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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die Eph-Familie von Rezeptortyrosinkinasen und ihre Liganden, die Ephrine, sind die
grofldte Gruppe von axonalen Zielfuhrungsmolekilen. Die membrangebundenen Ephrine
und ihre Rezeptoren sind jedoch nicht ausschlieRlich flr die Etablierung neuronaler
Konnektivitat, sondern auch flr Entwicklungsvorgange aufierhalb des Nervensystems wie
die Ausbildung des Blutgefalsystems und die Steuerung von Zellmigration von
Bedeutung. Als charakteristisches Merkmal dieser Molekulfamilie kann jeder einzelne
Rezeptor durch eine Vielzahl verschiedener Ephrine aktiviert werden, was eine starke
funktionelle Redundanz zur Folge hat. Konventionelle knock-out Experimente liefern
daher nur ein unvollstandiges Bild von der Funktion dieser Proteine, da eine genetische
Deletion von Einzelmolekllen zumindest partiell von anderen Vertretern der Eph-Familie
kompensiert werden kann.

Im ersten Teil der Arbeit wurde eine transgene Mauslinie etabliert, welche im gesamten
Nervensystem ein sezerniertes, Antikorper-ahnliches Fusionsprotein, einen sog.
Rezeptorkorper, exprimiert. In dieser Mauslinie sollte der Rezeptorkorper alle Ephrine der
sog. A-Subfamilie zugleich binden und neutralisieren, und damit die funktionelle
Redundanz der A-Ephrine Uberwinden. Hierzu wurde in einem ersten Schritt der
Rezeptorkorper kloniert, in Zellinien exprimiert und hinsichtlich seiner Funktionalitat
charakterisiert. In einem zweiten Schritt wurde nun das Mikrotubuli bindende Protein Tau
gegen die cDNA des Rezeptorkorpers ersetzt (sog. knock-in), und nach
Keimbahntransmission des rekombinanten Allels wurde durch Ruckkreuzung gegen den
Inzuchtstamm C57BL/6 eine congenische Mauslinie erzeugt. In dieser Mauslinie wurde
der Rezeptorkorper mit dem raumlich-zeitlichen Expressionsmuster von tau exprimiert.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden einige Eigenschaften der knock-in Mauslinie
charakterisiert. Die vollstandige Deletion des Tau-Proteins sowie die pan-neuronale
Expression des Rezeptorkérpers wurden mit Hilfe von Northern-Transfer, mRNA in-situ
Hybridisierung, RT-PCR sowie mit Western-Transfer und immunhistochemischen
Experimenten belegt. Tiere mit dem rekombinanten Allel waren fertil, zeigten keine
Hinweise fur eine erhdhte pra- oder postnatale Letalitat, und das aulere Erscheinungsbild
der Mause war weitgehend unauffallig. Eine erste Analyse der Hirnanatomie mit Hilfe
klassischer histologischer Farbemethoden lieferte keine Hinweise auf starke,
offensichtliche morphologische Veranderungen. Mit einem Immunassay wurde die
Gewebekonzentration des Rezeptorkdrpers zu verschiedenen embryonalen und
postnatalen Entwicklungsstufen quantifiziert. Auf subzellularer Ebene wurde mittels
immuncytochemischer Farbungen dissoziierter Neuronen demonstriert, dal® der
Rezeptorkérper nicht auf das Soma der Zellen beschrankt, sondern auch in
Nervenfortsatzen lokalisiert war.

Die Analyse der Mauslinie auf spezifische Veranderungen im dritten Teil der Arbeit
konzentrierte sich auf sensorische Projektionen in Peripherie und Rickenmark, sowie auf
physiologische Aspekte des visuellen Systems und Blutgefalde. In neugeborenen Tieren
wurden keine offensichtlichen Veranderungen der topographischen Projektionen von
Spinalganglien in das Ruckenmark detektiert. In der Peripherie wurde in dem knock-in
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hingegen eine signifikante Zunahme von Nervenverzweigungen in verschiedenen

Strukturen beobachtet, die bei der Innervierung von Extremitaten sowie bei
Interkostalnerven zwischen dem 12. und dem 14. Tag der Embryonalentwicklung (E12-
14) besonders ausgepragt war. Die Untersuchung der BlutgefaRe im zentralen
Nervensystem adulter Mause mit Hilfe von Korrosionsausgussen lie in der Mutante
keine offensichtlichen Veranderungen erkennen. Mit Hilfe der in Anwendung auf Mause
neuartigen Technik ,Intrinsic Signal Optical Imaging“ wurde die Reprasentation der Retina
im Primaren Visuellen Cortex juveniler und adulter Mause untersucht. Zentraler Befund
dieser Experimente war eine Verzerrung der retinotopen Karte in dem knock-in, die in
jungen Mausen erheblich starker war als in adulten Tieren.



Einleitung

2 Einleitung

2.1 Prinzipien neuronaler Konnektivitat

Das Nervensystem ist die komplexeste Struktur im Organismus von Saugetieren. Es dient
der Detektion von Stimuli aus dem Korper und der Umwelt, der Integration dieser
Informationen und letztlich der Steuerung aller willkirlichen und unwillktrlichen
Lebensvorgange. Entscheidende Voraussetzung flr diese umfassende Leistung ist die
korrekte Verkniipfung der insgesamt ca. 80x10° Neuronen (Williams et al. 1988, Williams
2000) mit ihren Zielzellen. Hierfir mussen die Nervenfortsatze wahrend der Entwicklung
Wegstrecken im Bereich von Metern zurticklegen und ihr Zielgebiet mit einer Genauigkeit
im Bereich von wenigen um treffen. Die vorliegende Arbeit untersucht Aspekte der
molekularen Mechanismen, welche der Etablierung neuronaler Verknipfungen zu Grunde
liegen.

Cajal lieferte schon zu einem sehr frGhen Zeitpunkt einen Erklarungsansatz fur die
Entwicklungen von Nervenverknlpfungen. Er vermutete, dald Axone in ihrem gerichteten
Wachstum chemischen Signalmolekulen folgen, welche in den jeweiligen Zielgebieten
gebildet werden (Cajal 1893). In der einfachsten Form dieser Hypothese kdnnten Axone
ihre Zielgebiete aufgrund individueller molekularer Marker identifizieren, welche das
gesamte Netzwerk neuronaler Verkniipfungen vorzeichnen. Theoretische Uberlegungen
stellten diese Moglichkeit jedoch rasch in Frage, da hierfur die genetische Kodierung einer
sehr grollen Anzahl unterschiedlicher molekularer Marker sowie ein extensives
,ouchverhalten® der Axone auf dem Weg zu ihren jeweiligen Zielgeweben erforderlich
ware. Transplantations- und Regenerationsexperimente an Fischen und Frdéschen
bildeten die Grundlage fur eine Verfeinerung der Hypothese und muindeten in die
Formulierung der sog. Chemoaffinitatstheorie (Sperry 1943, Sperry 1963).

Die Chemoaffinitatstheorie bendtigt fur die Erklarung axonaler Zielfindung lediglich wenige
molekulare Marker. Sie setzt voraus, dal} diese sog. axonalen ZielfUhrungsmolekdle in
Form von Gradienten exprimiert sind, welche als molekulare Wegweiser das Zielgebiet
der Axone markieren. Diese Funktionsweise erlaubt eine erhebliche Anpassungsfahigkeit
des axonalen Wachstums an umgebungsbedingte Schwankungen und ermdoglicht sehr
unterschiedliche Aktionsradien der axonalen ZielfUhrungsmolekule. Da Wachstumskegel
sehr klein sind, missen gemal dieser Theorie die Konzentrationsunterschiede der
ZielfUhrungsmolekule aus der unmittelbaren Umgebung des Wachstumskegels im
Zellinneren verstarkt werden (Meinhardt et al. 1974, Gierer 1981). Weiterhin setzt die
Theorie voraus, dald auch die Rezeptoren in Form von Gradienten auf den axonalen
Wachstumskegeln exprimiert sind (Bonhoeffer et al. 1984), womit sich die
unterschiedliche Sensitivitat verschiedener Neuronen fur dieselben Zielfuhrungsmolekule
erklaren lalkt. Das Expressionsniveau sowie die Spezifitdt der Rezeptoren auf dem
Wachstumskegel entscheiden hierbei, mit welcher Sensitivitdt, und auf welche
ZielfGhrungsmolekile das jeweilige Axon reagiert. Die Chemoaffinitatstheorie hat ihre
grundlegende Bedeutung bis heute nicht verloren, allerdings ergeben die seit ihrer
Formulierung gesammelten Befunde ein wesentlich komplexeres Bild von den
Mechanismen axonaler ZielfUhrung. So wurden neben anziehenden auch repulsive
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axonale Zielfuhrungsmolekule gefunden, die sich in ihrer Wirkung vielfach gegenseitig
beeinflussen.

2.2 Axonale Zielfuhrungsmolekule

Zu der gezielten Suche und molekularen  Charakterisierung  axonaler
Zielfuhrungsmolekule trug die Entwicklung von in-vitro Assays bei, von denen
stellvertretend der Streifenassay (Walter et al. 1987) und der Kollapsassay (Cox et al.
1990, Raper et al. 1990) genannt werden sollen. Im Streifenassay wird das axonale
Wachstum von retinalen Ganglienzellen (RGZ) auf zwei unterschiedlichen
Membranpraparationen untersucht, die z.B. aus zwei verschiedenen Bereichen des
optischen Tektums isoliert werden und in einem Kulturgefal® in Form alternierender
Streifen angeordnet sind. Das praferentielle Wachstum der Axone auf einem der
angebotenen Substrate liefert Hinweise auf mogliche Unterschiede in der
ZielfGhrungsaktivitdt der beiden Membranpraparationen. Im Kollapsassay werden
Kulturen von RGZ Membranpraparationen ausgesetzt, wobei ein transienter oder
vollstandiger Kollaps der Wachstumskegel Ruckschlisse auf die in den
Membranpraparationen enthaltenen Aktivitaten ermoglicht. Mit Hilfe dieser Assays gelang
Stahl et al. die biochemische Charakterisierung eines Glykosylphosphatidylinositol- (GPI)
verankerten Proteins in der Zellmembran des optischen Tektums vom Huhn, das eine
repulsive Wirkung auf die Axone von RGZ hat und RGM genannt wurde (engl.: Repulsive
Guidance Molecule, Stahl et al. 1990). Wenig spater gelang Drescher et al. (1995) die
Charakterisierung und Klonierung eines axonalen ZielfUhrungsmolekiils aus dem
optischen Tektum vom Huhn, bei dem es sich um Ephrin-A5 handelte. Dieses aufgrund
seiner biologischen Aktivitat urspringlich als RAGS (engl.: Repulsive Axon Guidance
Signal) bezeichnete Molekul war ebenfalls ein GPI-verankertes Protein.

Axonales Wachstum wird nicht ausschlieBlich von axonalen Zielfihrungsmolekulen,
sondern auch von der Gegenwart trophischer Faktoren, extrazellularen Matrixproteinen
sowie der elektrischen Aktivitat der Neuronen gesteuert und moduliert (far
Ubersichtsarbeiten siehe z.B. Mller et al. 1999, Zhang et al. 2001, Dickson et al. 2001,
Skaper et al. 2001). Neurotrophe Faktoren z.B. erméglichen nicht nur das Uberleben von
Neuronen, sondern sind auch an der Induktion von axonalem Wachstum per se beteiligt
(Goldberg et al. 2002). Untersuchungen der letzten Jahre verdeutlichen zunehmend, dal}
die ZielfGhrung axonaler Nervenfortsatze und die Etablierung neuronaler Konnektivitat
komplexe, multifaktorielle Prozesse sind, die nicht losgelést von anderen
Entwicklungsvorgangen verstanden werden kdnnen.

Im folgenden werden die wichtigsten Familien axonaler ZielfUhrungsmolekile vorgestellt,
welche ihre Wirkung Uber definierte Rezeptoren bei direktem Kontakt
(Kontaktattraktion/Kontaktrepulsion) oder als I6sliche Molekiile Uber gréRere Distanzen
(chemotrope Attraktion/Repulsion) entfalten. Von den bekannten Proteinfamilien, welche
diese Kriterien erflillen, werden zunachst Semaphorine, Slit und Netrine sowie Nogo
anhand ausgewahlter Eigenschaften einzelner Vertreter diskutiert. Im Anschlul} werden
molekulare Eigenschaften und zentrale in-vivo Funktionen der Ephrine und ihrer
Rezeptoren in einem separaten Kapitel dargestellt. FUr eine schematische
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Gegenliberstellung der genannten 5 MolekUlfamilien siehe Abb. 1 (fiir Ubersichtsarbeiten
zu den einzelnen Molekulfamilien siehe fir Semaphorine z.B. Raper 2000, fur Slit z.B.
Brose et al. 2000, fur Netrine z.B. Livesey et al. 1999, fur Nogo z.B. Brittis et al. 2001, fur
Ephrine z.B. Flanagan et al. 1998).

2.2.1 Semaphorine

Bei Semaphorinen handelt es sich um teils membranverankerte und teilweise sezernierte
Proteine, die im N-terminalen Molekulbereich ein nach der Molekulfamilie benanntes
Sema-Motiv von ca. 500 Aminosduren (AS) Lange enthalten (Ubersichtsarbeit: Raper
2000). Die bisher identifizierten mehr als 20 Semaphorine werden aufgrund von
Unterschieden im C-terminalen Molekulbereich in 7 verschiedene Klassen eingeteilt, von
denen Semaphorine der Klassen 1 und 2 in Invertebraten, die Vertreter der Klassen 3-7 in
Vertebraten gefunden wurden (Semaphorin Nomenclature Committee 1999). Es wird
angenommen, dal® Semaphorine vorwiegend Uber kurze Distanzen wirken, da auch die
sezernierten Vertreter der Klassen 2 und 3 mit der Zellmembran und extrazellularen
Matrixproteinen interagieren konnen. Das zu den ubrigen Vertretern der Molekulfamilie
entfernt verwandte, in Pockenviren gefundene Semaphorin A39R (Corneau et al. 1998)
spielte eine wichtige Rolle bei der Identifizierung von Plexinen (siehe unten) als
Komponente funktionaler Semaphorinrezeptoren. Eine Bedeutung von A39R im
Zusammenhang mit axonaler ZielfUhrung gilt hingegen als unwahrscheinlich.

Abb. 1: (folgende Seite) Die 5 wichtigsten Klassen axonaler Zielfiihrungsmolekiile.

Struktur und Wirkung der 5 wichtigsten Molekilfamilien axonaler Zielfuhrungsmolekile und ihrer
Rezeptoren sind schematisch nebeneinandergestellt. Die Domanenstruktur bezieht sich auf die in héheren
Wirbeltieren gefundenen Orthologen, und die einzelnen molekularen Domé&nen sind zwecks besserer
Ubersichtlichkeit nicht maRstabgetreu widergegeben. Es sind jeweils die vorherrschenden Wirkungen im
Zusammenhang mit axonalem Wachstum aufgefihrt.

ALPS: Agrin-Laminin-Perlecan-Slit Motiv; C: Netrin, C-terminaler Bereich; CUB: Cl/Uegf/BMP-I Motif; DCC:
Deleted in Colorectal Cancer; EGF: Epidermal Growth Factor Motiv; FNIII: Fibronectin Typ Il Motiv; GPI:
Glycosylphosphatidylinositol-Anker; Ig: Immunglobulin-Doméane; LRR: Leucin reiche Doméane (engl.: Leucin
Rich Repeat); MAM: Meprin/A5 Antigen Motiv; MRS: Met Tyrosinkinase-ahnliches Motiv (engl.: Met
Tyrosine Kinase-Related Sequence); PDZ: PSD-95/SAP90 / Disc-large / Z0-1 Doméane; RK: Arginin/Lysin-
reiche basische Domane; SAM: ,Sterile alpha“ Motif; SP: ,Sex and plexins“ Doméane; TK: Tyrosinkinase
Domaéne; TSP: Thrombospondin Doméane; VI / V: Homologe Bereiche zu den Domanen VI und V von
Laminin.

Modifiziert nach: Yu et al. (2001).



uois|nday ! uois|inday ' i uoisjnday uoeINy | ' uoisinday | uoisinday m m_._:v_.:>>
M3a D & I G-ONN pejzzeld | g ‘z-0qoy ‘oqoy ! | g 'y-uixeld = | s9pseBouejourq
L-avA ] ¢ L1 G-ONN 0-ONN || €-XVS i Z1-X1d — 1 isuebajon
98-18-4d3 ‘gv-Lv-ud3 . 46N 11 €-LHS-ONN WudbosN ‘004 | 1 1By ‘2 °1-000y 1 1 1A 1O ‘€18 ‘prlv-uXald g ‘j-ulidoinaN ) :esdnebnes
ualoydazay-yd3z . 10jdezay obON ' G-ONN DIA/0Y-ONN: 0JOY/E-XVS: ! uixajd ujjidoinaN "
; | ¥ | | |
Wvs @C i = _ _ » D ds !
NlINS ¥ 149 | ¥ . | SHW WY
L Lown | | 3 A . uasoldazay
sk L . 1IN D . ewss 101je4 |
. : | s | |
D | % ano
auuyd3 g ¥ ¢ | 8 ‘V-uljeN m : us ¥ ¢ ‘}-unoydewss | usjsebouepwrg
v-¢-N43 (2-avA) L-N43 ¢ b 9-oun | 1-17S D 0Z-avI ‘L-dINS 1 ‘suebsjerg
€8-19-uuydg ‘Gy-|y-uuyds; | D ‘g ‘'v-oboN D €-1-uleN ' €-1-NS ! | /-g-uoydewas | :asenebnes
uuyd3g 2 oboN B uujaN % IS X uuoydewsasg "
m m il m i o) m m:ﬁo:v_-w\ﬂo w 1 m 1 1 1 _ 1
1d9 Vo u Lt ) B yosiseq |
| i 1 ! 493 A 1 | i 1B ‘ |
g-uuyd3 D 9 | “ B 493 ! ! "
B % V! - 9 assepy B6) memm_v__
v-unyd3 LY T z.. o " L1 sdY i ¥ 9SSepy | Cmﬁcmm_l_
2 V) D m ! ) | S=ssel dsl Z assepy "
L 0-0b6oN m_-omoz <.omozu ! o Vo ¢ ossely |
B % 1 493 ¥ !
L wn
m m m | m : " _ G assely |



Einleitung

Als einer der ersten Vertreter der Molekulfamilie wurde das Transmembranprotein
Semaphorin 1 aufgrund seiner Eigenschaft identifiziert, die Faszikulierung und das
gerichtete Wachstum einer Gruppe sensorischer Axone in den Extremitaten von
Heuschrecken zu steuern (Kolodkin et al. 1992). Weitere Semaphorine wurden wenig
spater durch biochemische Aufreinigung aus dem Hirn von Hlihnerembryonen (Luo et al
1993) sowie aus einer Genbibliothek vom Huhn (Luo et al. 1995) isoliert. Die urspringlich
als Collapsine bezeichneten Proteine aus dem Huhn waren dadurch gekennzeichnet, dal}
sie eine Paralyse und den Kollaps von Wachstumskegeln sensorischer Neuronen schon
in sehr geringer Konzentration induzieren konnten. Diese fruihen Beobachtungen spiegeln
prototypisch zwei zentrale Funktionen von Semaphorinen wider, die auch in Saugetieren
gefunden wurden. Semaphorin 3 A defiziente Mause zeigen eine ausgepragte
Defaszikulierung unter anderem des Nervus trigeminalis und des Nervus facialis, sowie
eine Fehlplatzierung von Spinalnerven und peripheren Projektionen der Spinalganglien
(Behar et al. 1996, Tanigucki et al. 1997). Beide Befunde wurden mit einer repulsiven
Wirkung von Semaphorin 3 A erklart, wie sie in-vitro fur eine Subpopulation sensorischer
Neuronen von Spinalganglien demonstriert werden konnte (Messersmith et al. 1995).
Experimente an Semaphorin 3 A defizienten Mausen wiesen darauf hin, dal} die
Bedeutung von Semaphorinen nicht auf axonale Zielfuhrung beschrankt ist (Behar et al.
1996).

Erst nach Beschreibung der ersten Semaphorine als axonale Zielfuhrungsmolekule
wurden die zugehorigen Rezeptoren Neuropilin 1 und 2 mittels Expressionsklonierung
isoliert (He et al. 1997, Kolodkin et al. 1997). Ein direkter Beleg fur die Rezeptorfunktion
war die Beobachtung, dal® Projektionen von Spinalganglien Neuropilin 1 defizienter
Mause ihre Sensitivitat fur Semaphorin 3 A verlieren (Kitsukawa et al. 1997). Da jedoch
auch die ektopische Expression mutierter Neuropiline ohne cytoplasmatische Domane in
RGZ eine Sensitivitat fur Semaphorin 3 A induzieren kann (Nakamura et al. 1998), wurde
die Existenz weiterer Rezeptorkomponenten angenommen, die wenig spater als Plexine
identifiziert wurden (Tamagnone et al. 1999). Mittlerweile gilt als gesichert, dal® die 9
bisher in Vertebraten identifizierten Plexine die signaltransduzierende Komponente
funktioneller Semaphorinrezeptoren darstellen, die sich aus Neuropilinen und Plexinen
zusammensetzen (Takashi et al. 1999). Der erheblich schwerwiegendere Phanotyp von
Neuropilin 1 defizienten Mausen im Vergleich zu Semaphorin 3 A defizienten Mutanten
wurde als Hinweis auf eine funktionelle Redundanz der Semaphorine gewertet.

In neueren Arbeiten wird ein Antagonismus zwischen unterschiedlichen Semaphorinen
als Mechanismus der Regulation diskutiert. Grundlage dieser Uberlegung ist die
Beobachtung, daf} die hochaffine Bindung der Semaphorine 3 A und 3 E an Neuropilin 1
keine Repulsion von Wachstumskegeln auslost, sondern vielmehr die repulsive Wirkung
von Semaphorin 3 D blockieren kann (Ubersichtsarbeit: Chen et al. 1998). Die Details der
molekularen Mechanismen, welche die Wirkung von Semaphorinen regulieren, sind
bislang wenig verstanden.
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2.2.2 Slit und Netrine

Die beiden Proteinfamilien von Slit und Netrinen sollen hier gemeinsam anhand der
Entwicklung von Projektionen vorgestellt werden, welche die beiden Halften des ZNS
verbinden (sog. commissurale Projektionen). Die Wechselwirkung beider Proteinfamilien
konnte in neueren Arbeiten anhand dieser Projektionen besonders deutlich demonstriert
werden.

Einen ersten Hinweis auf die Existenz von Slit lieferte die Charakterisierung der Mutante
roundabout (robo) in D.melanogaster in einem Screen, welcher auf die Identifikation von
Genen mit einer Funktion fur die Entwicklung commissuraler Projektionen ausgerichtet
war (Seeger et al. 1993). Wahrend diese Projektionen normalerweise nach Uberschreiten
der Mittellinie auf der contralateralen Seite des Nervensystems verbleiben, kreuzten sie in
robo defizienten Fliegen die Mittellinie mehrmals und ungeordnet. Diese und andere
Beobachtungen fuhrten zu der Annahme, dal3 es sich bei Robo um einen Rezeptor fur ein
an der Mittellinie gebildetes, repulsiv wirkendes ZielfUhrungsmolekul fur commissurale
Projektionen handelte, welches einige Jahre spater als Slit identifiziert wurde
(Ubersichtsarbeiten: Zinn et al. 1999, Brose et al. 2000).

In Saugetieren wurden bisher 3 Slit-Proteine identifiziert. Hierbei handelt es sich um
sezernierte Proteine mit einer Lange von ca. 1500 AS, welche unter anderem ein sog.
Agrin-Laminin-Perlecan-Slit (ALPS) Motiv sowie einen sog. Cystein-Knoten enthalten. Die
Anwesenheit des ALPS-Motivs deutet auf eine Interaktion von Slit mit extrazellularen
Matrixproteinen, der Cystein-Knoten hingegen auf eine Dimerisierung hin. Die
Aminosauresequenzen der 3 in Saugetieren gefundenen Slit Proteine weisen
untereinander eine hohe Homologie von insgesamt ca. 65%, sowie eine identische
Domaénenstruktur und eine Ahnlichkeit von ca. 40% zu den jeweils singuldren Orthologen
in D.melanogaster und C.elegans auf. Eine direkte Demonstration der Rezeptorfunktion
von Robo fur Slit erfolgte mit Hilfe von in-vitro Assays und Expressionsstudien (Brose et
al. 1999): Jedes der 3 Slit-Proteine von Saugetieren kann mit beiden in Saugern
identifizierten Robo-Proteinen mit Bindungskonstanten im nanomolaren Bereich
interagieren. Die Bindung von Slit an Robo hat eine repulsive Wirkung, wie z.B. flr
embryonale Motoneuronen der Ratte gezeigt werden konnte. Hierbei steht die Expression
von Slit in der sog. Bodenplatte gut im Einklang mit einer Wegweiserfunktion fur
commissurale Projektionen. Wie fur Slit-2 beobachtet wurde, kommt es unmittelbar nach
Sekretion des ca. 200 kDa schweren Proteins zu einer Spaltung in 2 jeweils ca. 140 kDa
und 60 kDa groRe Fragmente durch eine noch nicht identifizierte Protease. Die
biologische Bedeutung dieser Spaltung ist jedoch bislang ungeklart.

Die Identifikation von Netrinen beruhte auf der frihen Beobachtung, dal} Explantate der
Bodenplatte eine diffusible Aktivitat sezernieren, welche eine chemotaktische Wirkung auf
commissurale Projektionen des Rickenmarks besitzt (Tessier-Lavigne et al. 1988). Auf
der Grundlage dieser biologischen Wirkung gelang die proteinchemische Aufreinigung
und anschlieRende Klonierung der ersten beiden der insgesamt 3 in Wirbeltieren
gefundenen Netrine (Serafini et al. 1994, Kennedy et al. 1994). Bei Netrinen handelt es
sich um sezernierte Glykoproteine mit einem Molekulargewicht von ca. 80 kDa, die sich
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aus einem N-terminalen Bereich mit groRer Ahnlichkeit zu der B1-Kette aus Laminin und

einer basischen C-terminalen Domane zusammensetzen. Die 3 Netrine von Wirbeltieren
stimmen in ihrer Aminosauresequenz zu 78% Uberein (Ubersichtsarbeiten: Livesey 1999,
Culotti et al. 1998).

Erste Hinweise auf die Rezeptoren von Netrinen kamen aus genetischen Experimenten,
welche auf einen funktionalen Zusammenhang zwischen dem Ortholog zu Netrinen von
Wirbeltieren in C.elegans Unc-6 und den Transmembranproteinen Unc-5 und Unc-40
deuteten. Beide Proteine wiesen eine starke Homologie zu dem Protein Deleted in
Colorectal Cancer (DCC) in Saugetieren auf, einem Netrin bindenden Protein der
Immunglobulin  Superfamilie. Die Rezeptorfunktion von DCC wurde mit Hilfe
funktionsblockierender Antikorper demonstriert, welche die chemotaktische Wirkung von
Netrinen auf Axone von Ruckenmarksexplantaten in-vitro neutralisieren konnten (Keino-
Masu et al. 1996). Neben DCC wurden in Wirbeltieren die beiden Netrin bindenden
Proteine Unc-5 und Neogenin gefunden, wobei Unc-5 als weiterer Rezeptor die repulsive
Wirkung von Netrinen vermittelt, wahrend die Funktion von Neogenin im Zusammenhang
mit der Wirkung von Netrinen weitgehend unklar ist. Experimente mit gegen DCC
gerichteten Antikdrpern, welche zwar nicht die Bindung von Netrinen an DCC, jedoch die
chemotaktische Wirkung von Netrinen neutralisieren konnen, weisen auf die mogliche
Existenz weiterer Komponenten funktionaler Netrinrezeptoren hin (Keino-Masu et al.
1996).

Die gleichzeitige Wirkung einer chemotaktisch sowie einer repulsiv wirkenden Aktivitat
allein kann das Verhalten commissuraler Projektionen an der Mittellinie jedoch nicht
hinreichend erklaren (Abb. 2). Wahrend im ipsilateralen Bereich die chemotaktische
Wirkung von Netrin Gberwiegen muf3, um die Axone in die Mittellinie zu fihren, muf® nach
Uberqueren der Mittelinie die repulsive Wirkung von Slit dominieren, um die Projektionen
auf der contralateralen Seite zu halten. Diese differenzielle Wirkung von Netrin und Slit
beruht auf der direkten biochemischen Interaktion von DCC und Robo, welche in einer
neueren Arbeit auf molekularer Ebene aufgeklart wurde (Stein et al. 2001). Die Dominanz
der chemotaktischen Wirkung von Netrin auf der ispilateralen Seite der Mittellinie beruht
auf einem zunachst nur geringen Expressionsniveau von Robo im Vergleich zu DCC.
Nach Uberschreiten der Mittellinie fiihrt jedoch eine Erhdhung des Expressionsniveaus
von Robo auf den commissuralen Axonen zu einer verstarkten Sensitivitat gegentber Slit,
wahrend zugleich die chemotaktische Wirkung von Netrin auf die Axone stark abnimmt.
Die Desensitisierung der Axone fur die attraktive Wirkung von Netrin beruht hierbei auf
einer von Slit induzierten Heterodimerisierung von DCC und Robo, wahrend die durch
Kontakt mit der Mittellinie ausgeldste Induktion von Robo in Wirbeltieren noch wenig
verstanden ist. Die Sequenz dieser Vorgange erklart die erst nach Uberschreiten der
Mittellinie beobachtete Repulsion durch Slit und stellt sicher, dal® die commissuralen
Projektionen auf der contralateralen Seite der Mittellinie gehalten werden.
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1) Die durch DCC vermittelte chemotaktische i A
Wirkung von Netrin fuhrt commissurale Mittellinie
Axone in die Mittellinie.

3) Nach Berlihrung der Mittellinie verlieren
die Axone ihre Sensitivitat fir Netrin.
DCC Dieser Vorgang beruht auf einer Hetero-

N 1++ dimerisierung von DCC und Robo,
. +T3 4+ : welche durch Slit vermittelt wird.
+1+|% Netrin
=
2) Der Kontakt mit der Mittellinie induziert Robo s s DCC

eine erhéhte Expression von Robo. |
Dies vergoRert die Sensitivitat | oo
der Axone gegentber Slit. Slit

Abb. 2: Funktion von Slit und Netrin fiir die Projektion commissuraler Axone uber die Mittellinie.

Die chemotaktische Wirkung von Netrin, welches von der Bodenplatte sezerniert wird, tber DCC lenkt die
commissuralen Axone auf der ipsilateralen Seite zur Mittellinie. Durch einen bisher noch wenig
verstandenen Mechanismus induziert die Berihrung mit der Mittellinie eine erhdhte Expression von Robo
auf den Axonen, wodurch sich die Sensitivitat fir Slit erhdht. Nach Beriihrung der Mittellinie fiihrt eine
durch Slit vermittelte Heterodimerisierung von Robo und DCC zu einer Desensitisierung der Axone
gegenuber Netrin. Die repulsive Wirkung von Slit halt die Axone auf der contralateralen Seite und
verhindert ein erneutes Uberqueren der Mittellinie.

Neben dieser Funktion fur die Entwicklung commissuraler Projektionen sind noch weitere
charakteristische Eigenschaften von Slit und Netrinen zu nennen. So ist Slit mittels
biochemischer Reinigung aus Rinderhirn als eine Aktivitat charakterisiert worden, welche
die Ausbildung kollateraler Verzweigungen sensorischer Neuronen von Spinalganglien
stimuliert (Wang et al. 1999). Dieser Befund war in Anbetracht der zu Beginn der Arbeit
schon bekannten repulsiven Wirkung von Slit als axonales Zielfuhrungsmolekul vollig
unerwartet. Fur Slit ist eine wichtige Funktion im Zusammenhang mit der Wanderung
olfaktorischer Neuronen im sog. Rostralen Migratorischen Strom (Wu et al. 1999) sowie
bei der Migration GABAerger Neuronen aus der sog. Ganglionischen Eminenz in den
Neocortex (Hu 1999) beschrieben worden. Fur Netrine wurde in Drosophila eine
Bedeutung bei der Muskelinnervierung beschrieben (Kolodziej et al. 1996).
Untersuchungen an DCC und Netrin-1 defizienten Mausen ergaben zudem eine wichtige
Funktion von Netrin fir das Auswachsen retinaler Projektionen in den optischen Nerv
(Deiner et al. 1997).

2.2.3 Nogo

Der Entdeckung von Nogo liegt die Beobachtung zu Grunde, dal} die inhibitorische
Wirkung von Mpyelin hoherer Wirbeltiere auf das Neuritenwachstum eine wesentliche
Ursache fur die stark eingeschrankte Regenerationsfahigkeit von Neuronen des zentralen
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Nervensystems (ZNS) ist (Cajal 1928). Ein wichtiger Schritt fur das Verstandnis dieser
Beobachtung war die Entdeckung, dal® der gegen Myelinproteine gerichtete Antikorper
IN-1 (Caroni et al. 1988) die inhibitorische Wirkung von Myelin auf axonales Wachstum
teilweise neutralisieren kann. Nach der biochemischen Aufreinigung eines dieser Proteine
aus bovinem Ruckenmark (Spillmann et al. 1998) gelang schlieBlich die Klonierung der
cDNA von Nogo (Chen et al. 2000, GrandPre et al. 2000), bei dem es sich aufgrund
seiner Wirkung auf axonales Wachstum in-vitro sowie von Expressionsdaten tatsachlich
um eine wichtige Komponente der inhibitorischen Aktivitat von Myelin handelte.

In Nagetieren liegt Nogo in 3 Isoformen vor, die alle von einem einzelnen Gen
transkribiert werden. Alle 3 Isoformen weisen 2 Transmembrandomanen sowie einen
gemeinsamen C-Terminus auf. In Experimenten mit einzelnen Domanen von Nogo wurde
eine inhibitorische Aktivitat des Proteins unter anderem in dem nur 66 AS langen
extrazellularen Abschnitt des Moleklls detektiert (Fournier et al. 2001). Unter
Verwendung dieser als Nogo-66 benannten Domane wurde mittels Expressionsklonierung
ein Rezeptor fir Nogo identifiziert. Die Rezeptorfunktion dieses nur in einer Isoform
beschriebenen, GPI-verankerten Proteins mit der Bezeichnung NgR wird durch zahlreiche
Beobachtungen gestitzt (Fournier et al. 2001): Die Bindungskonstante von NgR flir Nogo-
66 ist annahernd identisch mit der fur halbmaximale Inhibition des Neuritenwachstums
erforderlichen Konzentration von Nogo-66. Die Expression von NgR ist fast ausschliel3lich
auf das ZNS beschrankt, und die inhibitorische Wirkung von Nogo-66 auf das
Neuritenwachstum wird in-vitro neutralisiert, wenn die auf den Neuronen exprimierten
GPl-verankerten Proteine durch Vorbehandlung mit Phosphatidylinositol-spezifischer
Phospholipase C (PI-PLC) entfernt werden. Das Wachstum von Neuriten embryonaler
RGZ des Huhns, welche per se keine Sensitivitat fur Nogo aufweisen, wird nach
Transfektion mit NgR durch Applikation von Nogo-66 inhibiert. Aufgrund der GPI-
Verankerung von NgR wird angenommen, daf3 funktionale Nogo Rezeptoren neben NgR
noch weitere Elemente, mdglicherweise Transmembranproteine enthalten, welche die
Signalubertragung in das Zellinnere vermitteln. Neuere Arbeiten weisen darauf hin, daR
die Familie von Rho GTPasen bei der Signaltransduktion von Nogo eine wesentliche
Rolle spielen.
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2.3 Die Eph-Familie.
2.3.1 Molekulare Eigenschaften

Bei den Eph-Rezeptoren handelt es sich um die gréRte Subfamilie von
Rezeptortyrosinkinasen. Der erste Vertreter eph wurde als Protoonkogen aus einer eph
Uberexprimierenden, humanen Zellinie isoliert, welche der Molekulfamilie ihren Namen
gab (eph, engl.: Erythropoietin-Producing Hepatocellular Carcinoma, Hirai et al. 1987).
Die bislang in Saugetieren identifizierten 14 Eph-Rezeptoren tragen eine ungewohnliche
Kinase-Domane, welche sich aus einer Mischung typischer Motive von
Rezeptortyrosinkinasen und cytoplasmatischen Tyrosinkinasen zusammensetzt (Hanks et
al. 1991) und innerhalb der Molekulfamilie eine Homologie von 65-90% aufweist. Eph-
Rezeptoren sind Typ I-Transmembranproteine, welche auf der Grundlage von
Sequenzhomologien der extrazellularen Domane in die EphA-Rezeptoren A1-A8 und die
EphB-Rezeptoren B1-B6 gegliedert werden.

Erst einige Jahre nach der Klonierung des ersten Eph-Rezeptors gelang die
Identifizierung  der Liganden, deren erster Vertreter Ephrin-A1  mittels
Affinitatschromatographie aus einer Zellinie isoliert wurde (Bartley et al. 1994), wobei zu
dieser Zeit noch keine Hinweise auf eine Bedeutung von Ephrinen fur axonales
Wachstum vorlagen. Alle 7 in Saugetieren gefundenen Ephrine haben eine globulare
Struktur mit einer 125 AS langen Kernsequenz. Diese enthalt 4 invariante Cysteinreste
und weist eine Ahnlichkeit von 30-70% zwischen den einzelnen Proteinen auf. Die
Liganden sind ausnahmslos Membranproteine, von denen die Ephrine-A1-5 Uber einen
GPI-Anker mit der Zellmembran verknupft sind, wahrend es sich bei den Ephrinen B1-3
um Transmembranproteine handelt. Existenz und Eigenschaften eines neuen Liganden
Ephrin-A6 mit moglicherweise ungewdhnlichen Merkmalen, von dessen Expression in
Retina und Rhombomeren des Huhns in einer singularen Publikation (Menzel et al. 2001)
berichtet wurde, sollen hier nicht erdrtert werden. Eph-Rezeptoren wurden auch in
Zebrafisch (Cooke et al. 1997, Xu et al. 1994, Xu et al. 1996), D.melanogaster (Scully et
al. 1999, Dearborn et al. 2002) sowie C.elegans (Wang et al. 1999) gefunden.

Als besonderes Merkmal der Eph-Familie kann, mit wenigen Einschrankungen, jedes
A-Ephrin mit jedem einzelnen EphA-Rezeptor, und jedes B-Ephrin mit jedem einzelnen
EphB-Rezeptor interagieren (Abb. 3), wobei Dissoziationskonstanten in einem Bereich
von ca. 0.1-20 nM gefunden wurden (Beckmann et al. 1994, Brambilla et al. 1995,
Brambilla et al. 1996, Gale et al. 1996). Von dieser Regel bilden der fast ausschlie3lich
aulerhalb des Nervensystems exprimierte Rezeptor EphA1 (Zhou et al. 1998) sowie
EphA4 die einzigen Ausnahmen, wobei EphA1 praferentiell Ephrin-A1, EphA4 neben den
A-Ephrinen auch die Ephrine B2 und B3 mit signifikanter Affinitat bindet.

Eine wichtige Einschrankung dieser Befunde ergibt sich aus der Verwendung
rekombinanter, I6slicher Fusionsproteine fur die Quantifizierung der Bindungskonstanten.
Auch mit dieser Einschrankung konnen die Bindungsdaten lediglich als Anhaltspunkt fur
die biologische Relevanz der Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen dienen, da z.B. die
hochaffine Wechselwirkung von Ephrin-B2 mit EphB2 nicht zu einer Aktivierung des
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Rezeptors fuhrt (Brambilla et al. 1996). In-vitro Phosphorylierungsstudien haben dartber
hinaus ergeben, dal} eine Rezeptoraktivierung ausschliellich von membrangebundenen
oder mit Hilfe von Antikdérpern oligomerisierten Ephrinen ausgelost wird, wahrend
kinstliche monomere oder dimere Formen l|Gslicher Ephrine zwar an die zugehorigen
Rezeptoren binden, diese jedoch nicht aktivieren konnen (Davis et al. 1994).
Strukturuntersuchungen weisen auf eine ,2+2“-Stdchiometrie der biologisch aktiven
Rezeptor-Ligand Komplexe hin, die aus jeweils 2 Monomeren des Rezeptors und seinen
Liganden bestehen (Himanen et al. 2001). Eine mogliche biologische Bedeutung von Eph
Rezeptor-Heterodimeren, wie sie fur andere Rezeptortyrosinkinasen gefunden wurden
(Carraway et al. 1994), ist bislang ungeklart.

Eph-Rezeptoren Ephrine
GPIl-verankerte
EphA1]s Proteine
Eppﬁ% [Ephrin-A1
EphA5 Ephrin-A2
EphA6 Ephrin-A3
EShA7 Ephrin-A4
EphA8 Ephrin-A5
EphA4]x
Transmembran-
. proteine
EphB1
EphB2 Ephrin-B2
EphB3 [«—>( [Ephrin-B3
EphB4 Ephrin-B1
EphB6

EphB5 «————>?

Abb. 3: Interaktion von Eph-Rezeptoren mit ihren Liganden, den Ephrinen.

Als besonderes Merkmal der Eph-Familie kann, mit wenigen Einschrankungen, jedes A-Ephrin mit jedem
einzelnen EphA-Rezeptor, und jedes B-Ephrin mit jedem einzelnen EphB-Rezeptor interagieren. Als einzige
Ausnahmen von dieser Regel bindet der EphA4-Rezeptor neben A-Ephrinen auch Ephrin-B1 und -B2,
wahrend der EphA1-Rezeptor nicht alle A-Ephrine mit ahnlicher Affinitat, sondern praferentiell Ephrin-A1
bindet. Die Angaben beruhen auf Bindungsmessungen mit rekombinanten, teilweise solublen Poteinen, und
nicht in allen Fallen I6st eine Bindung von Ligand und Rezeptor eine Aktivierung des Rezeptors aus.
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2.3.2 Signaltransduktion

Die Bindung von membranstandigen oder oligomerisierten, solublen Ephrinen an ihre
Rezeptoren |0st eine Dimerisierung und die Autophosphorylierung von mindestens 2 in
allen Eph-Rezeptoren konservierten Tyrosinresten aus (Holland et al. 1997, Ellis et al.
1997). Die phospho-Tyrosinreste dienen als Bindungsstellen cytoplasmatischer Proteine,
welche vor allem die Aktivitat Src-ahnlicher Tyrosinkinasen sowie kleiner Rho GTPasen
regulieren (Ubersichtsarbeit: Briickner et al. 1998). Von diesen cytoplasmatischen
Interaktoren der Eph-Rezeptoren hat das kirzlich identifizierte Protein Ephexin (Shamah
et al. 2001) besondere Aufmerksamkeit erlangt, da es die erste direkte molekulare
Verbindung zwischen Eph-Rezeptoren und kleinen Rho-GTPasen und damit zum
Cytoskelett darstellt.

Bei Ephexin handelt es sich um einen Guaninnukleotid Austauschfaktor (GEF, engl.:
Guanine Nucleotide Exchange Factor) der Dbl-Subfamilie, dessen Regulation durch
EphA-Rezeptoren einen Erklarungsansatz fur die repulsive Wirkung von Ephrinen auf
Wachstumskegel liefert. Ephexin moduliert die Aktivitat der kleinen Rho-GTPasen RhoA,
Cdc 42 und Rac 1, indem es den Ubergang von der inaktiven, GDP-gebunden zu der
aktiven, GTP-gebundenen Form der GTPasen stimuliert. Ephexin ist direkt an den
Rezeptor gebunden und tragt ohne Rezeptoraktivierung zu der praferentiellen Aktivierung
von Cdc 42 und Rac 1 bei, deren additive Wirkung das Auswachsen von Axonen erlaubt.
Nach Aktivierung des Rezeptors verandert sich die Spezifitdt von Ephexin hingegen zu
Gunsten von RhoA, dessen Aktivierung zu einer erhdhten Kontraktilitat von
Actinomyosinkomplexen fuhrt und damit eine Retraktion von Filopodien und
Lamellopodien auslésen konnte, wahrend die zugleich verringerte Aktivitat von Cdc 42
und Rac 1 eine lokale Depolymerisierung von Actin hervorruft.

Als Besonderheit der Eph-Familie transduzieren auch die Liganden nach ,Aktivierung®
durch Bindung an die Rezeptoren Signale in das Zellinnere. Mit Hilfe von in-vitro Assays
gelang der Nachweis einer Phosphorylierung der kurzen cytoplasmatischen Domane von
B-Ephrinen als Antwort auf Bindung der Liganden an ihre Rezeptoren (Holland et al.
1996, Brickner et al. 1997). Erste Hinweise auf die in-vivo Relevanz dieser
bidirektionalen Signaltransduktion lieferten Experimente in Mauslinien mit mutiertem
EphB2-Rezeptor (Henkemeyer et al. 1996): Die vollstandige Deletion des EphB2-
Rezeptors rief eine Fehlleitung der anterioren Commissur in Bereiche des ventralen
Vorderhirns hervor, in welchem der EphB2-Rezeptors vorwiegend exprimiert war. Wurde
hingegen nur die cytoplasmatische Domane des Rezeptors deletiert, so war die
Commissur unverandert. Gemal Henkemeyer et al. liegt dieser Beobachtung zu Grunde,
dald die ,Aktivierung“ von B-Ephrinen, welche in der Commissur exprimiert sind, an die
verbliebene extrazellulare Doméane von EphB2 eine repulsive Wirkung auf die
Nervenfasern der Commissur hervorruft. Neuere Untersuchungen ergaben, dal} die in
den zu 90-100% konservierten (Nicola et al. 1996) cytoplasmatischen Domanen von
B-Ephrinen gefundenen sog. PDZ-Motive eine zentrale Rolle bei der reversen
Signaltransduktion spielen (Lu et al. 2001). Fur eine reverse Signaltransduktion durch die
GPl-verankerten A-Ephrine liegen bisher lediglich indirekte Hinweise vor. Hierzu zahlt die
Phosphorylierung eines bisher noch nicht eindeutig identifzierten Proteins mit einem
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Molekulargewicht von 120 kDa als Antwort auf die ,Aktivierung“ von Ephrin-A2 und
Ephrin-A5 durch Bindung an den EphA3-Rezeptor (Huai et al. 2001). Die ,Aktivierung*
von Ephrin-A5 durch Bindung an soluble, oligomerisierte EphA5-Fusionsproteine in
Zellinien fuhrt zur Erhéhung der von 31-Integrin abhangigen Zelladhasion in-vitro (Davy et
al. 2000). Eine weitere Indikation fur eine mogliche Rezeptorfunktion von A-Ephrinen
lieferte die Analyse von Projektionen des vomeronasalen Organs (Kndll et al. 2001). Die
vomeronasalen Projektionen exprimieren Ephrin-A5 und wachsen sowohl in-vitro als auch
in-vivo praferentiell auf Substraten mit einer hohen Konzentration des EphA6-Rezeptors
aus. Diese adhasive Wirkung tritt jedoch mdglicherweise nur in Gegenwart verstummelter
Rezeptorisoformen auf, denen eine aktive Kinasedomane fehlt und die als
Spleilvarianten fur verschiedene Eph-Rezeptoren beschrieben wurden (Holmberg et al.
2000). Insgesamt sind die Mechanismen sowie die mdgliche biologische Bedeutung einer
reversen Signaltransduktion durch A-Ephrine bislang weitgehend unklar.

Auch die Regulierung der Sensitivitat von Eph-Rezeptoren ist bisher wenig verstanden.
Fir andere Rezeptorfamilien typische Mechanismen wie die Internalisierung von
Rezeptoren in cytoplasmatische Vesikel oder die Desensitisierung Uber die
Phosphorylierung bestimmter Tyrosinreste wurden fur die Eph-Familie bisher nicht
beschrieben. Als ein Mechanismus zur Steuerung der Sensitivitat von Eph-Rezeptoren
wird die Koexpression von Liganden und Rezeptoren auf denselben Zellen diskutiert. Die
Koexpression von Rezeptoren und Liganden fuhrt zur Erhdhung des basalen Niveaus der
Rezeptoraktivitat und damit zu einer Erhéhung der Ansprechschwelle flr die aus der
Umgebung eines axonalen Wachstumskegels prasentierten Ephrine. Dieser
Mechanismus wurde z.B. bei RGZ beschrieben (Hornberger et al. 1999), deren
Sensitivitat fur Ephrine umso geringer ist, je hoher die Konzentration der zusammen mit
den Rezeptoren koexprimierten Liganden ist. Ein Mechanismus zur Abschaltung der
Signaltransduktion von EphA-Rezeptoren beinhaltet die proteolytische Spaltung von
A-Ephrinen nach Bindung an ihre Rezeptoren. Die in einem stabilen Komplex an
A-Ephrine gebundene Metalloprotease Kuzbanian ist verantwortlich fur die proteolytische
Spaltung des Liganden, die erst nach Bindung des Rezeptors erfolgt und damit die
Signaltransduktion abschaltet (Hattori et al. 2000). Hierbei wird die proteolytische
Spaltung nur von membranstandigen oder oligomerisierten, nicht jedoch von mono- oder
dimeren |6slichen Formen der Rezeptoren ausgelost. Wie von Hattori et al. mit Hilfe von
Kuzbanian-resistenten Mutanten in-vitro gezeigt wurde, ist dieser proteolytische Schritt
zugleich wichtige Voraussetzung dafur, dafd die hochaffine Interaktion von A-Ephrinen mit
ihren Rezeptoren eine repulsive Wirkung bei der axonalen ZielfiUhrung auslésen kann.

2.3.3 Biologische Funktionen der Eph-Familie

2.3.3.1 Topographische Projektionen

Die erste biologische Funktion von Eph-Molekilen wurde fur das retinotektale System
vom Huhn beschrieben (Drescher et al. 1995). In dieser Arbeit wurde mit Hilfe des
Streifenassays eine biologische Aktivitdt aus dem optischen Tektum charakterisiert,
welche auf Axone des RGZ abstofRend wirkt und bei der es sich um Ephrin-A5 handelt. In
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spateren Arbeiten (Cheng et al. 1995, Monschau et al. 1997) wurde eine zweite
Komponente dieser Aktivitat als Ephrin-A2 identifiziert, das zum Zeitpunkt der Innervation
durch RGZ im Tektum gemeinsam mit Ephrin-A5 in einem Uberlappenden, von posterior
nach anterior abnehmenden Gradienten exprimiert ist. Die Schlisselfunktion von Ephrin-
A5 und -A2 fur die Entwicklung des visuellen Systems wurde mit Hilfe von genetischer
Deletion dieser Molekule in der Maus untermauert (Frisen et al. 1998, Feldheim et al.
1998, Feldheim et al. 2000) und ist zusammenfassend in Abb. 4 dargestellt:
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Abb. 4: Schema der topographischen Projektionen von Retinalen Ganglienzellen (RGZ) zu ihren
Zielgeweben.

RGZ projizieren in den Colliculus superior und den Nucleus geniculatus lateralis (NGL) in Mittel- bzw.
Vorderhirn. Die Axone aus dem nasalen Bereich der Retina projizieren in den posterioren Bereich des
Colliculus superior und den anterioren Bereich des NGL, wahrend Projektionen aus dem temporalen
Bereich der Retina im anterioren Bereich des Colliculus superior und dem posterioren Bereich des NGL
terminieren. Diese Topographie der retinalen Projektionen beruht auf der repulsiven Wirkung von
A-Ephrinen, welche vom Expressionsniveau der Liganden und Rezeptoren abhangig ist. Die Struktur und
Physiologie der Projektionen vom NGL in den Primaren Visuellen Cortex in der Maus sind bisher
weitgehend ungeklart.

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind die Projektionen der Retina zum ipsilateralen NGL sowie die
leichte Verdrehung des NGL gegen die anterior-posteriore Achse in der Skizze nicht bertcksichtigt.
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Die RGZ projizieren zu ihren im Mittel- bzw. Vorderhirn lokalisierten Zielgebieten. Bei
diesen handelt es sich um den Colliculus superior, dem Aquivalent des optischen
Tektums in Saugetieren, sowie den Nucleus geniculatus lateralis (NGL). Die Zielbereiche
von Axonen mit einem hohen Expressionsniveau an EphA-Rezeptoren exprimieren
hierbei nur geringe Mengen an A-Ephrinen, wahrend Zielbereiche von Axonen mit
niedrigem Expressionsniveau an EphA-Rezeptoren hohere Konzentrationen von
A-Ephrinen exprimieren. Die Rolle der Eph-Rezeptoren und ihrer Liganden als repulsiv
wirkende axonale Zielfihrungsmolekdle ist flr die Entwicklung der Projektionen von der
Retina zum Colliculus superior und zum NGL sehr gut verstanden. Jedoch ist die
Verbindung dieser Strukturen mit dem Primaren Visuellen Cortex (PVC) in Mausen bisher
noch nicht analysiert worden. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, wie die
funktionelle Inaktivierung von A-Ephrinen das durch einfache visuelle Stimuli ausgeldste
Muster neuronaler Aktivitat im PVC beeinflul3t (Kap. 4.4.5.4).

Die Interaktion von Eph-Rezeptoren mit ihren Liganden hat eine im allgemeinen repulsive
Wirkung zur Folge und setzt direkten Zellkontakt voraus. Hierbei handelt es sich um eine
zentrale Eigenschaft der Eph-Familie, die sich in der vorwiegend komplementaren
Expression von Rezeptoren und ihren Liganden widerspiegelt (Gale et al. 1996). So
wurde ein ahnliches Wirkungsprinzip von Eph-Molekulen z.B. auch fur die Etablierung
topographischer Projektionen von Motoneuronen (Helmbacher et al. 2000, Wang et al.
2001) sowie vom Hippocampus zum Septum (Gao et al. 1996, Zhou et al. 1997)
beschrieben.

2.3.3.2 Faszikulierung

Die Zusammenfassung axonaler Nervenfortsatze zu Nervenblundeln, die sog.
Faszikulierung, wird von einer Vielzahl unterschiedlicher Molekulfamilien gesteuert
(Ubersichtsarbeit: Van Vactor 1998). Erste Hinweise auf die Bedeutung der Eph-Familie
fur die Faszikulierung lieferten in-vitro Experimente, in denen EphAS5-positive cortikale
Neuronen der Ratte auf einer Unterlage von Ephrin-A1-positiven Astrocyten kultiviert
wurden. In diesen Kulturen kann schon nach wenigen Tagen eine starke Faszikulierung
der Nervenfortsatze beobachtet werden. Dieses Phanomen konnte mit der Applikation
eines |6slichen, Antikdrper-ahnlichen EphAS-Fusionsproteins vollstandig unterbunden
werden (Winslow et al. 1995). Die in-vivo Relevanz der Eph-Familie fur die Faszikulierung
axonaler Fortsatze geht aus Experimenten hervor, in denen EphB2 und EphB3 in Mausen
genetisch deletiert wurden (Henkemeyer et al. 1996, Orioli ef al. 1996). Diese Mause
wiesen unter anderem eine stark verminderte Faszikulierung einzelner Nervenaste auf,
die in den Mutanten mit zwei deletierten Genen starker ausgepragt war als in den
Mutanten mit nur einem einzelnen deletierten Gen. Als Wirkungsmechanismus wird in
diesen und anderen Arbeiten diskutiert, dald Eph-Moleklile an der Regulation von
Zelladhasionsmolekilen beteiligt sind.
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2.3.3.3 Zellwanderung und Etablierung von Zellgrenzen

Ein besonders gut untersuchtes Beispiel flur die Funktion der Eph-Familie bei der
Steuerung von Zellmigration ist die Wanderung von Neuralleistenzellen. Diese transiente
Population neuroektodermaler Vorlauferzellen wandert in frihen Embryonalstadien aus
dem dorsalen Bereich der Neuralleiste aus und bildet unter anderem die Spinalganglien
und sympathischen Ganglien sowie das Darmnervensystem, tragt jedoch auch zu
verschiedenen nicht-neuronalen Strukturen bei.

In der Rumpfregion von Wirbeltieren wandern Neuralleistenzellen durch die Somiten in
den Bereich der Sklerotome ein, wobei die Zellwanderung ausschliel3lich auf die jeweils
anterioren Bereiche der Somiten beschrankt ist (Rickmann et al. 1985). In
Expressionsstudien in Nagetieren wurde Ephrin-B2 ausschliel3lich im anterioren Bereich
der Somiten gefunden, wahrend die Neuralleistenzellen EphB2 und EphA4 exprimieren
(Wang et al. 1997). Mit Hilfe sog. Transmigrationsassays konnte die repulsive Wirkung
von Ephrin-B1 und Ephrin-B2 auf die Wanderung von Neuralleistenzellen demonstriert
werden (Wang et al. 1997, Krull et al. 1997). Diese Experimente lieferten den Beleg, dal}
Eph-Molekile eine zentrale Rolle bei der Steuerung dieser gerichteten Zellbewegung
spielen. Weitere Hinweise auf die Funktion von Eph-Molekulen fur die Wanderung von
Neuralleistenzellen kommen aus Experimenten mit X./aevis, in dem eine ebenfalls
komplementare Expression von EphB1 und EphA4 in Neuralleistenzellen und von Ephrin-
B2 im jeweils anterioren Bereich der Somiten gefunden wurde (Smith et al. 1997).

Die Eph-Familie spielt auch bei der Ausbildung der Grenzen zwischen den Rhombomeren
eine Rolle, indem die reziprok verteilten Rezeptoren und Liganden die Wanderung und
Durchmischung von Zellen benachbarter Rhombomere einschranken. Hierbei exprimieren
geradzahlige Rhombomere alle 3 B-Ephrine, wahrend in ungeradzahligen Rhombomeren
unter anderem die Rezeptoren EphB2 und EphB3 exprimiert sind. Experimente mit
,dominant negativen® Rezeptormutanten in Zebrafisch und X.l/aevis (Xu et al. 1995)
lieferten Hinweise fur die Funktion des Eph-Systems bei der Etablierung der Grenzen
zwischen benachbarten Rhombomeren. Die von Eph-Molekllen vermittelte Etablierung
von Grenzen zwischen benachbarten Zellpopulationen spielt auch bei der Entwicklung
des BlutgefalRsystems eine entscheidende Rolle (siehe unten).

Die Steuerung der Migration von Neuralleistenzellen und die Begrenzung der
Durchmischung von Zellen benachbarter Rhombomere wird durch die repulsive Wirkung
der Rezeptor-Ligand Interaktion bei direktem Zellkontakt erklart. Es wird hierbei diskutiert,
dall dieselben molekularen Mechanismen, welche die Bewegung von axonalen
Wachstumskegeln regulieren, auch fur die Steuerung gerichteter Zellbewegung
verantwortlich sind.
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2.3.3.4 BlutgefaBsystem

Die Entwicklung des Blutgefallsystems wahrend der Embryonalentwicklung beginnt mit
der Vaskulogenese, in deren Verlauf sich sog. Blutinseln ausbilden und ein primitives
Kapillarnetzwerk aus endothelialen Vorlauferzellen entsteht. In einem als Angiogenese
bezeichneten Entwicklungsabschnitt wird dieses praliminare Kapillarnetzwerk zu einem
komplexen Gefallsystem aus vendsen und arteriellen Gefallen umgeformt
(Ubersichtsarbeit: Risau et al. 1995). Bei der BlutgefaRentwicklung kommt drei Familien
von Rezeptortyrosinkinasen, den VEGF-, Tie1l- und Eph-Rezeptoren sowie ihren
Liganden, eine besondere Bedeutung zu (Ubersichtsarbeit: Gale et al. 1999).

Erste Hinweise auf eine Funktion von Ephrinen fir die Entwicklung von Blutgefalen
kommen aus Experimenten, welche die Induktion von Ephrin-A1 durch die starke
angiogenetische Wirkung von Tumornekrose Faktor-a (TNF-a) in humanen endothelialen
Zellinien beschreiben (Holzman et al. 1990). Der angiogenetische Effekt von TNF-a
konnte mit blockierenden Antikbrpern gegen Ephrin-A1 reduziert werden, und in sog.
Cornea Neovaskularisierungsassays erwies sich Ephrin-A1  selbst als stark
angiogenetisch (Pandey et al. 1995). Die chemotaktische Wirkung von Ephrin-A1 auf die
EphA2 exprimierenden Endothelzellen (Pandey et al. 1995), sowie die Expression von
Ephrin-A1 an Orten aktiver BlutgefalRbildung wahrend der Embryonalentwicklung
(McBride et al. 1998) deuteten auf eine mogliche Rolle dieser beiden Molekile bei der
BlutgefalRbildung hin. Von den in 3 verschiedenen Arbeitsgruppen etablierten Mauslinien
mit genetisch inaktiviertem EphA2-Rezeptor sind jedoch keine Defekte in der
Blutgefallentwicklung dokumentiert (Chen et al. 1996, Michael et al. 1999, Naruse-
Nakajima et al. 2001). Eine Funktion von Ephrin-A1 und EphA2 fir die Blutgefalibildung
in-vivo wurde bislang nur im Zusammenhang mit der Neovaskularisierung von Tumoren
beschrieben (Ogawa et al. 2000).

In neueren Arbeiten wurden dann Ephrin-B2 und EphB4 als spezifische und friihe
molekulare Marker arterieller bzw. vendser Blutgefal3e identifiziert, deren genetische
Deletion in Mausen zu schweren Defekten in der Angiogenese beider Gefalitypen flhrte
(Wang et al. 1998). Hierbei waren die in Ephrin-B2 bzw. EphB4 defizienten Mausen
beobachteten Phanotypen weitgehend identisch und vorwiegend auf den Abschnitt der
Angiogenese beschrankt. Diese Arbeiten wiesen darauf hin, dal® die Angiogenese eine
wechselseitige Interaktion und Aktivierung von Ephrin-B2 und EphB4 erfordert, konnten
jedoch Ort und Zeitpunkt der Interaktion nicht exakt lokalisieren. Die Analyse weiterer
Mausmutanten mit einer Deletion von EphB2 und EphB3 (Adams et al. 1999) sowie mit
einer auf Endothelzellen beschrankten Deletion von Ephrin-B2 (Gerety et al. 2002) ergab,
da® neben Ephrin-B2 und EphB4 sehr wahrscheinlich weitere Eph-Moleklle der B-
Subfamilie an der Steuerung der Angiogenese beteiligt sind. Es wird angenommen, dal}
die Funktion der Eph-Familie in der Angiogenese vorwiegend Uber die Steuerung von
Zellwanderung und der Etablierung von Zellgrenzen zustande kommt. Eine mogliche
Rolle von Eph-Molekdlen fur die Proliferation und Differenzierung von Vorlauferzellen wird
im Zusammenhang mit der Entwicklung von BlutgefalRen als unwahrscheinlich diskutiert.
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2.3.3.5 Synaptogenese und synaptische Plastizitat

Erster Hinweis fur eine Funktion von Eph-Molekulen in Zusammenhang mit der
Entstehung von Synapsen sowie der Steuerung synaptischer Plastizitat war die Detektion
des EphA4-Rezeptors auf sog. Spines in Dendriten mittels Elektronenmikroskopie
(Martone et al. 1997). Die in-vivo Relevanz dieses Befundes wurde bestatigt durch die
Beobachtung, daly lI6sliche Formen des EphA5-Rezeptors sowie von Ephrin-A5 in
Mausen eine als Langzeitpotenzierung (LTP) bezeichnete Eigenschaft synaptischer
Ubertragung im Hippocampus (Gao et al. 1998) sowie das Lernverhalten von Mausen
(Gerlai et al. 1999) beeinflussen kann. Wenig spater gelang Feng et al. der Nachweis,
dall Ephrin-A5 und Ephrin-A2 eine wichtige Bedeutung fur die korrekte Topographie
motorischer Endplatten in Skelettmuskeln haben (Feng et al. 2000). Die Implikation von
Eph-Molekulen in die Entstehung synaptischer Verbindungen wahrend der Entwicklung
sowie ihre Regulation wurde in den letzten Jahren durch die Analyse verschiedener
transgener Mauslinien untermauert.

Neuere Arbeiten lieferten eine Fllle von Daten zu den molekularen Mechanismen, mit
denen Eph-Rezeptoren und ihre Liganden die subzellulare Lokalisation und die
Translation bestimmter lonenkandle sowie Parameter der synaptischen Transmission
beeinflussen (Ubersichtsarbeit: Murai et al. 2002).
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2.4 Untersuchung der in-vivo Funktion von A-Ephrinen fur die
Entwicklung topographischer Projektionen und axonales
Wachstum

Wie aus den vorherigen Kapiteln hervorgeht, werden die Entwicklung topographischer
Projektionen und axonales Wachstum von einer Vielzahl unterschiedlicher Faktoren
gesteuert. Die Grundlage flr das spezifische Interesse an A-Ephrinen in der vorliegenden
Arbeit waren Untersuchungen zur Genexpression in sensorischen Neuronen von
Spinalganglien (Friedel et al. 1997, sowie Harald Schnirch, Fortsetzung der Arbeit von
Friedel et al.).

Die Spinalganglien beherbergen eine heterogene Population sensorischer Neuronen, die
anhand ihrer Expression der Neurotrophinrezeptoren TrkA, TrkB und TrkC unterschieden
werden konnen. In einer groben Einteilung sind hierbei TrkA exprimierende Neuronen fur
Nozizeption, TrkB exprimierende Neuronen fir die Perzeption mechanischer Stimuli, und
die TrkC exprimierenden Neuronen fiir Propiozeption verantwortlich (Ubersichtsarbeit:
Snider et al. 1996). Um einen Einblick in die molekularen Ursachen der unterschiedlichen
Funktionen dieser neuronalen Subpopulationen zu erhalten, untersuchten Friedel et al.
die Genexpression der beiden grofiten Subpopulationen sensorischer Neuronen in
Spinalganglien. In dieser Arbeit wurden differentiell exprimierte Gene den TrkA-positiven,
nozizeptiven Neuronen sowie den TrkC-positiven, propiozeptiven Neuronen detektiert, die
zuvor mit Hilfe eines in-vitro Kultursystems aus Spinalganglien von Huhnerembryonen
angereichert wurden. Als eines der differentiell exprimierten Gene wurde der EphA5-
Rezeptor identifiziert, dessen Expression zehnfach hoher in TrkA-positiven als in TrkC-
positiven Neuronen war, wahrend einer der Liganden des Rezeptors, Ephrin-A5, zehnfach
starker in der TrkC-positiven Subpopulation exprimiert war (Harald Schnurch, personliche
Mitteilung). Dieses Expressionsmuster fuhrte zu der Arbeitshypothese, dal}
moglicherweise der Eph-Familie eine wichtige Funktion fur die Entwicklung der
topographischen Projektionen von Spinalganglien in das embryonale Rickenmark
zukommt.

Die sensorischen Neuronen aus Spinalganglien projizieren zu unterschiedlichen
Zielgebieten in der Peripherie und im Rilckenmark. Wahrend die TrkA-positiven,
nozizeptiven Neuronen in dorsalen Bereichen des Ruckenmarks terminieren, projizieren
die propiozeptiven Neuronen in ventrale Bereiche des Riuckenmarks (Abb. 5, Fyffe 1992).

24



Einleitung
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Abb. 5: Topographische Projektionen der beiden groBten Gruppen sensorischer Neuronen von
Spinalganglien in das Riickenmark.

Die Neuronen in Spinalganglien kénnen aufgrund der Expression von Neurotrophinrezeptoren in
nozizeptive Neuronen (rot, TrkA), propiozeptive Neuronen (blau, TrkC) und sensorische Neuronen fiir die
Wahrnehmung mechanischer Stimuli (TrkB, nicht eingezeichnet) unterteilt werden. Nozizeptive Neuronen
projizieren spezifisch in dorsale Bereiche des Ruckenmarks, wahrend die Projektionen propiozeptiver
Neuronen in ventralen Bereichen des Rickenmarks terminieren. Die Bedeutung der im Rickenmark
exprimierten Ephrine (eingezeichnet: Ephrin-A5, Yue et al. 1999) fur die Entwicklung dieser Topographie
in-vivo ist bislang ungeklart.

Hierbei ist moglicherweise die repulsive Wirkung der im Ruluckenmark exprimierten
A-Ephrine auf die TrkA-positiven Axone dafir verantwortlich, dal} diese Projektionen in
den dorsalen Laminae des Riuckenmarks terminieren und nicht in ventrale
Ruckenmarksbereiche einwachsen. Gestlitzt wird diese Arbeitshypothese durch die
Beobachtung, dald A-Ephrine zu relvanten Zeitpunkten der Embryonalentwicklung im
dorsalen Aspekt des Rickenmarks exprimiert sind (Yue et al. 1999), und dall A-Ephrine
in-vitro einen repulsiven Effekt auf die Neuriten von Spinalganglien haben.

Eine Schwierigkeit fiir die experimentelle Uberpriifung dieser Hypothese ergab sich aus
der gleichzeitigen Expression mehrerer A-Ephrine im embryonalen Rickenmark (4.1).
Aufgrund des besonderen Bindungsverhaltens von Eph-Rezeptoren und Ephrinen (2.3.1)
konnten alle im Ruckenmark exprimierten A-Ephrine in ahnlicher Weise repulsiv auf die
TrkA-positiven Axone wirken. Die experimentelle Uberpriifung der hier skizzierten
Arbeitshypothese machte folglich die gleichzeitige Neutralisierung aller A-Ephrine
erforderlich und war Ausgangspunkt fur die Etablierung einer transgenen Mauslinie, in der
alle A-Ephrine im Nervensystem funktional inaktiviert waren. Die Strategie dieser
Mauslinie basiert auf Aspekten des sog. Konzept von Neuroantikrpern, welches im
folgenden kurz vorgestellt wird.
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2.5 Konzept von Neuroantikorpern

Lange bevor die technischen Voraussetzungen fur die Deletion von Genen im lebenden
Organismus zur Verfugung standen, wurden Antikorper als Werkzeug fur die Blockierung
von Molekullfunktionen sowohl in-vitro als auch in-vivo eingesetzt. So wurde z.B. die
Wirkung von Nervenwachstumsfaktor (NGF, engl.: Nerve Growth Factor) mit Hilfe von
Antikdrpern in-vivo neutralisiert, welche entweder von einem gegen NGF immunisierten
Muttertier auf ihre Embryonen Ubertragen (Johnson et al. 1980) oder dem trachtigen
Muttertier direkt mittels Injektionen zugefuhrt wurden (Ruit et al. 1992). In beiden Studien
wurde eine Reduktion derjenigen sympathischen und sensorischen Neuronen beobachtet,
deren Uberleben von NGF abhangig ist. Eine Schwierigkeit in diesen Experimenten war,
dald die Antikérper den Embryonen Uber das Muttertier zugeflihrt wurden. Damit konnten
die Embryonen nur systemisch, nicht jedoch lokal begrenzt und auch nur pranatal mit
Antikérpern appliziert werden. Weiterhin trugen zum Teil starke Schwankungen der in den
Embryonen verfugbaren Antikorperkonzentrationen zur Variabilitat der
Versuchsergebnisse bei.

Zur Vermeidung dieser Schwierigkeiten bei der in-vivo Applikation von Antikérpern
schlugen Cattaneo und Mitarbeiter das Konzept sog. Neuroantikorper vor (Cattaneo et al.
1991). Nach ihrer Strategie sollten aus Hybridomzellen klonierte, monoklonale Antikdrper
in transgenen Mauslinien von Neuronen exprimiert werden, wo sie die biologische
Aktivitat ihrer Zielmolekile in-situ neutralisieren wirden. Grundlage des Konzeptes war
die Beobachtung, daf® neuronale Zellen funktionale rekombinante Antikdrper produzieren
und sezernieren kénnen (Cattaneo et al. 1987). Expression und Verteilung der Antikorper
in den Mausen sollten hierbei mit der Wahl geeigneter Promotoren gesteuert werden.
Anders als bei der Applikation der Antikorper von auf3en oder Uber das Muttertier, sollten
mit dieser Strategie nicht nur Verteilung und Titer der Antikbrper von Tier zu Tier
reproduzierbarer, sondern auch lokal begrenzte sowie auf postnatale Stadien
ausgedehnte in-vivo Applikationen moglich werden. Die urspringlich nur im
Zusammenhang mit dem Nervensystem diskutierte Strategie ist konzeptionell auch auf
andere Gewebe Ubertragbar.

Neuroantikorper wurden erstmals fur die Untersuchung von Substanz P angewendet,
indem ein rekombinanter anti-Substanz P Antikérper im Nervensystem von Mausen unter
der Kontrolle des vgf~-Promotors exprimiert wurde (Piccioli et al. 1995). Bei Substanz P
handelt es sich um ein Neuropeptid der Tachykinin-Familie, fir das eine biologische
Funktion insbesondere im Zusammenhang mit Schmerzwahrnehmung sowie neurogenen
Entziindungsvorgangen beschrieben wurde (Ubersichtsarbeit: Regoli et al. 1994).
Substanz P wird von dem Gen préprotachykinin kodiert, dessen alternativ gespleil3te
Transkripte zugleich fir ein weiteres Neuropeptid der Tachykinin-Familie, Neurokinin A,
kodieren. Eine Deletion von Substanz P durch Inaktivierung des Gens préprotachykinin ist
daher nicht moglich, da hierbei zugleich Neurokinin A eliminiert wirde. Mause, die einen
anti-Substanz P Antikdrper exprimierten, zeigten unter anderem eine verringerte
Empfindlichkeit flr die Induktion neurogener Entziindungen sowie eine veranderte
lokomotorische Aktivitat in bestimmten Verhaltenstests. Diese Beobachtungen wurden
von Piccioli et al. auf dem Hintergrund der bekannten Funktion von Substanz P als Beleg
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daflr interpretiert, dal® die biologische Aktivitat des Neuropeptids in den transgenen
Mausen tatsachlich weitgehend neutralisiert wurde. Zusatzlich wurden mit dieser Arbeit
auch wichtige methodische Aspekte analysiert. Hierbei wurde zunachst demonstriert, daf®
verschiedenste Typen von Neuronen in-vivo funktionelle Antikdrper sezernieren kénnen,
und dald die Expression der Antikorper dem fur den vgf-Promotor (Levi et al. 1985,
Lombardo et al. 1995) beschriebenem zeitlich-raumlichen Aktivitatsmuster folgte. Durch
die anhaltende Expression des Antikorpers bis in adulte Entwicklungsstadien wurde die
Cytoarchitektur der Neuronen nicht beeintrachtigt. Es wurden auch keine Anzeichen fur
eine unspezifische Degradierung des Antikorpers beobachtet. Weiterhin gab es keine
Hinweise darauf, dal} die transgenen Mause eine Immunreaktionen gegen den
rekombinanten Antikorper entwickelten, welcher den Fc-Bereich humaner Immunglobuline
der Klasse IgG1 enthielt.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine transgene Mauslinie etabliert, welche ein
Antikorper-ahnliches Fusionsprotein, einen sog. Rezeptorkodrper, in einer transgenen
Maus in allen Neuronen exprimiert. Dieser aus der Ektodomane des EphA5-Rezeptors
und dem Fc-Bereich humaner Immunglobuline der Klasse IgG1 bestehende
Rezeptorkorper sollte alle 5 A-Ephrine zugleich binden und ihre biologische Aktivitat,
ahnlich wie ein funktionsblockierender Antikorper, neutralisieren. Diese Vorgehensweise
wies einige Parallelen, jedoch auch Unterschiede zu dem ursprunglichen Konzept von
Neuroantikdrpern auf. So wurde anstelle eine rekombinanten Antikorpers ein
malfigeschneidertes Fusionsprotein eingesetzt, welches nicht nur ein einzelnes, sondern 5
verschiedene Zielmolekile zugleich neutralisieren konnte. Weiterhin wurde der
Rezeptorkérper nicht in multiplen Kopien Uber Zufallsintegration, sondern mittels
homologer Rekombination in einen definierten Genlokus inseriert. Damit sollte die
Variabilitat des Expressionsniveaus vermieden werden, die von Piccioli et al. zwischen
verschiedenen Tieren beobachtet wurde.

FiUr die Expression des Rezeptorkorpers in Mausen wurde der fau-Lokus gewahlt, da es
sich um einen genetisch und physiologisch im Detail charakterisierten Genlokus handelt
(Binder et al. 1985, Nunez et al. 1997, Hirokawa et al. 1994), welcher die pan-neuronale
Expression von frihen embryonalen Entwicklungszeitpunkten bis in spate adulte
Entwicklungsstadien erlaubt. Eine zentrale Voraussetzung dieser Strategie war, dal} die
Deletion des Mikrotubuli bindenden Proteins Tau keinen neuronalen Phanotyp in Hinsicht
auf axonales Wachstum, neuronale Konnektivitat und Zellwanderung zur Folge hat
(Hirokawa et al. 1994, Tucker et al. 2001).
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3 Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit war die Etablierung einer transgenen Mauslinie, mit welcher die Funktion
einer ganzen Familie membrangebundener Proteine, der sog. A-Ephrine, in ihrer
Gesamtheit bei Vorgangen axonaler Zielfindung und der Entwicklung topographischer
Projektionen im peripheren und zentralen Nervensystem unter in-vivo Bedingungen
analysiert werden konnte. Die Ausgangsfragestellung war hierbei, inwiefern A-Ephrine die
Etablierung der topographischen Projektionen von Spinalganglien in das embryonale
Ruckenmark steuern. Da vorangegangene Expressionsstudien auf eine Beteiligung
mehrerer A-Ephrine an der Entwicklung dieser Topographie hinwiesen, war die
gleichzeitige Inaktivierung aller A-Ephrine zentrale Voraussetzung fur die experimentelle
Uberpriifung dieser Hypothese.

Die bisherigen Untersuchungen der Eph-Familie in der Embryonalentwicklung der Maus
stutzen sich auf Tiermodelle, in welchen vorwiegend Einzelmolekulle Uberexprimiert oder
ab der Befruchtung im gesamten Organismus inaktiviert sind. Alle in der Literatur
beschriebenen Mauslinien mit mutierten Genen von A-Ephrinen zeigen einen in
Anbetracht der dynamischen und weitverbreiteten Expression der Moleklle unerwartet
milden Phanotyp. Diese Beobachtungen werden teilweise auf die hochgradige
funktionelle Redundanz innerhalb der Molekulfamilie zurlckgefuhrt, der sehr ahnliche
Bindungskonstanten aller 5 A-Ephrine zu ihren 8 EphA-Rezeptoren zugrunde liegen.

Diese Redundanz sollte mit einer neuartigen Strategie durchbrochen werden, indem ein
sezerniertes, Antikdrper-ahnliches Fusionsprotein, ein sog. Rezeptorkdrper, im gesamten
Nervensystem der Maus exprimiert wurde. Das aus der Ektodomane des EphAS-
Rezeptors und dem Fc-Bereich von humanen Immunglobulinen der Klasse G1
bestehende Fusionsprotein sollte die Eigenschaften der Molekulfamilie ausnutzen und mit
ahnlicher Affinitat alle A-Ephrine binden und hierdurch neutralisieren.

Auf der Grundlage einer detaillierten molekularen Charakterisierung der Mauslinie sollten
zunachst die Projektionen von Spinalganglien in das Ruckenmark analysiert werden. Die
weitere Analyse sollte sich auf die sensorischen Projektionen in der Peripherie sowie auf
die Entwicklung von BlutgefaRen und auf Aspekte des visuellen Systems konzentrieren.

28



Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 Expression von EphA-Rezeptoren und A-Ephrinen in
Spinalganglien und Rickenmark von Huhn und Maus

Wie unter 2.4 beschrieben, war aus der Arbeit von Friedel et al. (1997, sowie Harald
Schnurch, Fortsetzung der Arbeit von Friedel et al.) bekannt, da® im Huhn EphA5
praferentiell in TrkA-positiven Neuronen und ein Ligand des Rezeptors, Ephrin-A5, in
TrkC-positiven Neuronen exprimiert ist. Als Grundlage fur die Analyse dieser
Fragestellung in der Maus wurde zunachst Uberprift, ob die im Huhn beobachtete
differentielle Expression von EphA5 und Ephrin-A5 in TrkA- bzw. TrkC-positiven
Neuronen in Spinalganglien auch in der Maus vorliegt.

Hierzu wurden mRNA in-situ Hybridisierungen auf transversalen Rumpfschnitten
neugeborener Mause mit Sonden fur trkA, trkC, ephA5 und ephrin-A5 durchgeflhrt.
Anders als im Huhn sind TrkA- und TrkC-positive Neuronen in Spinalganglien der Maus
zu keinem Entwicklungszeitpunkt topographisch segregiert und kdnnen somit nicht
aufgrund ihrer Lokalisation in den Spinalganglien identifiziert werden. Jedoch ist eine
Zuordnung zu der TrkA- bzw. TrkC-positiven Subpopulation aufgrund des
Zelldurchmessers mdglich, da die TrkA-positiven Neuronen einen kleinen, die TrkC-
positiven Neuronen hingegen einen vergleichsweise grolen Zelldurchmesser aufweisen
(Perl 1992).

Abb. 6: (folgende Seite) Detektion der Transkripte fiir trkA, trkC, ephA5 und ephrin-A5 in
Spinalganglien neugeborener Mause mittels mRNA in-situ Hybridisierung.

Hybridisierung transversaler Gewebeschnitte neugeborener Mause mit Sonden in ,antisense®-
Orientierung fir a) trkA, b) trkC, ¢) ephA5, und d) ephrin-A5, sowie jeweils benachbarter Gewebeschnitte
mit Sonden in ,sense“-Orientierung fir e) trkA, f) trkC, g) ephA5, und h) ephrin-A5. Die Abwesenheit von
Signalen in den mit ,sense“-Sonden durchgefiihrten Hybridisierungen belegte die Spezifitdt der Sonden
unter den verwendeten Hybridisierungsbedingungen. Die Umrisse von Rickenmark, Spinalganglion und
Zentralkanal des Rickenmarks sind mit durchbrochenen weil3en Linien nachgezeichnet. Dorsal ist oben,
ventral ist unten.

Es wurden transversale Gewebeschnitte neugeborener Mause des Inzuchtstammes Balb/c aus dem
lumbosakralen Bereich des Riickenmarks angefertigt und fir die mRNA in-situ Hybridisierung gemaf
6.2.4.6 eingesetzt.

29



Ergebnisse

a) trkA b)  trkC c)  ephA5 d)  ephrin-A5
santisense“-Sonden

e) trk f) | trkC ) ephA '- ) ephrin-A5
»sense“-Sonden

Die Hybridisierung mit der trkA-spezifischen Sonde (Abb. 6 a) lieferte erwartungsgeman
ein Signal in der Uberwiegenden Zahl von Neuronen in Spinalganglien, wahrend die
Hybridisierung mit einer trkC-spezfischen Sonde (Abb. 6 b) nur in einer wesentlich
kleineren Fraktion von Zellen ein Signal ergab. Hierbei wiesen die trkA-positiven
Neuronen einen kleinen, die trkC-positiven Neuronen hingegen einen vergleichsweise
grol3en Zelldurchmesser auf.

Wie aus Abb. 6 c) und d) hervorgeht, waren sowohl EphAS5, als auch Ephrin-A5 in
Spinalganglien neugeborener Mause exprimiert. Da EphA5 vorwiegend in Zellen mit
kleinerem, Ephrin-A5 bevorzugt in Zellen mit groRerem Durchmesser detektiert wurde,
handelte es sich bei den EphA5-positiven Neuronen vermutlich um eine Subpopulation
TrkA-positiver, bei den Ephrin-A5-positiven Neuronen hingegen wahrscheinlich um eine
Subpopulation TrkC-positiver Neuronen. Zusammenfassend wurde aus den mRNA in-situ
Hybridisierungen geschlossen, dal die im Huhn gefundene Kolokalisierung von TrkA mit
EphA5 und von TrkC mit Ephrin-A5 auch in Spinalganglien der Maus zumindest partiell
gegeben war.

Die Expression der tbrigen Vertreter der EphA-Subfamilie neben EphA5 und Ephrin-A5 in
Ruckenmark und Spinalganglien von Mausen wurde mittels RT-PCR analysiert. Hierzu
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wurde von Mausen des Inzuchtstammes C57BL/6 der Entwicklungsstufen E14.5, E16.5,

E18.5 und P0.5 gesamt-RNA aus Spinalganglien und Rickenmark isoliert und unter
Verwendung von oligo-dT Primern in cDNA revers transkribiert. Mit diesen cDNAs als
Matrize wurden PCR-Reaktionen mit Primern durchgefihrt, welche jeweils ein 300-600 bp
langes DNA-Fragment aus den Genen der Rezeptoren EphA2-8 sowie der Ephrine A1-A5
amplifizierten. Da der Rezeptor EphA1 nicht in signifikantem Umfange im Nervensystem
exprimiert ist (Zhou et al. 1998), wurde dieses Molekul nicht mit in die Analyse
einbezogen. Die Reaktionsbedingungen der PCR wurden so gewahlt, dal auch noch eine
sehr schwache Expression der Molekile detektiert werden konnte. Abb. 7 zeigt
exemplarisch das Ergebnis von PCR-Reaktionen, welche mit cDNA aus Rickenmark von
Mausembryonen der Entwicklungsstufe E16.5 als Matrize durchgefuhrt wurden.

Diese Experimente wiesen darauf hin, dal} die Rezeptoren EphA2-8 sowie die Liganden
Ephrin-A1-5 sowohl im Rickenmark als auch in Spinalganglien Uber einen
Entwicklungszeitraum von E14.5 — P0.5 exprimiert waren. Aufgrund der experimentellen
Parameter konnte jedoch die relative Starke der Expression sowie die exakte Lokalisiation
einzelner Molekule in Rickenmark und Spinalganglien nicht beurteilt werden.

Auf dem Hintergrund publizierter Daten machten die Befunde somit eine Beteiligung
weiterer Eph-Molekiule neben EphA5 und Ephrin-A5 an der Etablierung der
topographischen Projektionen sensorischer Neuronen im Ruckenmark wahrscheinlich.
Hierbei multe offengelassen werden, welchen individuellen Molekilen aufgrund ihres
raumlich-zeitlichen Expressionsmusters eine spezifische Funktion zukommen kdnnte.

Abb. 7: (folgende Seite) Expression der Rezeptoren EphA2-A8 und der Ephrine A1-A5 in
Riickenmark von Mausembryonen der Entwicklungsstufe E16.5.

a) Detektion der Eph-Rezeptoren A1-A8, sowie

b) der Ephrine-A2-A5 mittels RT-PCR in Rickenmark von Wildtyp Mausen der Entwicklungsstufe E16.5.

c¢) Kontrollreaktion mit den Primern ,GAP 1“ und ,GAP 2%, welche ein DNA-Fragment von 452 bp Lange des
Glykolyseenzyms Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) amplifizieren.
Die PCR-Reaktionen wurden mit manuellem ,hot-start“ mit cDNA aus Rickenmark der Entwicklungsstufe
E16.5 durchgefuhrt. Es wurde pro Reaktion cDNA &quivalent zu 20 ng gesamt-RNA eingesetzt. Die PCR-
Reaktionen wurden mit 40 Zyklen (Eph-Rezeptoren und Ephrine) bzw. 20 Zyklen (GAPDH) durchgefiihrt.
Die Experimente mit cDNAs aus Spinalganglien sowie von anderen Entwicklungsstufen lieferten
aquivalente Resultate.
LS: Langenstandard ,50 bp DNA ladder® (Gibco); & RT: PCR-Reaktion mit RNA anstelle von cDNA als
Matrize.
Fur die Detektion der Transkripte wurden die folgenden Primer verwendet: EphA2: ,EphA2 IST 1%
.,EPhA2 IST 2 (365 bp Fragment); EphA3: ,EphA3 IST 1% ,EphA3 IST 2“ (372 bp Fragment); EphA4:
+,EphA4 IST 1% ,EphA4 IST 2“ (379 bp Fragment); EphAS5: ,EphA5 IST 3% ,EphAS5 IST 4* (312 bp
Fragment); EphA6: ,EphA6 IST 1% ,EphA6 IST 2 (412 bp Fragment); EphA7: ,EphA7 IST 1% ,EphA7
IST 2 (375 bp Fragment); EphA8: ,EphA8 IST 1% ,EphA8 IST 2“ (364 bp Fragment); Ephrin-A1: ,EA1
IST 1%, ,EA1 IST 2 (322 bp Fragment); Ephrin-A2: ,EA2 IST 1%, ,EA2 IST 2“ (594 bp Fragment); Ephrin-
A3: ,EA3 IST 1% ,EA3 IST 2 (328 bp Fragment); Ephrin-A4: ,EA4 IST 1% ,EA4 IST 2° (265 bp
Fragment); Ephrin-A5: ,EAS5 IST 1%, ,EAS IST 2 (269 bp Fragment).
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4.2 Design und Klonierung des EphA5-Rezeptorkorpers

Fir die Klonierung des Rezeptorkdrpers wurde die Ektodomane von EphAS verwendet,
da fur diesen Rezeptor zuerst eine differentielle Expression in spezifischen
Subpopulationen sensorischer Neuronen in Spinalganglien gefunden wurde. Zugleich
sind fur diesen Rezeptor die insgesamt starksten Affinitaten zu den A-Ephrinen
beschrieben worden (Flanagan et al. 1998), was eine entscheidende Voraussetzung flr
die funktionelle Inaktivierung aller A-Ephrine in einer transgenen Maus war. Die
Ektodomane wurde mit dem katalytisch inerten und fur in-vivo Applikationen bereits
bewahrten (Piccioli et al. 1995, Gerlai 2000) Fc-Bereich von humanen Immunglobulinen
der Klasse 1gG1, einem sog. Fc-Tag versehen, welcher infolge der Dimerisierung des
Moleklls zu einer Erhéhung der Affinitat beitragt. Um fir die Detektion des
Rezeptorkorpers ein zweites, unabhangiges Eptiop zu schaffen, wurde diesem Tag C-
terminal das aus 10 Aminosauren bestehende 9E10 Epitop des humanen Proto-
Oncogens c-myc angefugt (Evan et al. 1985). Die fur eine moglichst hohe
Gewebekonzentration erforderliche, effiziente Sekretion des Rezeptorkérpers sollte durch
die Verwendung eines Igk-Signalpeptids sichergestellt werden.

Der Rezeptorkdrper setzte sich schlieldlich in folgender Reihenfolge (von N- zu C-
Terminus) aus einem Igk-Signalpeptid, aus der Ektodomane des murinen EphA5-
Rezeptors, dem Fc-Bereich von humanem IgG1 sowie einem myc-Epitop zusammen. Die
einzelnen Bestandteile des Rezeptorkdrpers wurden separat kloniert und anschlieRend
zur vollstandigen cDNA des Rezeptorkdrpers zusammengesetzt (Abb. 8).
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Abb. 8: (vorhergehende Seite) Klonierung des Plasmids ,,pCDNA-IBFmyc“ zur Expression des
Rezeptorkorpers unter der Kontrolle des Promotors von Cytomegalovirus (CMV-Promotor).

Plasmide wurden der besseren Ubersichtlichkeit wegen linear, unter Weglassung aller Elemente des
Plasmidriickgrates sowie nur mit einer Auswahl der wichtigsten Restriktionsschnittstellen dargestellt. Die
in den einzelnen Klonierschritten verwendeten Restriktionsschnittstellen sowie Start- und Stopcodon der
cDNA sind rot markiert.

1) Fir die Klonierung des Fc-Tags wurde freundlicherweise von Dr. Titus Kretzschmar (MorphoSys AG) ein
DNA-Fragment zur Verfigung gestellt, welches den Fc-Bereich von humanen Immunglobulinen der
Klasse IgG1 enthielt. Dieses DNA-Fragment wurde als Matrize in einer PCR mit den Primern ,FC 1 und
,FC 2¢ verwendet, in welcher der relevante Abschnitt des Fc-Bereichs (Genbank Accession Nr. S79307,
bp 450-1448, entsprechend AS 139-470) amplifiziert und die Schnittstellen Swa | und Not | eingefiigt
wurden. Das PCR-Produkt wurde als Matrize in einer weitere PCR-Reaktion mit den Primern ,FC 1 und
.,FC 3“ eingesetzt, mit welcher die Sequenz fiir das c-myc Epitop eingefligt wurde. Das Produkt dieser
PCR-Reaktion wurde in die EcoR V-Restriktionsschnittstelle von ,pBSTII-SK+* ligiert (Plasmid ,pBST-
FCmyc®).

2) Das Igk-Signalpeptid wurde in voller Lange (Genbank Accession Nr. AJ012557, bp 1-63, entsprechend
AS 1-21) als Oligodesoxynukleotid synthetisiert (Oligodesoxynukleotid ,Igk sense®), mittels PCR unter
Verwendung der beiden Primer ,lgk 1“ und ,Igk 2 amplifiziert und in die EcoR V-Restriktionsschnittstelle
von ,pBSTII-SK+* ligiert (Plasmid ,pBST-Igk").

3) Fur die Klonierung der extrazelluldren Domane des EphA5-Rezeptors wurde aus Hirngewebe einer
neugeborenen Maus des Stammes Balb/c gesamt-RNA isoliert und mit oligo-dT Primern in eine cDNA
revers transkribiert. Die extrazellulare Domane des Rezeptors ohne Signalpeptid (Genbank Accession Nr.
U07357, bp 574-1647, entsprechend AS 51-410) wurde mittels PCR unter Verwendung der Primer
,BSK 1¢ und ,BSK 2“ aus dieser cDNA amplifiziert und in die EcoR V-Restriktionsschnittstelle von
-PBSTII-SK+“ ligiert (Plasmid ,pBST-BSK").

4) Das Plasmid ,,pBST-BSK* wurde mit Mlu | und Not | verdaut, und das ausgeschnittene Fragment wurde in
das ebenfalls mit Mlu | und Not | verdaute Plasmid ,pBST-Igk” ligiert (Plasmid ,pBST-IB*).

5) Das Plasmid ,pBST-FCmyc* wurde mit Swa | und Not | verdaut, und das ausgeschnittene Fragment
wurde in das ebenfalls mit Swa | und Not | verdaute Plasmid ,pBST-IB* ligiert (Plasmid ,pBST-IBFmyc®).
6) Die cDNA des Rezeptorkdrpers wurde durch Verdau mit Hind 1l und Not | aus dem Plasmid ,pBST-
IBFmyc* ausgeschnitten und in den mit Hind Ill und Not | verdauten Vektor ,oCDNA-3.1+“ ligiert (Plasmid

,PCDNA-IBFmyc*).

Bei der Klonierung wurde so vorgegangen, daf} sich die cDNA des Rezeptorkdrpers aus
dem Expressionsplasmid ,pCDNA-IBFmyc* mit einer am 5’-Ende lokalisierten Pme I- und
einer am 3-Ende  eingefugten Not I-Restriktionsschnittstelle in das
Rekombinationskonstrukt flr die homologe Rekombination in Embroynalen Stammzellen
(ES-Zellen) inserieren lie und das Startcodon mit einer optimierten Kozak-Sequenz
umgeben war (Kozak 1987). Die molekularen Eigenschaften des Rezeptorkérpers sind in
Abb. 9 zusammengefalit.
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NH, NH,

Igk-Signalsequenz (21 AS)

EphAS extrazell. Domane

(361 AS)
-$-5 Aminosauren 703’
M,, (berechnet) 77.7 kDa'
Fc-Tag (332 AS) M,, (tatsachlich) 90 kDa’
Isoelektrischer Punkt 5.0'

LT’I |_-I_| c-myc Epitop (10 AS)
COOH COOH

Abb. 9: Schematische Darstellung des Rezeptorkorpers mit Auflistung der wichtigsten
proteinchemischen Eigenschaften.

' Die Angaben beziehen sich auf die monomere Form des Rezeptorkdrpers ohne Igk-Signalpeptid. % Das
statsdchliche” Molekulargewicht wurde mittels SDS-PAGE abgeschatzt. Die Diskrepanz zwischen
berechnetem und tatsdchlichem Molekulargewicht erklart sich aus der Glykosylierung von EphAS-
Ektodoméane und Fc-Tag.
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4.3 Charakterisierung des EphA5-Rezeptorkorpers

Als Voraussetzung fur die Expression in einer transgenen Maus wurden einige essentielle
molekulare Eigenschaften des Rezeptorkorpers mit Hilfe von in-vitro Experimenten
untersucht. Hierzu wurde der Rezeptorkérper zunachst in Saugerzellinien exprimiert, aus
Kulturiberstand aufgereinigt und hinsichtlich erfolgreicher Sekretion und Prozessierung
des Pro-Proteins, der Aminosauresequenz sowie der Fahigkeit, A-Ephrine zu binden,
analysiert.

4.3.1 Expression des Rezeptorkorpers in 293 Zellen

FiUr die Expression des Rezeptorkdrpers in 293 Zellen (Graham et al. 1977) wurde das
Plasmid ,pCDNA-IBFmyc*“ verwendet, welches die Expression des Rezeptorkorpers unter
der Kontrolle des Promotors des Cytomegalovirus (CMV-Promotor, Boshart et al. 1985,
Nelson et al. 1987) erlaubt. Hierbei wurde der Rezeptorkérper mittels
Affinitatschromatographie Uber eine Protein-A Sepharose Saule aus dem konditionierten
Medium von transient mit dem Expressionsplasmid transfizierten 293 Zellen aufgereinigt.

Der Erfolg der Aufreinigung wurde mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
kontrolliert. Weiterhin demonstrierte ein Western-Transfer, dal} das gereinigte Protein
Immunreaktivitat gegen den Fc-Bereich von humanem IgG1 sowie das c-myc Epitop trug.
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1) Transiente Transfektion des Expressionsplasmids ,pCDNA-IBFmyc*in 293-Zellen

\

2) Konditionierung Serum-freien Mediums fir 3 d

\4

3) Affinitatschromatographische Reinigung des Rezeptorkdrpers lGber eine
Protein A-Sepharos Saule

a) 4) Dialyse des Eluats aus 3) gegen PBS

&
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b) c) d)
SDS-PAGE anti-hum Fc anti-c-myc
Silberfarbung Western-Transfer

Abb. 10: Expression des Rezeptorkorpers in 293-Zellen und affinititschromatographische Reinigung
des Rezeptorkorpers aus dem Zellkulturiiberstand.

a) FluRdiagramm einer Expression des Rezeptorkérpers in 293 Zellen mit nachfolgender
affinitatschromatographischer Aufreinigung aus dem Zellkulturiiberstand.

b) SDS-PAGE des Eluats aus der Affinitatschromatographie. Eluat mit einem Gesamtproteingehalt von
300 ng wurde unter reduzierenden Bedingungen auf einem Gel mit 10% Polyacrylamid aufgetrennt und
mittels Silberfarbung angefarbt. LS: Langenstandard ,Silver Stain SDS-Page Standard Low range*
(Biorad).

c), d) Western-Transfers von Eluat aus der Affinitdtschromatographie mit 100 ng Gesamtproteingehalt je
Spur nach Auftrennung auf einem Gel mit 10% Polyacrylamid, inkubiert mit einem gegen den Fc-Tag (c);
Kaninchen anti-human Fc Antikorper 1:10.000, Jackson, sowie HRP-konjugierter Sekundarantikrper)
bzw. gegen das c-myc Epitop (d); monoklonaler Antikérper 9E10, 50 ng/ml, sowie HRP-konjugierter
Sekundarantikérper) gerichteten Antikdrper. Beide Western-Transfers lieferten Signale bei einem
Molekulargewicht von 90 kDa.
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Die Silberfarbung des Polyacrylamidgels (Abb. 10 b) ergab eine Hauptbande bei einem

Molekulargewicht von 90 kDa, welche zweifellos der monomeren Form des
Rezeptorkorpers zuzuordnen ist. Die Diskrepanz zu dem berechneten Molekulargewicht
von 77.7 kDa ist hierbei mit der Glykosylierung sowohl des Fc-Tags als auch der
Ektodomane des EphA5-Rezeptors erklarbar. Die schwache Nebenbande bei einem
Molekulargewicht von 50 kDa ist vermutlich auf die schweren Ketten von
Immunglobulinen aus Serumresten des Kulturmediums zurtckzufuhren. Der Western-
Transfer des Eluats ergab bei Inkubation mit gegen den Fc-Tag bzw. das c-myc Epitop
gerichteten Antikorpern (Abb 10 c) bzw. d) jeweils ein intensives Signal bei einem
Molekulargewicht von 90 kDa und bestatigte den Befund aus dem silbergefarbten
Polyacrylamidgel.

Diese Ergebnisse lieferten zusammen den Beleg dafur, dal® der Rezeptorkdrper von den
transfizierten Zellen mit dem erwarteten Molekulargewicht sezerniert wurde und dal es
weder zu einer Degradierung noch zu einer C-terminalen Verstimmelung des Molekdls in
detektierbarem Umfange kam.

4.3.2 N-terminale Aminosauresequenzierung des Rezeptorkorpers

Da der N-Terminus von Eph-Rezeporen verantwortlich fir Ligandenbindung und
-Spezifitat ist (Labrador et al. 1997), sollte sichergestellt werden, dal® das Igk-Signalpeptid
korrekt abgespalten wird und es nicht etwa zu einer N-terminalen Verstimmelung der
EphA5-Ektodomane des Rezeptorkorpers kommt.

Hierzu wurde aus konditioniertem Medium aufgereinigter Rezeptorkorper mittels SDS-
PAGE Uuber ein Gel mit 10% Polyacrylamid aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran
transferiert, mit Coomassie angefarbt und mittels Gasphasen-Edmann Sequenzierung
einer N-terminalen Aminosauresequenzierung uber eine Lange von 4 Resten unterzogen.

a) MRGSGPRGAG HRRTQGRGGG DDTPRVPASL AGCYSAPLKG PLWTCLLLCA ALRTLLASPS....

b) METDTLLLWYV LLLWVPGSTG DALRTLLASPS....

Abb. 11: N-terminale Aminosaduresequenzierung des Rezeptorkorpers.

Gegenuberstellung von

a) Der in Genbankeintrag U07357 vorhergesagten Position des Signalpeptids des EphA5-Rezeptors und

b) Des in dem Rezeptorkdrper verwendeten Igk-Signalpeptids. Die Aminosduresequenzierung ergab, daf
der Rezeptorkérper im Vergleich zu den Angaben des Genbankeintrags U07357 am N-Terminus die
beiden zusatzlichen Aminosauren Aspartat und Alanin tragt (b), in blau).
rot: Vorhergesagte Positionen des Signalpeptids mit der dazugehérigen Schnittstelle der Signalpeptidase
(Pfeil); schwarz: Aminosauresequenz des maturen EphA5-Rezeptors; blau: Die zusatzlichen, an dem
Rezeptorkérper gefundenen Aminosauren Aspartat und Alanin.

Die Aminosauresequenzierung ergab, dall der Rezeptorkdrper im Vergleich zu
publizierten Vorhersagen (Eintrag zu Genbank Accession Nr. U07357) N-terminal die
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beiden zusatzlichen Aminosauren Aspartat und Alanin trug, welche aus dem
Signalpeptid stammten.

Das Verbleiben dieser beiden Aminosauren des Igk-Signalpeptids am maturen
Rezeptorkorper konnte eventuell damit erklart werden, dald die exakte Position der
Schnittstellen von Signalpeptidasen unter anderem von dem Kontext der umgebenden
Aminosauresequenz abhangt (von Heijne, G. 1986). Moglicherweise hat die Ubertragung
des Igk-Signalpeptids aus seiner naturlichen Umgebung, der «-Kette muriner
Immunglobuline, auf die Ektodomane des EphAS5-Rezeptors zu der beobachteten
Abweichung von der vorhergesagten Position der Schnittstelle geflhrt. Weiterhin handelt
es sich bei den Angaben in dem Genbankeintrag U07357 zur Position des Signalpeptids
um Vorhersagen, gemall der zugehoérigen Referenz (Zhou et al. 1994) jedoch nicht um
das Ergebnis einer Aminosauresequenzierung. Falls die Schnittstelle der Signalpeptidase
fur EphA5 also moglicherweise um einen Rest verschoben ist, kdnnte es sich bei einer
der beiden zusatzlichen Aminosauren, Alanin, um den tatsachlichen N-Terminus des
EphA5-Rezeptors handeln.

Aufgrund der Aminosauresequenzierung des Rezeptorkorpers konnte ausgeschlossen
werden, dald es aufgrund inkorrekter Abspaltung des Signalpeptids zu einer N-terminalen
Verstummelung des Rezeptorkdrpers kam.

4.3.3 Bindung des Rezeptorkorpers an Ephrin-A5 und Ephrin-A2

Als zentrale Voraussetzung fur eine in-vivo Applikation sollte die Fahigkeit des
Rezeptorkorpers Uberpruft werden, A-Ephrine zu binden. Hierzu wurden zunachst
Plasmide fur die Expression von Ephrin-A2 und Ephrin-AS in Zellinien kloniert (Abb. 12 a).
Die Ephrine wurden C-terminal mit einem c-myc Epitop versehen, und die endogenen
GPI-Signalsequenzen wurden aus klonierungstechnischen Grunden durch die GPI-
Signalsequenz des Glykoproteins Thy1 ersetzt. Der Austausch der natlrlichen durch die
GPI-Signalsequenz von Thy1 hatte keine Modifikation der maturen Proteine zur Folge, da
diese Sequenz bei der Ubertragung des GPI-Ankers abgetrennt wurde (Abb. 12 b),
Englund 1993, Udenfriend et al. 1995a, Udenfriend et al. 1995b).
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Die Expressionsplasmide fur Ephrin-A2 (,pCDNA-E2mycThy1“) und far Ephrin-A5
(,p,CDNA-E5mycThy1“) wurden stabil in 293 Zellen transfiziert. Die Zellinien wurden nun
in einer Oberflachenfarbung eingesetzt, in welchen der affinitatsgereinigte Rezeptorkorper
anstelle eines Primarantikérpers verwendet wurde (Abb. 13 a)-c). Die Expression der mit
einem c-myc Epitop versehenen Ephrine in den Zellinien wurde mittels Western-Transfer
Uberpruft (Abb. 13 d).

Ein intensives Signal in der Oberflachenfarbung der stabil transfizierten Zellinien belegte
die spezifische Interaktion des Rezeptorkdrpers mit den Liganden Ephrin-A5 und Ephrin-
A2 stellvertretend fur die Subfamilie der A-Ephrine.

Abb. 12: (folgende Seite) Klonierung von Plasmiden fiir die Expression von Ephrin-A2 und
Ephrin-A5 in Gewebekultur.

a) Klonierung der Plasmide ,pCDNA-E2mycThy1“ und ,pCDNA-ESmycThy1* zur Expression von Ephrin-A2
bzw. Ephrin-A5 unter der Kontrolle des CMV-Promotors. Plasmide wurden zwecks besserer
Ubersichtlichkeit linear, unter Weglassung aller Elemente des Plasmidriickgrates sowie nur mit einer
Auswahl der wichtigsten Restriktionsschnittstellen dargestellt. Die in den einzelnen Klonierschritten
verwendeten Restriktionsschnittstellen sowie Start- und Stopcodon der cDNA sind rot markiert.

1) Fir die Klonierung der Thy 1 GPI-Signalsequenz wurde aus Hirngewebe einer neugeborenen Maus des
Inzuchtstammes Balb/c gesamt-RNA isoliert und mit oligo-dT Primern in eine cDNA revers transkribiert.
Der relevante Bereich der Thyl mRNA-Sequenz (Genbank Accession Nr. NM_009382, bp 385-489,
entsprechend AS 129-162) wurde aus dieser cDNA mittels PCR mit den Primern ,T1“ und ,T2°
amplifiziert. Der entsprechende Bereich der mRNA-Sequenz wurde in dieser PCR mit den
Restriktionsschnittstellen Hind 1l und Not | versehen. Das PCR-Produkt wurde in die EcoR V-
Restriktionsschnittstelle von ,pBSTII-SK+* ligiert (Plasmid ,pBST-Thy1%).

2, 3) Die relevanten Abschnitte der mMRNA-Sequenzen von Ephrin-A2 (Genbank Accession Nr. U14941, bp
10-564, entsprechend AS 1-185) bzw. Ephrin-A5 (Genbank Accession Nr. U90664, bp 15-611,
entsprechend AS 1-199) wurden aus der unter 1) hergestellten cDNA mittels PCR amplifiziert. Hierbei
wurden die Primer ,EA2 1¢ und ,EA2 2 (fir Ephrin-A2) sowie ,EA5 1“ und ,EA5 2" (fir Ephrin-A5)
verwendet, und die entsprechenden Bereiche der mRNA-Sequenzen wurden jeweils mit den
Restriktionsschnittstellen Nhe | und Hind Il sowie einem c-myc Epitop versehen. Die PCR-Produkte
wurden jeweils in die EcoR V-Restriktionsschnittstelle von ,pBSTII-SK+* ligiert (Plasmide ,pBST-E2myc*
und ,,pBST-E5myc*).

4, 5) Das Plasmid ,pBST-Thy1“ wurde mit Hind Ill und Not | verdaut, und das ausgeschnittene Fragment
wurde jeweils in die ebenfalls mit Hind 1ll und Not | verdauten Plasmide ,pBST-E2myc* und
,PBST-ESmyc* ligiert (Plasmide ,pBST-E2mycThy1“ und ,pBST-ESmycThy1“).

6, 7) Die Plasmide ,pBST-E2mycThy1“ und ,pBST-E5mycThy1“ wurden mit Nhe | und Not | verdaut, und die
ausgeschnittenen Fragmente wurden jeweils in das ebenfalls mit Nhe | und Not | verdaute Plasmid
-,PCDNA-3.1+“ ligiert (Plasmide ,pCDNA-E2mycThy1“ und ,p,CDNA-E5mycThy1).

b) Bei der Prozessierung der Fusionsproteine aus den Ephrinen A2 bzw. A5, dem c-myc Epitop und der
Thy1 GPI-Signalsequenz von der Praproform zum maturen Protein wird die GPI-Signalsequenz nach dem
3. Rest proteolytisch gespalten, und der Lipidanker wird auf die a-Carboxylgruppe des nun C-terminalen
Cystein-Restes ubertragen.
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Phasenkontrast

293
Ephrin-A5 myc

a)

293
Ephrin-A2 myc
b)

293
untransfiziert
c)

<45 kDa

.. <— 30 kDa

d) <« 20.1kDa

Abb. 13: Spezifische Interaktion des Rezeptorkorpers mit den Liganden Ephrin-A2 und Ephrin-AS5.

a)-c) Oberflachenfarbung der stabil transfizierten Zellinien ,293 Ephrin-A2myc* (a) und ,293 Ephrin-A5myc*
(b) sowie von untransfizierten 293-Zellen (c) mit dem affinitatsgereinigten Rezeptorkdrper gemaf 6.2.4.4.
Ein intensives, an der Zellmembran lokalisiertes Signal in den transfizierten Zellinien demonstrierte die
spezifische Interaktion des Rezeptorkdrpers mit den Liganden.

d) Western-Transfer mit Lysaten der stabil transifizierten Zellinien ,293 Ephrin-A2myc* und ,293 Ephrin-

A5myc” sowie von untransfizierten 293-Zellen.
Lysate der Zellinien (10 png Gesamtprotein je Spur) wurden mittels SDS-PAGE auf einem Gel mit 13%
Polyacrylamid aufgetrennt und mit Hilfe von Western-Transfer analysiert. Die Membran des Western-
Transfer wurde mit einem gegen das c-myc Epitop gerichteten monoklonalen Antikérper (Klon 9E10,
50 ng/ml) sowie einem HRP-konjugierten Sekundarantikérper (1:10.000, Jackson) inkubiert.
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4.4 Expression des Rezeptorkorpers in einer transgenen
Maus

4.4.1 Wahl des Genlokus

FiUr die Expression des Rezeptorkdrpers in einer transgenen Maus wurde der fau-Lokus
gewahlt, da er die Expression des Rezeptorkorpers im gesamten Nervensystem ab einem
frihen Zeitpunkt der Embryonalentwicklung auf hohem Niveau erlaubt (Binder et al. 1985,
Nunez et al. 1997, Hirokawa et al. 1994). Entscheidende Voraussetzung fur die
Verwendung des fau-Lokus war die Tatsache, dal® die Deletion des Tau-Proteins keinen
neuronalen Phanotyp zur Folge hat (Hirokawa et al. 1994, Tucker et al. 2001). Fir die
Verwendung des tau-Lokus sprach weiterhin die Verfugbarkeit einer Mauslinie im Labor,
in welcher EGFP in den fau-Lokus inseriert war und die deshalb als ideale Kontrolle fur
den Rezeptorkorper knock-in verwendet werden konnte (Tucker et al. 2001).

4.4.2 Genaustausch durch homologe Rekombination in ES-Zellen

4.4.2.1 Design und Klonierung des Rekombinationskonstruktes

Bei dem tau-Gen der Maus handelt es sich um einen komplexen Lokus, der sich aus 14
Exons zusammensetzt und dessen Transkription wahrend der Embryonalentwicklung in 3
verschiedenen, alternativ gesplei3ten Isoformen einer dynamischen Regulation unterliegt
(Poorkaj et al. 2001, Kosik et al. 1989). Die cDNA des Rezeptorkdrpers wurde unter
Verwendung des naturlichen Startcodons in Exon | des Gens inseriert, da dieses Exon in
allen SpleiRvarianten des Transkriptes enthalten ist und somit eine vollstandige Deletion
des Tau-Proteins erzielt werden konnte.

~ 103 kb
| 1
: ATG :
| L L L
g T T 1 I N 11 |-_\
0 1 23 44a56JL9 10JL J14
78 1112 13
pA-1 pA-2

Abb. 14: Intron/Exon-Abfolge des tau-Gens in der Maus.

Exon 0 kodiert fir den 5’-untranslatierten Bereich der mRNA, das natirliche Startcodon des tau-Gens
befindet sich in Exon |, welches Bestandteil aller Isoformen des Transkriptes ist. Die in Hirn adulter Mause
alternativ gesplei3ten Exons 2 und 3 sind in griiner Farbe dargestellt, pA-1 und pA-2 reprasentieren zwei
alternative Polyadenylierungssignale. Die relativen Abstande der Exons sind malstabsgetreu
widergegeben, wahrend die GréRe der Exons zur besseren Ubersichtlichkeit nicht maRstabsgetreu
gezeichnet wurden.

Modifiziert nach: Poorkaj et al. (2001).
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Fur die Klonierung des Rekombinationskonstruktes ,pTIBFmyc* zur Insertion der
Rezeptorkérper-cDNA in den tau-Lokus wurde von Kerry Tucker freundlicherweise ein
Plasmid zur Verfugung gestellt, welches 8.3 kb der genomischen Sequenz um das Exon |
des tau-Gens enthielt. Das Rekombinationskonstrukt ,pTIBFmyc* setzte sich aus dem
Ruckgrat des Plasmids ,pBSTII-SK+“, aus 8.3 kb genomischer DNA aus einem Bereich
um Exon | des fau-Lokus sowie aus der Rezeptorkorper-cDNA zusammen. Das Plasmid
enthielt weiterhin einen positiven Selektionsmarker, bei dem es sich um das Enzym
Neomycin-Phosphotranferase handelte, welches unter der Kontrolle des bovinen
Phosphoglyceratkinase (PGK) Promotors exprimiert wurde.

Das Rekombinationskonstrukt ,pTIBFmyc* wurde nach dem Kassettenprinzip konzipiert,
womit der Austausch einzelner Komponenten des Konstruktes sowie die Insertion von
beliebigen cDNAs in den tau-Lokus in einem einzigen Klonierschritt ermdglicht wurden.
Das Konstrukt wurde in einem eigens maflgeschneiderten Vektor kloniert, in dessen
multiple Klonierstelle mehrere seltene Restriktionsschnittstellen eingefiigt wurden, um
eine Linearisierung weitgehend unabhangig von der jeweils inserierten cDNA zu
ermoglichen. Weiterhin wurde auf eine Flankierung der Resistenzkassette mit loxP-
Sequenzen verzichtet, da in vorangegangenen Experimenten beobachtet wurde, dal sich
der Verbleib des Selektionsmarkers im Genom nicht auf die Eigenschaften des tau-
Promotors auswirkt (Tucker et al. 2001, sowie Tucker, personliche Mitteilung). Das
Startcodon des Rezeptorkdrpers wurde mit einer optimierten Kozak-Sequenz umgeben,
welche im naturlichen tau-Transkript nicht vorhanden ist. Ein im naturlichen tau-Transkript
vorhandenes, vor dem Startcodon befindliches Stopcodon im Leseraster wurde bei der
Insertion der Rezeptorkérper-cDNA beibehalten, wahrend das Startcodon aus Griinden
der Klonierstrategie um 3 bp versetzt wurde (Abb. 15).
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Abb. 15: (folgende Seite) Klonierung des Rekombinationskonstruktes ,,pTIBFmyc“ zur Insertion der
cDNA des Rezeptorkorpers in den tau-Lokus mittels homologer Rekombination in ES-Zellen.

Plasmide wurden zwecks besserer Ubersichtlichkeit linearisiert, unter Weglassung aller Elemente des
Plasmidriickgrates, mit nur einer Auswahl der wichtigsten Restriktionsschnittstellen sowie nicht
malstabsgetreu dargestellt. Die in den einzelnen Klonierschritten verwendeten Restriktionsschnittstellen
sowie Start- und Stopcodon der cDNA sind rot markiert, zerstorte Restriktionsschnittstellen sind
durchgestrichen. Im Rekombinationskonstrukt ,pTIBFmyc* sind Restriktionsschnittstellen, welche nur
einmalig im Plasmid vorkommen, mit einem Stern gekennzeichnet.

1) Das von Kerry Tucker freundlicherweise zur Verfigung gestellte Plasmid ,pTKO2“ enthielt 8.3 kb
genomische DNA des tau-Lokus (tau), die cDNA fur EGFP (EGFP), eine SV40 Polyadenylierungssignal
(pA) sowie einen positiven Selektionsmarker, welcher sich aus dem Promotor des bovinen Gens fur
Phosphoglyceratkinase (PGK), der cDNA des Gens Neomycinphosphotransferase (NEO) und einem
SV40 Polyadenylierungssignal (pA) zusammensetzte.

Aus dem Plasmid ,pTKO2“ wurde mittels Verdau mit Eco Rl und Sac Il ein Fragment tau-genomischer
DNA lIsoliert und in ebenfalls mit Eco Rl und Sac Il verdauten ,pBSTII-SK+* ligiert (Plasmid ,pBST-TEN®).
2) Die Not |-Restriktionsschnittstelle des Plasmids ,pBST-TEN“ wurde zerstort. Hierzu wurde das Plasmid
durch Verdau mit Not | linearisiert, die Not I-Restriktionsschnittstelle wurde mittels einer Klenow-
Aufflllreaktion gemal 6.2.1.11 aufgefullt, und das Plasmid wurde durch Inkubation mit T4 DNA-Ligase

wieder zirkularisiert (Plasmid ,pBST-TE").

3) Das tau-genomische DNA-Fragment mit der zerstdrten Not |-Restriktionsschnittstelle wurde durch Verdau
mit Eco Rl und Sac Il aus dem Plasmid ,pBST-TE"“ ausgeschnitten und in das ebenfalls mit Eco Rl und
Sac Il verdaute Plasmid ,pTKO2" ligiert (Plasmid ,pTKO2.1%).

4) Auf der Grundlage von ,pBSTII-SK+“ wurde ein Plasmid mit einer maflgeschneiderten multiplen
Klonierstelle erzeugt. Hierzu wurde die origindre multiple Klonierstelle des Plasmids ,pBSTII-SK+* durch
Verdau mit Bss HIl vollstandig entfernt. In das Plasmidriickgrat wurde nun eine neue multiple Klonierstelle
ligiert, welche aus den jeweils an ihrem 3’-Terminus phosphorylierten Oligodesoxyribonukleotiden ,Linker
1“und ,Linker 2“ erzeugt wurde (Plasmid ,npBS*).

5) Aus dem Plasmid ,pTKO2.1“ wurde durch Verdau mit Xho | und Sac Il ein DNA-Fragment isoliert und in
das ebenfalls mit Xho | und Sac Il verdaute Plasmid ,npBS“ ligiert (Plasmid ,pTKO2.2). Durch diesen
Schritt wurde die Kpn I|-Restriktionsschnittstelle in der multiplen Klonierstelle des Plasmids ,pTKO2.1*
durch eine Asc |- Restriktionsschnittstelle ersetzt.

6, 7, 8) Das Plasmid ,pTKO2.2* wurde auf die Insertion der Rezeptorkdrper-cDNA vorbereitet, indem die

Sma |-Restriktionsschnittstelle in der tau-genomischen DNA des Plasmids durch eine Pme I-
Restriktionsschnittstelle ersetzt wurde.
Aus dem Plasmid ,pTKO2“ wurde durch Verdau mit Kpn | und Sma | ein Fragment tau-genomischer DNA
isoliert und in die Eco RV-Restriktionsschnittstelle von ,pBSTII-SK+* ligiert (Plasmid ,pBST-TKS*). Dieses
Plasmid wurde als Matrize fir eine PCR mit den Primern ,TKP 1“ und ,TKP 2“ eingesetzt, und das PCR-
Produkt wurde in die Eco RV-Restriktionsschnittstelle von ,pBSTII-SK+* ligiert (Plasmid ,pBST-TKP®). Ein
aus dem Plasmid ,pBST-TKP* durch Verdau mit Kpn | und Not | isoliertes DNA-Fragment wurde in das
ebenfalls mit Kpn | und Not | verdaute Plasmid ,pTKO2.2“ ligiert (Plasmid ,pTKO2.3%).

9) Die Rezeptorkérper-cDNA wurde durch Verdau mit Pme | und Not | aus dem Plasmid ,pBST-IBFmyc*
ausgeschnitten und in das ebenfalls mit Pme | und Not | verdaute Plasmid ,pTKO2.3“ ligiert (Plasmid
,PTIBFmyc®).

46



Ergebnisse

- —— 4 _ 4 —

o 5 £8 3 s Zo s =35
eR X oZ z w. 23 w. 23
- —7/pBST-TEN /—

—/pTKO2
|< tau >|<- EGFP ->|pA/<PGK-NEO-pA >| <— tau—>
! ! ! 2) l,
L
1) T -
8 ﬁ g
W 3
3) —/pBST-TE/—H‘F_;‘;
——
_— = = — x
c o c Q =
82 &5 2 8§ 38
—/pTKO2.1
|< EGFP—>|pA[<PGK-NEO-pA >|
6) | |
— = = =
s 2% Ioosranh
g 53 §2:88384
ﬁ/pBST-TKS/L\i—L 4) —/npBS/ L T T T
UK
— ; _
§ Ex
X o2 o =
—/pBST-TKP/ w1 -— T ®% = * =
Qe g EO o 8 o
L 25 X oz P & ﬁ‘g
—/pTKO2.2 \F_l_l_
|< EGFP->|pAl<PGK-NEO-pA >|
- = o= x =
0 o s 3 Q o
38 gE£2 & 8
—/pTKO2.3 _ ATe, B TeA,
|PAl<PGK-NEO-pA>| 2 233 g =
T oz = (D] z
T

—/pBST-IBFmyc

Sac II*

Exon |
Stop Start
tau genom.: ‘ TCCAGGCTT TGAACC AGT ATG GCT GAC ...

pTIBFmyc: ‘ TCCAGGGTT TAAACC GCC ACC ATG GAGACA ...

Pme | . Ncol |
Kozak-Sequenz

/
1
I
|
I
1
1
1
I

47



Ergebnisse

4.4.2.2 Homologe Rekombination in ES-Zellen

FUr die homologe Rekombination wurden 20 ug des mit Asc | linearisierten Konstruktes
L,PTIBFmyc” in R1 ES-Zellen (Nagy et al. 1993) elektroporiert. Nach 24 h wurde mit der
G418 Selektion begonnen, und nach 10 Tagen wurden 144 Klone in 96 Well Schalen
gepickt und 2 mal in insgesamt 4 Kopien gesplittet. Hiervon wurden 3 Kopien in 96 Well
Schalen eingefroren, wahrend von der verbleibenden Kopie 91 Klone sukzessive auf 35
mm Kulturschalen expandiert und fur die Extraktion genomischer DNA verwendet wurden.

Die Detektion eines korrekten Rekombinationsereignis beruht traditionell auf der Analyse
von Unterschieden im Restriktionsmuster der genomischen DNA vor und nach homologer
Rekombination mittels Southern-Transfer. Hierbei mussen die Sonden flur die Detektion
der relevanten Restriktionsfragmente genomische Sequenzabschnitte aullerhalb des
Restriktionskonstruktes erkennen (sog. %- bzw. 3’-externe Sonden), um eine
Differenzierung zwischen korrekter homologer Rekombination und einer Zufalls- oder
Mehrfachintegration des Restriktionskonstruktes zu erlauben.

Im vorliegenden Falle wurde die veranderte Grofle vor und nach homologer
Rekombination von Fragmenten ausgenutzt, welche das Exon | umschliefen. Nach
korrekter homologer Rekombination kam es zu einer Verkleinerung eines mittels Bam HI
erzeugten, durch eine 5’-externe Sonde detektierten Fragmentes von 8.8 kb auf 5.14 kb,
wahrend es zu einer Vergrollerung eines durch Verdau mit Kpn | erzeugten, durch eine
3’-externe Sonde detektierbaren Fragmentes von 9 kb auf 11 kb kam (Abb. 16).
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Bam HI 8.8 kb 5.14 kb 5'-externe Sonde
Kpn | 9 kb 11 kb 3'-externe Sonde

Abb. 16: Insertion der Rezeptorkorper-cDNA in den tau-Lokus mittels homologer Rekombination in

ES-Zellen.

Eine korrekte homologe Rekombination konnte anhand einer Verkleinerung des mit der 5’-externen
Sonde detektierbaren Bam HI-Fragmentes von 8.8 kb auf 5.14 kb sowie einer VergrofRerung des mit der
3’-externen Sonde detektierbaren Kpn I-Fragmentes von 9 kb auf 11 kb detektiert werden.

Die genomische DNA wurde mit Bam HI verdaut, auf einem 0.6% Agarosegel aufgetrennt
und mittels Southern-Transfer mit der 5’-externen Sonde analysiert.
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Abb. 17: Analyse der ES-Zellklone mittels Southern-Transfer auf homologe Rekombination, Beispiel
einer mit der 5’-externen Sonde hybridisierten Membran.

Ein Signal auf der Hohe von 5.14 kb in den Spuren 1, 10 und 26 =zeigte ein korrektes
Rekombinationsereignis, ein Signal auf der Héhe von 8.8 kb das Wildtyp Allel an. Das unterschiedliche
Intensitatsverhaltnis der Banden von Wildtyp bzw. rekombiniertem Allel erklart sich durch den Beitrag der
embryonalen Fibroblasten zur genomischen DNA, welche ausschlieRlich das Wildtyp Allel tragen. Spur 15
zeigte kein Signal, da hier der Molekulargewichtsstandard geladen wurde.

AnschlieBend wurden alle Klone, deren Analyse mit der 5-externen Sonde auf ein
korrektes Rekombinationsereignis hinwies, durch Southern-Transfer unter Verwendung
der 3’-externen Sonde analysiert.

S
)
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Abb. 18: Analyse der ES-Zellklone mittels Southern-Transfer auf homologe Rekombination mit 5’-
und 3’-externer Sonde, Beispiel des korrekt rekombinierten Klones # 73.

Die genomische DNA wurde mit Bam HI bzw. Kpn | verdaut, auf einem 0.6% Agarosegel aufgetrennt, und
die Membran wurde nach Southern-Transfer mit der 5’-externen bzw. der 3’-externen Sonde hybridisiert.
Die Signale auf der H6he von 5.14 kb (Bam HI, 5-externe Sonde) bzw. 11 kb (Kpn |, 3’-externe Sonde)
belegen, dal sowohl flr den 5’- als auch den 3’-genomischen Arm des Rekombinationskonstruktes eine
korrekte homologe Rekombination stattgefunden hat.

Von den 91 Klonen zeigten 11 Klone ein Signal bei Hybridisierung mit der 5-externen
Sonde auf der Hohe von 5.14 kb. Die genomische DNA dieser 11 Klone wurde
anschlielend mit Kpn | verdaut und mittels Southern-Transfer mit der 3’-externen Sonde
analysiert, wobei 10 der 11 Klone ein positives Signal auf der Héhe von 11 kb lieferten.
Insgesamt wurde eine Rekombinationsfrequenz von 11% bezogen auf die Gesamtzahl
der analysierten ES-Klone erzielt.
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Klone auf 96 Well Schale gepickt 144
Davon auf 35 mm expandiert 91
5’-Sonde positives Signal 11

Davon 3’-Sonde positives Signal 10
Korrekt rekombinierte ES-Klone 10 = 11%

Tab. 1: Ubersicht iiber die homologe Rekombination des Konstruktes ,,pTIBFmyc* in ES-Zellen.

Nach der vorangegangenen Verifizierung der homologen Rekombination mit Hilfe von
Southern-Transfers wurde die exakte Positionierung der Rezeptorkorper-cDNA sowie des
Selektionsmarkers im Kontext von Exon | des tau-Gens analysiert. Durch Vergleich von
MRNA- und genomischer Sequenz des tau-Gens wurden zunachst die Grenzen von Exon
| zu den benachbarten Introns im fau-Gen ermittelt. Der Vergleich der tau-genomischen
Sequenz mit der DNA-Sequenz des Rekombinationskonstruktes ergab, dal® durch die
Insertion von Rezeptorkorper-cDNA und Selektionsmarker 99 bp aus Exon 1 deletiert und
durch eine Insertion von insgesamt 4571 bp ersetzt wurden.

Intron | Exon | Intron Il
j—) Start r
... TIGTCGATTAT CA(EG%TTTGA ACCAGTATGG ...GA%CATG GCTTAAAA%C CGAAGAAGC ...
1 |+3 +101 +107

deletierter Bereich

Abb. 19: Exakte Positionierung der Insertion von Rezeptorkorper-cDNA und Selektionsmarker im
Kontext von Exon | des tau-Gens.

Von dem 107 bp umfassenden Exon | wurde ein Bereich von 99 bp durch eine Insertion von insgesamt
4571 bp ersetzt. Fur die Lokalisierung der Intron/Exon-Grenzen wurden Datenbankeintrdge zu tau-mRNA
(Genbank Accession Nr. M18776) und tau-genomischer Sequenz (Genbank Accession Nr. AC091629)
verwendet.

schwarz: Intronische Sequenz des tau-Gens; blau: Nach Insertion von Rezeptorkérper-cDNA und
Selektionsmarker erhaltener Abschnitt von Exon I; grin: Deletierter Abschnitt von Exon | im
rekombinierten Allel; rot: Startcodon der tau-mRNA.

Da die in Exon | des tau-Gens inserierte DNA-Sequenz 2 als transkriptionelle Stopsignale
wirkende Polyadenylierungssequenzen enthielt, wurde davon ausgegangen, dal} diese
Manipulation eine vollstandige Deletion von Tau zur Folge hat, welche unter 4.4.4.3 auf
der Ebene des Proteins mittels Western-Transfer belegt werden konnte.

4.4.2.3 Karyotypisierung der rekombinierten ES-Klone

Durch fortgesetztes Passagieren kann es zu chromosomalen Anomalien, sog.
Aneuploidien, der ES-Zellen kommen, womit das Potential der betroffenen ES-Zellen zur
Keimbahntransmission verloren geht. Das Passagieren von ES-Zellen in 96 Well Schalen
begunstigt hierbei die Selektion auf aneuploide ES-Klone, da infolge von
Verdinnungseffekten bevorzugt langsam wachsende Klone verloren gehen, wahrend sich
schnell wachsende Klone anreichern. Dem liegt die Tatsache zugrunde, dal} ES-Zellen
mit einer Trisomie des Chromosoms 8 sich schneller teilen als euploide ES-Zellen (Liu et
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al. 1997). In den vorliegenden Experimenten war das Risiko fur Aneuploidien erhdht, da

Qualitat und Karyotyp der eingesetzten ES-Zellen nicht bekannt waren. Aus diesen
Grinden wurde der Karyotypisierung der ES-Zellklone vor der Injektion in Blastocysten
eine besondere Bedeutung beigemessen.

Von den rekombinanten ES-Klonen wurden 40-50 Karyotypen je Klon photographiert und
ausgezahlt. Hierbei wurden nur solche Karyotypen photographiert, in denen sich die
einzelnen Chromosomen eindeutig identifizieren liellen und die zu individuellen Zellen
gehdrigen Chromosomensatze einen hinreichenden Abstand zueinander aufwiesen,
wahrend die Karyotypen ansonsten zufallsbedingt ausgewahlt wurden.

Abb. 20: Beispiel fiir einen optimal aufgelosten Karyotyp einer Maus ES-Zelle mit 40 Chromosomen.

FiUr die Auswertung wurden alle Karyotypen mit weniger als 40 oder einer offensichtlich
praparationsbedingt verfalschten Chromosomenzahl verworfen, da die betreffenden
Zellen nicht lebensfahig gewesen waren. ES-Klone wurden als euploid gewertet, sofern
die Zahl der Karyotypen mit einer Chromosomenzahl von mehr als 40 weniger als 10%
der insgesamt ausgezahlten Karyotypen ausmachte.
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Klon Nr. Chromosomenzahl Passage
<40 40 41 42 43 nonsens
49 1x 38, 1x 39 8 41 1 0 1 8
61 3x 36, 2x 38, 4x 39 30 0 0 0 4 7
73 1x 37, 2x 38, 5x 39 38 1 0 0 6 7
79 2x 38, 4x 39 29 9 1 0 7 7
80 1x 36, 3x 38, 3x 39 3 7 29 2 10 7
95 1x 38, 3x 39 13 37 3 0 1 8
108 2x 37, 1x 38, 3x 39 10 32 2 0 6 7
145 1x 37, 1x 38, 3x 39 7 40 0 0 1 7
156 1x 36, 3x 39 7 34 3 0 4 7
191 2x 37, 6x 38, 16x 39 13 3 6 4 5 7

Tab. 2: Ergebnis der Karyotypisierung der 10 korrekt rekombinierten ES-Zellklone.

Es ist jeweils die Anzahl der mit einer bestimmten Chromosomenzahl photographierten Karyotypen sowie
die Passagenzahl angegeben, bei welcher der Karyotyp bestimmt wurde (gezahlt ab Picken des Klones).
Karyotypen mit einer offensichtlich praparationsbedingt verfalschten Chromosomenzahl sind in der Spalte
»honsens* subsumiert.

Auf der Grundlage dieser Kriterien erwiesen sich die beiden ES-Klone Nr. 61 und Nr. 73
enstprechend 20% aller korrekt rekombinierten Klone als euploid, wahrend die Ubrigen
ES-Klone einen aneuploiden Karyotyp zeigten.

4.4.3 Etablierung der tay®P"*>'9ErhASle Maysilinie

4.4.3.1 Erzeugung von Chimaren mittels Blastocysteninjektion

Die Etablierung einer transgenen Mauslinie aus ES-Zellen setzt die Erzeugung sog.
Chimaren voraus, bei denen es sich um Mause handelt, die zu einem bestimmten Anteil
aus ES-Zellen bestehen. Hierzu werden die ES-Zellen in das Blastocél von
Mausembryonen des Entwicklungsstadiums E3.5, sog. Blastocysten, injiziert, in denen sie
sich mit der sog. inneren Zellmasse vermischen. Diese injizierten Mausembryonen
werden in den Uterus einer scheinschwangeren Amme eingesetzt und nach Geburt und
Heranwachsen der Tiere mit Wildtyp Mausen verpaart. Da auch die Keimzellen der
Chimaren zu einem Teil aus den injizierten ES-Zellen hervorgehen, kann es zur
Keimbahntransmission der in den ES-Zellen vorliegenden Mutation kommen, und die
betreffenden Nachkommen tragen die Mutation in jeweils einem Allel in allen Zellen.
Durch anschlieRende Verpaarung der heterozygoten Grindertiere kann die Mauslinie mit
Tieren aller 3 Genotypen etabliert werden.

FUr die Erzeugung von Chimaren wurden die beiden korrekt rekombinierten, euploiden
ES-Klone Nr. 61 und Nr. 73 in Blastocysten des Inzuchtstammes C57BL/6 injiziert, welche
zum Austragen in die Uteri scheinschwangerer Ammen des Stammes NMRI transferiert
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wurden. Da die R1 ES-Zellen aus dem Mausstamm SV 129 isoliert wurden und somit das

agouti-Allel tragen, konnte der Grad des Chimarismus etwa ab dem 7. postnatalen Tag
anhand der Fellfarbe abgeschatzt werden, wobei schwarze Fellhaare den Beitrag der
Blastocyste, braune Fellhaare den Beitrag der ES-Zellen reprasentierten.

Chimarismus’
ES-Klon | Injektion | Geburt Zahl | schwarz | <30% | <50% | <70% | > 70% Bemerkungen
61 29.11.°99 | 1712’99 | 5 1J 4x 1 18.12.99
61 30.11.99 | 17.12’99 | 8 5 19 14,19
61 30.11.99 | 18.12’99 | 4 4 14 14 14 1x 1 20.12.°99
73 6.12°99 | 23.12’99 | 6 1J 24 3x 13.1.00
73 7.12°99 | 26.12”99 | 3 14 19 1x 1 27.12.99

Tab. 3: Ergebnis der Injektion der beiden ES-Klone Nr. 61 und Nr. 73 in Blastocysten des
Inzuchtstammes C57BL/6.

' Prozentangaben zum Grad des Chimarismus aufgrund des geschatzten Anteils brauner Fellhaare.
t: Verstorben.

Nach dem Umzug der Arbeitsgruppe mulfite die transgene Mauslinie erneut aus ES-Zellen
uber die Erzeugung von Chimaren etabliert werden. Hierbei wurden die Chimaren mit
einer der Blastocysten-Injektion verwandten Technik, der sog. Morula-Aggregation, aus
ES-Zellen und frihen Mausembryonen des Entwicklungsstadiums E2.5 erzeugt. Bei den
zur Aggregation eingesetzten Mausembryonen handelte es sich genetisch um ein F1-
Hybrid der beiden Inzuchtstammen C57BL/6 und FVB. Hierdurch konnte der Beitrag der
ES-Zellen zu den Chimaren nur anhand von subtileren Merkmalen der Fellzeichnung
detektiert werden, und quantitative Aussagen zum Grad des Chimarismus waren nicht
zuverlassig moglich. Aus diesem Grunde sollen die Ergebnisse der Morula-Aggregation
nicht detailliert dargestellt werden.

4.4.3.2 Keimbahntransmission des rekombinanten Gens

Fir die Etablierung der transgenen Mauslinie wurden die mannlichen Chimaren mit
Weibchen des Inzuchtstammes C57BL/6 verpaart. Hierbei wurden nur die Chimaren mit
dem groften Grad an Chimarismus verpaart, da in diesen ein hoher Beitrag der ES-Zellen
zu den Keimzellen besonders wahrscheinlich ist. Weibliche Chimaren wurden nicht
verpaart, da sie aufgrund des Beitrages der mannlichen ES-Zellinie zu den Gonaden des
Tieres mit erhdhter Wahrscheinlichkeit steril sind und erfahrungsgemaf} in den aus ES-
Zellen hervorgegangenen Zellen oft einen X0-Genotyp tragen.

Die Nachkommen dieser Verpaarungen wiesen eine braune Fellfarbe auf, sofern es zu
einer Keimbahntransmission gekommen war, wahrend die Tiere mit schwarzer Fellfarbe
keinen Beitrag der ES-Zellen hatten und genetisch reine C57BL/6 Inzuchttiere waren. Da
die verwendeten ES-Zellen heterozygot hinsichtlich der am tfau-Lokus vorgenommenen
Mutation waren, trugen statistisch 50% der Nachkommen mit brauner Fellfarbe das
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rekombinierte Allel in allen Korperzellen. Diese heterozygoten sog. Grundertiere der
Generation F1 wurden untereinander verpaart, um homozygote Mutanten zu erzeugen.

Chimare ES-Kilon Nachkommen | Schwarze | Braune | Heterozygote
(% ES-Beitrag_;)1 insgesamt Fellfarbe | Fellfarbe | Griindertiere

5-FO 61, 70-90% 17 11 6 5

6-FO 61, 30-50% 51 38 13 8

8-FO 73, 50% 23 10 13 13

11-FO 73, 50% 68 65 3 0

Tab. 4: Fellfarbe und Genotyp von Nachkommen der Chiméren.

Aufgefiihrt sind die Nachkommen von vier mannlichen Chimaren aus Verpaarungen mit Weibchen des
Inzuchtstammes C57BL/6. Die Chimaren wurden mittels Blastocysteninjektion der ES-Klone Nr. 61 und
Nr. 73 erzeugt.

': Der Grad des Beitrages von ES-Zellen zu den Chiméren wurde anhand der Fellfarbe geschatzt.

EphA5Ig/EphA5Ig EphASIg/EPhASIG £14

Die Mauslinie wird im folgenden tau genannt (hierbei steht tau
homozygote, tau"'9" fiir heterozygote Mutanten).

4.4.3.3 Etablierung einer PCR-basierten Genotypisierungsstrategie

FUr die Bestimmung des Genotyps der Mause wurde eine PCR-basierte Strategie
etabliert, welche die gleichzeitige Detektion des Wildtyp als auch des rekombinierten
Allels in derselben Reaktion mit genomischer DNA aus Schwanzbiopsien als Matrize
erlaubte. Diese Strategie verwendete 3 Primer, welche um das Exon | des tau-
genomischen Lokus angeordnet waren (Abb. 21). Die Primer ,Tau U1“ und ,Tau D1“
amplifizierten ein 1139 bp langes DNA-Fragment ausschliel3lich aus dem Wildtyp Allel, da
im rekombinierten Allel die Entstehung eines PCR-Produkts durch die Insertion von
zusatzlich 4571 bp zwischen den Ansatzstellen der Primer verhindert war. Die Primer
.Neo U1“ und ,Tau D1“ amplifizierten ein 636 bp langes DNA-Fragment aus dem
rekombinierten Allel, welches sich aus tau-genomischer Sequenz und einem Abschnitt
des Gens Neomycin-Phosphotransferase zusammensetzte.
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. Tau U1 Tau D1
Wildtyp - =
Allel Exon |
Tau U1 Neo U1 Tau D1
rekombiniertes - - =
Allel Rezeptorkdrper | PGK-NEO
- SV40 pA -SV40 pA ‘

a) Insertion gesamt: 4571 bp

EphA5Ig/EphA5lg

Abb. 21: PCR-basierte Genotypsierungsstrategie fiir die Mauslinie tau

a) Schematische Darstellung der PCR zur gleichzeitigen Detektion von rekombiniertem sowie Wildtyp Allel
in einer gemeinsamen PCR-Reaktion. Wildtyp sowie rekombiniertes Allel wurden mit dem gemeinsamen
3’-Primer ,Tau D1“ sowie dem jeweiligen 5’-Primern ,Neo U1“ bzw. ,Tau U1“ detektiert, wobei das Wildtyp
Allel ein PCR-Fragment von 1139 bp, das rekombinierte Allel ein PCR-Fragment von 636 bp lieferte.

b) Beispiel fir die Genotypisierungs-PCR, durchgefihrt mit genomischer DNA aus R1: Wildtyp R1 ES-
Zellen, # 73: Korrekt rekombinierter ES-Zellklon, welcher fiir die Blastocysteninjektion verwendet wurde,
tayFPASII/ERRASIG g EPRASIONE (V™ Schwanzbiopsie jeweils einer Wildtyp Maus sowie einer
heterozygoten und einer homozygoten Mutante; LS: Langenstandard ,1 kb DNA ladder” (Gibco).

4.4.3.4 Erzeugung einer congenischen Mauslinie mittels Riickkreuzung

Der genetische Hintergrund hat haufig einen profunden Einflul auf den Phanotyp einer
Mauslinie (Sanford et al. 2001, Doetschman 1999). Da in einer Mauslinie mit
~.gemischtem® genetischen Hintergrund der Beitrag der einzelnen Inzuchtstamme in den
individuellen Einzeltieren starken Schwankungen unterliegt, kann ein solcher Hintergrund
eine betrachtliche phanotypische Variabilitdt auslosen. Um diese Variabilitat zu
minimieren, kann aus einer Mauslinie mit gemischtem genetischen Hintergrund mittels
Ruckkreuzung eine sog. congenische Mauslinie erzeugt werden, in welcher alle Allele mit
Ausnahme des mutierten Lokus einem Inzuchtstamm angehdoren und die Einzeltiere der
Linie genetisch identisch sind. Der Anteil der Allele am gesamten Genom, der nach N
Generationen Ruckkreuzung statistisch dem betreffenden Inzuchtstamm entspricht,
berechnet sich nach 1-(1/2) 7 und konventionsgemaly wird eine Mauslinie ab der 10.
Generation Ruckkreuzung congenisch genannt.

Da die verwendete R1 ES-Zellinie aus SV129 Mausen stammte (Nagy et al. 1993,
Threadgill et al. 1997) und die Chimaren mit C57BL/6 Tieren verpaart wurden, hatte die
Mauslinie tau®P"%19EPA3I i der  F1-Generation einen gemischten genetischen
Hintergrund mit jeweils 50-prozentigem Anteil der beiden Inzuchtstamme SV129 und
C57BL/6. Diese Mause wurden fir insgesamt 5 Generation gegen Tiere des
Inzuchtstammes C57BL/6 ruckgekreuzt, womit eine Uber 90-prozentige Congenitat
erzeugt wurde.
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Abb. 22: Erzeugung einer congenischen Mauslinie mittels Riickkreuzung.

a) Die F1-Tiere der Mauslinie tau™"*'95P"%19 mit einem gemischten genetischen Hintergrund mit jeweils 50-
prozentigem Anteil der beiden Inzuchtlinien SV129 (weil3e Farbe) und C57BL/6 (schwarze Farbe) wurden
fur insgesamt 5 Generationen gegen Tiere des Inzuchtstammes C57BL/6 riickgekreuzt.

b) Durch die Rickkreuzung Uber 5 Generationen wurde eine tber 90-prozentige Congenitat der Mauslinie
erzielt. Nach weiteren 5 Generationen Rickkreuzung wird es sich um eine definitionsgemal congenische

Mauslinie handeln.
Modifiziert nach: Silver (1995).

Aufgrund des Umzugs der Arbeitgruppe mufldte die Ruckkreuzung nach der erneuten
Etablierung der Mauslinie in Basel wiederholt werden, weshalb die Vervollstandigung der
Ruckkreuzung bis zur 10. Generation noch erfolgen mufd und die ruckgekreuzten Tiere
erst in zukunftigen Experimenten flr die phanotypische Analyse eingesetzt werden
konnen.
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4.4.4 Grundeigenschaften der tautP"**'9YEPhA%19 Mayslinie

4.4.4.1 Uberlebensfahigkeit und Fertilitit, &uBeres Erscheinungsbild
Die Mauslinie taufPMSI9EPMASIS  eigte  keine Anzeichen fiir eine verringerte
Uberlebensfahigkeit. Nach Genotypisierung von 523 geborenen Nachkommen aus
Verpaarungen von heterozygoten Tieren mit gemischtem Hintergrund zeigte die Mauslinie
eine nur geringfugige Abweichung von der erwarteten Mendelschen Verteilung. Hierbei
wurden jeweils nur Tiere in der Statistik berlcksichtigt, welche bis zum Absetzalter von 4
Wochen uberlebten.

Gesamt tauwtlwt tauEphASIg/wt tauEphASIglEphASIg
Anzahl 523 115 253 155
Entspricht % 100 22 48 30
Erwartet (%) 131 (25%) 261 (50%) 131 (25%)

Tab. 5: Verteilung der Genotypen auf die Nachkommen aus Verpaarungen heterozygoter Tiere.
Es wurden nur die bis mindestens bis zum Absetzalter von 4 Wochen Uberlebenden Tiere gezahlt.

Die Abweichungen der gefundenen Genotypenverteilung von den Mendel'schen
Vorhersagen waren gering. Die durchschnittliche WurfgroRe sowie die durchschnittliche
Zeitspanne zwischen Ansetzen von Verpaarungen und Geburt lieferten keine Hinweise
auf eine veranderte Fertilitat der Mauslinie.

Das &uRere Erscheinungsbild von tautP219EPhASe Maysen war weitestgehend unauffallig.
Die Tiere zeigten keine offensichtlichen Anzeichen von sensorischen (Wunden infolge
fehlender Schmerzwahrnehmung, Entzindungen infolge von Infektionen, ,Circling”
aufgrund von Innenohrdefekten) motorischen (Ataxie, Koordinationsprobleme, Schwache
der Tiere) oder morphologischen (Korpergrof3e und Proportionen, Pigmentierung, Form
und Haltung von Extremitaten) Defizite. Lediglich bei den rickgekreuzten Tiere wurde
eine Tendenz zu vermehrtem aggressiven Verhalten sowie ein verstarktes Zittern in
perinatalen Stadien festgestellt, dal} sich jedoch ab dem 10. postnatalen Tag aufldste.

4.4.4.2 Analyse des Genaustausches auf RNA-Ebene

Bei der Insertion synthetischer DNA-Sequenzen in einen endogenen Genlokus kann es
zu unerwunschten Effekten wie Silencing oder der Verstimmelung des mRNA-
Transkriptes kommen, in deren Folge entweder die Transkription aufgrund von
Modifikationen der DNA blockiert oder die Translation eines funktionellen Proteins infolge
von SpleilRereignissen verhindert sein kdnnen. Um derartige Effekte auszuschliel3en,
sollte das intakte Transkript des Rezeptorkdrpers in neuronalem Gewebe der Mutante
mittels RT-PCR und Northern-Transfer nachgewiesen werden.

Fir die Analyse des Rezeptorkdrper-Transkriptes mittels RT-PCR wurde aus Hirngewebe
von 11 Tage alten Mausen aller 3 Genotypen gesamt-RNA isoliert und unter Verwendung
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von oligo-dT Primern in cDNAs revers transkribiert. Diese cDNAs sowie das
Rekombinationskonstrukt wurden als Matrize flir PCR-Reaktionen mit den Primern
.BSK 1“ sowie ,FC 3" eingesetzt, welche das Start- und das Stopcodon des
Rezeptorkdrpers umschliel3en.

?@Q

pS

QL

o8 s
&QG«?\E”;?
SLGL G S
NAONPNENCEN NG

Offener Leserahmen
des Rezeptorkdrpers

@ TGA,
BSK1 FC3 <« 2135bp
a) Rezeptorkorper-Transkript
= <— 452 bp

b) GAPDH-Kontrolle

EphAS5Ig/wt

Abb. 23: Detektion des Rezeptorkorper-Transkriptes in Hirngewebe 11 Tage alter tau Mause

mittels RT-PCR.

a) PCR mit den Primern ,BSK 1“ und ,FC 3“ sowie mit den cDNAs 11 Tage alter Mause aller 3 Genotypen

und dem Rekombinationskonstrukt als Matrize. Die verwendeten Primer umschlieRBen das Start- und das
Stopcodon des Rezeptorkorper-Transkriptes und amplifizieren ein DNA-Fragment von 2135 bp.
LS: Langenstandard ,1 kb DNA ladder” (Gibco); & RT: PCR-Reaktion mit RNA anstelle von cDNA als
Matrize; pTIBFmyc: PCR-Reaktion mit dem Rekombinationskonstrukt; tay=P"A%9/EPhASla " ¢q, ErhASlaiwt
tau""™: PCR-Reaktionen mit cDNAs aus Hirngewebe jeweils einer Wildtyp Maus sowie und einer
heterozygoten und einer homozygoten Mutante.

b) PCR mit den Primern ,GAP 1“ und ,GAP 2“ sowie mit den in a) verwendeten cDNAs als Matrize. Die
Primer amplifizierten ein DNA-Fragment von 452 bp aus dem Transkript des Glykolyseenzyms
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase. Die Reaktionen belegen, dal} die verwendeten cDNAs eine
aquivalente Qualitat besitzen.

LS: Langenstandard ,50 bp DNA ladder® (Gibco); & RT: PCR-Reaktion mit RNA anstelle von cDNA als
Matrize; tayFPhASI9/EPhASI g ERhASIGIL 40 ""™!. PCR-Reaktionen mit cDNAs aus Hirngewebe jeweils einer
Wildtyp Maus sowie und einer heterozygoten und einer homozygoten Mutante.
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Durch den Vergleich der PCR-Produkte konnte ausgeschlossen werden, dal® es zu einer
Deletion interner Segmente des Rezeptorkdrper-Transkriptes kam, in deren Folge
verkurzte PCR-Fragmente aus den cDNAs amplifiziert worden waren.

Mit Hilfe von Northern-Transfer wurde die Lange der Rezeptorkorper-Transkripte
analysiert. Hierbei wurde poly-A* RNA aus Hirngewebe jeweils eines 9 Tage alten
heterozygoten und eines Wildtyp Tieres eingesetzt. Die Membran wurde mit einer Sonde
hybridisiert, welche den Fc-Bereich des Rezeptorkorper-Transkriptes detektiert.

& &
AN AN
F AN
& & @
& @ & &
<«— 95kb
«— 5kb
<«— 3.5kb

- e < 1.8 kb

hum-Fc- GAPDH-
Sonde Sonde

Abb. 24: Analyse der Rezeptorkdrper-Transkripte mittels Northern-Transfer.

a) Die Inkubation der Membran mit einer gegen den Fc-Bereich des Rezeptorkdrper-Transkriptes
gerichteten Sonde ergab 2 Hauptsignale auf einer Hohe von ca. 3.5 kb und ca. 5 kb sowie eine schwache
Nebenbande bei ca. 9.5 kb. Die Abwesenheit von Signalen in der Spur mit Wildtyp RNA belegte die
Spezifitat der Sonde. Die verwendete Sonde entspricht den 3’-terminalen 468 bp des offenen
Leserahmens des Rezeptorkdrpers.

b) Inkubation derselben Membran mit einer gegen das Transkript fir Glycerinaldehyd-3-phosphat-
dehydrogenase (GAPDH) gerichteten Sonde (Genbank Accession Nr. M32599, bp 566-1017).

Fir den Northern-Transfer wurde Poly -A" RNA (3 pg pro Spur) aus Hirngewebe jeweils einer 9 Tage alten
heterozygoten Mutante (tau®™™*%"") und eines Wildtyp (tau*""") Tieres eingesetzt. Die RNA wurde Gber
ein Formaldehyd haltiges 0.8-prozentiges Agarosegel aufgetrennt.

Die Hybridisierung lieferte 3 Signale auf der Héhe von 3.5 kb, 5 kb und 9.5 kb. Da die
Lange aller 3 detektierten Transkripte groRer ist als der offene Leseramen des
Rezeptorkérpers von 2175 bp, ist es sehr wahrscheinlich, dal3 der offene Leserahmen in
keinem der 3 Isoformen des Rezeptorkorper-Transkriptes verstimmelt ist.
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Mittels in-situ Hybridisierung wurde die Lokalisierung des Rezeptorkdrper-Transkriptes in
Gewebeschnitten analysiert, um Anhaltspunkte fiir die Neuron-spezifische Expression des
Rezeptorkorpers zu erhalten. In diesen Experimenten wurden parasagittale Hirnschnitte
einer 23 Tage alten Chimare angefertigt und mit einer gegen den 3’-terminalen Bereich
der Rezeptorkdrper-cDNA gerichteten Sonde hybridisiert. Hierbei wurde dieselbe Sonde
wie fur den Northern-Transfer eingesetzt.

c) Hippocampus d) Cerebellum
(sense-Sonde)

Abb. 25: Detektion des Rezeptorkorper-Transkriptes in parasagittalen Hirnschnitten einer 23 Tage
alten Chimare mittels in-situ Hybridisierung.

Unter Dunkelfeldbeleuchtung angefertigte Aufnahmen von Ausschnitten aus

a) Dem Cerebellum

b) Dem Hippocampus

¢) Dem Bulbus olfactorius.
Pfeile in a) und c) zeigen auf Purkinjezellen bzw. Mitralzellen, die aufgrund ihrer exponierten Lokalisierung
im Gewebe und ihres besonderen Zelldurchmessers identifiziert wurden. In a) — ¢) sind nicht alle
Neuronen markiert, da nur ein Teil der Zellen des chimaren Hirngewebes aus ES-Zellen entstanden war
und das rekombinierte Allel trug.

d) Kontrollexperiment: Ausschnitt vom Cerebellum eines benachbarten Gewebeschnittes, welcher mit der in
sense-Orientierung transkribierten Sonde hybridisiert wurde.
Die in-situ Hybridisierung erfolgte gemaf 6.2.4.7 mit einer gegen den Fc-Bereich des Rezeptorkorper-
Transkriptes gerichteten RNA-Sonde.
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Die in-situ Hybridisierung von Gehirnschnitten einer Chimare mit einer gegen den Fc-
Bereich des Rezeptorkdrper-Transkriptes gerichteten Sonde lieferte distinkte Signale, die
in einzelnen Strukturen wie dem Cerebellum und dem Bulbus olfactorius eindeutig
Neuronen zugeordnet werden konnten. So waren aufgrund ihrer prominenten Lokalisation
im Gewebe die sehr intensiven Signale im Cerebellum (Abb. 25 a), Pfeile) Purkinjezellen,
die im Bulbus olfactorius gefundenen Signale (Abb. 25 c), Pfeile) Mitralzellen zuzuordnen.
In den Gewebeschnitten gaben nicht alle Neuronen ein Signal, da nur ein Teil der Zellen
der Chimare aus ES-Zellen hervorgegangen war und ausschliel3lich diese Zellen das
rekombinierte Allel trugen.

Diese Experimente belegten mit drei unterschiedlichen Methoden, dal3 die
Rezeptorkorper-cDNA unter in-vivo Bedingungen in neuronalem Gewebe transkribiert
wurde und es sehr wahrscheinlich nicht zu einer Verstimmelung des offenen
Leserahmens kam. Die in-situ Hybridisierung lieferte dariiber hinaus Anhaltspunkte flr die
Neuron-Spezifitat der Transkription.

4.4.4.3 Analyse des Genaustausches auf Protein-Ebene

Der Genaustausch in der tau®P"'9EPMASIS Mayslinie wurde auch auf der Ebene des
Proteins untersucht, um den Beleg fur die vollstandige Deletion von Tau in homozygoten
Mutanten zu erbringen. Einer vollstandigen Deletion des Tau-Proteins wurde besondere
Bedeutung beigemessen, da eine fortdauernde Expression von nur einzelnen Isoformen
oder isolierten Domanen des Tau-Proteins in der Mutante potentiell einen unerwunschten
neuronalen Phanotyp auslosen konnte (Lee et al. 2001, Hong et al. 1998). Weiterhin
sollte der Rezeptorkorper in verschiedenen neuronalen Geweben qualitativ nachgewiesen
und quantifiziert werden.

Zunachst wurde der Genaustausch mit Hilfe von Western-Transfer anhand von
Hirnlysaten unter Verwendung des monoklonalen Antikdrpers Tau-1 (Binder et al. 1985)
untersucht. Dieser Antikorper erkennt alle 3 murinen Isoformen von Tau unabhangig vom
Grad ihrer Phosphorylierung. Der Rezeptorkérper wurde mit einem polyklonalen, gegen
den Fc-Tag gerichteten Antikorper detektiert.
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Abb. 26: Untersuchung des Genaustausches mittels Western-Transfer von Hirnlysaten.

Detektion von a) Tau und b) des Rezeptorkc")Epers.

a) Das Hirnlysat homozygoter Mutanten (taut""*°'9EPh"%19) 7eigte keinerlei Tau-lmmunreaktivitat, wahrend
sich in den Lysaten von heterozygoten (tau™"*'*'y oder von Wildtyp Mausen (tau™"™') das erwartete
Bandenmuster fand.

b) Der Rezeptorkdrper war in den Hirnlysaten homozygoter (tau®"**95P"*%19) ynd heterozygoter (tau

Mause detektierbar. Die Abwesenheit eines Signals in Hirnlysat von Wildtyp (tau""") Mausen belegte die
Spezifitdt des Antikorpers.
Fir den Transfer wurde jeweils Lysate mit einem Gesamtproteingehalt von 10 pg pro Spur von 24 Tage
alten Mausen aller 3 Genotypen mittels SDS-PAGE auf einem Gel mit 12% (a) bzw. 10% (b)
Polyacrylamid unter reduzierenden Bedingungen aufgetrennt. Die Membranen wurde mit Tau-1 (a),
1:2000, Boehringer Mannheim) bzw. einem Kaninchen-anti human Fc Antikérper (b), 1:10.000, Jackson)
sowie anschliefend mit einem geeigneten, HRP-konjugierten Sekundarantikdrper inkubiert.

EphA5Ig/wt)

Der Western-Transfer belegte, dal Tau in der tau=PMS9EPMASIS Mayslinie vollstandig
deletiert ist. Der Rezeptorkorper wurde in den Hirnlysaten von homozygoten und
heterozygoten Mausen bei dem erwarteten Molekulargewicht von 90 kDa detektiert und
zeigte keinerlei Anzeichen von Degradation.
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Da eine Dimerisierung von Rezeptorkdrpern die Affinitat zu den jeweiligen Liganden
wesentlich erhodht, sollte das Verhaltnis von dimerer zu monomerer Form des
Rezeptorkorpers in der Mutante analysiert werden. Fur diesen Teil der Analyse wurde die
Tatsache ausgenutzt, dall die Dimerisierung von Rezeptorkdérpern mit einem Fc-Tag Uber
Disulfidbrucken erfolgt. Hirnlysate aller 3 Genotypen wurden unter reduzierenden und
nicht-reduzierenden Bedingungen mittels SDS-PAGE aufgetrennt und fir Western-
Transfers eingesetzt, in welchen der Rezeptorkdrper anhand des Fc-Tags detektiert
wurde.

& &
Ny g
& & ¢ S & s
& @ N &G & N
& & ¢ & & &
<— 220 kDa h &= <«— 220 kDa
7 kD
<« 97kDa < 97kba
-— -
anti-hum Fc anti-hum Fc
+ B-Mercaptoethanol - B-Mercaptoethanol
(reduzierend) (nicht-reduzierend)

Abb. 27: Analyse des Verhidltnis von dimerer zu monomerer Form des Rezeptorkoérpers in
Hirnlysaten.

Western-Transfers von Hirnlysaten 24 Tage alter Mause aller 3 Genotypen

a) Unter reduzierenden und

b) Unter nicht-reduzierenden Bedingungen.
Wahrend der Western-Transfer fiir Himnlysate homozygoter (tau"°'9EPh4%19) ynd  heterozygoter
(tau®*"™'9™Y Mause unter reduzierenden Bedingungen ausschlieRlich ein Signal bei 90 kDa ergab, wurde
unter nicht-reduzierenden Bedingungen ein Signal bei ca. 240 kDa detektiert.
Fir den Transfer wurde jeweils Lysate mit einem Gesamtproteingehalt von 10 ug pro Spur von 24 Tage
alten Mausen aller drei Genotypen mittels SDS-PAGE auf einem Gel mit 10% Polyacrylamid unter
reduzierenden bzw. nicht-reduzierenden Bedingungen aufgetrennt. Die Membran wurde mit einem
Kaninchen anti-human Fc Antikérper (1:10.000, Jackson) sowie anschlielend mit einem geeigneten,
HRP-konjugierten Sekundarantikérper inkubiert.
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Unter reduzierenden Bedingungen wurde in den Hirnlysaten heterozygoter und
homozygoter Mause ein Signal auf der Hoéhe von 90 kDa gefunden, was dem
Molekulargewicht der monomeren Form des Rezeptorkdrper entspricht. Unter nicht-
reduzierenden Bedingungen hingegen wurde ein einziges, distinktes Signal bei einem
Molekulargewicht von ca. 240 kDa gefunden. Dieser Befund belegte, dal} der
Rezeptorkorper in Hirngewebe der Mausmutante quantitativ als Dimer vorliegt, und dal}
die Dimerisierung Uber Disulfidbricken vermittelt wird.

Die geringfugige Abweichung des unter nicht-reduzierenden Bedingungen gefundenen
Molekulargewichtes von ca. 240 kDa von dem fir Dimere des Rezeptorkdrpers
erwarteten Molekulargewicht von 180 kDa ist mit den Eigenschaften der SDS-PAGE
erklarbar, in welcher das logarithmische Verhaltnis der Lauflange zum Molekulargewicht
von Proteinen nur unter reduzierenden Bedingungen gewahrleistet ist.

Mit Hilfe von immunhisto- und immuncytochemischen Farbungen sollte die Expression
des Rezeptorkdrpers im Gewebe demonstriert sowie die subzellulare Lokalisation des
Rezeptorkorpers analysiert werden. In diesen Experimenten stand insbesondere die
Frage im Vordergrund, ob der Rezeptorkorper ausschliel3lich im Soma, oder auch in
axonalen oder dendritischen Fortsatzen der Neuronen detektiert werden konnte. Diese
Frage war von groRRer Bedeutung, um mogliche Phanotypen in der Innervierung
peripherer Strukturen wie z.B. der Extremitaten oder der Kdorperwandung sinnvoll zu
interpretieren. Hierzu wurden sowohl Gewebeschnitte von Hirn und Rickenmark, als auch
dissoziierte hippocampale Neuronen mit Antikdrpern gefarbt, welche gegen den Fc-Tag
des Rezeptorkorpers gerichtet waren. Abb. 28 zeigt eine Auswahl der analysierten
Gewebe und Zellen.

Abb. 28: (folgende Seiten) Detektion des Rezeptorkorpers in Gewebeschnitten (a)-i) sowie
dissoziierten, kultivierten Neuronen (j), k) mit einem gegen den Fc-Tag des Rezeptorkorpers
gerichteten Antikorper.

Es wurden die folgenden Gewebe und Zellen aus Wildtyp Mausen (tau""™")

(tauEphASIg/EphASIg) gefarbt

a), b) In parasagittaler Orientierung geschnittenes Cerebellum 8 Tage alter Mause.

c), d) In parasagittaler Orientierung geschnittener Cortex 21 Tage alter Mause.

e), f) Purkinjezellen in parasagittalen Gewebeschnitten aus dem Cerebellum 8 Tage alter Mause in hoher
VergréRerung. In e) sind Zellkdrper von Purkinjezellen mit Pfeilspitzen, die dendritischen Fortsatze dieser
Zellen mit Pfeilen markiert.

g)-i) Dissoziierte hippocampale Neuronen aus Embryonen des Entwicklungsstadiums E17.5, gefarbt nach 4
d in Kultur. Pfeile in g) und h) markieren Neuriten, in welchen der Rezeptorkdrper detektiert werden
konnte.

j), K) Transversalschnitte vom Ruckenmark neugeborener Mause, angefertigt aus dem lumbosakralen
Bereich.

1), m) Transversalschnitte von Spinalganglien neugeborener Mause.

Die immunhistochemische Farbung von Gewebeschnitten erfolgte gemaf 6.2.4.1-6.2.4.2. Die Kultivierung
und Farbung hippocampaler Neuronen erfolgte gemaf 6.2.2.1 bzw. 6.2.4.3. In allen Farbungen wurde ein
Kaninchen anti-human IgG1 Antikérper (1:2500, Jackson) sowie das ABC Elite Kit (Herstellerangaben,
Vector) verwendet, und die Farbungen wurden mit dem Farbesubstrat DAB entwickelt.

und homozygoten Mutanten
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j) tauEphA5Ig/EphA5Ig k) tauwt/wt I) tauEphASIg/EphASIg m) tauwt/wt
Riuckenmark Spinalganglion

Das intensive Signal in allen Farbungen von Geweben und Zellen homozygoter Tiere
belegte die robuste Expression des Rezeptorkdrpers in der tauFPM19EPMASIS Mayslinie. In
den Farbungen von Purkinjezellen (Abb. 28 e), Pfeile) sowie von dissoziierten
hippocampalen Neuronen (Abb. 28 g) und h), Pfeilspitzen) konnten eindeutig dendritische
Fortsatze bzw. Neuriten angefarbt werden.

Die wichtigste Schlul3folgerung aus diesen Experimenten war, da® die subzellulare
Lokalisation des Rezeptorkdrpers nicht auf das Soma von Neuronen beschrankt ist,
sondern dal} sich der Rezeptorkorper vielmehr auch in Nervenfortsatzen befindet.

4.4.4.4 Quantifizierung der Gewebekonzentration des Rezeptorkorpers

Als Grundlage fur die Interpretation von biologischen Effekten sollte die
Gewebekonzentration des Rezeptorkdrpers in der Mauslinie quantifiziert werden. Hierfur
wurde ein Enzymgekoppelter Immunassay (ELISA, engl.: Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) etabliert, bei welchem der in 293-Zellen Uberexprimierte und aus konditioniertem
Medium isolierte Rezeptorkérper als Standard diente. Da fir den ELISA 2
unterschiedliche, gegen den Fc-Tag gerichtete polyklonale Antikorper verwendet wurden,
handelte es sich um einen sog. Sandwich-ELISA.
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Abb. 29: Sandwich-ELISA fiir die Quantifizierung von Rezeptorkorper-Konzentrationen in
Gewebslysaten.

a) Schematische Darstellung der Funktionsweise des Sandwich-ELISA fir die Quantifizierung von
Rezeptorkorper-Konzentrationen. Ein  Ublicherweise in  einer 96 Well Schale immobilisierter
Primarantikérper bindet den Rezeptorkérper an dem Fc-Tag. In einem zweiten Schritt bindet ein HRP-
konjugierter Sekundarantikdrper den Rezeptorkdrper in demselben Molekulbereich. Die Quantifizierung
erfolgt spektrometrisch nach enzymatischer Umsetzung eines chromogenen Substrates durch das am
Sekundéarantikdrper konjugierte HRP.

b) Beispiel einer Standardkurve des Sandwich-ELISA, wie er fir die Quantifizierung des Rezeptorkérpers in
Gewebslysaten verwendet wurde.

Mit Hilfe dieses Sandwich ELISA wurden die Gewebekonzentrationen des
Rezeptorkérpers in Mausen uber eine Altersspanne von E14.5 — P112 bestimmt. In
diesen Messungen wurden die Gewebsextrakte mit einem auf dem Detergenz CHAPS
basierenden Lysepuffer hergestellt und unverdinnt sowie in 1:5 und 1:10 Verdlinnungen
eingesetzt. Fur die Auswertung wurden jeweils die Mel3punkte herangezogen, welche
sich im linearen Bereich der Standardkurve befanden.
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P1 18.67 (+/- 0.758, n=6) 15.76 (+/- 0.29, n=4)
P7 12.85 (+/- 1.27, n=2) 10.14 (+/- 1.55, n=2)
P34 7.13 (+/- 0.57, n=2) 3.16 (+/- 0.87, n=2)
P112 5.11 (+/- 0.17, n=2) 3.26 (+/- 0.41, n=2)

Abb. 30: Gewebekonzentration des Rezeptorkorpers in Hirnlysaten von tau®"**9EPhA59 pmzysen.

Die Konzentrationen beziehen sich auf den Gehalt an Gesamtprotein in den Lysaten. Die Fehlerbalken
sowie die in Klammern gegebenen +/- Werte reprasentieren Standardabweichungen.
*): Es wurden 6 Hirne gepoolt, lysiert und als Duplikat gemessen.

Die Gewebekonzentration des Rezeptorkdrpers in den homozygoten Mutanten nahm von
dem hodchsten gefundenen Wert von 18.7 pug Rezeptorkérper/mg Protein bei der
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Altersstufe P1 auf einen Wert von 5.1 ug Rezeptorkorper/mg Protein in Hirnlysaten von
112 Tagen alten Tieren ab. In allen analysierten Altersstufen wurde in heterozygoten
Tieren deutlich mehr als 50% der Gewebekonzentrationen gefunden, welche fur die
homozygoten Mutanten ermittelt wurden.

4.4.4.5 Analyse der Hirnmorphologie

Die EphA-Subfamilie weist wahrend der Embryonalentwicklung im Nervensystem eine
sehr dynamische und weit verbreitete Expression auf. Die Inaktivierung einer ganzen
Molekulfamilie konnte somit Fehlentwicklungen auslésen, die moglicherweise schon auf
morphologischer Ebene detektiert werden konnten. Um einen ersten Uberblick Uber
solche moglichen Veranderungen im zentralen Nervensystem zu erhalten, wurden
Hirnschnitte von homozygoten Mutanten und Wildtyp Mausen verschiedener postnataler
Altersstufen aus den ersten 3 Wochen nach Geburt mit Hilfe von klassischen
histologischen Farbemethoden untersucht.

Abb. 31: (folgende Seite) Hirnmorphologie von tau®"**'9EPhA%l8 M35y sen,

Beispiel von Gewebeschnitten einer neugeborenen Wildtyp Maus (tau‘”"Wt

Mutante (tau=P""*'9"EPh4%19) ‘geschnitten in horizontaler Orientierung.
Die Gewebe stammen aus Geschwistern desselben Wurfes. Die Schnitte mit einer Dicke von 25 um
wurden gemaf 6.2.4.1 angefertigt und mit einer 0.02% (w/v) Toluoidinblau Lésung in H,O geféarbt.

) sowie einer homozygoten
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Die Analyse von Hirnschnitten aus Mausen der Altersstufen P0.5, P8, P11 und P21 mit
Hilfe klassischer histologischer Farbungen lie keine offensichtlichen morphologischen
Veranderungen erkennen.

4.4.5 Spezifische Phianotypen der tau=P"*9ErPhAdle pmayslinie

4.4.5.1 Sensorische Projektionen im Riickenmark

Die beiden grofRten Subpopulationen sensorischer Neuronen in Spinalganglien, welche
sich durch die Expression der Neurotrophinrezeptoren TrkA und TrkC auszeichnen,
projizieren zu unterschiedlichen Positionen im Ruckenmark (2.3.3.1.). Wahrend TrkA-
positive Axone ausschlieBlich in dorsalen Laminae des Rlckenmarks terminieren,
projizieren TrkC-positive Neuronen zu medialen und ventralen Positionen im
Rackenmark. Wie unter 4.1. beschrieben, wurde eine spezifische Expression von EphAS
in  TrkA-positiven Neuronen sowie von A-Ephrinen im embryonalen Ruckenmark
beobachtet. Aufgrund dieses Expressionsmusters wurde vermutet, dall die im
Ruckenmark exprimierten A-Ephrine spezifisch auf die TrkA-positiven Axone eine
repulsive Wirkung ausuben und damit ein Einwachsen dieser Projektionen in ventrale
Ruckenmarksbereiche verhindern. Das Wachstum der TrkC-positiven Axone, die keinen
EphA5-Rezeptor exprimieren, ware von den im Ruckenmark exprimierten A-Ephrinen
hingegen unbeeinflult. Gemal dieser Arbeitshypothese wurde vermutet, dal® die TrkA-
positiven Projektionen nach Neutralisation der A-Ephrine im Rickenmark durch den
Rezeptorkdrper in tau=PMeI9EPMASIS Tieren maglicherweise nicht mehr in den dorsalen
Laminae terminieren, sondern in ventrale Bereiche des Rickenmarks vordringen wirden.

Die sensorischen Projektionen wurden mittels Immunhistochemie unter Verwendung der
beiden Marker Calcitonin Gene Related Peptide (CGRP) und Parvalbumin fir die TrkA-
bzw. TrkC-positiven Neuronen untersucht, da sie die beiden Subpopulationen vollstandig
(CGRP, Averill et al. 1995, Silos-Santiago et al. 1995) oder zum Uberwiegenden Teil
(Parvalbumin, Snider et al. 1996, Mu et al. 1993) erfassen. Von retrograden
Markierungsexperimenten mit lipophilen Farbstoffen wurde abgesehen, da diese Methode
sehr leicht zu variablen Ergebnissen fuhrt, wodurch insbesondere eine quantitative
Analyse der Projektionen erheblich limitiert wirde. Weiterhin waren mit Hilfe von
retrograden Markierungstechniken unterschiedslos alle zentralen Projektionen aus den
Spinalganglien angefarbt worden, was die Detektion subtiler, oder nur in bestimmten
neuronalen Subpopulationen auftretender Veranderungen erschwert hatte. Da sich die
sensorische Innervierung verschiedener Ruckenmarksbereiche entlang der rostro-
caudalen Achse des Embryos stark unterscheidet, muf3ten immer dieselben Segmente
des Riickenmarks von Wildtyp und taufP"*®'9EPMA%18 Msyusen miteinander verglichen
werden. Aus diesem Grunde wurden die Experimente mit dem lumbosakralen
Rickenmark durchgefiihrt, da die ldentifikation individueller Spinalganglien in diesem
Bereich aufgrund ihrer besonderen Grof3e erleichtert war. Serienschnitte dieses
Ruckenmarkabschnitts mit anhangenden Spinalganglien von neugeborenen Mutanten
und Wildtyp Mausen wurden mit den erwahnten Markern CGRP und Parvalbumin gefarbt
und in Hinsicht auf Unterschiede in den sensorischen Projektionen analysiert.
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Abb. 32: (folgende Seite) Farbungen von Riickenmark und Spinalganglien neugeborener Mause
gegen CGRP, einem Marker fiir TrkA-positive Neuronen und ihre Projektionen.

a), b) Spinalganglien aus dem lumbosakralen Riickenmarksabschnitt einer Wildtyp Maus (a), fau
einer homozygoten Mutante (b), tau="*'9EPNASI9)

¢), d) Transversalschnitte durch Rickenmark einer Wildtyp Maus (c), tath’M) sowie einer homozygoten
Mutante (d), tau™"**'95"%9) Die mit einem Rahmen markierten Riickenmarksbereiche in ¢) und d) sind in
hoher VergrolRerung in e) und f) widergegeben.

e), f) Ausschnitte der Riickenmarksfarbungen von c) und d), aufgenommen mit hoher Ver rijf&erun%.
Die CGRP-positiven Zellkérper und Projektionen konnten in Gewebe von Mutante (tau=""*'9EPh4%8 1) q),
f) und Wildtyp Mausen (tau™™, a), c), e) eindeutig identifiziert werden. Die exakte Auswertung der
Praparate war jedoch durch eine Hintergrundfarbung beeintrachtigt, und einzelne Axone konnten nur bei
hoher Vergrofierung (e), f) aufgelost werden.
Es wurden Mause des jeweiligen Genotyps aus demselben Wurf verwendet. Das Riickenmark der Mause
wurde mit anhangenden Spinalganglien in einem Bereich caudal des Spinalganglions L1 einer
Ventrallaminektomie unterzogen. Von diesem Gewebe gemal 6.2.4.1 angefertigte Gefrierschnitte mit
einer Dicke von 14 um wurden mit einem Kaninchen anti-CGRP Antikorper (1:2500, Affiniti) sowie dem
ABC Elite Kit (Vector, Herstellerangaben) gefarbt und mit dem Farbesubstrat Diaminobenzidin entwickelt.

VI sowie
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tau™™

b) tauEphASlg/EphSlg
Spinalganglion

tau'™

EphA5Ig/EphA5lg
tau

i) 00 um
d) tauEphASlg/EphASlg

Riickenmark

Die Farbungen von Rickenmark und Spinalganglien mit einem anti-CGRP Antikorper
lieRen eine eindeutige Identifikation von CGRP-positiven Zellkérpern und Projektionen zu.
Infolge einer starken Hintergrundfarbung der Praparate konnten individuelle Axone jedoch
nur bei hoher VergrdlRerung aufgelést werden. Die technische Qualitdt der Farbung
konnte durch Verwendung unterschiedlichster Fixierungsprotokolle sowie von insgesamt
4 verschiedenen Antiseren gegen CGRP nicht verbessert werden. Auch die Verwendung
des alternativen Markers Substanz P erbrachte kein verbessertes Farberesultat.
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wi/wt

EphA5Ig/EphA5I
a) tau PRASIGTERRASS

b) tau
Spinalganglion

EphAS5Ig/EphA5lg EphAS5Ig/EphA5lg

e) tau
Riickenmark

f) tau

Abb. 33: Farbungen von Riickenmark und Spinalganglien neugeborener Mause gegen Parvalbumin,
einem Marker fiir TrkC-positive Neuronen und ihre Projektionen.

a), b) Spinalganglien aus dem lumbosakralen Riickenmarksabschnitt einer Wildtyp Maus (a), tau""*") sowie

einer homozygoten Mutante (b), tau™"YEPMASI0)

c), f) Transversalschnitte durch Rickenmark einer Wildtyp Maus (c), tau™"™") sowie einer homozygoten
Mutante (f), tau™"*9EP"519) Die mit einem Rahmen markierten Riickenmarksbereiche in ¢) und f) sind in
hoher Vergrofierung in d) und e) widergegeben.

d), e) Ausschnitte der Riickenmarksfarbungen von c) und f), aufgenommen mit hoher Vergrél&erun%
Parvalbumin-positive Zellkdrper und Projektionen konnten in Gewebe von Mutante (tau PRASIG/EphA
f) und Wildtyp Mausen (tau™"™", a), c), d) eindeutig identifiziert werden.

Praktische Gewebeprozessierung sowie Durchfiihrung der Immunfarbung mit einem Kaninchen anti-
Parvalbumin Antikérper (Swant, 1:2500) wie fir CGRP (siehe Legende zu Abb. 32).

s b), e),
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Die Farbungen mit einem gegen Parvalbumin gerichteten Antikdrper ergaben ein
optimales Verhaltnis von Signal zu Hintergrund, auf dem Parvalbumin-positive Zellen und
Projektionen eindeutig auch bei niedriger Vergrof3erung identifiziert werden konnten.

Der uberwiegende Teil der CGRP-positiven Projektionen terminierte in Wildtyp wie in
tauEPhASIIEPNASIS \15usen in den dorsalen Laminae des Riickenmarks, wahrend jeweils nur
ein kleiner Teil der Axone unabhangig vom Genotyp auch in tieferen Laminae des
Rickenmarkes detektiert wurde (Abb. 32 a) und d), Pfeile). Die Parvalbumin-positiven
Projektionen traten, ebenfalls unabhangig vom Genotyp, dorsal im medialen Bereich in
das Riuckenmark ein und projizierten in die ventrale Halfte des Riickenmarks (Abb. 33 a)
und d). In Spinalganglien wurde der Uberwiegende Teil der Neuronen mit einem anti-
CGRP Antikérper, hingegen nur ein kleiner Teil der Zellen mit einem anti-Parvalbumin
Antikorper gefarbt. Bei den mit einem anti-CGRP Antikorper gefarbten Neuronen handelte
es sich um Zellen mit kleinem Durchmesser, wahrend die gegen Parvalbumin gefarbten
Neuronen einen vorwiegend grofden Zelldurchmesser aufwiesen (Abb. 32 und Abb. 33,
jeweils €) und f). Die Farberesultate deckten sich mit publizierten Daten in Hinsicht auf
Anteil und Durchmesser der mit den jeweiligen Markern gefarbten Neuronen
(Ubersichtsarbeit: Snider et al. 1996) und waren eine Bestatigung fur die Spezifitat der
Farberesultate.

Die Hauptschwierigkeiten bei der Auswertung waren die starke Hintergrundfarbung fur
den Marker CGRP sowie eine starke Variabilitat. Hierbei wurden in Farbungen mit jedem
der beiden Marker in Wildtyp sowie tauFPM9EPMASIS Mayusen groRe Unterschiede im
Farbungsmuster von Tier zu Tier beobachtet, welche wahrscheinlich auf intrinsischen
biologischen Schwankungen beruhten. Bei den topographischen Projektionen
neugeborener Mause konnten sowohl fur die CGRP- als auch fur die Parvalbumin-
positiven Projektionen keine Unterschiede festgestellt werden.

In weiteren Experimenten ist die Verwendung ruckgekreuzter Tieren geplant, in welchen
der Beitrag des genetischen Hintergrundes zur phanotypischen Variabilitat weitestgehend
eliminiert ist. Dartber hinaus sollen die topographischen Projektionen der TrkA-positiven
Neuronen wahrend der Embryonalentwicklung zwischen E12.5-E14.5 analysiert werden,
da hier etwaige Fehlprojektionen moglicherweise starker ausgepragt sein konnten. Da die
etablierten Marker fUr  TrkA-positive Projektionen in diesen embryonalen
Entwicklungsstadien noch nicht exprimiert sind (Hall et al. 1997), soll fur diese
Experimente eine Mauslinie eingesetzt werden, in welchen das frkA-Gen durch ein
Fusionsprotein ersetzt wurde, das sich aus LacZ und dem Mikrotubuli bindenden Teil von
Tau zusammensetzt (trkA®U2c#129c2) \Wahrend die Zahl der fiir inr Uberleben von NGF
abhangigen Neuronen in Spinalganglien bei heterozygoten Tieren der trkA®-iac</taulacz
Mauslinie bei Geburt praktisch unverandert ist, fehlen in homozygoten Tieren diese
Neuronen bei Geburt fast vollstandig (Smeyne et al. 1994, Silos-Santiago et al. 1995). Auf
diesem Hintergrund soll mit der trkA®e?"auacZ Mayslinie in zuklinftigen Experimenten die
Koexpression von EphA5 und TrkA in Spinalganglien auf quantitativer Ebene untersucht
werden.
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4.4.5.2 Nervenverzweigungen in Extremitaten und Interkostalnerven

Um einen Uberblick Uber mégliche Veradnderungen in neuronalen Projektionen des
peripheren Nervensystems (PNS) zu erhalten, wurde eine Methode fir die
immunhistochemische Farbung von Neuronen und axonalen Fortsatzen in ganzen
Embryonen der Altersstufen E12.5 und E14.5 optimiert. FUr diese Farbungen wurde ein
gegen den C-terminalen Bereich des Proteins Neurofilament-M gerichtetes polyklonales
Antiserum verwendet (Harris et al. 1991). Bei Neurofilament-M handelt es sich um ein
abundantes, vorwiegend in Neuronen lokalisiertes Protein mit einem Molekulargewicht
von 145 kDa, das als wesentliche Komponente des Cytoskeletts den sog.
Intermediarfilamenten zuzuordnen ist (Lee et al. 1996).

0.5 mm

Abb. 34: Beispiel fiir die Farbung eines Wildtyp Mausembryos der Altersstufe E12.5 gegen das
Protein Neurofilament-M.

Embryo nach Farbung gemaR 6.2.4.5, Dehydratisierung und Behandlung mit einer Mischung aus
Benzylalkohol und Bisbenzylbenzoat, in Seitenansicht unter Durchlicht photographiert. Durch die
Behandlung mit dem L&sungsmittelgemisch wurden alle nicht gefarbten Gewebebereiche transparent,
wodurch zuvor verdeckte, innenliegende Strukturen sichtbar wurden.

Die erzielten Farberesultate erlaubten eine Analyse selbst feinster Details von sowohl
oberflachlichen als auch im Inneren des Embryos liegenden Strukturen. Die Methode war
fir eine quantitative und vergleichende Analyse besonders geeignet, da die Praparate
nach Entwicklung mit dem Substrat DAB Uber Monate stabil waren und keinerlei Effekte
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wie das Ausbleichen oder ein Nachdunkeln der Praparate auftraten, welche eine
wiederholte Analyse derselben Objekte erschwert hatten.

Bei der Analyse der Embryonen wurde in einer Vielzahl von Strukturen eine Zunahme von
Nervenverzweigungen beobachtet, welche in der Innervierung von Extremitaten sowie der
Kéré)erwand besonders ausgepragt war. Da die Unterschiede zwischen Wildtyp und
tauEPASIOERMASIS \ausen derselben Entwicklungsstufe eine hohe Variabilitat aufwiesen,
machte die Auswertung eine Quantifizierung erforderlich.

a) ' 500 um b) - 500 pm

wit/wt EphA5Ig/EphA5I
tau tay "9l
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Abb. 35: (vorherige Seite) Innervierung der rechten hinteren Extremitit von Embryonen der
Entwicklungsstufe E14.5.

Das grundlegende Innervierungsmuster der hinteren Extremitaten von

a), ¢) Wildtyp (tau"""* Mausen) und

b), d) knock-in (tau™*"*'9YEPMA%9) Empbryos
zeigte keine offensichtlichen Unterschiede. Bei hdherer Vergréfierung (c), d) wurde jedoch eine deutliche
Zunahme von Nervenverzweigungen in tau™"'9®"%¢ Empbryonen gefunden, welche im distalen Aspekt
der Extremitat besonders ausgepragt war (d), Pfeile).
Die rechte hintere Extremitit von Wildtyp sowie von tau™"*'9P"%8 Empryonen der Entwicklungsstufe
E145 wurden gemdll 6.24.5 gegen Neurofilament-M  gefarbt, dehydratisiert, mit
Bisbenzylbenzoat/Benzylalkohol behandelt und unter Durchlicht photographiert.

Eine Quantifizierung wurde zunachst in Extremitaten versucht, da es sich um eine sehr
kompakte Struktur mit einem repetitiven, im Detail charakterisierten Innervierungsmuster
handelt, wodurch das Auffinden und der Vergleich distinkter Nervenaste in verschiedenen
Praparaten besonders zuverlassig moglich war. In diesen Experimenten wurden die
Extremitaten von Embryonen der Altersstufe E14.5 gegen Neurofilament-M gefarbt,
photographiert und auf Veranderungen des Innervierungsmusters untersucht (Abb. 35).

Die Farbungen der Extremitaten gegen Neurofilament-M wiesen ein sehr gutes Verhaltnis
von Signal zu Hintergrund auf. In allen analysierten Praparaten war das grundlegende
Innervierungsmuster der Extremitaten in der Mutante erhalten, und es wurde weder das
Fehlen groRer Nervenaste, noch das Auftreten zusatzlicher solcher Aste beobachtet. Bei
hoher VergroRerung wurde jedoch eine Zunahme von Nervenverzweigungen in der
Mutante festgestellt, welche im distalen Aspekt der Extremitat besonders ausgepragt war.
Hierbei wurden in den Extremitaten beider Genotypen grole Schwankungen in Grolde,
Zahl und Lokalisation von Nervenverzweigungen beobachtet, welche wahrscheinlich auf
einer intrinsischen biologischen Variabilitdt beruhten. Die quantitative Auswertung der
Nervenverzweigungen wurde durch den Umstand erschwert, dal® es sich bei den
Extremitdten um eine dreidimensionale  Struktur handelt, in denen die
Nervenverzweigungen zum Teil durch gro3e Nervenaste verdeckt oder aul3erhalb der
Fokusebene waren.

Zusammenfassend wurde aus der Analyse der Extremitaten geschlossen, dald in
tauEPMASIGEPRASIS Mauslinie beim Embryonalstadium E14.5 eine Zunahme an iberwiegend
kleinen Nervenverzweigungen vorlag, die jedoch eine starke Variabilitat aufwies und auf
deren Quantifizierung aus technischen Grinden verzichtet wurde.

Fir eine quantitative Analyse von Nervenverzweigungen im PNS wurden aufgrund von
vorwiegend  methodischen  Uberlegungen  die Interkostalnerven  ausgewahit.
Interkostalnerven waren fur eine Quantifizierung von Nervenverzweigungen besonders
geeignet, da die Metamerie des PNS eine einfache Identifikation individueller
Interkostalnerven in den Embryonen erlaubt. Weiterhin waren die Projektionen dieser
Nerven auch an der Korperoberflache sichtbar und damit einer Quantifizierung besonders
gut zuganglich.

Bei den Interkostalnerven handelt es sich um gemischte Nerven mit motorischem und
sensorischem Anteil, welche in den einzelnen Kérpersegmenten aus der ventralen Wurzel
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des Ruckenmarks entspringen und einen Teil der Rumpfmuskulatur sowie die
Korperwand versorgen. Fur die Analyse wurde willkirlich ein Nebenast der
Interkostalnerven, der sog. Ramus dorsalis, ausgewahlt, da er aufgrund seiner kompakten
Struktur und der oberflachlichen Lage seiner Projektionen flir eine Quantifizierung
besonders geeignet war.

Spinalganglion \ \
Interkostal- Lateraler cutaner
\ nerv Zweig
Ramus
dorsalis

Abb. 36: Schematischer Aufbau von Interkostalnerven.

Die gemischten Nerven mit einem motorischen und einem sensorischen Anteil entspringen in den
ventralen Wurzeln des Rickenmarks und innervieren Rumpfmuskulatur und Koérperwand. Es wurde
jeweils der sog. Ramus dorsalis analysiert.

In den Experimenten wurden Embryonen der Altersstufe E12.5 gegen Neurofilament-M
gefarbt und in seitlicher Orientierung unter Auflicht in Ubersicht sowie unter hoher
VergroRerung photographiert. Bei der Auswertung wurden von einzelnen
Interkostalnerven die Gesamtzahl an Verzweigungspunkten sowie die Gesamtlange der
zu den Nerven gehorenden Projektionen ermittelt.
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a) Rumpf eines E12.5 Mausembryos in Seitenansicht, gefarbt als Ganzkdrperpréparat
gegen Neurofilament-M.

&

10 1 1
b) Montage des Ramus dorsalis der c) ,Tracing“ des Ramus dorsalis der
Segmente 10-12. Segmente 10-12.

Abb. 37: Vorgehensweise fiir die Quantifizierung von Nervenfortsatzen im Ramus Dorsalis von
Interkostalnerven.

a) Mausembryonen der Entwicklungsstufe E12.5 wurden als Ganzkorperpraparat gemal dem optimierten
Protokoll 6.2.4.5 gegen Neurofilament-M gefarbt und unter Auflicht in Seitenansicht in Ubersicht
photographiert.

b) Von den Interkostalnerven der Segmente 10-12 wurden Aufnahmen mit hoher Vergrof3erung angefertigt,
und die Rami dorsali der Segmente wurden am Computer aus Einzelbildern montiert.

c) Fir die erleichterte Auswertung wurden die Rami dorsali aus den Segmenten 10-12 manuell abgepaust,
gescannt, und anschlielend manuell hinsichtlich der Gesamtzahl an Nervenverzweigungen sowie mit
Hilfe des Computerprogramms Metamorph (Universal Imaging Corporation) in Hinsicht auf die
Gesamtlange der in einem Ausschnitt gefundenen Nervenfortsatze analysiert.
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Insgesamt wurde der Ramus dorsalis der Interkostalnerven in den Segmenten 10-12 von
8 Mausembryonen der Altersstufe E12.5 untersucht. Zur Minimierung systematischer
Fehler wurden die Auswertungen hierbei jeweils ohne Kenntnis des zu einzelnen
Praparaten gehérenden Genotyps durchgefihrt.

Embryo Genotyp Seite’ | Verzweigungspunkte | Gesamtlinge | Bemerkungen
(Gesamtzahl) Projektionen”
#1 tqutwt links 98 3951.4
rechts 86 4215.3
# tqutwt links 116 4642.2
rechts 129 4562.4
#3 tqutwt links 110 4866.1
rechts 133 4786.2
#4 tauiwt links 119 5881.0
rechts 156 5881.8
#5 tq(EPNASIGEPhASIg links 120 5520.7
rechts 169 6420.9
47 ta1/EPMASIG/EphASIg links - - beschadigt®

rechts 112 4051.6
48 t4(/EPNASIG/EPASIg links 163 5679.7
rechts 150 5612.2

Genotyp Verzweigungspunkte (Gesamtzahl) Gesamtlinge Projektionen?

Mittelwert SEM N* Mittelwert SEM N*

tay"tiwt 118.4 7.66 8 4848.3 248.86 8

tayEPhASIg/EPhASIg 142.8 11.43 5 5457.0 386.15 5

Tab. 6: Gesamtzahl an Verzweigungspunkten sowie Gesamtlinge an Nervenverzweigungen von
Interkostalnerven der Segmente 10-12 in Embryonen der Altersstufe E12.5.

a) Individuelle MeRwerte fur die einzelnen Embryonen, und
b) Durchschnittswerte.
SEM: Standardabweichung bezogen auf den Mittelwert (engl.: Standard Error of the Mean). Alle
analysierten Embryonen stammten aus demselben Wurf.
': Es handelte sich um die rechte bzw. linke Korperseite der Embryos. % Willkiirliche, relative Einheit. :
Wegen einer praparationsbedingten Beschadigung der linken Korperseite des Embryo #7 wurde diese
nicht in die Analyse einbezogen. *: Die linken und rechten Seiten der Embryonen wurden als unabhangige
Datenpunkte gewertet.
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Gesamtlange
Verzweigungspunkte Projektionen
160 - ) 6000 - -
_N= =5
150 1
140 -
130 1 N8
120 -
1101
tr
a) ta th/wt ta uEphASIg/EphASIg b) ta uwt/wt ta UEphA5Ig/EphA5Ig

Abb. 38: Unterschiede im Ramus dorsalis der Interkostalnerven aus den Segmenten 10-12 von
Wildtyp und knock-in Embryonen der Altersstufe E12.5.

Vergleich von

a) Gesamtzahl an Verzweigungspunkten sowie

b) Gesamtlange der Projektionen in den betreffenden Segmenten. In den tau™"**'9=P"%9 Empbryonen wurde
eine Zunahme an Verzweigungspunkten um durchschnittlich 20.6% sowie eine Zunahme in der
Gesamtlange der Projektionen in den betreffenden Segmenten um durchschnittlich 12.6% gefunden.
Die Fehlerbalken reprasentieren SEM. Fur die statistische Auswertung wurden die einzelnen Seiten der
Embryonen als unabhangige Datenpunkte gewertet.

Beim Vergleich von Wildtyp zu tau®Phol9EPMASIe Empryonen wurde eine signifikante
Zunahme in der Zahl von Verzweigungspunkten um durchschnittlich 20.6% sowie eine
signifikante Zunahme in der Gesamtlange der in dem betreffenden Segment gefunden
Projektionen um durchschnittlich 12.6% gefunden.

4.4.5.3 BlutgefaRe

Ausgangspunkt fur die Untersuchung von Blutgefallen waren Befunde aus der Analyse
dendritischer Fortsatze von Purkinjezellen in perinatalen Entwicklungsstufen. Aufgrund
der Expression mehrerer EphA-Rezeptoren in den Purkinjezellen sowie mehrerer
A-Ephrine im Neuropil des Cerebellums in spaten embryonalen sowie frihen postnatalen
Stadien (Rogers et al. 1999, Matsunaga et al. 2000) wurde eine Bedeutung der EphA-
Subfamilie fur die Migration und Entwicklung von Purkinjezellen vermutet. Die
Morphologie dendritischer Fortsatze von Purkinjezellen wurde hierbei mittels
immunhistochemischer Farbungen an parasagittalen Schnitten vom Cerebellum 8 Tage
alter Mause analysiert. Dieser Zeitpunkt erwies sich aus methodischen Granden als
besonders geeignet, da die Dendriten benachbarter Purkinjezellen gerade noch nicht
uberlappten und somit einzeln aufgeldst werden konnten. Als Marker fur Purkinjezellen
wurde Calbindin verwendet, bei dem es sich um ein cytoplasmatisches, Calcium
bindendes Protein handelt, das im juvenilen und maturen Cerebellum fast ausschlieB3lich
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in Purkinjezellen exprimiert wird und dort bis zu 15% des gesamten zellularen Proteins
ausmacht (Andressen et al. 1993, lacopino et al. 1990).

Wahrend die Analyse der Morphologie dendritischer Fortsatze von Purkinjezellen
aufgrund einer sehr starken Variabilitat nicht weiterverfolgt wurde, lieferte eine
Kreuzreaktivitdt des verwendeten Antiserums (Swant, Ascitis des monoklonalen
Antikdrpers D28K) Anhaltspunkte fur mogliche Veranderungen in den Blutgefalen der
Mutante.

Beim Vergleich der anti-Calbindin Farbungen von Cerebellum und Mittelhirn von
tauEPMARIOERPASIS g Wildtyp Mausen wurde im knock-in eine erhdhte Anzahl von
Strukturen detektiert, bei denen es sich aufgrund von GroRe und Anordnung
wahrscheinlich um BlutgefalRe handelte (Abb. 39, Pfeile).

Diese Ausgangbefunde sollten mit Hilfe von immunhistochemischen Farbungen mit dem
klassischen Endothelzellmarker CD31 evaluiert werden. Bei CD31 handelt es sich um ein
auf Endothelzellen aller Gefal3typen sowie auf einigen Blutzellen exprimiertes,
glykosyliertes Transmembranprotein mit einem Molekulargewicht von ca. 130 kDa
(Delisser et al. 1994, Vecchi et al. 1994), das aufgrund seiner initialen Beschreibung als
endotheliales Zelladhasionsmolektl die alternative Bezeichnung PECAM tragt (engl.:
Platelet-Endothelial Cell Adhesion Molecule).
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a) Cerebellum

b) Mittelhirn d) Mittelhirn

wt/wt EphA5Ig/EphAb5I
tau" " tau ol

Abb. 39: Farbung von Hirnschnitten 8 Tage alter Mause gegen Calbindin.

Ausschnitte parasagittaler Hirnschnitte 8 Tage alter Mause vom

a), b) Cerebellum und

c), d) Mittelhirn, geférbt mit einem gegen Calbindin gerichteten Antiserum.
Waéhrend im Cerebellum wie erwartet im wesentlichen Purkinjezellen markiert wurden, kam es aufgrund
der Kreuzreaktivitat des Antikorpers zur Markierung von BlutgefaRen (Pfeile) auch in anderen
Hirnbereichen. Der Vergleich des Farbemusters in Wildtyp (tau*"*") und knock-in (tau""'9EP"4519) Tigren
lieferte Hinweise auf eine moglicherweise erhdhte Gefaldichte im knock-in.
Von Hirnen 8 Tage alter Mause wurden gemal 6.2.4.1-6.2.4.3 Gewebeschnitte in parasagittaler
Orientierung mit einer Dicke von 25 um angefertigt und freischwimmend mit einem Maus anti-Calbindin

Antikérper (Swant, 1:5000) sowie einem Cy3 konjugierten Sekundarantikérper (Jackson, 1:500) gefarbt
und unter Epifluoreszenz photographiert.
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Parasagittale Gefrierschnitte von Cerebella 8 Tage alter Mause wurden mit einem
monoklonalen Antikérper gegen CD31 (Pharmingen, Klon MEC13.3) gefarbt und auf
madgliche Veranderungen in Zahl, GroRe und Anordnung von Blutgefalien analysiert.

Abb. 40: Farbung des Cerebellums 8 Tage alter Mause gegen den Endothelzellmarker CD31.

Ausschnitte parasagittaler Gewebeschnitte vom Cerebellum 8 Tage alter Mause von

a) Wildtyp (tau™"™") und

b) Homozygoter Mutante (tau™"*'95P"%!9) 'gegen CD31 sowie mit Toluoidinblau gefarbt.
In den Gewebeschnitten der Mutante wurde im Cerebellum eine erhdhte Dichte von Gefallen detektiert.
Von diesen Gefalien wies ein erhdhter Anteil einen vergréRerten Gefallidurchmesser auf. Wahrend die
Gefale im Cerebellum von Wildtyp Mausen vorwiegend parallel zur Zellschichtung orientiert waren,
wurde in der Mutante ein erhéhter Anteil von GefalRen detektiert, die nicht parallel zur Zellschichtung
verliefen (a), Pfeile).
Von Hirnen 8 Tage alter Mause wurden gemal} 6.2.4.1-6.2.4.3 14 um dicke Gewebeschnitte angefertigt,
mit einem monoklonalen Ratte anti-CD31 Antikérper (Pharmingen, 1:2500) sowie dem ABC Elite Kit
(Vector, Herstellerangaben) gefarbt, mit dem Farbesubstrat DAB entwickelt und anschliefend mit
Toluoidinblau gefarbt.

In den Gewebeschnitten von tauFPM919EPASI \aysen wurde im Cerebellum eine erhohte
Dichte von Gefallen detektiert, von denen ein erhohter Anteil einen vergrolerten
Durchmesser aufwies. Im Cerebellum von Wildtyp Mausen verlief der Gberwiegende Tell
der Gefalde parallel oder senkrecht zur Laminierung der Zellen. Im Cerebellum von
tauEPMASIYEPPASIS \ayusen hingegen wurde ein erhohter Anteil von GefiaRen beobachtet, die
weder parallel noch senkrecht zur Laminierung der Zellen orientiert waren. Analoge
Beobachtungen wurden auch in anderen Hirnstrukturen gemacht, wobei die Unterschiede
in der GefalRanordnung in Strukturen mit einer ausgepragten Zellschichtung wie z.B. dem
Hippocampus besonders deutlich waren. Insgesamt waren die mit Hilfe der CD31-
Immunfarbungen festgestellten Veranderungen jedoch weit weniger deutlich, als sie
aufgrund der Kreuzreaktivitdt des anti-Calbindin Antiserums zunachst angenommen
worden waren. Die auf Gewebeschnitten beobachteten Veranderungen in den
Blutgefallen wiesen zudem eine hohe Variabilitdt auf und waren unterschiedlich stark
ausgepragt abhangig davon, aus welchem mehr lateralen oder medialen Bereich des
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Cerebellums oder des Hippocampus die Praparate angefertigt wurden. Die Variabilitat
wurde teilweise darauf zurickgefuhrt, dal das Erscheinungsbild von Gefalten stark von
der Lage im Praparat und von dem Winkel abhangig ist, mit dem die Gefale
angeschnitten wurden.

Anhand der CD31-Immunfarbungen von Hirnschnitten konnte insgesamt nicht
abschlieBend beurteilt werden, ob in tau="'9EPhA%l8 Maysen signifikante Veranderungen
der Blutgefalle vorlagen. Hierbei waren vor allem die starke Variabilitdt sowie die
methodische Schwierigkeit ausschlaggebend, anhand von Schnitten einen Uberblick Uber
Durchmesser, Dichte und Anordnung der Blutgefal3e zu erhalten.

Aus diesem Grunde wurden in Zusammenarbeit mit Eric Meyer, Thomas Krucker und
Alexandra Schuler sog. Korrosionsausgusse von Gehirnen hergestellt, mit denen die
dreidimensionale GefaRstruktur eines Organs dargestellt und im Uberblick auf
systematische Veranderungen untersucht werden kann. FUr das Anfertigen von
Korrosionsausgussen wurden die betreffenden Mause unter Narkose transkardial mit
einem Kunstharz perfundiert, welches das Blut verdrangt und im Lumen der Gefale
polymerisiert. Nach Ausharten des Kunstharzes wurde das umliegende Gewebe mit einer
kombinierten Behandlung von Proteasen und alkalischen Losungen verdaut und
marzeriert und mittels geeigneter Waschschritte entfernt. Die Ausglsse wurden
getrocknet, mit Gold bedampft und an einem Scanning Elektronenmikroskop analysiert.

a) &

Abb. 41: Analyse der dreidimensionalen GefaBstruktur mit Hilfe von Korrosionsausgiissen.

Beispiele fur Praparate vom Hirngewebe einer adulten Wildtyp Maus.

a) Ubersichtsaufnahme vom Cortex (posteriorer Abschnitt, an der Grenze zum Cerebellum).

b) Detail eines arteriellen Gefalles (Pfeil) aus dem Cerebellum, erkennbar an der parallel zur Langsachse
verlaufenden Textur der GefaBwand. Der Ausschnitt zeigt zwei blind endende GefalRe mit kleinem
Durchmesser (Pfeilspitzen).

c) Detail eines GefalRes aus dem Cerebellum, in dessen Wandung Abdriicke vermutlich von Endothelzellen
(Pfeilspitzen) erkennbar sind.

Die Korrosionsausgusse wurden von 3 Monate alten Tieren gemal Romeis (1989) mit Modifikationen
angefertigt und an einem Scanning Elektronenmikroskop photographiert.

Die Methode lieferte sowohl Informationen zu Organisation und Anordnung von Gefalden
in grolRen Gewebearealen (Abb. 41 a) als auch Detailinformationen zu
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Gefallddurchmessern, eventuell blind endenden GefalRen (Abb. 41 b), Pfeilspitze) sowie
Hinweise auf den jeweiligen Gefaldtyp (Abb. 41 c), Pfeil; die Textur der Gefallwandung
weist auf ein arterielles GefalR hin). Hinsichtlich detailgetreuer Widergabe der
dreidimensionalen Gefallanordnung in ganzen Organen handelte es sich somit um die
Methode der Wahl.

Ein systematischer Vergleich von jeweils 10 Korrosionsausgussen des Gehirns von
adulten Wildtyp und taufPoI9EPMASIe  Nausen  lieferte jedoch keine Hinweise auf
offensichtliche Veranderungen in der dreidimensionalen Gefalstruktur. Hierbei wurden
weder eine offensichtlich veranderte Verteilung von GefalRdurchmessern, noch eine
offensichtlich veranderte Dichte oder Anordnung von BlutgefalRen oder eine veranderte
Anzahl ,blind“ endender GefalRe in der Mutante beobachtet. Ein wesentliches Merkmal
der Praparate war wiederum eine sehr starke Variabilitat in allen genannten Parametern,
die unabhangig vom jeweiligen Genotyp und dem jeweils untersuchten Gehirnareal war.

4.4.5.4 Visuelles System

Die Experimente zur Analyse des visuellen Systems wurden im Rahmen einer
Kollaboration von Mark Hibener, Sven Schuitt und Claire Creutzfeld am Max-Planck-
Institut fir Neurobiologie durchgefuhrt. Da diese Experimente einen wichtigen Beitrag zur
Charakterisierung der Mutante liefern, werden hier das Konzept der Experimente skizziert
und die zentralen Befunde zusammenfassend dargestellt.

Die Literatur zu der Funktion von EphA-Rezeptoren und A-Ephrinen fur die Entwicklung
des visuellen Systems der Maus konzentriert sich bisher auf die anatomischen Aspekte
der topographischen Projektionen von RGZ zu ihren Zielgeweben im Mittelhirn und
Vorderhirn (siehe 2.3.3.1., sowie Feldheim et al. 1998, Frisen et al. 1998, Feldheim et al.
2000, Brown et al. 2000). In dieser Arbeit hingegen wurden die physiologischen
Auswirkungen einer funktionellen Inaktivierung von A-Ephrinen untersucht. Hierbei wurde
die Reprasentation der Retina im PVC mit Hilfe von ,Intrinsic Signal Optical Imaging*
(ISOI), einer in ihrer Anwendung auf Mause neuartigen Technik (Schuitt et al. 2002, in
press), in juvenilen und adulten Mausen aller drei Genotypen analysiert. Durch diese
Experimente war es moglich, unter in-vivo Bedingungen die durch einfache visuelle
Stimuli in den Mausen ausgeloste cortikale Aktivitat nachzuzeichnen und somit indirekt
Hinweise zu sammeln, welche Bedeutung A-Ephrine flir das Sehvermdgen der Mause
haben konnten.

Die Technik ISOI (Grinvald et al. 1986, Frostig et al. 1990) ermdglicht die nicht-invasive
Analyse der funktionalen Architektur cortikaler Strukturen am lebenden Organismus. ISOI
beruht auf der Beobachtung, daf® sich die intrinsischen optischen Eigenschaften des
Cortex in Abhangigkeit von neuronaler Aktivitat verandern. Hierbei ist eine lokal begrenzte
Anderung der neuronalen Aktivitdt im Cortex mit einer Anderung der Absorption des
Cortex im langwelligen Wellenlangenbereich verbunden. Es wird angenommen, dal}
dieses Phanomen vorwiegend auf einer Kopplung zwischen neuronaler Aktivitat und der
lokalen Blutzirkulation beruht. ISOI setzt eine intakte Vaskularisierung voraus und ist
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darauf ausgelegt, relative Unterschiede in der neuronalen Aktivitat oberflachlicher
Gewebebereiche zu detektieren.

In den Experimenten wurden Mause unter Narkose optischen Stimuli ausgesetzt, bei
denen es sich um jeweils einzeln hell erleuchtete Rechtecke handelte, welche mit einem
Inkrement von 25° Uber das gesamte Sehfeld eines Auges der Maus angeordnet waren
(Abb. 42). Fir die Experimente mit Mausen waren diese sehr einfachen Stimuli
erforderlich, da die Augen der Maus ein nur geringes raumliches Aufldsungsvermogen
besitzen (Sven Schitt, persdnliche Mitteilung). Das durch einen bestimmten visuellen
Stimulus ausgeldste Aktivitatsmuster wurde mit Hilfe einer Videokamera im PVC durch
den intakten Schadelknochen hindurch detektiert, der vor Beginn des Experiments partiell
freigelegt wurde. Auf diese Weise wurde eine Karte erstellt, welche die Reprasentation
des Sehfeldes bzw. der Retina im PVC widerspiegelt.

Abb. 42: (folgende Seite) Vereinfachte Darstellung des Versuchsaufbaus zur Messung der
Retinotopie mit Hilfe von ,Intrinsic Signal Optical Imaging“ (ISOI) in Mausen.

a) Im Versuchsaufbau wurde eine narkotisierte Maus hell erleuchteten, iber das gesamte Sehfeld eines
Auges verteilten Rechtecken ausgesetzt, wahrend mit Hilfe einer Infrarotkamera das Aktivitatsmuster im
PVC detektiert wurde. Die Rechtecke wurden jeweils einzeln mit identischer Helligkeit beleuchtet, und die
Messung erfolgte durch den intakten Schadelknochen hindurch, der vor Beginn des Experimentes partiell
freigelegt wurde.

b) Mit den Messungen wurden Karten erzeugt, aus welchen die Reprasentation des Sichtfeldes bzw. der
Retina im PVC hervorgeht (sog. retinotope Karte).

Die Rechtecke waren weil, die Farbkodierung in der Skizze dient der besseren Ubersichtlichkeit. In b) ist
lediglich der sog. Areal 17 des visuellen Cortex widergegeben, Form und Aufbau der retinotopen Karte
sind in der Skizze stark schematisiert.
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Areal 18a \Areal 17  Areal 18b

b) Primarer Visueller Cortex

a)

Der erste Teil der Experimente wurde an jeweils 3 Monate alten homozygoten Mutanten
und Wildtyp Mausen durchgefuhrt. Die optischen Stimuli I6sten neuronale Aktivitat in
mehreren Bereichen des visuellen Cortex aus, von denen hier nur die im Areal 17
gesammelten Erregungsmuster dargestellt werden. Abb. 43 zeigt jeweils ein Beispiel fur
das in der oben skizzierten Anordnung in einer Wildtyp Maus (tau=P°19EPhASI9) ynd einer

homozygoten Mutante (tau""*") evozierte Aktivitatsmuster.
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Abb. 43: Beispiel retinotoper Karten von 3 Monate alten Mausen.

a) Wildtyp Maus (tay™"""

b) Knock-in (tauEphA5Ig/EphA5Ig)
Die Mause wurden mittels der in Abb. 42 dargestellten Versuchsanordnung visuellen Stimuli ausgesetzt,
wahrend das Aktivitatsmuster im PVC mittels ISOI im Areal 17 gemessen wurde. Jeder Quadrant der
retinotopen Karten zeigt den gesamten PVC, wobei starke neuronale Aktivitat durch dunkle, geringere
neuronale Aktivitat durch helle Grauschattierungen dargestellt ist. Die Quadranten der retinotopen Karten
sind analog zu den verwendeten visuellen Stimuli angeordnet und benannt, d.h. die z.B. in den
Quadranten 1 a dargestellten Aktivitatsmuster wurden durch das hell erleuchtete Rechteck in Position 1 a
in der Versuchsanordnung (Abb. 42) ausgelést. Die Angaben zur Orientierung (anterior/posterior,
lateral/medial) beziehen sich auf die Kérperachse der Maus.

Die an Wildtyp Mausen gemessenen retinotopen Karten (Abb. 43 a) demonstrierten eine
eindeutige Korrelation von Intensitat, Form und Lage des Erregungsmusters im PVC zu
dem jeweils prasentierten optischen Stimulus. Die Bereiche neuronaler Erregung waren
im PVC scharf abgegrenzt und von einem Bereich mit unter den Basalwert verringerter
Aktivitat umgeben (Abb. 43 a), heller Ring um den als dunkler ,Fleck auftretenden
Bereich neuronaler Erregung). Wie aus Abb. 43 a) hervorgeht, anderte sich mit der Lage
des optischen Stimulus sowohl die GroRe des Bereichs neuronaler Aktivitat, als auch
dessen Lage im PVC.

Bei den an taufFPMOI9EPASIe Maysen  durchgefiihrten Messungen wurde zunéchst
festgestellt, dal} eine systematische retinotope Karte existierte und die grundlegende
Struktur der Retinotopie erhalten war. Die retinotope Karte des knock-in wies jedoch
eindeutige Abweichungen von der Wildtyp Situation auf, die durchgehend bei allen
vermessenen Tieren gefunden wurden. Wie aus Abb. 43 hervorgeht, waren die Bereiche
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neuronaler Aktivitat in der Mutante weniger scharf abgegrenzt als in den Wildtyp Tieren.

In den Wildtyp Mausen wurde um die Bereiche neuronaler Aktivitat ein ringformiges Areal
mit verminderter neuronaler Aktivitat gefunden. Dieser Bereich verminderter Aktivitat war
in den tauFPMOIYEPMASIS \ausen weitgehend abwesend, und das Muster neuronaler
Aktivitat in der Mutante war erheblich diffuser strukturiert. Neben diesen allgemeinen
Veranderungen der retinotopen Karte in dem knock-in wurden weitere, systematische
Veranderungen der Retinotopie beim Vergleich sog. gemittelter retinotoper Karten
gefunden.

In den Experimenten wurden alle Mause in mehrfacher Wiederholung denselben visuellen
Stimuli ausgesetzt, welche insgesamt, wie in Abb. 42 skizziert, das gesamte Sehfeld
eines Auges der Maus abdeckten. Gemittelte retinotope Karten wurden erzeugt, indem
die aus den individuellen Einzelkarten der Mel3durchgange berechneten ,Mittelwerte®
zusammen mit den zugehorigen Streuungen in eine topographische Karte eingetragen
wurden.

t/wt EphA5Ig/EphAS5I
a) tau” b) fgy e

Abb. 44: Gemittelte retinotope Karten adulter Mause.

Gegenlberstellung gemittelter retinotoper Karten

a) Einer adulten Wildtyp Maus (tau*"*") und
EpIASIG/EPhASIG)

b) Einer homozygoten Mutante (tau
Es wurden jeweils die ,Mittelwerte“ von 6 Einzelkarten einer Maus berechnet, und der Schwerpunkt eines
jeden Areals neuronaler Aktivitdt wurde mit einem Kreuz in eine retinotope Karte eingetragen. Die Lange
der jeweiligen ,Kreuzbalken“ reprasentiert die GroRe der Streuung zwischen den einzelnen
MeRdurchgangen (berechnet als SEM).

Beim Vergleich der gemittelten Karten von adulten Wildtyp mit tau=P"**'9EPhASIs pMaysen
wurde eine Stauchung der retinotopen Karte entlang der medial-lateralen Achse
beobachtet. Hierbei war der Abstand zwischen den einzelnen Bereichen neuronaler
Erregung insbesondere im medialen Aspekt des Areals 17 im PVC verringert, und
dementsprechend war in den betroffenen Mausen der laterale Bereich der Retina im
Vergleich zu den Wildtyp Tieren auf einer geringeren Flache des PVC reprasentiert.
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In einem zweiten Teil der Experimente wurden Messungen an 14-20 Tage alten Tieren
durchgefuhrt. In diesen Versuchen wurden qualitativ dieselben Effekte wie in alteren
Mausen beobachtet, jedoch waren die Verdnderungen in tauFPMASI9EPPASIS Mausen
quantitativ wesentlich starker ausgepragt (Mark Hubener, personliche Mitteilung). Hierbei
war nicht nur das Fehlen der Abgrenzung von Bereichen neuronaler Erregung gegenuber
den umliegenden Bereichen im PVC, sondern auch die Stauchung der retinotopen Karte
erheblich verstarkt. Zugleich war die Form des Areals 17 in der Mutante im Vergleich mit
der Wildtyp Situation verandert. Diese altersabhangigen, quantitativen Unterschiede
wiesen auf das Vorhandensein von Korrekturmechanismen hin, welche eine partielle
Anpassung initialer Fehlentwicklungen an die Wildtyp Situation leisteten.
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5 Diskussion

Der Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit waren Befunde zur Genexpression in
sensorischen Neuronen von Spinalganglien (2.4, Friedel et al. 1997, sowie Harald
Schnarch, Fortsetzung der Arbeit von Friedel et al.). Diese Expressionsstudien lieferten
Hinweise, dald A-Ephrine und ihre Rezeptoren an der Etablierung der topographischen
Projektionen von Spinalganglien in das Ruckenmark beteiligt sein konnten. Die repulsive
Wirkung der im Ruickenmark exprimierten A-Ephrine auf die TrkA-positiven Axone von
Spinalganglien konnte moglicherweise dafur verantwortlich sein, dald diese Projektionen
in den dorsalen Laminae des Ruckenmarks terminieren und nicht in ventrale
Ruckenmarksbereiche vordringen (2.4).

Fir die experimentelle Uberpriifung dieser Hypothese wurde im ersten Teil der Arbeit eine
transgene Mauslinie etabliert, in welcher alle A-Ephrine gleichzeitig im gesamten
Nervensystem funktionell neutralisiert sind. Bei der Analyse dieser Mauslinie standen
neben der Topographie im Rickenmark auch die Entwicklung sensorischer Projektionen
in der Peripherie, die Ausbildung von Blutgefalien sowie Aspekte des visuellen Systems
im Vordergrund.

5.1 Die Strategie von Neuroantikorpern fur die funktionelle
Neutralisierung von A-Ephrinen

FuUr die gleichzeitige Inaktivierung aller 5 A-Ephrine in einer transgenen Mauslinie wurde
ein aus der EphA5-Ektodomane und einem Fc-Tag bestehendes Fusionsprotein, ein sog.
Rezeptorkorper, unter der Kontrolle des tau-Promotors im gesamten Nervensystem
exprimiert. Diese Vorgehensweise baute auf dem von Cattaneo et al. (1991) formulierten
Konzept von Neuroantikdrpern (2.5) auf, welches erstmals flr die Neutralisierung von
Substanz P durch Expression eines funktionsblockierenden Antikdrpers in einer
transgenen Maus eingesetzt wurde (2.5, Piccioli et al. 1995). Ein wichtiger methodischer
Befund dieser Arbeit war, dal® Neuronen Antikorper effektiv sezernieren konnen und es in
den Neuronen zu einer korrekten Assemblierung der in denselben Zellen koexprimierten
leichten und schweren Ketten der Antikorper kommt. Auch fir das in dieser Arbeit
eingesetzte, Antikdrper-ahnliche Fusionsprotein war eine Uber Disulfidbricken vermittelte
Dimerisierung Voraussetzung fur eine hochaffine Bindung der Zielmolekdle.

Im Unterschied zu dem urspringlichen Konzept von Neuroantikdrpern wurde in der
vorliegenden Arbeit jedoch kein Antikorper, sondern ein Fusionsprotein von Neuronen
exprimiert, welches nicht nur ein einzelnes Epitop binden, sondern 5 verschiedene
Zielmolekule zugleich neutralisieren konnte. Auch wurde der Rezeptorkorper nicht mittels
Zufallsintegration, sondern mittels homologer Rekombination in einen definierten
Genlokus inseriert. Damit sollte die Variabilitit des Expressionsniveaus vermieden
werden, die von Piccioli et al. zwischen verschiedenen Tieren beobachtet wurde.
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Die Expression des Rezeptorkorpers in einer transgenen Maus beruhte weiterhin auf den
folgenden, in der Literatur dokumentierten Befunden:

1) Aus der Ektodomane eines EphA-Rezeptors und einem Fc-Tag bestehende
Rezeptorkdrper haben sich sowohl bei Anwendungen in-vitro (z.B. Ciossek et al. 1998)
als auch in-vivo (z.B. Gerlai et al. 1999) fur die funktionelle Inaktivierung von A-Ephrinen
bewahrt. Da die EphA5-Ektodomane die insgesamt starksten Affinitaten zu den
A-Ephrinen besitzt (Flanagan et al. 1998), ist sie flr die gleichzeitige Maskierung
moglichst vieler A-Ephrine besonders geeignet. Gleichartige EphA5-Rezeptorkorper
sind spezifisch fir A-Ephrine und interagieren mit keinem der 3 B-Ephrine mit
signifikanter Affinitat (Gale et al. 1996, Flanagan et al. 1998).

2) Bei einer konstitutiven Sezernierung von Antikdrpern von Neuronen in einer transgenen
Maus wurde weder eine Veranderung der Cytoarchitektur, noch eine Beeintrachtigung
der Funktionalitat der betreffenden Neuronen beobachtet (Piccioli et al. 1995). Die
Gewebekonzentration des Antikorpers folgt hierbei dem raumlichen-zeitlichen
Expressionsmuster des Promotors, welcher die Expression steuert. Die Sekretion
rekombinanter Proteine, welche den Fc-Abschnitt humaner Immunglobuline enthalten,
von Neuronen induziert in der transgenen Maus keine unerwlunschte Immunreaktion
(Piccioli et al. 1995).

3) Beim tau-Lokus handelt es sich um einen starken, pan-neuronalen und weitestgehend
Neuron-spezifischen Genlokus, dessen Aktivitat bei E9.0 einsetzt und bis in spate adulte
Stadien persistiert. Die Deletion von Tau hat keinen Effekt auf axonales Wachstum, und
fur Tau-defiziente Mause sind keinerlei morphologische Veranderungen auf
makroskopischer oder zellularer Ebene beschrieben worden (Hirokawa et al. 1994,
Tucker et al. 2001).

Ein Vorteil des tau-Lokus war die erst ab E9.0 einsetzende Aktivitat des Promotors.
Hierdurch wurde die Wahrscheinlichkeit erhoht, dald sich die Spinalganglien in
tauFPASIOEPMASIS \aysen korrekt ausbilden konnten. Da Ephrine auch in die Steuerung der
Migration von Neuralleistenzellen involviert sind (2.3.3.3), hatte eine frihere Expression
des Rezeptorkorpers moglicherweise mit der Entwicklung von Spinalganglien interferiert.
Dies hatte die Analyse der topographischen Projektionen aus Spinalganglien in das
embryonale Ruckenmark erheblich komplizieren kdnnen.

Neben dieser Strategie waren alternative Vorgehensweisen fur die gleichzeitige
Inaktivierung aller A-Ephrine in einer transgenen Maus denkbar.

1) Uber die simultane Deletion aller 5 A-Ephrine mit Hilfe konventioneller knock-out
Technologie in einer transgenen Maus hatte die sichere und vollstandige Entfernung
aller A-Ephrine im gesamten Organismus erzielt werden kénnen. Dieser Ansatz war
jedoch in Anbetracht des experimentellen Aufwandes im Rahmen dieser Arbeit nicht
realisierbar.
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2) Eine Neutralisierung der biologischen Wirkung von A-Ephrinen hatte auch mit der
gleichzeitigen Inaktivierung der 8 EphA-Rezeptoren durch die Uberexpression sog.
dominant-negativer Rezeptormutanten angestrebt werden konnen. Bei derartigen
dominant-negativen Mutanten handelt es sich typischerweise um Rezeptoren mit einer
inaktiven Tyrosinkinasedomane. Infolge eines hohen Uberschusses der mutierten
gegenuber der endogenen Rezeptorform werden fast ausschlieBlich Heterodimere mit
mindestens einem mutierten Dimerisierungspartner gebildet. Da diese Heterodimere
zwar noch ihre Liganden binden kdnnen, jedoch keine Signaltransduktion in das
Zellinnere mehr leisten, kann es zu einer weitgehenden Neutralisierung der
Rezeptorfunktion kommen. Diese Strategie ware jedoch mit betrachtlichen
konzeptionellen Nachteilen verbunden gewesen.

Hauptschwierigkeit ware hierbei ein Nachweis fur die Spezifitat der Rezeptormutanten
gewesen, der in den bekannten Beispielen fir eine Anwendung dominant negativer
Eph-Rezeptormutanten (z.B. Xu et al. 1995) nicht vorgelegt wurde. Als Voraussetzung
fur diese Strategie hatte sichergestellt werden missen, dal® die verwendete dominant
negative Rezeptormutante ausschliel3lich alle EphA-Rezeptoren, nicht jedoch Eph-
Rezeptoren der B-Subfamilie, oder sogar andere Rezeptortyrosinkinasen inaktiviert.

Zwar liegen bisher nur indirekte Hinweise auf eine bidirektionale Signaltransduktion
durch A-Ephrine vor, jedoch konnten die dominant negativen EphA-Rezeptormutanten
eine reverse Signallbertragung durch ihre Liganden auslésen. Ein biologischer Effekt in
der transgenen Mauslinie konnte hierbei sowohl auf der angestrebten Inhibition der
Rezeptorfunktion, als auch auf einer ungewollten reversen Signaltransduktion durch
.aktivierte® A-Ephrine beruhen. Diese Situation wirde die ursachliche Interpretation
eines Phanotyps erheblich komplizieren.

Insgesamt wurden mit der in dieser Arbeit etablierten Mauslinie 2 bewahrte Konzepte,
namlich die Applikation von Rezeptorkorpern zur Neutralisierung endogener Liganden
sowie das Konzept von Neuroantikorpern, erstmals in einer gemeinsamen Strategie
integriert. Diese Strategie wies im Vergleich mit alternativen Vorgehensweisen
wesentliche Vorteile auf und war zugleich mit geringeren Risiken verbunden.
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5.2 Grundeigenschaften der tauPr*%'9EPrASI8 Mayslinie

5.2.1 Die A-Ephrine sind in der tau®P"A%'9EPhA59 Mauslinie effektiv
inaktiviert
Die wichtigste Voraussetzung fiir die Interpretation eines Phanotyps der tauFP"A%19/EphASla
Mauslinie war der Nachweis, dald der Rezeptorkdrper seine Liganden effektiv bindet und
maskiert. Hierbei wurden zunachst die molekularen Eigenschaften des Rezeptorkdrpers
in-vitro analysiert und die Expression des Rezeptorkorpers in Neuronen in-vivo belegt.

1) Der Rezeptorkdrper bindet seine Liganden. Stellvertretend fur die gesamte Klasse von
A-Ephrinen wurde die Interaktion des Rezeptorkorpers mit Ephrin-A2 und Ephrin-A5
anhand von affinitatsgereinigtem Protein demonstriert (4.3.3). Weiterhin wurde der
Rezeptorkérper in Hinsicht auf wesentliche proteinchemische Eigenschaften wie
N-Terminus, Molekulargewicht und Dimerisierung charakterisiert. Aufgrund der fur
identische EphA5-Fusionsproteine in der Literatur dokumentierten Eigenschaften (Gale
et al. 1996, Flanagan et al. 1998) wurde geschlossen, da® der fir den knock-in
eingesetzte Rezeptorkorper spezifisch alle 5 A-Ephrine mit ahnlicher Affinitat bindet und
maskiert und zugleich mit keinem der B-Ephrine interagiert.

2) Die Expression des Rezeptorkorpers in-vivo wurde sowohl auf der Ebene des
Transkriptes, als auch flr das Protein belegt.

Da es sich bei der in den tau-Lokus inserierten cDNA des Rezeptorkorpers um eine
kunstliche DNA-Sequenz handelte, bestand ein gewisses Risiko, da® die Expression
des Rezeptorkdrpers in tauFPMeI9EPASIS \3ysen infolge von Silencing blockiert wird. Das
Phanomen von Silencing ist als Abwehrmechanismus gegen fremde DNA, wie sie z.B.
im Zusammenhang mit Virusinfektionen in den Organismus gelangen kann, bekannt und
beruht auf der Unterdrickung der Genexpression infolge der Methylierung von DNA.
Mittels RT-PCR, Northern-Transfer und in-situ Hybridisierung wurde gezeigt, dal® die in
den tau-Lokus inserierte cDNA in Neuronen transkribiert wurde und es nicht zu einem
Silencing des Gens kam.

Der Nachweis des Rezeptorkdrpers in-vivo als Protein mittels Western-Transfer und
immunhistochemischen Farbungen demonstrierte, dal} es keine Anzeichen fur eine
Degradierung gab und der Rezeptorkérper quantitativ als Dimer vorlag. Anhand von
kultivierten Primarzellen aus tau™"?'9EP"%18 Maysen konnte gezeigt werden, daR der
Rezeptorkdrper auch von Neuronen sezerniert wird (Daten nicht gezeigt). Der
Rezeptorkorper wurde nicht nur im Soma von Neuronen, sondern auch in Neuriten
nachgewiesen (Abb. 28 g)-i). Dieser Befund war eine wichtige Grundlage fur die
Interpretation von Phanotypen, welche nicht in unmittelbarer Nahe zu neuronalen
Zellkérpern, sondern im distalen Aspekt neuronaler Projektionen beobachtet wurden.

3) Die Quantifizierung des Rezeptorkdrpers in Hirngewebe homozygoter Embryonen der
Altersstufe E14.5 bzw. von neugeborenen Mausen ergab Konzentrationen von
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ca. 17.4 ug bzw. 18.7 ug Rezeptorkorper pro mg Gesamtprotein in den Gewebelysaten.
Hierbei wurden die Gewebelysate mit einem ausschlie3lich auf dem Detergenz CHAPS
beruhenden Lysepuffer hergestellt, mit welchem insbesondere membranassoziierte und
Transmembranproteine wahrscheinlich nur partiell in Lé6sung gebracht wurden. Da die
Proteinkonzentrationen in den Gewebelysaten somit vermutlich niedriger sind als in
frischem Gewebe, sind die Konzentrationen des Rezeptorkdrpers pro mg Protein in
Hirngewebe moglicherweise geringer als sie in den Lysaten gemessen wurden. Hierbei
unterschieden sich die Gewebekonzentrationen in homozygoten und heterozygoten
Tieren nicht wie erwartet um 100%, sondern lediglich um ca. 20%. Aufgrund dieser
Beobachtung sind die aktuellen Konzentrationen des Rezeptorkdrpers in Hirngewebe
vermutlich nahe an einer Sattigungsgrenze.

Unerwartet war das mit fortschreitendem Alter der Tiere rasche Abfallen der
Gewebekonzentration (Abb.30). Da in spateren Entwicklungsstadien der Anteil nicht-
neuronaler Zellen stark zunimmt, handelt es sich hierbei moglicherweise um einen
,verdunnungseffekt. Zu der mit Hilfe des ELISA beobachteten Abnahme der
Gewebekonzentration des Rezeptorkorpers konnten auch methodische Aspekte bei der
Herstellung der Gewebelysate beitragen. So nehmen mit zunehmendem Alter die
Festigkeit sowie der nicht solubilisierbare Anteil von Hirngewebe zu. Da somit
besonders das Gewebe alterer Tiere weniger Effizient solubilisiert und der in dem
Gewebe enthaltene Rezeptorkorper weniger vollstandig freigesetzt wurde, konnte die
tatsachliche Gewebekonzentration des Rezeptorkdrpers in Hirngewebe alterer Tiere
uber dem mittels ELISA gemessenen Wert liegen. Der =zeitliche Verlauf der
Gewebekonzentration spiegelt mdglicherweise auch die Eigenschaften des tau-
Promotors wider. Da zum raumlich-zeitlichen Muster der Expression von Tau keine
quantitativen Daten vorliegen, mufdte der Einflud der Promotoreigenschaften auf den
Expressionsverlauf des Rezeptorkorpers offenbleiben. Da auch in neuronalem Gewebe
alter Mause keine Anzeichen fur eine Degradation des Rezeptorkdrpers gefunden
wurden, ist der Abbau des Rezeptorkdrpers im Gewebe als mdgliche Ursache fur das
Abnehmen der Gewebekonzentration unwahrscheinlich.

Zwar konnte aus der vorliegenden Literatur nicht abgeschatzt werden, welche
Gewebekonzentration des Rezeptorkorpers fur die Neutralisierung von A-Ephrinen
konkret erforderlich sein wiirde. Die in taufPMoI9EPMASS  Mausen  ermittelten
Gewebekonzentrationen lagen  jedoch uber den Konzentrationen  von
funktionsblockierenden Antikdrpern, welche in einer transgenen Mauslinie zur
Neutralisierung von NGF ausreichend waren. In dieser Mauslinie wurde ein
rekombinanter anti-NGF Antikorper unter der Kontrolle des CMV-Promotors mit einer
Gewebekonzentration von bis zu 200 ng/ml Hirnextrakt exprimiert (Capsoni et al. 2000,
Ruberti et al. 2000).

Zusammenfassend wurde sowohl die Funktionalitat, als auch die Expression des
Rezeptorkérpers in den knock-in Mausen belegt. Auf dem Hintergrund von Erfahrungen
mit der Expression von anti-Neurotrophin Antikdrpern in transgenen Mausen lassen die
vorliegenden Daten insgesamt den Schlul® zu, da} der Rezeptorkdrper in-vivo effektiv
seine Liganden bindet und neutralisiert.
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5.2.2 Die Deletion von Tau ist vollstandig

Die vollstandige Deletion von Tau war von grof3er Bedeutung, da die Expression von nur
einzelnen Isoformen oder ungewohnlichen Speildvarianten des Tau-Proteins einen
unerwinschten neuronalen Phanotyp auslésen kénnte (Lee et al. 2001, Hong et al. 1998).

Die vollstandige Inaktivierung des tau-Gens sollte durch die Deletion des Uberwiegenden
Teils von Exon | herbeigefuhrt werden. Hierbei sollte das zusammen mit der cDNA in
Exon | eingefligte Polyadenylierungssignal als transkriptionelles Stopsignal wirken und die
Transkription von in 3’-Orientierung zu Exon | lokalisierter genomischer Sequenz des tau-
Gens verhindern. Fir den Fall, dal3 die inserierte cDNA infolge ungewdhnlicher
Spleillereignise wider erwarten ausgespart wurde, sollte es sich bei den hierbei
entstehenden mMRNAs aufgrund der weitgehenden Deletion von Exon | um ,nonsens-
Transkripte® handeln, welche Stopcodons in allen 3 Leserastern enthalten und lediglich
fur wenige AS lange, funktionslose Proteinfragmente kodieren wirden. Mit einer
vergleichbaren Vorgehensweise wurde in einer friheren Arbeit die vollstandige Deletion
des Tau-Proteins erzielt (Tucker et al. 2001).

Die Abwesenheit von Tau wurde auf der Ebene des Proteins nachgewiesen. Hierbei
wurden Lysate verschiedener neuronaler Gewebe mittels Western-Transfer mit einem
Antikoérper analysiert, der alle 3 Isoformen von Tau der Maus unabhangig vom Grad ihrer
Phosphorylierung erkennt (Abb. 26).

Unerwartet war in diesem Zusammenhang die Detektion von insgesamt 3 Transkripten
des Rezeptorkdrpers mit einer Lange von ca. 3.5 kb, 5 kb und 9.5 kb (Abb. 24). Aufgrund
des zusammen mit der cDNA in Exon | inserierten Polyadenylierungssignals wurde nur
ein einzelnes Transkript erwartet. Ein ,Uberlesen® des Polyadenylierungssignals auf
Transkriptionsebene, in die Sequenz des Ubrigen tau-Gens hinein, konnte jedoch
ausgeschlossen werden, da die GroRendifferenz der in tau™P"?9EPMIe  Maysen
gefundenen Transkripte stark von dem Spleilimuster des tau-Gens abwich. Zwar liegen in
adultem Hirn der Maus ebenfalls 3 Transkripte vor, diese unterscheiden sich in ihrer
Lange aber nur durch die alternativ gesplei3ten 84 bp bzw. 87 bp umfassenden Exons 2
und 3 (Poorkaj et al. 2001), nicht jedoch um mehrere 1000 bp wie im vorliegenden Fall.
Der Befund ist moglicherweise mit der Existenz nicht-kodierender Exons erklarbar, welche
in der genomischen Sequenz 5 zu Exon 0 lokalisiert und alternativ gespleift sein
konnten. Weiterhin kdnnte ein alternativer transkriptioneller Startpunkt zu dem Entstehen
der 3 verschiedenen Transkripte beitragen.

Da es sich bei Tau um ein Mikrotubuli bindendes Potein und einen abundanten
Bestandteil des Cytoskeletts handelte, kénnte die Deletion von Tau in tau=P"Ao19/EpnASla
Mausen moglicherweise einen unerwlnschten Effekt auf axonales Wachstum haben.
Dieses Risiko konnte aufgrund von publizierten Befunden ausgeschlossen werden. So
zeigten 2 Mauslinien, in denen Tau deletiert (Hirokawa et al. 1994) oder durch das Grune
Fluoreszierende Protein (EGFP, engl.: Enhanced Green Fluorescent protein) ersetzt
worden war (Tucker et al. 2001), keine Anzeichen fur ein verandertes axonales
Wachstum.
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5.2.3 Sonstige Eigenschaften

Das duRere Erscheinungsbild von taufPMSI9EPMASIS Maysen war weitgehend unauffallig,
und es gab keine Hinweise auf eine erhdhte pra- oder postnatale Letalitat der Mutanten.
Die Tiere zeigten eine unbeeintrachtigte Fertilitat und keine Anzeichen flr sensorische
oder motorische Defizite. Auch die Hirnmorphologie verschiedener postnataler
Entwicklungsstufen lie keine offensichtlichen Veranderungen erkennen. Diese Befunde
stehen in Ubereinstimmung mit dem Uberwiegend unauffalligen Phanotyp der bisher
bekannten Mauslinien mit einer Deletion von A-Ephrinen oder EphA-Rezeptoren (EphA2:
Naruse-Nakajima et al. 2001; EphA4: Dottori et al. 1998; EphA8: Park et al. 1996; Ephrin-
A5: Frisen et al. 1998; Ephrin-A2/A5: Feldheim et al. 2000).
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5.3 Spezifische Phanotypen der tautP"A>9/EPhASIE \ayslinie
5.3.1 Sensorische Projektionen im Rickenmark

Durch die Expression von TrkA bzw. von TrkC sind 2 grof3e, nicht Uberlappende
Subpopulationen von Neuronen in Spinalganglien definiert. Wahrend TrkA-positive
Neuronen ausschlief3lich in dorsale Laminae des Rickenmarks projizieren, terminieren
die TrkC-positven Neuronen in medialen und ventralen Positionen im Rickenmark
(2.3.3.1, Abb. 5). Hierbei sind mehrere A-Ephrine im embryonalen Rickenmark, sowie
EphA5 spezifisch in TrkA-positiven Neuronen exprimiert (4.1). Dieses Expressionsmuster
fuhrte zu der Arbeitshypothese, dald die im Rickenmark vorliegenden A-Ephrine eine
repulsive Wirkung spezifisch auf die TrkA-positiven Axone ausuben und das Einwachsen
dieser Projektionen in ventrale Rickenmarksbereiche verhindern kdnnten.

Diese Hypothese wurde mittels immunhistochemischer Farbungen der TrkA-positiven
(Abb. 32) und der TrkC-positiven (Abb. 33) Projektionen an Transversalschnitten des
Rickenmarks neugeborener Wildtyp und taufPMI9EPMASIS \Mause  (iberprisft. Hierbei
wurden weder in TrkA-, noch in TrkC-positiven Projektionen Unterschiede zwischen
Wildtyp und tauFPMASI9EPPASIS \ayusen detektiert.

Da lediglich TrkA-, nicht jedoch TrkC-positive Neuronen den EphA5-Rezeptor
exprimierten, wurde fur die TrkC-positiven Projektionen keine Sensitivitat fur die im
Ruckenmark exprimierten A-Ephrine angenommen. Auf diesem Hintergrund entsprach die
Ubereinstimmung der Topographie TrkC-positiver Projektionen zwischen Wildtyp und
tauEPhASIOERPhASIS \aysen der Erwartung.

Enttge en der Arbeitshypothese wurden jedoch fur die TrkA-positiven Neuronen in
tau=PMIYEPPASIS M3 ysen keine Fehlprojektionen in ventralen Bereichen des Riickenmarks
beobachtet. Es wurde erwartet, dal diese Axone aufgrund der Neutralisation der
A-Ephrine im Riickenmark durch den Rezeptorkdrper in tau=P"°19EPM39 Tiaren zumindest
partiell nicht mehr in dorsalen Laminae terminieren, sondern in ventrale Bereiche des
Ruckenmarks vordringen wurden. Fur diesen Befund waren die folgenden Erklarungen
denkbar.

1) Bei den mit anti-CGRP Antikdrpern gefarbten Praparaten wurde eine starke Variabilitat
zwischen individuellen Tieren beobachtet, die wahrscheinlich zumindest partiell auf dem
gemischten genetischen Hintergrund der Tiere beruhte. Durch diese Variabilitat, sowie
durch eine starke Hintergrundfarbung der Praparate, war die Detektion mdoglicher
subtiler Unterschiede zwischen den TrkA-positiven Projektionen von Wildtyp und
tau=PASIIEPNASIS \aysen erschwert. Méglicherweise hatten mit Hilfe besserer Marker
sowie bei Verwendung ruckgekreuzter Mause subtile Unterschiede in den TrkA-
positiven Projektionen neugeborener Tiere detektiert werden kdnnen.

Aufgrund der vorliegenden Daten ist es theoretisch immer noch denkbar, dal}
geringfugige Unterschiede in der Topographie TrkA-positiver Projektionen zwischen
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neugeborenen tau=P"S19EPASIS yng Wildtyp Mausen vorliegen, und diese lediglich durch
eine hohe Variabilitat sowie eine starke Hintergrundfarbung verdeckt waren.

2) Als weitere Erklarung fir die Abwesenheit TrkA-positiver Projektionen in ventralen
Riickenmarksbereichen neugeborener tau®PMe19EPIASIS \M3yse ist denkbar, daR zu
frithen embryonalen Zeitpunkten entstandene Fehlprojektionen in spateren
Entwicklungsstadien bis zur Geburt korrigiert werden.

Wahrend der Embryonalentwicklung der Maus wachsen die Axone der Spinalganglien
Uber das dorsale Horn schon ab E10.5 in Richtung Ruckenmark, in welches sie ab etwa
E12.5 eintreten. Bei E15.5 haben diese Projektionen alle Laminae des Ruckenmarks
erreicht, bis die Topographie bei E17.5 weitgehend ausgebildet ist (Ozaki et al. 1995).
Da die Tiere erst nach Geburt analysiert wurden, konnte eine Korrektur frih
entstandener Mi3projektionen wahrend einer Zeitspanne mehrerer Tage stattfinden. Ein
ahnlicher ,Korrekturvorgang“ wurde z.B. bei Semaphorin 1lI/D defizienten Mausen
beschrieben. Die in diesen Mausen beobachtete Zunahme von Projektionen unter
anderem in der Umgebung der Augen sowie in der vorderen Extremitat bei E12.5 war
schon bei E15.5 wieder beinahe vollstandig abwesend (Taniguchi et al. 1997, White et
al. 2000). Die hier beobachteten Korrekturmechanismen konnten z.B. auf einem Mangel
an trophischen Faktoren in der Umgebung der Fehlprojektionen sowie darauf beruhen,
dall die milRgeleiteten Projektionen keine funktionellen synaptischen Verbindungen
ausbilden konnen.

Aufgrund dieser Uberlegungen ware es moglich, daR zwar in frihen Embryonalstadien
Fehlprojektionen TrkA-positiver Neuronen im Riickenmark von tau=PS19EPASIe M5ysen
vorlagen, diese jedoch mit der Analyse neugeborener Mause nicht erfafl3t wurden. Die
TrkA-positiven Projektionen in Mausembryonen waren einer Analyse mit klassischen
Markern wie CGRP oder Substanz P nicht zuganglich, da diese erst ab kurz vor Geburt
exprimiert sind (Hall et al. 1997).

3) Die TrkA-positiven Projektionen sind moglicherweise nicht allein Uber die Repulsion
durch A-Ephrine, sondern Uber die additive Wirkung mehrerer verschiedener
Zielfuhrungsmolekule auf die dorsalen Laminae des Ruckenmarks beschrankt. Nach
dieser Annahme hatte die Neutralisierung von A-Ephrinen nur bei gleichzeitiger Deletion
anderer  Zielfuhrungsmolekule  TrkA-positive  Fehlprojektionen  in  ventrale
Ruckenmarksbereiche induzieren kénnen.

Als Kandidat fur ein weiteres, spezifisch auf die TrkA-positiven Projektionen wirkendes
Zielfuhrungsmolekul kommt insbesondere Semaphorin IllI/A in Frage. Dieses I6sliche, in
ventralen Bereichen des embryonalen Rickenmarks von Mausen exprimierte Protein
hat in-vitro auf die fir ihr Uberleben von NGF, nicht jedoch auf die von NT-3 abhéngigen
Neuronen von Spinalganglien eine repulsive Wirkung (Messersmith et al. 1995). Die
dokumentierten Befunde an Semaphorin |[lI/A defizienten Mausen sind jedoch
widerspruchlich. Wahrend in der ersten Charakterisierung einer Semaphorin [lI/A
defizienten = Mauslinie  Fehlprojektionen  TrkA-positiver ~Axone in  ventrale
Ruckenmarksbereiche beobachtet wurden (Behar et al. 1996), konnten Taniguchi et al.
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(1997) diese Befunde an einem unabhangig von der ersten Mutante erzeugten
Semaphorin IlI/A knock-out nicht bestatigen. Auch in anderen Aspekten zeigten die
beiden Semaphorin [lI/A defizienten Mauslinien Unterschiede, so z.B. in einer
perinatalen Lethalitdt homozygoter Mutanten von ca. 70%, welche von Behar et al.,
nicht jedoch von Taniguchi et al. berichtet wurde. Da in beiden Mauslinien derselbe
Bereich des semaphorin Ill-Gens deletiert ist, werden diese Diskrepanzen des
Phanotyps vorwiegend mit Unterschieden des genetischen Hintergrundes in Verbindung
gebracht (Raper et al. 2000). Die publizierten Daten ergeben somit kein eindeutiges Bild
davon, ob die Repulsion durch Semaphorin IlI/A allein fur die Begrenzung der TrkA-
positiven Projektionen auf die dorsalen Ruckenmarksbereiche ausreichend ist.
Maglicherweise ist jedoch die konzertierte Repulsion durch A-Ephrine und Semaphorin
[lI/A in-vivo dafir verantwortlich, daf} die TrkA-positiven Projektionen von Spinalganglien
in den dorsalen Laminae des Rickenmarks terminieren. Die Abwesenheit TrkA-positiver
Fehlprojektionen in tautPS19EPASIS \3ysen kdnnte hierbei darauf beruhen, daR die von
Semaphorin IllI/A ausgehende Repulsion der TrkA-positiven Projektionen gegenuber der
Wirkung von A-Ephrinen dominiert.

Insgesamt wurden an Neugeborenen tau=P"*?'9EPMASI8 Msyusen keine Fehlprojektionen
TrkA-positiver Axone im Ruckenmark beobachtet. Jedoch sind aufgrund einer hohen
Variabilitdt und der starken Hintergrundfarbung in den gegen CGRP gefarbten Praparaten
subtile Defekte der TrkA-positiven Projektionen nicht ausgeschlossen.

In spateren Experimenten ist geplant, die TrkA-positiven Projektionen im Rickenmark von
tauEPMASIOERRASIS  Maysen in friihen Embryonalstadien zu analysieren. Fir diese
Experimente soll eine Mauslinie eingesetzt werden, welche ein aus LacZ und der
Mikrotubuli bindenden Domane von Tau bestehendes Fusionsprotein in allen TrkA-
positiven Neuronen exprimiert.

5.3.2 Nervenverzweigungen in der Peripherie

Fur die Analyse der neuronalen Projektionen von taufP""%19EPASI8 \Mayusen in der
Peripherie wurden 2 verschiedene Methoden eingesetzt.

In einer ersten Versuchsserie wurden Nachkommen einer Verpaarung zwischen
tauEPMASIOERNASIS Tieren und einer Mauslinie analysiert, welche EGFP im tau-Lokus
exprimiert (taut°""E¢FP Tucker et al. 2001). Die Nachkommen aus den Verpaarungen
exprimierten von jeweils einem tau-Allel den EphA5-Rezeptorkdrper sowie EGFP
(tau EPMAO19 ECFPY Diese Tiere lieferten einen raschen und sehr einfachen Zugang zu einem
Uberblick (ber das gesamte Innervierungsmuster in der Peripherie, da frische
Gewebeproben direkt unter Epifluoreszenz analysiert werden konnten (Daten nicht
gezeigt). Jedoch wiesen die Praparate nicht die flr eine quantitative Auswertung von
Nervenverzweigungen erforderliche Haltbarkeit auf, und die in einzelnen Strukturen teils
betrachtliche Hintergrundfluoreszenz erschwerte die Analyse feiner Details.
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Aus diesem Grund wurden fur den Uberwiegenden Teil der Experimente
immunhistochemische Farbungen an Ganzkérperpraparaten mit einem anti-Neurofilament
Antikorper angefertigt. Nachteil dieser Farbungen war der betrachtliche Zeitaufwand,
jedoch waren die Praparate uber Monate stabil und ermdglichten die Analyse selbst
feinster Strukturen. Weiterhin konnten mit dieser Methode auch Embryonen analysiert
werden, welche den Rezeptorkdrper von beiden Allelen des tau-Gens exprimierten.

In tauFPMASI9EPNASIS M3ysen wurde eine signifkante Zunahme von Nervenverzweigungen im
Vergleich zu Wildtyp Tieren in den Embryonalstadien E12.5 und E14.5 in einer Vielzahl
von Strukturen des PNS beobachtet. Bei Interkostalnerven von Embryonen der
Entwicklungsstufe E12.5 wurde in den Segmenten 10-12 (Abb. 37) eine Zunahme der
Gesamtzahl an Verzweigungspunkten um durchschnittlich 20.6% sowie der Gesamtlange
der Projektionen um 12.6% gefunden (Abb. 38).

Als mogliche Ursachen fiir die Zunahme an Nervenverzweigungen in tauFPhASI9/EPhASIg
Mausen sind hierbei ein verstarktes de-novo Wachstum von Nervenfortsatzen, eine
Zunahme der Zahl von Neuronen, sowie die Defaszikulierung von Nerven denkbar.

1) In einer neueren Arbeit konnten Yates et al. (2001) fir RGZ zeigen, dal3 A-Ephrine
neben dem Auswachsen von Axonen auch die de-novo Ausbildung axonaler
Verzweigungen inhibieren kénnen. Da in tauFPMASI9EPMASIS M3usen auch die inhibierende
Wirkung von A-Ephrinen auf die Ausbildung von axonalen Verzweigungen neutralisiert
ist, kdnnte die Zunahme an Nervenverzweigungen in dem knock-in mdglicherweise auf
einer erhohten de-novo Ausbildung von Verzweigungen beruhen.

Nach diesem Erklarungsansatz ware die verstarkte de-novo Ausbildung von
Verzweigungen auf Nerven beschrankt, in deren Umgebung A-Ephrine exprimiert sind.
Diese Forderung steht in Einklang mit der Beobachtung, da® es sich bei der Zunahme
von Nervenverzweigungen in taufFPMAI9EPMASIS Mayusen nicht um ein generalisiertes,
sondern auf bestimmte Nerven beschranktes Phanomen handelte.

2) Die Zunahme von Nervenverzweigungen in tau=""*?'9EPhA%9 \aysen kénnte auch auf
einer vergrof3erten Zahl von Neuronen beruhen. Hierbei wirden die neuronalen
Fortsatze moglicher  zusatzlicher Neuronen zu der erhohten Zahl der
Nervenverzweigungen in tauFPMASI9EPMASIS \ausen beitragen. Da jedoch bislang nur
wenige Hinweise auf eine Funktion der Eph-Familie fur das Uberleben von Zellen
vorliegen, handelt es sich hierbei um einen vorwiegend theoretischen Erklarungsansatz,
der eine experimentelle Uberprifung erfordert.

3) In Mausen sind mehrere A-Ephrine ab E10.5 im ventralen Aspekt sowie in der
unmittelbaren Umgebung von Somiten exprimiert (Gale et al. 1996), mit denen die aus
der ventralen Wurzel des Ruckenmarks austretenden Interkostalnerven in Kontakt
kommen. Die hierdurch ausgelGste Aktivierung der auf Interkostalnerven exprimierten
EphA-Rezeptoren konnte einen wichtigen Beitrag zur Faszikulierung dieser Nerven
leisten. Zu der BlUndelung der Interkostalnerven konnte hierbei sowohl die Regulierung
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von Zelladhasionsmolekulen, als auch die von der unmittelbaren Gewebsumgebung der
Nerven ausgehende repulsive Wirkung beitragen. Auf diesem Hintergrund kénnte eine
Defaszikulierung von Nerven zu der Zunahme von Nervenverzweigungen beitragen.

Eine Bedeutung von A-Ephrinen fur die Faszikulierung von Axonen geht auch aus in-
vitro Experimenten von Winslow et al. (1995, 2.3.3.2) hervor: In Kulturen EphA5-
positiver cortikaler Neuronen auf einer Unterlage von Astrocyten ist die Faszikulierung
von Nervenfortsatzen blockiert, wenn das auf Astrocyten exprimierte Ephrin-A1 durch
Zugabe eines EphA5-Rezeptorkorpers in das Kulturmedium neutralisiert wird. Winslow
et al. vermuten, dal® Ephrine die Faszikulierung von Nervenfortsatzen lediglich indirekt
beeinflussen. Hierbei konnte die Regulation von Zelladhasionsmolekulen durch die
Interaktion von A-Ephrinen mit ihren Rezeptoren eine Rolle spielen, wie sie fur
R1-Integrin kurzlich auf Zellinien gezeigt werden konnte (Davy et al. 2000).

Von diesen moglichen Erklarungsansatzen fur die Zunahme von Nervenverzweigungen in
tauEPhASIOERNASIS — Mausen  erscheinen  eine  erhdhte  de-novo  Ausbildung  von
Nervenverzweigungen sowie die Defaszikulierung von Nerven am wahrscheinlichsten.
Deutliche Anzeichen einer Defaszikulierung wurden hierbei nicht nur in Interkostalnerven,
sondern auch in der Innervierung von Extremitaten, dem Schweif (Daten nicht gezeigt)
sowie dem Nervus facialis (Daten nicht gezeigt) beobachtet. Dieser Erklarungsansatz
steht im Einklang mit dem dokumentierten Expressionsmuster von A-Ephrinen und ihren
Rezeptoren wahrend der Embryonalentwicklung sowie mit der Beobachtung, dal} das
grundlegende Innervierungsmuster in der Peripherie in tau®P"?'9EP"A%19 M3usen erhalten
ist.

Eine definitive Antwort auf die Frage, in welchem Umfange die Zunahme von
Nervenverzweigungen in tau=P""S19EPASIe  Maysen  auf einer verstirkten de-novo
Ausbildung von Nervenverzweigungen oder auf der Defaszikulierung von Nervenstrangen
beruht, ware mit Hilfe von Elektronenmikroskopie moglich gewesen. Hierbei sollten
defaszikulierte Nerven eine weitgehend unveranderte Anzahl, jedoch eine weniger dicht
gepackte Anordnung von Axonen aufweisen. Eine Uberpriifung der Hypothese ist auch
mit Hilfe von Kulturen dissoziierter Neuronen aus Spinalganglien denkbar. In diesen
Kulturen laldt sich insbesondere bei hoher Zelldichte nach einigen Tagen eine
ausgepragte Fasikulierung von Neuriten beobachten. Falls sich diese Faszikulierung
durch die Gegenwart von Rezeptorkdrper im Kulturmedium blockieren lie3e, so ware dies
ein Hinweis darauf, dal} Defaszikulierung zu der Zunahme von Nervenverzweigungen in
tauFPASIIERPMASIS \aysen beitragt.

5.3.3 BlutgefaRe

Ausgangspunkt fiir die Analyse von Blutgefaen in tauFPM19EPMASIS Mayusen waren
Beobachtungen an immunhistochemischen Farbungen von Gewebeschnitten juveniler
Mause mit einem anti-Calbindin Antiserum. Eine Kreuzreaktivitat dieses Antiserums mit
einem nicht identifizierten Epitop in Blutgefallen (Abb. 39), sowie anschlielende
Farbungen gegen den Endothelzellmarker CD31 (Abb. 40) lieferten Hinweise auf eine
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erhohte Dichte sowie veranderte Anordnung von BlutgefalRen in Hirngewebe des knock-
in. Diese Beobachtungen standen in Einklang mit der bekannten Funktion von Ephrin-A1
fur die Blutgefalientwicklung und der dokumentierten starken Expression dieses Ephrins
an Orten akuter Angiogenese (2.3.3.4).

Die Hinweise aus den Farbungen wurden mit Hilfe von Korrosionsausgiissen adulter
Tiere Uberprift. Wahrend die Methode sowohl einen optimalen Uberblick (ber die
dreidimensionale Gefallstruktur, als auch die Analyse feinster Details von Blutgefalien
erlaubte, wurden in tau=P"**19EPMASIS \Maysen keine offensichtlichen Veranderungen in der
dreidimensionalen Gefalstruktur detektiert. Zwischen den Befunden aus den
immunhistochemischen  Farbungen und den Korrosionsausgussen liegt eine
offensichtliche Diskrepanz vor.

Wie aus Abb. 39 und 40 hervorgeht, waren die Veranderungen der BlutgefalRe in
tauEPASIOERMASIS \ausen  besonders deutlich in  innenliegenden Gewebearealen in
Strukturen mit einer ausgepragten Zellschichtung, wie z.B. dem Hippocampus. Bei der
Analyse der Korrosionsausgusse war jedoch lediglich die Oberflache der Praparate einer
Analyse mit dem Scanning Elektronenmikroskops zuganglich. Hierbei kam erschwerend
hinzu, dal} Struktur und Anordnung von Blutgefal3en unabhangig vom Genotyp grol3e
Unterschiede zwischen verschiedenen Einzeltieren aufwiesen. Da vergleichbare
Schwankungen auch an Inzuchttieren gefunden wurden (Alexandra Schuler, personliche
Mitteilung), tragt der gemischte genetische Hintergrund der tauP""9EPMASI8 Mayse
wahrscheinlich nur unbedeutend zu der beobachteten Variabilitat bei.

Zwar konnen subtile Veranderungen der Blutgefalde in innenliegenden Gewebebereichen
nicht sicher ausgeschlossen werden, jedoch ist es aufgrund der vorliegenden Daten
insgesamt eher wahrscheinlich, daR die BlutgefaRe in tautPMo19EPMASIe Mayse nicht
reproduzierbar verandert waren. Diese Befunde waren eine wichtige Grundlage fur die
Analyse der Retinotopie mit Hilfe von ISOI, einer MeRmethode, welche ein intaktes
Gefallmuster insbesondere in oberflachlichen Bereichen des Cortex voraussetzt.

5.3.4 Visuelles System

Die Familie von A-Ephrinen und ihren Rezeptoren spielt eine wichtige Rolle fur die
Entwicklung der topographischen Projektionen von RGZ zu ihren unmittelbaren
Zielgebieten im Mittel- und Vorderhirn (2.3.3.1). Auf diesem Hintergrund war die Analyse
des visuellen Systems in tau=PMSI9EPASIS \13usen von besonderem Interesse. Wahrend
sich jedoch frUhere Untersuchungen auf die Projektionen von RGZ zum Colliculus
superior und zum NGL konzentrierten, wurde in der vorliegenden Arbeit die Bedeutung
von A-Ephrinen fUr die topographische Reprasentation der Retina im Cortex untersucht.

Die Verarbeitung von aus der Umwelt und dem Korperinneren aufgenommenen
sensorischen Informationen erfolgt in spezialisierten Bereichen des Neocortex, in
welchem die unterschiedlichen Sinnesorgane topographisch reprasentiert sind. In der
Maus werden hierbei die in der Retina erzeugten sensorischen Informationen zunachst in
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die unmittelbaren Zielgebiete der RGZ im Mittel- bzw. Vorderhirn, den Colliculus superior
und den NGL projiziert. In einem zweiten Schritt werden diese Informationen vom NGL in
den PVC weitergegeben (2.3.3.1). Die Abbildung der visuellen Informationen im PVC wird
als Retinotopie bezeichnet.

In tauEPrASIERPMASIS \13usen war die grundlegende Struktur der Retinotopie erhalten, zeigte
jedoch im Vergleich zu Wildtyp Tieren einige spezifische Veranderungen. Diese werden
fur die grofte Substruktur des PVC, das sog. Areal 17, im folgenden diskutiert. Die
gemittelten retinotopen Karten von tauFPMI9EPMASIS Mausen wiesen eine Kompression
entlang der medial-lateralen Achse auf (Abb. 44). Hierbei ergab zwar die Stimulation aller
Bereiche der Retina ein Si%nal in Areal 17 des PVC, und auch die Gesamtgrofde von
Areal 17 war in tauFPMSIYEPMASIS Mausen nur wenig verandert. Jedoch war der Abstand
zwischen einzelnen Bereichen neuronaler Aktivitat speziell im medialen Aspekt von Areal
17 verringert. Als Konsequenz dieser Kompression war der temporale Bereich der Retina,
der im medialen Bereich von Areal 17 abgebildet ist, auf einer kleineren Flache des
Cortex reprasentiert. Zur Erklarung dieser Kompression der retinotopen Karte sind
vorwiegend 2 Erklarungsansatze denkbar.

1) In dem ersten Erklarungsmodell sind Ursache und Entstehungsort fur die
Veranderungen der Retinotopie im NGL, nicht jedoch im PVC lokalisiert. Nach dieser
Uberlegung 16st die Neutralisierung von A-Ephrinen eine Verzerrung der
topographischen Projektionen von den RGZ zum NGL aus, die nachfolgend weitgehend
unverandert im PVZ abgebildet wird.

Dieses Erklarungsmodell baut auf den Befunden retrograder Markierungsexperimente
auf, welche an Ephrin-A5 defizienten (Ephrin-A5", Feldheim et al. 1998) sowie an
Ephrin-A5/Ephrin-A2 defizienten (Ephrin-A5/A27, Feldheim et al. 2000) Mausen
durchgefuihrt wurden. Hierbei sind in den subcortikalen Strukturen des visuellen
Systems der Maus die Ephrine A2 und A5 am starksten exprimiert. Aus diesem Grund
wird davon ausgegangen, dal® die topographischen Projektionen in den subcortikalen
Komponenten des visuellen Systems in tau™"?9EPA3I8 Maysen qualitativ dieselben
Veranderungen aufweisen, wie sie flr Ephrin-A5" bzw. Ephrin-A5/A2” Méause
beschrieben wurden.

Wie in Abb. 45 schematisch dargestellt, 16st die Deletion von Ephrinen eine
Veranderung der topographischen Projektionen von den RGZ in den Colliculus superior
und den NGL aus. Hierbei sind die Projektionen von RGZ aus dem temporalen Bereich
der Retina, die eine besonders hohe Sensitivitat fur Ephrine besitzen, am starksten
betroffen. Wahrend die Projektionen aus den temporalen RGZ in der Wildtyp Situation
im posterioren Bereich des NGL bzw. dem anterioren Bereich des Colliculus superior
terminieren, projizieren diese Axone in Ephrin defizienten Mausen vorwiegend in den
anterioren Aspekt des NGL und den posterioren Bereich des Colliculus superior. Zwar
sind die retinalen Projektionen auch in Ephrin defizienten Mausen noch uber den
gesamten NGL und den gesamten Colliculus superior verteilt (in Abb. 45 nicht
dargestellt), jedoch kommt es insgesamt zu einer Konzentration der Projektionen im
anterioren Aspekt des NGL bzw. im posterioren Bereich des Colliculus superior.
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Die Kompression der retinotopen Karte in taufP"19EPA%19 Maysen lieRe sich hierbei mit
einer einfachen Abbildung der topographischen Projektionen aus dem NGL in Areal 17
des PVC erklaren: Eine Konzentration der retinalen Projektionen im anterioren Aspekt
des NGL spiegelt sich in einer Stauchung des medialen Bereichs der retinotopen Karte
in Areal 17 wider. Da die retinalen Projektionen auch in Ephrin defizienten Mausen noch
Uber den gesamten NGL verteilt sind, steht diese Erklarung auch in Einklang mit der
Beobachtung, daR die GesamtgroRe von Areal 17 in tau=P"'9EPMAS8 Maysen im
Vergleich zu Wildtyp Tieren nur wenig verandert ist. Nach diesem Erklarungsansatz
waren lediglich die retinalen Projektionen in den NGL verzerrt, die topographischen
Projektionen vom NGL zum PVC hingegen weitgehend unverandert.

Abb. 45: (folgende Seite) Erklarungsmodell fiir die Verzerrung der Retinotopie in taytPhA%'9/EphAsla

Mausen.

a) In der Wildtyp Situation projizieren die Axone aus dem nasalen Bereich der Retina in den posterioren
Bereich der Retina und den anterioren Bereich des NGL, Axone aus dem temporalen Bereich der Retina
terminieren hingegen im anterioren Bereich des Colliculus superior und dem posterioren Bereich des
NGL. Die Struktur der Projektionen vom NGL zum Cortex, welche der Abbildung dieser Topographie im
PVC zugrunde liegen, sind bislang weitgehend ungeklart.

b) Die Neutralisierung von A-Ephrinen fihrt zu einer Verzerrung der topographischen Projektionen von der
Retina in den Colliculus superior sowie in den NGL. Die Abbildung der im NGL vorliegenden Verzerrung
der ToEo raphie im PVC ist die wahrscheinlichste Erklarung fur die Stauchung der retinotopen Karte in
tauFPMRIYERMASIS \susen, die im medialen Bereich von Areal 17 besonders ausgepragt ist.

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind die Projektionen der Retina zum ipsilateralen NGL, die leichte

Verdrehung des NGL gegen die anterior-posteriore Achse sowie die Expression von Ephrinen auf retinalen

Axonen in der Skizze nicht berlcksichtigt.
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2) Das zweite Erklarungsmodell geht davon aus, dal} sich die Veranderungen der
Retinotopie aus 2 Komponenten zusammensetzen. Nach diesem Erklarungsansatz
kommt es sowohl bei der Projektion von der Retina zum NGL, als auch in der
nachgelagerten Verschaltung vom NGL zum PVC zu Verzerrungen der Topographie,
deren Addition die veranderte Retinotopie in den tau=P"I9EPMASIS M3usen auslost.

Diese Erklarung setzt voraus, dafd auch die Projektionen aus dem NGL in den PVC eine
Sensitivitat fur A-Ephrine besitzen, und dall weiterhin A-Ephrine in Form eines
Gradienten in Areal 17 exprimiert sind. Zur Expression und Gewebsverteilung von
EphA5 innerhalb des NGL wahrend der Entwicklung liegen bislang nur wenige Daten
vor. Bisher wurde lediglich eine schwache und homogene Expression von EphA5 im
NGL in perinatalen Entwicklungsstadien beschrieben (Gao et al. 1998). Im Cortex wurde
die Expression der Ephrine A2, A3 und A5 beschrieben, wobei alle 3 A-Ephrine im PVC
im Vergleich mit anderen cortikalen Strukturen nur wenig prominent und ohne
erkennbaren Gradienten exprimiert sind (Vanderhaeghen et al. 2000). Aufgrund dieser
Expressionsdaten ist es wenig wahrscheinlich, dal® auch in der Verschaltung vom NGL
zum PVC eine Verzerrung der Topographie stattfindet, welche zur Stauchung der
retinotopen Karte in tau®P"'9EPMA%19 \Msusen beitragt.

Zusammenfassend entsteht die Veranderung der Retinotopie in taufPMSI9EPMASIS \aysen
wahrscheinlich vorwiegend durch die Verzerrung der Projektionen von der Retina in den
NGL. Die Abbildung dieser Verzerrung in der neuronalen Verschaltung vom NGL zum
PVC bedingt die in dem knock-in beobachtete Kompression der retinotopen Karte.

Zusatzlich zu der Kompression der retinotopen Karte war die Abgrenzung der einzelnen
Bereiche neuronaler Aktivitit im PVC von tauFPMoI9EPA%1e \aysen diffuser als in Wildtyp
Tieren (Abb. 43). Auch bei dieser Beobachtung kénnen Ort und Ursache fir die
Entstehung dieser Veranderung sowohl in der Projektion von RGZ in den NGL, als auch
in der neuronalen Verschaltung vom NGL in den PVC lokalisiert sein.

Aus Beobachtungen an Ephrin-A5" Mausen geht hervor, dal® A-Ephrine bei der
Fokussierung der Terminierungszone von RGZ eine wichtige Rolle spielen. So sind die
Terminierungszonen retinaler Projektionen im NGL in Ephrin-A5" Mausen nicht nur
entlang der anterior-posterioren Achse verschoben, sondern haben auch eine wesentlich
diffusere Struktur als in Wildtyp Tieren (Feldheim et al. 1998).

Einen Erklarungsansatz fur diese mangelnde Fokussierung der Terminierungszonen von
RGZ liefern Beobachtungen aus den retinocollicularen Projektionen. Wahrend der
Embryonalentwicklung von Nagetieren projizieren RGZ zunachst mit einer diffusen
Topographie in den Colliculus superior. Im Verlauf der ersten postnatalen Woche kommt
es zu einer Remodellierung der retinocollicularen Topographie, in deren Folge
Verzweigungen  retinaler  Projektionen  ausschlieBlich an  ihren  korrekten
Terminierungszonen im Colliculus superior beobachtet werden (Simon et al. 1992).
Neuere Arbeiten weisen darauf hin, dall A-Ephrine eine wichtige Rolle bei dieser
Remodellierung spielen, indem sie die Ausbildung von Verzweigungen an inkorrekten
Positionen inhibieren (Yates et al. 2001). In den Experimenten von Yates et al. induzierte
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die Neutralisierung von A-Ephrinen in-vitro die Entstehung ektopischer Verzweigungen

auf retinalen Projektionen. Diese Beobachtungen machen es wahrscheinlich, dal}
A-Ephrine auch im NGL die Ausbildung von Verzweigungen an inkorrekten Positionen
inhibieren. Gemal} dieser Annahme |6st die Neutralisierung von A-Ephrinen im NGL die
Ausbildung ektopischer Verzweigungen aus, die sich in der diffusen Struktur der
Terminierungszonen retinaler Ganglienzellen widerspiegelt. Die Abbildung dieser diffusen
Terminierungszonen vom NGL in den PVC tragt moglicherweise zu der diffusen
Ab%renzun individueller Bereiche neuronaler Aktivitat in der retinotopen Karte in
tau=PMASIYEPMASIS \Maysen bei.

Aufgrund der geringen Expression von EphA-Rezeptoren im NGL und von A-Ephrinen im
PVC (siehe oben) ist es wahrscheinlich, da® auch diese Veranderung der retinotopen
Karte primar in den Projektionen von der Retina in den NGL entsteht und Uber die
nachgelagerte Verschaltung zum Cortex im PVC abgebildet wird.

Dartber hinaus konnte auch eine Defaszikulierung von Nervenfasern, wie sie in der
Peripherie beobachtet wurde (4.4.5.2), zu der diffuseren Abgrenzung einzelner Bereiche
neuronaler Aktivitat im PVC in tau™P"9EPMA59 Msusen beitragen. Zwar wurden die
prominenten Nervenfasern des visuellen Systems im Rahmen dieser Arbeit nicht auf
Defaszikulierung analysiert. Jedoch |af3t die Expression von 3 verschiedenen EphA-
Rezeptoren sowie 2 verschiedenen A-Ephrinen im Nervus opticus die Vermutung zu, dal}
insbesondere dieser Nerv eine hohe Sensitivitat fur die Neutralisierung von A-Ephrinen
aufweist und in tauFP"P19EPAI \Msusen Anzeichen von Defaszikulierung zeigen konnte.
Eine Defaszikulierung des Nervus opticus konnte hierbei zu einer reduzierten
Fokussierung der Terminierungszone retinaler Projektionen in den NGL beitragen, die
sich in der diffuseren Abgrenzung von Bereichen neuronaler Aktivitat im PVC
niederschlagt.

Eine interessante Erweiterung dieser Befunde ergab sich aus dem Vergleich der in
adulten fauFPMASI9ERMASIS  Miusen gefundenen Veranderungen der Retinotopie mit
praliminaren Beobachtungen an juvenilen Tieren. Zwar stimmten die in juvenilen Tieren
beobachteten Veranderungen qualitativ mit den Befunden aus adulten Tieren weitgehend
uberein, jedoch waren die Effekte in jungeren Tieren erheblich starker ausgepragt (Mark
Hubener, personliche Mitteilung). Welche Erklarungen sind fir diese Altersabhangigkeit
denkbar?

Offensichtlich kommt es in tau®PMo19EPMASIe Maysen zu einer Reorganisation der
retinotopen Karte, die vermutlich zumindest partiell auf der Ebene der Projektionen von
der Retina zum NGL stattfindet. In Mausen erreichen die retinalen Projektionen den NGL
bei E16, in dem sie sich bis zur Geburt in einer diffusen topographischen Karte anordnen,
die etwa nach der ersten postnatalen Woche vollstandig entwickelt ist (Godement et al.
1984). Wie Experimente an Ephrin-A defizienten Mausen zeigen, spielen die im NGL
exprimierten Ephrine A2 und A5 eine zentrale Rolle bei der Etablierung dieser
Topographie (Abb. 45). Hierbei nimmt die Expression von Ephrin-A2 und Ephrin-A5 im
NGL etwa nach der ersten postnatalen Woche stark ab (Feldheim et al. 1998). Aus diesen
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Befunden geht hervor, dal® die in Ephrin-A defizienten Ma&usen beobachteten
Fehlprojektionen schon kurz nach der Geburt voll ausgebildet sein missen. Da Ephrin-A2
und Ephrin-A5 als einzige A-Ephrine im NGL exprimiert sind, nimmt mit der verringerten
Expression dieser Ephrine zugleich die Sensitivitat der retinalen Projektionen im NGL flr
den Rezeptorkorper ab. Diese verringerte Sensitivitat ist moglicherweise die Grundlage
fur die Reorganisation der topographischen Projektionen im NGL, die sich in einer
partiellen Korrektur der verzerrten Retinotopie beim Ubergang von juvenilen zu adulten
Tieren widerspiegelt.

Als molekulare Triebkraft fur diese Korrektur von Fehlprojektionen im NGL ist die
.Kompetition“ benachbarter Axone um die okkupierte Flache im Zielgewebe denkbar. Eine
derartige Kompetition von retinalen Axonen wurde von Brown et al. (2000) aufgrund von
Beobachtungen an einer Mauslinie vorgeschlagen, welche EphA3 in einer Subpopulation
von RGZ unter dem /slet2-Promotor exprimiert. Diese Mauslinie zeigt eine Verdrangung
von korrekt lokalisierten Projektionen im Colliculus superior durch fehlgeleitete Axone, die
mit einer Kompetition zwischen Axonen um ihr Zielgewebe erklart wurde. Moglicherweise
treibt diese Kompetition der retinalen Axone um ihr Zielgewebe eine Reorganisation der
Projektionen im NGL an, die sich in einer zumindest partiellen Korrektur der verzerrten
Topographie im NGL niederschlagen konnte.

Die hier beobachtete Plastizitat unterscheidet das visuelle System von topographischen
Karten des Primaren Somatosensorischen Cortex (PSC). So wurde in Ephrin-A5"
Mausen eine Verzerrung der Reprasentation von Barthaaren in einem spezialisierten
Bereich des PSC, dem sog. Barrel Cortex, beobachtet, die auf der Expression von
Ephrin-A5 im PSC in Form eines Gradienten beruht (Vanderhaeghen et al. 2000). Anders
als bei der Retinotopie wurden flir diese Verzerrung jedoch weder qualitative noch
quantitative Unterschiede beim Vergleich von neonatalen mit adulten Tieren beobachtet.

Fir die Veranderungen der Retinotopie in tautPMSI9EPMSIe Mayusen sind physiologische
Implikationen denkbar. Aus Beobachtungen am PSC von Saugetieren ist bekannt, daf}
die jeweilige Flache des Cortex, mit der verschiedene Areale der Kodrperoberflache
reprasentiert sind, proportional ist zur Bedeutung der sensorischen Information, welche
der Organismus Uber die betreffenden Bereiche der Korperoberflache aufnimmt. Hierbei
liegen Hinweise darauf vor, dal} die sensorische Leistungsfahigkeit eines Areals der
Korperoberflache mit dem Flachenanteil im sensorischen Cortex korreliert, welcher den
entsprechenden Bereich der Korperoberflaiche zugeordnet ist (Ubersichtsarbeit:
Buonomano et al. 1998).

Aufgrund der Kompression der retinotopen Karte in tau®P"?'9EP"%1 \ausen war der
laterale Bereich der Retina im Vergleich zu Wildtyp Tieren auf einer kleineren Flache des
Cortex reprasentiert. Als mogliche Konsequenz dieser Kompression der retinotopen Karte
ist ein verringertes visuelles Auflosungsvermogen in bestimmten Bereichen des Sehfeldes
denkbar. Das im Vergleich zu anderen Sinnesinformationen geringe Gewicht der visuellen
Wahrnehmung fur Nagetiere war vermutlich Ursache daflr, dal} die Veranderungen der
Retinotopie keine offensichtlichen Verhaltensanderungen der taufPM°19EPMASIS Mayse zur
Folge hatten.

112



Diskussion

5.4 Ausblick

In weiteren Experimenten soll die Bedeutung von A-Ephrinen flr die Etablierung
nozizeptiver Projektionen von Spinalganglien in das Riuckenmark wahrend der
Embryonalentwicklung analysiert werden. Zu Beginn dieser Arbeit waren keine etablierten
Marker verfugbar, welche diese Fraktion sensorischer Projektionen in pranatalen
Entwicklungsstadien vollstandig erfaldte. Fur zuklnftige Experimente steht jedoch eine
Mauslinie zur Verfugung, welche ein Fusionsprotein aus LacZ und dem Mikrotubuli
bindenden Teil von Tau unter der Kontrolle des trkA-Promotors von frihen
Embryonalstadien an exprimiert.

Mit Hilfe retrograder Markierungstechniken sollen die topographischen Projektionen von
der Retina in den NGL und den Colliculus superior in tau=""*'9EP318 M3ysen analysiert
werden. Die Ergebnisse dieser Experimente sollen das Verstandnis der veranderten
Retinotopie in tauFPMI9EPMASIS Mayusen vervollstandigen. Weiterhin soll die Analyse der
Retinotopie in juvenilen taufPMASIYEPMASIS \Mayusen fortgesetzt und einem detaillierten
Vergleich mit den in adulten Tieren gewonnenen Befunden unterzogen werden.
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6 Material und Methoden:

6.1 Materialien

6.1.1 Gerate

Acrylamid Minigelsystem (Hoefer)
Agarose-Gelkammern (MWG Biotech)
DNA Sequencer 373 (Applied Biosystems)
Eierinkubator (W. Ehret GmbH)
ELISA-Lesegerat Thermo max microplate reader
(Molecular Devices)
Filmentwicklermaschine CURIX 60 (Agfa)
Fluoreszierendes Lineal (Stratagene)
Gefriermikrotom CM 3050 S (Leica)
Geldokumentationssystem Eagle Eye
(Stratagene)
GeneAmp PCR System 9700 (Perkin Elmer)
Genepulser Il mit Capacitance Extender Plus
(BioRad)
Heizblock (Eppendorf)
Inkubator fir Bakterienkulturen (Heraeus)
Konfokalmikroskop BX61 (Olympus)
Microinjector 5242 (Eppendorf)
Mikromanipulator 5170 (Eppendorf)
Mikroskope Axioplan Il mit CCD-Kamera Axiocam
und Software Axiovision (Zeiss)
MilliQ Wasseraufbereitungsanlage (Millipore)
Mr. Frosty Einfriergerat (Nalgene)
Peristaltikpumpe Minipuls 2 (Gilson)
pH Meter 766 Calimatic (Knick) mit
Einstabmellkette (Mettler Toledo)
Phosphoimager FujiX BAS 1000 (Fuiji)
Pipettenziehgerat Flaming/Brown Micropipette
Puller P97 (Sutter Instrument Co)

PROCISE Protein Sequencing Systems (Applied
Biosystems)

Rontgengenerator STABILIPAN 2 (Siemens) mit
Roéntgenréhre TR300f (Siemens)

Saulen fur die Chromatographie (Sigma)

Schuttler Unitwister (Uniequip)

Spannungsquelle Standard Power Pack P25
(Bioemetra)

SpeedVac Vakuumzentrifuge Univapo 100H
(Uniequip)

Spektrophotometer Ultrospec 3000 pro
(Amersham)

Stereomikroskop MZ12° mit Photographier-
einrichtung (Leica)

Szintillationszahler LS 500 TA (Beckman)

Sterilwerkbank Skan Modell 0.9 (Skan)

TE 42 Transfor |l Tank Blotting System
(Amersham)

UV Stratalinker (Stratagene)

UV Transilluminator 302 nm (Bachofer)

VacuGene XL Vacuum Blotting System
(Amersham)

Vertikalschuttler (Unitwist)

Wasserbader (Haake)

Zellinkubatoren 1G150 (Jouan), Cytoperm I
(Heraeus)

Zentrifugen PicoFuge (Roth), Tischzentrifuge 3-
15 (Sigma), Tischzentrifuge 3K30 (Sigma), RC-
5B (Sorvall), 5415C (Eppendorf)

6.1.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien von Sigma oder Merck in der
jeweils hochsten zur Verfugung stehenden Reinheit bezogen. Einwegmaterial fur die
Zellkultur stammen von Nunc, Falcon und Greiner.

[a-*2P] dCTP (Hartmann Analytik)

[a-**S] UTP (Amersham)

2-Mercaptoethanol (Sigma)

3-Aminopropyl-trimethoxysilan (TESPA, Fluka)

5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-3-D-Galaktosid (X-Gal,
Sigma)

ABI PRISM BigDye Terminator v3.0 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems)

Acrylamid (Biorad)

all-trans-Retinol (Sigma)

Ammoniumpersulfat (APS, BioRad)

Ampicillin (Sigma)

Benzoylbenzoat (Merck)

114



Material und Methoden

Benzylalkohol (Merck)

Biotin (Sigma)

BM Blue POD Substrate (soluble) Substratlésung
(Roche)

BSA fiir die Zellkultur (Sigma)

Colcemid (Sigma)

Coomassie Brilliant Blue R250 (Serva)

D-Galactose (Sigma)

DC Proteinassay (Biorad)

Deconex Fertiglésung von Merck

desoxy-Ribonukleotide (ANTPs, Gibco)

Dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma)

DNA Gel Extraction Kit (Quiagen)

ECL"-Chemolumineszenz-Detektionssystem
(Amersham)

Elektroporationskivette mit 0.4 cm
Elektrodenabstand (Biorad)

Embryo-getestetes leichtes Paraffindl (Sigma)

Entellan Einbettmittel fir Mikroskopie (Merck)

Eosin Y (Merck)

ESGRO Murine Leukemia Inhibitory Factor
(Gibco)

Ethanolamin (Sigma)

Fotales Kalberserum (FCS, Roche, sowie Sigma)

G418 (Gibco)

Gelatine (Sigma)

Gewebekulturschalen (Falcon, Nunc, Costar,
Greiner)

Giemsa Farbeldsung (Gibco)

Glasplattchen rund 13 mm (Assistent)

Glutaraldehyd, 30-prozentige Losung, Qualitat fur
die Elektronenmikroskopie (Serva)

Glutathion (Sigma)

Gurr Puffer Tabletten (Gibco)

Humanes Chorion Gonadotropin (hCG, Sigma)

HybondN™ Nylonmembran (Amersham)

Hybond-XL Nylonmembran (Amersham)

ImmobilonP Membran mit 0.2 um Porenweite
(Millipore)

Immunofluor Einbettmittel flir Mikroskopie (ICN)

Isopropyl-R-D-thiogalaktopyranosid (IPTG,
Sigma)

Kanamycin (Sigma)

Katalase (Sigma)

Ketamin (Handelsname ,Ketanest®, Parke-Davis)

L-Alanin (Sigma)

L-Carnitin (Sigma)

L-Glutamin (100x Lésung, Gibco)

L-Prolin (Sigma)

Linolensaure (Sigma)

Linolsaure (Sigma)

Molekulargewichtsmarker ,1 kb DNA ladder®
(Gibco)

Molekulargewichtsmarker ,50 bp DNA ladder*
(Gibco)

Molekulargewichtsmarker flir Proteine ,Rainbow
coloured protein molecular weight markers*
(Amersham)

Molekulargewichtsmarker fur Proteine ,,Silver
Stain SDS-Page Standard Low range* (Biorad)

Molekulargewichtsmarker fir RNA (Gibco)

N,N,N’,N’,-Tetramethylethylendiamin (TEMED,
Sigma)

Natriumpyruvat (100x Lésung) (Gibco)

Natriumpyruvat (Sigma)

Natriumselenit (Sigma)

Objekttrager 76x26 mm mit Mattrand von
Assistent

Oligolabelling Kit (Amersham)

Oligotex mRNA Purification Kit (Quiagen)

Papanicolaus 1a Farbellésung (Merck)

PAP-PEN (DAKO)

Parafilm (American National Can)

PCR Purification Kit (Quiagen)

Penicillin (Gibco)

Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol 25:24:1
(Sigma)

Photographische Emulsion NTB-2 fur die
Autoradiographie (Kodak)

Plasmidisolierungskit (Quiagen)

Poly-DL-Ornithin Hydrobromid (Sigma)

Pregnant Mare’s Serum Gonadotropin (PMSG,
Sigma)

ProbeQuant G-50 Micro Columns (Amersham)

Progesteron (Sigma)

Proteaseinhibitor Mischung ,Complete Protease
Inhibitor Cocktail“ (Roche)

Protein G Sepharose CL-4B (Amersham)

Putrescin (Sigma)

QIAQUICK Gel Extraction Kit (Quiagen)

QIAQUICK PCR Purification Kit (Quiagen)

Retinylacetat (Sigma)

Ribonukleotide (NTPs, Amersham)

Rinderserumalbumin (BSA, Sigma)

Roéntgenfilme RX (Fuji), sowie Hyperfilm
(Amersham)

rProtein A Sepharose Fast Flow (Amersham)

Salmon Sperm DNA (ssDNA, Sigma)

Saulen fir die Chromatographie (Sigma)

Silikonldsung (Serva)

Slide-A-Lyzer Dialysekassette mit 10 kDa
Ausschlussvolumen (Pierce)

Streptomycin (Sigma)

Superoxyddismutase (Sigma)

Szintillationsflussigkeit Rotiszint (Roth)

tert-Amylalkohol (2-Methy-2-butanol, Aldrich)

Tissue-Tek OCT Compound (Miles)

Tocopherol (Sigma)

Tocopherolacetat (Sigma)

Toluoidine Blau (Merck)

Transferrin (Sigma)
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2, 2, 2-Tribromethanol (Aldrich)
Trizol Reagenz fur RNA-Isolation (Gibco)
Ultra Pure Agarose (Gibco)
Vitamin B12 (Sigma)
Whatman 3MM (Whatman)

6.1.3 Antikorper und Enzyme

Antikorper

Kaninchen anti-EphAS5 Antikorper (Santa Cruz)

Kaninchen anti-human IgG Antikorper,
unkonjugiert (Jackson)

Kaninchen anti-human 1gG Antikérper, Cy3
konjugiert (Jackson)

Kaninchen anti-human IgG Antikérper, Cy2
konjugiert (Jackson)

Kaninchen anti-Maus IgG Antikorper, HRP
konjugiert (Jackson)

Kaninchen anti-Neurofilament Antikérper
(Chemicon)

Enzyme

DNAse | fir Zellkultur (Roche)

DNAse |, RNAse frei (Roche)

Klenow-Enzym (Roche)

Papain (Sigma)

Pfu DNA Polymerase (Stratagene)

Proteinase K (Roche)

Restriktionsenzyme und Puffer (Roche, New
England Biolabs)

RNAse A (Roche)

Shrimp Alkalische Phosphatase (SAP, Roche)

SP6 RNA Polymerase (Stratagene)

Xylacin (Handelsname ,Rompun®, Bayer)
Zellfilter 40 uym und 70 pm (Falcon)
Ziegenserum (NGS, Sigma)

Maus anti-human c-myc Antikérper
(monoklonaler Antikdrper 9E19, wurde am
Max-Planck-Institut aus Hybridomzellen
produziert und affinitdtsgereinigt)

Maus anti-Kaninchen IgG Antikérper, HRP
konjugiert (Jackson)

Maus anti-phospho Tyrosin Antikdrper
(monoklonaler Antikérper Klon 4G10, Upstate
Biotechnology)

Ratte anti-PECAM Antikérper (monoklonaler
Antikorper Klon MEC13.3, Pharmingen)

Vectastain Elite ABC Kit (Vector Laboratories)

Superscript || Reverse Transkriptase (Gibco)

T3 RNA Polymerase (Stratagene)

T4 DNA Ligase und Puffer (New England
Biolabs)

T7 RNA Polymerase (Stratagene)

TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen)

Taq DNA Polymerase und Puffer (Gibco)

Trypsin/EDTA fir die Zellkultur (Gibco)

Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit (Invitrogen)

6.1.4 Bakterien, Mause, Vektoren, Oligodesoxynukleotide und

DNA-Sonden

Bakterien

E.coli-Stamm XL-1 Blue (Stratagene)
E.coli-Stamm TOP10-F’ (Invitrogen)
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Mause

Mause des Inzuchtstammes CS57BL/6 (Tierhaus des Max-Planck-Instituts fir Biochemie, Martinsried,
sowie Charles-River, Sulzbach)
Mause des Stammes NMRI (Charles-River, Sulzbach)

Plasmide

Plasmid ,pBSTII-SK+“ (Stratagene)
Plasmid ,pCDNA-3.1+“ (Invitrogen)
Plasmid ,pCR4-TOPO* (Invitrogen)
Plasmid ,pCR4-BLUNT-TOPQO* (Invitrogen)

Oligodesoxynukleotide

Oligodesoxynukleotide wurde von der Firma Metabion bezogen und sind in 5-3’-Orientierung aufgelistet:

Name Sequenz Kommentar
BSK 1 GATCGATCGA CGCGTTGCGG ACCCTTTTGG blau: Restriktionsschnittstelle  Miu |,
CCAGC unterstrichen: Komplemetarer Bereich des
Primers zu Maus EphA5 cDNA-Sequenz
BSK 2 CC ATTTAAAT T GCTTTGATC ATTAGATGCT blau: Restriktionsschnittstelle Swa |,
GCAACTGACAC unterstrichen: Komplemetarer Bereich des
Primers zu Maus EphA5 cDNA-Sequenz
EA1IST 1 CCATCAGGAA TCCCAGTGC Die Primer amplifizieren ein 322 bp
EA1IST 2 GAGGCTTCAT GGTGGCG Fragment, entsprechend bp 404-725 von
Genbank Accession Nr. U90662
EA2 1 GATCGATCG CTAGCCACC ATGGCGCCCG blau: Restriktionsschnittstellen Nhe | und
CGCAGCGC Nco |, rot: Starcodon, unterstrichen:
Komplementarer Bereich des Primers zu
Ephrin-A2
EA2 2 GATCGATCAA GCTTTTGTTC GCTGTTACTG blau: Restriktionsschnittstelle Hind |ll,
GTGAAGATGG G unterstrichen: Komplementarer Bereich
des Primers zu Ephrin-A2
EA2IST 1 CTCCTAGTGT CAGGCCG Die Primer amplifizieren ein 594 bp
EA2 IST 2 GTGGCTGGAA GAAGAGTGG Fragment, entsprechend bp 634-1227 von
Genbank Accession Nr. U14752
EA3IST 1 GCTCCAACCA GCACCTG Die Primer amplifizieren ein 328 bp
EA3 IST 2 CAATGCAGGT TGTGAGTGG Fragment des offenen Leserahmens von
Ephrin-A3 (Lai et al. 1999)
EA4 IST 1 GACTGGTCAG GCTACGAG Die Primer amplifizieren ein 265 bp
EA4 IST 2 GAGCTGACTC ATGTGATGAC C Fragment, entsprechend bp 313-577 von
Genbank Accession Nr. U90663
EA5 1 GATCGATCGC TAGCCACCAT GTTGCACGTG blau: Restriktionsschnittstelle Nhe |, rot:
GAGATGTTGA CG Starcodon, unterstrichen: Komplementarer
Bereich des Primers zu Ephrin-A5
EA5 2 GATCGATCAA GCTTTTGTTC GCTGTTACTG blau: Restriktionsschnittstelle Hind |lI,
GTGAAGATGG G unterstrichen: Komplementarer Bereich
des Primers zu Ephrin-A5
EAS5IST 1 GCACGTGGAG ATGTTGACGC Die Primer amplifizieren ein 586 bp
EAS5IST 2 CATCGCCAGG AGGAACAGT Fragment, entsprechend bp 20-605 von

Genbank Accession Nr. U90665
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Name Sequenz Kommentar
EA5IST 3 GGATGTGTGT GTTCAGCC Die Primer amplifizieren ein 269 bp
EAS5 IST 4 CTTCAGCGGT CCGTTTGG Fragment, entsprechend bp 58-353 von
Genbank Accession Nr. U90665
EphA2IST1 | GTCCATTGGG GCCGTGC Die Primer amplifizieren ein 365 bp
EphA2IST 2 | GGTAGTGCTT AGCCTCAGC Fragment, entsprechend bp 3029-3393 von
Genbank Accession Nr. X78339
EphA3IST 1 | GATCATCACC AGCGCGG Die Primer amplifizieren ein 372 bp
EphA3 IST 2 | GGAGCTTCTG CAGCATC Fragment, entsprechend bp 2755-3126 von
Genbank Accession Nr. M68513
EphA4IST 1 | CAACAATGGC GGCTCCG Die Primer amplifizieren ein 379 bp
EphA4IST2 | CTGTGTCTTT CCAGCCTTGG Fragment, entsprechend bp 1225-1603 von
Genbank Accession Nr. U18310
EphA5IST1 | CCTTCTCCAG TCACCAATGT G Die Primer amplifizieren ein 312 bp
EphA5IST 2 | CTGGCTTTGA TCATTAGATG CTGC Fragment, entsprechend bp 1336-1647
Genbank Accession Nr. U07357
EphA6IST1 | CCTGTATCTT GTGCCTCAGC Die Primer amplifizieren ein 412 bp
EphA6 IST 2 | GAACTCGTGA GCTACTCGAT C Fragment, entsprechend bp 3407-3818 von
Genbank Accession Nr. U58332
EphA7 IST 1 | GCCAGGAACA CAGCAGAG Die Primer amplifizieren ein 375 bp
EphA7 IST2 | CCATCCTCGA CTATGTGCG Fragment, entsprechend bp 3120-3482 von
Genbank Accession Nr. X79082.1
EphA8IST 1 | CCAGCTGTCA GGGGCTC Die Primer amplifizieren ein 364 bp
EphA8IST 2 | CACTCATGGT GACCTGCAC Fragment, entsprechend bp 3120-3483 von
Genbank Accession Nr. U72207
FC1 GATC ATTTAA AT TCAGCCTC CACCAAGGGT C | blau:  Restriktionsschnittstelle  Swa |,
unterstrichen: Komplemetarer Bereich des
Primers zu human Fc IgG 1 cDNA-Sequenz
FC 2 GATC GCGGCCGC TCATTTAC CCGGAGACAG blau: Restriktionsschnittstelle  Not |,
GGAG unterstrichen: Komplemetarer Bereich des
Primers zu human Fc IgG 1 cDNA-Sequenz
FC3 CCTCTCCCTG TCTCCGGGTA AA GAACAAAA blau: Restriktionsschnittstelle Not I, rot:
ACTCATCTCA GAAGAGGATC TG TGA GCGGC Stopcodon, griin: c-myc Epitop,
CGC GATC unterstrichen: Komplemetarer Bereich des
Primers zu human Fc IgG 1 cDNA-Sequenz
GAP 1 ACCACAGTCC ATGCCATCAC Die Primer amplifizieren ein 452 bp
Fragment, entsprechend bp 566-1017 von
GAP 2 TCCACCACCC TGTTGCTGTA Genbank Accession Nr. M32599
lgk 1 GATCG GTTTA AAC CGCCA CC ATGG blau: Restriktionsschnittstellen Pme | und
Nco
gk 2 GATCCA ACGC GT CACCAGTG G blau: Restriktionsschnittstelle Mlu |
Igk sense GATCGGTTTA AACCGCCACC ATGGAGACAG blau: Schnittstellen Pme I, Nco I, Mlu I; rot:
ACACACTCCT GCTATGGGTA CTGCTGCTCT Startcodon;  unterstrichen:  Optimierte
GGGTTCCAGG TTCCACTGGT GACGCGTTGG Kozak-Sequenz
ATC
Linker 1 CGCG GGCGCGCC CTCGAG ATCGAT GATATC | blau (jeweils abgesetzt): Asc |, Xho |, Cla
GATCGATC CCGCGG TTAATTAA GG I, EcoRV, Sac ll, Pac |
Linker 2 CCGCGCGG GAGCTC TAGCTA CTATAG blau (jeweils abgesetzt): Asc |, Xho |, Cla
CTAGCTAG GGCGCC AATTAATT CCGCGC I, EcoRV, Sac ll, Pac |
Neo U1 GATTCGCAGC GCATCGCCTT C
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Name Sequenz Kommentar
T1 GATCAAGCTT ATTTCTGAAG AAGACTTGGT blau: Restriktionsschnittstelle Hind lI,
CAAGTGTGGC GGCATAAGC griin: Teil des c-myc Epitops,
unterstrichen: Komplementarer Bereich
des Primers zu Thy1
T2 GATCGCGCCG CTCACAGAGA AATGAAGTCC blau: Restriktionsschnittstelle Not |, rot:
AGGGC Stopcodon, unterstrichen:
Komplementarer Bereich des Primers zu
Thy1
Tau D1 CCCTCTTGTC AGCTCCTG
Tau U1 CATGGTGTCC CTTTCCCTTAC
TKP 1 GATCGGTACC TCTTTGGTGC TGTCC blau: Kpn I-Restriktionsschnittstelle,
unterstrichen: Komplementarer Bereich
des Primers zu dem Kpn I/Sma I-Fragment
tau-genomischer DNA (Abb. 15, Schritt 7)
TKP 2 GATCGGGTTT AAACCCTGGA GGAAAAAAAG blau: Pme I-Restriktionsschnittstelle,
ACAATGGAAT TGGTTAC unterstrichen: Komplementdrer Bereich
des Primers zu dem Kpn |/Sma I-Fragment
tau-genomischer DNA (Abb. 15, Schritt 7)
trkA IST 1 GGCTCAGTCA CCTGAATCTC TCC Primer zur Klonierung der in-situ Sonde trkA
trkA IST 2 GCCCACATCATTCTCTGCCC
trkC IST 1 ACATCACGGA CATCTCAAGG Primer zur Klonierung der in-situ Sonde trkc
trkC IST 2 ACTGACTGAT GTTCATGCGG
DNA-Sonden

Die fur in-situ Hybridisierungen sowie Northern- und Southern-Transfer als Sonden verwendeten DNA-
Fragmente wurden in die Vektoren ,pCR4-TOPQ® (Invitrogen) oder ,pBSTII-SK+* (Stratagene) kloniert.
Die Fragmente wurden entweder ausgeschnitten und mit [a-**P] dCTP radioaktiv markiert (Northern- und
Southern-Transfer), oder als Matrize fur in-vitro Transkription von mit [(x-358] UTP markierten
einzelstrangigen RNA-Sonden verwendet.

Name

Sonde

Verwendung

EphA5

cDNA-Fragment des murinen ephA5-Gens Genbank
Accession Nr. U07357, entsprechend bp 1336-1647, kloniert
in ,pCRII-TOPO* aus cDNA mit den Primern ,EphA5 ist 1*
und ,EphAS5 ist 2“.

mRNA in-situ Hybridisierung

Ephrin-A5

cDNA-Fragment des murinen ephrin-A5-Gens Genbank
Accession Nr. U90665, entsprechend bp 20-605, kloniert in
L,PCRII-TOPO* aus cDNA mit den Primern ,EA5 ist 1“ und
,EAS5 ist 2“.

mRNA in-situ Hybridisierung

GAPDH

cDNA-Fragment des murinen GAPDH-Gens Genbank
Accession Nr. M32599, entsprechend bp 566-1017, kloniert
in ,pCR4-TOPO aus cDNA® mit den Primern ,GAP 1 und
,GAP 2

Northern-Transfer

hum FC

Fragment der 3’-terminalen 468 bp des offenen
Leserahmens des Rezeptorkorpers, kloniert in ,pCR4-
TOPO".

mMmRNA in-situ Hybridisierung,

Northern-Transfer
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Name Sonde Verwendung
tau BRI tau-genomisches Bam HI/Eco RI-Fragment, kloniert in | Southern-Transfer, 3’-Sonde zur
.PBSTII-SK+“ (genaue Lokalisation siehe Abb. 16). Analyse der homologen
Rekombination
tau SRI tau-genomisches Sma I/Eco RI-Fragment, kloniert in | Southern-Transfer, 5-Sonde zur
,PBSTII-SK+* (genaue Lokalisation siehe Abb. 16). Analyse der homologen

Rekombination

trkA cDNA-Fragment des murinen trkA-Gens, kloniert in ,pCR4- | mRNA in-situ Hybridisierung
TOPO® aus cDNA mit den Primern ,trkA IST 1 und ,trkA
IST 2“. Die mRNA-Sequenz lag im April 2002 nicht als
Genbank-Eintrag vor. Das verwendete Fragment entspricht
bp 408-883 des Gens der Ratte, Genbank Accession Nr.
M85214.

trkC cDNA-Fragment des murinen trkC-Gens, kloniert aus cDNA | mRNA in-situ Hybridisierung
mit den Primern ,trkC IST 1¢ und ,trkC IST 2“ in ,pCR4-
TOPO®. Genbank Accession Nr. AF035400, entsprechend
bp 419-823.

6.1.5 Zellinien

293 Ephrin-A2myc: Zellinie 293, stabil transfiziert mit dem Expressionsplasmid pCDNA-E2mycThy1.
293 Ephrin-A5myc: Zellinie 293, stabil transfiziert mit dem Expressionsplasmid pCDNA-E5mycThy1.

293: Humane Nierenepithelzellinie, immortalisiert durch Transformation mit gescherter DNA von
Adenovirus 5 (Graham et al. 1977, ATCC-Eintrag CRL-1573).

R1: Murine ES-Zellinie (Nagy et al. 1993).

6.1.6 Losungen fur die Zellkultur

293 Kulturmedium: 50 ml (v/v) hitzeinaktiviertes FCS (Sigma), 5 ml Penicillin/Streptomycin (Gibco, 100x
Konzentrat), ad 500 ml mit DMEM mit 5 g/l Glucose und Glutamax Il (Gibco).

293 Einfriermedium: 293 Kulturmedium mit 10% (v/v) Dimethlsulfoxyd.

293 Selektionsmedium: 293 Kulturmedium mit 1 mg/ml G418.

BBS Transfektionspuffer: 50 mM BES, 280 mM NacCl, 1.5 mM Na,HPO,, pH 6.95.

EF-Medium: 50 ml hitzeinaktiviertes FCS (Roche), 5 ml MEM Nicht-essentielle Aminosauren (Gibco, 100x
Konzentrat ohne L-Glutamin), 5 ml Natriumpyruvat (Gibco, 100 mM), 5 ml Penicillin/Streptomycin
(Gibco, 100x Konzentrat), 10 ml 200 mM L-Glutamin Konzentrat (Gibco; Pulver in DMEM auflésen und
in Aliquots bei -20°C gefroren lagern), ad 500 ml DMEM mit 4.5 g Glucose/Liter sowie ohne Glutamax
und ohne Glutamin (Gibco).

EF-Einfriermedium: EF-Medium mit 10% (v/v) Dimethylsulfoxyd.

ES-Einfriermedium: ES-Medium mit 10% (v/v) Dimethylsulfoxyd.
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ES-Medium: 75 ml hitzeinaktiviertes FCS (Roche, speziell fir ES-Zellen getestet), 5 ml MEM Nicht-
essentielle Aminosauren (Gibco, 100x Konzentrat ohne L-Glutamin), 5 ml Natriumpyruvat (Gibco, 100
mM), 5 ml Penicillin/Streptomycin (Gibco, 100x Konzentrat), 10 ml 200 mM L-Glutamin Konzentrat
(Gibco; Pulver in DMEM auflésen und in Aliquots bei -20°C gefroren lagern), 5 ml LIF (Gibco,
Endkonzentration: 10 units/ml), 5 pul R-Mercaptoethanol (Sigma), ad 500 ml DMEM mit 4.5 g
Glucose/Liter sowie ohne Glutamax und ohne Glutamin (Gibco).

ES-Selektionsmedium: ES-Medium mit 250 png/ml G418 (bezogen auf Aktivitat).

ES-Trypsin: 0.1% (w/v) Trypsin (Gibco) in glukosehaltiger Saline (0.2 g EDTA, 8 g NaCl, 0.2 g KCI, 1.15 g
Na,HPQO,, 0.2 g KH,PO,4 und 0.2 g Glukose in 1 | H,O auflésen, auf pH 7.2 einstellen und sterifliltrieren).

Hybridoma Auftaumedium: 15 ml FCS (Roche; speziell getestet fir Hybridomzellen), 2 ml 200 mM
Glutamin-Konzentrat (Gibco, Pulver in DMEM auflésen und in Aliquots bei -20°C gefroren lagern), 10 ml
NCTC-135 Medium mit L-Glutamine (Gibco), 1 ml MEM nicht-essentielle Aminosauren (Gibco, 100x
Konzentrat), 1 ml Hybridoma Lésung 1, 1 yl B-Mercaptoethanol, ad 100 ml DMEM mit 5 g/l Glucose mit
Glutamax | (Gibco).

Hybridoma Lésung 1: 1320 mg Oxalsdure sowie 80 mg kristallines Rinderinsulin (Sigma; 25 Units/mg)
unter Rdhren in 80 ml destilliertem Wasser bei 37°C auflésen. 550 mg Natriumpyruvat hinzuflgen, auf
100 ml auffullen, sterilfiltrieren und in Aliquots bei -20°C gefroren lagern.

Hybridoma Produktionsmedium: 2 ml Ultroser HY Konzentrat (Gibco, Inhalt einer Ampulle in DMEM
auflésen und in Aliquots bei -20°C gefroren lagern), 2 ml 200 mM L-Glutamin Konzentrat (Gibco, Pulver
in DMEM auflésen und in Aliquots bei -20°C gefroren lagern) 1 ml Natriumpyruvat (Gibco, 100 mM), 1
ml MEM nicht-essentielle Aminosauren (Gibco, 100x Konzentrat), 1 pl B-Mercaptoethanol, ad 100 mi
DMEM mit 5 g/l Glucose mit Glutamax | (Gibco).

Komplettmedium: Fir das Komplettmedium fir die Kultivierung hippocampaler oder cortikaler Neuronen
folgende wassrige bzw. ethanolische Stammlésungen ansetzen und in Aliquots zu 0.5 ml bei der
angegebenen Lagertemperatur fur maximal 1 Jahr aufbewahren:

Substanz Konzentration ul Stammlésung pro Lagertemperatur
Stammlésunwlml 100 ml Medium StammlésunL
Wissrige Lésungen
L-Alanin 2 100 -20
Biotin 0,1 100 -20
L-Carnitin 2 100 -20
Ethanolamin 1 100 -20
D-Galactose 15 100 -20
L-Prolin 7,76 100 -20
Putrescin 16,1 100 -20
Natriumpyruvat 25 100 -20
Natriumselenit 0,016 100 -20
Vitamin B12 0,34 100 -20
Zinksulfat 0,194 100 -20
Katalase 16 16 -20
Glutathion 1 100 -20
Superoxyddismutase 25 100 -20
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Substanz Konzentration pl Stammlésung pro Lagertemperatur
Stamml6ésung mg/ml 100 ml Medium Stamml6sung
Ethanolische Lésungen
Linolsaure 100 1 -20
Linolensaure 100 1 -20
Progesteron 0,63 1 -20
all-trans-Retinol 10 1 -20
Retinylacetat 10 1 -20
Tocopherol 100 1 -20
Tocopherolacetat 100 1 -20

In einem 50 ml Falcongefa® ca. 30 ml DMEM mit 4.5 g Glucose/l und Glutamax Il (Gibco) vorlegen, 1 g
BSA fir die Zellkultur (Sigma), 2 mg Transferrin (Sigma), 1.6 mg Insulin sowie die angegebenen
Mengen der Stammldsungen hinzufigen, ad 400 ml mit DMEM mit 4.5 g Glucose/l und Glutamax Il
aufflllen und sterilfiltrieren.

M16 Medium (Speciality Media)

M2 Medium (Speciality Media)

PBS: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 90 mM Nay,HPO,, 1,5 mM KH,PQO,4, pH 7.4.

6.1.7 Sonstige Losungen

10x in-situ Puffer: 3M NaCl, 0.1 M Tris/HCI, 0.1 M NaPQ,4, 50 mM EDTA, pH 7.5.

10x MOPS: 0.2 M MOPS, 50 mM Natriumacetat, 10 mM EDTA, pH 7.0.

10x SSC: 1.5 M NaCl, 0.15 M Na-Citrat, pH 7.0.

20x SSPE: 3 M NaCl, 0.2 M NaH,PO,4, 20 mM EDTA pH 7.4.

4% (w/v) Paraformaldehyd in PBS: 20 g Paraformaldehyd in 500 ml PBS in einem Erlenmeyer unter
Schutteln im Wasserbad auf 95°C erhitzen, bis das Paraformaldehyd gel6st ist. Ldsung auf Eis
abkuhlen und vor Gebrauch durch einen 0.2 p Filter filtrieren.

Avertin Narkosel6sung (fur Uterustransfer): 10 g 2,2,2-Tribromethanol in 10 ml tert-Amylalkohol 16sen.
Diese 100-prozentige Avertinlésung in 0.9% (w/v) NaCl in H,O auf eine Konzentration von 2.5% (v/v)
verdinnen, im Dunkeln bei 4°C fur max. 3 Monate lagern. Die Dosierung von ca. 14-18 ul der

2.5-prozentigen Lésung pro g Korpergewicht fiir die jeweilige Stammldsung austesten.

Chloralhydrat Narkosel6sung (fir Perfusionen): 3.5% (w/v) Chloralhydrat, 0.9% (w/v) NaCl in H,O. Lésung
fir maximal 2 Monate bei 4 °C lagern.

Church Hybridisierungspuffer: 0.5 M NaPO,, 5% SDS, 1% BSA, pH 7.2.

Coomassie-Farbeldsung: 40% (v/v) Ethanol, 10% (v/v) Essigsaure, 0.4% (w/v) Coomassie Brilliant Blau
R-250.

Coomassie-Entfarbeldsung: 10% (v/v) Ethanol, 7% (v/v) Essigsaure.
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DAB-Farbelésung: Diaminobenzidin Tabletten mit einer Endkonzentration von 0.5 mg/ml in PBS I8sen,
durch einen 0.2 um SpritzenvorsatZfilter filtrieren und mit 4 pl einer 0.1% (v/v) H,O, Lésung/ml DAB-
Ldsung versetzen. Farbeldsung erst unmittelbar vor Gebrauch ansetzen und auf Eis im Dunkeln halten.

Dent’s Fixativ: 20% (v/v) Dimethylsulfoxyd, 80% (v/v) Methanol.

DNA-Extraktionspuffer: 100 mM Tris/HCI, 5 mM EDTA, 200 mM NaCl, 0.2% (w/v) SDS, 0.1 mg/ml
Proteinase K, pH 8.5. Die Proteinase K in einer Stocklésung von 10 mg/ml ansetzen, bei -20°C lagern
und erst unmittelbar vor Verwendung des Puffers hinzufiigen.

E.coli Lysepuffer I: 50 mM Tris/HCI, 10 mM EDTA, 100 ug/ml RNAse A, pH 8.0.
E.coli Lysepuffer II: 200 mM NaOH, 1% (w/v) SDS.

E.coli Lysepuffer Ill: 3 M Kaliumacetat, pH 5.5.

ELISA-Blockierldsung: 2% (w/v) BSA in 50 mM NaCO;-Puffer pH, 9.6.

ELISA-Lysepuffer: 50 mM HEPES, 200 mM NaCl, 5 mM EDTA, 6 mM Chaps, pH 7.5. Den Puffer
unmittelbar vor Gebrauch mit ,Complete Protease Inhibitor Cocktail“ (Roche) versetzen.

ELISA-Waschpuffer: 50 mM Tris, 200 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0.1% Triton X-100, pH 7.5.

Immunoblockierlésung I: 10% (v/v) Ziegenserum (NGS), 0.03% (w/v) Caragenan und 0.1% (v/v)
Triton X-100 in PBS. Caragenan unter Ruhren in PBS aufkochen, auf Eis abkihlen, und Triton X-100
sowie Ziegenserum zufligen.

Immunoblockierldésung II: 3% (v/v) Ziegenserum (NGS), 0.03% (w/v) Caragenan und 0.1% (v/v) Triton X-
100 in PBS. Caragenan unter Rihren in PBS aufkochen, auf Eis abkihlen, und Triton X-100 sowie
Ziegenserum zufiigen.

In-situ Hybridisierungspuffer (5 ml): 500 ul 10x in-situ Puffer, 200 ul 50x Denhardt’s, 500 ul tRNA (10
ug/ul), 50 pl 1 M Dithiothreitol, 1 ml 50% (w/v) Dextransulfat in H,O, 50 pl 1 M R-Mercaptoethanol, 50 pl
Heringspermien-DNA (10 pg/ul), 2.5 ml Formamid, 150 ul H,O.

In-situ Waschpuffer: 1x in-situ Puffer, 50% (v/v) Formamid, 20 mM R-Mercaptoethanol (1,4 mi/l).

LB Medium: 10 g Trypton (Difco), 5 g Hefeextrakt (Difco) sowie 10 g NaCl in 1 |1 H,O I6sen, mit 5 N NaOH
auf pH 7.0 einstellen und autoklavieren.

LB-Agar: 10 g Trypton (Difco), 5 g Hefeextrakt (Difco) sowie 10 g NaCl in 1 | H,O Iésen, mit 5 N NaOH auf
pH 7.0 einstellen, 12 g/l Agar (Difco) zusetzen und fir 20 min bei 121°C autoklavieren. Nach Abkilen
der Lésung auf 50°C ggf. Antibiotika zusetzen, Platten unter einer Sterilwerkbank giel3en, bei RT
erstarren lassen und bei 4°C lagern.

Modified Hank’s Puffer (MHP): 125 mM NaCl, 5 mM KCI, 1.2 mM NaH,PO,4, 1 mM CacCl,, 1.2 mM MgCl,,
1 uM ZnCl,, 10 mM Glucose, 25 mM HEPES, pH 7.4.

RF1-Puffer: 50 mM MnCl,, 30 mM Kaliumacetat, 10 mM CaCl,, 15% (v/v) Glycerol, mit 0.2 M Essigsaure
auf pH 5.8 einstellen.

RF2-Puffer: 10 mM MOPS, 10 mM RbClI, 75 mM CaCl,, 15 % (v/v) Glycerol, pH 6.8.
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RNA-Ladepuffer (1.5 ml): 750 pyl Formamid, 150 pl 10x MOPS, 240 ul Formaldehyd (37%-ige L&sung),
|1_|(Z(O)-pl H,O, 100 ul Glycerin (87%-ige Lésung), 80 pl 2% (w/v) gesattigte Lésung Bromphenolblau in
RNAse A Puffer: 0.5 M NaCl, 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7.5.
SDS-PAGE Laufpuffer: 250 mM Glycin, 25 mM Tris/HCI, 0.1% (w/v) SDS.
SDS-PAGE Puffer | (Sammelgel, 4x Konzentrat): 1.5 M Tris/HCI, 0.4% (w/v) SDS, pH 8.8.
SDS-PAGE Puffer Il (Trenngel): 0.5 M Tris/HCI, 0,4% (w/v) SDS, pH 6.8.

Silberfarbung Farbelésung: 1 g AGQNO; in 100 ml H,O I6sen und unter Rihren 1.4 ml 25% (v/v) NH3 sowie
2 ml 1 M NaOH zuflgen.

Silberfarbung Entwickler: 50 mg Zitronensaure in 90 ml H,O I6sen und 10 ml Methanol sowie 100 ul einer
37% (v/v) Formaldehylésung zusetzen.

Silberfarbung Fixativ I: 50% (v/v) Methanol, 12% (v/v) Eisessig.

Silberfarbung Fixativ 1I: 5% (v/v) Methanol, 7% (v/v) Eisessig.

SOC Medium: 20 g Trypton (Difco), 5 g Hefeextrakt (Difco) sowie 0.5 g NaCl in 1 1 H,O l6sen, 10 ml einer
250 mM KCI Losung zuftigen, mit 5 N NaOH auf pH 7.0 einstellen, autoklavieren und nach abkuhlen der
Lésung auf < 60°C 20 ml einer 1 M Glukoseldsung sowie 5 ml einer 2 M MgCl, Lésung zufligen.

Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE): 40 mM Tris-Acetat, 1 mM EDTA, pH 8.0.

Tris-EDTA-Puffer (TE): 10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH 7.5.

Western Transferpuffer: 20 mM Tris Base, 150 mM Glycin, 20% (v/v) Methanol. L6sung vor Gebrauch auf
4°C vorkihlen.

Western-Blockierlésung: 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50 mM Tris/HCI, pH 7.4. Lésung mit 0.25 g/l
Gelatine (Sigma, 50 Blooms) versetzen, aufkochen, auf Eis abkihlen, mit 0.5% (v/v) Triton X-100
versetzen und durch einen 0.2 um Sterilfilter filtrieren.
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6.2 Methoden

6.2.1 Molekularbiologische Methoden

6.2.1.1 Herstellung kompetenter Bakterien

Die Herstellung kompetenter Bakterien erfolgte nach der Rubidiumchlorid-Methode
(Hanahan 1983). Bei dieser Methode werden Bakterien in der logarithmischen
Wachstumsphase mit hypothonischen, Rubidiumchlorid haltigen Puffern gewaschen und
anschlieBend in Aliquots schockgefroren. In dieser Arbeit wurden die beiden
Bakterienstamme XL-1 Blue (Stratagene) sowie TOP10-F’ (Invitrogen) verwendet.

Von einer eingefrorenen Kultur von E.coli wurde zunachst eine 5 ml Ubernachtkultur in
LB Medium angeimpft. Am Morgen des folgenden Tages wurde die Kultur in 250 ml auf
37°C vorgewarmtes LB-Medium uUberfuhrt und bei erreichen einer ODggp von 0.4 durch
Zentrifugation bei 4°C und 1000 xg fur 10 min geerntet. Der Uberstand wurde
verworfen, und die Zellen wurden in 50 ml eiskaltem RF1-Puffer resuspendiert und fir
15 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden erneut bei 4°C und 1000 xg flr 10 min
abzentrifugiert und der Uberstand wurde abgegossen. Die Zellen wurden in 20 ml RF2-
Puffer resuspendiert, fur 15 min auf Eis inkubiert , in Aliquots von 200 pl in flissigem N
schockgefroren und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.

6.2.1.2 Transformation von Bakterien

TOP10F’ oder XL-1 Blue Bakterien wurden mit gereinigter plasmidischer DNA oder mit
Ligationsansatzen transformiert, welche als Selektionsmarker Ampicillin- oder
Kanamycinresistenz enthielten.

Ein Aliquot mit 200 ul Suspension kompetenter Bakterien wurde auf Eis aufgetaut, mit
1 ul 1 M R-Mercaptoethanol sowie mit 1-5 ul Ligationsansatz oder 5-50 ng plasmidischer
DNA versetzt und flr 30 min auf Eis inkubiert. Der Transformationsansatz wurde fir 30
sec im Wasserbad bei 42°C und fur 2 min auf Eis inkubiert. Anschlielend wurde der
Transformationsansatz mit 250 ul SOC Medium versetzt, und die Bakterien wurden fir
30 min (Ampicillinresistenz) bzw. 60 min (Kanamycinresistenz) bei 37°C geschuttelt, auf
LB-Agar-Platten mit Ampicillin (100 ug/ml) bzw. Kanamycin (50 pg/ml) ausplattiert und
flr 12-16 h bei 37°C inkubiert.

6.2.1.3 Isolation von Plasmid-DNA aus E.coli

Die Isolation von plasmidischer DNA wurde mittels alkalischer Lyse durchgefuhrt
(Sambrook et al. 1989). Kleine Mengen (5-50 ug) wurden mit einfacher Fallung nach
Phenol-Chloroform-Extraktion ~ (PCE), groRere Mengen (>20 pg) mittels
lonentauscherchromatographie isoliert.
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FUr die Isolation von kleinen Mengen plasmidischer DNA wurde eine transformierte

Einzelkolonie von LB-Agar in 5 ml LB-Medium mit einem geeigneten Antibiotikum
Uberfiihrt und U/n bei 37°C geschiittelt. Von dieser Ubernachtkultur wurden 1.5 ml in
einem 1.5 ml Eppendorfgefall fir 1 min bei 13.000 xg zentrifugiert, und das Zellpellet
wurde in 250 ul E.coli Lysepuffer | resuspendiert. Es wurden 250 pl E.coli Lysepuffer Il
hinzugeflgt, der Ansatz wurde 5-10x vorsichtig geschuttelt und fur 5 min auf Eis
inkubiert. Dem Ansatz wurden nun 250 ul E.coli Lysepuffer Il hinzugefugt, es wurde
erneut 5-10x geschuttelt und anschlieBend fir 10 min bei RT und 13.000 xg
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein frisches 1.5 ml Eppendorfgefal tberfiihrt, und
Proteinverunreinigungen wurden mittels PCE entfernt.
Zur Fallung der DNA wurde der Uberstand der PCE mit 500 ul Isopropanol versetzt und
fur 30 min bei RT und 13.000 xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das
DNA-Pellet wurde mit 100 pl eiskaltem 70% (v/v) Ethanol gewaschen und fur 1 min bei
RT und 13.000 xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, das Pellet in 50 pl
10 mM Tris pH 7.5 gelost, und die DNA-Konzentration wurde photometrisch bestimmt.

FUr die Isolation groRerer Mengen plasmidischer DNA wurden Plasmidisolierungskits
(QIAGEN) nach Angaben des Herstellers verwendet.

6.2.1.4 Phenol-Chloroform-Extraktion (PCE)

Die PCE diente zur Abtrennung von Proteinverunreinigungen aus DNA bzw. RNA
Ldsungen.

Die zu extrahierende Losung wurde mit dem gleichen Volumen Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol 25:24:1 (PCI, Sigma) versetzt, gevortext und fur 5 min auf Eis inkubiert.
Der Ansatz wurde fiir 15 min bei 4°C und 13.000 xg zentrifugiert, und der Uberstand
wurde in ein frisches 1.5 ml Eppendorfgefall Uberfihrt. Zur Abtrennung von
mitgeschlepptem Phenol wurde im Anschlul} an die PCE eine Fallung durchgeflhrt.
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6.2.1.5 Fallung von DNA und RNA

DNA oder RNA wurde meist mittels Ethanolfallung prazipitiert. Hierbei wurde der
Nukleinsaureldésung 10% (v/v) 3 M Natriumacetat pH 5.2 sowie das dreifache Volumen
Ethanol zugesetzt. Der Ansatz wurde fur 30 min auf Eis inkubiert, fur 30 min bei 4°C und
13.000 xg zentrifugiert und der Uberstand wurde abgenommen und verworfen. Das
Pellet wurde mit eiskaltem 70% (v/v) Ethanol gewaschen und in einem geeignetem
Volumen H,0 oder 10 mM Tris pH 7.5 (DNA) bzw. pH 7.0 (RNA) gelost.

In bestimmten Anwendungen wurden Nukleinsauren mit Isopropanol gefallt. Dabei
wurde wie bei der Ethanolfallung vorgegangen, jedoch wurden anstelle des Ethanols
70% (v/v) Isopropanol zugesetzt, und es wurde bei RT gefallt.

Fir die Fallung von Nukleinsauren aus sehr stark verdinnten Lésungen oder von sehr
kurzen Nukleinsaurefragmenten (< 200 bp) wurden dem Fallungsansatz 10 ug Glykogen
(Roche) als Carrier zugefugt.

6.2.1.6 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration von Nukleinsauren wurde spektralphotometrisch bei den
Wellenlangen 260 nm  bestimmt. Eine etwaige Verunreinigungen der
Nukleinsaurelosungen mit Proteinen konnte durch Vergleich der Extinktion bei 260 nm
mit der Extinktion bei einer Wellenlange von 280 nm abgeschatzt werden.

Die Extinktion einer 1:20-1:100 Verdunnung der jeweiligen Nukleinsaureldsung bei den
Wellenlangen 260 nm und 280 nm wurde gemessen, und die Konzentration der
Nukleinsauren wurde wie folgt berechnet:

C pNARNA] = E2eo x T x n [pg/ml]

f: Verdinnungsfaktor, n: Multiplikationsfaktor fur DNA = 50, fir RNA =40

Diese Formel beruht auf der Annahme, dal} die Nukleinsduren etwa gleiche Teile der
verschiedenen Nukleinsaurebasen enthalten. Fur DNA wird ein Verhaltnis
Eze0/E2s0 < 1.8, fir RNA hingegen ein Verhaltnis Es/Ezs0 = 2.1 erwartet, wobei eine
Abweichung auf signifikante Proteinverunreinigungen hinweist.

Da Oligodesoxynukleotide haufig einen veranderten Anteil einzelner Nukleinsaurebasen
enthalten, wurde ihre Konzentration mit folgender Formel berechnet:

Cloligo] = E260 x f/ X [moI/I]

f: Verdinnungsfaktor,
X =n Adenin x 16.000 + n Guanosin x 12.000 + n x Cytosin x 7.000 + n x Tymidin x 9.600, mit n: Anzahl
der jeweiligen Base in dem Oligodesoxynukleotid
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6.2.1.7 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Plasmidische DNA oder PCR-Produkte wurden in einem Volumen von 20-50 ul in einem
Verhaltnis von 2-10 U/ug DNA mit der Restriktionsendonuklease in dem vom Hersteller
mitgelieferten Restriktionspuffer bei der jeweils empfohlenen Temperatur fir 2-5 h
inkubiert. Den Restriktionsansatzen wurde nie mehr als 1/10 des Gesamtvolumens
Enzymlésung zugefligt, um das Auftreten sog. Sternaktivitaten zu vermeiden.

Beim Verdau von genomischer DNA wurde in der Regel U/n verdaut, und die
Restriktionsansatze wurden zusatzlich mit 10 ug/ml BSA (Roche) supplementiert, um
bei der Isolation der DNA eventuell mitgeschleppte Verunreinigungen von SDS oder
Phenol zu adsorbieren.

6.2.1.8 Analyse von DNA mittels Agarose Gelelektrophorese

Die Analyse von DNA mittels Agarose Gelelektrophorese wurde bei RT in TAE-Puffer
sowie in Gegenwart von 0.2 pg/ml Ethidiumbromid in Agarose und Laufpuffer bei 5 V/cm
Elektrodenabstand durchgefuhrt. Die Elektrophorese von genomischer DNA oder von
sehr grolen DNA-Fragmenten wurde bei 4°C und einer Spannung von nur 2 V/cm
Elektrodenabstand durchgeflhrt.

Die DNA wurde mittels Fluoreszenzanregung bei 273 nm visualisiert.

6.2.1.9 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die DNA-Fragmente wurden unter Fluoreszenzanregung im Agarosegel identifiziert, und
die entsprechenden Bereiche des Agarosegels wurden mit einer Skalpellklinge
ausgeschnitten. Hierbei wurde die UV-Exposition des Agarosegels so stark wie moglich
begrenzt, um Mutationen in der DNA zu vermeiden.

Die lIsolierung der DNA aus den ausgeschnittenen Gelfragmenten erfolgte mit dem
Qiaquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) gemal den Angaben des Herstellers.

6.2.1.10 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Die Dephosphorylierung der Enden eines geschnittenen Plasmids mit kompatiblen
Enden verhindert die Religation des Plasmids ohne Insertion und erhéht hierdurch die
Effizienz der Klonierung.

Die Dephosphorylierung eines geschnittenen Plasmids wurde mittels Shrimp Alkalischer
Phosphatase (SAP) unmittelbar im Anschlu® an den Verdau von 1-5 ug Plasmid
durchgefuhrt. Hierbei wurde 1 ul SAP (1 U/ul, Roche) zu dem Restriktionsansatz
hinzugeflgt, der nun flr 1 h bei 37°C inkubiert wurde. Das Restriktionsenzym und SAP
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wurden mittels PCE und anschlie®ender Fallung abgetrennt, und das geschnittene und
dephosphorylierte Plasmid wurde flir die gewilinschte Ligation eingesetzt.

6.2.1.11 Auffiillen von 5’-iiberstehenden Enden

Die Ligation eines DNA-Fragments mit 5’-Uberhangenden Enden mit einem anderen
Fragment mit glatten Enden erfordert das Aufflillen der Gberhangenden Enden. Dies
geschieht Ublicherweise mit Klenow Enzym (grof3es Fragment von DNA-Polymerase ),
das eine 3'>5 DNA Polymerase-Aktivitat sowie eine 5—»3 Exonuklease-Aktivitat
besitzt, wobei das Gleichgewicht zwischen den beiden Aktivitaten des Enzyms durch die
Konzentration freier ANTPs im Reaktionsansatz bestimmt wird.

Fir die Aufflllreaktion wurden in einem Gesamtvolumen von 20 ul 50 ng des DNA-
Fragments mit 5’-Uberhangenden Enden mit jeweils 0.5 mM dNTPs (NEB), 2 pl
10x Reaktionspuffer und 5 U Klenow Enzym (NEB) zusammengegeben. Der Ansatz
wurde far 30 min bei 25°C im Wasserbad inkubiert, und die Reaktion wurde durch
Erhitzen auf 70°C fur 10 min gestoppt. Die DNA-Fragmente wurden nach der
Auffullreaktion Uber ein Agarosegel gereinigt. Um die Fehlerrate der Auffullreaktion zu
minimieren, wurden nur die dNTPs in der Reaktion eingesetzt, welche zum Aufflllen des
betreffenden 5’-Uberhdngenden Endes erforderlich waren, so z.B. fur das Auffullen einer
Not | Schnittstelle lediglich dGTP und dCTP, nicht jedoch dATP und dTTP.

6.2.1.12 Abverdauen von 3’-liberhangenden Enden

3’-uberhangende Enden wurden zwecks Erzeugung von glatten Enden mit T4 DNA-
Polymerase (NEB) abverdaut. Hierzu wurden 200 ng des DNA-Fragmentes in einem
Reaktionsvolumen von 20 ul in 1x Reaktionspuffer mit 1 U T4 DNA-Polymerase in
Gegenwart von dNTPs (jeweils 0.5 mM) fur 20 min bei 37°C inkubiert. Anschliel3end
wurde die Reaktion durch Inkubation fur 10 min bei 70°C gestoppt, und die DNA-
Fragmente wurden Uber ein Agarosegel aufgereinigt.

6.2.1.13 Ligation von DNA-Molekulen

Fir Standardligationen von DNA-Fragmenten in ein geschnittenes Plasmid wurden
20-50 ng des Plasmids, ein 3-10-facher molarer Uberschul? des DNA-Fragments sowie
5 U T4 DNA-Ligase (5 U/ul, NEB) in dem vom Hersteller mitgelieferten Ligationspuffer in
einem Gesamtvolumen von 10 upl U/n bei 16°C inkubiert. Ligationen wurden nie
hitzeinaktiviert und in der Regel unmittelbar nach Ende der Reaktion transformiert.

Fir spezielle Reaktionstypen (mehr als 2 Ligationspartner, sehr groRe Fragmente)
wurden das molare Verhaltnis der Ligationspartner sowie Reaktionstemperatur und
Inkubationsdauer variiert.
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6.2.1.14 Austauschen von Linkern in Plasmiden

Die meisten Plasmide enthalten einen kurzen Sequenzabschnitt, der ein oder mehrere
dicht aufeinanderfolgende Restriktionsschnittstellen enthalt und das Einfigen von DNA-
Fragmenten in ein Plasmid erleichtert. Diese sog. Polylinker konnen gegen
malfigeschneiderte, auf eine spezielle Klonierstrategie angepaldte Linker ausgetauscht
werden.

Hierzu wurde der im Plasmid vorhandene Polylinker mit geeigneten
Restriktionsendonukleasen ausgeschnitten und das Plasmid Uber ein Agarosegel
gereinigt. Nun wurden zwei an ihrem 5’-Ende phosphorylierte Oligodesoxyribonukleotide
synthetisiert, welche die gewlnschten Restriktionsschnittstellen enthielten und sich so
anlagern konnten, daR sie einen zu dem geschnittenen Plasmid kompatiblen Uberhang
enthielten. Die Oligodesoxyribonukleotide wurden mit einer Konzentration von jeweils
2.5 pM in 5x konzentriertem Ligationspuffer in einem Volumen von 200 ul gemischt, im
Wasserbad auf 95°C erhitzt und uber einen Zeitraum von 6 h auf RT abgekuhlt. Nun
wurden 30 ng geschnittenes Plasmid in 7 ul H,O mit 2 ul angelagerten
Oligodesoxyribonukleotiden sowie 1 ul T4 DNA-Ligase (5 U/ul, NEB) gemischt und G/n
bei 16°C inkubiert. Von diesem Ligationsansatz wurden 5 ul in Bakterien transformiert.
Die Ligationsprodukte wurden mittels Restriktionsanalyse und DNA-Sequenzanalyse
analysiert.

6.2.1.15 Blau-WeiR-Selektion von Bakterienkolonien

Bei der Klonierung von DNA-Fragmenten in die Vektoren ,pBSTII-SK+“ (Stratagene),
,PCR4-TOPO“  (Invitrogen) und ,pCR4-BLUNT-TOPO“ (Invitrogen) wurden
Bakterienkolonien mit religiertem Vektor und Kolonien mit rekombiniertem Vektor mittels
Blau-Weil3-Selektion unterschieden.

Die jeweiligen Ligationsansaze wurden in Bakterien transformiert und auf LB-Agar-
Platten ausgebracht, auf die zuvor 40 ul 2% (w/v) X-Gal (Sigma) in DMSO und 7 pl
20% (w/v) IPTG (Sigma) in H2O ausplattiert wurden. Bakterien mit religiertem Vektor
exprimierten das Enzym R-Galaktosidase, und die Kolonien konnten anhand ihrer
Blaufarbung identifiziert werden. Bakterien mit rekombiniertem Vektor exprimierten
keine funktionstlichtige R-Galaktosidase und wurden anhand ihrer weilden Farbe
identifiziert.

6.2.1.16 Miniprep-PCR

Rekombinante Plasmide mit inserierten DNA-Fragmenten < 2 kb wurden mittels einer
Miniprep-PCR analysiert.

Hierzu wurde eine Bakterienkolonie einer frischen Transformation mit einer Impfose auf
einer neuen LB-Agarplatte mit dem entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen, und die
an der Impfose verbliebenen Bakterienreste wurden in 50 pul TE in einem 1.5 ml
Eppendorfgefall suspendiert und fir 5 min auf 100°C erhitzt. Nun wurde eine PCR
durchgefuhrt, in der 1 ul des Bakterienlysats als Matrize sowie Primer eingesetzt
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wurden, welche die Insertionsstelle flankierten. Die Produkte der PCR wurden mittels

Gelelektrophorese analysiert. Von den positiven Klonen wurde eine Plasmidisolierung
durchgefuhrt, und die Plasmide wurden mittels Restriktions- und DNA-Sequenzanalyse
charakterisiert.

6.2.1.17 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) (Saiki et al., 1988) wurde zur Amplifikation
bestimmter DNA-Sequenzen aus plasmidischer DNA, genomischer DNA sowie cDNA
verwendet. Die PCR wurde sowohl zum analytischen Nachweis von bestimmten
Sequenzen, als auch zur Klonierung sowie zur gezielten Mutation von DNA-Fragmenten
eingesetzt.

Fur einen typischen Ansatz mit 50 ul Reaktionsvolumen wurden 1-200 ng DNA als
Matrize, jeweils 200 nM Primer (Metabion), 1.5 mM MgCl, (Gibco), je 200 uM dNTPs
(Gibco) und 1-5 U DNA-Polymerase in 1x PCR-Puffer eingesetzt. Hierbei wurde fur
analytische Anwendungen Taq DNA-Polymerase (Gibco), flr Klonierungen Pfu-
Polymerase (Stratagene) verwendet, und die DNA-Polymerase wurde dem
Reaktionsansatz erst nach einer anfanglichen Denaturierung bei 95°C zugeflgt (,hot-
start). Fur analytische Standardanwendungen wurden Primer mit einem GC-Gehalt von
=2 50% und einer Lange von ca. 20 bp verwendet. Hybridisierungstemperatur,
Matrizenkonzentration sowie Zahl und Dauer der Zyklen wurden den jeweiligen
Reaktionen angepalit.

Sollte das Expressionsniveau von Genen in verschiedenen Geweben mittels
semiquanitativer RT-PCR verglichen werden, so wurde als Standard zur Normalisierung
verschiedener cDNAs eine Amplifikation von cDNA-Fragmenten des Glykolyseenzyms
Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase (GAPDH) mit den Primern ,GAP 1 und
,GAP 2“ durchgeflhrt. Um den nivellierenden Einflul® von Sattigungseffekten in der PCR
zu vermeiden, wurden hierbei die PCR-Reaktionen mit moglichst geringer Zyklenzahl
(typischerweise 20-22 Zyklen) durchgeflhrt.

6.2.1.18 Reinigung von PCR-Produkten

PCR-Produkte wurden mit Hilfe des QIAQUICK PCR-Purification Kits (QIAGEN) nach
Angaben des Herstellers gereinigt.

6.2.1.19 DNA Sequenzanalyse

DNA-Sequenzanalyse wurde nach der Didesoxynukleotid-Kettenabbruch Methode nach
Sanger (Sanger et al. 1977) mit Hilfe eines 373 DNA Sequencer (Applied Biosystems)
durchgefuhrt. Die Sequenzierreaktion wurde mit dem ABI PRISM BigDye Terminator
v3.0 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) nach Angaben des Herstellers
durchgefuhrt, wobei die Reaktion standardmaRig mit 25 Zyklen durchgefuhrt wurde. Die
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Auswertung und Analyse der Daten erfolgte mit den Softwarepakten DNASTAR
(Lasergene) sowie MacMolly (Tetra).

6.2.1.20 RNA-Isolation

Die Isolation von RNA aus Gewebe oder Zellen wurde basierend auf dem Prinzip von
Chomczynski und Sacchi (Chomczynski et al. 1987) durchgefiihrt.

Fir die Isolation von gesamt-RNA aus Gewebe wurde die Gewebeprobe unmittelbar
nach Entnahme aus dem Tier auf Eis in einem Glasdouncer mit dem zehnfachen
Volumen Trizol Reagenz (Gibco) versetzt, bei dem es sich um eine Mischung aus H,O-
gesattigtem Phenol und Guanidiniumisothiocyanat handelt. Das Gewebe wurde im
Glasdouncer mit 20-30 Hiben homogenisiert, und das Homogenat wurde in einem
1.5 ml Eppendorfgefa® mit 10% (v/v) Chlorofom (Merck) versetzt und fir 1 min
gevortext. Der Ansatz wurde fur 10 min bei 4°C und 14.000 rpm zentrifugiert, und der
klare Uberstand wurde in ein frisches 1.5 ml EppendorfgefaR tberfiihrt. Nun wurde der
Uberstand im Verhaltnis 1+1 mit Isopropanol gemischt und fir 15 min bei 4°C und
14.000 rpm zentrifugiert, und das RNA-Prazipitat wurde mit 70% (v/v) Ethanol
gewaschen. Die so erhaltene roh-RNA wurde zwecks Entfernung von DNA-
Kontaminationen einem DNAse Verdau unterzogen.

Hierzu wurde die roh-RNA je nach Grolke der eingesetzten Gewebeprobe in einem
Volumen von typischerweise 95 ul 10 mM Tris pH 7.0 geldst, mit 5 ul 100 mM MgCl,
sowie 5 ul RNAse freier DNAse | (10° U/ul, Roche) versetzt und fiir 1 h bei 37°C
inkubiert. Der Reaktionsansatz wurde einer PCE und anschliel3end einer Ethanolfallung
unterzogen, und das RNA-Prazipitat wurde in einem geeigneten Volumen 10 mM Tris
pH 7.0 gelost.

Die Isolation von poly-A* RNA aus gesamt-RNA erfolgte unter Verwendung eines
Oligotex mRNA Purification Kits (QIAGEN) gemal} den Angaben des Herstellers.

6.2.1.21 Synthese von cistronischer DNA aus RNA

Fir die Synthese von cistronischer DNA (cDNA) aus RNA wurden standardmagig 2 ug
gesamt-RNA in einem Volumen von 11 pl pro Reaktion eingesetzt. Falls die RNA zu
verdunnt war, wurde sie mittels Ethanolfallung prazipitiert und in einem entsprechend
geringeren Volumen 10 mM Tris pH 7.0 wieder geldst. Fur die reverse Transkription
wurden oligo-dT Primer (Gibco) sowie das Enzym Superscript Il Reverse Transkriptase
(Gibco) eingesetzt, bei dem es sich um rekombinantes Enzym handelt, in welchem die
RNAse-H Aktivitat von Reverser Transkriptase zur Erhohung der Ausbeute an cDNA
deletiert war.

FiUr einen Reaktionsansatz wurden 2 ug gesamt-RNA in einem Volumen von 11 pl mit
1 ul oligo-dT Primern (oligo-dT12-1s, 0.5 pug/ul, Gibco) gemischt, fur 10 min im Wasserbad
auf 70°C erhitzt und anschlielend fur 5 min auf Eis gebracht. Auf Eis wurden nun 4 pl
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5x Reaktionspuffer (Gibco), 2 ul 1 M DTT (Gibco), 1 ul einer Mischung von jeweils
10 mM dNTPs (Amersham), 0.5 ul RNAse Inhibitor (RNAse-OUT, Gibco) sowie 0.8 pnl
Superscript || Reverse Transkriptase (200 U/ul, Gibco) zugefiigt. Der Reaktionsansatz
wurde fur 1 h bei 45°C inkubiert, und die Reaktion wurde mittels Hitzeinaktivierung bei
70°C fur 5 min gestoppt. Anschliefend wurde die Reaktion mit 10 mM Tris pH 7.5 auf
ein Gesamtvolumen von 100 pl verdunnt, und Uberschussige oligo-dT Primern und
Nukleotide wurden mit dem QIAQUICK PCR-Purification Kit (QIAGEN) gemal} den
Angaben des Herstellers abgetrennt, wobei mit 100 ul 10 mM Tris pH 7.5 eluiert wurde.
In den so erzeugten cDNAs war 1 ul cDNA aquivalent zu 20 ng gesamt-RNA.

6.2.1.22 Isolation von genomischer DNA aus Gewebekultur

Fir die Isolation von genomischer DNA aus Gewebekultur wurden die Zellen 1x mit PBS
gewaschen, mit DNA-Extraktionspuffer bedeckt und U/n bei 37°C inkubiert. Am nachsten
Morgen wurde das Zellysat aus der Kulturschale in ein 15 ml Falcongefal® tberfuhrt, mit
demselben Volumen Isopropanol versetzt und fir 1 h bei RT sanft geschuttelt. Das
Prazipitat der genomischen DNA wurde nun in ein frisches 15 ml Falcongefald mit 5 ml
70% (v/v) Ethanol Uberfihrt und far 1 h bei RT gewaschen. Anschlieend wurde die
genomische DNA in einem geeignetem Volumen 20 mM Tris pH 8.5 geldst und bei 4°C
gelagert.

6.2.1.23 Isolation von genomischer DNA aus Schwanzspitzen

Bei den Mausen wurde eine Resektion von 3-5 mm langen Schwanzspitzen
durchgefuhrt. Die Schwanzspitzen wurden in 1.5 ml Eppendorfgefalen mit jeweils
0.5 ml DNA-Extraktionspuffer versetzt und U/n unter Schatteln bei 55°C inkubiert. Am
nachsten Morgen wurde das Gewebelysat fur 1 min bei RT und 14.000 rpm zentrifugiert,
und die Uberstdnde wurden mit einer abgeschnittenen blauen Pipettenspitze in frische
Eppendorfgefale Uberfihrt und mit 0.5 ml Isopropanol versetzt. Nun wurden die
Eppendorfgefalle mehrmals invertiert, und die genomische DNA wurde durch
Zentrifugation fir 20 min bei RT und 14.000 rpm préazipitiert. Der Uberstand wurde
verworfen, und das Prazipitat wurde mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen, in einem
geeigneten Volumen 20 mM Tris pH 8.5 geldst und bei 4°C gelagert.

6.2.1.24 Southern-Transfer Analyse

Fur die Analyse von genomischer DNA mittels Southern-Transfer wurden 5-20 pug
genomische DNA mit einem geeigneten Restriktionsenzym verdaut und in einem
Agarosegel U/n bei 4°C und einer Spannung von 2 V/cm Elektrodenabstand
elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wurde unter UV-Anregung photographiert, wobei
ein unter Fluoreszenzanregung leuchtendes Lineal neben das Agarosegel gelegt wurde,
um eine Zuordnung von Lauflange zu FragmentgroRe auf der Membran zu erlauben.
Nun wurde das Gel zwecks partieller Saurehydrolyse der genomischen DNA fir 5 min in
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0.25 M HCI inkubiert, 2x kurz mit H,O gespult und fur 30 min in 0.4 M NaOH
denaturiert. Anschlielfiend wurde die genomische DNA nach dem Kapillarblotverfahren
U/n bei RT unter alkalischen Bedingungen (Sambrook et al. 1989) auf eine Hybond-N*
Nylonmembran (Amersham) Ubertragen. Am folgenden Morgen wurde der Transfer
abgebaut, die Position der Geltaschen wurde mit Bleistift auf der Membran markiert, und
die Membran wurde 2x 30 sec in 2x SSPE gespult und an der Luft getrocknet.

Fir die Herstellung einer radioaktiven Sonde wurden DNA-Fragmente mit einer Lange
von 0.5-1 kb verwendet, die aus Plasmiden mit Restriktionsenzymen ausgeschnitten
und Uber ein Agarosegel gereinigt wurden. Die radioaktive Markierung der DNA-
Fragmente erfolgte mit dem Random Hexanucleotide Labeling Kit (Roche) nach
Angaben des Herstellers unter Verwendung von [0->?P] dCTP (Hartmann Analytik).
Nach der Markierungsreaktion wurden nicht inkorporierte Nukleotide mit Hilfe von
ProbeQuant G-50 Micro Columns (Amersham) gemal’ Herstellervorschrift abgetrennt.

Die Membran wurde nun fuar 3 h mit Church Hybridisierungspuffer bei 65°C
prahybridisiert. Nun wurde die Sonde durch Zugabe von 04 M NaOH
(Endkonzentration) fur 20 min bei RT denaturiert. Die Sonde wurde in einer
Konzentration von 2x10° cpm/ml zum Church Hybridisierungspuffer zugesetzt, und die
Membran wurde U/n bei 65°C hybridisiert. Am nachsten Morgen wurde der
Hybridisierungspuffer abgegossen, und die Membran wurde 3x 20 min bei 65°C mit 0.1x
SSPE/0.5% (w/v) SDS gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde die Membran
ohne vorheriges Trocknen luftdicht in Plastikfolie eingeschweil3t und U/n auf einer
Phosphoimager-Expositionsplatte in einer Filmkassette exponiert.

6.2.1.25 Northern-Transfer Analyse

Fir Northern-Transfer Analyse wurden 1-2 ug poly-A* oder 5-10 ng gesamt-RNA je Spur
eingesetzt. Die Proben mit einem Volumen von je 3 pul wurden mit 15 pl RNA
Auftragspuffer sowie 1 ul 1% (w/v) Ethidiumbromidlésung gemischt, fur 10 min im
Wasserbad auf 70°C erhitzt und flr 5 min auf Eis gebracht. Nun wurden die Proben auf
ein 0.7% (w/v) Agarosegel aufgetragen, dal} in 1x MOPS Puffer mit 2.2% (v/v)
Formaldehyd gegossen wurde, und elektrophoretisch aufgetrennt. Vor dem Transfer
wurde das Gel unter UV-Anregung neben einem unter Fluoreszenzanregung
leuchtenden Lineal photographiert, um die Zuordnung von Lauflange zu FragmentgrofRe
auf der Membran zu ermoglichen. Die RNA wurde anschlieRend mit Hilfe des VacuGene
XL Vacuum Blotting System (Amersham) mit 20x SSC als Transferpuffer auf Hybond XL
Nylonmembran (Amersham) gemaly den Angaben des Herstellers transferiert, an der
Luft bei RT getrocknet und mittels UV-Bestrahlung bei einer Wellenlange von 312 nm
mit einer Strahlendosis von 0.3 J/cm? auf der Membran fixiert.

Fir die Herstellung einer radioaktiven Sonde wurden DNA-Fragmente mit einer Lange
von 0.5-1 kb verwendet, die aus Plasmiden mit Restriktionsenzymen ausgeschnitten
und Uber ein Agarosegel gereinigt wurden. Die radioaktive Markierung der Sonden
erfolgte in gleicher Weise wie fur die Southern-Transfer Analyse.
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Die Membran wurde nun fiur 3 h mit Church Hybridisierungspuffer bei 65°C
prahybridisiert. Nun wurde die Sonde durch Erhitzen auf 95°C fur 10 min denaturiert fur
20 min bei RT denaturiert. Die Sonde wurde in einer Konzentration von 2x10° cpm/ml
zum Church Hybridisierungspuffer zugesetzt, und die Membran wurde U/n bei 65°C
hybridisiert. Am nachsten Morgen wurde der Church Hybridisierungspuffer abgegossen,
und die Membran wurde wie folgt bei 65°C gewaschen: 1x 30 sec 2x SSC/0.1% SDS,
2x 5 min 2x SSC/0.1% SDS, 2x 10 min 1x SSC/0.1% SDS, 4x 5 min 0.1x SSC/0.1%
SDS. Nach dem letzten Waschschritt wurde die Membran ohne vorheriges Trocknen
luftdicht in Plastikfolie eingeschweist und U/n auf einer Phosphoimager-Expositionsplatte
in einer Filmkassette exponiert.

6.2.2 Zellkulturtechniken

6.2.2.1 Kultivierung hippocampaler und cortikaler Neuronen aus der Maus

Vor Beginn der Praparation wurden die Kulturschalen bzw. gereinigte runde
Deckglaschen mit einem Durchmeser von 13 mm in 24 Well Schalen fir mind. 3 h bei
37°C mit 0.01% (w/v) poly-DL-Lysin in H,O (Sigma) beschichtet, 3x mit PBS gespult und
mit einem geeigneten Volumen Kulturmedium befullt.

Fur die Gewinnung von dissoziierten hippocampalen und cortikalen Kulturen wurden
Mausembryonen der Entwicklungsstufe E17.5-18.5 verwendet. Die Muttertiere wurden
mit Hilfe einer CO,-Uberdosierung getotet, und die Uteri wurden entnommen und in PBS
uberfuhrt. Die Embryos wurden aus den Decidua entnommen und decaptiert, und die
Kopfe wurden in PBS/Glucose uberfuhrt. Nun wurden Hippocampi oder Cortices
prapariert, in PBS/Glucose mit 1 mg/ml BSA (Sigma) gesammelt und anschliel3end in
einem 15 ml Falcongefald mit 5 ml einer Losung von 0.5 mg/ml Papain (Sigma) in
PBS/Glucose mit 1 mg/ml BSA unter gelegentlichem Schwenken fur 20 min bei 37°C
inkubiert. Der Verdau wurde durch Zugabe von 1 ml hitzeinaktiviertem FCS (Sigma)
gestoppt, das Gewebe wurde mit einer rundgeschmolzenen Pasteurpipette vorsichtig
trituriert, und die Zellen wurden durch Zentrifugation fr 5 min bei 1000 xg pelletiert. Der
Uberstand wurde abgenommen, die Zellen wurden in 5 ml Medium aufgenommen und
in 24 Well Schalen mit einer Dichte von ca. 6x10* Zellen pro Well ausgebracht. Nach 3 h
wurde das Medium gegen 0.5-1 ml Komplettmedium pro Well ausgetauscht, und die
Zellen wurden nach einer Kulturdauer von 3-14 d analysiert.

Die hier verwendete Rezeptur fur das Komplettmedium (Zafra et al. 1990, Brewer et al.
1989) entspricht weitestgehend Neurobasalmedium (Gibco) mit Zusatz von B27-
Supplement (Gibco).
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6.2.2.2 Kultivierung von 293-Zellen

293 Zellen (Graham et al., 1977) wurden auf Nunclon A Surface Schalen in 293
Kulturmedium bei 10% (v/v) CO2 und 95% relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert. Sobald die
Zellen konfluent waren, wurden sie mit PBS gewaschen, durch Inkubation in
1x Trypsin/EDTA (Gibco) fir 5 min bei 37°C von der Schale abgelést und in
Kulturmedium pelletiert. Die Zellen wurden in Kulturmedium aufgenommen, trituriert und
auf die gewlnschte Zahl neuer Kulturschalen verteilt (passagiert).

FUr Immuncytochemie wurden die Zellen auf runden Glasplatichen (Assistent) in 24
Well Schalen kultiviert. Hierfur wurden entfettete Glasplattchen fur 2 h bei 37°C mit
0.5 ml einer 0.01% (w/v) poly-DL-Lysinldsung (Sigma) pro Well beschichtet, 2x mit PBS
gewaschen und mit 0.5 ml Kulturmedium pro Well versehen. Die Zellen wurden zur
besseren Vereinzelung erst am Vorabend der Immunfarbung mit einer Dichte von
5-10x10° Zellen pro Well ausgebracht und am nichsten Morgen gefarbt.

Zur Lagerung wurden die 293 Zellen von einer subkonfluenten Schale abgeldst,
pelletiert und bei RT mit einer Dichte von 10° Zellen/ml in 293 Einfriermedium
resuspendiert. Aliquots von 1.8 ml der Zellsuspension wurden in Kryoréhrchen (Nunc)
mit einem Mr. Frosty Einfriergerat (Nalgene) gemal} Herstellerangaben eingefroren und
in flussigem N, gelagert.

6.2.2.3 Kultivierung von Hybridomzellen

Bei Hybridomzellen handelt es sich um spezielle, monoklonale Antikorper exprimierende
Zellinien, die aus der Fusion von Milzzellen einer mit dem gewtlnschten Antigen
immunisierten Maus und einer Myelomzellinie entstehen. Mit Hilfe von Hybridomzellinien
konnen praktisch unbegrenzte Mengen des betreffenden Antikorpers erzeugt werden,
der in den Zellkulturiberstand sezerniert wird. Die individuellen Eigenschaften und
Anforderungen an die Kulturbedingungen einer spezifischen Hybridomzellinie hangen
mafgeblich von der als Fusionspartner eingesetzten Myelomzellinie ab.

In dieser Arbeit wurde die Hybridomzellinie 9E10 verwendet, die freundlicherweise von
Dr. Michael Meyer zur Verfugung gestellt wurde. Die Zellinie sezerniert einen Antikdrper
des Isotyps IgG1, der gegen das humane c-myc Epitop mit der Aminosauresequenz
EQKLISEEDL (Evan et al. 1985) gerichtet ist.

Eine Ampulle der 9E10 Hybridomzellen wurde im Wasserbad bei 37°C aufgetaut, und
der Inhalt der Ampulle wurde sofort nach Auftauen in 5 ml Hybridoma Auftaumedium
pipettiert. Die Zellen wurden pelletiert, in 3 ml Hybridoma Auftaumedium resuspendiert
und in einer 3.5 cm Schale kultiviert. Die Zellen wurden durch schrittweises Zugeben
von Medium soweit expandiert, bis sie in 500 ml Kulturflaschen Kkultiviert werden
konnten. Da die Zellinie nicht-adharent wachst, wurde jede Zugabe von Medium als
Passage gezahlt, und es wurde jeweils maximal 1/3 des bisherigen Kulturvolumens
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Medium hinzugefugt oder abgenommen. Das Wiedereinfrieren eines Aliquots der
Zellen erfolgte, bevor die Zellen in Produktionsmedium transferiert wurden.

Nach 3 Passagen in Auftaumedium wurden die Zellen schrittweise in
Produktionsmedium uberfuhrt. Es wurden alle 2-3 Tage frisches Produktionsmedium
hinzugeflgt sowie konditioniertes Medium und ein Teil der Zellen abgenommen, und
das konditionierte Medium wurde fir die Reinigung des anti-c-myc Antikoérpers
verwendet, der in einer Konzentration von ca. 8 mg/l Kulturiberstand gefunden wurde.
Hierbei wurde besonders ein zu starkes Ansteigen der Zelldichte vermieden, da speziell
diese Hybridomzellinie auf eine zu hohe Zelldichte mit einem irreversiblen
Zusammenbruch der Antikdrperproduktion reagiert.

6.2.2.4 Transiente und stabile Transfektion von 293 Zellen

293 Zellen wurden mit Hilfe der Calciumphosphat-DNA-Koprazitationsmethode
transfiziert (Chen et al. 1987). Diese Methode beruht auf der Bildung eines
schwerldslichen Koprazipitats aus CaCl, und DNA unter bestimmten pH- und
Salzbedingungen, das von den Zellen aufgenommen werden kann. Unter optimalen
Bedingungen kann mit dieser Methode bei 293 Zellen eine Transfektionseffizienz von
uber 90% erzielt werden. Die auf diese Weise in die Zellen gelangte DNA wird zunachst
nur voribergehend transkribiert und geht nach einigen Zellteilungen verloren (transiente
Transfektion).

In einem sehr geringen Teil der Zellen wird die transfizierte DNA in die chromosomale
DNA der Zellen integriert und kann damit Uber viele Zellteilungen weitergegeben werden
(stabile Transfektion). Nach stabiler Transfektion wird die transfizierte DNA abhangig
vom Ort der Integration in die chromosomale DNA, sowie abhangig von der Zahl der in
die Chromosomen integrierten Kopien und moglichen partiellen Deletionen der
transfizierten DNA mit unterschiedlicher Effizienz transkribiert. Stabil transfizierte Zellen
kbnnen von den transient transfizierten Zellen mit Hilfe eines positiven
Selektionsmarkers isoliert werden, der entweder auf demselben Plasmid enthalten ist
oder mit Hilfe eines separaten Plasmids kotransfiziert wird.

Am Vorabend der Transfektion wurden die Zellen mit einer Dichte von 10° Zellen pro
10 cm Schale in 10 ml Kulturmedium ausgebacht, und am nachsten Morgen wurde das
Kulturmedium erneuert. Am Nachmittag wurden pro Transfektionsansatz 10 ug Plasmid-
DNA in 450 pul HO mit 50 ul 2.5 M CaCl, Lésung gemischt und unter kraftigem
Schutteln mit 500 ul BBS Transfektionspuffer versetzt. Der Transfektionsansatz wurde
20 min bei RT inkubiert und vorsichtig zu dem Kulturmedium der Zellen pipettiert, und
die Zellen wurden Uber Nacht bei 3% (v/v) CO; und 95% relativer Luftfeuchte inkubiert.
Am nachsten Morgen wurden die Zellen mit Kulturmedium gewaschen und in frischem
Kulturmedium bei 10% (v/v) CO, und 95% relativer Luftfeuchte kultiviert. Auf diese
Weise transient transfizierte Zellen wurden 24-36 h nach Transfektion fir Experimente
eingesetzt.

FiUr die Erzeugung stabil transfizierter Zellinien wurden 293 Zellen zunachst mit einem
Plasmid transfiziert, das neben der gewinschten cDNA auch das Gen Neomycin-
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Phosphotransferase tragt, welches das Antibiotikum G418 inaktiviert. 24 h nach der
Transfektion wurden die Zellen einer Schale abgelést und pelletiert und in 293
Selektionsmedium auf 20 Schalen verteilt. Das Selektionsmedium wurde alle 3 Tage
gewechselt, und nach 12-14 Tagen bzw. wenn die auf den Schalen sichtbaren Klone
einen Durchmesser von 3-5 mm erreicht hatten, wurden einzelne Klone mit Hilfe einer
blauen Pipettenspitze von der Schale abgeldst, in eine 48 Well Schale Uberflhrt und
durch schrittweises Passagieren in stetig grofere Kulturschalen expandiert, bis die
einzelnen Zellinien in 10 cm Schalen kultiviert werden konnten.

6.2.2.5 Konditionierung von Medium mit Rezeptorkorper

Der EphA5-Rezeptorkorper wurde in 293 Zellen exprimiert, die transient mit dem
Plasmid ,pCDNA3-IBFmyc* transfiziert wurden. Es wurden keine stabil transfizierten
Zellinien verwendet, da diese Vergleichsweise sehr viel geringere Mengen
Rezeptorkorper produzierten.

FUr einen Ansatz wurden 100 10 cm Schalen transient mit dem Expressionsplasmid
,PCDNA-IBFmyc* transfiziert. Fur die Konditionierung wurden die 293 Zellen nach der
Transfektion in Kulturmedium ohne FCS gehalten, da die im Serum enthaltenen
Immunglobuline bei der Isolierung des Rezeptorkérpers zu Verunreinigungen flhrten.
Das serumfreie Medium wurde nach 3 d Konditionierung von den Zellen abgenommen,
mit 1/10 Volumen 1 M Tris/HCI Puffer pH 9.0 versetzt, durch einen 0.2 um Filter
sterilfiltriert und bis zur Reinigung des Rezeptorkorpers bei 4°C gelagert. Das
konditionierte Medium enthielt ca. 1-1.5 mg/l Rezeptorkorper.

6.2.3 Proteinchemische Methoden

6.2.3.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und Western-Transfer

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde unter Verwendung des
Acrylamid Minigelsystems (Hoefer) bei 5 V/cm Elektrodenabstand gemall Sambrook et
al. (Sambrook et al. 1989) durchgefuhrt.

Bei SDS-PAGE unter nicht-reduzierenden Bedingungen wurde dem Auftragspuffer kein
B-Mercaptoethanol zugefligt, und die Proben wurden fir 5 min bei 60°C anstelle von
95°C denaturiert, um eine durch Oxidation bedingte Lésung von Disulfidbindungen zu
vermeiden. Hierbei wurden nicht-reduzierende nie gemeinsam mit reduzierenden
Proben auf demselben Gel aufgetrennt, da sich R-Mercaptoethanol auch auf die in
benachbarten Spuren befindlichen Proben auswirkt.

Western-Transfer wurde unter Verwendung des TE 42 Transfor Il Tank Blotting System
(Amersham) durchgefihrt. Hierbei wurde die Kammer mit 6 | auf 4°C gekihltem
Transferpuffer beflllt, und das Polyacrylamidgel wurde zwischen zwei mit Transferpuffer
getrankten Lagen Whatman Filterpapier (Schleicher&Schiill) auf Immobilon P
Transfermembran (Millipore) in die Transferapparatur eingesetzt. Der Transfer wurde bei
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1000 mA bei 4°C fur 60 min unter Ruhren durchgefuhrt. Nach Ende des Transfers
wurde die Transfermembran entnommen, durch Abschneiden einer Ecke markiert und
fur 30 min bei RT in Western-Blockierlosung geschwenkt. Nun wurde die Membran mit
einer geeigneten Verdinnung des Primarantikdrpers in Western-Blockierldsung u/n bei
4°C geschwenkt und am nachsten Morgen 10x fir 10 min in TBST gewaschen. Die
Membran wurde anschlieBend fir 3 h bei RT mit einer geeigneten Verdlinnung eines
HRP-konjugierten Sekundarantikorpers in Western-Blockierlosung inkubiert, erneut 10x
fir 10 min in TBST gewaschen und unter Verwendung des ECL*-Chemolumeneszenz-
Detektionssystem (Amersham) sowie von Hyperfilm R&ntgenfiimen (Amersham)
entwickelt.

6.2.3.2. Anfarbung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen mittels
Silberfarbung

Nach beendeter Elektrophorese wurde das Sammelgel abgetrennt, und alle
Inkubationsschritte der Silberfarbung wurden auf einem Vertikalschittler bei RT
durchgefuhrt. Das Gel wurde nacheinander fur jeweils 30 min bei RT in Silberfarbung
Fixativ I, Silberfarbung Fixativ Il und in 10% (v/v) Glutaraldehyd (Serva) in H,O inkubiert.
Nun wurde das Gel fur 30 min bei RT in Silberfarbung Farbeldsung inkubiert und 10x fur
jeweils 10 min in H,O gewaschen. Das Gel wurde nun bis zum Erreichen der
gewunschten Farbtiefe in Silberfarbung Entwicklerlosung gefarbt, und die
Farbentwicklung wurde durch Inkubation flr 2x 15 min in 5 % (v/v) Methanol, 7 % (v/v)
Eisessig gestoppt. Um ein Nachfarben zu vermeiden, wurde das Gel abschlielend 5x
fur 15 min in H,O gewaschen.

6.2.3.3 Quantifizierung der Rezeptorkorper-Konzentration mittels ELISA

Fir die Quantifizierung der Gewebekonzentration des Rezeptorkérpers wurden
zunachst Lysate von Hirngewebe verschiedener Altersstufen hergestellt. Das
Hirngewebe wurde mit 1 ml eiskaltem ELISA-Lysepuffer pro 65 mg Nalkgewicht Gewebe
versetzt und in einem Glasdouncer (Brown) mit 25 Hiben homogenisiert. Das rohe
Homogenat wurde fiir 30 min bei 3000 xg zentrifugiert und der Uberstand wurde
abgenommen, auf flissigem N, schockgefroren und bis zur Verwendung bei -80°C
gelagert.

96 Well Schalen (,Nunc-Immuno Plate with Max-Sorb surface®, Nunc) wurden U/n bei
4°C unter leichtem Schuitteln mit 200 ul pro Well einer 1:3000 Verdlnnung eines
Kaninchen anti-human 1gG1 Antikorper (Jackson) in 50 mM NaCOs-Puffer pH 9.6
beschichtet. Am nachsten Morgen wurde die Losung verworfen, und die 96 Well Schale
wurde fur 2 h bei RT mit 250 ul ELISA-Blockierlosung pro Well inkubiert. Die
Blockierlosung wurde entfernt, und die Schale wurde mit 190 ul Probenlésung pro Well
befullt und 0/n bei 4°C unter leichtem Schitteln inkubiert. Hierbei wurde
chromatographisch gereinigter Rezeptorkorper als Standard verwendet, und es wurden
sowohl Standard als auch Proben in ELISA-Lysepuffer verdunnt. Am nachsten Morgen
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wurden die Proben verworfen, die Schale wurde 3x 1 min mit ELISA-Waschpuffer
gewaschen, und es wurden nach dem letzten Waschschritt alle Flussigkeitsreste durch
,<Ausschlagen“ der Schale auf einer Zellstoffunterlage entfernt. Die Schale wurde nun
mit 190 pul pro Well einer 1:70.000 Verdunnung eines HRP-konjugierten Maus anti-
human IgG1 Antikdrpers in ELISA-Lysepuffer befullt und G/n bei 4°C unter leichtem
Schutteln inkubiert. Am nachsten Morgen wurde die Losung abgegossen, die Schale
wurde 3x 1 min bei RT mit ELISA-Waschpuffer gewaschen, und in der Schale
verbliebene Fussigkeitsreste wurden durch ,Ausschlagen® der Schale auf einer
Zellstoffunterlage entfernt. Die Farbreaktion wurde durch Zugabe von 200 ul BM Blue
POD Substrate (soluble) Substratldsung (Roche) gestartet und nach Inkubation fur
10 min bei RT durch Zugabe von 50 ul 1 M H,SO4 pro Well gestoppt, wodurch
gleichzeitig ein Farbumschlag von grin-blau zu gelb hervorgerufen wurde. Der ELISA
wurde an einem ELISA-Lesegerat (Molecular Devices) bei Wellenlangen von 450 und
650 nm gelesen. Die Auswertung des ELISA erfolgte mit der Software Sigmaplot (SPSS
Science) unter Verwendung der Differenz aus den Mel3werten bei 450 und 650 nm.

6.2.3.4 Reinigung von Rezeptorkorpern und monoklonalen Antikorpern

Die gebrauchlichste Moglichkeit zur Reinigung von Antikdrpern oder Rezeptorkdrpern
aus Zellkulturiberstand mittels Affinitatschromatographie beruht auf der hochaffinen
Bindung des Fc-Bereichs von Antikdrpern an die bakteriellen Proteine A bzw. G unter
bestimmten pH- und Salzbedingungen. Die Affinitat des Fc-Bereichs an Protein A bzw.
G ist von der Klasse des betreffenden Immunglobulins sowie von der Spezies abhangig,
aus welcher der Antikorper isoliert wurde, wobei erfahrungsgemaly der murine Fc-
Bereich besser an Protein A, der humane Fc-Bereich hingegen besser an Protein G
bindet. Nach Bindung der Immunglobuline an immobilisiertes Protein A bzw. G bei leicht
alkalischem pH und geeigneten Waschschritten kdnnen die Antikdrper bei niedrigem pH
eluiert werden.

FUr die Reinigung von Antikorpern aus Hybridomauberstand wurde eine Saule mit
Protein A-Sepharose (Amersham) mit einem Gelbettvolumen von 1 ml vorbereitet und
mit 100 mM Tris/HCI ph 8.0 aquilibriert. Der Zellkulturiberstand wurde mit 1/10 Volumen
1 M Tris/HCI pH 8.0 versetzt und durch einen 0.2 um Sterilfilter filtriert, und
anschliellend mit einer FlieRgeschwindigkeit von 1 ml/min Uber die Saule geleitet. Die
Saule wurde nacheinander mit jeweils zehn Gelbettvolumina 100 mM Tris/HCI pH 8.0
und 10 mM Tris/HCI pH 8.0 gewaschen, und der Antikérper wurde mit 100 mM Glycin
pH 3.0 eluiert. Das Eluat wurde in Fraktionen von 0.5 ml in vorgelegtem 1 M Tris pH 8.0
aufgefangen, und die Fraktionen wurden durch Messung der ODygo auf Antikorpergehailt
getestet. Alle Antikorper haltigen Fraktionen wurden vereinigt und fur 3x 6 h gegen
jeweils 2 | PBS bei 4°C dialysiert. Der Antikdrpergehalt des Dialysats wurde erneut
durch Messung der ODygy bestimmt, und die Antikérperldsung wurde in Aliquots bei
-80°C eingefroren. Zur Verringerung von mikrobiellen Kontaminationen wahrend der
Aufreinigung wurden nicht mehr als 1 | Zellkulturiberstand pro Isolierung eingesetzt.

Fir die Reinigung von Rezeptorkdrper aus Zellkulturiberstand wurde analog
vorgegangen, jedoch wurde Protein G-Sepharose anstelle von Protein A-Sepharose
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eingesetzt, und das Eluat wurde mit 50% (v/v) Glycerin versetzt und bei -20°C gelagert,
da der Rezeptorkdrper durch Einfrieren inaktiv wurde.

6.2.3.4 Messung von Proteinkonzentrationen

Proteinkonzentrationen wurden mit dem DC Proteinassay (Biorad) nach Angaben des
Herstellers bestimmt. Um der unterschiedlichen Empfindlichkeit des Assays fir
verschiedenartige Proteine Rechnung zu tragen, wurde far die
Konzentrationsbestimmung gereinigter Antikorper oder Rezeptorkérper vy-Globulin
(Biorad), in allen ubrigen Fallen BSA (Sigma) als Standard verwendet.

6.2.3.5 N-terminale Aminosauresequenzierung

Die N-terminale Aminosauresequenzierung wurde nach dem Prinzip des Edmann-
Abbaus an dem automatischen Gasphasensequenziergerat ,PROCISE Protein
Sequencing Systems” (Applied Biosystems) durchgeflhrt.

Hierzu wurde ein Aliquot des affinitatsgereinigten Rezeptorkdrpers mittels SDS-PAGE
mit 10% (w/v) Polyacrylamid elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran
transferiert. Die Membran wurde zur Lokalisierung des Proteins in Coomassie-
Farbeldsung angefarbt und in Coomassie Entfarbeldosung differenziert, und es wurde ein
Bereich um die Proteinbande von ca. 0.5 cm? der Membran fiir die Sequenzierung
ausgeschnitten. Der Membranabschnitt wurde nacheinander in Methanol, in 20% (v/v)
Methanol in H,O, in H,O und schlieBlich in Ethylacetat gespult und in den Adapter des
Sequenzierautomaten Uberfuhrt. Nun wurde die automatische Sequenzierung fur 4
Abbauschritte gestartet. Die Phenylthiohydantoin-Derivate der Aminosauren wurden
hierbei mit einer Umkehrphasen-HPLC Uber eine PTH Cqg-Saule mit einem linear
ansteigenden Acetonitrilgradienten aufgetrennt und mittels einer DurchfluBkuvette bei
einer Wellenlange von 269 nm photometrisch detektiert. Die Auswertung der
Chromatogramme erfolgte mit Hilfe der Software des Gerateherstellers.

6.2.4 Histologische und immuncytochemische Methoden

6.2.4.1 Transkardiale Perfusion von Mausen

Mause in postnatalen Altersstufen wurden vor der Herstellung von Gewebeschnitten
transkardial perfundiert. Hierzu wurden die Mause zunachst durch Injektion von 20 pl
pro Gramm Korpergewicht Chloralhydrat Narkosel6sung i.p. narkotisiert, und es wurde
mit der Praparation begonnen, sobald die Mause keinen Schmerzreflex mehr zeigten.
Die Mause wurden mit der Bauchseite nach oben mit Prapariernadeln auf einer
Styroporunterlage fixiert, und der Bauchraum wurde mit einer spitzen Schere gedffnet.
Nun wurde das Diaphragma punktiert, und nach Kollabieren der Lunge wurde das Herz
der Maus freigelegt. Bei der Praparation wurde sorgfaltig jede Beschadigung von

141



Material und Methoden

BlutgefalRen vermieden. Nun wurde das Herz mit einer stumpfen Pinzette fixiert, die
Perfusionskanile wurde in die linke Herzkammer eingeflhrt und der rechte Vorhof
wurde mit einer spitzen Schere punktiert. Nun wurde bei einer FlieRgeschwindigkeit von
1 ml/min zunachst mit 10 ml PBS, anschlieffend mit 20 ml 4% (w/v) Paraformaldehyd
(PFA) in PBS perfundiert. Nach Ende der Perfusion wurden die Gewebe der Maus
entnommen und U/n in 4% (w/v) PFA in PBS refixiert.

6.2.4.2 Anfertigung von Gefrierschnitten

Fiar die Anfertigung von Gewebeschnitten wurden Objekttrager zur Reinigung U/n in
10% (v/v) Deconex (Merck) in H,O eingeweicht, in H,O gespult und in 70% (v/v) Ethanol
entfettet. Die Objekttrager wurden nun fur 5 min bei RT in 2% (v/v)
Aminopropylmethoxysilan (TESPA, Sigma) in Aceton inkubiert, 3x flr jeweils 5 min in
Aceton gewaschen und an der Luft getrocknet.

Freischwimmende Gewebeschnitte wurden auf gelatinisierte Objekttrager aufgezogen.
Hierbei wurden Objekttrager zunachst mit Deconex (Merck) und Ethanol gereinigt. Die
Objekttrager wurden nun in eine Gelatinelosung (200 mg CrK(SQO4)2012 H20O in 400 ml
H,O I6sen, 2 g Gelatine zuflgen, unter Ruhren aufkochen und vor Gebrauch auf RT
abkuhlen) getaucht und an der Luft getrocknet

Fixiertes Gewebe wurde zwecks Kryoprotektion 2x U/n in 0.5 M Saccharose in PBS
inkubiert, in Peel Away Kunststofformchen (Miles) in Tissue-Tek (Miles) eingebettet und
auf der Oberflache von flissigem N, eingefroren. Die Gewebeblécke wurden auf den
Objekthalter des Gefriermikrotoms (Leica) aufgefroren, bei einer Dicke von 10-20 um
geschnitten mit einem auf 40°C vorgewarmten Objekttrager aufgenommen. Die Schnitte
wurden fir 20 min bei 40°C an der Luft getrocknet und bei -80°C gelagert.

Fir die Farbung von freischwimmenden Gewebeschnitten wurden die Schnitte nicht mit
Objekttragern aufgenommen, sondern mit einer vorgekuhlten Pinzette in PBS mit 0.1%
(w/v) NaNs in 24 Well Schalen uberflhrt und bei 4°C gelagert.

6.2.4.3 Immunhistochemische Farbung von Gewebeschnitten

FUr immunhistochemische Farbungen wurden Gewebeschnitte wie unter 6.2.4.2
beschrieben mit einer Standarddicke von 14 um angefertigt. Fir Immunfarbungen am
Ruickenmark wurde eine Ventrallaminektomie durchgefiihrt, und in Abhangigkeit vom
Alter wurde das Ruckenmark jeweils bei 4°C fur 2 h bei E14.5, fur 2.5 h bei E16.5 und
fir 4 h bei P0.5 in 4% (w/v) PFA in PBS fixiert.

Die Schnitte wurden zunachst mit einem Fettstift (Daco) auf dem Objekttrager
eingekreist, in PBS befeuchtet und fir 2 h in Immunoblockierldsung | inkubiert. Nun
wurden die Schnitte in einer geeigneten Verdinnung des Primarantikérpers in
Immunoblockierlosung Il U/n bei 4°C inkubiert und am nachsten Morgen 5x 20 min bei
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RT in 0.1% (v/v) Triton X-100 in PBS (PBX) gewaschen. Nun wurden die Schnitte fur 3
h bei RT mit einer geeigneten Verdlinnung des Sekundarantikérpers in
Immunoblockierlosung Il inkubiert und erneut 5x fir 20 min in PBX gewaschen. Bei
direkt an Meerettichperoxidase (HRP) gekoppelten Sekundarantikdrpern wurde
unmittelbar nach dem letzten Waschschritt die Farbentwicklung durchgefuhrt. Bei
biotinylierten Sekundarantikorpern wurde fir 1 h bei RT mit der nach Angaben des
Herstellers (Vector) vorbereiteten ABC Losung inkubiert, erneut 5x fur 20 min bei RT in
PBX gewaschen und anschliefend entwickelt.

Fiar die Farbentwicklung wurde DAB-Farbelosung auf die Schnitte gegeben, und die
Farbentwicklung wurde durchgeflhrt, bis die Praparate den gewinschten Farbegrad
zeigten. Zum Abstoppen der Entwicklung wurden die Schnitte in eiskaltes PBS
uberfuhrt, anschlieRend 5x 20 min bei RT in PBS gewaschen und in einer aufsteigenden
Ethanolreihe fur jeweils 2 min in 30%, 60%, 80%, 95% und 100% Ethanol in H,O (je v/v)
entwassert. Nun wurden die Schnitte 2x 15 min in Xylol inkubiert und mit Einbettmittel
Entellan (Merck) unter einem Deckglas eingebettet.

Immunhistochemische Farbungen von dicken Gewebeschnitten (= 20 pum) wurden
zwecks besserer Penetration des Antikorpers freischwimmend durchgefuhrt. Hierbei
wurden die Gewebeschnitte vom Gefriermikrotom mit einer vorgekihlten Pinzette in
eine 24 Well Schale in PBS duberfuhrt, und es wurde dieselbe Abfolge von
Inkubationsschritten wie bei Farbungen auf Objekttragern appliziert. Hierbei erfolgte die
Inkubation auf einem Vertikalschuttler (Unitwist), und die Schnitte wurden fur die
gesamte Prozedur in demselben Well belassen, wahrend lediglich die
Inkubationslosungen mit Hilfe einer Pasteurpipette ausgewechselt wurden. Nach
Abschluld der Farbung wurden die Schnitte mit einem Pinsel auf gelatinisierte
Objekttrager transferiert, an der Luft getrocknet und mit Einbettmittel Entellan (Merck)
unter einem Deckglas eingebettet.

6.2.4.4 Immuncytochemische Farbungen von kultivierten Zellen

Runde Deckglaser mit einem Durchmesser von 13 mm wurden in einer Mischung aus
50% (v/v) konzentrierter HCI in Ethanol gereinigt, mit PBS gewaschen, in 24 Well
Schalen verteilt und fur 3 h bei 37°C mit 0.01% (w/v) poly-DL-Lysin (Sigma) in H,O
beschichtet. Die Deckglaser wurden 3x mit PBS gespult, und die Zellen wurden am
Vortag der Farbungen mit einer Dichte von 3-8x10* Zellen pro Deckglas in 1 ml Medium
pro Well ausgebracht.

Am nachsten Morgen wurde das Medium abgesaugt, die Zellen wurden 2x mit PBS
gewaschen und fur 20 min bei RT in 4% (w/v) PFA in PBS fixiert. Die Zellen wurden 3x
fur 5 min bei RT mit PBS gewaschen, fur 2 h bei RT mit Immunoblockierlésung |
inkubiert und U/n bei 4°C in einer geeigneten Verdinnung des Primarantikorpers in
Immunoblockierlésung |l inkubiert. Am nachsten Morgen wurden die Zellen 5x flr
10 min bei RT in PBX gewaschen, fir 2 h in einer geeigneten Verdlinnung des
Sekundarantikdrpers in Immunoblockierlésung Il inkubiert und anschlieend erneut 5x

143



Material und Methoden

fur 10 min in PBX gewaschen. Bei direkt an Meerettichperoxidase (HRP) gekoppelten

Sekundarantikérpern wurde unmittelbar nach dem letzten Waschschritt die
Farbentwicklung durchgefuhrt, bei biotinylierten Sekundarantikdrpern wurde fir 1 h bei
RT mit der nach Angaben des Herstellers (Vector) vorbereiteten ABC Lésung inkubiert,
erneut 5x fur 10 min bei RT in PBX gewaschen und anschlieRend entwickelt.

Fiar die Farbentwicklung wurde DAB-Farbelosung auf die Schnitte gegeben, und die
Farbentwicklung wurde durchgeflhrt, bis die Praparate den gewinschten Farbegrad
zeigten. Zum Abstoppen der Entwicklung wurden die Zellen in 0.1 % (w/v) NaN3 in PBS
gewaschen und in einer aufsteigenden Ethanolreihe mit 30%, 60%, 80%, 95% und
100% Ethanol in H,O (jeweils v/v) entwassert. Die Deckglaser wurden mit einer Pinzette
den 24 Well Schalen entnommen, in Xylol aquilibriert und mit Einbettmittel Entellan auf
einem Objekttrager eingebettet.

6.2.4.5 Oberflachenfarbung kultivierter Zellen

In dieser Arbeit wurden die Uber einen GPI-Anker mit der Plasmamembran
verbundenen, an der ZellauRenseite exponierten Ephrine-A2 und A5 mit dem EphA5-
Rezeptorkdérper angefarbt. Zur Vermeidung unspezifischer cytoplasmatischer
Farbungen infolge von Aufnahme des Rezeptorkorpers durch die Zelle wurde ohne
vorherige Fixierung in Abwesenheit von Detergenz und in Gegenwart von NaNs in sehr
kurzen Inkubationsschritten unter Applikation hoher Konzentrationen des
Rezeptorkorpers gefarbt.

Am Vortag der Farbung wurden Zellen der Zellinien ,293 Ephrin-A2myc* und ,293
Ephrin-ASmyc® auf entfettete und fir 3 h bei 37°C mit 0.01% (w/v) poly-DL-Lysin
(Sigma) in H,O beschichtete runde Deckglaser mit einem Durchmesser von 13 mm in
24 Well Schalen mit einer Dichte von 5x10* Zellen pro Well in jeweils 1 ml 293
Kulturmedium pro Well ausgebracht. Am nachsten Tag wurden die Deckglaschen mit
einer Pinzette aus den 24 Well Schalen entnommen, und alle Inkubationen wurden in
einer feuchten Kammer bei 4°C durchgefuhrt. Die Zellen wurden 1x fir 1 min mit
Modified Hank’s Puffer (MHP) gewaschen und anschlieend fur 15 min in 10% (v/v)
Ziegenserum und 1% (w/v) BSA in MHP inkubiert. Nun wurden die Zellen fir 30 min mit
20 ug/ml affinitatsgerinigtem Rezeptorkorper in MHP mit 10% (v/v) Ziegenserum und
1% (w/v) BSA inkubiert und 3x flr 1 min mit MHP gewaschen. Die Zellen wurden nun flr
30 min mit einer 1:200 Verdinnung von Cy3- bzw. Cy2-konjugiertem Kaninchen anti-
human 1gG1 Antikorper (Jackson) inkubiert, 5x fur 5 min in MHP gewaschen und fur
30 min mit 4% (w/v) PFA in PBS fixiert. Die Deckglaschen wurden 2x mit H;O
gewaschen, mit Immunofluor Eindeckmedium (ICN) in inverser Orientierung auf
Objekttrager eingebettet und unter Epifluoreszenz am Mikroskop analysiert.
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6.2.4.6 Immunhistochemische Farbungen von ganzen Mausembryonen

Far die Ganzkorperfarbungen von Mausembryonen wurden Mause der geeigneten
Genotypen U/n verpaart. Das Auftreten eines Vaginalpfropfes bei den Weibchen am
folgenden Morgen zeigte eine erfolgreiche Kopulation wahrend der Nacht an und wurde
als E0.5 gezanhlt. Fir die Ganzkdrperfarbungen wurden Embryonen der Alter E12.5 und
E14.5 verwendet.

Zur Entnahme der Embryonen wurden die trachtigen Muttertiere mit Hilfe einer CO;
Uberdosierung getoétet, und es wurde der Uterus entnommen und in PBS Uberfiihrt. Nun
wurden die Embryonen aus den Decidua prapariert, in PBS gespult und anschliel3end
unter Schutteln U/n bei 4°C in Dent’s Fixativ fixiert. Am nachsten Morgen wurden die
Embryos zum Bleichen fur 6 h in 6% H>O, in Dent’'s Fixativ inkubiert und in einer
absteigenden Methanolreihe fur jeweils 30 min bei RT in 70%, 50%, 30% (jeweils v/v) in
PBX rehydratisiert und 2x 30 min in PBX inkubiert. Zum Blockieren wurden die
Embryonen fir 2 h bei RT in 80% FCS/20% Dimethylsulfoxyd (DMSO, jeweils v/v)
inkubiert. Nun wurden die Embryonen unter Schutteln fur 2 d bei 4°C in einer 1:200
Verdinnung des anti-Neurofilament Antikdrpers (Chemicon) inkubiert und anschliel3end
10x far 30 min bei RT in PBX gewaschen. Nun wurden die Embryonen fur 1 d bei 4°C in
einer 1:500 Verdunnung des HRP-konjugierten anti-Maus Antikorpers (Jackson)
inkubiert und anschlie®end 10x 30 min bei RT in PBX gewaschen. Um eine homogene
Farbentwicklung zu gewahrleisten, wurden die Embryonen unter Lichtausschlul®
zunachst fur 20 min in DAB-Farbelésung ohne H;O, prainkubiert. Nun wurde die
Farbentwicklung durch Zugabe von 4 ul 0.1% (v/v) H202 pro ml Farbelosung gestartet,
und nach Erreichen des gewulnschten Farbegrades wurde die Entwicklung gestoppt,
indem die Embryonen in eiskaltes 0.1% (w/v) NaN; in PBS Uberfuhrt wurden. Die
Embryos wurden anschlielend 5x 20 min bei RT in PBS gewaschen und in einer
aufsteigenden Methanolreihe fur jeweils 30 min in 30%, 50%, 70% und 100% (jeweils
v/v) Methanol in PBS dehydratisiert.

Zum Klaren® (transparent Machen ungefarbter Gewebebereiche) wurden die
Mausembryonen aus 100% Methanol in eine Mischung aus 2/3 Benzylbenzoat (Merck)
und 1/3 Benzylalkohol (Merck) uberfuhrt.

6.2.4.7 mRNA in-situ Hybridisierung

FUr die mRNA in-situ Hybridisierung wurden Gewebeschnitte mit einer Dicke von 10 um
angefertigt, auf TESPA-beschichtete Objekttrager aufgenommen und flr 20 min bei
50°C an der Luft getrocknet. Die Schnitte wurden fur 10 min bei RT in 4% (w/v) PFA in
PBS refixiert, in einer aufsteigenden Ethanolreihe mit 30%, 60%, 80%, 95%, 100%
(jeweils v/v) dehydratisiert und bei RT an der Luft getrocknet.

Als Matrizen fur die Herstellung radioaktiv markierter, einzelstrangiger RNA-Sonden
wurden Fragmente der zu detektierenden Transkripte verwendete, welche in den pCR4-
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TOPO Vektor (Invitrogen) kloniert wurden. In diesem Vektor ist die Insertionsstelle von
Promotorsequenzen fir T3 und T7 RNA-Polymerase flankiert.

Zunachst wurden die Plasmide mit Hilfe geeigneter Restriktionsenzyme linearisiert und
mittels PCE sowie Ethanolfallung gereinigt. Diese linearisierte Plasmid-DNA diente als
Matrize fur die in-vitro Transkription von einzelstrangigen RNA-Transkripten sowohl in
antisense Oientierung (als eigentliche Sonde) als auch in sense Orientierung (als
Kontrollsonde). Die radioaktive Markierung erfolgte hierbei durch Einbau von [o*°-S]-
UTP. Fir einen in-vitro Transkriptionsansatz wurden 1 ul linearisierte Plasmid-DNA
(1 ng/ul), 4 pl 5x Transkriptionspuffer (Roche), 1 ul einer Mischung von ATP/CTP/GTP
(ie 10 mM, Amersham), 2 pl [0*-S]-UTP (20 uCi/ul, Amersham), 0.5 pl Dithiothreitol
(1 M, Amersham), 0.5 ul RNAse A-Inhibitor (Roche), 1 ul T3 bzw. T7 RNA-Polymerase
(10 U/ul, Stratagene) sowie 10 ul H,O gemischt und fur 1 h bei 37°C im Wasserbad
inkubiert. Zum Abbau der Plasmid-DNA wurden dem Ansatz nun 27.5 ul TE, 2.5 pl
100 mM MgCl, sowie 1 pl RNAse freie DNAse | (10° U/ul, Roche) zugefiigt, und der
Ansatz wurde fur 30 min bei 37°C inkbiert. Nun wurden freie Nukleotide sowie
Pufferbestandteile mittels Gelfiltration Uber eine ProbeQuant G-50 Micro Column
(Amersham) gemaly Herstellervorschrift abgetrennt, und die Markierung der Sonden
wurde mittels Szintillationszahlung bestimmt. Die Sonden wurden in in-situ
Hybridisierungspuffer auf eine Zahlrate von 40.000 cpm/ul verdinnt.

Vor der Hybridisierung wurden die Gewebeschnitte fir 15 min in 2.5 ug/ml Proteinase K
(Roche) in 5x TE bei RT inkubiert, und der Verdau wurde durch Inkubation fur 30 sec in
0.2% (w/v) Glycin (Merck) in PBS gestoppt. Die Schnitte wurden dann bei RT fur 1 min
in PBS, fur 10 min in 4% (w/v) PFA in PBS und erneut 2 min in PBS inkubiert, fur 10 min
in 0.25% (v/v) Essigsaureanhydrid (Sigma) in 0.1 M Triethanolamin (Sigma) pH 8.0
acetyliert und schlieBlich fur 2 min in PBS gewaschen. Nun wurden die Schnitte in einer
aufsteigenden Ethanolreihe fur je 2 min in 30%, 60%, 80%, 95% und 100% Ethanol in
H20O (je v/v) inkubiert und an der Luft getrocknet.

Die in in-situ Hybrdisierungspuffer verdinnten Sonden wurden fur 10 min bei 70°C
denaturiert und bis zum Auftragen auf die Schnitte bei 54°C gehalten. Je nach Grole
wurden die Schnitte mit 20-40 ul Sonde Uberschichtet, mit kleinen Parafilmsticken
abgedeckt und fur 6 h bei 60°C in einer feuchten Kammer hybridisiert. Nach der
Hybridisierung wurden die Parafiimsticke durch kurzes Eintauchen in in-situ
Waschpuffer bei 50°C abgespdlt, und die Schnitte wurden nun 3x fur 20 min bei 50°C in
in-situ Waschpuffer inkubiert. Darauf wurden die Schnitte 2x fir 5 min bei 37°C in
RNAse Puffer gespdilt und fir 30 min bei 37°C in 20 ug/ml RNAse A (Sigma) in RNAse
Puffer inkubiert. AnschlieRend wurden die Schnitte erneut 3x fur 20 min bei 50°C in in-
situ Waschpuffer inkubiert und in einer aufsteigenden Ethanolreihe fur jeweils 2 min in
30%, 60%, 80%, 95% und 100% Ethanol in H,O (je v/v) dehydratisiert, wobei den
Alkoholbadern mit Ausnahme des 100%-igen Ethanols 250 mM NHsAc
(Endkonzentration) zugefligt wurde, um das Auswaschen der Radioaktivitat aus den
Schnitten zu minimieren.
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Nun wurden die Schnitte an der Luft getrocknet und zur Kontrolle der Hybridisierung fur
2-3 d auf Rontgenfilm exponiert. Bei befriedigendem Hybridisierungserfolg wurden die
Schnitte mit einer photographischen Emulsion Uberschichtet. Hierzu wurde
photographische Emulsion NTB-2 (Kodak) im Verhaltnis 1+1 mit 0.5 M NH4Ac in H,O
gemischt und im Wasserbad bei 42°C geschmolzen. Nun wurde die geschmolzene
Emulsion mit einer Pipette auf die Gewebeschnitte aufgebracht, und Uberschissige
Emulsion wurde durch Schragstellen der Objekttrager ablaufen gelassen. Zum Erstarren
der Emulsion wurden die Objekttrager fur 15 min auf eine eisgeklhlte Metallplatte
gelegt. Nun wurde die Emulsion an der Luft getrocknet, und anschlieRend wurden die
Schnitte flr 7-40 d bei 4°C exponiert.

Nach beendeter Exposition wurde die photographische Emulsion fir 5 min in D19
Entwickler (Kodak) entwickelt, fur 1 min in Leitungswasser gespdlt, fur 5 min in 30%
(w/v) NaS,03 in HO fixiert und fur >1 h in Leitungswasser gesplilt.

Nun erfolgte eine histologische Farbung der Gewebeschnitte mit einer 0.02% (w/v)
Losung des Kernfarbstoffes Toluoidinblau (Merck) in H,O. Hierzu wurden die Praparate
zunachst fur 15-30 min in der Toluoidin Farbeldsung inkubiert, dann wurde die Farbung
bis zum gewunschten Farbegrad in Leitungswasser differenziert. Die Praparate wurden
in einer aufsteigenden Ethanolreihe entwassert, 2x je 15 min in Xylol inkubiert und mit
Entellan (Merck) Einbettmittel unter einem Deckglas eingebettet.

Die Praparate wurden unter Dunkelfeldbeleuchtung mikroskopiert und photographisch
dokumentiert, wobei die Spezifitat der Signale durch Vergleich der mit antisense bzw.
sense Sonden hybridisierten Schnitte beurteilt wurde.

6.2.4.7 Anfertigung von Korrosionsausgiissen

Korrosionsausgusse wurden gemalfd Romeis (1989) angefertigt und an einem Scanning
Elektronenmikroskop analysiert.

6.2.5 Transgene Mause

Die Etablierung der Mauslinie tautPMoI9EPMSIS orfolgte mit Genehmigung der Regierung
Oberbayern am Max-Planck-Institut ~ fur Neurobiologie in Martinsried
(Tierversuchsvorhaben ,Ephrin-Antagonist exprimierende transgene Maus“ Az 211-
2531-91/99, Leiter des Tierversuchsvorhabens: Dr. Harald Schnuiirch, Stellvertretender
Leiter: Diplom-Biochemiker Lothar Lindemann; Schreiben der Regierung Oberbayern
vom 01.10.1999). Alle Arbeiten mit Mausen wurden in Einklang mit den gultigen
tierschutzrechtlichen  Bestimmungen der Regierung Oberbayern bzw. des
Veterinaramtes des Kantons Basel durchgefiihrt. Standardarbeiten wie Verpaarung von
Mausen, Entwohnung von Jungtieren, Markierung von Tieren etc. erfolgten gemaR
einschlagiger Standardprotokolle gemaf Silver et al. (1995) und Hogan et al. (1994) und
werden hier nicht beschrieben.
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6.2.5.1 Gewinnung von embryonalen Fibroblasten

Fir die Praparation von embryonalen Fibroblasten (EF) wurde von Dr. Michael Meyer
freundlicherwiese eine Mauslinie zur Verfugung gestellt, welche das Gen Neomycin-
Phosphotransferase in allen Zellen exprimiert. Die Mause wurden U/n verpaart, und das
Auftreten eines Vaginalpfropfes bei den Weibchen am nachsten Morgen zeigte eine
erfolgreiche Kopulation an und wurde als E 0.5 gezahlt.

Bei E14.5 wurden die trachtigen Muttertiere durch CO, Uberdosierung getotet, die Uteri
wurden entnommen und in PBS dberfuhrt und die Embryonen wurden in PBS
freiprapariert. Von jeweils zehn Embryos wurden Kopf und innere Organe entfernt, und
das Gewebe wurde nun zur Entfernung von Blut in PBS gespult und mit einer scharfen
Schere in einer Petrischale in 1-2 mm kleine Sticke zerschnitten. Die Gewebestlicke
wurden in einem 100 ml Erlenmeyerkolben in 30 ml 0.1% (w/v) Trypsin/EDTA (Gibco) in
PBS mit 0.1 mg/ml DNAse | (Sigma) in Gegenwart von Glasperlen fur 30 min bei 37°C
auf einem Magnetrihrer vorsichtig gerthrt. Nun wurde die Suspension durch ein
Zellsieb mit 40 um Maschenweite in EF-Medium filtriert, die Gewebereste wurden erneut
mit 30 ml 0.1% (w/v) Trypsin/EDTA (Gibco) in PBS mit 0.1 mg/ml DNAse | versetzt und
fur 30 min bei 37°C geruhrt, und die Suspension wurde wieder durch ein Zellsieb filtriert.
Die vereinigten Filtrate wurden bei 1000 rpm pelletiert und die Zellen wurden in EF-
Medium resuspendiert und gezahlt. Nun wurden 10° Zellen auf je einer 10 cm
Kulturschale ausgebracht und U/n kultiviert, und am nachsten Morgen wurden die Zellen
mit PBS gewaschen und bis zur Konfluenz in EF-Medium kultiviert. Dieser Zustand
wurde als Passage 0 (P0O) gewertet.

Die PO EF wurden bis zu P4 expandiert und hierbei jeweils im Verhaltnis 1:4 gesplittet.
Nun wurden die Zellen trypsiniert, pelletiert und zur Inaktivierung als Zellpellet mit einer
Roéntgenquelle mit 5500 rad bestrahlt. Die Zellen wurden in EF-Einfriermedium
resuspendiert, gezahlt und in Aliquots zu 1-5x10° Zellen eingefroren und in fliissigem N,
gelagert.

6.2.5.2 Kultivierung von R1 ES-Zellen

R1 ES-Zellen wurden auf gelatinisierten Kulturschalen auf einer semikonfluenten Lage
von EF-Zellen in Gegenwart von Leukemia-inhibiting Factor (LIF, Gibco) bei 10% (v/v)
CO3 kultiviert, wobei die inaktivierten, Neomycin-resistenten EF jeweils am Vortag mit
einer Dichte von 5x10° Zellen pro 10 cm Kulturschale ausgebracht wurden. Hierbei
wurde speziell auf Eignung fir ES-Zellen getestetes, fir 60 min bei 56°C
hitzeinaktiviertes Serum sowie 0.1% (w/v) Trypsin in Glukose haltiger Saline (ES-
Trypsin) verwendet. R1 ES-Zellen wurden etwa alle zwei Tage im Verhaltnis 1:3
gesplittet und nach zwei Passagen nach Auftauen mittels Elektroporation transfiziert.
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6.2.5.3 Transfektion und Selektion der ES-Zellen

FUr eine Elektroporation wurden 50 pug des Rekombinationskonstruktes mit einem
geeigneten Restriktionsenzym linearisiert und mittels Ethanolfallung und Auflésen des
Prazipitats in H,O auf eine Konzentration von 1 ng/ml gebracht. Nun wurden ES-Zellen
trypsiniert, pelletiert und in PBS mit einer Dichte von 5x10° Zellen/ml resuspendiert. Es
wurden 0.8 ml der ES-Zellsuspension in eine Elektroporationskivette mit 4 mm
Elektrodenabstand gegeben, mit 20 pug des linearisierten Rekombinationskonstruktes
versetzt und bei eine Spannung von 250 V und einer Kapazitdt von 500 uF
elektroporiert. Nach der Elektroporation wurden die Zellen in der Kuvette fur 30 min auf
Eis inkubiert, in ES-Medium resuspendiert und auf vier 10 cm Kulturschalen mit EF
ausgebracht.

Nach 24 h wurde das ES-Medium durch ES-Selektionsmedium ersetzt und taglich
gewechselt. Ab dem dritten Tag in ES-Selektionsmedium wurde Einsetzen von Zelltod,
ab dem siebten Tag das Auftreten distinkter ES-Kolonien beobachtet. Ab dem zehnten
Tag in ES-Selektionsmedium wurden ES-Zellklone gepickt. Hierzu wurde die Schale mit
den ES-Kolonien mit PBS gewaschen, und es wurden einzelne ES-Zellklone unter PBS
unter einem Prapariermikroskop mit einer gelben Pipettenspitze abgeldst und in eine
96 Well Schale mit Rundboden transferiert, welche zuvor mit 50 ul ES-Trypsin pro Well
beflllt wurde. Die ES-Zellklone wurden fir 5 min bei 37°C in der Trypsinldsung inkubiert,
mit einer Mehrkanalpipette trituriert und in eine 96 Well Schale mit EF und 150 ul ES-
Selektionsmedium pro Well Uberfuhrt. Die ES-Zellen wurden in 96 Well Schalen 2x
gesplittet, und 4 Duplikate der ES-Zellen in 96 Well Schalen wurden eingefroren. Hierzu
wurden die adharenten ES-Zellen mit 150 ul ES-Einfriermedium pro Well versehen, mit
50 ul sterilem Mineraldl Gberschichtet und in einer Styroporbox bei -80°C eingefroren.

Nun wurde eine Kopie der ES-Zellklone aufgetaut, expandiert und fur die Isolation von
genomischer DNA verwendet. Nach der Identifikation der ES-Zellklone mit korrekter
Rekombination wurden die betreffenden Klone von den verbliebenen Duplikaten
aufgetaut, expandiert, karyotypisiert und fir die Erzeugung von Chimaren eingesetzt.

6.2.5.4 Karyotypisierung

Vor Beginn der Karyotypisierung wurden die ES-Zellen fir zwei Passagen auf
gelatinisierten Kulturschalen ohne EF passagiert. Am Vortag der Karyotypisierung
wurden die konfluenten Zellen auf eine 9 cm Schale gesplittet. Am nachsten Morgen
wurde den Zellen Colcemid (Sigma) in einer Konzentration von 40 ug/ml in ES Medium
zugesetzt. Nach 3 h wurden die Zellen trypsiniert, pelletiert und in 1 ml PBS in einem
2 ml Eppendorfgefaly resuspendiert. In den folgenden Schritten wurden die Zellen
jeweils durch Zentrifugation bei 400 xg fur 2 min in einer Tischzentrifuge bei RT
pelletiert.

Die Zellen wurden pelletiert, der Uberstand der Zellen wurde abgenommen, und die
Zellen wurden vorsichtig in 0.56% (w/v) KCI resuspendiert und fur 10 min bei RT
inkubiert. Dieser Schritt diente dem Aufquellen der Zellen. Nun wurden die Zellen
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pelletiert, fir 10 min in Fixierldsung aus 75% Methanol und 25% Eisessig (jeweils v/v)
fixiert und U/n bei 4°C in Fixierldsung inkubiert. Am nachsten Morgen wurden die Zellen
in verschiedenen Verdlinnungen in frischer Fixierlosung mit einer silikonisierten
Pasteurpipette auf entfettete, feuchte Objekttrager aus einer Hohe von ca. 1 m getropft,
und die Objekttrager wurden bei 37°C in einer feuchten Atmosphare getrocknet. Die
Objekttrager wurden fir 20 min in Giemsa Farbel6ésung (Gibco) gefarbt, an der Luft
getrocknet, in Xylol getaucht und mit Entellan Einbettmittel (Merck) unter Deckglasern
eingedeckt. Es wurden von 50 Karyotypen pro Zellinie Photos angefertigt und die Zahl
der Chromosomen bestimmt. Hierbei wurden alle Karyotypen mit weniger als 40
Chromosomen nicht in die Auswertung einbezogen.

6.2.5.5 Injektion von ES-Zellen in Blastocysten

Fir die Erzeugung von Blastocysten zur Injektion von ES-Zellen wurden weibliche
Mause des Stammes C57BL/6 (Tierhaus des MPI flr Biochemie, Martinsried) mit einem
Alter von vier Wochen superovuliert. Hierzu wurden die Weibchen bei einem 6.00-20.00
Uhr hell/ 20.00-6.00 Uhr dunkel-Rythmus gehalten, an Tag 1 um 18.00 Uhr mit jeweils
5 IU PMSG (Pregnant Mare’s Serum Gonadotropin, Sigma) und am Tag 3 um 15.00 Uhr
mit jeweils 5 IlU hCG (Human Chorionic Gonadotropin, Sigma) i.p. injiziert. In der Nacht
von Tag 3 auf Tag 4 wurden jeweils zwei Weibchen mit einem Mannchen des
Inzuchtstammes C57BL/6 verpaart, und Weibchen, die am Morgen von Tag 4 einen
Vaginalpfropf aufwiesen, wurden an Tag 7 zur Isolation von Blastocysten verwendet.

Die Weibchen wurden durch eine CO, Uberdosierung getdtet, und der Uterus der Tiere
wurde zwischen Ovidukt und Ovar sowie am Cervix herausgeschnitten. Nun wurden die
Blastocysten mit M2-Medium (Speciality Media) mit Hilfe einer Injektionsspritze in eine
3.5 cm Kulturschale aus dem Uterus vom Cervix her in Richtung Oviduct herausgespuilt.
Die Blastocysten wurden mittels einer Mundpipette gesammelt und in Tropfen von M16
Medium (Speciality Media) unter Paraffindl bei 37°C und 5% (v/v) CO; bis zu Beginn der
Injektion inkubiert. Fur die Injektion wurden nur Blastocysten in spaten Reifestadien
eingesetzt.

Die Injektion von ES-Zellen in Blastocysten erfolgte in M2-Medium (Speciality Media)
unter Paraffindl (Sigma) mit Hilfe einer mittels Oldruck operierenden
Mikroinjektionsapparatur (Eppendorf), wobei ein Objekttrager mit Vertiefung als
Injektionskammer diente. In die Injektionskammer wurden 10-15 Blastocysten sowie
einige hundert zuvor trypsinierte und sorgfaltig vereinzelte, in M2-Medium (Speciality
Media) resuspendierte ES-Zellen transferiert. Es wurden 10-20 ES-Zellen in die
Injektionspipette eingesaugt, und eine Blastocyste wurde mit der Haltepipette so
angesaugt, dal3 das Blastocdl distal zu der Haltepipette orientiert war. Nun wurde die
Injektionspipette in das Blastocdl eingestochen, die ES-Zellen wurden injiziert und die
Blastocyste wurde von der Haltepipette freigesetzt. Nach der Injektion wurden die
Blastocysten fur 2 h in M16 Medium (Speciality Media) bei 37°C und 5% (v/v) COz unter
Paraffindl inkubiert und anschliefend in die Uteri scheintrachtiger Mause transferiert.
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6.2.5.6 Uterustransfer der injizierten Blastocysten

FiUr den Uterustransfer wurden an Tag 1 10 Wochen alte Weibchen des Stammes NMRI
(Charles River) U/n mit vasektomierten Mannchen verpaart, die freundlicherweise von
Dr. Michael Meyer zur Verfugung gestellt wurden. Fur den Eingriff wurden Weibchen
ausgewabhlt, welche am nachsten Morgen einen Vaginalpfropf aufwiesen und damit zwar
nicht trachtig, jedoch von ihrem Hormonstatus in einen der Trachtigkeit aquivalenten
Zustand versetzt worden waren. An Tag 3 wurden die Weibchen durch eine Injektion
von 15 ul einer 2.5% (w/v) Losung von Avertin (Sigma) in PBS pro g Koérpergewicht i.p.
narkotisiert. Nun wurde das Fell der narkotisierten Maus mit 70% (v/v) Ethanol gereinigt,
es wurden Fell und Unterhaut lateral dorsal mit Hilfe einer spitzen Schere mit einem
kleinen Schnitt gedffnet, und der Uterus und Ovidukt wurden mit einer stumpfen Pinzette
vorsichtig auf die KorperaulRenseite transferiert. Nun wurde in den Uterus an der dem
Ovidukt zugewandten Seite mittels einer Injektionskanule ein Loch eingestochen, und es
wurden mit Hilfe der Transferkapillare 10 Blastocysten in den Uterus transferiert. Uterus
und Ovidukt wurden nun wieder in das Korperinnere der Maus zurticktransferiert und
Fell sowie Oberhaut wurde mittels Klammerung geschlossen. Nachdem dieselbe
Operation auf der anderen Seite der Maus durchgefuhrt worden war, wurde die Maus
mit einem Zellstofftuch umhillt und im Kafig zum Aufwachen auf eine 37°C warme
Warmeplatte gestellt.

6.2.5.7 Aufzucht und Verpaarung von Chimaren, Riuckkreuzung

Die aus den injizierten Blastocysten geborenen Chimaren wurden etwa ab dem 7.
postnatalen Tag anhand der Fellfarbe auf den Grad des vorliegenden Chimarismus
analysiert, wobei schwarze Fellhaare auf den Beitrag der Empfanger-Blastocyste,
braune Fellhaare auf den Beitrag der ES-Zellen hinwiesen. Die Chimaren wurden nach
Ende der 4. postnatalen Woche von ihren Mittern abgesetzt. Da weibliche Chimaren
erfahrungsgemafl haufig einen X0-Genotyp haben bzw. infertil sind, wurden lediglich
mannliche Chimaren mit einem geschatzten Fellchimarismus > 70% ab einem Alter von
10 Wochen mit Weibchen des Inzuchtstammes CS57BL/6 (Tierhaus des MPI fur
Biochemie, Martinsried) verpaart. Mit dieser Strategie konnte anhand der Fellfarbe der
1. Filialgeneration (F1, sog. Grundertiere) ab dem 7. postnatalen Tag eindeutig
unterschieden werden, ob die Tiere einen Beitrag der Stammzellen trugen: Alle Tiere mit
Beitrag der ES-Zellen hatten eine braune Fellfarbe, alle Tiere ohne Beitrag der ES-
Zellen hatten eine schwarze Fellfarbe.

Die F1 Tiere der Mauslinie hatten einen gemischten genetischen Hintergrund aus den
Anteilen der beiden Inzuchtstamme SV129 und C57BL/6. Fur die Erzeugung einer
congenischen Mauslinie wurden die Tiere wiederholt gegen Mause des Inzuchtstammes
C57BL/6 (Tierhaus des MPI fur Biochemie, Martinsried) gekreuzt. Mit Hilfe dieser sog.
Ruckkreuzung wurden dem Anteil des Inzuchtstammes SV129 zugehorigen Allele
»herausverdinnt® und es wurde eine congenische Mauslinie erzeugt, die in allen Genloki
mit Ausnahme der den fau-Lokus unmittelbar umgebenden Loki ausschliellich Allele
des Inzuchtstammes C57BL/6 tragt.
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6.2.5.8 Retinotopiemessung mittels Intrinsic Signal Optical Imaging
Die Retinotopiemessungen mit Hilfe von Intrinsic Signal Optical Imaging wurden von

Mark Hibener, Sven Schitt und Claire Creutzfeld am Max-Planck-Institut fir
Neurobiologie gemal Schutt et al. (2002) durchgefuhrt.
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7 Abkurzungen und Begriffe

Die chemischen Elemente wurden mit den Ublichen Symbolen, organische
Verbindungen gemal der gultigen IUPAC-Nomenklatur, Aminosauren mit dem
Einbuchstabencode benannt. Die zu Genen gehdrigen Molekulnamen wurden kursiv
geschrieben. Eph-Rezeptoren und Ephrine wurden gemaly der vom Eph-Committee
vorgeschlagenen, einheitlichen Nomenklatur benannt (Eph Nomenclature Committee
1997). Geschultzte Warenzeichen und Produktnamen wurden nicht spezifisch als solche
kenntlich gemacht.

In den Fallen, wo englische Fachbegriffe die inzwischen unublichen und teilweise
unzureichenden deutschen Begriffe ersetzt haben, oder wo die Namen anatomischer
Strukturen nicht ins Deutsche zu Ubersetzen sind, wurden diese Fachtermini ohne
Anfuhrungszeichen verwendet. Ansonsten wurden in dieser Arbeit die folgenden
Abkurzungen und Begriffe verwendet:

% (viv) Prozent auf das Volumen bezogen

% (wiv) Prozent auf das Gewicht bezogen

M Mikro

9E10 Epitop eines monoklonalen Antikérpers des humanem c-myc Proteins mit
der Aminosauresequenz EQKLISEEDL

A Adenosin

ABC Avidin-Biotin-Meerrettichperoxidase-Komplex

ALPS Agrin-Laminin-Perlecan-Slit Motiv

AS Aminosaure

ATP Adenosintriphosphat

BBS 2x BES gepufferte Losung

BES N,N-Bis(2-Hydroxyethyl)-2-Aminoethansulfonsaure

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin (engl: Bovine Serum Albumin)

C Cytosin

cDNA Cistronische DNA, komplementare DNA zu einer mRNA

CHAPS 3-[(3-Cholidopropyl-)dimethylammonio]-propansulfonat

Circling Das sich im Kreise bewegen von Tieren, dient als Hinweis auf
Innenohrdefekte

Cmv Cytomegalovirus

cpm Zahleinheiten pro Minute (engl.: Counts per Minute)

DAB Diaminobenzidin

dATP Desoxyadenosintriphosphat

DCC Deleted in Colorectal Cancer

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure (engl.: Desoxyribonucleic Acid)

DNAse Desoxyribonuklease

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat
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EDTA
EF
EGFP

ELISA

eph
ES
FCS
Fd

g

G
G418

GABA, GABAerg

GEF

GPI

h

hCG
hot-start

HPLC
HPRT
HRP
i.p.

Ig

IgG1
Intrinsic
Optical
(ISOI)

IPTG

U

kb

kDa
knock-in

Signal
Imaging

Tag der Embryonalentwicklung
Ethylendiamintetraacetat
Embryonale Fibroblasten

Grines Fluoreszierendes Protein (engl.: Enhanced Green Fluorescent
Protein)

Enzymgekoppelter  Immunassay, Methode zur Messung von
Antigenkonzentrationen mit Hilfe enzymgekoppelter Antikorper (engl.:
Enzyme Linked Immunosorbant Assay)

Erythropoietin-producing hepatocellular carcinoma

Embryonale Stammzellen

Fotales Kalberserum (engl.: Fetal Calf Serum)

Farad

Gramm

Guanosin

Geneticin

y-Aminobuttersaure, ein von GABAergen Neuronen verwendeter
Neurotransmitter  (engl.:  y-Aminobutyric  Acid), entsteht durch

Decarboxylierung von Glutamat durch das Enzym Glutamat-
Decarboxylase

Guaninnukleotid Austauschfaktor (engl: Guanine Nucleotide Exchange
Factor)

Glycosylphosphatidylinositol
Stunde (engl.: Hour)
Humanes Chorion Gonadotropin

Start einer PCR-Reaktion durch Zugabe der DNA-Polymerase erst nach
einer inititialen Denaturierungsphase. Dient der Erhéhung der Spezifitat
der Reaktion.

High Performance Liquid Chromatography
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase
Meerrettichperoxidase (eng.: Horseradish peroxidase)
intraperitoneal

Immunglobulin

Immunglobulin der Klasse G1

Eine auf dem Unterschied der Lichtabsorption von oxygeniertem und
desoxygeniertem Blut bei Wellenlangen von 600-700 nm beruhende
Technik  zur Detektion von relativen Unterschieden der
Stoffwechselaktivitat in Geweben.

Isopropyl-3-D-thiogalaktopyranosid

Internationale Einheiten (engl.: International Units)
Kilobasenpaare

Kilodalton

Insertion einer fremden oder abgewandelten DNA-Sequenz in einen
Genlokus mittels homologer Rekombination in embryonalen Stammzellen,
welcher Uber die Keimbahn propagiert werden kann.
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knock-out

Korrosionsausguf}

LB
LIF
LTP

min
mm
MOPS
mRNA
Mw

n

N
NEO
NGF
NGL
NGS
NT-3/4/5
NTP
oD

p

P
PAGE
PB
PBS
PCI
PCR
pellet
PI-PLC
PMSG

PNS
poolen
Primer

PSC

Genetische Deletion einer Proteinfunktion oder Teilen einer Genfunktion
mittels homologer Rekombination in embryonalen Stammzellen, welche
Uber die Keimbahn propagiert werden kann.

Methode zur Darstellung der dreidimensionalen Gefafstruktur. Die
GefalRe in den betreffenden Geweben werden mit einem Kunstharz
perfundiert, welches das Blut verdrangt und im Gefalllumen polymerisiert.
Nach Entfernung der um die Gefale liegenden Gewebebereiche und
Goldbeschichtung wird der Korrosionsausguf3 am Elektronenmikroskop
analysiert.

Liter

Luria Bertani Medium

Leukamie inhibierender Faktor

Langzeitpotenzierung (engl.: Long Term Potentiation)

Milli

Molar

Minute

Millimeter

3-(N-Morpholino)-propansulfonsaure

Boten-RNA (engl.: Messanger RNA)

Molekulargewicht (engl.: Molecular Weight)

Nano

Nukleotid

Neomycin Resistenzgen

Nervenwachstumsfaktor (engl.: Nerve Growth Factor)
Nucleus geniculatus lateralis

Ziegenserum (engl.: Normal Goat Serum)

Neurotrophin-3/4/5

Nukleotidtriphosphat

Optische Dichte

Pico

Tag nach der Geburt

Polyacrylamidgelelektrophorese

Phosphatpuffer

Phosphat gepufferte Saline (engl.: Phosphate Buffered Saline)
Gemisch aus H,0 gesattigtem Phenol, Chloroform und Isoamylalkohol
Polymerase Kettenreaktion (engl.: Polymerase Chain Reaction)
Bodensatz

Phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase C

Gonadotropin schwangerer Stuten (engl.: Pregnant Mare’s Serum
Gonadotropin)
Peripheres Nervensystem

engl.: Vereinigen
Als Startmolekile fur die DNA-Synthese in PCR-Reaktionen verwendete
Oligodesoxyribonukleotide

Primarer Somatosensorischer Cortex
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PVC
PVP
RAGS

Retinotopie

Rezeptorkdrper

RGM
RGz
RNA
RNAse
robo
rom
RT
RT-PCR
SAP
Screen
SDS
SEM

Silencing

Spines

ssDNA
TAE
Tag
TBS
TE
TEMED
TESPA
TNF-o
Tris
Trk

U

a/n

\

Well

wt
X-Gal
ZNS

Primarer Visueller Cortex

Polyvinylpyrrolidon

Repulsives axonales Zielfihrungssignal (engl.: Repulsive Axon Guidance
Signal)

Die topographische Reprasentation der Retina im Primaren Visuellen
Cortex

Ldsliches, dimeres Fusionsprotein, bestehend aus der extrazellularen
Domane eines Transmembranrezeptors und einem Tag, bei dem es sich
meist um den Fc-Bereich von Immunglobulinen der Klasse G1 oder
alkalischer Phosphatase handelt

Repulsives Zielfuhrungsmolekil (engl.: Repulsives Guidance Molecule)
Retinale Ganglienzelle

Ribonukleinsaure (engl.: Ribonucleic Acid)

Ribonuklease

roundabout, Name einer Deletionsmutante in D.melanogaster
Umdrehungen pro Minute (engl.: Revolutions per Minute)
Raumtemperatur

Kombination von Reverser Transkription und PCR

Shrimp Alkalische Phosphatase

Absuchen z.B. einer Genbibliothek auf eine bestimmte DNA-Sequenz
Natriumdodecylsulfat (engl.: Sodium Dodecyl Sulfate)

Standardabweichung bezogen auf den Mittelwert (engl.: Standard Error of
the Mean)

Inaktivierung eines Gens, meist ausgelodst durch Methylierung bestimmter
Sequenzabschnitte oder durch Bindung von Proteinen an regulatorische
Bereiche.

Dendritische Dornfortsatze; spezialisierte Strukturen auf dendritischen
Nervenfortsatzen, an welchen synaptische Kontakte lokalisiert sind

Heringsperm DNA (engl.: Salmon Sperm DNA)
Tris-Acetat-EDTA Puffer

Eine kinstlich an ein Protein angefiigte Aminosauresequenz
Tris gepufferte Kochsalzldsung

Tris-EDTA Puffer
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
3-Aminopropyl-trimethoxysilan

Tumornekrose Faktor-a
Trishydroxymethyl-aminomethan

Tropomyosin related kinase

Uracil

Uber Nacht

Volt

Vertiefung in einer Zellkultur- oder ELISA Schale
Wildtyp
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-R-D-Galaktosid
Zentrales Nervensystem
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