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Einleitung 1

1 Einleitung

Das zentrale Nervensystem (ZNS) von Saugetieren besteht aus mehr als 10* Neuro-
nen, die untereinander eine Vielzahl synaptischer Verbindungen eingehen. Um ein
komplexes und fein reguliertes Schaltnetz auszubilden, unterliegt die Entwicklung des
Nervensystems einer genau aufeinander abgestimmten sowohl rdumlichen als auch
zeitlichen Kooperation und Koordination von Nervenzellen, die sich spezifisch mit an-
deren Zellen verbinden. Das Verstandnis molekularer Mechanismen, die zielgerichte-
tes neuronales Wachstum und die Entwicklung spezifischer synaptischer Verbindun-
gen im zentralen (ZNS) und peripheren Nervensystem (PNS) erméglichen, stellt eine
der groften Herausforderungen in der Neurobiologie dar. Durch das Senden und Emp-
fangen von Signalen und Informationen wird es den Zellen ermdglicht, tGber spezifische
Zell-Zell-Interaktionen ihre korrekten Formen und Positionen innerhalb des Nervensys-
tems einzunehmen. Neben Rezeptoren und Kanélen sind dafiir vor allem Zelladhé&si-
onsmolekile zustandig. Diese ermdglichen Zellkontakte und kénnen Informationen ins
Innere der Zelle weiterleiten, empfangen und in Folge dessen entsprechende Reaktio-

nen der Nervenzellen bewirken [1].

1.1 Zelladhasion

Um die Ausbildung eines komplexen und fein regulierten Schaltnetzes durch die Ver-
bindung von Einzelzellen zu zweckgerechten Verbindungen wie Geweben und Orga-
nen gewabhrleisten zu kénnen, erfordert es einer Erstellung besonders enger und spezi-
fischer Verknipfungen zwischen den einzelnen Zellen. Der Erflillung dieses Zweckes
dienen spezifische Zell-Zell-Verbindungen. Als Zelladhasion bezeichnet man den somit
Uber Zelladhasionsmolekiile bzw. Zell-Zell-Verbindungen vermittelten Kontakt zu einer
Nachbarzelle (Zell-Zell-Adhasion) oder zu Bestandteilen der Extrazellularen Matrix
(EZM) (Zell-Matrix-Adhésion).

Zelladhasionsvorgange sind in vielzelligen Organismen fir eine Reihe von Funktionen,
z. B. fur die Formierung und Erhaltung von Gewebestrukturen, unentbehrlich und wa-
ren bereits fir die Entstehung der Metazoa notwendig. Die Zelladhdsion nimmt eine
wichtige Rolle bei Prozessen, die fir die Bildung funktionsfahiger Gewebe und Organe
notwendig sind, ein. Zu diesen Prozessen zéhlen dabei z. B. Proliferation, Differenzie-
rung, Migration und Zellaggregation. Im adulten Organismus sind Veranderungen im
Bereich der Zelladhasion sowohl fir zahlreiche physiologische Vorgange, wie
Lymphozytenwanderung, Homdostase und Wundheilung, als auch bei pathologischen

Prozessen, wie Tumorentstehung, Tumorwachstum und Metastasierung, essentiell [2].



Einleitung 2

Die Zell-Zell-Adhasionsvorgange spielen in der Histogenese eine entscheidende Rolle
fur die Ablésung ganzer Zellgruppen, einzelner Zellen aus einem Zellverband (Segre-
gation und Dispersion) und fur die Aggregation von Zellen, wohingegen Zell-Matrix-
Interaktionen bei der Migration von Zellen tGberwiegen. In der Differenzierung von Neu-
riten, beim Auswachsen wie auch bei deren zielgerichteter Lenkung sind beide Zellad-
hasionsformen von grof3er Bedeutung. Entscheidend fur einen richtigen Ablauf mor-
phogenetischer Vorgange sind die zeitliche und rdumliche Regulation der Expression
verschiedener Adh&asionsmolekile. Zelladh&sionsmolekile dienen nicht nur als me-
chanisch-dynamische Kontaktelemente, sondern konnen auf3erdem als Signalvermitt-
ler fungieren. Dabei sind sie in der Lage, Signale aus der unmittelbaren Umgebung
aufzunehmen und ins Innere der Zelle weiterzuleiten und somit als Adhasionsrezepto-
ren zu dienen. Durch eine Aktivierung von Zelladh&asionsmolekilen kann es intrazellu-
lar sowohl zu einer Umstrukturierung des Zytoskeletts als auch zur Initiation von
Signaltransduktionsprozessen kommen, welche demnach z. B. auch eine Veranderung
der Genexpression bewirken kénnen [3]. Eine Reihe von Adhéasionsmolekilen assozi-
ieren mit Elementen des Zytoskeletts und/oder mit intrazellularen Signalmolekilen, wie
Proteinkinasen, Phosphatasen oder mit Adapterproteinen. Sie kdnnen jedoch auch
selber Kinase- oder Phosphatasedoménen besitzen oder lateral mit anderen

Rezeptorproteinen, wie z. B. Rezeptoryrosinkinasen, assoziiert sein [3].

1.2 Zelladhasionsmolekile

Zelladhasionsmolekiile sind komplex aufgebaute Glykoproteine, die sich durch ihre
Grolle und Zusammensetzung der Strukturelemente unterscheiden. In der Regel be-
stehen sie aus einer grol3en extrazellularen Doméane, einer Transmembrandomane
und einer kiirzeren cytoplasmatischen Domane. Neben diesen treten jedoch auch eini-
ge andere, u. a. bestimmte Isoformen, auf, welche keine cytoplasmatische Domane
besitzen und Uber einen Glykosyl-Phosphatidylinositol (GPI)-Rest in der Membran ver-
ankert sind. Aufgrund bestimmter Strukturmerkmale lassen sie sich in Gruppen zu-

sammenfassen und in vier grofl3e Proteinfamilien einteilen [3]:

Cadherine [4]
Selektine [5]
Integrine [6]

A w N PR

Immunglobulin-Superfamilie [7].
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Im Rahmen dieser Arbeit soll speziell auf die Immunglobulin-Superfamilie eingegangen
werden und dabei insbesondere auf das neurale Zelladhasionsmolekil NCAM und die

NCAM-vermittelte Signaltransduktion.

1.3 Zelladhasionsmolekile der Immunglobulin-Superfamilie

Als Immunglobulin-Superfamilie bezeichnet man die gréf3te Familie strukturverwandter
Proteine, die Uber 100 Mitglieder umfasst [7]. Ihr Vorkommen reicht von Vertebraten
bis hin zu Invertebraten wie z. B. Drosophila. Alle Mitglieder der Immunglobulin-
Superfamilie besitzen als typisches Strukturelement mindestens eine Immunglobulin-
ahnliche Domaéne (lg) im extrazellularen Proteinbereich. Solche Domanen, die auch fir
Antikorper kennzeichnend sind, bestehen aus 70 bis 110 Aminosauren, deren zwei an-
tiparallel bildende B-Faltblatter Gber Disulfidbriicken miteinander verbunden sind
(2 Cysteinreste pro lg-Doméne) [8]. Die Anzahl der Ig-ahnlichen Domanen kann inner-
halb der Ig-Superfamilie stark variieren. Es kommen vier verschiedene Typen von Ig-
ahnlichen Doméanen vor, Typ C1, C2 und V, die dem konstanten (C) Teil bzw. dem va-
riablen (V) Teil von Immunglobulinen ahneln, sowie der I-Typ (intermediar) [9]. Die Mit-
glieder der Immunglobulin-Superfamilie weisen die unterschiedlichsten Funktionen auf.
Eine Untergruppe der Immunglobulin-Superfamilie stellen die Zelladhasionsmolekile
dar. Sie liegen als glykosylierte transmembranare Proteine vor, welche Ca*-
unabhangige Zell-Zell-Adhasion vermitteln. Im Nervensystem spielen sie eine wichtige
Rolle beim Auswachsen von Neuriten® und der Entstehung und Aufrechterhaltung
neuronaler Verbindungen [10]. Viele Vertreter dieser Familie besitzen neben den Wie-
derholungen von Ig-Domanen ein oder mehrere Fibronektin-Typ-Ill-Domé&nen. Bei die-
sen Domanen handelt es sich um eine 90 Aminosauren-lange Struktur, die man als
erstes in dem extrazellularen Matrixprotein Fibronektin gefunden hat [11]. In diese
Gruppe lasst sich das neurale Zelladhasionsmolekill NCAM einordnen.

Viele Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie vermitteln hauptsachlich homophile
Zell-Zell-Adhasion. Sie sind jedoch auch in der Lage, heterophile Bindungen einzuge-
hen. Diese kdnnen sowohl in cis- (innerhalb einer Zellmembran) als auch in trans-

Konstellation (Zell-Zell-Kontakt) erfolgen.

1.4 Das neurale Zelladhasionsmolekil NCAM

Das neurale Zelladhasionsmolekil NCAM ist ein Zelloberflachenglykoprotein, welches

der Superfamilie der Immunglobuline angehért und zu den am besten untersuchten

Y n dieser Arbeit wird Neurit als Oberbegriff flir Axone und Dendriten verwendet, da in der Zellkultur in der
Regel zwischen ihnen nicht unterschieden werden kann.
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und charakterisierten Zelladhasionsmolekilen gehdért. 1977 hat man es erstmals im
Nervensystem embryonaler Hihner entdeckt [12] [13]. Kurze Zeit spater indentifizierte
man auch Spezies-homologe Proteine in der Ratte [14], der Maus [15], dem Rind [16],
dem Menschen [17], dem Huhn [18] und im Frosch [19]. Zu den NCAM-ahnlichen Pro-
teinen z&hlt man das apCAM, ein neurales Zelladh&sionsmolekul im Nervensystem der
Meeresschnecke Aplysia [20], das Fascilin, ein Zelladhasionsmolekiil im Nervensystem
von Drosophila [21] und das im Nervensystem des Blutegels exprimierte Zelladhasi-
onsmolekul [22].

NCAM spielt eine wichtige Rolle wéhrend der Embryonalentwicklung, wo es bereits im
Blastoderm und anschliel3end in Ektoderm- und Mesodermderivaten, wie der Neural-
platte, dem Neuralrohr und dem Endothel exprimiert wird. Daneben ist es, zusammen
mit anderen Zelladh&sionsmolekilen, auf3erordentlich wichtig in der Formierung von
Zellgruppen sowie bei Prozessen der neuronalen Entwicklung, wie z. B. der Migration
von Neuroblasten und dem regulierten Auswachsen von Neuriten (siehe Kapitel 1.5.1;
[23]). Des Weiteren ist NCAM in verschiedenen Prozessen, wie der Synaptogenese,
der synaptischen Verformbarkeit, bei Lern- und Gedachtnisprozessen, sowie Vorgan-
gen der Axonregeneration involviert [24] [25]. Wahrend die NCAM-Expression in den
meisten Geweben und Organen im weiteren Entwicklungsverlauf zuriickgeht, bleibt
NCAM im erwachsenen Organismus hauptsachlich im Nervensystem prasent. Im zent-
ralen Nervensystem (ZNS) wird NCAM von Neuronen, Astrocyten und Gliazellen
exprimiert und vermittelt Zelladhasion zwischen Neuronen untereinander, zwischen
Neuronen und Astrocyten und zwischen Astrocyten untereinander [26]. Im peripheren
Nervensystem wird NCAM von Neuronen und Schwannzellen synthetisiert.

In den letzten 30 Jahren seit der Entdeckung NCAMs konnte gezeigt werden, dass es
nicht mehr als korrekt angesehen werden kann, NCAM lediglich als Zelladhasionsmo-
lekdl zu bezeichnen. NCAM vermittelt nicht nur Zelladhasion, sondern nebenher noch
eine Vielzahl weiterer biologischer Phanomene. Es ist z. B. in vielen cis- und trans-
Interaktionen mit sich selbst und weiteren heterophilen counter receptors involviert,
wodurch es zur Entstehung von Zell-Zell-Kontakten und Zell-Substrat-Interaktionen

kommen kann und daraufhin intrazellulére Signalwege aktiviert werden kdnnen [27].

1.4.1  Molekulare Struktur und Splei3varianten

NCAM wird von einem singularen aus mindestens 25 Exons zusammengesetzten Gen
kodiert, welches bei der Maus auf Chromosom 9 [28] und beim Huhn und dem Men-
schen auf Chromosom 11, g23 lokalisiert ist [29] [30]. Auf Proteinebene existieren fir

NCAM im Hirn drei Hauptisoformen, die man aufgrund ihrer apparenten Molekularge-
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wichte von 120, 140 und 180 kDa in der SDS-Gelelektrophorese als NCAM 120,
NCAM 140 und NCAM 180 bezeichnet [31]. Diese NCAM-Isoformen entstehen durch
alternatives SpleiRen [32][33]. Die beiden groRen Isoformen NCAM 180 und
NCAM 140 sind transmembranare Glykoproteine, die sich nur in ihrer Lange der
cytoplasmatischen Doméane unterscheiden. NCAM 180 weist ein zuséatzliches Insert
von 261 - 267 Aminosauren (~speziesabhangig) auf. NCAM 120 dagegen ist Uber ei-
nen Glykosyl-Phosphatidylinositol (GPI)-Anker in der Plasmamembran verankert [34].

Allen NCAM-Molekilen gleich ist der extrazellulare Bereich, der aus funf Ig-artigen
Doménen [35] und zwei membrannahen Fibronektin-Typ-Ill-homologen Domanen be-
steht [31] (siehe Abb. 1). In diesem Bereich verfiigt NCAM Uber sechs potentielle
N-Glykosylierungsstellen. Eine einzigartige posttranslationale Modifikation von NCAM
stellt die Polysialylierung der N-Glykane der drei Glykosylierungsstellen der 5. Ig-
artigen Domé&ne dar [36]. In der Abb. 1 sind die drei Hauptisoformen NCAMs schema-

tisch dargestellt.

NCAM120 NCAM140 NCAM180

C Ig-Doméne

A, N-Glykan

“»':;'-& PSA-modifiziertes
2, N-Glykan
| FN-lll-Domane

{ ) GPL-Anker

-, Transmembran-
Doméne

¢.. Cytosol. Domane
~ in NCAM140
Zusatzl Exon in
” NCAM180

extrazellular

infrazellular

Abb. 1: Die drei Haupisoformen NCAMs

Allen drei NCAM-Isoformen gleich ist der extrazellulare Bereich. Die Molekile
NCAM 180 und NCAM 140 unterscheiden sich einzig durch eine in der intrazellularen
Domaéne lokalisierte Aminoséureabfolge, die vom Exon 18 kodiert wird. NCAM 120 da-
gegen ist durch einen GPI-Rest in der Membran verankert [37].



Einleitung 6

Mit Hilfe des alternativen SpleiRens ist es mdglich, weitere 20 - 30 Isoformen zu gene-
rieren, die Varianten der drei Hauptisoformen darstellen [38]. Viele dieser Isoformen
entstehen durch alternatives Splei3en der extrazellularen Doméane, manche von ihnen
sind Gewebe- oder Entwicklungsstadium-spezifisch [39]. In den NCAM-Transkripten
des Hirns befinden sich im kodierenden Bereich fir die extrazellulare Doméne zwei
Spleil3stellen, die als a und & bezeichnet werden. Das n-Exon, das auch als VASE (Va-
riable-Alternative-Spliced-Exon) bekannt ist, besitzt eine besondere Eigenschaft. Es
weist die Kodierung eines zusatzlich zehn Aminosauren-langen Inserts innerhalb der
4. Ig-artigen Doméane von NCAM auf und ist deswegen interessant, weil es die Funkti-
on von NCAM entscheidend modulieren kann (siehe Kapitel 1.5.1). Die Expression des
VASE-Exons wird entwicklungsabhangig reguliert [39] [40]. An der Splei3stelle a zwi-
schen Exon zwolf und Exon 13 konnen alternativ 15, 48 oder 42 Nukleotide und/oder
das Trinukleotid AAG inseriert werden, eine Region die stromabwaérts der fiir die flinfte
Ig-artige Domane-kodierenden DNA liegt [41].

Weiterhin existieren auch l6sliche Formen des neuralen Zelladhasionsmolekiles
NCAM, die im Hirn, in der Cerebrospinalflissigkeit und im Blut identifiziert werden
konnten. Dabei handelt es sich um in den Extrazellularraum entlassene NCAM 120-
Molekule oder durch extrazelluldre Spaltung der transmembranaren Isoformen entste-
hende Molekile. Neben diesen konnten aber auch intakte transmembranére Formen
identifiziert werden, was auf eine Sekretion dieser Formen hindeutet [42] [43]. Mogli-
cherweise kdnnen diese l6slichen Formen durch Bindung an zellulares NCAM die
NCAM-vermittelte Zell-Zelladh&sion modulieren [44].

1.4.2  Funktion und Unterschiede in der raumlichen und zeitlichen Expression

der drei Hauptisoformen von NCAM

Die drei NCAM-Isoformen sind nicht homogen auf allen NCAM-exprimierenden Zellen
verteilt, sondern kdnnen sowohl von verschiedenen Zell-Typen exprimiert werden als
auch innerhalb der Zelle unterschiedlich lokalisiert sein. So erfolgt die Expression von
NCAM 140 vor allem im Bereich der Wachstumskegel von auswachsenden Neuriten,
wogegen man NCAM 180 an Zell-Zell-Kontakt-Stellen (Soma, Neuriten, Wachstums-
kegel) akkumuliert vorliegend findet. Aufgrund seiner Assoziation mit dem Zytoskelett
wird dem NCAM 180 eine Rolle in der Stabilisierung der Zell-Zell-Kontakte zugeschrie-
ben [45]. Versuche mit Latex-Beads lieferten Hinweise dafir, dass Molekile der EZM
direkt oder indirekt die Akkumulation von NCAM 180 in die Zellkontaktbereiche stimu-

lieren [46]. NCAM 140 konnte man auf pra- und postsynaptischen Membranen identifi-
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zieren, wahrend NCAM 180 nur auf der postsynaptischen Seite vorkommt. Jedoch
exprimieren nicht alle postsynaptischen Membranen NCAM 180 [47].

NCAM 180 ist exklusiv in neuralen Geweben anzutreffen (im ZNS: Neuronen,
Oligodendrocyten, Astrocyten) und wird vermutlich erst exprimiert, wenn die Zellen be-
reits differenziert sind [45]. NCAM 140 wird dagegen sowohl von Neuronen als auch
von Muskelzellen synthetisiert. Das NCAM 120 findet man hauptsachlich auf Gliazel-
len. Es wird auRerdem auch von einigen Neuronen und Muskelzellen exprimiert und
tritt in der Entwicklung spéater in Erscheinung als die beiden anderen Isoformen. Allen
Isoformen ist es Uberein, in bestimmten Membranbereichen, den sogenannten lipid
rafts, anwesend zu sein. In diesen Membranbereichen, die detergenzresistente Mikro-
domanen darstellen, herrscht ein hoher Cholesterin- und Sphingolipid-Gehalt. Wah-
rend sich das NCAM 120 haufig in lipid rafts befindet, lasst sich der gréf3te Anteil der
transmembranéren Isoformen aufRerhalb der lipid rafts und ein geringer Anteil (2% der
NCAM-140-Molekule) in lipid rafts antreffen [48]. Fur die Prasenz der transmem-
branaren NCAM-Isoformen in lipid rafts sind die vier Palmitoylierungsstellen von Be-
deutung [48].

1.4.3 Posttranslationale Proteinmodifikationen

Als posttranslationale Proteinmodifikationen bezeichnet man Veranderungen von Pro-
teinen, die nach der Translation stattfinden. Alle drei NCAM-Isoformen kodnnen
posttranslational modifiziert werden. Bei Modifikationen im extrazellularen Bereich
handelt es sich um Glykosylierungen der Asparaginreste (N-Glykane) sowie um
Sulfatierungen der Asparagin-gebundenen Oligosaccharide [49]. Als einzige NCAM-
Isoform weist das GPI-verankerte NCAM 120 eine O-Glykosylierung auf, dessen Funk-
tionen auf eine Stabilisierung des NCAMs hinweisen oder aber einen NCAM turnover
in der Plasmamembran regulieren kénnten [50]. Einzigartig fur das neurale Zelladhasi-
onsmolekil NCAM ist die Polysialylierung der 5. Ig-artigen Domé&ne. Innerhalb ihrer
cytoplasmatischen Domanen koénnen die beiden groRen NCAM-Isoformen an Serin-
und Threoninresten phosphoryliert werden. Drei der vier moglichen Cysteinreste der

cytoplasmatischen Doméne kénnen palmitoyliert werden [51].

1.4.3.1 Phosphorylierung als Modifikation

Als Phosphorylierung bezeichnet man im Allgemeinen eine reversible, enzymatisch ka-
talysierte Einfihrung einer oder mehrerer Phosphat-Gruppen in organische Molekile
oder Makromolekiile, insbesondere z. B. in Proteine. Die daflr bendtigten Enzyme

werden als Kinasen bezeichnet. Die Phosphorylierungsreaktionen nehmen eine wichti-
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ge Rolle bei der Regulation von biologischen Prozessen in der Zelle ein, wie z. B. bei
der Regulation von Proteinaktivitaten oder Signaltransduktionsketten. Aufgrund der
Phosphatgruppe kommt es nach der Phosphorylierung folglich oft zu einer Konfor-
mationsanderung des Proteins. Das flhrt dann dazu, dass es zwei verschiedene For-
men des Proteins gibt, die je nach Einzelfall aktivierte oder inaktivierte Formen des
Proteins darstellen. Neben der Phosphorylierung von Aminoséuren kdnnen auch viele
Transkriptionsfaktoren, wie z. B. das CREB, auf diesem Wege Uuber spezielle
Signaltransduktionskaskaden aktiviert werden. Es werden hauptsachlich Serin,
Threonin und Tyrosin phosphoryliert, da sie die daftir notwendige OH-Gruppe in ihrer
Seitenkette besitzen. Das Verhaltnis der Phosphorylierung von Ser, Thr und Tyr liegt
bei 1800 : 200 : 1.

Die intrazellulare Doméane der NCAM-Isoformen 140 und 180 besitzt laut durchgefiihr-
ter Analyse mit dem Computerprogramm NetPhos 2.0 mehrere verschiedene Phospho-
rylierungsstellen. Im NCAM 140 handelt es sich dabei um 5 an Serin und 6 an
Threonin, wogegen es im NCAM 180, 28 an Serin und 21 an Threonin sind (siehe Abb.
2).

In friheren Studien liel3 sich im Hihner NCAM eine mogliche Phosphorylierung an den
in der cytoplasmatischen Doméne befindlichen Serin- und Threoninresten nachweisen
[49]. Man vermutete eine Vermittlung Uber die Casein-Kinase-1 und die Glykogen-
Synthase-Kinase 3 (GSK-3) [52]. In verschiedenen Differenzierungsassays mit PC12-
Zellen lieRR sich zeigen, dass die Phosphorylierung von NCAM spezifisch fir Differen-
zierungsvorgange, wie z. B. flr das Neuritenwachstum, ist [53]. Eine im Neuriten-
wachstum bedeutsam involvierte Kinase ist die Protein-Kinase-C [54]. Des Weiteren
wird spekuliert, ob mdgliche Phosphorylierungen spezifischer Aminosauren im Bereich
der cytoplasmatischen Domane gleichzeitig die Funktion von NCAM modulieren kén-
nen. Es wird vermutet, dass die Phosphorylierung von NCAM seine Interaktion mit dem
Zytoskelett beeinflussen konnte und dadurch das Neuritenwachstum geférdert werden
kénnte. Diese Aussage wirde das gezeigte Modell von Bittner et al. unterstitzen.
Dieses besagt, dass das NCAM 180 als Stabilisator von Zell-Zell-Kontakten betrachtet
werden kann, da es die Plasmamembran mit dem Zytoskelett verbindet und NCAM 140
das Neuritenwachstum férdert [55]. Diestel et al. haben herausgefunden, dass der ein-
zige cytoplasmatische Tyrosinrest von NCAM, der sich sehr nah der transmem-
branésen Doméne befindet, im NCAM 180 durch eine bis jetzt noch unbekannte
Kinase phosphoryliert werden kann. Das an Tyrosin phosphorylierte NCAM 180 wurde
als Stabilisator von Zell-Zell-Kontakten gehandelt und somit wird vermutet, dass diese
Form anstelle der Interaktion mit dem Zytoskelett eher eine Funktion im neuronalen

Bereich Ubernimmt [56]. Mit Hilfe spezieller Phosphatasen besteht neben der Phospho-
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rylierung von NCAM auch noch die Méglichkeit der Dephosphorylierung. Bittner et al.
zeigten, dass NCAM 140 und 180 mit den Proteinphosphatasen 1 und 2A assoziieren
[57]. Es konnte gezeigt werden, dass nur die Proteinphosphatase 1 eine Rolle in der
Dephosphorylierung spielt, wohingegen die Funktion der Proteinphosphatase 2A noch
ungeklart bleibt [53].

Ein phosphoryliertes Serin an Position 774 in der intrazellularen Doméane von NCAM
wurde neben der NetPhos 2.0 Analyse in mehreren Massenproteomanalysen gefun-
den [58] [59] [60].

Ig!

Ig2
Ig}

Igd

g5
S774

DITCYFLNKC GLWL CGKAGPGAKG

KDMEEGKAAF SKDESKEPIV EVRTEEERTP
NHDGGKHTEP NETTPL

FN-Ill-Doménen

i $18181818)

W Potentielle
Phosphorylierungssstelien
cyt: 386 aa 207 s
S
MW
KGPVETKSE
NCAM140/-180 PQESEAKPAP TEVKTVPNEA TQTKENESKA

Abb. 2: Schematische Darstellung der intrazellularen Sequenz von NCAM 140
(schwarz) und 180 (blau)

Alle Serin- oder Threoninreste sind rot markiert. Durch NetPhos 2.0 analysierte poten-
tielle Phosphorylierungsstellen sind dick und unterstrichen dargestellt. Der einzige
Thyrosinrest ist grin dargestellt [53].

15 NCAM-vermittelte Signaltransduktion

Durch die Beteiligung von NCAM an den unterschiedlichsten Prozessen, wie der Zell-
wanderung, axonalem Wachstum und synaptischer Plastizitat, lassen sich Vermutun-
gen darUber aufstellen, dass NCAM intrazellulare Signaltransduktionskaskaden akti-
viert. Ende der 80er-, Anfang der 90er Jahre lieferten erste Studien mit priméren Neu-
ronen und PC12-Zellen Hinweise fir eine Beteiligung von NCAM an Signaltrans-
duktionsprozessen. In diesen Studien wurde gezeigt, dass eine homophile NCAM-
Bindung oder eine Stimulation der NCAM-Molekule durch NCAM-spezifische Antikor-
per die Konzentration bestimmter Signalmolekile in der Zelle &ndert. So zeigten

Schuch et al., dass eine Zugabe von NCAM-oder L1-Antikérpern zu PC12-Zellen einen
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Anstieg der intrazellularen Ca?'- Konzentration, eine Reduktion der intrazellularen
Inositolphosphat-Konzentration (IP,, IP3) sowie auch eine Abnahme des intrazellularen
pH-Wertes zur Folge hat [61]. Der Anstieg der intrazellularen Ca?®'- Konzentration
konnte durch Pertussis-Toxin inhibiert werden, was auf eine Beteiligung von Pertussis-
Toxin-sensitiven G-Proteinen an diesem Prozess hindeutet. Gleiche Ergebnisse konnte
man bei PC12-Zellen und primaren Neuronen beobachten, die man mit ldslichem
NCAM oder L1 behandelt hat [61].

Entgegen friher Vorstellungen weil man heute, dass das neurale Zelladh&sionsmole-
kil NCAM in vielfaltiger Weise an molekularen Wechselwirkungen und Signal-
transduktionskaskaden beteiligt ist. Diese Interaktionen, in die NCAM involviert ist,
konnen dabei sowohl homo- als auch heterophiler Natur sein. Bei der Aktivierung von
Signal-transduktionskaskaden kommt es zum Weiterleiten NCAM-vermittelter Signale
in die Zelle, die daraufhin entsprechend reagieren kann. Das Neuritenwachstum zé&hlt
dabei zu den am besten untersuchten Reaktionen von Nervenzellen auf NCAM-

vermittelte Signale [27].

1.5.1  Signaltransduktion und Neuritenwachstum

PC12-Zellen oder primare Neurone wurden auf Monolayern von NCAM/CAM-
transfizierten 3T3-Fibroblasten kultiviert. Das daraus resultierende Neuritenwachstum
wurde anschlieBend mit dem Neuritenwachstum von Zellen verglichen, die auf nicht-
transfizierten Fibroblasten kultiviert wurden [62]. Mit diesem System wurde demons-
triert, dass alle drei Haupt-Isoformen von NCAM als Liganden fungieren kénnen und
NCAM-abhangiges Neuritenwachstum stimulieren.

Die Fahigkeit von Neuronen, Axone auszubilden, ist von ihrem Polysialinsduregehalt
sowie von der An- oder Abwesenheit des alternativ gespleil3ten VASE-Exons im extra-
zellularen Bereich von NCAM abhangig [63]. Die Anwesenheit des 10-Aminoséuren-
kodierenden VASE-Exons, welches sich innerhalb der 4. Ig-Doméne des NCAM-
Molekils befindet, hat ebenfalls einen modulatorischen Einfluss auf das NCAM-
vermittelte Neuritenwachstum [64] [65] [40]. Trifft man dieses VASE-Exon in NCAM-
transfizierten Fibroblasten oder in den Neuronen an, so wird das NCAM-stimulierte
Neuritenwachstum inhibiert. Das VASE-Exon ist in den Hirnregionen, die weiterhin
morphologische und synaptische Plastizitat zeigen, nicht anwesend und seine Expres-
sion ist raumlich beschrankt [66].

In Versuchen, in denen NCAM 120 oder NCAM 140 mit entfernter cytoplasmatischer
Doméne in PC12-Zellen tberexprimiert wurden, konnte gezeigt werden, dass die

cytoplasmatische Doméane von NCAM fir die Initiation der Signaltransduktion und fir
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die Stimulierung des Neuritenwachstums essentiell ist. AnschlieRend konnte man diese
Zellen nicht mehr durch NCAM zum Neuritenwachstum stimulieren [67].

Durch homophile Wechselwirkungen sind NCAM und andere Zelladhasionsmolekile,
wie das L1 oder N-Cadherin, in der Lage das Neuritenwachstum zu stimulieren. Im
Jahr 1991 konnte gezeigt werden, dass alle drei CAMs Uber das G-Protein-abhéngige
Offnen von Ca**-Kanélen des L- und N-Typs in PC12-Zellen Neuritenwachstum stimu-
lieren [68]. Pertussistoxin (hemmt G-Proteine) als auch eine Kombination von L- und N-
Typ Ca®*-Kanal-Blockern inhibieren dieses CAM-stimulierte Neuritenwachstum voll-
standig. Bei allen drei CAMs spielt Ca®* als second messenger eine entscheidende
Rolle in der Stimulation der Neuritenbildung.

Zwei durch NCAM-vermittelte Signaltransduktionswege, die eine Rolle beim Neuriten-
wachstum spielen, wurden bisher intensiv untersucht. Dabei handelt es sich zum einen
um den durch NCAM-Stimulation aktivierten FGF-Rezeptor-Signalweg, zum anderen
um den Weg, der mit der Aktivierung intrazellularer Tyrosinkinasen startet. Es wird
vermutet, dass beide Signalwege Uber bestimmte Signalmolekile miteinander gekop-
pelt sind. Beide fihren zum Ras-MAP-Kinase-Weg und kénnen somit eine Aktivierung

des Transkriptionsfaktors CREB bewirken.

1.5.1.1 Die Rolle des Rezeptors fur den Fibroblastenwachstumsfaktor (FGF-
Rezeptor) in der NCAM-vermittelten Signhaltransduktion

Obwohl NCAM selbst keine intrazelluldare Kinaseaktivitat besitzt, ist es dennoch mog-
lich, das NCAM-vermittelte Neuritenwachstum mit Hilfe eines Tyrosinkinase-Inhibitors
zu hemmen. Dieser Tyrosinkinase-Inhibitor hemmt neben der Aktivitat von Rezeptor-
Tyrosinkinasen das NCAM-vermittelte Neuritenwachstum, nicht aber das Integrin-
vermittelte Neuritenwachstum [69]. Anhand dieser Aussage konnten erste Hinweise
dafur geliefert werden, dass es eine Beteiligung einer Rezeptortyrosinkinase in der
NCAM-vermittelten Signaltransduktion gibt und dass verschiedene Rezeptortypen
(CAM oder Integrine) unterschiedliche Sighalwege nutzen, die Neuritenwachstum in-
duzieren.

Kiselyov et al. gelang es, eine direkte Interaktion von NCAM mit dem FGF-Rezeptor,
durch Vermittlung der Fibronektin-Dom&nen von NCAM und der zweiten und dritten Ig-
artigen Doméane des FGF-Rezeptors, nachzuweisen [70]. Die Bindung eines Liganden
an NCAM, speziell eine homophile NCAM-NCAM-trans-Interaktion, bewirkt eine direkte
Interaktion von NCAM mit dem FGF-Rezeptor [70] [71]. Da NCAM-vermitteltes
Neuritenwachstum mit Hilfe verschiedenster Inhibitoren von Rezeptortyrosin-Kinasen

zu unterdriicken ist, veranlasste Williams et al. zu der Hypothese, dass NCAM-
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vermitteltes Neuritenwachstum allein Uber den FGF-Rezeptor vermittelt wird [69] [72].
FGF ist alleine dazu befahigt, tber die Aktivierung des FGF-Rezeptors Neuriten-
wachstum zu induzieren und mit Hilfe von Inhibitoren ist es mdglich, dieses auch wie-
der zu hemmen [73]. NCAM verursacht in dieser Theorie die Dimerisierung des Rezep-
tors und durch die darauf folgende Autophosphorylierung seiner Tyrosinreste die Akti-
vierung einer Signaltransduktionskaskade, die mit der Stimulierung der Phospholipase
Cy (PLCy) beginnt. Der FGF-Rezeptor interagiert dabei mit einer fur seine eigene Funk-
tionalitat entbehrlichen Domé&ne mit NCAM [74].

Die PLCy wird phosphoryliert und hydrolysiert daraufhin das in der Membran veranker-
te Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,) zu Inositol-(1,4,5)-Trisphosphat (IP3) und
Diacylglycerin (DAG) [73]. IP5 diffundiert durch das Cytosol, bindet an intrazellulare
Ca?"-Kanéale und bewirkt eine Ca?'-Freisetzung aus intrazellularen Speichern. Das in
der Plasmamembran verbleibende DAG kann entweder die Ca®"-abhangige
Proteinkinase C (PKC), die sich an der Plasmamembran angelagert hat, aktivieren
oder durch die DAG-Lipase in 2-Arachidonglycerol und Arachidonsaure, welche viele
Downstream-Signalwege induzieren kann, gespalten werden. Arachidonséure kann
wiederum einen Ca®*-Einstrom durch L- und N-Typ Ca®*-Kanéle bewirken [75]. Des
Weiteren kénnen die Ca®*-lonen mit der von DAG-aktivierten PKC interagieren, welche
daraufhin eine Reihe von Proteinen phosphorylieren kann. Auf diesem Weg wird z. B.
das membranassoziierte, in den Wachstumskegeln und Axonen angereicherte GAP-43
(Growth-Asssociated-Protein) von der PKC phosphoryliert. In unphosphorylierter Form
findet man GAP-43 im Komplex gebunden mit Calmodulin vor. Durch die Phosphorylie-
rung von GAP-43 oder der Bindung von Ca®* an Calmodulin wird eine Dissoziation
beider Molekule bewirkt. GAP-43/Calmodulin-Komplexe fuhren zu einer Inhibierung der
Actinpolymerisierung, wohingegen phosphoryliertes GAP-43 die Actinfilamente stabili-
siert [76]. Dies kann als direkte Auswirkung der NCAM-vermittelten Signaltransduktion
auf zytoskelettale Umstrukturierungen angesehen werden. Die Wichtigkeit des GAP-
43-Proteins im CAM-vermittelten Neuritenwachstum konnten Versuche mit Kleinhirn-
neuronen der GAP-43-Knock-out-Maus zeigen.

Zusammen mit dem Membran-Zytoskelett Linker-Protein Spektrin gehen sowohl
NCAM 140 als auch NCAM 180 einen Komplex mit der PKC Isoform PKCpB2 ein, der in
der Lage ist, in lipidhaltige Mikrodoméanen, den sogenannten lipid rafts, zu wandern
[77]. In den lipid rafts kann PKC die Aktivierung von Raf bewirken, wodurch eine Ver-

bindung zum MAP-Kinase Signalweg hergestellt wird.
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1.5.1.2 Die Rolle der Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen Fyn und FAK in der NCAM-
vermittelten Signaltransduktion

Neben der NCAM-vermittelten Signalwirkung Uber den FGF-Rezeptor vermittelt das
neurale Zelladhasionsmolekil auch FGF-Rezeptor-unabhéngig Signalwirkung Uber
Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen. Dieser Weg, der die Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase
p59™" und die Fokale Adhasionskinase (FAK) einschlieRt, kann wie der zuvor be-
schriebene FGF-Rezeptor-abhéngige Weg den MAPK (Mitogen-Activated-Protein-
Kinase)-Signalweg aktivieren und daraufhin das NCAM-induzierte Neuritenwachstum
fordern [78].

Als eine wichtige Komponente des NCAM-vermittelten Neuritenwachstums wurde die
Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase p59™" identifiziert. Bei primdren Neuronen von Fyn-
Knock-out-Mausen konnte eine komplette Inhibierung des NCAM-vermittelten
Neuritenwachstums gezeigt werden [79]. 1997 konnte erstmals eine Assoziation der
Fyn-Kinase mit der cytoplasmatischen Doméane von NCAM 140, aber nicht mit der von
NCAM 180 nachgewiesen werden [80]. Nur ein kleiner Teil der von der Zelle
exprimierten NCAM 140-Molekile (3%) ist konstitutiv mit der Fyn-Kinase innerhalb der
lipid rafts assoziiert. Bodrikov et al. fanden heraus, dass die Interaktion von NCAM mit
Fyn Uber einen dritten Bindungspartner, der Rezeptorprotein-Tyrosin-Phosphatase a
(RPTPa) vermittelt wird. RPTPa wird in hohem MalRe, wie auch NCAM und Fyn, in
Neuronen und an Wachstumskegeln exprimiert und ist weiterhin fir die Aktivierung der
Kinasen der Src-Familie bekannt [81]. Des Weiteren konnten sie zeigen, dass das
NCAM-vermittelte Neuritenwachstum sowohl in RPTPa-defizienten Hippocampus-
Zellen als auch in Neuronen des Hippocampus, die dominant negative Mutanten von
RPTPa exprimieren, reduziert ist.

Die Assoziation einer weiteren Tyrosinkinase, der fokalen Adhasionskinase (FAK), mit
dem NCAM 140-Fyn-Komplex und die Phosphorylierung beider Kinasen wird durch
homophile NCAM-Bindung oder durch NCAM-Antikérper ausgeldstes Verbinden von
NCAM-Molekilen induziert [80].

Die FAK wird durch Phosphorylierung ihrer Tyrosinreste Tyr 397 und Tyr 925 aktiviert,
wodurch eine Bindungsstelle fir das Adapterprotein Grb2 (Growth-Factor-Receptor-
Bound Protein 2) entsteht [82]. Grb2 kann mit dem Guaninnukleotid-Austausch-Faktor
SOS (Son-of-Sevenless) interagieren und dadurch eine Aktivierung von Ras induzieren
[83]. Die fokale Adhasionskinase FAK liegt zusammen mit Integrinen lokalisiert in foka-
len Komplexen vor und man weil3 von ihr, dass sie Integrin-vermittelte Signale mit dem
Ras-MAPK-Signalweg verbindet [82] [84]. Es ist bekannt, dass NCAM uber die kleine

GTPase Ras den MAPK-Signalweg aktiviert, und es wird postuliert, dass dieser durch
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NCAM mittels FAK aktivierte Ras-MAPK-Signalweg flr die maximal mdgliche Stimula-
tion des Neuritenwachstums durch NCAM notwendig ist [27]. Eine mogliche Phospho-
rylierung und Aktivierung von MEK1 und MEK2 ist die Uber Raf, welche gleichzeitig ein
Downstream-Ziel von Ras ist. Schmid et al. konnten zeigen, dass das NCAM-
vermittelte Neuritenwachstum in Neuronen, die mit spezifischen Inhibitoren gegen
MEK1 und MEK2 behandelt worden sind, gehemmt ist [78]. MEK1/MEK2 sind ihrer-
seits in der Lage, die MAPK ERK1 (Extracellular-Signal-Regulated-Kinase) und ERK2
zu aktivieren. Fiur PC12-Zellen und primare Neuronen des Hippocampus konnte eine
Aktivierung der MAPK ERK1 und 2 nach physiologischer NCAM-NCAM-Bindung oder
nach Stimulation mit einem synthetischen NCAM-Peptid-Liganden erzielt werden [85].
In Versuchen mit Neuroblastomzellen, die eine dominant negative Form von FAK oder
Ras exprimieren, konnte gezeigt werden, dass die NCAM-stimulierte ERK-Aktivierung
von der Aktivierung von FAK und Ras abhangig ist. In diesen Zellen konnte nach er-
folgtem NCAM-Clustering eine um 70 % reduzierte Aktivierung der ERK-Kinasen
nachgewiesen werden. In Versuchen mit MEK-Inhibitoren oder dominant negativen
Formen von FAK oder Ras liel3 sich letzten Endes zeigen, dass der FAK-Ras-Raf-
MEK-MAPK-Signalweg eine Rolle im NCAM-vermittelten Neuritenwachstum spielt. Bei
einer Inhibierung des MAPK-Signalweges kommt es in primaren Kleinhirnneuronen zu
einer 60%igen Reduzierung des NCAM-vermittelten Neuritenwachstums [78] [85].

Da die Inhibition des NCAM-vermittelten Neuritenwachstums mittels MEK-Inhibitor in
den Kleinhirnneuronen unvollstandig ist, lasst sich schlussfolgern, dass NCAM auch in
der Lage ist, unabhéngig vom MAPK-Weg das Neuritenwachstum zu stimulieren, bei-
spielsweise Uber den FGF-Rezeptor-Signalwegweg (siehe Kapitel 1.5.1.1).

Der Ras-MAPK-Signalweg ist generell fiir die Vermittlung des Uberlebens von Zellen,
des Zellwachstums und der Differenzierung von Bedeutung. Dabei scheint es so, dass
die homophile trans-Interaktion von NCAM 140 uber die Aktivierung des Ras-MAPK-
Weges das Uberleben der Neurone als auch deren Differenzierung stimuliert.

Zum aktuellen Zeitpunkt der Forschung scheint es zwei Moglichkeiten der Signalweiter-
leitung von NCAM hin zum Ras-MAP-Kinase-Weg zu geben. Ein Weg fuhrt Uber die
Nicht-Rezeptortyrosinkinase Fyn und der andere uber den FGF-Rezeptor. Beide
Transduktionswege sind in die NCAM-Signalweiterleitung involviert und bewirken letzt-
endlich eine Phosphorylierung und somit Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB,
welcher fir das Neuritenwachstum essentiell ist [78] [85] [86]. Weiterhin scheinen sie
auch raumlich voneinander getrennt zu sein, da es bisher nicht gelang den FGF-
Rezeptor in den lipid rafts nachzuweisen [87] [48], wogegen fur Fyn und andere Mit-

glieder der Src-Proteinfamilie eine raft-Lokalisation nachgewiesen werden konnte [88].
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In Abb. 3 sind die beiden NCAM-vermittelten Sighalwege, die in einer Aktivierung des

Transkriptionsfaktors CREB enden, schematisch dargestellt.
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Abb. 3: NCAM-aktivierte Signalwege, die im NCAM-vermittelten Auswachsen von
Neuriten involviert sind

15.2 NCAM-vermittelte Stimulation von Transkriptionsfaktoren

Mittels NCAM kénnen verschiedene Transkriptionsfaktoren aktiviert werden. Die drei
Transkriptionsfaktoren CREB, c-Fos und NFkB spielen dabei im NCAM-stimulierten
Neuritenwachstum eine zentrale Rolle. Uber eine Aktivierung der Ras-Kinase
downstream von ERKZ1/2 [78], die auch als CREB-Kinase bekannt ist, oder durch die
MSK1 (Mitogen and Stress-activated protein Kinase) [89] ist NCAM vermutlich in der
Lage, die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors CREB zu induzieren. Dieser wird
dadurch an Serin 133 phosphoryliert und das somit aktivierte CREB fungiert dabei als
Transkriptionsfaktor fur Gene, welche das cAMP-Response Element (CRE) in der
Promotorregion enthalten. Dass dieses phosphorylierte CREB wichtig fir das NCAM-
vermittelte Neuritenwachstum ist, konnten Jessen et al. zeigen [86]. Neben der Not-
wendigkeit von CREB in der NCAM-vermittelten Neuritenbildung, ist es weiterhin not-
wendig fur Prozesse wie Lernen und Gedachtnisbildung (LTP-Bildung). CREB-Knock-
out-Mause und NCAM-Knock-out-Mause weisen beide Defizite im raumlichen Lernen
und Fehler in der Langzeit-Potenzierung (LTP) auf [90].

Das c-fos-Gen ist ein cAMP-Response Element (CRE) enthaltendes Gen, welches fir
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den Transkriptionsfaktor c-Fos kodiert. Jessen et al zeigten, dass auch aktives c-Fos
fur das NCAM-stimulierte Neuritenwachstum notwendig ist [86]. Elk-1 ist ein anderer
Transkriptionsfaktor, der direkt durch ERK phosphoryliert wird. Er aktiviert die Trans-
kription des c-fos-Gens Uber die Bindung an das Serum Response-Element (SRE) im
c-fos-Promotor [91].

Neben den genannten Transkriptionsfaktoren scheint NFkB ebenfalls eine Rolle in der
NCAM-vermittelten Signaltransduktion zu spielen [92].

1.5.3 NCAM Mimetics

Aufgrund der Rolle NCAMs wahrend der neuronalen Differenzierung, Entwicklung und
Regeneration sowie bei der Gedachtnisbildung und —aufrechterhaltung ist es auf lange
Sicht absehbar gewesen, die Funktionen von NCAM zu modulieren, um auf diesem
Wege neurodegenerativen Erkrankungen entgegenzuwirken und deren Kklinische
Symptome zu reduzieren. Ein dabei mdglicher Weg, die NCAM-Funktionen zu modulie-
ren, ist es, die extrazellularen Interaktionen zwischen NCAM und seinen verschiede-
nen Liganden und Rezeptoren abzuschaffen oder nachzuahmen. Mit Hilfe syntheti-
scher oder rekombinanter Peptide, welche als NCAM Agonisten oder Antagonisten
wirken, konnte dieses Vorhaben umgesetzt werden.

In der Forschung werden diese Peptide einerseits eingesetzt, um neue Erkenntnisse
Uber die NCAM involvierten homophilen Interaktionen und auch intra- und extrazellula-
ren Interaktionen zu erhalten und andererseits, um das Neuritenwachstum und Uberle-
ben von Zellen genauer zu charakterisieren. Zu erwahnen ware hierbei das in dieser
Arbeit genutzte C3-Peptid. Dieses C3-Peptid bindet, wie in der Abb. 4 zu erkennen ist,
an die erste Ig-Doméne von NCAM mit einer Kd von 10puM und imitiert die homophilen
NCAM-NCAM Interaktionen. In vielen Berichten konnte gezeigt werden, dass es Sig-
nalwege aktiviert, die ebenfalls durch homophile NCAM-Bindung aktiviert werden kon-
nen [93] [94] [95] [96]. Es konnte in vitro gezeigt werden, dass es einen Anstieg der in-
trazelluldaren Ca?*-Konzentration, der Phosphorylierung von ERK1/2, PKB/Akt, des
Transkriptionsfaktor CREB und auch der Expression von c-Fos bewirkt [27]. Des Wei-
teren wurde gezeigt, dass es die Differenzierung und Neurogenese induziert, das
Uberleben von Zellen erhoht, die Synaptogenese férdert und die Proliferation und
NCAM-vermittelte Adhasion hemmt. In vivo konnte gezeigt werden, dass es unter an-

derem vor teratogenen Effekten schitzen kann [27].
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Wirkunsgweise des C3-Peptides

In dieser Abbildung wird die Bindung des C3-Peptides an die erste Ig-&hnliche Doma-
ne des NCAM-Moleklles dargestellt. Diese Bindung imitiert die homophile NCAM-
NCAM Interaktion und kann infolge einer Aktivierung des Transduktionsfaktors CREB
zu einer Steigerung des Neuritenwachstums fiihren.

1.6 Endozytose NCAMs

Als Endozytose NCAMs wird ein Mechanismus bezeichnet, welcher dynamisch die
Menge der Expression NCAMs an der Zelloberflache beeinflusst und viele rapide Ver-
anderungen der Expression NCAMs unter verschiedenen physiologischen oder patho-
logischen Bedingungen zur Folge haben kann. Dieser Mechanismus ist generell ent-
scheidend in der down-Regulation von Zelloberflachenmolekilen und fur Signal-
transduktionsprozesse. Der am besten charakterisierte Endozytosesignalweg ist der
Clathrin-abhangige. Neben diesem gibt es auch Clathrin-unabhangige Wege, wie die
Caveolae- oder lipid raft-abhéngige Endozytose, die gut beschrieben sind [97]. In Neu-
ronen ist die Endozytose entscheidend fiir die korrekten Funktionen von Synapsen. Die
Stabilitat und Plastizitdt synaptischer Kontakte zum Beispiel scheint durch die
Endozytose von mit dem Zytoskelett assoziierten Proteinen reguliert zu werden.
Minana et al. konnten zeigen, dass NCAM in Astrocyten und B35-Zellen Clathrin-
abhangig endozytiert wird [98]. Dieser Mechanismus konnte zuvor bereits fur die Zell-
adhasionsmolekiile L1 [99] und apCAM [100] gezeigt werden. Uber die Endozytose
von NCAM in Neuronen ist bisher nicht viel bekannt. Diestel et al. zeigten, dass NCAM
in Neuronen und Rattenneuroblastomzellen (B35) nach erfolgter Induktion mit einem
NCAM-spezifischen Antikorper sowohl Clathrin- als auch Caveolae-abhéangig
endozytiert werden kann und der grofdte Teil des internalisierten NCAMs dabei
recycliert wird. Weiterhin konnten sie zeigen, dass nach erfolgter Uberexpression an
Ubiquitin die Endozytose von NCAM erhoht war. Dies fuhrte zur Annahme, dass eine

Mono-Ubiquitierung von NCAM an der Plasmamembran ein Endozytose-Signal fur
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NCAM darstellt [L01]. Ob jedoch eine Phosphorylierung innerhalb der PEST-Sequenz
neben der Ubiquitinierung ebenfalls eine Voraussetzung fir die Endozytose NCAMs
ist, konnte man bislang nicht nachweisen. PEST-Sequenzen sind Polypeptid-
sequenzen, die reich an Prolin (P), Glutaminsaure (E), Serin (S) und Threonin (T) sind
und h&ufig in Proteinen mit kurzen Halblebenszeiten vorkommen. Sie sollen Signale fur
eine rapide, intrazellulare Proteolyse darstellen [102]. In der cytoplasmatischen Domé-
ne von NCAM 140 befindet sich eine PEST-Sequenz, im NCAM 180 dagegen zwei.
Das einzige bekannte Motiv mit destabilisierender Wirkung im cytoplasmatischen Be-
reich von NCAM ist die PEST-Sequenz [101].

Itoh et al. konnten zeigen, dass die Aktivitat zahlreicher Proteine, die eine Beteiligung
an der Clathrin-abhangigen Endozytose zeigen, uUber Phosphorylierung/Dephos-
phorylierung reguliert wird und dass reversible Phosphorylierung ein Mechanismus zur
Kontrolle der Clathrin-abhangigen Endozytose darstellt [103].

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, die Signaltransduktionswege des neuralen Zelladhasions-
molekilles NCAM genauer zu analysieren. Die cytoplasmatische Doméane von NCAM
spielt eine entscheidende Rolle bei der Signalweiterleitung und dem von NCAM-
induzierten Neuritenwachstum. Da es beim NCAM-induzierten Neuritenwachstum zu
einer verstarkten Phosphorylierung der cytoplasmatischen Domane von NCAM kommt,
sollte der Einfluss der Phosphorylierung auf die Signaltransduktion von NCAM néher
charakterisiert werden. Die als hdchste potentiell identifizierte Phosphorylierungssstelle
in der cytoplasmatischen Doméne des NCAM 140-Molekiiles ist Serin an Position 774.
In dieser Arbeit sollte einerseits mit Hilfe der ortsgerichteten Mutagenese das Serin an
Pasition 774 gegen Alanin (S774A) ausgetauscht werden, um die Phosphorylierung zu
verhindern und andererseits gegen Asparaginsaure ersetzt werden, um eine negative
Ladung an die potentielle Phosphorylierungsstelle zu addieren und dadurch eine dau-
erhafte Phosphorylierung zu imitieren. AnschlieBend sollten die mutierten NCAM-
Varianten in B35-Neuroblastomzellen stabil exprimiert werden, um den Einfluss der
Mutation auf das NCAM-induzierte Neuritenwachstum und die Signaltransduktion von
NCAM zu untersuchen.

Insbesondere sollten die beiden bekannten Signalwege, die in einer Aktivierung des
Transkriptionsfaktors CREB enden, welcher fiir das Neuritenwachstum essentiell ist,
untersucht werden. Dabei handelt es sich zum einen um den durch NCAM-Stimulation

aktivierten FGF-Rezeptor-Signalweg und zum anderem um den FGF-Rezeptor-
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unabhangigen Weg, welcher mit der Aktivierung intrazellularer Tyrosinkinasen startet
[78] [85] [86].

Es ist bekannt, dass die Endozytose und Signaltransduktion von NCAM korrelieren
[104]. Aus diesem Grund sollten die Halblebenszeiten von NCAM und den NCAM-
Mutanten in B35-Zellen bestimmt werden.
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2 Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Chemikalien und Zellkulturmaterialien

Fur die durchgefuhrten Laborarbeiten wurden Chemikalien héchster Qualitatsstufe der
Firmen Merck (Darmstadt), ROTH (Karlsruhe), SERVA (Heidelberg), Biochrom (Berlin),
Gibco (Detroit, USA) und Sigma (Munchen) verwendet.

Weitere hier nicht aufgefiihrte Chemikalien und Reagenzien anderer Hersteller sind

entsprechend der fir sie angewandten Methoden aufgefiihrt worden.

Des Weiteren wurden Materialien flr die Versuche in der Zellkultur von den Firmen
Falcon (Heidelberg), Greiner (Frickenhausen), Corning (New York, USA) und Nunc
(Wiesbaden) bezogen. Bei diesen handelte es sich um sterile Einmal-Artikel.

2.1.2 Organismen
2.1.2.1 Prokaryotische Organismen

Escherichia coli
NEB 5-alpha kompetente Zellen mit hoher Effizienz (New England BioLabs®,., USA).

Genotyp: fhuA2 A(argF-lacz)U169 phoA gIinV44¢$p80A(lacZ)M15 gyrA96 recAl relAl
endAl thi-1 hsdR17

NEB 10-beta kompetente Zellen mit hoher Effizienz (New England BioLabs®,., USA).

Genotyp: araD139 A(ara-leu)7697 fhuA lacX74 galK (®80 A(lacZ)M15) mcrA galU
recAl endAl nupG rpsL A(mrr-hsdRMS-mcrBC)

2.1.2.2 Eukaryotische Organismen

B35
Bei dieser Zelllinie handelt es sich um eine Neuroblastom-Tumorzelllinie der Ratte.

Zur Verfugung gestellt wurden sie von der AG Horstkorte (Halle/Saale).

2.1.3 Vektoren

pRc-CMV-NCAM140 und 180
Als Ausgangsmaterial fir die Mutagenese diente der eukaryotische Expressionsvektor
pRc/CMV, in den die cDNA fir NCAM 140 bzw. NCAM 180 inseriert wurde. In Abb. 5
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dargestellt ist der Vektor pRc-CMV-NCAM140. Der Vektor pRc-CMV-NCAM180 unter-
scheidet sich vom Vektor pRc-CMV-NCAM140 nur durch ein zuséatzliches Insert von
801 Basenpaaren, die fir die zusatzlichen 267 Aminosauren von NCAM 180 in der

cytoplasmatischen Doméne kodieren.

CMV-Promotor (98.3%)
T7-Promotor (100.0%)

Ampicillin-Resistenz VK )
Ampicillin-Resistenz (100.0%¥ / Hin dIII (891)

pUC origin (99.6%

Lac-Promotor (100.0%) “
o I pRc-CMV-NCAM140
M13-Reverse priming site (100.0%) =~

8760 bp
Xho1(6581)

A

Bam HI (1811)

' .
s NCAM140
EcoRI (2710)

Bam HI (6568)

Neomycin-Resistenz

Kanamycin/Neomycin-Resistenz (99.7%) /
Eco RI (5059)
Bam HI (4524) Xba1(4004)
Xho1(4515) Xbal (4203)

Abb. 5: Aufbau des Vektors pRc-CMV-NCAM140

2.1.4  Primer und PCR-Reagenzien

Die in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden von der MWG Biotech (Minchen) be-

zogen.

Tab. 1: Primer fur die Polymerase-Ketten-Reaktion

Primer Sequenz

neuPhos774-rev 5-GGTTCT TTT GCCTCATCT TTC G-3°

neuPhos774-for 5-CAT TGT GGA GGT CCG AAC-3

test774-rev 5-CCT CCACAATGG GTT CTTTTG A-3

test774-mitM-rev 5-CCT CCACAATGGGTTCTTTTG C-3

Phos774-rev 5-CAG CCT TGC CCT CCT CCA TGT CTT
TGC-3°

Phos774-for 5°-CTT TCT CGA AAG ATG AGG CAA AAG AAC
CCATTG-3

NCAM774D-rev 5-GGTTCT TTATCC TCATCT TTC GAG-3
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Tab. 2: Primer flr die Sequenzierung

Primer Sequenz

Seq-NCAM2400-for 5-AGG CCT GAG CAC AGG CGG-3

T7 5-TAATAC GAC TCA CTA TAG GGC GA-3

Seq 1-ncam 5-ATG CTG CGA ACT AAG GAT CTC ATC-3

Seq 2-ncam 5-ATG CTGTGATTG TCT GTG ATG TGG-3'

Seq 3-ncam 5-TGA TGA CAG CTC CGA GCT GAC C-3

Seq 4-ncam 5-CTC GAA GTT CAA TAT GCT CCC AAG-3’

Seq 5-ncam 5-ACA AGG CTG AGT GGA AGT CGC T-3

Seq 6-ncam 5-CGC AGA GTATGA AGT CTATGT GGT A-3°
Antikorper

Tab. 3: Priméare Antikorper

Antikorper Verdiinnung Hersteller
Anti-NCAM 5B8 (monok- 1:750 AG Horstkorte, Halle/Saale
lonal)

Purified mouse anti-Actin 1:5000 BD Biosciences Pharmingen,

Ab-5 mAb USA

Anti-B3-Tubulin (9F3) 1:1000 Cell Signaling Technology,
USA

Anti-GAPDH 1:10000 Millipore, USA

Anti-CREB (48H2) Rabbit 1:1000 Cell Signaling Technology,

mAb USA

Anti-CREB 1:1000 Abcam,UK

Anti-Phospho-CREB 1:1000 Cell Signaling Technology,

(Serl33) USA

Anti-FGF-Rezeptor 1 1:1000 Cell Signaling Technology,
USA

Purified Mouse-Anti-FAK 1:1000 BD Biosciences Pharmingen,
USA

Anti-ERK1+ERK2 1:1000 Abcam, UK

Anti-Phospho-p44/42 1:1000 Cell Signaling Technology,

MAPK (Erk1/2) USA

(Thr202/Tyr204)

Anti-Paxillin 1.750 Millipore, USA

Tab. 4: Sekundare Antikdrper

Antikorper Verdinnung Hersteller

Ziege-anti-Kaninchen 1gG 1:5000 Dianova, Hamburg

(Peroxidase-Konjugat)

Kaninchen-anti-Maus IgG 1:5000 Dianova, Hamburg

(Peroxidase-Konjugat)

Alexa 488 Ziege-anti-Maus 1:250 Invitrogen™ Carlsbad, USA
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2.1.6

Tab. 5: Enzyme

Enzyme, Pepitide, Kits, Gr63enmarker, Inhibitoren

Enzyme Hersteller
Phusion Master Mix FINNZYMES, Finnland
Bio-Mix-Red Bioline, UK
Accu Prime Supermix Pfx Invitrogen™ Carlsbad, USA
Restriktionsenzyme MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Benzonase Nuclease Novagen, Darmstadt
Trypsin Viralex, PAA Laboratories

Tab. 6: Peptide

Peptide

Hersteller

Peptid#1 (ASKKPKRNIKA)

ICS International Clinical GMBH, Miinchen

Tab. 7: Kits

Kits

Hersteller

QlAprep® Spin Miniprep-Kit (250)

Quiagen, Hilden

Plasmid Midi-Kit (100)

Quiagen, Hilden

QIAquick® Gel Extraktions Kit (250)

Quiagen, Hilden

Quick Ligation™ Kit

New England BioLabs, USA

Protein Assay

BIO-RAD, USA

Roti®-Lumin (Chemilumineszenz-
Substrat)

Roth, Karlsruhe

BigDye-""Terminator-Cycle-
Sequencing-Kit

Applied Bisoystems, UK

Tab. 8: GroRenmarker

GroRenmarker

Hersteller

tein Ladder (10-250 kDa)

Protein Page Ruler™ Prestained Pro-

Fermentas, USA

GeneRuler™1kb Plus DNA Ladder

Fermentas, USA

Precision Plus Protein™Standards (10- BIO-RAD, USA
250 kDa)
Precision Plus Protein™ WesternC™ BIO-RAD, USA
Standards (10-250 kDa)
Tab. 9: Inhibitoren
Inhibitoren Hersteller

Protease Inhibitor Cocktail

Sigma, Miinchen

Phenylmethylsulfonyl Fluorid

Sigma, Miinchen

Halt Protease Inhibitor Cocktail

Thermo Scientific, USA

FGFR1-Inhibitor SU5402

EMD Chemicals, USA
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2.1.7 Medien

2.1.7.1 Medien fur die Bakterienkultur

LB-Medium

Trypton 10 g/l

Hefeextrakt 54l

NacCl 10 g/l

pH-Wert 7,0£0,2

Herstellung: 25 g Trockenmedium (ROTH) in 1 | H,O bidest.
LB-Agar

LB- Medium + 15 g Agar

Herstellung: 40 g Trockenmedium (ROTH) in 1 | H,O bidest.
S.0.C. Medium

Das Medium wurde in Form einer Fertiglosung aus einem Kit der Firma Invitrogen™

verwendet.

2.1.7.2 Medien fur die Kultivierung eukaryotischer Zellen

DMEM GIBCO® Detroit, USA
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

Medium flr B35 Zellen

10 % FCS

100 U/mL Penicillin

0,1 mg/mL Streptomycin
0,292 mg L-Glutamin

mit DMEM auffullen auf 500 mL

Medium zur Transfizierung von Zellen

OPTI-MEM® GIBCO® Detroit, USA

Lipofectamine™ 2000 Reagent Invitrogen™ Carlsbad, USA

Medienzusatze

Antibiotika
Penicillin Invitrogen™ Carlsbad, USA

Streptomycin Invitrogen™ Carlsbad, USA
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Kanamycin

Ampicillin

G- 418 Sulphate
Penicillin/Streptomycin

Penicillin/Streptomycin/Glutamin

Seren
FCS (Fotales Kalberserum)

2.1.8 Membranen

Nitrocellulose Transfer Membran
Whatmanpapier

2.1.9 Loésungen und Puffer

Invitrogen™ Carlsbad, USA
Invitrogen™ Carlsbad, USA
PAA

Invitrogen™ Carlsbad, USA
Invitrogen™ Carlsbad, USA

Viralex, PAA Laboratories

Whatman®
Whatman®

Agarosegele zur Auftrennung von DNA-Fragmenten

TAE-Puffer :

0,04 M Tris / HCI, pH 8,5
0,1% Eisessig

2 mM EDTA
Agarosegele:

1 % Agarose in TAE-Puffer

10 x Probenpuffer :

50 % Glycerin

50 mM EDTA

0,05 % Bromphenolblau
0,05 % Xylencyanol

Auffullen auf 50 mL mit H,O bidest.

Losungen fir die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Gellésungen:

Ldsung 1:

1,5 M Tris 36,3 9
0,2 % SDS 4 mL

auffullen auf 200 mL pH 8,8
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Ldsung 2:

0,5 M Tris 121¢
0,2 % SDS 4 mL
auffillen auf 200 mL pH 6,8

7%ige Trenngellésung
5,25 mL Acrylamid
5,6 mL Losung 1
11,6 mL H,O bidest.
125 uL APS (10%)
12,5 pL TEMED

4%ige Sammelgellésung

1,6 mL Acrylamid
3 mL LOsung 2
7.4 mL H,O bidest.
48 uL APS (10%)
12 uL TEMED

10 x Laufpuffer
0,25 M Tris / HCI, pH 8,8
1,92 M Glycin
1 % SDS (w/v)
in H,O bidest.

Losungen fur den Westernblot

Transfer-Puffer

150 mM  Glycin

20 mM  Tris/HCI, p8,3
10 %  Ethanol (v/v)

Waschpuffer:

TBS-Puffer

730 mM  NaCl
27 mM  KCI
4M TRIS

pH 7,5

10%ige Trenngelldsung

7,5 mL Acrylamid
5,6 mL Losung 1
9,4 mL H,O bidest.
125 pL APS (10%)
12,5 pL TEMED

5 x reduzierender Probenpuffer

12,5 % SDS (w/v)

0,3 M Tris/HCI, pH 6,8

50 % Glycerin (v/v)

25 % DTT

0,015 % Bromphenolblau (w/v)

Ponceaurot-Farbeldsung

2% Ponceaurot (w/v)

30%  Trichloressigsaure (v/v)

30%  Sulfosalicylsaure (w/v)

vor Gebrauch 1:10 in H,O bidest. ver-

diinnen

TBS-Tween
TBS-Puffer + 0,1 % Tween 20 (v/v)
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Blockierungsldsung
5% Milchpulver (ROTH)
5% BSA (Rinderserum-Albumin)

LOsung fur die Immunprazipitation

Immunprazipitationspuffer fur Zellen
10 mM  Tris/HCIpH 7,5
150 mM  NaCl

1 mM  CaCl,

1 mM  MgCl,

0,5 mM  PMSF, Proteaseinhibitorcocktail
1 % Triton X-100

Losungen fur die Aufarbeitung von Proteinen

Solubilisationspuffer fur Zellen

1 mM  EDTA
1 mM  EGTA
150 mM  NaCl
20 mM  Hepes
3 mM  MgCl,
mM  PMSF
20 mM  3-Glycerolphosphat
1 mM  Natriumfluorid
1 mM  Natriumorthovanadat
0,5 mM  Proteaseinhibitorcocktail
1 % NP40 (Nonylphenylpolyethylenglycol)
0,5 % Natriumcholat
1 % SDS

pH auf 7,4 einstellen

Losung zum Fixieren und Anfarben von Zellen

Fixierungslésung Kristallviolett-Farbeldsung

4 % PFA (ROTH) + 0,015 % Saponin 0,1 % Kristallviolett
(ROTH) in PBS in H,O bidest., filtrieren
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Puffer fur die Zellkultur

PBS PBS/EDTA

150 mM NacCl 05 g EDTA (=1,34 mM)
3 mM KCI

8 mM Na,HPO, in 11 PBS losen

1 mM  KH,PO,

mit H,O bidest. auf 1 | auffullen, pH 7,2
mit NaCl Osmolaritat auf 300 mosm

einstellen

10 x Trypsin-EDTA (Invitrogen™ Carlsbad, USA)
5,0 g Trypsin (1:250)
20 g EDTA-4Na
85 ¢ NaCl/L

2.1.10 Sonstige verwendete Chemikalien und Materialien

EDTA Sigma, Miinchen

E-Plates 16 Roche
Hoechst-Kernfarbstoff Calbiochem

Ispropanol Merck, Darmstadt

Protein G-Sepharose Sigma

Streptavidin Thermo Scientific
Sulfo-NHS-LC-Biotin Thermo Scientific
Triton-X-100 ROTH

Trypanblau Invitrogen™ Carlsbad, USA
VECTASHIELD Vector Laboratories, USA

2.1.11 Gerate

Brutschrank (Bakterien)
Brutschrank (Zellkultur)
Digitalkamera

Elisa-Reader

Feinwaage

Fluoreszenzmikroskop

B 6200 Heraeus
Heracell, Heraeus
Coolpix 4500; Nikon
Multiskan Ex, Thermo
Electron Corporation
Satorius

Leica
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Gelelektrophoresesystem

Heizblock

Imager

Kihlzentrifuge
Magnetruhrer
Mikroskop

Mikrowelle
PCR-Thermo-Cycler

Pipetten
Power Supply

Schuttelinkubator

Spektralphotometer
Sterilbank

Tischzentrifuge
Ultrazentrifuge
Vortex

Waage
Wasserbad

XCELLLigence RTCA System

C.B.S. SCIENTIFIC CO.
Thermomixer 5436, Eppendorf
Thermomixer, UNIVERSAL
Labortechnik

Chem Doc XRS System,
Molecular Imager Model, BIO RAD
Biofuge Fresco, Heraues

FB 1500, Fisher Scientific
Axiovert 100, Zeiss

Telaval 31, Zeiss

TSC SP5 I, Leica

KOR-6305, Daewoo
Mastercycler gradient, eppendorf
iQ5 icycler, BIORAD
Transferpette, BRAND

Blue Power 500, SERVA

innova 4300, New Brunswick
Scientific

SPECTRONIC GENESYS 10 BIO
aura 2000 M.A.C,

BIO AIR instruments

Biofuge Pico, Heraeus

ZK 300, HERMLE

MS2 Minishaker, IKA®

Denver Instrument

GFL

Roche
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2.2 Methoden
2.2.1 Behandlung von Losungen und Geraten

Alle verwendeten Materialien und Lésungen wurden durch Autoklavieren (20 Minuten
bei 120 °C) oder Erhitzen bei 180 °C sterilisiert und gleichzeitig von DNase-Aktivitat
befreit. Verwendete Gerate, die nicht hitzestabil waren, sowie Arbeitsflachen wurden
mit 70%igem Ethanol gereinigt. Nicht autoklavierbare Lésungen sind mit den entspre-
chenden Filtern steril filtriert worden.

2.2.2  Molekularbiologische Methoden
2.2.2.1 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) [105] [106]

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ermoglicht die exponentielle Amplifikation be-
stimmter DNA-Fragmente in vitro. Dazu werden Oligonukleotide bendtigt, die in gegen-
laufiger Orientierung flankierend zur amplifizierenden Region an den entgegengesetz-
ten DNA-Strangen hybridisieren. Diese Oligonukleotide dienen demnach als Primer fur
die DNA-Synthesereaktion und begrenzen den Abschnitt der vervielfaltigt werden soll.
Sie sollten zwischen 18-22 Nukleotiden lang sein, einen GC-Anteil von ca. 50% und
unter 60% aufweisen und in ihren Schmelztemperaturen mdglichst nicht stark vonei-
nander abweichen. Der 5° gelegene Primer muss in Sense-Orientierung, der 3‘ gelege-
ne Primer muss in Antisense-Orientierung vorliegen, d. h. revers komplementér zu der
kodierenden Sequenz. Die DNA-Polymerase synthetisiert vom jeweiligen Primer aus in
5’3"-Richtung den komplementaren Strang, so dass Sense- und Antisense-Strang syn-
thetisiert werden. Die neu entstandenen Doppelstrange missen durch Erhitzen zu Ein-
zelstrangen denaturiert werden, damit sie nach einem erneuten Hybridisieren der Pri-
mer fur die folgende Synthesereaktion als Matrize fir die Polymerase dienen kdénnen.
Der Reaktionszyklus der PCR, der aus DNA-Denaturierung, der Anlagerung der Primer
an die Einzelstrange bei einer spezifischen Hybridisierungstemperatur und der Synthe-
sereaktion besteht, liefert nach jeder Wiederholung eine Verdopplung der vorhandenen
Matrizen-DNA und damit eine exponentielle Anreicherung der gewiinschten Sequenz.
Auf diese Art und Weise erhéalt man demzufolge nach einer Anzahl von n Zyklen 2" Mo-
lekule des zu amplifizierten DNA-Abschnittes.

Fur die PCR werden hitzestabile DNA-Polymerasen aus thermophilen Bakterien ver-
wendet, welche die Denaturierung doppelstradngiger DNA zu Einzelstrang-DNA ohne
grol3e Aktivitatsverluste wiederholte Male tiberstehen. Beispiele hierfur wéaren die Tag-
Polymerase aus Thermus aquaticus und die Pfu-Polymerase aus dem thermophilen

Archaebakterium Pyrococcus furiosus, welche es alle ermdglichen, dass die Kettenre-
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aktion in einem Gefald ohne erneute Zugabe von Polymerase nach jedem Denaturie-
rungsschritt durchgefiihrt werden kann. Die meisten Polymerasen machen wahrend
der Synthese Fehler, so dass ab und zu ein falsches Nukleotid eingebaut wird. In die-
sen Fallen setzt die Korrekturlesefunktion der Polymerasen ein, die von der 3'->5'-
Exonukleaseaktivitat der Polymerase abhéangt.

Die Phusion® High-Fidelity Polymerase ist eine biotechnisch hergestellte Polymerase,
bei der eine neuartige Technologie eingesetzt wird. Bei dieser Polymerase wird ein
Pyrococcus-ahnliches Enzym mit einer Prozessivitats-verbesserten Doméne genutzt.
Sie schafft es, selbst sehr schwierige und lange Templates sehr genau und fehlerfrei
zu generieren. Aufgrund dieser extremen Genauigkeit wurde sie in dieser Arbeit fur die
ortsgerichtete Mutagenese ausgewabhilt.

2.2.2.2 DNA-Veranderung mittels ortsgerichteter Mutagenese

Die ortsgerichtete Mutagenese ermaoglicht es, mit Hilfe der rekombinanten Gentechnik
eine gezielte Veranderung der DNA vorzunehmen. Diese Methode macht es realisier-
bar, gezielt einzelne Nukleinbasen eines Gens auszutauschen oder sogar ganze Gene
zu entfernen. Inzwischen stellt dieses Verfahren eine weit verbreitete Methode in der
Molekularbiologie dar, die von der Veranderung eines Gens auf einem Plasmid bis hin
zur Knockout-Maus reicht.

Fur die Untersuchungen zur Signaltransduktion des neuralen Zelladhésionsmolekiles
(NCAM) sollten zunéchst Mutationen in NCAM 140 und 180-cDNA Konstrukte der
Maus eingefiigt werden. Das Ziel dabei war es, die im cytoplasmatischen Teil von
NCAM befindliche, als hdchste potentielle Phosphorylierungsstelle identifizierte Amino-
séure Serin 774 zum einen gegen die nicht phosphorylierbare Aminoséure Alanin und
zum anderen gegen die Aminosaure Asparaginsaure zu ersetzen, die es erméglicht ei-
ne Phosphorylierung vorzutauschen. Um diesen Austausch zu erreichen, wurde das
Kodon der cDNA durch gerichtete Mutagenese so verandert, dass es fur die Amino-
saure Alanin bzw. Asparaginsaure kodiert. Dazu wurde das fir Serin 774 kodierende
Triplett TCA durch Austausch einer Base in das fur Alanin kodierende Triplett GCA
bzw. durch Austausch des ganzen Tripletts in das fur Asparaginsaure kodierende Trip-
lett GAT umgewandelt.

Zur Mutagenese des Ausgangsplasmids pRc/CMV-NCAM140 und 180 wurde das
Phusion™ Site-Directed Mutagenesis Kit der Firma Finnzymes verwendet. Mit Hilfe
dieser Methode wird es ermoglicht, in ein ungeschnittenes Plasmid mit zwei
Oligonukleotidprimern durch Amplifikation mittels PCR eine Mutation einzufiihren. Die-

se beiden Primer wurden so konstruiert, dass sie in ihrer Zusammenstellung die ge-



Material und Methoden 32

wlnschte Mutation enthalten. Damit wurde erreicht, dass jede in der PCR erzeugte
Kopie des Plasmids sie ebenfalls tragt. Die gewonnenen Plasmide sind ungeschlosse-
ne DNA-Ringe, sogenannte nicked circles, die nach der Transformation von der Bakte-

rienzelle ligiert werden.

Primer Design

Die zur Einfuhrung der Mutationen verwendeten Oligonukleotidprimer sollen hier noch
einmal dargestellt werden. Das jeweils rot markierte Basentriplett kodiert die jeweils zu

ersetzende Aminosaure Alanin oder Asparaginsaure.

Tab. 10: Primer fur die Mutagenese-PCR

Primer Sequenz

neuPhos774-rev 5-GGTTCTTTT GCCTCATCTTTC G-3°
neuPhos774-for 5-CAT TGT GGA GGT CCG AAC -3
NCAMS774D-rev 5-GGT TCT TTATCC TCATCT TTC GAG-3

Laut Protokoll des Herstellers sollten sie folgenden Anforderungen entsprechen:

1. Die Primer miissen am 5°-Ende phosphoryliert sein.

2. Ihre Lange sollte zwischen 24 und 30 Nukleotiden liegen und ihre Schmelz-
temperatur sollte bei 72 °C liegen.

3. Die gewtlinschte Mutation sollte in der Mitte des Primers liegen, wobei sich
optimalerweise 10-15 Basen zwischen dem Ende des Primers und der Mutati-

on befinden sollten.

Ansatz der Mutagenese-PCR

Fur die PCR wurden folgende 50 pL-Anséatze mit Reagentien vorbereitet:

1 pL Template-cDNA (350 pg)

1 pL sense Primer (20 pmol)

1 pL antisense Primer (20 pmol)
25 pL Phusion Mastermix

20 pL H,O bidest.
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Der Reaktionsansatz wurde in den PCR-Cycler gegeben und anschlielend wie be-
schrieben durchgefihrt (siehe Kapitel 2.2.2.1).

Amplifikation des Plasmids mit
zwei phosphorylierten Primern

A o Mutiertes
’ Plasmid

Transformation in E.coli Ligation

Abb. 6: Schematische Darstellung der Mutagenese
Anlagerung der zwei phosphorylierten Primer mit der gewiinschten Mutation.

2.2.2.3 Konzentrationsbhestimmung von DNA

Mit Hilfe der Ultraviolettabsorptionsspektrometrie wird es ermdglicht, die DNA-
Konzentrationen zu bestimmen. Die Menge der ultravioletten Strahlung, die von einer
DNA-L6sung absorbiert wird, ist mit ihrem DNA-Gehalt direkt proportional. Die Absorp-
tion einer DNA-haltigen Lésung wird bei 260 nm gemessen. Bei dieser Wellenlange
entspricht ein Absorptionswert von 1,0 einer Konzentration von 50 pg/mL.

Das Absorptionsmaximum fir DNA/RNA liegt bei 260 nm, wogegen sich das Absorpti-
onsmaximum von Proteinen bei 280 nm befindet. Aus dem Quotienten OD260/0D280
l&sst sich ebenfalls ein Riickschluss auf die Reinheit der DNA/RNA ziehen. Werte unter
1,8 weisen darauf hin, dass die Probe zu viele Proteine enthalt, wogegen Werte tber
2,0 erfahrungsgemalR darauf hindeuten, dass die Probe wahrscheinlich mit viel RNA
bzw. DNA verunreinigt ist. Eine weitere Moglichkeit, die Reinheit und Menge einer

DNA-Probe abzuschatzen, ist das Auftrennen der DNA-Molekile mittels Agarosegel-
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elektrophorese (siehe Kapitel 2.2.2.4). Das Auftragen bekannter DNA-Mengen als
Standard ermdglicht die Quantifizierung der Probe und somit eine gute Zuordnung von

RNA und genomischer DNA im Agarosegel.

2.2.2.4 Auftrennung von DNA-Molekllen durch Gelelektrophorese

DNA-Molekile konnen grofRenabhéngig in der Gelelektrophorese aufgetrennt werden,
wobei die Wanderungsgeschwindigkeit linearer Molekile umgekehrt proportional zum
Logarithmus ihres Molekulargewichtes ist (lineare Molekle).

Die negative elektrische Ladung der DNA ermdglicht es, in einem elektrischen Feld
DNA-Molekiile in Richtung des Pluspols wandern zu lassen und sie somit aufzutren-
nen. Je kleiner ein DNA-Fragment ist, desto schneller bewegt es sich durch die Poren
des Gels. Die Zusammensetzung des Gels bestimmt die GrolRe der DNA-Molekiile, die
sich damit auftrennen lassen. Zur Auftrennung kleiner DNA-Molekiile verwendet man
hoher prozentige Agarosegele, wogegen zur Auftrennung groBer Molekile niedriger
prozentige Agarosegele genutzt werden. Um einzelne Banden im Gel sichtbar zu ma-
chen, verwendet man Ethidiumbromid (EtBr), welches in die DNA interkaliert und unter
UV-Strahlung fluoresziert.

Die Gelelektrophorese wurde zur GréRenbestimmung nach Restriktionsverdau, zur Iso-
lierung von DNA-Fragmenten und zur Qualitatskontrolle von DNA-Proben benutzt. An-
hand des Vergleichs mit Standard-GroRenmarkern besteht die Mdéglichkeit, die Grol3e
zu bestimmen. Die Auftrennung von DNA-Molekiilen erfolgt hauptsachlich in 1%igen
Agarosegelen (w/v). Hierzu wurde die Agarose durch Aufkochen in TAE-Puffer
(Tris/Acetat/EDTA) geldst, nach Abkuhlen auf 50 °C in entsprechende Gelschlitten ge-
gossen und mit 1 uL 0,1%igem Ethidiumbromid versetzt. In die noch flissige Agarose
wurde ein Kamm eingesetzt, der nach Erstarren der Agarose und Herausziehen die
Taschen fur die Proben bildet. AnschlieRend wurde das Gel in die mit 1xTAE-Puffer,
welcher auch mit 1 uL 0,1%igem Ethidiumbromid versetzt wurde, gefillte Elektropho-
resekammer gelegt. Die Proben wurden mit 1/10 Volumen Probenpuffer versetzt und in
die Taschen hineinpipettiert. Bei analytischen Gelen betrug das Auftragsvolumen 5-20
pL, bei praparativen Gelen 100 - 200 pL. Als GroRenstandard diente die 1 kb-Leiter,
von welcher 6 pL (3ug) aufgetragen wurden. Die Elektrophorese wurde bei 70 - 80 V
(5 V/cm) durchgefuhrt, bis die gewilinschte Laufstrecke, welche anhand des Bromphe-

nolblaus sichtbar wurde, zuriickgelegt war.
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2.2.2.5 Isolierung von DNA-Fragmenten mittels Gelelution

Es besteht die Moglichkeit, DNA-haltige Banden aus Agarose-Gelen auszuschneiden,
mit Hilfe von Spezialpuffern zu I6sen und anschliel3end durch QIAgen-Saulchen zu rei-
nigen. Entsprechend des hierfur verwendeten QIAquick® Gel Extraktions Kits (Qiagen,
Hilden) wurden die Agarose-Gel-Stiicke, nach Ausschneiden aus dem Ethidiumbromid-
gefarbten Gel unter UV-Licht (366 nm), in drei Gel-Volumen Puffer QG aufgenommen
und innerhalb von zehn Minuten bei 50 °C geschmolzen. Puffer QG enthélt Salze, wel-
che die Struktur von Nukleinsauren modifizieren. AnschlieRend erfolgten die Zugabe
von einem Gel-Volumen Isopropanol und das Auftragen der Mischung auf Saulen, wel-
che Silicagel-Membranen enthalten, an die die DNA bindet. Dabei werden Verunreini-
gungen, wie Primer, Salze, nicht inkorporierte Nukleotide, Enzyme, Agarose,
Ethidiumbromid, Detergenzien und Ole, nicht gebunden bzw. mit dem Ethanol-
enthaltenen Puffer PE quantitativ entfernt. Die Elution erfolgte anschlieRend unter ba-
sischen Bedingungen mit Hilfe des Puffers EB, der wenig Salz enthalt oder mit sterilem
H,O bidest.

2.2.2.6 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen [107] [108]

Bakterien, Phagen, Archaebakterien und Viren eukaryotischer Algen besitzen als
Schutzmechanismus gegen Eindringlinge ein Markierungs- und Restriktionssystem,
das die eigene DNA durch Methylierung schiitzt und fremde DNA, die ein anderes
Methylierungsmuster tragt, erkennt und schneidet. Die Enzyme Methylase und
Restrikitonsendonuklease sind vielfaltig und werden standardméRig als Werkzeuge in
der Molekularbiologie eingesetzt. Die am meisten verwendeten Restriktionsendo-
nukleasen der Klasse Il sind gewohnlich Homodimere, die spezifische Sequenzen, in-
nerhalb derer sie schneiden, erkennen. Die Erkennungssequenzen sind meist
palindromische Nucleotide von 4 bis 8 bp Lange, unterbrochene Palindrome oder auch
mehrdeutige Palindrome. Endonukleasen kdnnen Phosphodiesterbindungen im Inne-
ren eines DNA-Molekils spalten, wobei ein 5-Phosphat- und ein 3‘-Hydroxyl-Ende
entstehen. Die meisten DNA-Sequenzen werden von mehreren Enzymen erkannt und
geschnitten. Eine Reihe von Restriktionsenzymen spalten beide DNA-Strange in der
Mitte der Erkennungssequenz, so dass glatte Enden (blunt ends) entstehen. Zahlrei-
che andere Endonukleasen schneiden die DNA aber nicht genau an derselben Stelle.
Die Schnitte sind in der Regel um zwei bis vier Nukleotide versetzt, so dass an den
DNA-Fragmenten kurze Uberstehende Einzelstrangabschnitte entstehen. Diese Stiicke
nennt man auch klebrige, Gberhdngende oder kohasive Enden (sticky ends), weil durch

Basenpaarung die Molekilfragmente wieder zusammenkleben.
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Jedes einzelne Enzym hat seine bevorzugten Reaktionsbedingungen. Daher ist es
nicht moglich, allgemeine Reaktionspuffer flr die Spaltreaktion einzusetzen. Die meis-
ten in der Gentechnik verwendeten Restriktionsenzyme arbeiten bei einer Temperatur
von 37 °C und einem pH von 7,4 sehr gut und benétigen dazu noch Mg? und spezifi-
sche lonenstarken. Die Herstellerfirmen liefern deshalb meist zusétzlich zu den Enzy-
men auch spezielle Puffer mit, die spezifisch fiur jedes Enzym sind, damit die Spaltung
der DNA unter optimalen Bedingungen ablaufen kann. Herrschen fur zwei unterschied-
liche Restriktionsenzyme die gleichen Bedingungen fir die DNA-Spaltung, so besteht
die Mdoglichkeit zur Durchfihrung eines Doppelverdaus. Dabei sollte darauf geachtet
werden, dass die entstehenden Enden keine komplementaren Enden sind, da dies
sonst zu einer Religation der DNA fuihren wiirde.

Eine Einheit (1 U) des Enzyms wird als die Menge definiert, die 1ug DNA des Pha-
gen A in einer Stunde spaltet. Die Restriktionsspaltungen erfolgten immer entspre-

chend der vom Hersteller empfohlenen Bedingungen.

Beispiel eines Doppelverdaus (20 uL Ansatz):

5 pL DNA-Probe

4 pL 2fach Reaktionspuffer (Typ-abh&ngig vom verwendeten Enzym)
9 pL H,O bidest.

1 pL Restriktionsenzym (z. B. BAMHI)

1 pL Restriktionsenzym (z. B. HINDIII)

Der Verdau wurde eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Bei der Durchfuhrung eines
Verdaus uber Nacht wurde nur 0,1 U des Enzyms eingesetzt, um unspezifische DNA-
Spaltung zu vermeiden. Die Reaktion sollte anschlieBend durch Hitze gestoppt wer-
den, da die meisten Enzyme durch Inkubation bei 65 °C fur 20 Minuten inaktiviert wer-
den. Das ist jedoch ebenfalls unterschiedlich, da einige Enzyme etwas héhere Tempe-
raturen bendtigen.

Der Restriktionsverdau wird anschlielend durch DNA-Gelelektrophorese analysiert
und die Fragmente werden durch Elution aus praparativen Gelen gereinigt.

Die Spaltung von DNA-Doppelstrangen mit Restriktionsendonukleasen wurde bei der

Analyse, Klonierung und Fragmentisolierung von DNA eingesetzt.

2.2.2.7 Ligation von DNA-Fragmenten [109]

Die Verknupfung von DNA-Fragmenten mit iberhangenden oder glatten Enden mithilfe

einer Ligase wird als Ligation bezeichnet. Die T4-DNA-Ligase stammt aus dem T4-
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Bakteriophagen. Sie katalysiert die Bildung einer Phosphodiester-Bindung zwischen
benachbarten 5-Phosphat- und 3'-Hydroxy-Enden in doppelstrangiger DNA oder RNA.
Der Einsatz von Polyethylenglycol erhdht die Effizienz bei der Ligation von glatten En-
den enorm (empfohlene Endkonzentration 5 % wi/v). Die Inaktivierung der Ligase, bei
65 °C fur zehn Minuten nach erfolgter Reaktion vor der Transformation der Zellen, wird
als Standardmethode empfohlen und erhoht die Transformationseffizienz betrachtlich.
Fir die Ligation von kleinen DNA-Fragmenten in grof3ere linearisierte Plasmide setzt
man das kleinere Fragment in mindestens 3-fachem molarem Uberschuss zum
Plasmid ein. Erfolgt die Linearisierung des Plasmids mit nur einem Restriktionsenzym,
mussen die entstandenen Enden vor der Ligation dephosphoryliert werden, um eine
Religation des Vektors zu verhindern. Die Ligationen erfolgten unter Anwendung der
Quick T4-DNA-Ligase des Quick Ligations™ Kits (New England BioLabs, England) bei
vorzugsweise 25 °C fir 15 Minuten.

Der Ansatz hierzu bestand gewohnlich aus 1 yl Quick T4-DNA-Ligase (10 U), 2 ul 10x
Quick Ligationspuffer, 50 ng Plasmid und dem 3-fachen molaren Uberschuss an Insert,
aufgefllt auf 10 pl mit sterilem H,O bidest.. Ein Teil des Ligationsansatzes wird fir die

Transformation von chemisch-kompetenten Zellen eingesetzt.

2.2.2.8 Plasmidisolierung aus Bakterien
2.2.2.8.1 Plasmidisolierung mittels alkalischer Lyse [110]

Die alkalische Lyse beruht darauf, dass in einem engen pH-Bereich, die nicht-
Uberspiralisierte DNA (Bakterienchromosom) denaturiert wird, Uberspiralisierte Plas-
mide hingegen jedoch nicht. Bei pH-Werten von 12 bis 12,5 kommt es in nicht-
Uberspiralisierten DNA-Molekilen zum Auflésen der Wasserstoffbriickenbindungen,
wodurch die Doppelhelix entwunden wird und sich die beiden DNA-Stréange trennen.
Setzt man ihnen anschlieend Saure zu, lagern sich die denaturierten Strange der
Bakterien-DNA zu einer verworrenen Masse zusammen, die unldslich ist und sich
durch Zentrifugieren leicht entfernen lasst. Im Uberstand bleiben dann nur noch
Plasmide zuriick. Das Verfahren weist jedoch noch einen weiteren Vorteil auf. Wenn
man die Zellen mit Natriumdodecylsulfat (SDS) lysiert und die Reaktion anschliel3end
mit Natriumacetat neutralisiert, werden auch Proteine und RNA zum gréf3ten Teil un-
I6slich, so dass man sie ebenfalls durch Zentrifugieren leicht beseitigen kann.

Fur die Isolierung der Plasmid-DNA aus Bakterien wurde die sogenannte Miniprépara-
tion durchgefiihrt. Von einer 4 mL Bakterien-Ubernacht-Kultur wurden 1,5 mL in ein
Eppendorfgefal? tberfihrt und zentrifugiert (13000 rpm, 3 Minuten, RT). Das Bakteri-

enpellet wurde anschlieend in 200 uL Lésung A aufgenommen. Das in Losung A ent-
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haltene EDTA entfernt die fir die Aufrechterhaltung der Gesamtstruktur der Zellhtlle
unentbehrlichen Mg?-lonen und hemmt die DNA-abbauenden Enzyme. AnschlieRend
werden 200 pL Lésung B dazugegeben und vorsichtig durch sechs bis achtmaliges
Schwenken des EppendorfgefaRes gemischt und funf Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. In Losung B befindet sich das Detergenz SDS, welches durch Entfernen von
Lipidmolekilen aus der Zellmembran das Aufldsen unterstitzt. Dann wurden 200 uL
Losung C zugegeben, durch erneutes Schwenken der GefalRe gemischt und etwa zehn
Minuten auf Eis inkubiert. Das in Loésung C enthaltene NaAc dient zur Neutralisation
der Lésung. Bei dem letzten durchgefiihrten Schritt kommt es zum Ausfallen von Bak-
terien-DNA, Proteinen und RNA. Danach erfolgte erneut ein Zentrifugationsschritt
(13000 rpm, 10 Minuten, RT), wobei die Plasmid-DNA im Uberstand zuriickblieb. Der
Uberstand wurde nun in ein sauberes EppendorfgefaR tberfiihrt und die Plasmid-DNA
mit 0,7 Volumen Isopropanol préazipitiert (zwei bis finf Minuten, RT). Anschliel3end
wurde wieder zentrifugiert (13000 rpm, 10 Minuten, 4 °C) und das DNA-Pellet mit 1 mL
70 %igem EtOH gewaschen. Das Pellet wurde luftgetrocknet und in 20 - 50 uL sterilem
H,O bidest. aufgenommen. Mit dieser Methode wurden durchschnittlich 2 — 4 ug

Plasmid-DNA aus 1 mL Bakterienkultur isoliert.

Lésungen fir die Plasmidpréparation

LOosung A 50 mM Tris- HCL, pH 8,0
10 MM EDTA
100 ug/ mL  RNase A

LOosung B 200 mM NaOH
1% SDS (w/v)
Lésung C 3M Natriumacetat

mit Essigsaure auf einen pH 5 einstellen

2.2.2.8.2 Chromatographische Isolierung von Plasmid-DNA-Mini-

Plasmidpraparation

Die Minipraparation ist vorschriftsmafig laut Anweisung des QIAprep® Spin Miniprep-
Kits der Firma Quiagen (Hilden) durchgefiihrt worden. Diese Methode basiert ebenfalls
auf dem Prinzip der alkalischen Lyse [110], wobei sich noch zuséatzlich eine saulen-
chromatographische Aufreinigung der DNA anschliel3t. Dabei wird die DNA an eine Si-

licagel-Membran gebunden, wogegen jedoch Verunreinigungen wie Nukleotide, Enzy-
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me, Salze, Ole und Detergenzien nicht gebunden bzw. mit ethanolhaltigem Puffer aus-
gewaschen werden. Am Ende der durchgefuhrten Praparation wird die DNA mit steri-

lem H,O bidest. eluiert.

Midi- und Maxi-Plasmidpréaparation

Fur die Isolierung gréRerer Mengen (100 oder 500 pg) an Plasmid-DNA wurde eine
Midi- bzw. Maxi-Plasmidpraparation mit Hilfe des Plasmid Midi-Kits durchgefiihrt. Die
Plasmidisolierung erfolgte nach Anweisungen des Herstellers (Qiagen, Hilden) und der
von ihm bereitgestellten Materialien. Diese Methode geht ebenfalls auf die alkalische
Lyse nach Birnboim und Doly zurtick, dem sich eine zusétzliche s&ulenchroma-
tographische Aufreinigung der DNA anschlief3t. Bei dem Saulenmaterial handelt es
sich um ein Anionen-Austauscher-Harz, an welches die DNA bei geringen Salzkon-
zentrationen und niedrigem pH bindet. Durch Erhéhung des pH-Wertes und der Salz-
konzentration kann die Plasmid-DNA eluiert werden.

Am Anfang wurden 30 bzw. 100 mL einer Ubernachtkultur abzentrifugiert und das ent-
standene Pellet in 4 bzw. 10 mL Lésung P1 resuspendiert. Nach Zugabe von 4 bzw.
10 mL Puffer P2 und vier- bis sechsmaligem Schwenken erfolgte eine finfmindtige In-
kubation bei Raumtemperatur. Nach darauf folgender Zugabe von 4 bzw. 10 mL Puffer
P3 zur Losung und erneutem Schwenken zur Durchmischung erfolgte ein erneuter
Zenrifugationsschritt (7000 rpm, 15 Minuten, RT), bei dem gefallte Proteine und die
genomische DNA sich als Pellet absetzen. Der Uberstand wurde dann erneut zentrifu-
giert (11000 rpm, 15 Minuten, RT). In der Zwischenzeit wurden die Qiagen-S&ulen mit
4 bzw. 10 mL QBT Puffer aquilibriert und der Plasmid-haltige Uberstand anschlieRend
auf die Saulen gegeben. Nach Passieren der Saule per Schwerkraft wird diese zwei-
mal mit 10 bzw. 30 mL QC-Puffer gewaschen. Die Elution erfolgte mit 5 bzw. 15 mL
QF-Puffer. Die Plasmid-DNA wurde anschlieBend mit 0,7 V Isopropanol (RT) gefallt
und far 30 Minuten bei 15000 g zentrifugiert. Das Pellet wurde anschlieRend zweimal
mit 70% Ethanol gewaschen und fur 10 Minuten bei 15000 g zentrifugiert. Nach dem
Trocknen des Pellets durch erneutes Zentrifugieren, wurde es in 100 bzw. 300 uL H,O

aufgenommen.

2.2.2.9 DNA-Sequenzierung [111]

Alle Sequenzierungen wurden gemal3 der Kettenabbruchmethode durchgefiihrt. Bei
dieser Methode findet zun&chst eine Synthese des komplementaren Stranges statt, der

den DNA-Abschnitt enthéalt, der sequenziert werden soll. Wie bei einer gewthnlichen
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PCR werden hierfur ebenfalls Primer und Desoxynukleotide (ANTP) bendtigt. In dem
Reaktionsansatz befindet sich jedoch zusatzlich noch ein abgewandeltes Nukleotid,
welches in den wachsenden Polynukleotidstrang ebenso wirksam eingebaut wird wie
ein normales Nukleotid, jedoch die weitere Synthese des Stranges verhindert. Dieser
Schritt erfolgt, weil dem Didesoxynukleotid (ddNTP, z. B. ddATP) die Hydroxylgruppe
in der 3'-Position des Zuckeranteils fehlt und diese Gruppe fir die Anheftung des fol-
genden Nukleotids benétigt wird. Demzufolge bricht die Kette also immer dann ab,
wenn ein ddNTP eingebaut wird. Die Synthesereaktion lauft viermal parallel ab, in je-
dem Ansatz befindet sich ein anderes Didesoxynukleotid (ddATP, ddTTP, ddGTP,
ddCTP). Da in jedem Ansatz jedoch auch die normalen dNTPs enthalten sind, entste-
hen z. B. in einem ddATP-Ansatz viele unterschiedlich lange Polynukleotidstrange, die
alle auf ein ddATP enden. Die einzelnen Polynukleotidstrange werden anschliel3end in
einem 6%igem Polyacrylamidgel aufgetrennt und analysiert. Mit Hilfe von Fluores-
zenzmarkierungen ist es moglich, die einzelnen Polynukleotidstrange und somit die
Sequenz des amplifizierten DNA-Abschnittes in einer automatischen Sequenzier-
vorrichtung zu analysieren. Bei dieser Methode bestehen jedoch zwei Mdglichkeiten:
Entweder benutzt man infrarotfluoreszenzmarkierte Sequenzierprimer (IRD700 oder
IRD800) oder man verwendet fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide. In dieser Ar-

beit wurde die zweite Méglichkeit zur Sequenzierung genutzt.

Sequenzierung mittels markierter Didesoxynukleotide

Es wurden 20 - 400 ng Template-DNA eingesetzt und mit 10 pmol eines Primers, 1,5 pl
5-fach BigDye-Lésung und 1,5 ulL BigDye-Sequenzierungspuffer des BigDye-
™Terminator-Cycle-Sequencing-Kits (Applied Biosystems, UK) in einem Gesamtvolu-
men von 10 pl gemischt. Um langere (> 500 bp) Abschnitte sequenzieren zu kénnen,
war es notwendig mehrere Ansatze mit den entsprechenden Primern zu machen, da
pro Ansatz nur ein Primer verwendet werden konnte und die maximale
Sequenzierlange bei 400 - 500 bp lag. Nach der Sequenzierungs-PCR (2 Minuten
94 °C, 25 Zyklen: 10 sec 94 °C/ 15 sec x °C (Temperatur richtet sich nach den einge-
setzten Primern)/ 4 Minuten 60 °C) wurden die Proben durch Ethanolpréazipitation ge-
reinigt. Die eluierte DNA wurde anschlieRend bei Raumtemperatur getrocknet und in

dem Eppendorfgefald zum Sequenzieren an ein zustéandiges Institut weitergegeben.
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Aufreinigungsschritte bei der Ethanolprazipitation

Die aus dem PCR-Cycler entnommenen Proben wurden im ersten Schritt zunachst mit

80 uL H,O bidest.
10 pL 3 M NaAc
250 pL 96%igem EtOh

versetzt und finf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurden sie flr
20 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde nun verworfen und es er-

folgte im zweiten Schritt die Zugabe von
250 pL 70%igem EtOH

mit folgender finfmindtiger Inkubationszeit bei Raumtemperatur und anschlielRender
zehnminitiger Zentrifugation bei 13000 rpm. Der hier entstandene Uberstand wurde
ebenfalls wieder durch ,Absaugen® verworfen und das Pellet wurde nun, wie oben be-

schrieben, bei Raumtemperatur getrocknet.

2.2.3  Mikrobiologische Methoden
2.2.3.1 Kultivierung von E.coli

Die Anzucht von E. coli-Stammen erfolgte in LB-Medium, dem nach Bedarf Ampicillin
oder Kanamycin zugesetzt wurde. Die Wahl des Antibiotikums richtete sich dabei nach
dem integrierten Resistenzgen. Die Kulturen wurden bei 37 °C auf Festmedium (1,5 %
Agar in LB) oder in Schiittelkulturen mit 220 rpm inkubiert. Bei den Flissigkulturen soll-
te beachtet werden, dass die Bakterien in ihren Kultivierungsgefafien mindestens 2/3
Gasraum Uuber der Flissigkeit haben sollten, um eine ausreichende Versorgung mit
Sauerstoff wahrend der Inkubationszeit gewahrleisten zu kénnen. Ausgangsmaterial

zum sterilen Beimpfen von Kulturen waren Einzelkolonien einer Kulturplatte.

2.2.3.2 Konservierung von Bakterien

Bakterienkolonien kénnen auf Agarplatten bei 4 °C fur ca. 6 Wochen gelagert werden.
Fir eine langerfristige Konservierung der Bakterien eignet sich die Anfertigung von
Glycerin-Stocks, in denen man die Bakterien fir mehrere Monate bei —80 °C lagern
kann. Dazu wurden Ubernachtkulturen mit 20 % sterilem Glycerin (v/v) versetzt, gut
gemischt, in flissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieBend in Form von
Aliquots bei —80 °C eingefroren. Das Glycerin dient hierbei als ,Frostschutzmittel“. Die

Glycerin-Stocks sollten nicht aufgetaut und ein erneutes Mal eingefroren werden. Es
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besteht jedoch die Mdglichkeit, mit einer Impfése aus den gefrorenen Glycerin-Stocks
etwas abzukratzen und anschlieBend auf Agarplatten auszustreichen. Von den ange-
wachsenen Kolonien auf der Platte kann man immer wieder neue Flussigkulturen zie-

hen. Auch Flissigkulturen sind einige Wochen bei 4 °C lagerfahig.

2.2.3.3 Transformation von Bakterien mit Plasmid-DNA [112]

Als Transformation bezeichnet man die Aufnahme von Fremd-DNA und somit die ge-
netische Veranderung von Bakterien. Sie erfolgte nach der Hitzeschock-Methode von
Sambrook et al.. Daflir wurden 50 uL chemisch-kompetenter Zellen langsam auf Eis
aufgetaut und anschlieend vorsichtig mit dem halben oder ganzen Ligationsansatz
bzw. 0,1 - 0,5 ng Plasmid-DNA gemischt. Der Ansatz wurde nun fir 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Gefolgt von einem anschlieRenden Hitzeschock fiir 45 sec bei 42 °C und ei-
ner Abkihlphase von ca. 5 Minuten, ebenfalls noch einmal auf Eis, ist der Ansatz nun
mit 250 uL SOC-Medium versetzt und fur eine Stunde im Thermomixer bei 37 °C ge-
schattelt (225 rpm) worden. 50 - 200 ul des Transformationsansatzes wurden dann auf
Selektionsplatten (LB-Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum) ausplattiert und
kopfuber bei 37 °C 0. N. inkubiert. Der restliche Ansatz kann bei 4 °C aufbewahrt und

spater noch ausplattiert werden.

2.2.4  Zellbiologische Methoden
2.2.4.1 Allgemeine zellbiologische Methoden fur Saugerzellen

Alle durchgefuhrten Arbeiten mit Saugerzelllinien wurden in steriler Atmosphére unter
einer Zellkulturwerkbank durchgefiihrt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem
Brutschrank bei 37 °C und 5% CO,-Begasung. Alle mit ihnen durchgefiihrten

Zentrifugationsschritte erfolgten bei 1000 rpm fir 3 Minuten.

2.2.4.2 Kultivierung und Passagieren eukaryotischer Zellen

B35-Zellen sind adharent wachsende Zellen, die in Medium in unbeschichteten Kultur-
flaschen/Schalen kultiviert und je nach Zelldichte kurz vor der Konfluenz im Verhaltnis
von 1:3 bzw. 1:4 alle zwei bis drei Tage passagiert und verdiinnt wurden. Hierzu wur-
den die Zellen, nachdem sie vorher mit PBS gewaschen und mit Medium abgel6st
wurden, aus der Kulturflasche in Falconréhrchen tberfiihrt und anschlie3end zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde danach abgesaugt, das Zellpellet in frischem Medium
resuspendiert, die Zellen mit einer Kanule vereinzelt und anschlie3end wieder in ein

mit frischem Medium versetztes Kulturgefal? tberfuhrt.
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2.2.4.3 Einfrieren und Auftauen von Saugerzellen

Auch Saugerzellen kénnen Uber einen langeren Zeitraum konserviert werden. Dazu
werden frisch gewaschene und pelletierte Zellen in Serum (FCS) mit 10 % DMSO
(Dimethylsulfoxid) aufgenommen und die Zellsuspension in ein Einfrierréhrchen Uber-
fuhrt und langsam bei —20 °C fur einige Stunden gefroren. Danach kdnnen sie bei
-80 °C oder fur langere Zeitraume in flissigem Stickstoff gelagert werden. Alternativ
besteht auch die Moglichkeit, die Einfrierrdhrchen in einem Isopropanolbad sofort bei
-80 °C einzufrieren und fur langere Zeitraume in flissigem Stickstoff zu lagern.
Eingefrorene Zellpellets konnen wieder in Kultur genommen werden, indem sie rasch
bei 37 °C aufgetaut und kurz vor dem vollstandigen Auftauen langsam in vorgewarm-
tes Medium aufgenommen werden. Durch Zentrifugieren bei 1000 rpm fur 3 Minuten
wird das DMSO entfernt. Das Pellet wird in Medium resuspendiert und in Flaschen
bzw. Schalen kultiviert.

2.2.4.4 Transfektion von eukaryotischen Zellen mittels Lipofektion

Mit der Methode der Lipofektion ist es moglich, Plasmid-klonierte Gene in eine Vielzahl
von eukaryotischen Zelltypen zu transfizieren und diese sowohl transient als auch
stabil zu exprimieren. Fur die Transfektion wurde das Lipofectamine™ 2000 Reagenz
und das OPTI-MEM®I-Medium verwendet.

Am vorigen Tag bzw. sieben Stunden vor dem Beginn der Transfektion wurden 2 x 10’
B35-Zellen auf eine 10 cm-Kulturschale ausgesét und bei 37 °C in DMEM/ 10 % FCS/
1 % P/S/G kultiviert. Fiir die Transfektion wurden 4 pg DNA in 250 L OPTI-MEM®I-
Medium verdinnt. Ebenso erfolgte das Ldsen von 10 pL Lipofectamine™ 2000 Rea-
genz in 250 uL OPTI-MEM®I-Medium, welche anschlieRend fiir 5 Minuten bei Raum-
temperatur inkubiert wurde. Die DNA/OPTI-MEM®l-Lésung wurde hinterher in die
Lipofectamine™ 2000/OPTI-MEM®I-Lésung uberfiihrt. Wahrend der Inkubation von 20
Minuten bei Raumtemperatur kommt es in der Lésung zu einer Formierung des DNA-
Lipofectamin-Komplexes. Zwischenzeitlich wurde das Medium der zu transfizierenden
Zellen abgesaugt und durch 2 mL frisches Medium (ohne Antibiotika) ersetzt. Die DNA-
Lipofectamin-OPTI-MEM-LOsung wurde nun langsam unter leichtem Schwenken der
Kulturschale zu den B35-Zellen getropft. Die Zellen wurden anschlieRend wieder bei
37 °C kultiviert. Nach einer Inkubation von 16 - 24 Stunden wurde das Medium ge-

wechselt und die Zellen verdinnt.
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2.2.45 Zellzdhlung

Die Zellen wurden wie in Kapitel 2.2.4.2 gel6st und durch Zentrifugation pelletiert. Das
Pellet wurde hinterher in 10 mL frischem Medium gut resuspendiert und aus diesem
ein Volumen von 1 yL zusammen mit 9 uL Trypanblau auf eine Neubauer-Zahlkammer
gebracht. Es erfolgte jeweils eine Doppelbestimmung der jeweiligen Zelllinien. Durch
manuelles Zahlen der Zellen wurde die Zellzahl unter Berucksichtigung des Verdin-
nungsfaktors bestimmt.

2.2.4.6 Differenzierung von Peptid-stimulierten B35-Zelllinien

Die Differenzierung der Zellen erfolgte in Sechser-Well-Schalen, Zellkulturschalen oder
-flaschen. Die jeweiligen B35-Zellinien wurden in einer Dichte von 0,2 - 0,4 x 10* Zellen
in Sechser-Well-Schalen ausgeséat und mit oder ohne Zugabe von 33 ug/ml Peptid fur
24 - 72 h kultiviert. Die Zellen wurden mit 4 % PFA in PBS + 0,0015 % Saponin fir 45
Minuten bei 37 °C fixiert, einmal mit PBS gewaschen und fur 30 Minuten mit gefiltertem
0,1%igem Kristallviolett gefarbt. Anschlieend wurden die Zellen dreimal vorsichtig mit
H,O bidest. gewaschen. Nach dem Trocknen der Wellschalen an der Luft erfolgte mit
Hilfe einer Digitalkamera und 20-fachen Objektivs das Anfertigen von Bildern, welche
anschlieend der Analyse der Differenzierung und speziell des Neuritenwachstums
dienten. Ein weiterer Versuch zur Analyse des NCAM-stimulierten Neuritenwachtums
durch das C3-Peptid erfolgte mittels SDS-Page/Western Blot und dazugehdrigen spe-
zifischen Antikdrpern. Hierzu wurden die Zellen in Sechser-Well-Schalen ausgeséat und
am folgenden Tag, nach dem Abldsen und Vereinzeln, je zwei Wells in eine 150er-
Schale uberfuhrt. Anschliel3end erfolgte, nach ein bis zwei Tagen Kultivierung, die Zu-
gabe von 33 pg/ml Peptid fur einen Zeitraum von 45 Minuten in eine Schale der jewei-
ligen B35-Zelllinie, eine zweite diente als Kontrolle ohne Stimulation. Die Zellen wurden
dann mit Trypsin/EDTA in PBS und Hilfe eines Zellschabers abgeldst. Das entstande-
ne Pellet wurde in 1 mL PBS aufgenommen und in ein Eppendorfgefal? tberfuhrt, um
folglich fur 3 Minuten bei 3000 rpm in einer Kiihlzentrifuge zentrifugiert werden zu kon-
nen. Das Pellet wurde darauf folgend, wie in Kapitel 2.2.5.1 beschrieben, solubilisiert

und anschlieRend zur Durchfiihrung der SDS-Page/Western Blot genutzt.

2.2.4.7 Differenzierung von B35-Zelllinien unter Zugabe des FGFR1-Inhibitors
SuU5402

Um weitere Signaltransduktionswege zu untersuchen, die beim NCAM-stimulierten

Neuritenwachstum eine Rolle spielen, wurde ein FGFR1 spezifischer Inhibitor,
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SU5402, eingesetzt. Dieser Inhibitor hemmt neben FGFR1 auch die FGF-induzierte
Phosphorylierung der Tyrosinkinasen ERK1 und ERK2.

Dieser Versuch wurde, ahnlich wie in Kapitel 2.2.4.6 beschrieben, mit Hilfe des Wes-
tern Blots und dazugehdérigen spezifischen Antikérpern durchgefiihrt. Zunéchst wurden
die Zellen in Sechser-Well-Schalen ausgesét und am folgenden Tag, nach dem Abl6-
sen und Vereinzeln, je zwei Wells in eine 150er-Schale Gberfuhrt. Anschlieend erfolg-
te, nach ein bis zwei Tagen Kultivierung, die Zugabe von zunéchst 25 uM SU5402-
Inhibitor fur einen Zeitraum von 45 Minuten in eine Schale der jeweiligen B35-Zelllinie.
Eine zweite Schale diente zur Kontrolle ohne Inhibierung. Hinterher wurde das Medium
abgesaugt und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Nach erneuter Zugabe von fri-
schem Medium erfolgte die Zugabe von 33 ug/ml Peptid fir einen erneuten Zeitraum
von 45 Minuten in jeweils beide Schalen (mit und ohne Inhibitor). Die Zellen wurden
dann mit Trypsin/EDTA in PBS und mit Hilfe eines Zellschabers abgeldst. Das entstan-
dene Pellet wurde anschlieBend in 1 mL PBS aufgenommen und in ein Eppen-
dorfgefald tberfihrt, um dann fir drei Minuten bei 3000 rpm in einer Kihlzentrifuge
zentrifugiert werden zu kénnen. Das Pellet wurde darauf folgend, wie in Kapitel 2.2.5.1
beschrieben, solubilisiert und anschlieRend zur Durchfihrung der SDS-Page/Western

Blot genutzt.

2.2.4.8 Differenzierung von Peptid-stimulierten B35-Zelllinien unter Verwendung
des XxCELLLigence RTCA Gerates

Das Real-Time-Cell-Analyser (RTCA) Gerat ermdglicht es, mit Hilfe der elektrischen
Impedanzmessung von Sensorelektroden bei verschiedenen Signalfrequenzen, Er-
kenntnisse Uber Zellen in Echtzeit zu erhalten. Das dabei genutzte Messprinzip beruht
auf einer Wechselwirkung von Zellen mit elektronischen Biosensoren. Die in dem Gerat
verwendeten Mikrotiterplatten, sogenannte E-Plates, sind am Boden mit Mikroelektro-
den (Goldfilm-Elektroden) versehen, mit denen daraufhin der Widerstand gemessen
wird. Durch diese Methode ist es mdglich, Veranderungen der Zell-Elektroden-
Impedanz kontinuierlich in Echtzeit zu dokumentieren und Informationen tber den Zell-
status kontinuierlich zu erfassen. Der dabei erhaltene Zellindex, welcher ein Mal3 fir
die relative Veranderung der elektrischen Impedanz ist, reprasentiert den Status einer
Zelle. Er wird durch Faktoren wie Zelladhésion, Zellmorphologie und Entwicklungsfa-
higkeit von Zellen beeinflusst [113]. Es konnte in durchgefiihrten Versuchen mit PC12
Zellen in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass der Zellindex mit der
Neuritenlange korreliert und somit als ein Mal3 fur das Neuritenwachstum verwendet

werden kann [60].
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Zur Durchfiihrung der Experimente im XCELLLigence RTCA Gerat wurden die jeweili-
gen B35-Zellinien mit einer Dichte von 175 Zellen/mm? routinemaRig auf den speziel-
len E-Plates des XCELLLigence Gerates ausgesat. Die Zellen wurden flr bis zu
48 Stunden mit oder ohne Zugabe von 6,7 pg/ml Peptid kultiviert und wahrenddessen
wurde das Neuritenwachstum der Kulturen durchgangig mit dem XCELLLigence Geréat
analysiert. Um die gewohnten Bedingungen der Zellen beizubehalten, befand sich das
Gerét in einem Brutschrank, so dass das Kultivieren der Zellen unter normalen Bedin-
gungen bei 37 °C und 5 % CO,-Begasung stattfand. Anschlieend wurden die erhalte-
nen Daten mit Hilfe der RTCA Software analysiert und ausgewertet.

2.2.4.9 Fokale Adhasionen Assay

Um zu untersuchen, welchen Einfluss die verschiedenen B35-Zelllinien auf den
turnover von Fokalen Adhéasionen haben, wurde ein Fokale Adh&sionen Assay opti-
miert und durchgefuhrt. Fokale Adhasionen sind grof3e, dynamische Proteinkomplexe,
die das Zytoskelett einer Zelle mit der Extrazellularmatrix verbinden. Das als Erstanti-
korper verwendete Paxillin ist ein Adapterprotein der Fokalen Adhasionen. Es spielt ei-
ne zentrale Rolle beim Verbinden von Signalen der extrazellularen Umwelt, die einen
Einfluss auf die Umgestaltung der Zelle haben.

Bei diesem Versuch wurden die B35-Zelllinien auf Acht-Well-Permanox-Objekttragern
ausgesat und fir 24 Stunden in serumfreiem Medium kultiviert. Am nachsten Tag wur-
den die Zellen fixiert. Dazu wurde das Medium vorsichtig abgesaugt, die Zellen zwei-
mal in PBS gewaschen und zum Fixieren in jedes Well ca. 150 - 300 uL 4 % PFA (Pa-
raformaldehyd) gegeben. Nach einer Inkubation von 10 Minuten bei 37 °C wurde das
PFA entfernt und die Wells zweimal vorsichtig mit PBS gewaschen. Zum Aufschliel3en
der Zellen wurden sie anschlieRend mit 1 % Triton X-100 in PBS fur 10 Minuten bei RT
inkubiert. Nach einem erneuten zweimaligen Waschen mit PBS folgte ein
Blockierschritt von 30 Minuten bei RT mit Medium + 10 % FCS. Anschlie3end wurden
die Wells Gber Nacht bei 4 °C mit einem primaren Antikdrper inkubiert. Nach einem er-
neuten zweimaligen, vorsichtigen Waschvorgang mit PBS erfolgte fur weitere 30 Minu-
ten bei Raumtemperatur die Inkubation mit dem Zweitantikérper. Nach Ablauf dieser
Zeit, einem erneuten zweimaligen Waschvorgang mit PBS, erfolgte eine Farbung der
Kerne. Dafir wurden die Zellen im Dunkeln mit einer 1:1000 verdinnten Hoechst
(10 mg/mL)-L6ésung fir eine Minute inkubiert. Nach der Farbung wurde wiederum ein-
mal mit PBS und einmal mit H,O bidest. grindlich gewaschen und die 8-Well-
Objekttrager mit einer VECTASHIELD-L6sung eingedeckelt. Nun wurden die verschie-

denen Objekttrager unter dem Fluoreszenzmikroskop angesehen, photographiert und
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mit Hilfe der ImageJ Software bearbeitet und ausgezahlt. Anhand der vorliegenden Bil-
der erfolgte die Analyse in Bezug auf die Paxillin-enthaltenen Fokalen Adasionen der

jeweiligen Zelllinien und anschlieend eine statistische Analyse.

Verwendete priméare und dazugehorige sekundéare Antikdrper

Erstantikdrper | Verdinnung Zweitantikorper Verdinnung
in PBS in PBS
Anti-Paxillin 1:750 Alexa 488 Ziege-anti-Maus 1:250

2.2.5 Biochemische Methoden
2.2.5.1 Solubilisierung von Saugerzellen

Die zu solubilisierenden Zellen wurden abzentrifugiert und einmal mit PBS gewaschen.
Die dabei entstandenen Zellpellets wurden mit  Solubilisierungspuffer,
Proteaseinhibitor-Cocktail (1:500) und PMSF (0,5 mM) versetzt, durch Vortexen ge-
mischt und fiir eine Stunde bei 4 °C kraftig geschittelt. Das im Puffer enthaltene
Detergenz ist fur die Solubilisierung der Zellmembranen verantwortlich. Anschlie3end
schloss sich ein dreiminutiger Zentrifugationsschritt bei 3000 rpm in der Kihlzentrifuge
an. Der dadurch entstandene Uberstand stellt das Solubilisat dar, wahrend sich im Pel-
let die Bestandteile des Zytoskeletts und der Zellkerne befinden. Die Solubilisierung
der mit Peptid-behandelten Zellen erfolgte abweichend der zuvor beschriebenen
Durchfiihrung. Nachdem die Proben mit Solubilisierungspuffer, Proteaseinhibitor-
Cocktail (1:500) und PMSF (0,5 mM) versetzt und durch Vortexen gemischt wurden,
denaturierte man sie fir 10 Minuten bei 95 °C in einem Thermomixer. Nach anschlie-
Render kurzer einmindtiger Inkubation auf Eis wurde 0,5 uL Benzonase dazu gefiigt
und die Proben anschlieend fur 3 Minuten bei 3000 rpm in der Kuhlzentrifuge zentri-
fugiert. Der erhaltene Uberstand stellt das Solubilisat dar und wurde anschlieBend in
ein frisches Eppendorfgefal® Gberfiihrt.

2.2.5.2 Proteinbestimmung nach Bradford [114]

Zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen eignete sich die Methode nach Bradford
sehr gut. Diese Methode, die durch Pufferchemikalien und reduzierende Stoffe kaum
gestort wird, beruht darauf, dass sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffes
Coomassie-Brillant-Blue G250 von 465 nm nach 595 nm verschiebt, wenn dieser in
saurer Losung an Proteine (hauptsachlich Arginin-Reste) bindet. Die Zunahme der Ab-
sorption bei 595 nm ist ein Mal fur die Proteinkonzentration in der Lésung. Der ent-

standene Farbkomplex ist Gber langere Zeit stabil. 10 uL Proteinlésung wurden mit
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200 pL Bradfordreagenz des BIO-RAD Protein Assay Kits in 96er-Well-Mikrotiterplatten
fur 2 Minuten inkubiert und die Absorption bei 595 nm im ELISA-Reader gemessen.
Anhand einer Eichreihe mit BSA konnten die Konzentrationen bestimmt werden.

2.2.5.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese [115]

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ermdglicht es, Proteine unter denaturieren-
den Bedingungen nach ihrem Molekulargewicht aufzutrennen. Dabei kann die Poren-
groRe der Gele, je nach GrolRe der aufzutrennenden Molekile, (ber den
Acrylamidanteil variiert werden. Fir die vertikale Elektrophorese wurde die Gelappara-
tur der Firma C.B.S. SCIENTIFIC CO. gebraucht. Als Trenngele wurden 6%-, 7%- und
10%ige Acrylamid-Gele genutzt. Die Lésungen flr die Herstellung der Trenngele wur-
den zusammengemischt, bis ca. 3 Zentimeter unterhalb der oberen Glasplattenkante
gegossen und mit Isopropanol lberschichtet. Nach vollstandiger Polymerisation des
Trenngels schloss sich das Gielzen des Sammelgels an. Die Proben wurden mit einem
Funftel Volumenanteil konzentrierten, reduzierenden SDS-Probenpuffer versetzt und 5
Minuten bei 95 °C gekocht. Die Elektrophorese erfolgte zum Einlaufen der Proben ins
Sammelgel bei konstanter Spannung von 100 V und zur Auftrennung im Trenngel bei
konstanter Spannung von 120 V. Als GréRenmarker diente die Protein Page Ruler™
Prestained Proteinleiter der Firma Fermentas. In dieser Arbeit wurden ausschlie3lich
SDS-Gelelektrophoresen durchgefuihrt, in denen die Proben mit reduzierenden Pro-

benpuffern versetzt wurden.

2.2.5.4 Western Blot [116]

Die Methode des Western Blots erlaubt es, die in der SDS-PAGE aufgetrennten Prote-
ine aus dem Gel auf eine Nitrocellulosemembran zu transferieren. Die somit Ubertra-
genen Proteine kénnen dann immunologisch mit spezifischen Antikbrpern und mit an
diesen bindenden Peroxidase-gekoppelten sekundéaren Antikdrpern detektiert werden.

Das Blotten wurde nach dem Tank-Blot-Verfahren unter Verwendung der Blotapparatur
von C.B.S. SCIENTIFIC CO. durchgefiihrt. Nach dem Aquilibrieren von Whatman-
papier und Nitrocellulosemembran in Transferpuffer wurde der Sandwichblot luftbla-
senfrei zusammengebaut, wobei die Nitrocellulosemembran dabei der Anode zuge-
wandt war. Der Transfer erfolgte bei 4 °C mit einer konstanten Stromstéarke von
330 mA fur 71 Minuten in Transfer-Puffer. Anschlieend wurden die transferierten Pro-
teine auf der Membran mit Hilfe einer Ponceaurot-Farbelésung reversibel angefarbt.

Dazu wurde die Membran ca. eine Minute in Ponceau-L6sung geschwenkt und an-
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schlieend in H,O bidest. solange entfarbt, bis die Proteinbanden sichtbar wurden. Vor
der Inkubation mit Antikdrpern wurde die Membran entfarbt und fir eine Stunde mit
5%igem Magermilchpulver (w/v) bzw. mit 5%igem BSA (w/v), welches in TBS-Tween
geldst wurde, bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach zweimali-
gem Waschen der Membran mit TBS-Tween erfolgte die Inkubation mit dem im TBS-
Tween verdunnten ersten Antikdrper tber Nacht bei 4 °C. Nach Entfernen des Antikor-
pers wurde die Membran dreimal fur 10 Minuten mit TBS-Tween gewaschen und an-
schlieRend mit dem zweiten Antikdrper fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
Der Blot wurde danach grundlich mindestens fir dreimal 10 Minuten gewaschen, wo-
bei beim letzten Waschen TBS ohne Tween verwendet wurde.

Die mit priméren und sekundéren Antikdrpern markierten Proteine auf der Membran
kénnen unter Anwendung des ECL-Systems (Enhanced-Chemiluminescence) nach-
gewiesen werden. Dabei katalysiert die am Antikdrper gekoppelte Peroxidase eine Re-
aktion, die von einer Chemilumineszenz begleitet wird und somit detektiert werden
kann. Nachdem die Membran abgetropft war, wurde sie auf eine zurechtgeschnittene
Kopierfolie gelegt und anschlieBend mit einer Mischung aus gleichen Volumina
Luminol-Losung A und Luminol-Losung B des Roti®-Lumin (Chemilumineszenz-
Substrat)-Kits fir ca. eine Minute inkubiert und mit Hilfe des Chem Doc XRS System

des Molecular Imager Modelles der Firma BIO RAD analysiert.

Verwendete primére und dazugehorige sekundare AntikGrper

Erstantikdrper Verdinnung Zweitantikorper Verdinnung
Anti-NCAM 5B8 1:750 Kaninchen-anti-Maus 1:5000
(monoclonal) IgG
Purified mouse anti- 1:5000 Kaninchen-anti-Maus 1:5000
Actin Ab-5 MAb IgG
Anti-CREB (48H2) 1:1000 Ziege-anti-Kaninchen 1:5000
Rabbit mAb IgG
Anti-Phospho-CREB 1:1000 Ziege-anti-Kaninchen 1:5000
(Serl133) IgG
Anti-3-Tubulin 1:1000 Ziege-anti-Kaninchen 1:5000

IgG
Purified Mouse Anti- 1:1000 Kaninchen-anti-Maus 1:5000
FAK IgG
Anti-ERK1+ERK2 1:1000 Kaninchen-anti-Maus 1:5000
I9G
Anti-Phospho-p44/42 1:1000 Ziege-anti-Kaninchen 1:5000
MAPK (Erk1/2) IgG
(Thr202/Tyr204)
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2.2.5.5 Co-Immunprazipitation iber G-Sepharose-beads

Bei der Immunprézipitation wird die Fahigkeit von Protein A (isoliertes Protein aus
Staphylococcus aureus) oder Protein G (Zelloberflachenprotein von Gruppe
G-Streptococcen) genutzt, an den Fc-Teil von Antikérpern zu binden. Die an Protein
G-/Protein A-Sepharose adsorbierten spezifischen Antikorper konnen das entspre-
chende Antigen aus einer Losung binden.

Zum invitro Nachweis von Protein-Protein Interaktionen wurde die Co-
Immunpréazipitation (Co-IP) verwendet. Dabei wird generell ein Protein A mit einem
spezifischen Antikdrper prazipitiert, aufgereinigt und mittels Western Blot auf eine
Membran tbertragen. Ist es auf diese Weise maoglich, das Protein B auf der Membran
nachzuweisen, so stellt der Nachweis eine Interaktion von Protein A und B dar.
Nachdem die gewtiinschten Zellen, wie in Kapitel 2.2.5.1 beschrieben, solubilisiert wur-
den und die Proteinkonzentration entsprechend Kapitel 2.2.5.2 bestimmt wurde, wurde
die Proteinlésung aliquotiert und fiir die anschliel3ende Co-IP eingesetzt. Fir die Co-IP
wurden 50 pl G-Sepharose-beads viermal mit TBS-Puffer gewaschen und daraufhin fir
3 Minuten bei 4 °C und 2000 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurden die beads mit
50 pg anti-NCAM Antikorper 5B8 beschichtet und 0. N. bei 4 °C inkubiert. Nach einem
erneutem zweimaligen Waschschritt mit Immunprazipitationspuffer wurden die
Zellsolubilisate in den gewiinschten Konzentrationen auf die mit Antikdrper vorbe-
schichteten G-Sepharose beads gegeben und fir 2,5 - 4 Stunden bei 4 °C inkubiert. Im
Anschluss an die Inkubation wurden die beads dreimal mit Immunprazipitationspuffer
gewaschen und anschlieRend in SDS-Probenpuffer fir 5 Minuten aufgekocht. Das

eluierte Material wurde dann im Western Blot zur Analyse eingesetzt.

2.2.5.6 Oberflachenbiotinylierung von Zellen

Mit Hilfe der von Lisanti et al. beschriebenen Methode wird es durch Biotin ermdglicht,
alle auf der Zelloberflache befindlichen Proteine zu markieren [117]. Das daraus ge-
wonnene Zellsolubilisat (siehe Kapitel 2.2.5.1) wird dann anschlieRend mit einem be-
stimmten Oberflachenprotein spezifischen monoklonalen Antikdrper immunprazipitiert
(siehe Kapitel 2.2.5.5). Dieses dann ebenfalls biotinylierte Protein kann hinterher durch
eine an Streptavidin gekoppelte Peroxidase im Western Blot nachgewiesen werden.

Bei der Biotinylierung von transfizierten B35-Zellen wurden 2,5 x 10’ Zellen durch
dreiminttiges Zentrifugieren bei 4 °C mit 3000 rpm gewonnen. Das Zellpellet wurde
anschlielend zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen, um uberflissige aminhaltige
Ruckstande aus dem Medium und Zellproteinen zu entfernen. Anschlie3end wurden
die Zellen fur 30 Minuten mit 2 mM Sulfo-NHS-LC-Biotin in PBS bei RT inkubiert. Zum
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Absattigen der freien Bindungen und Entfernen Uberflissiger Nebenprodukte wurden
die Zellen dreimal mit PBS + 100 mM Glycerin gewaschen. Hinterher wurden die Zel-
len erneut in Medium aufgenommen und bei 37 °C weiterkultiviert. Nach Zeitraumen
von 0, 4, 10, 24 und 48 Stunden wurden die Zellen solubilisiert (siehe Kapitel 2.2.5.1)
und NCAM wurde, wie in Kapitel 2.2.5.5 beschrieben, immunprazipitiert. Die so erhal-
tenen Proben wurden dann anschlieBend mit Hilfe der SDS-Page und Western Blot-
Analyse untersucht. Um die biotinylierten Proteine hinterher nachweisen zu kénnen,
wurden 2 pg/mL Streptavidin eingesetzt. Dieses ist an eine Peroxidase gekoppelt und
ermoglicht somit den Nachweis im Western Blot. Die im Anschluss erhaltenen Western
Blot Bilder sind dann mit Hilfe des GelEval Programmes (FrogDance Software) quanti-

fiziert und analysiert worden.

3x Waschen mit
eiskaltem PBS

Resuspendieren von
25 x 108 Zellen/mL Biotinylieren

7 "  —
— B

30 Minuten bei 4°C

3x Waschen mit PBS
+ 100 mM Glycerin

Uberfiihren des
Pellets in ein 1,5 mL
Réhrchen

Immunpréazipitation mit Zellernte
h— NCAM Antikérper 5B8-
gekoppelten beads

L LN —
P_ - Western Blot Analyse
mittels Streptavidin

(]
«— '-"e'ﬂ‘_ —

Nach einem Zeitraum

von Oh, 4h, 10h, 24h

und 48h

Zelllyse

Abb. 7: Schematische Darstellung der Biotinylierung

Markierung aller Oberflachenproteine transfizierter B35-Zellen mittels Biotin und an-
schlieRender Analyse mit Hilfe des Western Blots.

2.2.6  Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse und Durchfiihrung von Signifikanztests er-
folgten mit dem Statistikprogramm GraphPad. Der statistische Vergleich zwischen Er-
gebnissen zweier unterschiedlicher Zelllinien erfolgte Uber den paired t-Test. War die
Irrtumswahrscheinlichkeit (p) kleiner als 5 % (p < 0,05), wurden die Ergebnisse als sta-
tistisch signifikant angesehen. Ein Signifikanzniveau von p < 5% wurde mit einem
Stern (*) angegeben. Die Angabe eines Sternes ohne Balken bedeutet, dass dieses

Ergebnis zu allen anderen signifikant war.
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3 Ergebnisse

3.1 Austausch der Aminoséaure Serin gegen Alanin und Asparaginséure mit-
tels ortsgerichteter Mutagenese

Matthias et al. konnten in Versuchen mit PC12-Zellen zeigen, dass es bei einer neuro-
nalen Differenzierung von PC12-Zellen zu einer verstarkten Phosphorylierung der
cytoplasmatischen Doméne des neuralen Zelladhdasionsmolekiils (NCAM) kommt [53].
Welche der insgesamt 49 Serin, Threonin- oder Tyrosinreste hierbei phosphoryliert
werden, ist jedoch unbekannt. Aus diesem Grund wurden zunachst mit dem Compu-
terprogramm NetPhos 2.0 die potentiellen Phosphorylierungs-Wahrscheinlichkeiten ftr
die cytoplasmatische Domane von NCAM (Maus) bestimmt. Die héchste Wahrschein-
lichkeit fur eine Phosphorylierung zeigte hierbei das Serin 774 mit einem NetPhos Wert
von 0,994. Die Phosphorylierung des Serin 774 wurde auch bereits in mehreren
Phospho-Proteomanalysen gefunden [58] [59]. Fur die Untersuchungen der Bedeutung
dieser potentiellen Phosphorylierungsstelle bei der Signaltransduktion des neuralen
Zelladhasionsmolekiiles (NCAM) sollten zunachst Mutationen in NCAM 140-cDNA und
180-cDNA Konstrukte der Maus eingefigt werden. Dabei sollte die im cytoplas-
matischen Teil von NCAM befindliche, als potentielle Phosphorylierungsstelle identifi-
zierte Aminosaure Serin 774 zum einen gegen die nicht phosphorylierbare Aminosaure
Alanin (NCAM140-S774A) und zum anderen gegen die Aminosdure Asparaginsaure
(NCAM140-S774D) ersetzt werden, womit eine negative Ladung an die potentielle
Phosphorylierungsstelle addiert wird und dadurch eine dauerhafte Phosphorylierung
imitiert wird (siehe Abb. 8).

761 774 790
DMEEGEAAFSKDESKEPIVE
S744A DMEEGEKAAFSKDEAEKEPIVE

S744D DMEEGEAAFSKEDEDEKEPIVE

Abb. 8: Aminosduresequenzausschnitt aus der cytoplasmatischen Domé&ne von
NCAM.

In der oberen Zeile ist die Ausgangssequenz des Maus-NCAMs dargestellt, wohinge-
gen in den beiden Reihen darunter jeweils die Varianten mit den eingefligten Mutatio-
nen dargestellt werden und an Stelle 774 jeweils gekennzeichnet sind.

Mittels PCR-basierender ortsgerichteter Mutagenese wurde in die Maus NCAM 140-
und 180-cDNAs das fur Serin 774 kodierende Triplett TCA durch Austausch einer Base
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in das fur Alanin kodierende Triplett GCA bzw. durch Austausch des ganzen Tripletts in
das flur Asparaginsaure kodierende Triplett GAT umgewandelt. Als Ausgangsmaterial
fur die Mutagenese diente der eukaryotische Expressionsvektor pRc/CMV, in den die
cDNA fur NCAM 140 bzw. NCAM 180 inseriert war. Bei der PCR-basierenden ortsge-
richteten Mutagenese wird der komplette Vektor mit den Primern, die die Mutation
(TCA -> GCA und TCA -> GAT) enthalten, amplifiziert. Zur Kontrolle der Mutagenese-
PCR wurden die amplifizierten Produkte mittels Agarosegelelektrophorese analysiert.
Die Mutagenese-PCR-Produkte zeigten die zu erwartenden Grof3en von 8,8 kDa fur
NCAM 140 (Vektor pRc/CMV 5 kDa + NCAM 140 3,8 kDa) bzw. 9,6 kDa fur NCAM 180
(siehe Abb. 9).

1 2. 30 A -5 6 7 8 M

-y g b g s

~6kb

Abb. 9: Kontrolle der Mutagenese-PCR mittels Agaraosegelelektrophorese.

Neben den PCR-Produkten wurden jeweils zum Vergleich die nicht linearisierten Aus-
gangsvektoren aufgetragen. Spuren: (1) pRc/CMV-NCAM180-S774A (PCR-Produkt),
(2) pRc/ICMV-NCAM140-S774A (PCR-Produkt), (3) pRc/CMV-NCAM140 (Ausgangs-
vektor), (4) pRc/CMV-NCAM180 (Ausgangsvektor), (5) pRc/CMV-NCAM180-S774D
(PCR-Produkt), (6) pRc/CMV-NCAM140-S774D (PCR-Produkt), (7) pRc/CMV-
NCAM140 (Ausgangsvektor), (8) pRc/CMV-NCAM180 (Ausgangsvektor)

Die bei der Mutagenese-PCR entstandenen linearisierten Plasmide wurden ligiert und
in chemisch-kompetente E. coli transformiert. Die Plasmide von mindestens 3 Klonen

pro Mutation wurden isoliert und sequenziert.



Ergebnisse

54

Serin 774 zu Alanin 2292

Maus NCAM140 Sequenz CcGCARGGCTECTTTOTCC
PRC/CMV-NCAM140S774A Klone 1
PRc/CMV-NCAM140S774A Klone 2 G
PRc/CMV-NCAM140S774A Klone 3
PRc/CMV-NCAM140S774A Klone 4 ©
PRc/CMV-NCAM140S774A Klone 5 =

Maus NCAM180 Sequenz
pRc/CMV-NCAM180S774A Klone 1
pRc/CMV-NCAM180S774A Klone 2 =
pRc/CMV-NCAM180S774AKlone3 CCGCAAGGITECTTTCTC

(2 (2 (
HH HH

(p]
H H

10N
3 H H

Sayi 1 &

H
Qi -

Abb. 10: Sequenzausschnitt der NCAM-Konstrukte S774A
Blau gekennzeichnet: Ausgetauschte Base des fir Alanin kodierenden Tripletts.

Serin 774 zu Asparaginsiure

Maus NCAM140 Sequenz -z rzcao

pRc/CMV-NCAM140S774D Klone 1 =
pRc/CMV-NCAM140S774D Klone 2 =
pRc/CMV-NCAM140S774D Klone 3 =

Maus NCAM180 Sequenz .
pRc/CMV-NCAM180S774D Klone 1 =
pRc/CMV-NCAM180S774D Klone 2 =
pRc/CMV-NCAM180S774D Klone 3 &

pRc/CMV-NCAM180S774D Klone 4 CGECARGGCTEC

Abb. 11: Sequenzausschnitt der NCAM-Konstrukte S774D
Blau gekennzeichnet: Ausgetauschtes Basentriplett.

Wie in Abb. 10 und Abb. 11 gezeigt wird, wies ein Grof3teil der Klone die gewilinschte

Mutation auf. Fir die Durchfuhrung der weiteren Versuche wurde jeweils ein positiver

Klon der jeweiligen NCAM-Konstrukte ausgewahlt und mit diesem wurde weitergear-

beitet. Die generierten Konstrukte sind in Tab. 11 aufgelistet.

Die jeweiligen Konstrukte wurden anschlielend zusammen mit den Ausgangs-

konstrukten fir Experimente zur Untersuchung der Signaltransduktion von NCAM ge-

nutzt.

Tab. 11: Zielkonstrukte und in der ortsgerichteten Mutagenese eingesetzte Primer

Gewdlnschter Ausgangs- Komplementéare Zielkonstrukt

Aminosaureaustausch cDNA Primer

S774A pRc/CMV- neuPhos774-rev pRc/CMV-

S774A pRc/CMV- neuPhos774-rev pRc/CMV-
NCAM180 neuPhos774-for NCAM180-S774A

S774D pRc/CMV- NCAMS774D-rev pRc/CMV-

S774D pRc/CMV- NCAMS774D-rev pRc/CMV-
NCAM180 neuPhos774-for NCAM180-S774D
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3.2 Bedeutung der Phosphorylierungsstelle 774 des neuralen Zellad-
héasionsmolekilles (NCAM) bei Signaltransduktionsprozessen

Zu den wichtigsten Funktionen des neuralen Zelladhasionsmolekiiles gehért dessen
Beteiligung an der Induktion und Elongation von Neuriten, an der Wanderung von Neu-
ronen und an der Bundelung von Axonen. In den funktionellen Untersuchungen dieser
Arbeit ist neben der allgemeinen Untersuchung zur Signaltransduktion NCAMs ein be-
sonderer Schwerpunkt auf das NCAM-vermittelte Neuritenwachstum gelegt worden.
Die Funktion der Phosphorylierung Serin 774 des neuralen Zelladhasionsmolekiles
NCAM bei seiner Signaltransduktion sollte zun&chst in einem eukaryotischen Zellkul-
tursystem untersucht werden. B35-Zellen stellen daflir ein geeignetes Untersuchungs-
system dar. Bei diesen Zellen handelt es sich um Neuroblastomzellen der Ratte, die
endogen nur sehr geringe Mengen an NCAM exprimieren [56].

Dazu wurden die im pRc/CMV-Vektor generierten NCAM-Konstrukte zunachst in B35-
Zellen transfiziert. AnschlieBend wurde der Einfluss der mittels ortsgerichteter
Mutagenese eingefligten Mutationen S774A und S774D im Vergleich zum Wildtyp auf
unterschiedliche NCAM-induzierte Signaltransduktionswege im Verlauf der Arbeit mit

verschiedenen Experimenten untersucht.

3.2.1 Transfektion der NCAM-Konstrukte in B35-Neuroblastomzellen

Sowohl die mittels ortsgerichteter Mutagenese generierten NCAM-Konstrukte als auch
die Ausgangskonstrukte wurden mittels Lipofektion in B35-Neuroblastomzellen
transfiziert. AnschlieRend wurden die Zellen mit dem Antibiotikum G418 selektiert und
einzelne Zellklone wurden weiterkultiviert. Diese Zellen wurden anschlieend mittels

Western Blot analysiert.

3.2.2  Western Blot-Analysen transfizierter B35-Zellen

Mit Hilfe der Western Blot-Analyse wurde auf Proteinebene die NCAM-Expression
transfizierter B35-Zellen untersucht. Dadurch konnten Klone identifiziert werden, die
das eingebrachte Maus-NCAM Uberexprimieren. Hierfir wurde der monoklonale
NCAM-Antikorper 5B8 verwendet, der an eine Peptidsequenz innerhalb des fur
NCAM 140 und NCAM 180 identischen C-terminalen cytoplasmatischen Bereiches
bindet. Der Antikorper 5B8 erkennt neben dem transfizierten Maus-NCAM auch das
endogen exprimierte NCAM der Ratte.

Im Western Blot konnte so das NCAM Protein bei 140 kDa detektiert werden (siehe
Abb. 12). Es konnte gezeigt werden, dass B35-Zellen geringe bis kaum detektierbare
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Mengen an endogenem NCAM 140 exprimieren. Weiterhin ist in der Abb. 12 zu erken-
nen, dass die Zelllinien, die fir die Untersuchungen in dieser Arbeit genutzt wurden,
annahernd die gleichen Mengen an NCAM Uberexprimieren.

Fur die weiteren durchgefiihrten Arbeiten zur Untersuchung der Signaltransduktion des
neuralen Zelladhasionsmolekiles NCAM wurden in den folgenden Untersuchungen

jeweils 2 Klone der drei transfizierten Zelllinien

. B35-NCAM140 (WT)
. B35-NCAM140-S774A
. B35-NCAM140-S774D

und die untransfizierten B35-Zellen verwendet.

140 kDa -— — — NCAM

43 kDa - - - - Actin

Abb. 12: Nachweis der NCAM-Expression der transfizierten B35-Zellen durch
Western Blot-Analyse

Jeweils 50 yg Protein der Zellhomogenate wurden in einem 7%igen Polyacrylamidgel
elektrophoretisch aufgetrennt und mit Hilfe des monoklonalen NCAM-Antikérpers 5B8
dargestellt. Als Kontrolle diente B-Actin. Spuren: (1) B35-Zellen, (2) B35-NCAM140
(WT), (3) B35-NCAM140-S774A, (4) B35-NCAM140-S774D
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3.2.3  Zelleigenes NCAM-vermitteltes Neuritenwachstum in transfizierten B35-
Zellen

Um das Neuritenwachstum der transfizierten B35-Neuroblastomzellen zu untersuchen,
wurden B35-NCAM140-Zellen, B35-NCAM140-S774A-Zellen, B35-NCAM140-S774D-
Zellen und untransfizierte B35-Zellen kultiviert, fixiert und mit Kristallviolett angefarbt.
Wie in der Abb. 13 zu erkennen ist, zeigten alle NCAM-transfizierten B35-Zelllen im
Vergleich zu den untransfizierten B35-Zellen ein gesteigertes Neuritenwachstum. Das
starkste Neuritenwachstum zeigten die B35-NCAM140-Zellen. Ein geringeres
Neuritenwachstum konnte in den B35-NCAM140-S774D-Zellen beobachtet werden,
wohingegen der Austausch der Aminoséure Serin zu Alanin in den B35-NCAM140-
S774A-Zellen eine nochmals deutlichere Abnahme des Neuritenwachstums zeigte.

A

NCAM140 (WT) NCAM140-S774D NCAM140-S774A B35

Abb. 13: Neuritenwachstum in B35-Zellen
Ausgewahlte Bilder transfizierter und untransfizierter B35-Zellen.

3.2.4 NCAM-stimuliertes Neuritenwachstum mit dem multivalenten Peptid C3

Es gibt mehrere experimentelle Moglichkeiten, ein verstarktes NCAM-vermitteltes
Neuritenwachstum bzw. NCAM Interaktionen in vitro zu induzieren. Zum einen besteht
die Moglichkeit, Zellen mit NCAM-Antikorpern, die NCAM im extrazellularen Bereich
erkennen, zu inkubieren. Dieses resultiert in einem Clustering der NCAM-Molekile auf
der Zelloberflache [78]. Zum anderen kdnnen Zellen oder Neuronen auf einem
Monolayer von NCAM-transfizierten Fibroblasten kultiviert werden [118]. Durch Zugabe
von lgslichem NCAM oder NCAM-Fc-Chimeren ins Medium kann ebenfalls NCAM-
vermitteltes Neuritenwachstum induziert werden [119]. In einigen Arbeitsgruppen wer-
den seit einiger Zeit synthetische Peptidliganden, wie z. B. das C3-Peptid, verwendet
[93] [94]. Bei diesem Peptid handelt es sich um ein mimetisches Peptid, welches an die
erste Ig-Domé&ne von NCAM bindet und die homophilen NCAM-NCAM Interaktionen
imitiert. Von diesem Peptid mit der Sequenz ASKKPKRNUKA ist bekannt, dass es das

Neuritenwachstum in Folge der Erhéhung der cytoplasmatischen Calciumkonzen-
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tration, der Aktivierung von ERK1/2, Akt/PKB und der Aktivierung des Transkriptions-
faktors CREB induziert [120].

In dieser Arbeit wurden verschiedenen Differenzierungsassays mit diesem syntheti-
schen Peptid durchgefihrt, um die Rolle der Phosphorylierung an Serin 774 beim
NCAM-vermittelten Neuritenwachstum naher zu untersuchen.

Transfizierte und untransfizierte B35-Zellen wurden ohne und unter Zugabe von
33 pg/mL Peptid fir 24 - 72 Stunden kultiviert. Nach dem Fixieren und Féarben der Zel-
len mit Kristallviolett wurden Ausschnitte photographiert.

A - C3-Peptid

4| < ®

NCAM140 (WT)

L\ *

NCAM140-S774D NCAM140-S774A B35

B + C3-Peptid

NCAM140 (WT)  NCAM140-S774D NCAM140-S774A B35

Abb. 14: Stimulation des Neuritenwachstums der B35-Zellen mit dem C3-Peptid

Ausgewahlte Bilder von B35-Zellen, mit (B) und ohne (A) Zugabe von 33 pg/mL C3-
Peptid.

In der Abb. 14 sind Bilder von den B35-NCAM140-Zellen, B35-NCAM140-S774A-
Zellen, B35-NCAM140-S774D-Zellen und B35 Zellen, die mit und ohne Zugabe von
33 pg/mL C3-Peptid inkubiert wurden, gezeigt. Die Zugabe des C3-Peptides fiihrte in
allen B35-Zelllinien zu einer Steigerung des Neuritenwachstums. Eine deutliche Ver-
anderung der Zellen in Bezug auf deren Neuritenwachstum konnte schon nach 24
Stunden beobachtet werden. Die starkste Induktion des Neuritenwachstums durch das
C3-Peptid konnte bei den B35-NCAM140-Zellen und B35-NCAM140-S774D-Zellen

gezeigt werden. Zwischen diesen ist kaum ein Unterschied zu erkennen. Das
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Neuritenwachstum der B35-NCAM140-S774A-Zellen hingegen wird geringer induziert.
In den nicht NCAM exprimierenden B35-Zellen dagegen konnte das Neuritenwachstum

nur ein wenig gesteigert werden (siehe Abb. 14B).

3.3 Untersuchungen des Neuritenwachstums im xCELLLigence Real-Time-

Cell-Analyser Gerat

Zur Quantifizierung des Neuritenwachstums wurde eine neuartige Messmethode etab-
liert. Hierzu wurde das xCELLLigence Real-Time-Cell-Analyser (RTCA) Gerat genutzt.
Dieses Gerat ermdglicht eine schnelle Messmethode zur Bestimmung des Neuriten-
wachstums durch Messung von Impedanzverdnderungen auf Mikrotiterplatten mit
Goldflim-Elektroden. Das verwendete RTCA Gerat quantifiziert das Zellwachstum und
die Morphologie der Zelle unter Angabe eines Zellindexes. Dadurch ist es mdglich,
Veranderungen der Zelle in Echtzeit zu dokumentieren und Informationen Uber den
Zellstatus kontinuierlich zu erfassen [113].

Dies stellt eine effektivere Methode zur Bestimmung des Neuritenwachstums im Ver-
gleich zu den sonst durchgefiuihrten Methoden dar, bei denen die Neuriten von Hand
einzeln ausgemessen und analysiert werden. Um die Vergleichbarkeit des Gerates mit
den herkdmmlichen Methoden zu bestimmen, wurden die anfanglichen Versuche mit
beiden Methoden durchgefiihrt. Da die erhaltenen Ergebnisse Uibereinstimmten, wurde
der Zellindex in den weiteren Versuchen mit dem RTCA Gerat gemessen und als Pa-
rameter fir das Neuritenwachstum herangezogen.

In den nun folgenden Experimenten sollten die in den vorherigen Versuchen beobach-
teten Unterschiede im Neuritenwachstum der jeweiligen B35-Zelllinien, mit Hilfe des
RTCA Gerates und dem daraus bestimmenden Zellindex, bestéatigt und quantifiziert
werden. Dafir wurde nach Etablierung der Messungen am RTCA Gerat der Zellindex
der B35-Zellen, die stabil mit NCAM140, NCAM140-S774A oder NCAM140-S774D
transfiziert wurden, mit und ohne Anwesenheit des C3-Peptides analysiert. Als Kontrol-
le bei diesen Versuchen dienten die untransfizierten B35 Zellen.

In der Abb. 15 ist zundchst nur das NCAM-vermittelte und gleichzeitig mit Peptid-
stimulation erfolgte Neuritenwachstum der B35-NCAM140-Zellen dargestellt. Die
RTCA-Messungen bestatigen die in den vorherigen Versuchen beobachtete Stimulie-
rung des Neuritenwachstums mit dem C3-Peptid. Dieses Resultat ist hier noch einmal
in der Abb. 15 A anhand ausgewahlter Fotoausschnitte dargestellt. Abb. 15 B zeigt ei-
nen reprasentativen Graphen der RTCA Messung von mindestens drei unterschiedlich
laufenden Experimenten. Es ist deutlich zu erkennen, dass mit Anwesenheit des C3-
Petides der Zellindex der B35-NCAM140-Zellen sichtbar ansteigt und durchweg groRRer
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ist als bei den B35-NCAM140-Zellen, die in Abwesenheit des Peptides kultiviert wur-

den.

A

- C3 Peptid + C3 Peptid

B

1. + Peptid

¢ - Peptid

[0

e]

£

o]

N

@

2

©

e keine Zellen (Kontrolle)
0 -

Zeit (h)

Abb. 15: NCAM-vermitteltes Neuritenwachstum in B35-NCAM140 (WT)-Zellen

A: B35-NCAM140-Zellen wurden mit und ohne Anwesenheit des C3-Peptides kultiviert.
AnschlieBend wurden die Zellen fixiert und mit Kristallviolett angefarbt. Ausgewahlte
Fotos mehrerer durchgefiihrter Versuche sind hier abgebildet.

B: Reprasentativer Graph eines RTCA Experimentes von mindestens drei unterschied-
lichen Experimenten

In weiteren Versuchen mit dem Real-Time-Cell-Analyser wurde sowohl das zelleigene
NCAM-vermittelte Neuritenwachstum als auch das NCAM-stimulierte Neuriten-
wachstum in Anwesenheit des C3-Peptides aller B35-Zelllinien untersucht. Daflr wur-
den zuerst Experimente im Real-Time-Cell-Analyser durchgefuhrt, bei denen das zell-
eigene NCAM-vermittelte Neuritenwachstum untersucht werden sollte. Die Zellen wur-
den daftir, wie oben beschrieben, ohne Zugabe des Peptides kultiviert. Wie in der Abb.
16 dargestellt, ist auch hier ein sichtbarer Unterschied im Neuritenwachstum anhand
der dargestellten Zellindices der jeweiligen B35-Zellen zu erkennen. Wie auch auf den

photographierten Ausschnitten erkennbar und hier bestétigt wurde, ist der Zellindex der
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B35-NCAM140-Zellen am grofdten. Der Zellindex der B35-NCAM140-S774D-Zellen ist
nur ein wenig geringer als der Index der B35-NCAM140-Zellen. Niedriger und mit den
Ergebnissen der Neuritenldange der Fotos Ubereinstimmend ist der Zellindex der

transfizierten B35-Zellen, die die Mutation von Serin zu Alanin aufweisen.

1-
NCAM140 (WT)
% NCAM140-S774D
©
% NCAM140-S774A
N
2 kein NCAM (Kontrolle)
L]
—_ 1
2 ,» keine Zellen (Kontrolle)
0 T T
10 20
Zeit (h)

Abb. 16: Zelleigenes NCAM-vermitteltes Neuritenwachstum in B35-Zelllinien

Reprasentativer Graph eines RTCA Experimentes von mindestens drei unterschiedli-
chen Experimenten

Weiterhin wurde auch das NCAM-stimulierte Neuritenwachstum aller B35-Zelllinien mit
dem RTCA Gerat untersucht. In der Abb. 17 ist das Ergebnis eines reprasentativen
Experimentes von mindestens drei gleichlaufenden Versuchen im RTCA Gerét gezeigt,
bei dem die Zellen mit dem C3-Peptid stimuliert wurden. Wenn man die Zellindices der
jeweiligen transfizierten B35-Zellen in Abb. 16 und Abb. 17 vergleicht, ist deutlich zu
erkennen, dass das C3-Peptid das Neuritenwachstum der transfizierten B35-Zelllinien
fordert. Wohingegen bei den nicht NCAM exprimierenden B35-Zellen nur wenig Steige-
rung des Neuritenwachstums nach erfolgter Stimulation zu erkennen ist. Es konnte ge-
zeigt werden, dass die B35-Zellen, die NCAM140-S774A exprimieren, im Vergleich zu
den Zellen, die NCAM140 und NCAM140-S774D exprimieren, ein weniger starkes

Neuritenwachstum aufweisen.
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Abb. 17: NCAM-stimuliertes Neuritenwachstum (C3-Peptid) in B35-Zelllinien

Reprasentativer Graph eines RTCA Experimentes von mindestens drei unterschiedli-
chen Experimenten

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich das Neuritenwachstum der Zellen mit
Anwesenheit des C3-Peptides stimulieren lasst. Weiterhin ist sowohl in Anwesenheit
als auch in Abwesenheit des Peptides ein ersichtlicher Unterschied der Zellindices zwi-
schen den einzelnen B35-Zelllinien zu erkennen. Das Neuritenwachstum der B35-
NCAM140-S774A-Zellen ist sowohl in Anwesenheit des C3-Peptides als auch in Ab-
wesenheit weniger ausgepragt als bei den B35-NCAM140-Zellen und B35-NCAM140-
S774D-Zellen.

3.4 Analyse unterschiedlicher NCAM-induzierter Signalwege

In den folgenden Experimenten dieser Arbeit sollten die unterschiedlichen NCAM-
induzierten Signalwege, die eine Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren be-
wirken koénnen, untersucht werden. Dazu wurde das Hauptaugenmerk auf die Signal-
wege gelegt, die letztendlich eine Phosphorylierung und somit eine Aktivierung des
Transkriptionsfaktors CREB bewirken. Dieser wird dann an Serin 133 phosphoryliert
und das dadurch aktivierte CREB fungiert dabei als Transkriptionsfaktor fir Gene, wel-
che das cAMP-Response Element (CRE) in der Promoterregion enthalten. Jessen et
al. konnten in Versuchen mit PC12-Zellen zeigen, dass phosphoryliertes CREB essen-
tiell fir das NCAM-vermittelte Neuritenwachstum ist [86].

Zum derzeitigen Stand der Forschung gibt es hauptsachlich zwei Mdglichkeiten der
Signalweiterleitung von NCAM, die in einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors
CREB enden. Ein Weg filhrt Gber die Nicht-Rezeptortyrosinkinase Fyn und der andere
Uber den FGF-Rezeptor.
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In den folgenden Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit wurden dabei Ex-
perimente durchgefihrt, die zum einen den FGF-Rezeptor-abhangigen Weg und zum
anderen den FGF-Rezeptor-unabhangigen tber die Nicht-Rezeptortyrosinkinase Fyn
Uberprufen. Des Weiteren wurde analysiert, ob die Phosphorylierungsstelle Serin 774
einen Einfluss auf die Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB austbt und ob sich
Ruckschlisse auf die vorherigen Beobachtungen auf zellbiologischer Ebene ziehen

lassen.

3.4.1 Untersuchung der Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB (Cyclic

Adenosine Monophosphate Response Element Binding Protein)

Zunéchst sollten die beobachteten morphologischen Veranderungen auf zellbiologi-
scher Ebene, in Bezug auf die Bedeutung der Phosphorylierung des NCAMs beim
Neuritenwachstum, auf molekularer Ebene bestatigt werden. Hierzu wurde mit Hilfe
des Western Blots auf Proteinebene die Expression von CREB und Phospho-CREB
untersucht. Es ist bekannt, dass beim NCAM-vermittelten Neuritenwachstum die Phos-
phorylierung des Transkriptionsfaktors CREB induziert wird und die NCAM-vermittelte
CREB Aktivierung das Neuritenwachstum fordert [121]. Des Weiteren ist ebenfalls be-
kannt, dass die Stimulierung von NCAM mittels C3-Peptid mit einer verstarkten Phos-
phorylierung von CREB einhergeht [78]. Aus diesem Grund wurde in den nachfolgen-
den Untersuchungen ebenfalls die Phosphorylierung und somit erfolgte Aktivierung von
CREB nach erfolgter Stimulation NCAMs mit dem C3-Peptid analysiert.
B35-NCAM140-WT-Zellen, B35-NCAM140-S774A-Zellen und B35-NCAM140-S774D-
Zellen wurden mit und ohne Zugabe von C3-Peptid fur einen Zeitraum von 60 Minuten
kultiviert und mit Hilfe der Western Blot-Analyse auf die Expression von CREB und
Phospho-CREB untersucht.
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- . - . - +

43 kDa | — s P_.CREB

43 KD2 u—— vl c—,  C REB

NCAM140 NCAM140- NCAM140-
ST7T74A S774D

Abb. 18: CREB- und Phospho-CREB-Expression transfizierter B35 Zellen

Jeweils 50 ug Protein der Zellhomogenate wurden in einem 12%igen Polyacrylamidgel
elektrophoretisch aufgetrennt und im Western Blot mit Hilfe der monoklonalen Antikér-
per gegen CREB und Phospho-CREB analysiert. Spuren: (-) — C3-Peptid (+) + C3-
Peptid

In der Abb. 18 ist zu erkennen, dass sowohl mit als auch ohne Peptid behandelte Zell-
linien eine Expression von CREB bei 43 kDa zeigen und zwischen ihnen kein Unter-
schied festgestellt werden kann. In Abwesenheit des C3-Peptides war in allen NCAM-
exprimierenden B35-Zelllinien keine Expression an P-CREB detektierbar. Dagegen
konnte eine Phosphorylierung und daraus resultierende Aktivierung von CREB nur bei
den B35-NCAM140 (WT) und bei den B35-NCAM140-S774D-Zellen beobachtet wer-
den, die in Anwesenheit des C3-Peptides kultiviert wurden. Es konnte keine Phospho-
rylierung und somit keine Aktivierung von CREB in den B35-NCAM140-S774A-Zellen

nach erfolgter Stimulation mit dem C3-Peptid beobachtet werden.

3.4.2 Untersuchung des ERK-Signalweges

Als nachstes wurde zur Uberprifung des FGF-Rezeptor-abhangigen und FGF-
Rezeptor-unabhangigen Signalweges, der Uber die Nicht-Rezeptortyrosinkinase Fyn
verlauft, der ERK-Signalweg analysiert. Diese beiden Wege stellen die zwei bekannten
Maoglichkeiten der Signalweiterleitung von NCAM hin zum Ras-MAP-Kinase-Weg dar.
Es ist bekannt, dass NCAM uber die kleine GTPase Ras, den MAPK-Signalweg akti-
viert und es wird postuliert, dass dieser durch NCAM mittels FAK aktivierte Ras-MAPK-
Signalweg fur die maximal moégliche Stimulation des Neuritenwachstums durch NCAM
notwendig ist [27].

Da ERK downstream von MAP gelegen ist, wurde diese Kinase zur Uberprifung dieser
Signalwege ausgewahlt. Mit Hilfe des FGFR1-Inhibitors SU5402 konnte die Aktivierung
der Tyrosinkinasen ERK1 und ERK2 durch den FGF-Rezeptor-abhangigen und

-unabhangigen Weg unterschieden werden. Beim Einsatz von SU5402 sollte nur die
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Aktivierung der Tyrosinkinasen ERK1 und ERK2 {ber den FGF-Rezeptor-
unabhangigen Weg sichtbar sein.

In Western Blot-Analysen wurde untersucht, ob die unterschiedlichen B35-Zelllinien ei-
nen Einfluss auf die Aktivierung von ERK austiben. Dazu wurden die B35-NCAM140-
WT-Zellen, B35-NCAM140-S774A-Zellen und B35-NCAM140-S774D-Zellen fir diese
Versuche mit Zugabe von 33 pg/mL C3-Peptid fir einen Zeitraum von 60 Minuten kul-
tiviert, wobei eine Versuchsreihe vor Peptidzugabe fir einen Zeitraum von 45 Minuten
mit 25 pM SU5402-Inhibitor versetzt wurde. Mit Hilfe der Western Blot-Analyse wurden
die jeweiligen B35-Zelllinien daraufhin auf die Expression von ERK und P-ERK unter-
sucht.

4kDa —

NCAM140 NCAM140- NCAM140-
ST74A S774D

Abb. 19: Vergleich der ERK-Expression transfizierter B35-Zelllinien unter
Einfluss eines FGFR1-Inhibitors

Jeweils 50 ug Protein der Zellhomogenate wurden in einem 12%igen Polyacrylamidgel
elektrophoretisch aufgetrennt und im Western Blot mit Hilfe des monoklonalen Antikor-
pers gegen ERK analysiert. Spuren: (-) + C3-Peptid, (+) +C3-Peptid und Inhibitor

In der Abb. 19 ist ein reprasentatives Ergebnis der Western Blot-Analysen zur Untersu-
chung der Expression von ERK dargestellt. Nach Analyse mit der GelEval 1.22 Soft-
ware zeigte sich, dass es keinen signifikanten Unterschied in der Expression von ERK1
und ERK2 nach Stimulation mit dem C3-Peptid in den B35-NCAM140 (WT)-Zellen,
B35-NCAM140-S774A-Zellen und NCAM140-S774D-Zellen gibt. Bei Anwesenheit des
FGFR1-Inhibitors kam es zu einer verstarkten Expression von ERK1 und ERK2, die je-

doch in allen NCAM-exprimierenden B35-Zelllinien gleich stark zu beobachten war.
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Abb. 20: Expression an P-ERK der jeweiligen NCAM-transfizierten B35-Zelllinien
unter Einfluss des FGFR1-Inhibitors

Jeweils 50 ug Protein der Zellhomogenate wurden in einem 12%igen Polyacrylamidgel
elektrophoretisch aufgetrennt und im Western Blot mit Hilfe des monoklonalen Antikor-
pers gegen P-ERK analysiert. Spuren: (-) + C3-Peptid, (+) +C3-Peptid und Inhibitor

Die Abb. 20 zeigt ein ausgewdahltes Ergebnis eines Western Blots, bei dem die Ex-
pression von P-ERK analysiert wurde. Es ist zu erkennen, dass alle NCAM-
transfizierten B35-Zellen in Abwesenheit des Inhibitors, P-ERK als Doppelbande bei 42
und 44 kDa exprimieren. Zwischen den B35-NCAM140 (WT)-Zellen, B35-NCAM140-
S774A-Zellen und NCAM140-S774D-Zellen ist dabei kein Unterschied zu erkennen.
Nach erfolgter Zugabe des FGFR1-Inhibitors SU5402 kommt es zu einer starken Ab-
nahme der P-ERK Expression aller NCAM-transfizierten B35-Zellen. Unter diesen Be-
dingungen ist P-ERK kaum detektierbar. Zwischen den jeweiligen NCAM-Konstrukten
ist dabei ebenfalls kein Unterschied zu erkennen. Nach erfolgter Quantifizierung dieser
Experimente mit der GelEval 1.22 Software konnte gezeigt werden, dass die Expressi-
on an P-ERK ohne Zugabe des Inhibitors zwischen den B35-NCAM140 (WT)-Zellen,
B35-NCAM140-S774A-Zellen und NCAM140-S774D-Zellen keinen signifikanten Un-
terschied ergab. Die Analyse der transfizierten B35-Zellen mit der GelEval 1.22 Soft-
ware, nach Kultivierung in Anwesenheit des Inhibitors, bestéatigte die erfolgte Reduktion
der P-ERK Expression. Bei den B35-NCAM140 (WT)-Zellen reduzierte sich die Ex-
pression um das 1,5-fache, bei den B35-NCAM140-S774D-Zellen um das 1,6-fache
und bei den B35-NCAM140-S774A-Zellen ebenfalls um das 1,5-fache. Es konnte
demnach bestétig werden, dass es unter Zugabe des FGFR1-Inhibitors zu einer Ab-
nahme der P-ERK Expression kommt. Dabei konnte jedoch zwischen den B35-
NCAM140 (WT)-Zellen, B35-NCAM140-S774A-Zellen und den B35-NCAM140-S774D-

Zellen kein Unterschied festgestellt werden.
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3.4.3 Untersuchung des Fokalen Adhasionen-Kinase (FAK)-Signalweges

Als weiterer Untersuchungsschwerpunkt im FGF-Rezeptor-unabhéngigen Signal-
transduktionsweg NCAMs wurde der Einfluss der Fokalen Adhasions-Kinase, FAK,
analysiert. FAK ist eine Nicht-Rezeptor Protein Tyrosin Kinase, die typischerweise,
aber nicht immer mit supramolekularen Fokalen Adh&asionen Komplexen assoziiert. Die
eigentliche Kinasedoméne von FAK ist zentral lokalisiert und wird von grof3en N- und
C-terminalen Doménen flankiert. Am C-Terminus liegt die focal adhesion targeting do-
main (FAT-Domaéne), an die Paxillin und Talin binden kénnen [122].

Fokale Adhéasionen sind grof3e, dynamische, membran-assoziierte Proteinkomplexe,
die das Zytoskelett einer Zelle mit der Extrazellularmatrix verbinden. Sie erfillen einer-
seits eine rein strukturelle Funktion und wirken andererseits aber auch selber bei
Signaltransduktionen als Reaktion auf Adhasionsvorgange und andere Stimulationen
mit und initiieren diese [123]. Eine zentrale Stellung innerhalb der Fokalen Adhé&sionen
nimmt die Tyrosinkinase FAK ein [124].

3.4.3.1 Fokale Adhasionen Assay

Es sollte der Einfluss der jeweiligen B35-Zelllinien auf den turnover von Fokalen Adha-
sionen untersucht werden. Nach Optimierung der bestméglichen Bedingungen wurde
daflir ein Fokale Adhasionen Assay durchgefiuhrt. Die B35-Zelllinien wurden dafur auf
Acht-Well-Permanox-Objekttragern ausgesat und fur 24 Stunden in serumfreiem Medi-
um kultiviert. Am néachsten Tag wurden die Zellen fixiert und anschlieRend erfolgte ein
Anfarben der Zellen. Als primarer Antikérper wurde daflr ein Antikdrper gegen Paxillin
verwendet. Paxillin ist ein Adapterprotein der Fokalen Adh&sionen. Es spielt eine zent-
rale Rolle beim Verbinden von Signalen der extrazellularen Umwelt, die einen Einfluss
auf die Umgestaltung der Zelle haben [125].

AnschlieRend wurden, wie in Abb. 21 gezeigt, mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie
Fotos angefertigt. Die untransfizierten B35-Zellen zeigen sehr wenige bis kaum sicht-
bare Fokale Adhasionen. Im Vergleich dazu weisen alle anderen mit NCAM-

transfizierten B35-Zellen Paxillin-enthaltene Fokale Adhasionen auf.
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Abb. 21: Lokalisierung Fokaler Adh&sionen in den B35-Zelllinien

Ausgewadhlte Fotos an B35-Zelllinien,

die mit Paxillin

immungefarbt wurden.
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Um zu Uberprifen, ob es einen Unterschied im Vorhandensein an Fokalen Adh&sionen
zwischen den einzelnen B35-Zelllinien gibt und um eindeutige Aussagen Uber die An-
zahl der Fokalen Adhasionen treffen zu kénnen, wurden die angefertigten Fotos an-
schlieRend analysiert.

Dafur wurde die Anzahl an Paxillin-enthaltenen Fokalen Adhasionen pro Zelle ausge-
zahlt und diese hinterher mit Hilfe der Image J Software analysiert. Zur Analyse und
Auswertung wurden die Fokalen Adhasionen von 300 Zellen pro Zelllinie gezéhlt. Die
dabei erhaltenen Angaben zur Anzahl der Fokalen Adh&sionen pro Zelle wurden an-
schlielRend mittels t-Test auf Signifikanz Gberprift. In der Tab. 12 ist das Ergebnis dar-
gestellt. Die untransfizierten B35-Zellen besitzen 0,76 Fokale Adhasionen pro Zelle.
Die B35-Zellen, die das NCAM140 (WT) exprimieren, kommen auf 13,32 Fokale Adhé-
sionen. Die Zellen, die die Mutation von Serin zu Alanin aufweisen, bilden 15,81 Fokale
Adhasionen pro Zelle aus. Die B35-Zellen mit der Asparaginsédure-Mutation besitzen
17,59 Fokale Adhasionen pro Zelle. Es ist ein deutlicher Unterschied zwischen
transfizierten und untransfizierten B35-Zellen zu erkennen. Des Weiteren ist der in den
photographierten Ausschnitten gezeigte Unterschied zwischen den einzelnen B35-
Zelllinien bestétigt worden. Die wenigsten Fokalen Adhésionen besitzen die Zellen, die
das NCAM 140 (WT) uUberexprimieren. Die meisten Fokalen Adhasionen besitzen die
B35-Zellen, die die Mutation zu Asparaginsaure aufweisen (NCAM140-S774D).

Tab. 12: Anzahl an Fokalen Adhéasionen pro Zelle

Konstrukt FA pro Zelle
B35 0,76
NCAM140 (WT) 13,32
NCAM-S774A 15,81
NCAM-S774D 17,59

In der Abb. 22 ist mittels Balkendiagramm die Anzahl an Paxillin-enthaltenen Fokalen
Adhasionen nochmals dargestellt. Es ist zu erkennen, dass der Unterschied zwischen
den jeweiligen transfizierten B35-Zelllinien, in Bezug auf deren Anzahl an Fokalen Ad-
hasionen pro Zelle, im Vergleich zu den untransfizierten B35-Zellen signifikant ist. Die
Signifikanzprifung wurde mittels t-Test berechnet. Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass der scheinbare Unterschied zwischen den einzelnen transfizierten B35-Zelllinien
nicht signifikant ist und die Phosphorylierungsstelle keinen Einfluss auf die Ausbildung

an Fokalen Adh&asionen hat.
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Abb. 22: Quantifizierung der Fokalen Adhéasionen in den jeweiligen B35-
Zelllinien

Die in der Abbildung dargestellten Balken zeigen die Anzahl an Paxillin-enthaltenen
Fokalen Adhéasionen pro Zelle als % der Kontrollzellen. Der Mittelwert der Kontrollzel-
len (untransfizierte B35-Zellen) ist mit 100 % gleichgesetzt.

3.4.3.2 Nachweis der FAK-Expression in B35-Zellen mittels Western Blot-

Analyse

Mit Hilfe der Western Blot-Analyse sollte nun Uberprift werden, ob es einen Unter-
schied in der Expression von FAK in den jeweiligen B35-Zelllinien gibt und ob die
Phosphorylierungsstelle Serin 774 in der intrazellularen Domane von NCAM einen Ein-
fluss darauf hat. Weiterhin sollte mit dieser Methode Uberpriift werden, ob die gezeig-
ten Beobachtungen in den Fokalen Adhasionen Assay in Kapitel 3.4.3.1 sich auf diese
Art bestatigen liel3en.

Nach Ermittlung der optimalen Bedingungen fur die Versuche wurden die B35-
NCAM140 (WT)-Zellen, B35-NCAM140-S774A-Zellen, B35-NCAM140-S774D-Zellen
und auch die untransfizierten B35-Zellen mit und ohne Zugabe von 33 pg/mL C3-
Peptid fur einen Zeitraum von 60 Minuten kultiviert und anschlieRend mit Hilfe der

Western Blot-Analyse auf die Expression von FAK untersucht.
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Abb. 23: Nachweis der FAK-Expression der jeweiligen B35-Zelllinien durch
Western Blot-Analyse

Jeweils 50 ug Protein der Zellhomogenate wurden in einem 7%igen Polyacrylamidgel
elektrophoretisch aufgetrennt und mit Hilfe eines gegen FAK gerichteten Antikorpers
dargestellt. Als Kontrolle diente 3-Tubulin. Spuren: (M) Marker, (1) Positivkontrolle, (2)
B35-NCAM140 (WT), (3) B35-NCAM140 (WT) + C3-Peptid, (4) B35-NCAM140-S774A,
(5) B35-NCAM140-S774A + C3-Peptid, (6) B35-NCAM140-S774D, (7) B35-NCAM140-
S774D + C3-Peptid, (8) B35, (9) B35 + C3-Peptid

In der Abb. 23 ist zu erkennen, dass alle B35-Zellen, die stabil mit einem NCAM-
Konstrukt transfiziert wurden, eine Expression von FAK bei 125 kDa aufweisen. Bei
den untransfizierten B35-Zellen ist sowohl mit als auch ohne Stimulation mit dem C3-
Peptid keine Expression von FAK detektierbar. Im unstimulierten Zustand, ohne Zuga-
be des C3-Peptides, ist zwischen den B35-NCAM140-Zellen, den B35-NCAM140-
S774A-Zellen und den B35-NCAM140S774D-Zellen kein Unterschied in der Expressi-
on an FAK zu erkennen. Nach Zugabe von C3-Peptid war zwischen den jeweiligen
NCAM-transfizierten B35-Zelllinien ebenfalls kein Unterschied zu erkennen.

Nach Analysierung und Quantifizierung der Western Blots mit der GelEval 1.22 Soft-
ware konnten die Beobachtungen ebenfalls bestatigt werden. Es konnte sowohl in An-
wesenheit des C3-Peptides als auch in Abwesenheit kein Unterschied in der Expressi-
on an FAK zwischen den B35-Zellen, die NCAM140 (WT) exprimieren und den B35-
Zellen, die die Mutation von Serin zu Alanin oder von Serin zu Asparaginsaure aufwei-
sen, festgestellt werden. Die Expression an FAK ist in Anwesenheit des Peptides um
das 1,2 bis 1,3-fache erhoht.

Es konnte gezeigt werden, dass die in den Fokalen Adh&sionen Assay erhaltenen Er-
gebnisse sich in Bezug auf die Anzahl an Fokalen Adhésionen pro Zelle auch moleku-
larbiologisch mittels Western Blot-Analyse bestétigen lieRBen. Zusammenfassend ist
festgestellt worden, dass die Phosphorylierungsstelle an Serin 774 im neuralen Zellad-
hasionsmolekil NCAM keinen Einfluss auf den FAK-vermittelten Signaltransduktions-

weg auszuliben scheint.
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3.5 Untersuchungen zur Endozytose und zum Abbau der unterschiedlichen
NCAM-Konstrukte

Kleene et al. konnten in ihren Versuchen zeigen, dass die Stimulation von NCAM mit
NCAM-Antikdrpern in einer proteolytischen Prozessierung von NCAM und FAK resul-
tiert. Das C-terminale Fragment von NCAM, welches aus der intrazellularen Domaéne,
der Transmembrandomé&ne und einem Teil der extrazellularen Doméane besteht, und
das N-terminale Fragment von FAK werden dabei in den Zellkern importiert. Es wird
diskutiert, dass dadurch die Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren beein-
flusst werden kann [104].

Die Endozytose ist ein Mechanismus, welcher dynamisch die Menge der Expression
NCAMs an der Zelloberflache beeinflusst und viele rapide Veranderungen der Expres-
sion NCAMs unter verschiedenen physiologischen oder patholgischen Bedingungen
zur Folge haben kann. Die Endozytose ist generell sehr entscheidend in der down-
Regulation von Zelloberflaichenmolekilen und fur Signaltransduktionsprozesse. Der
am besten charakterisierte Endozytosesignalweg ist der Clathrin-abhéngige. Neben
diesem gibt es auch Clathrin-unabhéngige Wege, wie die Caveolae- oder lipid raft-
abhangige Endozytose, die gut beschrieben sind [97]. In Neuronen ist die Endozytose
entscheidend flr die korrekten Funktionen von Synapsen. Die Stabilitdt und Plastizitat
synaptischer Kontakte scheint zum Beispiel durch die Endozytose von mit dem
Zytoskelett assoziierten Proteinen reguliert zu werden. Bisher ist die Internalisierung
(Einschleusung) von NCAM durch den Clathrin-abhéngigen Weg in Astrocyten und
B35-Zellen gezeigt worden [126]. Uber die Endozytose von NCAM in Neuronen ist bis-
her nicht viel bekannt. Diestel et al. konnten in ihren Versuchen zeigen, dass die
Endozytose von NCAM in seinen Funktionen involviert ist [101].

Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde, neben den Untersuchungen und verschiedenen
durchgefuhrten Experimenten in Bezug auf die Signaltransduktion NCAMs, die
Endozytose der verschiedenen generierten NCAM-Konstrukte untersucht. Dabei sollte
Uberprift werden, ob die Phosphorylierungsstelle an Serin 774 einen Einfluss auf die
Endozytose und den Abbau der unterschiedlichen NCAM-Konstrukte hat und somit
Ruckschlisse auf die zuvor erhaltenen Ergebnisse zur Untersuchung der Signaltrans-
duktionswege gezogen werden kdnnen. Diese Fragestellung wurde durch Bestimmung
der Halblebenszeiten von NCAM in den jeweiligen B35-Zelllinien beantwortet. Dafir
wurde eine nicht-radioaktive Methode genutzt, bei der Biotin als Marker verwendet

wurde.
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Die Halblebenszeit von stabil transfizierten B35-Zellen mit NCAM140, NCAM140-
S774A und NCAM140-S774D wurde durch den im Western Blot erkennbaren Abbau
des spezifischen mit Biotin markierten NCAMs bestimmt. Daflr wurden die Plasma-
membranen der jeweiligen B35-Zelllinien mit Biotin markiert und NCAM nach den Zeit-
raumen von 0, 4, 10, 20 und 48 Stunden nach Markierung mit dem monoklonalen
NCAM-Antikérper 5B8 immunprazipitiert. Die spezifischen Markierungen wurden an-
schlieBend durch die Kennzeichnung mit Streptavidin, welches mit horseradish
peroxidase (HRP) gekoppelt ist, detektiert. Jeweils ein ausgewahltes und reprasentati-
ves Experiment von mindestens sieben durchlaufenden Versuchen ist in der Abb. 24
dargestellt. Das Molekulargewicht der gezeigten NCAM-Banden liegt bei 140 kDa. Wie
zu erkennen ist, kommt es bei den jeweiligen B35-Zelllinien mit erfolgter Zeitzunahme
zum Abbau von NCAM. Die am stérksten detektierbare Bande befindet sich jeweils bei
allen NCAM-Konstrukten bei 0 Stunden und nimmt dann mit zunehmendem Zeitverlauf
signifikant ab. Die gezeigten Abbildungen sind ausgewahlte Bilder und spiegeln die

bestmdglichen Darstellungen mehrerer durchgefiihrter Experimente (n=7 - 9) wider.

Oh 4h 10h 24h 48h
NCAM140 (WT)

. .“ ‘ NCAM140-S774D

. NCAM140-S774A

Abb. 24: Abfall der NCAM140-spezifischen Biotinmarkierungen in B35 Zellen

Plasmamembranen von B35 Zellen wurden mit Biotin markiert und 4, 10, 24 und 48
Stunden danach wurde NCAM mit dem monoklonalem AK 5B8 prézipitiert. Die spezifi-
schen Markierungen wurden durch anschlielende Kennzeichnung mit HRP gekoppel-
tem Streptavidin im Western Blot sichtbar. Jeweils 15 pL Prazipitat wurden in einem
10%igen Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und im Western Blot analy-
siert.

Die NCAM-spezifischen Banden mehrerer durchgefuhrter Experimente wurden an-
schlieBend mit der GelEval 1.22 Software quantifiziert und die Halblebenszeiten der

einzelnen Konstrukte errechnet. Dafir wurde der Ausgangswert bei 0 Stunden mit
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100 % gleichgesetzt. Die errechneten Halblebenszeiten (T,,) der unterschiedlichen
NCAM-Konstrukte sind in Tab. 13 dargestellt.

Tab. 13: Halblebenszeiten der einzelnen NCAM-Konstrukte.

Konstrukt Ty, (h)

NCAM140 (WT) 29 +/- 5
NCAM-S774A 19 +/-5
NCAM-S774D 28 +/-5

B35-Zellen, die stabil mit NCAM 140 (WT) transfiziert wurden, weisen eine durch-
schnittliche Halblebenszeit von 29 +/- 5 h auf. Die Mutation von Serin 774 zu Alanin
(S774A) in den B35-NCAM140-S774A-Zellen fuhrt zu einer Reduzierung der Halble-
benszeit auf 19 +/- 5 h. In den B35-NCAM140-S774D-Zellen, die die Mutation von Se-
rin zu Asparaginséure (S774D) aufweisen, konnte kein Effekt im Vergleich zum
NCAM140 (WT) gezeigt werden und ihre Halblebenszeit liegt bei 28 +/- 5 h.

In der Abb. 25 sind die Halblebenszeiten der einzelnen NCAM-Konstrukte noch einmal
schematisch dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die B35-NCAM140-S774A-Zellen,
die die Mutation von Serin zu Alanin aufweisen, die geringste Halblebenszeit aufwei-
sen und die Phosphorylierungsstelle an Serin 774 einen Einfluss auf die Endozytose

auszuiben scheint.
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Abb. 25: Halblebenszeiten der einzelnen NCAM-Konstrukte
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4 Diskussion

Entgegen friheren Vorstellungen weif3 man heute, dass das neurale Zelladh&sionsmo-
lekdl NCAM in vielféltiger Weise an molekularen Wechselwirkungen und Signaltrans-
duktionskaskaden beteiligt ist. Diese Interaktionen, in die NCAM involviert ist, kdnnen
dabei sowohl homo- als auch heterophiler Natur sein. Bei der Aktivierung von Signal-
transduktionskaskaden kommt es zum Weiterleiten NCAM-vermittelter Signale in die
Zelle, die daraufhin entsprechend reagieren kann. Zu den am besten untersuchten Re-
aktionen von Nervenzellen auf NCAM-vermittelte Signale zahlt dabei das Neuriten-
wachstum [27].

Obwohl das neurale Zelladhasionsmolekil NCAM sehr gut charakterisiert ist, ist Uber
die genaue Funktion der Phosphorylierungen im Bereich seiner cytoplasmatischen
Doméne und deren Auswirkung auf die NCAM-induzierten Signalwege bisher noch
wenig bekannt. Aus diesem Grund wurden im Rahmen dieser Arbeit verschiedene Mu-
tanten von NCAM 140 hergestellt, um Aufschlisse dartber zu erlangen, welche Rolle
die Phosphorylierungen NCAMs im Bereich seiner cytoplasmatischen Doméne bei
Signaltransduktionsprozessen spielen. Daftr wurde das Serin an Position 774 zum ei-
nen gegen Alanin ersetzt, um die potentielle Phosphorylierung zu verhindern und zum
anderen gegen Asparaginsaure ersetzt, um eine dauerhafte Phosphorylierung vorzu-
tauschen. Die durchgefiihrten Versuche fur die Untersuchungen zur Signaltransduktion
des neuralen Zelladhasionsmolekiiles NCAM 140 wurden in B35-Neuroblastomzellen
durchgefuhrt. Die Resultate der Versuche zeigten, dass die in der cytoplasmatischen
Doméne von NCAM befindliche, als hdchste potentiell phosphorylierbare Aminosaure
Serin an der Stelle 774 einen entscheidenden Einfluss auf die Aktivierung des Trans-
kriptionsfaktors CREB und auf das NCAM-vermittelte Neuritenwachstum ausubt. Dabei
Ubt sie jedoch keinen Einfluss auf die NCAM-induzierten FGF-Rezeptor-abhangigen
und -unabhé&ngigen Signalwege aus.

In weiteren Versuchen wurde die Endozytose des neuralen Zelladhdsionsmolekiiles
NCAM 140 untersucht. Dabei konnte anhand von Bestimmungen der Halblebenszeiten
der jeweiligen B35-Zelllinien gezeigt werden, dass die Phosphorylierungsstelle Serin
774 in der cytoplasmatischen Domé&ne von NCAM ebenfalls einen Einfluss auf die

Endozytose des neuralen Zelladhasionsmolekiiles NCAM 140 hat.

4.1 Untersuchungen zur Bedeutung der Phosphorylierungsstelle Serin 774

von NCAM bei Signaltransduktionsprozessen

Es konnte bereits in mehreren Studien nachgewiesen werden, dass die Phosphorylie-

rung der cytoplasmatischen Doméane von NCAM spezifisch fur Differenzierungsvor-
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gange, wie z. B. fir das Neuritenwachstum ist [53]. Des Weiteren wurde dariiber spe-
kuliert, ob mdogliche Phosphorylierungen spezifischer Aminosauren im Bereich der
cytoplasmatischen Domane gleichzeitig die Funktion von NCAM kontrollieren kénnen.
Kolkova et al. konnten in Versuchen mit PC12-E2-Zellen zeigen, dass die Aminosaure-
reste Thr-Glu-Val-Lys-Thr (839 — 843) im C-terminalen Teil der cytoplasmatischen Re-
gion von NCAM 140 essentiell fir das Neuritenwachstum sind [118].

In der Arbeitsgruppe Diestel et al. wurden Versuche am NCAM 180 durchgefihrt, bei
denen die Bedeutung der phosphorylierbaren Aminosaure Tyrosin an der Stelle 734
untersucht werden sollte. Dabei wurde die einzige in der cytoplasmatischen Doméne
befindliche Aminosaure Tyrosin im menschlichen NCAM 180 gegen Phenylalanin aus-
getauscht. Das Resultat dieses Versuches war ein gesteigertes Neuritenwachstum der
mit NCAM180-Y734F transfizierten B35-Zellen im Vergleich zu den NCAM180-WT
Transfektanten auf dem Substrat poly-L-Lysin. Dieses gesteigerte Neuritenwachstum
war nachweislich auf eine htohere FGF-Rezeptor 1- und ERK1-Aktivitat zurtickzufiihren
[56].

4.1.1  Erzeugung von NCAM-Mutanten mittels ortsgerichteter Mutagenese

Um zu untersuchen, welchen Einfluss die Phosphorylierungen im Bereich der
cytoplasmatischen Doméne des neuralen Zelladhasionsmolekiiles NCAM auf seine
Signalwege auslben, wurden in dieser Arbeit die NCAM-Konstrukte pRc/CMV-
NCAM140-S774A, pRc/CMV-NCAM180-S774A, pRc/CMV-NCAM140-S774D und
pRc/CMV-NCAM180-S774D generiert (siehe Abb. 9). Fir die wahrend dieser Promo-
tionsarbeit durchgefiihrten Versuche wurden dabei nur die NCAM140-Konstrukte be-
racksichtigt und jeweils mit dem NCAM140-Wildtyp verglichen. Das NCAM 140-
Molekil wurde deshalb ausgewahlt, da von ihm bekannt ist, dass es das Neuriten-
wachstum fordert [127] [128].

Mit Hilfe des Computerprogrammes NetPhos 2.0 wurde die Aminosaure Serin 774 als
hochste potentiell phosphorylierbare Aminosaure in der cytoplasmatischen Doméne
des neuralen Zelladh&asionsmolekiles NCAM mit einem Wert von 0,994 identifiziert.
Weiterhin wurde diese Phosphorylierungsstelle auch in mehreren Massenproteomana-
lysen gefunden [58] [59]. Deshalb wurde sie fiur die Untersuchungen im Rahmen dieser
Arbeit beziglich der Signaltransduktionen NCAMs ausgewahlt. Um der Frage nachge-
hen zu kénnen, ob diese Phosphorylierungsstelle eine Rolle in der NCAM-induzierten
Signalwegweiterleitung spielt, wurde das fur Serin kodierende Triplett TCA durch Aus-
tausch einer Base in das fur Alanin kodierende Triplett GCA bzw. durch Austausch des

ganzen Tripletts in das fiur Asparaginsdure kodierende Triplett GAT umgewandelt (sie-
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he Abb. 10 und Abb. 11). Dadurch sollte die Phosphorylierung zum einen durch Aus-
tausch mit der nicht phosphorylierbaren Aminosaure Alanin (S774A) verhindert werden
und zum anderen durch Austausch gegen Asparaginsaure (S774D) eine negative La-
dung an die potentielle Phosphorylierungsstelle addiert werden, um dadurch eine dau-

erhafte Phosphorylierung zu imitieren.

4.1.2  Stabile Expression der generierten NCAM-Konstrukte in B35-Zellen

Als eukaryotisches Zellkultursystem fiir die funktionellen Untersuchungen in dieser Ar-
beit wurden B35-Zellen ausgewdahlt. Bei diesen Zellen handelt es sich um
Neuroblastomzellen, welche aus dem ZNS der Ratte stammen und endogen nur sehr
geringe Mengen an NCAM exprimieren [56]. Weiterhin ist bekannt, dass diese Zellen
einfach zu kultivieren und zu transfizieren sind und sich sehr gut fur molekulare Analy-
sen zur Uberprifung von Endozytosevorgangen und Signalwegen eignen, insbesonde-
re fur solche, bei denen Neuritenwachstum und Zellmotilitéat eine Rolle spielen [129].
Nach Transfektion von B35-Zellen mit den unterschiedlichen cDNAs der generierten
NCAM-Konstrukte und des NCAM140-WT wurde die Expression von NCAM im Wes-
tern Blot nachgewiesen (siehe Abb. 12). Anhand dieser Analyse wurden die Klone
identifiziert, die das eingebrachte Maus-NCAM Uberexprimieren. Fir die weiteren EXx-
perimente wurden Zellklone mit &hnlichem Expressionsniveau ausgewahlt und mit die-
sen dann in den folgenden Untersuchungen weitergearbeitet. Um klonale Unterschiede
vermeiden und ausschlie3en zu kénnen, wurden jeweils 2 Klone fir die weitergefiihr-
ten Experimente kultiviert und fir die Analysen genutzt. In der Western Blot-Analyse
zeigte sich, dass die untransfizierten B35-Zellen geringe bis kaum detektierbare Men-
gen an endogenem NCAM140 exprimieren.

4.1.3 Untersuchungen zum zelleigenen NCAM-vermittelten Neuritenwachstum
in B35-Zellen

Bei der Analyse zu den ,Untersuchungen der Signaltransduktion des neuralen
Zelladhasionsmolekules (NCAM)“ wurde das Augenmerk zuerst auf das Neuriten-
wachstum gelegt, eine der am besten untersuchten Reaktionen von Nervenzellen auf
NCAM-vermittelte Signale [27]. Dafir wurden die mit verschiedenen NCAM-Mutanten
transfizierten B35-Zellen verglichen. Alle NCAM-transfizierten B35-Zellen zeigten im
Vergleich zu den untransfizierten B35-Zellen ein gesteigertes Neuritenwachstum (siehe
Abb. 13). Das starkste Neuritenwachstum zeigten die B35-NCAM140-Zellen. Ein ge-
ringeres Neuritenwachstum wurde in den B35-NCAM140-S774D-Zellen beobachtet,

wohingegen jedoch der Austausch der Aminosédure Serin zu Alanin in den B35-
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NCAM140-S774A-Zellen eine nochmals deutlichere Abnahme des Neuritenwachstums
zeigte.

Doherty et al. konnten in ihren Versuchen zeigen, dass das durch homophile NCAM-
Interaktion induzierte Neuritenwachstum erst eintritt, wenn die Expression an NCAM
einen bestimmten Schwellenwert erreicht hat [63]. Moglicherweise tbt die Phosphory-
lierungsstelle einen Einfluss auf die Interaktionen zwischen den einzelnen NCAM-
Molekilen untereinander aus und das Bestreben, homophile Bindungen einzugehen,
ist unter phosphorylierten Umsténden groRer. Folglich lasst sich sagen, dass sowohl
die B35-NCAM140-Zellen als auch die B35-NCAM140-S774D-Zellen diesem Bestre-
ben eher nachgehen und der geforderte Schwellenwert bei ihnen dadurch eher erreicht
wird als bei den B35-NCAM140-S774A-Zellen. Dadurch wdare das gesteigerte
Neuritenwachstum im Vergleich zu den NCAM-transfizierten B35-Zellen, die die Muta-
tion von Serin zu Alanin aufweisen, zu erklaren.

Kiselyov et al. zeigten in ihren Versuchen, dass das durch homophile NCAM-
Interaktionen induzierte Neuritenwachstum ein Anh&ufen von NCAM-Molekilen erfor-
dert. Diese Anhaufung der NCAM-Molekile erhéht daraufhin die lokale Konzentration
an heterophilen Signaltransduktions-Bindungspartnern von NCAM wie z. B. dem FGF-
Rezeptor [71]. In der Arbeitsgruppe Diestel et al. wurden Versuche am NCAM 180
durchgefihrt, bei denen die Bedeutung der phosphorylierbaren Aminoséure Tyrosin an
der Stelle 734 untersucht wurde. Dabei wurde die einzige in der cytoplasmatischen
Doméne befindliche Aminosaure Tyrosin im menschlichen NCAM 180 gegen Phenyl-
alanin ausgetauscht. Das Resultat dieses Versuches war ein gesteigertes
Neuritenwachstum der mit NCAM180-Y734F transfizierten B35-Zellen im Vergleich zu
den NCAM180-WT Transfektanten auf dem Substrat poly-L-Lysin. Dieses gesteigerte
Neuritenwachstum war nachweislich auf eine hohere FGF-Rezeptor 1- und ERK1-
Aktivitat zurtickzufiihren [56].

Maoglicherweise lasst sich ein &hnliches Geschehen auch in dieser Arbeit zeigen. Es
kénnte die Moglichkeit bestehen, dass durch das Abschaffen der Phosphorylierungs-
stelle sowohl die Aktivitat des FGF-Rezeptors als auch die Aktivitdt von ERK1 vermin-
dert ist. Dadurch ist das Neuritenwachstum nicht in dem Maf3e stimulierbar, wie es mit
bestehender Phosphorylierung oder in den B35-NCAM140-S774D-Zellen mit vorge-
tauschter Dauerphosphorylierung der Fall ist. Diese Vermutung wirde die oben ge-
nannte ebenfalls bekréaftigen. Durch das geringere Bestreben der Zellen, homophile
NCAM-Interaktionen einzugehen, nimmt die lokale Konzentration an heterophilen
Signaltransduktions-Bindungspartnern von NCAM wie z. B. dem FGF-Rezeptor ab.
Somit kénnten die B35-NCAM140-S774A-Zellen den FGF-Rezeptor gar nicht in glei-

chem Mal3e aktivieren, da seine Konzentration in dem Fall geringer ware.
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Weiterhin lasst sich die Vermutung aufstellen, dass die Phosphorylierung auch einen
Einfluss auf die Assoziation von NCAM mit intrazellularen Tyrosinkinasen, wie z. B. der
Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase p59”" und der fokalen Adhasionskinase p125™, hat. Von
beiden Kinasen ist bekannt, dass sie als NCAM-vermittelte Signaltransduktionswege
eine Rolle beim Neuritenwachstum spielen [80].

Bittner et al. identifizierten 5 Proteine, die direkt an die intrazellulare Doméane von
NCAM binden. Zu diesen 5 gehdren unter anderem RPTP a und PLC y [130]. Beide
Proteine sind in Signalwege involviert, die im NCAM-vermittelten Neuritenwachstum
eine Rolle spielen [121]. Es besteht die Moglichkeit, dass diese intrazellularen Ligan-
den, aufgrund der fehlenden Phosphorylierung in der cytoplasmatischen Domane,
nicht an NCAM binden. Dadurch kénnten die Signalwege, die das Neuritenwachstum
induzieren, auch nicht aktiviert werden.

Um diese Vermutungen zu bekréftigen, wurden in dieser Arbeit weitere Experimente
durchgefihrt, die Aufschluss darliber geben sollten, welche NCAM-induzierten Signal-
wege fir das unterschiedliche Neuritenwachstum eine Rolle spielen. Diese werden in

den folgenden Kapiteln diskutiert.

4.1.4 Untersuchung des NCAM-vermittelten Neuritenwachstums nach Stimu-
lation mit dem C3-Petid

Fur die Untersuchungen der NCAM-vermittelten Signaltransduktionen wurde eine Viel-
zahl von Methoden entwickelt. Weit verbreitet sind dabei die Co-Kultur-Versuche, bei
denen die Zellen auf Monolayern von NCAM-exprimierenden Fibroblasten ausgesat
werden [86]. Daneben verwenden einige Arbeitsgruppen auch synthetische Peptid-
mimetika [93] [94]. Um die Rolle der Phosphorylierung an Serin 774 beim NCAM-
vermittelten Neuritenwachstum in dieser Arbeit naher zu untersuchen, wurden die Zel-
len mit einem synthetischen Peptidmimetika stimuliert. Diese Peptidmimetika werden in
der Forschung einerseits eingesetzt, um neue Erkenntnisse Uber die NCAM-
involvierten homophilen Interaktionen und auch intra- und extrazellularen Interaktionen
zu erhalten und andererseits, um das Neuritenwachstum und Uberleben von Zellen
genauer zu charakterisieren. Viele Arbeitsgruppen verwenden neben diesen auch 16s-
liches NCAM oder NCAM-Fc-Chimere zur Stimulation des NCAM-vermittelten
Neuritenwachstums [131] [76].

Ronn et al. zeigten, dass das synthetische Peptid C3 an die erste Ig-Doméane von
NCAM bindet, die homophilen NCAM-NCAM-Interaktionen imitiert und das Neuriten-
wachstum in Folge der Erhdhung der cytoplasmatischen Calciumkonzentration, der Ak-
tivierung von ERK1/2, Akt/PKB und der Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB
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induziert [93] [94]. Daher schien es wahrscheinlich, dass es auch dazu befahigt ist, die
in dieser Arbeit zu untersuchenden Konstrukte in Bezug auf deren Neuritenwachstum
zu stimulieren.

Die Zugabe des C3-Peptides filhrte, wie es zu erwarten war, in allen B35-Zelllinien zu
einer Steigerung des Neuritenwachstums (siehe Abb. 14). Bereits nach 24 Stunden
konnte eine deutliche Veranderung der Zellen in Bezug auf deren Neuritenwachstum
beobachtet werden. Die gréf3te Induktion durch das Peptid zeigten die B35-NCAM140-
Zellen und B35-NCAM140-S774D-Zellen. Interessanterweise war nun zwischen diesen
kaum noch ein Unterschied zu erkennen. Das Neuritenwachstum der B35-NCAM140-
S774A-Zellen wurde jedoch geringer induziert. Die nicht NCAM-exprimierenden B35-
Zellen dagegen zeigten nur eine geringe Steigerung. Sowohl in Anwesenheit des Pep-
tides als auch in Abwesenheit war ein Unterschied im Neuritenwachstum zwischen den
jeweiligen NCAM-transfizierten B35-Zellen zu erkennen. Das Neuritenwachstum der
B35-NCAM140-S774A-Zellen war unter beiden Bedingungen am wenigsten ausge-
pragt.

Nach einer Kultivierung von 72 Stunden erwies sich in Bezug auf die Differenzierung
bzw. das Auswachsen der Neuriten hinsichtlich der Zellen, die nur 24 Stunden mit dem
Peptid inkubiert wurden, kein erkennbarer Unterschied. Vermutlich kommt es ab einer
bestimmten Inkubationszeit bzw. Konzentration an Peptid zum Erreichen eines Wertes,
bei dem das NCAM-induzierte Neuritenwachstum durch die Stimulation mit dem C3-
Peptid eine Sattigung erreicht. Dabei kdnnten alle beteiligten Signalwege, die zur Sti-
mulierung des Neuritenwachstums beigetragen haben, in ihrer Aktivierung vollkommen
ausgeschopft worden sein oder durch einen Feedbackmechanismus die Stimulation
eingestellt haben. Diese Vermutung wurde die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen bei
Versuchen mit dem Peptid widerspiegeln. Ronn et al. beobachteten bei Experimenten
mit dem C3-Peptid, dass bei einer Konzentration von 1 - 2 uM das Neuritenwachstum
stimuliert wird und ab einer Konzentration von 5 pM kein stimulierender Effekt mehr
vorhanden ist [93]. Dabei wird vermutet, dass sich die Konzentration an Peptid zum Er-
reichen des stimulierenden Effekts ,glockenformig® verhalt. Somit kdnnte die hier her-
vorgerufene Hypothese einer Sattigung Bestatigung finden. Es wurde wahrscheinlich
von Anfang an eine Konzentration eingesetzt, die eine maximale Stimulation des
Neuritenwachstums induziert. Dadurch konnte kein ersichtlicher Unterschied der
Neuritenlange nach den verschiedenen ZeitrAumen gezeigt werden.

Wie Ronn et al. bereits zeigten, konnte bestatigt werden, dass das C3-Peptid zu einer
Stimulierung der homophilen NCAM-NCAM-Interaktionen fuhrt und sich dadurch das
Neuritenwachstum steigern lasst [93] [94]. Das Verhindern der Phosphorylierung an
Serin 774 in der cytoplasmatischen Doméne von NCAM in den B35-NCAM140-S774A-
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Zellen fihrte in diesen Versuchen zu einer geringeren Induktion des Neuriten-
wachstums. Ditlevsen et al. konnten anhand von Versuchen mit CNGs (rat cerebellar
granule neurons) zeigen, dass die mittels C3-Peptid induzierte NCAM-Stimulation eine
Phosphorylierung von ERK, Akt und CREB bewirkt [132]. Von allen ist bekannt, dass
sie als Signalwege im NCAM-vermittelten Neuritenwachstum involviert sind [133]. Es
kann somit vermutet werden, dass durch die fehlende Phosphorylierung die durch C3-
Peptid induzierte NCAM-Stimulation und dadurch erfolgte Aktivierung der verschiede-
nen Signalwege nicht in gleichem MalRe ausgepréagt ist, wie es mit Phosphorylierung
zu sein scheint. Dies wirde mit den zuvor gezeigten Untersuchungen des Neuriten-
wachstums ohne Stimulation durch das Peptid Ubereinstimmen. Es lie3 sich somit die
Vermutung bestétigen, dass die Phosphorylierung einen Einfluss auf die NCAM-
induzierten Signalwege auszuliben scheint, die beim NCAM-vermittelten Neuriten-

wachstum involviert sind.

4.1.5 Quantifizierung des Neuritenwachstums im XCELLLigence Real-Time-
Cell-Analyser Gerat

Zur Quantifizierung des Neuritenwachstums wurde eine neuartige Messmethode etab-
liert, die eine effektivere Bestimmung des Neuritenwachstums im Vergleich zur bisher
Ublichen Methode, bei der die Neuriten von Hand einzeln ausgemessen und analysiert
werden, ermoglicht. Das RTCA Gerat quantifiziert das Zellwachstum und die Morpho-
logie der Zelle unter Angabe eines Zellindexes, der auf Impedanz basiert. In Versu-
chen mit PC12-Zellen konnte gezeigt werden, dass der erhaltene Zellindex des RTCA
Gerates mit der sonst Ublichen Quantifizierung des Neuritenwachstums (Ausmessen
und Analysieren mittels Photoshop) Ubereinstimmt [60]. Aus diesem Grund wurde der
Zellindex in dieser Arbeit als Parameter des Neuritenwachstums verwendet. In den
durchgefuhrten Experimenten mit dem RTCA Geréat wurden die zuvor beobachteten
Unterschiede im Neuritenwachstum zwischen den jeweiligen B35-Zelllinien mit Hilfe
des gemessenen Zellindexes bestatigt.

In den Versuchen zum zelleigenen NCAM-vermittelten Neuritenwachstum ohne
Peptidzugabe liel3 sich ein sichtbarer Unterschied im Neuritenwachstum anhand der
dargestellten Zellindices der jeweiligen B35-Zellen erkennen (siehe Abb. 16). Es konn-
te, wie in den vorigen Versuchen gezeigt, bestatigt werden, dass der Zellindex der
B35-NCAM140-Zellen am grofiten ist. Der Zellindex der B35-NCAM140-S774D-Zellen
ist dagegen nur ein wenig geringer. Eindeutig niedriger ist jedoch der Zellindex der

transfizierten B35-Zellen, die die Mutation von Serin zu Alanin aufweisen.
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Wie zu erwarten war, konnte in den Versuchen mit dem Real-Time-Cell-Analyser be-
statigt werden, dass das C3-Peptid das Neuritenwachstum der mit NCAM-transfizierten
B35-Zellen stimuliert (siehe Abb. 17). Die nicht NCAM-transfizierten B35-Zellen zeigten
nur eine geringere Induktion des Neuritenwachstums. Bei den NCAM-transfizierten
B35-Zellen, die das NCAM140-S774A exprimieren, konnte ein weniger starkes
Neuritenwachstum im Vergleich zu den Zellen, die NCAM140 und NCAM140-S774D
exprimieren, beobachtet werden. Interessanterweise war auch hier fast keine Differenz
im Zellindex zwischen den B35-NCAM140-Zellen und B35-NCAM140-S774D-Zellen zu
erkennen. Obwohl unbekannt ist, wie hoch der Anteil an phosphoryliertem Serin 774
vor, wahrend und nach dem Neuritenwachstum war, konnte beobachtet werden, dass
das Neuritenwachstum der mit C3-Peptid stimulierten B35-NCAM140-S774A-Zellen
ungefahr gleich stark ausgepragt ist wie das der B35-NCAM140 (WT)-Zellen, die nicht
mit dem Peptid stimuliert wurden.

Es konnte wiederum gezeigt werden, dass die Phosphorylierung in der cytoplas-
matischen Doméane von NCAM an Position 774 einen entscheidenden Einfluss auf das
zelleigene und auch auf das stimulierte NCAM-vermittelte Neuritenwachstum ausubt.
Fur die Beobachtung der Experimente im RTCA Gerat kénnen die gleichen Ansatze
wie in den Kapiteln 4.1.3 und 4.1.4 (Untersuchungen zum zelleigenen und stimulierten
NCAM-vermittelten Neuritenwachstum) diskutiert werden. Wie bereits erwahnt, ist es
denkbar, dass die fehlende Phosphorylierung einen Einfluss auf das Bestreben der
Zellen hat, unter ihresgleichen homophile NCAM-Interaktionen einzugehen. Die ge-
nauen Mechanismen, die flr das Eingehen homophiler Verbindungen verantwortlich
sind, bleiben strittig. Wie in dem Review von Kiselyov et al. beschrieben, liegt NCAM in
Abwesenheit von anderen NCAM-Molekilen auf der Zell-Oberflache als cis-Dimer vor.
Diese cis-Dimere gehen dann in trans zu existierenden cis-Dimeren der anderen
NCAM-exprimierenden Zellen Bindungen ein [71]. Es besteht die Mdglichkeit, dass die
fehlende Phosphorylierung an Serin 774 einen Einfluss auf die Konformation der
NCAM-Molekule ausiibt und durch eine Konformations&nderung das Eingehen von
trans-Bindungen zwischen den NCAM-Molekilen nicht mehr gegeben ist. Dadurch wa-
re das nachlassende Bestreben der Molekile, homophile Bindungen einzugehen, zu
erklaren. Es konnte weiterhin die Hypothese aufgestellt werden, dass durch Peptid-
stimulation die mogliche Konformationsdnderung in den B35-NCAM140-S774A-Zellen
unterbunden wird, da sich ihr Neuritenwachstum durch Stimulation mit dem C3-Peptid
auf das Level der NCAM-140 (WT)-Zellen ohne Peptidstimulation induzieren lasst.
Somit ist denkbar, dass die NCAM-exprimierenden B35-Zellen, die die Mutation von
Serin zu Alanin (S774A) aufweisen, sich in Anwesenheit des C3-Peptides anders ver-

halten als beim Eingehen homophiler Bindungen untereinander.
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4.2 Untersuchungen der NCAM-induzierten Sighalwege

Wie bereits gezeigt, Ubt die Phosphorylierungsstelle an Serin 774 in der cyto-
plasmatischen Doméne von NCAM einen entscheidenden Einfluss auf das NCAM-
vermittelte Neuritenwachstum aus. Es wurde nun genauer untersucht, welche Signal-
wege darin involviert sind. Dazu wurden die NCAM-induzierten Sighalwege ausge-
wahlt, die in einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB enden. Jessen et al.
konnten in Versuchen mit PC12-Zellen zeigen, dass phosphoryliertes CREB fiir das
NCAM-vermittelte Neuritenwachstum essentiell ist [86]. Zum jetzigen Stand der For-
schung sind zwei Moglichkeiten der Signalweiterleitung von NCAM, die in einer Aktivie-
rung des Transkriptionsfaktors CREB enden, bekannt. Ein Weg fuhrt Uber die Nicht-
Rezeptortyrosinkinase Fyn und der andere tber den FGF-Rezeptor.

4.2.1 Untersuchung der CREB-Aktivierung

Es ist bekannt, dass durch das Clustering von NCAM 140-Molekulen auf der Oberfla-
che von B35-Neuroblastomzellen CREB an Serin 133 phosphoryliert werden kann.
Das somit aktivierte CREB fungiert dann als Transkriptionsfaktor fir Gene, die das
cAMP-Response Element (CRE) in der Promoterregion enthalten [78]. Dass phospho-
ryliertes CREB fir das NCAM-vermittelte Neuritenwachstum essentiell ist, konnten
Jessen et al. in Versuchen mit PC12-Zellen zeigen [86]. Des Weiteren ist bekannt,
dass beim NCAM-vermittelten Neuritenwachstum die Phosphorylierung des Transkrip-
tionsfaktors CREB induziert wird [121] und dass die Stimulierung von NCAM mittels
C3-Peptid mit einer verstarkten Phosphorylierung von CREB einhergeht [78]. Aus die-
sem Grund wurde mit Hilfe der Western Blot-Analyse auf Proteinebene die Expression
an CREB und Phospho-CREB mit und ohne Anwesenheit des C3-Peptides untersucht
(siehe Abb. 18). Es konnte festgestellt werden, dass sowohl mit als auch ohne Peptid
behandelte Zellen eine Expression an CREB zeigen und dass zwischen ihnen in der
Expression kein Unterschied zu erkennen war. In Abwesenheit des C3-Peptides war in
allen NCAM-exprimierenden B35-Zelllinien keine Expression an P-CREB detektierbar.
Eine Phosphorylierung und daraus resultierende Aktvierung des Transkriptionsfaktors
CREB konnte in Anwesenheit des C3-Peptides dagegen jedoch nur bei den B35-
NCAM140-(WT)-Zellen und den B35-NCAM140-S774D-Zellen beobachtet werden. Es
konnte keine Phosphorylierung und somit keine Aktivierung von CREB in den B35-
Zellen, die die Mutation von Serin zu Alanin aufweisen, nach erfolgter Stimulation mit
dem C3-Peptid gezeigt werden.

Das C3-Peptid konnte sowohl in den NCAM140 (WT)-Zellen als auch in den B35-
NCAM140-S774D-Zellen eine Aktivierung von CREB durch Phosphorylierung an Se-
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rin 133 induzieren. Wie Ditlevsen et al. in Versuchen mit CNGs (rat cerebellar granule
neurons) zeigten, wird der Transkriptionsfaktor CREB nach erfolgter NCAM-Stimulation
mittels C3-Peptid phosphoryliert. Weiterhin fanden sie heraus, dass die Uber C3 vermit-
telte CREB-Phosphorylierung nur Uber die Signalwege der Src-Kinasen und MEK ver-
mittelt wird [132]. Diese Beobachtung findet Ubereinstimmung mit dem Ergebnis dieser
Arbeit, dass das C3-Peptid eine Aktivierung von CREB induzieren kann. Da keine Akti-
vierung in den Zellen nachzuweisen war, in denen die Phosphorylierungsstelle an Se-
rn 774 in der cytoplasmatischen Domane mutiert wurde (B35-NCAM140-S774A-
Zellen), lasst sich hiermit die aufgestellte Hypothese bestétigen, dass die Phosphorylie-
rungsstelle an Serin 774 einen Einfluss auf die NCAM-vermittelte Signaltransduktion
ausubt.

Die erhaltenen Ergebnisse konnten die Ergebnisse der zellbiologischen Experimente
zum Teil bestatigen. Auf zellbiologischer Ebene konnte bei allen NCAM-transfizierten
B35-Zelllinien ein verstarktes Neuritenwachstum nach Stimulation mit dem C3-Peptid
beobachtet werden. In den durchgefiihrten Western Blot-Analysen lie3 sich eine Ex-
pression von Phospho-CREB nach Stimulation mit dem C3-Peptid nur in den B35-
NCAM140 (WT)-Zellen und in den B35-NCAM140-S774D-Zellen nachweisen und, wie
auf zellbiologischer Ebene gezeigt, liel3 sich das NCAM-vermittelte Neuritenwachstum
dadurch induzieren. Die B35-NCAM140-S774A-Zellen, in denen die Phosphorylierung
an Serin 774 verhindert wurde, zeigten keine Expression an Phospho-CREB. Dagegen
jedoch konnte ihr Neuritenwachstum auf zellbiologischer Ebene mittels C3-Peptid ge-
steigert werden. Wodurch lasst sich nun dieses Phdnomen erklaren? Es ist zu vermu-
ten, dass die fehlende Phosphorylierung einen Einfluss auf die NCAM-vermittelten
Signalwege ausuibt, die darin involviert sind, den Transkriptionsfaktor CREB zu aktivie-
ren. Somit kdnnte wieder bestatigt werden, dass die Phosphorylierung an Serin 774 im
NCAM 140 einen entscheidenden Einfluss auf das Neuritenwachstum hat. Anhand der
erhaltenen Ergebnisse mit dem RTCA Gerat wurde gezeigt, dass die B35-NCAM140-
S774A-Zellen mit Stimulation des C3-Peptides annahernd ein gleich starkes
Neuritenwachstums aufweisen wie die B35-NCAM140 (WT)-Zellen ohne Stimulation.
Es ist somit denkbar, dass das C3-Pepitd in den B35-NCAM140-S774A-Zellen nur die
,hormale® angestrebte homophile NCAM-Bindung verstarkt bzw. imitiert. Wie in den
Western Blot-Analysen gezeigt wurde, konnte in den B35-NCAM140 (WT)-Zellen ohne
Stimulation durch das C3-Peptid ebenfalls keine Phosphorylierung und dadurch erfolg-
te Aktivierung von CREB beobachtet werden. Wenn sich die Zellen mit der Mutation
von Serin zu Alanin in Anwesenheit des C3-Peptides genauso verhalten wie die B35-
NCAM140 (WT)-Zellen, lasst sich das gezeigte Ergebnis eventuell dadurch erklaren.

Weiterhin ist auch zu vermuten, dass das mit Hilfe des C3-Peptides induzierte
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Neuritenwachstum in den B35-NCAM140-S774A-Zellen durch Aktivierung weiterer
Transkriptionsfaktoren induziert wird und CREB dadurch nur eine untergeordnete Rolle
in diesen Zellen einnimmt. Jessen et al. konnten in ihren Versuchen zeigen, dass ne-
ben CREB auch c-FOS fur das NCAM-vermittelte Neuritenwachstum notwendig ist und
dass weder CREB noch c-FOS die Inaktivierung des jeweils anderen Transkriptions-
faktors kompensieren konnen [86]. Weiterhin induziert das C3-Peptid durch die Imitie-
rung der homophilen NCAM-NCAM-Bindung ebenso die Expression an c-Fos [27].
Ferner ist bekannt, dass der Transkriptionsfaktor NFkB an der NCAM-stimulierten
Signaltransduktion und dem daraus resultierenden Neuritenwachstum beteiligt ist [92]
[134]. Der Einfluss auf diese Transkriptionsfaktoren kdnnte Gegenstand zukinftiger

Untersuchungen sein.

4.2.2 Untersuchungen zum ERK-Signalweg

Es ist bekannt, dass NCAM Uber die kleine GTPase Ras den MAPK-Signhalweg akti-
viert und es wird postuliert, dass dieser durch NCAM mittels FAK aktivierte Ras-MAPK-
Signalweg fir die maximal moégliche Stimulation des Neuritenwachstums durch NCAM
notwendig ist [27]. Da ERK downstream von MAP gelegen ist, wurde diese Kinase zur
Analyse der NCAM-induzierten Signalwege ausgewahlt. Dass das Clustering von
NCAM 140 auf der Oberflache neuronaler Zellen die Phosphorylierung von ERK1 und
ERK2 induziert, die im weiteren Verlauf zu einer Phosphorylierung des Transkriptions-
faktors CREB an Serin 133 fihrt, konnten Schmid et al. in ihren Experimenten zeigen
[78]. Auch Niethammer et al. konnten eine Erhdhung der Phosphorylierung von ERK1
und ERK2 nach Stimulation von Neuroblastomzellen mit polyklonalen NCAM Antikor-
pern beobachten [48].

Bei den Versuchen zur Untersuchung von ERK und Phospho-ERK wurden die Zellen
zum einen nur mit dem C3-Peptid stimuliert und zum anderen vor Peptidzugabe mit
dem FGFR1-Inhibitor SU5402 versetzt. Dadurch sollte es erméglicht werden, einen
Unterschied zwischen der Aktivierung von ERK Uber den FGF-Rezeptor-abhéangigen
und -unabhangigen Weg aufzuzeigen.

Die Western Blot-Analysen zeigten keinen signifikanten Unterschied in der Expression
an ERK1 und ERK2 nach Stimulation mit dem C3-Peptid in den B35-NCAM140 (WT)-
Zellen, B35-NCAM140-S774A-Zellen und NCAM140-S774D-Zellen (siehe Abb. 19).
Dagegen jedoch kam es in Anwesenheit des FGFR1-Inhibitors zu einer verstarkten
Expression von ERK1 und ERK2, die in allen NCAM-exprimierenden B35-Zelllinien
gleich stark zu beobachten war. Bei der Analyse von Phospho-ERK konnte gezeigt

werden, dass alle NCAM-transfizierten B35-Zellen in Abwesenheit des Inhibitors
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Phospho-ERK gleich stark exprimieren (siehe Abb. 20). Es war kein Unterschied zwi-
schen ihnen erkennbar. Unter Zugabe des Inhibitors war eine starke Abnahme der
Phospho-ERK Expression zu beobachten und Phospho-ERK war kaum detektierbar.
Es konnte jedoch erneut kein Unterschied zwischen den jeweiligen B35-Zelllinien er-
kannt werden. Die starke Abnahme der Phospho-ERK Expression in Anwesenheit des
Inhibitors deutet darauf hin, dass die mittels C3-Petid induzierte NCAM-vermittelte
Signaltransduktion, welche in der Aktivierung von ERK endet, tber den FGF-Rezeptor-
abhangigen Weg verlauft. Diese Beobachtung wirde mit der von Ditlevsen et al. auf-
gestellten Vermutung Ubereinstimmen, dass das C3-Peptid die erhohte Phosphorylie-
rung von ERK durch eine Aktivierung des FGF-Rezeptors, der Src-Kinasen, MEK und
G-Proteinen vermittelt [132]. Erstaunlicherweise war kein Unterschied zwischen den
generierten NCAM-Mutanten nachweisbar. Obwohl bekannt ist, dass dieser FGF-
Rezeptor-abhangige Weg eine Moglichkeit der Signalweiterleitung zum Transkriptions-
faktor CREB darstellt, scheint er jedoch fir die zuvor beobachteten Unterschiede in
den Versuchen zur Aktivierung dieses Transkriptionsfaktors nicht verantwortlich zu
sein. Die nicht nachweisbare Aktivierung von CREB in den B35-Zellen, bei denen die
Phosphorylierung an Serin 774 verhindert wurde, korreliert dabei nicht mit den hier er-
haltenen Resultaten beziiglich der Expression an Phospho-ERK. Aufgrund dieses Re-
sultates kann somit gesagt werden, dass die Phosphorylierungsstelle an Serin 774 in
der cytoplasmatischen Doméane von NCAM keinen Einfluss bei der Signalweiterleitung
Uber den FGR-Rezeptor-abhéngigen Signalweg ausiibt. Daher scheint es, resultierend
aus den vorherigen gezeigten Ergebnissen, wahrscheinlich, dass es weitere Mdglich-
keiten gibt, die fur die unterschiedliche Aktivierung von CREB und dem daraus resultie-

renden unterschiedlichen Neuritenwachstum verantwortlich sind.

4.2.3 Untersuchung des Sighalweges Uber die Fokale Adhasionskinase

Um zu Uberprifen, ob der FGF-Rezeptor-unabhangige Weg entscheidend fur die in
dieser Arbeit beobachtete unterschiedliche Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB
ist, wurde der Einfluss der Fokalen Adh&sionskinase (FAK) untersucht. Beggs et al.
konnten in ihren Versuchen eine Interaktion von NCAM 140 mit der Fokalen
Adhésionskinase p125™ nachweisen. Des Weiteren zeigten sie, dass die Behandlung
von NCAM mit Antikdrpern, die die homophile NCAM-Bindung imitieren, in einer Stei-
gerung der Phosphorylierung von Tyrosin 925 der p125™ resultiert [80]. Schlaepfer et
al. konnten zeigen, dass mehrere Mechanismen durch FAK in Anspruch genommen
werden kénnen, um den MAPK-Signalweg zu stimulieren. Ein besagter ist, dass FAK

an Tyrosin 925 phosphoryliert wird, es dadurch tber die Ausbildung des Grb2/SOS
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Komplexes zur Aktivierung der kleinen GTPase Ras kommt und dadurch der MAPK-
Signalweg aktiviert wird [82]. Wie bereits erwahnt, ist dieser durch NCAM mittels FAK
aktivierte Ras-MAPK-Signalweg flr die maximal mdgliche Stimulation des Neuriten-
wachstums durch NCAM notwendig [27].

Es wurde ein Fokale Adhasionen Assay durchgefihrt, bei dem untersucht werden soll-
te, ob die Phosphorylierungsstelle an Serin 774 einen Einfluss auf die Paxillin-
enthaltenen Fokalen Adhasionen ausiibt. Diese Fokalen Adhasionen funktionieren wie
Schlisselsensoren, die extrazellulare Signale integrieren, diese daraufhin mit dem
Zytoskelett der Zelle verbinden und dadurch letztendlich eine komplexe Zellantwort
vermitteln [135]. Daftir wurde ein Farben mit einem gegen Paxillin gerichteten Antikor-
per durchgefiihrt. Paxillin ist ein Adapterprotein der Fokalen Adhasionen und wurde als
Bindungspartner von FAK identifiziert. Weiterhin wird auch vermutet, dass es als Ver-
mittler der FAK-Lokalisierung gilt [83]. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl optisch
in den mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie angefertigten Fotos als auch nach der
Analyse und Quantifizierung mittels ImageJ Software ein deutlicher Unterschied in der
Ausbildung an Paxilin-enthaltenen Fokalen Adhasionen zwischen mit NCAM-
transfizierten und untransfizierten B35-Zellen zu beobachten ist. Auf den Fotos ist zu
erkennen, dass die untransfizierten B35-Zellen sehr wenige nahezu kaum sichtbare
Fokale Adhasionen ausbilden. Die B35-Zellen besitzen 0,76 Fokale Adhasionen pro
Zelle. Im Vergleich dazu weisen alle anderen mit NCAM-transfizierten B35-Zellen in
den Fotos Paxillin-enthaltene Fokale Adhasionen auf (siehe Abb. 21). Auch dies fand
mittels ImageJ Analyse Bestatigung. 13,32 Fokale Adhasionen und damit die wenigs-
ten besitzen die Zellen, die das NCAM 140 (WT) Uberexprimieren. Die Zellen mit der
Mutation von Serin zu Alanin (S774A) bilden 15,81 Fokale Adhésionen pro Zelle aus.
Mit 17,59 Fokalen Adhésionen pro Zelle bilden die Zellen mit der Mutation zu Aspara-
ginsaure (S774D) am meisten Fokale Adhasionen aus (siehe Tab. 12). Diese Aussage
stimmt mit der Analyse der Fotos Uberein. Nach Signifikanzprifung mittels t-Test muss-
te jedoch festgestellt werden, dass der Unterschied zwischen der Ausbildung an Foka-
len Adhasionen innerhalb der NCAM-transfizierten Zellen nicht signifikant ist. Dagegen
jedoch ist der gezeigte Unterschied zwischen transfizierten und untransfizierten B35-
Zellen signifikant (siehe Abb. 22). Es wurde somit gezeigt, dass die Phosphorylie-
rungsstelle an Serin 774 in der cytoplasmatischen Domane von NCAM 140 keinen Ein-
fluss auf die Ausbildung an Fokalen Adhasionen ausibt.

Weiterhin wurde mit Hilfe des Western Blots analysiert, ob es einen Unterschied in der
Expression von FAK in den jeweiligen B35-Zelllinien gibt und ob die Phosphorylie-
rungsstelle Serin 774 darauf einen Einfluss hat. Diese Versuche wurden zum einen in

Anwesenheit des Peptides und zum anderen ohne erfolgte Stimulation durch das C3-
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Peptid durchgefuhrt. Es wurde nachgewiesen, dass alle B35-Zellen, die stabil mit ei-
nem NCAM-Konstrukt transfiziert wurden, FAK exprimieren. Im unstimulierten Zustand
war dabei zwischen den mit NCAM-transfizierten B35-Zellen kein Unterschied zu er-
kennen. Bei den untransfizierten B35-Zellen war sowohl mit als auch ohne Peptid kei-
ne Expression von FAK detektierbar. Dieses Ergebnis findet Ubereinstimmung mit den
erhaltenen Fotos und deren Quantifizierung, bei denen diese Zellen nur 0,76 Fokale
Adhéasionen pro Zelle aufwiesen. Nach Zugabe von C3-Peptid war zwischen den jewei-
ligen NCAM-transfizierten Zellen ebenfalls kein Unterschied nachweisbar. Die Expres-
sion an FAK in Anwesenheit des Peptides liel3 sich um das 1,2 bis 1,3-fache erhdhen.
Es konnte sowohl in Anwesenheit des C3-Peptides als auch in Abwesenheit kein Un-
terschied in der Expression an FAK zwischen den B35-Zellen, die NCAM140 (WT)
exprimieren, und den B35-Zellen, die die Mutation von Serin zu Alanin oder von Serin
zu Asparaginsaure aufweisen, festgestellt werden. Daher kann nach Analysierung des
FAK-Signalweges gesagt werden, dass die Phosphorylierungsstelle an Serin 774
ebenfalls keinen Einfluss auf den FGF-Rezeptor-unabhangigen Signalweg ausiibt. Da
nun der FGF-Rezeptor-abhdngige und -unabhéngige Weg fiir die nachgewiesene un-
terschiedliche Aktivierung von CREB in dieser Arbeit ausgeschlossen werden kénnen,
muss es einen hiervon unabhéngigen Weg geben, der fir die gezeigten Ergebnisse

verantwortlich ist.

4.3 Untersuchungen zur Endozytose und zum Abbau von NCAM

Aufgrund der erhaltenen und zuvor diskutierten Ergebnisse dieser Arbeit liel3 sich die
nicht vorhandene Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB und das unterschiedli-
che Neuritenwachstum der B35-Zellen, die die Mutation von Serin zu Alanin aufweisen,
nicht Uber die sonst Ublichen NCAM-induzierten Signalwege, die in einer Aktivierung
von CREB enden, nachweisen. Da neuere Erkenntnisse zur Signaltransduktion von
NCAM zeigten, dass die Endozytose und Signaltransduktion korrelieren, wurden Un-
tersuchungen zur Endozytose und zum Abbau von NCAM durchgefiihrt [104]. Dadurch
sollte untersucht werden, ob Ruckschlusse auf die zuvor erhaltenen Ergebnisse zur
Untersuchung der Signaltransduktion gezogen werden kénnen. Zur Beantwortung die-
ser Fragestellung wurden mit Hilfe einer nicht radioaktiven Methode, bei der Biotin als
Marker verwendet wurde, die Halblebenszeiten der jeweiligen B35-Zelllinien bestimmt.
Es konnte anhand der Western Blot-Analyse gezeigt werden, dass es in den jeweiligen
B35-Zelllinien mit erfolgter Zeitzunahme zum erwarteten Abbau von NCAM kommt
(siehe Abb. 24). Die am starksten detektierbare Bande befindet sich bei allen NCAM-

Konstrukten bei 0 Stunden. Nach Quantifizierung der NCAM-spezifischen Banden mit
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der GelEval 1.22 Software wurden die Halblebenszeiten (T,,) der unterschiedlichen
NCAM-Konstrukte errechnet (siehe Tab. 13). Es zeigte sich, dass die B35-Zellen, die
stabil mit NCAM 140 (WT) transfiziert wurden, eine durchschnittliche Halblebenszeit
von 29 +/- 5 h aufweisen. Die Mutation von Serin 774 zu Alanin (S774A) in den B35-
NCAM140-S774A-Zellen fuhrt zu einer Reduzierung der Halblebenszeit auf 19 +/- 5 h.
In den B35-NCAM140-S774D-Zellen, die die Mutation von Serin zu Asparaginsaure
(S774D) aufweisen, konnte kein Effekt im Vergleich zum NCAM140 (WT) gezeigt wer-
den und ihre Halblebenszeit liegt bei 28 +/- 5 h. Es ist somit festzuhalten, dass die
B35-NCAM140-S774A-Zellen, die die Mutation von Serin zu Alanin aufweisen, die ge-
ringste Halblebenszeit besitzen und die Phosphorylierungsstelle an Serin 774 einen
Einfluss auf die Endozytose der Zellen ausubt. Wie lasst sich nun der Einfluss der
Phosphorylierungsstelle auf die geringere Halblebenszeit und dadurch beschleunigte
Endozytose der B35-NCAM140-S774A-Zellen erklaren? Es konnte bereits im NCAM-
verwandten Molekil ApCAM in Aplysia californica gezeigt werden, dass die Phospho-
rylierung einer MAP-Kinase innerhalb der PEST Sequenz Voraussetzung fir seine
Endozytose ist [136]. Die PEST Sequenz HTEPNETTPLTEPE von NCAM 140 beinhal-
tet ebenfalls eine Sequenz, die der Konsensussequenz fir MAP-Kinasen entspricht
[137]. Das einzige bekannte destabilisierende Motiv in der cytoplasmatischen Domane
von NCAM ist seine PEST Sequenz, die reich an Prolin, Glutaminsaure, Serin und
Threonin ist [101]. Analog zum ApCAM-Molekl konnte in der Arbeitsgruppe um Diestel
et al. gezeigt werden, dass es durch Austausch des MAP-Kinase Konsensus-
sequenzmotives innerhalb der PEST Sequenz von NCAM 140 und NCAM 180 zu einer
veranderten Endozytose kommt [101]. Da sich die Phosphorylierungsstelle Serin 774
in der Néhe der PEST Sequenz von NCAM 140 in der cytoplasmatischen Doméne be-
findet, ist es mdoglich, dass dadurch ebenso ein Einfluss auf das MAP-Kinase
Konsensussequenzmotiv ausgetbt wird und die Endozytose deshalb in den Zellen, die
die Mutation zu Serin aufweisen, erhoht ist. Welchen Einfluss die fehlende Phosphory-
lierungsstelle hier einnimmt, konnte Schwerpunkt zukinftiger Untersuchungen sein.

Welche Rickschlisse lassen sich nun auf die zuvor erhaltenen Ergebnisse zur Unter-
suchung der Signaltransduktion ziehen? Es kénnte zum einen vermutet werden, dass
der schnellere turnover von dem NCAM-S774A-Konstrukt die Proteinrekrutierung zu
NCAM verhindert und dadurch das geringere Neuritenwachstum zu erklaren ist. Zum
anderen gibt es, wie bereits erwéhnt, neue Erkenntnisse zur Signaltransduktion von
NCAM und seiner Endozytose. Die Arbeitsgruppe um Kleene et al. konnte kirzlich in
ihren Versuchen zeigen, dass die Stimulation von NCAM mit NCAM-Antikorpern in ei-
ner proteolytischen Prozessierung von NCAM und FAK resultiert. Dabei werden das C-

terminale Fragment von NCAM, welches aus der intrazellularen Domane, der
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Transmembrandomane und einem Teil der extrazellularen Doméane besteht, und das
N-terminale Fragment von FAK in den Zellkern importiert. Der Weg, Uber den das
transmembrane NCAM-Fragment den Zellkern in einer Calmodulin- und Ca?-
abhangigen Weise erreicht, erfolgt durch endozytotischen Transport Uber das Endo-
plasmatische Retikulum und Zytoplasma. Darlber hinaus wird bereits diskutiert, dass
dadurch verschiedene Transkriptionsfaktoren beeinflusst werden kénnen [104]. Es ist
somit vorstellbar, dass durch die erhohte Endozytose der B35-Zellen, die NCAM140-
S774A uUberexprimieren, veranlasst wird, dass mehr transmembrane NCAM-Fragmente
in den Zellkern transportiert werden als bei den B35-Zellen, die NCAM140 (WT) und
NCAM140-S774D uberexprimieren. Die daraufhin in den Zellkern gelangenden NCAM-
Fragmente konnten aufgrund ihres verstarkten Imports zum einen die Assoziation mit
anderen Kernproteinen behindern und zum anderen ein Blockieren der Transkription
bewirken. Dadurch ist es mdglich, dass durch den verstarkten Import von NCAM-
Fragmenten in den Zellkern die Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB blockiert
ist. Somit ware die nicht vorhandene Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB in
den B35-NCAM140-S774A-Zellen zu erklaren. Die B35-Zellen, die NCAM140 (WT)
und NCAM140-S774D Uberexprimieren, wirden aufgrund ihrer langeren Halblebens-
zeiten weniger NCAM-Fragmente in den Zellkern importieren und fuhren dadurch wo-
mdoglich nicht zu einer kompletten Blockierung der Transkription, sondern erméglichen
noch eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB.

Kleene et al. beschreiben weiterhin, dass dieses Modell der proteolytischen Prozess-
sierung von NCAM und FAK Calmodulin-abhangig ist. Sie konnten zeigen, dass so-
wohl der Zellkerntransport als auch das erhéhte Neuritenwachstum abgeschafft wer-
den, wenn es zu einer Veranderung des Calmodulin-Bindungs-Motives in der
cytoplasmatischen Doméne von NCAM durch Einfiigen einer Mutation kommt [104].
Obwohl das erforderliche Calmodulin-Bindungs-Motiv nicht weit entfernt von unserer
Phosphorylierungsstelle Serin 774 liegt, scheint diese, im Gegensatz zur PEST Se-

guenz, keinen Einfluss auf das Calmodulin-Bindungs-Motiv auszuiiben.

4.4 Neues Modell der méglichen Signalweiterleitung zum Transkriptionsfak-
tor CREB

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass sowohl die unterschiedliche Aktivierung des
Transkriptionsfaktors CREB als auch das dadurch unterschiedlich resultierende
Neuritenwachstum der jeweiligen NCAM-iiberexprimierenden B35-Zellen nicht tber die

zwei bekannten NCAM-induzierten Signalwege erfolgte. Aus diesem Grunde wurde ein
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neues Modell der mdglichen Signalweiterleitung aufgestellt, das in der folgenden Abb.
26 dargestellt wird.
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Abb. 26: Mogliches Modell der Signalweiterleitung zum Transkriptionsfaktor
CREB

In dieser Abbildung wird die moégliche NCAM-induzierte Signalweiterleitung zum Trans-
kriptionsfaktors CREB dargestellt. Dabei wird gezeigt, dass die mittels proteolytischer
Prozessierung entstandenen C-terminalen NCAM-Fragmente durch endozytotischen
Transport Uber das Endoplasmatische Retikulum und Zytoplasma in den Zellkern im-
portiert werden. Dort kénnen diese dann die Aktivierung vom Transkriptionsfaktor
CREB blockieren (roter Strich). Weiterhin ist zu erkennen, dass sowohl der durch
NCAM-induzierte FGF-Rezeptor-abhéngige als auch -unabhangige Weg keinen Ein-
fluss auf die Aktivierung von CREB zeigen (grtiner Pfeil).

Es konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierungsstelle an Serin 774 keinen Ein-
fluss auf den FGF-Rezeptor-abhéngigen und -unabhangigen Weg ausubt, die in einer
Aktivierung von CREB enden. Die unterschiedliche CREB-Aktivierung der in dieser Ar-
beit generierten NCAM-Konstrukte ist Gber ihre unterschiedlichen Halblebenszeiten zu
erklaren. Dazu wurde das von Kleene et al. aufgestellte Modell herangezogen. Wie in
der Abb. 26 dargestellt, kommt es durch proteolytische Prozessierung von NCAM zur
Entstehung eines l6slichen NCAM-Fragmentes und zur Entstehung eines C-terminalen
NCAM-Fragmentes. Dabei wird das C-terminale NCAM-Fragment, welches aus der in-
trazellularen Domane, der Transmembrandomane und einem Teil der extrazellularen

Doméne besteht, in den Zellkern importiert. Der Weg, Uber den das C-terminale
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NCAM-Fragment den Zellkern durch Kernporen in einer Calmodulin- und Ca?'-
abhangigen Weise erreicht, erfolgt durch endozytotischen Transport Uber das Endo-
plasmatische Retikulum und Zytoplasma [104]. Im Zellkern kénnen diese NCAM-
Fragmente dann zum einen die Assoziation mit anderen Kernproteinen behindern und
zum anderen die Aktivitat von Transkriptionsfaktoren beeinflussen. In dieser Arbeit
wurde gezeigt, dass die Endozytose der B35-Zellen, die das NCAM140-S774A
Uberexprimieren, im Vergleich zu den NCAM140 (WT)- und NCAM140-S774D-
Uberexprimierenden Zellen, erhoht ist. Diese erhdohte Endozytose konnte zu einem
verstarkten Import von NCAM-Fragmenten in den Zellkern fiihren und dadurch dort die
Aktivierung von CREB blockiert werden.

Fir die Zukunft besteht die Moglichkeit, weitere Untersuchungen beziglich der NCAM-
induzierten Signalwege durchzufiihren. Dabei kdnnte untersucht werden, inwieweit die
Phosphorylierungsstelle einen Einfluss auf die anderen bekannten Transkriptionsfakto-
ren hat, von denen man weif3, dass auch sie im NCAM-induzierten Neuritenwachstum
involviert sind. Dabei waren der Transkriptionsfaktor c-Fos und NFxB zu erwdhnen.
Des Weiteren konnten die begonnen Untersuchungen zur Aktivierung des FGF-
Rezeptors fortgefihrt werden, um die hier aufgefiihrten Aussagen weiter zu bekréafti-
gen. Es ware sicherlich auch von Interesse, das neu aufgestellte Modell der Signalwei-
terleitung von NCAM zum Transkriptionsfaktor CREB genauer zu analysieren. Dabei
kénnte, wie es in den Versuchen von Kleene et al. gezeigt wurde, der Kerntransport
nochmals genauer untersucht werden. Ferner kénnte untersucht werden, welchen Ein-
fluss die Phosphorylierung in den generierten NCAM180-Konstrukten hat und ob dort,
wie in Versuchen anderer Arbeitsgruppen beobachtet wurde, ebenfalls ein ersichtlicher

Einfluss zu erkennen ist.
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5 Zusammenfassung

Das neurale Zelladhasionsmolektl NCAM ist ein membrangebundenes Glykoprotein
der Immunglobulin-Superfamilie, welches vor allem auf der Oberflache von Nervenzel-
len exprimiert wird. NCAM spielt eine entscheidende Rolle wéahrend der Embryonal-
entwicklung und ist auRerordentlich wichtig fur die Formierung von Zellgruppen sowie
bei Prozessen der neuronalen Entwicklung, wie z. B. der Migration von Neuroblasten
und dem Auswachsen von Neuriten. Es tragt im spateren Verlauf auch zum Erhalt der
synaptischen Plastizitat und Regenerationsfahigkeit von Nervengewebe bei. Homophi-
le NCAM Bindungen vermitteln Adhasion zwischen Zellen und flhren zu einer Aktivie-
rung eines komplexen Netzes intrazellularer Signalkaskaden. NCAM besitzt neben der
extrazellularen Doméane, die aus funf Ig-artigen Domé&nen und zwei membrannahen
Fibronektin-Typ-Ill-homologen Doméanen besteht, auch eine grof3e cytoplasmatische
Domane. Diese cytoplasmatische Domane spielt eine entscheidende Rolle bei der
Signalweiterleitung und beim NCAM-induzierten Neuritenwachstum. Sie besitzt, ab-
hangig von der Isoform, bis zu 49 potentielle Phosphorylierungsstellen. Obwohl be-
kannt ist, dass es beim NCAM-induzierten Neuritenwachstum zu einer verstarkten
Phosphorylierung der cytoplasmatischen Domane von NCAM kommt, war bisher nicht
bekannt, welche der Phosphorylierungsstellen daran beteiligt sind.

In dieser Arbeit wurden mit Hilfe des Computerprogrammes NetPhos 2.0 die potentiel-
len Phosphorylierungs-Wahrscheinlichkeiten fir die cytoplasmatische Doméane von
NCAM (Maus) bestimmt. Die hdchste Wahrscheinlichkeit flr eine Phosphorylierung
zeigte dabei Serin 774 mit einem Wert von 0,994. Die Phosphorylierung des Serin 774
wurde auch in mehreren Phospho-Proteomanalysen gefunden. Aus diesem Grund
wurde diese potentielle Phosphorylierungsstelle an Serin 774 ausgewahlt und ihre Be-
deutung bei der Signaltransduktion des NCAM-Molekiles untersucht. Daflir wurden mit
Hilfe der ortsgerichteten Mutagenese Mutationen in die NCAM140-cDNA Konstrukte
der Maus eingefigt. Die Aminosdure Serin 774 wurde zum einen gegen die nicht
phosphorylierbare Aminoséure Alanin (S774A) und zum anderen gegen die Aminosau-
re Asparaginsaure (S774D) ersetzt, womit eine negative Ladung an die potentielle
Phosphorylierungsstelle addiert wurde und dadurch eine dauerhafte Phosphorylierung
imitiert wurde. Anschlieend wurden diese NCAM-Konstrukte in B35-Neuroblastom-
zellen exprimiert und der Einfluss dieser Mutationen auf die Signaltransduktion von
NCAM untersucht. Dazu wurden die Zellen mit einem NCAM-analogen Peptid (C3-
Peptid) stimuliert, um eine homophile NCAM-NCAM Interaktion zu imitieren und eine
NCAM-vermittelte Signaltransduktion zu induzieren. Die Stimulation mit dem C3-Peptid
fuhrte in den NCAM140-S774A-transfizierten Zellen gegeniber den NCAM140 (WT)-
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transfizierten und NCAM140-S774D-transfizierten Zellen zu einer deutlichen Reduktion
des Neuritenwachstums. Auf molekularer Ebene zeigte sich eine verringerte Aktivie-
rung des Transkriptionsfaktors CREB. CREB ist der zentrale Transkriptionsfaktor bei
der Induzierung des Neuritenwachstums. Die NCAM-vermittelte CREB-Aktivierung ist
Uber einen FGF-Rezeptor-abhéngigen und -unabhangigen Weg moglich. Beiden Sig-
nalwegen gemeinsam ist die Aktivierung von ERK. Um die Aktivierung von ERK nach
NCAM-Stimulation mit dem C3-Peptid in den jeweiligen NCAM-exprimierenden B35-
Zellen zu untersuchen, wurde die Phosphorylierung von ERK in Gegenwart von einem
FGFR1-Inhibitor analysiert. Dabei zeigte sich, dass die Mutation von Serin zu Alanin
(S774A) weder einen Einfluss auf den FGF-Rezeptor-abhdngigen noch auf den
-unabhangigen Weg ausiibt. Eine weitere zentrale Rolle bei der NCAM-vermittelten
Signaltransduktion spielt die Fokale Adhasionskinase FAK. Interessanterweise zeigten
alle NCAM-Uberexprimierenden Zellen eine verstéarkte Ausbildung von Fokalen Adhé&-
sionen. Jedoch weder in der Ausbildung an Fokalen Adhasionen noch in der FAK-
Expression zeigten die NCAM-Mutanten einen Unterschied im Vergleich zum
NCAM140 (WT).

Endozytiertes NCAM kann gespalten und diese NCAM-Fragmente kdnnen in den Zell-
kern importiert werden. Aus diesem Grund wurde Uber Bestimmung der Halblebenszei-
ten der jeweiligen NCAM-Mutanten der Einfluss der Mutationen auf die Endozytose
von NCAM untersucht. In den B35-NCAM140-S774A-Zellen, die die Mutation von Serin
zu Alanin aufweisen, kam es zu einer Reduzierung der Halblebenszeit (T,,) auf 19 +/-
5 h im Vergleich zu den B35-NCAM140-S774D-Zellen mit Ty, von 28 +/- 5 h und den
B25-NCAM140 (WT)-Zellen mit T,, von 29 +/- 5 h. Somit konnte gezeigt werden, dass
die Phosphorylierungsstelle an Serin 774 einen Einfluss auf die Endozytose ausubt.
Eine solche erhdhte Endozytose von NCAM koénnte zu einem verstarkten Import von
NCAM-Fragmenten in den Zellkern fihren und dort die Aktivierung von CREB blockie-
ren. Dies wirde das verringerte Neuritenwachstum in den B35-NCAM140-S774A-

Zellen erklaren.
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6 Summary

The neural cell adhesion molecule NCAM is a membrane-associated glycoprotein of
the immunoglobulin-super family, which is highly expressed on the cell surface of neu-
ronal cells. NCAM plays an important role during the embryonic development and is
very important in formation of cell groups as well as during processes of the neuronal
development, such as migration of neuroblasts and regulated outgrowth of neurites. It
is not only crucial during the development of the nervous system but it is also very im-
portant for synaptic plasticity and the ability of regeneration of nerve tissue. Homophilic
NCAM binding mediates cell adhesion and leads to the activation of a complex network
of intracellular signaling cascades. NCAM possesses an extracellular domain, which
consists of five immunoglobulin-like domains and two fibronectin-type-lll-domains.
Apart from that NCAM also has a large intracellular domain, which plays an important
role in signal transduction and during NCAM-induced neurite outgrowth. This cytoplas-
mic domain of NCAM contains, depending on the isoform, up to 49 potential phosphor-
ylation sites. Although it is known that during the NCAM-induced neurite outgrowth the
phosphorylation of the intracellular domain increases, it is not yet known which phos-
phorylation sites are involved.

We have indentified serine 774 as the major potential phosphorylation site of the cyto-
plasmic domain of NCAM (mouse) with a value of 0,994 using the NetPhos 2.0 tool.
Phosphorylated serine 774 has also been found in several phosphoproteomic anal-
yses. Therefore we further analyzed whether phosphorylation of serine 774 is involved
in NCAM-mediated signal transduction. By PCR-based site-directed mutagenesis, we
mutated serine 774 of NCAM 140 to alanine (S774A), which can not be phosphorylated
and to aspartic acid (S774D), which adds a negative charge at the potential phosphory-
lation site. B35 neuroblastoma cells, which express very low levels of endogenous
NCAM, were stably transfected with NCAM140, NCAM140-S774A and NCAM140-
S774D, respectively and effects on NCAM-mediated signal transduction were investi-
gated. Cells were stimulated by the NCAM-mimetic C3 peptide that binds to NCAM,
mimics the homophilc NCAM-NCAM interaction and stimulates the NCAM-mediated
signal transduction. In the presence of the C3 peptide, B35 cells expressing
NCAM140-S774A were less potent to extend neurites compared to cells expressing
NCAM140-S774D vs. wild-type NCAM140. On molecular level we found significant
phoshphorylation of CREB only in NCAM140 or NCAM140-S774D-transfected B35
cells. Phosphorylation of CREB was not observed in B35 cells transfected with
NCAM140-S774A. Two principal pathways describe how the neurite outgrowth-
promoting signal is transduced by NCAM 140, first an FGF receptor dependent path-
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way and second an FGF receptor independent pathway. Both are known to activate
ERK. Therefore we analyzed the activation of ERK in the different NCAM-expressing
B35 cells after stimulating with the C3 peptide in absence and presence of the FGFR1-
inhibitor. Interestingly we could neither observe an influence of our mutation from ser-
ine to alanine (S774A) on the FGF-receptor dependent nor on the FGF-receptor inde-
pendent way. Another central role during NCAM-mediated signal transduction plays the
focal adhesion kinase FAK. NCAM overexpression resulted in increased focal adhe-
sions. However, neither the expression of focal adhesions nor the expression of FAK
was different among our NCAM-mutants.

Recently it has been shown, that fragments of NCAM could be imported into the nucle-
us by endocytotic transport. Therefore we wanted to know, whether serine 774 is in-
volved in the regulation of endocytosis. Therefore degradation time of NCAM140,
NCAM140-S774A and NCAM140-S774D was determined. In B35 cells, NCAM140 had
an average half-life of degradation of 29 +/- 5 hours. Mutation of serine to 774 to ala-
nine led to a reduction of half-life to 19 +/- 5 hours, whereas mutation to aspartic acid
had no effect with 28 +/-5 hours. Consequently we could show that the phosphorylation
site serine 774 influences the endocytosis of the NCAM molecule. Such an increased
endocytosis of NCAM could lead to an increased import of NCAM fragments into the
nucleus and finally blocks the activation of CREB. That could be an explanation for the

decreased neurite outgrowth of the B35 cells expressing NCAM-S774A.
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