarker) bestimmt werden. Die
Gele (Mini) setzen ich aus jeweils einem 2 cm hohem Sammelgel, das die etwa 1 cm tiefen
Probentaschen enthilt, und einem etwa 6 cm langem Trenngel zusammen. Die Dicke der Gele

betrdgt 0,75 cm.

Protokoll:
Es wurden 15%ige, 13,7%ige und 7,5%ige Minigele verwendet, die nach folgendem

Pipettierschema prépariert wurden (Ansatz fiir 2 Gele).
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Zusiitze Trenngel Trenngel Trenngel Sammelgel
15% 13,75% 7,5% 5%
Lower-Tris 5280 pl 5280 pl 5280 pl --
Upper-Tris -- -- -- 800 pl
30% Acrylamid 5500 pl 5000 pl 2750 pul 600 pl
ddH,0 -- 500 pl 2750 pl 2380 pl
20% SDS 55 ul 55 ul 55l 40 pl
10% TEMED 55l 55l 55l 40 pl
10% APS 110 pl 110 pl 110 pl 80 ul

Zuerst wurde das Trenngel gegossen. Um fiir einen glatten Ubergang zwischen Trenn- und
Sammelgel zu sorgen und vor Verdunstung zu schiitzen, wurde die Lésung mit Isopropanol
tiberschichtet. Nach dem Auspolymerisieren des Gels (ca. 30-45 min, RT) wurde das
Isopropanol sauber entfernt und das Sammelgel auf das Trenngel gegossen. Das nach etwa
einer halben Stunde auspolymerisierte Gel wurde noch am selben Tag verwendet, oder bis
zum ndchsten Tag mit feuchten Tiichern abgedeckt in einer Plastiktiite im Kiihlschrank
aufbewahrt.

Die zu analysierenden Proben wurden mit %4 Volumen 5 x Laemmli-Auftragspuffer versetzt, 5
min bei 95°C inkubiert, kurz abzentrifugiert und in die Taschen des Sammelgels geladen.
Durch mehrmaliges Nachladen war ein Probenvolumenauftrag von bis zu 60 pl moglich. Zur
Bestimmung des Molekulargewichts wurden 5 pl Protein-Standard aufgetragen. Die
Trennung der Proteine erfolgte bei einer Stromstirke von 25 mA fiir ca. 60 min. Das Gel
wurde anschlieBend entweder Coomassie-Blau geférbt, oder fiir eine Western-Blot Analyse

eingesetzt.

B235 Coomassie-Blau Fédrbung

Bei der Coomassie-Blau Farbung wurden die SDS-Gele fiir 10 min bei 72°C im Wasserbad
mit der Farbelosung inkubiert und anschlieBend zu Entfernung des unspezifisch gebundenen
Farbstoffes 3 x 10 min bei 70°C in die Entfirberlosung gelegt. Waren die gewiinschten
Proteinbanden deutlich zu erkennen, konnte das Gel in Wasser auftbewahrt oder getrocknet
werden. Zum Trocknen wurde ein Whatman-3MM-Papier mit Wasser angefeuchtet und das
Gel darauf luftblasenfrei ausgebreitet. Danach wurde es 65 min lang unter Vakuum auf 74°C

erwarmt, bis das Gel vollstindig trocken war.
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B236 Proteintransfer durch Elektroblot (Western-Blot)

Die Methode des Proteintransfers erlaubt eine Immobilisierung von Proteinen fiir weitere
Analysen. Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine werden durch Anlegen eines
elektrischen Feldes auf eine polymere Membran (aus Nitrozellulose oder Polyvinyliden-
difluorid (PVDF)) transferiert, wobei das Bandenmuster eine exakte Reproduktion des
Originals darstellt. Die in dieser Arbeit verwendeten Nitrozellulosemembranen besitzen eine

PorengréBe von 0,2 pm?* (Schleicher & Schuell).

Protokoll:

Der Proteintransfer erfolgte mittels einer Trans-Blot SD-Apparatur unmittelbar im Anschluss
an die SDS-PAGE. Dazu wurden 6 zurechtgeschnittene 3MM Whatman-Papiere und die
Nitrozellulosemembran im Blot-Puffer dquilibriert. Der Blot-Aufbau sieht wie folgt aus: 3 x
3MM Whatman, Nitrozellulosemembran, SDS-Gel, 3 x 3MM Whatman. Das Gel wurde in
Richtung Kathode und die Membran Richtung Anode orientiert. Fiir den Transfer wurde eine

Stromspannung von 17 V fiir 1 h gewéhlt.

B 237 Ponceau-Fdrbung von immobilisierten Proteinen

Die Ponceau-Fiarbung ermdglicht eine reversible Anfirbung von Proteinen auf einer
Tragermembran und wurde zur Kontrolle des Proteintransfers durchgefiihrt.

Dazu wurde die Membran fiir etwa 5 min mit der Ponceau-Firbe-Losung unter Schwenken

inkubiert und anschlielend mit ddH,O entfarbt.

B 238 Indirekte Immundetektion

Die Chemolumineszenz ist eine nicht-radioaktive, sensitive Methode zum Nachweis geringer
Mengen Protein, die auf eine Nitrozellulosemembran transferiert werden. Dabei werden
Substanzen durch eine chemische Reaktion in einen angeregten Energiezustand versetzt.
Beim Riickfallen in den Energiegrundzustand wird diese Energie in Form von Lichtquanten
wieder frei und kann mit Hilfe einer Chemolumineszens (ECL)-Kamera, die sich in einer
Dunkelkammer befindet, detektiert und liber einen Computer visualisiert werden. Bei der
Immundetektion mittels Chemolumineszens wird zundchst ein primdrer Antikdrper
verwendet, der das immobilisierte Protein spezifisch bindet. Danach wird ein gegen den
Primirantikdrper gerichteter Meerettich-Peroxidase (HRP)-gekoppelter Sekundirantikorper
eingesetzt. Die Meerettich-Peroxidase katalysiert die Oxidation von Luminol, einem

zyklischen Diacylglyzerid, was zu einer Lichtemission bei 428 nm fiihrt.
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Protokoll:

Die Immundetektion von immobilisierten Proteinen erfolgte direkt nach der SDS-PAGE und
dem Proteintransfer. Zur Absittigung freier Bindungsstellen auf der Nitrozellulosemembran
erfolgte die Behandlung mit Block-Losung fiir 1 Stunde bei RT unter kontinuierlichem
Schiitteln. Danach wurde die Membran 3 x 10 min mit TBST gewaschen und anschlie3end
mit der verdiinnten Primédrantikdrperlosung ii. N. bei 4°C inkubiert. Nach der Inkubation
folgten nochmals 3 Waschschritte mit TBST, um den nicht gebundenen Antikérper zu
entfernen, und die Zugabe des in TBST-verdiinnten HRP-konjugierten Sekundérantikorpers
fiir 2 h bei RT. AnschlieBend wurde die Membran erneut 3 x mit TBST gewaschen. Die
Chemolumineszen-Reaktion erfolgte durch Zugabe von frisch angesetztem Supersignal West
Femto-Reagenz, oder Immobilon Western HRP Substrate-Reagenz (jeweils die Losungen I
und II im Verhéltnis 1:1 angesetzt). Nach der Inkubation von 1 min bei RT erfolgte die
Detektion mit Hilfe der Image Station von Kodak.

B 24 Spezielle Protein-Biochemische Methoden

B24.1 Racl Pull-Down-Experiment

Zur Messung des Aktivititszustandes von Racl in neuronalen Zellen wurden Racl Pull-down
Experimente durchgefiihrt. Verschiedene Guanin-Nukleotid-Austauschfaktoren stimulieren
den Austausch von GDP nach GTP bei GTPasen, wodurch diese aktiviert werden. Aktive
GTPasen wiederum interagieren mit Effektorproteinen. In dieser Arbeit wurde als
Effektorprotein von Racl die PAK-CRIB Domine (p21 activated kinase Cdc42/Rac
interactive binding) als GST-Fusionsprotein (GST-PAK-CRIB) verwendet. Das im Zell-Lysat
befindliche aktive Racl reagiert spezifisch mit der GST-PAK-CRIB-Doméine und kann somit
préazipitiert werden. Die Menge des GTP-gebundenen Racl wird durch einen Western-Blot

bestimmt.

Protokoll:

Die Expression und Aufreinigung der GST-PAK-CRIB-Doméne erfolgte wie unter B 2.3.1
beschrieben.

Zur Herstellung des Zell-Lysates wurde das Ndhrmedium von den Zellen auf einer & 3 cm
Schale entfernt, 1 x mit PBS gewaschen und die Zellen ca. 3-5 min mit 400 pl GST-fish-
Puffer auf Eis lysiert. Danach wurden die Zellen von den Schilchen mit einem
Zellkulturschaber abgelost und in ein Eppendorfgefal3 {iberfithrt. Nach Zentrifugation (5 min,

13200 rpm, 4°C) wurden jeweils 40 pl des Uberstandes in ein neues GefiB transferiert und
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mit 10 pl 5 x Laemmli (Rohlysat) zur Bestimmung des Gesamtgehaltes von Racl versetzt.
Der Rest des Uberstandes wurde fiir den Pull-down in ein frisches Eppendorfgefif iiberfiihrt
und mit 30 pl der GST-PAK-CRIB-Bead-Losung versetzt. Zur Funktionsiiberpriifung des
Pull-downs wurde mittels Nukleotidaustausch eine Positiv-Kontrolle hergestellt (siche unter B
2.4.2), die ebenfalls mit 30 pul der GST-PAK-CRIB-Bead-Losung versetzt wurde. Nach einer
einstiindigen Inkubation bei 4°C im Uberkopfrotator wurden die Zellsuspensionen mit 3000
rpm bei 4°C fiir 3 min zentrifugiert und anschliefend 3 x mit GST-fish-Puffer gewaschen.
Nach der letzten Zentrifugation wurde der Uberstand bis auf 20 pl verworfen und mit 30 ul 2
x Laemmli vermischt (Prazipitat). Rohlysat und Prizipitat wurden 5 min bei 95 °C gekocht

und mittels SDS-PAGE, Western-Blot und Immundetektion analysiert.

B242 GTP-Beladung von RhoGTPasen (Nukleotidaustausch)

Der Aktivitétsstatus von RhoGTPasen wird durch deren Bindung and Guanosintriphosphate
(GTP), bzw. -diphosphate (GDP) bestimmt. Fiir die Herstellung einer Positiv-Kontrolle (GTP-
beladene RhoGTPase) wurde NT2-Zell-Lysat mit nicht-hydrolysierbarem GTPyS inkubiert,

um die GTPasen mit dem Nukleotid zu beladen.

Protokoll:

NT2-Zell-Lysat (sieche unter B. 2. 4.1) wurde hierfiir mit 10 mmol/L EDTA/NaOH-L&sung
pH, 8.0 und 0,1 mmol/L GTPyS fiir 15 min bei 30°C inkubiert. Durch Zugabe von 60 mmol/L
MgCl, wurde die Reaktion abgestoppt.

B 243 [P ] ADP-Ribosylierung von Zell-Lysaten

Der Einbau von radioaktiv markiertem NAD" (**P-NAD") ist die sensitivste Methode, um den
Ribosylierungsstatus von RhoGTPasen zu untersuchen.

Das Exoenzym C3 aus Clostridium botulinum katalysiert die ADP-Ribosylierung von Rho
Proteinen (RhoA, B und C) entweder aus Zell-Lysat oder rekombinanter Proteine, indem es
NAD" als Cosubstrat verwendet und die ADP-Ribose-Einheit auf das Asparagin 41 der Rho-
GTPasen iibertragt. Somit kann eine vollstindige (kein weiterer Einbau von [**P]-ADP-
Ribose mdglich) oder teilweise ([**P]-ADP-Ribose wird eingebaut) abgelaufene ADP-
Ribosylierung nachgewiesen werden.

Der ADP-Ribosylierungspuffer enthdlt zusétzlich unmarkiertes NAD, um die Gesamt-
konzentration an NAD zu erhdhen und damit zu gewéhrleisten, dass das C3 Exoenzym die

Rho-GTPasen mit maximaler Geschwindigkeit modifizieren kann.
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Protokoll:

Die Zell-Lysate (10-20 pg Gesamtprotein) wurden fiir 30 min bei 37°C mit 1 pCi/ul **P-
NAD, 1 pg/ul C3-Exoenzym und 5 pl 4 x Ribosylierungspuffer inkubiert. Durch Zugabe von
5 x Laemmol/Lli-Puffer wurde die Reaktion gestoppt und die Zellen durch fiinfminiitiges
kochen bei 95°C denaturiert. Danach erfolgte die Proteinauftrennung mittels SDS-PAGE mit
anschlieBender Coomassie-Blau Farbung und Trocknung des Gels. Fiir die Dokumentation
wurde das getrocknete Gel auf eine radiosensitive Folie (Phospholmager-Screen
multipurpose, Packard) ii. N. exponiert. Die Auswertung des Autoradiogramms erfolgte mit
Hilfe des Phospholmaging-Systems Cyclone Storage Phosphor Screen und der Software
Optiquant.

B244 Herstellung polyklonaler Antikorper gegen C3™ und C3"'E1740

Die Antikorperherstellung beruht auf einer humoralen Immunantwort eines Organismus bei
Kontakt mit einer antigenen (immunogenen) Substanz. Dabei induzieren antigene
Determinanten (Epitope) des korperfremden Stoffes die Antikorpersynthese. Handelt es sich
bei dem Antigen um ein komplexes Molekiil, z. B. ein Protein, ist eine Vielzahl antigener
Determinanten exprimiert. Jede dieser Determinanten induziert die Differenzierung
spezifischer B-Lymphozyten und die Bildung antikérper-sezernierender Plasmazellen und
damit die Ausschiittung von Antikérpern mit variierender biologischer Aktivitét, Spezifitét
und Affinitdt. Daher spricht man auch von einem polyklonalen Antiserum. In dieser Arbeit
wurden polyklonale Antikdrper gegen das C3 Exoenzym aus Clostridium botulinum (C3b°t)

und seiner enzymatisch inaktiven Mutante (C3b°tE174Q) hergestellt.

Protokoll:

Fiir die Gewinnung der Antiseren wurden zwei gesunde Kaninchen (Neufundlinder, weiblich)
eingesetzt (Durchschnittsgewicht 3,5kg). Die Haltung der Tiere erfolgte in Einzeltierkafigen.
Die Kaninchen wurden mit Alleinfutter fiir Kaninchen bei ad-libitum-Aufnahme ernihrt. Eine
tierdrztliche Kontrolle war iiber den gesamten Versuchsablauf gewihrleistet.

Pro Protein stand ein Tier fiir die Immunisierung zur Verfiigung.

Als Antigen wurden jeweils 160 pg C3" bzw. C3*™E174Q eingesetzt und mit komplettem
Freundschen Adjuvans der Firma Sigma im Verhédltnis 1:1versetzt. Bei der
Erstimmunisierung wurden 400ul Konjugat in Adjuvans subkutan injiziert. Die zweite
Immunisierung erfolgte an Tag 36 nach der ersten Immunisierung und die dritte an Tag 72,

wobei immer 400ul Konjugat-Adjuvants-Gemisch den Tieren subkutan verabreicht wurden.
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Vor der zweiten und dritten Immunisierung wurden den Tieren jeweils 6 ml Blut abgenomen,
das Serum gewonnen (10min, 3000rpm, RT) und mittels Dot- und Western-Blot tliberpriift.

Die Totung und Blutgewinnung erfolgte iiber eine Herzpunktion an Tag 110. Nach Gerinnung
der Proben (1h, RT) wurden die Proben abgesert (10min, 3000rpm, RT) und eine
Komplement-Inaktivierung durchgefiihrt (30min, 56°C). AnschlieBend wurden die Seren
nochmals mittels Dot- und Western-Blot iiberpriift. Die Lagerung der Seren erfolgte nach
Zugabe von NaNj (0,02% Endkonzentration) bei 4°C. Alle drei Monate wurde erneut NaNj3
zugesetzt. Das gewonnene Serum wurde fiir die weiteren Untersuchungen nochmals

affinititsgereinigt.

B245 Antikorperaufreinigung iiber eine Protein A-Sepharose-Sdule

Protein A ist ein Zellwandprotein des Bakteriums Staphylococcus aureus mit einem
Molekulargewicht von 30-35 kDa. Protein A bindet spezifisch die Fc-Region von
Immunglobulin-Molekiilen vieler Sdugetierspezies. Die Protein A-Affinitdtschromatographie
ist eine einfache und schnelle Aufreinigungsmethode, um die meisten Nicht-IgG-

Kontaminanten zu entfernen und einen hohen Reinheitsgrad zu erzielen.

Protokoll:

Die Protein A-Sepharose CL-4B (Sigma) mit einer Bindungskapazitit von 20 mg/ml wurde
zunéchst auf eine Sédule (& 0,5cm, Sdulenvolumen ca. 4 ml) gegeben und mit 10-fachem
Séulenvolumen Waschpuffer (50 mmol/L Tris/HCI, pH 7.0) dquilibriert. Alle Arbeitsschritte
wurden bei 4°C durchgefiihrt. Jeweils 3 ml Antiserum wurden ii. N. mit Hilfe eines
geschlossenen Kreislaufsystems (Peristaltikpumpe) bei einer Flussrate von 0,15 ml/min durch
das Sdulenmaterial gepumpt. Das nicht gebundene Material wurde aufgefangen und die Saule
mit 20-fachem Siulenvolumen Waschpuffer von unspezifischen, ungebundenen Proteinen
befreit. Anschlieend wurde mit 2 ml saurem Elutionspuffer (0,3 M Glycin/HCI, pH 3.0) in
200 pl Fraktionen eluiert, wobei in jedem Eppendorfgefall 40 ul Neutralisationspuffer (1 M
Tris/HCI, pH 9.0) vorgelegt wurden, um den vorherrschenden sauren pH wieder zu
neutralisieren. Alle Fraktionen des Eluats wurden mittels SDS-PAGE und anschlieBender
Coomassie-Blau Fiarbung analysiert. Die proteinhaltigen Fraktionen (meist Fraktion 3-7)

wurden vereinigt und mittels Western-Blot {iberpriift.
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C Ergebnisse

C1 Wirkung von C3"" und C3""E174Q auf das NT2-
Zellsystem

NT2-Zellen entsprechen in ihrem Phénotyp zentralnervosen Vorlduferzellen und lassen sich
in vitro durch die Behandlung mit Retinsdure (RA) zu polaren, postmitotischen Neuronen
(NT2/N) differenzieren. Mit Hilfe dieses Systems ist es mdglich, die Entwicklung von
neuronalen Vorlduferzellen zu humanen Neuronen in Kultur zu untersuchen (Kapitel B 2.1.4).
NT2-Zellen wachsen in Kultur als Monolayer und besitzen grofle, unregelmifBig geformte
Zellkerne (Abb. C 1A). Charakteristisch fiir NT2-Zellen sind insbesondere die prominenten
Zellkorperchen. Nach einer flinfwochigen Behandlung mit RA zeigen die uni-, bi- oder
multipolaren NT2/N-Zellen einen wesentlich kleineren Zellkérper (Soma) mit sehr langen
Zellausldufern, die sich morphologisch und immunzytochemisch in Axon und Dendriten
unterteilen lassen (Abb. C 1B).

Zur Beantwortung der Fragestellung der vorliegenden Arbeit, musste das NT2/N-System

zunéchst in dieser Arbeitsgruppe etabliert werden.

Abbildung C 1: Darstellung der Morphologie von NT2- und NT2/N-Zellen
NT2-Zellen (A) entsprechen in ihrem Phidnotyp zentralnervosen Vorlduferzellen und
wurden durch eine fliinfwdchige Behandlung mit 10 pM RA und anschlieender
Gabe von Zytostatika zu NT2/N-Zellen (B) terminal ausdifferenziert. NT2/N-Zellen
kénnen in ihren Eigenschaften mit polaren, postmitotischen humanen Neuronen
gleichgestellt werden. Die Dokumentation erfolgte mittels Phasenkontrast-
mikroskopie mit einer 20-fachen Vergroferung. Mafstab: 100 pm
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Die Differenzierung von NT2-Zellen mit RA fiihrt nicht ausschlieBlich zur Entstehung von
NT2/N-Zellen. Neben den Neuronen mit ihrer charakteristischen Morphologie sind nach der
Differenzierung in der Kultur noch groe, flache Zellen vorzufinden, die als Astrozyten
(NT2/A) identifiziert wurden (Kapitel A 4). In dieser Mischkultur liegen die Neurone auf den
Astrozyten und bilden ein komplexes Netzwerk (Abb. C 2A und B).

Abbildung C 2: Darstellung der Mischkultur von NT2/N- und NT2/A-Zellen
Die Behandlung mit RA induziert die Differenzierung von NT2-Zellen zu einer
Mischkultur bestehend aus Neuronen (A und B, schwarze Pfeile) und Astrozyten (A
und B, weifle Umrandung). Sowohl die 20-fache (A), als auch die 40-fache
Vergrolerung (B) zeigt, dass die Neurone auf den Astrozyten liegen und ein
komplexes Netzwerk bilden. MaB3stab: 100 pum

Cl1 Effekte von C3"" und C3"'E1740 auf NT2-Zellen
Cll.1 Konzentrationsabhdngige Wirkung von c3b! auf die Morphologie von NT2-
Zellen

Als ADP-Ribosyltransferase inaktiviert C3"" spezifisch RhoA, B und C, was die Reorgani-
sation des Aktinzytoskeletts induziert und je nach Zelltyp zur Ausbildung von Zellausldufern
oder Zellabrundung fiihrt (Kapitel A 3.2).

Im Folgenden wurde zundchst konzentrationsabhidngig die Wirkung von C3™ auf die
Morphologie von NT2-Zellen analysiert. In Abbildung C 3 sind exemplarisch die
morphologischen Verdnderungen von NT2-Zellen dargestellt, nachdem sie iiber 24 h in
Gegenwart von steigenden C3™.Konzentrationen kultiviert wurden. Die Bilder zeigen
deutlich, dass C3*' die Ausbildung von neuritendhnlichen Zellfortsitzen in NT2-Zellen
induzierte, wobei die Anzahl der Zellen mit Zellausldufern mit steigenden C3*°-

Konzentrationen zunahm.
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Abbildung C 3: C3" induziert konzentrationsabhiingig Neuritenbildung in NT2-Zellen
Die Zellen wurden mit ansteigenden C3*'-Konzentrationen (nmol/L) inkubiert und
nach 24 h mittels Phasenkontrastmikroskopie analysiert. Malstab: 50 pm,
VergroBerung: 20x

3*'_Konzentration die

Anhand der Phasenkontrastaufnahmen wurde zu jeder eingesetzten C
Anzahl der Zellen, die Zellausldaufer gebildet hatten, quantitativ bestimmt. Abbildung C 4
zeigt in Bezug zur Gesamtzellzahl den prozentualen Anteil an NT2-Zellen mit Zellausldufern.
Die quantitative Auswertung bestétigt die qualitativen Ergebnisse der Phasenkontrast-
aufnahmen (Abb. C 3). AuBlerdem kann dem Diagramm entnommen werden, dass nach 24 h
bei 300 nmol/L C3"" etwa die Hilfte der Zellen neuritendhnliche Zellfortsitze gebildet hatten.
Eine Konzentration von 1000 nmol/L induzierte nach 24 h bei etwa 80 % der Zellen

Zellauslaufer. Des Weiteren zeigte sich, dass eine Erhohung der Konzentration auf 3000

nmol/L zu keiner weiteren Zunahme des Zellanteils mit Zellausldufern fithrte.
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Anzahl der Zellen mit
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Abbildung C 4: Quantitative Analyse der Neuritenbildung in NT2-Zellen nach der Behandlung mit

steigenden C3"*-Konzentrationen

Mit Hilfe der Phasenkontrastaufnahmen wurde eine quantitative Analyse der
Zellauslauferbildung vorgenommen. Diese erfolgte durch Auszédhlen der Zellen mit
Zellauslaufern, welche prozentual zur Gesamtzellzahl eines dokumentierten Bildes
berechnet wurden. Dargestellt sind die Durchschnittswerte aus drei unabhéngigen
Experimenten mit den jeweiligen Standardfehlern. Insgesamt wurden je
Konzentration etwa 300-350 Zellen analysiert. Fiir die Analysen aller Bedingungen
wurde der two-tailed student’s paired t-test mit einem Signifikanzgrad von *P < 0,05
angewendet.

Ccl.1.2 Konzentrationsabhdngige Internalisierung von C3"" und C3"'E1 740

Da C3"' ausschlieBlich intrazellulir die Rho-Proteine ADP-ribosyliert, kann der ADP-
Ribosylierungsgrad der Rho-Proteine im Zelllysat Auskunft iiber das Ausmal} der C3-
Internalisierung geben. Dazu werden die Zellen nach Behandlung mit C3", oder C3""'E174Q
lysiert und im Zelllysat wird eine [**P]-ADP-Ribosylierung durchgefiihrt. Je stirker das Rho

in den intakten Zellen durch C3°

ADP-ribosyliert wurde, desto geringer wird die radioaktive
ADP-Ribosylierung im Zelllysat sein. Da in der vorliegenden Arbeit auch die Effekte der
enzymdefizienten Mutante C3*E174Q von C3™' auf das NT2-System untersucht werden
sollte, konnte hiermit ihre fehlende Enzymaktivitit auch unter in vivo Bedingungen iiberpriift
werden.

Um die Enzymaktivitit von C3** und C3*E174Q in NT2-Zellen zu untersuchen, wurden die
Zellen mit den steigenden C3"™%, bzw. C3"'E174Q-Konzentrationen behandelt und nach 24 h
das Lysat mit C3°" [*’P]-ADP-ribosyliert (Kapitel B 2.4.3). Mit steigenden C3"'-
Konzentrationen nahm das iiber die [*’P]-Markierung erhaltene Signal ab (Abb. C 5). Dies

bedeutet, je hoher die eingesetzte C3"'-Konzentration ist, umso mehr Rho wurde bereits in
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der intakten Zelle ADP-ribosyliert, wodurch im in vitro Assay weniger radioaktiv markierte
ADP-Ribose nachtriglich eingebaut werden konnte.

Bei den Zellen, die in Gegenwart von C3"E174Q kultiviert wurden, blieb das [**P]-Signal
bei jeder eingesetzten Konzentration konstant, d. h. dass in der intakten Zelle keine

nachweisbare ADP-Ribosylierung von RhoA durch C3™E174Q stattgefunden hatte.

C3bot

T - —— — Rho-rib.

C3botE174Q

————— —— w— | Rho-rib.
0 3 10 30 100 3001000 3000 nmol/L

Abbildung C 5: [**P]-Nach-ADP-Ribosylierung-Assay von Rho aus NT2-Zellen nach Behandlung mit
C3"! und C3"'E174Q
NT2-Zellen wurden mit steigenden C3™'-, bzw. C3™E174Q-Konzentrationen bei
37°C inkubiert. Nach 24 h wurden die Zellen lysiert und jeweils mit 15 pg
Gesamtprotein pro Zell-Lysat eine [**P]-ADP-Ribosylierung durchgefiihrt. Die [**P]-
ADP-ribosylierten Rho-Proteine (Rho-rib.) wurden mit Hilfe des Phospholmagers
detektiert.

Die Ergebnisse belegen, dass C3"" von NT2-Zellen bereits in nanomolaren Konzentrationen
internalisiert wird und intrazelluldr enzymatisch aktiv ist, wohingegen C3""E174Q auch in

hohen Konzentrationen enzymatisch inaktiv ist und Rho nicht modifiziert wird.

Cl1.3 Konzentrationsabhdngiger Einfluss von C3 auf die Expression von RhoA,
RhoB, Racl und Cdc42

Neben den Rho-GTPasen RhoA/B und C sind auch Racl und Cdc42 an der Regulation der
Zellauslauferbildung (Neuritogenese) beteiligt (Sarner et al., 2000). Daher wurde die Wirkung
von C3" auf diese GTPasen im Hinblick auf ihre Expression und Modifikation in NT2-
Zellen mittels Western-Blot untersucht (Abb. C 6).

Die konzentrationsabhingige Protein-Expressionsanalyse von RhoA ergab, dass C3™'-
Konzentrationen bis 100 nmol/L weder eine Verdnderung in der Gesamtmenge, noch eine
detektierbare Modifikation von RhoA (veridndertes Laufverhalten im SDS-Gel) hervorrufen.
Bei einer Konzentration von 300 nmol/L C3**' und héher konnte hingegen neben der 22 kD
Bande eine zusitzliche, etwas hoher laufende Bande detektiert werden, die dem ADP-

ribosylierten RhoA (RhoA-rib.) entspricht.
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22 kD

TeamasEaE™

22 kD

L . .—__.“---

21 kD

21kD

e e e e e

42 kD

T i s — st — W——

__——RhoA-rib.

—RhoA

RhoB

Rac1

Cdc42

p-Actin

0 3 10 30 100 300 1000 3000

nmol/L

Abbildung C 6: Konzentrationsabhingige Immunoblot Analyse der Rho GTPase-Expression in NT2-
Zellen 24 h nach Zugabe von C3"
NT2-Zellen wurden mit ansteigenden C3"-Konzentrationen bei 37°C inkubiert und
nach 24 h lysiert. Jeweils 20 ug Probe wurden auf ein 13,7%-Gel aufgetragen, durch
SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und nach Elektrotransfer im Western-Blot
immunologisch hinsichtlich der Spiegel von RhoA, RhoB, Racl und Cdc42
analysiert. Als Referenzprotein wurde f-Aktin mitgefiihrt.

Ebenso wie RhoA blieb die Expression von RhoB bis zu einer C3™'-Konzentration von 100

nmol/L konstant. Parallel zur ADP-Ribosylierung von RhoA konnte eine Hoch-Regulation

der Expression von RhoB beobachtet werden. Die Expression von Racl und Cdc42 wurde in

NT2-Zellen durch keine der eingesetzten C3"*-Konzentration verindert. Als Ladungs-

kontrolle wurde -Aktin fiir die SDS-PAGE verwendet.
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Cl.14 Zeitabhingige Wirkung von C3"' und C3"'E174Q auf die Zellmorphologie
von NT2-Zellen

Bisher wurde ausschlielich die RhoA-Inaktivierung durch C3™ fiir die Bildung von Neuriten
in neuronalen Zellen verantwortlich gemacht. Um dies zu iiberpriifen, wurde im Folgenden

t
3b0

neben C auch die Wirkung von dessen enzymdefizienter Mutante C3"'E174Q auf die

Morphologie von NT2-Zellen zeitabhiingig untersucht.

Abbildung C 7: Zeitabhiingiger Vergleich der morphologischen Verinderungen von NT2-Zellen nach
Zugabe von C3"" oder C3""' E174Q
NT2-Zellen wurden fiir verschiedene Zeitriume mit 300 nmol/L C3™" (A) oder 300
nmol/L C3*'E174Q (B) inkubiert und mittels Phasenkontrastmikroskopie analysiert.
VergroBerung: 20x; MaBstab: 50 pm

Abbildung C 7 zeigt exemplarisch die Morphologie von NT2-Zellen, nachdem sie {iber
verschiedene Zeitrdume in Gegenwart von 300 nmol/L C3M (Abb. C 7A) oder C3™E174Q
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(Abb. C 7B) kultiviert wurden. Anhand der Phasenkontrastaufnahmen wurde zu jedem der
gewihlten Zeitpunkte die Anzahl der Zellen, die nach der Behandlung mit C3" Zellausldufer
gebildet hatten, in Bezug zur Gesamtzellzahl quantitativ bestimmt (Abb. C 8). Sowohl die
phasenkontrastmikroskopischen Darstellungen, als auch die Quantifizierung zeigen, dass
bereits 6 h nach der Gabe von C3* etwa 12% der NT2-Zellen Zellausliufer gebildet hatten.
Mit steigender Kulturdauer konnte sowohl eine Zunahme in der Anzahl der Zellen mit
Neuriten, als auch in der Gesamtldnge der Neuriten beobachtet werden. Nach 24 h besallen
etwa 50% aller Zellen Neuriten. C3**'E174Q hingegen induzierte in NT2-Zellen unabhingig
von der Behandlungsdauer keine Bildung von Zellauslaufern (Abb. C 7B).

w B n
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o
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Zellauslaufern [%]
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Zeitin h

Abbildung C 8: Quantitative Analyse der Neuritenbildung von NT2-Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten

nach der Behandlung mit C3"

Mit Hilfe der Phasenkontrastaufnahmen wurde eine quantitative Analyse der
Zellausliuferbildung vorgenommen nach Behandlung mit 300nmol/L C3". Diese
erfolgte durch Auszdhlen der Zellen mit Zellausldufern, welche prozentual zur
Gesamtzellzahl eines dokumentierten Bildes berechnet wurden. Dargestellt sind die
Durchschnittswerte aus drei unabhidngigen Experimenten mit den jeweiligen
Standardfehlern. Insgesamt wurden je Zeitpunkt etwas 300-350 Zellen analysiert.

Fiir die Analysen aller Bedingungen wurde der two-tailed student’s paired t-test mit

einem Signifikanzgrad von *P < 0,05 angewendet.
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Cl.15 Zeitabhdngiger Einfluss von C3 auf die Expression von RhoA, RhoB, Racl und
Cdc42

Neben der Wirkung von €3 und C3™'E174Q auf die Morphologie von NT2-Zellen wurde
auflerdem die Wirkung auf die Protein-Expression der Rho-GTPasen RhoA, RhoB, Racl und
Cdc42 zeitabhidngig untersucht. Die zeitabhéngige Expressionsanalyse von RhoA ergab, dass
bereits 3 h nach der Gabe von C3" eine zusitzliche, etwas hoher laufende Bande detektiert
werden konnte, welche dem ribosylierten RhoA entspricht (Abb. C 9). Im Vergleich zu der
unmodifizierte RhoA-Bande aus den Kontrollzellen zeigt Abb. C 9 aullerdem, dass die
Expression von RhoA marginal ansteigt, wenn das Signal des unmodifizierten RhoAs mit
dem Signal des ribosylierten RhoA addiert wird, wobei der Anstieg der RhoA-Expression
parallel zu der ADP-Ribosylierung verlauft.

C3pbot C3botE174Q
RhoA-rib.

S R -:/RhOA | — ——— — —

e e L

— S e S D S Rac1 O —— — —

- —— — Cdc42 | . O — —

W e | [-Actin | W - ———

0 3 6 9 12 24 h 0 3 6 9 12 24

Abbildung C 9: Zeitabhiingige Immunoblot Analyse der Rho GTPase-Expression in NT2-Zellen nach
Zugabe von C3"" oder C3"'E174Q
NT2-Zellen wurden mit 300 nmol/L C3" oder C3*'E174Q iiber die angegebenen
Zeitraume bei 37°C inkubiert und anschlieBend lysiert. Jeweils 20 ug Probe wurden
auf ein 13,7%-Gel aufgetragen, durch SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und
nach einem Western-Blot immunologisch hinsichtlich der Spiegel von RhoA, RhoB,
Racl und Cdc42 analysiert. Als Referenzprotein wurde -Aktin mitgefiihrt.

Die Behandlung der Zellen mit C3°*E174Q zeigte erwartungsgemiB keinen Einfluss auf die
Expression und die Ribosylierung von RhoA. Die ADP-Ribosylierung und die daraus
resultierende Inaktivierung von RhoA wurden von einer Hochregulation der RhoB-Expression
begleitet. Die RhoB-Expression blieb in den C3"'E174Q-behandelten Zellen unverindert.

Weder nach Behandlung mit C3", noch mit C3"E174Q konnte eine Verinderung in der

Expression von Racl und Cdc42 in NT2-Zellen festgestellt werden.
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Cl16 Aktivitit von Racl

In den bisherigen Untersuchungen konnte weder konzentrations-, noch zeitabhéngig eine
Verinderung der Expression von Racl nach der Behandlung mit C3"" oder C3"E174Q in
NT2-Zellen beobachtet werden. Es ist jedoch bekannt, dass aktives Racl u. a. wichtig fiir das
Auswachsen von Neuriten ist (Luo, 2000). Daher wurde im Folgenden die Aktivitit von Racl
in NT2-Zellen nach Behandlung mit C3"" oder C3**'E174Q mit Hilfe eines Rac1-Pull-Down-
Experiments untersucht (Kapitel B 2.4. ff). Im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen
(0 h) konnte dabei mit zunechmender Behandlungsdauer keine Zunahme an aktivem Racl
(Rac-GTPs) festgestellt werden. Ebenso blieb die Expression des Racl-Gesamtproteins
konstant (Abb. C 10). Anhand dieser Daten kann eine Aktivierung von Racl durch C3™" und
C3"™'E174Q in NT2-Zellen ausgeschlossen werden.

C3bot C3MtE174Q
el T YT ~ Rac1-_GTP - o on o oo 8 -~
(aktiv)
Rac1
0 3 6 9 12 24 K+ h 0 3 6 9 12 24 K+

Abbildung C 10: Analyse der Aktivitit von Racl in NT2-Zellen nach Behandlung mit C3"* oder

C3"E174Q

Die Zellen wurden fiir verschiedene Zeitrdume mit 300 nmol/L C oder
C3"E174Q bei 37°C inkubiert und Lysate hergestellt. AnschlieBend wurde ein Racl
Pull-down mit Hilfe der GST-PAK-CRIB-Doméne durchgefiihrt. Mit unbehandeltem
Zelllysat wurde ein Nukleotidaustausch mit nicht-hydrolysierbarem GTPyS
vorgenommen und als Positivkontrolle (K+) mitgefiihrt. Die Proben wurden SDS-
PAGE elektrophoretisch aufgetrennt. Nach dem Western Blot erfolgte die
Immundetektion mit einem Racl-spezifischen Antikorper.

3 bot
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Ccl.2 Wirkung von C3" und C3"E1740Q, sowie den Fragmenten
C3"'154-182 und C3"'181-211 auf humane Modell-Neurone

Cl1.2.1 Untersuchung des Axonwachstums von NT2/N-Zellen

Im Gegensatz zu neuronalen Zelllinien konnte an priméren murinen Hippokampusneuronen

gezeigt werden, dass nicht nur C3™, sondern auch die enzymdefiziente Mutante C3"*E174Q

sowohl Axonwachstum, als auch Bildung axonaler Verzweigungen induziert (Ahnert-Hilger

et al. 2004). Daher wurde in diesem Teil der Arbeit die Wirkung von €3 und C3™E174Q

auf das Axonwachstum der humanen Modell-Neurone NT2/N untersucht.

Abbildung C 11: Immunfluoreszenzmikroskopische Analyse der Morphologie von NT2/N-Zellen
NT2/N-Zellen wurden auf Kollagen beschichtete Deckglédschen ausplattiert und nach
48 h standardfixiert. Die Kerne wurden mit DAPI gefarbt (A) und eine Immun-
Doppelfarbung gegen Tubulin (mit Y/L 1-2) (B) und MAP2b (Mikrotubuli
assoziiertes Protein 2b, dendritenspezifisch) (C) durchgefiihrt. In (D) ist die
Uberlagerung der drei Firbungen dargestellt. MaBstab: 50 um, VergroBerung: 20x

Die systematische Analyse von C3-Fragmenten hat ergeben, dass die neurotrophe Wirkung
von C3 iber einen Bereich im C-Terminus vermittelt wird. Um diesen Bereich weiter
einzugrenzen wurden zwei C-terminale Fragmente C3"'154-182, welches u. a. das ARTT-
Loop enthilt, und C3b°t181—211, das den Bereich c-terminal des ARTT-Loops beinhaltet,
hinsichtlich ihrer Wirkung auf das Axonwachstum iiberpriift (Kapitel A 3.1 und A 3.3).
Hierzu wurden die NT2/N-Zellen in Gegenwart von C3*, C3"'E174Q, C3"'154-182 oder
C3'181-211 kultiviert. In Ubereinstimmung mit den Untersuchungen an primiren
Hippokampusneuronen (Ahner-Hilger et al. 2004) und den bisherigen Ergebnissen dieser
Arbeit, die zeigen, dass 100uM C3"* bereits deutlich die Bildung von Neuriten in NT2-Zellen
induziert, wurde fiir die Analyse der Wirkung von C3*" und C3"E174Q auf NT2/N-Zellen
ebenso eine Konzentration von 100uM gewihlt. Nach einer Kultivierungszeit von 24, 48 und
72 h wurden die Neurone nach einem Standardprotokoll fixiert. AnschlieBend wurde eine

Immun-Doppelfirbung durchgefiihrt (Abb. C 11).
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Tubulin ist ubiquitdr {iber das gesamte Neuron verteilt, was eine morphologische Auswertung
der Zellen tiber die Tubulinfarbung ermdglichte (Abb. C 11B). Um das Axon optisch von den
Dendriten unterscheiden zu konnen, wurden diese mit dem Dendriten-Markerprotein MAP2b
angefirbt (Abb. C 11C). Es zeigte sich, dass Neurone, die mit C3", C3**E174Q und
C3"'154-182 behandelt wurden, bereits nach 24 h signifikant lingere Axone besallen, als die
unter Kontrollbedingungen kultivierten Neurone. Im Gegensatz dazu entsprach die
durchschnittliche Axonlinge der in Anwesenheit von C3°'181-211 kultivierten Neurone der
Axonlidnge der Kontrollneurone (Abb. C 12).

Mit ansteigender Kulturdauer konnte unter allen Bedingungen eine generelle Zunahme der
Axonlidngen beobachtet werden (Abb. C 13 und C 14). Verglichen mit den Kontrollzellen
waren die Axone der in Gegenwart von C3"', C3*E174Q und C3**'154-182 kultivierten
Neurone auch nach 48 und 72 h signifikant linger. Die mittlere Axonlinge der mit C3™'181-
211 behandelten Neurone blieb hingegen auf Kontrollniveau. Die Auflistung der Durch-
schnittswerte der gemessenen Axonlingen sowie des dazugehorigen Standardfehlers,
angegeben in pm, sind in Tabelle C 1 aufgefiihrt. Die Einzelwerte kdnnen den jeweiligen

Tabellen im Anhang unter F2 bis F4 entnommen werden.

Kontrolle | C3°°'181-211 | C3°*'154-182 | C3"*E174Q c3
24h | 1119+21um [ 121,979 um | 158,17 um | 170,2+3,2 um | 168,6 + 4,8 um
48 h | 157,6 £7,1 ym | 161,988 um | 2134+ 7 um | 219,3 £3,2 ym | 220,2 £2,9 ym
72h | 1957+ 88 um | 196,6 + 8,1 ym | 264,1 £8 ym | 276,9 £ 4,6 ym | 276,6 £ 9,4 um

Tabelle C 1: Gemessene durchschnittliche Axonlingen in NT2/N-Zellen nach Behandlung mit C3",
C3"E174Q, C3"°'154-182 oder C3"*'182-211
Tabellarische Darstellung der ermittelten durchschnittlichen Axonldngen (Mittelwert
+ Standardfehler) von kultivierten NT2/N-Zellen unter Kontrollbedingungen und
jeweils 24, 48 und 72 h nach Gabe von C3"'181-211, C3"'154-182, C3""E174Q und
C3"™. Fiirr jede Bedingung wurden 3 unabhingige Experimente mit n = 100
durchgefiihrt.

Durch die Bildung von Verzweigungen und synaptischen Kontakten konnte nach 72 h unter
allen Bedingungen eine Zunahme des Komplexititsgrades der Neurone verzeichnet werden.
Aufgrund dieser Beobachtung wurden nach 72 h neben den Axonlédngen auch die Anzahl der
axonalen Verzweigungen quantitativ ausgewertet (Abb. C. 14 C). Dabei ergab sich eine
durchschnittliche Anzahl von drei Verzweigungen fiir Neurone, die mit C3", C3**'E174Q
und C3°'154-182 behandelt wurden. Fiir Neurone, die unter Kontrollbedingungen oder in
Gegenwart von C3*'181-211 kultiviert wurden, konnte durchschnittlich eine Verzweigung

gezéhlt werden.
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Kontrolle
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Abbildung C 12: Effekte von C3"", C3""'E174Q, C3"*'154-182 oder C3"*'182-211 auf das Axonwachstum

von NT2/N-Zellen nach 24 h

NT2/N-Zellen wurden auf Kollagen beschichtete Deckglidschen ausplattiert und fiir
24h mit 100 nmol/L C3", bzw. C3*E174Q oder 300 nmol/L C3"'154-182, bzw.
C3"'182-211 inkubiert und anschlieBend standardfixiert. Es wurde eine Immun-
Doppelfarbung gegen Tubulin (griin) und gegen MAP2b (rot) sowie eine DAPI-
Firbung (blau) durchgefiihrt, Gezeigt sind jeweils die Uberlagerungen der drei
Farbungen (A). Fir die morphometrischen Analysen wurden die Axone der
fluoreszenzmikroskopisch dokumentierten NT2/N-Zellen mit Hilfe der KIB-Metreo-
Software vermessen. Dargestellt sind die ermittelten Durchschnittswerte und
Standardfehler der von jeder Bedingung gemessenen Axonldngen nach 24 h aus drei
unabhéngigen Experimenten mit n = 100 (B). Fiir die Analysen aller Bedingungen
wurde der two-tailed student’s paired t-test mit einem Signifikanzgrad von *P < 0,05
angewendet. Maf3stab: 50 um, VergroBerung: 20x
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Abbildung C 13: Effekte von C3", C3"'E174Q, C3"°'154-182 oder C3"*'182-211 auf das Axonwachstum

von NT2/N-Zellen nach 48 h

NT2/N-Zellen wurden auf Kollagen beschichtete Deckgléschen ausplattiert und fiir
48h mit 100 nmol/L C3", bzw. C3*E174Q oder 300 nmol/L C3"'154-182, bzw.
C3"'182-211 inkubiert und anschlieBend standardfixiert. Es wurde eine Immun-
Doppelfarbung gegen Tubulin (griin) und gegen MAP2b (rot) sowie eine DAPI-
Firbung (blau) durchgefiihrt, Gezeigt sind jeweils die Uberlagerungen der drei
Férbungen (A). Fir die morphometrischen Analysen wurden die Axone der
fluoreszenzmikroskopisch dokumentierten NT2/N-Zellen mit Hilfe der KIB-Metreo-
Software vermessen. Dargestellt sind die ermittelten Durchschnittswerte und
Standardfehler der von jeder Bedingung gemessenen Axonldngen nach 48 h aus drei
unabhéngigen Experimenten mit n = 100 (B). Fiir die Analysen aller Bedingungen
wurde der two-tailed student’s paired t-test mit einem Signifikanzgrad von *P < 0,05
angewendet. Mafstab: 50 um, VergroBerung: 20x
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Abbildung C 14: Effekte von C3", C3"'E174Q, C3"°'154-182 oder C3"*'182-211 auf das Axonwachstum

von NT2/N-Zellen nach 72 h

NT2/N-Zellen wurden auf Kollagen beschichtete Deckgldschen ausplattiert und fiir
72h mit 100 nmol/L C3°, bzw. C3*E174Q oder 300 nmol/L C3"'154-182, bzw.
C3"'182-211 inkubiert und anschlieBend standardfixiert. Es wurde eine Immun-
Doppelfarbung gegen Tubulin (griin) und gegen MAP2b (rot) sowie eine DAPI-
Firbung (blau) durchgefiihrt. Gezeigt sind jeweils die Uberlagerungen der drei
Férbungen (A). Fir die morphometrischen Analysen wurden die Axone der
fluoreszenzmikroskopisch dokumentierten NT2/N-Zellen mit Hilfe der KIB-Metreo-
Software vermessen. Dargestellt sind die ermittelten Durchschnittswerte und
Standardfehler der von jeder Bedingung gemessenen Axonldngen nach 72 h aus drei
unabhéngigen Experimenten mit n = 100 (B). Zusétzlich wurde die Anzahl der
durchschnittlichen axonalen Verzweigungen (rote Pfeile) pro Kulturbedingung durch
auszdhlen ermittelt (D). Fiir die Analysen aller Bedingungen wurde der two-tailed
student’s paired t-test mit einem Signifikanzgrad von *P < 0,05 angewendet.
MafBstab: 50 um, VergroBerung: 20x
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In Abbildung C 15 ist die Kinetik des Axonwachstums dargestellt. Darin wird deutlich, dass
€3, C3™E174Q und auch das C-terminale Fragment C3°*'154-182, welches das ARTT-
Loop enthilt, zu einem verstirkten Axonwachstum fiihren. Auflerdem ist klar erkennbar, dass
die Wirkung von C3** und C3"'E174Q auf das Axonwachstum iiber die Zeit nahezu konstant
ist und sich die Wirkung von C3"'154-182 nur geringfiigig von diesen unterscheidet.

Der Kurvenverlauf iiber die Zeit ist von Kontrollzellen und den Zellen, die mit dem C-
terminalen Fragment C3°181-211 ohne ARTT-Loop behandelt wurden, ebenfalls nahezu
identisch. Daraus kann geschlossen werden, dass der ARTT-Loop sowohl fiir den
axonotrophen Effekt von C3, als auch fiir die Bildung von Verzweigungen eine zentrale

Bedeutung haben konnte.
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Abbildung C 15: Gegeniiberstellung des durch C3**, C3"'E174Q, C3"*'154-182 oder C3"*'182-211
induzierten Axonwachstums zu verschiedenen Zeitpunkten
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler der morphometrisch analysierten
Axonlidngen zu den verschiedenen Zeitpunkten nach der Kultivierung in Gegenwart
von C3"™, C3™E174Q, C3™'154-182 oder C3*'182-211 aus drei unabhingigen
Experimenten mit jeweils 280-320 Zellen pro Bedingung. Fiir die Analysen aller
Bedingungen wurde der two-tailed student’s paired t-test mit einem Signifikanzgrad
von *P < 0,05 angewendet.
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cl22 Expression von RhoA, RhoB, Racl und Cdc42 in humanen Modell-Neuronen
Wie zuvor in den NT2-Zellen wurde die Proteinexpression von RhoA, RhoB, Racl und
Cdc42 auch in NT2/N-Zellen untersucht, nachdem diese iiber verschiedene Zeitrdume in
Anwesenheit von C3*, C3"'E174Q und C3"*'154-182 kultiviert wurden.

Die Expressionsanalyse von RhoA ergab, dass in den mit C3"" kultivierten Zellen bereits
nach 3 h eine ADP-Ribosylierung von RhoA festgestellt werden konnte. Nach 9 h nahm die
RhoB-Expression leicht zu. Im Gegensatz dazu wurde weder die Expression von RhoA, noch
die Expression von RhoB durch C3*'E174Q oder C3**'154-182 beeinflusst. Die Analyse der
Expression von Racl und Cdc42 ergab, dass diese im Vergleich zu Kontrollbedingungen (0 h)
zu keinem Zeitpunkt durch C3™', C3*'E174Q oder C3**'154-182 verindert wurde.

C3bot C3botE174Q C3bot154-182
RhoA-rib.
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Abbildung C 16: Zeitabhiingige Immunoblot Analyse der Rho GTPase-Spiegel in NT2/N-Zellen nach

Zugabe von C3"', C3""'E174Q oder C3"'154-182

NT2/N-Zellen wurden mit 100 nmol/L C3*" oder C3"*E174Q bzw. 300 nmol/L
C3"'154-182 iiber die angegebenen Zeitriume bei 37°C inkubiert und anschlieBend
lysiert. Jeweils 20 pg Probe wurden auf ein 13,7 %-Gel aufgetragen, durch SDS-
PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und nach einem Western Transfer
immunologisch hinsichtlich der Spiegel von RhoA, RhoB, Racl und Cdc42
analysiert.
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C2 Einfluss von C3" auf die Differenzierung von NT2-
Zellen

In der Literatur wird C3* als ein Faktor beschrieben, der die Differenzierung von
verschiedenen Neuroblastom-Zelllinien zu Zellen mit neuronalem Phinotyp induziert
(Komagome et al., 1999; Kamata & Hattori, 2007). Im Rahmen dieser Arbeit wurde
festgestellt, dass die Differenzierung von NT2-Zellen mit RA (Abb. C 17B) ebenso wie die
Behandlung mit C3" (Abb. C 17C) starke morphologische Verinderungen, die einem
neuronalen Phinotyp entsprechen, verursacht. Interessanterweise war kein deutlicher
Unterschied in der Zellmorphologie zwischen RA-behandelten und C3**-behandelten Zellen
zu erkennen. Basierend auf diesen Beobachtungen wurde die Hypothese aufgestellt, dass

C3"" moglicherweise die Differenzierung von NT2-Zellen zu NT2/N-Neuronen induziert.

Abbildung C 17: Vergleich der Morphologie von NT2-Zellen nach Gabe von C3" oder RA
NT2-Zellen wurden iiber 24 h entweder mit 300 nmol/L C3"™ (B) oder 10 um RA
(C) inkubiert und anschlieBend phasenkontrastmikroskopisch dokumentiert.
MaBstab: 50 pm, VergroBerung: 20x

C21 Expression von Neurofilament M

Um die Reifung von NT2-Zellen zu postmitotischen NT2/N Neuronen nach Behandlung mit
C3"" oder RA zu iiberpriifen, wurde die Expression des Neurofilaments M, welches als eines
der frithesten neuronalen Markerproteine bekannt ist, mittels Western Blot analysiert.
Abbildung C 18 ist zu entnehmen, dass RA bereits nach 7 Tagen die Expression von NF-M
induziert, welche mit zunehmender Behandlungsdauer zeitabhingig ansteigt. Im Gegensatz

3b0t

dazu konnte in Zellen, die in Anwesenheit von C kultiviert wurden, auch nach 35 Tagen

kein NF-M nachgewiesen werden.
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Abbildung C 18: Immunoblot-Analyse der NF-M-Expression in NT2-Zellen wiihrend der Differenzierung
nach Gabe von C3"* oder RA
NT2-Zellen wurden iiber die angegebenen Zeitrdume mit 10 pmol/L RA oder 100
nmol/L C3"' behandelt, anschlieBend lysiert und je 15 pg Protein iiber eine 7,5 %ige
SDS-PAGE aufgetrennt. Nach dem Western Blot erfolgte die Immundetektion mit
einem NF-M-spezifischen Antikorper (NL-6).

Da NT2-Zellen in ihrem Ursprung keine Neuroblastom-, sondern Teratomzellen sind, wurde
die Expression von NF-M nach Behandlung mit C3" oder RA auch in SH-SY5Y-Zellen
untersucht. Von SH-SYSY ist ebenfalls bekannt, dass diese nach der Differenzierung mit RA
einen neuronalen Phénotyp ausbilden und Neurofilamente exprimieren (Encinas ef al., 2000).
Es zeigte sich, dass SH-SY5Y im Gegensatz zu NT2-Zellen bereits ohne Behandlung mit RA
einen Grundspiegel an NF-M besitzen. Nach einer 28-tdgigen Behandlung mit RA konnte
sowohl bei den NT2-, als auch bei den SH-SY5Y-Zellen eine starke NF-M-Expression
detektiert werden, wohingegen die Kultivierung in Anwesenheit von C3"" weder bei NT2-,
noch bei SH-SY5Y-Zellen die Expression von NF-M induzierte. Diese Ergebnisse belegen,
dass C3"" allein nicht in der Lage ist NT2-Zellen zu NT2/N-Neuronen zu differenzieren.
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Abbildung C 19: Vergleich der NF-M Expression in NT2- und SH-SY5Y-Zellen nach der Behandlung mit

C3"" oder RA

Es wurden jeweils Lysate von unbehandelten NT2- und SH-SY5Y-Zellen (K-), NT2-

und SH-SY5Y-Zellen, nachdem sie iiber 28 Tage in Gegenwart von 10 pumol/L RA

oder 100 nmol/L C3* kultiviert wurden und von NT2/N-Zellen, die eine
fiinfwochige Differenzierung mit RA und anschliefender Zytostatika-Behandlung
durchlaufen sind (Positivkontrolle K+) angefertigt. Von jedem Lysat wurden 15 pg

Protein iiber eine 7,5 %ige SDS-PAGE aufgetrennt und nach einem Western Blot die
Immundetektion mit dem NF-M-spezifischen Antikoérper NL-6 durchgefiihrt.

-63 -



Ergebnisse

C3 Aufnahme und subzellulire Verteilung von C3"" und
C3"'E174Q in NT2-Zellen

bot -
3" aber nicht dessen

In Kapitel C 1 der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass C
enzymdefiziente Mutante C3™E174Q das Auswachsen von Neuriten in NT2-Zellen
verursacht, wohingegen in NT2/N-Zellen sowohl C3*, als auch C3"E174Q eine
axonotrophe Wirkung besitzen. AuBlerdem wurde festgestellt, dass bereits nanomolare C3™L
Konzentrationen ausreichen, um morphologische und biochemische Effekte sowohl in NT2-,
als auch in NT2/N-Zellen zu induzieren. Aus diesen Beobachtungen ergaben sich mehrere
Fragen, die im Folgenden geklirt werden sollten:
1. Ist das durch C3" induzierte Neuritenwachstum ausschlieBlich von dessen Enzym-
aktivitit abhingig, oder wird C3**'E174Q von NT2-Zellen nicht internalisiert?
2. Welchen Aufnahmeweg benutzt C3*', um in NT2-Zellen zu gelangen?
3. Wie kann sich der Mechanismus von C3* und C3"E174Q auf neuronale
Vorlduferzellen und terminal differenzierte Neurone hinsichtlich ihrer neurotrophen

Wirkung unterscheiden?

C3.1 Subzellulire Verteilung von C3" und C3""'E1740 in NT2-Zellen
Um die Aufnahme, sowie deren subzelluldre Verteilung zu untersuchen, wurden NT2-Zellen
in Anwesenheit von C3"" oder C3b°tE174Q kultiviert und nach 30 min fixiert. Anschlie3end
erfolgte eine Immunfirbung mit einem polyklonalen Antikérper gegen C3™" und C3™'E174Q.
Um die Spezifitit der Antikorper zu iiberpriifen, wurden unbehandelte NT2-Zellen mit dem
jeweiligen Antikdrper immungefarbt (Abb. C 20C und F). Abbildung C 20C zeigt, dass die
Antikorper keine zelluldren Strukturen erkennen. Somit konnte sichergestellt werden, dass
diese C3, bzw. C3"'E174Q mit hoher Spezifitit erkennen. Da der gegen C3™" gerichtete
Antikdrper C3™" und C3"E174Q gleichermaBen erkennt, wurde bei den folgenden
Lokalisierungsstudien ausschlieBlich mit diesem weitergearbeitet. Dabei zeigte sich sowohl
bei den C3b°t-behandelten, als auch bei den C3b°tE174Q-behandelten Zellen eine punktuelle,
sich iiber die gesamte Zelle erstreckende Farbung. Somit sind C3** und C3*'E174Q nach der
Aufnahme zunichst ubiquitér in der gesamten Zelle verteilt (Abb. C 20A, B, D und E).
Anhand der [**P]-ADP-Ribosylierung (Abb. C5) wurde die Internalisierung von C3* bereits
biochemisch nachgewiesen. Da sich €3 und C3™E174Q lediglich in einer Aminoséure
unterscheiden, zeigen diese Daten, dass C3™ und C3b°tE174Q von NT2-Zellen

gleichermalflen internalisiert werden.
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Um eine Bindung von C3" bzw. C3*E174Q an die Zellen zu zeigen, wurden verschiedene
Versuche bei 4°C, wobei eine Internalisierung der Proteine unterbunden wird, vorgenommen.

Diese fiihrten im Rahmen dieser Arbeit zu keinem aussagekréftigen Ergebnis.

C3bot C3btE174Q Kontrolle

a-C3bot

Uberlagerung

Abbildung C 20: Immunzytochemische Analyse der subzelluldren Verteilung von C3"* und C3"'E174Q in

NT2-Zellen

NT2-Zellen wurden auf Kollagen beschichtete Deckgldschen ausplattiert und fiir 30

min mit 300 nmol/L C3", bzw. C3""E174Q inkubiert, stringent gewaschen und
anschlieBend mit Formaldehyd-Methanol fixiert. Mit Hilfe der polyklonalen
Antikorper gegen C3™, bzw. C3"E174Q (rot) wurden die Zellen immungeférbt und

eine DAPI-Firbung (blau) durchgefiihrt. Gezeigt sind die C3™-Firbung (A-C) und

die Phasenkontrastaufnahmen der NT2-Zellen inklusive der C3™- und DAPI-

Firbung (D-F). Als Kontrolle wurden unbehandelte NT2-Zellen gegen C3™
immungefarbt (C und F) Vergroferung 63x

C32 Aufnahme von C3"" iiber Endozytose

Auf welchem Wege C3*"in seine Zielzellen gelangt, ist bis heute noch ungeklirt, da ihm eine
bekannte Binde- und Translokationsdoméne fehlt. Eukaryotische Zellen besitzen verschiedene
Moglichkeiten zur Internalisierung extrazelluldrer Stoffe, um diese anschliefend gezielt an
spezifische Organellen im Zytoplasma weiterzuleiten. Dieser als Endozytose bezeichnete
Prozess umfasst unterschiedliche Aufnahmemechanismen wie Phagozytose, Pinozytose,
Clathrin-unabhéngige und Clathrin-abhéngige Endozytose (Mukherjee et al., 1997).

Fiir einen ersten Klarungsansatz wurde {iberpriift, ob C3" iiber den Weg der Endozytose in
NT2-Zellen gelangen konnte. Dazu wurde in der vorliegenden Arbeit die Kolokalisation von
EEAT1 (early endosomal antigen 1), einem bekannten Markerprotein der frithen Endosomen

(Mu et al., 1995; Dumas et al, 2001) mit C3"" durchgefiihrt. Dabei wurden die Zellen
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zeitabhingig in Anwesenheit von C3*' kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen fixiert,

gegen C3™ und EEA1 eine Immun-Doppelfirbung durchgefiihrt und fluoreszenz-

mikroskopisch analysiert.

a-C3 o-EEA1 Uberlagerung Phasenkontrast

x>

3 min

6 min

12 min

Abbildung C 21: Kolokalisationsstudie von C3"" mit friithen Endosomen in NT2-Zellen
NT2-Zellen wurden auf Kollagen beschichtete Deckgldaschen ausplattiert und fiir 3, 6
und 12 min. mit 300 nmol/L C3*" inkubiert und mit Formaldehyd-Methanol fixiert.
Anschliefend erfolgte eine Immun-Doppelfirbung gegen C3" (rot) und gegen den
friithen endosomalen Marker EEA1 (griin) durchgefiithrt. Gezeigt sind jeweils die
Uberlagerungen der zwei Firbungen und die dazugehdrige Phasenkontrastaufnahme.
VergroBerung 63x

Abbildung C21 veranschaulicht, dass sich C3™' und EEA1 sowohl in der Nihe der
Plasmamembran, als auch in der perinukledren Region befinden, und somit ein dhnliches
Verteilungsbild zeigen. Anhand der Uberlagerung konnte jedoch im Rahmen dieser Arbeit

keine echte Kolokalisation von C3°' und EEAI festgestellt werden. Um eine weitere

- 66 -



Ergebnisse

Charakterisierung der Aufnahme von C3" vorzunehmen, bedarf es noch weiterer
Experimente.
C3.3 Subzellulire Verteilung von C3" und C3"E174Q in murinen

Hippokampusneuronen
Um die subzelluldre Verteilung von C3"" und dessen enzymdefizienter Mutante C3™E174Q
in einem System, das mdglichst physiologischen Bedingungen entspricht, zu untersuchen,
wurde eine Bindungs- und Aufnahmestudie mit Hilfe des ex vivo Zell-Models der primiren
Hippokampusneurone in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Ahnert-Hilger an der Charité
Berlin durchgefiihrt. Das System der primiren Hippokampusneurone ist in dieser

Arbeitsgruppe etabliert (Methode sieche Ahnert-Hilger ef al., 2004).

Alexa488-C3bt Alexa488-C3°'E174Q

Abbildung C 22: Immunzytochemische Analyse der Lokalisation von C3"* und C3""'E174Q in primiren

Hippokampusneuronen

Hippokampusneurone (E15-17) wurden auf Laminin beschichtete Deckglidschen
ausplattiert und fiir 60 min in Gegenwart von 250 nmol/L fluoreszenzmarkiertem

C3"" (Alexa488-C3") oder C3™'E174Q (Alexa488-C3"E174Q) bei 37°C kultiviert

und anschlieBend standardfixiert. Gezeigt sind die Fluoreszenzaufnahmen (A und B),

sowie die aus Fluoreszenz- und Phasenkontrastaufnahme gebildeten Uberlagerungen

(C und D). Vergroflerung 63x

Fiir die Internalisierungsstudie wurden die primédren Hippokampusneurone in Gegenwart von

250 nmol/L Alexa 488-markiertem C3"" bzw. C3™'E174Q kultiviert und anschlieBend nach
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einer Standardmethode fixiert. Es konnte hierbei sowohl fiir Alexa488-C3"™ (Abb. C 22A und
C), als auch Alexa488-C3""E174Q (Abb. C 22B und D) eine diffuse, punktuelle Verteilung
im Zytoplasma beobachtet werden.

Um die eingangs aufgestellte Frage zu beantworten, ob Neurone moglicherweise eine andere
Oberflachenstruktur als neuronale Vorlduferzellen besitzen, wurde eine Bindungsstudie mit
Alexa488-C3™" bei 4°C durchgefiihrt. In dieser klassischen Form der Bindungsstudie konnte
keine Bindung nachgewiesen werden (Abb. C 23A und C). Wurden die Zellen jedoch nach
der Bindung stringent gewaschen und fiir 1 h bei 37°C inkubiert, konnte das Alexa488-
markierte C3bot in den Zellen gefunden werden (Abb. C 23B und D). Dieses Ergebnis

impliziert das Vorhandensein eines Bindungspartners auf der Zelloberfliche von Neuronen.

Bindung Bindung und Internalisierung

Abbildung C 23: Immunzytochemische Analyse der Bindung von C3" an primiren

Hippokampusneuronen

Hippokampusneurone (E15-17) wurden auf Laminin beschichtete Deckglidschen
ausplattiert. Die Zelle wurden fiir 30 min bei 4°C in Gegenwart von 250 nmol/L
Alexa488-C3"™" inkubiert und fir die Bindungsstudie anschlieBend sofort
standardfixiert (A und C). Fiir die Analyse der Bindung mit anschliefender
Internalisierung wurden die Zellen nach der Inkubation bei 4°C stringent gewaschen
und fiir 60 min bei 37°C inkubiert (B und D) Gezeigt sind die Fluoreszenzaufnahmen
(A und B), sowie die aus Fluoreszenz- und Phasenkontrastaufnahme gebildeten
Uberlagerungen (C und D). VergroBerung 63x

Da aber nicht ausgeschlossen werden kann, dass auch dieses ex vivo Modell-System ebenso

wie das NT2/N-System aus einer Mischpopulation von Neuronen und Astrozyten besteht, gibt
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die Morphologie der Zellen, in denen Alexa488-C3* und Alexa488-C3"E174Q, nach-
gewiesen werden konnten, Anlass zu der Vermutung, dass sowohl Alexa488—C3b°t, als auch
Alexa488-C3"'E174Q nicht nur in den Neuronen, sondern auch in Astrozyten lokalisiert ist.
Diese Hypothese konnte anhand einer Internalisierungs- und Bindungsstudie, in der einer
Immunfarbung gegen GFAP, einem spezifischen Marker flir Astrozyten vorgenommen wird,

verifiziert werden.
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D Diskussion

D1 Wahl eines geeigneten Zellsystems zur Untersuchung
der neurotrophen Wirkung von C3"

Nach heutigem Stand der Forschung inaktiviert C3™ spezifisch RhoA, B und C durch ADP-
Ribosylierung. Da diese GTPasen die wichtigsten Regulatoren des Aktinzytoskeletts sind,
fiihrt ihre Inaktivierung zu einer erheblichen Umstrukturierung des Aktinzytoskeletts, das
wiederum starke morphologische Verdanderungen der Zellen in einem physiologischen System
induziert (Paterson et al., 1990; Wiegers et al., 1991). Je nach Zelltyp ist die Reaktion auf die
RhoA-Inaktivierung unterschiedlich. In nicht-neuronalen Zelllinien verursacht C3" die
Abrundung der Zellen, z. T. mit Ausbildung von Retraktionsfasern, die Neuriten sehr dhnlich
sind (Chardin ef al., 1989), wohingegen es in verschiedenen neuronalen Zelllinien die Bildung
von Neuriten induziert (Komagome, 1994; Marler et al., 2005). Weitere Studien beschreiben,
dass die Behandlung mit C3* nach Riickenmarksverletzungen in verschiedenen
Tiermodellen zu einer Regeneration der Axone fiihrt (Ellezam et al., 2002; Dergham et al.,
2002; Fournier et al., 2003). Im Gegensatz dazu zeigten Untersuchungen an priméren
Hippokampusneuronen erstmals, dass C3"" unabhingig von seiner enzymatischen Aktivitit
sowohl axonales Wachstum, als auch die Bildung von axonalen Verzweigungen fordert
(Ahnert-Hilger et al., 2004). Diese Daten weisen darauf hin, dass C3**' neben seiner Funktion
als ADP-Ribosyltransferase eine neurotrophe Wirkung besitzt, die nicht direkt {iber die
Inaktivierung von RhoA vermittelt wird. Da diese Beobachtungen bisher ausschlieBlich in
priméren, bereits differenzierten Neuronen gemacht wurden, wurde die Hypothese aufgestellt,

dass die neurotrophe Wirkung von C3*

vom Differenzierungsstatus neuronaler Zellen
abhéngt.

Um diese Hypothese zu iiberpriifen musste zunéchst ein Zellsystem gefunden werden, anhand
dessen die Entwicklung von neuronalen Vorlduferzellen zu terminal differenzierten Neuronen
untersucht werden kann. Fiir die Analyse der verschiedenen Aspekte des Nervensystems,
werden in der Literatur neben primdren Neuronen auch klonale Zelllinien mit neuronalen
Eigenschaften verwendet, die jedoch diverse Nachteile mit sich bringen. In den hédufigsten
Féllen wurden diese Zellen aus Neuroblastom-, Phdochromozytom und Medulloblastom-
Tumoren isoliert, also maligne Zellen, wodurch sich die hohe Proliferationsrate erkldren lésst.

Je schneller eine solche Zelllinie jedoch den Zellzyklus durchlduft, desto weniger hat sie mit

einem Neuron gemeinsam. Einer der Griinde dafiir ist, dass die Eigenschaften eines
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differenzierten, reifen Neurons erst ausgebildet werden, wenn es seinen postmitotischen
Zustand erreicht hat (Temple ef al. 1990). Im Gegensatz dazu sind neuronale Tumorzelllinien
nicht in der Lage terminal zu differenzieren (Greene & Tischler 1982). Werden ihnen die, fiir
die Differenzierung bendtigten Faktoren, wie z. B. NGF fiir PC12-Zellen entzogen, ist die
Differenzierung vollkommen reversibel (He ef al., 1989; Lendahl & McKay 1990). Wahrend
der Differenzierung von Zelllinien werden lediglich Neuriten ausgebildet, jedoch nicht die
charakteristische Morphologie von terminal differenzierten, postmitotischen Neuronen. Diese
ist charakterisiert durch eine polare Aufteilung in Axon und Dendriten und den dazugehdrigen
zytoskelettalen Markerproteinen, wie das axonspezifische Tau und dem dendritenspezifischen
Map?2 (Prochiantz, 1995).

Zur Beantwortung der aufgestellten Hypothese wurde in der vorliegenden Arbeit das NT2/N-
System gewihlt. Dieses System basiert auf der Zelllinie NT2/clone D1, die aus einem
humanen, embryonalen Teratokarzinom isoliert wurde. Die Besonderheit von embryonalen
Teratokarzinomzellen ist, dass sie in ihren Eigenschaften humanen embryonalen Stammzellen
sehr dhnlich sind (Martin 1980). NT2-Zellen entsprechen in ihrem Ursprung neuronalen
Progenitorzellen und konnen in vitro mit Retinsdure oder in vivo durch Transplantation
sowohl zu Neuronen, als auch zu Gliazellen und Oligodendrozyten differenziert werden
(Miyazono et al. 1995; Pleasure & Lee 1992; Bani-Yaghoub et al., 1999). Wéhrend der
Differenzierung verdndern sie nicht nur ithre Morphologie, sondern auch ihre Gen- und
Proteinexpression. NT2-Zellen exprimieren verschiedene Marker, wie Nestin und Vimentin,
die fiir neuronale Progenitorzellen typisch sind, und das mikrotubuli-assoziierte Protein
Maplb, welches u. a. ein Marker fiir neuronale Stammzellen ist. NT2/N-Zellen hingegen
exprimieren verschiedene Marker von gereiften Neuronen, wie z. B. die Neurofilamente NF-
L, NF-M und NF-H, sowie das neuronenspezifische Mikrotubuli-assoziierte Protein MAP2b
(Pleasure & Lee 1993). Zudem resultiert die Differenzierung von NT2-Zellen in einen
Zellzyklusarrest in der GO/G1-Phase, wodurch die Zellen terminal differenzieren konnen
(Spinella et al., 1999). Im Gegensatz zu den neuronalen Tumorzelllinien besitzen terminal
differenzierte NT2/N-Zellen die fiir Neurone charakteristische Polaritit und zeigen ein
morphologisch und immunzytochemisch unterscheidbares somatodendritisches (MAP2-
positiv, Abb. C 11) und axonales (MAP2-negativ; Tau-positiv) Kompartiment (Pleasure &
Lee, 1992).

Da sich NT2-Zellen in vitro durch Behandlung mit Retinsdure zu polaren, postmitotischen

Neuronen differenzieren lassen, stellt diese Option ein bis heute einzigartiges Modell dar, um
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die Entwicklung von neuronalen Vorlduferzellen zu humanen Neuronen im Kultursystem zu

untersuchen.

D2 Charakterisierung der Aufnahme und der Funktion
von C3"* in NT2-Zellen

D 2.1 C3™" induziert Neuritenwachstum in neuronalen Vorliuferzellen

tiber die Inaktivierung von RhoA

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass C3™" in NT2- Zellen konzentrations- und zeitabhiingig
die Bildung von Neuriten induziert, wohingegen die enzymdefiziente Mutante C3""'E174Q
keine morphologischen Verdnderungen verursacht (Abb. C 3, C 7). Diese Ergebnisse stehen
im Einklang mit Studien, die beschreiben, dass die C3"induzierte Neuritenbildung in
neuronalen Zelllinien (Sebok et al., 1999, Fujita et al.,, 2001), sowie das Axonwachstum in
verschiedenen priméren Zellsystemen (Fischer et al., 2004; Bertrand et al., 2006; 2007) auf
die Inaktivierung von RhoA durch ADP-Ribosylierung zuriickzufiihren ist. Die Rho-GTPasen
sind als molekulare Schalter an der Integration von extrazelluldren Signalen beteiligt und
regulieren iiber eine Vielzahl von Effektorproteinen die Reorganisation des Aktinzytoskeletts,
sowie die Stabilisierung und Orientierung der Mikrotubuli (DaSilva & Dotti 2002). Der
Einfluss der Rho-GTPasen auf Neuritenwachstum und -retraktion ist ebenso, wie die
unterschiedlichen  Ansdtze zur Forderung der axonalen Regeneration nach
Riickenmarkslisionen vielfach beschrieben worden (fiir eine Ubersicht: Govek et al., 2005;
Linsemann & Loucks 2008). Es ist allgemein akzeptiert, dass aktives RhoA die Entstehung
und Elongation von Neuriten negativ reguliert, wohingegen sowohl aktives Racl als auch
Cdc42 die Neuritogenese positiv regulieren.

Tatséchlich konnte in NT2-Zellen eine konzentrations- (Abb. C 5, C 6) und zeitabhingige
(Abb. C 9) ADP-Ribosylierung von RhoA durch C3*, aber nicht durch C3**E174Q gezeigt
werden. Die ADP-Ribosylierung von RhoA und die Neuritenbildung korrelieren sowohl

t .
3% auch in

konzentrations-, als auch zeitabhdngig miteinander. Interessanterweise induziert C
mikromolaren Konzentrationsbereichen nicht bei allen NT2-Zellen die Bildung von Neuriten,
bzw. eine vollstindige ADP-Ribosylierung von RhoA (Abb. C 4, C 5). Eine mdgliche
Erklarung dafiir konnte sein, dass sich die Zellen zum Zeitpunkt der C3b°t-Applikati0n jeweils
in unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus befinden und die Zellen je nach Zellzyklus-Phase
unterschiedlich sensitiv auf C3"' reagieren. Eine kiirzlich erschienene Arbeit von
Huelsenbeck et al. (2007) beschreibt, dass z. B. Zellen, die sich in der S-Phase befinden fiir

Toxin B (TcdB) aus Clostridium difficile besonders sensitiv sind.
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Es ist bekannt, dass neben RhoA auch RhoB ein Substrat von C3" ist. RhoB gehort zu der
Familie der immediate early genes (kurz: IEG, zu Deutsch etwa zeitnah-reguliertes Gen) und
ist ein Mitglied der Rho-Subfamilie. Ein IEG ist ein Gen, das innerhalb weniger Minuten nach
der Stimulation einer Zelle transkribiert wird. Die Transkription dieser Gene ist nur
voriibergehend und endet bereits einige Minuten nach der Stimulation. RhoB ist das einzige
Gen-Produkt der Rho-Familie, das transkriptionell reguliert wird und eine sehr kurze
Halbwertszeit besitzt. In dieser Arbeit wurde nicht nur die ADP-Ribosylierung von RhoA und
B durch C3™ nachgewiesen (Abb. C 5), sondern auch parallel zu der im Immunoblot
sichtbaren ADP-Ribosylierung von RhoA ein Anstieg der RhoB-Expression festgestellt (Abb.
C 6, C 9). Diese Beobachtungen sind konsistent mit Studien von Huelsenbeck et al. (2007),
die zeigen, dass die C3-Isoform aus Clostridium limosum zu einer Hochregulation der RhoB-
Expression in Fibroblasten fiihrt. Fiir die Hochregulation von RhoB sind bisher verschiedene
Ursachen bekannt: 1. Wachstumsfaktoren (Jahner & Hunter, 1991); 2. genotoxischer Stress,
erzeugt durch alkylierende Reagenzien, oder UV-Strahlung (Fritz et al., 1995); 3. Inhibierung
des Rho-Signalweges z. B. durch Statine (Holstein et al, 2002), oder Toxin A aus
Clostridium difficile (Gerhard et al., 2005). Die genaue Funktion von RhoB in neuronalen
Zellen ist bis heute nicht geklart und wird kontrovers diskutiert. Unter anderem wird in der
Literatur beschrieben, dass die RhoB-Expression in ischdmischen Neuronen ansteigt und die
Apoptose in Hippokampusneuronen von einer RhoB-Hochregulation begleitet wird, was
darauf hinweist, dass RhoB eine zentrale Rolle bei der Signaltransduktion nach ischdmischen
ZNS-Lasionen spielt (Trapp et al., 2001; Brabeck et al., 2004). In embryonalen PC19-Zellen
hingegen zeigen Laplant et al, (2001) einen tempordren Anstieg der RhoB-Expression
wihrend der neuronalen Differenzierung. Welche Konsequenz letztendlich die C3™-
vermittelte Zunahme der RhoB-Expression fiir NT2-Zellen hat, konnte im Rahmen dieser
Arbeit nicht geklart werden. Im Allgemeinen wird jedoch angenommen, dass die
Hochregulation der RhoB-Expression hiufig die Folge sowohl von der Inaktivierung von
RhoA, als auch von Umstrukturierungen im Aktinzytoskelett ist (Ott et al, 2003;
Huelsenbeck et al., 2007). Die Hochregulation von RhoB konnte somit ein Marker fiir die
Inaktivierung von RhoA sein, wobei der RhoB-Hochregulation in diesem Zusammenhang
vermutlich keine spezielle Funktion zugeschrieben werden kann, da RhoB ebenso wie RhoA
durch C3™" inaktiviert wird.

3% hoch

Die Analyse der Expression von Racl und Cdc42 ergab, dass diese weder durch C
durch C3b°tE174Q beeinflusst wurde, was damit erkldrt werden kann, das beide GTPasen

keine Substrate von C3" sind (Aktories & Frevert, 1987; Chardin et al., 1989). Es ist jedoch
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bekannt, dass Racl und RhoA in neuronalen Zellen wechselseitige Wirkungen haben konnen,
die in der Literatur als ,,Crosstalk” bezeichnet werden (Cox et al., 2001). In verschiedenen
Studien wurde gezeigt, dass NGF in neuronalen Zelllinien {iber die Aktivierung von Racl und
gleichzeitiger Inaktivierung von RhoA zur Bildung von Neuriten fiihrt (Yamaguchi et al.,
2001, Nusser et al., 2002). Diese Feststellungen fiihrten zu der Hypothese, dass die C3™L
induzierte Inaktivierung von RhoA moglicherweise eine Aktivierung von Racl zur Folge hat,
die wiederum zur Bildung von Neuriten fiihrt. Entgegen aller Erwartungen konnte in der
vorliegenden Arbeit keine Aktivierung von Racl in NT2-Zellen durch C3* festgestellt
werden (Abb. C 10). Eine Arbeit von Aoki ef al., (2004) zeigt mittels FRET-Analysen, dass
eine besonders hohe Racl-Aktivitit wéhrend der Neuritenbildung in der distalen Hélfte der
Neuritenspitzen vorliegt. Folglich macht das fiir die Neuritenbildung bendtigte aktive Racl
lediglich einen extrem geringen Teil des gesamten Racl in Zellen aus. Der in dieser Arbeit
verwendete Racl-Pull-down dient zur Bestimmung der Racl-Aktivitét in der gesamten Zelle,
wodurch die Mdglichkeit besteht, dass dieser nicht ausreichend sensitiv ist, um eine lokale
Aktivierung von Racl nachzuweisen. Demzufolge kann nicht ausgeschlossen werden, dass
aktives Racl in den Neuritenspitzen vorliegt und somit maB3geblich an der Neuritenbildung
beteiligt ist. Zusammengefasst zeigen die bisherigen Ergebnisse dieser Arbeit in
Ubereinstimmung mit der Literatur, dass das Neuritenwachstum in den neuronalen
Vorlduferzellen NT2 in erster Linie iiber die Inaktivierung von RhoA durch C3 vermittelt

wird.

D22 C3"" gelangt nicht iiber klassische Endozytose in NT2-Zellen

Aufgrund ihrer hohen Spezifitit fiir die Rho-GTPasen werden die C3-dhnlichen ADP-
Ribosyltransferasen als pharmakologische Werkzeuge genutzt, um deren physiologische
Funktionen zu untersuchen. Obwohl die Rho-GTPasen ausschlielich intrazelluldr lokalisiert
sind, besitzen die C3-dhnlichen ADP-Ribosyltransferasen im Gegensatz zu anderen
bakteriellen Toxinen jedoch keine klassische Rezeptorbinde- und Translokationsdoméne, mit
der sie sich selbst in ihre eukaryotische Zielzelle einschleusen konnen. Demnach sind fiir die
Einschleusung der C3-Exoenzyme in ihre Zielzellen entweder hohe extrazelluldre
Konzentrationen oder lange Inkubationszeiten notwendig (Boquet ef al., 1998; Aktories et al.,
2000). Es ist bis heute noch nicht geklért, auf welchem Weg C3" in seine Zielzelle gelangen
konnte, es wird jedoch bisher angenommen, dass die Aufnahme iiber unspezifische
Pinozytose erfolgt. Entgegen der Literaturdaten wurde in dieser Arbeit festgestellt, dass

3b0t

bereits nanomolare C3°°-Konzentrationen in NT2-Zellen ausreichen, um sowohl die ADP-
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Ribosylierung von RhoA (Abb. C 5, 6), als auch die Bildung von Neuriten zu induzieren
(Abb. C 4). Zudem ergab die immunzytochemische Analyse der subzelluldren Verteilung von
C3"" und C3*'E174, dass beide Proteine bereits nach 30 min gleichermafien in NT2-Zellen
nachgewiesen werden konnten, obwohl die extrazellulire Konzentration zum Zeitpunkt der
Applikation im nanomolaren Bereich lag (Abb. C 20). In Anbetracht der Tatsache, dass C3P
bereits in sehr geringen extrazelluliren Konzentrationen von NT2-Zellen internalisiert wird,
wurde im Rahmen dieser Arbeit die Hypothese aufgestellt, dass die Aufnahme {iber einen
spezifischen Aufnhahmemechanismus, wie z. B. {iber einen Rezeptor erfolgt.

3% {iber den

Fiir einen ersten Kldrungsansatz wurde iiberpriift, ob die Aufnahme von C
endosomalen Transport erfolgen konnte. Endosomen bilden ein iiberaus komplexes und
dynamisches System, das nicht nur durch intrazelluldre Prozessierung von Liganden, sondern
auch durch den Austausch von Stoffen zwischen verschiedenen Zellkompartimenten
untereinander und mit der Zellmembran gekennzeichnet ist.

Im Allgemeinen konnen endozytotische Prozesse in unterschiedliche Schritte unterteilt
werden: Invagination der Plasmamembran, Abschniirung des gebildeten Vesikels, Eintritt in
den endozytotischen Transport und Abbau der aufgenommenen Partikel in den Lysosomen.
Die einzelnen Kompartimente des endolysosomalen Transports lassen sich grob schematisch
in drei Gruppen einteilen: friihe Endosomen (early endosomes), spite Endosomen (late
endosomes) und Lysosomen (Perret et al. 2005). Sowohl die frithen, als auch die spéten
endosomalen Kompartimente unterscheiden sich anhand ihrer Morphologie, assoziierter
Proteine, ihrer Funktion und ihres pH-Wertes.

Das Early Endosome Antigen 1 (EEA1) ist ein spezifischer Marker fiir die Endozytose
(Dumas et al. 2001). In dieser Arbeit konnte jedoch keine Kolokalisation von C3"™ oder
C3™E174Q mit EEAI festgestellt werden (Abb. C 21). Zudem ergaben weitere
arbeitsgruppeninterne Studien an der Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y, dass diese in gleicher
Weise wie NT2-Zellen auf nanomolare C3**-Konzentrationen reagieren, die Aufnahme von
C3"" jedoch nicht durch Bafilomycin Al gestoppt werden kann (unverdffentlichte Daten:
Dissertation Stefan Werner). Bafilomycin ist ein potenter Inhibitor der vakuoliren H'-ATPase
und blockiert somit die fiir die Membrantranslokation notwendige Azidifizierung des

Endosoms (Bowman et al., 1988). Der Mechanismus des Eindringens von C3™

in das Zytosol
von NT2-Zellen konnte somit im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht ndher charakterisiert

werden.
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D23 C3"" induziert keine neuronale Differenzierung in NT2-Zellen

Neben der Regulation des Aktinzytoskeletts sind die Rho-GTPasen an zahlreichen zelluldren
Prozessen, wie z. B. der Gen- und nachfolgender Proteinexpression beteiligt (fiir eine
Ubersicht: Jaffe & Hall, 2005). Wihrend der neuronalen Differenzierung und Morphogenese
verdndern neuronale Zellen nicht nur ihre Morphologie, sondern auch die Expression vieler
Proteine und Enzyme. Die Tatsache, dass C3"

Aktivitdt von Acetylcholin-Esterase (AChE) und Cholin-Acetyltransferase (ChAT), die als

die Bildung von Neuriten, sowie eine erhdhte

Markerenzyme fiir die neuronale Differenzierung bekannt sind, in den neuronalen
Tumorzelllinien GOTO, NG108-15 und PC12 induziert, wird in einigen Studien zum Anlass

bot
genommen, C3

eine Beteiligung an der neuronalen Differenzierung iiber die Inaktivierung
von Rho zuzuschreiben (Komagome et a/.1999; Kamata & Hattori, 2007).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Retinsdure, die die Differenzierung von NT2-Zellen
vermittelt (Pleasure & Lee, 1992) und C3"" in NT2-Zellen zu dhnlichen morphologischen
Verinderungen fithren (Abb. C 17), wodurch die Hypothese, dass C3"" in der Lage ist die
Differenzierung von NT2- zu NT2-N-Zellen einzuleiten, als sehr nahe liegend erscheint. Fiir
die Uberpriifung dieser Hypothese wurde in dieser Arbeit kein Nachweis der Aktivitit von
AChE und ChAT durchgefiihrt, da NT2-Zellen bereits neuronal determiniert sind und
gleichermaflen wie NT2/N-Zellen AChE und ChAT exprimieren (Llanes et al., 1995). Daher
wurde in dieser Arbeit die Expression von Neurofilament M (NF-M), einem bekannten
Neuronen-spezifischen Markerprotein, das bereits sehr frith wihrend der neuronalen
Differenzierung von NT2-Zellen exprimiert wird (Pleasure & Lee, 1993; Liidemann et al.,
2005), untersucht. Es stellte sich heraus, dass die Expression von NF-M in NT2-Zellen zwar
durch Retinsdure induziert wird, aber nicht durch C3" (Abb. C 18). Ebenso wie NT2-Zellen

3% mit Neuritenwachstum. Zudem

reagieren auch die Neuroblastomzellen SH-SYSY auf C
bilden sie nach der Differenzierung mit RA einen neuronalen Phénotyp aus, der durch die
Ausbildung langer dendritendhnlicher Neuriten charakterisiert ist (Pan et al., 2005).
AuBerdem exprimieren sie als neuronalen Marker Neurofilamente, aber kein GFAP. SH-
SY5Y-Zellen entwickeln jedoch keine Polaritit und proliferieren weiter. Auch in SH-SYS5Y-
Zellen konnte keine C3*-induzierte Expression von NF-M festgestellt werden (Abb. C19).
Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch mit den Daten aus der Literatur (Komagome et
al.1999; Kamata & Hattori, 2007) und belegen, dass 3™ weder in NT2-, noch in SH-SY5Y-
Zellen eine differenzierende Wirkung besitzt. Vermutlich spielen jedoch viele verschiedene

Faktoren, unterschiedliche Signalwege und der jeweilige Zelltyp zusammen eine Rolle, und es

sind weitere Versuchsmodelle notwendig, um diese unterschiedlichen Ergebnisse zu erkléren.
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D3 Die neurotrophe Wirkung von C3" ist in humanen
Modell-Neuronen von ihrem Differenzierungs-Status
abhingig

D 3.1 C3"" besitzt unabhingig von seiner ADP-Ribosyltransferase-

Aktivitit eine neurotrophe Wirkung auf humane Modell-Neurone
Im Gegensatz zu der fehlenden Wirkung von C3*E174Q auf NT2-Zellen wurde in dieser
Arbeit gezeigt, dass nicht nur C3™ sondern auch C3"'E174Q das Axonwachstum, sowie die
Bildung von axonalen Verzweigungen in NT2/N-Zellen signifikant erhoht (Abb. C 12-15).
Diese Ergebnisse sind konsistent mit der Studie an den primiren Hippokampusneuronen von
Ahnert-Hilger e al. (2004). Demnach besitzt C3"" neben seiner ADP-Ribosyltransferase-
Aktivitdt auch eine neurotrophe Wirkung auf humane Modell-Neurone.
Des Weiteren wurde in dieser Arbeit festgestellt, dass das verkiirzte Fragment C3™'154-182,
das aus den Aminosduren 154 bis 182 besteht und das ARTT-Motiv, inklusive dem ARTT-
Loop, enthilt, eine dhnliche neurotrophe Wirkung wie C3*" und C3*'E174Q auf NT2/N-
Zellen besitzt (Abb. C 12-15). Im Gegensatz dazu induziert das Fragment C3™'181-211,
welches das ARTT-Motiv nicht beinhaltet, weder ein signifikant stirkeres Axonwachstum,
noch die eine erhohte Bildung axonaler Verzweigungen (Abb. C15). Dies konnte darauf
hinweisen, dass das ARTT-Loop (ADP-ribosylating toxin-turn-turn motif) neben seiner
Beteiligung an der ADP-Ribosylierungsreaktion und der Substraterkennung (Han et al., 2001;
Sun et al., 2004), auch bei der neurotrophen Wirkung von C3"" eine wichtige Rolle spielt.
Sicher ist jedoch, dass sich die Sequenz, durch welche die neurotrophe Wirkung vermittelt
wird, zwischen den Aminosduren 154 und 182 befindet.
Diese neurotrophe Wirkung des Peptids C3'154-182 konnte in einer kiirzlich erschienenen
Studie von Holtje ef al. 2008 an primiren Hippokampusneuronen gezeigt werden.
Neben C3 aus Clostridium botulinum werden der Familie der ADP-Ribosyltransferasen auch
die C3-Isoformen aus Clostridium limosum (C3hm; Just et al., 1992), aus Staphylococcus
aureus (C3*™; Wilde et al, 2001) und aus Bacillus cereus (C3°"; Just et al., 1995a)

3% zeigen C3'™

zugeordnet, die ebenfalls RhoA, B, und C inaktivieren. Im Gegensatz zu C
und C3**" keine positive Wirkung auf das Axonwachstum und die Bildung von axonalen
Verzweigungen in primdren Hippokampusneuronen (Ahnert-Hilger er al., 2004). Diese
Beobachtungen unterstiitzen nochmals die Hypothese, dass die C3™'-vermittelte neurotrophe
Wirkung ein enzym-unabhangiger Effekt ist.

Ein Vergleich der Aminosiduresequenz des neurotrophen Fragments C3'154-211 mit der

korrespondierenden Aminoséuresequenz von C3"™ ergab, dass sich C3"'154-211 lediglich in
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den vier Aminosduren A155, A172, M175 und H180 von diesen unterscheidet. Um
entscheiden zu konnen, inwiefern diese vier Aminosduren essentiell fiir die neurotrophe
Wirkung von C3" sind, bedarf es noch weiterer Studien, bei denen u. a. die entsprechenden

Aminoséuren durch ortsgerichtete Mutagenese ausgetauscht werden.

D32 Ansiitze zur Klirung der neurotrophen Wirkung von C3™ auf
humane Modell-Neurone

Es ist bis heute nicht bekannt, iiber welchen Mechanismus die neurotrophe Wirkung von C3**'
auf terminal differenzierte Neurone vermittelt wird. Fakt ist, dass bereits nanomolare
Konzentrationen von C3", bzw. C3*E174Q ausreichen, um das Axonwachstum und die
Verzweigungsbildung in NT2/N-Zellen, sowie in primédren Hippokampusneuronen zu fordern
(Ahnert-Hilger et al., 2004). Demzufolge sind drei Wirkmechanismen denkbar: 1. C3™" wirkt
als Ligand iiber einen membranstindigen Rezeptor. 2. C3"" wirkt nach der Aufnahme auf
eine intrazellulire Struktur. 3. C3"" wirkt indirekt iiber die Astrozyten, die sich ebenfalls in
den Kulturen befinden (Abb. C2).

bot C
3" an primdren

Fir den ersten Mechanismus spricht, dass neurotrophe Effekte von C
Hippokampusneuronen nur dann beobachtet werden, wenn C3"" extrazellulir appliziert wird.
Die intrazellulire Expression von C3* und C3°*E174Q hingegen induziert weder
Axonwachstum, noch die Bildung von Verzweigungen (Ahnert-Hilger et al., 2004).
Einschrinkend muss man jedoch beriicksichtigen, dass die intrazellulire Wirkung von der
Lokalisation in einem bestimmten subzelluldiren Kompartiment abhdngen kann. Dies wird nur

t .
3*! in Neuronen

tiber die endozytotische Aufnahme gewaihrleistet, jedoch nicht, wenn C
exprimiert wird. Des Weiteren bietet der erste Mechanismus u. a. auch eine
Erklarungsmdglichkeit fiir die unterschiedliche Reaktion von NT2- und NT2/N-Zellen auf
C3™E174Q. Die Verinderung der Gen- und Proteinexpression wihrend der neuronalen
Differenzierung bedeutet auch eine Verdnderung in der Zusammensetzung der
Zelloberflachenproteine. Fiir Neuronen des Nervus trigeminus konnte z. B. gezeigt werden,
dass in einem frithen Stadium der embryonalen Entwicklung das Uberleben der Zellen von
BDNF abhiéngig ist. In spéteren Stadien der Entwicklung hingegen spielt BDNF keine Rolle
mehr und das Uberleben der Zellen wird durch NGF sichergestellt. Dies bedeutet, dass die
Zellen zu Beginn ihrer Entwicklung mehr Trk-B- als Trk-A-Rezeptoren besitzen. Gegen Ende
der embryonalen Entwicklung prisentieren die Zellen dann mehr Trk-A- als Trk-B-

Rezeptoren (Pifion et al., 1996). Demnach besitzen NT2/N-Zellen moglicherweise einen

Rezeptor, an den C3*' binden kann, der erst wihrend oder nach der Differenzierung
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exprimiert wird, wodurch die eingangs aufgestellte Hypothese, dass die neurotrophe Wirkung
von C3*' vom Differenzierungsgrad der Neurone abhingt, unterstiitzt wird. Geht man nun
jedoch davon aus, dass NT2- und NT2/N-Zellen den gleichen Rezeptor fiir C3", bzw.
C3™E74Q besitzen, das enzymdefiziente C3° jedoch ausschlieBlich NT2/N-Zellen einen
positiven Effekt hat, konnte dies auf die Abwesenheit von intrazelluldren Zielstrukturen, bzw.
Signalwegen in NT2-Zellen hindeuten, die nur in terminal differenzierten Neuronen
vorhanden sind, was fiir den zweiten Mechanismus sprechen wiirde. D. h. wihrend der
Differenzierung ist eine C3-Zielstruktur entstanden, die auf die Aminoséuresequenz 154-182

von C3%

anspricht und die Enzymaktivitdt dabei keine Rolle mehr spielt. Denkbar ist auch,
dass beide Wege beschritten werden miissen, wobei der Rezeptor die frithe und die
intrazelluldre Struktur die lang anhaltende Wirkung vermittelt. Bisher konnte kein putativer

Rezeptor, der an der neurotrophen Wirkung von C3"™

beteiligt ist, identifiziert werden und
auch keine Sequenzhomologie zwischen dem kleinen neurotrophen Fragment C3"'154-182
und bisher bekannten neurotrophen Faktoren gefunden werden.

Ebenso wie der erste ist allerdings auch der zweite Mechanismus ein Beleg fiir die Hypothese,

dass die neurotrophe Wirkung von C3"

abhéingig vom Differenzierungsgrad der Neurone ist.
In den vergangenen Jahren haben verschiedene Studien ergeben, dass gliale Zellen,
insbesondere jedoch Astrozyten an Entwicklungs- und Verarbeitungsprozessen im Gehirn
beteiligt sind. Dabei zeigte sich, dass z. B. Fehlfunktionen von Astrozyten eine mdgliche
Ursache fiir neurologische Storungen, wie Epilepsie und Amyotrophe Lateralsklerose (ALS)
darstellen (fiir eine Ubersicht: Seifert et al., 2006). AuBerdem gibt es immer mehr Hinweise,
dass Interaktionen zwischen Neuronen und Gliazellen fiir unterschiedliche Reparatur-
mechanismen im ZNS von zentraler Bedeutung sind (Polazzi & Contestabile, 2002; Anderson
et al., 2003; Silver & Miller, 2004). Schon in der Embryogenese kommen den Astrozyten
wichtige Aufgaben bei der neuronalen Entwicklung zu. Dazu z&hlen die Forderung des
Neuritenwachstums (Johansson & Stromberg, 2002; Tomaselli et al., 1988) sowie der
neuronalen Differenzierung (Tabernero et al., 2001) und Migration (Menet et al., 2000).
Experimente von Ullian et al. (2001) haben gezeigt, dass die Bildung und Reifung von
Synapsen in vitro mallgeblich von der Anwesenheit von Astrozyten abhidngt. Aullerdem
konnte die Arbeitsgruppe belegen, dass die Mehrzahl der Synapsen in vivo gleichzeitig mit
der Entwicklung der Gliazellen generiert wird, was einen glialen Einfluss auf die
Synaptogenese impliziert. In der Regulation der Neurogenese scheinen Astrozyten wichtige
Funktionen innezuhaben. So konnte gezeigt werden, dass adulte Astrozyten die Neurogenese

aus neuronalen Stammzellen induzieren (Song et al., 2002; Wagner et al., 1999). Durch
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Sekretion von neurotrophen Faktoren unterstiitzen Astrozyten die neuronale Differenzierung
von neuronalen Stammzellen (Lachyankar et al., 1997; Spranger et al., 1990; Riley et al.,
2004). Der Neuritenauswuchs wird sowohl durch neurotrophe Faktoren (Geschwind et al.,
1996), als auch durch die Synthese von Proteinen der extrazelluldren Matrix wie Fibronektin
gefordert (Biran et al., 2003; Ard et al., 1993).

Weitere Studien zeigen, dass neben Astrozyten auch Gliazellen die Differenzierung von
Neuronen beeinflussen, wenn sie aus derselben Region stammen. Demnach werden
beispielsweise die Morphologie und der Neurotransmitterphénotyp von dopaminergen
Neuronen im Mittelhirn von Gliazellen aus dem ventralen Mesencephalon reguliert (Denis-
Donini et al., 1984; Le Roux & Reh, 1994; Skogh & Campbell, 2003). Zudem setzen
Gliazellen unter verschiedenen Umstdnden ebenfalls neurotrophe Faktoren frei (Nakajima &
Kohsaka 2004; Streit 2005). Die Tatsache, dass sowohl Préparationen von primiren
Hippokampusneuronen, als auch NT2/N-Kulturen etwa zu 20-40% aus glialen Zellen
bestehen (Bani-Yaghoub et al., 1999; Sandhu et al., 2002), bildet die Grundlage fiir die den

dritten Mechanismus, der besagt, dass die neurotrophe Wirkung von C3"

moglicherweise
tiber diese glialen Zellen verursacht wird. Diese Hypothese stiitzt sich auBerdem darauf, dass
im Rahmen dieser Arbeit nicht eindeutig bestimmt werden konnte, ob C3*, bzw. C3**'E174Q
von Neuronen und Gliazellen, oder ausschlieBlich von glialen Zellen aufgenommen wird
(Abb. C 22, C 23). In diesem Zusammenhang stellt die Hypothese, dass C3"' die Freisetzung
von neurotrophen Faktoren aus Astrozyten, die sich positiv auf das Axonwachstum von
Neuronen auswirken, induziert, eine weitere interessante Moglichkeit zur Erkldrung des
neurotrophen Effekts von C3" dar.

Demgegeniiber stehen kiirzlich erschienene Studien, die zwar zeigt, dass C3*" nicht nur eine
neurotrophe Wirkung auf Neurone besitzt, sondern auch die Funktion von Gliazellen und
Astrozyten beeinflusst. In Astrozyten erhoht C3° beispielsweise die Aufnahme und
Freisetzung von Glutamat (Holtje et al., 2008), wohingegen in Mikroglia durch C3M
proinflammatorische Prozesse in Gang gesetzt werden (Hoffmann et al., 2008). Hierbei ist zu
beachten, dass diese Effekte ausschlieBlich iiber die ADP-Ribosylierung, d. h. die C3™-
vermittelte Inhibierung des Rho-Signalweges induziert werden. Es wurde jedoch in beiden

3% wirken

Publikationen lediglich ein geringer Anteil an Faktoren analysiert, auf die C
konnte. Um jedoch einen moglichen Zusammenhang zwischen den Gliazellen, bzw.
Astrozyten und C3**" wihrend der neuronalen Morphogenese herzustellen, bedarf es weiterer

Studien.
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D4 Eine integrierte Sicht

In den vergangenen Jahren wurden immer mehr Einblicke in die Struktur von C3™, sowie
tiber dessen Funktion als ADP-Ribosyltransferase und den damit einhergehenden
Konsequenzen fiir die Rho-Signalwege in den jeweiligen Zielzellen gewonnen. Insbesondere

3™ unabhingig von seiner ADP-

die bisher offenen Fragen zur Wirkweise von C
Ribosyltransferase-Aktivitit auf dem Gebiet der neuronalen Entwicklung und Regeneration,
stellen ein interessantes Feld fiir weitere Studien dar.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die neurotrophe Wirkung von C3"™
nicht nur auf ein murines System und Zelllinien beschrinkt ist, sondern auch auf humane
Modell-Neurone iibertragen werden kann. Aufgrund der Tatsache, dass mit Hilfe des NT2/N-
Systems die in vitro Entwicklung von neuronalen Vorlduferzellen zu humanen Neuronen im
Kultursystem untersucht werden kann, ergab sich in dieser Arbeit die Hypothese, dass die
enzymunabhingige neurotrophe Wirkung von C3*" entweder vom Differenzierungsstatus der
Neurone abhingig ist, oder iiber die glialen Zellen, welche sich ausschlieBlich in der NT2/N-
Kultur befinden, vermittelt wird. Uber die Analyse der Effekte von C3*, bzw. C3*E174Q zu
verschiedenen Zeitpunkten der neuronalen Differenzierung von NT2-Zellen ist es moglich die
Abhingigkeit der Wirkung von C3*' vom Differenzierungsstatus der Neurone zu bestimmen.
Einen ersten Kldrungsansatz zur Relevanz der Astrozyten beziiglich der enzymunabhingigen
neurotrophen Wirkung von C3" stellen Internalisierungs- und Bindungsstudien dar. Wichtig
bei diesen Analysen ist eine Charakterisierung der Astrozyten oder Neurone {iber eine
Immunfirbung, die darauf hinweist, ob C3°" von Astrozyten und Neuronen gleichermaBen
aufgenommen wird, oder ob C3" bevorzugt an einen der beiden Zelltypen bindet und
internalisiert wird.

Mit Hilfe einer Co-Kultivierung von NT2-Zellen und Astrozyten, ldsst sich die Hypothese

3 {iber Astrozyten,

verifizieren, dass die enzymunabhdngige neurotrophe Wirkung von C
bzw. andere gliale Zellen vermittelt wird.

Zusammengefasst bilden die Ergebnisse dieser Arbeit eine sehr gute Grundlage, um eine
mogliche medizinische Relevanz von C3"" hinsichtlich einer positiven Wirkung bei
Riickenmarks- oder Hirnverletzungen mit Hilfe des humanen neuronalen Modellsystems zu

analysieren.
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F Anhang

Zusammenstellung der Einzelwerte der durchgefiihrten Experimente

F1 Experimente C 1. 1: Quantitative Analyse der Zell-

auslauferbildung nach Behandlung mit C

3b0t

Prozentualer Anteil der Zellen mit Zellausldufern bezogen auf die Gesamtzellzahl pro

Experiment.

1. Konzentrationsabhingigkeit

Experiment 1 2 3
3 nmol/L 6,1 % 5,5% 7,1 %
10 nmol/L 10,9 % 12 % 11,3 %
30 nmol/L 19,3 % 20,2 % 22,8 %
100 nmol/L 33,6 % 32,5 % 33,5 %
300 nmol/L 50,4 % 51,9 % 48,5 %
1000 nmol/L 77 % 76,4 % 79,6 %
3000 nmol/L 79,3 % 79,6 % 83 %
2. Zeitabhiangigkeit
Experiment 1 2 3
0h 4,8 % 3,9% 52%
3h 3,7% 5.3 % 5,1 %
6 h 11,3 % 10,9 % 11,2 %
9h 16,4 % 17,1 % 15,7 %
12h 21,2 % 20,4 % 21,4 %
24 h 47,1 % 51,2 % 49,9 %
0h 4,8 % 3,9% 52%
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F2 Experimente C3. 2: Quantitative Analyse des Axon-
wachstums in NT2/N-Zellen nach 24 h

Einzelwerte der gemessenen Axonldngen pro Bedingung angegeben in pm.

24h Kontrolle C3™'182-211
Experiment 1 2 3 1 2 3
140,61 | 153,54 | 120,45 | 153,89 | 138,64 | 133,32
25,66 44,65 | 135,21 | 105,99 94,7 84,24
56,12 | 215,64 | 68,46 | 202,41 97,92 97,23
166,9 | 168,26 | 69,33 164,99 | 126,45 | 87,54
68,7 96,52 | 103,05 | 87,89 95,47 | 143,37
104,47 | 69,19 | 143,51 | 366,94 | 196,26 | 98,14
60,27 | 101,31 113,3 89,6 156,66 | 73,95
138,12 | 126,56 | 137,2 | 193,43 | 116,14 | 101,77
165,72 | 92,53 | 113,26 | 74,48 76,19 | 141,71
46,4 279,82 | 177,14 | 199,4 84,33 91,05
109,62 | 97,63 99,7 139,78 | 53,93 90,49
53,55 | 108,29 | 101,77 | 149,75 | 129,06 | 95,84
112,34 85,5 85,79 59,87 66,07 | 102,71
39,14 | 113,01 83,18 82,3 62,69 | 120,01
127,3 81,12 56,28 | 126,01 70,84 | 100,71
95,45 108,7 63,09 | 155,89 | 74,92 87,48
81,09 | 138,01 | 125,31 | 204,69 | 148,01 91,31
65,74 | 116,25 | 107,15 51,1 278,49 | 103,4
126,5 91,63 83,14 246,8 84,29 | 127,61
34,44 86,85 68,67 | 218,03 | 60,42 70,31
282,03 56,1 83 176,56 | 141,2 113,6
146,8 66,22 98,38 144,6 | 220,69 | 82,87
145,31 93,42 64,26 | 190,15 | 119,52 | 67,82
83,58 89,76 99,91 161,94 62,1 58,09
92,77 68,05 68,55 | 170,21 | 122,26 90,1
152,75 | 157,08 | 126,52 | 268,09 | 199,34 | 133,44
114,3 | 117,15 63,4 88,52 88,17 68,45
91,62 | 114,79 | 155,85 | 71,92 95,26 | 130,96
104,65 | 86,75 | 166,92 | 233,06 | 63,09 941
120,24 | 234,13 | 109,17 | 69,51 172,5 85,78
43,78 89,8 122,29 | 158,86 | 71,93 | 164,65
79,42 82,74 | 136,91 | 89,13 | 109,16 | 104,38
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118,23 | 97,33 59,47 56,85 | 177,55 | 78,38
921 140,82 | 117,87 | 139,06 | 137,81 | 115,86
247,66 | 155,88 | 84,58 230,9 | 120,65 | 119,76
126,2 67,73 | 143,03 | 165,66 | 124,92 | 87,17
141,48 69,4 131,66 | 76,43 | 111,58 | 81,97
88,18 125,55 | 76,57 | 100,61 | 164,16 | 122,77
117,46 | 68,54 | 118,22 | 248,4 | 103,09 | 174,94
105,78 | 88,05 | 108,27 | 101,04 | 49,21 131,59
58,38 | 220,96 | 189,28 | 88,07 | 229,25 | 76,45
179,54 | 101,82 | 91,46 | 188,24 128,6 | 151,62
104,18 | 79,33 98,45 72,02 | 170,02 | 91,19
108,65 | 115,91 | 100,67 | 146,48 | 91,08 59
104,35 | 174,08 | 104,06 | 99,03 | 104,66 | 101,88
24 h Kontrolle C3%'182-211
Experiment 1 2 3 1 2 3
277,29 | 121,97 | 94,43 | 194,27 | 84,63 68,23
46,64 160,39 | 298,05 | 86,95 | 100,74 | 100,15
73,11 71,96 74,16 | 111,06 | 104,44 148,9
72,02 119,8 104,5 || 204,18 78,8 146,21
196,03 | 138,78 | 129,81 63,95 | 124,26 | 116,78
32,89 127,64 | 70,18 | 122,02 | 102,14 | 109,46
114,5 119,41 83,5 106,63 | 110,12 | 113,55
116,3 | 161,83 | 86,33 | 292,29 | 157,25 | 174,51
76,26 144,92 | 152,1 134,52 | 60,78 | 120,87
104,41 61,78 | 114,87 || 208,22 | 124,61 68,12
228,53 81,4 89,25 105,1 97,24 | 117,76
44,71 78,83 | 107,52 | 120,49 | 109,46 | 149,08
182,8 78,2 89,92 | 115,32 | 115,48 | 113,25
219,85 | 129,88 | 77,58 | 116,09 | 165,24 | 122,44
103,74 | 63,09 | 139,59 | 143,37 | 133,97 | 217,33
131 97,47 | 206,78 | 101,15 | 224,3 | 104,68
156,87 | 138,57 | 121,37 | 98,57 | 100,89 | 193,07
180,58 64,2 79,36 77,77 | 160,38 | 90,38
110,34 | 57,25 | 141,48 | 132,69 | 99,78 71,57
161,44 | 75,65 61,06 | 113,32 74,2 97,26
318,45 | 90,35 | 122,65 | 77,74 | 149,63 | 133,87
105,52 | 56,72 84,81 4411 104,5 | 123,97
67,72 146,53 | 98,42 | 131,07 | 127,33 | 71,15
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65,01 96,67 | 131,29 | 129,12 | 105,57 | 109,51
244,83 | 113,75 | 89,66 | 122,14 | 107,95 | 75,62
231,63 | 58,69 | 105,88 | 94,89 | 155,94 | 119,86

84,68 77,61 79,01 155,4 | 124,14 | 222,73

86,02 139,76 | 151,03 | 187,97 | 62,85 69,04

49,1 84,16 | 122,28 | 114,76 | 106,05 | 145,93

55,08 191,36 | 112,63 | 131,96 | 114,88 | 112,31
175,86 | 56,39 | 124,57 | 76,02 192,1 88,74
106,13 | 97,04 85,43 | 205,39 | 125,47 | 71,04

76,74 73,03 79,06 | 198,63 | 63,45 | 124,61

72,98 156,83 | 157,74 115,4 | 156,19 | 104,39

90,64 87,56 65,71 58,43 67,71 82,04

67,76 | 155,45 | 66,35 | 105,84 | 193,97 | 172,78
105,81 | 65,96 | 146,33 | 152,42 | 228,94 | 86,92

92,59 85,13 83,72 58,36 | 108,89 | 161,75

85,84 123,93 119 85,09 | 129,11 | 133,19

40,08 167,15 | 122,8 | 132,62 | 138,09 | 146,78

58,74 140,42 | 87,79 | 139,51 86,65 80,39

59,31 186,7 91,61 147,92 | 51,08 98,8
161,09 | 81,77 90,63 | 204,37 | 78,68 | 121,79
125,93 | 105,27 | 112,2 | 176,37 | 104,87 | 111,42

61,1 129,79 | 86,93 | 132,39 | 120,63 | 162,83

54,24 116,09 98,3 41 120,95 | 73,72
177,55 | 122,99 | 81,04 95,22 | 113,75 | 89,15
129,73 | 50,42 | 180,33 | 80,74 | 130,57
132,86 | 101,88 | 160,05 | 146,5 86,08
183,44 | 72,15 | 138,09 | 52,58 | 150,34

24h Kontrolle C3™'182-211
Experiment 1 2 3 1 2 3

86,14 172,05 100,29 | 93,22

87,79 135,28 136,03 | 180,58

211,4 62,85 141,88 | 73,68
213,71 55,19 364,85 | 67,23
195,59 | 53,52 112,36 | 242,8

95,06 131,24 198,15 | 101,19
171,11 88,48 94,44 130
145,07 | 111,75 103,67 | 65,51
173,13 | 137,37 108,72 | 83,18
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123,33

58,63

93,46

145,82

89,94

161,62

76,27

107,63

17

136,02

141,55

61,28

168,64

120,8

171,9

125,68

151,97

165,74

163,97

62,66

37,8

133,82

161,54

143,41

38,41

114,75

119,72

115,63

73,06

79,66

133,23

83,87

67,62

104,87

85,14

151,15

96,35

148,29

58,65

155,54

256,78

119,61

102,79

160,88

152,86

79,13

147,55

76,26

94,27

94,25

136,65

100,76

69,59

71,68

123,28

189,19

75,99

94,19

115,19

161,45

70,16

225,97

65,44

92,89

61,31

153,99

86,34

128,58

111,52
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24h

Experiment

C3%154-182

C3™E174Q

C3b0l

1

2

3

1

2

3

1

2

3

168,48

169,81

195,61

269,41

138,14

263,38

60,35

153,87

255,42

72,25

154,34

173,83

48,26

119,92

184,8

130,49

261,21

194,72

96,33

168,39

201,84

153,28

152,3

185,39

153,51

223,94

146,43

126

208,98

220,48

348,44

345,89

151,89

332,46

223,51

175,74

132,5

136,78

111,93

219,81

210,73

232,55

365,64

152,28

200,57

131,6

186,24

263,71

108,5

123,41

160,67

181,26

136,77

186,56

145,45

247,14

217,75

119,45

119,83

174,46

88,14

222,52

314,59

53,98

79,62

122,3

328,54

83,69

154,45

61,04

98,99

203,28

125,23

163,51

148,89

298,66

170,27

156,68

116,66

120,9

124,36

250,8

92,48

240,61

75,87

177,32

177,67

135,79

128,15

166,72

135,84

208,75

203,93

159,3

177,04

153,06

131,12

180,75

118,52

132,39

149,32

124,89

96,96

131,83

123,19

169,69

165,01

17,3

184,17

184,29

143,23

113,67

138,38

120,54

86,25

183,86

375,55

113,35

171,37

178,61

60,85

219,7

246,62

258,49

192,67

174,78

160,5

156,71

150,21

191,53

139,563

210,14

296,64

106,88

103,87

140,18

145,8

174,04

138,43

275,14

143,95

105,98

143,55

155,23

204,01

101,3

180,16

146,96

254,66

236,02

124,76

166,58

158,2

68,32

174,27

137,78

125,83

189,7

162,92

80,4

192,52

144,06

131,91

131,37

210,78

299,99

116,98

185,9

61,45

173,28

225,77

364,72

153,01

179,19

220,53

247,88

192,68

200,45

24411

163,31

146,99

218,77

117,84

230,46

158,5

108,36

118,93

130,92

255,77

97,34

153,01

176,37

104,93

250,89

122,89

413,93

129,19

210,99

45,46

198,1

160,18

103,21

179,41

149

106

151,38

114,63

305,6

106,3

127,68

46,77

102,95

150,52

81,87

211,76

146,78

164,19

138,16

109,65

135,81

112,61

160,98

151,65

202,33

187,44

88,35

137,77

144,28

206,81

150,65

210,72

216,02

72,06

176,97

242,62

208,72

238,78

352,45

46,71

151,71

145,07

200,7

255,47

7791

134,71

177,57

150,68

61,65

218,49

109,27

273,59

132,88

165,19

154,54

233,26

187,08

70,15

170,89

82,87

122,24

90,73

133,31

167,06

150,19

108

193

178,99

99,23

170,23

140,8

312,79

144,84

128,22

225,15

214,54

176,95

282,13

168,87

196,99

136,32

233,69

150,08

238,62

110,16

97,98

221

258,77

145,83

118,51

217,85

164,32

107,22

117,72

196,07

76,45

184,41

180,78

126,06

233,92

197,68

238,18

221,63

205,05

72,75

218,68

119,24

67

118,3

155,78

91,28

355,46

203,49

130,26

164,77

184,15

146,63

73,83

152,02

217,15

138,57

176,81

121,39

159,92

185,48

67,6

129,12

273,3

77,25

136,99

160,29

183,77

184,03

164,12

176,58

161,32

192,24

117,71

168,4

115,35

248,92

112,55

158,18

247,29

202,66

158,18

200,88

209,09

133,62

262,55

84,73

216,17

73,98

117,91

227,93

141,54

141,3

187,9

182,04

135,81

126

122,6

161,32

200,78

184

229,78

145,23

111,06

81,24

136,29

232,37

174,06

104,2

154,79

172,64

193,33

131,75

223,56

85,16

111,84

108,89

174,42

74,7

213,91

142,23

247,71

147,96

252,19

96,24

183,85

135,81

96,56

197,03

294,07

88,79

172,63

187,17

214,66

177,18

211,18

159,66

1517

154,02

149,89

113,26

172,42

126,21

162,87

150,5

246,54

177,86

139,79

157,19

215,01

190,95
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121,69 | 155,48 | 158,39 || 141,33 | 139,42 | 287,18 | 87,67 | 170,81 | 157,14
223,43 | 169,9 | 213,16 | 115,45 | 121,43 | 173,46 | 182,22 | 112,63 | 221,36
213,51 | 107,14 | 119,46 | 196,82 | 260,71 | 113,91 98,13 121,9 | 259,38
67,98 | 139,13 | 151,61 | 111,32 | 200,83 | 187,46 | 111,66 | 289,64 | 168,35
24h C3*'154-182 C3™E174Q [
Experiment 1 2 3 1 2 3 1 2 3

99,76 150,64 | 215,32 | 188,43 | 213,34 | 189,14 | 177,92 | 167,62 90,14
144,65 | 123,63 | 125,85| 147,12 | 173,59 | 110,31 | 261,17 | 319,62 | 243,96
113,7 119,51 204,29 | 159,69 | 314,32 | 163,63 | 173,62 | 307,85 | 159,62
309,44 | 162,14 | 158,45 | 157,99 136,7 182,92 | 114,25 | 139,38 81,22
142,04 | 267,98 131,7 | 167,68 | 168,18 | 159,98 | 73,34 | 201,15 | 289,24
168,16 | 73,56 163,66 | 105,95 | 182,83 | 123,47 | 149,37 | 144,15 247.,4
181,28 | 172,13 | 177,68 || 208,43 | 132,44 | 152,31 | 149,43 | 94,79 190,57
102,96 | 109,72 | 193,49 116,83 | 127,53 | 209,91 | 363,99 | 112,52 | 174,85
152,71 | 199,11 130,02 | 149,87 | 119,96 | 135,53 | 101,06 | 267,18 | 280,96
139,89 | 135,45 156,7 | 121,46 | 166,61 140,43 | 89,28 144 107,47
142,02 | 158,64 | 127,18 | 101,39 | 240,38 | 169,96 | 128,14 | 267,97 173,5
56,24 167,1 166,76 | 124,28 146,5 204,65 | 164,21 | 200,57 | 111,98
231,39 | 71,23 111,77 | 118,86 | 128,61 114,13 | 278,17 | 135,98 | 298,87
108,28 | 141,03 | 210,73 | 197,4 | 327,99 | 148,99 | 244,16 | 145,65 | 138,93
139,54 | 126,11 187,86 | 248,17 | 161,69 | 140,04 | 157,52 | 164,45 | 156,09
62,61 208,4 287,33 || 142,09 | 172,33 154,7 | 94,61 163,93 | 198,35
261,53 | 226,3 151,12 || 273,84 | 183,58 | 172,79 | 133,99 | 88,28 117,54

125 145,46 138,8 79,8 302,46 | 211,19 124,33 | 189,89 | 179,44
129,13 | 109,78 | 218,33 | 285,3 84,49 243,05 | 104,12 | 173,19 | 151,33
62,63 | 221,45 | 151,92 222,11 | 194,54 | 198,94 | 94,86 | 169,74 | 182,05
109,74 | 163,35 | 171,78 | 127,86 | 186,74 | 132,11 | 132,73 | 123,42 | 236,07
205,75 | 123,11 138,6 | 122,32 | 131,14 | 199,89 | 87,3 204,81 233,08
61,96 143,55 | 186,45| 205,43 | 166,43 | 152,16 | 46,43 91,32 177,14
100,2 | 133,43 | 189,31 | 288,82 | 226,85 | 154,79 | 102,97 | 191,64 138,1
71,32 186,88 | 163,95| 69,82 104,25 | 127,02 | 115,36 | 216,34 204
171,47 | 197,33 | 219,26 | 161,9 247,8 206,98 | 107,92 | 102,81 164,21
78,98 95,14 143,48 | 142,88 | 175,85 | 127,08 | 347,07 | 146,75 | 169,85
97,04 157,42 201,4 | 270,47 | 177,72 | 126,85 248,34 | 153,85 | 135,88
106,18 | 175,32 | 143,85| 320,25 | 242,66 | 151,86 | 247,25 | 163,51 316,27
135,03 | 186,13 | 248,44 | 165,76 | 117,02 | 147,12 88,2 211,88 | 141,67
252,37 | 134,32 | 142,53 || 140,22 | 209,04 | 175,56 | 87,8 100,06 | 168,19
85,34 107,54 | 160,76 | 179,24 | 141,35 | 206,35 | 217,76 | 178,39 | 228,48
229,75 | 170,94 171,4 | 80,57 174,74 | 243,43 || 148,28 | 180,13 | 181,76
113,71 | 116,69 | 232,28 | 55,47 199,2 177,88 | 132,48 | 153,86 | 156,07
185,66 | 113,01 134,48 | 179,5 | 300,92 | 120,99 | 127,83 | 134,91 141,97
93,69 139,92 206,5 | 63,31 217,28 | 191,56 93,85 | 131,23 | 150,21
81,93 192,14 | 172,22 | 204,15 | 239,51 200,8 | 170,12 | 224,08 | 236,75
116,67 | 172,13 | 100,69 | 220,92 | 181,11 198,08 | 315,22 | 204,59 | 135,58
190,49 | 110,26 | 115,37 | 135,89 | 186,29 | 131,13 | 149,61 | 168,69 | 120,68
203,52 | 106,48 | 113,28 | 136,65 | 206,2 175,19 | 104,58 | 125,66 | 187,88
185,92 | 203,92 98,73 167,09 | 175,77 | 241,92 | 107,34 | 211,56
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102,94 | 140,12 122,52 | 102,42 | 301,82 111 180,96 | 230,18
44,3 96,31 1049 | 118,38 | 179,71 | 207,87 | 183,92 | 118,34
120,13 | 117,71 257,55 | 130,31 148,09 | 194,41 | 144,13

82 198,13 110,5 | 135,64 233,19 | 148,93 | 242,44
312,19 | 188,18 86,41 210,73 336,69 | 136,81 93,21
95,74 | 132,12 210,32 | 137,43 307,54 | 136,14 | 158,1
141 191,06 180,89 | 159,29 94,54 94,3 147,12
245,66 | 123,35 130,33 169,46 | 168,65
186,26 | 220,56 206,97 136,18 | 160,73

24h C3™'154-182 C3™E174Q 3™
Experiment 1 2 1 2 3 1 2 3

44489 | 165,1 65,52 158,65 | 198,8
163,65 | 142,16 153,55 276,44 | 111,22
120,43 | 114,72 134,77 | 152,7

108,95 | 150,26

111,78 | 228,58

208,4 | 144,94

107,39 | 67,76

119,32 | 137,32

161,6 | 215,17

52,7 155,26

159,74 | 150,57

126,73 | 165,72

162,74
139,29
138,83
209,01
188,06
140,83
Anzahl (n) der vermessenen Axone
24 h Experiment
1 2 3
Kontrolle 113 140 95
C3™181-211 116 116 92
C3™'154-182 112 118 90
C3™E174Q 98 102 93
3P 98 103 103
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F3

Experimente C3. 2: Quantitative Analyse des Axon-

wachstums in NT2/N-Zellen nach 48 h

48h Kontrolle C3™'182-211
Experiment 1 2 3 1 2 3

110,85 | 136,72 | 212,79 | 226,51 160,95 | 119,07
98,16 113,85 | 139,29 132,8 150,94 | 221,14
149,49 | 108,83 | 195,46 | 114,92 194,78 | 243,22
234,53 | 117,58 | 131,81 146,24 | 216,42 | 113,56
224,37 96,38 187,83 95,98 133,92 | 131,41
195,77 | 131,66 | 133,37 | 277,63 | 114,87 164,8
100,69 | 136,83 | 189,88 | 14545 | 127,36 | 154,88
200,59 71,78 124,93 | 378,95 85,44 210,29
82,25 265,11 141,25 | 105,43 97,84 183,61
418,18 173,7 238,84 | 235,83 | 274,16 167,8
51,32 111,97 | 131,17 88,96 219,8 142,64
307,83 | 204,09 | 128,27 | 258,69 | 345,75 | 109,46
65,71 168,66 | 118,59 2474 155,29 | 145,33
1447 210,72 | 196,61 286,87 116,5 165,51
88,56 157,67 | 159,94 | 326,86 | 196,14 | 125,69
229,06 55,32 197,45 | 144,62 157,04 138,7
297,23 90,86 111,29 | 256,48 | 105,14 | 173,39
119,6 108,24 200,7 251,78 | 138,15 | 119,14
321,05 96,17 102,27 | 257,62 | 221,04 | 178,31
11,7 127,56 112,3 172,86 | 152,86 | 134,68
112,16 157,4 128,27 152,2 121,24 | 145,02
173,97 | 122,03 | 132,68 80,8 158,78 | 123,87
225,37 71,55 108,6 216,3 186,35 | 145,89
189,46 | 156,19 | 137,99 | 137,83 98,15 116,08
164,28 | 133,29 | 178,91 83,59 163,42 | 127,42
220,7 145,05 | 166,44 312,3 161,82 | 134,44
191,93 78,15 141 128,33 | 121,18 | 135,75
120,07 94,89 168,82 | 230,14 | 206,64 | 178,97
167,31 307,61 196,65 | 140,86 | 123,63 | 159,38
100,62 82,25 82,33 146,55 | 183,49 | 157,21
271,48 | 195,16 | 138,52 | 141,03 148,2 167,83
191,18 | 263,68 108,3 115,19 | 221,31 184
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152,53 | 140,53 | 152,44 | 140,34 93,98 155,74
158,13 | 271,99 | 114,38 156 160,88 | 136,71
196,5 268,93 116,2 177 96,65 198,89
126,4 83 84,84 193,96 | 124,74 | 164,47
112,13 | 157,06 | 198,37 178,9 153,6 114,23
196,54 | 184,87 230 188,03 | 196,42 | 140,44
119,4 174,87 | 123,06 | 115,32 80,25 166,02
118,92 | 150,86 | 166,07 | 217,34 | 204,91 166,07
116,11 116,78 | 103,39 | 106,47 | 225,12 | 124,57
192,15 | 283,61 109,93 | 247,15 | 279,02 | 168,02
123,96 | 109,83 186,3 121,96 | 105,03 | 141,71
84,04 212,16 | 108,91 56,11 183,19 | 122,64
162,17 | 137,86 137,7 104,1 134,67 | 217,44
48h Kontrolle C3™'182-211
Experiment 1 2 3 1 2 3
103,49 93,93 122,86 | 251,24 | 205,13 | 122,37
66,56 119,06 | 134,08 86,59 142,74 173,2
110,2 96,27 251,83 || 341,42 147,94 | 188,48
348,77 | 151,95 | 107,61 78,33 144,67 | 138,18
70,65 88,31 85,14 136,96 | 173,66 | 121,57
102,59 | 108,35 | 129,74 | 205,09 149,3 133,36
342,09 54,89 216,2 99,32 137,19 | 143,87
122,11 188,99 | 202,14 | 151,46 | 146,87 | 155,43
99,62 158,58 | 123,68 | 153,89 | 181,62 | 150,41
234,64 | 129,54 | 118,17 130,5 89,48 139,95
203,76 | 176,69 | 163,98 | 136,83 | 100,64 | 211,49
151,11 101,44 | 212,82 | 123,36 | 111,93 | 164,99
150,94 | 142,67 | 102,98 | 221,92 152,24 | 153,45
182,53 | 108,65 | 134,62 | 124,87 | 126,55 | 176,31
150,3 145,76 | 142,68 132,6 108,38 | 178,52
239,63 | 181,19 | 157,24 | 102,15 | 193,49 | 126,35
87,43 251,86 | 107,56 85,42 151,94 | 114,04
69,11 179,06 | 186,41 245,2 173,96 | 219,48
158,71 178,62 | 120,49 | 174,73 272,7 202,11
162,35 | 219,16 | 112,77 | 114,56 | 100,18 | 170,69
106,91 172,19 133,9 117,65 219 93,18
233,52 97,83 178,54 | 386,45 88,01 109,25

- 108 -



Anhang

148,2 183,81 169,73 | 133,74 83,56 124,08
170,25 | 292,33 | 128,29 113,9 163,04 116,2
136,19 | 120,87 | 153,09 | 132,05 | 128,06 109,7
231,51 200,85 | 213,45 | 186,31 142,61 178,33
74,31 167,03 | 126,76 | 172,42 96,04 145,55
135,79 | 135,59 150,3 170,96 | 365,34 | 144,87
147,03 | 232,96 | 218,49 | 187,67 97,72 97,25
266,28 | 148,95 | 122,77 | 171,71 164,36 88,46
150,88 | 102,32 | 127,68 | 199,41 150,65 | 148,37
61,18 151,94 | 128,31 134,02 108,68 | 200,42
133,41 115,94 | 176,92 | 146,11 126,49 | 101,02
342,06 | 129,62 | 176,75 | 301,89 | 178,05 | 114,94
170,32 | 132,42 106 121,22 112,94 | 123,19
175,92 117,9 175,14 | 137,95 | 168,95 95,21
212,68 179,7 179,13 | 128,74 | 158,76 202,3
183,27 | 211,38 | 124,49 | 232,74 176,3 154,61
258,06 | 269,05 | 145,46 | 289,08 162,2 111,37
112,33 | 139,31 153,7 117,84 81,13 128,27
125,9 110,23 | 132,03 | 109,86 | 118,51 99,78
180,57 173,5 168,41 162,61 168,66 | 225,17
158,49 | 156,69 | 127,35 | 246,88 | 134,45
46,84 132,88 | 183,73 | 202,46 183,2
192,51 114,04 | 111,42 | 164,71 204,79
168,6 187,35 | 109,31 | 279,98 | 151,22
109,69 | 138,05 92,16 218,69 | 189,45
93,36 217,18 | 107,35 | 163,91 228,14
155,07 | 179,33 | 118,15 | 170,01 140,35
119,79 | 266,77 141,6 98,85 119,36
48h Kontrolle C3™'182-211
Experiment 1 2 3 1 2 3

227,78 103,7 | 138,59 | 164,72 | 295,71

64,47 | 205,93 | 126,76 | 209,84 | 155,49

192,15 110,5 | 139,01 | 163,07 127,3

194,88 | 82,01 112,37 | 384,38 | 190,96

104,55 | 164,18 | 102,26 || 118,22 | 177,79

92,66 99,54 | 174,34 | 139,27 | 98,96

159,56 | 151,19 | 161,45 | 210,7 | 137,89

104,05 | 62,21 134,49 | 166,78 | 203,7

242,28 | 157,75 148,6 | 254,33 | 86,33
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453,5

75,68

124,7 | 218,68

102,71

117,46

247,76

256,17 | 103,4

114,1

122,39

135,7

178,25 | 120,36

135,64

187,97

226,77

204,36 | 411,77

147,54

186,94

158,57

122,46

100,15

188,31

242,11

426,29

316,82

227,19

194,89

95,94

162,38

315,89

113,35

217,92

70,31

140,64

111,55

177,71

170,78

135,37

180,55

174,01

139,03

507,43

139,67

190,73

109,62

320,51

159,06

139,01

285,01

153,54

121,2

169,21

141,62

117,22

243,37

102,55

179,97

64,37

101,8

284,89

153,19

234,71

255,45

238,09

48 h

Experiment

C3%'154-182

C3™E174Q

C3b0t

1

2

3

1

2 3

1

2

3

155,74

231,96

151,23

135,73

188,96 | 391,07 | 190,09

168,05

231,31

72,5

198,91

257,86

113,28

333,73 | 253,92 72,2

250,03

279,66

335,31

173,46

201,08

248,92

269,08 | 238,57 | 313,08

178,63

239,83

370,44

194,49

307,19

105,13

261,31 | 322,46 | 144,96

199,76

365,12

218,57

155,35

192,6

237,25

108,77 269

166,48

109,64

249,85

361,02

212,53

197,93

221,05

106,59 | 154,99 235

152,18

138,34

1721

247,13

279,66

165,7

468,2 | 236,02 | 81,78

116,58

233,49

151,79

127

249,98

451,11

187,68 | 263,76 | 323,79

291,54

160,83

376,8

231,06

167,61

153,69

122,96 | 313,59 | 233,45

207,09

205,79

202,29

219,71

239,9

175,22

262,74 | 250,81 | 166,52

187,9

241,36

182,31

193,18

221,76

267

293,87 | 187,21 | 335,72

162,29

200,98

214,13

233,05

280,65

443,33

192,23 | 183,7 | 186,96

140,68

371,68

185,06

180,35

174,91

226,02

271,4 | 207,23 | 178,08

172,04

134,03

148,02

209,33

202,02

238,65

192,32 | 2426 | 67,16

217,34

184,43

336,46

286,32

246,94

433,58

157,15 | 164,74 | 316,76

148,48

175,26

223,25

89,74

133,02

115,33

154,69 | 262,75 | 192,26

175,79

230,54

388,15

125,09

150,71

213,13

151,29 | 174,22 | 257,62

101,59

171

151,52

267,26

243,36

396,6

155,72 | 186,9 | 430,38

159,83

178,68

130,78

237,43

266,52

245,53

188,86 | 295,34 | 281,99

162,11

237,82

268,83

276,59

184,86

264,97

184 195,7 | 149,13

396,82

232,83

261,32

119,562

211,19

257,02

192,43 | 143,91 | 172,46

209,67

210,51

263,86

162,38

299,75

204,34

458,97 | 218,01 | 224,43

256,83

265,08

233,34

179,12

351,7

371,19

135,36 | 188,78 | 231,15

349,69

204,37

125,89

210,16

302,05

203,95

185,44 | 182,24 | 226,05

189,15

193,05

- 110 -



Anhang

352,12

302,89

191,55

196,02

212,14

164,14

177,88

238,67

251,24

103,04

170,01

190,9

170,55

224,12

235,1

172,91

119,61

167,73

160,35

293,72

341,74

176,73

150,59

431,62

180,16

198,83

177,36

529,29

342,54

127,66

279,51

133,58

241,58

189,32

197,14

159,23

302,66

340,35

194,16

204,51

173,25

236,56

345,52

333,65

191,64

75,37

222,19

191,89

166,42

312,01

142,55

403,09

180,51

325,06

354,25

341,58

229,53

267,14

220,77

248,95

218,95

73,19

280,48

240,8

193,24

183,74

344,7

169,16

189,18

573,27

200,49

174,12

205,8

109,27

215,71

280,54

284,51

219,01

219,62

309,28

161,62

179,53

255,87

196,54

345,92

102,07

217,02

246,32

216,71

108,52

193,03

150,64

188,48

186,22

134,93

263,42

348,7

189,53

238,88

75,1

249,46

278

265,24

281,03

86,66

255,54

176,52

202,16

90,96

150,03

184,77

221,46

298,96

174,62

352,83

262,64

149,89

175,79

110,55

193,16

269,97

283,65

189,12

267,75

155,31

199,32

159,81

180,31

137,19

255,23

138,33

179,9

212,58

219,41

162,19

125,83

271,26

199,98

101,45

241,39

260,07

160,55

343,07

223,75

319,5

133,06

304,45

156,32

282,23

287,43

286,98

180,37

2111

176,48

259,19

235,75

162,94

283,53

183,81

215,59

254,41

200,85

246,16

141,63

127,93

290,39

188,23

199,85

197,85

258,3

2479

132,24

131,98

170,51

194,14

184,71

160,12

187,23

289

220,79

140,43

103,56

224,23

256,03

221,25

214,11

465,4

221,54

210,23

364,52

228,29

224,05

232,62

250,11

295,55

181,46

277,05

307,14

216,25

88,09

174,95

223,57

200,72

265,94

145,55

291,73

243,49

231,77

142,8

179,06

305,77

197,42

248,97

180,35

199,46

162,79

224,58

204,16

153,51

262,18

174,44

320,18

228,6

196,96

223,77

59,27

281,85

251,31

347,14

271,49

202,18

175,48

245,06

320,43

48 h

Experiment

C3%'154-182

C3™E174Q

C3bot

1

2

3

1

2

3

1

2

3

271,79

290,59

299,33

346,56

259,4

136,12

209

156,55

174,77

229,19

320,96

386,25

79,46

186,74

330,47

315,53

216,99

225,09

106,01

188,27

237,5

339,24

218,91

293,84

87,86

245

248

260,68

167,49

199,72

234,27

248,42

277,12

258,74

187,51

159,52

168,6

225,92

344,39

407,48

291,59

146,8

162,9

349,26

245,68

114,43

202,54

132,37

181,24

143,74

319,7

292,17

185,26

237,14

156,98

166,17

235,74

448,69

235,38

215,74

100,92

273,91

321,44

194,9

176

236,69

297,77

123,36

264,91

210,21

235,52

215,71

192,24

139,47

244,95

285,59

194,34

233,04

283,95

185,26

274,47

217,37

220,78

202,27

121,86

300,57

388,9

178,83

180,67

240,23

161,55

182,65

219,04

227,01

210,62

139,42

100,16

139,66

202,74

199,38

255,31

198,99

135,18

222,33

248,06

121,21

271,71

233,03

292,75

229,2

178,49

231,05

357,37

189,9

250,95

303,53

162,2

248,84

224,08

315,43

185,35

195,89

251,06

369,62

283,08

249,63

97,82

112,29

175,11

119,68

84,06

176,45

278,17

158,64

300,51

253,88

189,55

191,76

224,53

253,72

167,57

294,05

255,48

236,38

324,14

90,25

234,29

233,57

349,03

193,29

203,67

206,36

236,89

126,49

175,58

296,59

153,3

277,96

109,47

180,13

170,94

172,72
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92,02 174,62 | 270,34 | 164,59 | 209,15 | 277,81 | 193,58 | 208,14 | 306,32
298,91 129,9 | 296,01 || 218,87 | 144,67 | 164,31 | 234,93 | 108,86 | 239,1
190,59 | 179,93 | 213,3 143,9 | 219,22 199,2 166,99 | 256,09 | 302,84
130,42 | 208,44 | 199,13 | 211,79 144.,5 117,95 | 267,35 | 257,05 | 254,62
371,37 | 144,79 | 214,4 | 171,36 | 157,96 | 289,04 | 157,16 | 238,41 | 302,77
507,99 | 172,41 | 191,93 | 277,55 | 212,56 | 204,25 | 247,87 | 240,82
135,14 | 281,86 | 259,37 | 196,25 | 251,38 | 177,99 | 281,05 | 239,58
237,94 | 237,85 | 237,93 119 285,09 | 194,02 | 130,05 | 374,31
108,2 101,77 | 285,31 229 179,58 | 256,2 170,66 | 279,04
131,73 | 246,31 | 308,14 || 199,92 | 170,11 | 235,89 136 249,06
112,85 | 117,59 | 191,86 || 129,73 | 228,96 | 221,07 | 140,17 | 211,18
136,5 151,89 | 238,17 | 144,8 | 231,98 | 265,93 | 175,47 | 122,46
119,71 | 176,74 140,94 | 145,58 | 194,38 | 209,94 | 338,8
319,45 | 126,08 156,62 | 203,79 | 128,58 | 306,12 | 331,11
200,88 | 223,24 191,25 | 233,46 | 234,38 | 99,85 | 194,54
71,65 146,38 218,65 | 194,51 | 226,58 || 225,49 | 177,43
120,18 | 200,99 191,76 | 259,79 | 194,5 | 242,73 | 152,28
143,72 | 340,83 259,87 | 238,38 | 263,71 85,62 177,86
105,46 | 303,76 184,87 | 188,19 | 335,3 94,3 143,86
288,56 154,1 297,17 | 179,47 | 194,22 | 237,47 | 334,39
248,08 | 216,71 120,33 | 236,86 139,2 | 212,71 | 110,34
182,27 | 246,23 172,61 | 189,95 | 206,66 | 156,66 | 186,95
153,19 179 183,68 187 109,06 | 174,43
184,15 | 251,81 131,36 | 216,17 206,33 | 194,28
41,33 | 203,92 188,61 | 138,52 207,89 | 451,25
192,31 | 213,31 424,25 | 211,81 207,03 | 156,29
284,03 | 236,96 241,37 | 250,01 157,87 | 277,53
63,17 99,2 230,8 91,98 85,43 | 243,91
164,11 | 191,58 276,38 | 103,58 192,75 | 224,67
240,15 | 211,67 205,84 | 210,39 207,33 | 173,03
168,08 | 206,73 205,51 | 217,85 266,07 | 158,45
236,43 | 235,44 452,79 236 186,47 | 252,01
48h C3™'154-182 C3™E174Q 3™
Experiment 1 2 3 1 2 3 1 2 3
248,1 215,24 127,65 | 193,65 254 277,39
229,49 | 137,75 109,12 235,77 | 66,26
361,19 | 201,9 244,69 277,76 | 343,21
201,99 | 257,2 78,11 237,31 | 289,89
254,45 | 229,75 216,37 313,67 | 156,91
199,59 | 132,87 110,94 153,17 | 210,05
253,44 | 155,94 144,74 356,72 | 86,27
212,79 | 170,56 151,83 270,27 | 189,48
310,46 | 192,62 172,78 347,29 | 225,47
164,28 | 208,61 125,53 236 196,97
127,17 | 180,17 191,2 205,24 | 122,28
219,05 | 205,43 337,69 199,45
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82,66

207,21

196,29

258,94

187,72

301,86

247,47

141,63

479,73

264,99

111,69

279,46

422,02

215,47

181,41

170,78

111,22

195,97

305,73

180,56

148,72

219,23

217,32

174,41

136,29

190,9

252,31

234,71

222,27

135,75

228

176,05

257,01

148,8

149,06

309,96

78,81

142,24

269,36

379,19

217,97

221,65

178,83

379,19

204,47

218,01

140,8

118,31

209,21

254,07

143,47

428,64

171,15

322,9

163,29

272,83

128,97

262,06

251,11

135,05

136,87

333,85

327,63

113,84

134,31

348,38

48 h

Experiment

C3%54-182

C3™E174Q

C3b0t

1

2

1 2

216,19

248,63

124,48

249,22

223,75

322,47

174,93
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F 4

Anzahl (n) der vermessenen Axone

48h Experiment
1 2 3
Kontrolle 124 117 108
C3™81-211 115 123 87
C3"'154-182 157 121 80
C3™E174Q 125 101 90
3™ 111 118 73

Experimente C3. 2: Quantitative Analyse des Axon-
wachstums in NT2/N-Zellen nach 72 h

72h

Experiment

Kontrolle

C3™482-211

1

2

3 1 2 3

87,17

119,67

184,72 || 253,71 | 220,51 | 227,29

183,97

132,17

174,65 | 107,31 | 208,79 | 145,34

113,27

128,78

148,23 | 109,13 | 219,21 | 113,04

96,11

124,21

170,74 || 164,71 | 242,01 | 245,92

126,05

177,85

220,21 | 1916 | 312,65 | 166,01

123,51

141,83

175,36 | 257,4 | 167,16 | 193,53

131,28

109,46

166,96 | 264,7 | 144,21 | 225,78

188,06

114,88

171 223,33 | 301,88 | 222,76

282,67

132,52

121,05 || 142,45 | 191,68 | 200,27

164,54

198,56

205,65 | 202,16 | 134,26 | 282,52

183,92

224,68

129,64 || 277,34 | 177,56 | 200,23

298,04

220,51

179,9 || 287,27 | 226,68 | 250,2

96,04

201,41

114,67 || 301,47 | 191,74 | 196,54

208,36

309,62

234,99 | 117,18 | 155,29 | 174,07

235,36

165,25

129,37 || 139,27 | 115,26 | 156,44

217,32

181,11

284,88 | 104,41 | 141,13 | 218,78

306,1

124,38

200,2 | 251,04 | 213,66 | 191,38

112,2

76,41

116,6 | 186,18 | 163,15 | 205,84

184,53

172,82

420,89 | 217,31 | 169,82 | 193,99

152,4

244,75

146,01 || 148,28 | 164,87 | 203,68

129,71

129,25

230,69 | 180,61 | 234,19 | 193,56

163,05

123,04

207,87 | 216,07 | 170,45 | 185,07

181,7

228,44

127,83 | 170,91 | 167,75 | 354,75

129,69

219,92

157,2 || 137,88 | 186,47 | 235,73

286,24

155,58

233,51 | 170,05 | 151,33 | 192,45

205,85

221,89

287,89 | 155,35 | 180,36 | 140,98

268,37

2246

214,26 | 547,12 | 91,61 | 188,94

114 -



Anhang

275,48 | 128,37 | 142,97 | 246,52 | 158,34 | 147,52
203,81 | 303,54 | 123,46 | 596,64 | 205,84 | 180,27
204,79 | 184,65 | 176,64 | 221,26 | 306,97 | 139,95
243,48 | 238,51 | 186,01 | 134,64 | 207,05 | 213,41
161,26 | 84,79 | 193,42 | 168,56 | 304,19 | 192,22
519,15 | 226,18 | 302,09 | 288,44 | 146,06 181,7
483,88 | 267,73 | 146,76 | 258,7 | 114,28 | 289,08
488,86 175,8 | 142,89 | 262,06 | 223,7 | 174,76
268,06 | 258,01 | 158,01 | 112,32 | 147,17 | 156,53
311,03 | 138,01 | 187,76 | 134,43 | 161,43 | 262,46
281,33 | 208,11 | 235,01 | 175,39 | 207,07 | 211,05
590,14 | 164,01 172,5 | 197,01 | 261,67 | 189,97
371,1 174,96 | 184,37 | 232,61 | 207,76 | 157,19
257,3 127,4 | 164,46 || 217,69 | 127,75 | 184,57
220,47 | 141,17 | 338,12 | 303,03 | 115,05 | 144,87
345,92 | 148,56 | 191,38 | 95,75 | 132,37 | 207,62
313,61 | 152,15 | 242,38 1719 | 216,49 | 225,82
222,98 | 137,04 | 218,88 | 304,8 | 133,63 | 130,31
72h Kontrolle C3™'182-211
Experiment 1 2 3 1 2 3
184,09 302,42 149,35 304,57 213,75 169,02
199,16 212,2 217,65 215,87 149,85 200,39
181,95 240,47 180,6 227,64 154,54 164,95
131,46 437,4 227,16 130,58 223,73 128,38
206,08 126,61 164,02 299,96 175,05 142,34
178,15 165,17 307,19 255,64 147,97 172,97
98,14 122,66 192,94 278,15 155,39 254,39
302,36 158,96 126,39 139,11 166,89 156,41
106,33 194,14 132 116,96 211,75 189,56
34,04 198,62 1771 144,45 202,33 198,85
110,1 88,96 221,29 154,95 186,23 155,11
172,12 211,77 181,59 423,37 134,85 327,81
193,92 191,26 164,33 274,5 161,79 134,31
186,85 278,39 183,99 116,21 90,15 208,43
560,24 197,01 213,89 185,7 149,79 176,81
108,43 124,37 165,89 223,09 179,8 185,43
238,03 223,22 145,93 433,89 139,43 157,46
165,13 191,15 147,41 196,07 257,75 175,97
159,11 169,77 166,37 317,71 161,31 194,04
158,45 189,14 215,68 157,43 121,69 142,63
145,05 105,2 130,01 72,05 213,77 234,63
231,28 126,35 190,19 220,1 202,7 210,1
86,21 239,3 143,77 195,37 76,53 146,18
205,51 225,88 146,78 191,52 165,14 194,95
81,54 200,16 136,57 222,36 114,84 100,41
508,31 100,56 230,57 328,29 145,18 174,49
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204,03 104,57 228,23 234,88 236,1 155,91
149,66 185,51 257,9 116,38 219,51 261,33
138,77 340,69 271,39 93,22 147,11 142,19
252,46 210,32 304,37 235,7 269,22 166,59
109,03 97,18 270,1 178,04 133,17 162,42
117,64 240,54 157,17 147,97 96,4 155,02
395,41 245,56 105,52 203,33 194,03 329,87
78,22 154,76 272,46 302,75 375,11 291,39
184,23 178,85 198,31 183,82 321,56 229,7
215,67 119,92 239,88 145,99 135,47 184,84
168,79 289,03 168,05 283,36 155,5 192,3
447,32 206,98 380,24 117,19 256,78 179,28
259,07 122,82 164,92 171,66 91,18 143,89
164,43 221,06 144,32 281,29 219,05 133,32
130,69 270,16 217,88 372,45 153,92 183,42
101,08 172,29 211,04 104,29 109,19 229,32
84,6 196,17 144,43 198,33 237,51 142,33
125,65 137,44 191,52 180,16 122,08 113,31
245,21 230,03 146,79 127,06 118,04
114,89 226,01 178,62 280,78 121,03
214,24 126,71 248,11 375,18 178,05
121,93 156,67 174,24 174,32 213,19
168,25 188,46 135,16 213,11 335,34
194,06 267 241,38 160,51 189,67
72h Kontrolle C3™'182-211
Experiment 1 2 3 1 2 3
284,55 166,88 192,36 216,11 261,12
363,06 193,89 209,98 310,93 177,9
189,39 261,86 146,19 259,6 242,61
141,64 115,73 168,65 166,12 217,92
257,35 232,83 147,57 209,79 228,99
118,08 117,39 202,21 293,97 217,06
131,8 167,99 157,32 137,61 161,05
469,98 174,78 205,95 182,5 251,89
204,85 189,4 229,88 264,65
190,9 301,23 127,42
181,08 137,48 121,32
83,66 187,84 139,81
126,73 212,22 191,02
228,27 152,69 141,78
154,3 116,24 174,69
153,74 244,69 278,42
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245,93 144,07 154,74
167,73 118,81 138,27
158,82 270,54 119,41
123,7 193,13
199,03 114,5
174,71 123,77
152,32 226,73
185,05 258,26
263,65 323,53
136,15 165,17
128,44 187,19
411,51 242,53
206,22 351,16
151,05 182,4
189,21 139,23
141,7 204,53
220,27 169,82
187,49
111,52
159,11
165,31
162,86
147,19
147,92
137,46
127,94
174,03
213,22
181,63
237,77
72h C3*'154-182 C3™E174Q [

Experiment 1 2 3 1 2 3 1 2 3
495,65 | 331,85 | 323,51 298,56 | 299,54 | 391,54 | 186,96 | 289,33 | 288,74
180,41 153,15 | 278,24 | 224,32 | 316,36 | 292,29 134,7 243,64 | 266,84
442,45 190,1 215 486,18 | 215,82 | 256,02 | 506,29 | 250,45 | 184,48
358,07 | 149,24 | 234,25 | 246,13 305 325,63 | 293,51 214,68 | 150,91
190,05 | 275,18 | 375,65 | 403,13 | 265,48 | 306,94 | 326,16 | 264,51 454,76
361,96 | 233,77 | 272,77 | 286,46 | 337,06 277,8 242,82 160,1 236,57
253,73 | 150,55 282,3 253,88 | 258,15 | 302,56 | 208,14 | 231,78 | 214,29
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195,01 | 268,72 | 2859 | 230,47 | 269,24 | 2294 | 255,72 | 188,67 | 291,47
183,7 | 344,37 | 346,98 | 337,85 | 200,43 | 328,57 | 199,65 | 260,56 | 254,35
177,19 | 338,74 | 412,58 | 213,22 | 250,82 | 408,43 192,1 325,22 | 314,47
285,47 | 180,54 | 211,69 | 264,82 | 194,48 | 264,82 | 238,74 | 467,08 | 453,79
225,49 | 233,85 | 226,93 | 324,29 192,8 | 254,19 | 201,08 | 198,62 | 225,55
283,57 | 253,65 | 407,85 | 253,69 | 195,14 | 275,26 | 259,57 | 328,81 | 278,81
158,15 | 270,77 | 190,23 | 358,69 | 321,42 | 242,84 | 232,29 | 348,53 | 464,87
350,23 | 223,71 | 327,05 | 233,44 | 286,53 | 255,66 | 304,17 | 223,37 | 389,56
364,09 | 200,79 | 353,24 | 246,61 | 278,91 | 295,95 | 375,07 | 275,39 | 286,61
208,3 | 232,39 | 287,38 | 253,11 | 203,66 | 334,07 | 534,9 183,33 | 279,36
433,09 | 340,78 | 203,65 | 203,3 | 231,22 | 308,55 | 2657 | 203,28 | 278,17
211,74 | 195,25 | 227,01 | 206,33 | 142,73 | 189,39 | 205,09 | 299,94 | 242,18
212,48 | 220,15 | 222,2 | 203,72 | 250,45 | 437,33 | 277,2 282,63 | 263,58
311,79 | 196,34 | 353,26 | 389,21 426,2 | 247,67 | 345,551 | 224,53 | 227,12
160,97 | 4385 | 340,54 | 303,06 | 256,13 | 281,75 | 228,08 | 356,38 | 234,78
180,85 | 212,34 | 344,38 | 187,51 | 399,59 | 331,75 183,6 | 250,23 | 407,68
160,87 | 288,68 | 269,69 | 346,51 | 386,57 | 246,72 | 201,41 | 332,53 | 320,3
221,04 | 428,15 | 333,01 | 290,21 | 247,95 | 148,68 | 270,48 | 221,79 | 246,64
222,57 | 127,26 | 292,46 | 345,552 | 310,85 | 444,83 | 231,65 | 232,42 | 236,32
3111 283,59 | 177,72 | 405,33 | 263,25 | 255,35 | 202,31 | 247,85 | 203,56
468,75 | 520,51 | 186,04 | 442,34 | 228,15 | 407,11 | 224,78 | 118,51 | 386,79
313,93 | 220,09 | 220,96 | 128,72 | 212,84 | 284,66 | 171,02 | 307,34 | 295,92
358,87 | 265,99 | 229,82 | 159,12 | 218,33 | 317,03 | 291,44 | 394,54 | 322,36
337,75 | 175,07 | 406,68 | 200,14 | 177,52 | 21511 | 228,53 | 216,66 | 232,19
434,8 | 251,03 | 228,22 | 272,74 | 483,21 | 204,16 | 294,42 | 207,52 | 353,12
227,61 | 292,77 | 263,68 | 411,05 | 203,84 | 327,24 | 304,33 | 258,89 | 297,91
247,23 | 359,73 | 200,51 | 211,34 | 235,91 | 362,24 1711 195 363,04
421,12 186,7 158,33 | 216,34 | 278,26 | 221,52 | 185,36 | 160,76 | 135,68
211,99 161,4 174,87 | 375,41 | 308,27 | 140,01 | 215,94 | 200,45 | 488,35
299,92 | 214,04 | 310,62 | 343,18 315,7 | 306,11 | 210,85 | 213,61 | 269,42
243,91 | 177,49 | 329,93 | 108,97 | 268,47 | 267,17 | 470,53 | 289,61 292

121,93 | 264,48 | 284,87 | 206,4 | 289,66 | 188,85 | 252,51 | 181,57 | 285,38
255,9 | 240,36 333 243,85 | 237,38 | 208,03 | 266,28 | 133,41 | 353,99
303,27 | 263,02 | 222,25 | 421,14 | 506,41 | 239,17 | 315,66 | 312,46 | 282,98
302,08 | 183,22 | 259,19 210 224,72 | 240,56 236 292,59 | 182,17
297,43 | 281,09 | 326,5 | 214,06 | 362,68 | 253,83 | 241,45 | 162,92 | 285,36
162,62 | 221,81 | 239,36 | 314,02 | 231,94 | 179,75 | 316,92 | 218,32 | 295,12
175,63 | 426,16 | 269,18 | 196,05 | 275,82 | 321,91 | 249,25 | 284,03 | 245,71
170,26 | 137,13 | 315,84 | 174,44 | 428,78 | 210,71 | 166,53 | 243,88 | 230,38
235,85 | 408,72 | 375,02 | 269,38 | 313,77 | 330,04 | 730,2 274,84 | 280,16
153,7 313,9 | 349,64 | 228,01 | 327,17 | 385,58 | 391,75 | 128,52 | 290,95
303,68 | 239,47 | 211,82 | 307,68 | 271,6 | 385,72 | 172,43 | 263,96 | 251,3
107,53 | 359,75 | 243,29 | 348,52 | 320,82 | 200,69 | 271,69 | 262,13 | 346,88
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72h C3™'154-182 C3™E174Q c3™
Experiment 1 2 3 1 2 3 1 2 3
205,43 | 220,34 | 379,17 | 289,65 190,74 196,57 | 187,15 | 353,32 303,9
382,82 176,81 267,78 390,2 233,24 | 324,75 | 136,92 | 320,98 | 277,76
327,59 | 330,39 | 257,59 | 276,06 165,52 | 288,39 | 157,71 378,56 | 404,06
2491 177,86 | 313,56 || 247,23 | 213,13 298,9 158,02 | 277,84 | 279,58
281,47 | 251,79 221,2 276,67 | 259,11 323,19 || 109,77 | 327,14 | 357,73
171,25 | 453,36 | 374,67 | 151,67 165,97 | 221,41 213,01 237,36 | 201,96
131,6 290,18 | 206,16 | 375,51 339,34 | 299,48 | 563,19 | 225,83 257,8
364,9 217,36 | 393,15 | 135,88 | 224,87 | 316,87 | 13544 | 185,87 | 130,32
311,88 | 283,25 | 362,12 | 175,43 | 234,46 | 265,58 | 216,82 159,34 | 276,99
152,48 | 267,94 | 237,95 | 305,08 | 329,26 | 414,99 313,2 169,71 298,32
132,36 197,62 | 255,41 193,31 161,72 | 276,96 | 159,47 | 367,57 | 336,71
277,26 | 284,46 | 275,52 | 256,49 | 264,83 | 263,65 | 171,59 | 209,03 | 282,65
426,97 | 251,27 | 211,73 | 280,64 | 215,42 284,5 342,61 242,25 415,6
187,85 | 155,77 | 379,88 | 286,56 | 404,49 | 220,53 | 214,81 240,31 226,45
193,63 | 149,44 | 232,37 | 363,73 | 240,56 225,5 159,23 | 324,18 | 356,29
316,07 | 189,75 | 348,35 | 214,09 192,43 | 295,44 | 360,12 165,65 234,6
297,39 | 224,22 | 251,37 261 133,75 | 293,93 | 257,76 | 269,31 264,17
278,82 | 367,98 | 264,93 221 399,63 | 442,72 | 406,56 | 303,14 | 358,94
301,35 | 153,15 | 317,58 213 337,92 | 202,52 | 278,36 | 312,31 329,5
458,82 111,36 185,07 | 429,53 185,44 | 345,24 | 291,11 290,14 | 161,49
272 143,69 | 206,03 | 255,09 | 314,64 | 230,15 | 364,21 303,72 | 255,24
161,03 | 160,74 | 265,65 | 370,12 | 203,69 | 341,54 2247 294,92 | 409,03
252,23 | 295,85 189,86 | 204,05 | 209,39 | 256,74 | 276,18 | 249,75 | 348,51
366,41 222,63 331,8 261,38 | 292,15 | 322,14 | 207,82 143,68 | 261,47
242,61 186,02 | 256,37 | 235,26 | 397,79 | 296,56 | 414,94 | 218,92 284
324,04 | 314,95 | 250,41 420,79 | 279,19 | 238,65 | 328,29 | 316,86 | 379,66
205,32 | 226,67 | 219,35 | 272,78 | 108,45 | 296,85 | 274,65 | 297,08 312,5
300,13 | 302,65 | 235,74 | 237,61 457,12 | 295,69 | 220,67 | 332,17 | 151,33
385,92 | 251,33 | 301,42 | 393,23 298,9 171,51 346,56 | 358,76 | 307,49
191,07 | 278,92 | 354,38 | 160,25 145,27 | 234,24 | 268,29 | 314,48 | 340,42
235,74 | 291,39 | 247,92 220 229,54 | 238,07 | 336,96 187,35 | 398,63
316,27 | 325,29 | 314,76 | 298,12 | 256,26 | 315,97 | 337,13 | 163,52 | 275,83
179,19 | 140,04 | 315,18 | 274,24 | 318,99 | 381,33 | 351,46 | 249,55
225,54 | 347,98 | 233,49 | 201,59 | 174,46 | 248,95 | 566,98 | 175,13
300,35 | 165,72 | 267,91 262,1 244,41 152,13 326,8 185,07
266,16 | 229,14 | 312,49 | 319,41 287,98 | 383,81 251,05 | 287,98
196,91 162,02 150,92 | 363,93 | 213,39 | 223,31 357,38 | 201,53
253,82 | 224,27 159,61 350,4 161,77 308,6 105,98 161,24
179,26 157,53 | 294,11 588,96 | 246,23 | 291,27 | 486,12 194,3
196,35 | 251,99 | 251,32 | 259,72 | 270,39 250,64 | 589,24
349,31 2427 308,08 | 440,13 | 277,94 255,58 | 353,17
284,95 | 211,29 | 403,67 | 226,44 | 206,53 211,98 | 275,09
294,22 205,3 149,68 | 286,81 158,58 344,59 | 202,41
267,64 | 363,32 | 261,22 | 174,07 | 250,34 235,47 | 204,59
352,03 | 301,71 500,98 | 301,87 323,67 | 242,82
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242,57 | 193,97 652,31 | 281,88 290,03 | 135,59
157,78 | 280,38 118,42 | 194,94 239,43 | 535,32
302,64 | 198,69 165,29 | 269,62 339,3 | 192,31
241,67 | 285,54 211,48 | 345,07 270,85 | 181,13
333,01 | 195,45 291,51 | 371,28 275,53 | 196,58
72h C3"'154-182 C3™E174Q c3™
Experiment 1 2 1 2 1 2
264,9 324,02 | 241,07 229,81 | 251,02
167,53 297,11 | 434,29 231,2 | 280,59
215,85 276,49 | 203,71 321,49 | 399,2
134,64 203,88 | 207,6 343,82 | 392,7
298,76 239,25 | 319,48 322,24 | 278,88
207,65 153,37 | 276,27 165,5 | 174,47
301,16 452,67 | 222,89 563,68 | 224,82
230,73 344,67 | 232,56 209,55 | 192,75
178,13 149,42 | 310,15 320,49 | 242,04
217,06 209,47 | 4552 360,95 | 347,18
203,58 190,69 343,07 | 228,66
381,17 178,35 280,38 | 283,45
315,93 243,62 175,91 | 470,26
130,27 304,75 204,78 | 207,35
236,24 255,55 519,1 437
414,04 183,52 366,7 | 193,33
182,36 232,37 236,85 | 241,3
380,6 271,89 156,54 | 388,31
283,45 339,29 226,83 | 205,88
236,13 352,14 185,38 | 2347
172,97 354,84 298,53 | 494,17
220,86 301,38 485,35 | 198,83
139,42 198,48 189,58
274,77 156,45 214,37
258,64 227,52 323,41
259,98 376,4 167,91
289,48 300,05
341,81 233,05
304,39 229,03
201,84 263,24
261,59 161,86
212,44 267,56
294,03
153,99
147,57
238,24
279,15
221,78
420,77
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243,31
283,44
280,23
326,51
317,62
214,78
216,27
181,02
Anzahl (n) der vermessenen Axone
72 h Experiment
1 2 3
Kontrolle 104 141 103
C3™'181-211 114 128 99
C3™'154-182 100 147 94
C3™E174Q 110 126 89
c3™ 122 132 82

- 121 -



Anhang

Analyse der axonalen

1ve

Quantitat
NT2/N-Zellen nach 72 h

Experimente C3. 2

FS5

igungen in

Verzwe

C3b0t

C3™E174Q

C3'154-182

C3™'182-211

Kontrolle

1

Experiment
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1 0 1 1 1 2
2 1 1
1 0 1 1 3 3
Kontrolle C3™'182-211 C3™'154-182 C3™E174Q c3™
Experiment 2 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
1 1 1 1 2 3 4 1 3 6 3 2 4
0 1 0 0 4 3 3 1 5 4 4 3 2
1 0 2 3 2 2 3 3 3 1 2 4 3
2 1 1 0 2 1 2 4 1 3 3 3 3
1 3 0 2 3 4 2 2 4 1 1 2 4
1 3 1 0 1 5 3 4 3 3 2 5 0
0 1 1 1 3 3 1 1 3 5 4 4 5
0 1 3 1 2 2 4 2 4 3 2 5 1
2 1 1 2 3 5 3 3 3 1 0 3 3
3 3 2 1 0 2 5 3 2 3 3 3 0
1 1 0 1 3 3 2 5 5 3 3 2 1
1 1 1 1 2 3 1 2 1 4 3 1 3
1 1 0 1 4 1 5 6 2 1 3 2 1
1 1 1 0 3 3 3 2 1 4 3 4 4
0 0 2 2 2 3 2 3 4 3 1 1 3
1 1 0 0 2 3 0 2 2 4 4 3 2
0 0 0 0 5 4 1 0 3 2 5 5 5
1 1 1 2 3 2 4 2 2 2 2 6 3
3 2 0 2 4 5 3 4 2 3 5 2 4
2 2 2 1 2 4 3 3 3 4 5 3 3
0 0 1 4 3 3 5 2 4 3 2 6 2
1 1 1 2 3 1 0 3 3 5 3 5 2
0 3 0 1 4 0 3 1 3 2 1 3 4
1 0 2 1 4 4 2 0 4 2 3 3 3
2 1 0 0 2 3 4 2 3 3 1 1 0
0 1 1 3 3 1 3 3 4 4 2 2 5
3 1 0 1 6 2 3 3 3 4 3 3 1
1 2 1 2 2 3 1 1 4 2 5 4 2
0 1 1 3 3 2 5 3 5 3 4 3 3
1 0 2 1 1 2 4 4 3 3 3 4 3
1 1 1 0 4 3 7 2 3 1 2 3 2
2 1 0 1 3 4 3 0 4 4 3 2 4
1 1 2 1 2 2 2 1 3 3 3 3 5

- 123 -



Anhang

0 2 0 3 3 6 2 2 2 2 6 4 2
2 0 2 0 3 3 3 2 2 6 1 3 3
2 1 3 1 3 3 4 3 2 3 2 3 1
1 0 1 0 2 4 5 3 4 4 3 2 6
1 1 1 2 3 2 2 4 5 2 4 4
1 2 0 0 4 2 3 3 2 3 3 3
0 2 2 1 3 4 2 5 3 3 3 5
0 1 1 2 4 3 4 3 4 5 4 3
1 2 0 2 2 5 3 2 4 3 1 4
1 0 1 1 3 4 5 4 3 2 4 2
2 1 1 0 3 2 3 3 3 6 3 0
2 3 2 4 3 3 3 4 4 3
1 1 0 3 3 2 4 2 3 3
1 1 2 4 3 3 2 4 5 2
1 1 1 3 3 0 3 3 2 5
0 0 2 1 4 6 1 2 4 3
1 1 0 4 3 5 3 4 3
Kontrolle C3™182-211 C3™'154-182 C3™E174Q C3™
Experiment 2 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
1 1 1 4 1 2 3 3 2
0 0 1 5 4 4 1 5 1
2 4 2 2 3 3 0 2 3
2 0 1 3 2 4 5 2 4
1 0 0 4 3 3 4 3 3
3 4 4 3
1 3 2 2
1 1 4 4
0 3 3 3
2 3 4
1 5 3
3 2
4 4
6 1
3 3
3
4
3
3
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o | o

Anzahl (n) der ausgewerteten Neurone

72 h Experiment
1 2 3
Kontrolle 119 101 101
C3™181-211 106 101 96
C3"'154-182 125 100 99
C3™E174Q 104 100 99
3 110 100 82
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