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Einleitung

Einleitung

Die Orientierung in der Umwelt, das Finden von Wegen zu bestimmten Orten,
stellt in gewisser Weise ein Charakteristikum und eine Voraussetzung fiir die
Hoherentwicklung des Lebens dar, und dies nahezu auf allen Stufen der Organisa-
tion. Grundlage hierfiir ist zum einen die Fihigkeit zur Bewegung als solches, zum
anderen die Moglichkeit, diese Bewegung im Raum zu orientieren. Die ortsgerich-
tete Bewegung findet also als Antwort auf und in direkter Abhingigkeit von der
jeweiligen Umgebung statt. Relativ unerheblich ist dabei, ob die Bewegung einen
Ortswechsel des Objektes zur Folge hat, oder ob diese fixiert sich ganz oder nur mit
Teilen im Raum orientieren. Um eine Raumortientierung zu erméglichen, haben
sich im Laufe der Evolution und spiter unter dem, was gemeinhin als Zivilisation
bezeichnet wird, verschiedenste Methoden entwickelt und etabliert. Der moderne
Mensch entfernt sich hierbei immer weiter von den natiirlichen Wegweisern wie
dem Erdmagnetfeld oder dem Stand der Sonne, denen zum Beispiel die Vgel fol-
gen. Er baut sich sein eigenes, synthetisches Navigationssystem, entsprechend sei-
ner geistigen und technischen Fihigkeiten auf. Die wichtigste Erfindung,
besonders fiir einen Ortswechsel iiber groflere Strecken, stellen sicher seit langem
Land- oder Seekarten dar, die den entsprechenden Bereich der Umwelt mit zuneh-
mender Weiterentwicklung der Kartographie immer priziser und detaillierter
beschreiben und abbilden. Eine solche Karte ist jedoch ohne die Kenntnis der eige-
nen momentanen Position fiir das Finden des richtigen Weges von geringem Nut-
zen. Gewisse, leicht erkennbare natiirliche Anhaltspunkte und eine zunechmende
Kennzeichnung der Unwelt waren lange Zeit die Hilfsmittel, mit denen eine Ori-
entierung moglich war. Um diese grundlegende Voraussetzung eines gezielten
Ortswechsels aber eindeutig und unabhingig von Anderungen der Topographie
sicher zu stellen, wurde in den letzten Jahren ein technische Losung entwickelt:
Das global positioning system, oder kurz GPS. Dieses System ermoglicht es, die
momentane Position basierend auf Positionsdaten verschiedener Satelliten zu
berechnen. Dies, in Kombination mit immer detaillierteren und priziseren Karten,
versetzt den Menschen in die Lage, sich vollig ohne Kenntnis seiner Umgebung,

nahezu ferngesteuert von Punkt A nach Punkt B zu bewegen.

Das Problem der Orientierung und der Navigation ist jedoch nicht nur auf ganze

Organismen mit in Abstimmung arbeitenden Zellen und Zellkomplexen, wie bei-
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spielsweise den Menschen, beschrinkt, sondern ist generell von zentraler Bedeu-
tung bei dem Aufbau eines solchen Organismus aus seinen zelluliren
Komponenten. So unterschiedlich die Navigationssysteme unserer modernen Zivi-
lisation und die Mechanismen lebender Organismen, ihre Organe oder einzelne
Zellen gerichtet zu bewegen oder wachsen zu lassen, auch sein mégen, haben sie
doch eine grundlegende Gemeinsamkeit: Es ist zu Beginn der Reise nicht der
genaue Weg bekannt, sondern man begibt sich von einem Wegpunkt zum nichs-
ten, von einer méglichen Abzweigung zur folgenden. Trotz dieser prinzipiellen
Ubereinstimmung gibt es, aufgrund der unterschiedlichen Herkunft der vom Men-
schen konstruierten und der in der belebten Welt entstandenen Systeme einen gra-
vierenden Unterschied, der direke zur Fragestellung dieser Arbeit iiberleitet:
Wihrend bei den artifiziellen Systemen die Funktionsweise zumindest dem Ent-
wickler bekannt ist, aber die Funktionalitit bisweilen mit Schwichen behaftet ist,
verhilt es sich bei den biologischen, im Laufe der Evolution entwickelten Systemen
genau umgekehrt. Die Funktionalitit ist perfekt, wie tiglich durch alles Lebende
bewiesen wird, doch das Verstindnis des Aufbaus und der Wirkungsweise solcher

Systeme ist in vieler Beziehung (noch) mangelhaft und unvollstindig.

Ich méchte mich im Folgenden auf die zellulire Ebene beschrinken. Eines der ein-
drucksvollsten, weil vielleicht am komplexesten und wohl auch kritischsten Bei-
spiele fiir zellulire Navigation findet sich bei der Entwicklung des Nervensystems.
Zum einen miissen hier zum Teil sehr weite Strecken zuriickgelegt werden, zum
anderen ist der Aufbau neuronaler Schaltkreise (Tessier Lavigne und Goodman,
1996) von besonderer Bedeutung fiir den Organismus, basiert darauf doch seine
gesamte Funkrtionalitit, angefangen von sensomotorischen Antworten bis hin zu
den kognitiven Leistungen des Gehirns. Doch die Notwendigkeit des zielgerichte-
ten Wachstums neuronaler Zellen beschrinkt sich nicht nur auf die Phase der
embryonalen Entwicklung des Nervensystems; auch im adulten Organismus ist sie
von eminenter Bedeutung. Dies gilt zum Beispiel fiir die Regeneration zerstorter
Bereiche nach Verletzung (Tessier-Lavigne und Goodman, 2000) oder aber auch
fir die auf synaptischer Plastizitit basierenden Lernvorginge (Bonhoeffer, 1996;
McAllister et al., 1999; Skaper et al., 2001; McEwen und Chattarji, 2004). Die
Komplexitit dieser Aufgabe erscheint in Anbetracht der groflen Zahl an Nervenzel-

len mit ihrer Unmenge an Verschaltungen nahezu uniiberwindlich.
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Daraus leiten sich die vielleicht grofiten Fragestellungen der Neurobiologie ab,
nimlich wie sich dieses komplexe Muster der neuronalen Verschaltung mit dieser
Prizision aufbauen und entwickeln kann, wie die Nervenzelle wichst und wie sie

zu ihrem Ziel hin geleitet wird.

Schon 1880 beobachtete Ramén y Cajal (Ramén y Cajal, 1906) die handférmi-
gen, freibeweglichen Strukturen an den wachsenden Enden der Neuriten und
nannte sie ,cono de crecimiento® — Wachstumskegel. Sie zeichnen sich durch ein
hohes Mafd an Autonomie (Kater und Rehder, 1995) und dynamischer Beweglich-
keit aus, so dass sie in ihren Bewegungen hiufig mit den sich améboid bewegenden
Schleimpilzen verglichen werden (Weiner, 2002). Viele der Erkenntnisse, die aus
Untersuchungen an Dictyostelium stammen, lassen sich auch tatsichlich recht gut

auf das Wachstum und die Bewegung von neuronalen Wachstumskegeln iibertra-
gen, insbesondere die Umstinde, die den Umbau des Zytoskeletts und die Gradi-
ententheorie betreffen (Song und Poo, 2001). Man sollte allerdings nicht
vergessen, dass es sich bei den Wachstumskegeln um ein Zellorgan, also einen Teil
einer Zelle handelt. Die Wachstumskegel stellen in gewisser Weise die Navigations-
einheit der sich entwickelnden Nervenzellen dar (Tessier Lavigne und Goodman,
1996), indem sie ihre Umgebung aktiv erforschen, auf extrazellulire Signale reagie-
ren, um so den richtigen Weg zu finden. Dies fiihrt schliefflich zur Verbindung

zwischen der Nervenzelle und ihrer Zielzelle.

Wachstumskegel sind die handférmige Verlingerung des Neuriten mit duflerst
beweglichen peripheren Regionen, den so genannten Filopodien und den Lamelli-
podien. Diese sondieren so durch ihre stindige Bewegung ihre Umgebung. Das
Wachstum des Neuriten und die Bewegung des Wachstumskegels resultiert aus
einem stindigen Umbau zellulirer Komponenten durch entsprechende Enzyme
und Proteinkomplexe. Verantwortlich fiir die Vorwirtsbewegung des Wachstums-
kegels, sowie fiir die Bewegung von Filipodien und Lamellipodien ist das Zytoske-
lett; von seinen Bestandteilen sind es besonders die Mikrotubuli und die
Mikrofilamente. Diese beiden Komponenten liegen im Wachstumskegel in einer
charakeeristischen Anordnung vor: Wihrend die Mikrotubuli den zentralen
Bereich des Wachstumskegels einnehmen, sind die Mikrofilamente in der Periphe-
rie lokalisiert. Dabei iibernehmen die Mikrotubuli die Stabilisierung der sich ver-

lingernden Neuriten; die eigentliche Motilitit des Wachstumskegels beruht jedoch
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auf einem Zusammenspiel von Mikrofilamenten und Myosin. Diese Komponen-
ten bilden zusammen mit entsprechenden Gegenlagern in der Membran einen
molekularen Motor. Mirkofilamente sind Aktinpolymere, die zusammen mit ver-
schiedenen Aktin-bindenden und -assoziierten Proteinen das Aktinzytoskelett bil-
den und die dynamische Komponente in den peripheren Regionen des
Wachstumskegels darstellen (Lin et al., 1994; Welch et al., 1997); dort unterliegen

sie stetem Umbau und Umverteilung.

Aktin kommt in einer monomeren (G-Aktin) und in einer polymeren Form
(F-Aktin) vor. Jedes Aktinmolekiil kann ein Adenosintriphosphat (ATP) binden,
das beim Einbau in das Polymer zu ADP Adenosindiphosphat (ADP) hydrolysiert
wird. An den Aktin-Filamenten lassen sich im Wachstumskegel zwei verschiedene
Pole in charakteristischer Anordnung unterscheiden. Solche, an denen G-Aktin
angefiigt wird (im Wachstumskegel nach auflen gerichtet) und solche, an denen
depolymerisiert wird (im Inneren des Kegels) (siche Abbildung 1). Zwar gibt es
auch energieunabhingige, langsam ablaufende Assemblierung iiber nichtkovalente
Interaktion zwischen den monomeren Untereinheiten; der duflerst bewegliche
Charakter dieser Strukturen begriindet sich aber auf Polymerisation des G-Aktins
unter Hydrolyse von gebundenem ATP (Engel et al., 1977; Schmidt und Hall,
1998). Unter physiologischen Bedingungen besteht ein dynamisches Gleichge-
wicht zwischen Aktin-Formen, bei dem die Filamente am einen Ende durch Poly-
merisationsprozesse verlingert werden und gleichzeitig am entgegen gesetzten Ende
wieder abgebaut werden. Die permanente Polymerisation in den Randbereichen
des Kegels wiirde zu einer steten Vergrofierung des Wachstumskegels fithren. Um
dem entgegen zu wirken, also um die zentrifugale Verlingerung der Filamente zu
kompensieren, werden die gesamten Filamente nach innen verschoben. Diese
retrograde Bewegung der Filamente wird durch die oben erwihnten Motoren, also
durch Myosin und die entsprechende Verankerung an der Membran, verwirklicht
(Suter und Forscher, 1998). Die Vorwirtsbewegung erfolgt durch eine Fixierung
der Filamente am extrazelluliren Substrat iiber entsprechende Ankerproteine (Tur-

ner, 2000).
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Abb.1: Schematische Darstellung der Anordnung von Mikrotubuli und Mikrofilamenten im
Wachstumskegel (verandert nach Lin et al., 1994; Lin und Forscher, 1995).

Wenn nun die Bewegung des Wachstumskegels auf dem Umbau des Zytoskleletts
basiert, stellt sich die Frage, durch welche Signale dieser Umbau gesteuert wird, um

ein gerichtetes Wachstum zu induzieren und wie der Wachstumskegel diese Signale
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erkennt. Ramén y Cajal postulierte, dass die Wachstumskegel durch Chemotropis-
mus geleitet werden, aber es dauerte noch fast 100 Jahre, bis die Existenz solcher

Lenkungsmolekiile im Nervensystem tatsichlich nachgewiesen werden konnte

(Gundersen und Barrett, 1979; Bagnard et al., 2000).

Die grundlegenden Mechanismen, die der Wirkung verschiedener Lenkungsmole-
kiile zugrunde liegt, werden hiufig in Chemorepulsion, Chemoattraktion, kontakt-
abhingige Repulsion und kontaktabhingige Attraktion unterteilt (Goodman,
1996; Mueller, 1999). Dass diese recht starre Einteilung die Realitit zum Teil nicht
richtig widerspiegelt, zeigt sich zum Beispiel daran, dass diffusible Lenkungsfakto-
ren durch Bindung an Molekiile der extrazelluliren Matrix in lokal wirkende kon-
taktabhingige Signalstoffe umgewandelt werden kénnen (MacLennan et al,
1997). Auch reagiert ein Wachstumskegel in Abhingigkeit seines inneren Zustan-
des, zum Beispiel in Abhingigkeit von der interzelluliren cAMP Konzentration
(Song et al., 1997), unterschiedlich auf ein und denselben Signalstoff. Doch um
eine grobe Vorstellung davon zu bekommen, wie Wachstumskegel gelenkt werden

kénnen, ist diese Einteilung sicher hilfreich.
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Attraktion Repulsion

Diffusion

Kontakt

Abb.2: Lenkungsmechanismen werden danach unterteilt, ob sie anziehend (attraktiv) oder
abstoBend (repulsiv) wirken und ob sie als diffusible Stoffe tGiber weite Strecken oder
substratgebunden, also kontaktvermittelt Gber kurze Entfernung wirken (verandert
nach Mueller, 1999).

Heute sind verschiedene Lenkungsmolekiile — diffusible und gebundene Stoffe —
aus unterschiedlichen Stoffgruppen bekannt; darunter sind Proteine, wie Netrine,
Slits und einige Semaphorine, Wachstumsfaktoren wie NGF (nerve growth factor)
und BDNF (brain derived neurotrophic factor) und Neurotransmitter wie Acety-
cholin, Glutamat und ATP, um nur die Bekanntesten zu nennen (Zheng et al.,
1994; Culotti und Kolodkin, 1996; Paves und Saarma, 1997; Tuttle und O'Leary,
1998; Dontchev und Letourneau, 2003). Damit ein solches Lenkungsmolekiil
auch lenken kann, muss es dem Wachstumskegel in irgendeiner Weise eine vektori-
elle Information iibermitteln. Bei kontaktvermittelten Stoffen erscheint dies relativ
einfach, dhnlich dem Schienennetz der Eisenbahn. Eine interessante Parallele ist,
dass dieser Mechanismus auch von der Autoindustrie aufgegriffen wurde, detektie-

ren moderne Autos doch mittlerweile die Fahrbahnmarkierungen. Weitaus kom-
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plexer erscheint die Kodierung der nétigen Richtungsinformation bei diffusiblen
Stoffen. Hierfiir mufl die entsprechende Substanz in einer Form dargereicht wer-
den, dass ein ausreichend grofles physiologisch relevantes Konzentrationsgefille,
ein sogenannter Konzentrationsgradient, iiber dem Wachstumskegel anliegt. Wie
dieser Gradient beschaffen sein muss, also seine relative Steilheit und seine absolute
Konzentration, hingt von der Bindungskonstante der entsprechenden Rezeptoren
und deren Verteilungsdichte auf dem Wachstumskegel ab (Goodhill, 1998). Der
Konzentrationsgradient fiihrt zu einer asymmetrischen Aktivierung der Rezeptoren
des Wachstumskegels (siche Abbildung 3) und wird auf diese Weise in ein intrazel-
luldres Signal tibersetzt, wobei die vektorielle Information erhalten bleibt — unter
Umstinden sogar verstirkt wird (Postma und Van Haastert, 2001) — und so in

einer Anderung der Wachstumsrichtung resultiert.
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Abb.3: Schematische Darstellung der Richtungsénderung eines Wachstumskegels in einem
extrazelluldarem Konzentrationsgradienten. a extrazelluldrer Konzentrationsgradi-
ent, b asymmetrische Rezeptoraktivierung, c intrazelluldrer Gradient, d Wachstums-
antwort des Wachstumskegels.

Neben den Grundlagen der Orientierung von Wachstumskegeln auflerhalb der
Zelle, stellt sich die Frage, auf welche Weise diese extrazellulidre Information in die
verschiedenen Signalwege der Zellen eingespeist wird, wie die vektorielle Informa-
tion des Konzentrationsgradienten auf das Zytoskelett iibertragen wird. Ausgehend
von den zuvor beschriebenen Vorgingen im Aktinhaushalt, miissen hierfiir min-
destens vier Prozesse, die das Zytoskelett und damit die Dynamik und die Bewe-
gung der Wachstumskegel beeinflussen, kontrolliert werden: Aktinpolymerisation,
Verzweigung der Aktinfilamente, Aktindepolymerisation und die retrograde Bewe-
gung. Da die Zytoskelettmaschinerie stindig lduft, miissen die ,zusitzlichen® Sig-

nale der Rezeptorantworten in diese integriert werden. Zusitzlich ist es natiirlich
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auch denkbar, dass gleichzeitig verschiedene Signale auf den Wachstumskegel wir-
ken. Diese Rezeptorantworten miissen in Abhingigkeit voneinander weitergeleitet
werden; eine funktionierende Abstimmung und Modulation der Grundbewegung
des Zytoskeletts und unter umstinden verschiedener Rezeptorantworten stellt eine
Grundvoraussetzung fiir eine gerichtete Bewegung dar (Weiner, 2002). Dass dies
bei der Vielzahl méglicher an der Orientierung von Wachstumskegeln beteiligten
Rezeptoren und ihren nachfolgenden Signalketten zu einem duflerst vielschichtigen
Netzwerk fiihrt, liegt nahe; Abbildung 4 soll lediglich diese Komplexitit am Bei-
spiel einiger bekannter Lenkungsmolekiile verdeutlichen, wobei auf eine detail-

lierte Beschreibung an dieser Stelle verzichtet wird.

Diffusible factors Membrane-bound factors
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Abb.4: Mogliche Signalwege der Verbindung verschiedener Rezeptoren bekannter Len-
kungsmolekiile und dem Zytoskelett und deren Vernetzung untereinander (aus
Song und Poo, 2001).

Von zentraler Bedeutung fiir das Zusammenspiel und Abstimmung der verschiede-
nen Signalketten scheinen Proteine aus der Rho-Familie kleiner GTPasen zu sein.
Von diesen konnten Cdc42, Rac und RhoA auch mit der Dynamik von Lamellipo-
dien und Filopodien von Wachstumskegeln in Verbindung gebracht werden (Dick-
son, 2001), wobei die ersten beiden das Wachstums férdern und letzterer das
Wachstum hemmt. Wie alle kleinen GTP bindenden Proteine wechseln die Rho

GTPasen iiber die Bindung von GTP oder GDP zwischen ihrer aktiven und inak-

10
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tiven Form. Dies wird auf der einen Seite durch so genannte GEFs (guanine nucle-
otide exchange factors), die den Austausch von GDP mit GTP erméglichen und
auf der anderen Seite durch GAPs (GTPase activating proteins), welche die endo-
gene GTPase-Aktivitit und somit die Hydrolyse von GTP zu GDP induzieren,
kontrolliert. Ob die Anderung der Wachstumsrichtung allerdings direkt von diesen
GTPasen induziert wird, oder ob sie nur die nétigen Aktin-Strukturen fiir eine ent-
sprechende Reaktion liefern, ist unklar (Hall, 1998; Mueller, 1999; Dickson, 2001)

und wahrscheinlich auch abhingig von der Art des extrazelluliren Signals.

Zytoskelett Zytoskelett

.} Rezeptor mit
anziehendem Signalstoff
Forderung

Rezeptor mit
abstossendem Signalstoff

Hemmwirkung

14

4@
1= - |

(D

Abb.5: Mogliche Funktionsweise der Signaltibermittelung von den Signalstoffen zum Zyto-
skelett. Anziehende Signalstoffe aktivieren Rac und Cdc42, wéhrend abstoBende
Stoffe Rho aktivieren a direkte Beeinflussung der Wachstumsreaktion; b indirekte
Beeinflussung der Wachstumsreaktion (verdandert nach (Dickson, 2001).

Jeder Verinderung der Form eines Wachstumskegels, und damit jeder Bewegung
muss eine Verinderung in dem Zusammenspiel von Polymerisation, Depolymeri-
sation und der retrograden Bewegung zugrunde liegen und damit sollte auch das
Verhiltnis von G- und F-Aktin beeinflusst werden. Demnach sollte sich auch jede
Bewegung des Wachstumskegels und damit auch seine Antwort auf extrazellulire
Signale mehr oder weniger direkt im Zytoskelett widerspiegeln. Es stellt sich also
die Frage, ob der Gehalt an Mikrofilamenten als Maf} fiir die Bewegung und zur
Charakterisierung entsprechender, die Bewegung beeinflussender, Signale dienen

kann. Fluoreszenzmarkierung von F-Aktin mittels Phalloidinkonjugaten ist seit

11
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lingerem bekannt (Barak et al., 1980) und in vorhergehenden Arbeiten (Grau,
2000; Grau et al., 2001; Bartl, 2002) konnte eine Methode zu halbquantitativen
Bestimmung des F-Aktingehalts und der F-Aktindichte etabliert werden. Basierend
darauf konnte gezeigt werden, dass Stoffe, die das Richtungswachstum von Wachs-
tumskegeln beeinflussen, auch einen Effeke auf das F-Aktin haben. So induziert der
Nervenwachstumsfaktor NGE dem attraktive Wirkung auf Wachstumskegel zuge-
sprochen wird, eine Zunahme, wohingegen Cytochalasin B, das eine repulsive Wir-
kung hat (Dent und Gertler, 2003; Henley und Poo, 2004; Strasser et al., 2004),
erwartungsgemif$ eine Abnahme in F-Aktingehalt und -dichte (Grau, 2000). Ob
allerdings auch der Umkehrschluss zulissig ist, also ob Substanzen, die einen for-
derlichen Einfluss auf das F-Aktin haben, auch das Richtungswachstum beeinflus-

sen, blieb bislang ungeklirt.

Neben NGE dem ersten identifizierten attraktiven Lenkungsmolekiil (Gundersen
und Barrett, 1979) fiir das auch ein positiver Effekt auf das Zytoskelett beschrieben
wurde (Paves und Saarma, 1997; Grau et al., 2001), wurde der Einfluss von ATP
und seinen Abbauprodukten auf das Zytokelett untersucht. ATP kann von Neuro-
nen sowohl als Neurotransmitter als auch zusammen mit anderen Neurotransmit-
tern wie Acetylcholin (Richardson und Brown, 1987; Zimmermann und Braun,
1996) als Cotransmitter iiber Exozytose abgegeben werden; diese Abgabe erfolgt
demnach — zumindest in manchen Fillen — aktivititsabhingig. Der Bedeutung
elekerischer Aktivitit fiir die Entwicklung neuronaler Schaltkreise (Zhang und Poo,
2001) ist bislang noch nicht abschlieffend geklirt, scheint aber von genereller
Bedeutung zu sein. Der Einfluss elektrischer Aktivitit auf das Richtungswachstum
von Wachstumskegeln soll iiber Modulation entsprechender diffusibler Lenkungs-
molekiile laufen (Ming et al., 2001). ATP konnte aufgrund seiner aktivititsabhin-
gigen Ausschiittung und seiner Fihigkeit neuronale Wachstumskegel zu orientieren
ein solches Lenkungsmolekiil sein. In diesem Zusammenhang miissen aber auch
weitere Charakteristika von ATP bertrachtet werden. Aufgrund seiner sehr hohen
Ladungsdichte kann es nicht durch die Membran diffundieren und eine aktive
ATP-Aufnahme der Zellen konnte bislang nicht gezeigt werden (Zimmermann,
1996; Zimmermann und Braun, 1996). Um nun sowohl eine zeitliche als auch
eine riumliche Begrenzung des ATP-Signals zu gewihrleisten, wird ATP auflerhalb
der Zelle sehr schnell abgebaut. Dieser Abbau erfolgt durch Hydrolyse der Nucleo-

tide mit Hilfe von an der Zelloberfliche lokalisierten Enzymen, so genannten Ecto-
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Nucleotidasen, bis hin zum zugehorigen Nucleosid und den einzelnen Phosphat-
molekiilen. Doch auch bei den verschiedenen Abbauprodukten handelt es sich um
biologisch aktive Substanzen, sind doch zumindest fiir ADP und Adenosin entspre-
chende Rezeptoren beschrieben. Deshalb ist die Einbeziehung dieser purinergen
Substanzen in die Untersuchung einer potentiellen Wirkung von ATP von Bedeu-
tung. In wie weit sich die Wirkung dieser Substanzen auf das Zytoskelett — wie
auch immer sie geartet sein mag — auch im Richtungswachstum der Wachstumske-
gel manifestieren, war der zentrale Aspekt der Arbeit. Da bei der Lenkung von
Wachstumskegeln die Ubertragung der Richtungsinformation vom extrazelluliren
Signal bis hin zum Zytoskelett und somit zur eigentlichen Wachstumsreaktion ent-
scheidend ist, lag ein zusitzliches Augenmerk der Arbeit auf der eingehenden
Untersuchung der fiir diffusible Stoffe charakteristischen Kodierungsform, dem

Konzentrationsgradienten.
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Material und Methoden

2.1

2.1.1

Material und Methoden

Verbrauchsmaterial, Chemikalien, L6sungen und ihre
Anwendung

Alle verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von Sigma
im hochsten erhiltlichen Reinheitsgrad bezogen. Ein pH-Meter (Calimatik
pH-Meter 766; Knick) mit einer pH-Elektrode (Blue Line 18 PH; Schott) wurde
zur pH-Wert-Bestimmung verwendet und die Losungen gegebenenfalls mit HCI
oder NaOH auf den entsprechenden pH-Wert eingestellt. Die Sterilisation der
Losungen erfolgte mit einem Autoklaven (Systec 2540 EL; Tuttnauer). Hitzesensi-
tive, wie zum Beispiel glukosehaltige, Losungen wurden durch einen Membranfil-
ter (Schleicher und Schuell) mit 0,2 pm Porengroffe und 50 mm Durchmesser
sterilfiltriert. Die Medien fiir die Zellkultur wurden direkt vor dem Gebrauch aus
den entsprechenden Losungen hergestellt. Die Sterilisation der Glas- und Plastik-
waren wurde in einem Autoklaven (Systec 2540 EL; Tuttnauer) durchgefiihrt, mit
Ausnahme der Glaspipetten, die fiir drei Stunden in einem Trockenschrank
(FD 115, Binder, Tuttlingen) bei 160 °C hitzesterilisiert wurden, um ein Durch-

feuchten der Watte zu umgehen.

Fluoreszenzfarbstoffe

* Carboxyfluorescein [5-(und-6)-carboxyfluorescein (gemischte Isomere)]
wurde in einer Konzentration von 100 mM in Ethanol p.A. geldst und

lichtgeschiitzt bei 8 °C im Kiihlschrank gelagert.

* Oregon Green 488 Phalloidin (Molecular Probes) wurde gemifl den
Herstellerangaben 6,6 ptM in Methanol p.A. gel6st und in Aliquots 4
25 pl aufgeteilt. Diese wurden mittels Vakuumkonzentration getrocknet
und bei —18 °C gelagert. Vor den Experimenten wurde der Farbstoff
wieder in 25 pl Methanol p.A. geldst, dann 500 pl PBS™ und danach
500 pl PBS™ mit 2 % Rinderserumalbumin (Franktion V, proteasefrei)
zugegeben. Hierbei wurde durch gravimetrische Bestimmung genaues-
tens auf das Einhalten der angegebenen Volumina geachtet, um Abwei-
chungen in der Farbstoftkonzentration an verschiedenen Messtagen zu

verhindern. Alle Zytoskelettfirbungen wurden mit der so erhaltenen
165 nM Farbstofflosung durchgefiihrt.
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2.1.2 Zusatze fur das Zellkulturmedium

Nerve Growth Factor (NGF) (7S NGF (Becton Dickinson)) wurde
in PBS”, dem 1 mg/ml Cytochrom ¢ (Roche Diagnostics GmbH)
beigemengt wurde, in einer Konzentration von 100 ng/pl gelést und bei

—18 °C gelagert.

Antibiotika Stammlésung: 10000 Einheiten/ml Penicillin G und
10 mg/ml Streptomycinsulfat wurden in physiologischer Kochsalzlosung
(154 mM NaCl-Lésung) geldst, anschlieffend durch einem Spritzenvor-
satzfilter (0,22 pm; Neolab) sterilfiltriert und in entsprechenden Ali-

quots bei —18 °C gelagert.

2.1.3 Verwendete Agonisten und Antagonisten

Adenosin (Bohringer-Mannheim) wurde direkt vor den Experimenten
in Dimethyl Sulfoxid (DMSO) im Ultraschallbad (Sonorex Super RK

31, Bandelin) in einer Konzentration von 10 mM geldst.

ADP (Adenosindiphosphat) wurde direkt vor den Experimenten in

PBS™ in einer Konzentration von 10 mM gelost.

Alloxazin (Benzo[g]pteridine-2,4(1H,3H)-dione) (Brackett und Daly,
1994; Liang und Haltiwanger, 1995) wurde direkt vor den Experimen-

ten ein einer Konzentration von 10 mM in DMSO gelsst.

AMP (Adenosinmonophosphat) wurde direkt vor den Experimenten in

PBS™ in einer Konzentration von 10 mM geldst.

ATP (Adenosintriphosphat) wurde direkt vor den Experimenten in

PBS™ in einer Konzentration von 10 mM geldst.

CGS 15943 (9-Chloro-2-(2-furanyl)-[1,2,4]triazolo[1,5-c]quinazo-
lin-5-amine) (Ongini et al., 1999) wurde direkt vor den Experimenten

in einer Konzentration von 10 mM in DMSO gelést.

CGS 21680 (2-p-(2-Carboxyethyl)phenethylamino-5'-N-ethylcarboxa-
midoadenosine hydrochloride) (Landis, 1983; Jarvis et al., 1989) wurde
in einer Konzentration von 5 mM in DMSO gelést und in Aliquots bei

—18 °C gelagert.
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e Forskolin (Calbiochem) (Lankford et al., 1988; Bhat, 1993) wurde in
einer Konzentration von 10 mM in DMSO gelést und aliquotiert. Die-
sen Aliquots wurde das Losungsmittel mittels Vakuumkonzentration
wieder entzogen und die Substanz bei —18 °C gelagert. Direkt vor den
Experimenten wurde das Forskolin in DMSO in einer Konzentration

von 10 mM resuspendiert.

e KT 5720 (Calbiochem) (Kase et al., 1987) wurde in DMSO 1in einer
Konzentration von 500 pM geldst und in Aliquots bei —18 °C gelagert.

* NECA (Adenosine-5'N-ethylcarboxamide) (Fredholm et al., 2001)
wurde direkt vor den Experimenten in einer Konzentration von 10 mM

in DMSO gelost.

* Rp-cAMPS (Biomol) (Botelho et al., 1988) wurde in destilliertem Was-
ser gelost. Vorratslosungen mit einer Konzentration von 50 mM wurden

bei —18 °C gelagert.

2.1.4 Beschichtungsldsungen
* Poly-D-Lysin hydrobromid (MW 261,000) wurde in destilliertem Was-
ser (1 mg/ml) gelost und bei —18 °C gelagert.

* Laminin (Roche) wurde steril in 20 pl (500 pg/ml) Aliquots aufgeteilt
und bei —18 °C gelagert. Vor dem Gebrauch wurde es mit Hanks zu

einer 2 % Losung verdiinnt.

2.1.5 Puffer und Medien
e PBS™ (Phosphat buffered saline) ohne Ca** und Mngr

NaCl 136,89 mM
KCl 2,68 mM
Na2HPO4 10,14 mM
KH2PO4 1,76 mM
pH 7,4 (NaOH/HCI)

Diese wurden in destilliertem Wasser geldst, anschlieffend autoklaviert

und bei Raumtemperatur gelagert.
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e Hanks (Hanks balanced salt solution) ohne Ca?* und Mg2+

KCl 5,36 mM
KH2PO4 0,44 mM
NaCl 136,89 mM
NaHCO3 4,17 mM
Na2HPO4 0,34 mM
Glucose 5,55 mM
Phenolrot 26,57 pM

pH 7,1 (NaOH/HCI)

Diese wurden in destilliertem Wasser geldst, anschlieflend sterilfiltriert

und bei 8 °C im Kiihlschrank gelagert.

* Physiologische Kochsalzlosung: NaCl in einer Konzentration von

154 mM wurde in destilliertem Wasser geldst und bei —18 °C gelagert.

* DMEM-F12 (Dulbecos modified eagle medium mit F12-Zusatz und
Hepes) (Invitrogen, Karlsruhe) wurden als Trockensubstanz bezogen
und entsprechend den Herstellerangaben rekonstituiert und der
pH-Wert mit NaOH/HCI auf 7,1 eingestellt. Sterilfiltriert wurden die
Losungen bei 8 °C im Kiihlschrank gelagert.

e Fixativ: In 37 % igem Formaldehyd wurde Glucose mit einer Konzent-
ration von 300 mM gelést um die Osmolaritit der Fixierungslosung auf
dem Niveau der Zellkulturmedien zu halten und so Verinderungen der
Zellform bei der Fixierung zu vermeiden. Das eigentliche Fixativ enthielt
20 % (v/v) in DMEM-F12, was einer Formaldehydkonzentration von
7,4 % entspricht.

e Waschpuffer: 1% Hiihnereiweif3-Albumin wurde direkt vor der Ver-
wendung unter Rithren in PBS™ geldst und durch Faltenfilter (MN 617
we 1/4, Machery-Nagel) filtriert, um ungeldste Eiweiflbestandteile zu

entfernen.

* Permeabilisierungslésung: 0,1 % Triton X-100 wurde direkt vor den

Experimenten in DMEM-F12 gelost.
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2.1.6
2.1.6.1

* DRG-Medium (Zellkulturmedium)

DMEM-F12 90 % (v/v)
Fotales Kilberserum 10 % (v/v)
Antibiotikastamml8sung 10 pl/ml

NGE-Stammlésung 0,25 pl/ml

Das sogenannte DRG-Medium (aus dem Englischen: dorsal root gang-
lion) wurde direkt vor der Verwendung, frisch und unter Zugabe der
entsprechenden Stammldsungen angesetzt. Das fotale Kilberserum
(FCS; Invitrogen, Karlsruhe) wurde in entsprechenden Aliquots bei

—18° gelagert.

Zellkulturschalchen

Herstellung der Schalchen

Um die Nervenzellen nach der Priparation zu kultivieren und anschlieflend damit
Messungen durchfiihren zu kénnen, wurden spezielle Zellkulturschilchen herge-
stellt. Als Basis dienten hierzu 35 mm Petrischalen mit Nocken (Greiner), die im

Boden mit einer zentrischen Bohrung von 15 mm Durchmesser versehen wurden.

Zum Bohren der Schiilchen wurde eine Stinderbohrmaschine mit einem Schilboh-
rer von Hoffmann, 8 bis 20 mm, verwendet. Nach dem Einspannen einer eigens
angefertigten Bohrlehre im Schraubstock wurden 15 mm durchmessende Locher
zentrisch bei 970 Umdrehungen pro Minuten die Schilchen gebohrt. Der Durch-
messer der Bohrung wurde durch Einstellung des Tiefenanschlags der Bohrma-

schine angepasst.

Anschlieflend wurden die Schilchen fiir eine halbe Stunde in technisches Ethanol
gelegt und in Folge mit Kimwipes (Kimberly-Clark) trockengerieben. Deckgliser
fir die Mikroskopie mit 24 mm Durchmesser der Stirke 1 (Kindler) wurden fiir
eine halbe Stunde in p.a. Ethanol (Roth) gelegt und ebenfalls vorsichtig mit Kim-
wipes trockengerieben, um eine riickstandsfreie Oberfliche fiir die Beschichtung zu

gewihrleisten.

Auf einer Heizplatte (Monotherm; H+P Labortechnik) wurde Paraffin (rotiplast;
Roth) bei 100 °C verfliissigt und mit Hilfe eines auf der Heizplatte erwirmten Alu-

miniumstempels zentrisch auf die Unterseite der Schilchen gestempelt.
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2.1.6.2

2.1.7

Die gereinigten Deckglischen wurden im nichsten Arbeitsschritt mittels eines
Metallrings auf der Heizplatte erwirmt und so von unten an die Parafinschicht auf

den Schilchen angeschmolzen.

Beschichtung der Deckgldaschen

Da Nervenzellen auf dem blanken Glas nicht wachsen kénnen, sondern extrazellu-
lire Matrixmolekiile als Substrat benstigen, wurden die Deckglischen im Boden
der angefertigten Zellkulturschilchen in zwei Schritten mit Poly-D-Lysin und
Laminin beschichtet. Substratadhisionsmolekiile erméglichen das Anheften und

das Auswachsen der Nervenzellen.

Zunichst wurden die Schilchen iiber Nacht mit 200 pl der Poly-D-Lysin-Losung
bei 14 °C in einen Weinklimaschrank (Liebherr) beschichtet und anschlieflend je
zweimal mit PBS™ und H,O dest. gewaschen. Die trockenen Schilchen wurden
zum Sterilisieren nachfolgend fiir 40 min in 13 cm Abstand unter eine UV-Lampe
(HNS 30W OFR; Osram) gelegt. Die Schilchen wurden bis zu ihrer Verwendung

im Kiihlschrank aufbewahrt.

Unmittelbar vor der Priparation wurden die Schilchen mit 150 pl Lamininlésung
beschichtet. Das Laminin wurde dazu mit Hanks auf 2 % verdiinnt. Nach zwei
Stunden Beschichtungszeit im Zellkulturbrutschrank (Forma Scientific) wurde
zweimal mit jeweils 5 ml Hanks gewaschen. Hierbei wurde darauf geachtet, dass
die Beschichtung nicht trocken fiel um eine daraus resultierende Beschiddigung der
Beschichtungsmatrix zu vermeiden. Anschliefend wurden die Schilchen mit 1 ml
DRG-Medium aufgefiillt und fiir weitere 20 Minuten bis zur Priparation im Inku-
bationsschrank aufbewahrt, damit sich das Medium erwirmt und mit CO, anrei-

chert.

Die Mikropipetten fur die Orientierungsexperimente

Fiir die Orientierungsexperimente wurden Mikropipetten aus Borosilicatglaskapil-
laren (Linge 100 mm; Auflendurchmesser 1,6 mm; Wanddicke 0,336 mm; Arti-
kelnummer 1409066 Hilgenberg) verwendet. Als erstes wurden die Glaskapillaren
zweimal in Ethanol p.A. im Ultraschallbad gereinigt, um ein spiteres Verstopfen
der fertigen Pipetten durch etwaige Verschmutzung zu verhindern und anschlie-
end im Trockenschrank getrocknet. Nun wurden die Bruchkanten an den Enden

der Kapillaren in der Flamme eines Bunsenbrenners rund geschmolzen, um eine
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Beschidigung der Silberchloridschicht der Elektrode durch die Pipetten zu vermei-
den. Direkt vor den Experimenten wurden die Pipetten mit Hilfe eines Elektro-
denziehgerits (DMZ-Univeral Puller Zeitz-Instruments, Miinchen), entwickelt fiir

die Herstellung von Patch-Clamp-Pipetten, aus den Glaskapillaren gezogen.

Abb.6: Aufnahme einer typischen verwendeten Mikropipette

Die Zugprogramme des Elektrodenziehgerites wurden darauf optimiert, Pipetten
mit einem Widerstand von entweder 80-100 MQ oder 40-60 MQ zu produzieren
(siche Tabelle 1). Da die Herstellung der Pipetten extrem von dufleren Faktoren
wie Luftfeuchtigkeit und Temperatur sowie dem Alter des Filaments abhingig ist,
mussten die Programme entsprechend hiufig nachjustiert werden. Wichtigste Para-
meter fiir diese Korrektur der Programme waren die H und t(F1) der zweiten Phase
(P(B)), also die Temperatur und die Verzégerung zwischen dem einleitenden Zug

und dem Hauptzug,.
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hochohmige Pipette ~ niederohmige Pipette

P(A)

H: Temperatur 650 650
F(TH): Stirke des Zugs (Glasverlingerung) 030 030
s(TH): Zugstrecke 022 022
AD: Justage der Kapillare 120 120
P(B)

H: Temperatur 820 740
F(TH): Stirke des Zugs (Glasverlingerung) 050 050
s(TH): Zugstrecke 012 012
t(H): Verzdgerung zwischen dem Ende des ersten 030 030
Zuges und dem Ausschalten des Filaments

s(H): Entfernung fiir das Ausschalten des 000 000
Filaments

t(F1): Verzégerung zwischen den Ziigen 040 035
F1: Kraft fiir den ersten Teil des Hauptzuges 450 450
s(F2): Entfernung 006 006
F2: Kraft fiir den zweiten Teil des Hauptzuges 400 400

Tab.1: Parameter der entwickelten Zugprogramme des Elektrodeziehgerates fiir die zwei
verwendeten Pipettentypen, wobei sich das Zugprogramm in zwei aufeinanderfol-
gende Phasen (A und B) aufteilt. Fir eine detailliertere Erklarung sei auf die
Gebrauchsanleitung des Herstellers verwiesen.

Alle Pipettenlosungen wurden vor der Verwendung durch einen Spritzenvorsatzfil-
ter (0,22 pm, Neolab) filtriert, um ein Verstopfen der Pipette zu vermeiden. Die
Pipetten wurden zuerst von der Spitze an gefiillt, indem die Pipette mit der Spitze
in die entsprechende Losung getaucht wurde und am Hinterende ein Unterdruck
angelegt wurde. Dies war notig, um eine blasenfreie Befiillung der Spitze zu
gewihrleisten. Anschliefend wurden die Pipetten von hinten mit einer Kaniile bis

zu der definierten Hohe von 35 mm befiillt.

Die Grofle der Pipettensffnung kann mit dem Pipettenwiderstand korreliert wer-
den, weshalb dieser Parameter als Kriterium fiir die Qualitit der gezogenen Pipet-
ten und die Grofle der Offnung derselben verwendet wurde. Das Messen des

Pipettenwiderstandes erfolgte an einem separaten Aufbau; anschlieffend wurden
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2.2

die Pipetten mit dem Pipettenhalter und Pipettenelektrode fiir die Orientierungs-

messungen verwendet.

Die Bestimmung des Pipettenwiderstandes erfolgte mit Hilfe eines
Patch-clamp-Verstirkers (EPC 7, HEKA) mit entsprechendem Vorverstirker, eines
Funktionsgenerators (HM 8030.4 Hameg) und eines Oszilloskops (TDS 420A,
Tektronix). Der Silberdraht, der als Messelektrode im inneren der Pipette verwen-
det wurde, wurde zunichst mechanisch gereinigt, mit einem Ether-Etha-
nol-Gemisch (30 % / 70 %) entfettet und anschlieflend in etwa 2 cm Abstand zu
einer Platinelektrode in eine 0,5 M KCI Lésung getaucht. Um auch letzte Reste
oxidierten Silbers zu entfernen, wurde der Silberdraht an den Minuspol, der Platin-
draht an den Pluspol einer 1,5 V Batterie angeschlossen. Nach etwa 5 Minuten
wurde in den Stromkreis ein Vorwiderstand von 1 Q geschaltet, umgepolt und die
Silberelektrode fiir 20 Minuten chloriert. Anschlieffend wurde der Vorwiderstand
entfernt und der Chlorierungsprozess fiir weitere 2 Minuten fortgesetzt. Da schon
kleine Kratzer in der Silberchloridschicht die Stabilitit des Elektrodenpotentials
storen und auflerdem die Gefahr besteht, dass Silberionen die Zelle beeinflussen,
wurde die Elektrode regelmiflig auf Beschidigungen in der Silberchloridschicht

hin untersucht und gegebenenfalls neu chloriert.

Von dem Funktionsgenerator wurden rechteckformige Kommandospannungpulse
von 5V (30 Hz) erzeugt; diese wurden von dem Patch-Verstirker mit dem
Faktor 0,01 skaliert, sodass das Pipettenpotential zwischen 0 und +50 mV alte-
rierte. Aus dem gemessen Stromsignalen zwischen Pipette und der auf dem Erdpo-
tential liegenden Badelektrode (Siberchlorid-Pellet, Clark Electromedical
Instruments, Pangbourne, England) wurde gemiff des Ohmschen Gesetzes der

Pipettenwiderstand errechnet.

Das Zellsystem

Alle Experimente wurden an Spinalganglienzellen (DRG) aus dem Lumbosakralbe-
reich von Haushuhnembryonen (Gallus gallus) duchgefiihrt. Bei diesen Zellen
handelt es sich um sensorische Zellen des peripheren Nervensystems (Riisse, 1991).
Die  explantierten  Ganglien — wachsen  iiber = Nacht  sonnenférmig
(siche Abbildung 7) aus, sodass in den dufleren Bereichen des Priparats relativ iso-

lierte Wachstumskegel fiir die Experimente zu finden sind. Alle Zellkulturarbeiten
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2.2.1

2.2.2

wurden in einer Reinluftbank (BDK, Luft und Reinraumtechnik GmbH) durchge-
fithrt. Die Inkubation der explantierten Ganglien erfolgte in einem Zellkultur-

schrank (Forma Scientific), der mit 37 °C und 7,5 % CO, betrieben wurde.

Abb.7: Mikroskopische Aufnahme (differentieller Interferenz Kontrast) eines Bereiches
eines ausgewachsenen Hinterwurzelganglions.

Lagerung und Bebriten der Eier

Befruchtete Hiihnereier wurden von einer Gefliigelzucht (Gefliigelzucht Hol,
Moosburg an der Isar) bezogen. Die Eier wurden zwischen Lieferung und Bebriiten
bei 14 °C in einem Weintemperierschrank (Liebherr) gelagert. Sie wurden in
einem Briiter (Turbo-Fan 70; Hova) mit motorisierter Eierwendung bei 36 °C und

bei circa 80 % Luftfeuchtigkeit elf Tage lang bebriitet.

Praparation und Kultur der Ganglien

Die Ganglien wurden aus elf Tage alten Haushuhnembryonen pripariert. Gele-
gentliche Uberpriifungen ergaben, dass dies einem Entwicklungsstadium nach
Hamburger von 36 bis 38 entspricht (Bellairs und Osmond, 1988). Die Pripara-
tion wurde in einer Reinluftbank durchgefiihrt. Das verwendete DRG-Medium
wurde vor Gebrauch im Inkubator vorgewirmt und dabei mit CO, angereichert.

Das Ei wurde an der stumpfen Seite, an der sich das Luftreservoir befindet, vorsich-
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2.2.3

tig geoftnet. Der Hithnerembryo wurde nach Entfernen der Schalenmembran aus
dem Ei entnommen und rasch dekapitiert. Anschlieflend wurde unter einem Bino-
kular (Olympus, SZX90), ausgestattet mit einer Kaltlichtquelle (Schott, KL 1500
elctronic) aufgeteilt auf zwei Schwanenhalslichtleiter mit zwei Pinzetten (Dumont
Nr. 5 mit Biologiespitze) der Bauchraum ventral gesffnet. Um die Wirbelsiule frei-
zulegen wurden die inneren Organe entfernt. Blut und Gewebereste wurden wih-
rend der Priparation wiederholt mit Hanks, der Raumtemperatur hatte,
herausgespiilt. Um die im Lumbosakralbereich gelegenen Ganglien links und
rechts der Wirbelsiule entnehmen zu kénnen, mussten die auf der Wirbelsiule lie-
genden Sympathikusstringe entfernt werden, indem sie mit einer sehr feinen Pri-
pariernadel (Fine Science Tools, gedtzte Wolfram-Mikronadel, 1 pm Spitze)
abgehoben wurden. Die Ganglien wurden mit der Pripariernadel vorsichtig von

der Wirbelsdule abgetrennt und mit Hilfe einer Pinzette herausgenommen.

Anschlieflend wurden die Ganglien in ein Schilchen mit vorgewirmten und
CO,-iquilibrierten DRG-Medium iiberfithrt und dort von Bindegewebsresten

und den Nervenfortsitzen befreit.

Die Ganglien wurden nun mit einer 1 ml Gilson-Pipette zentral in Zellkulturschil-
chen, die mit 1 ml DRG-Medium befiillt waren, iiberfithrt und iiber Nacht im
Brutschrank inkubiert (Skaper et al., 1990). Nach 21-24 Stunden konnten an den
Wachstumskegeln der regenerierten Fortsitze die entsprechenden Experimente
durchgefiihrt werden. Da bei der Priparation der Neurone Kontaminationen nicht
ausgeschlossen werden konnten, wurde das DRG-Medium mit einer Antibiotika-

mischung versetzt.

Aufrechterhaltung der Wachstumsbedingungen wahrend der
Messungen

Um wihrend der Messung die Wachstumsbedingungen, die fiir die Nervenzellen
nétig sind, aufrechtzuhalten, wurde ein Heizsystem (npi electronic GmbH, Tamm)
verwendet. Dieses wurde mit einer selbst gebauten, beheizten Aufnahme fiir die
Kulturschilchen und einer Objektivheizung kombiniert, die bei (Munck, 1999)
beschrieben ist. Objektiv und Kammer wurden des Weiteren, um Konvektionsstrs-
mungen zu reduzieren, iiber einem Schaumstoffring verbunden. Um zusitzlich zu

verhindern, dass CO, verloren geht, dass sich die Osmolaritit infolge von Verduns-
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tung dndert und um die Gefahr von Konvektionsstromungen weiter zu reduzieren,
wurde das Medium in den Zellkulturschilchen mit 2 ml Mineralsl (embryonenge-

testet) iiberschichtet. Alle Experimente mit Neuronen wurden bei 37 °C durchge-
fihre.

Mikroskopie

Alle Wachstumsmessungen und Weitfeld-Fluoreszenzmessungen wurden an einem
inversen Epifluoreszenzmikroskop (IX70-S1F; Olympus) durchgefiihrt. Das
Mikroskop war mit einem UV-Licht korrigierten 40fach Olimmersionsobjektiv
(UAPO 40x OL/340/1.35; Olympus) bestiickt. Fiir die Fluoreszenzmessungen
wurde ein Filtersatz mit einem Strahlteiler (FITC; DCLP500) und einem Emitter
(BP 535/30) verwendet. Der Messaufbau war mit einer charge coupled device
(CCD) Kamera (Imago-VGA, TILL Photonics, Grifelfing), mit einem dynami-
schen Bereich von 12 Bit versehen, um Zeitrafferaufnahmen und Fluoreszenzauf-
nahmen zu erméglichen. Das Anregungslicht fiir die Fluoreszenzmessungen wurde
von einem Monochromator (Polychrome II, TILL PHOTONICS, Grifelfing)
erzeugt (Messler et al., 1996), der iiber einen Auflichtkondensor (dual port ima-

ging, TILL Photonics, Grifelfing) eingekoppelt wurde.

Samtliche TIRF-Messungen (total internal reflection fluorescence) wurden an
einem inversen Epifluoreszenzmikroskop (Axiovert 200, Zeiss) bestiickt mit einem
100fach Olimmersionsobjektiv (Fluar 100x /1.45 oil/ /0.17, Zeiss), einer
CCD-Kamera (IMAGO-SVGA, TILL Photonics, Grifelfing) und dem
TILL-TIRF-Module (TILL Photonics, Grifelfing) bestehend aus Kondensor,
Faser-Kopplung, Mono-mode faser und Shutter durchgefiihrt. Als Lichtquelle
wurde ein 488 nm Laser (Sapphire 488-20, Coherent, Santa Clara, USA) verwen-
det. Der verwendete Filtersatz bestand aus einem Strahlteiler (DCLP 500 mit
AR coating, TILL Photonics, Grifelfing) und einem Emitter (BP 525/50 mit
AR coating, TILL Photonics, Grifelfing). Zum Einjustieren des Einkopplungswin-
kels des Lasers wurden fluoreszierende Kiigelchen, so genannte beads
(TransFluoSpheres carboxylate-modified microspheres 0,04 pm (488/605), Mole-

cular Probes, Eugene, USA) in das Priparat eingestreut.
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Experimente

Zytoskelettmessungen

Auf iiber Nacht in 1 ml Medium kultivierte Ganglien wurden die zu untersuchen-
den Chemikalien, respektive das entsprechende Losungsmittel fiir die Kontrollen,
in 1 ml vorgewidrmtem Medium gelost, vorsichtig zugegeben und fiir 30 Minuten
inkubiert. Bei diesen Vorgingen wurde peinlich genau darauf geachtet, Erschiitte-
rungen zu vermeiden, um dadurch induzierte Verinderungen des Zytoskeletts zu
vermeiden. Anschliefend wurden die Priparate mit 2 ml des raumtemperierten
Fixativs 10 Minuten fixiert. Nach Entfernen der Fliissigkeit wurden die Ganglien
zweimal mit je 2 ml DMEM-12 vorsichtig gewaschen. Um die F-Aktin Bestand-
teile des Zytoskelettes fiir den nicht membrangingigen Fluoreszenzfarbstoff
zuginglich zu machen, wurden die Zellen mit 200 pl der Triton-Lésung permeabi-
lisiert, das heiflt die Zellmembran extrahiert. Darauf folgten drei Waschschritte mit
je 2 ml Waschpuffer. Der Waschpuffer des dritten Waschschritts wurde bis zum
Firben (mindestens jedoch 30 Minuten) im Schilchen belassen, um ein vollstindi-
ges Absittigen des Hintergrundes mit Protein zu gewihrleisten und damit unspezi-

fische Bindungen des Farbstoffs zu verhindern.

Fiir die Firbung wurde der Waschpuffer gegen 200 pl der Oregon Green 488 Phal-
loidin-Losung ausgetauscht und 20 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschliefend wurde innerhalb von 5 Minuten viermal mit je 2 ml
Waschpuffer gewaschen. Nach Zugabe der letzten beiden Milliliter wurde das Pri-
parat mikroskopiert. Da es sich bei der Bindung des Phalloidin-Farbstoff-Konjuga-
tes an das F-Aktin um keine feste Bindung handelt, der Farbstoff also langsam
abdiffundiert, wurden die Untersuchungen auf 15 Minuten beschrinkt um Mess-
artefakte zu vermeiden. In diesem Zeitraum konnten im Schnitt 100 Bilder aufge-
nommen werden. Um einen méglichst hohen Durchsatz zu erreichen, wurden die

Firbungen der einzelnen Schilchen ineinander geschachtelt.
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Zeit in Minuten

0 Schilchen 1 firben
15 Schilchen 2 firben
20 Schilchen 1 waschen
30 Schilchen 3 firben
35 Schilchen 2 waschen
45 Schilchen 4 firben
50 Schilchen 3 waschen
60 Schilchen 5 firben
65 Schilchen 4 waschen
75 Schilchen 6 firben
80 Schilchen 5 waschen
90

95 Schilchen 6 waschen

Tab.2: Zeitschema fir die phasenverschobene Farbung von 6 Schédlchen um jeweils
15 Minuten fir das Vermessen eines Schalchens zu gewdhrleisten.

Orientierungsexperimente

Alle Orientierungsexperimente wurden an Ganglien aus 11 Tage bebriiteten Hiih-
nereiern (siche 2.2.2) durchgefiihrt, bei denen am Tag nach der Priparation das
Volumen an DRG-Medium auf zwei Milliliter erhéht wurde. Direkt vor den Expe-
rimenten wurden die Schilchen mit 2 ml Ol iiberschichtet (siche 2.2.3) und
anschliefen fiir 15 Minuten zum Aquilibrieren der Temperatur auf den beheizten
Kreuztisch mit entsprechender Aufnahme fiir das Kulturschilchen des Mikroskops
gestellt. Sofern in den Experimenten Inhibitoren verwendet wurden, wurden diese
in doppelter Endkonzentration in einem Milliliter DRG-Medium geldst und zu
den explantierten Hinterwurzelganglien vorsichtig hinzugefiigt. Diese Zugabe fand
jeweils 30 Minuten vor dem Experiment statt. Die ersten 15 Minuten der Inkuba-
tion fanden im Brutschrank statt, die restlichen 15 Minuten wie oben erwihnt auf
dem Mikroskop. Um die Wachstumskegel fiir die Experimente ideal auszurichten
wurden die Schilchen zum einen vorsichtig mittels des Kreuztisches verfahren,
zum anderen wurden die Schilchen innerhalb ihrer Aufnahme im Kreuztisch

gedreht.

Die Mikropipetten mit entweder 80-100 MQ oder 40-60 MQ Widerstand wur-

den mit der zu testenden Substanz und 100 pM Fluorescein in DRG-Medium
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gelost und 35 mm hoch blasenfrei befiillc. Durch die Zugabe von Fluorescein
konnte wihrend der Messungen iiberpriift werden, ob die Pipette verstopft war.
Die Pipetten wurden mithilfe von Mikromanipulatoren (JEMI-France, Frankreich)
in 50 pm Abstand vom Wachstumskegel in einem Winkel von 90 ° zur Wachs-
tumsrichtung des Kegels mit der Spitze auf dem Deckglas aufgesetzt
(siche Abbildung 8). Die zu testende Substanz lief aufgrund des hydrostatischen
Drucks aus der Pipette und erzeugte so fiir den jeweiligen Pipettentyp charakteris-

tische Gradienten.

50 um

90°

Abb.8: Schematische Darstellung der Ausrichtung der Mikropipetten zum Wachstumske-
gel in den Orientierungsexperimenten.

Gradientencharakterisierung

Fiir die Untersuchung der bei den Orientierungsexperimenten erzeugten Gradien-
ten, wurden entsprechende Mikropipetten gefiillt mit 1 mM Carboxyfluorescein in
Zellkulturmedium wie in den Orientierungsexperimenten in den Zellkulturschil-
chen, die 2 ml Zellkulturmedium enthielten, positioniert. Diese Experimente wur-

den bei Raumtemperatur durchgefithrt. Hauptaugenmerk lag bei diesen
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Messungen auf der zeitlichen Entwicklung und der Form der Gradienten. Zur
Charakterisierung der mit den Mikropipetten erzeugten Diffusionsgradienten
wurde die Methode der TIRF-Mikroskopie angewandt, um eine hohe Auflésung in
z-Richtung zu erreichen und somit die Information tiber den Gradienten auf den
— fiir den Wachstumskegel detektierbaren — Bereich direkt iiber dem Deckglas zu

beschrinken.

Auswertung und Bildanalyse

Zytoskelettmessungen

Fiir die Auswertung der digitalen Bilder des fluoreszenzmarkierten F-Aktins der
Wachstumskegel, wurde eine von Gerhard Brindle in IDL (Interactive Data Lan-
guage 5.6, Research Systems) programmierte, speziell an die Erfordernisse ange-
passte Auswerteroutine verwendet. Die hierbei zugrunde liegenden Vorginge und

Uberlegungen sollen im Folgenden kurz beschrieben werden.

Um eine automatische Hintergrundkorrektur zu erméglichen, wurde dieser
anhand der Dichtefunktion der Hiufigkeitsverteilung der Pixelintensititen eines
jeden Bildes bestimmt. Grundlage hierbei war die Uberlegung, dass der Hinter-
grund am meisten Raum in einem Bild einnimmt, der Wert fiir den Hintergrund
also dem Maximum der Histogrammkurve entspricht. Der so ermittelte Wert
wurde dann von dem entsprechenden Bild subtrahiert. Anschliefend wurde ein
Schwellwert von 30 counts gesetzt, um Streulichtartefakte und Hintergrundrau-
schen zu minimieren, das heift nur Pixel mit einer Intensitit oberhalb (>) von
30 counts gingen in die weiteren Berechnungen ein. Nun wurden manuell um alle
Wachstumskegel so genannte ROIs (regions of interest) eingezeichnet, welche die
Bereiche fiir die Bestimmung von Mittelwert und Integral der Fluoreszenzintensi-
tit markierten. Die Einschrinkung der Auswertung von Pixeln mit einer Intensitit
oberhalb von 30 macht zudem ein genaues Umranden der Wachstumskegel unné-
tig, da zusitzlich ausgewihlter Hintergrund nicht mit einberechnet wurde. Ledig-
lich die Trennung von Wachstumskegel und Neuriten musste genau und
einheitlich durchgefiihrt werden. Des Weiteren wurde darauf geachtet, alle Kegel in
die Auswertung mit einzubeziehen, um die Gefahr des menschlichen Einflusses bei
der Auswertung zu minimieren. Das Integral der Fluoreszenz des Wachstumskegels

spiegelt den Gesamtgehalt an F-Aktin wieder, der Mittelwert die F-Aktindichte.
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Abb.9: Beispielbilder fir Wachstumskegel mit fluoreszenzmarkiertem F-Aktin.

Die Dichtefunktionen der Hiufigkeitsverteilungen der erlangten Messwerte konn-
ten durch entsprechende Transformationen in Normalverteilungen tiberfiihrt wer-
den. Bei den Mittelwerten der Fluoreszenz war dies durch logarithmische
Transformation moglich, bei den Integralen der Fluoreszenz durch Reziproken-
transformation. Die Signifikanz von Unterschieden oder Korrelationen, die fiir
transformierte Daten gefunden wird, gilt auch fiir die Originaldaten. Die Uberfiih-
rung der Daten in normalverteilte Daten erlaubt die Durchfiihrung parametrischer
Tests in den nachfolgenden statistischen Untersuchungen. Diese Tests bieten eine
hohere Trennschirfe als ihre nichtparametrischen Pendants, wodurch auch kleine

Unterschiede erkannt werden kénnen.

Verifiziert wurde die Qualitit der Transformation, also die Uberfithrung der Mess-
daten in normalverteilte Daten, durch den Vergleich mit einer theoretischen Nor-
malverteilung mittels des Anpassungstests nach Kolmogorov-Sminrnov, was in

allen Fillen zu signifikanten Ergebnissen fiihrte.
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Orientierungsmessungen

Es wurden differentielle Interferenz Kontrast (DIC) Bilder nach Normarski aufge-
nommen, um die Orientierungsbewegungen der Wachstumskegel zu beobachten.
Die Wachstumsrichtung vor Beginn der Messung wurde durch zwei 5-10 mm
voneinander entfernt liegende Punkte, die am Wachstumskegel gelegenen Ende des
Neuriten eingezeichnet wurden, bestimmt. Die Wachstumsspuren der untersuch-
ten Neuriten wurden so ausgerichtet, dass sie vom Ursprung des Koordinatensys-
tems starteten und in Richtung der Ordinate wuchsen. Hierfiir wurde der vom
Wachstumskegel weiter entfernte Punkt des Neuriten auf den Ursprung eines kar-
tesischen Koordinatensystems verschoben und anhand des zweiten Punktes die
Abweichung der Wachstumsrichtung als Winkel bestimmt. Um den Wachstums-
pfad der untersuchten Neuriten auszurichten, wurden die Messwerte um den
Koordinatenursprung um den ermittelten Winkel gedreht. Die Berechnung der
winkelkorrigierten Koordinaten erfolgte nach folgenden Transformationsgleichun-
gen (Bronstein und Semendjajew, 1987) basierend auf den trigonometrischen
Bezichungen im rechtwinkligen Dreieck (siche Abbildung 10):

X' = xcosa + ysinao,

y' = —XSina + ycosa.

x
><v

x’cosol }
Abb.10: Drehung eines kartesischen Koordinatensystems um den Ursprung um den

Winkel o; blau dargestellt das urspriingliche x-y-Koordinatensystem mit dem Punkt
(x;y), rot das gedrehte x"-y’-Koordinatensystem mit dem Punkt (x’;y”).
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Der Winkel a gibt hierbei die Abweichung der Wachstumsrichtung des Wachs-
tumskegels von der Ordinate an. Um diesen Winkel zu bestimmen, werden
zunichst die Koordinaten zweier Punkte auf dem Neuriten bestimmt
(siche Abbildung 11 a, b). Der Wachstumskegel wird nun im Koordiantensystem
so verschoben, dass der untere Punkt auf dem Ursprung des Koordinatensystems
liegt. Mittels einer Geraden durch die beiden Punkte, kann der Winkel bezie-
hungsweise dessen Winkelfunktionen direkt abgelesen werden. Anschliefend wer-
den alle aus dieser Messserie erhaltenen Koordinaten entsprechend verschoben und
nach den Werten der Winkelfunktionen gemif§ obiger Formel gedreht
(siche Abbildung 11 ¢). Als Messwert fiir die Position des Wachstumskegels wurde
sein Schwerpunkt verwendet. Dieser wurde bestimmt, indem der Umriss eines
jeden Wachstumskegels im digitalen Bild mit Hilfe eines digitalen Grafiktabletts
(Wacom Graphire) manuell nachgezeichnet und der Schwerpunke des sich erge-
benden Polygons durch die verwendete Software (TILL visION) errechnet wurde
(siche Abbildung 11 d). Der erste Schwerpunkt einer Messung wurde per Defini-
tion auf den Ursprung des Koordinatensystems gelegt (siche Abbildung 11 e) und
alle nachfolgenden Schwerpunkte entsprechend im Koordinatensystem verscho-
ben. Um den Wachstumspfad des Wachstumskegels zu erfassen, wurde im Abstand
von 2 Minuten die Position des Wachstumskegels auf diese Weise bestimmt
(siche Abbildung 11 f, g, h fiir die Position am Ende des Experiments). Auf diese
Weise konnte der Wachstumspfad der einzelnen Wachstumskegel vom Ursprung
des Koordinatensystems startend in Form von x-y-Koordinaten erfasst und darge-
stellt werden (siche Abbildung 11 i). Es wurden nur die Kegel ausgewertet, die

wihrend der Messung ein positives Wachstum zeigten.
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Abb. 11: Veranschaulichung der Auswertung der Orientierungsmessungen in den einzelnen
Schritten. In den Bildern wurden die benétigten Koordinaten erfasst, anschlieend
wurden die Messdaten exportiert und mit Hilfe von Excel™ weiterverarbeitet. a-c
Als erstes wurden die Neuriten wie auf die Ordinate ausgerichtet. d, e AnschlieBend
wurde der Schwerpunkt des Wachstumskegels zu Beginn der Experimente
bestimmt und die Koordinaten auf den Ursprung des Koordinatensystems gelegt.
Auf diese Weise wurde die Position des Wachstumskegels zu den verschiedenen Zei-
ten des Experiments bestimmt, wie in f-h dargestellt, fir die Position am Ende des
Experiments. i Aus diesen Messwerten ergibt sich der gesamte Wachstumspfad des
Wachstumskegels Uiber die Dauer des Experiments in entsprechender Zeitauflo-
sung.
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Die so genannten Knickwinkel ergaben sich aus dem Winkel zwischen der Ordi-
nate und einer Linie, die durch den Ursprung des Koordinatensystems und dem
Endpunkt des Wachstums gelegt wurde. Es wurde festgelegt, dass positive Winkel
rechts von der Ordinate liegen und negative auf der linken Seite der Ordinate. Dies
bedeutet, dass Wachstumskegel, die in Richtung des Stimulus gewachsen sind,

positive Knickwinkel hatten.

30,

-15 -10

15

Abb. 12: Bestimmung der Knickwinkel im kartesischen Koordinatensystem; blau dargestellt
die Wachstumspfade von zwei Wachstumskegeln mit unterschiedlichen Wachs-
tumsrichtungen.

Die nachfolgende statistische Analyse basierte auf diesen Knickwinkeln, da sie
einen relativ leicht zuginglichen Parameter zur Quantifizierung der Anderung der

Wachstumsrichtung darstellen. Fiir diese Analysen wurde der U-Test von Mann
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und Whitney verwendet. Dieser Rangtest dient der Priifung, ob zwei unabhingige
Stichproben aus der gleichen Grundgesamtheit stammen; der P-Wert gibt Auf-
schluss dariiber, ob die Populationen wirklich den gleichen Median haben und mit
welcher Wahrscheinlichkeit zufillige Probennahme aus einer Population zu einem
solchen Ergebnis fiihrt. Es handelt sich hierbei um einen nichtparametrischen Test,
das bedeutet dass keine normalverteilten Messdaten vorausgesetzt werden (Weber,
1986). Dies ist insofern sinnvoll, als bei kleineren Stichprobenumfingen die
Gefahr filschlicherweise eine Normalverteilung der Messwerte zu erkennen deut-
lich hoher ist. Als extremes Beispiel hierfiir sei angefiihrt, dass sich an einen einzi-

gen Messwert eine Gauflkurve immer hochsignifikant anpassen lasst.

Verwendete Software

Microsoft Office 2004 fiir Macintosh; Microsoft Office 2003 fiir Windows; Adobe
Creative Suite Premium 1.1; InStat version 3.0 fiir Macintosh, GraphPad Software;
StatView 5.01 von SAS Institut Inc.; visION 4 von TILL Photonics, IDL 5.6 von

Research Systems Inc.; Origin 7.0 von OriginLab Corporation
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3.1

3.2

3.2.1

Ergebnisse

Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Suche nach Substanzen, die in Form extrazel-
luldrer Gradienten das Richtungswachstum neuronaler Wachstumskegel beeinflus-
sen. Die Arbeit, und damit auch der Ergebnissteil, gliedert sich in drei funktionelle
Abschnitte, die zum Teil stirker, zum Teil weniger stark voneinander abhingen,

sich zum Teil erginzen, aufeinander aufbauen, sich bestitigen:

* Untersuchungen am Zytoskelett
* Orientierungsmessungen

¢ Charakterisierung der orientierenden Gradienten
g

Ergebnisse der Zytoskelettexperimente

Basierend auf einer zuvor etablierten Methode zur halbquantitativen Bestimmung
des F-Aktingehalts in neuronalen Wachstumskegeln (Grau, 2000; Bartl, 2002),
wurde der Einfluss purinerger Substanzen auf eine das Aktinzytoskelett beeinflus-
sende Wirkung hin untersucht. Die eigentliche Fragestellung dieser Experimente
war, ob aufgrund von Verinderungen auf Zytoskelettebene, induziert durch
externe Stimuli, Riickschliisse auf eine das Wachstumsverhalten beeinflussende
Wirkung dieser Substanzen getroffen werden kénnen. Als Positiv-Kontrolle wur-
den entsprechende Experimente mit NGF durchgefiihrt. Fiir diese Substanz ist
eine das Wachstum von Neuronen beeinflussende Wirkung beschrieben (Gunder-
sen und Barrett, 1979); NGF spielt eine entscheidende Rolle beim Auswachsen
von Neuronen (Levi-Montalcini, 1986) und kann in Form extrazellulirer Konzen-
trationsgradienten das Richtungswachstum von Neuronen beeinflussen (Gunder-
sen und Barrett, 1979). Des Weiteren ist aber auch eine Zunahme im Gehalt und
der Dichte von F-Aktin durch Zugabe von NGF beschrieben (Paves und Saarma,

1997). Dieser Befund konnte in den Experimenten bestitigt werden.

Untersuchung von ATP und seinen Abbauprodukten

Es ist bekannt, dass ATP ebenfalls attraktive Wirkung auf neuronale Wachstumske-
gel hat (Fu et al., 1997). Jedweder Bewegung des Wachstumskegels muss ein

Umbau der entsprechenden Zytoskelettbestandteile zugrunde liegen. Bei schnellen
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Bewegungen, wie der Forminderung des Wachstumskegels, ist in erster Linie das
Aktin betroffen, langsamere Bewegungen wie die Verlingerung des Neuriten,

haben hingegen einen Umbau der Mikrotubuli zur Ursache.

In den folgenden Experimenten wurde der Einfluss des Neurotrophins NGE extra-
zellulirer Adenin-Nucleotide (ATP, ADP und AMP) und des zugehéorigen Nucleo-
sids Adenosin auf Gehalt und Dichte dieses Zytoskelettbestandteils untersucht und
verglichen. Grundlage dieser Untersuchungen war eine bekannte Fluoreszenzmar-
kierung des F-Aktin-Zytoskeletts mit Phalloidin-Konjugaten. Diese Fluoreszenz-
firbung war in vorhergehenden Arbeiten (Grau, 2000; Steinhaus, 2000; Grau et
al., 2001) auf eine semiquantitative Bestimmung des F-Aktins hin optimiert und
an das verwendetet Zellsystem angepasst worden. Das mittlere Fluoreszenzsignal
eines Wachstumskegels entspricht hierbei der F-Aktindichte, das iiber einen
Wachstumskegel integrierte Signal entspricht der Menge an F-Aktin im Kegel. Fiir
die NGF-Experimente wurden die Ganglien iiber Nacht in einem Medium mit
einem NGF-Gehalt von 1 ng/ml angezogen und anschlieflend fiir 30 Minuten mit
Medium, das 25 ng/ml NGF enthielt, stimuliert. Dies fihrte zu einer Zunahme
des F-Aktingehalts von 45,9 % im Vergleich zu den Kontrollenzellen
(siche Abbildung 13 und Tabelle 3), denen Medium mit dem niedrigen
NGF-Gehalt zugegeben wurde, und zu einer Zunahme der F-Aktindichte um
11 % (siche Abbildung 14 und Tabelle 4).

Durch Stimulation fiir 30 Minuten mit einer ATP-Konzentration von 25 pM
konnte eine Zunahme der F-Aktindichte um 8 % im Vergleich zur Kontrolle, und
eine Zunahme des F-Aktingehalts um 25 % im Vergleich zur Kontrolle induziert
werden. Durch Zugabe von 25 pM ADP fiir den gleichen Zeitraum konnte keine
signifikante Anderung des F-Aktingehalts, jedoch eine signifikante Abnahme der
E-Aktindichte um 8 % induziert werden. Die Zugabe von 25 ptM AMP fiihrte zu
keiner signifikanten Anderung in F-Aktindichte und -gehalt. Eine Stimulation mit
25 pM Adenosin fiihrte jedoch zu einer Zunahme der F-Aktindichte um 12 % im
Vergleich zur Kontrolle, und eine Zunahme des F-Aktingehalts um 26 % im Ver-
gleich zur Kontrolle (siche Abbildung 13, Abbildung 14, Tabelle 3 und Tabelle 4).
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Abb. 13: Einfluss von NGF, ATP, ADP, AMP und Adenosin auf den Gehalt an F-Aktin im Wachs-
tumskegel. Dargestellt ist die prozentuale Anderung im Vergleich zur jeweiligen
Kontrolle. Die Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler des Mittelwerts.

NGF
ATP

ADP
AMP

NPprobe

160
431
363
247

Adenosin 772

relative Anderung
45,9 %
25,1 %
-8,1%
-2,8%
26,0 %

SEM DKonrolle
+12,8 257
+ 3,9 362
+ 3,5 304
+ 4,7 256
+ 3,4 790

P-Wert vs. Kontrolle
<0,0001

<0,0001

0,3422

0,5265

0,0001

Tab. 3:

Zusammenstellung der Ergebnisse

aus den Messungen des F-Aktingehalts;

n = Stichprobenumfang; SEM = Standardfehler des Mittelwerts; P--Wert nach unge-

paartem Student t-Test gegen die entsprechende Kontrolle.
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3.2.2
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relative Anderung der F-Aktindichte [%]

N
—t

NGF ATP ADP AMP Adenosin

Abb. 14: Einfluss von NGF, ATP, ADP, AMP und Adenosin auf die Dichte des F-Aktin im Wachs-
tumskegel. Dargestellt ist die prozentuale Anderung im Vergleich zur jeweiligen
Kontrolle. Die Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler des Mittelwerts.

Npope  relative Anderung SEM  nggneolle  P-Wert vs. Kontrolle
NGF 160 11,3 % +59 257 <0,0001
ATP 431 7,8 % +3,9 362 <0,0001
ADP 363 7,6 % +3,5 304 <0,0001
AMP 247 -2,4% +4,7 256 0,3466
Adenosin 772 11,9% +3,4 790 <0,0001

Tab.4: Zusammenstellung der Ergebnisse aus den Messungen der F-Aktindichte;
n = Stichprobenumfang; SEM = Standardfehler des Mittelwerts; P-Wert nach unge-
paartem Student t-Test gegen die entsprechende Kontrolle.

Charakterisierung beteiligter Rezeptoren

Um sicherzustellen, dass die beobachteten Verinderungen auf Ebene des F-Aktin-
zytoskeletts rezeptorvermittelt sind und nicht zum Beispiel auf metobolische
Effekte tiber Adenosintransporter zuriickzufiihren sind, wurden entsprechende
Experimente mit NECA, einem unspezifischen, sehr wirksamen Adenosinrezeptor-
agonist (Fredholm et al., 2001) durchgefiihrt. Eine etwaige Beteiligung von Adeno-
sin-Ag-Rezeptoren wurde durch eine gleichzeitige Gabe von Adenosin und

Alloxazin untersucht. Alloxazin ist ein selektiver Adenosine-A,g-Rezeptorantago-
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nist (Brackett und Daly, 1994; Liang und Haltiwanger, 1995). Diese Experimente

wurden in Zusammenarbeit mit Eva Bartl (Bartl, 2002) durchgefiihrt.

Durch Stimulation fiir 30 Minuten mit einer NECA-Konzentration von 5 uM
konnte eine Zunahme der F-Aktindichte um 8 % im Vergleich zur Kontrolle, und
eine Zunahme des F-Aktingehalts um 77 % im Vergleich zur Kontrolle induziert
werden (sieche Abbildung 15, Abbildung 16, Tabelle 5 und Tabelle 6).

Die Zellen wurden 30 Minuten mit 10 pM Alloxazin und 25 uM Adenosin inku-
biert. Es konnte bei den untersuchten Konzentrationen kein signifikanter Unter-
schied zwischen den Schilchen, die neben Adenosin auch Alloxazin enthielten und
solchen, die nur Adenosin enthielten, festgestellt werden. Die durch Adenosin
induzierte Zunahme in F-Aktingehalt und -dichte konnte demnach durch die ver-
wendete Alloxazinkonzentration nicht inhibiert werden, was gegen eine Beteili-
gung von Adenosin-A,g-Rezeptoren spricht (siche Abbildung 15, Abbildung 16,
Tabelle 5 und Tabelle 6).

100 ~
80 +
60 1

40 -

—t—

20 4

relative Anderung des F-Aktingehalts [%]

Adenosin Adenosin/Alloxazin NECA

-20 -

Abb. 15: Einfluss von Adenosin, Adenosin mit Alloxazin und NECA auf den Gehalt an F-Aktin
im Wachstumskegel. Dargestellt ist die prozentuale Anderung im Vergleich zur
jeweiligen Kontrolle. Die Fehlerbalken entsprechend dem Standardfehler des Mit-
telwerts.
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n
Kontrolle 432
Adenosin 555

Adenosin / Alloxazin 550
NECA 656

relative Anderung

39 %
32 %
77,1 %

P-Wert P-Wert

vs Kontrolle  vs Adenosin
- <0,0001
<0,0001 -

<0,0001 0,2091
<0,0001 <0,0001

Tab.5: Zusammenstellung der Ergebnisse aus den Messungen des F-Aktingehalts;
SEM = Standardfehler des Mittelwerts; P-Wert nach ungepaartem Student t-Test

gegen die Kontrolle.

20 4

relative Anderung der F-Aktindichte [%]
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—

Adenosin/Alloxazin
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Abb. 16: Einfluss von Adenosin, Adenosin mit Alloxazin und NECA auf die Dichte des F-Aktin
im Wachstumskegel. Dargestellt ist die prozentuale Zunahme im Vergleich zur
jeweiligen Kontrolle. Die Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler des Mittel-

werts.
n relative Anderung  SEM P-Wert P-Wert
vs Kontrolle vs Adenosin
Kontrolle 432 - +1,5 - <0,0001
Adenosin 555 11 % +1,5 <0,0001 -
Adenosin / Alloxazin 550 13 % +1,6 <0,0001 0,1422
NECA 656 8,2 % +1,3 <0,0001 <0,0001

Tab.6: Zusammenstellung der Ergebnisse aus den

Messungen der F-Aktindichte;

SEM = Standartfehler des Mittelwerts; P-Wert nach ungepaartem Student t-Test

gegen die Kontrolle.

42



Ergebnisse

3.2.3

Untersuchungen an Signalketten

Erste Untersuchungen der Signalketten, die auf das F-Aktin einwirken, wurden mit

dem Alkaloid Forskolin und KT 5720 durchgefiihrt.

Forskolin ist ein sehr wirksamer Aktivator der Adenylat Cyclase tiber deren kataly-
tische Untereinheit (Lankford et al., 1988; Bhat, 1993). Es wurde eingesetzt um
das intrazellulire cAMP-Niveau zu erhéhen und so den Einfluss von cAMP auf das
F-Aktin Zytoskelett zu untersuchen. Von der Vielzahl bekannter Wirkung von
cAMP ist eine die Aktivierung der Protein Kinase A (PKA). Daher wude KT 5720,
ein wirksamer und spezifischer Inhibitor der PKA, eingesetzt. Durch diese Experi-
mente konnte der Einfluss der PKA auf den F-Aktin-Haushalt der Wachstumskegel
untersucht werden. Somit stehen diese Experimente im direkten Zusammenhang
mit der Erhéhung des cAMP-Gehalts durch Forskolin.

Durch Stimulation fiir 30 Minuten mit einer Forskolin-Konzentration von 5 pM
konnte eine Zunahme des F-Aktin Gehalts um 51 % im Vergleich zur Kontrolle,
und der F-Aktindichte um 11 % im Vergleich zur Kontrolle induziert werden

(siche Abbildung 17, Abbildung 18, Tabelle 7 und Tabelle 8).

Durch Inkubation mit KT 5720 fiir 30 Minuten mit Konzentration von 5 pM
konnte eine Abnahme des F-Aktin Gehalts um 14 % im Vergleich zur Kontrolle,

und der F-Aktindichte um 7 % im Vergleich zur Kontrolle induziert werden

(siche Abbildung 17, Abbildung 18, Tabelle 7 und Tabelle 8).
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Abb. 17: Einfluss von Forskolin und KT 5720 auf den F-Aktingehalt im Wachstumskegel. Dar-
gestellt ist die prozentuale Anderung im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle. Die Feh-
lerbalken entsprechen dem Standardfehler des Mittelwerts.

Nprope  relative Anderung SEM Ngoneolle D~ Wert
Forskolin 392 -13,9 % +4,5 715 <0,0001
KT 5720 391 51,4 % + 7,4 715 <0,0001

Tab.7: Zusammenstellung der Ergebnisse aus den Messungen des F-Aktingehalts;
SEM = Standartfehler des Mittelwerts; P-Wert nach ungepaartem Student t-Test
gegen die Kontrolle.
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3.3

20 4

relative Anderung der F-Aktindichte [%]
w

KT 5720 Forskolin

Abb. 18: Einfluss von Forskolin und KT 5720 auf die F-Aktindichte im Wachstumskegel. Dar-
gestellt ist die prozentuale Anderung im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle. Die Feh-
lerbalken entsprechen dem Standardfehler des Mittelwerts.

Nprope  relative Anderung SEM  ngoneolle  P-Wert
Forskolin 392 -7,0 % +1,5 715 <0,0001
KT 5720 391 11,1 % +1,6 715 <0,0001

Tab.8: Zusammenstellung der Ergebnisse aus den Messungen der F-Aktindichte;
n = Stichprobenumfang; SEM = Standardfehler des Mittelwerts; P-Wert nach unge-
paartem Student t-Test gegen die Kontrolle.

Ergebnisse der Orientierungsexperimente

Aufbauend auf den Ergebnissen der vorangegangenen Untersuchungen iiber den
Einfluss purinerger Substanzen auf den F-Aktingehalt und die F-Aktindichte in
den Wachstumskegeln, (siche Abschnitt 3.2 Ergebnisse der Zytoskelettexperi-
mente“) wurde die Eignung dieser Substanzen zur Orientierung von Wachstums-
kegeln untersucht. Zu diesem Zweck wurde basierend auf den Erfahrungen und
technischen Lésungen aus der Literatur (Gundersen und Barrett, 1979; Lohof et
al., 1992; Paves und Saarma, 1997), eine Methode zur Generierung von Kon-
zentrationsgradienten diffusibler Substanzen entwickelt. Diese Gradienten wur-
den, wie im Kapitel Material und Methoden erldutert, mit Mikropipetten, wie sie
fiir Patch-Clamp-Messungen verwendet werden, hergestellt. Die zu testenden Sub-

stanzen wurden in einem entsprechenden Losungsmittel gelost, mit Zellkulturme-
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dium verdiinnt und in die Pipetten gefiillt; aufgrund des hydrostatischen Drucks
stromte die Pipettenldsung aus und erzeugte so zusammen mit Diffusion die Kon-
zentrationsgradienten. Die Kontrollexperimente wurden nur mit Losungsmittel

und Zellkulturmedium als Pipettenlésung durchgefiihrt.

Durch Adaptation der Programme des Pipettenzichgerits, konnte die Geometrie
der Pipetten nahezu stufenlos moduliert werden. Da die Form des Konzentrations-
gradienten von der Freisetzungsrate der entsprechenden Substanz aus der Pipette
und somit von der Pipettenform abhingig ist, wird auf diese Weise auch eine
Modulation des Gradienten erméglicht. Wihrend diverser Vorversuche zu den
eigentlichen Orientierungsexperimenten wurden zwei Pipettenformen entwickelt,
die bei verschiedenen Substanzen die Wachstumskegel orientierende Gradienten
erzeugten (siche Abschnitt ,,3.4 Ergebnisse der Gradientencharakterisierung®);
alle weiteren Experimente beschrinken sich auf diese zwei Pipettentypen. Ausge-
hend von einer niederohmigen Pipette mit relativ grofer Offnung, wurde wihrend
dieser Pipettenentwicklung das Zugprogramm so verindert, dass Pipetten mit
hohem Pipettenwiderstand und damit kleinerer Offnung hergestellt wurden. Da
der Vorgang des Pipettenzichens unter anderem von der Luftfeuchtigkeit und dem
Alter des Heizfilaments abhingig ist, wurde die Pipettenform iiber den Pipettenwi-
derstand elektrisch kontrolliert. Des Weiteren wurde in diesen Vorversuchen zur
Etablierung des Orientierungsassays das Zeitfenster ermittelt, innerhalb dessen die
Wachstumskegel sich in extrazelluliren Konzentrationsgradienten orientieren,
beziehungsweise die Anderung der Wachstumsrichtung erkennbar ist. Somit wurde
die Dauer der folgenden Experimente auf 15 Minuten festgelegt. Dies ist deutlich
kiirzer als die Dauer der vergleichbaren Experimente an Xenopus-Neuronen
(Lohof et al., 1992; Fu et al., 1997), lisst sich aber durch die deutlich hshere
Wachstumsgeschwindigkeit der in dieser Arbeit verwendeten Hiihner-Neurone

erkliren.
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Abb. 19: Wachstumspfad eines Wachstumskegels in Adenosingradienten. Die Messung
erstreckt sich Gber einen Zeitraum von 15 Minuten.
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3.3.1

Wachstumspfade unstimulierter Wachstumskegel
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Abb. 20: Unstimulierte Wachstumskegel der Kontrollexperimente. Dargestellt sind die
Wachstumspfade bestimmt tiber den Schwerpunkt der Wachstumskegel tiber einen
Zeitraum von 15 Minuten. Die Spuren wurden so ausgerichtet, dass die urspringli-
che Wachstumsrichtung auf der Ordinate liegt und die Position der Wachstumske-
gel zu Beginn der Experimente im Ursprung des kartesischen Koordinatensystems
liegt. Jede Spur entspricht dem Wachstumspfad eines individuellen Wachstumske-
gels. Es zeigt sich, dass die Pipetten mit Kontrollflissigkeit gefiillt keinen Einfluss auf
die Wachstumsrichtung der Wachstumskegel haben.

Einfluss von ATP, ADP, AMP und Adenosin auf das Richtungs-
wachstum

Als Positivkontrolle fiir die Orientierungsexperimente wurde die Lenkung von
Wachstumskegeln in ATP-Gradienten (Fu et al., 1997) verwendet. ATP wurde in
einer Konzentration von 100 pM in Zellkulturmedium gelést und in die Mikropi-
petten gefiillt. Es wurden zwei Formen von Mikropipetten verwendet; solche mit
einem Pipettenwiderstand von 40-60 M2 und solche mit einem Pipettenwider-
stand von 80-100 M. Bei Wahl der niederohmigen Pipette konnte innerhalb
eines Zeitraums von 15 Minuten eine signifikante Anderung der Wachstumsrich-
tung hin zur Pipettenoffnung beobachtet werden, nicht jedoch unter Verwendung

der hoherohmigen Pipette (siche Abbildung 21 und Tabelle 9).
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Abb. 21: Wachstumskegel in ATP-Gradienten. a Verlauf der Wachstumspfade unter Verwen-

dung der 40-60 MQ-Pipette. Hier zeigt sich eine signifikante Anderung der Wachs-
tumsrichtung hin zur Pipette (siehe Tabelle 9). b Verlauf der Wachstumspfade unter
Verwendung der 80-100 MQ-Pipette. Hier konnte keine signifikante Anderung der
Wachstumsrichtung beobachtet werden (siehe Tabelle 9). Die Art der Darstellung
entspricht der in Abbildung 20.

Da in den Zytoskelettexperimenten sowohl durch ATP als auch durch Adenosin

eine signifikante Zunahme in F-Aktingehalt und -dichte induziert werden konnte,

wurde untersucht, ob Adenosin ebenfalls eine orientierende Wirkung auf Wachs-

tumskegel hat.
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Hierfiir wurden wiederum Mikropipetten mit einem Pipettenwiderstand von
40-60 MQ oder mit einem Pipettenwiderstand von 80—100 MQ verwendet. Ade-
nosin wurde in einer Konzentration von 100 pM in Zellkulturmedium gelést und
in die Mikropipetten gefiille. Bei Wahl der niederohmigen Pipette, konnte inner-
halb eines Zeitraums von 15 Minuten keine signifikante Anderung der Wachs-
tumsrichtung hin zur Pipettensffnung beobachtet werden; unter Verwendung der
hoherohmigen Pipette konnte jedoch eine solche Anderung induziert werden
(siche Abbildung 22 und Tabelle 9). Interessant ist hierbei das gegensitzliche Ver-
halten der Adenosin- und ATP-Experimente, da die Wachstumskegel auf
ATP-Gradienten erzeugt mit der niederohmigen Pipette reagieren, bei Adenosin

jedoch Gradienten nétig sind, die mit der hochohmigen Pipette erzeugt wurden.
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Wachstumspfade von Wachstumskegeln in Adenosingradienten (40-60 MQ-Pipette)
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Abb. 22: Wachstumskegel in Adenosin-Gradienten. Die Art der Darstellung entspricht der in
Abbildung 20. a Verlauf der Wachstumspfade unter Verwendung der
40-60 MQ-Pipette. Hier konnte keine signifikante Anderung der Wachstumsrich-
tung beobachtet werden (siehe Tabelle 9). b Verlauf der Wachstumspfade unter Ver-
wendung der 80-100 MQ-Pipette. Hier zeigt sich eine signifikante Anderung der
Wachstumsrichtung hin zur Pipette (siehe Tabelle 9).

Weder mit 100pM ADP noch mit 100pM AMP konnte unter Verwendung der
80—-100 MQ-Pipette eine signifikante Anderung der Wachstumsrichtung induziert
werden. Da die Daten der Zytoskelettexperimente auch keinen eindeutigen Hin-

weis auf eine etwaige Beeinflussung des F-Aktinhaushalts, wie er zum Beispiel nach
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Gabe von ATP und Adenosin beobachtet wurde, brachten, wurde bei diesen Nuce-
lotiden auf weitere Experimente mit anderen Konzentrationen und Pipettentypen

verzichtet. Die Daten der durchgefiihrten Experimente sind in Tabelle 9 aufge-
fithre.

n Knickwinkel SEM P-Wert

Kontrolle 25 1,8° + 4,0 -

ATP (100pM; 40-60 M Pipette) 16 13,5° £3,5  0,0384
ATP (100pM; 80-100 MQ Pipette) 11 3,5 +6,34  0,7867
ADP (100pM; 80-100 MQ Pipette) 20 -1,8° +4,1 0,3792
AMP (100puM; 80-100 MR Pipette) 12 0,9° +6,0 0,8584
Adenosin (100uM; 40-60 MQ Pipette) 121 £44 09452
Adenosin (100pM; 80-100 M Pipette) 14 14,2° +4,1 0,0482

Tab.9: Zusammenfassung der Orientierungsexperimente mit ATP, ADP, AMP und Adenosin.
n= Stichprobenumfang; SEM = Standardfehler des Mittelwerts; P-Wert nach
Mann-Witney U-Test gegen die Kontrolle.

Kontrolle

I i ATP 40-60 QW

F ATP 80-100 QW
]
|

ADP 80-100 QW

AMP 80-100 QW

Adenosin 40-60 QW

Kinckwinkel [°]

Abb. 23: Zusammenfassende Darstellung der Knickwinkel der Orientierungsexperimente mit
ATP, ADP, AMP und Adenosin; die Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler des
Mittelwerts (siehe Tabelle 9), der Asterisk kennzeichnet statistisch signifikante
Anderungen im Vergleich zur Kontrolle (P-Wert nach Mann-Witney U-Test <0,05).

Ein weiterer interessanter Aspekt dieser Messungen, ist der Einfluss der extrazellu-

liren Konzentrationsgradienten der verschiedenen Substanzen auf die Wachstums-
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3.3.2

geschwindigkeit der Wachstumslegel. Eine genauere Untersuchung der
Wachstumsgeschwindigkeiten zeigte, dass diese durch Adenosin, in Form der fiir
die Orientierung wirksamen mit der hoherohmigen Pipette erzeugten Konzentrati-
onsgradienten, um 36 % im Vergleich zur Kontrolle zunimmt. Dieses Ergebnis ist
statistisch signifikant (siche Tabelle 12). Die anderen Konzentrationsgradienten,
sowohl die Adenosingradienten erzeugt mit der niederohmigen Pipette, als auch
die der verschiedenen Nucleotide, erzeugten keine signifikanten Anderungen der

Wachstumsgeschwindigkeit (siche Abbildung 24 und Tabelle 12).
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Abb. 24: Darstellung der Wachstumsgeschwindigkeit in Konzentrationsgradienten verschie-
dener Substanzen und unterschiedlichen Konzentrationsgradienten. Der Asterisk
kennzeichnet statistisch signifikante Anderungen im Vergleich zur Kontrolle (P-Wert
nach Mann-Witney U-Test <0,05), (| Q) kennzeichnet Experimente mit den niede-
rohmigen Pipetten, (1<) solche mit den héherohmigen Pipetten.

Untersuchung der beteiligten Rezeptoren an der
Adenosin-induzierten Orientierung

Um zu iiberpriifen, ob es sich bei der beobachteten Adenosin-induzierten Ande-
rung der Wachstumsrichtung, um eine rezeptorvermittelte Reaktion oder um einen
metabolischen Effekt, z.B. durch Adenosin-Transporter handelt, wurden mehrere
Agonisten und Antagonisten unterschiedlicher Rezeptorspezifitit eingesetzt. Hier-
bei wurde die eingesetzte Konzentration je nach Rezeptoraffinitit der entsprechen-

den Substanz im Vergleich zu Adenosin angepasst. Alle Experimente wurden mit
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dem hochohmigen Pipettentyp durchgefiihrt, der sich fiir die Orientierung mit

Adenosin als geeignet erwiesen hat.

* Mit NECA, einem unselektiven Adenosinrezeptoragonisten (Fredholm
et al., 2001), konnten in einer Konzentration von 10 pM eine signifi-

kante Orientierungsreaktionen gezeigt werden (siche Abbildung 25 und

Tabelle 10).

* CGS 15943 ist ein potenter, nicht selektiver Adenosinrezeptorantagonist
(Ongini et al., 1999; Fredholm et al., 2001). Durch Zugabe von 10 pM
konnte die Induktion der Anderung der Wachstumsrichtung durch Ade-
nosin signifikant unterbunden werden (siche Abbildung 26 und
Tabelle 10). Die Inkubation mit dem Antagonisten erfolgte 30 Minuten
vor den Orientierungsexperimenten; der Antagonist war wihrend der
Experimente sowohl im Medium als auch in der Pipettenlésung enthal-

ten.

* Mit CGS 21680, einem selektiven A,a-Rezeptoragonist (Klotz, 2000),
konnte in einer Konzentration von 10 pM eine signifikante Anderung
der Wachstumsrichtung induziert werden (sieche Abbildung 27 und
Tabelle 10).
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Wachstumspfade von Wachstumskegeln in NE CA-Gradienten (80-100 MQ-Pipette)
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Abb. 25: Wachstumskegel in NECA-Gradienten. Die Art der Darstellung entspricht der in
Abbildung 20. Verlauf der Wachstumspfade unter Verwendung der

80-100 MQ-Pipette. Hier zeigt sich eine signifikante Anderung der Wachstumsrich-
tung hin zur Pipette (siehe Tabelle 10).

Wachstumspfade von Wachstumskegeln in Adenosingradienten (80-100 MQ-Pipette) mit CGS 15943

A

[pm]

20 30 40

Abb. 26: Wachstumskegel in Adenosin-Gradienten in Anwesenehit von 10 uM CGS 15943.
Die Art der Darstellung entspricht der in Abbildung 20.Verlauf der Wachstumspfade
unter Verwendung der 80-100 MQ-Pipette. Hier zeigt sich eine signifikante Ande-
rung der Wachstumsrichtung hin zur Pipette (siehe Tabelle 10).
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Wachstumspfade von Wachstumskegeln in CGS 21680-Gradienten (80-100 MQ-Pipette)
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Abb.27: Wachstumskegel in CGS 21680-Gradienten. Die Art der Darstellung entspricht der in
Abbildung 20. Verlauf der Wachstumspfade unter Verwendung der
80-100 MQ-Pipette. Hier zeigt sich eine signifikante Anderung der Wachstumsrich-
tung hin zur Pipette (siehe Tabelle 10).

n Knickwinkel SEM P-Wert

Kontrolle 25 1,8° + 4,0 -

Adenosin 14 14,2 ° +4,1 0,0482
NECA 12 152° +5,1 0,0435
Adenosin / CGS 15943 14 08° +3,4  0,7809
CGS 21680 14 18,1° +3,9 0,0104

Tab.10: Zusammenfassung der Orientierungsexperimente mit den Adenosinrezeptorago-
nisten und -antagonisten. Zur Verdeutlichung wurden auch die Daten der Kontroll-
und Adenosinexperimente aufgefihrt. Pipettenkonzentrationen: Adenosin 100 uM;
NECA 10 uM; CGS 21680 10 uM. Antagonistenkonzentration: CGS 15943 10 uM.
n = Stichprobenumfang; SEM = Standardfehler des Mittelwerts; P-Wert nach
Mann-Witney U-Test gegen die Kontrolle.
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Abb. 28: Zusammenfassende Darstellung der Knickwinkel der Orientierungsexperimente mit
den Adenosinrezeptoragonisten und -antagonisten. Zur Verdeutlichung wurden
auch die Kontroll- und Adenosinexperimente dargestellt. Die Fehlerbalken entspre-
chen dem Standartfehler des Mittelwerts (siehe Tabelle 10), der Asterisk kennzeich-
net statistisch signifikante Anderungen im Vergleich zur Kontrolle (P-Wert nach
Mann-Witney U-Test <0,05)

Diese Experimente bestitigen, dass die beobachtete Orientierungsreaktion in Ade-
nosingradienten iiber Adenosinrezeptoren vermittelt wird und heirbei mit grof3er

Wahrscheinlichkeit A, 5-Rezeptoren eine zentrale Rolle spielen.

Interessant ist in diesem Fall auch die eingehende Betrachtung der Wachstumsge-
schwindigkeit der Wachstumskegel in den Konzentrationsgradienten der unter-
schiedlichen ~ Substanzen. = Wihrend ~ durch ~ den  unspezifischen
Adenosinrezeptoragonisten NECA eine signifikante Zunahme der Wachstumsge-
schwindigkeit um 35 % induziert werden konnte, wird durch den unspezifischen
Adenosinrezeptor-Antagonsiten CGS 15943 die wachstumsbeschleunigende Wir-
kung von Adenosin inhibiert. Durch den spezifischen A,a-Rezeptoraginisten CGS
21680 konnte keine signifikante Verinderung der Wachstumsgeschwindigkeit im
Vergleich zur Kontrolle bewirkt werden (siche Abbildung 29 und Tabelle 12).
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3.3.3
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Abb. 29: Darstellung der Wachstumsgeschwindigkeit in Konzentrationsgradienten verschie-
dener Substanzen und in Anwesenheit eines unspezifischen Adenosinrezeptoranta-
gonisten. Zur Verdeutlichung wurden auch die Kontroll- und Adenosinexperimente
dargestellt. Der Asterisk kennzeichnet statistisch signifikante Anderungen im Ver-
gleich zur Kontrolle (P-Wert nach Mann-Witney U-Test <0,05).

Untersuchungen an der Signalkette

Die folgenden Experimente dienten einer ersten Untersuchung der beteiligten Sig-
nalkette des Adenosinrezeptor-vermittelten Effekts. Hierbei wurde aufgrund von
Literaturdaten (Ming et al., 1997; Munck et al., 2004) und den Ergebnissen der
Zytoskelettexperimente, der Einfluss von cAMP als einem méglichen Botenstoff
untersucht. Diese Experimente wurden mit der hochohmigen Pipette durchge-
fithre, die sich fiir die Orientierung der Wachstumskegel in Adenosingradienten als
geeignet erweisen hat. Es wurden zwei Substanzen eingesetzt, die sowohl im Zell-

kulturmedium im Schilchen, als auch in der Pipettenlosung enthalten waren:

e Rp-cAMPs ist ein kompetitiver cAMP-Antagonist (Botelho et al., 1988).
Sowohl unter Zugabe von 20 pM als auch unter Zugabe von 100 pM
des Antagonisten, konnte keine signifikante Orientierungsreaktion in
einem  Adenosingradienten =~ mehr  nachgewiesen  werden
(siche Abbildung 30 und Tabelle 11). Dies zeigt, dass cAMP fiir die Ori-

entierungsreaktion in Adenosingradienten notwendig ist.
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e KT 5720 ist ein Inhibitor der Protein Kinase A (Kase et al., 1987). Die-
ser Inhibitor wurde ausgewihlt, da die Protein Kinase A (PKA) ein wich-
tiges Zielprotein des cAMP ist und die PKA in anderen Studien, die sich
mit der Orientierung von Wachstumskegeln beschiftigten, als ein magli-
cher Weg in der Umsetzung von extrazelluliren Signalen in Anderungen
der Wachstumsrichtung beschrieben wurde (Song et al., 1997). Des
Weiteren wirke dieser Inhibitor, im Gegensatz zu Rp—cAMPS, das an der
regulatorischen Untereinheit der PKA wirke, an der katalytischen Unter-
einheit und ist demnach ein wesentlich selektiveres Agens fiir den Nach-
weis der Beteiligung der PKA an der Adenosin-induzierten
Richtungsantwort. Zur Uberpriifung, ob die Richtungsantwort auf die
Aktivierung der PKA durch cAMP zuriickzufithren ist, wurden die
Wachstumskegel in Anwesenheit des PKA-Inhibitors KT 5720 wie oben
beschrieben mit Adenosin bzw. mit CGS 21680 stimuliert. Es wurden
200 naM KT 5720 in das Medium gegeben (siche Abbildung 31,
Abbildung 32 und Tabelle 11).

Wachstumspfade von Wachstumskegeln in Adenosingradienten (80-100 MQ-Pipette) mit R p-cAMP S
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Abb.30: Wachstumskegel in Adenosingradienten in Anwesenheit von 100 yM Rp-cAMPS.
Verlauf der Wachstumspfade unter Verwendung der 80-100 MQ-Pipette. Hier zeigt
sich eine signifikante Anderung der Wachstumsrichtung hin zur Pipette
(siehe Tabelle 11).Die Art der Darstellung entspricht der in Abbildung 20.
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Wachstumspfade von Wachstumskegeln in Adensoingradienten (80-100 MQ-Pipette) mit KT 5720

40 -

[pm]

: :
-40 -30 20 30 40
[pm]

Abb.31: Wachstumskegel in Adenosingradienten in Anwesenheit von 200 nM KT 5720. Ver-
lauf der Wachstumspfade unter Verwendung der 80-100 MQ-Pipette. Hier zeigt sich

keine signifikante Anderung der Wachstumsrichtung hin zur Pipette
(siehe Tabelle 11). Die Art der Darstellung entspricht der in Abbildung 20.

Wachstumspfade von Wachstumskegeln in CGS 21680-Gradienten (80-100 MQ-Pipette) mit KT 5720
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Abb.32: Wachstumskegel in CGS 21680-Gradienten in Anwesenheit von 200 nM KT 5720.
Verlauf der Wachstumspfade unter Verwendung der 80-100 MQ-Pipette. Hier zeigt
sich eine signifikante Anderung der Wachstumsrichtung hin zur Pipette
(siehe Tabelle 11).Die Art der Darstellung entspricht der in Abbildung 20.
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n
Kontrolle 25
ADO 14
ADO / Rp-cAMPS 13
ADO / KT 5720 22

CGS 21680 / KT 5720 10

Knickwinkel
1,8°

14,2 °
6,9°

-3,6°

21,0°°

SEM
+3,5
+ 4,1
+ 4.4
+5,6
+3,5

P-Wert
0,0482
0,4061
0,7572
0,0039

Tab.11: Zusammenfassung der Orientierungsexperimente mit RpcAMPs und KT 5720. Zur
Verdeutlichung wurden auch die Daten der Kontroll- und Adenosinexperimente
aufgefiihrt. Pipettenkonzentrationen: Adenosin 100 uM; CGS 21680 10 uM; Antago-

nistenkonzentrationen

im  Medium: Rp-cAMPS

100 uM; KT 5720 200nM.

N = Stichprobenumfang; SEM = Standardfehler des Mittelwerts; P-Wert nach

Mann-Witney U-Test gegen die Kontrolle.
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Adenosin /KT 5720
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Abb. 33: Zusammenfassende Darstellung der Knickwinkel der Orientierungsexperimente mit
RpcAMPs und KT 5720. Zur Verdeutlichung wurden auch die Kontroll- und Adenosi-
nexperimente dargestellt. Der Asterisk kennzeichnet statistisch signifikante Ande-
rungen im Vergleich zur Kontrolle (P-Wert nach Mann-Witney U-Test <0,05), die
Fehlerbalken entsprechen dem Standartfehler des Mittelwerts (siehe Tabelle 11).

Diese Experimente zeigen, dass cAMP fiir die Orientierung der Wachstumskegel in

Adenosingradienten notwendig ist und dass diese Wachstumsreaktion in Adenosin-

gradienten durch Inhibierung der PKA unterbunden werden kann. Erstaunlicher-

weise kann jedoch die Orientierung in CGS 21680 Gradienten nicht durch
Inhibierung der PKA geblockt werden.
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Die Untersuchung der Wachstumsgeschwindigkeit unter Einfluss der beiden intra-
zelluliren Inhibitoren zeigt in extrazelluliren Gradienten von Adenosin und dem
Ajp-Rezeptoragonsiten CGS 21680, dass weder Rp-cAMPS noch KT 5720 die

durch Adenosin induzierte Steigerung der Wachstumsgeschwindigkeit unterbinden

(siche Abbildung 34 und Tabelle 12).
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Abb. 34: Darstellung der Wachstumsgeschwindigkeit in Konzentrationsgradienten von Ade-
nosin oder CGS 21680 und in Anweseinheit von Rp-cAMPS oder KT 5720. Zur Ver-
deutlichung wurden die Ergebnisse der Kontroll, Adenosin- und CGS
21680-Experimente mit dargestellt. Der Asterisk kennzeichnet statistisch signifi-

kante Anderungen im Vergleich zur Kontrolle (P-Wert nach Mann-Witney U-Test
<0,05).
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3.4

3.4.1

n pm/h SEM P-Wert

Kontrolle 25 76 +5,2 -

ATP niederohmige Pipette 16 85 £11,1 04817
ATP hochohmige Pipette 11 92 £90  0,0648
ADP hochohmige Pipette 20 75 £80 02874
AMP hochohmige Pipette 12 70 £12,1  0,0839
Adenosin niederohmige Pipette 11 76 £94  0,0050
Adenosin hochohmige Pipette 14 104 +9,9 0,1421
NECA 12 103 + 8,8 0,0042
Adenosin / CGS 15943 14 86 8,7 0,2346
CGS 21680 14 96 + 8,7 0,0744
Adenosin / Rp-cAMPS 13 93 +5,6 0,017
Adenosin / KT 5720 22 114 + 13,1 0,0050
CGS 21680 / KT 5720 10 78 + 8,4 0,4747

Tab.12: Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse der Berechungen der Wachstums-
geschwindigkeit der Wachstumskegel in den Konzentrationsgradienten der ver-
schiedenen Substanzen, gegebenenfalls in Anwesenheit von Antagonisten.
N = Stichprobenumfang; SEM = Standardfehler des Mittelwerts; P-Wert nach
Mann-Witney U-Test gegen die Kontrolle.

Ergebnisse der Gradientencharakterisierung

Die Bestimmung des Pipettenwiderstands wurde gemifd der Beschreibung in Mate-
rial und Methoden durchgefiihrt. Wihrend mit Pipetten, die einen Widerstand
von 40-60 M hatten, ATP-Gradienten erzeugt werden konnten, die eine positive
Wachstumsantwort induzierten, erzeugten Pipetten mit einem Widerstand von
80—-100 M keine orientierend wirkenden ATP-Gradienten. Andererseits konnten
nur mit den hoherohmigen Pipetten Adenosingradienten erzeugt werden, in denen
sich die Wachstumskegel orientierten. Daraus ergibt sich Bedeutung der eingehen-
den Untersuchung des Zusammenhangs von Pipettenwiderstand und den Diffusi-

onsgradienten.

Zusammenhang zwischen Widerstand und Offnung der Pipetten

Die  geometrischen  Eigenschaften ~von  Mikropipetten ~ werden  bei
Patch-Clamp-Experimenten der Elektrophysiologie hiufig iiber den Pipettenwider-
stand definiert, da dies ein relativ einfach zu bestimmender Parameter ist und dabei

die Pipetten nicht verbraucht werden. Der Widerstand ist unter anderem abhingig
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von der Flankenlinge der Spitze und ganz besonders von der Grofle der Pipetten-
offnung. Letztere ist der wohl entscheidende Faktor, wenn die Pipetten fiir die
Erzeugung von Konzentrationsgradienten verwendet werden. In den Orientie-
rungsexperimenten zeigte sich, dass Pipetten mit bestimmten Widerstinden, in
Kombination mit bestimmten Substanzen, wirksame oder unwirksame Gradienten
erzeugen. Zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen dem Pipettenwider-
stand und der Offnung der Pipette wurden, mit freundlicher Unterstiitzung der
Zentralen Elektronenmikroskopie des Departments Biologie 1 der LMU Miin-
chen, rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen durchgefiihrt. Die GrofSe der
Offnung verschiedener Pipetten mit bekanntem Widerstand wurde anhand der
Elektronenmikroskopischen Aufnahmen ermittelt. Aus diesen Messungen ergab
sich, dass die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Pipetten mit dem hohen
Widerstand eine Offnung von etwa 1 pm, die mit dem niedrigen eine Offnung

von etwa 3 pm Durchmesser hatten.

Abb. 35: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Pipetten mit eine Widerstand von
40-60 MQ (a, b) und 80-100 MQ (c, d)
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3.4.2

Untersuchung der Gradientenform in Abhangigkeit der Grol3e der
Pipettenoffnung

Fiir die Feststellung, welche Auswirkungen die Unterschiede in der Pipettenoft-
nung auf die generierten Konzentrationsgradienten haben, mussten die Gradienten
vermessen werden. Zu diesem Zweck wurde eine 1 mM 5-(und-6)-carboxyfluores-
cein Losung in die Pipetten gefiillt, um der Gradienten fluoreszenzoptisch abbilden
zu konnen. Vermessen wurden die Gradienten mittels total internal reflection fluo-
rescence (TIRF) Mikroskopie um eine hohe z-Auflésung zu erhalten (vergleiche
auch Diskussion). Hauptaugenmerk der Experimente lag auf den Unterschieden
der Form der zu den verschiedenen Pipetten gehérenden Gradienten. Allerdings
wurde auch untersucht, wie lange die Gradienten benétigen, bis sie sich aufgebaut
haben, und ob sie, iiber die Dauer der Orientierungsexperimente hinweg, stabil
sind. Um absolute Werte fiir den Konzentrationsverlauf der Carboxyfluoresceinls-
sung im Gradienten zu bekommen, wurden die Messungen kalibriert. Hierfiir
wurden die hintergrundkorrigierten Bilder der Gradienten auf ein entsprechend

korrigiertes Bild einer unverdiinnten 1 mM Carboxyfluoresceinlésung normiert.

Die Experimente zeigten, dass sich die Gradienten beider Pipetten innerhalb von
5 Minuten stabilisieren und iiber 15 Minuten, also die Dauer der Experimente,
stabil blieben. Die Form der Gradienten unterscheidet sich erwartungsgemifl in
Abhingigkeit von dem inneren Durchmesser der Pipettensffnung. Bei den Pipet-
ten mit 1 pm Offnung nahm die Carboxyfluoresceinkonzentration von 0,6 pM in
50 pm Entfernung von der Pipettenéffnung bis 1 pM in 5 pm Entfernung zu. Bei
der Pipette mit einer 3 pm groflen Offnung war eine Zunahmen von 1,5 pM auf

17 pM in an entsprechend entfernten Messpunkten zu beobachten.
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Konzentrationsverlauf der Fluoresceingradienten
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Abb. 36: Konzentrationsverlauf der Fluoresceingradienten. Die obere Kurve zeigt den Gradi-
enten der mit der 3 uym Pipette erzeugt wurde, die untere Kurve den der 1 ym
Pipette. Die hohe z-Auflésung der Messungen, kombiniert mit dem geringen Fluo-
reszenzsignal, fiihrt zu einem schlechten Signal-zu-Rausch-Verhaltnis, was die Unre-
gelmaBigkeit der Spuren erklart. Um dies Rauschen etwas zu reduzieren, wurde das
Signal jeweils von 5 Pixeln gemittelt.

Ob sich die auf Carboxyfluorescein basierenden Informationen iiber die Konzent-
rationsgradienten auch auf die anwenden lassen, die in den Orientierungsexperi-
menten zum tragen kamen, konnte nur theoretisch erértert werden. Wenn man
davon ausgeht, dass bei gleichem Fiillstand der Pipetten, also bei gleichem hydro-
statischen Druck, die Freisetzungsrate der Substanz aus der Pipette gleich ist, hingt
die Ausbildung des Konzentrationsgradienten nur noch von den Diffusionseigen-
schaften der jeweiligen Substanz, also ihrem Diffusionskoeffizienten ab. In Erman-
gelung von experimentellen Mef§werten der Diffusionskoeffizienten, wurden diese

nach der Einstein-Stokes-Gleichung (Einstein, 1956) bestimmt:

_ kT
6mR

Wobei D der Diffusionskoeffizient ist, k die Boltzmannkonstante, T die absolute
Temperatur, 1 die dynamische Viskositit und R der aktive Radius des jeweiligen
Molekiils. Die Werte fiir die aktiven Radien der Molekiile wurden basierend auf

den Strukturdaten von Chemical Abstracts und dem European Bioinformatics
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Institute abgeschitzt. Aus diesen Berechnungen ergibt sich, dass die Diffusionsko-
effizienten der untersuchten Stoffe sich in einen dhnlichen Bereich bewegen wie
der von Carboxyfluorescein, also etwa 5, 5x10_6. Demnach stellen die aus den
Messungen mit Carboxyfluorescein erhaltenen Informationen ein durchaus realisti-

sches Abbild der Gradientenform in den Orientierungsexperimenten dar.
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4 Diskussion

4.1

Die Bewegungen der Wachstumskegel bestimmen bei der Entwicklung des Ner-
vensystems die Verschaltung des neuronalen Netzes und sind so auch eine Grund-

lage seiner (spiteren) Funktionalitit.

Der gerichteten améboiden Bewegung der Wachstumskegel liegt das Zusammen-
spiel der mechanischen Grundlage der Bewegung und die Wahrnehmung und Ver-
arbeitung  duflerer Reize zur Wegfindung zugrunde. Hierfiir bilden die
Wachstumskegel Rezeptoren fiir Lenkungsmolekiile aus, und die Verbindung von
Lenkungsmolekiil und Rezeptor st6f3t eine zytoplasmatische Signalkette an, die
wiederum in die Regulation des Zytoskeletts eingreift und so das Wachstumsver-
halten der Wachstumskegel steuert (Gallo und Letourneau, 2002; Gallo und
Letourneau, 2004). Die duflerst dynamischen Mikrofilamente sind ein Ziel dieser
Signalketten, ist doch das Zytoskelett in Kombination mit Myosin der Motor, der
dieser gleitenden oder kriechenden Fortbewegung zugrunde liegt (Mitchison und
Cramer, 1996). Die Dynamik der Mikrofilamente unterliegt einem stindigen
Ablauf von Aktinpolymerisation, retrograder Bewegung und Aktindepolymerisa-
tion, und so ist auch die Bewegung von Filopodien und Lamellipodien abhingig
von dieser Dynamik und dem gezielten Umbau der Filamente: Positive Signalstoffe
fordern die Aktinpolymerisation, wihrend negative Signalstoffe die Depolymerisa-
tion (Fan et al., 1993) und die Reorganisation der Filamente begiinstigen (Gallo
und Letourneau, 2002). Das Zusammenspiel der einzelnen Vorginge im

Aktinkreislauf bestimmt somit das Wachstumsverhalten des Wachstumskegels.

Extrazellulares Adenosin beeinflusst das F-Aktin neuronaler
Wachstumskegel

In der vorliegenden und in vorangegangenen Arbeiten (Grau, 2000; Grau et al.,
2001; Bartl, 2002) konnte gezeigt werden, dass der das Richtungswachstum von
neuronalen Wachstumskegeln beeinflussende Effekt von ATP auch mit einer
Zunahme in Gehalt und Dichte an F-Aktin einhergeht. Eine solche Wirkung ist
auch fiir die Zugabe von NGF beschrieben (Paves und Saarma, 1997), ein Ergeb-
nis, das in der vorliegenden Arbeit bestitigt werden konnte. Da ATP (siche unten)

unter physiologischen Bedingungen im extrazelluliren Raum sehr schnell abgebaut
wird, wurden auch die verschiedenen Abbauprodukte, ADP, AMP und Adenosin,
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4.2

auf eine entsprechende Wirkung hin untersucht. Wihrend ADP zu etwas indiffe-
renten, nur teilweise signifikanten Anderungen filhrte und AMP keinerlei signifi-
kante Verinderung des F-Aktingehalts und der F-Aktindichte zur Folge hatte,
induzierte die Gabe von Adenosin signifikante Zunahmen in Gehalt und Dichte
des F-Aktins, die den Verinderungen durch ATP und NGF durchaus dhnlich sind.
Durch Zugabe des unspezifischen Adenosinrezeptoragonisten NECA konnten
ebenfalls gleichgerichtete, signifikante Verinderungen am F-Aktin herbeigefiihrt
werden. Dieses Experiment bestitigt, dass die beobachteten Verinderungen der
Mikrofilamente iiber Adenosinrezeptoren vermittelt werden und nicht etwa ein

metabolischer Effekt in Folge der Aufnahme extrazelluliren Adenosins.

Neuronale Wachstumskegel orientieren sich in
extrazelluldren Adenosingradienten

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde versucht, das Richtungswachstum der
Wachstumskegel durch extrazellulire Gradienten von ATP und seinen Abbaupro-
dukten zu steuern. Da dies fiir ATP und Spinalneurone aus Xenopus-Embryonen
bereits beschrieben ist (Fu et al., 1997), wurde diese Substanz als Referenz verwen-
det; die lenkende Wirkung etxrazellulirer ATP-Gradienten konnte auch an den
verwendeten Wachstumskegeln der dorsalen Hinterwurzelganglien des Haushuhns
gezeigt werden. Wie man aus den F-Aktinmessungen der durchgefiihrten Experi-
mente annehmen konnte, war es nicht moglich in Konzentrationsgradienten von
ADP und AMP signifikante Orientierungsreaktionen der Wachstumskegel zu beo-
bachten. Nach langwierigen Arbeiten an der Modulation der Form der Konzentra-
tionsgradienten konnte jedoch gezeigt werden, dass Adenosin in Form bestimmter
Gradienten sowohl das Richtungswachstum der Neurone beeinflussen kann als
auch die Wachstumsgeschwindigkeit der Wachstumskegel im Vergleich zur Kon-
trolle deutlich und signifikant erhoht. Letzteres ist wenig verwunderlich, ist doch
eine férderliche Wirkung von Adenosin und anderen Nucleosiden auf das Aus-
wachsen von Neuronen bekannt (Schifer et al., 1995; Hopker et al., 1996; Zim-
mermann, 1996). Durch die Experimente mit dem unspezifischen
Adenosinrezeptoragonisten NECA und dem unspezifischen Adenosinrezeptoranta-
gonsiten CGS 15943 konnte gezeigt werden, dass die gezielte Beeinflussung der
Wachstumsrichtung durch Adenosinrezeptoren vermittelt wird, ebenso wie die

Steigerung der Wachstumsgeschwindigkeit. Das Ergebnis, dass Adenosingradien-
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4.3

ten neuronale Wachstumskegel orientieren kénnen, steht jedoch im Widerspruch
zu Resultaten vergleichbarer Experimente anderer Gruppen (Fu et al., 1997), ins-
besondere zu den Arbeiten von Stein und Kollegen (Stein et al., 2001). Ein magli-
cher Grund hierfiir sind die Unterschiede im verwendeten Zellsystem, wurden
doch die fritheren Arbeiten zu diesem Thema an Xenopus-Neuronen durchgefiihrt.
Eine weitere Erklirungsmoglichkeit liefert der Vergleich der angewandten Metho-
den: Wurde in den Experimenten von Fu und Kollegen (Fu et al., 1997) eine Ade-
nosinkonzentration in den Mikropipetten verwendet, die 30 mal hoher war als die
in den Experimenten dieser Arbeit, setzten Stein und Kollegen (Stein et al., 2001)
in der Pipettenlsung eine NECA-Konzentration 100 mal héher als in die in der
vorliegenden Arbeit verwendete ein. Hinzu kommen Unterschiede in der Art der
Gradientenerzeugung. Dieser Punkt und die generelle Bedeutung der Konzentrati-

onsgradienten soll im Folgenden genauer diskutiert werden.

Bedeutung von Konzentrationsgradienten fir das
Richtungswachstum

Nachdem die Orientierung neuronaler Wachstumskegel in Konzentrationsgradien-
ten diffusibler Stoffe, so genannter Lenkungsmolekiile, schon Ende des 19. Jahr-
hunderts von Santiago Ramén y Cajal als Mechanismus der Wegfindung fiir
wachsende Nervenzellen postuliert wurde (Ramén y Cajal, 1906), wurde der erste
eindeutige Beweis fiir einen solchen Chemotropismus erst etwa einhundert Jahre
spiter von Gundersen und Barrett (Gundersen und Barrett, 1979) erbracht. Sie
konnten zeigen, dass sich regenerierende sensorische Axone in einem steilen NGF-
Gardienten orientieren. Von entscheidender Bedeutung fiir die orientierende Wir-
kung ist, neben dem Lenkungsmolekiil selbst, eine wirkungsvolle Ubertragung der
Richtungsinformation. Diese vektorielle Information wird in der Konzentrations-
inderung des entsprechenden Lenkungsmolekiils in Abhingigkeit des Ortes

codiert.

Welche Eigenschaften muss ein Konzentrationsgradient eines diffusiblen Stoffes
haben, dass die in ihm codierte vektorielle Information vom Wachstumskegel
wahrgenommen werden kann und er somit Einfluss auf das Richtungswachstum
nehmen kann? Im Laufe der Evolution haben sich im Prinzip zwei verschiedene
Mechanismen zur Detektion von Konzentrationsgradienten entwickelt. Prokaryo-

ten erkennen die Anderung der Konzentration iiber die Zeit in Abhingigkeit ihrer
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Bewegung und konnen auf diese Weise unterscheiden, ob sie sich zu der Diffusi-
onsquelle hin oder von ihr weg bewegen (Stock et al., 1989; Stock und
Mowbray, 1995). Im Gegensatz dazu detektieren Eukaryoten einen solchen Kon-
zentrationsgradienten, indem sie entsprechende Unterschiede tiber die rdumliche
Ausdehnung der Zelloberfliche wahrnehmen kénnen (Devreotes und Zigmond,
1988). Hierbei sind zum einen die absolute Konzentration und zum anderen die
Konzentrationsinderung iiber den Wachstumskegel hinweg von zentraler Bedeu-
tung. In welcher Konzentration der Chemoattraktant vorliegen muss und wie stark
dabei die Konzentrationsinderung sein muss, hingt wiederum von der Verteilung
und den biochemischen Eigenschaften der beteiligten Rezeptoren und der nachge-

schalteten Signalketten ab.

Die absolute Konzentration muss dabei im Vergleich zur Dissoziationskonstanten
des jeweiligen Rezeptors hoch genug sein, um eine ausreichende Zahl an Rezepto-
ren zu binden, darf aber nicht so hoch sein, dass die Grof3zahl der Rezeptoren
gebunden ist und so kein Konzentrationsunterschied mehr erkannt werden kann
(Goodhill, 1998). Diese theoretische Betrachtung findet ihre Bestitigung in Unter-
suchungen zur Orientierung von Xenopus-Spinalneuronen in Glutamatgradienten,
die nur in einem bestimmten Konzentrationsfenster moglich ist (Zheng et al.,
1996). Zusitzlich zur absoluten Konzentration des Chemoattraktants mufd der
Konzentrationsunterschied iiber den Wachstumskegel groff genug sein, um das
Rauschen der Rezeptoraktivierung und der weiterfithrenden Signalkette iibertonen
zu konnen (Goodhill, 1998). So kann die codierte Richtungsinformation erkannt
werden (Bagnard et al., 2000; Isbister et al., 2003). Die Tatsache, dass bei diesen
Uberlegungen die Dissoziationskonstanten der jeweiligen Rezeptoren und natiir-
lich auch deren Anzahl und Verteilung auf dem Wachstumskegel eine Rolle spielt,
zeigt, dass es keinen allgemein wirksamen Konzentrationsgradienten geben kann.
Jeder Stoff muss, damit er eine Richtungsinformation iibertragen kann, in Abhin-
gigkeit der Rezeptoreigenschaften, inklusive deren Anzahl und Verteilung, einen
~eigenen® Konzentrationsgradienten haben. Dies zeigt sich auch an den Ergebnis-
sen der vorliegenden Arbeit: Wihrend ATP in hoheren Konzentrationen das Rich-
tungswachstum der Neuronen beeinflussen kann, ist dies mit Adenosin bei
vergleichbarer relativer Anderung der Konzentration iiber den Wachstumskegel nur
in einem deutlich geringeren Konzentrationsbereich méoglich; die Dissoziations-

konstanten der verschiedenen Rezeptoren — der fiir ATP und der fiir Adenosin —
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unterscheiden sich in etwa um den Faktor 50 (North und Barnard, 1997; Dunwid-
die und Masino, 2001). Neben der direkten Detektion des Chemoattraktants ist
fiir die Umsetzung des Signals in eine Anderung der Wachstumsrichtung natiirlich
auch die intrazellulire Weiterleitung von Bedeutung, wird doch der extrazellulire
Gradient in einen intrazellulidren entsprechenden second-messenger iibertragen. So
ist zum Beispiel die Form intrazellulirer cAMP-Gradienten, einem verbreiteten
second-messenger, von grundlegender Bedeutung fiir das Richtungswachstum neu-
ronaler Wachstumskegel (Munck et al., 2004). Des Weiteren kénnen diese Mecha-
nismen der Weiterleitung iiber die Zellmembran durch verschiedene Rezeptoren
und second-messenger auch zu einer Verstirkung des Gradienten fiihren; damit
dienen sie auch der Ubertragung der vektoriellen Information (Postma und Van

Haastert, 2001; Postma et al., 2004).

Generierung orientierender Konzentrationsgradienten

Basierend auf diesen Uberlegungen und experimentellen Befunden, die zeigen wie
Konzentrationsgradienten beschaffen sein miissen, damit die in ihnen versteckte
Richtungsinformation vom Wachstumskegel richtig erkannt wird, miissen entspre-
chende Methoden entwickelt werden, um solche Gradienten in Experimenten zu
generieren. Gundersen und Barrett (1979) erzeugten die Gradienten mit Mikropi-
petten, aus denen die Losung aufgrund des hydrostatischen Drucks auslief. Dies
kombinierten sie mit einer schwachen Stromung des Kulturmediums entgegen der
urspriinglichen Wachstumsrichtung des Wachstumskegels. Dadurch sollte die
NGF-Konzentration am Wachstumskegel erhoht werden, ohne die Pipette niher
an den Kegel heranfithren zu miissen. Durch dieses Zusammenspiel zweier Stro-
mungen — der aus der Pipette und der des Mediums — erscheint die Reproduzier-
barkeit des Konzentrationsgradienten duflerst diffizil (Lohof et al., 1992). Dies
konnte auch erkliren, warum diese Art der Gradientenerzeugung in weiteren Ver-
offentlichungen keine Nachahmer fand. Ein weiterer Punkt ist die Frage einer
eventuellen Beeinflussung des Wachstums durch die entgegenwirkende Stromung,
ist doch der Einfluss mechanischer Reize auf das neuronale Wachstum bekannt

(Buettner et al., 1994).

Um diese experimentellen Probleme zu umgehen, wurde Anfang der neunziger
Jahre von Poo und Kollegen (Lohof et al., 1992) eine Applikation entwickelt, bei

der die Pipettenlosung durch Uberdruck aktiv ausgestoflen wird, wobei die ausge-
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stoflene Menge, also die Freisetzungsrate aus der Pipette, iiber entsprechend
gepulste Freisetzungsmuster reguliert werden kann. Durch diese erhéhten Freiset-
zungsraten konnten hohe Wirkstoftkonzentrationen am Wachstumskegel erreicht
werden, ohne dass eine zusitzliche, eventuell den Gradienten oder den Wachstums-
kegel beeinflussende Stromung, angelegt werden musste. Problematisch bei dieser
Art der Gradientenerzeugung sind zum einen die durch die gepulste Freisetzung
entstechenden Konzentrationswellen, die sich erst in einem gewissen Abstand zu,
Pipettenspitze durch  Diffusionsprozesse ausgleichen (siche Abbildung 37).
Dadurch ist die mégliche auf den Wachstumskegel wirkende Steilheit, die ja zur
Diffusionsquelle hin ansteigt, nach oben hin limitiert. Zum anderen ist die mégli-
che minimale Freisetzungsrate durch den aktiven Ausstof§ der Pipettenlgsung nach

unten hin begrenzt.
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Abb.37: Darstellung des Konzentrationsverlaufs in Abhangigkeit zur Zeit und zum Abstand
zu der Pipettenspitze (Lohof et al., 1992).

Ein véllig anderer Weg in der Generierung extrazellulirer Gradienten wird durch
Freisetzung der Wirkstoffe aus so genannten Kifigverbindungen begangen. Kifig-
verbindungen sind biologisch inaktive, photolysierbare Substanzen, deren biolo-
gisch aktives Molekiil mit einer chemischen Gruppe versehen ist, die bei
Absorption eines geeigneten Lichtquants abgespaltet werden kann und die aktive
Substanz freisetzt. Die Menge der freigesetzten Substanz kann hier direkt durch die
Anzahl der applizierten Photonen, also durch die Lichtintensitit und die Belich-
tungsdauer kontrolliert werden. Ein nicht zu unterschitzendes Problem stellt hier-
bei jedoch die Phototoxizitit dar (Denk et al., 1994), da durch die Bestrahlung mit
UV-Licht photochemisch singulett Sauerstoff entsteht. Limitierend fiir die Nut-

zung dieser Methode zur Erzeugung von Mikrogradienten ist die Verfiigbarkeit
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geeigneter Kifigverbindungen, beziechungsweise die Méglichkeit die entsprechen-
den Substanzen mit entsprechenden chemischen Gruppen zu versehen. So ist zum
Beispiel eine solche Modifikation bei Adenosin nicht méglich. Deshalb wurde in
der hier vorliegenden Arbeit auf die klassische Methode der Gradientengenerierung
mittels Mikropipetten zuriickgegriffen. In Gegensatz zu den anderen Arbeiten, in
denen Gradienten durch Mikropipetten erzeugt wurden, wurde auf Druckapplika-
tion und zusitzliche Stromungen im Medium verzichtet. Besonderes Augenmerk
lag dafiir auf der Qualitit der Pipetten. Durch Variation der Pipettengeometrie,
insbesondere der Gréfle der Pipettendffnung, durch Verinderung der Zugpro-
gramme des Pipettenziehgerites und der Fiillhohe der Pipetten konnte die Freiset-
zungsrate der Pipettenlosung gesteuert werden. Diese passive Technik in
Kombination mit Pipetten mit sehr kleinen Offnungen, ermoglichte die Generie-
rung der speziellen, niedrigen Konzentrationsgradienten, die fiir die Adenosinori-
entierung notig sind. Dies erklirt moglicherweise, warum friithere Arbeiten von
Poo und Kollegen (Fu et al., 1997; Stein et al., 2001) tiber eine Beteiligung von
Adenosin in der Orientierung neuronaler Wachstumskegel zu einem entgegenge-
setzten Ergebnis kamen: Zum einen wurde hier mit der erwihnten Uber-
druckapplikation gearbeitet, was in einer deutlich hoéheren Freisetzungsrate
resultiert, zum anderen wurden, wie bereits erwihnt, wesentlich hohere Agonisten-
konzentrationen eingesetzt. Die Kombination dieser beiden Parameter fiihrt zu
Gradienten héherer absoluter Konzentration. Allerdings beinhaltet dieser Erkli-
rungsansatz, neben dem Vorhandensein der entsprechenden Rezeptoren, noch wei-
tere Vorraussetzungen: Die Rezeptoren miissen in einer vergleichbaren Dichte
vorkommen und miissen auch vergleichbare Dissoziationskonstanten haben. Aller-
dings wird diese Erklirung auch dadurch gestiitzt, dass in der vorliegenden Arbeit,
unter Verwendung der Pipetten mit der groferen Offnung und den daraus resultie-
renden Gradienten hoherer Konzentration, keine positive Beeinflussung des Rich-
tungswachstums der Wachstumskegel erkennbar war. Eine weitere Bestitigung fiir
die Bedeutung der Form der Konzentrationsgradienten findet sich in den Orientie-
rungsexperimenten mit ATP: Hier fithrte der Einsatz der Druckapplikation von
Poo und Kollegen (Fu et al., 1997) zum Erfolg. Dies steht auch im Einklang mit
den entsprechenden Experimenten der vorliegenden Arbeit. In diesem Fall erwie-
sen sich die mit Pipetten mit grolen Offnungen erzeugten ATP-Gradienten als

geeignet, um die Wachstumsrichtung der Wachstumskegel signifikant zu beeinflus-
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4.5

sen, wihrend das unter Verwendung der Pipetten mit der kleinen Offnung nicht

moglich war.

Charakterisierung der Konzentrationsgradienten

Neben der Erzeugung entsprechender Gradienten ist die Charakteristik (und damit
die aufwendige Untersuchung) dieser Gradienten von grofler Bedeutung, da der
Konzentrationsverlauf ausschlaggebend fiir die Reaktion des Wachstumskegels ist.
Wihrend dieser Aspekt bei fritheren Arbeiten (Gundersen und Barrett, 1979; Paves
und Saarma, 1997) noch weitgehend vernachlissigt wurde, gewinnt er nun immer
mehr an Bedeutung. Es gibt viele theoretische Uberlegungen iiber die Diffusion
und mehrere mathematische Modelle, die diese beschreiben (Crank, 1975).

Ein Ansatz ist es, eine ,physiologische Anwendung® dieser mathematischen
Modelle fiir den Aufbau von Diffusionsgradienten aufzuzeigen (Goodhill, 1998;
Goodhill und Urbach, 1999). Mindestens ebenso wichtig ist jedoch, die experi-
mentelle Analyse realer, das Richtungswachstum der Wachstumskegel beeinflussen-
der Konzentrationsgradienten, da diese nicht zwingend mit den mathematischen
Modellen iibereinstimmen. Bei den in der vorliegenden Arbeit mit Mikropipetten
erzeugten Gradienten, handelt es sich um keine reinen Diffusionsgradienten, da
die Pipettenldsung auch aus der Pipette ausstromt. Daher bringen die Versuche, sie
durch die von Goodhill (1998) vorgeschlagenen Diffusionsgleichungen
C = q/(4nDr)  zu  beschreiben, keine  befriedigenden  Ergebnisse
(siche Abbildung 38), auch wenn diese einen Parameter fiir die Freisetzungsrate der
Pipettenlgsung beinhalten. C ist hier die Konzentration ist, q die Freisetzungsrate,

D die Diffusionskonstante und r die Entfernung von der Diffusionsquelle.
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Abb.38: Versuche der Beschreibung der Konzentrationsgradienten durch ein mathemati-
sches Modell nach Goodhill (1998). a Angleichung an den Fluoresceingradienten
der hochohmigen Pipette, b Angleichung an den Fluoresceingradienten der niede-
rohmigen Pipette. Die gepunktete Linie stellt jeweils den gemessenen Konzentrati-
onsgradienten dar.

So kommt es bei dem Aufbau dieser Gradienten zu einem Zusammenspiel von
zwei unterschiedlichen Kriften: Dem Ausstromen aus der Pipette und der Diffu-
sion. Es ist jedenfalls anzunehmen, dass die Uberdruckapplikationen, wie sie von
Lohof und Kollegen eingefiihrt wurden (Lohof et al., 1992), Konzentrationsgradi-
enten erzeugen, die wesentlich stirker von den mathematischen Modellen der Dif-

fusionsgradienten abweichen.

Dennoch ist das Wissen iiber die Eigenschaften der wirksamen Gradienten von
eminenter Bedeutung bei der Untersuchung der Wegfindung von Wachstumske-
geln. Deshalb miissen Einflussgroflen fiir die Charakterisierung der Gradienten

und Methoden, diese zu bestimmen, gefunden werden.

Bei der Beschreibung der Gradientenform kommen im Prinzip zwei Parameter
zum Tragen, die vom Wachstumskegel detektiert werden konnen: Die absolute
Konzentration und die Anderung der Konzentration in Abhingigkeit zur Entfer-
nung von der Diffusionsquelle, im Falle der vorliegenden Arbeit von der Pipetten-
spitze. Zusitzlich dazu ist bei Orientierungsexperimenten die Stabilitit der
Gradienten fiir die Dauer des Experiments duflerst wichtig. Um solche Konzentra-
tionsgradienten charakterisieren zu kénnen, muss eine messbare Grofle in dass Sys-
tem eingebracht werden. Die Bandbreite an Mdglichkeiten hierfiir erscheint auf
den ersten Blick sehr grof3, doch wird sie durch die Durchfiihrbarkeit adiquater
Messungen schnell wieder eingeschrinkt. Die vielleicht empfindlichste Methode
zur Konzentrationsbestimmung ist wohl die radioaktive Markierung der entspre-

chenden Substanz. Zur Bestimmung von Konzentrationen in Gradienten miissten
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diese jedoch fixiert — zum Beispiel durch Schockgefrieren — und in entsprechenden
Schnitten ausgewertet werden. Da sich der fiir den Wachstumskegel relevante Teil
des Gradienten jedoch fast auf zwei Dimensionen beschrinkt, erscheint die Her-
stellung entsprechender Schnitte duflerst kompliziert. Ob hierbei der eigentliche
Gradient auch noch realistisch dargestellt werden kann, muss in Frage gestellt wer-

den.

Eine weitere messbare Grofe ist das Ubergangspotential zwischen zwei Elektroly-
ten (englisch: liquid junction potentials), also zum Beispiel zwischen der Pipetten-
l6sung in der Losung im Schilchen. Dieses elektrische Potential beruht auf den
Diffusionsvorgingen der Ionen an der Grenzfliche zweier unterschiedlich zusam-
mengesetzter Losungen (Numberger und Graguhn, 1996). Es lisst sich mit einem
Autfbau, wie er bei Patch-Clamp-Messungen verwendet wird, bestimmen. Hierfiir
werden das Schilchen und die Patchpipette mit der gleichen Losung gefiille (Uber-
gangspotential Null) und dann eine Mikropipette mit einer anderen Losung einge-
bracht. Der Konzentrationsgradient der aus der Mikropipette ausstrdmenden
Ionen kann so iiber Messungen des elektrischen Potentials in verschiedenen
Abstinden von der Mikropipette bestimmt werden. Problematisch hierbei ist
jedoch, dass die Patchpipette Einfluss auf die Stromungsverhiltnisse im Schilchen
nimmt: Zum einen stellt sie eine Barriere dar, zum anderen besteht auch die
Gefahr, dass auch aus der Patchpipette etwas der Losung ausstromt. Es kann also

nicht sichergestellt werden, dass der Gradient véllig unbeeinflusst bleibt.

Als letztes soll die Markierung der Konzentrationsgradienten mit Farbstoffen auf-
gefiihrt werden, da sie wohl die am hiufigsten verwendete Methode darstellt und
auch in der vorliegenden Arbeit ihre Anwendung fand. Von besonderer Bedeutung
sind hierbei Fluoreszenzfarbstofte, da die Detektion der Emission sehr empfindlich
ist. Die Anwendung klassischer Fluoreszenzmikroskopie liefert hierbei jedoch kein
wirkliches Abbild des Gradienten, wie er von den Wachstumskegeln in den Experi-
menten wahrgenommen wird. Von der Pipettenspitze als Ursprung des Diffusions-
gradienten ausgehend, verteilen sich die Molekiile in alle Raumrichtungen. Liegt
die Pipettenspitze, wie in den Experimenten dieser Arbeit, auf dem Deckglas auf,
entsteht ein Konzentrationsgradient in Form einer Halbkugel, unten begrenzt
durch das Deckglas, konzentrisch um die Pipettenspitze herum. Da die Wachs-

tumskegel in dieser Form der Kultur flach auf dem mit Laminin beschichteten
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Deckglas wachsen (miissen), konnen sie auch nur Molekiile in diesem Bereich

erkennen. Somit beschrinkt sich fiir sie die Wahrnehmungsméglichkeit des Kon-

zentrationsgradienten fast auf zwei Dimensionen.

Abb.39: Schematische Darstellung des naherungsweise zweidimensionalen Wachstumske-
gels und des durch Mikropipetten erzeugten dreidimensionalen Konzentrationsgra-
dienten. Auf das umgebende Zellkulturmedium wurde der Ubersichtlichkeit halber
verzichtet, die Halbkugel stellt die Ausdehnung des Konzentrationsgradienten dar.

Die Weitfeld-Fluoreszenzmikroskopie liefert jedoch aufgrund ihrer mifligen Aufls-
sung in z-Richtung ein Bild des Gradienten mit viel Information von auf8erhalb der
Fokalebene. Das Anregungslicht durchdringt die gesamte Probe, was entsprechend
auch zu Emmisionslicht aus der gesamten Probe fiihrt. Daraus ergiebt sich, dass der
Konzentrationsgradient verzerrt dargestellt wird, d.h. in Bezug auf die absolute
Konzentration und die Steilheit falsch eingeschitzt wird. Dazu kommt ein weiteres
Problem: Die mit Fluoreszenzfarbstoff gefiillte Pipette wirkt zum einen wie ein
Lichtleiter, in den das Anregungslicht eingekoppelt wird. Zum anderen werden
dadurch aber auch die in ihr enthaltenen Fluorophore angeregt, wodurch sie zu
einer kleinen Leuchtstoffrohre wird und so zusitzliches, storendes Emmisionslicht

abgibt.

Abhilfe schaffen hierbei moderne Mikroskopiemethoden mit hoher z-Auflosung
wie konfokale Messungen, 2-Photonen-Mikroskopie oder die so genannte ,total
internal reflection fluorescence® (TIRF) Mikroskopie, wie sie in der vorliegenden

Arbeit angewendet wurde.

Grundlage der TIRF Mikroskopie ist die Ausbildung einer evaneszenten Welle (lat.

evanescere = dahinschwinden) an der Grenzfliche zweier unterschiedlich brechen-

79



Diskussion

der Medien unter den Bedingungen der Totalreflexion. Fluoreszenzfarbstoffe jen-
seits der Grenzschicht werden unter Energieverlust der reflektierten Welle angeregt.
Die Eindringtiefe des evaneszenten Feldes (0) ldsst sich durch folgende Formel
beschreiben (Kramer, 2004):

A

6 =
4:ch[sin(ocl)/sin(ocg)]2 -1

Wobei A die Wellenlinge, o die Einfallswinkel und o, der Grenzwinkel der Total-
reflexion ist. Die dieser Formel zugrunde liegende Abhingigkeit zwischen dem Ein-
fallswinkel und der Eindringtiefe der evaneszenten Welle (bei gleich bleibender
Wellenlinge) soll durch Abbildung 40 verdeutlicht werden. Unter den bei den
Experimenten vorherrschenden Bedingungen und den verwendeten Komponenten
kann fiir diese Messungen von einer Eindringtiefe zwischen 100 und 200 nm aus-

gegangen werden.

500 +

450

400

350
300

250 \
200 \
150 \

100

TIRF Eindringtiefe [nm]

50

45 50 55 60 65 70 75 80 85 90

Einfallswinkel [°]

Abb.40: Eindringtiefe des evaneszenten Feldes als Funktion des Einfallswinkels fiir A=488,
Brechungsindex n1=1,518, n2=1,33 daraus resultierend a,=61,2 °. Der unterlegte
Bereich stellt den Arbeitsbereich des verwendeten Objektivs dar (nach Kramer,
2004).

Aufgrund des exponentiellen Abfalls der Intensitit der Welle mit dem Abstand zur
Grenzfliche, werden weiter entfernte Fluorophore nicht angeregt, womit der Anteil

von Hintergrundfluoreszenz am Bild entscheidend reduziert wird. Im Vergleich zur
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4.6

konfokalen Detektionsmethode ist man bei TIRF an die Grenzfliche zwischen
Deckglas und Probe gebunden. Allerdings bietet TIRF im Gegensatz zur konfoka-
len Mikroskopie eine Weitfeldbeleuchtung, erlaubt also ein gleichzeitiges Vermes-
sen des Blickfelds (Axelrod, 2001), was besonders bei dynamischen Prozessen von

Bedeutung ist.

Der Vorteil von TIRF-Messungen im Gegensatz zur konventionellen Fluoreszenz-
mikroskopie liegt darin, dass Hintergrundfluoreszenz aus nicht im Fokus befindli-
chen Ebenen, welche die Bildinformation aus der Fokalebene iiberlagert,
ausgeschlossen wird. Die durch interne Totalreflexion ausgeléste Fluoreszenz
beschrinke sich auf die Eindringtiefe der evaneszenten Welle, was etwa im Bereich
von 200 nm liegt. Dieser Bereich deckt sich auch mit dem fiir den Wachstumskegel

detektierbaren Bereich des Diffusionsgradienten.

Beschreibung der beteiligten Rezeptoren und maglicher wei-
terflihrender Signalketten

Wie im Vorangegangenen erldutert, spielt fiir die Detektion der Konzentrationsgra-
dienten durch die Wachstumskegel und fiir die erfolgreiche Entschliisselung der in
ihnen enthaltenen vektoriellen Information, auch die Art und die Verteilung der
zugehorigen Rezeptoren eine entscheidende Rolle. Ist hierbei nur ein Rezeptortyp
beteiligt, ldsst sich dies noch relativ einfach beschreiben. Bei der Orientierung der
Wachstumskegel in Adenosingradienten ist jedoch davon auszugehen, dass sich der
Sachverhalt wesentlich komplexer darstellt, kann es hier doch zu einem Zusam-
menspiel der verschiedenen Rezeptortypen fiir Adenosin kommen. Adenosin- oder
P1-Rezeptoren — diese Begriffe werden synonym verwendet — kénnen anhand ihrer
molekularen Strukturen und ihrer pharmakologischen Eigenschaften in vier Subty-
pen unterteilt werden: A;, Ayp, Ajg und Az Rezeptoren (siche Abbildung 41)
(Fredholm et al., 1994). Die urspriingliche Einteilung dieser Rezeptortypen erfolgt
nach der an ihre Aktivierung anschlieSende intrazellulire Signalkette; demnach
fiihrt die Aktivierung der A;- und Aj-Rezeptoren zu einer Verminderung der
cAMP-Konzentration iiber die Adenylatcyclase, die Aktivierung der Ay 5- und A, p-
Rezeptoren iiber einen entgegengesetzten Mechanismus zur Erhshung der cAMP-
Konzentration (Londos et al., 1980). Doch diese einfache Einteilung kann nach
dem heutigen Kenntnisstand so nicht mehr aufrecht gehalten werden. (Schulte und

Fredholm, 2003).
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Die vier verschiedenen Rezeptorsubtypen haben eine bestimmte, hiufig auch iiber-
lappende Verteilung auf verschiedene Gewebe. Die funktionelle Bedeutung der
Koexistenz verschiedener Arten von Adenosinrezeptoren konnte am Beispiel der
Neuromodulation zwischen A;- und A,-Rezeptoren in verschiedenen Systemen

gezeigt werden (Cunha, 2001).

Da die verschiedenen Rezeptorsubtypen deutliche Unterschiede in der Affinitit fiir
Adenosin aufweisen, scheint die Adenosinkonzentration unter physiologischen
Bedingungen von entscheidender Bedeutung dafiir zu sein, welche Rezeptoren
aktiviert werden und somit welche nachfolgende Signalkette angestof3en wird. Die
Expression verschiedener Adenosinrezeptorsubtypen auf einer Zelle, erméglicht die
Aufspaltung des Signals, das durch den allgemeinen Agonisten Adenosin iibertra-

gen wird, in verschiedene weiterfithrende Signalketten.

~70 nM ~150 nM ~5100 nM ~6500 nM

ad/ N
| l

Al A2A AZB A3
Abb.41: Adenosinaffinitat der verschiedenen Rezeptorsubtypen (Dunwiddie und Masino,
2001)

Dennoch muss natiirlich davon ausgegangen werden, dass in Adenosingradienten
alle Typen von Adenosinrezeptoren, sofern sie von den Zellen exprimiert werden,
auch aktiviert werden. Diese Aktivierung erfolgt in Abhingigkeit von ihrer Dissozi-
ationskonstanten und der vorherrschenden Adenosinkonzentration in unterschied-
lichem Mafle. Diese Unterschiede in der Affinitit fiir Adenosin erméglichen so,
dass in bestimmten Konzentrationsbereichen die Rezeptorantwort eines bestimm-
ten Typs iiberwiegt. Dies setzt allerdings auch Wechselwirkungen zwischen den
einzelnen Signalwegen voraus, da sonst immer die Antwort des Rezeptors mit der

niedrigsten Affinitit zum Tragen kime.

Durch die Experimente mit dem selektiven A,4-Rezeptoragonisten CGS 21680
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass fiir die primire Reaktion der Wachs-

tumskegel, also die gezielte Anderung der Wachstumsrichtung, die Aktivierung
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dieses Rezeptorsubtyps ausreichend ist. Dieses Ergebnis stimmt auch mit den Ade-
nosinkonzentrationen, die in den generierten Gradienten vorliegen, und mit den
Bindungskonstanten des Ayp-Rezeptors iiberein. So betrigt die Adenosinkonzent-
ration in 50 pm Entfernung von der Pipettenspitze 60 nM, in 5 pm Entfernung
etwa 100 nM. Interessant ist, dass die alleinige Aktivierung der A;5-Rezeptoren
zwar ausreicht, um die Wachstumsrichtung zu beeinflussen, die Wachstumsge-
schwindigkeit jedoch nicht signifikant verindert wird. Hierfiir ist demnach eine

zusitzliche Aktivierung eines weiteren Rezeptorsubtyps verantwortlich.

Der Nachweis der Existenz der unterschiedlichen Rezeptorsubtypen in dem ver-
wendeten Zellsystem durch entsprechende Antikérper konnte in Ermangelung
ihrer kommerziellen Verfiigbarkeit leider nicht durchgefiihrt werden. Innerhalb der
Siugetiere gibt es eine relativ grole Ubereinstimmung in der Aminosiuresequenz
(Fredholm et al., 2001) der einzelnen Rezeptoren (siche Abbildung 42); die Rezep-
toren des Huhns unterscheiden sich jedoch, zumindest bei den bis jetzt sequenzier-
ten, stirker von denen der Siugetiere. Die Verwendung von Antikérpern gegen die
Rezeptoren der Sdugetiere wiirde demnach zu sehr fragwiirdigen Ergebnissen fiih-
ren. Ebenso kritisch ist dieses mangelnde Wissen iiber die Adenosinrezeptoren im
Huhn natiirlich auch im Hinblick auf die Verwendung spezifischer Agonisten und
Antagonisten; hier treten zum Teil schon innerhalb der Siugetiere betrichtliche
Unterschiede hinsichtlich der Spezifitit auf (Klotz, 2000). Liang und Kollegen
konnten jedoch im Huhn verschiedene Adenosinrezeptorantworten beobachten,
die bekannten A,s-Rezeptoranworten dhneln und durch den auch in der vorlie-
genden Arbeit verwendeten Agonisten CGS 21680 ausgeldst werden konnten
(Liang und Haltiwanger, 1995; Liang und Morley, 1996).
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Abb.42: Das Dendrogramm zeigt die Sequenziibereinstimmung sequenzierter Adenosinre-
zeptoren verschiedener Organismen (nach http://www.gpcr.org/7tm/seq/
001_007_001/001_007_001.TREE20.html; Dezember 2004)

Von besonderem Interesse ist die bei der Orientierung auf die Adenosinrezeptorak-
tivierung nachfolgende Signalkette. Allen Adenosinrezeptoren gemein ist, dass sie
an G-Proteine gekoppelt sind. A;- und Az-Rezeptoren sind in der Regel an G,
die Ay-Rezeptoren an Gg-Ptoteine gebunden (Ralevic und Burnstock, 1998). Dies
geht auch konform mit der allgemeinen Vorstellung, dass A;- und Az-Rezeptoren

tiber G;/,-Proteine die Adenylatcyclase inhibieren und so die Konzentration an
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cAMP senken. Die A,-Rezeporen aktivieren hingegen iiber die G-Proteine die
Adenylatcyclase und bewirken so eine Erhohung der cAMP-Konzentration.
Mittlerweile konnte eine Reihe verschiedener Kombinationen von Adenosinrezep-
toren mit G-Proteinen nachgewiesen werden, die dieser grundlegenden Einord-
nung zum Teil widersprechen. A;-Rezeptoren binden an Gj;,3 und an G,
(Freissmuth et al., 1991; Akbar et al., 1994), fiir Az-Rezeptoren wurden Verbin-
dungen mit Gj; 3, G¢/11 und sogar mit Gy-Proteinen gezeigt (Palmer et al., 1995;
Reshkin et al., 2000). A,5-Rezeptoren konnten zusammen mit G, G jr und Gy,
13 (Offermanns und Simon, 1995; Kull et al., 2000; Schulte und Fredholm, 2003)
nachgewiesen werden und fiir Ayg-Rezeptoren konnte ein Auftreten in Kombina-
tion mit Gy, Gg/11 und Gyy/y3 (Feoktistov et al., 1994; Feoktistov et al., 2002)
gezeigt werden. Dieses breite Spektrum an unterschiedlichsten G-Proteinen, die an
Adenosinrezeptoren gekoppelt sind, verdeutlicht, dass es nahezu unmoglich ist,
von der Art des Rezeptortyps einer adenosinvermittelten Reaktion Riickschliisse
auf die weiterfithrende Signalkette zu treffen. Erschwert wird dies zusitzlich noch
dadurch, dass auch an jeden G-Proteintyp mehrere verschiedene Signalketten
anschlieffen. Daraus ergibt sich, durch Permutation der beteiligten Komponenten,

eine Vielzahl méglicher weiterfithrender Signalwege.

Die Adenylatcyclase ist ein potentieller Mittler im Zusammenspiel der Adenosinre-
zeptorsubtypen. Sie wird nach der ,klassischen® Einteilung der Rezeptorsubtypen
von A;- und Aj-Rezeptoren negativ, von Ays- und A-Rezeptoren positiv beein-
flusst und bietet somit die Moglichkeit einer reziproken Kontrolle und Feinabstim-

mung der Signalketten (Ralevic und Burnstock, 1998).

Zusitzlich dazu konnte in verschiedenen Arbeiten die Rolle von cAMP fiir die Ori-
entierung neuronaler Wachstumskegel aufgezeigt werden. So ist bekannt, dass das
gleiche extrazellulire Signal in Abhingigkeit von der intrazelluliren cAMP-Kon-
zentration zu entgegengerichteten Reaktionen beziiglich ihrer Wachstumsantwort
auf den Reiz dufleren fithren (Ming et al., 1997; Song et al., 1997). Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass fiir die Ubertragung der vektoriellen Information des
extrazelluldren Gradienten auf einen intrazelluliren Botenstoff cAMP von grofler
Bedeutung sein kann, da die Wachstumsrichtung auch allein durch entsprechende
cAMP-Gradienten innerhalb des Wachstumskegels gesteuert werden kann
(Lohof et al., 1992; Munck et al., 2004). Gestiitzt wird die Vermutung der Beteili-
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gung von cAMP an der Anderung der Wachstumsrichtung auch durch die Zyto-
skelettexperimente mit Forskolin, ist dieses doch ein sehr potenter Aktivator der
Adenylatcyclase. In diesen Experimenten konnte eine deutliche Zunahme in
F-Aktingehalt und -dichte in den Wachstumskegeln beobachtet werden. Ein hiufi-
ges Ziel von cAMP ist wiederum die Protein Kinase A. Auch hier geben die Zyto-
skelettexperimente einen Anhaltspunke fiir eine mdgliche Involvierung dieses
Enzyms an der Wachstumsreaktion; seine katalytische Untereinheit ldsst sich durch
KT 5720 effektiv blockieren. Durch Gabe von KT 5720 konnten deutliche
Abnahmen in F-Aktingehalt und -dichte in den Wachstumskegeln herbeigefiihrt

werden.

Dass cAMP und die Protein Kinase auch bei der Adenosinrezeptor-vermittelten
Orientierung der Wachstumskegel beteiligt sind, konnte in der vorliegenden Arbeit
jedoch nur teilweise bestitigt werden. Hier wurde zum einen die an der regulatori-
schen Untereinheit der Protein Kinase A wirkende cAMP-Antagonist Rp-cAMPS
als auch KT 5720 eingesetzt. Wihrend in Adenosingradienten die Orientierungs-
reaktion tatsichlich von cAMP und Protein Kinase A abhingig ist, ist letztere fiir
die Orientierung in Gradienten des selektiven A,a-Rezeptoragonsisten
CGS 21680 nicht nétig. Interessant ist jedoch, dass die durch Adenosin induzierte

Zunahme der Wachstumsgeschwindigkeit sowohl durch die Anwesenheit von

Rp-cAMPS als auch von KT 5720 unberiihrt bleibt.

Aus den Ergebnissen der Experimente mit dem Aja-Rezeptoragonisten
CGS 21680 muss man schliefen, dass fiir die eigentliche Orientierungsreaktion,
also die reine Anderung der Wachstumsrichtung, eine Aktivierung des A,-Rezep-
tors ausreichend ist und diese Reaktion unabhingig von cAMP und der Protein
Kinase A ist. Dass im Gegensatz dazu die Orientierung in Gradienten des natiirli-
chen Agonisten Adenosin von der Protein Kinase A und ihrem Aktivator cAMP
abhingig ist, konnte auf eine mdgliche modulatorische Funktion der Protein

Kinase A schlieffen lassen.

Eine vergleichbare Modulation durch dieses Enzym ist auch fiir das Richtungs-
wachstum von Wachstumskegeln unter dem gleichzeitigen Einfluss attraktiver und
repulsiver Lenkungsmolekiile beschrieben (Gallo und Letourneau, 2004). Den-
noch muss man fiir den allein durch A;-Rezeptoraktivierung induzierten Signal-

weg eine cAAMP- und Protein Kinase A-unabhingige Variante postulieren.
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So wurden fiir Nervengewebe auch Signalwege beschrieben, die von der Protein
Kinase C abhingig sind; dies gilt allerdings ,nur® fiir Ays-Rezeptor vermittelte
Abgabe von GABA und Acetylcholin (Fresco et al., 2004) und steht somit nicht in
Zusammenhang mit neuronalem Wachstum. Eine Aktivierung der Phospholipase
C durch A,p-Rezeptoren wird ebenfalls postuliert (Fresco et al., 2004). Des weite-
ren konnte in Herzmuskelzellen des Huhns ein cAMP unabhingiger, G.-Protein
vermittelter stimulatorischer Effekt in Folge einer A,4-Rezeptoraktivierung nach-
gewiesen werden (Liang und Morley, 1996). Interessant an dieser Arbeit ist, dass
der stimulatorische Effekt nur zu beobachten ist, wenn der A;-Rezeptor geblockt
wird. In diesem Fall ergibt sich, dhnlich wie bei dem in der vorliegenden Arbeit
beschriebenen Effekt, die Notwendigkeit der Modulation und der reziproken Ver-
arbeitung verschiedener Signale durch die Aktivierung verschiedener Adenosinre-

zeptorsubtypen.

Im Zusammenhang mit dem Richtungswachstum von Wachstumskegeln konnte
gezeigt werden, dass durch eine G;-Protein-vermittelte Aktivierung der Phospholi-
pase C durch die Aktivierung des GABAg-Rezeptors beeinflusst wird (Xiang et al.,
2002). Ein weiterer denkbarer Weg der Signalweiterleitung ist eine Rezeptortrans-
aktivierung. Der erste Beleg fiir die Orientierung neuronaler Wachstumskegel ist
die positive Richtungsinderung in extrazelluliren NGF-Gradienten (Gundersen
und Barrett, 1979). Diese Reaktion wird iiber eine Rezeptortyrosinkinase vermit-
telt, und zwar iiber den TrkA-Rezeptor (Gallo et al., 1997). Liganden fiir G-Pro-
tein-gekoppelte Rezeptoren konnen Rezeptortyrosinkinasen aktivieren (Lee et al.,
2002); eine Aktivierung des TrkA-Rezeptors in PC12-Zellen des TrkB-Rezeptors in
Hippocampuszellen konnte durch Adenosin induziert werden und durch pharma-
kologische Experimente konnte gezeigt werden, dass dies iiber eine Aktivierung der

A, a-Rezeptoren erfolgt (Lee und Chao, 2001).

Ob dieser oder andere beschriebene Signalwege (oder die Kombination von ihnen)
die in dieser Arbeit beobachtete Anderung der Wachstumsrichtung der Wachs-

tumskegel bewirke, kann erst durch weiterfithrende Arbeiten geklirt werden.

Mogliche physiologische Bedeutung

Bei der Komplexitit, die dem in dieser Arbeit beobachteten Verhalten der Wachs-

tumskegel zu Grunde liegt, bei dem Zusammenspiel verschiedener Rezeptoren fiir
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ein und denselben Liganden, bei der Interaktion unterschiedlicher, sich zum Teil
entgegenwirkender Signalketten, ist es schwer vorstellbar, dass es sich hierbei um
einen Artefake, also um eine zufillige, biologisch irrelevante Reaktion der Zellen
handelt. Deshalb soll im Folgenden erértert werden, wie solche Adenosingradien-

ten im lebenden Organismus zustande kommen kénnen.

Quellen fiur extrazellulares Adenosin

Es gibt zwei generelle Mechanismen, anhand derer Adenosin in den extrazelluliren
Raum gelangen kann: Durch direkte Abgabe von Adenosin aus der Zelle oder indi-
rekt durch Nucleotidabgabe und anschlieffenden Abbau zu Adenosin.

Adenosin wird durch Nucleosidtransporter iiber die Zellmembran transportiert
(Cass et al., 1999; Cabrita et al., 2002) und diese spielen damit eine zentrale Rolle
fiir die Regulation der extrazelluliren Adenosinkonzentration (Noji et al., 2004).
Diese Transporter werden aufgrund funktioneller und molekularer Unterschiede in
zwei Kategorien unterteilt: Bidirektionale Transporter, die gemifl des Konzentrati-
onsgradienten ein Gleichgewicht zwischen den beiden Kompartimenten einstellen,
und Natriumantiporter, die eine Nucleosidtransport in Abhingigkeit eines Natri-
umgradienten bewirken und somit auch entgegen eines Adenosinkonzentrations-
gefilles agieren konnen. Im Nervensystem scheint die erste Gruppe weiter

verbreitet zu sein (Thorn Jarvis 96).

Die Neusynthese von Adenosin innerhalb der Zellen erfolgt in erster Linie aus
S-Adenosylhomocystein durch eine entsprechende Hydrolase. Das gebildete Ade-
nosin wird in der Regel anschlieflend weiter zu AMP phosphoryliert. Unter diesen
Umstinden steht die intrazellulire Adenosinkonzentration in gewisser Weise unter
enzymatischer Kontrolle und wird auf diese Weise niedrig gehalten (Noji et al.,
2004). Die intrazellulire Adenosinkonzentration liegt unter physiologischen
Bedingungen mit etwa 50 nM deutlich unter der extrazelluliren Konzentration,
die in der Nihe von Synapsen bis zu 4 uM betragen kann (Cunha, 2001; Dunwid-
die und Masino, 2001). Bei diesen Konzentrationsunterschieden ist ein Adenosin-
transport aus der Zelle heraus schwer vorstellbar. Vielmehr scheint es so, als dass
anhand dieser Transporter die extrazelluliren Nucleoside als Rohstoff fiir die intra-
zellulire de novo Synthese der Nucleotide verfiigbar gemacht werden kénnen. Es

kommt also zu einer Adenosinaufnahme und damit zu einer Verringerung der
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extrazelluliren Adenosinkonzentration. In Situationen, in denen die Zellen einen
héheren Energiebedarf haben und somit auch groflere Mengen ATP umsetzen,
steigt die intrazellulire Adenosinkonzentration deutlich an, was dann zu einem

Adenosinausstrom iiber diese Nucleosidtransporter fithrt (Cunha, 2001).

Von groflerer Bedeutung ist wohl der Nucleotidabbau als Quelle fiir extrazellulires
Adenosin. Mitte des letzten Jahrhunderts konnte gezeigt werden, dass die Enden
sensorischer Nerven als Reaktion auf entsprechende Stimulation ATP abgeben
(Holton, 1959). Wenige Jahre spiter wurde gezeigt, dass aus Froschen isolierte
Nervenzellen und Muskelgewebezellen in Folge elektrischer Stimulation ATP in
den extrazelluliren Raum freisetzen (Abood et al., 1962). Den eigentlichen Sinn
und Zweck dieser ATP-Freisetzung konnten die Autoren allerdings nicht aufzeigen,
wie Bodin und Burnstock in ihrem review belegen (Bodin und Burnstock, 2001).
Erst etliche Jahre spiter wurde die Idee der Kotransmission, also die gleichzeitige
Abgabe verschiedener Neurotransmitter postuliert (Burnstock, 1976); dies kann
heute als erwiesen angesehen werden (Zimmermann und Braun, 1996; Burnstock,
1999). Es konnten sogar schon definierte Mischungsverhiltnisse von ATP und
anderen Neurotransmittern in den Vesikeln bestimmt werden (Richardson und
Brown, 1987). Auf diese Weise gelangen die Nucleotide aktivititsabhingig in den
extrazelluldren Raum. Die exozytotische Abgabe von ATP stellt so auch die am wei-

testen verbreitete Art der ATP Freisetzung aus den Nervenzellen dar.

Sobald ATP in den extrazelluliren Raum abgegeben wurde, wird es dort sehr
schnell abgebaut (Sperlagh und Vizi, 1996). Aber auch andere Nucleotide werden
von den Zellen abgegeben. So kann cAMP iiber entsprechende, ernergieabhingige
Transporter nach auflen abgegeben werden (Henderson und Strauss, 1991); dort
wird es in AMP umgewandelt und dient so als zusitzliches Substrat fiir die entspre-

chenden abbauenden Enzyme (siche unten).

Das extrazellulire Kompartiment verfiigt iiber eine erstaunliche Kapazitit fiir die
Hydrolyse von Nucleotiden, insbesondere von ATP. Verantwortlich hierfiir sind so
genannte Ecto-Nucleotidasen (Zimmermann, 2000). Hierbei handelt es sich um
Membranproteine, deren katalytische Zentren dem extrazelluliren Raum zuge-
wandt sind. Die ersten Schritte des Nucleotidabbaus sind abhingig von Ecto-Nuc-
leotidasen, Ecto-Phosphodiesterasen und Apyrasen, welche den Abbau der

verschiedenen Adenin-Nucleotide zum 5’-AMP katalysieren, welches wiederum
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von der 5 Ecto-Nucleotidase zur Adenosin dephosphoryliert wird. Die entspre-
chenden Enzyme sind hoch konserviert und kommen in nahezu allen Gewebety-

pen vor (Zimmermann und Braun, 1999).
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Abb. 43: Vereinfachte schematische Darstellung der intra- und extrazelluldaren Wege der Ade-
nosinbildung und des Adenosinabbaus. Innerhalb der Zelle entsteht Adenosin
unter anderem aus ATP und cAMP, auBBerhalb der Zelle Uber die gleichgewichtein-
stellenden Nucleosidtransporter und durch den Abbau der verschiedenen Nucleo-
tide (SAH = S-Adenosylhomocystein; G = G-Protein; GPCR = G-Protein gekoppelter
Rezeptor) (Sawynok und Liu, 2003).

Interessant ist, dass es bislang keinen Beleg fiir eine Nutzung der bei der Hydrolyse
freigesetzten Energie gibt. Demnach muss man davon ausgehen, dass dieser rasante
extrazellulire Abbau einen Grund hat, der diese Energieverschwendung rechtfer-

tigt.
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Die abgegebenen Nucleotide haben in der Regel die Funktion extrazellulirer Sig-
nalstoffe, wie zum Beispiel ATP in seiner Funktion als Neurotransmitter und Neu-
romodulator. Den  Ecto-Nucleotidasen kommen somit eigentich zwei
grundlegende Aufgaben zu: Zum einen wird durch sie die zeitlich-riumliche Akti-
vitdt dieser Substanzen begrenzt, das heiflt durch den schnellen Abbau die Verfiig-
barkeit fiir den Rezeptor beschrinkt und somit die Dauer und die Ausbreitung des
Signals gesteuert. Dies ist auch insofern von grofer Bedeutung, da die Nucleotide
aufgrund ihrer hohen Ladungsdichte nicht membrangingig sind, und somit extra-
zellulir abgebaut werden miissen, bevor sie wieder aufgenommen werden kénnen.
Gefordert wird dieser gezielte Abbau des Signals zusitzlich durch eine entspre-
chende Lokalisation der dephosphorylierenden Enzyme auf den Membranen. Zum
anderen aber werden durch diesen Abbau natiirlich die entsprechenden Nucleoside
freigesetzt, die wie im Fall von Adenosin wiederum iiber entsprechende Rezeptoren

neue Signalketten angestoflen.

Gibt es Adenosingradienten im Nervensystem?

Ausgehend von ATP als Quelle fiir extrazellulires Adenosin ist die Entstehung ent-
sprechender Konzentrationsgradienten durchaus denkbar und soll im Folgenden
kurz skizziert werden. Von besonderer Bedeutung wire hierbei der letzte Schritt der
Abbaukaskade hin zum Adenosin, die Dephosphorylierung von AMP zu Adenosin.
Dieser Schritt wird durch das Enzym 5’-Ectonucleotidase katalysiert und stellt die
Reaktion dar, welche die Geschwindigkeit des ATP-Abbaus bestimmt. Die Rate, in
der Adenosin durch Hydrolyse aus den Nucleotiden freigesetzt wird, ist strike
gekoppelt an die Konzentration von ATP und ADP, da diese Molekiile kompetitive
Inhibitoren fiir das Enzym darstellen. Dies fithrt dazu, dass bei hoherfrequenten
Stimuli, die zu einer verstirkten ATP-Freisetzung fiihren, primir AMP angehiuft
wird. Durch dessen Diffusion bildet sich zuerst ein entsprechender AMP-Gradient
aus, der dann, nach Wegfall der ATP- und ADP-bedingten Inhibition der 5’-Ecto-
nucelotidase zu Adenosin, abgebaut wird. Auf diese Weise entsteht ein Adenosin-
gradient, wie er fiir die Orientierung von Wachstumskegeln genutzt werden
konnte. Der ,Vorgradient® aus AMP gewinnt in Anbetracht der schnellen Auf-
nahme von Adenosin in die Zellen fiir die Ausbildung von einem Adenosingradi-

enten an besonderer Bedeutung.
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Tatsichlich konnten solche Gradienten im Hippocampus nachgewiesen werden
(Cunha, 1997). Zum einen konnte hier durch den Vergleich der Adenosinkonzen-
trationen in aktiven glutamatergen Synapsen mit der umgebenen Fliissigkeit Kon-
zentrationsgradienten infolge elektrischer Stimulation direkt nachgewiesen werden.
Zum anderen wurde in dieser Arbeit die Entstehung von Adenosingradienten nach
dem oben beschriebenen Muster an cholinergen Nervenenden im Hippocampus

postuliert.

In den Experimenten der vorliegenden Arbeit handelt es sich um reine in vitro
Untersuchungen. Sie sind demnach relativ weit entfernt von physiologischen
Bedingungen und noch weiter entfernt von Reaktionen im lebenden Tier; somit
kann iiber den méglichen Sinn und Zweck dieses Befundes nur spekuliert werden.
Aus den moglichen Quellen fiir extrazellulidres Adenosin und der Existenz von
Konzentrationsgradienten lassen sich jedoch einige potentielle Funktionen der beo-

bachteten Reaktion ableiten.

Moglicher Beitrag zur Regeneration

Nach Verletzung von Zellen kommt es zu einer massiven Freisetzung von Adeno-
sin, die direkt und indirekt sein kann (Rathbone et al., 1999). Unter widrigen
Bedingungen, wie Ischimie, Hypoxie, Trauma, Apoplexia und Entziindungen, um
nur einige zu nennen (Ralevic und Burnstock, 1998), steigt die extrazellulire Ade-
nosinkonzentration in verschiedenen Geweben deutlich an. Gemein haben diese
Situationen einen erhohten Energiebedarf der Zellen und damit einhergehend eine
reduzierte Verfiigbarkeit an Sauerstoff; sie stellen also einen metabolischen Stress-
zustand fiir die Zellen dar. Hauptquelle fiir Adenosin ist hier der Abbau von ATP
(Kowaluk et al., 1998; Latini und Pedata, 2001), der sowohl in den Zellen als auch
im extrazelluliren Raum stattfindet. Unter diesen Bedingungen ist auch die Aktivi-
tit der 5’-Nucleotidase gesteigert (Johnson et al., 1999), was die Bildung von Ade-
nosin zusitzlich unterstiitzt. In diesem Zusammenhang ist es also denkbar, dass
Adenosin als Stresssignal gleichzeitig einen Wegweiser fiir die nachfolgende Rege-
neration darstellt. Dies setzt natiirlich voraus, dass die dabei beteiligten Neurone

auch iiber die notige Rezeptorausstattung verfiigen.
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Moglicher Beitrag zur Entwicklung

Es gibt zunehmend Indizien fiir eine Beteiligung elektrischer Aktivitit bei der Weg-
findung neuronaler Fortsitze (Zhang und Poo, 2001). Die von Cunha (2001)
beschriebene Ausbildung von Adenosingradienten im Hippocampus erfolgte eben-
falls durch elektrische Stimulation. ATP wird aufgrund seiner Funktion als Neuro-
transmitter und Neuromodulator infolge von erhéhter Aktivitit verstirke
abgegeben. Zusitzlich dazu kann dies jedoch auch durch elektrische Stimulation
induziert werden. Das abgegebene ATP wird dann, wie oben beschrieben, zu Ade-
nosin abgebaut. Interessant ist in diesem Zusammenhang die verstirkte Expression
der 5’-Ectonucleotidase wihrend der Entwicklung des Nervensystems (Zimmer-
mann, 1996). Zusitzlich dazu binden die 5’-Nucleotidase auch an Proteine der
extrazelluliren Matrix und kénnten auf diese Weise eine Art Strasse bilden um so
andere Lenkungsmechanismen zu unterstiitzen. Adenosin scheint auf jeden Fall der

Ideale Vermittler fiir solche aktivititsabhingige Prozesse.

Abschlieflend muss jedoch gesagt werden, dass nicht sichergestellt werden kann, ob
der in der vorliegenden Arbeit beobachtete Effekt auch in anderen Zellsystemen
auftritt. Dass Adenosin als Lenkungsmolekiil von grofSer Bedeutung sein kénnte,
steht aufler Frage. Auf jeden Fall miissen weitere Arbeiten dieser wichtigen Frage

nachgehen.
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Zusammenfassung

Es ist bekannt, dass extrazellulire ATP-Gradienten das Richtungswachstum neuro-
naler Wachstumskegel beeinflussen. Es ist aber auch bekannt, dass ATP im extra-
zelluliren Raum sehr schnell abgebaut wird; der Abbau erfolgt dabei durch
Ectonucleotidasen iiber ADP, AMP hin zum Adenosin. Daraus ergibt sich die Ver-
mutung, dass diesen Abbauprodukten, insbesondere dem Adenosin, eine grofere
physiologische Bedeutung zukommt, als es von ATP angenommen werden kann.
In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss dieser purinergen Substanzen auf das
Wachstum neuronaler Wachstumskegel untersucht. Als Objekt dienten die Wachs-

tumskegel sensorischer Neurone des Haushuhns. Hierbei wurden verschiedene

Aspekte behandelt:

* Interne Mechanismen des Wachstums neuronaler Wachstumskegel.

Grundlage der Bewegung der Wachstumskegel ist ein Umbau ihres
Zytoskeletts. Durch semiquantitative Analyse des F-Aktins einzelner
Wachstumskegel konnte die Wirkung der verschiedenen Substanzen auf
Populationen von Wachtsumskegeln analysiert werden. Diese Experi-
mente zeigten, dass Adenosin einen positiven Einfluss auf den Gehalt
und die Dichte des F-Aktins hat, der vergleichbar mit dem Effekt von
ATP und NGF ist. Durch Versuche mit verschiedenen Adenosinrezepto-
ragonisten und -antagonisten konnte weiter gezeigt werden, dass es sich
hierbei um einen rezeptorvermittelten Effekt handelt. Experimente mit
verschiedenen Pharmaka (wie cAMP-Antagonisten und Protein Kinase
A Inhibitoren) belegen den Einfluss von cAMP und der Protein Kinase
A auf den F-Aktinhaushalt der Wachstumskegel.

* Selektive Beeinflussung von Wachstumsrichtung und Wachstumsge-

schwindigkeit.

In Orientierungsexperimenten erwies sich, dass sich das Richtungs-
wachstum der Wachstumskegel durch geeignete extrazellulire Konzent-
rationsgradienten von ATP oder Adenosin beeinflussen lisst, nicht aber
durch solche von ADP oder AMP. Des Weiteren fiihrten diese Experi-
mente zu dem Schluss, dass durch Adenosin auch die Wachstumsge-
schwindigkeit gesteigert wird. In Experimenten mit verschiedenen

Adenosinrezeptoragonisten und -antagonisten konnte gezeigt werden,
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Zusammenfassung

dass diese Anderung der Wachstumsrichtung wahrscheinlich durch Akti-
vierung der Adenosin-A,,-Rezeptoren induziert wird. Interessanterweise
fiihrt jedoch die Aktivierung der Adenosin-A,s-Rezeptoren allein nicht
zu einer Erhéhung der Wachstumsgeschwindigkeit. Es konnte zudem
gezeigt werden, dass bei der Orientierung in Adenosingradienten, bei der
wahrscheinlich verschiedene Adenosinrezeptorsubtypen aktiviert wer-
den, cAMP und die Protein Kinase A involviert sind; jedoch sind diese
nicht an der Steigerung der Wachstumsgeschwindigkeit beteiligt. Bei der
alleinigen Aktivierung der Adenosin-A,a-Rezeptoren nimmt die Protein

Kinase A keinen Einflufl auf eine Anderung der Wachstumsrichtung.

Bedeutung der Form des Konzentrationsgradienten.

Aus den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten ergab sich, dass
die Form des Konzentrationsgradienten von entscheidender Bedeutung
fiir die Orientierungsreaktion ist. Deshalb war ein weiterer Bestandteil
der Arbeit die eingehende Untersuchung der Konzentrationsgradienten.
Es konnte gezeigt werden, dass fiir die Adenosinrezeptor-vermittelte
Anderung der Wachstumsrichtung Gradienten sehr niedriger Konzent-
ration notwendig sind; dies konnte mit ein Grund fiir die Abweichung
der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit von denen anderer Arbeitsgrup-

pen sein.

Nachweis und Bedeutung von Adenosin als Richtungswachstumsfak-

tor.

Als Konsequenz der durchgefiihrten Experimente muss Adenosin der
Liste der Substanzen, die das Richtungswachstum neuronaler Wachs-
tumskegel beeinflussen, hinzugefiigt werden. Dieser Stoff kénnte, nicht
zuletzt aufgrund der Ausschiittung von ATP, infolge neuronaler Aktivi-
tit, und dessen nachfolgendem Abbau zu Adenosin von weitreichender
Bedeutung sein. Der Beitrag elektrischer Aktivitit an der Wegfindung
von Neuriten ist nicht endgiiltig belegt, Adenosin scheint jedoch ein ide-

aler Vermittler fiir solche Effekte zu sein.

95



Literatur

6 Literatur

Abood LG, Koketsu K, Miyamoto S (1962) Outflux of various phosphates during
membrane depolarization of excitable tissues. Am ] Physiol 202:469-474.

Akbar M, Okajima F, Tomura H, Shimegi S, Kondo Y (1994) A single species of
Al adenosine receptor expressed in Chinese hamster ovary cells not only inhi-

bits cAAMP accumulation but also stimulates phospholipase C and arachido-
nate release. Mol Pharmacol 45:1036-1042.

Axelrod D (2001) Selective imaging of surface fluorescence with very high aperture

microscope objectives. ] Biomed Opt 6:6-13.

Bagnard D, Thomasset N, Lohrum M, Puschel AW, Bolz ] (2000) Spatial distribu-
tions of guidance molecules regulate chemorepulsion and chemoattraction of

growth cones. ] Neurosci 20:1030-1035.

Barak LS, Yocum RR, Nothnagel EA, Webb WW (1980) Fluorescence staining of
the actin cytoskeleton in living cells with 7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazole-phall-

acidin. Proc Natl Acad Sci U S A 77:980-984.

Bartl E (2002) Untersuchungen zum Einfluss des Adenosins auf das Zytoskelett der
Spinalganglienzellen des Haushuhns. In: Biolmaging Zentrum. Miinchen:

Ludwig-Maximilians-Universitit.

Bellairs R, Osmond M (1988) The Atlas of Chick Developement. London: Acade-

mic Press.
Bhat SV (1993) Forskolin and congeners. Fortschr Chem Org Naturst 62:1-74.

Bodin B, Burnstock G (2001) Purinergic signalling: ATP release. Neurochem Res
26:959-969.

Bonhoeffer T (1996) Neurotrophins and activity-dependent development of the
neocortex. Curr Opin Neurobiol 6:119-126.

Botelho LHP, Rothermel JD, Coombs RV, Jastorff B (1988) cAMP analog antago-
nists of cAAMP action. Methods in Enzymology 159:159-172.

96



Literatur

Brackett LE, Daly JW (1994) Functional characterization of the A2b adenosine
receptor in NIH 3T3 fibroblasts. Biochemical Pharmacology 47:801-814.

Bronstein IN, Semendjajew KA (1987) Taschenbuch der Mathematik, 23. Edition.
Thun und Frankfurt/Main: Verlag Harri Deutsch.

Buettner HM, Pittman RN, Ivins JK (1994) A model of neurite extension across
regions of nonpermissive substrate: simulations based on experimental measu-
rement of growth cone motility and filopodial dynamics. Dev Biol 163:407-
422.

Burnstock G (1976) Do some nerve cells release more than one transmitter? Neu-

roscience 1:239-248.
Burnstock G (1999) Purinergic cotransmission. Brain Res Bull 50:355-357.

Cabrita MA, Baldwin SA, Young JD, Cass CE (2002) Molecular biology and regu-
lation of nucleoside and nucleobase transporter proteins in eukaryotes and

prokaryotes. Biochem Cell Biol 80:623-638.

Cass CE, Young JD, Baldwin SA, Cabrita MA, Graham KA, Griffiths M, Jennings
LL, Mackey JR, Ng AM, Ritzel MW, Vickers ME Yao SY (1999) Nucleoside

transporters of mammalian cells. Pharm Biotechnol 12:313-352.

Crank J (1975) The mathematics of diffusion, 2d Edition. Oxford, [Eng]: Claren-

don Press.

Culotti JG, Kolodkin AL (1996) Functions of netrins and semaphorins in axon
guidance. Curr Opin Neurobiol 6:81-88.

Cunha RA (1997) Release of ATP and adenosine and formation of extracellular
adenosine in the hippocampus. In: The role of adenosine in the nervous sys-

tem (Okada Y, ed), pp 135-142. Amsterdam; New York: Elsevier.

Cunha RA (2001) Adenosine as a neuromodulator and as a homeostatic regulator
in the nervous system: different roles, different sources and different recep-

tors. Neurochem Int 38:107-125.

97



Literatur

Denk W, Delaney KR, Gelperin A, Kleinfeld D, Strowbridge BW, Tank DW, Yuste
R (1994) Anatomical and functional imaging of neurons using 2-photon laser

scanning microscopy. J-Neurosci-Methods 54:151-162.

Dent EW, Gertler FB (2003) Cytoskeletal dynamics and transport in growth cone
motility and axon guidance. Neuron 40:209-227.

Devreotes PN, Zigmond SH (1988) Chemotaxis in eukaryotic cells: a focus on leu-
kocytes and Dictyostelium. Annu Rev Cell Biol 4:649-686.

Dickson BJ (2001) Rho GTPases in growth cone guidance. Curr Opin Neurobiol
11:103-110.

Dontchev VD, Letourneau PC (2003) Growth cones integrate signaling from mul-

tiple guidance cues. ] Histochem Cytochem 51:435-444.

Dunwiddie TV, Masino SA (2001) The role and regulation of adenosine in the

central nervous system. Annu Rev Neurosci 24:31-55.

Einstein A (1956) Investigations on the theory of the Brownian movement. New

York: Dover Publications.

Engel ], Fasold H, Hulla FW, Waechter E Wegner A (1977) The polymerization

reaction of muscle actin. Mol Cell Biochem 18:3-13.

Fan J, Mansfield SG, Redmond T, Gordon Weeks PR, Raper JA (1993) The orga-
nization of F-actin and microtubules in growth cones exposed to a brain-deri-

ved collapsing factor. ] Cell Biol 121:867-878.

Feoktistov I, Murray JJ, Biaggioni I (1994) Positive modulation of intracellular
Ca?* levels by adenosine Ay, receptors, prostacyclin, and prostaglandin E1 via

a cholera toxin-sensitive mechanism in human erythroleukemia cells. Mol

Pharmacol 45:1160-1167.

Feoktistov I, Goldstein AE, Ryzhov S, Zeng D, Belardinelli L, Voyno-Yasenetskaya
T, Biaggioni I (2002) Differential expression of adenosine receptors in human

endothelial cells: role of A,p receptors in angiogenic factor regulation. Circ

Res 90:531-538.

98



Literatur

Fredholm BB, AP IJ, Jacobson KA, Klotz KN, Linden ] (2001) International
Union of Pharmacology. XXV. Nomenclature and classification of adenosine

receptors. Pharmacol Rev 53:527-552.

Fredholm BB, Abbracchio MP, Burnstock G, Daly JW, Harden TK, Jacobson KA,
Leff B, Michael W (1994) VI. Nomenclature and Classification of Purinocep-
tors*. Pharmacological Reviews 46:143-156.

Freissmuth M, Selzer E, Schutz W (1991) Interactions of purified bovine brain
Aq-adenosine receptors with G-proteins. Reciprocal modulation of agonist

and antagonist binding. Biochem J 275 ( Pt 3):651-656.

Fresco P, Diniz C, Goncalves ] (2004) Facilitation of noradrenaline release by acti-
vation of adenosine A, receptors triggers both phospholipase C and ade-

nylate cyclase pathways in rat tail artery. Cardiovasc Res 63:739-746.

Fu WM, Tang YB, Lee KF (1997) Turning of nerve growth cones induced by the

activation of protein kinase C. Neuroreport 8:2005-20009.

Gallo G, Letourneau P (2002) Axon guidance: proteins turnover in turning growth
cones. Current Biology: CB 12:R560.

Gallo G, Letourneau PC (2004) Regulation of growth cone actin filaments by
guidance cues. ] Neurobiol 58:92-102.

Gallo G, Lefcort FB, Letourneau PC (1997) The trkA receptor mediates growth
cone turning toward a localized source of nerve growth factor. J Neurosci

17:5445-5454.

Goodhill GJ (1998) Mathematical guidance for axons. Trends Neurosci 21:226-
231.

Goodhill GJ, Urbach JS (1999) Theoretical analysis of gradient detection by
growth cones. ] Neurobiol 41:230-241.

Goodman CS (1996) Mechanisms and molecules that control growth cone

guidance. Annu Rev Neurosci 19:341-377.

99



Literatur

Grau B (2000) Eine Methode der halbquantitativn Bestimmung des F-Aktins in
subzelluliren Kompartimenten. In: Fakuldit fiir Biologie. Miinchen: Ludwig-

Maximilians-Universitit.

Grau B, Steinhaus S, Munck S, Liicker S, Uhl R, Harz H (2001) Purinergic com-
pounds affect the F-actin content of sensory neurons. In: Proceedings of the
4th Meeting of the German Neuroscience Society 2001; 28thGottingen Neu-
robiology Conference 2001 (Elsner N KW, ed), p 947. Gottingen: Georg
Thieme Verlag Stuttgart.

Gundersen RW, Barrett JN (1979) Neuronal chemortaxis: chick dorsal-root axons

turn toward high concentrations of nerve growth factor. Science 206:1079-

1080.
Hall A (1998) Rho GTPases and the actin cytoskeleton. Science 279:509-514.

Henderson GB, Strauss BP (1991) Evidence for cAMP and cholate extrusion in C6
rat glioma cells by a common anion efflux pump. J Biol Chem 266:1641-
1645.

Henley J, Poo M-m (2004) Guiding neuronal growth cones using Ca®* signals.
Trends in Cell Biology 14:320-330.

Holton P (1959) The liberation of adenosine triphosphate on antidromic stimula-
tion of sensory nerves. ] Physiol 145:494-504.

Hépker VH, Saffrey MJ, Burnstock G (1996) Neurite outgrowth of striatal neu-
rons in vitro: involvement of purines in the growth-promoting effect of myen-

teric plexus explants. Int ] Dev Neurosci 14:439-451.

Isbister CM, Mackenzie PJ, To KCW, O'Connor TP (2003) Gradient steepness
influences the pathfinding decisions of neuronal growth cones in vivo. Journal

of Neuroscience 23:193-202.

Jarvis ME Schulz R, Hutchison AJ, Do UH, Sills MA, Williams M (1989)
[3H]CGS 21680, a selective A, adenosine receptor agonist directly labels
A, ,receptors in rat brain. ] Pharmacol Exp Ther 251:888-893.

100



Literatur

Johnson SM, Patel S, Bruckner FE, Collins DA (1999) 5'-Nucleotidase as a marker
of both general and local inflammation in rheumatoid arthritis patients.

Rheumatology (Oxford) 38:391-396.

Kase H, Iwahashi K, Nakanishi S, Matsuda Y, Yamada K, Takahashi M, Murakata
C, Sato A, Kaneko M (1987) K-252 compounds, novel and potent inhibitors

of protein kinase C and cyclic nucleotide-dependent protein kinases. Biochem
Biophys Res Commun 142:436-440.

Kater SB, Rehder V (1995) The sensory-motor role of growth cone filopodia. Curr
Opin Neurobiol 5:68-74.

Klotz KN (2000) Adenosine receptors and their ligands. Naunyn Schmiedebergs
Arch Pharmacol 362:382-391.

Kowaluk EA, Bhagwat SS, Jarvis MF (1998) Adenosine kinase inhibitors. Curr
Pharm Des 4:403-416.

Kramer M (2004) Photonik.

Kull B, Svenningsson P, Fredholm BB (2000) Adenosine A(2A) receptors are colo-

calized with and activate g(olf) in rat striatum. Mol Pharmacol 58:771-777.

Landis SC (1983) Neuronal Growth Cones. Annual Review of Physiology 45:567-
580.

Lankford KL, DeMello FG, Klein WL (1988) D1-type dopamine receptors inhibit
growth cone motility in cultured retina neurons: evidence that neurotransmit-

ters act as morphogenic growth regulators in the developing central nervous
g g g g

system. Proc Natl Acad Sci U S A 85:4567-4571.

Latini S, Pedata F (2001) Adenosine in the central nervous system: release mecha-

nisms and extracellular concentrations. ] Neurochem 79:463-484.

Lee FS, Chao MV (2001) Activation of Trk neurotrophin receptors in the absence
of neurotrophins. Proc Natl Acad Sci U S A 98:3555-3560.

Lee FS, Rajagopal R, Chao MV (2002) Distinctive features of Trk neurotrophin
receptor transactivation by G protein-coupled receptors. Cytokine Growth

Factor Rev 13:11-17.

101



Literatur

Levi-Montalcini R (1986) The Nerve Growth Factor: Thirty-Five Years Later. In:
Nobel Lecture.

Liang BT, Haltiwanger B (1995) Adenosine A2a and A2b receptors in cultured
fetal chick heart cells. High- and low-affinity coupling to stimulation of myo-

cyte contractility and cAMP accumulation. Circulation Research 76:242-251.

Liang BT, Morley JF (1996) A new cyclic AMP-independent, Gs-mediated stimu-
latory mechanism via the adenosine A2a receptor in the intact cardiac cell.

J Biol Chem 271:18678-18685.

Lin CH, Forscher P (1995) Growth cone advance is inversely proportional to retro-

grade F-actin flow. Neuron 14:763-771.

Lin CH, Thompson CA, Forscher P (1994) Cytoskeletal reorganization underlying
growth cone motility [published erratum appears in Curr Opin Neurobiol

1995 Feb;5(1):112]. Curr Opin Neurobiol 4:640-647.

Lohof AM, Quillan M, Dan 'Y, Poo MM (1992) Asymmetric modulation of cyto-
solic cAMP activity induces growth cone turning. ] Neurosci 12:1253-1261.

Londos C, Cooper DM, Wolff ] (1980) Subclasses of external adenosine receptors.
Proc Natl Acad Sci U S A 77:2551-2554.

MacLennan AJ, McLaurin DL, Marks L, Vinson EN, Pfeifer M, Szulc SV, Heaton
MB, Lee N (1997) Immunohistochemical localization of netrin-1 in the

embryonic chick nervous system. ] Neurosci 17:5466-5479.

McAllister AK, Katz LC, Lo DC (1999) Neurotrophins and synaptic plasticity.
Annual Review Of Neuroscience 22:295-318.

McEwen BS, Chattarji S (2004) Molecular mechanisms of neuroplasticity and
pharmacological implications: the example of tianeptine. European Neuro-
psychopharmacology: The Journal Of The European College Of Neuropsy-
chopharmacology 14:5497-S502.

Messler B, Harz H, Uhl R (1996) Instrumentation for multiwavelengths excitation
imaging. ] Neurosci Methods 69:137-147.

102



Literatur

Ming G, Henley ], Tessier Lavigne M, Song H, Poo M (2001) Electrical activity
modulates growth cone guidance by diffusible factors. Neuron 29:441-452.

Ming GL, Song HJ, Berninger B, Holt CE, Tessier-Lavigne M, Poo MM (1997)
cAMP-dependent growth cone guidance by netrin-1. Neuron 19:1225-1235.

Mitchison TJ, Cramer LP (1996) Actin-based cell motility and cell locomotion.
Cell 84:371-379.

Mueller BK (1999) Growth cone guidance: first steps towards a deeper understan-
ding. Annu Rev Neurosci 22:351-388.

Munck S (1999) Wachtsum und calciumtransienten in Spinalnervneuronen von
Gallus Gallus. In: Botanisches Institut. Miinchen: Ludwig-Maximilians-Uni-

versitit.

Munck S, Bedner B, Bottaro T, Harz H (2004) Spatiotemporal properties of cyto-
plasmic cyclic AMP gradients can alter the turning behaviour of neuronal

growth cones. Eur ] Neurosci 19:791-797.

Noji T, Karasawa A, Kusaka H (2004) Adenosine uptake inhibitors. Eur ] Pharma-
col 495:1-16.

North RA, Barnard EA (1997) Nucleotide receptors. Curr Opin Neurobiol 7:346-
357.

Numberger M, Graguhn A (1996) Patch-Clamp-Technik. Heidelberg, Berlin,
Oxford: Spektrum Akademischer Verlag GmbH.

Offermanns S, Simon MI (1995) G alpha 15 and G alpha 16 couple a wide variety
of receptors to phospholipase C. ] Biol Chem 270:15175-15180.

Ongini E, Dionisotti S, Gessi S, Irenius E, Fredholm BB (1999) Comparison of
CGS 15943, ZM 241385 and SCH 58261 as antagonists at human adeno-
sine receptors. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol 359:7-10.

Palmer TM, Gettys TW, Stiles GL (1995) Differential interaction with and regula-
tion of multiple G-proteins by the rat A3 adenosine receptor. ] Biol Chem
270:16895-16902.

103



Literatur

Paves H, Saarma M (1997) Neurotrophins as in vitro growth cone guidance mole-

cules for embryonic sensory neurons. Cell Tissue Res 290:285-297.

Postma M, Van Haastert PJ (2001) A diffusion-translocation model for gradient
sensing by chemotactic cells. Biophys J 81:1314-1323.

Postma M, Bosgraaf L, Loovers HM, Van Haastert PJ (2004) Chemotaxis: signal-
ling modules join hands at front and tail. EMBO Rep 5:35-40.

Ralevic V, Burnstock G (1998) Receptors for purines and pyrimidines. Pharmaco-
logical Reviews 50:413-492.

Ramén y Cajal S (1906) The structure and connexions of neurons. In: Nobel Lec-

ture.

Rathbone MP, Middlemiss PJ, Gysbers JW, Andrew C, Herman MA, Reed JK,
Ciccarelli R, Di Iorio B, Caciagli F (1999) Trophic effects of purines in neu-
rons and glial cells. Prog Neurobiol 59:663-690.

Reshkin SJ, Guerra L, Bagorda A, Debellis L, Cardone R, Li AH, Jacobson KA,
Casavola V (2000) Activation of A(3) adenosine receptor induces calcium

entry and chloride secretion in A(6) cells. ] Membr Biol 178:103-113.

Richardson PJ, Brown SJ (1987) ATP release from affinity-purified rat cholinergic
nerve terminals. ] Neurochem 48:622-630.

Riisse E (1991) Lehrbuch der Embryologie der Haustiere. Hamburg: Paul Parey
Verlag.

Sawynok J, Liu X]J (2003) Adenosine in the spinal cord and periphery: release and
regulation of pain. Prog Neurobiol 69:313-340.

Schifer KH, Saffrey MJ, Burnstock G (1995) Trophic actions of 2-chloroadenosine

and bFGF on cultured myenteric neurones. Neuroreport 6:937-941.

Schmidt A, Hall MN (1998) Signaling to the actin cytoskeleton. Annu Rev Cell
Dev Biol 14:305-338.

Schulte G, Fredholm BB (2003) Signalling from adenosine receptors to mitogen-
activated protein kinases. Cell Signal 15:813-827.

104



Literatur

Skaper SD, Moore SE, Walsh FS (2001) Cell signalling cascades regulating neuro-
nal growth-promoting and inhibitory cues. Prog Neurobiol 65:593-608.

Skaper SD, Facci L, Milani D, Leon A, Toffano G (1990) Culture and use of pri-
mary and clonal neural cells. In: Cell Culture (M.P. C, ed), pp 17-33. New
York: Academic Press.

Song H, Poo M (2001) The cell biology of neuronal navigation. Nat Cell Biol
3:E81-88.

Song HJ, Ming GL, Poo MM (1997) cAMP-induced switching in turning direc-
tion of nerve growth cones. Nature 388:275-279.

Sperlagh B, Vizi SE (1996) Neuronal synthesis, storage and release of ATP. Semi-

nars in Neuroscience 8:175-186.

Stein E, Zou Y, Poo M, Tessier-Lavigne M (2001) Binding of DCC by netrin-1 to
mediate axon guidance independent of adenosine A2B receptor activation.

Science 291:1976-1982.

Steinhaus S (2000) Der Einfluss chemotropher Substanzen auf den F-Actingehalt
und das Wachstum neuronaler Wachstumskegel. In: Fakultit fiir Biologie.

Miinchen: Ludwig-Maximilians-Universitit.

Stock AM, Mowbray SL (1995) Bacterial chemotaxis: a field in motion. Curr Opin
Struct Biol 5:744-751.

Stock JB, Ninfa AJ, Stock AM (1989) Protein phosphorylation and regulation of
adaptive responses in bacteria. Microbiol Rev 53:450-490.

Strasser GA, Rahim NA, VanderWaal KE, Gertler FB, Lanier LM (2004) Arp2/3 Is

a Negative Regulator of Growth Cone Translocation. Neuron 43:81-94.

Suter DM, Forscher P (1998) An emerging link between cytoskeletal dynamics and
cell adhesion molecules in growth cone guidance. Curr Opin Neurobiol
8:106-116.

Tessier Lavigne M, Goodman CS (1996) The molecular biology of axon guidance.
Science 274:1123-1133.

105



Literatur

Tessier-Lavigne M, Goodman CS (2000) Regeneration in the Nogo zone. Science
287:813-814.

Turner CE (2000) Paxillin and focal adhesion signalling. Nature Cell Biology
2:E231-E236.

Tuttle R, O'Leary DD (1998) Neurotrophins rapidly modulate growth cone
response to the axon guidance molecule, collapsin-1. Molecular and Cellular

Neurosciences 11:1-8.

Weber E (1986) Grundriss der biologischen Satistik, 9. Edition. Stuttgart: Gustav
Fischer Verlag.

Weiner OD (2002) Regulation of cell polarity during eukaryotic chemotaxis: the
chemotactic compass. Current Opinion in Cell Biology 14:196-202.

Welch MD, Mallavarapu A, Rosenblatt J, Mitchison T] (1997) Actin dynamics in
vivo. Curr Opin Cell Biol 9:54-61.

Xiang Y, Li Y, Zhang Z, Cui K, Wang S, Yuan XB, Wu CP, Poo MM, Duan §
(2002) Nerve growth cone guidance mediated by G protein-coupled recep-
tors. Nat Neurosci 5:843-848.

Zhang LI, Poo MM (2001) Electrical activity and development of neural circuits.
Nat Neurosci 4 Suppl:1207-1214.

Zheng ]Q, Poo MM, Connor JA (1996) Calcium and chemotropic turning of
nerve growth cones. Perspect Dev Neurobiol 4:205-213.

Zheng JQ, Felder M, Connor JA, Poo MM (1994) Turning of nerve growth cones

induced by neurotransmitters. Nature 368:140-144.

Zimmermann H (1996) Biochemistry, localization and functional roles of ecto-

nucleotidases in the nervous system. Prog Neurobiol 49:589-618.

Zimmermann H (2000) Extracellular metabolism of ATP and other nucleotides.
Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol 362:299-309.

Zimmermann H, Braun N (1996) Extracellular metabolism of nucleotides in the

nervous system. ] Auton Pharmacol 16:397-400.

106



Literatur

Zimmermann H, Braun N (1999) Ecto-nucleotidases-molecular structures, cata-
lytic properties, and functional roles in the nervous system. Prog Brain Res

120:371-385.

107



Curriculum Vitae

Curriculum Vitae

Personliche Daten:

Name: Benjamin Filip Grau
Adresse: Nadistrafle 137/10

80809 Miinchen
Telefon: +49 173 8764846
E-Mail: grau@biz.uni-muenchen.de
Geburtsdatum: 01. Dezember 1974
Geburtsort: Miinchen

Staatsangehorigkeit:  deutsch

Familienstand: ledig

Schulbildung:

1981 — 1985 Grundschule, Nadischule Miinchen

1985 — 1994 Gymnasium, Stidtisches Luisengymnasium Miinchen

Abschluss:  Abitur

Akademische Bildung:
1995 — 2000 1995-2000 Studium der Biologie an der Ludwig-Maximilians-Universitit
Miinchen

Abschluss:  Diplombiologe
Priifungsficher: Pharmakologie / Toxikologie, Physiologische Botanik,

Okologie, Systematische Botanik
Forschungsreisen nach Namibia und Chile

seit 2000 Doktorarbeit in Neurobiologie in dem Thema ,Identifikation neuer orien-

tierender Substanzen im sensorischen Nervensystem®

Akademische Bildung:

1999 Mitarbeit im Institut fiir Pharmazeutische Biologie der LMU, Isolation

und toxikologische Untersuchungen an sekundiren Pflanzeninhaltsstoffen

seit 1999 Freie Mitarbeit in der Firma Parabits, Miinchen im Bereich Systempla-

nung, Netzwerkadministration und Installation

seit 2000 Netzwerkadministration fiir den Bereich Apple Macintosh am Depart-
ment Biologie 1 der LMU

seit 2000 Titigkeit als Resident Engineer fiir die Firma TILL Photonics, Grifelfing

108



Curriculum Vitae

Akademische Bildung:

seit 2001 Systemadministrator am Biolmaging Zentrum der LMU

seit 2001 Reorganisation und Gestaltung der Webseiten des Department Biologie 1
der LMU

seit 2004 Beauftragter fiir Biologische Sicherheit gemifl GenTG § 3 am Biolmaging
Zentrum der LMU

Sprachkenntnisse:

Deutsch Muttersprache

Englisch gut

Spanisch gut

Computerkenntnisse:

Betriebssysteme Mac OS, Windows, Unix (Grundlagen)

Programme unter anderem Office, Photoshop, Illustrator, GoLive

109



	Einfluss purinerger Substanzen auf das Wachstum sensorischer Neurone
	Erklärung
	Inhalt
	1 Einleitung 
	2 Material und Methoden
	2 . 1 Verbrauchsmaterial, Chemikalien, Lösungen und ihre Anwendung
	2 . 1 . 1 Fluoreszenzfarbstoffe
	2 . 1 . 2 Zusätze für das Zellkulturmedium
	2 . 1 . 3 Verwendete Agonisten und Antagonisten
	2 . 1 . 4 Beschichtungslösungen
	2 . 1 . 5 Puffer und Medien
	2 . 1 . 6 Zellkulturschälchen
	2 . 1 . 6 . 1 Herstellung der Schälchen
	2 . 1 . 6 . 2 Beschichtung der Deckgläschen

	2 . 1 . 7 Die Mikropipetten für die Orientierungsexperimente

	2 . 2 Das Zellsystem
	2 . 2 . 1 Lagerung und Bebrüten der Eier
	2 . 2 . 2 Präparation und Kultur der Ganglien
	2 . 2 . 3 Aufrechterhaltung der Wachstumsbedingungen während der Messungen

	2 . 3 Mikroskopie
	2 . 4 Experimente
	2 . 4 . 1 Zytoskelettmessungen
	2 . 4 . 2 Orientierungsexperimente
	2 . 4 . 3 Gradientencharakterisierung

	2 . 5 Auswertung und Bildanalyse
	2 . 5 . 1 Zytoskelettmessungen
	2 . 5 . 2 Orientierungsmessungen

	2 . 6 Verwendete Software

	3 Ergebnisse
	3 . 1 Zielsetzung
	3 . 2 Ergebnisse der Zytoskelettexperimente
	3 . 2 . 1 Untersuchung von ATP und seinen Abbauprodukten
	3 . 2 . 2 Charakterisierung beteiligter Rezeptoren
	3 . 2 . 3 Untersuchungen an Signalketten

	3 . 3 Ergebnisse der Orientierungsexperimente
	3 . 3 . 1 Einfluss von ATP, ADP, AMP und Adenosin auf das Richtungswachstum
	3 . 3 . 2 Untersuchung der beteiligten Rezeptoren an der Adenosin-induzierten Orientierung
	3 . 3 . 3 Untersuchungen an der Signalkette

	3 . 4 Ergebnisse der Gradientencharakterisierung
	3 . 4 . 1 Zusammenhang zwischen Widerstand und Öffnung der Pipetten
	3 . 4 . 2 Untersuchung der Gradientenform in Abhängigkeit der Größe der Pipettenöffnung


	4 Diskussion 
	4 . 1 Extrazelluläres Adenosin beeinflusst das F-Aktin neuronaler Wachstumskegel
	4 . 2 Neuronale Wachstumskegel orientieren sich in extrazellulären Adenosingradienten
	4 . 3 Bedeutung von Konzentrationsgradienten für das Richtungswachstum
	4 . 4 Generierung orientierender Konzentrationsgradienten
	4 . 5 Charakterisierung der Konzentrationsgradienten
	4 . 6 Beschreibung der beteiligten Rezeptoren und möglicher weiterführender Signalketten
	4 . 7 Mögliche physiologische Bedeutung
	4 . 8 Quellen für extrazelluläres Adenosin
	4 . 9 Gibt es Adenosingradienten im Nervensystem?
	4 . 10 Möglicher Beitrag zur Regeneration
	4 . 11 Möglicher Beitrag zur Entwicklung 

	5 Zusammenfassung
	6 Literatur
	7 Curriculum Vitae



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /SyntheticBoldness 1.00
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /Description <<
    /FRA <>
    /ENU (Use these settings to create PDF documents with higher image resolution for improved printing quality. The PDF documents can be opened with Acrobat and Reader 5.0 and later.)
    /JPN <FEFF3053306e8a2d5b9a306f30019ad889e350cf5ea6753b50cf3092542b308000200050004400460020658766f830924f5c62103059308b3068304d306b4f7f75283057307e30593002537052376642306e753b8cea3092670059279650306b4fdd306430533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103057305f00200050004400460020658766f8306f0020004100630072006f0062006100740020304a30883073002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d30678868793a3067304d307e30593002>
    /DEU <>
    /PTB <>
    /DAN <>
    /NLD <>
    /ESP <>
    /SUO <>
    /ITA <>
    /NOR <>
    /SVE <>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


