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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Die korrekte Zielfilhrung neuronaler Fortsdtze wihrend der Entwicklung ist eine Grund-
voraussetzung fiir die Konnektivitit des Nervensystems, welche die koordinierte Funktion des
gesamten Organismus ermoglicht. Auswachsende Axone werden durch eine Vielzahl von
anzichenden und abstoBenden Signalen zu ihren Zielzellen geleitet, wobei der
Wachstumskegel des Axons diese Signale empfangt, integriert und in intrazelluldre Signal-
iibertragungsprozesse umsetzt. Die dadurch vermittelte Reorganisation des Zytoskeletts
steuert dann die Bewegung des Axons.

Die Chimaerine bilden mit sechs Isoformen eine Familie von RacGAP-Molekiilen, die
die Aktivitit der RhoGTPase Rac regulieren. Alle Chimaerine besitzen eine C-terminale
katalytisch aktive RacGAP-Domine und eine zentral gelegene C1-Doméne, wihrend a2- und
B2-Chimaerin zusdtzlich eine SH2-Doméne an ihrem N-Terminus aufweisen. Im Rahmen
dieser Arbeit konnte die Bedeutung der Tertidrstruktur fiir die katalytische RacGAP-Aktivitét
der verschiedenen Chimaerine verdeutlicht werden. Dies war bisher durch eine bereits
publizierte Kristallstruktur nur fiir f2-Chimaerin gezeigt worden. Durch biochemische
Struktur-Funktionsanalysen an al-, a2- und P1-Chimaerin konnte bestétigt werden, dass
Chimaerine prinzipiell in einem autoinhibierten Zustand vorliegen. Hierbei wurde jedoch der
unterschiedliche Grad des strukturellen Einflusses der einzelnen Chimaerin-Isoformen auf die
RacGAP-Aktivitit deutlich.

Es konnte auBlerdem fiir einige Chimaerine gezeigt werden, dass sie direkte
Interaktoren von Eph-Rezeptoren sind und in Folge der Aktivierung des Eph-Rezeptors
phosphoryliert werden. Ephs sind Rezeptoren der Ephrine, einer Familie von
Zielfihrungsmolekiilen. Nach heterologer Expression in Fibroblasten konnte das
Zusammenwirken von EphA4 und Nck, einem ebenfalls am Ephrin-Eph-Signalweg
beteiligten Adaptermolekiils, die GAP-Aktivitit von a2-Chimaerin beeinflussen. Eph-
Rezeptoren modulieren nach Bindung ihrer Liganden die Balance des Aktivierungszustands
der RhoGTPasen Rac und Rho. Diese Ephrin-Eph vermittelte Regulation ist in einer Reihe
von Neuronen fiir die Dynamik des Zytoskeletts wéhrend des Zielfiihrungsprozesses
unerlédsslich. Unter Verwendung von neu etablierten Mausmodellen konnte in der
vorliegenden Studie nachgewiesen werden, dass Chimaerine ein essentieller Bestandteil der
vorwirts-gerichteten Ephrin-EphA4-Signaliibertragung sind. Der Verlust von a-Chimaerinen
filhrt in Bezug auf die vorwirts-gerichtete Ephrin-EphA4-Signaliibertragung zu den gleichen

Defekten wéhrend der Entwicklung des Nervensystems, wie der selektive Verlust von



ZUSAMMENFASSUNG

EphrinB3 bzw. von EphA4 selbst. Die vorliegende Arbeit leistet somit einen wichtigen
Beitrag zur Beantwortung der Frage, wie durch den Ephrin-Eph-Signalweg die Aktivierung
oder Inaktivierung von RhoGTPasen beeinflusst wird.

Schlagworte: Chimaerine — RacGAP — Ephrin/Eph-Signaliibertragung

Abstract

Axon guidance during development is a basic requirement for the connectivity of the nervous
system, which in turn is necessary for the coordinated functioning of the whole organism. On
their way to their target cells, the growing axons are guided by many different attractive and
repulsive signals. The mobile axonal growth cone integrates and translates the signals it
receives into an intracellular signal transduction pathway. This process leads to the
rearrangement of the cytoskeleton and controls axon navigation.

Chimaerins constitute a family of six isoforms. All chimaerins have a C-terminal

RacGAP domain and a centrally located C1 domain. In addition, a2- and 2-chimaerin have
an SH2 domain at their N-terminus. Until recently, the functional importance of the tertiary
structure for the catalytic activity of chimaerins had only been shown for f2-chimaerin. Using
biochemical methods, this study confirms that this principle holds for al-, a2- and P1-
Chimaerin, as well. However, the degree of structural influence on the catalytic activity
differs between individual chimaerin isoforms.
This study also shows that chimaerins are direct interaction partners of Eph receptors and are
phosphorylated in an Eph receptor dependent manner. Eph receptors are activated after the
binding of their ligands, the Ephrin protein family members, which mediate repulsive
guidance cues. RacGAP assays reveal that the catalytic GAP activity of chimaerins is altered
by the concerted action of EphA4 and Nck, an adapter molecule which is also part of the
Ephrin-Eph signaling pathway. It was shown that Eph receptors perform their function by
modulating the intricate balance between the activities of Rac and Rho. This Ephrin-Eph
mediated regulation of the cytoskeleton dynamics is vital for growing axons. Using mouse
genetics, this study shows that chimaerins are essential components of the Ephrin-Eph
signaling pathway. Mice deficient for a-chimaerins have malformations in the nervous system
that are similar to those seen in mutant mice with a loss of Ephrin-Eph forward signaling. The
present study contributes significantly to answering the question of how the Ephrin-Eph
signaling pathway modulates the balance between activated and inactivated RhoGTPases.

Keywords: Chimaerins — RacGAP — Ephrin/Eph signaltransduction
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EINLEITUNG

2 Einleitung

Im Laufe der embryonalen Entwicklung entsteht das Nervensystem aus Neuroblasten, den
Stammzellen des Neuralrohrs. Diese migrieren in unterschiedliche Bereiche des Organismus
und differenzieren an ihrem Bestimmungsort zu Nerven- oder Gliazellen aus. Das zentrale
Nervensystem (ZNS) und das periphere Nervensystem (PNS) der Vertebraten bestehen aus
aullerordentlich komplexen neuronalen Netzwerken, die vor allem wihrend der embryonalen
und postnatalen Entwicklung des Organismus generiert werden. Alleine im ZNS bilden 10"
Neuronen insgesamt ca. 10'® spezifische Synapsen aus. Hierbei ist ein Neuron die hoch
spezialisierte Basiseinheit des Nervensystems. Es transportiert empfangene Informationen,
verteilt sie auf andere Neuronen und ermdglicht so die koordinierte Funktion des gesamten
Organismus. Um diese Aufgabe erfiillen zu konnen, haben Neuronen eine stark polarisierte
Morphologie mit einem einzelnen langen Fortsatz, dem Axon, und mehreren kiirzeren
Dendriten. Die Information wird an den synaptischen Kontakten der Dendriten empfangen
und dann iiber synaptische Verbindungen des Axons zu anderen Neuronen weitergeleitet.
Damit das Nervensystem korrekt funktionieren kann, ist es unerlésslich, dass die Neuronen
die richtigen Verbindungen kniipfen. Hierfiir miissen die Axone wéhrend der Entwicklung
Wegstrecken von mehr als einem Meter zuriicklegen und ihr Zielgebiet mit einer Genauigkeit

von wenigen Mikrometern treffen.

2.1 Die Zielfiihrung von Axonen

Ramon y Cajal hat die Lenkung von wachsenden Axonen durch chemische Signalmolekiile
bereits Ende des 19. Jahrhunderts postuliert (Cajal, 1893). Dennoch vertraten noch bis ca.
1940 viele Wissenschaftler, wie der Entwicklungsbiologe Paul Weiss, die Theorie, dass
Axone aus ihrer Umgebung nur sehr generelle Anweisungen fiir ihre Wachstumsrichtung
erhalten wiirden und diese vor allem zufillig oder nur mechanisch gelenkt sei. Nur die
richtigen Verbindungen wiirden bestehen bleiben, da nur sie elektrische Aktivitit leiten
konnten (Weiss, 1941). Die Studien einer Reihe von Wissenschaftlern, unter anderem von
Roger Sperry und John N. Langley, haben zu der heutigen Sichtweise gefiihrt, dass
auswachsende Axone auf ithrem zum Teil sehr weiten Weg zu ihren Zielzellen von einer
Vielzahl unterschiedlicher Molekiile geleitet werden. Wenn sie ihre Zielgebiete erreicht

haben, etablieren sie spezifische Synapsen (Synaptogenese), welche in spéteren Stadien unter
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anderem durch elektrische Aktivitdt dauerhaft etabliert oder bei fehlender Aktivitit eliminiert
werden.

Die verschiedenen positiven und negativen Signale, die dem Axon den Weg zu seiner
Zielzelle weisen, werden {iiber den Wachstumskegel empfangen und integriert. Der
Wachstumskegel ist sowohl ein Sensor fiir Signale aus seiner Umgebung als auch eine Art
Motor, dessen Aktivitdt zur Verldngerung des Axons fiihrt. Die von aulen wahrgenommen
Richtungsweisungen werden in intrazelluldre Signale iibersetzt, die das Zytoskelett regulieren
und dadurch die Richtung und das AusmaBl des Axonwachstums bestimmen. Der
Wachstumskegel hat eine handartige Struktur. Sein zentraler Bereich ist reich an Mikrotuboli,
wiahrend Filopodien, die fingerartig von diesem zentralen Bereich ausgehen, und
Lamellipodien, die sich zwischen den Filopodien befinden, Anreicherungen von F-Aktin
aufweisen und frei beweglich sind (s. Abb. 4). Thre ldngliche Struktur erlaubt den Filopodien
die Umgebung in einiger Entfernung von der zentralen Region des Wachstumskegels
abzutasten. In den Filopodienmembranen befinden sich Rezeptoren, an die Signalmolekiile
binden konnen, welche als Richtungsweiser fiir den Wachstumskegel wirken. Bei Rezeptor-
Liganden-Bindung kann der Wachstumskegel je nach Art des Signals anhalten, sich
zuriickziehen, voranschreiten, oder die Richtung wechseln. Diese Bewegungen werden durch
Membrankomponenten, sowie Aktin, Myosin und Mikrotubuli vermittelt (Tanaka et al.,
1995). Extrazelluldre Signale, die durch Ligandenbindung an die Rezeptoren in der
Filopodienmembran iibertragen werden, kdnnen entweder direkt durch Signalproteine oder
durch Einbeziehung von sekunddren Botenstoffen in das Innere des Wachstumskegels
weitergegeben werden. Die so erhaltenen Signale steuern dann die Dynamik des Zytoskeletts
(Nikolic, 2002; Song und Poo, 2001).

Im frilhen Embryonalstadium bewegen sich die wachsenden Axone durch eine
axonfreie Umgebung. Spiter wachsen sie durch Gewebe, durch das andere Axone kreuz und
quer verlaufen (Bate, 1976). Die wachsenden Axone bewegen sich dabei durch Faszikel
anderer Neurone hindurch und wechseln dabei von einem Biindel zum anderen (selektive
Faszikulierung) (Raper et al., 1983; Van Vactor, 1998). Aullerdem wandern die Axone durch
Gruppen spezialisierter Zellen, die die intermedidren Ziele oder Entscheidungspunkte bilden.
Diese Zellgruppen liefern die extrazellularen Molekiile, die die Navigation regulieren, sowie
die trophischen Faktoren, welche fiir das Uberleben der Axone notwendig sind. Dieser
Mechanismus ermoglicht die Entfernung von Axonen, die auf falschen Wegen gewachsen

sind oder nicht ihr Ziel erreichen (Flanagan, 1999; Wang und Tessier-Lavigne, 1999).



EINLEITUNG

Auf ihrem Weg zu ihren Zielzellen miissen die Wachstumskegel somit auf den koordinierten
Einfluss einer groen Anzahl anziehender und abstoBender Signale reagieren (Bonhoeffer und
Huf, 1980; Goodman und Shatz, 1993; Sperry, 1963; Tessier-Lavigne und Placzek, 1991).
Dabei konnen 16sliche Signalmolekiile iiber weite Entfernungen wirken, wihrend an die
Zellmembranen oder die extrazelluldre Matrix gebundene Signale, die durch Kontakt agieren,
nur kurze Distanzen iiberbriicken (Tessier-Lavigne und Goodman, 1996). Allerdings kénnen
16sliche Molekiile durch die extrazellulire Matrix an der Diffusion gehindert werden und so
nur iiber kurze Entfernungen agieren, oder ein membrangebundenes Molekiil kann in einem
Gradienten exprimiert werden und so iiber lange Distanzen wirken (Cohen-Cory, 2002;
Dickson, 2001; Serafini et al., 1996). Zusétzlich konnen viele Zielfithrungsmolekiile, je nach

Interpretation des Wachstumskegels, anziehende oder absto3ende Wirkung haben.

2.1.1 Zielfithrungsmolekiile

Im Folgenden werden einige der wichtigsten Familien axonaler Zielfiihrungsmolekiile und
ihre Wirkungsweise vorgestellt.

Ein Beispiel fiir membrangebundene Erkennungsmolekiile sind Neuronal Cell Adhesion
Molecules (NCAMs). Sie gehoren zu der Immunglobulin-Superfamilie und vermitteln Zell-
Zell-Kontakte iiber homophile Interaktionen. Intrazelluldre Signalwege, an denen die
Tyrosinkinase Fyn beteiligt ist, fithren nach trams-Dimerisierung zur Reorganisation des
Zytoskeletts im Wachstumskegel. NCAMs spielen unter anderem eine wichtige Rolle bei
neuronalen Migrationsprozessen, synaptischer Plastizitdit und Faszikulierung von Axonen
(Ubersichtsartikel: Maness und Schachner, 2007).

Semaphorine sind Beispiele fiir Lenkungsmolekiile die normalerweise iiber Kontakt-
vermittelte AbstoBung agieren. Jedoch kommen Semaphorine nicht nur membrangebunden (z.
B. Semaphorin 4A) sondern auch in 16slicher Form (z. B. Semaphorin 3A) vor. Sie binden an
heteromere Rezeptorkomplexe, die unter anderem Plexine, das neuronale Zelladhésions-
molekiil L1, die Rezeptortyrosinkinase (RTK) Met und Neuropiline enthalten konnen.
Semaphorine wirken meist iiber kurze Distanzen und halten die Axone von bestimmten
Gebieten fern oder navigieren sie durch Korridore hindurch (Cheng et al., 2001; Raper, 2000).
Eine wachsende Anzahl von Studien zeigt, dass Semaphorine fiir bestimmte Axone auch
anziehende Wirkung haben konnen (Ding et al., 2007; Wong et al., 1999).

Netrine sind l0sliche Lenkungsmolekiile. Sie konnen sowohl Chemo-attraktiv

(Kennedy et al., 1994; Serafini et al., 1994) als auch Chemo-absto3end agieren (Hedgecock et
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al., 1990; Keleman und Dickson, 2001). Die anziehende Wirkung wird durch den Deleted in
Colorectal Cancer (DCC)-Rezeptor vermittelt, wihrend Chemo-AbstoBung in der Regel
durch den Uncoordinated (UNC)-5-Rezeptor vermittelt wird. Netrine lenken viele unter-
schiedliche Axontypen. In manchen Fillen iiber Distanzen von mehreren Millimetern (Yee et
al., 1999), in anderen nur iiber sehr kurze Distanzen (Winberg et al., 1998).

Die vorgestellten Zielfithrungsmolekiile und ihre Rezeptoren sind in Abbildung 1
schematisch dargestellt. Auf die ebenfalls abgebildeten Ephrine und ihre Rezeptoren, die
Ephs, wird im folgenden Abschnitt eingegangen.

Chemo-AbstoRung
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phrin
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Bsp.: Inhibition von Verzweigungen Bsp.: Limitiertes Einwachsen . q
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Abbildung 1: Beispiele fiir axonale Zielfiihrungsmolekiile und ihre Rezeptoren

Homophile trans-Dimerisierung von NCAMs fiihrt zur Aktivierung von Fyn, Semaphorine binden an
Neuropiline, Ephrine an Ephs und Netrine an DCC oder Unc5. Bindung der Liganden an die
Rezeptoren filhrt zu Veranderungen des Aktinzytoskeletts im Wachstumskegel. Beispiele fur
biologische Funktionen sind jeweils angegeben. Ig, Immunglobulin-Doméane; NCAM, Neuronal Cell
Adhesion Molecules; Fyn, Fyn-Kinase; FN Ill, Fibronectin-Typlll-Domane; Ex, extrazellular; In,
intrazellular; SH3, Src-Homologie-Doméane 3; SH2, Src-Homologie-Doméane 2; Tyr Kinase,
Tyrosinkinase; Sema, Semaphorin; PSI, PSI-Domane; B+, basische Domane; CUB, CUB-Domane;
FA58C, Fa58c-Domane; MAM, MAM-Doméne; GPI, Glykosylphosphatidylinositol-Anker; Zyt., zyto-
plasmatische Domane; PDZ Bd, PDZ-Bindungsstelle; Glob, globuldare Domane; Cys, cysteinreiche
Domane; SAM, SAM-Domane; LAM, LAM-Doméane; EGF, EGF-Domane; P1,P2, P3, P-Domanen;
TSPI, TSP-Typl-Doméane; ZU5, Zu5-Doméane; DB, DB-Domane, Death, Death-Domane. Modifiziert
nach Brose.
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2.1.1.1 Die Eph- und Ephrin-Proteinfamilien

Ephrine sind an Zelloberflichen gebundene Zielfithrungsmolekiile, die in frans an Eph-
Rezeptortyrosinkinasen gegeniiberliegender Zellen binden. Diese interzelluldre Liganden-
Rezeptor-Bindung fiihrt in den meisten Fillen zur AbstoBung der beiden Zellen.

Der erste identifizierte Eph-Rezeptor wurde als Protoonkogen aus einer humanen
Zelllinie isoliert, welche der Molekiilfamilie ihren Namen gab (kurz fir Erythropoietin-
Producing Hepatocellular Carcinoma) (Hirai et al., 1987). Eph-Rezeptoren bilden mit acht
EphA- (EphA1-EphAS8) und fiinf EphB- (EphB1-EphB4 und EphB6) Rezeptoren die grofite
Familie der RTKs im menschlichen Genom (Ubersichtsartikel: Kullander und Klein, 2002).
Die Einteilung in A- und B-Unterklassen wurde spiter aufgrund von Sequenzhomologien
vorgenommen. Erst einige Jahre nach der Klonierung des ersten Eph-Rezeptors gelang die
Identifizierung ihrer Liganden, deren als erster identifizierter Vertreter, EphrinAl, mittels
Affinitdtschromatographie aus einer Zelllinie isoliert wurde (Bartley et al., 1994; Shao et al.,
1994). Ephrine werden analog zu Eph-Rezeptoren in A- und B- Unterklassen eingeteilt.
EphrinA1l bis EphrinAS sind iiber einen Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker an die
Plasmamembran gebunden, wihrend es sich bei EphrinB1 bis EphrinB3 um Klasse-I-
Transmembranproteine handelt (Ubersichtsartikel: Wilkinson, 2001). Die Bindungs-
spezifititen von Eph-Rezeptoren und Ephrinen sind in Abbildung 2 dargestellt. Allgemein
gilt, dass A-Ephrine an EphA- und B-Ephrine an EphB-Rezeptoren binden, wobei EphrinAl,
EphrinB2 und EphrinB3 Ausnahmen dieser Regel darstellen.

N

Eph Rezeptoren Ephrine
4 EphAs ) ( GPl-verankert Abbildung 2: Eph-Rezeptoren und ihre
EphA{ < »(EphrinA1 Ephrin-Liganden
@ Darstellung der strukturellen Ephrin/Eph-
EphA2, EphA3, EphA5 o EghrmA3 Unterklassen  und  ihrer  Bindungs-
e EphrinA4 spezifitaiten zueinander. EphAs binden A-
EphrinA5 Ephrine und EphBs B-Ephrine. Ausnahmen
\ J sind EphrinA1, EphrinB2 und EphrinB3.
- s Unterklassen, die die hdochste Affinitat
EphBs w el zueinander aufweisen, sind durch Pfeile
EphB1, EphB2, EphB3Y [ | |, EphrinB2 verbunden. Modifiziert nach Wilkinson
EphB4, EphB6 i EphrinB3 (2001).
N L
-

o >4 _4

Der extrazellulire Bereich der Eph-Rezeptoren besteht aus einer N-terminalen, Liganden-
bindenden globuldren Domine, einer cysteinreichen Domine und zwei Fibronectin-TyplII-

Dominen. Auf die Transmembrandoméne folgt intrazellulédr eine Juxtamembranregion, in der
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sich zwei konservierte Tyrosinreste befinden, welche nach Ligandenbindung auto-
phosphoryliert werden. Der intrazellulire Bereich der Eph-Rezeptoren setzt sich mit einer
Tyrosinkinasedoméne, einem sterilen a-Motiv (SAM-Doméne) und einer PSD95/Disc
Large/Zonula occludentes (PDZ)-Doménen-Bindungsstelle fort (s. Abb. 1).

Im Gegensatz zu den Liganden anderer RTKs sind Ephrine membrangebunden. Die
Bindung der Ephrine an Eph-Rezeptoren fiihrt nicht wie bei klassischen RTKs nur zur
Dimerisierung der Rezeptoren, sondern zur Bildung von hochmolekularen Eph-
Rezeptorkomplexen (Egea et al., 2005; Vearing und Lackmann, 2005). Die hochaffine trans-
Bindung des membrangebundenen Ephrins an den Eph-Transmembranrezeptor fiihrt zunéchst
zur Adhesion der beiden Zellen, welche diese Molekiile exprimieren. Ephrine wirken aber in
den meisten Fillen als abstoBende Signale (Kndll und Drescher, 2002). Im Gegensatz zu
klassischen Zelladhdsionsmolekiilen wie z. B. Neurexinen und Neuroliginen, bei denen die
Zell-Zell-Interaktion bestehen bleibt, wird bei Ephrin-Eph Bindung die anfingliche Adhésion
in eine AbstoBung umgewandelt. Dieser Prozess kann durch verschiedene Mechanismen
vermittelt werden. Fiir EphrinA wurde die Abspaltung seiner Ectodomine durch die
Metalloprotease ADAMI10 nach Bindung an den Rezeptor beschrieben (Hattori et al., 2000).
Ein anderer Mechanismus, der zur Separierung der Zellen fiihren kann, ist die Endozytose
von Ephrin-Eph Komplexen, entweder in die den Liganden-exprimierende oder die den
Rezeptor-exprimierende Zelle (Mann et al., 2003; Zimmer et al., 2003). Dieser Prozess wird
durch die Aktivierung von Vav2 vermittelt, einem fiir Rho GTPasen spezifischen
Guaninnukleotid-Austauschfaktors (kurz GEF fiir Guanine Nucleotide Exchange Factor), der
zur Aktivierung von Rac und infolgedessen zur Aktin-Polymerisierung fiihrt (Cowan et al.,
2005).

Ein besonderer Aspekt der Ephrin-Eph-Interaktion ist, dass die Signaliibertragung
nicht nur vorwirts, d. h. von der Liganden- zur Rezeptor-exprimierenden Zelle verlauft,
sondern auch von der Rezeptor- zur Liganden-exprimierenden Zelle. Erste Untersuchungen
auf eine riickwérts-gerichtete Signaliibertragung bezogen sich nur auf B-Ephrine (Bruckner et
al., 1997; Holland et al., 1996) neuere Studien bestdtitgen dieses Prinzip nun auch fiir A-
Ephrine (Huai und Drescher, 2001; Konstantinova et al., 2007).
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2.1.2 Biologische Funktionen der Ephrin-Eph-Interaktion

Seit der Identifizierung des ersten Eph-Rezeptors konnte gezeigt werden, dass sowohl die
vorwirts gerichteten wie auch die riickwirts gerichteten Ephrin-Eph-Signaliibertragungen
vielfdltige Rollen wéhrend der Entwicklung des Nerven- und des BlutgefiaBsystems, sowie im
adulten Organismus spielen. Diese umfassen die Ausbildung topographischer Muster, die
Faszikulierung von Neuronen (Henkemeyer et al., 1996), die Zellwanderung und Etablierung
von Zellgrenzen (Smith et al., 1997), die Bildung von BlutgefiBen (Ubersichtsartikel: Zhang
und Hughes, 2006), die Synaptogenese (Dalva et al., 2000), die Morphogenese von
synaptischen Dornen (Ethell et al., 2001; Penzes et al., 2003) und die synaptische Plastizitdt
(Ubersichtsartikel: Aoto und Chen, 2006; Gao et al., 1998).

2.1.2.1 Etablierung Topographischer Projektionen und die Formation axonaler

Fasertrakte

Am intensivsten wurde bisher die Rolle des Ephrin-Eph-Systems bei der Etablierung
topographisch organisierter neuronaler Verbindungen untersucht, die in vielen Regionen fiir
die Konnektivitit des sich entwickelnden Nervensystems unerldsslich sind. Die
durchgefiihrten Studien beziehen sich auf Projektionen im olfaktorischen System (St John et
al., 2002), Verbindungen von der Retina zum optischen Colliculus Superior (Frisen et al.,
1998), vom Hippocampus zum Septum (Gao et al., 1996) und vom Thalamus zum Kortex
(Dufour et al., 2003; Knoll und Drescher, 2002).

Ephrine und Eph-Rezeptoren sind auflerdem essentiell fiir die Zielfiilhrung von
axonalen Projektionen von Fasertrakten, die die Mittellinie des Nervensystems kreuzen und
dann auf der kontralateralen Seite ihres Ursprungs Kontakte mit ihren Zielzellen etablieren.
Hierzu gehoren die anteriore Kommissur, das Corpus Callosum, der Kortikospinaltrakt
(Corticospinal tract, CST) (Ubersichtsartikel: Frisen et al., 1999) und kommissurale
Interneurone (Comissural Interneurons, CINs) lokaler neuronaler Netzwerke im Riickenmark,
der so genannten Central Pattern Generators (CPGs) (Kullander et al., 2003).

Ein klares Beispiel vorwirts gerichteter Ephrin-Eph Signaliibertragung wurde durch
genetische Studien geliefert, mit denen die Rolle von EphA4 und seines Liganden EphrinB3
wihrend der Formation des CST untersucht wurden. Der CST ist ein langer Fasertrakt, der
das Gehirn mit dem Riickenmark verbindet und die =zentrale Kontrolle iiber
Korperbewegungen ausiibt. Diese Fasern haben ihren Ursprung auf einer Seite des

Motorkortex und wandern durch den ventralen Teil des Gehirns bevor sie die Mittellinie auf
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Hohe der Medulla oblongata kreuzen und dann auf der kontralateralen Seite weiter das
Riickenmark hinab verlaufen, wo sie schlieBlich synaptische Kontakte mit Interneuronen und
Motoneuronen etablieren. Hierbei dient EphrinB3 an der Mittellinie des Riickenmarks als
Barriere, die verhindert, dass CST-Axone, welche EphA4 exprimieren, diese erneut passieren.
EphA4- (EphA4™"-) und EphrinB3- (EphrinB3”-)-knock-out-Miuse zeigen CST-Fasern, die
die Mittellinie im Riickenmark irrtiimlich riickkreuzen und so auf die ipsilaterale Seite ihres
Ursprungs projizieren (Dottori et al., 1998; Kullander et al., 2001a). Welche Richtung der
Ephrin-Eph-Signaliibertragung (vorwérts, durch den Rezeptor oder riickwirts, durch den
Liganden) fiir die korrekte Etablierung des CST erforderlich ist, ging aus diesen Studien nicht
hervor. Diese Frage konnte erst mit Hilfe von knock-in-Méusen geklart werden, die entweder
EphA4 mit einer konstitutiv inaktiven Tyrosinkinasedomidne (EphA4KD, EphA4 Kinase
Dead) oder EphrinB3 ohne die zytoplasmatische Domidne (EphrinB3AC) exprimieren (s.
Abbildung 3). EphA4KD-Méuse, in denen aufgrund der inaktiven Tyrosinkinasedomédne
keine vorwirts gerichtete Signaliibertragung mehr stattfand, aber aufgrund der intakten
extrazelluliren Doméne noch Signaliibertragung vom Rezeptor zum Liganden mdglich war,
zeigten den gleichen Phinotyp wie die EphA4”- und EphrinB3”-Miuse (Kullander et al.,
2001b). Im Gegensatz dazu zeigten EphrinB3AC-knock-in-Mause, in denen die riickwérts
gerichtete Signaliibertragung gestort ist, nicht jedoch die Tyrosinkinase-abhingige vorwérts

gerichtete Signaliibertragung, diesen Phénotyp nicht (Yokoyama et al., 2001).

Abbildung 3: Zielfiihrung von CST-Fasern
Vorwarts-gerichtete Signallbertragung von
EphrinB3 zu EphA4 ist fir die Lenkung von CST-
Axonen verantwortlich. Schematische
Darstellung des Ruckenmarks. Der Anteil der
CST-Fasern des linken Rickenmarkbereichs ist
eingezeichnet. In Wildtyp-Mausen verbleiben die
CST-Fasern auf einer Seite des Rickenmarks,
wo sie Kontakte mit Motoneuronen ausbilden. In
EphA4- und EphrinB3-knock-out-Mausen (EpA4'/'
, EpherinB3™) und knock-in-Mausen, die eine
katalytisch  inaktive  Version von EphA4
exprimieren (EphA4KD), kreuzen CST-Fasern
hingegen die Mittellinie. Im Gegensatz dazu wird
S i die zytoplasmatische Domane von EphrinB3
Wildtyp und EphA4", EphrinB3”  picht bendtigt, damit es seine Aufgabe als
EpANESAG ard EphA4KD Barriere an der Mittellinie ausiiben kann, da sich
die CST-Fasern von knock in Mausen ohne zyto-
plasmatische Doméane (EphrinB3AC) wie in
Wildtyp-Tieren  verhalten. Modifiziert nach
Kullander und Klein (2002).

CST-Fasern
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2.1.3 Mechanismen der vorwirts gerichteten Ephrin-Eph-Signaliibertragung

Die Aktivierung von Eph-Rezeptoren hat eine Reihe von Prozessen zur Folge, die letztendlich
zur Depolymerisation von Aktin und somit zum Wachstumskegelkollaps fiihren. Die
Polymerisation bzw. Depolymerisation von Aktinfilamenten kontrolliert den Einbau
polymerisierter Mikrotubuli und reguliert somit, ob ein Axon wichst, stoppt oder sich

zurickzieht.

2.1.3.1 Die Familie der RhoGTPasen und ihre Regulation

Die kleinen GTPasen der Rho Familie regulieren die ortlich begrenzte Polymerisation und
Depolymerisation von Aktinfilamenten und somit die Mobilitdt aller Neuritenenden eines
Neurons. Die drei am besten charakterisierten Mitglieder der Rho-Familie sind Rac, RhoA
und Cdc42, welche unterschiedliche Einfliisse auf die Polymerisation von Aktin haben.
RhoGTPasen wechseln, wie alle kleinen GTPasen, zwischen einem inaktiven an
Guanosindiphosphat und einem aktiven an Guanosintriphosphat gebundenen Status (Van
Aelst und D'Souza-Schorey, 1997). Signale, die an der Zelloberfliche ankommen, werden
durch eine zeitlich und 6rtlich regulierte Familie von Proteinen, die GEFs, weitergeleitet. Dies
fithrt zur Aktivierung der GTPasen in Folge des Austauschs von GDP durch GTP (Overbeck
et al., 1995). Aktive RhoGTPasen translozieren zur Plasmamembran wo sie an ihre
Effektorproteine, wie beispielsweise die Kinase Pak oder die Rho-Kinase, binden. Die strenge
Kontrolle dieser Signaliibertragungswege wird durch die intrinsische GTPase-Aktivitit der
GTPasen, welche durch GTPase-aktivierende Proteine (GAPs) beschleunigt wird, und die
Halbwertzeit von Effektorproteinen gewéhrleistet. Eine dritte Familie von Regulatoren sind
die Guanosinphosphat-Dissoziations-Inhibitoren (GDIs), welche die Dissoziation von GDP
und damit den Austausch zu GTP verhindern (Ubersichtsartikel: DerMardirossian und

Bokoch, 2005).

2.1.3.2 RhoGTPasen vermitteln die Signale der Eph-Rezeptoren

Die Aktivierung von Rac und Cdc42 fordern das Wachstum des Axons, widhrend RhoA-
Aktivierung zum Wachstumskegelkollaps fiihrt (Ubersichtsartikel: Kuhn et al., 1998; Luo et
al., 1996; Ruchhoeft et al., 1999). In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass Eph-
Rezeptoren ihren Einfluss auf die Polymerisation und Depolymerisation von Aktinfilamenten

durch Modulation der Balance zwischen aktivem Rac und aktivem RhoA im Wachstumskegel
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ausiiben (Ubersichtsartikel: Noren und Pasquale, 2004). Beispielsweise induziert EphrinAS5 in
retinalen Ganglienzellen des Huhns den Wachstumskegelkollaps durch die Aktivierung von
Rho und die gleichzeitige Inaktivierung von Rac (Wahl et al., 2000). Es wurde jedoch auch
gezeigt, dass die initiale Inaktivierung von Rac wihrend des Wachstumskegelkollaps von
einer schnellen Wiederherstellung des aktiven Zustands gefolgt wird (Jurney et al., 2002). Die
molekularen Mechanismen dieser durch Eph-Rezeptoren induzierten Regulation sind bisher
nur liickenhaft bekannt. Viele Studien implizieren GEFs als die Regulatoren dieser Prozesse.
Beispiele fiir solche GEFs sind Ephexin und Vav, die beide zur Dbl-Superfamile von
Austauschfaktoren gehoren (Cowan et al., 2005; Shamah et al., 2001). Ephexin bindet an
EphA-Rezeptoren unabhingig von deren Aktivierung. In der Abwesenheit des EphA4-
Liganden EphrinAl katalysiert Ephexin den Austausch von GDP durch GTP gleichermal3en
fiir Racl, RhoA und Cdc42. EphA4-Aktivierung fiihrt infolge von Src abhdngiger Tyrosin-
phosphorylierung des gebundenen Ephexins zur Anderung von dessen Spezifitit, so dass es
verstarkt RhoA aktiviert, wihrend die Aktivierung von Racl und Cdc42 unveridndert bleibt
(Knoll und Drescher, 2004; Ogita et al., 2003; Sahin et al., 2005). Die Ephexin-vermittelte
Regulation wihrend des Wachstumskegelkollapses ist in Abbildung 4 dargestellt.

oM
A

Wac, Stup,

EphrinA1

Lamellipodium

Filopodium

Abbildung 4: Bisherige Sichtweise der Regulation der Rac- und Rho-Aktivitat nach Bindung
von EphrinA1 an EphA4

Schematische Darstellung eines Wachstumskegels. Bindung von EphrinA1 an EphA4 fiihrt zur
Aktivierung der Rho-Kinase, welche MLC (Myosin Light Chain) phosphoryliert. Dies fuhrt zur Induktion
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der Aktin-aktivierten Myosin-ATPase. Die daraus resultierende Zunahme der Kontraktilitat fihrt zu
einem lokalen Kollaps des Wachstumskegels. In Gebieten in denen keine EphA4-Rezeptoren sind,
kann EphrinA1 nicht binden und Rac1-vermittelte Aktin-Polymerisation unterstitzt das Auswachsen
des Axons. Dies wird durch die aktivierte Pak-Kinase vermittelt. Da gezeigt wurde, dass Pak in Folge
von EphrinA1-Bindung inaktiviert wird, ist anzunehmen, dass Ubertragungswege, die RhoA aktivieren,
ebenfalls Rac1 aktivieren kdnnen. Die griinen Linien zeigen Mikrotubuli, die in der zentralen Region
des Wachstumskegels gebiindelt sind und in die Peripherie hineinreichen. F-Aktinflamente sind als
gekreuzte rote Linien dargestellt. Modifiziert nach Brarallobre (2005).

Uberraschenderweise zeigen Ephexinl-knock-out-Miuse keinen offensichtlich verdnderten
Phénotyp, wenn auch in kultivierten Neuronen dieser Méuse leichte Defekte in Wachstums-
kegelkollaps und im Neuritenwachstum festgestellt werden konnten (Sahin et al., 2005). Dies
lasst vermuten, dass entweder andere GEFs die Funktion von Ephexin tibernehmen koénnen,
oder andere Regulatoren der RhoGTPasen, wie zum Beispiel Rac inaktivierende GAPs, eine
entscheidende Rolle in der Regulierung der Balance von aktivierten RhoGTPasen wihrend
des Wachstumskegelkollapses spielen. Die negative Regulation von Rac konnte

beispielsweise von Mitgliedern der Chimaerin Proteinfamilie vermittelt werden.

2.2 Die Proteinfamilie der Chimaerine

Die Mitglieder der Chimaerin Proteinfamilie sind RhoGAPs. Studien der letzten Jahre, die vor
allem mit Hilfe einer Uberexpression von Chimaerinen in unterschiedlichen Zelllinien und
primdren Neuronen durchgefiihrt wurden, haben gezeigt, dass Chimaerine an einer Reihe von
unterschiedlichen Signaliibertragungswegen beteiligt sind. All diese Signalwege werden von
Rac reguliert. Fiir Rac konnte eine Beteiligung an Signalwegen gezeigt werden, die unter
anderem zur Reorganisation des Aktinzytoskeletts, der Regulation von Endozytose- und
Exozytoseprozessen, der Regulation des Zellzyklus und der Genexpression fiihren

(Ubersichtsartikel: Bustelo et al., 2007; Ridley, 2001).

221 Chimaerin-Isoformen und Domiinenstruktur

Die Familie der Chimaerine besteht aus sechs Isoformen: al-Chimaerin (n-Chimaerin), a2-
Chimaerin, B1-Chimaerin, 32-Chimaerin, 33-Chimaerin und p4-Chimaerin. Sie werden von
zwei Genen, dem a-Chimaerin- (chnl) und dem p-Chimaerin-Gen (chn2) kodiert. Da es sich
bei den einzelnen Produkten eines Chimaerin-Gens nicht um klassische Spleilvarianten
handelt, sondern wie zumindest fiir o-Chimaerine nachgewiesen wurde, die mRNA-

Expression der Isoformen von einem eigenen Promotor reguliert wird (Dong et al., 1995),
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werden sie hier als Isoformen bezeichnet. Abbildung 5 zeigt die schematische Darstellung

der bekannten Chimaerin-Isoformen.

o1-Chimaerin (334 AS) (C1 )] RacGAP I
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Chimaerin-lsoformen

a1-Chimaerin und a2-Chimaerin sind Produkte des a-Chimaerin-Gens (chn1), wahrend 31-Chimaerin
bis p4-Chimaerin Produkte des B-Chimaerin-Gens (chn2) sind. Die Expression der einzelnen
Isoformen wird zumindest fir das a-Chimaerin-Gen durch eigene Promotoren reguliert. Alle Isoformen
besitzen eine zentral gelegene C1-Domane (C1) und eine C-terminale RacGAP-Domane (RacGAP).
a2-Chimaerin und $2-Chimaerin haben auflerdem eine SH2-Domane (SH2) an ihrem N-Terminus.

a1-Chimaerin, die zuerst beschriebene Isoform, wurde 1990 identifiziert (Hall et al., 1990).
Aufgrund seiner neuronalen Expression, seiner Homologie zu der regulatorischen C1-
Doméne von Proteinkinase C (PKC) und zur GAP-Doméne des Breakpoint Cluster (BCR)-
Proteins, wurde es n-Chimaerin genannt. Es folgte die Identifikation von P1-Chimaerin
(Leung et al., 1993), a2-Chimaerin (Hall et al., 1993) und 2-Chimaerin (Leung et al., 1994).
3-Chimaerin und p4-Chimaerin wurden zeitgleich mit dem Entstehen dieser Arbeit bei EST-
Datenbankanalysen identifiziert und ihre mRNA-Expression durch Northernblot-Analyse
verifiziert (Dr. Andrea Betz und Dr. Marilyn Tirard, unverdffentlichte Daten).

Alle Chimaerine besitzen eine C-terminale RacGAP-Doméne und sind Inaktivatoren
von Rac, einem Mitglied der Familie der RhoGTPasen (Ahmed et al., 1995; Caloca et al.,
2003). Fiir a1-Chimaerin konnte in vitro auch eine GTPase-stimulierende Aktivitét fiir Cdc42
nachgewiesen werden. (Ahmed et al., 1995). Alle Chimaerine verfiigen iiber eine
Diazylglyzerin (DAG)-bindende Cl-Doméne. «2-Chimaerin und (2-Chimaerin weisen
aullerdem an ihrem N-Terminus eine Src-Homologie-Doméane 2 (SH2-Doméne) auf. SH2-
Dominen konnen an spezifische phosphorylierte Tyrosinreste von Interaktionspartnern
binden. Die Bindungspartner der SH2-Doménen von Chimaerinen sind mit Ausnahme von

Collapsin Response Mediator Protein 2 (CRMP2), welches a2-Chimaerin phosphotyrosin-
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unabhingig bindet (Brown et al., 2004), bisher nicht beschrieben. Strukturanalysen in silico
sagen fiir a1-Chimaerin und f3-Chimaerin eine amphipatische Helix an ihrem N-Terminus
voraus, die moglicherweise eine Membranbindung vermittelt. Der entsprechende Wert fiir die
Sequenzhomologie auf Aminosdurenebene fiir a2-und p2-Chimaerin betrdgt 72% und fiir al-

und B3-Chimaerin 71%.

2.2.2 Expressionsmuster der Chimaerine

Die Expression der Chimaerine wurde vorwiegend auf der Ebene der mRNA mittels in situ-
Hybridisierung untersucht. Die einzelnen Isoformen sind wihrend der Entwicklung zu
verschiedenen Zeitpunkten und in unterschiedlichen Geweben exprimiert. Die Expression von
a1-Chimaerin ist am embryonalen Tag 16.5 (E16.5) nur sehr schwach und ab dem Tag der
Geburt (P0) eindeutig im Gehirn nachweisbar (Buttery et al., 2006; Hall et al., 2001). Im
adulten Gehirn finden sich besonders starke mRNA-Signale im Bulbus Olfactorius, im
Kortex, im Hippocampus, in der Amygdala, dem Striatum und in den Purkinjezellen des
Cerebellums. a2-Chimaerin wird hingegen besonders stark widhrend der Entwicklung des
Nervensystems exprimiert. Ab Tag 12.5 (E12.5) der embryonalen Entwicklung ist a2-
Chimaerin sowohl im zentralen wie auch im peripheren Nervensystem in fast allen Bereichen
einschlieBlich des Riickenmarks detektierbar. Die Expression steigt bis zum Tag E16 an, dann
wird sie herabreguliert. Jedoch ist die a2-Chimaerin-mRNA auch im adulten Gehirn noch in
den meisten Regionen nachweisbar (Hall et al., 2001). B1-Chimaerin wird nur im Hoden
(Leung et al., 1993) und P2-Chimaerin vorwiegend in Kornerzellen des adulten Cerebellums
exprimiert (Leung et al., 1994). In Gliazellen sind keine Chimaerine nachweisbar, sie sind
also im Nervengewebe neuronenspezifisch. Die Expression von (2-Chimaerin in anderen
Geweben wurde nur mittels Northernblots untersucht. Diese zeigen eine Expression von [32-
Chimaerin vor allem im Herzen und im Pankreas, schwéchere Signale sind jedoch auch in der
Plazenta, der Leber, dem Skelettmuskel und der Niere nachweisbar (Yuan et al., 1995). p2-
Chimaerin konnte aullerdem in vielen Zelllinien nachgewiesen werden. Fiir $3-Chimaerin und
4-Chimaerin liegen nur Northernblot-Analysen vor, die auf eine Expression von [(33-
Chimaerin im Gehirn und von f4-Chimaerin im Hoden hindeuten (Dr. Andrea Betz und Dr.

Marilyn Tirard, unverdffentlichte Daten).
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2.23 Signaliibertragungswege der Chimaerine

Erste Studien zur Funktion der Chimaerine beschrinkten sich auf phdnomenologische
Beschreibungen von a-Chimaerin-Effekten nach Uberexpression in Fibroblasten- und Neuro-
blastomazelllinien (Hall et al., 2001; Herrera und Shivers, 1994; Kozma et al., 1996). Mit
Hilfe dieser Experimente konnte gezeigt werden, dass sowohl al- als auch a2-Chimaerin
Reorganisationen des Aktinzytoskeletts herbeifiihrten, die in der Induktion von Filopodien
(ein Cdc42-Effekt) und Lamellipodien (ein Rac-Effekt) resultierten, wobei jedoch diese
Effekte zum Teil gegensitzlich waren. Zum Beispiel induzierte die Uberexpression von o2-
Chimaerin in Neuroblastomazellen die Ausbildung von Neuriten, wobei diese Zellen
periphere Filopodien und Lammelipodien aufwiesen. Dies deutet eher auf eine Aktivierung
von Rac- und Cdc42-Signalwegen hin, anstatt auf eine aufgrund der GAP-Domine erwartete
Rac-Inaktivierung. Die Uberexpression einer a2-Chimaerin-Punktmutante, die zur Inhibition
der GAP-Aktivitdt fiihrt, resultierte in einer Verstdrkung der beschriebenen Effekte. Dies
konnte mit einem bidirektionalen Einfluss der Chimaerine auf Signalwege der RhoGTPasen
erklart werden (Hall et al., 2001). Die Uberexpression von ol-Chimaerin fiihrte zwar
ebenfalls zur Ausbildung von Filopodien, jedoch nicht zur Neuritenbildung (Hall et al., 2001).
Dies impliziert Unterschiede in der Regulation von a1-Chimaerin und a2-Chimaerin, an der
vermutlich die SH2-Doméne von oa2-Chimaerin und die amphipatische Helix von al-

Chimaerin beteiligt sind.

2.2.3.1 PB2-Chimaerin ist an der durch den epidermalen Wachstumsfaktor

vermittelten Rac Regulation beteiligt

Der epidermale Wachstumsfaktor (Epidermal Growth Factor, EGF) fordert die Zellmigration
und Proliferation durch die GEF-abhingige Aktivierung von Rac (Moores et al., 2000; Tamas
et al., 2003). Eine Stimulierung des EGF-Rezeptors (EGFR) fiihrt u. a. zur Aktivierung der
Phospholipase Cy (PLCy), was zur Spaltung von Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (PIP,)
zu Inositol-1,4,5-Trisphosphat (IP;) und DAG fiihrt. In einer neueren Studie konnte nun
nachgewiesen werden, dass 32-Chimaerin in Folge von EGF-induzierter DAG-Bildung an die
Plasmamembran wandert, um dort als Gegenspieler von GEFs der Rac-Aktivierung
entgegenzuwirken (Wang et al.,, 2006). Die Notwendigkeit einer solchen negativen
Regulation von Rac wird durch Daten unterstiitzt, die belegen, dass die Expression von 2-

Chimaerin in Mammakarzinomen reduziert ist (Menna et al., 2003; Yang et al., 2005).
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Weiterhin konnte gezeigt werden, dass das Chimaerin-Ortholog RhoGAPS5a aus Drosophila
melanogaster fir einen EGF-abhingigem Signaliibertragungsweg essentiell ist. Nur unter der
strengen Kontrolle von Rac durch RhoGAP5a innerhalb dieser Signalkaskade kann eine
korrekte Ausbildung von Adhisionsverbindungen in der Fliegenretina stattfinden (Bruinsma

et al., 2007).

2.2.3.2 Der Semaphorin-3A-vermittelte Wachstumskegelkollaps ist von «2-

Chimaerin abhéngig

Anhand von Uberexpessionsstudien mit a2-Chimaerin in Neuronen von Spinalganglien aus
Ratte konnte gezeigt werden, dass in Zellen, die mit einer GAP-inaktiven a2-Chimaerin-
Mutante transfiziert wurden, der Semaphorin-3A-induzierte Wachstumskegelkollaps inhibiert
war. Dagegen wurde bei gleichzeitiger Aktivierung von Wildtyp-a2-Chimaerin durch
Phorbolester (pharmakologische Analoga von DAG) nach Semaphorin-3A-Stimulation der
Wachstumskegelkollaps induziert. AuBerdem konnte nachgewiesen werden, das a2-
Chimaerin mit den Semaphorin-3A-Rezeptoren Neuropilin und Plexin interagiert (Brown et
al., 2004). Diese Experimente zeigten erstmalig, dass «2-Chimaerin ein essentielles
Signalmolekiil ist, welches extrazellulire Lenkungssignale zum Aktinzytoskelett des

Wachstumskegels zielsuchender Neuronen vermittelt.

2.23.3 al-Chimaerin reguliert die Komplexizitit von Dendritenbiumen und die

Bildung von synaptischen Dornen

Die Expression von al-Chimaerin im Saugetiergehirn beginnt zeitgleich mit der
Synaptogenese (Diaz et al., 2002; Hall et al., 2001) und wird durch synaptische Aktivitdt
heraufreguliert (Buttery et al., 2006; Dong und Lim, 1996). Die experimentelle Reduktion der
a1-Chimaerin mRNA-Menge fiihrte in kultivierten hippocampalen Neuronen zur verstirkten
Ausbildung von synaptischen Dornen (Buttery et al., 2006; Van de Ven et al., 2005). Im
Gegensatz dazu fiihrte die Uberexpression von al-Chimaerin zu einer Verringerung der
Komplexizitit von Purkinjezell-Dendritenbdumen und zur Eliminierung von synaptischen
Dornen (Buttery et al., 2006). Fiir eine Beteiligung dieses o1-Chimaerin-vermittelten
Signalweges an synaptischer Plastizitdt spricht, dass ol-Chimaerin mit der NR2A

Untereinheit des N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptors interagiert, wobei gezeigt werden
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konnte, dass diese Interaktion fiir die Verringerung der Anzahl synaptischer Dornen

verantwortlich ist (Van de Ven et al., 2005).

2.2.3.4 Chimaerin ist fiir die embryonale Entwicklung im Zebrafisch essentiell

Ein erstes in vivo-Modell fiir die Funktion von Chimaerinen konnte kiirzlich in Zebrafisch
beschrieben werden (Leskow et al., 2006). In Zebrafisch gibt es nur eine Chimaerin-Isoform,
welche die hochste Homologie zu Siugetier-a2-Chimaerin aufweist. Die experimentelle
Reduktion der Chimaerin-mRNA-Menge ab dem Einzellstadium fithrte zu starken
morphogenen Anomalien wéhrend der embryonalen Entwicklung und ist letal. Die
morphogenen Verdnderungen gingen auflerdem mit einer stark erhohten Menge an RacGTP
einher. Die Mikroinjektion von Wildtyp-Chimaerin-mRNA in einem friihen Zellstadium
konnte diesen Phanotyp autheben, wihrend die Mikroinjektion einer mRNA, die fiir eine
GAP-inaktive Chimaerin Mutante kodiert, nicht zur Authebung des Phinotyps fiihrte. Dies
zeigt, dass Chimaerin fiir die Regulation von Rac wéhrend der Entwicklung des

Zebrafischembryos notwendig ist.

2.24 Regulation der Chimaerine durch ihre C1-Domiine

Alle Chimaerin Isoformen besitzen eine C1-Doméne. Die C1-Doméne wurde so benannt, weil
sie zuerst als eine der Doménen von PKC identifiziert werden konnte. C1-Doménen binden
Phospholipide, DAG und seine natiirlich vorkommenden pharmakologischen Analoga, die
Phorbolester, welche Tumorpromotoren sind. DAG ist ein wichtiger sekundérer Botenstoff,
dessen Synthese ein weites Spektrum zelluldrer Aktivititen zur Folge hat, welche die
Zellteilung, die Differenzierung und die Regulation der Neurotransmitterfreisetzung
einschlieBen. Nach erstmaliger Beschreibung der C1-Domidne von PKC wurde lange Zeit
angenommen, dass PKC alleine die zelluliren Antworten auf DAG vermittelt. In den letzten
15 Jahren konnte jedoch eine Reihe von alternativen DAG-Rezeptoren identifiziert werden.
Zu ihnen gehoren die Proteinkinase D (PKD), die Diacyglycerolkinase (DGK), die Ras
Guanyl  Nucleotide-Releasing-Proteine  (RasGRPs), mammalian  uncoordinated-13s
(Munc13s) und die Chimaerine (Ubersichtsartikel: Yang und Kazanietz, 2003). Die Existenz
dieser alternativen DAG-Rezeptoren legt nahe, dass einige der bisher als PKC-abhingig
angenommenen Prozesse zumindest teilweise diesen alternativen DAG-Rezeptoren

zuzuschreiben sind (Ubersichtsartikel: Brose et al., 2004). DAG- oder Phorbolester-Bindung
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an PKC vermittelt deren Plasmamembranlokalisierung und gleichzeitige Aktivierung ihrer
katalytischen Aktivitdt durch Aufhebung ihrer Autoinhibition. Auch fiir die Chimaerine
wurde die Translokation zur Plasmamembran in Folge von Phorbolesterapplikation (Van de
Ven et al., 2005) oder Aktivierung von Phospholipasen C und dadurch vermittelte DAG
Synthese (Buttery et al., 2006; Wang et al., 2006) beschrieben. AuBlerdem wurde gezeigt, dass
einige der fiir Chimaerine beschriebenen Interaktionen nur in Gegenwart von Phorbolestern
nachweisbar sind (Brown et al., 2004; Van de Ven et al., 2005). Wéhrend der Anfertigung
dieser Arbeit, wurde die Kristrallstruktur von P2-Chimaerin aufgelost und publiziert
(Canagarajah et al., 2004). Diese Strukturanalyse konnte die Bedeutung der C1-Doméne fiir
die Tertidrstuktur des Gesamtproteins und die Regulation der Enzymaktivitit eindrucksvoll
bestdtigen. Abbildung 6A zeigt die Tertidrstruktur von p2-Chimaerin im inaktiven Zustand als
Béndermodell. Seine Faltung beruht auf intramolekularen Kontakten des N-Terminus, der
SH2-Doméne, der SH2-C1-Verbindung und der RacGAP-Doméne mit der Cl-Doméne.
Auflerdem bindet der N-Terminus auch an die RacGAP-Doméne. Die C1-Doméne und die
RacGAP-Doméne sind also im inaktiven Zustand des Proteins maskiert. Die Bindung von
DAG oder Phorbolester und Lipiden fordert die Membranbindung und induziert dadurch
vermutlich die Offnung von P2-Chimaerin und folglich die Assoziation von GTP-

gebundenem Rac (Abbildung 6B).
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Abbildung 6: Bandermodelle der $2-Chimaerin-Kristallstruktur

(A) Bandermodell von inaktivem p2-Chimaerin, wie es im Zytoplasma vorliegt. Seine Tertiarstruktur
beruht auf intramolekularen Kontakten des N-Terminus, der SH2-Domane, der SH2-C1-Verbindung
und der RacGAP-Domane mit der C1-Domane. Zusatzlich wird die RacGAP-Domane durch den N-
Terminus maskiert. (B) Postuliertes Bandermodell von membrangebundenem, aktivem (2-Chimaerin
in Assoziation mit Rac. Die RacGAP-Domane (RacGAP) ist griin, die C1-Doméne blau, die SH2-
Domane (SH2) rot und gebundenes Rac gelb dargestellt. Modifiziert nach Canagarajah et al. (2004).
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Struktur der Gesamtproteine

Einfluss der SH2-Doméne von o2-Chimaerin und B2-Chimaerin auf die

Die Strukturanalyse von inaktivem (32-Chimaerin konnte zeigen, dass auch die SH2-Domine

in die C1-Doméne eingefaltet ist. Dies impliziert eine regulatorische Wirkung von Proteinen,

die mit der B2-Chimaerin SH2-Doméne interagieren und konnte somit einen mehrstufigen

Prozess zur Aktivierung von P2-Chimaerin ermdglichen. Aufgrund der hohen Sequenz-

homologie ist eine Ubertragbarkeit der Struktur auf a2-Chimaerin als sehr wahrscheinlich

anzunehmen. In Abbildung 7 ist ein moglicher Mechanismus der Aktivierung von o2- und

2-Chimaerin schematisch dargestellt.
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Abbildung 7: Modell der Aktivierung von
a2- und p2-Chimaerin

Im inaktiven Zustand im Zytosol sind die C1-
und die RacGAP-Domane von a2- und 32-
Chimaerin durch intramolekulare Kontakte
maskiert. Die Rekrutierung zur Membran wird
durch einen unbekannten Mechanismus
bewirkt. Hier ist eine Rezeptortyrosinkinasen-
SH2-Domanen-Interaktion als  Vermittler
vorgeschlagen. Es ist aber auch mdglich,
dass DAG-Bindung die Rekrutierung bewirkt
oder in einem mehrstufigen Mechanismus an
ihr beteiligt ist. An der Membran fihrt dann
die phospholipidreiche Umgebung zur
Anderung der Konformation was die
Autoinhibition der RacGAP-Domane aufhebt.
RTK, Rezeptortyrosinkinase; pY, Phospho-
tyrosin; N, N-Terminus; C, C-Terminus, DAG,
Diazylglyzerin. Modifiziert nach Hall et al.
(2005).
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2.3 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Chimaerine sind als GAP-Molekiile an der Regulation der GTPase Rac in verschiedenen
Signaliibertragungswegen beteiligt. Die Vielzahl der zelluldren Prozesse, in denen Rac eine
Rolle spielt, erschwert die Identifikation der Signalwege, an denen Chimarine tatsichlich
beteiligt sind. Die bisher vielfach durchgefiihrten Studien, in denen die Funktion der
Chimaerine durch heterologe Expression in Zellinien ermittelt werden sollte, sind dafiir nur
bedingt geeignet.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Funktion der Chimaerine wiahrend der
Entwicklung des S&dugetier-Nervensystems untersucht werden. Ein Ziel war, {liber die
Identifizierung der Signalwege an denen Chimaerine tatséchlich beteiligt sind, das
Verstindnis fiir die molekularen Mechanismen der Wirkungsweise von Chimaerinen zu
vertiefen. Dies sollte mit Hilfe der Identifizierung von Bindungspartnern, insbesondere fiir die
SH2-Doménen von a2-Chimaerin und P2-Chimaerin, und deren Charakterisierung erreicht
werden. Die Kristallstruktur von P2-Chimaerin zeigt, dass die SH2-Doméne im inaktiven
Zustand des Proteins in die RacGAP-Domine eingefaltet ist. Die Identifikation von
Interaktionspartnern der SH2-Doménen von a2- und p2-Chimaerin kénnte daher zum einen
die Signalwege aufdecken, an denen diese Chimaerin-Isoformen beteiligt sind, und zum
anderen einen Mechanismus aufzeigen, der zu ihrer Auffaltung und der daraus resultierenden
Aktivierung beitrdgt. Bisher konnte eine Aktivierung von a2- und B2-Chimaerin nur durch
Ligandenbindung an die C1-Domine gezeigt werden. Weiterhin sollte die fiir f2-Chimaerin
postulierte Struktur-Funktionsbeziehung auf Giiltigkeit fiir a2-Chimaerin iiberpriift werden.
In diese Untersuchungen sollten auch al- und f1-Chimaerin einbezogen werden, die iiber
nicht verwandte N-Termini verfiigen, um hier ebenfalls mogliche intramolekulare,
autoinhibitorische Wechselwirkungen ihrer Proteindoménen aufzudecken.

Die Untersuchung von in vivo-Modellen ermoglicht Funktionsanalysen im
systemischen Umfeld und gestattet dadurch Einblicke in die Protein-spezifischen
biologischen Zusammenhdnge, welche mit zellbiologischen und biochemischen Methoden
allein nicht zu erreichen sind. Bisher gibt es nur ein Zebrafisch-Chimaerin-in vivo-Modell,
welches die essentielle Bedeutung der Chimaerin-abhéngigen Rac Regulation fiir die
Entwicklung des Zebrafisches zeigen konnte (Leskow et al., 2006). Deshalb waren die
Erzeugung und die Analyse von Chimaerin-Mausmodellen zur Identifizierung von
Signaliibertragungswegen, an denen Chimaerine wéihrend der Entwicklung beteiligt sind, das

Hauptziel dieser Arbeit.
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3 Ergebnisse

3.1 Struktur- und Funktionsanalyse von Chimaerin-Isoformen

Die Kristallstrukturanalyse von p2-Chimaerin hat gezeigt, dass das Protein im Zytosol in
einer gefalteten Konformation vorliegt, die die Bindung an Rac verhindert und das Protein
somit in einem inaktivem Zustand hélt (Canagarajah et al., 2004). Diese Tertidrstruktur beruht
auf intramolekularen Kontakten des N-Terminus, der SH2-Domine, der SH2-C1-Verbindung
und der RacGAP-Domine mit der Cl-Doméne. Zusitzlich ist die RacGAP-Domédne durch
den N-Terminus maskiert. Die hohe Homologie in der Aminosduresequenz von 32-Chimaerin
und a2-Chimaerin (72%), die gleiche Abfolge der einzelnen Doménen, sowie insbesondere
die Tatsache, dass die an den intramolekularen Kontakten beteiligten Aminosdurereste
zwischen o2- und P2-Chimaerin konserviert sind, implizieren eine mit P2-Chimaerin
vergleichbare Struktur fiir a2-Chimaerin. Hingegen sind diese Aminosdurereste weder
zwischen al- und a2-Chimaerin noch zwischen p1-und f2-Chimaerin konserviert (s. Abb.
8). Daher kann keine Schlussfolgerung auf die Struktur von a1-Chimaerin und f31-Chimaerin
gezogen werden. Da P3-Chimaerin und p4-Chimaerin erst nach der Durchfiithrung der
nachfolgenden Experimente identifiziert wurden, sind sie in der Analyse nicht beriicksichtigt.

Abbildung 8 zeigt den Vergleich der Aminoséuresequenzen von al-, a2-, fl- und P2-

Chimaerin.
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400 YETLRYLMHLKKVTMNEKNLKNAENLGIVFGPTLMRPPEDSTLTTLHDMRYQ LIV I[L I[E[NED[VL F wB2-Chim

Abbildung 8: Vergleich der Primarstruktur von a1-Chimaerin, a2-Chimaerin, g1-Chimaerin und
B2-Chimaerin
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Die Aminosauresequenzen von al-, a2-, f1- und p2-Chimaerin aus Maus sind in Form der
Einbuchstaben-Aminosaurenkodierung dargestellt. Identische Aminosauren (AS) sind fett gedruckt.
Eingerahmte AS sind in a- bzw. g-Chimaerinen identisch. Pfeile kennzeichnen die von Canagarajah et
al. (2004) identifizierten, an intramolekularen Kontakten beteiligten AS. Die SH2-Domane ist violett,
die C1-Doméane blau und die RacGAP-Doméne grau unterlegt. GenBank™ EBI-Zugangsnummern:
CAM19182, a1-Chimaerin; AAH54770, o2-Chimaerin; BAB24568, B1-Chimaerin; AAI12156, p2-
Chimaerin. mChim, Maus-Chimaerin.

3.1.1 Einfluss der Chimaerin-Proteindomiinen auf die Bindung an Racl im Hefe-

Doppelhybridsystem

Um den Einfluss der einzelnen Proteindoménen und verschiedener Mutationen auf die
Chimaerin-Tertidrstruktur zu untersuchen, wurde das Hefe-Doppelhybridsystem verwendet.
Eine vorhandene oder fehlende Interaktion mit Racl wurde als MaB fiir die Auffaltung der
Chimaerine verwendet. Von besonderem Interesse hierbei war eine Punktmutation in der C1
Doméne, die spéter fiir die Erzeugung von C1-Doménen-knock-in-Mausen verwendet wurde.
Fiir diese Analysen wurden Koderkonstrukte der vier Chimaerin-Isoformen aus Maus-cDNA
generiert, die im Hefe-Doppelhybridsystem in ihrer gesamten Lénge, in unterschiedlichen
Teilstiicken oder mit spezifischen Mutationen versehen, eingesetzt wurden (Abbildungen 9-
11). Die entsprechenden cDNA-Sequenzen wurden mittels PCR amplifiziert. Als Matrize
diente die cDNA der jeweiligen Isoform im pcDNA3- oder der jeweiligen Mutante im
pEGFP-C2-Vektor. Die amplifizierten Fragmente wurden unter Beibehaltung des
Leserahmens in den Kodervektor pLexN kloniert. Zur Herstellung des Beutekonstruktes
wurde Racl mittels PCR aus Maushirn-cDNA amplifiziert und in den pBluescript-Vektor
kloniert. Da nur eine konstitutiv aktive Mutante von Racl in ausreichendem Maf} in GTP-
gebundener Form vorliegt um eine GTP-abhédngige Interaktion detektieren zu kdnnen, wurde
die Mutation Q61L (Xu et al., 1994) mittels Mutagenese-PCR in das pBluescript-Racl-
Konstrukt eingefiihrt. Rac ist im aktiven Zustand mittels Farnesylierung an die
Plasmamembran gebunden. Im Hefe-Doppelhybridsystem miissen aber interagierende
Proteine in den Zellkern translozieren um eine Transaktivierung von Reportergenen zu
ermoOglichen. Deshalb wurde eine zusitzliche Mutation (C189S) eingefiihrt, die die fiir die
Farnesylierung notwendige CAAX-Box zerstort und somit diese posttranslationale
Modifikation verhindert (Kreck et al., 1994). Das resultierende pBluescript-Konstrukt diente
dann als Matrize fiir eine weitere PCR-Reaktion. Das hieraus amplifizierte Fragment wurde
anschlielend in den Beutevektor pVP16.3 kloniert. Zur Analyse wurden dann L40-Hefen mit
dem jeweiligen Koderkonstrukt und dem Beutekonstrukt pVP16.3-Rac]Q!HC189S

kotransformiert.
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3.1.1.1 Untersuchung des Einflusses der Proteindominen von a-Chimaerin auf die

Interaktion mit Racl

Zunichst wurden Gesamtldngen-a-Chimaerine bzw. verschiedene Teilstiicke der o-
Chimaerine auf Interaktion mit Racl hin untersucht. (Abb. 9). Hefen, die mit Gesamtlédngen-
a1-Chimaerin bzw. Gesamtlingen-a2-Chimaerin und Rac1?®'“'®%S kotransformiert wurden,
zeigten im B-Galaktosidasetest keine Aktivitdt und somit keine Racl-Bindung von al- und
a2-Chimaerin. Im Gegensatz dazu zeigten Hefen nach Kotransformation der isolierten o-
Chimaerin RacGAP-Domine (a2-Chimaerin (277-459)) eine sehr starke Aktivitit. Eine GAP-
inaktive Punktmutante der a-Chimaerin-RacGAP-Domine (a2-Chimaerin (277-459)%%%),
fiir die noch RacGTP-Bindung postuliert wurde (Barrett et al., 1997; Hall et al., 2001), zeigte
ebenfalls eine starke f-Galaktosidase-Aktivitdit in doppeltransformierten L40-Hefen.
Hingegen konnte bei einer GAP-inaktiven Deletionsmutante der o-Chimaerin-RacGAP-
Domine (a2-Chimaerin (277-459, AEIE)), die keine RacGTP-Interaktion mehr zeigen sollte
(Ahmed et al., 1995), im PB-Galaktosidasetest auch keine Aktivitit detektiert werden.
Moglicherweise sind diese AS (EIE=AS 291-293) an der Rac-Bindung beteiligt. Ein
Konstrukt, das die a-Chimaerin-C1- und RacGAP-Domine umfasst (a2-Chimaerin (203-
459)), interagierte nur schwach mit Racl, und ein Konstrukt, das zusdtzlich die SH2-Doméne
und die SH2-C1-Verbindung enthélt (a.2-Chimaerin (49-459)), {iberhaupt nicht.

Da Gesamtlidngen-al- und a2-Chimaerin keine Interaktion mit Rac zeigten, jedoch ihre
isolierte RacGAP-Domine zu einer starken Interaktion mit Rac befdhigt war, kann auch fiir
Gesamtlangen-al- und o2-Chimaerin von einer geschlossenen Konformation ihrer
Tertidrstruktur ausgegangen werden. Bereits das Vorhandensein der C1-Doméne resultierte in
einer starken Verringerung der Rac-Bindungskompetenz, die bei zusitzlicher Anwesenheit
der SH2-Doméne und der SH2-C1-Verbindung vollstdndig verloren ging. Verglichen mit der
B2-Chimaerin-Tertidrstruktur, bei der multiple intramolekulare Interaktionen das
Gesamtldngenprotein im geschlossenen Zustand halten, kann aufgrund dieser Befunde auch
fiir a2-Chimaerin von der gleichen oder einer &hnlichen autoinhibitorischen Tertidrstruktur

ausgegangen werden.
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Kdderkonstrukt in Relative B-Galaktosidase-
pLexN Aktivitat

o1-Chimaerin (C1)—{ RacGAP I

a2-Chimaerin C—CSH2Z 3 ——(Ci){ RacGAP 1}

o2-Chimaerin (277-459) RacGAP I +++
R304G

02-Chimaerin (277-459)7304C (__RacGAP 7] ot
AEIE

02-Chimaerin (277-459 AEIE 291-293) [ RacGAP 7}

o2-Chimaerin (203-459) (C1)—-  RacGAP I +

a2-Chimaerin (49-459) SHZ3——(C1){ RacGAP |

Abbildung 9: a-Chimaerin-Interaktion mit Rac1%'C18S iy Hefe-Doppelhybridsystem

Schematische Darstellung der verwendeten Chimaerin-Kdderkonstrukte (links) und die beobachtete
relative Aktivitdt im p-Galaktosidasetest. Klassifizierung: -, keine Aktivitat; + schwache Aktivitat; ++
starke Aktivitat; +++ sehr starke Aktivitat.

3.1.1.2 Untersuchung des Einflusses verschiedener Punktmutationen auf die Bindung

von o.-Chimaerinen an Racl

Als nichstes wurde der Einfluss verschiedener Punktmutationen hinsichtlich der Aktivitit von

a-Chimaerinen untersucht (Abb. 10). L40-Hefen, kotransformiert mit Rac1"~“'®5 ynd o2-

H206K " einer Punktmutante in der das erste Histidin innerhalb der C1-Domine durch

Chimaerin
ein Lysin ersetzt wurde, zeigten eine sehr starke Aktivitdt im B-Galaktosidasetest, wahrend
die korrespondierende al1-Chimaerin-Mutante nur eine schwache Aktivitit zur Folge hatte.
Eine Punktmutation in der SH2-Doméne von «a2-Chimaerin (I122A), deren
korrespondierende Mutation in f2-Chimaerin von Canagarajah et al. (2004) in Bezug auf ihre
GAP-Aktivitit als hyperaktiv beschrieben wurde, zeigte in diesem System keine Aktivitét.

Ebenfalls konnte fiir Hefeklone keine Aktivitdt im [-Galaktosidasetest nachgewiesen werden,

wenn diese mit o2-Chimaerin-Konstrukten kotransformiert wurden, die verschiedene

NO94H

Punktmutationen in der SH2-Doméne enthielten (a2-Chimaerin RBL

, 02-Chimaerin and

0.2-Chimaerin®>®"

). Diese Mutationen bewirken eine Verdnderung bzw. einen Verlust der
Affinitdit der «2-Chimaerin-SH2-Doméne zu phosphorylierten Tyrosinresten von

Zielproteinen (Hall et al., 2001).
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Die untersuchten SH2-Mutanten verhalten sich also in Bezug auf die RacGTP-
Bindung wie Wildtyp-Gesamtldngen-a2-Chimaerin und fithren offensichtlich nicht zu einer
Verianderung der Tertidrstruktur. Die starke Aktivitit von a2-Chimaerin mit mutierter C1-
Domine (H206K) hingegen, lisst vermuten, dass die Zerstorung der Sekundarstruktur der C1-
Doméne Einfluss auf die Tertidrstruktur des gesamten Proteins hat, was sich in einer starken
Rac-Bindung #uBert. Offensichtlich liegt bei a2-Chimaerin™"* die RacGAP-Domine
exponiert fiir die effiziente Bindung von Racl vor, was auf eine besondere Rolle einer
intakten C1-Doméne fiir die Autoinhibition des Gesamtlangen-Proteins schlieen ldsst. Da die
analoge Mutation in der Cl-Domédne von «al-Chimaerin nur eine schwache
Aktivititszunahme zur Folge hat, kann davon ausgegangen werden, dass die Autoinhibition
von ol-Chimaerin nur teilweise von der Cl-Domine reguliert wird. Dies deutet vielmehr
daraufhin, dass der spezifische N-Terminus von al-Chimaerin eine wichtige Rolle fiir die
Tertidrstruktur des Proteins spielt, da er in der Lage ist die GAP-Domine zumindest partiell

zu maskieren.

Kdéderkonstrukt in Relative B-Galaktosidase-
pLexN Aktivitat

H206K
o2-Chimaerin'206K C—SH2Z——(C1){ RacGAP | .

H81K
a1-Chimaerin®K {C1) 1 RacGAP | +

1122A
«2-Chimaerin 227 C—CSHZ>——(C1){ RacGAP _}
N94H

o2-Chimaerin %" C—SHZT——(C1) RacGAP |

R73L
02-Chimaerinf "3t C—SH2Z——(Ci){ RacGAP |

R56L
2-Chimaerinf°6t Ci RacGAP I

|

Abbildung 10: a-Chimaerin-Punktmutanten-Interaktion mit Rac1®1HC18%8 iy Hefe-Doppel-
hybridsystem

Schematische Darstellung der verwendeten Chimaerin-Kdderkonstrukte (links) und die beobachtete
relative Aktivitdt im p-Galaktosidasetest. Klassifizierung: -, keine Aktivitat; + schwache Aktivitat; ++
starke Aktivitat; +++ sehr starke Aktivitat.
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3.1.1.3 Untersuchung des Einflusses der p-Chimaerin-Proteindominen auf die

Bindung an Racl

AbschlieBend wurden verschiedene pB-Chimaerin-Konstrukte verwendet, um den Einfluss der
B-Chimaerin-Proteindomdnen auf die Bindung an Racl zu untersuchen. (Abb. 11). Wie
aufgrund der Kristallstruktur zu erwarten, zeigte auch Gesamtldngen-p2-Chimaerin keine
Interaktion mit Rac, wiahrend P1-Chimaerin, das nur iiber einen sehr kurzen und isoform-
spezifischen N-Terminus verfiigt, schwach an Rac binden konnte. Die Punktmutation in der
SH2-Domine (p2-Chimaerin'***), die von Canagarajah et al. (2004) als GAP-hyperaktiv
beschrieben wurde, zeigte keine Aktivitit im (-Galaktosidasetest. Analog zu a2-Chimaerin,
resultierte die Zerstorung der C1-Doménen-Sekundarstruktur von B1- und p2-Chimaerin in
einer starken Interaktion mit Racl, woraus auf eine Auffaltung der Proteine geschlossen
werden kann. Fiir die C1-Doméne von P2-Chimaerin wurden intramolekulare Kontakte mit
dem N-Terminus, der SH2-Doméne, der SH2-Doménen-C1-Verbindung und der RacGAP-
Domiine gezeigt. Es wurde postuliert, dass Ligandenbindung an die C1-Domine zur Offnung
und damit zur Aktivierung von B2-Chimaerin fiihrt (Canagarajah et al., 2004). Mit der
gewidhlten Mutation des ersten Histidins der Cl-Doméne zu einem Lysin kann daher
wahrscheinlich ein konstitutiv aktiver Zustand von a2-, f1-, und f2-Chimaerin im Hefe-

Doppelhybridsystem hervorgerufen und zur experimentellen Funktionsanalyse verwendet

werden.
Kdéderkonstrukt in Relative B-Galaktosidase-
pLexN Aktivitat
B1-Chimaerin {C1)—{ RacGAP | +
B2-Chimaerin C—SHZT——(C1)— RacGAP |
H29K
B1-Chimaerinti2°K (C1)—  RacGAP ] +++
H215K
B2-Chimaerin25K C—SHZ——{(C1){ RacGAP | +t

1132A
p2-Chimaerin'132A ——CSHZI——(C1)—{ RacGAP ]

Abbildung 11: B-Chimaerin-Interaktion mit Rac1%'“®'*% jm Hefe-Doppelhybridsystem

Schematische Darstellung der verwendeten p-Chimaerin-Kéderkonstrukte (links) und die beobachtete
relative Aktivitdt im p-Galaktosidasetest. Klassifizierung: -, keine Aktivitat; + schwache Aktivitat; ++
starke Aktivitat; +++ sehr starke Aktivitat.
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3.1.2 RacGTP Kosedimentationsexperimente zur Bestimmung der RacGAP-Aktivitiit

verschiedener Chimaerin-Punktmutanten

Um den Einfluss verschiedener Punktmutationen auf die RacGAP-Aktivitdt der Chimaerine
zu testen, wurden Kosedimentationsexperimente mit einem bakteriell exprimierten und an
Glutathion-Sepharose immobilisiertem GST-Pak1PDB-Fusionsprotein durchgefiihrt. GST-
Pak1PDB enthélt die p21(Rac)-bindende Doméne von Pakl, die nur GTP-gebundenes Rac
binden kann (Benard et al., 1999). Die Pak1PDB-cDNA-Sequenz wurde mittels PCR aus
Maushirn-cDNA amplifiziert und unter Beriicksichtigung des Leserahmens des Vektors in
pGexKG kloniert. 293FT-Zellen wurden mit entsprechender Gesamtlingen-Chimaerin-cDNA
oder fiir die jeweilige Mutante kodierenden Expressionskonstrukten in pcDNA3-IRES-EGFP
transfiziert. Dies fiihrt zur gleichzeitigen Uberexpression von EGFP (enhanced green
fluorescent protein, eine verstarkt fluoreszierende Form von GFP, green fluorescent protein)
und der entsprechenden Chimaerin-Isoform. Dieser Expressionsvektor wurde gewéhlt, um
iiber die bicistronische Expression von EGFP die Transfektionseffizenz der verschiedenen
Konstrukte abschdtzen zu konnen, ohne durch die Verwendung eines EGFP-Chimaerin-
Fusionsproteins das Risiko einzugehen, dass die EGFP-Markierung mit der Faltung des
Proteins interferiert. Zur Herstellung der Expressionskonstrukte wurde die jeweilige cDNA
mittels PCR amplifiziert. Als Matrize diente die cDNA der jeweiligen Isoform in pcDNA3
oder der jeweiligen Mutante in pEGFP-C2. Die amplifizierten Fragmente wurden in den
pcDNA3-IRES-EGFP-Vektor kloniert. Vierundzwanzig Stunden nach der Transfektion
wurden die Zellen lysiert und ein Teil des Zelllysates abgenommen, um die Menge an
Gesamt-Rac (RacGDP+RacGTP) mittels SDS-PAGE und Immunoblot bestimmen zu kdnnen.
Die Expression der Chimaerine wurde ebenfalls mittels Immunoblot iiberpriift. Die
Gewinnung des hier verwendeten anti-Chimaerin-Antiserums wird unter 3.3 beschrieben.
Endogenes RacGTP wurde mit dem GST-Pakl1PDB-Fusionsprotein aus den verbliebenen
Lysaten sedimentiert. Nach mehrmaligem Waschen wurden die gebundenen Proteine mit
SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Immunoblot mit einem anti-Rac-Antikorper mit dem
Odyssey infrared imaging system (Licor) nachgewiesen und quantifiziert. Die erhaltenen
Werte des Gesamt-Rac-Gehalts wurden zur Normalisierung der RacGTP-Werte verwendet.
Diese Experimente wurden nur mit den im Nervensystem exprimierten Isoformen al-, a2-

und 2-Chimaerin durchgefiihrt.
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3.1.2.1 Bestimmung der RacGAP-AKktivitit von a1-Chimaerin Punktmutanten

Aus Abbildung 14 ist ersichtlich, dass die Uberexpression von a1-Chimaerin wie bereits
beschrieben (Buttery et al., 2006; Caloca et al., 2003) zu einer Verringerung der Rac-GTP-

R179G hat

Level fiihrt. Die katalytisch inaktive RacGAP-Mutante ol-Chimaerin
erwartungsgeméll keinen Einfluss auf den RacGTP-Level in 293FT-Zellen, da die
gemessenen RacGTP-Level mit den Werten der EGFP-Kontrolle vergleichbar sind. Im
Gegensatz dazu zeigte die Uberexpression der C1-Dominen-Mutante (o.1-Chimaerin™®'™)
einen vergleichbaren Effekt wie der Wildtyp. al-Chimaerin zeigt somit einen GTPase
stimulierenden Effekt auf Rac, der nicht durch die Mutation in der C1-Doméne beeinflusst

wird.

140 o e | Abbildung 12: Einfluss von a.1-Chimaerin auf

120 1 den RacGTP-Level in 293FT-Zellen

100 | [ Quantitative Analyse der RacGTP-Level in
293FT-Zellen nach Uberexpression von a1l-

80 7 Chimaerin, a1-Chimaerin™'¥, o.1-Chimaerin®'?°®

60 1 T [ oder EGFP (Kontrolle). Der Immunoblot zeigt ein
reprasentatives  Experiment.  Immunreaktive
Banden wurden mit einem Infrarot-basierten
20 1 MeRsystem (Odyssey-Reader) quantifiziert. Zur
Auswertung wurden die erhaltenen Werte auf
: den jeweiligen Gesamt-Rac-Gehalt bezogen und
HacGlR die Kontrolle als 100% definiert. Die o1-
Chimaerin-C1-Domanen-Mutante H81K zeigt
eine dem Wildtyp vergleichbare GAP-Aktivitat.
Die RacGAP-Mutante R179G hat keinen
Einfluss auf den RacGTP-Level. Gezeigt sind
die Mittelwerte von vier unabhéngigen

40 |

RacGTP-Level (% der Kontrolle)

o

Gesamt-Rac s SRS SR S—

o1-Chim -

£ £ £
a 5x 58 o Experimenten. Fehlerindikatoren geben den
=k g% 'Sg S Standardfehler des Mittelwertes (SEM) an. **,

p<0,01.

3.1.2.2 Bestimmung der RacGAP-Aktivitit von a.2-Chimaerin-Punktmutanten

Uberexpression von a.2-Chimaerin hat im Vergleich zur EGFP-Kontrolle eine Reduktion des
RacGTP-Levels zur Folge (Abb. 15). Die SH2-Doménen-Punktmutante o2-Chimaerin''***
fiihrt zu einer weiteren Reduktion der RacGTP-Level im Vergleich zum Wildtyp. Den
groBten GTPase stimulierenden Effekt hat jedoch die Cl-Doménen-Mutante o2-

H206K Im Gegensatz dazu hat die Mutante mit der katalytisch inaktiven RacGAP-

Chimaerin
Doméne erwartungsgemil3 auch bei a2-Chimaerin (R304G) keinen Einfluss auf den RacGTP-

Level. Dies deutet daraufhin, dass die 1122A Mutation zu einer partiellen und die H206K
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Mutation zu einer stirkeren oder kompletten Auffaltung von a2-Chimaerin fiihrt, die eine

bessere Zuginglichkeit fiir Rac zur Konsequenz hat.

Abbildung 13: Einfluss von a2-Chimaerin
auf den RacGTP-Level in 293FT-Zellen
120 . [ . . Quantitative Analyse der RacGTP-Level in
100 * M N T 293FT-Zellen nach Uberexpression von o2-
Chimaerin, a2—Chimaerin”22A, a2-
z ChimaerinHZOGK, a2-Chimaerin®%€ oder EGFP
allein (Kontrolle). Der Immunoblot zeigt ein
40 reprasentatives Experiment. Immunreaktive
20 Banden wurden mit einem Infrarot basierten
MeRsystem (Odyssey-Reader) quantifiziert.
Zur Auswertung wurden die erhaltenen Werte
RacGTP P— — cmm— auf den jeweiligen Gesamt-Rac-Gehalt
bezogen und die Kontrolle als 100% definiert.
Gesamt-Rac - Die SH2-Doménen-Mutante 1122A hat eine
starkere RacGAP-Aktivitat als der Wildtyp. Die
starkste Aktivitat hat die C1-Doméanen-Mutante
H206K. Die RacGAP-Mutante R304G bt
keinen Einfluss auf den Rac-GTP-Level aus.
Gezeigt sind die Mittelwerte von vier
unabhangigen Experimenten. Fehler-
indikatoren geben den Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) an. *, p<0,05; **, p<0,1.
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3.1.2.3 Bestimmung der RacGAP-Aktivitit von $2-Chimaerin-Punktmutanten

Abbildung 16 zeigt, dass die Uberexpression von P2-Chimaerin im Vergleich zu a2-
Chimaerin (Abb. 15) zu einer stirkeren Reduktion des RacGTP-Levels in 293FT-Zellen fiihrt.

H215K . .
%) noch die bereits

Jedoch haben hier weder die Cl-Doménen-Mutation (2-Chimaerin
von Canagarajah et al. (2004) als hyperaktiv beschriebene SH2-Dominen-Mutation ([32-
Chimaerin-1132A) im Vergleich zum Wildtyp eine die RacGTP-Level reduzierende Wirkung.

Stattdessen hat B2-Chimaerin'>**

sogar eine leicht negative Wirkung auf die RacGAP
Aktivitat verglichen mit der f2-Chimaerin-C1-Doménen-Mutante H215K.

Im Gegensatz zu der vorliegenden Studie, haben Canagarajah et al. (2004) fiir ihre
Kosedimentations- und Translokationsexperimente GFP-B2-Chimaerin-Fusionsproteine ver-
wendet. Die relative groe Markierung am N-Terminus (29 kDa, im Verhiltnis zu einem
Molekulargewicht von 53,8 kDa von (2-Chimaerin) konnte zu einer Destabilisierung des

Proteins fiithren, so dass die Mutation auf das resultierende Fusionsprotein einen stirkeren

Einfluss als auf unmarkiertes f2-Chimaerin hat.
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@ 140 7 xx >k *% Abbildung 14: Einfluss von 2-Chimaerin
S120{ | ' ' T auf den RacGTP-Level in 293FT-Zellen
N 100 Quantitative Analyse der RacGTP-Level in
3 " 293FT-Zellen nach Uberexpression von p2-
2 80 I Chimaerin, p2-Chimaerin'"**, p2-
T 60 | [ Chimaerin"", [32—ChimaerinR313G oder EGFP
3 40 | ! I (Kontrolle). Der Immunoblot zeigt ein
£ reprasentatives Experiment. Immunreaktive
% 20 Banden wurden mit dem Odyssey-Reader
T 9 . . . . : quantifiziert. Zur Auswertung wurden die
erhaltenen Werte auf den jeweiligen Gesamt-
RacGTP — — - S e—

Rac-Gehalt bezogen und die Kontrolle als
100% gesetzt. Die SH2-Doméanen-Mutation
1132A und die C1-Doméanen-Mutation H215K
haben keinen Einfluss auf die RacGAP-

Gesamt-Rac " CEnEd CGINED TEEND CGEE——

B2-Chim ' — e Aktivitast von P2-Chimaerin. Die RacGAP-
£ £ £ £ Mutante R313G hat keine Aktivitat. Gezeigt
. g§ S§ Sg a sind die Mittelwerte von vier unabhangigen
%g a2 g AL Q Experimenten. Fehlerindikatoren geben den

Standardfehler des Mittelwertes (SEM) an. *,
p<0,05; **, p<0,01.

3.2 Identifikation von Interaktionspartnern der Chimaerine

Chimaerine sind Regulatoren der kleinen GTPase Rac. Die Frage innerhalb welcher
Signalwege Chimaerine Rac in vivo regulieren ist bisher nur teilweise beantwortet. Um die
Chimaerine in bestimmte Signalwege einordnen und dadurch zum besseren Versténdnis ihrer
molekularen Wirkungsmechanismen beitragen zu konnen, war die Identifikation von
Interaktionspartnern der Chimaerine ein Ziel dieser Arbeit. Hierfir wurde das Hefe-
Doppelhybridsystem gewdhlt, da es durch die Verwendung einer cDNA-Bibliothek den
simultanen Test einer groen Anzahl von putativen Bindungspartnern ermoglicht

In einem ersten Experiment wurde ein Kdderkonstrukt in pLexN verwendet, welches
Gesamtlangen-a2-Chimaerin enthdlt (Abb. 15A). Als Ressource wurden zwei verschiedene
cDNA-Bibliotheken aus Rattenhirn gewéhlt: 1. Embryonaler Tag 18 (E18; Dr. Masaya
Okamoto, Dallas) und 2. Postnataler Tag 8 (P8; Dr. Masaya Okamoto, Dallas). Dies sollte die
Identifizierung von Bindungspartnern ermoglichen, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten der
Entwicklung des Nervensystems eine Rolle spielen. L40-Hefen wurden mit dem
Koderkonstrukt und einer der beiden Rattenhirn-cDNA-Bibliotheken in pVP-16.3
kotransformiert. Die primére Transformationseffizienz betrug mit der E18-cDNA-Bibliothek
47,6 Millionen und mit der P8-cDNA-Bibliothek 60 Millionen Hefeklone. Hiervon konnten
94 bzw. 47 positive Beuteklone nach Retransformation und p-Galaktosidasetests isoliert und

anschlieend sequenziert werden. Hierbei handelte es sich ausnahmslos um Transkriptions-
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faktoren und andere bereits als falsch positiv in diesem System identifizierte cDNAs, die
jeweils meist mehrfach isoliert wurden.

Nach dem ersten Hefe-Doppelhybrid-Experiment wurde, wie bereits erwéhnt, die
Auflésung der Kristallstruktur von B2-Chimaerin verdffentlicht (Canagarajah et al., 2004).
Die veroffentlichte Struktur zeigt, dass f2-Chimaerin im inaktiven Zustand gefaltet vorliegt.
Dies legt aufgrund der hohen Homologie zwischen a2-Chimaerin und p2-Chimaerin nahe,
dass die Faltung des Gesamtldngen-Proteins eine Interaktion mit anderen Proteinen verhindert
und deshalb im ersten Hefe-Doppelhybrid-Experiment keine plausiblen Interaktionspartner
isoliert werden konnten. Die Analyse der Interaktion mit Rac im Hefe-Doppelhybridsystem
(2.1.1.2) und die Analyse der RacGAP-Aktivitit der Chimaerine in 293FT-Zellen (2.1.2.2),
ergaben, dass die Mutation des ersten Histidins in der C1-Doméne zur Interaktion mit Rac
fiihrt bzw. die RacGAP-Aktivitit erhoht. Deshalb wurde fiir ein zweites Hefe-Doppelhybrid-
Experiment ein Koderkonstrukt verwendet, welches diese Mutation trigt (o2-Chimaerin
H206K) (Abb. 15B). L40-Hefen wurden mit der oben beschriebenen postnatalen Rattenhirn-
cDNA-Bibliothek (P8) kotransformiert. Von 99 Millionen kotransformierten Hefekolonien
wurden 103 positive Beuteklone nach Retransformation und f-Galaktosidasetest isoliert und
anschlieend sequenziert. Auch hier handelte es sich vorwiegend um meist mehrfach isolierte
Transkriptionsfaktoren.

SH2-Doménen vermitteln Protein-Protein-Interaktionen iiber die Bindung an
phosphorylierte Tyrosinreste. Da die Phosphotyrosin-abhdngigen Bindungspartner der
Chimaerine bisher nicht bekannt waren, wurde ein drittes Hefe-Doppelhybrid-Experiment mit
der SH2-Domine von o2-Chimaerin durchgefiihrt. Da Hefen nicht tiber Tyrosinkinasen
verfiigen, wurde ein spezielles System verwendet (Park und Yun, 2001). Zu diesem Zweck
wurde die SH2-Doméne von a2-Chimaerin mit der Kinasedomdne der Tyrosinkinase Src
fusioniert, um in diesem Fall unspezifische trans-Phosphorylierung der Beutekonstrukte zu
ermoglichen (Abb. 15C). Zur Herstellung des Kdderkonstruktes wurde die Kinasedoméne von
Src mittels PCR aus Maushirn-cDNA amplifiziert. Hierfiir wurde ein reverses Oligonukleotid
verwendet, dass eine Mutation am C-Terminus einfiigt, die zur Aufthebung der Autoinhibition
der Src-Kinase fiihrt (Y527F) (Cooper et al., 1986; Superti-Furga und Gonfloni, 1997). Das
resultierende Fragment wurde zusammen mit der flir die «2-Chimaerin-SH2-Domine
kodierenden cDNA in pLexN kloniert. AuBBerdem wurden verschiedene Kontroll-Konstrukte
generiert. Eines enthélt die SH2-Doméne von Src fusioniert an die Kinasedoméne von

YS527F

Src , eines nur die SH2-Domine von a2-Chimaerin und ein weiteres die f2-Chimaerin-
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YS527F

SH2-Doméne fusioniert an die Src-Kinasedoméine . Bevor das Kdderkonstrukt zur Suche

nach Interaktionspartnern verwendet wurde, sollte getestet werden, ob die an die a2-SH2-

. .. ) . Y52TF
Domiine fusionierte Src-Kinasedomine 2’

in der Lage ist, Proteine in der Hefe an
Tyrosinresten zu phosphorylieren. L40-Hefen wurden mit dem beschriebenen
Fusionskonstrukt oder leerem Vektor transformiert und in Mangel-Medium kultiviert, das nur
auf den Kdodervektor selektioniert. AnschlieBend wurden die Hefen mechanisch lysiert. Die
Lysate wurden mit Hilfe von SDS-PAGE getrennt und mittels Immunoblot mit einem anti-
Phosphotyrosin-Antikdrper analysiert. Abbildung 15D zeigt, dass in den Lysaten der mit dem

Koderkonstrukt transformierten Hefen eine Vielzahl von immunreaktiven Banden

detektierbar ist.

£
X
o
N
Koéderkonstrukt in > % -
pLexN X W0 x
b 54 3
o3 o
A a2-Chimaerin C—CSHZ3——(C1){ RacGAP _J kDa
H206K 75~ 5
-Chimaeri [ RacGAP ] 50~ :
B o2-Chimaerin H206K —@— C1 RacGAP b oTyr
37-
Y527F
c o2-Chimaerin-SH2-Src-Kin 25 -
" 100 aa "L40 Hefe

Abbildung 15: Hefe-Doppelhybrid-Experimente zur Identifizierung von Interaktionspartnern
(A-C) in den Hefe-Doppelhybrid-Experimenten eingesetzte Kdderkonstrukte. (D) Phosphotyrosin-
Immunoblot von Zelllysaten von L40-Hefen die mit leerem pLexN-Vektor oder Kdderkonstrukt C
transformiert wurden. Das Lysat der mit dem Kdderkonstrukt transformierten Hefen weist eine Reihe
von immunoreaktiven Banden auf.

Aufgrund dieses positiven Ergebnisses wurde das a2-Chimaerin-SH2-Src-Kinase-Koder-
konstrukt in einem dritten Hefe-Doppelhybrid-Experiment eingesetzt. Dreiundneunzig
Millionen Hefeklone wurden mit dem Kdderkonstrukt und der postnatalen (P8) Rattenhirn-
cDNA-Bibliothek kotransformiert. Nach Retransformation und -Galaktosidasetest konnten
252 positive Beuteklone isoliert und anschlieBend sequenziert werden. Neben
Transkriptionsfaktoren konnte in diesem Experiment eine Reihe von putativen
Interaktionspartnern identifiziert werden, bei denen es sich groBtenteils um Signalmolekiile
handelt. Viele dieser Molekiile konnten in einer Mehrzahl von identischen Klonen und einige
als iiberlappende Klone isoliert werden. Mit diesen Bindungspartner-Kandidaten wurden zur
Verifizierung der Interaktion nochmals f-Galaktosidasetests durchgefiihrt. Hierbei wurden
jeweils ein Lamin-Koderkonstrukt, ein Kdderkonstrukt welches nur die Src-Kinase enthilt,

ein Koderkonstrukt, das die Src-SH2-Doméne fusioniert an die Src-Kinasedoméne beinhaltet,
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und ein Koderkonstrukt, das nur die a2-Chimaerin-SH2-Doméne enthilt, als Kontrollen
verwendet. Aullerdem wurden alle Kandidaten auf Interaktion mit der p2-Chimaerin-SH2-
Doméne, fusioniert an die Src-Kinasedomine, getestet. In Tabelle 1 sind die putativen
Bindungspartner, die in diesem Experiment identifiziert werden konnten und alle

Kontrolltests bestanden haben, aufgefiihrt.

Hefe-Doppelhybrid-Experiment mit dem a2-Chimaerin-SH2-Src-Kin Kéderkonstrukt

Protein Gen Bank Anzahl der Unabhangige bzw.
Zugangshummer Klone Uberlappende Klone

Phosphatidylinositol 3-kinase, NP_032867 8 1. AS 396-722

regulatory subunit p85 beta, 2. AS 72-722

722 AS 3. AS 1-722

Phosphatidylinositol 3-kinase, | AAC52846 1 AS 1-424 (299-722)

regulatory subunit p85 alpha,

Spleifdform p50, 424 (722) AS

Neuron Navigator 1, 3298 AS | XP_222662 3 AS 2751-2862

Ephrin Rezeptor EphB1, XP_217250 6 AS 632-902

984 AS

Phospholipase-C, gamma 1, | NP_037319 4 AS 487-758

1290 AS

Tyrosine protein kinase c-src, | AAZ23849 2 AS 11-358

523 AS

Filamin A interacting protein 1, | XP-579672 4 1. AS 405-560

1049 AS 2. AS 519-809

LIM domain only protein 7, [ XP_579059 5 AS 541-903

1496 AS

Similar to SH2 domain | XP_213443 8 1. AS 213-532

containing 2. AS 24-539

SOCS box protein, SOCS7,

578 AS

A-kinase anchoring protein | T42732 3 AS 492-832

AKAP 220,

1129 AS

Reticulucalbin 1, 325 ASa NP_033063 5 AS 22-275

Tabelle 1: Im Hefe-Doppelhybridsystem identifizierte Bindungspartner der SH2-Doméane von
a2-Chimaerin. Src-Kin, Kinasedoméne von Src.

Bei den oben beschriebenen Tests stellte sich heraus, dass alle hier identifizierten Proteine
ebenfalls mit der P2-Chimaerin-SH2-Domine phosphotyrosin-abhédngig interagieren.
Lediglich Neuron-Navigatorl zeigte eine schwichere Interaktion mit der p2-Chimaerin-SH2-
Domine im Vergleich mit der a2-Chimaerin SH2-Doméne. Auffillig ist, dass von den zehn
in der Tabelle aufgefiihrten Proteinen, vier ebenfalls mindestens eine SH2-Domine besitzen
und in allen vier Fillen die SH2-Doméinen in den isolierten Beutekonstrukten enthalten sind.
Auf die Bedeutung eines der hier identifizierten Bindungspartner wird in einem spéteren

Abschnitt der hier vorliegenden Arbeit weiter eingegangen (s. 3.5.1).

35



ERGEBNISSE

3.3  Herstellung Chimaerin-spezifischer Antiseren aus Meerschweinchen

Fiir die weitere Analyse der Chimaerine war es notwendig spezifische Antiseren zu gewinnen,
da kommerziell keine Antikorper zu erwerben waren. Zu diesem Zweck wurden verschiedene
Teilbereiche der Proteine oder Peptide zur gezielten Immunisierung von Kaninchen oder
Meerschweinchen verwendet. Die fiir die ausgewdhlten Teilbereiche der Chimaerine
kodierenden cDNAs wurden mittels PCR amplifiziert. Als Matrize diente hierfiir die cDNA
der jeweiligen Wildtyp-Isoform in pcDNA3. Die resultierenden DNA-Fragmente wurden
dann in den offenen Leserahmen des prokaryotischen Expressionsvektors pET28a kloniert.
Die Teilstiicke wurden bakteriell als Hexa-Histidin-Fusionsproteine exprimiert und iiber die
Hexa-Histidin-Markierung aufgereinigt. Die Synthese der Peptide, sowie die Immunisierung
der Tiere wurden von der Firma Nanotools durchgefiihrt. Der hochste spezifische Antikorper-
Titer wurde nach Immunisierung mit einem Teilstiick der a-Chimaerine in Meerschweinchen
erzielt. Dieses Teilstlick umfasst die AS 153-332 in al-Chimarin bzw. 278-459 in o2-
Chimaerin (siche Abb. 16).

————
A . . B 153 [[|TKRPMVVDMCIREIEFS|RGLN[SEGLYRVSGF[SD| natl-Chim
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Abbildung 16: Darstellung des zur Imnmunisierung verwendeten a-Chimaerin-Teilstiicks

(A) Schematische Darstellung der a-Chimaerine, der schwarze Balken markiert den Teilbereich der
fur die Immunisierung verwendet wurde. (B) Vergleich der Aminosaurensequenz (Einbuchstaben-
Kodierung) der vier Chimaerin-lsoformen fiir den verwendeten Teilbereich des Proteins.

Das gewonnene Antiserum 1204#9 wurde affinitdtschromatographisch gereinigt und die
Spezifitit bzw. Kreuzreaktivitit mittels Immunoblot an Lysaten von 293FT-Zellen getestet.
Hierfir wurden 293FT-Zellen mit pcDNA3-Konstrukten, die fiir Gesamtldngen-al-
Chimaerin, a2-Chimaerin oder 2-Chimaerin kodieren, transfiziert. Die Zellen wurden 24
Stunden nach der Transfektion lysiert und die Lysate mittels SDS-Page getrennt. Die
Immunoblot-Analyse ergab erwartungsgemél, dass das Antiserum sowohl al- als auch a2-

Chimaerin erkennt, da sich das zur Immunisierung verwendete Teilstiick im konservierten

Bereich befindet. Das Antiserum 1204#9 erkennt aulerdem auch $2-Chimaerin (s. Abb. 17).
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C c c

2 e % Abbildung 17: Immunoblot von 293FT-Zelllysaten

1S £ £ zum Test des anti-Chimaerin-Antiserums 1204#9

Q Q Q aus Meerschweinchen

IS < & a1-Chimaerin, a2-Chimaerin und 2-Chimaerin wurden
kDa in 293FT-Zellen Uberexprimiert. Die Zellen wurden 24h
50 — PR —— nach der Transfektion lysiert. Die Lysate wurden Uber

SDS-PAGE getrennt und mittels Immunoblot analysiert.
37 — —— Es wurden jeweils zwei unterschiedliche Mengen an
Lysat aufgetragen.

34 Funktionelle Analyse der Chimaerine in vivo

Expressionsstudien haben ergeben, dass al-, a2-, und p2-Chimaerin wihrend der
Entwicklung im zentralen Nervensystem differentiell exprimiert sind (Hall et al., 2001; Hall
et al., 1993; Leung et al., 1994; Lim et al., 1992). Weiterhin wurde gezeigt, dass die
Uberexpression von a.2-Chimaerin in Neuroblastoma-Zellen zur Neuritenbildung fiihrt (Hall
et al., 2001). Um die Funktion der Chimaerine sowohl wahrend der Entwicklung als auch im
adulten Organismus untersuchen zu konnen, sollten im Rahmen dieser Arbeit mit
mausgenetischen Methoden unterschiedliche Modellsysteme generiert werden. Zum einen
sollten konditionale pan-o-Chimaerin-knock-out-Mause und konditionale a2-Chimaerin-
knock-out-Méuse hergestellt werden. Um die Rolle von Chimaerinen im Hinblick auf die
DAG-Signalwege im Nervensystem untersuchen zu konnen, sollten auBBerdem Mauslinien
erzeugt werden, bei denen die endogene fiir die a- bzw. B-Chimaerine kodierende
genomische DNA durch genomische Maus-DNA ersetzt ist, die zur Expression von
Chimaerinen mit der Aminosduresubstitution H§1K (a1-Chimaerin), H206K (a2-Chimaerin),
H29K (p1-Chimaerin), H215K (p2-Chimaerin), H79K (p3-Chimaerin), bzw. H24K ($4-
chimaerin) fiihrt (C1-Doméinen-knock-in). Mit Hilfe der unter 3.1.1.1-3.1.1.3 beschriebenen
Racl-Bindungsstudien im Hefe-Doppelhybridsystem und der wunter 3.1.2.1-3.1.2.3
beschriebenen RacGTP-Kosedimentationsexperimente konnte gezeigt werden, dass die
Mutation des ersten Histidin zu einem Lysin innerhalb der C1-Doménen von Chimaerinen zu
ihrer Aktivierung fiihrt. Eine vorangegangenen Studien konnte bereits nachweisen, dass der
Austausch des ersten Histidins in Cl-Domédnen zu einem Lysin, zur Zerstorung der
Zinkfinger Struktur fiihrt und damit die Fahigkeit des Proteins an DAG zu binden, verloren
geht (Quest et al., 1994). Alle fiir diese Arbeit verwendeten knock-out- und knock-in-Vektoren

wurden von Dr. Andrea Betz (Géttingen) zur Verfiigung gestellt.
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H81K H206K H29K  H215K
- - - - -

bzw. )

3.4.1 Generierung von a-Chimaerin - und 3-Chimaerin

H79K H24K . . .
K _bzw. - -C1-Domanen-knock-in-Miausen

Als Grundlage fiir die knock-in-Vektoren wurde der Vektor pTKNEOlox verwendet
(Fernandez-Chacon et al., 2001). Dieser enthélt Gene fiir eine Neomyzinresistenz und eine
Thymidinkinase, die es erlauben auf ein homologes Rekombinationsereignis zu
selektionieren. Ziel eines knock-in ist es, Expressionsraten zu erhalten, die denen des WT-
Proteins entsprechen. Es hat sich gezeigt, dass die Integration einer Neomyzin-Kassette
intronische Sequenzen unterbrechen und somit zu verédnderten RNA-Spleifl-Prozessen fiihren
kann (Rhee et al., 2002). Deshalb soll das Gen fiir die Neomyzinresistenz spiter wieder
entfernt werden konnen. Hierfiir macht man sich zunutzte, das die Cre-Rekombinase des
Bakteriophagen P1 in der Lage ist, von /oxP-Sequenzen flankierte DNA-Sequenzen aus einem
Genom zu entfernen (Sternberg et al., 1981). Zu diesem Zweck ist das Neomyzinresistenz-
Gen in pTKNEOIlox von /oxP-Sequenzen flankiert, sodass es sich durch den Einsatz von Cre-
Rekombinase wieder entfernen ldsst. AnschlieBend bleiben nur eine 34 bp lange loxP-
Sequenz und Teile des Polylinkers des Rekombinationsvektors im Genom zuriick.

Das a-Chimaerin-Gen enthilt 13 kodierende Exone. Die Exone 1-6 sind spezifisch fiir
a2-Chimaerin. Der 5’-Bereich von Exon 7 ist spezifisch fiir al-Chimaerin, wihrend der 3°-
Bereich von Exon 7 eine interne splice acceptor site aufweist und fiir beide a-Chimaerin
Varianten kodiert. In dieser Region befindet sich auch die kodierende Sequenz fiir das erste
Histidin innerhalb der C1-Doméne. Die Exone 8 bis 13 kodieren ebenfalls fiir al- und a2-
Chimaerin. Beide Isoformen stehen unter Kontrolle eines eigenen Promotors und sind somit
keine klassischen Splei3varianten. Abbildung 18 zeigt die Strategie der Genmanipulation und

der Southernblot-Analyse.

Blpl E7 Blpl
= - L ~C Wildtyp-Gen
Sonde ! (BN S _1 kb
1 1 S B <
1 1 ~ N ~ .
I * 1 ~
] E7" " Bipl N o-Chimaerin-KI-
TK - TK > Neo 1 TKNEOIlox | Rekombinations-
vektor
Bip! E7” Bip!
L il Neo L # Mutiertes Gen
Bipl E7" Bipl .
] - L Mutiertes Ger] ngch
Cre-Rekombination

Abbildung 18: Strategie der Genmanipulation und der Southernblot-Analyse des a-Chimaerin
C1-Domanen-knock-in
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Strategie der Genmanipulation des oa-Chimaerin-C1-Domanen-knock-in: Exon 7 beinhaltet im 3°-
Bereich die Sequenz, die fiir das erste Histidin in der C1-Domane kodiert, welche durch eine CAC zu
AAG Substitution in der mutierten Form (E7*) fir ein Lysin kodiert. Dargestellt sind die nach
homologer Rekombination und Cre-Rekombination resultierenden Reorganisationen des a-Chimaerin
Gens. Die Positionen der Schnittstellen des Restriktionsenzyms Blpl, sowie die Lage der fir den
Southernblot verwendeten Hybridisierungssonde, sind eingezeichnet. LoxP-Erkennungsstellen sind
als graue Dreiecke dargestellt. Der Rekombinationsvektor wurde von Dr. Andrea Betz zur Verfligung
gestellt.

Die Organisation des f3-Chimaerin-Gens ist der des a-Chimaerin-Gens sehr dhnlich. Das (-
Chimaerin-Gen enthilt 16 kodierende Exone. Exone 1-6 sind spezifisch fiir f2-Chimaerin.
Exon 7 kodiert fiir den 5’-Bereich von f1-Chimaerin und Exon 8 fiir den 5'-Bereich von 34-
Chimaerin. Der 5’-Bereich von Exon 9 ist spezifisch fiir $3-Chimaerin, dann folgt eine
interne splice acceptor site. Am 3’-Ende des Exons 9 befindet sich der Bereich, der die
kodierende Sequenz fiir das erste Histidin in der Cl-Domine enthdlt und fiir alle p-
Chimaerine kodiert. Die Exone 10 bis 16 kodieren ebenfalls fiir alle B-Chimaerine. In
Abbildung 19 ist die Strategie der Genmanipulation und der Southernblot-Analyse dargestellt.
Da B3-Chimaerin zum Zeitpunkt des Entwurfs des f-Chimaerin-KI-Rekombinationsvektors
noch nicht identifiziert war, wurde der Vektor versehentlich so konzipiert, dass die
durchgefiihrte Genmanipulation zu einer Unterbrechung des Exons 9 in der Sequenz der

5 untranslatierten Region von 33-Chimaerin fiihrt.
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4 ’ 7N \ 1 kb
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/ / N \
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—= o

Cre-Rekombination

Abbildung 19: Strategie der Genmanipulation und der Southernblot-Analyse des f-Chimaerin
C1-Domanen-knock- in

Strategie der Genmanipulation des B-Chimaerin-C1-Domanen-knock-in: Exon 9 beinhaltet im 3’-
Bereich die Sequenz, die fiir das erste Histidin in der C1-Doméane kodiert. Diese Sequenz wird durch
eine CAC zu AAG Substitution in der mutierten Form (9%) fir ein Lysin kodiert ersetzt. Dargestellt sind
die nach homologer Rekombination und Cre-Rekombination resultierenden Reorganisationen des f-
Chimaerin Gens. Die Genmanipulation fiihrt zu einer Unterbrechung des Exons 9 in 9“ und 9*. Die
Positionen der Schnittstellen des Restriktionsenzyms Ncol sowie die Lage der fir den Southernblot
verwendeten Hybridisierungssonde, sind eingezeichnet. LoxP-Erkennungsstellen sind als graue
Dreiecke dargestellt. Der Rekombinationsvektor wurde von Dr. Andrea Betz zur Verfiigung gestellt.
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Zur Erzeugung der a- bzw. B-Chimaerin-C1-Dominen-knock-in-Mause wurde der jeweilige
Vektor linearisiert und mittels Elektroporation in embryonale Maus-Stammzellen (ES-Zellen)
(E14.1, Rajweski, Koln) transfiziert. Da es sich bei der homologen Rekombination um ein
sehr seltenes Ereignis handelt, wurden in einem zweistufigen Selektionsverfahren die
Stammzellen selektiert, bei denen homologe Rekombination der genomischen DNA mit dem
knock-in-Vektor stattgefunden hat. Zuerst wurde durch Zugabe des Antibiotikums Geneticin
(G418) eine positive Selektion auf diejenigen Zellen ausgeiibt, die {iber eine durch den Vektor
vermittelte Neomyzinresistenz verfligten. AnschlieBend wurden in einem negativen
Selektionsschritt durch Zugabe von Ganciclovir (ein Nucleosidanalogon) zum Medium, die
Zellen abgetdtet, bei denen durch zufidllige Integration des Vektors in das Genom das
Thymidinkinase-Gen erhalten geblieben ist. Diese Zellen setzen Ganciclovir zu einem
toxischen Nukleosidanalogon um, welches zum Zelltod fiihrt. Im Falle einer homologen
Rekombination sollte beim Austausch der endogenen DNA durch die mutierte DNA das Gen
fiir die Thymidinkinase nicht mit ins Genom integriert werden. Somit weisen diese Zellen
keine Empfindlichkeit gegeniiber Ganciclovir auf. Fiir das a-Chimaerin-knock-in-Konstrukt
wurden 94 selektierte Klone und fiir das f-Chimaerin-knock-in-Konstrukt 176 selektierte
Klone vereinzelt. Nach Isolierung der ES-Zell-DNA wurde diese mit dem entsprechenden
Restriktionsenzym verdaut und mittels Southernblot analysiert. Folgende Fragmentgrof3en

wurden bei der Southernblot-Analyse erwartet:

a-Chimaerin-Wildtyp-Allel (Blpl Fragment) 6,38 kbp
a-Chimaerin-knock-in-Allel (Blpl Fragment) 7,61 kbp
B-Chimaerin-Wildtyp-Allel (Ncol Fragment) 8,28 kbp
B-Chimaerin-knock-in Allel (Ncol Fragment) 7,27 kbp

Abbildung 20 zeigt fiir beide Gene reprédsentative Southernblots. Fiir a-Chimaerin konnten 8-

und fiir -Chimaerin 28 homolog rekombinierte ES-Zellklone identifiziert werden.
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Abbildung 20: Reprasentative Southernblots zur Identifizierung von homolog rekombinierten
ES-Zellklonen

(A) Identifizierung homolog rekombinierter a-Chimaerin-C1-Doméanen-knock-in-ES-Zellklone nach
Spaltung der DNA mit Blpl unter Verwendung einer externen Hybridisierungssonde. Die Mehrheit der
ES-Zellklone enthielt nur das 6,38 kbp grof3e Wildtyp (WT)-Fragment, wahrend 8 Klone zusatzlich das
7,61 kbp grolke Fragment des mutierten Gens aufwiesen (+/-). (B) Identifizierung homolog
rekombinierter B-Chimaerin-C1-Domanen-knock-in-ES-Zellklone nach Spaltung der DNA mit Ncol
unter Verwendung einer externen Hybridisierungssonde. Die DNA der meisten der untersuchten ES-
Zellkone enthielt nur das 8,28 kbp groRRe Wildtyp (WT) Fragment. 24 Klone enthielten zusatzlich das
7,27 kbp grol’e Fragment des mutierten Gens, welches durch eine zusatzliche Ncol Schnittstelle in
der Neo-Kassette entsteht.

Homolog rekombinierte ES-Zellklone (Mauslinie SV129/ola) wurden expandiert und jeweils
zwei Klone pro Konstrukt in Blastozysten der Mauslinie C57BL/6 injiziert, welche
anschlieBend in den Uterus von pseudoschwangeren Mausen (C57BL/6) implantiert wurden.
Da sich Tiere der verwendeten Mauslinien in ihrer Fellfarbe unterscheiden, kann anhand
dieser der prozentuale Anteil der ES-Zellen an der resultierenden chimiren Maus abgeschétzt
werden. Chimédre Ménnchen die einen mindestens 50%igen ES-Zell-Anteil aufwiesen,
wurden fiir die Zucht mit Weibchen der Mauslinie C57BL/6 verwendet. Von den ersten
Nachkommen wurde Mausschwanz-DNA pripariert und diese mittels Southernblot
genotypisiert. Die Etablierung der Genotypisierungs-PCRs erfolgte mit der verbliebenen
Mausschwanz-DNA. Zusitzlich wurde mittels PCR ein DNA Fragment, welches die Mutation
beinhaltet, amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden sequenziert und trugen wie erwartet die
eingefilhrte CAC zu AAG Mutation. Einige heterozygote Tiere der F1-Generation wurden
untereinander verpaart, um in der F2-Generation homozygote Nachkommen zu erhalten.
Weitere Tiere der FI1-Generation wurden mit Wildtyp-Tieren der Mauslinie C57BL/6
verpaart, um die Linie zu expandieren. Fiir das Entfernen des Neomyzinresistenz-Gens,
wurden heterozygote Tiere der F2-Generation mit Médusen der Linie EllaCre verpaart. Miuse
dieser Linie exprimieren im frilhen Embryonalstadium die Rekombinase Cre unter dem
viralen Ella-Promotor (Lakso et al., 1996). Die Tiere sdmtlicher Generationen wurden

routineméfig mittels PCR genotypisiert. Die Abbildungen 21 und 22 zeigen reprisentative
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Genotypisierungsanalysen fiir die a-Chimaerin bzw. die f-Chimaerin C1-Doménen-knock-in-
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Abbildung 21: PCR zur Genotypisierung der a-Chimaerin-C1-Doméanen-knock-in-Mause

(A) Reprasentative Analysen einer Genotypisierung von a-Chimaerin-C1-Domanen-knock-in-Mausen
und schematische Darstellung der Genotypisierungsstrategie von Tieren der Linie, welche die Neo-
Kassette tragt. Zur Genotypisierung wurden drei Oligonukleotide eingesetzt. Ein vorwarts-
Oligonukleotid (a) das mit dem 5’-Ende des Exons 7 hybridisiert, ein vorwarts-Oligonukleotid (b) das
mit dem 5’-Bereich der Neo-Kassette hybridisiert und ein reverses-Oligonukleotid (¢) das mit der der
3’- gelegenen Region des Exons 7 hybridisiert. Im Falle des Wildtyps entsteht ein 156 bp groflles
PCR-Produkt (Oligonukleotide a/c), im rekombinanten Fall ein 214 bp grofles Fragment als Produkt
der Oligos b und ¢, wahrend ein mdgliches Produkt der Oligonukleotide a und ¢ aufgrund der Grole
von 1348 bp nicht entsteht. (B) Reprasentative Analysen zur Genotypisierung der a-Chimaerin-C1-
Domanen-knock-in-Mause und schematische Darstellung der Genotypisierungsstrategie von Tieren
der Linie aus der die Neo-Kassette durch Cre-Rekombination eliminiert wurde. Zur Genotypisierung
wurden die Oligonukleotide a und ¢ eingesetzt. Im Wildtyp-Fall entsteht auch hier ein 156 bp grof3es
Fragment, bei Tieren, die die rekombinierte DNA ohne die Neo-Kassette tragen, entsteht ein 248 bp
grolRes Fragment. Bei Tieren welche die Neo-Kassette tragen, entsteht aufgrund der GréRe nicht das
zu erwartende 1348 bp grofe Fragment. (C) Eine Neo-PCR diente zur Kontrolle der Eliminierung der
Neo-Kassette und wurde mit den Oligonukleotiden d und e durchgefiihrt. Im Fall des Vorhandenseins
der Neo-Kassette entsteht ein 692 bp grofles Fragment.
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Abbildung 22: PCR zur Genotypisierung der g-Chimaerin-C1-Domanen-knock-in-Mause

(A) Reprasentative Analysen einer Genotypisierung der p-Chimaerin-C1-Domanen-knock-in-Mause
und schematische Darstellung der Genotypisierungsstrategie von Tieren der Linie die die Neo-
Kassette tragt. Zur Genotypisierung wurden drei Oligonukleotide eingesetzt. Ein vorwarts-gerichtetes
Oligo (a) das mit dem Bereich der genomischen DNA hybridisiert, der 5°des Exons 9 gelegen ist.
Dieser befindet sich im Vektor 5°zur Neo-Kassette. Ein vorwarts-Oligonukleotid (b) hybridisiert mit
dem 5°-Bereich der Neo-Kassette und ein reverses-Oligonukleotid (c), das mit dem 5°-Bereich des
Exons 9 hybridisiert. Im Wildtyp Fall entsteht ein 202 bp groRes PCR-Produkt (Oligonukleotide a/c), im
rekombinanten Fall ein 273 bp grolRes Fragment als Produkt der Oligos b und ¢, wahrend ein
mogliches Produkt der Oligonukleotide a und ¢ aufgrund der GroRe von 1393 bp nicht amplifiziert
wird. (B) Reprasentative Analysen zur Genotypisierung der a-Chimaerin-C1-Domanen-knock-in-
Mause und schematische Darstellung der Genotypisierungsstrategie von Tieren der Linie aus der die
Neo-Kassette durch Cre-Rekombination eliminiert sein sollte. Zur Genotypisierung wurden die
Oligonukleotide a und ¢ eingesetzt. Im Wildtyp-Fall entsteht auch hier ein 202 bp grofles Fragment,
bei Tieren die die rekombinierte DNA ohne die Neo-Kassette tragen, entsteht ein 307 bp Fragment.
Bei Tieren die die Neo-Kassette tragen, entsteht aufgrund der Gréf3e nicht das zu erwartende1393 bp
grolRe Fragment. (C) Eine Neo-PCR, die zur Kontrolle der Eliminierung der Neo-Kassette dient, wurde
mit den Oligonukleotiden d und e durchgefihrt. Im Fall des Vorhandenseins der Neo-Kassette
entsteht ein 692 bp groRes Fragment.

3.4.2 Geplante Generierung von konditionalen pan-a-Chimaerin- und o2-
Chimaerin- knock-out-Miusen

Fiir die beabsichtigte Erzeugung von konditionalen pan-o-Chimaerin- und a2-Chimaerin-
knock-out-Méausen wurde der pFLEX-HR-Vektor verwendet, der auf dem Flex-Switch-
System beruht (Schniitgen et al., 2003). Die Verwendung dieses Systems fiihrt nach Cre
Rekombination zur Entfernung des von /oxP-Sequenzen eingerahmten Genfragments und zur
gleichzeitigen Expression von [-Galaktosidase unter Kontrolle des endogenen Promotors des
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ausgeschalteten Gens. Dies sollte die selektive Anfarbung von Zellen, die in Wildtyp-Méusen
das in den knock-out-Tieren ausgeschaltete Gen exprimieren, ermdglichen. Die verwendeten
knock-out-Vektoren sind zur Verdeutlichung der Strategie der Southernblot-Analyse in

Abbildung 23 dargestellt.
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Abbildung 23: Strategie der geplanten Genmanipulation und der Southernblot-Analyse des
pan-a-Chimaerin- und des a2-Chimaerin-knock-outs

(A) Strategie der beabsichtigten Genmanipulation des konditionalen pan-a-Chimaerin-knock-outs: Es
wurde ein Vektor verwendet, der die Entfernung von Exon 8 nach Cre-Rekombination erlaubt und zur
Inversion einer Kassette fuhren sollte (splice acceptor site-Exon 8/IRES-LacZ), die in der Expression
von (-Galaktosidase unter Kontrolle der a-Chimaerin-Promotoren resultieren sollte (Schnutgen et al.,
2003). Das Wildtyp-Gen, der Rekombinationsvektor und die erwartete Struktur des a-Chimaerin-Gens
nach homologer Rekombination sind dargestellt. Die Positionen der Schnittstellen des Restriktions-
enzyms Asp718, sowie die Lage der fir den Southernblot verwendeten Hybridisierungssonde sind
eingezeichnet. (B) Strategie der beabsichtigten Genmanipulation des konditionalen o2-Chimaerin-
knock-outs: Der verwendete Vektor beruht auf dem gleichen Prinzip wie der pan a-Chimaerin-knock-
out-Vektor, jedoch sollte hier statt Exon 8, Exon 2 nach Cre Rekombination entfernt werden. Das
Wildtyp-Gen, der Rekombinationsvektor und die erwartete Struktur des a-Chimaerin-Gens nach
homologer Rekombination sind dargestellt. Die Positionen der Schnittstellen des Restriktionsenzyms
Bgl Il sowie die Lage der fur den Southernblot verwendeten Hybridisierungssonde sind eingezeichnet.
Die Vektoren wurden von Dr. Andrea Betz zur Verfligung gestellt.

Die Stammzellexperimente fiir den pan-a-Chimaerin- und den o2-Chimaerin-knock-out
wurden analog zu den Experimenten zur Erzeugung der knock-ins ausgefiihrt. Allerdings
enthalten die verwendeten pFlex-HR-Rekombinationsvektoren zwar ein Neomyzinresistenz-

Gen, jedoch kein Thymidinkinase-Gen, wodurch nur ein positiver Selektionsschritt auf das
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Vorhandensein der Neomyzinresistenz-Kassette, jedoch keine negative Selektion
durchgefiihrt werden konnte. Fiir das pan-o-Chimaerin-knock-out-Konstrukt wurden 705
selektionierte Klone und fiir das a2-Chimaerin-knock-out-Konstrukt 982 selektionierte Klone
vereinzelt. Nach Isolierung der ES-Zell DNA wurde diese mit dem entsprechenden
Restriktionsenzym verdaut und mittels Southernblot analysiert. Folgende Fragmentgrof3en

wurden bei der Southernblot-Analyse erwartet:

o-Chimaerin-Wildtyp-Allel (4sp718 Fragment) 15,17 kbp
pan a.-Chimaerin-knock-out-Allel (4sp718 Fragment) 8,86 kbp
o-Chimaerin-Wildtyp-Allel (Bg/ 11 Fragment) 13,16 kbp
a.2-Chimaerin-knock-out-Allel (Bgl 11 Fragment) 6,7  kbp

Fir beide Konstrukte konnten keine homolog rekombinierten ES-Zellklone identifiziert
werden. Die homologe Rekombination mit dem Vektor-Konstrukt ist vermutlich aufgrund der
Grofe der in dem Vektor enthaltenen Kassette (6,5 Kbp) im Vergleich zur zufilligen
Integration an einer beliebigen Stelle des Genoms seltener als fiir einen konventionellen
Vektor. Da die pFlex-HR-Rekombinationsvektoren keine negative Selektion ermoglichen,
handelte es sich bei den selektierten Klonen vermutlich nur um Klone mit zufillig

integriertem Vektor.

Zu einem spiteren Zeitpunkt wurden die pan-a-Chimaerin- und a2-Chimaerin-Re-
kombinationsvektoren durch das Einfiigen eines Thymidinkinase-Gens von Dr. Andrea Betz
modifiziert. In nachfolgenden ES-Zell-Experimenten konnte Frau Dr. Betz erneut keine
positiven ES-Zellklone fiir das a2-Chimaerin-knock-out-Konstrukt erhalten. Jedoch konnte
sie zwei positive ES-Zellklone fiir das pan-a-Chimaerin-knock-out-Konstrukt identifizieren.
Nachfolgende Analysen haben ergeben, dass in den ES-Zellen eines Klons die Rekombination
zum Verlust eines Teilbereichs der Kassette und somit zu einem konstitutiven o.-Chimaerin-
knock-out (a-Chimaerin™) gefiihrt hat. Eine Darstellung des bei diesem ES-Zell-Experiment
verwendeten Rekombinationsvektors und der resultierenden Genmanipulation ist in

Abbildung 1 des Anhangs dargestellt.
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3.4.3 Grundlegende Charakterisierung der a-Chimaerin-C1-Domiinen-knock-in- und

A

o-Chimaerin”-Miuse

Homozygote a-Chimaerin”- und a-Chimaerin-knock-in-Mause werden entsprechend den
Mendelschen Regeln geboren und sind lebens- und fortpflanzungsfihig. Kurz nach der Geburt
sind diese Tiere kleiner als ihre Geschwister. Die meisten der homozygoten Tiere holen
diesen Entwicklungsriickstand bis zum jungen Erwachsenenalter auf. Ab dem siebten Tag der
postnatalen Entwicklung, dem Beginn des Laufens, zeigt sich ein offensichtlicher Unterschied
zu den Wildtyp-Méusen: Die homozygoten Tiere beider a-Chimaerin-Linien bewegen beide
Vorderbeine und beide Hinterbeine jeweils synchron. Dies resultiert in einem hiipfenden,
kaninchenartigen Gang. Dieser Phénotyp wurde bisher bei zwei weiteren knock-out-Linien
beschrieben: Dem EphA4-knock-out (EphA4™) und dem knock-out von EphrinB3 (EphrinB3
"), einem Liganden von EphA4 (Dottori et al., 1998; Kullander et al., 2001a). Aufgrund des
shnlichen Phénotyps von a-Chimaerin-C1-Doménen-knock-in- und a-Chimaerin”-Mausen
wurden die a-Chimaerin”-Mause von Dr. Andrea Betz fiir eine parallele Untersuchung dieser
beiden Linien zur Verfligung gestellt. Heterozygote Tiere beider a-Chimaerin-Linien zeigen
keinen augenfillig verdnderten Phinotyp und wurden daher nicht in die Charakterisierung mit
einbezogen.

Um die Expression der mutierten a-Chimaerine in den C1-Doménen-knock-in-Méusen
und die Deletion in den a-Chimaerin”-Méusen zu iiberpriifen, wurden Hirnhomogenate der
Wildtyp-, knock-out- und der knock-in-Tiere nach Cre-Rekombination unter Verwendung des
anti-Chimaerin-Meerschweinchenserums 1204#9 mittels Immunoblots analysiert. Aus
Abbildung 24A ist ersichtlich, dass a-Chimaerin-knock-out-Méuse, wie erwartet, weder oul-
Chimaerin noch a2-Chimaerin exprimieren. Bei a-Chimaerin-C1-Doménen-knock-in-Méusen
zeigte sich, dass kein al-Chimaerin und kein Gesamtldngen-a2-Chimaerin mehr exprimiert
werden. Jedoch ist eine verkiirzte a2-Chimaerin-Bande schwach detektierbar. Die Analyse
von a-Chimaerin-C1-Doménen-knock-in-Tieren mit Neo-Kassette (vor Cre-Rekombination)
zeigte das gleiche Ergebnis (nicht gezeigt). Abbildung 24B zeigt eine schematische
Darstellung der a-Chimaerin-Varianten und der fiir die jeweiligen Bereiche des Proteins
kodierenden Exone des a-Chimaerin-Gens. Ein Fehlen der durch das Exon 7 kodierten
Aminosduren konnte das Auftreten der ca. 4 kDa kleineren immunoreaktiven a2-Chimaerin-
Bande erkldren. Unabhdngig von der Identitét dieses verkiirzten a2-Chimaerins, ist der knock-

in somit fehlgeschlagen. Diese Miuse sind hypomorph im Bezug auf die a2-Chimaerin-
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mut/mut

Expression und werden im Zuge dieser Arbeit ab jetzt als a-Chimaerin -Méuse
bezeichnet. Die Expression von EphA4, sowie Nck und Src, welche beide am Ephrin-Eph-
Signalweg beteiligt sind, und von RasGRP1, einem weiteren DAG Rezeptor, ist in beiden
Mauslinien unverindert. Zur Uberpriifung der vergleichbaren Ladung der einzelnen Spuren

wurde ein anti-pB-Tubulin-Antikorper eingesetzt (Abb. 24A).

A
5 5
£ £
= =
ka  z E + 2 E <
55 — ..-.— B2-Chimaerin
——— o2-Chimaerin B
37 — . — —— a1-Chimaerin : E7 : E 8-13
| e — e . :
1o EphA4 —(C1 ) RacGAP I o1-Chimaerin
55 — e e e e anme e —— NCk m identische Sequenz s
—(-3}@— C1)— RacGAP I o2-Chimaerin
_ ——— —— Src ; — *
55 — N—-— R—— E1-6 E7 E 8-13
90 — S S S Sams s sems —— RasGRP1
55 — s - cne s s s —— (3-Tubulin

mutlmut_

Abbildung 24: Immunoblot-Analyse von Gehirnhomogenaten von Wildtyp- a-Chimaerin
und a-Chimaerin -Tieren

(A) Immunoblot-Analyse unter Verwendung eines Chimaerin spezifischen Antiserums, bzw.
spezifischer anti-EphA4-, anti-Nck-, anti-Src-, anti-RasGRP1- und anti-g-Tubulin-Antikérper. In Gehirn-
homogenaten von homozygoten a-Chimaerin™"™-Mausen (nach Cre Rekombination) ist kein a1-
Chimaerin und nur eine schwache Immunoreaktivitat eines verkirzten a2-Chimaerins nachweisbar. In
Gehirnhomogenaten von homozygoten a-Chimaerin”-Tieren sind keine a-Chimaerin-spezifischen
immunoreaktiven Banden detektierbar. Die Expression von EphA4, Nck, Src, und RasGRP1 ist in
Tieren dieser Linien nicht verandert. Die Verwendung des anti-B-Tubulin-Antikdrpers diente zur
Ladekontrolle. (B) Schematische Darstellung der a-Chimaerin-lsoformen und der fir die jeweiligen
Bereiche der Proteine kodierenden Exone des a-Chimaerin-Gens.

mut/mut

3.4.3.1 Expressionsanalyse von a-Chimaerin-mRNA von o-Chimaerin -Miiusen

Um die Identitit des verkiirzten o2-Chimaerins zu kldren, wurde Gesamt-RNA aus

Gehirnhomogenaten von o-Chimaerin™™"-

und Wildtyp-Kontrolltieren gewonnen und per
Northernblot analysiert. Abbildung 25 zeigt die Northernblots unter Verwendung einer a.2-
spezifischen-, einer al-spezifischen- und einer pan-o-Chimaerin-Sonde. Hierbei zeigte sich,

mut/mut

dass in den a-Chimaerin - Tieren keine a1-Chimaerin-mRNA mehr detektierbar ist. Im
Gegensatz dazu ist die a2-Chimaerin-mRNA-Expression stark erhoht. RT-PCR mit a2-
Chimaerin spezifischen Oligonukleotiden und nachfolgender Sequenzierung der PCR-
Produkte ergab, dass, wie vermutet, die durch RT-PCR gewonnene cDNA aus den knock-in-
Tieren den durch Exon 7 kodierten Bereich nicht beinhaltet und somit um 75 Basenpaare

verkiirzt ist. Die Fusion der Exone 6 und 8 erhélt den Leserahmen, dies resultiert in einem
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a2-Chimaerin, dem die AS 184-209 fehlen.
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Abbildung 25: mRNA-Analyse der a-Chimaerin-C1-Doménen-knock-in-Mause

(A) Northernblot-Analyse von Gesamt-RNA aus Hirnhomogenat von Wildtyp- und homozygoten o-
Chimaerin™"™"Mausen nach Cre-Rekombination unter Verwendung einer o1-Chimaerin-
spezifischen-, einer a2-Chimaerin-spezifischen- bzw. einer pan-a-Chimaerin-Hybridisierungssonde.
Aus publizierten EST-Sequenzen ist ersichtlich, dass flr beide Isoformen zwei mRNA-Varianten
exprimiert werden, die sich in den untranslatierten Bereichen unterscheiden: a1-Chimaerin, 2,15 kbp
(PolyA+) und 3,73 kbp; a2-Chimaerin: 2,42 kbp (PolyA+) und 4 kbp. In den a-Chimaerin™'™"-Mausen
ist keine a1-Chimaerin-mRNA detektierbar, wahrend die Expression der a2-Chimaerin-mRNA erhoht
ist. (B) RT-PCR mit a2-Chimaerin spezifischen Oligonukleotiden. Als Matrize diente Gesamt-RNA aus
Hirnhomogenat von Wildtyp- und homozygoten a-Chimaerin™/™'-Mausen nach Cre-Rekombination.
Bei Verwendung der RNA aus Wildtyp konnte das Gesamtlangen-a2-Chimaerin-PCR-Produkt
amplifiziert werden. Diente die RNA von knock-in-Mausen als Matrize, wurde ein um 75 bp verkiirztes
PCR-Produkt amplifiziert. mut/mut, Chimaerin™'™"; WT, Wildtyp.

3.44 Grundlegende Charakterisierung von -Chimaerin-C1-Doménen-knock-in-

Miusen

Heterozygote und homozygote B-Chimaerin-C1-Doménen-knock-in-Méuse sind lebens- und
fortpflanzungsfihig und werden entsprechend den Mendelschen Regeln geboren. Diese Tiere
weisen keinen offensichtlich verdnderten Phanotyp auf. Um die Expression der mutierten [3-
Chimaerine in den P-Cl-Doménen-knock-in-Méusen zu iiberpriifen, wurden Cerebellum-
Homogenate von adulten heterozygoten, homozygoten und Wildtyp-Kontrolltieren dieser
Linie unter Verwendung des anti-Chimaerin-Merschweinchenserums 1204#9 mittels
Immunoblot analysiert. Es wurden Cerebellum-Homogenate verwendet, da p2-Chimaerin
vorwiegend in Kornerzellen des adulten Cerebellums exprimiert ist. a2-Chimaerin und 32-

Chimaerin sind per SDS-PAGE aufgrund ihres sehr dhnlichen Molekulargewichts
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(kalkuliertes Molekulargewicht: o2-Chimaerin, 53,2 kDa; p2-Chimaerin 53,8 kDa), nur
schwer zu trennen. a.2-Chimaerin ist im Cerebellum jedoch nicht exprimiert, was die Analyse
der p2-Chimaerin Expression erleichtert. Abbildung 26 zeigt, dass analog zu a2-Chimaerin in
den o-Cl-Doménen-knock-in-Mausen (o-Chimaerin™/™") auch p2-Chimaerin in den p-
Chimaerin-C1-Doménen-knock-in-Mausen (B-Chimaerin™"™") als Gesamtlingen-Protein
nicht mehr nachweisbar ist. Jedoch ist auch hier eine verkiirzte Form von B2-Chimaerin
detektierbar. Aufgrund der analogen Genstruktur ist anzunehmen, dass analog zum Exon 7 in
der a-Chimaerin-mRNA hier das Exon 9 aus der 3-Chimaerin-mRNA herausgespleifit wird.
Da auch hier bei einer Fusion der Exone 8 und 10 der Leserahmen erhalten bleibt, wiirde dies
in einem Protein resultieren, welchem die AS 193-218 fehlen.

A B

= identische Sequenz m—
B1-Chimaerin (282 AS)
E 7iE 9 E 10-16 :
B2-Chimaerin (468 AS)
: E1-6 E9 E 10-16 :
50 — w— <~ p2-Chimaerin e (C7)— [ HAGGAPT}  B3-Chimaerin (332 AS)
E9 E 10-16
37— : B4-Chimaerin (277 AS)
E8E9 E 10-16

T
+/mut
mut/mut

kDa >

Abbildung 26: Immunoblot Analyse von Cerebellum-Homogenaten von Wildtyp- und f-
Chimaerin™™".Tieren

(A) Immunoblot-Analyse unter Verwendung des Chimaerin-spezifischen Antiserums 1204#9. In
Gehirnhomogenaten von homozygoten B-Chimaerin™'™-Mausen (nach-Cre Rekombination) ist nur
eine schwache Immunoreaktivitdt eines verkirzten p2-Chimaerins nachweisbar. (B) Schematische
Darstellung der -Chimaerin-lsoformen und der fir die jeweiligen Bereiche der Proteine kodierenden
Exone des p-Chimaerin-Gens.

Da diese Tiere keinen offensichtlich verdnderten Phénotyp aufweisen wurde auf eine Analyse

im Rahmen der vorliegenden Arbeit verzichtet.

3.4.5 Ganganalyse von a-Chimaerin-Mausmutanten

Der kaninchenartige Gang beider o-Chimaerin-Mauslinien wurde mit Hilfe einer
Ganganalyse nédher untersucht. Hierfiir wurden die Tiere trainiert einen geraden Weg
zuriickzulegen. Zur Visualisierung des Laufpfades wurden die Vorderpfoten mit oranger

Farbe und die Hinterpfoten mit blauer Farbe markiert. Abbildung 27 zeigt reprisentative

49



ERGEBNISSE

Ganganalysen von Wildtyp-Kontrolltieren und homozygoten Tieren beider Mauslinien. Die
Untersuchung der Schrittfolge von Wildtyp-Mé&usen zeigte einen normalen alternierenden

t/mut
mut/mut_ und o-

Gang. Im Gegensatz dazu zeigte sich, das bei homozygoten a-Chimaerin
Chimaerin”-Méusen die Abdriicke beider Vorder- und Hinterpfoten auf jeweils gleicher Hohe
sind. Bei den a-Chimaerin”-Mausen fillt teilweise ein leichter Versatz der rechten
Vorderpfote auf. AuBerdem ist bei diesen Tieren ein zusétzlicher Phinotyp feststellbar: Sie
haben Schwierigkeiten sich in einer geraden Linie zu bewegen und laufen in rechts
gerichteten Kreisen. Der Grad der Parallelitit des Ganges kann durch das Verhéltnis zwischen
der Distanz, die durch die rechte und die linke Pfote iiberbriickt wird, und der Distanz die
durch dieselbe Pfote abgedeckt wird, bestimmt werden. Wildtyp-Mause weisen ein Verhéltnis

von 0,47 (+/-0,02), a-Chimaerin™"™" ein Verhiltnis von 0,01 (+/-0.003) und a-Chimaerin™-
Tiere ein Verhiltnis von 0,07 (+/-0,015) auf.
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Abbildung 27: Ganganalyse der a-Chimaerin-C1-Doménen-knock-in- und a-Chimaerin”-Miuse
(A) a-Chimaerin-Mausmutanten bewegen sich mit einem kaninchenartigen, hiipfenden Gang. Die
Markierung der Vorderpfoten mit oranger Farbe und der Hinterpfoten mit blauer Farbe ermdglichte die
Messung der Distanz, die von den einzelnen Pfoten innerhalb eines Bewegungsablaufs zuriickgelegt
wurde. Gezeigt sind jeweils reprasentative Laufpfade. Die Laufrichtung wird durch den schwarzen
Pfeil angegeben. (B) Schematische Darstellung der Quantifizierung des Grades der Parallelitat des
Ganges durch Bestimmung der Ratio zwischen der Distanz, die durch die rechte und die linke Pfote
Uberbriickt wird (a), und der Distanz die durch dieselbe Pfote zuriickgelegt wird (b). (C) Balken-
diagramm der Quantifizierung der Parallelitat des Ganges. Pro Genotyp wurden die Laufpfade von
jeweils drei Tieren Uberprift (n=3), die Balken geben den Mittelwert an. Die Fehlerindikatoren zeigen
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die Standardabweichung des Mittelwertes (S). **, p<0,01; mut/mut, a-Chimaerin-C1-Domanen knock
in, -/-, a-Chimaerin™.

3.4.6  Histologische Analyse der Gehirnmorphologie von a-Chimaerin-Mausmutanten

mut/mut

Zur Analyse der Gehirnmorphologie von homozygoten a-Chimaerin - und a-Chimaerin
Méusen wurden Gehirnschnitte angefertigt und zur Visualisierung der Strukturen wurde
eine Nissl-Farbung durchgefiihrt. Gefrierschnitte von Gehirnen mit Paraformaldehyd
perfundierter Mause wurden mit dem Farbstoff Thionin versetzt. Dieser bindet an basophile
Verbindungen wie RNA und DNA und farbt daher die Ribosomen und Nukleoli violett an.
Somit werden nur die Zellkorper, nicht aber die Axone und Dendriten der Nervenzellen
angefiarbt. Abbildung 28 zeigt Nissl-gefarbte Sagittal-Schnitte von Mausgehirnen. Mit

mut/mut

Ausnahme vergroferter Ventrikel bei einigen a-Chimaerin - und allen a-Chimaerin”-

Maiusen konnten keine Anomalien festgestellt werden.

" % . . Abbildung 28: Ubersichtsbilder sagittaler
NG Gehirnschnitte zur Visualisierung der
Morphologie von a-Chimaerin-Maus-
mutanten
Sagittale Gefrierschnitte adulter Wildtyp-, a-
Chimaerin™™. und  o-Chimaerin”-Mause
wurden einer Nissl-Farbung unterzogen. Tiere
beider a-Chimaerin-Mausmutanten-Linien
~ weisen vergroBerte Ventrikel auf (durch
~ schwarze Pfeile gekennzeichnet). Pro Genotyp
wurden Schnitte von jeweils sechs Tieren
Uberprift (n=6). Langenstandard 2500 pum.

mut/mut,

mut/mut, a-Chimaerin -/, a-Chimaerin™.

mut/mut

-/-

EphA4”-und EphrinB3”-Miuse weisen im Bezug auf ihre Bewegungsabliufe einen
Phinotyp auf (Dottori et al., 1998; Kullander et al., 2001a), der dem von oa-Chimaerin-
Mausmutanten sehr dhnlich ist. Bei verschiedenen knock-in-Mausmutanten, die eine selektive
Storung der vorwérts-gerichteten Signaliibertragung im Ephrin-EphA4-Signalweg aufweisen,

wurde ebenfalls der Verlust der unilateralen Bewegungskontrolle festgestellt (Egea et al.,
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2005; Kullander et al., 2001b). Im Gegensatz dazu weisen Tiere aus knock-in-Linien, bei
denen nur der retrograde Ephrin-EphA4-Signalweg blockiert oder die vorwirts-gerichtete
Signaliibertragung konstitutiv aktiviert ist, diesen Phédnotyp nicht auf (Egea et al., 2005;
Yokoyama et al., 2001). Dies und die Tatsache, dass die Kinasedomine von EphB1 im Hefe-
Doppelhybrid-System als Interaktionspartner der a2-Chimaerin-SH2-Domine identifiziert
werden konnte, weist auf eine Rolle von a2-Chimaerin bei der vorwirts-gerichteten Ephrin-
Eph-Signaliibertragung hin. Fiir die EphA4”- und EphrinB3”-Linien wurde auBerdem das
Fehlen der anterioren Kommissur beschrieben, welche die beiden Hilften des olfaktorischen
Systems verbindet. Die Untersuchungen der verschiedenen EphA4-knock-in-Linien fiihren
dies auf riickwirts-gerichtete Ephrin-Eph-Signaliibertragung zuriick (Kullander et al., 2001b).
Um zu iiberpriifen ob a-Chimaerine auch am reversen Ephrin-Eph-Signalweg beteiligt sind,
wurden frontale Nissl-gefarbte Gehirnschnitte auf diese Gehirnstruktur hin untersucht. Wenn
a-Chimaerine nur am vorwérts-gerichteten Ephrin-Eph-Signalweg beteiligt sind, sollte die
anteriore Kommissur in den a-Chimaerin-Mausmutanten intakt sein. Abbildung 29 zeigt, dass

dies der Fall ist.

Wildtyp mut/mut -/-

X b3

R AR R Y

Abbildung 29: Morphologie der anterioren Kommissur in adulten a-Chimaerin-Mausmutanten

Frontale Gefrierschnitte von adulten a-Chimaerin™"™", g-Chimaerin”-Mausen und Wildtyp-
Kontrolltieren, wurden Nissl-gefarbt. Die anteriore Kommissur ist bei den a-Chimaerin-Mausmutanten
normal entwickelt. Der anteriore (aAc)- und der posteriore (pAc) Anteil der anterioren Kommissur sind
in der Wildtyp-Abbildung mit schwarzen Pfeilspitzen markiert. Pro Genotyp wurden Schnitte von

mut/mut,

jeweils sechs Tieren Uberprift (n=6). Langenstandard: 1000 pm. mut/mut, a-Chimaerin ; -l-, o-
Chimaerin™".

Fir verschiedene EphB- und EphrinB-knock-out- und -knock-in- und verschiedene
EphA4/EphB- und EphrinB-doppel-knock-out-Mauslinien wurden aulerdem morphologische
Verdnderungen unterschiedlichen Ausmafles im Corpus Callosum beschrieben, der
Kommissur, die die beiden Hemisphiren den GroBhirns verbindet (Mendes et al., 2006). Ob
es sich hierbei um einen Defekt des vorwirts-gerichteten, des riickwérts-gerichteten oder des

bidirektionalen Signalweges handelt, ist jedoch nicht zweifelsfrei geklart (Cowan et al., 2004;
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Henkemeyer et al., 1996; Mendes et al., 2006). Deshalb wurde auch diese Struktur mittels
Nissl-geféarbter frontaler Gehirnschnitte untersucht. Aus Abbildung 30 geht hervor, dass auch

das Corpus Callosum beider a-Chimaerin-Mausmutanten keinerlei Anomalien aufweist.

Wildtyp mut/mut ~/-
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Abbildung 30: Morphologie des Corpus Callosum in adulten a-Chimaerin-Mausmutanten
Frontale Gefrierschnitte von adulten o-Chimaerin-C1-Domanen-knock-in- (mut/mut), a-Chimaerin-
knock-out- (-/-) und Wildtyp-Gehirnen, wurden Nissl-gefarbt. Das Corpus Callosum (CC) ist bei den a-
Chimaerin-Mausmutanten normal entwickelt. Das Corpus Callosum ist in der Wildtyp-Abbildung mit
einer schwarzen Pfeilspitze markiert. Pro Genotyp wurden Schnitte von jeweils sechs Tieren Uberpruift
(n=6). Langenstandard: 1000 ym. mut/mut, a-Chimaerin™'™"; -/-, a-Chimaerin™".

3.4.7 Untersuchung der Morphologie des Riickenmarks von o-Chimaerin-Maus-

mutanten

Fiir EphA4”- und EphrinB3”-Mauslinien wurde gezeigt, dass diese Tiere eine verdnderte
Morphologie des dorsalen Funiculus (DF) im Riickenmark aufweisen (Dottori et al., 1998;
Kullander et al., 2001a). Hier verlaufen die Axone des CST. Diese Fasern haben ihren
Ursprung in Neuronen der Schicht 5 des Motorkortex und projizieren iiber die
Pyramidenbahnen ins Riickenmark. 90-95 % der Fasern kreuzen die Mittellinie auf Hohe der
Medulla oblongata an der Pyramidenkreuzung und durchlaufen die kontralaterale Seite des
Riickenmarks durch den DF. Zielzellen des CST sind Interneurone des Riickenmarks und
alpha-Motoneurone. Zur Untersuchung der Morphologie des Riickenmarks, wurden
homozygote Maiuse beider o-Chimaerin-Linien und Wildtyp-Kontrolltiere mit Para-
formaldehyd perfundiert. AnschlieBend wurde das Riickenmark entfernt und mit Hilfe eines
Vibratoms geschnitten. Die Schnitte wurden, solange sie feucht waren, im Dunkelfeld eines
Lichtmikroskops analysiert. Abbildung 31A zeigt repridsentative Schnitte aus der

mut/mut

. . . . . . o) .
Lumbalregion des Riickenmarks von oa-Chimaerin und a-Chimaerin™-Mausen und
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Wildtyp-Kontrolltieren. Die Quantifizierung (Abb. 31C) der Hohe des DF im Verhéltnis zur
Gesamthohe des Riickenmarks zeigt, dass in beiden a-Chimaerin-Mausmutanten-Linien die
Hohe des DF reduziert ist. AuBBerdem ist der DF breiter. Dieser Phidnotyp ist bei den a-

mut/mut

Chimaerin™-Tieren stirker ausgeprigt als bei den a-Chimaerin - Tieren. Die Verkiirzung
des DF fiihrt auBerdem zu einer Verbreiterung der dorsal zum zentralen Kanal (ZK)

gelegenen grauen Substanz (DGS).

mut/mut

Wildtyp

A
45
B C 40
Dorsaler 35 *% %
i 30
Hohe des Funiculus (DF) o )
Ruckenmarks

des Ruckenmarks (%)
n
o

Anteil des DF an der Hohe

Wildtyp mut/mut  -/-

Abbildung 31: Morphologie des Riickenmarks in adulten a-Chimaerin-Mausmutanten

(A) Reprasentative Dunkelfeldaufnahmem von frontalen Vibratomschnitten des Riickenmarks adulter
a-Chimaerin™™" g-Chimaerin”-Mause und Wildtyp-Kontrolltiere. Der DF ist in a-Chimaerin-
Mausmutanten kirzer und breiter als in Kontrolltieren. (B) Schematische Darstellung der Messung der
Hoéhe des DF und des Rickenmarks fir die Quantifizierung des verkirzten DF. (C) Balkendiagramm
der Quantifizierung der Hohe des DF. Pro Genotyp wurden jeweils sieben Schnitte von jeweils drei
Tieren Uberprift (n=3). Die Fehlerindikatoren zeigen den Standardfehler des Mittelwertes (SEM)*, P<
0,05;**P<0,01. Langenstandard: 500 pm. mut/mut, a-Chimaerin™'™; -/-, a-Chimaerin”; DF, dorsaler
Funiculus; DGS, dorsal zum zentralen Kanal gelegene graue Substanz; VF, ventraler Funiculus; ZK,
zentraler Kanal.

3.4.8 Markierung der CST-Fasern

Durch den DF verlaufen die Axone des CST. Nachdem sie auf Hohe der Medulla oblongata
auf die kontralaterale Seite ihres Ursprungs gekreuzt haben, werden sie durch die Expression
von EphrinB3 an der Mittellinie und von EphA4 in ihren Wachstumskegeln an der
Riickkreuzung der Mittellinie gehindert (Coonan et al., 2001; Kullander et al., 2001a;
Yokoyama et al., 2001). Dies wurde unter anderem mit Hilfe von Experimenten gezeigt, bei
denen eine fluoreszierende Substanz (Biotin-Dextran-Amin) in den Motorkortex von
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andsthesierten Maiusen injiziert und die Tiere nach einer Woche mit Paraformaldehyd
perfundiert wurden, um dann das Riickenmark zu untersuchen. Dieses Experiment wurde fiir
homozygote o-Chimaerin-Mausmutanten und Wildtyp-Kontrolltiere von Dr. Joaquim Egea
aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Riidiger Klein am Max-Planck-Institut fiir Neurobiologie
in Martinsried durchgefiihrt. Die Analyse der Riickenmarkschnitte nach Markierung des CST
zeigte, dass in den a-Chimaerin-Mausmutanten die CST-Axone im DF korrekt auf der Seite
kontralateral zur Markierungsinjektion positioniert sind, jedoch irrtiimlich {iber die Mittellinie
auf die ipsilaterale Seite zuriickkreuzen, sobald sie in die graue Substanz projizieren (Abb.
32A). Dieser Phénotyp stimmt mit dem von EphA4”-und EphrinB3"-Miusen und EphA4-
knock-in-Mausen, bei denen selektiv die vorwirts-gerichtete Signaliibertragung des Ephrin-
EphA4-Signalweges inhibiert ist, iiberein. Die Quantifizierung von Riickenmarkschnitten

zeigt, dass auch dieser Phanotyp bei den a-Chimaerin”-Miusen ausgeprigter ist als bei den

mut/mut

o-Chimaerin -Maiusen.

A B Abbildung 32: Markierung von CST Axonen
mit Biotin-Dextran-Amin

(A) Reprasentative Aufnahmen von frontalen
Gefrierschnitten (15 um) des Rickenmarks
adulter  a-Chimaerin™ ™. o-Chimaerin™-
Mé&ause und Wildtyp-Kontrolltiere nach Injektion
von Biotin-Dextran-Amin in den Motorkortex
anasthesierter Tiere. Die Mause wurden 7
Tage nach der Markierungsinjektion mit 4%
Paraformaldehyd perfundiert und das Ruicken-
mark wurde enthommen. In beiden o-

Cc Chimaerin-Mausmutanten  kreuzen Axone
100 irrtimlich  zurlick Uber die Mittellinie. (B)
i % Schematische Darstellung des Verlaufs der
o2 80 I CST-Axone, die ihren Ursprung im Motorkortex
S g % haben und die Mittellinie auf Hohe der Medulla
gc L oblongata kreuzen, um dann auf der
Eg 60 kontralateralen Seite des Riickenmarks ihre
@y 50 Zielzellen zu erreichen. (C) Balkendiagramm
& g 40 der Quantifizierung der Riickenmarkschnitte, in
5 30 denen riickkreuzende Axone identifiziert
20 wurden. Es wurden jeweils ca. 40 Schnitte pro
10 - Tier von jeweils drei Tieren pro Genotyp
0 Uberprift (n=3). Die Fehlerindikatoren zeigen
Wildityp mutimun. - 5= den Standardfehler des Mittelwertes (SEM). **,
p<0,01. Langenstandard: 100 pm. mut/mut, a-

Chimaerin™/™". _/- 4-Chimaerin™".
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3.4.9 Elektrophysiologische Untersuchungen der Bewegungskontrolle am isolierten

Riickenmark

Die kaninchenartige Fortbewegung der a-Chimaerin-Mausmutanten wird zu einem Zeitpunkt
sichtbar (ca. P7), an dem in der Entwicklung der Maus die CST-Axone ihre Zielzellen im
lumbalen Bereich des Riickenmarks noch nicht erreicht haben (Gianino et al., 1999). Daher ist
es zu vermuten, dass die Riickkreuzung von CST-Axonen iiber die Mittellinie nicht fiir den
Verlust der unilateralen Bewegungskontrolle in den a-Chimaerin- und den beschriebenen
EphA4- und EphrinB3-Mutanten, verantwortlich ist.

Die neurophysiologischen Mechanismen, welche die Lokomotion der Vertebraten
steuern und ausfiihren sind noch nicht bis ins Detail geklért. Eine wichtige Komponente sind
die so genannten Central Pattern Generators (CPGs), lokale neuronale Netzwerke des
Riickenmarks (Grillner und Wallen, 1985; Kiehn, 2006), die auch nach vollstindiger
Isolierung des Riickenmarks vom Gehirn rhythmische Bewegungen der Extremitéten ausldsen
konnen (Cazalets et al., 1995; Kiehn und Kjaerulff, 1998). Die CPGs, die die
Vorderextremitéten kontrollieren sind in der cervicalen Region des Riickenmarks lokalisiert
(Yamaguchi, 2004), wahrend die Hinterextremititen von CPGs im Lumbalbereich des
Riickenmarks gesteuert werden (Grillner, 1981). Studien zur Aufkldrung der Mechanismen
der Lokomotion haben sich vor allem auf die CPGs, die im Lumbalbereich des Riickenmarks
lokalisiert sind, konzentriert. Schliisselkomponenten des Laufens sind der Rhythmus, die
ipsilaterale Koordination der Beuger und Strecker und die rechts/links-Koordination (Kiehn,
2006). Zur Uberpriifung der Funktionsfihigkeit der CPGs in a-Chimaerin”-Méusen wurden
elektrophysiologische Ableitungen von Nervenwurzeln isolierter Riickenmarkpriparationen
neugeborener Miuse (postnataler Tag 0-3) nach Applikation von NMDA, Serotonin und
Dopamin vorgenommen. Diese Experimente wurden von Henrik Gezelius im Labor von Prof.
Dr. Klas Kullander an der Universitit von Uppsala in Schweden durchgefiihrt. Aufgrund des
hohen Aufwands, den diese Experimente erfordern, wurden nur die a-Chimaerin”-Miuse und

t/ t . .
MM _M3Euse  untersucht. Die

Wildtyp-Kontrolltiere, jedoch nicht die o-Chimaerin
Abbildungen 2A und 2D des Anhangs zeigen Ableitungen der rechten und der linken
Nervenwurzeln des Lumbalsegments 2 (rL2 bzw. 1L2) und der linken Nervenwurzeln des
Lumbalsegments 5 (IL5). Ein Vergleich der Aktivitidten von rL.2 und IL2 zeigt fiir Wildtyp-
Tiere (A) eine rechts/links Alternierung von Aktivititen der Nervenwurzeln eines Segments
(intrasegmentale Ableitung). Der Vergleich der Aktivititen von Nervenwurzeln einer Seite

zweier unterschiedlicher Segmente (IL2 und ILS5), zeigt hingegen die Alternierung von
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Beugung und Streckung (intersegmentale Ableitung). Die Alternierung zwischen Beugung
und Streckung ist bei den a-Chimaerin”-Tieren erhalten (D). Im Gegensatz zu den Wildtyp-
Mausen findet jedoch zwischen den Aktivitdten von rL2 und 1L2 keine Alternierung statt,
sondern die Aktivitdten treten viel mehr unkoordiniert auf. Dies ist mit Hilfe von zirkuldren
Phasendiagrammen fiir Wildtyp-Tiere in Abbildung 2B und 2C und fiir a-Chimaerin”-Tiere
in Abbildung 2E und 2F des Anhangs nochmals dargestellt.

3.4.10 Markierung von kommissuralen Interneuronen des Riickenmarks mittels

fluoreszierender Farbstoffe

Ein wichtiger Bestandteil der CPGs, welche die Lokomotion kontrollieren, sind kommissurale
Interneurone (CINs). Diese projizieren Axone iiber die Mittellinie des Riickenmarks, um
synaptische Kontakte mit Motoneuronen und/oder anderen Interneuronen auszubilden. CINs,
werden fiir die Kontrolle der rechts/links Koordination der Bewegung verantwortlich gemacht
(Kiehn, 2006). Eine Misslokalisation von CINs in a-Chimaerin”-Miusen konnte daher den
beobachteten Phinotyp von unkoordinierter rechts/links Rhytmik analysierter Nervenwurzel-
Aktivititen bei den elektrophysiologischen Messungen, erkldren. CINs konnen in
intrasegmentale und intersegmentale CINs unterteilt werden. Die intersegmentalen CINs
haben lange Axone, die mindestens {iber zwei Segmente projizieren. Sie konnen nochmals in
aufsteigende (ascending CINs, aCINs), absteigende (descending CINs, dCINs) und sich
gabelnde (bifurcating CINs, adCINs) CINs unterteilt werden. Um die Lage dieser Neuronen
und ihrer projizierenden Fasern in den a-Chimaerin”-Miusen zu iiberpriifen, wurden
homozygoten Tieren dieser Linie und Wildtyp-Kontrolltieren die fluoreszierenden Farbstoffe
Fluorescein-Dextran-Amin (FDA) und Rhodamin-Dextran-Amin (RDA) in das ventrale
Riickenmark appliziert. Es wurde sowohl eine Markierung von intrasegmentalen wie auch
von intersegmentalen CINs vorgenommen (Abb. 3A und 3B des Anhangs). Dieses
Experiment wurde von Nadine Rabe im Labor von Prof. Dr. Klas Kullander an der
Universitit von Uppsala in Schweden durchgefiihrt. Aus Abbildung 3C bis 3R des Anhangs
ist ersichtlich, dass im Riickenmark der a-Chimaerin”-Méusen keine offensichtlichen
Defekte beziiglich der Position und Anzahl von CINs festzustellen sind. Allerdings wurden
durch diese Markierungsmethode bei o-Chimaerin”-Méusen Axone gefirbt, die die
Mittellinie des Riickenmarks dorsal und ventral von zentralen Kanal kreuzten (Abb. 3E, 3F

und 3M bis 3R des Anhangs). Diese Beobachtung wurde bereits bei EphA4”-Miusen
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gemacht, bei denen gezeigt werden konnte, dass es sich hierbei um normalerweise EphA4-
positive, ipsilateral verbleibende Interneurone handelt (Kullander et al., 2003). Diese
irrtimlich die Mittellinie kreuzenden exzitatorischen und partiell rhythmisch aktiven
Interneurone, wurden fiir die Synchronisierung der Bewegung der linken und rechten

Extremitéten verantwortlich gemacht (Butt et al., 2005; Kullander et al., 2003).

3.4.11 Induktion des Wachstumskegelkollaps in kultivierten, kortikalen Neuronen von

mut/mut

o-Chimaerin - und o.-Chimaerin -Miusen

Die Bindung vorkomplexierter Ephrine an den Eph-Rezeptor induziert die Bildung von
Rezeptor-Komplexen und fiihrt dadurch zu seiner Autophosphorylierung. Ein nicht bis in alle
Einzelheiten geklédrter Signaliibertragungsmechanismus fithrt dann zum Kollaps des den
Rezeptor exprimierenden Wachstumskegels. Ob in Neuronen, die kein Gesamtlingen-o.-
Chimaerin (a-Chimaerin™) oder nur ein geringes Maff an verkiirztem o2-Chimaerin (a-

. . t/ t
Chimaerin™"™

) exprimieren, die Signaliibertragung, welche zur Induktion des Wachstums-
kegelkollaps notwendig ist, noch stattfindet, wurde mit dissozierten, kultivierten, kortikalen
Neuronen iiberpriift. Hierflir wurden kortikale Neuronen am Tag 16,5 der embryonalen
Entwicklung aus dem spéteren Motorkortex, in dem die CST-Axone ihren Ursprung haben,
dissoziiert und in Kultur genommen. In einer fritheren Studie konnte bereits gezeigt werden,
dass ca. 80% dieser Neuronen den EphA4-Rezeptor exprimieren (Kullander et al., 2001a) und
sie sich deshalb besonders gut fiir ein solches Experiment eignen. Nach 36 Stunden wurde der
Wachstumskegelkollaps durch Zugabe der vorkomplexierten Liganden Fc-EphrinAl, Fc-
EphrinB3 oder Fc (Kontrolle) induziert. Fc-EphrinAl und Fc-EphrinB3 sind dsliche
rekombinante Fusionsproteine der extrazelluliren Domine des jeweiligen Ephrins und des Fc-
Fragments von humanen IgG-Antikdrpern. Nach der Stimulation wurden die Neuronen mit
Paraformaldehyd fixiert und das Aktinzytoskelett mit dem Toxin des Pilzes Aminata
phalloides, Phalloidin, angeférbt.

Die Auswertung des Experiments erfolgte durch Klassifizierung der Neuronen. Es
wurde bewertet, ob ein Neuron einen nicht kollabierten, unverdnderten Wachstumskegel mit
der typischen handartigen Struktur und starker Aktin-Anfiarbung oder einen kollabierten
Wachstumskegel mit schwacher Aktin Anfarbung und keinen Filopodien an der Spitze des
Axons aufwies. Bei dieser Auswertung wurden nur Neurone gezéhlt, bei denen das Axon klar

zu identifizieren war. Ein Neurit wurde als Axon gewertet, wenn er mindestens doppelt so
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lang wie die anderen Neuriten war. Die Ergebnisse sind in Abbildung 33 dargestellt. Die
Analyse ergab, dass Neuronen homozygoter Tiere beider a-Chimaerin-Mausmutanten nach
Induktion des Wachstumskegelkollapses durch EphrinB3 und EphrinA1 eine Reduktion der
Anzahl an kollabierten Wachstumskegeln im Vergleich zu Neuronen aus Wildtyp-
Geschwistern zeigten. Auch dieser Phinotyp ist bei den a-Chimaerin”-Tieren ausgeprigter

mut/mut

als bei den a-Chimaerin -Tieren.
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Abbildung 33: Induktion des Wachstumskegelkollaps durch die Liganden EphrinB3 und
EphrinA1 in kultivierten, kortikalen Neuronen von a-Chimaerin™'™ . und a-Chimaerin’-
Mausen

Dissoziierte, kultivierte, kortikale Neuronen aus dem embryonalen (E16,5) Motorkortex wurden nach
36 Stunden mit 2 yg/ml vorkomplexiertem Fc-EphrinA1, Fc-EphrinB3 oder Fc (Kontrolle) stimuliert.
Nach 30 Minuten wurden die Neuronen fixiert und das Aktinzytoskelett wurde mit Phalloidin angefarbt.
(A, B) Balkendiagramme der Quantifizierung von kollabierten Wachstumskegeln von o-
Chimaerin™"™% (A) und a-Chimaerin”-Neuronen (B) nach Ligandenstimulation mit EphrinA1 oder
EphrinB3. a-Chimaerin™"™"-und a-Chimaerin”-Neurone zeigen eine verminderte Anzahl kollabierter
Wachstumskegel im Vergleich zu Neuronen aus Wildtyp-Geschwistertieren. (C) Reprasentative
Beispiele von Neuronen, deren Wachstumskegel als nicht kollabiert (links, mit einem weil3en Pfeil
gekennzeichnet) oder kollabiert (rechts, mit weifl3en PfeiIsPitzen gekennzeichnet) klassifiziert wurden.

mut/mut,

WT, Wildtyp; mut/mut, a-Chimaerin ; -I-, a-Chimaerin™’; Fc, Fragment crystallizable.
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3.4.12 Immunoblot-Analyse der EphA4- und (-Chimaerin-Expression und des
Phosphorylierungsstatus von EphA4 in kultivierten, kortikalen Neuronen von o-

Chimaerin™-Miusen

Die Reduktion der Anzahl kollabierter Wachstumskegel nach Ligandenstimulation in

t/ t . . /- . . . .
MM yund a-Chimaerin”-Méiusen konnte nicht nur durch eine

Neuronen von a-Chimaerin
gestorte Signaliibermittlung, sondern auch durch eine verringerte EphA4-Expression in diesen
Neuronen oder einen verdnderten Phosphorylierungsstatus von EphA4 erklirt werden. Um
dies zu priifen, wurden kortikale kultivierte Neuronen (E16,5) von a-Chimaerin”-Mausen
und Wildtyp-Kontrolltieren 36 Stunden nach Inkulturnahme mit fiinf pg/ml vor-
komplexiertem Fc-EphrinAl oder Fc (Kontrolle) stimuliert. AnschlieBend wurden die
Neuronen in Gegenwart von Phosphataseinhibitoren lysiert und EphA4 mit einem EphA4-
spezifischen Antikorper immunprézipitiert. Das Immunprézipitat und das Lysat wurden mit
SDS-PAGE getrennt und mittels Immunoblot-Analyse mit einem anti-Phosphotyrosin-
Antikorper und/oder einem anti-EphA4-Antikorper untersucht. Abbildung 34A zeigt, dass
weder die Expression von EphA4, noch der Phosphorylierungsstatus nach EphrinAl-
Stimulation in Neuronen von a-Chimaerin”-Méusen im Vergleich zu Neuronen aus
Kontrolltieren verdndert ist.

Die Reduktion der Anzahl kollabierter Wachstumskegel nach Ligandenstimulation ist
zwar signifikant, aber nicht bis auf den Kontroll-Level nach Fc-Stimulation vermindert. Dass
im Hefedoppelhybridsystem auch die p2-Chimaerin-SH2-Domine mit EphrinB1 (s. 2.2) und
wie spater gezeigt wird, auch mit EphA4 (s. 2.5.1) interagiert, legt den Schluss nahe, dass a2-
Chimaerin und f2-Chimaerin zumindest zum Teil funktionell redundant sind. Bisher wurde
jedoch keine B2-Expression im Motorkortex beschrieben. Um zu untersuchen ob f2-
Chimaerin im Motorkortex exprimiert wird, wurden Motorkortexhomogenate von E18-Tieren
einer Immunoblot-Analyse unterzogen. Hierfiir wurden a-Chimaerin™™-, [S-Chimaerin’/'-
Maiuse, die fiir dieses Experiment von Frau Dr. Andrea Betz zur Verfiigung gestellt wurden,
und die jeweiligen Wildtyp-Kontrolltiere verwendet. Aus Abbildung 34B ist ersichtlich, dass
zu diesem Zeitpunkt der Entwicklung eine schwache P2-Chimaerin-Expression im Motor-
kortex nachgewiesen werden kann. Dies konnte eine Erklarung fiir die verbliebene Féhigkeit

mut/mut

zum Wachstumskegelkollaps der o-Chimaerin™”- und a-Chimaerin -Neuronen sein.
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Abbildung 34: Immunoblot-Analysen der EphA4-Expression und des Phosphorylierungsstatus
von EphA4 in kultivierten, kortikalen Neuronen und der Expression von f2-Chimaerin im
Motorkortex

(A) Kultivierte, kortikale Neuronen von a-Chimaerin™-M3ausen oder Wildtyp-Kontrolltieren wurden nach
36 Stunden in Kultur mit 5ug/ml vorkomplexiertem Fc-EphrinA1 oder Fc fir 30 Minuten stimuliert und
anschlief’end lysiert. EphA4 wurde immunprazipitiert und die Lysate und Immunprazipitate wurden
mittels anti-Phosphotyrosin- und anti-EphA4-Antikdrpern analysiert. Es sind keine Veranderungen der
Expression oder des Phosphorylierungsstatus feststellbar. (B) Homogenate vom Motorkortex aus a-
Chimaerin™- oder ﬁ—Chimaerin'/'—Méusen und den jeweiligen Wildtyp-Kontrolltieren (E18) wurden
mittels Immunoblot auf die Expression von p2-Chimaerin getestet. $2-Chimaerin ist im Motorkortex
schwach exprimiert. WT, Wildtyp; a-Chim”, a-Chimaerin; [3—Chim'/', [S—Chimaerin'/'; E18, embryonaler
Tag 18.

3.5 Biochemische Analyse der Interaktionen von a-Chimaerinen

Die vorangegangenen Experimente belegen, dass a-Chimaerine eine Rolle in der vorwirts-
gerichteten Ephrin-EphA4-Signaliibertragung spielen. Die molekulare Interaktion zwischen
a-Chimaerinen und EphA4 sollte mit Hilfe von biochemischen Experimenten charakterisiert
werden. Des Weiteren sollte die Interaktion zwischen a-Chimaerinen und Nck (Wells et al.,
2006), einem ebenfalls an der Ephrin-Eph-Signaliibertragung beteiligten Adaptermolekiil,

ndher charakterisiert werden.

3.5.1 Hefe-Doppelhybrid-Experimente zur Untersuchung der Interaktion zwischen
der o2-Chimaerin- und p2-Chimaerin-SH2-Domine und der Kinasedoméinen von

EphB1 und EphA4

In dem unter 2.2 beschriebenen Hefe-Doppelhybrid-Experiment wurde die Kinasedoméne
von EphB1 als Interaktionspartner der a2-Chimaerin-SH2-Domine identifiziert. Hierbei
wurde ein a2-Chimaerin-SH2-Src-Kinase-Kdderkonstrukt verwendet. Aufgrund  des

mut/mut

Phénotyps der a-Chimaerin und a-Chimaerin”-Miuse sollte auf eine Ubertragbarkeit
dieses Ergebnisses auf EphA4 getestet werden. Hierfiir wurden folgende Kotransformationen
durchgefiihrt:
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* a2-Chimaerin-SH2-Src-Kinase + EphB1 (AS 632-902)
* a2-Chimaerin-SH2-Src-Kinase + EphA4 (AS 634-902)
* P2-Chimaerin-SH2-Src-Kinase + EphB1 (AS 632-902)
* PB2-Chimaerin-SH2-Src-Kinase + EphA4 (AS 634-902)

Die kotransformierten Hefen wurden auf histidinfreiem Selektionsmedium ausgebracht, das
nur das Wachstum von Hefeklonen gestattet, die miteinander interagierende Proteine
exprimieren. Fiir Kontrollzwecke wurden ein Lamin-Kdderkonstrukt, ein Koderkonstrukt,
das nur die cDNA der Src-Kinasedoméne enthilt, ein Koderkonstrukt, das die Src-SH2-
Domaine fusioniert an die Src-Kinasedomine beinhaltet, und ein Koderkonstrukt, das nur die
a2-Chimaerin-SH2-Doméne enthélt, ebenfalls mit dem EphB1-oder EphA4-Beutekonstrukt
kotransformiert. Abbildung 35 zeigt das relative Wachstum der kotransformierten Hefen auf
Mangelmedium und die schematische Darstellung der beiden Proteine. Bei allen Hefen, die
mit Konstrukten, die fiir eine der beiden Chimaerin-SH2-Doménen fusioniert an die Src-
Kinasedoméne kodieren, und mit Konstrukten, die eine der beiden Eph Kinasedoménen
kodieren, kotransformiert wurden, konnte sehr starkes Wachstum auf dem Mangelmedium

beobachtet werden.

A B
o2/p2 EphB1/A4- EphB1 AS 632-902 relatives
Chimaerin 1Z + Wachstum
Lamin -
} o2-Chimaerin-SH2-Src-Kinase  +++
B2-Chimaerin-SH2-Src-Kinase  +++

o2-Chimaerin-SH2 -
Src-Kinase +

EphA4 AS 634-902
+
Lamin -
o2-Chimaerin-SH2-Src-Kinase  +++
B2-Chimaerin-SH2-Src-Kinase  +++
02-Chimaerin-SH2 -
Src-Kinase +

oseury JAL

Vector
+
o2-Chimaerin-SH2-Src-Kinase -

VS

PDZ-Bd

Abbildung 35: Hefe-Doppelhybrid-Experiment zur Untersuchung der EphB1/EphA4-Chimaerin-
Interaktion

(A) Schematische Darstellung von a2- bzw. $2-Chimaerin und des intrazelluldaren Bereichs von EphA4
bzw. EphB1. Die AS, die von den jeweiligen Kdder- bzw. Beutekonstrukten kodiert werden, sind mit
schwarzen Balken gekennzeichnet. (B) Klassifizierung des relativen Wachstums von L40-Hefe auf
histidinfreiem Mangelmedium nach Kotransformation mit den angegeben Konstrukten. Klassifizierung:
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- kein Wachstum; + schwaches Wachstum; ++ starkes Wachstum; +++ sehr starkes Wachstum.
EphB1/A4-1Z, intrazellularer Bereich von EphB1 bzw. EphA4; SH2, SH2-Domane; C1, C1-Domane;
RacGAP, RacGAP-Domane; AS, Aminosauren; Tyr Kinase, Tyrosin-Kinasedomane; SAM, sterile a-
moti-Domane; PDZ-BD, PDZ-Bindungsstelle; a2-Chimaerin-SH2-Src-Kinase, o2-Chimaerin-SH2-
Doméne fusioniert an die Kinasedomane der Src-Kinase; p2-Chimaerin-SH2-Src-Kinase, p2-
Chimaerin-SH2-Domane fusioniert an die Kinasedoméane der Src-Kinase; a2-Chimaerin-SH2, a2-
Chimaerin-SH2-Domane; Src-Kinase, Kinasedomane der Src-Kinase.

3.5.2 Kosedimentationsexperimente zur Charakterisierung der a-Chimaerin-EphA4-

Interaktion

Zur Verifizierung der molekularen Interaktion zwischen a-Chimaerinen und EphA4 wurden
Kosedimentationsexperimente mit in FE. coli exprimierten, an Glutathion-Sepharose
immobilisierten Glutathion-S-Transferase-(GST)-a-Chimaerin-Fusionsproteinen und mit in
293FT-Zellen iiberexprimiertem EphA4 durchgefiihrt. Als Negativkontrolle diente GST. Fiir
ein erstes Experiment wurden folgende GST-a-Chimaerin-Fusionsproteine verwendet: GST-
a1-Chimaerin, GST-a2-Chimaerin, a2-Chimaerin (1-183)-GST und a2-Chimaerin (1-183)
RBL_GST. a2-Chimaerin (1-183)-GST beinhaltet den N-Terminus, die SH2-Domine und
Teile der SH2-Dominen-C1-Doménen-Verbindungsregion von o2-Chimaerin. Die R73L
Mutation fithrt zu einem Verlust der Affinitdit der SH2-Domine fiir phosphorylierte
Tyrosinreste (Hall et al., 2001). EphA4 wurde in Wildtyp-Form (EphA4 WT) oder als
EphA4K653M, in einer Kinase-inaktiven Form (kinase dead, KD; Kullander et al., 2001b)
verwendet. Es wurden jeweils gleiche Mengen der verschiedenen GST-Fusionsproteine und
der 293FT-Zelllysate eingesetzt. Nach Inkubation der Zelllysate mit dem immobilisierten
Fusionsprotein und intensivem Waschen wurde gebundenes Material iiber SDS-PAGE
getrennt und mit Hilfe der Immunoblot-Analyse unter Verwendung eines anti-EphA4 und
eines anti-Phosphotyrosin Antikorpers ausgewertet. Abbildung 36A zeigt, dass sowohl GST- -
al-Chimaerin als auch GST-a2-Chimaerin mit EphA4 kosedimentiert wurden. Dieses
Ergebnis wurde nicht erwartet, da ol-Chimaerin keine SH2-Doméne aufweist und die
Interaktion zwischen a2-Chimaerin und EphA4 in der Hefe mit einem Kdderkonstrukt
nachgewiesen wurde, welches nur die SH2-Doméne (fusioniert an die Kinasedoméne der Src-
Kinase) beinhaltet. Offensichtlich besitzt somit auch ol-Chimaerin eine EphA4-
Bindungsstelle. Die Bindung von GST-a1-Chimaerin an EphA4 ist sogar stirker als die von
GST-Chimaerin an EphA4. Dies hingt vermutlich mit der unterschiedlichen Tertidrstruktur
der a-Chimaerine zusammen. o1-Chimaerin bindet mit gleicher Affinitit sowohl an den

aktiven (EphA4 WT) wie an den inaktiven (EphA4 KD) Rezeptor. Dies wurde mit einem in
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Abbildung 36B gezeigten Experiment, in dem unterschiedliche Mengen an GST-al-
Chimaerin eingesetzt wurden, bestitigt. Im Gegensatz dazu bindet GST-a2-Chimaerin mit
hoherer Affinitdt an den aktiven als an den inaktiven EphA4-Rezeptor. a2-Chimaerin (1-
183)-GST bindet mit etwas hoherer Affinitdt an den aktivierten Rezeptor, als GST-o2-
Chimaerin, wiahrend die Bindung an den inaktiven Rezeptor fiir beide Fusionsproteine
vergleichbar ist. Das a2-Chimaerin (1-183)%**-GST Fusionsprotein bindet fast gar nicht an
den aktiven, jedoch noch immer an den inaktiven Rezeptor. In Abbildung 36C ist die Bindung
von GST-al-Chimaerin und GST-02-Chimaerin an EphA4 WT, EphA4¥>%"Y%F (EphA4
FF) und EphA4 ™Y (Eph A4 EE) gezeigt. Diese Mutationen in der Juxtamembranregion
von EphA4 verhindern die Bindung von SH2-Doménen-Proteinen an diese Tyrosinreste
(Cowan et al., 2005; Kullander et al., 2001b), EphA4 FF hat aufgrund der fehlenden
Autophosphorylierung nur eine geringe Kinase-Aktivitdt, wiahrend die Kinase von EphA4 EE
aufgrund der negativen Ladung der Glutamatreste und eine durch diese verhinderte
Autoinhibition, konstitutiv aktiv ist (Egea et al., 2005; Kullander et al., 2001b). Der Vergleich
mit EphA4 WT sollte zeigen, ob nur die EphA4-Kinasedomine, die im Hefedoppelhybrid-
Experiment fiir die Interaktion ausreichend war, bindet oder ob auch die Juxtamembranreste,
fiir die mehrere Interaktionen mit SH2-Doménen-Proteinen in der Literatur beschrieben sind
(Ubersichtsartikel: Kullander und Klein, 2002), an o-Chimaerine binden. Dieses Experiment
zeigte, dass die Juxtamembranreste von EphA4 keinen Einfluss auf die Bindung an a-
Chimaerine haben. Um die Beteiligung der SH2-Domine an der a2-Chimaerin-EphA4
Interaktion zu untersuchen, wurde ein weiteres Kosedimentationsexperiment mit einem GST-
a2-Chimaerin (A55-129) (GST-a2-Chimaerin ASH2) Fusionsprotein durchgefiihrt, dem die
SH2-Doméne fehlt. Aus Abbildung 36D ist ersichtlich, dass auch dieses Fusionsprotein an
EphA4 bindet. Auch hier ist, wie auch bei GST-Gesamtldngen-a2-Chimaerin, die Affinitat
fiir den aktiven Rezeptor hoher, als fiir den inaktiven. Dieses Ergebnis zeigt, dass a2-

Chimaerin eine weitere EphA4-Bindungsstelle auB3erhalb der SH2-Doméne besitzt.
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Abbildung 36: Kosedimentationsexperimente zur Untersuchung der EphA4-a-Chimaerin-
Interaktion

(A-D) Kosedimentationsexperimente mit bakteriell exprimierten GST-a-Chimaerin-Fusionsproteinen
und in 293FT-Zellen Uberexprimierten EphA4-Proteinen. Die GST-Fusionsproteine wurden an
Glutathion-Sepharose immobilisiert, gereinigt und anschlieBend wurden je 25 nMol (in B siehe
Beschriftung) mit den entsprechenden 293FT-Zellysaten in Kosedimentationspuffer inkubiert. Nach
intensivem Waschen wurden gebundene Proteine (ber SDS-PAGE aufgetrennt und mittels
Immunoblot mit einem flir EphA4 spezifischen Antikdrper bzw. in A zusatzlich mit einem anti-
Phosphotyrosin-Antikdrper analysiert. (A) Kosedimentationsexperimente mit GST-a1-Chimaerin, GST-
a2-Chimaerin, a2-Chimaerin (1-183)-GST, a2-Chimaerin (1-183)%"**-GST und EphA4 WT bzw. EphA4
KD. Alle verwendeten Fusionsproteine binden an EphA4, jedoch mit unterschiedlichen Affinitaten. (B)
Kosedimentationsexperimente von unterschiedlichen Mengen an GST-a1-Chimaerin mit EphA4 WT
oder EphA4 KD. GST-a1-Chimaerin bindet mit gleicher Affinitdt an EphA4 WT und EphA4 KD. (C)
Kosedimentationsexperimente mit GST-a1-Chimaerin bzw. GST-a2-Chimaerin und EphA4 WT,
EphA4 FF oder EphA4 EE. Die verschiedenen EphA4 Formen werden von GST-a1-Chimaerin, bzw.
GST-02-Chimaerin jeweils mit gleicher Affinitdt gebunden. (D) Kosedimentationsexperimente von
GST-a2-Chimaerin ASH2 mit EphA4 WT oder EphA4 KD. Auch ohne SH2-Domane kann o2-
Chimaerin an EphA4 binden. (E) Schematische Darstellung der Chimaerine, die als GST-
Fusionsproteine verwendet wurden. GST, Glutathion-S-Transferase; Chim, Chimaerin; IB,
Immunoblot. EphA4 WT, EphA4 Wildtyp; EphA4 KD, EphA4¥®**: EphA4 FF, EphA4"*%FY604F. Ephag
EE, EphA4"*%F"8%E: GST.2-ChimASH2, GST-02-Chimaerin (A55-129).
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3.5.3 Phosphorylierung von o-Chimaerinen in Abhingigkeit von EphA4 nach
Uberexpression in 293FT-Zellen

Viele der beschrieben Effektor-Proteine von Eph-Rezeptoren werden in Abhingigkeit von
Eph-Rezeptoren tyrosinphosphoryliert (Holland et al., 1997; Sahin et al., 2005). Dabei kann
die Phosphorylierung direkt durch den Eph-Rezeptor oder indirekt durch die Aktivierung von
Nichtrezeptor-Tyrosinkinasen wie z.B. Src oder Fyn erfolgen. Um zu testen, ob a-Chimaerine
in Abhéngigkeit von EphA4 phosphoryliert werden, wurde zuerst ein c-myc-a.2-Chimaerin
Fusionsprotein alleine oder zusammen mit EphA4 WT oder EphA4 KD in 293FT-Zellen
iiberexprimiert. Die Zellen wurden 24 Stunden nach der Transfektion in Lysispuffer lysiert
und Zelltrimmer durch Zentrifugation entfernt. Das c-myc-Fusionsprotein wurde
anschlieBend mit einem an Agarose gekoppelten anti-c-myc-Antikdrper (polyklonal)
immunprazipitiert. Nach wiederholtem Waschen wurden gebundene Proteine iiber SDS-
PAGE aufgetrennt und durch Immunoblot unter Verwendung eines anti-c-myc-Antikorpers
(monoklonal) und eines anti-Phosphotyrosin-Antikorpers, analysiert. Aus Abbildung 37A
geht hervor, dass c-myc-a2-Chimaerin nur in Gegenwart von EphA4 WT phosphoryliert
wird. Um die Phosphorylierungsstellen zu kartieren, wurden verschiedene Tyrosin/Phenyl-
alanin Mutanten generiert. Diese Kartierung wurde fiir den konservierten C-Terminus der o.-
Chimaerine durchgefiihrt. Die Auswahl der Mutationen erfolgte mit dem NetPhos 2.0 Server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/), = welcher  die =~ Wabhrscheinlichkeit ~ der
Phosphorylierung von Tyrosinresten berechnet. Die Analyse der Mutanten erfolgte wie fiir
Wildtyp-c-myc-Gesamtlingen-a2-Chimaerin. Auflerdem wurden auch c-myc-o1-Chimaerin

R73L

und c-myc-a2-Chimaerin auf Tyrosinphosphorylierung getestet. Abbildung 37B zeigt,

dass alle getesteten Punktmutanten noch phosphoryliert werden. c-myc-02-Chimaerin®"", c-

Y202F Y303F Y333F

myc-a.2-Chimaerin , c-myc-a2-Chimaerin , c-myc-a.2-Chimaerin zeigen jedoch
eine zum Teil starke Reduktion des Phosphorylierungsgrades. c-myc-al-Chimaerin wird
ebenfalls, wenn auch in geringerem Mal als c-myc-a2-Chimaerin, phosphoryliert. Da es
offensichtlich mehrere Tyrosinphosphorylierungsstellen in a2-Chimaerin gibt, wurde getestet,
ob sich diese auf bestimmte Teilregionen des Proteins eingrenzen lassen. Auflerdem wurde
die c-myc-o1-Chimaerin”’"" Mutante erzeugt, die analog zu der c-myc-0.2-Chimaerin” ">
Mutante ist, welche den geringsten Phosphorylierungsgrad unter den getesteten Mutanten
zeigt. Abbildung 37C zeigt, dass sowohl der N-terminale, wie auch der C-terminale Teil von
a2-Chimaerin tyrosinphosphoryliert werden. Hierbei fallt fiir das N-terminale-Fusionsprotein
ein sehr starkes Phosphorylierungssignal auf, obwohl es im Vergleich zum C-terminalen-
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Fusionsprotein viel schwécher exprimiert wird. Auch c-myc-a1-Chimaerin Y77F wird noch
in sehr geringem Mal3 phosphoryliert. Hieraus geht hervor, dass a-Chimaerine mindestens

zwei, oder vermutlich mehr Tyrosinphosphorylierungsstellen haben, die zumindest im Fall

von a2-Chimaerin iiber das gesamte Protein verteilt sind.
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Abbildung 37: Immunprézipitation von c¢-myc-a-Chimaerin Fusionsproteinen zur

Charakterisierung der Tyrosinphosphorylierung von a-Chimaerinen

(A-C) Immunprazipitation von c-myc-a-Chimaerinen, die in Gegenwart von EphA4 WT oder EphA4 KD
in 293FT-Zellen Uberexprimiert wurden. Vierundzwanzig Stunden nach der Transfektion wurden die
Zellen lysiert und ein an Agarose gekoppelter anti-c-myc-Antikbrper zur Immunprazipitation
verwendet. Die Lysate und die Immunprazipitate wurden Uber SDS-PAGE getrennt und mittels
Immunoblot unter Verwendung eines anti-Phosphotyrosin-, eines anti-c-myc-, oder eines anti-EphA4-
Antikérpers untersucht. Sowohl c-myc-a2-Chimaerin, wie auch c-myc-a1-Chimaerin werden in
Abhangigkeit von EphA4 WT tyrosinphosphoryliert. Beide a-Chimaerine weisen mindestens zwei
Phosphorylierungsstellen auf. C-myc-a2-Chimaerin wird sowohl im N-terminalen wie auch im C-
terminalen Bereich phosphoryliert. (D) Schematische Darstellung der a-Chimaerine, die als N-
terminal-c-myc-markierte Fusionsproteine exprimiert wurden. Myc, c-myc; Chim, Chimaerin; IP,
Immunprézipitat; 1B, Immunoblot; Lysat, 293FT-Zelllysat; pTyr, Phosphotyrosin; EphA4 WT, EphA4
Wildtyp; EphA4 KD, 'EphA4¥®™. SH2 SH2-Doméne: C1, C1-Doméne; RacGAP, RacGAP-Doméne.
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3.5.4 Tyrosinphosphorylierung von «a2-Chimaerin in Kkultivierten Kkortikalen

Neuronen nach Stimulierung mit EphrinAl

Die Untersuchung der Tyrosinphosphorylierung von a2-Chimaerin in 293FT-Zellen nach
Uberexpression von EphA4 WT ist sehr artefiziell, da in diesem System EphA4 sehr stark
iiberexprimiert ist. Dies fiihrt zur Komplexbildung des Rezeptors und infolge dessen zu einer
Aktivitdt, die unabhingig von der Ligandenaktivierung ist. Um die Tyrosinphosphorylierung
von o2-Chimaerin in Abhéngigkeit von endogenen Eph-Rezeptoren zu testen, wurden
kultivierte, kortikale Neuronen von Wildtyp-Mausen am Tag der Geburt (PO) kultiviert und
zwei Stunden nach dem Ausplattieren mit einem rekombinanten Lentivirus infiziert. Dieser
integriert seine DNA in das Genom der Zelle und fiihrt somit zur Expression eines EGFP-
Gesamtlingen-a2-Chimaerin-Fusionsproteins. Die durch das Lentivirus vermittelte
Uberexpression ist moderat und fiihrt zu einem etwa zweifach erhohten Proteinlevel von o2-
Chimaerin im Vergleich zur endogenen Expression in Neuronen (nicht gezeigt). Dieses
System wurde gewdhlt, da zum einen die endogenen Proteinmengen sehr gering sind und o2-
Chimaerin in der SDS-PAGE auf der Hohe von ca. 47 kDa (kalkulierte atomare Masse: 53,2
kDa) und somit ungefdhr auf der Hohe der schweren Kette von IgG-Antikorpern, migriert.
Dies wiirde die Analyse der immunreaktiven Chimaerin-Bande sehr erschweren. Nach fiinf
Tagen in Kultur wurden die endogenen Eph-Rezeptoren mit Fc-EphrinAl oder Fc als
Kontrolle fiir verschiedene Zeitrdume stimuliert. AnschlieBend wurden die Neuronen lysiert
und EGFP-a2-Chimaerin mit einem anti-GFP-Antikérper immunprézipitiert (polyklonal),
gebundene Proteine iiber SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Immunoblot mit einem anti-
Phosphotyrosin- und einem anti-GFP-Antikorper (monoklonal) analysiert. Aus Abbildung 38
geht hervor, dass von lentiviral infizierten Neuronen exprimiertes EGFP-a2-Chimaerin in
Abhingigkeit von Eph-Rezeptor-Aktivierung schon nach einer Stimulierungsdauer von zwei
Minuten tyrosinphosphoryliert wird. Die Stirke des Phosphorylierungssignals steigt bis zu
einem Stimulierungszeitraum von 15 Minuten an und ist auch bei einer Stimulierungsdauer
von 45 Minuten noch klar detektierbar. Somit sind endogene Eph-Rezeptoren in der Lage a.2-

Chimaerin zu phosphorylieren.
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Abbildung 38: Immunpréazipitation von EGFP-a2-Chimaerin zur Analyse der Tyrosin-
phosphorylierung von a2-Chimaerinen durch endogene Eph-Rezeptoren

EGFP-Gesamtlangen-a2-Chimaerin wurde durch lentiviral vermittelte Expression in dissozierten,
kultivierten, kortikalen Neuronen von Wildtyp-M&usen Uberexprimiert. Nach 5 d wurden die Neuronen
mit vorkomplexiertem rekombinanten Fc-EphrinA1 oder Fc fir die angegeben Zeitrdume stimuliert.
AnschlieRend wurden die Zellen lysiert und EGFP-a2-Chimaerin mit einem anti-GFP-Antikdrper
immunprazipitiert. Zelllysate und Immunprazipitate wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt und per
Immunoblot mit einem anti-Phosphotyrosin-Antikdrper und einem anti-GFP-Antikdrper analysiert. Fc,

Fragment crystallizable, IP, Immunprazipitat; IB, Immunoblot; GFP, green fluorerescent protein; pTyr,
Phosphotyrosin; Lysat, Neuronenlysat.

3.5.5 Charakterisierung der Nck-Chimaerin-Interaktion

Nck ist ein Adaptermolekiil, das an vielen Signaliibertragungswegen beteiligt ist (McCarty,
1998; Rao, 2005). Die Interaktion zwischen Nckl und EphB1 (Stein et al., 1998), EphB2
(Holland et al., 1997) und EphA4 (Bisson et al., 2007) wurden bereits publiziert. Ebenfalls
bereits beschrieben ist die Interaktion zwischen Nck1 und a2-Chimaerin (Wells et al., 2006).
In dieser Studie haben die Autoren Interaktionspartner fiir das Cdc42GAP RICHI1 durch
Immunprizipitation aus 293FT-Zelllysaten und nachfolgende Massenspektrometrie
identifiziert. Eine Immunprézipitation mit a2-Chimaerin diente als Kontrolle, um spezifische
Bindungspartner von RICH1 und Proteine, die allgemein an GAPs binden, unterscheiden zu
konnen. Durch Massenspektrometrie wurde Nck1 als abundantester Bindungspartner von a2-
Chimaerin identifiziert. Da Nck ebenfalls an der EphA4-Signaliibertragung beteiligt ist und
Tiere einer konditionalen Nckl/2-knock out-Mauslinie einen vergleichbaren Phinotyp wie
die a-Chimaerin-Mausmutanten und die EphA4'/'- und EphrinB3'/'-Méiuse aufweisen
(unveroffentlichte Daten von Dr. Jim Fawecett, Halifax, Kanada und Prof. Dr. Tony Pawson,
Toronto, Kanada) sollte die Nck-o-Chimaerin-Interaktion ndher charakterisiert werden.

In einem ersten Experiment wurde bakteriell exprimiertes, an Glutathion-Sepharose
immobilisiertes GST oder GST-a1-Chimaerin, GST-a2-Chimaerin, a2-Chimaerin (1-183)-
GST, a2-Chimaerin (1-183)**"-GST Fusionsproteine und in 293FT-Zellen iiberexprimiertes
c-myc-Nckl oder Nck2-HA zur Kosedimentation verwendet. Es wurden jeweils gleiche
Mengen der verschieden GST-Fusionsproteine und der 293FT-Zelllysate eingesetzt. Nach

Inkubation der Zelllysate mit immobilisiertem Fusionsprotein und intensivem Waschen
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wurden gebundenes Material und die 293FT-Zellysate iiber SDS-PAGE getrennt und mit
Hilfe der Immunoblot-Analyse unter Verwendung eines anti-Nck-Antikorpers, der beide Nck-
Isoformen erkennt, analysiert. Aus Abbildung 39A ist ersichtlich, dass GST-al-Chimaerin
weder an c-myc-Nckl noch an Nck2-HA bindet. Im Gegensatz dazu, binden GST-a2-
Chimaerin, a2-Chimaerin (1-183)-GST und o2-Chimaerin (1-183)%"*"-GST sowohl an c-
myc-Nck1 wie auch an Nck2-HA mit vergleichbarer Affinitét. Die Bindung wird somit durch
den N-terminalen Bereich von a2-Chimaerin, der die SH2-Doméne beinhaltet, vermittelt und
ist Phosphotyrosin-unabhingig, da auch o2-Chimaerin (1-183)%°"-GST, welches die
Affinitdt fiir phosphorylierte Tyrosinreste verloren hat, gleich stark bindet. Fiir ein weiteres
Kosedimentationsexperiment wurden ein GST-Nckl-Fusionsprotein, welches die drei SH3
Dominen von Nckl, nicht jedoch die SH2-Doméne beinhaltet (Nck1-SH3), und in 293FT-
Zellen tiberexprimiertes a.2-Chimaerin, verwendet. Abbildung 39B zeigt, dass a2-Chimaerin
auch an Nck1-SH3 bindet. In einem abschlieBenden Experiment wurden c-myc-a2-
Chimaerin, c-myc-02-Chimaerin (A55-129), c-myc-a2-Chimaerin (130-459), c-myc-a.2-
Chimaerin (1-200), c-myc-a2-Chimaerin (201-459), c-myc-al-Chimaerin, c-myc-f32-
Chimaerin in 293FT-Zellen mit Nck2-HA koexprimiert. Fiir Kontrollexperimente wurden
entweder nur c-myc-a.2-Chimaerin oder Nck2-HA {iberexprimiert. Vierundzwanzig Stunden
nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert und c-myc-Fusionsproteine mit einem an
Agarose gebundenen anti-c-myc-Antikorper (polyklonal) immunprézipitiert. Nach dem
Waschen wurden gebundene Proteine und die 293FT-Zellysate durch SDS-PAGE getrennt
und mittels Immunoblot unter Verwendung eines anti-Nck- und eines anti-c-myc
(monoklonal)-Antikorpers, analysiert. Aus Abbildung 39C geht hervor, dass Nck2-HA nur
mit c-myc-Chimaerin-Fusionsproteinen koimmunprazipitiert wird, die eine SH2-Doméne
beinhalten. Dass c-myc-f2-Chimaerin ebenfalls mit Nck2-HA interagiert, ist aufgrund der
hohen Homologie der beiden SH2-Dominen zu erwarten. Die Bindung zwischen o2-
Chimaerin und Nck wird somit durch eine Phosphotyrosin-unabhéngige SH2-SH3-Doménen-

Interaktion vermittelt.
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Abbildung 39: Kosedimentationsexperimente und Koimmunoprazipitation zur

Charakterisierung der Chimaerin-Nck-Interaktion.

(A,B) Kosedimentationsexperimente mit bakteriell exprimierten GST-a-Chimaerin-Fusionsproteinen
und in 293FT-Zellen Uberexprimierten Proteinen. Die GST-Fusionsproteine wurden an Glutathion-
Sepharose immobilisiert, gereinigt und anschlieRend je 6 nMol mit den entsprechenden 293FT-
Zelllysaten in Kosedimentationspuffer inkubiert. Nach intensivem Waschen wurden gebundene
Proteine und Lysate iber SDS-PAGE getrennt und mittels Immunoblot mit einem anti-Nck-Antikdrper
(A) oder dem anti-Chimaerin-Antiserum 1204#9 analysiert (B). GST-Gesamtlangen-a1-Chimaerin
bindet weder an c-myc-Nck1 noch an Nck2-HA. Alle verwendeten o2-Chimaerin-Fusionsproteine
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binden sowohl an c-myc-Nck1 wie auch an Nck2-HA. (B) GST-Nck1-SH3 bindet ebenfalls an GST-a2-
Chimaerin. (C) Koimmunprazipitation von in 293FT-Zellen koexprimierten c-myc-Chimaerin
Fusionsproteinen und Nck2-HA. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert und ein
an Agarose gekoppelter anti-c-myc-Antikérper zur Immunprazipitation verwendet. Die Lysate und die
Immunprazipitate wurden Uber SDS-PAGE getrennt und mittels Immunoblot unter Verwendung eines
anti-c-myc-Antikérpers bzw. eines anti-Nck-Antikérpers analysiert. Nur c-myc-Chimaerin-Fusions-
proteine, die eine SH2-Domane enthalten, binden an Nck2-HA. (D) Schematische Darstellung der o-
Chimaerine, die als GST-oder als c-myc-Fusionsproteine exprimiert wurden. GST, Glutathion-S-
Transferase; Chim, Chimaerin; Myc, c-myc; Chim, Chimaerin; IP, Immunprazipitat; IB, Immunoblot;
Lysat, 293FT-Zelllysat; pTyr, Phosphotyrosin; EphA4 WT, EphA4 Wildtyp; EphA4 KD, EphA4<*®V:
SH2, SH2-Domane; C1, C1-Domane; RacGAP, RacGAP-Domane.

3.5.6 Analyse des Einflusses von Nck und EphA4 auf die RacGAP-Aktivitit der a-

Chimaerine

a1-Chimaerin und a2-Chimaerin interagieren mit EphA4 und werden in Abhéngigkeit von
EphA4 tyrosinphosphoryliert. a2-Chimaerin interagiert auBerdem mit Nck. Da auch Nck an
EphA4 bindet, sollten entweder EphA4 und Nck unabhingig voneinander an a2-Chimaerin
binden und auch unterschiedliche Einfliisse ausiiben, oder aber einen trimeren Komplex
bilden. Die Bindung von a-Chimaerinen an EphA4 konnte nur in Kosedimentations-
experimenten, nicht jedoch mit Koimmunprizipitation gezeigt werden. Auch in Gegenwart
von Nck konnte a2-Chimaerin nicht mit EphA4 (oder umgekehrt) koimmunprizipitiert
werden. In Kosedimentationsexperimenten hat Nck keinen Einfluss auf die Bindung von
EphA4, und EphA4 ebenfalls keinen Einfluss auf die Bindung von Nck an a2-Chimaerin
(nicht gezeigt). Deshalb kann hier {iber die Funktion der Interaktionen und der
Phosphorylierung keine Aussage getroffen werden. Um zu testen, ob Nck und EphA4 die
RacGAP-Aktivitit von o-Chimaerinen regulieren, wurden RacGTP-Kosedimentations-
experimente durchgefiihrt, wie schon unter 1.1.3.1-1.1.3.3 fiir unterschiedliche Chimaerin
Punktmutanten beschrieben. 293FT-Zellen wurden mit fiir ol-Chimaerin, Wildtyp-a2-
Chimaerin, a2-Chimaerin H206K (hyperaktive-C1-Domidnen-Mutante, als Positivkontrolle)
oder a2-Chimaerin R304G (RacGAP-inaktive-Mutante, als Negativkontrolle) kodierenden
Expressionskonstrukten in pcDNA3-IRES-EGFP und/oder EphA4 WT in pcDNA3 und/oder
Nck2-HA in pRKS transfiziert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen lysiert und ein Teil des
Zelllysates abgenommen, um die Menge an Gesamt-Rac (RacGDP+RacGTP) mittels SDS-
PAGE und Immunoblot bestimmen zu konnen. Endogenes RacGTP wurde mit dem GST-
Pak1PDB-Fusionsprotein aus den verbleibenden Lysaten kosedimentiert. Nach mehrmaligem
Waschen wurden die gebundenen Proteine mit SDS-PAGE aufgetrennt und mittels

Immunoblot mit einem anti-Rac-Antikorper mit dem Odyssey infrared imaging system (Licor)
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analysiert und quantifiziert. Die erhaltenen Werte des Gesamt-Rac-Gehalts wurden zur
Normalisierung der RacGTP-Werte verwendet.

Die Anwesenheit von EphA4 alleine hat keinen Einfluss auf die RacGAP-Aktivitidt von ol-
Chimaerin (Vergleich von 11 und 12) oder a2-Chimaerin (Vergleich von 7 und 8). Nck
alleine hat eine leichte Verringerung der RacGAP-Aktivitdt von a2-Chimaerin (Vergleich von
7 und 9), jedoch nicht von al-Chimaerin (Vergleich von 11 und 13) zur Folge. Ohne a2-
Chimaerin und EphA4 hat Nck keinen Einfluss auf den RacGTP-Level (Vergleich von 1 und
15). Sind jedoch a2-Chimaerin, EphA4 und Nck2 iiberexprimiert, wird der Effekt der a2-
Chimaerin-RacGAP-Aktivitdt nicht nur aufgehoben (Vergleich von 7 und 10), die RacGTP-
Level sind sogar im Vergleich zur EGFP-Kontrolle leicht erhoht (Vergleich von 2 und 10).
Da Nck diesen Effekt in Gegenwart von EphA4 und a.1-Chimaerin nicht bewirkt (Vergleich
von 11 und 14 bzw. von 2 und 14) ist ein direkter Effekt auf a2-Chimaerin wahrscheinlich.
Werden nur Nck und EphA4 iiberexprimiert, sind die RacGTP-Level noch stirker erhdht, als
wenn auch a2-Chimaerin anwesend ist (Vergleich von 10 und 16). Dies konnte eventuell auf
die Aktivierung von RacGEFs durch Nck in Gegenwart von EphA4 zuriickzufiihren sein. Ein
Einfluss auf RacGEFs wurde zumindest schon fiir DOCK, das Nck Ortholog aus Drosophila
melanogaster, beschrieben (Li et al., 2001).
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Abbildung 40: RacGTP-Kosedimentationsexperimente zur Analyse der Regulation der Rac-
GAP-Aktivitat in Gegenwart von EphA4 und Nck

Quantitative Analyse der RacGTP-Level in 293FT-Zellen nach Uberexpression von a2-Chimaerin
R304G, a2-Chimaerin H206K, Wildtyp-a2-Chimaerin, Wildtyp-a2-Chimaerin und Nck2-HA, Wildtyp-
a1-Chimaerin, Wildtyp-a.1-Chimaerin und Nck2-HA, Nck2-HA oder EGFP (Kontrolle) oder der gleichen
Proteine mit zusétzlicher Uberexpression von EphA4 WT. Die Immunoblots in (B) und (C) zeigen ein
reprasentatives Experiment. Immunreaktive Banden wurden mit einem Infrarot-basierten Mef3system
(Odyssey-Reader) quantifiziert. Zur Auswertung wurden die erhaltenen Werte auf den jeweiligen
Gesamt-Rac-Gehalt bezogen und die EGFP-Kontrolle als 100% gesetzt. Gezeigt sind in (A) die
Mittelwerte von drei unabhangigen Experimenten. EphA4 alleine hat keinen Einfluss auf die RacGAP-
Aktivitat der a-Chimaerine. Nck2-HA kann den Effekt von a2-Chimaerin verringern und in Gegenwart
von EphA4 sogar aufheben. Auf die RacGAP-Aktivitat von a1-Chimaerin hat Nck2-HA weder alleine
noch in Gegenwart von EphA4 einen Effekt. In Gegenwart von EphA4 erhéht Nck2-HA den RacGTP-
Level. Fehlerindikatoren geben den Standardfehler des Mittelwertes (SEM) an.
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4 Diskussion

Die sechs Isoformen der Chimaerine (al-, a2-Chimaerin und f1- bis f4-Chimaerin) bilden
eine Proteinfamilie von Inhibitoren (GAPs) der GTPase Rac, einem Mitglied der Familie der
RhoGTPasen. Eine strukturelle Besonderheit der Chimaerine ist ihre zentral gelegene DAG-
bindende Cl-Doméne. Die Kristallstrukturanalyse von B2-Chimaerin offenbarte die C1-
Domine als regulatorisches Herzstiick der Tertidrstruktur, welche durch intramolekulare
Kontakte mit dem N-Terminus, dem C-Terminus und Verbindungsregionen des Proteins
zustande kommt (Canagarajah et al., 2004). DAG- oder Phorbolester-Bindung an die C1-
Doméne vermitteln die Translokation, die Bindung von Interaktionspartnern und die
Regulation der GAP-Aktivitit der Chimaerine (Buttery et al., 2006; Caloca et al., 2003; Van
de Ven et al., 2005). Die SH2-Domine von B2-Chimaerin ist ebenfalls an intramolekularen
Kontakten des Proteins beteiligt und trdgt vermutlich iiber die Bindung von
Interaktionspartern zur zeitlichen und rdumlichen Regulation der Aktivitit von p2-Chimaerin
bei. Die Beteiligung der Chimaerine an der Regulation der GTPase Rac konnte fiir eine
Vielzahl von Signalwegen gezeigt werden (Ubersichtsartikel: Colon-Gonzalez und Kazanietz,
2006). Die iiberwiegende Anzahl der bisherigen Studien beschriankte sich jedoch auf
zellbiologische Uberexpressionsexperimente. Systemische Einfliisse und vor allem die
endogene Regulation der Proteine sind mit diesen Studien nicht zu erfassen. Erste in vivo-
Analysen von Chimaerin-Orthologen in Zebrafisch und in Drosophila melanogaster
bestitigten eine wichtige Funktion von Chimaerinen wihrend der Embryonalentwicklung

dieser Organismen (Bruinsma et al., 2007; Leskow et al., 2006).

4.1 Einfluss der einzelnen Proteindoménen auf die Struktur, die Bindung an Rac

und die GAP-Aktivitit der Chimaerine

Die Analysen, die unter Zuhilfenahme des Hefe-Doppelhybridsystems den Einfluss der
verschiedenen Chimaerin-Proteindoméinen auf ihre Tertidrstruktur aufkldren sollten, konnten
Unterschiede in der Proteinfaltung der einzelnen Isoformen aufdecken. (s. 3.1.1.1- 3.1.1.3).
Hierbei wurde eine vorhandene oder fehlende Bindung an Racl als MaB fiir die Offnung der
Proteine verwendet. Diese Experimente wurden mit al-, a2-, Bl-und P2-Chimaerin
durchgefiihrt, da B3- und P4-Chimaerin zum Zeitpunkt der Durchfithrung noch nicht
identifiziert waren. Das Hefe-Doppelhybridsystem hat sich als eine geeignete Methode zur
Analyse von Struktur-Funktions-Beziehungen bei Chimaerin-Proteinen erwiesen.
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Die Ergebnisse bei Verwendung von Gesamtlingen-Chimaerinen zeigen, dass die
Racl1-Bindung nicht in allen der untersuchten Isoformen al-, a2-, f1-, und B2-Chimaerin
gleich reguliert ist. Von den vier Proteinen konnte nur fiir f1-Chimaerin eine schwache
Interaktion mit Rac nachgewiesen werden. Dies bestétigt, dass auch al- und a2-Chimaerin,
wie bereits fiir f2-Chimaerin von Canagarajah et al. (2004) gezeigt, in einem inaktiven
Zustand vorliegen. P1-Chimaerin fehlt die in 2- und o2-Chimaerin vorhandene SH2-
Domaine und es besitzt nur fiinf isoformspezifische N-terminale AS. Der N-Terminus von 31-
Chimaerin kann somit nicht in die C1- und die RacGAP-Domaine einfalten. Ein a-Chimaerin
Konstrukt, welches nur den gesamten konservierten Bereich der a-Chimaerine umfasst, zeigte
ebenfalls eine schwache Bindung an Racl. Die in diesen Experimenten beobachtete schwache
Bindung an Rac deutet somit darauf hin, dass durch einen intramolekularen Kontakt der GAP-
Domiéne mit der Cl1-Doméne, die GAP-Doméne nur teilweise maskiert wird und fiir die
vollstindige Maskierung ein ldngerer N-Terminus bendtigt wird.

Die Mutation des ersten Histidins innerhalb der C1-Doméne fiihrte bei a2-, f1- und
B2-Chimaerin zu einer sehr starken Bindung an Racl und sollte somit zu einer Offnung der
Proteinstruktur dieser Isoformen gefiihrt haben. Die korrespondierende Mutation in ol-
Chimaerin fiihrte allerdings nur zu einer schwachen Racl-Bindung. Der spezifische N-
Terminus von a1-Chimaerin scheint daher in der Lage zu sein, die GAP-Doméne, auch bei
zerstorter C1-Doménenstruktur, zumindest teilweise zu maskieren.

Mutationen innerhalb der SH2-Doméne, welche zu einer Verdnderung oder dem
Verlust der Affinitdt fiir Phosphotyrosinreste fiihren (Hall et al., 2001), zeigten keinen
Einfluss auf die Tertidrstruktur von a2-Chimaerin, da sie nicht zu einer Bindung an Racl
fiihrten. Mit diesem Experiment kann allerdings keine Aussage dariiber getroffen werden, ob
die Bindung der SH2-Domine an spezifische phosphorylierte Tyrosinreste von Zielproteinen
zu einer Auffaltung von a2-Chimaerin fithren wiirde und dadurch an der Regulation der
enzymatischen Aktivitdt beteiligt sein konnte. Eine solche Aussage ist nicht moglich, weil
zum einen die Bindungspartner der Chimaerine eventuell nicht in der Hefe vorhanden sind
und zum anderen in Hefen keine Tyrosinkinasen exprimiert werden.

Eine Mutation in der SH2-Doméne von $2-Chimaerin, welche nach Canagarajah et al.
(2004) zu einer verstirkten RacGAP-Aktivitit fiihrt, zeigte im Hefe-Doppelhybridsystem
keine Bindung an Racl. Diese Mutation fiihrt also nicht zur Offnung des Proteins. Die
korrespondierende Mutation in a2-Chimaerin hatte ebenfalls keinen Einfluss auf die Racl-

Bindung.
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In RacGTP-Kosedimentationsexperimenten verwendete Chimaerin-Punktmutanten
bestdtigten die unterschiedliche Regulation der Chimaerin-Isoformen, auch im Hinblick auf
ihre RacGAP-Aktivitit. Diese Analysen wurden mit den im Nervensystem exprimierten und
zum Zeitpunkt der Durchfithrung bekannten Isoformen al-, a2-, und P2-Chimaerin
durchgefiihrt (s. 3.1.2.1-3.1.2.3).

Wie bereits beschrieben (Buttery et al., 2006; Caloca et al., 2003), fiihrt die
Uberexpression jeder einzelnen der drei Chimaerin-Wildtyp-Isoformen zur Senkung der
RacGTP-Level. Die Uberexpression von Mutanten, bei denen das erste Histidin innerhalb der
C1-Domine durch ein Lysin ersetzt ist, hat unterschiedliche Auswirkungen. Bei a1- und B2-
Chimaerin sind die resultierenden RacGTP-Level mit denen der Wildtypen vergleichbar. Die
Mutation fiihrt somit weder zu einer Erhohung der GAP-Aktivitit, noch fiihrt sie zur
Inaktivierung des Proteins. Eine Inaktivierung wire denkbar, da aufgrund der Mutation keine
DAG-Bindung mehr moglich ist, wodurch eine Translokation zur Plasmamembran
unterbunden werden konnte. Fiir p2-Chimaerin ist es aulerdem denkbar, dass die Mutation
zwar, wie in der Racl-Bindungsstudie unter 3.1.1.3 gezeigt, zur Offnung des Proteins fiihrt,
jedoch eine weitere Aktivierung von f32-Chimaerin notwendig ist. Fiir al-Chimaerin zeigt
dieses Experiment, wie schon die Racl-Bindungsstudien in der Hefe, dass der N-Terminus in
der Lage ist die GAP-Domine auch nach Zerstorung der C1-Domainen-Struktur zu maskieren.

Im Gegensatz dazu fiihrt Uberexpression der Cl-Dominen-Mutante von o2-
Chimaerin zu einer starken Reduktion der RacGTP-Level. Die GAP-Aktivitét ist somit stark
erhdht, was auf eine Offnung des Proteins und eine andere Regulation im Vergleich zu p2-
Chimaerin schlieBen lésst.

Die Verwendung von Punktmutanten in der SH2-Domine die von Canagarajah et al.
(2004) fiir 2-Chimaerin als hyperaktiv beschrieben wurde, hatte bei a2-Chimaerin nur eine
leichte Erhohung der RacGAP-Aktivitidt zur Folge, wihrend sie auf f2-Chimaerin keinen
Einfluss zeigte. Im Gegensatz zu der vorliegenden Studie haben Canagarajah et al. (2004) fiir

ihre Kosedimentations- und Translokationsexperimente jedoch GFP-B2-Chimaerin-Fusions-

proteine verwendet. Die relative grofle Markierung am N-Terminus (mit einem
Molekulargewicht von 29 kDa von GFP, im Verhéltnis zu 53,8 kDa von P2-Chimaerin)
konnte zu einer Destabilisierung des Proteins gefiihrt haben, so dass die Mutation auf das
resultierende Fusionsprotein einen anderen Einfluss hat als auf unmarkiertes $2-Chimaerin.
Die Ergebnisse aus dem Hefe-Doppelhybridexperiment zur Untersuchung der Chimaerin-

Bindung an Racl und aus den RacGTP-Kosedimentationsexperimenten zeigen beide, dass
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al-Chimaerin und oa2-Chimaerin unterschiedlich reguliert sind. Diese unterschiedliche
Regulation von al-Chimaerin und a2-Chimaerin kann zu einer Erklédrung der beobachteten
gegensitzlichen Effekte der beiden Isoformen nach Uberexpression in Fibroblasten,
Neuroblastomazellen und hippocampalen Neuronen beitragen (Buttery et al., 2006; Hall et al.,
2001; Kozma et al., 1996). Die unterschiedlichen Ergebnisse im Bezug auf die C1-Doménen-
Mutation von 2-Chimaerin in den hier verwendeten Systemen deuten wie schon erwéhnt auf
einen zweiten Regulationsmechanismus der katalytischen Aktivitit von p2-Chimaerin hin, der

unabhingig von der Offnung des Proteins bzw. der Rac-Bindung ist.

4.2 Der genetische Austausch des ersten Histidins der C1-Domiine des o.- und des
B-Chimaerin-Gens fiihrt zu einem fast vollstiindigen Verlust der Chimaerin-Protein-

expression

Um die Rolle von Chimaerinen im Hinblick auf DAG-Signalwege im Nervensystem
untersuchen zu konnen, sollten im Rahmen dieser Arbeit a- und p-Chimaerin-Mauslinien
erzeugt werden, die Chimaerin-Isoformen mit einer Aminosiuresubstitution (H/K) in den C1-
Doménen exprimieren (C1-Doménen-knock-in). Im Rahmen dieser Arbeit konnte bereits fiir
Chimaerine gezeigt werden, dass die Mutation des ersten Histidins zu Lysin innerhalb der C1-
Domine zumindest a2-Chimaerin in eine konstitutiv aktive Form iiberfiihrt. Weiterhin wurde
bereits vorher gezeigt, dass die hier vorgenommene Aminosdurensubstitution zur Zerstérung
der Zinkfinger-Struktur von C1-Doménen fiihrt und damit die Fahigkeit des Proteins an DAG
zu binden verloren geht (Quest et al,, 1994). Bei beiden der im Rahmen dieser Arbeit
erzeugten Chimaerin-C1-Doménen-knock-in-Mauslinien fiihrte die genetische Manipulation
jedoch zu einem fast vollstdndigen Verlust der Proteinexpression. Fiir die a-Chimaerin-C1-
Dominen-knock-in-Linie (a-Chimarin™"™") konnte durch Northernblot- und Immunoblot-
Analysen gezeigt werden, dass diese Tiere kein al-Chimaerin exprimieren (s. 3.4.3-2.4.3.1).
Hingegen ist die mRNA-Expression von a2-Chimaerin heraufreguliert, wobei jedoch im
Immunoblot nur eine sehr schwache Expression einer verkiirzten o2-Chimaerin-Variante
nachweisbar war. Durch Sequenzierung eines RT-PCR-Produktes konnte nachgewiesen
werden, dass der vom mutierten Exon kodierte Sequenzbereich aus der mRNA
herausgespleisst wird. Dies resultiert in einer a2-Chimaerin-Variante, der die AS 184-209
fehlen (s. Abb. 25). Dies schein auch fiir f2-Chimaerin in Mdusen in der f-Chimaerin-C1-

mut/mut

Dominen-knock-in-Linie (B-Chimaerin ) der Fall zu sein. Die Immunoblot-Analysen
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zeigten ebenfalls den Verlust des Gesamtlingen-f2-Chimaerins und die Existenz einer
schwach exprimierten verkiirzten (2-Chimaerin-Variante (s. 3.4.4). Da Méiuse der (-
Chimaerin-C1-Doménen-knock-in-Linie  keinen offensichtlich  verdnderten Phénotyp

aufweisen, wurde von einer weiteren Analyse im Rahmen dieser Arbeit abgesehen.

4.3 a-Chimaerine sind Vermittler der vorwirts-gerichteten Ephrin-EphA4

Signaliibertragung

mut/mut

Homozygote a-Chimaerin - und a-Chimaerin”-Miuse sind lebens- und fortpflanzungs-
fahig und zeigen sehr dhnliche phinotypische Verdnderungen. Tiere beider Linien weisen
einen Verlust der unilateralen Bewegungskontrolle auf. Sie bewegen ihre Vorder- und
Hinterbeine jeweils synchron, was in einem kaninchenartigen, hiipfenden Gang resultiert (s.
3.4.4.1). Dieser Phinotyp konnte bereits zuvor bei EphA4”-, EphrinB3"- und verschiedenen
EphA4- bzw. EphrinB3-knock-in-Mausen beobachtet werden, bei denen selektiv die
vorwirts-gerichtete EphA4-Signaliibertragung gestort ist (Dottori et al., 1998; Egea et al.,
2005; Kullander et al., 2001a; Kullander et al., 2001b; Yokoyama et al., 2001). Weiterhin
konnte die Analyse der beiden a-Chimaerin-Mausmutanten-Linien die gleichen
morphologischen Verdnderungen nachweisen, wie sie bei Tieren von Linien mit gestorter
vorwérts-gerichteter EphrinB3-EphA4-Signaliibertragung auftreten. Der DF im Riickenmark
dieser Tiere ist kiirzer und breiter als in Kontrolltieren, wobei diese Verkiirzung in einer
Verbreiterung des Anteils der grauen Substanz die dorsal zum zentralen Kanal gelegen ist
resultiert (s. 3.4.4.3). Durch den DF verlaufen die Fasertrakte des CST, welche ihren
Ursprung im Motorkortex haben, die Mittellinie auf Hohe der Medulla oblongata kreuzen und
dann durch den DF die kontralaterale Seite des Riickenmarks hinab laufen. Die Markierung
von CST-Fasern und anschlieBende Analyse des Riickenmarks ergab, dass in a-Chimaerin-
Mausmutanten die CST-Fasern im DF korrekt auf der kontralateralen Seite positioniert sind,
aber nach Projektion in die graue Substanz irrtiimlich iiber die Mittellinie auf die ipsilaterale
Seite zuriickkreuzen (s. 3.4.4.4). Dies wurde bei EphA4- und EphrinB3-Mausmutanten, bei
denen die vorwérts gerichtete Signaliibertragung gestort ist, dadurch erklart, dass die an der
Mittellinie des Riickenmarks repulsiv wirkende EphrinB3/EphA4-Interaktion nicht stattfindet
und daher die Wachstumskegel der CST-Axone ungehindert die Mittellinie iiberqueren
konnen. Eine dhnliche Beobachtung konnte bei der Untersuchung von CINs des CPGs, der
die Bewegung der hinteren Extremititen kontrolliert, sowohl bei EphA4”-Mausen (Kullander

et al., 2003), als auch bei a-Chimaerin”-Mausen gemacht werden (s. 3.4.10, Abb. 3 des
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Anhangs). Hier zeigten sich nach Markierung mit fluoreszenten Farbstoffen Axone, die
ebenfalls irrtiimlich die Mittellinie kreuzten. Die Anzahl und Position der CINs war hingegen
unverindert. Fiir EphA4”-Tiere wurde nachgewiesen, dass es sich bei diesen Axonen um
normalerweise ipsilateral verbleibende Interneuronaxone handelt. Die Fehlleitung dieser
Fasern, hervorgerufen durch das Fehlen der als Barriere wirkenden EphrinB3/EphA4-
Interaktion, wurde fiir die Synchronisierung der linken und der rechten Bewegungsabliufe
verantwotlich gemacht.

Alle an oa-Chimaerin-Mausmutanten durchgefiihrten Experimente sprechen dafiir,
dass in diesen Tieren die vorwérts-gerichtete EphrinB3-EphA4-Signaliibertragung gestort ist.
Gegen eine zusitzliche Beteiligung der o-Chimaerine an der reversen EphrinB3-EphA4-
Signaliibertragung spricht, dass die anteriore Kommissur, welche die beiden Hilften des
olfaktorischen Systems miteinander verbindet, in adulten Tieren der o-Chimaerin
Mausmutanten normal entwickelt ist (s. 3.4.4.2). Mit Hilfe der verschiedenen EphrinB3- und
EphAd4-knock-in-Linien konnte gezeigt werden, dass die Formation dieser Kommissur auf
rickwirts-gerichteter EphrinB3-EphA4-Signaliibermittlung beruht (Dottori et al., 1998; Egea
et al., 2005; Kullander et al., 2001a; Kullander et al., 2001b). Fiir das Corpus Callosum, die
Kommissur, welche die beiden Hemisphiren des GroBhirns verbindet, ist die Richtung der fiir
die Formation verantwortlichen Signaliibertragung nicht zweifelsfrei geklart (Cowan et al.,
2004; Henkemeyer et al., 1996; Mendes et al., 2006). An der Formation dieser Kommissur
sind jedoch nicht nur EphA4 und EphrinB3, sondern auch B-Ephs und andere B-Ephrine
beteiligt (Cowan et al., 2004; Mendes et al., 2006). Das Corpus Callosum ist in o.-Chimaerin-
Mausmutanten korrekt entwickelt (s. 3.4.4.2). Es ldsst sich daher nur spekulieren, ob die

mut/mut

Integritit des Corpus Callosums in o-Chimaerin”- und o-Chimaerin -Méusen ebenfalls
auf der Nicht-Beteiligung von a-Chimaerin am riickwérts-gerichteten Ephrin-Eph-Signalweg
beruht oder darauf zuriickzufiihren ist, dass a-Chimaerine nur mit EphA4, nicht jedoch mit
anderen Eph-Rezeptoren interagieren kdnnen.

Mehrere Befunde sprechen allerdings dafiir, dass a-Chimaerine nicht nur an EphA4-
vermittelten Prozessen beteiligt sind. Die Kinasedomine des EphB1-Rezeptors wurde mit
Hilfe des verwendeten Tyrosinphosphorylierungs-abhingigen Hefe-Doppelhybridsystems als
Interaktionspartner der a2-Chimaerin-SH2-Doméne identifiziert (s. 3.2). AuBBerdem konnte in
Untersuchungen des Wachstumskegelkollapses in kultivierten, kortikalen Neuronen von o-

Chimaerin-Mausmutanten nicht nur eine verringerte Anzahl an  kollabierten

Wachstumskegeln nach EphrinB3-, sondern auch nach EphrinA1-Stimulation nachgewiesen
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werden (s. 3.4.4.7). Hierzu ist anzumerken, dass in dem hier verwendeten Neuronensystem
EphrinB3 nur an EphA4 bindet, widhrend EphrinAl auch als Ligand anderer in diesen
Neuronen exprimierter EphA-Rezeptoren, wirken kann. In EphA4“""“**_Miusen, in denen
die intrazelluldre Domine des Rezeptors durch GFP ersetzt wurde, findet keine vorwérts
gerichtete Ephrin-Eph-Signaliibertragung mehr statt. Es konnte gezeigt werden, dass in
Neuronen von Tieren dieser Linie der Wachstumskegelkollaps nach Stimulation mit
EphrinA1 nicht verindert ist, was auf die Redundanz der hier exprimierten EphA-Rezeptoren
zuriickgefiihrt wurde (Egea et al.,, 2005). Die Reduktion der Anzahl kollabierter

/ i i i
muUmit_Neyronen nach Stimulation mit

Wachstumskegel von a-Chimaerin”- und o-Chimaerin
EphrinAl, ist somit ein starker Hinweis auf eine Beteiligung von a-Chimaerinen an vorwérts-
gerichteten Signaliibertragungen weiterer EphA-Rezeptoren. Einen weiteren Anhaltspunkt auf
eine zusdtzliche Beteiligung von a-Chimaerinen an der Signaliibertragung anderer Eph-
Rezeptoren als EphA4 liefern die von Henrik Gezelius im Labor von Prof. Dr. Klas Kullander
durchgefiihrten elektrophysiologischen Ableitungen von Nervenwurzeln des Riickenmarks
der a-Chimaerin”-Mause. Diese Analysen ergaben, dass die links/rechts Aktivititen im
Lumbalbereich des Riickenmarks von a-Chimaerin”-Méusen nicht wie in EphA4”- und
EphrinB3”"-Méusen synchron sind sondern unkoordiniert (s. 3.4.4.5 u. Abb. 2 des Anhangs).
Eine mogliche Erkldrung hierfiir wére ein zusitzlicher Zielfithrungsdefekt, der auf der
Storung von Ephrin-Eph-Signalwegen beruht, die durch andere Ephs als EphA4 vermittelt
werden.

Alle hier erwihnten Untersuchungen, die sowohl an den a-Chimaerin”- als auch den

mut/mut

o-Chimaerin -Méusen vorgenommen wurden, konnten fiir beide Linien den gleichen

verdnderten Phénotyp nachweisen. Jedoch waren alle beobachteten Effekte in den -

mut/mut

Chimaerin”- Miusen etwas stirker ausgeprigt, als in den a-Chimaerin -Méusen. Dies
deutet daraufhin, dass die schwache Expression der verkiirzten a2-Chimaerin-Variante die
beobachteten phinotypischen Verdnderungen durch eine verbliebene Aktivitdt zumindest

mut/mut

leicht abschwéchen kann. Es ist anzumerken, dass der in den a-Chimaerin -Mé4usen
exprimierten a2-Chimaerin-Variante die ersten vier AS der Cl-Doméne einschlielich des
ersten Histidins fehlen. Es ist somit moglich, dass dieses verkiirzte a2-Chimaerin in einer

offenen Form und dadurch mit einer konstitutiv aktiven GAP-Aktivitét vorliegt.
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mut/mut

4.4 o-Chimaerin und o-Chimaerin”-Miuse weisen Unterschiede zu

EphA4” und EphrinB3""-Miusen auf

Publizierte mRNA-Expressionsanalysen von a-Chimaerinen zeigen, dass nur a2-Chimaerin
wiahrend der Entwicklung des Riickenmarks dort exprimiert wird (Hall et al., 2001). Dies
deutet darauf hin, dass die beobachteten Defekte, die wihrend der Entwicklung des
Nervensystems im CST und in den CPGs entstehen, auf der Stérung der a2-Chimaerin-
vermittelten Signaliibertragung beruhen. Zusdtzlich zu den beschriebenen phénotypischen

mut/mut

Verianderungen, weisen einige der a-Chimaerin und alle o-Chimaerin”-Miuse
vergroBerte Ventrikel unterschiedlichen Ausmafes auf (s. 3.4.4.2). Die vergroflerten Ventrikel
sind somit wahrscheinlich auf den Verlust von al-Chimaerin zuriickzufiihren und beruhen
vermutlich auf der Stérung von Signalwegen, an denen EphA4 nicht beteiligt ist.

Die Anzahl von kollabierten Wachstumskegeln nach EphrinB3-Stimulation ist in o-
Chimaerin-Mausmutanten vermindert, jedoch nicht vollstindig inhibiert wie bei EphA4-
knock-in-Mausen, welche eine selektive Storung des vorwartsgerichteten EphrinB3-EphA4-
Signalweges zeigen. Dies konnte durch die schwache p2-Chimaerin-Expression im
Motorkortex am Tag 18 der embryonalen Entwicklung erklart werden (s. 3.4.4.8). Mit Hilfe
des Hefe-Doppelhybridsystems konnte gezeigt werden, dass auch die p2-Chimaerin-SH2-
Doméne mit der Kinasedomine von EphA4 und EphBl1 interagiert (s. 3.2 und 3.5.1). Eine
Vermittlung der vorwirts gerichteten EphrinB3-EphA4-Signaliibertragung durch f32-
Chimaerin konnte daher in Bereichen stattfinden, in denen EphA4 und p2-Chimaerin
zeitgleich exprimiert werden.

Ein weiterer Unterschied zwischen o-Chimaerin”-Mausen und EphA4”- und

EphrinB3”-Tieren besteht darin, dass o-Chimaerin”-Miuse unkoordinierte links/rechts

Aktivititen des lumbalen CPG, im Gegensatz zu synchronen links/rechts Aktivititen in
EphA4”-und EphrinB3”-Miusen zeigen (s. 3.4.4.5 und Abb. 2 des Anhangs). Dennoch

weisen alle diese Méuse einen kaninchenartigen, hiipfenden Gang auf.

4.5 a-Chimaerine interagieren direkt mit dem EphA4-Rezeptor

Die Beteiligung der o-Chimaerine am vorwérts gerichteten EphrinB3/EphA4-Signalweg
konnte sowohl durch eine direkte Bindung an den Rezeptor als auch durch die Bindung an ein
Adaptermolekiil vermittelt werden. Fiir eine direkte Bindung spricht die Identifizierung der

EphB1-Kinasedoméne, die im Tyrosinphosphorylierungs-abhingigen Hefe-Doppelhybrid-
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Experiment nachgewiesen wurde, da in diesem System nur direkte Interaktionen
nachgewiesen werden konnen (s. 3.2). Die Interaktion zwischen a-Chimaerin und EphA4
konnte auch in Kosedimentationsexperimenten mit a-Chimaerin-GST-Fusionsproteinen und
in 293FT-Zellen iiberexprimierten EphA4-Rezeptoren bestdtigt werden (s. 3.5.2). In diesen
Kosedimentationsexperimenten zeigte sich, dass nicht nur a2-Chimaerin, wie aufgrund des
Ergebnisses aus dem Hefedoppelhybrid-Experiment vermutet, sondern auch al-Chimaerin,
welches keine SH2-Doméne besitzt, mit EphA4 interagiert. Die Verwendung
unterschiedlicher Konstrukte und Mutanten zeigte, dass o.1-Chimaerin an EphA4 unabhéngig
von dessen Aktivierung bindet, wihrend a2-Chimaerin eine stirkere Affinitdt fiir den
aktivierten Rezeptor aufwies. Dabei interagierten beide a-Chimaerine nur mit der
Kinasedomine von EphA4. FEine Bindung an phosphorylierte Tyrosinreste in der
Juxtamembranregion des Rezeptors, welche fiir viele SH2-Doménenproteine beschrieben ist
(Ubersichtsartikel: Kullander und Klein, 2002), konnte fiir ca-Chimaerine durch die
Verwendung von EphA4-Punktmutanten ausgeschlossen werden. Die aus den
Kosedimentationsstudien erhaltenen Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass o 1-Chimaerin
mindestens eine und a2-Chimaerin mindestens zwei Bindungsstellen fiir EphA4 besitzt. Die
stirkere Interaktion von oal-Chimaerin mit EphA4 im Vergleich zu der a2-Chimaerin-
EphA4-Bindung konnte mit der unterschiedlichen Regulation ihrer Konformationen in

Einklang gebracht werden.

4.5.1 a-Chimaerine werden in Abhéngigkeit von EphA4 tyrosinphosphoryliert

Die Signaliibertragung von Ephs zum Zytoskelett wird durch die Beteiligung einer Reihe von
Molekiilen vermittelt (Ubersichtsartikel: Kullander und Klein, 2002). Die Regulation dieser
Prozesse schlieB3t die Phosphorylierung vieler beteiligter Proteine ein. Diese kann durch den
Rezeptor oder indirekt, durch Eph-vermittelte Aktivierung von Nicht-Rezeptor-
Tyrosinkinasen der Src-Familie, wie z. B. Src und Fyn, erfolgen (Murai und Pasquale, 2005).
Durch Immunprizipitation von a-Chimaerinen nach Uberexpression mit EphA4 in 293FT-
Zellen oder nach Liganden-Stimulation endogener EphA-Rezeptoren in kortikalen Neuronen
konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass a-Chimaerine in Abhdngigkeit von
EphA4 an mehreren Tyrosinresten phosphoryliert werden (s. 3.5.3 und 3.5.4). Ob diese
Tyrosinphosphorylierung direkt durch EphA4 oder indirekt durch andere Tyrosinkinasen

erfolgt, liess sich durch diese Experimente nicht zeigen. Einen Hinweis auf eine indirekte
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Phosphorylierung gibt die kiirzliche Verdffentlichung einer Studie zur Tyrosin-
phosphorylierung von B2-Chimaerin durch Kinasen der Src-Familie nach EGF-Stimulation

(Kai et al., 2007).

4.6 a2- und B2-Chimaerin, nicht jedoch a1-Chimaerin, interagieren mit dem
Adaptermolekiil Nck

Nckl und Nck2 (Grb4) sind Adaptermolekiile, die unter anderem an Ephrin-Eph
Signaliibertragungen beteiligt sind (McCarty, 1998; Rao, 2005; Stein et al., 1998). Eine
Interaktion zwischen Nckl und a2-Chimaerin wurde kiirzlich beschrieben (Wells et al.,
2006). In der vorliegenden Studie konnte nachgewiesen werden, dass «2-Chimaerin
Phosphotyrosin-unabhéngig iiber seine SH2-Domédne mit dem Bereich von Nck interagiert,
der die drei SH3-Dominen umfasst (s. 3.5.5). Diese Form von Phosphotyrosin-unabhéingigen
SH2-SH3-Doménen-Interaktionen wurde bereits fiir andere Protein-Protein-Interaktionen
beschrieben (Latour et al., 2003). p2-Chimaerin bindet ebenfalls an Nck, wihrend al-
Chimaerin weder mit Nck1 noch mit Nck2 interagiert.

Da zwar weder EphA4 die Nck-a2-Chimaerin Interaktion beeinflusste, noch Nck
Einfluss auf die Bindung EphA4-a2-Chimaerin Bindung zeigte, deuten die Ergebnisse der
RacGTP-Kosedimentationsexperimente mit a2-Chimaerin in Gegenwart von Nck2 und
EphA4 jedoch auf eine gegenseitige Beeinflussung der drei Proteine hin. Dies wurde deutlich
durch die gemeinsame Expression von a2-Chimaerin, Nck2 und EphA4, bei der Nck2 seinen
negativen Einfluss auf die RacGAP-Aktivitit von a2-Chimaerin stirker ausiiben konnte. In
Gegenwart von EphA4 und Abwesenheit von a2-Chimaerin hatte die Nck Expression eine
Erhohung des RacGTP-Gehalts in 293FT-Zellen zur Folge, was auf eine Aktivierung von
GEFs zuriickzufiihren sein konnte (Lee et al., 1992). Die GAP-Aktivitit von o 1-Chimaerin,
an welches Nck nicht bindet, wurde von Nck nicht beinflusst. Dies ldsst jedoch auch den
reversen Schlufl zu, dass al1-Chimaerin die Erhéhung des RacGTP-Anteils an Gesamt-Rac in
Folge von Nck-Uberexpression ginzlich aufheben kann, wihrend o2-Chimaerin dazu nur
partiell in der Lage ist. Diese Beobachtung konnte durch einen Mechanismus erklirt werden,
in dem Nck oa2-Chimaerin durch die Interaktion in einer geschlossenen, inaktiven
Konformation hilt. Wie diese Interaktion reguliert wird und ob die Phosphorylierung von a.2-
Chimaerin und/oder von Nck hierbei eine Rolle spielt, bleibt offen. Es ist anzumerken, dass

fiir die kiirzlich beschriebene EGF-abhéngige Tyrosinphosphorylierung von f2-Chimaerin
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tatsdchlich ein regulatorischer Effekt auf die GAP-Aktivitit von p2-Chimaerin nachgewiesen

werden konnte (Kai et al., 2007).

4.7 Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte mit Hilfe von mausgenetischen und
biochemischen Methoden gezeigt werden, dass a-Chimaerine mit EphA4 interagieren und
a2-Chimaerin ein essentieller Bestandteil der vorwirts gerichteten EphrinB3-EphA4-Signal-
iibertragung wéhrend der Entwicklung des Saugetier-Nervensystems ist. Dieser
Signaliibertragungsweg ist mittels der durch ihn induzierten Reorganisationen des
Zytoskeletts, welche den Wachstumskegelkollaps zur Folge hat, fiir die Zielfiihrung einer
Reihe von Axonen unerldsslich. Innerhalb dieses Signalweges ist oa2-Chimaerin
wahrscheinlich an der Regulation der Aktivitdt der RhoGTPase Rac beteiligt und kdnnte so zu
einer von Eph-Rezeptoren vermittelten Modulation der Balance zwischen aktiviertem Rho
und inaktiviertem Rac wiahrend des Wachstumskegelkollapses beitragen. Der in dieser Arbeit
gezeigte Einfluss von Nck auf die RacGAP-Aktivitidt von a2-Chimaerin, welcher durch die
Anwesenheit von EphA4 verstirkt wird, lasst die Komplexizitit dieser Regulation erahnen.
Die hier nachgewiese Beteiligung von a-Chimaerinen an der Ephrin-Eph-Signaliibertragung
wirft jedoch auch eine Reihe von weiteren Fragen auf.

Die Ergebnisse aus dem Hefe-Doppelhybrid-Experimenten deuten darauthin, dass
auch P2-Chimaerin mit EphA4-, und a2-und (2-Chimaerine zumindest auch mit EphBl1
interagieren konnen. Dies ldsst vermuten, dass a-und -Chimaerine zumindest mit einigen,
oder eventuell sogar mit allen Eph-Rezeptoren interagieren konnen. Deshalb ist eine genauere
Analyse, vor allem in Hinblick auf die in vivo-Relevanz dieser putativen Chimaerin-Eph-
Interaktionen, die zu anderen Zeitpunkten der Entwicklung des Nervensystems oder im
adulten Organismus eine Rolle spielen konnten, sinnvoll. Eine wichtige Grundlage zur
Klarung der Frage, welche Chimaerin-Isofomen mit welchen Eph-Isoformen interagieren,
konnte durch Expressionsanalysen von Ephs und Chimaerinen auf zelluldrer Ebene
geschaffen werden. Dies wird allerdings dadurch erschwert, dass isoformspezifische
Antikorper, die sich fiir immunhistochemische Analysen eignen, bisher nicht zur Verfligung
stehen.

Die in dieser Studie beschriebenen Protein-Protein-Interaktionen deuten auf ein
Protein-Netzwerk oder einen groBeren Proteinkomplex unter Beteiligung der Chimaerine hin,
der die Weiterleitung des Ephrin-Eph-Signals ermoglicht. Diese Annahme wird dadurch
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unterstiitzt, dass Tiere einer konditionalen Nck1/2-knock-out-Mauslinie einen vergleichbaren
Phinotyp wie den der a-Chimaerin-Mausmutanten, der EphA4”- und der EphrinB3”-
Mausmutanten aufweisen (unveroffentlichte Daten von Prof. Dr. Jim Fawecett, Halifax,
Kanada und Prof. Dr. Tony Pawson, Toronto, Kanada). AuBerdem konnten im Phospho-
tyrosin-abhingigen Hefe-Doppelhybrid-Experiment vier SH2-Doménen-Proteine als putative
Interaktionspartner der a2-Chimaerin-SH2-Doméne identifiziert werden. Fiir drei der vier
identifizierten SH2-Doménen-Proteine konnte bereits eine Bindung an Eph-Rezeptoren
beschrieben werden (Steinle et al., 2002; Vindis et al., 2003; Zisch et al., 1998). Hier handelt
es sich um die regulatorische Untereinheit der Phosphoinositol-3-Kinase, c-Src und
Phospholipase-Cy. Die Aktivierung von Phospholipase-Cy filhrt zur Spaltung von
Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (PIP;) zu Inositol-1,4,5-Trisphosphat (IP3) und DAG,
welches an die Cl1-Doméne von Chimaerinen bindet und dadurch an der Regulation von
Chimaerinen im Ephrin-Eph Signalweg beteiligt sein konnte. Eine EphA4-abhingige
Aktivierung der Phospholipase-Cy wurde kiirzlich beschrieben (Zhou et al., 2007). Diese
Aktivierung von Phospholipase-Cy, konnte unabhidngig von einer direkten Interaktion auch
einen Zusammenhang zwischen der beschriebenen Riickbildung von synaptischen Dornen
nach Uberexpression von ol-Chimaerin und der in dieser Studie gezeigten Interaktion
zwischen o1-Chimaerin und EphA4 herstellen. Zur Uberpriifung dieser These und der
angefiihrten moglichen Interaktionen von o2-Chimaerin sind vor allem biochemische,
zellbiologische und elektrophysiologische Untersuchungen geeignet.

Die Beteiligung der Chimaerine an der durch Eph-Rezeptoren vermittelten Modulation
der Balance zwischen aktivierten Rho wund inaktivierten Rac wihrend des
Wachstumskegelkollapses sollte zeitlich und rdumlich streng reguliert sein. Einen Beitrag zur
Aufklarung dieser Regulation und ihrer molekularen Mechanismen koénnten durch

Fluorescence resonance energy transfer (FRET)-Experimente geleistet werden.
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5 Material und Methoden

5.1 Material

Spezielle Materialien, die nur fiir einzelne Experimente bendtigt wurden sind bei der

jeweiligen Methode aufgefiihrt.

5.1.1 Geriite

DNA-Sequenzierung: ABI 3730XL DNA Applied Biosystem
Sequencer

DNA-Synthese: ABI 3900 DNA Synthesizer Applied Biosystem
Elektroporationsgerite Bio-Rad
Entwicklungsmaschine Agfa-Geveart
Elektrophoresesystem fiir Agarosegele Gibco-BRL
Elektrophoresesystem fiir SDS-PAGE Bio-Rad
Fluoreszenzmikroskop BX61 Olympus

Heizblocke Eppendorf
Inkubatoren Heraeus
PCR-Maschinen Biometra, MJ Research
Pipettierhilfen Gilson, Eppendorf, Costar
pH-Meter Knick
Reinstwassersystem arium 611 Sartorius

Sonicator Bandelin

Speedvac Christ
Spektralphotometer Beckman, Pharmacia
Sterilbanke Heraeus

Vibratom VT 1000 Leica Microsystems
Videoanlage fiir Gele Intas

Vortex Genie 2 Bender & Hobein
Wasserbéder Haake

Zentrifugen Beckman Coulter, Eppendorf,

Heraeus, Sorvall
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5.1.2 Chemikalien und Enzyme

Alle Chemikalien, die hier nicht gesondert aufgefiihrt sind, wurden in p. a. Qualitdt von der

Firma Merck (Darmstadt) bezogen.

Agarose Gibco-BRL
Aminoséduren Sigma-Aldrich
Ammoniumpersulfat Sigma-Aldrich
Ampicillin Sigma-Aldrich
Aprotinin Roche
Bacto-Hefeextrakt DIFCO Laboratories
Bacto-Trypton DIFCO Laboratories
Bacto-Pepton DIFCO Laboratories
Bacto-Agar DIFCO Laboratories
Bacto-Yeast Nitrogen Base DIFCO Laboratories

w/0 Amino Acids

Bradford Reagenz (Protein Assay) Bio-Rad

Coomassie Blue R250 BIOMOL
[a32P]dCTP Amersham-Buchler
DEPC Sigma-Aldrich
Dextransulfat Sigma-Aldrich
DMSO Sigma-Aldrich
DNA-Léangenstandard Bs¢E 11 New England Biolabs
dNTPs Pharmacia Biotech
DTT Sigma-Aldrich
ECL-Reagenzien Amersham-Buchler
Einbettmedium Leica Instruments
Entellan Sigma-Aldrich
Entwickler Kodak
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich
Glutathion Sigma-Aldrich
Glutathion-Sepharose 4B Amersham Bioscience
Glycin Bio-Rad Laboratories
IPTG BioMol Feinchemikalien
Kanamycin Sigma-Aldrich
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Klenow-Fragment
Lachsspermien-DNA
Leupeptin

Lysozym
Molekulargewichtstandards
fir SDS-PAGE
Molekulargewichtstandards
fiir DNA
Ni-NTA-Agarose-Matrix
Mouse Quick Clone cDNA, MouseBrain
Paraformaldehyd

PBS

PEG 3350

Pfu-Polymerase

PMSF

Ponceau S

Protein Assay

Protein A-Sepharose (4 Fast Flow)
Proteinase K
Restriktionsendonukleasen
Rapid-hyb Puffer

SDS

T4-DNA-Ligase
T4-DNA-Polymerase
Tag-Polymerase

Temed
2,2,2-Tribromethanol

Tris Base

Triton X-100

Trockenmilch

Tween 20

Uracil

X-Gal

Ziegenserum

Roche
Sigma-Aldrich
Roche
Sigma-Aldrich
Bio-Rad

MBI

MBI

Qiagen

Clontech

BIOMOL

PAA

Sigma-Aldrich
Stratagene

Roche

Sigma-Aldrich
Bio-Rad Laboratories
Pharmacia Biotech
Boehringer Mannheim
Roche, New England Biolabs
Amersham Biosciences
Roche

New England Biolabs, Gibco-Invitrogen
Roche

Sigma

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Roche

Granovita
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
BIOMOL

PAA
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5.1.3  Kits

QuickChange Mutagenesis Kit

Qiafilter Plasmid Kit

Qiaquick Gel-Extraction Kit

Qiaquick PCR-Purification Kit
Plasmid-Purification Kit

Prime-It [I-Random Primer Labelling Kit
Topo T/A Cloning Kit

Topo Dual Promotor Cloning Kit

5.1.4 Verbrauchsmaterialien

Bio-Spin Chromatographiesdulen
Amicon
ECL-Rontgenfilme

Elektroporationskiivetten

Hybond-NT Nylon-Membranen
Injektionskaniilen (0,9 x 40 mm)
Nitrozellulose Protran 0,2um und 0,1pm
Nitrozellulose-Filter (@ 137 mm)
Typ HA, 0,45 uM

Plastikwaren

PVDF-Membranen
Reaktionsgefille

Rontgenfilme fiir Southern Blots
BioMaxM$S

Superfrost-Plus Objekttrager
Whatman-Cellulose Filter Nr. 1
(9 150 mm)

Whatman 3MM Chr

Stratagene
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Stratagene
Invitrogen

Invitrogen

Bio-Rad Laboratories
Amicon GmbH
Amersham-Buchler
Bio-Rad Laboratories

Amersham-Buchler

BD-Clontech
Schleicher & Schuell

Millipore

Greiner, Falcon, Costar und Brandt
Millipore

Eppendorf-Netheler

Kodak

Menzel

Whatman International

Whatman International
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5.1.5 Materialien fiir die Zellkultur

L-Glutamin (100 x) Gibco-Invitrogen

MEM nicht essentielle Aminosduren (100 x) Gibco-Invitrogen

Neomycin (G418-Sulfat) Gibco-Invitrogen

D-PBS, PBS Gibco-Invitrogen, PAA
Penicillin/Streptomycin Gibco-Invitrogen
Trypsin-EDTA (1x) Gibco-Invitrogen
Trypsin-EDTA (0,25%) Gibco-Invitrogen
Poly-L-Lysin Sigma

Zellkulturgefilie Greiner, Costar, Falcon, Nunc

5.1.5.1 Materialien fiir die ES-Zellkultur

Destilliertes Wasser Gibco-Invitrogen
ESGRO-LIF Chemicon
Gancyclovir Hoffmann-La Roche
Fotales Kélberserum HyClone

Knockout DMEM Gibco-Invitrogen
B-Mercaptoethanol "cell culture tested" Sigma-Aldrich
Mineraldl Sigma-Aldrich
Mitomycin C Sigma-Aldrich
Neomycin (G418-Sulfat) Gibco-Invitrogen
N-Laurylsarcosin Sigma-Aldrich

5.1.5.2 Materialien fiir die 293FT-Zellkultur

Fotales Kédlberserum, Hitze inaktiviert PAA
DMEM + Pyruvat Gibco-Invitrogen
Lipofectamin 2000 Gibco-Invitrogen

5.1.5.3 Materialien fiir die Neuronen-Zellkultur
Papain Sigma

Trypsin-Inhibitor Roche
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B27 Gibco-Invitrogen
Neurobasal-Medium Gibco-Invitrogen
HBSS + Kalzium+ Magnesium Gibco-Invitrogen

5.1.6  Medien und Losungen

Zur Herstellung der angegebenen Medien und Losungen wurde Wasser aus einem arium 611

Reinstwassersystem verwendet.

5.1.6.1 Medien und Losungen fiir die Kultur von E.coli Stimmen

1000 x Ampicillin-Stammlésung: 100 mg/ml

400 x Kanamycin-Stammlésung: 10 mg/ml

LB-Medium:
10 g NaCl, 10 g Bacto-Trypton, 5 g Bacto-Hefeextrakt in einem Liter HyO l6sen, 100 pul 10 N

NaOH zugeben und autoklavieren.

LB-Platten:
Wie LB-Medium unter Zugabe von 15 g Bacto-Agar pro Liter Medium. Fiir die Herstellung
von Selektionsplatten werden die jeweiligen Antibiotika nach dem Autoklavieren bei einer

Temperatur von ca. 50°C zugeben.

SOC-Medium:

20g Bacto-Trypton, 5 g Bacto-Hefeextrakt, 0,5 g NaCl in 950 ml H,O 16sen, 10 ml 250 mM
KCI zugeben, mit 5 N NaOH pH 7,0 einstellen, auf einen Liter mit HoO auffiillen und
autoklavieren. Nach dem Abkiihlen 20 ml sterile 1 M Glucose und direkt vor Gebrauch des
Mediums 5 ml steriles 2 M MgCl, zugegeben.

5.1.6.2 Medien und Losungen fiir das Hefe-Zwei-Hybridsystem

M9-Platten:
15 g Bacto-Agar, 0,05 g Prolin, HyO fiir 880 ml, 20 min autoklavieren, dann Zugabe von 20

ml 20% Glucose, 100 ml 10 x M9-Salze, 2 mg Thiamin und 100 mg Ampicillin.
92



MATERIAL & METHODEN

10 x M9-Salze:
420 mM NapHPOy4, 240 mM KH,PO4, 90 mM NaCl, 190 mM NH4Cl, mit NaOH auf pH 7,4

einstellen, auf 1 Liter auffiillen und autoklavieren oder sterilfiltrieren.

M9-Medium:
50 ml 10 x M9-Salze, 0,025 g Prolin, 10 ml 20% Glucose, 440 ml H;O, sterilfiltrieren.

Selektionsplatten:
Unabhingig von der jeweiligen Selektion werden eingewogen:
6,7 g Bacto-Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids, 10 g Succinat, 6 g NaOH, entsprechende

Aminoséduren bzw. Stickstoftbasen (s.u.):

Wenn im jeweiligen Selektionsmedium bendtigt, werden eingewogen:
0,2 g Adenin, Arginin, Cystein, Leucin, Lysin, Tryptophan und Uracil.

0,05 g Histidin, Isoleucin, Methionin, Phenylalanin, Prolin, Serin, Tyrosin und Valin.

20 g Bacto-Agar und dest. H,O auf 900 ml zugeben. Danach die Losung fiir 15 min
autoklavieren. Erst nach dem Autoklavieren und Abkiihlen sterilfiltrierte Ldsungen von
Threonin (0,1 g/l Endkonzentration), Asparaginsdure (0,05 g/l Endkonzentration) und 100 ml
20% Glucose zugeben.

- UT: ohne Uracil und Tryptophan.

- UTL: ohne Uracil, Tryptophan und Leucin.

-L+UT: ohne Leucin.

- THULL.: ohne Tryptophan, Histidin, Uracil, Leucin und Lysin (mit 2,5 mM 3-

Aminotriazol).

Selektionsmedien:

Siehe Protokoll fiir Selektionsplatten ohne Zugabe von Bacto-Agar.

X-Gal Losung:
50 mg/ml in Dimethylformamid

YPAD-Medium:
10 g Bacto-Hefeextrakt, 20 g Bacto-Pepton, 0,1 g Adenin, HyO fiir 900 ml, autoklavieren,
dann Zugabe von 100 ml 20% Glucose.
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YPA-Medium:
wie YPAD-Medium, jedoch ohne Glucose.

YEPD-Platten:

10 g Bacto-Hefeextrakt, 20 g Bacto-Pepton, 20 g Bacto-Agar, H,0 fiir 900 ml, autoklavieren,
dann Zugabe von 100 ml 20% Glucose.

Z-Puffer:
60 mM NayHPOy4, 40 mM NaH>POy4, 10 mM KCI1, 1 mM MgSO4.

Weitere Materialien fiir das Hefe-Zwei-Hybridsystem:

Denaturierte und gescherte Lachsspermien-DNA wurde nach einer publizierten Methode
prépariert (Schiestl und Gietz, 1989).

L40-Hefen: MATa his3 trp1-901 leu2-3, 112 ade2 LY S2::(lexAop)4-HIS3
URA3::(IexAop)g-lacZ GAL4 gal80

cDNA-Bibliotheken: pVP16-3 cDNA-Bibliothek aus Rattengehirn, E18 (Dr. Masaya
Okamoto, Southwestern Medical Institute, Dallas, USA)

pVP16-3 cDNA-Bibliothek aus Rattengehirn, P8 (Dr. Masaya
Okamoto, Southwestern Medical Institute, Dallas, USA)

5.1.6.3  Weitere hiufig verwendete Losungen

Agarosegel- und Laufpuffer Stammlésung (10 x TBE):
108 g Tris Base, 55 g Borsdure, 40 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

Agarosegel-Probenpuffer (6 x):
0,15% Bromphenolblau, 60% (v/v) Glyzerin in dH,O.

PBS:

8 g Na(l, 0,2 g KCl, 1,44 g Na,HPOy, 0,24 g KH,POys, in 800 ml H,0 16sen, mit HCI auf pH
7.4 einstellen, auf einen Liter mit H,O auffiillen.
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PB (Phosphatpuffer):

Stocklosung (0,2M): A: 27,6 g NaH,PO4 in 1000 ml dH,0
B: 28,4 g Na,;HPO4in 1000 ml dH,0

Arbeitslosung (0,1M): 81 ml B + 19 ml A + 100 ml dH,0

Ponceau S Losung:
0,1% Ponceau S (w/v); 5% Eisessig; filtriert.

50 x TAE:
242 g Tris Base, 57,1 ml Eisessig, 100 ml 0,5 M EDTA; pH 8,0

TBS (10 x)
0,2 M Tris/HCI (pH 7,4), 1,4 M NaCl

TE-Puffer:
10 mM Tris/HCI (pH 7,4), 1 mM EDTA

Westernblot-Transferpuffer:
3 g Tris Base, 14,4 g Glycin, auf 800 ml H,O, 200 ml Methanol.

5.1.7 Bakterienstimme

Escherichia coli BL21(DE3) (Proteinexpression) Stratagene
Escherichia coli HB101 (Hefe-Zwei-Hybridsystem) Invitrogen
Escherichia coli XL1-Blue Stratagene
Escherichia coli Elektro10-Blue Stratagene

5.1.8 Zelllinien

MEF-Zellen (Feeder-Zellen) Xenogen
293FT-Zellen Invitrogen
E14 (Embryonale Stammzellen der Maus) Prof. K. Rajewski, Kdln

5.1.9 Vektoren

pBluescript II SK +/- Stratagene
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pcDNA3 Invitrogen
pcDNA3-IRES-EGFP

pCR-TOPO 2.1 Invitrogen

pCR-TOPO II Invitrogen

pGEX-KG (Guan und Dixon, 1991)
pET-28a Novagen

pLexN (Vojtek et al., 1993)
pVP16-3 (Vojtek et al., 1993)
pCMV-HA Clontech

5.1.10 Rekombinationsvektoren

pTKNEOIlox-a-Chimaerin-C1-Doménen knock in Dr. Andrea Betz, Gottingen
pTKNEOIox-f-Chimaerin-C1-Doménen knock in Dr. Andrea Betz, Gottingen
pFlexHR-pan-a-Chimaerin knock out Dr. Andrea Betz, Gottingen
pFlexHR-a2-Chimaerin knock out Dr. Andrea Betz, Gottingen

5.1.11 Plasmide

Hinweis zur Annotation: Expressionskonstrukte werden in dieser Arbeit durch Angabe des
Vektors, des klonierten cDNA-Fragmentes und der exprimierten Aminosiuren in Klammern
bezeichnet. Gesamtlangen-Expressionskonstrukte werden lediglich durch den Vektor und die

jeweilige cDNA angegeben.

NCBI Gen-Bank Zugangsnummern:

Mus Musculus o.1-Chimaerin: CAM19182
Mus Musculus o2-Chimaerin: AAH54770
Mus Musculus p1-Chimaerin: BAB24568
Mus Musculus p1-Chimaerin: AAI12156

pcDNA3-a 1-Chimaerin, pcDNA3-a.2-Chimaerin, pcDNA3-f 1-Chimaerin und pcDNA3-

f2-Chimaerin wurden von Dr. Andrea Betz zur Verfligung gestellt.
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PEGFPC2-a1-Chimaerin

Mittels PCR (3681/4504) wurde das bendtigte Fragment von pcDNA3-al-Chimaerin
amplifiziert und mit EcoRI- und BamHI-Schnittstellen versehen. Das Fragment wurde in
EcoRI/BamHI geschnittenen pEGFPC2 kloniert.

3681 5’- GCG GAA TTC CCA CCA TGG CAG CAT CCA GAC ACT CT-3’

4504 5'- CCG CGG ATC CCG AAA CAG AAC ATCTTC -3'

PEGFPC2-a.2-Chimaerin

Mittels PCR (4502/4501) wurde das bendtigte Fragment von pcDNA3-a2-Chimaerin
amplifiziert und mit EcoRI- und BamHI-Schnittstellen versehen. Das Fragment wurde in
EcoRI/BamHI geschnittenen pEGFPC2 kloniert.

4502 5'- CCG GAA TTC ATG CCA TCC AAA GAG TCT TGG -3'

4501 5'- CCG CGG ATC CTC GAG CTA AAA TAA AAT GTC TTC -3

PEGFPC2-31-Chimaerin

Mittels PCR (4503/4505) wurde das benoétigte Fragment von pcDNA3-B1-Chimaerin
amplifiziert und mit EcoRI- und BamHI-Schnittstellen versehen. Das Fragment wurde in
EcoRI/BamHI geschnittenen pEGFPC2 kloniert.

4503 5'- CCG GAA TTC ATG GCT CTG ACC CTG TTC -3'

4505 5'- CCG CGG ATC CTC GAG TTA AAA CAG AAC ATC TTC GTT -3

PEGFPC2-32-Chimaerin

Mittels PCR (4506/4505) wurde das benoétigte Fragment von pcDNA3-B2-Chimaerin
amplifiziert und mit EcoRI- und BamHI-Schnittstellen versehen. Das Fragment wurde in
EcoRI/BamHI geschnittenen pEGFPC2 kloniert.

4506 5'- CCG GAA TTC ATG GCC CTT CAG TGT AGG -3'

4505 5'- CCG CGG ATC CTC GAG TTA AAA CAG AAC ATC TTC GTT -3

Ausgehend von diesen Plasmiden wurden die folgenden Mutanten mit den weiter unten
aufgefithrten Mutationsoligonukleotiden unter Verwendung des QuickChange Mutagenesis
Kit (Stratagene) erzeugt: pEGFPC2-0.1-Chimaerin™®'®, pEGFPC2-a.1-Chimaerin®'"¢,
pEGFPC2-0.2-Chimaerin"?"%¥, pEGFPC2-0.2-Chimaerin"***¢, pEGFPC2-0.2-
Chimaerin'"?**, pEGFPC2-B1-Chimaerin"?’X, pEGFPC2-B1-Chimaerin®'?7¢,
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pEGFPC2-B2-Chimaerin"?"¥, pEGFPC2-B2-Chimaerin®*"¢, pEGFPC2-B2-

1132A

Chimaerin . Diese Konstrukte wurden als Matrize zur Klonierung der jeweiligen

Mutanten in pcDNA3-IRES-EGFP verwendet.

pcDNA3-IRES-EGFP-a1-Chimaerin

Mittels PCR (3679/3507) wurde das bendtigte Fragment von pcDNA3-al-Chimaerin
amplifiziert und mit EcoRI- und Xhol-Schnittstellen versehen. Das Fragment wurde mit
EcoRI/EcoRV geschnitten und in ebenfalls EcoRI/EcoRV geschnittenen pcDNA3-IRES-
EGFP kloniert.

3679 5’- GCG GAA TTC CCA CCA TGC CAT CCA AAG AGT CTT GG-3’

3507 5'- GCG CTC GAG CTA AAA TAA AAT GTC TTC GTT -3'

pcDNA3-IRES-EGFP-a.2-Chimaerin

Mittels PCR (4107/3507) wurde das bendtigte Fragment von pcDNA3-a2-Chimaerin
amplifiziert und mit EcoRI- und Xhol-Schnittstellen versehen. Das Fragment wurde mit
EcoRI/EcoRV geschnitten und in ebenfalls EcoRI/EcoRV geschnittenen pcDNA3-IRES-
EGFP kloniert.

4107 5’- GCG GAATTC CCA CCA TGG CTC TGA CCC TGT TC-3°

3507 5'- GCG CTC GAG CTA AAA TAA AAT GTC TTC GTT -3'

pcDNA3-IRES-EGFP-1Chimaerin

Mittels PCR (3680/3508) wurde das benoétigte Fragment von pcDNA3-B1-Chimaerin
amplifiziert und mit EcoRI- und Xhol-Schnittstellen versehen. Das Fragment wurde mit
EcoRI/EcoRV geschnitten und in ebenfalls EcoRI/EcoRV geschnittenen pcDNA3-IRES-
EGFP kloniert.

3680 5’- GCG GAA TTC CCA CCA TGG CCC TTC AGT GTA GGA TC-3’

3508 5'- GCG CTC GAG TTA AAA CAG AAC ATC TTC GTT -3'

pcDNA3-IRES-EGFP-2-Chimaerin

Mittels PCR (3502/3508) wurde das benoétigte Fragment von pcDNA3-B2-Chimaerin
amplifiziert und mit EcoRI- und Xhol-Schnittstellen versehen. Das Fragment wurde mit
EcoRI/EcoRV geschnitten und in ebenfalls EcoRI/EcoRV geschnittenen pcDNA3-IRES-
EGFP kloniert.
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3502 5’- GCG GAA TTC TGA TGG CAG CAT CCA GCA ACT CT-3’
3508 5'- GCG CTC GAG TTA AAA CAG AACATC TTC GTT -3'

pLexN-a1-Chimaerin

Mittels PCR (4502/4501) wurde das bendtigte Fragment von pcDNA3-al-Chimaerin
amplifiziert und mit EcoRI- und BamHI-Schnittstellen versehen. Das Fragment wurde in
EcoRI/BamHI geschnittenen pLexN kloniert.

4502 5'- CCG GAA TTC ATG CCA TCC AAA GAG TCT TGG -3'

4501 5'- CCG CGG ATC CTC GAG CTA AAA TAA AAT GTC TTC -3

pLexN-a2-Chimaerin

Mittels PCR (4503/4501) wurde das bendtigte Fragment von pcDNA3-a2-Chimaerin
amplifiziert und mit EcoRI- und BamHI-Schnittstellen versehen. Das Fragment wurde in
EcoRI/BamHI geschnittenen pLexN kloniert.

4503 5'- CCG GAA TTC ATG GCT CTG ACC CTG TTC -3'

4501 5'- CCG CGG ATC CTC GAG CTA AAA TAA AAT GTC TTC -3

pLexN-f1-Chimaerin

Mittels PCR (4506/4505) wurde das benoétigte Fragment von pcDNA3-B1-Chimaerin
amplifiziert und mit EcoRI- und BamHI-Schnittstellen versehen. Das Fragment wurde in
EcoRI/BamHI geschnittenen pLexN kloniert.

4506 5'- CCG GAA TTC ATG GCC CTT CAG TGT AGG -3'

4505 5'- CCG CGG ATC CTC GAG TTA AAA CAG AAC ATC TTC GTT -3'

pLexN-B2-Chimaerin

Mittels PCR (4507/4505) wurde das benoétigte Fragment von pcDNA3-B2-Chimaerin
amplifiziert und mit EcoRI- und BamHI-Schnittstellen versehen. Das Fragment wurde in
EcoRI/BamHI geschnittenen pLexN kloniert.

4507 5'- CCG GAA TTC ATG GCA GCA TCC AGC AAC -3

4505 5'- CCG CGG ATC CTC GAG TTA AAA CAG AAC ATC TTC GTT -3
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pLexN-a2-Chimaerin-Rac-GAP (277-459)

Mittels PCR (4554/4501) wurde das bendtigte Fragment von pcDNA3-a2-Chimaerin
amplifiziert und mit EcoRI- und BamHI-Schnittstellen versehen. Das Fragment wurde in
EcoRI/BamHI geschnittenen pLexN kloniert.

4554 5'- CCG GAA TTC ATG CAC ATC ACC AAG CGG CCA -3

4501 5'- CCG CGG ATC CTC GAG CTA AAA TAA AAT GTC TTC -3

pLexN-a2-Chimaerin-C1-RacGAP (203-459)

Mittels PCR (4549/4501) wurde das bendtigte Fragment von pcDNA3-a2-Chimaerin
amplifiziert und mit EcoRI- und BamHI-Schnittstellen versehen. Das Fragment wurde in
EcoRI/BamHI geschnittenen pLexN kloniert.

4549 5'- CCG GAA TTC ATG GAA AAG GTT CAC AAT TTC -3

4501 5'- CCG CGG ATC CTC GAG CTA AAA TAA AAT GTC TTC -3

pLexN-a2-Chimaerin-SH2-C1-RacGAP (49-459)

Mittels PCR (4555/4501) wurde das bendtigte Fragment von pcDNA3-a2-Chimaerin
amplifiziert und mit EcoRI- und BamHI-Schnittstellen versehen. Das Fragment wurde in
EcoRI/BamHI geschnittenen pLexN kloniert.

4555 5'- CCG GAA TTC ATG GAG TAT CAT GGC ATG ATC -3

4501 5'- CCG CGG ATC CTC GAG CTA AAA TAA AAT GTC TTC -3

Ausgehend von diesen Plasmiden wurden die folgenden Mutanten mit den weiter unten
aufgefithrten Mutationsoligonukleotiden unter Verwendung des QuickChange Mutagenesis
Kit (Stratagene) erzeugt: pLexN-o1-Chimaerin"®'®, pLexN-a2Chimaerin"?"*%, pLexN-
a2-Chimaerin'?***, pLexN-0.2-Chimaerin™*"| pLexN-a2-Chimaerin®?", pLexN-a2-
Chimaerin®™®,  pLexN-a:2-Chimaerin-SH2-C1-RacGAP-(49-459)"**¢ pLexN-a2-
Chimaerin-SH2-C1-RacGAP-(49-459) AEIE (A291-293), pLexN-f1-Chimaerin"?’X,
pLexN-B2-Chimaerin™?'** und pLexN-B2-Chimaerin'***,

pLexN-a2-Chimaerin-SH2 (49-129)
Mittels PCR (4555/4552) wurde das bendtigte Fragment von pcDNA3-a2-Chimaerin
amplifiziert und mit EcoRI- und BamHI-Schnittstellen versehen. Das Fragment wurde in

EcoRI/BamHI geschnittenen pLexN kloniert.
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4555 5'- CCG GAA TTC ATG GAG TAT CAT GGC ATG ATC -3'
4552 5'- CCG CGG ATC CTC GAG CTA CTT GGT TTC AAT ATA -3'

pLexN-f2-Chimaerin-SH2 (59-138)

Mittels PCR (7154/7155) wurde das benoétigte Fragment von pcDNA3-B2-Chimaerin
amplifiziert und mit EcoRI- und BamHI-Schnittstellen versehen. Das Fragment wurde in
EcoRI/BamHI geschnittenen pLexN kloniert.

07154 5'- CCG GAA TTC ATG GAG TTT CAT GGG ATC ATC -3'

07155 5'- CGC GGA TCC TCA GGT CTC TAT GTA GAG TGT GAT -3'

pLexN-a2-Chimaerin-SH2 (49-129)-Src-Kin (249-534) Y527F

Mittels PCR (4555/7679) wurde das benétigte a2-Chimaerin Fragment von pcDNA3-a2-
Chimaerin amplifiziert und mit EcoRI- und BamHI-Schnittstellen versehen. Das benétigte
Fragment der Src-Kinase wurde mittels PCR (7676/7682) aus Maushirn-cDNA (Clontech)
amplifiziert und mit BamHI- und Sall-Schnittstellen versehen. Die Fragmente wurden in
EcoRI/Sall geschnittenen pLexN kloniert.

4555 5'- CCG GAA TTC ATG GAG TAT CAT GGC ATG ATC -3

7679 5'- CGG GAT CCC CTT GGT TTC AAT ATA GAG -3'

7676 5'- CGG GAT CCT GAC ATC CAA GCC TCA GAC CCA GGG A -3

7682 5'- ATG GCC GAC GTC GAC TTA GTT CTC CCC GGG CTG GAA CTG -3'

pLexN-B2-Chimaerin-SH2 (59-138)-Src-Kin (249-534) Y527F

Mittels PCR (7154/7681) wurde das bendtigte p2-Chimaerin Fragment von pcDNA3-f2-
Chimaerin amplifiziert und mit EcoRI- und BamHI-Schnittstellen versehen. Das benétigte
Fragment der Src-Kinase wurde mittels PCR (7676/7682) aus Maushirn-cDNA (Clontech)
amplifiziert und mit BamHI- und Sall-Schnittstellen versehen. Die Fragmente wurden in
EcoRI/Sall geschnittenen pLexN kloniert.

7154 5'- CCG GAA TTC ATG GAG TTT CAT GGG ATC ATC -3'

7681 5'- CGG GAT CCC GGT CTC TAT GTA GAG TGT GAT -3'

7676 5'- CGG GAT CCT GAC ATC CAA GCC TCA GAC CCA GGG A -3

7682 5'- ATG GCC GAC GTC GAC TTA GTT CTC CCC GGG CTG GAA CTG -3'
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pLexN-Src-SH2 (147-248)-Src-Kin (249-534) YS27F

Mittels PCR (7786/7684) wurde das bendtigte Src-Kinase Fragment (SH2-Doméne) aus
Maushirn-cDNA (Clontech) amplifiziert und mit EcoRI- und BamHI-Schnittstellen versehen.
Das benétigte Fragment der Src-Kinase (Kinasedoméne) wurde mittels PCR (7676/7682) aus
Maushirn-cDNA (Clontech) amplifiziert und mit BamHI- und Sall-Schnittstellen versehen.
Die Fragmente wurden in EcoRI/Sall geschnittenen pLexN kloniert.

07786 5'- GGA ATT CGC TGA GGA GTG GTA CTT TGG C -3'

7684 5'- CGG GAT CCC GGG ACA TAC GGT AGT GAG GCG GTG -3'

7676 5'- CGG GAT CCT GAC ATC CAA GCC TCA GAC CCA GGG A -3

7682 5'- ATG GCC GAC GTC GAC TTA GTT CTC CCC GGG CTG GAA CTG -3'

pVP16.3-EphA4 (634-902)

Mittels PCR (8508/8510) wurde das bendtigte Src-Kinase Fragment (SH2-Doméne) aus
Maushirn-cDNA (Clontech) amplifiziert und mit BamHI- und Sall-Schnittstellen versehen.
Das Fragment wurde in BamHI/Sall geschnitten pVP16.3 kloniert.

8508 5'- CGG GAT CCT GGA AGT CTG CAG TGG GCG TCT C-3'

8510 5'- ATG GCC GAC GTC GAC TTA AAG GCT GTG TTT GGT CTG GAA -3'

pBluescript-II-(KS-)-Racl

Mittels PCR (4941/4948) wurde Racl aus Maushirn-cDNA (Clontech) amplifiziert und mit
EcoRI- und Xbal-Schnittstellen versehen. Das Fragment wurde in EcoRI/Xbal geschnittenen
pBluescript-1I-(KS-) kloniert.

4941 5'- GAA ATT CCC CAG ATG CAG GCC ATC AAG TGT -3'

4948 5'- GCT CTA GAT TAC AAC AGC AGG CAT TTT CTC TTC CT -3'

Die Mutationen Q61L und CI189S wurden mit den weiter unten aufgefiihrten
Mutationsoligonukleotiden unter Verwendung des QuickChange Mutagenesis Kit
(Stratagene) in das Konstrukt eingefiihrt. Dieses Konstruct wurde dann fiir die Sub-

Klonierung in pVP16.3zur Erzeugung von pVP16.3-Racl ®'M!¥ yerwendet.

pVP16.3-Rac] ®1/C1898

Racl ' wurde aus pBluescript-II-(KS-)-Racl mit EcoRI/Xbal ausgeschnitten und in

EcoRI/Xbal geschnittenen pVP16.3 subkloniert.
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pET28a-a2-Chimaerin (278-459) bzw. a1-Chimaerin(153-332)

Mittels PCR (5028/5033) wurde das bendtigte Fragment von pcDNA3-a2-Chimaerin
amplifiziert und mit Ncol- und Xhol-Schnittstellen versehen. Das Fragment wurde in
Ncol/Xhol geschnittenen pET28a kloniert.

5028 5'- CAT GCC ATG GGC ACC AAG CGG CCA ATG GTG GTA -3'

5033 5'- CCG CTC GAG AAT GTC TTC GTT TTT GAT AAG -3'

pET28a-a2-Chimaerin (1-183)-GST

Mittels PCR (5027/5032) wurde das bendtigte Fragment von pcDNA3-a2-Chimaerin

amplifiziert und mit Ncol- und Xhol-Schnittstellen versehen. Das Fragment wurde in

Ncol/Xhol geschnittenen pET28a kloniert.

5028 5'- CAT GCC ATG GGC ACC AAG CGG CCA ATG GTG GTA -3'

5033 5'- CCG CTC GAG AAT GTC TTC GTT TTT GAT AAG -3'

Mittels PCR (5850/5980) wurde das bendtigte GST-Fragment pGex-3x amplifiziert und mit

Xhol- und Sall-Schnittstellen versehen. Das Fragment wurde in Xhol/Sall geschnittenen

pET28a-a2-Chimaerin (1-183) kloniert.

05850 5'- CCG CTC GAG AAA TCG GAT CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCG GGA
AAT TTC ATG TCC CCT ATA CTA GGT TAT -3'

05980 5'- ATG GCC GAC GTC GAC TCA TGG AGG ATG GTC GCC ACC ACC AAA -3

Zur Herstellung von pET28a-a.2-Chimaerin (1-183)**"-GST wurde die Mutation mit den
weiter unten aufgefiihrten Mutationsoligonukleotiden unter Verwendung des QuickChange

Mutagenesis Kit (Stratagene) in das Konstrukt eingefiihrt.

pGexKG-a 1-Chimaerin

Mittels PCR (3515/3507) wurde das bendtigte Fragment von pcDNA3-al-Chimaerin
amplifiziert und mit EcoRI- und Xhol-Schnittstellen versehen. Das Fragment wurde in
EcoRI/Xhol geschnittenen pGexKG kloniert.

3515 5'- GCG AAT TCT GAT GCC ATC CAA AGA GTC TTG G -3'

3507 5'- GCG CTC GAG CTA AAA TAA AAT GTC TTC GTT -3'

pGexKG-a2-Chimaerin
Mittels PCR (4108/3507) wurde das bendtigte Fragment von pcDNA3-a2-Chimaerin
amplifiziert und mit EcoRI- und Xhol-Schnittstellen versehen. Das Fragment wurde in
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EcoRI/Xhol geschnittenen pGexKG kloniert.
4108 5'- GCG GAA TTC TGA TGG CTC TGA CCC TGT TC -3'
3507 5'- GCG CTC GAG CTA AAA TAA AAT GTC TTC GTT -3'

pGexKG-a2-Chimaerin (A55-120)

Mittels PCR (4108/3507) wurde das benétigte Fragment von pCMV-myc-a2-Chimaerin(A55-
120) amplifiziert und mit EcoRI- und XholI-Schnittstellen versehen. Das Fragment wurde in
EcoRI/Xhol geschnittenen pGexKG kloniert.

4108 5'- GCG GAA TTC TGA TGG CTC TGA CCC TGT TC -3'

3507 5'- GCG CTC GAG CTA AAA TAA AAT GTC TTC GTT -3'

pGexKG-Pak1 (67-150, PDB)

Mittels PCR (6839/6840) wurde das bendtigte Fragment aus Maushirn-cDNA amplifiziert
und mit EcoRI- und Xhol-Schnittstellen versehen. Das Fragment wurde in

EcoRI/Xhol geschnittenen pGexKG kloniert.

6839 5'- CCG GAA TTC TAA AGA AAG AGA AAG AGC GGC CA -3

06840 5'- CCG CTC GAG TTA AGC TGA CTT ATC TGT AAA GCT -3'

pCMV-Myc-a1-Chimaerin

Mittels PCR (4548/5490) wurde das bendtigte Fragment von pcDNA3-al-Chimaerin
amplifiziert und mit EcoRI- und Notl-Schnittstellen versehen. Das Fragment wurde in
EcoRI/Notl geschnittenen pCMV-Myc kloniert.

4548 5'- GGA ATT CGG ATG CCA TCC AAA GAG TCT TGG -3

5490 5'- ATA GTT TAG CGG CCG CCT AAA ATA AAATGT CTT CGT T -3'

pCMV-Myc-a2-Chimaerin

Mittels PCR (4550/5490) wurde das bendtigte Fragment von pcDNA3-a2-Chimaerin
amplifiziert und mit EcoRI- und Notl-Schnittstellen versehen. Das Fragment wurde in
EcoRI/Notl geschnittenen pCMV-Myc kloniert.

4550 5'- GGA ATT CGG ATG GCT CTG ACC CTG TTC -3'

5490 5'- ATA GTT TAG CGG CCG CCT AAA ATA AAATGT CTT CGT T -3'
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pCMV-Myc-32-Chimaerin

Mittels PCR (4557/5491) wurde das benoétigte Fragment von pcDNA3-B2-Chimaerin
amplifiziert und mit EcoRI- und Notl-Schnittstellen versehen. Das Fragment wurde in
EcoRI/Notl geschnittenen pCMV-Myc kloniert.

4557 5'- GGA ATT CGG ATG GCA GCA TCC AGC AAC -3

5491 5'- ATA GTT TAG CGG CCG CTT AAA ACA GAA CATCTTCGT T -3

Ausgehend von diesen Plasmiden wurden die folgenden Mutanten mit den weiter unten
aufgefithrten Mutationsoligonukleotiden unter Verwendung des QuickChange Mutagenesis
Kit (Stratagene) erzeugt: pCMV-Myc-a1-Chimaerin’ ¥, pCMV-Myec-o.2-Chimaerin®"*",
pCMV-Myc-a.2-Chimaerin¥*"**,  pCMV-Myc-a.2-Chimaerin¥*"*,  pCMV-Myc-a.2-
Chimaerin"****, pCMV-Myc-a.2-Chimaerin****, pCMV-Myc-a.2-Chimaerin****",

pCMV-Myc-a2-Chimaerin (1-200)

Mittels PCR (4550/9632) wurde das bendtigte Fragment von pcDNA3-a2-Chimaerin
amplifiziert und mit EcoRI- und Notl-Schnittstellen versehen. Das Fragment wurde in
EcoRI/NotI geschnittenen pCMV-Myc kloniert.

4550 5'- GGA ATT CGG ATG GCT CTG ACC CTG TTC -3'

9632 5'- GGG GCG GCC GCC TAT GGA ATT TGT TCA TTT TC -3'

pCMV-Myc-a2-Chimaerin (201-459)

Mittels PCR (9631/5490) wurde das bendtigte Fragment von pcDNA3-a2-Chimaerin
amplifiziert und mit EcoRI- und Notl-Schnittstellen versehen. Das Fragment wurde in
EcoRI/NotI geschnittenen pCMV-Myc kloniert.

9631 5'- GCG GAA TTC CAA AAT ATG AAA AGG TTC AC -3

5490 5'- ATA GTT TAG CGG CCG CCT AAA ATA AAATGT CTT CGT T -3'

pCMV-Myc-a2-Chimaerin (A55-129)
Mittels PCR (4550/10133 bzw. 10132/5490) wurden die benétigten Fragmente von pcDNA3-
02-Chimaerin amplifiziert und mit EcoRI- und Scal- bzw. Scal- und Notl-Schnittstellen

versehen. Die Fragmente wurden in EcoRI/NotI geschnittenen pCMV-Myc kloniert.

4550 5'- GGA ATT CGG ATG GCT CTG ACC CTG TTC -3'

10133 5'- AAA AGT ACT GAT CAT GCC ATG ATA CTC TCT TCC -3'
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10132 5'- AAA AGT ACT AAC GCA GCA GAA TAC ATT GCC AAG -3'
5490 5'- ATA GTT TAG CGG CCG CCT AAA ATA AAATGT CTT CGT T -3'

pCMV-Myc-a2-Chimaerin (130-459)

Mittels PCR (10130/5490) wurde das benétigte Fragment von pcDNA3-a2-Chimaerin
amplifiziert und mit EcoRI- und Notl-Schnittstellen versehen. Das Fragment wurde in
EcoRI/NotI geschnittenen pCMV-Myc kloniert.

10130 5'- GGA ATT CGG GCA GCA GAA TAC ATT GCC AAG ATG -3'

5490 5'- ATA GTT TAG CGG CCG CCT AAA ATA AAATGT CTT CGT T -3'

pFUGW-a.2-Chimaerin

Mittels PCR (7655/7660) wurde das bendtigte Fragment von pEGFPC2-a2-Chimaerin
amplifiziert und mit BamHI- und Stul-Schnittstellen versehen. Das Fragment wurde in EcoRI
geschnittenen, 5’-aufgefiillten/BamHI geschnittenen pFUGW kloniert.

7655 5'- CGC GGA TCC ACC ATG GTG AGC AAG GGC GAG -3'

7660 5'- AAA AGG CCT CTA AAA TAA AAT GTC TTC GTT -3'

Mutationsoligonukleotide, die zur Erzeugung der jeweiligen Mutanten ausgehend von den

oben beschrieben Plasmiden verwendet wurden.

o-ChimaerinH8 K baw. H206K

4832 5'- ATG AAA AGG TTA AGA ATT TCA AGG TGC ATA CGT TCC GAG GGC
CAC -3'

4833 5'- GTG GCC CTC GGA ACG TAT GCA CCT TGA AAT TCT TAA CCT TTT
CAT -3

a_chimaerinR179G bzw. R304G

4655 5'- GAA GGA CTC TAC GGA GTG TCA GGA TTT AGT GAC -3'

4658 5'- GTC ACT AAA TCC TGA CAC TCC GTA GAG TCC TTC -3'

a2-Chimaerin®*"

5659 5'- TAT CAT GGC ATG ATC TCT TTA GAA GAG ACT GAC CAG CTC -3'

5662 5'- GAG CTG GTC AGT CTC TTC TAA AGA GAT CAT GCC ATG ATA -3'
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02-Chimaerin®"*"

5660 5'- GGG AGC TAC CTC ATC CTC GAG AGC CAG CcGG cAG ccA -3

5701 5'- TGG CTG CCG CTG GCT CTC GAG GAT GAG GTA GCT CCC -3

02-Chimaerin™*!

4654 5'- GGA AGT CAG ACC AGA CACTTC AGG CTG TACTAC GAT -3'

4657 5'- CAT CGT AGT ACA GCC TGA AGT GTC TGG TCT GACTTC C-3'

02-Chimaerin''?**

6809-2 5'- CTG GTG ACT GAT GGC TTG GCT ACT CTC TAT ATT GAA ACC -3'

6801 5'- GGT TTC AAT ATA GAG AGT AGC CAA GCC ATC AGT CAC CAG-3'

o-ChimaerinEE(166-168 bzw. 291-293)

5658 5'- GTA GAC ATG TGC ATC AGG TCC AGA GGT CTT AAT TCT -3'

5661 5'- AGA ATT AAG ACC TCT GGA CCT GAT GCA CAT GTC TAC -3’

a-ChimaerinY77F bzw. Y202F

202Fw 5'- GAA CAA ATT CCA AAA TTT GAA AAG GTT CAC AATTTC AAG GTG C
-3

202Rv 5'- GCA CCT TGA AAT TGT GAA CCTTTT CAA ATTTTG GAATTTGTTC
-3

02-Chimaerin >%F

303Fw 5'- GGT CTT AAT TCT GAA GGA CTCTTC CGA GTG TCA GGA TTT AG -3'

303Rv 5'- CTA AAT CCT GAC ACT CGG AAG AGT CCTTCA GAATTA AGA CC -3

02-Chimaerin "

333Fw 5'- GGC GGA TAT TTC TGT GAA CAT GTT TGA GGA CAT CAA CATTATC -
3V

333Rv 5'- GAT AAT GTT GAT GTC CTC AAA CAT GTT CAC AGA AAT ATCGCG C -
3V
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02-Chimaerin ¥>%F
396Fw 5'- TGC GAG ACG CTC CGG TTC CTC ATG GCG CAT CTC -3
396Rv 5'- GAG ATG CGC CAT GAG GAA CCG GAG CGT CTC GAC -3
02-Chimaerin ¥ *+F
443Fw 5'- CTG AAC GAC ATA CGC TTT CAG AGA CTG GTG GTG -3'
443Rv 5'- CAC CAC CAG TCT CTG AAA GCG TAT GTC GTT CAG -3'
[S-ChimaerinHng bzw. H215K
4834 5'- CTA TGA GAA GAC AAA GAA CTT CAA GGT GCA CACATTCCG G -3
4835 5'- CCG GAATGT GTG CACCTT GAAGTTCTTTGT CTT CTC ATA G -3'

p2-Chimaerin®*"*9
4863 5'- TCA GAA GGG CTT TAC GGA GTC TCT GGA TTC ACA-3'
4865 5'- TGT GAA TCC AGA GAC TCC GTA AAG CCC TTC TGA -3'

p2-Chimaerin'***
6802 5'- GTG ACA GAT GGC TTG GCC ACA CTC TAC ATA GAG ACC -3'
6810 5'- GGT CTC TAT GTA GAG TGT GGC CAA GCC ATC TGT CAC -3'

Rac]1®™"
5010 5'- TGG GAC ACC GCT GGA CTG GAA GAT TAT GAC AGA TTG CGT -3'
5018 5'- ACG CAA TCT GTC ATA ATC TTC CAG TCC AGC GGT GTC CCA -3'

Rac] €189
6871 5'- GTC AAG AAG AGG AAG AGA AAA AGCCTG CTG TTG TAA -3
6872 5'- TTA CAA CAG CAG GCT TTT TCT CTT CCT CTT CTT GAC -3'

pEEB-myc-Nckl, pGex-3x-Nck1(ASH2) und pRK5-Nck2-HA wurden von Prof. Dr. Jim
Fawcett, Halifax, Kanada zur Verfligung gestellt.

pcDNA3-EphA4, pcDNA3-EphA4%®*M ynd pcDNA3-EphA4Y> %YM wyrden von Dr.
Joaquim Egea, Martinsried zur Verfiigung gestellt.

pcDNA3-EphA4Y**3 Y4 wurde von Prof. Dr. Klas Kullander zur Verfiigung gestellt.
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5.1.12 Oligonukleotide fiir die Genotypisierung

Oligonukleotide fiir die Genotypisierung von o-Chimaerin-C1-Doménen-knock-in-Méusen
(a-Chimaerin-"""™")

1864 5'-TTG GCG GCG AAT GGG CTG AC -3

7007 5'- GGT CTC TAA TCA TTA GTT TGG CCT TGC -3'

7011 5'- CAC CAT CTG CTC ACT CCA GAT GC -3'

Oligonukleotide fiir die Genotypisierung von [-Chimaerin-Cl-Doménen-knock-in-Méusen
(B-Chimaerin-"""™"

1864 5'-TTG GCG GCG AAT GGG CTG AC -3

7071 5'- CCC TCC ATC GCT CAA ACA GTC -3

7070 5'- CTC TCA TTT TCC AGC CAC AGT TCC -3'

Oligonukleotide fiir die Genotypisierung von o-Chimaerin-C1-Doménen-knock-in-Méusen
(a-Chimaerin-""""") und B-Chimaerin-C1-Doménen-knock-in-Miusen (B-Chimaerin-"""""
zum Nachweis der Neo-Kassette

6429 5'- GAA TTC GAA CAC GCA GAT GCA GTC GGG -3'

6430 5'- GGT CAC GAC GAG ATC CTC GCC GTC -3'

5.1.13 Sonden fiir Southernblots genomischer Maus DNA

Zur Uberpriifung von ES-Zell-DNA und von Mausschwanz-DNA der F1-Generation der o-
Chimaerin-C1-Doménen-knock-in- und p-Chimaerin-C1-Doméinen-knock-in-Méuse  auf

homologe Rekombination wurden folgende Sonden eingesetzt:

a-Chimaerin-C1-Doménen-knock-in:

477 Bp grofles PCR-Fragment (5973/5977) deckt einen Teil der Intronsequenz zwischen
Exon 6 und Exon 7 ab.

5973 5'- ACT CTT TGG CAT TGC AAC ATA TGG -3'

5977 5'- ACT GCT TTC TGG TTG GAC TTA AGG -3'

pan-o-Chimaerin-C1-Doménen-knock-out:
531 Bp groBBes PCR-Fragment (5686/5695) deckt einen Teil der Intronsequenz zwischen

Exon 7 und Exon & ab.
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5686 5'- GGT GTG CGC CAT CAC CGC CTG GC -3'
5695 5'- CCC TCT GCT TGC TGT CTG ACC -3

a2-Chimaerin-C1-Doménen-knock-out:

372 Bp grofles PCR-Fragment (5691/5700) deckt einen Teil der Intronsequenz zwischen
Exon 1 und Exon 2 ab.

5691 5'- GGT CTG TCT GTG ACC CCA CTT C-3'

5700 5'- GAT GGG ACA GAC CTG ACA CAG CC -3'

B-Chimaerin-C1-Doménen-knock-in:

349 Bp grofles PCR-Fragment (6108/6112) deckt einen Teil der Intronsequenz zwischen
Exon 7 und Exon 8 und den 5’-Bereich von Exon 8 ab.

6108 5'- TTG TAA TGA CAA CTG GAT ACC ACA -3'

6112 5'- TGA TGT TAC CTG GAT GAC TGA TAA -3’

5.1.14 Sonden fiir Northernblots

Zur Uberpriifung der mRNA-Expression in a-Chimaerin-C1-Dominen-knock-in-Méusen
wurden folgende Sonden eingesetzt:

a1-Chimaerin spezifische Sonde:

PCR-Fragment (8559/8560) Bp 4-171 des offenen Leserahmens der Maus o1-Chimaerin-
cDNA

08559 5'- CCA TCC AAA GAG TCT TGG TCG -3'

08560 5'- CGA ATA AGC AAA GAG TTT CAG AGG -3'

PCR-Fragment (8561/8562) Bp 4-237 des offenen Leserahmens der Maus a2-Chimaerin-
cDNA

8561 5'- GCT CTG ACC CTG TTC GAT ACA -3'

8562 5'- CTC CCC TCA GCC ACA CTC AGG -3

PCR-Fragment (8558/8553) Bp 1107-1317 des offenen Leserahmens der Maus a2-
Chimaerin- bzw. Bp 558-768 der Maus a.1-Chimaerin-cDNA
8558 5'- TAT GGA CCC TGA CGA GCA ATT GGA -3'
8553 5'- GTT CAG GGC GGC CAT GGG GTC -3
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Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von 1. Thannh&user, D.

Schwerdtfeger und F. Benseler mit einem Oligosythesizer synthetisiert

5.1.15 Antikorper

Monoklonale primére Antikorper

Anti-Rac Klon 23A8 Upstate

Anti-Phosphotyrosin pY20 Sigma-Aldrich

Anti-EphA4 BD Transduction Laboratories
Anti-Nck BD Transduction Laboratories
Anti-Src Klon GD11 Gibco-Invitrogen
Anti-RasGRP Klon 199 Santa Cruz

Anti-B-Tubulin Klon Tub2.1 Sigma-Aldrich

Anti-c-Myc Klon 9E.10 Sigma-Aldrich

Anti-GFP Klon 7.1 & 13.1 Roche

Polyklonale primére Antikorper
Anti-Chimaerin 1204#9 Die Immunisierung der Meer-
schweinchen wurde bei der Firma

Nanotools in Auftrag geggeben.

Anti-c-Myc-Agarose Sigma-Aldrich
EphA4 #1383 Dr. Joaquim Egea
Sekundiire Antikorper

Anti-Kaninchen (aus Ziege), HRP konjugiert Jackson Laboratories
Anti-Maus (aus Ziege), HRP konjugiert Jackson Laboratories

Anti-Meerschweinchen (aus Ziege), HRP konjugiert ~ Acris Antibodies

Anti-humanes IgG-Fc (aus Ziege) Jackson Laboratories

Rekombinate Antikérper

Rekombinates humanes IgG Fc-Fragment Jackson Laboratories

Rekonbinantes humanes IgG Fc-Fragment- EphrinAl ~ R&D Systems
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(1-182, Maus) Fusionsprotein
Rekonbinantes humanes IgG Fc-Fragment- EphrinB3 ~ R&D Systems
(1-224, Maus) Fusionsprotein

5.1.16  Tiere

Die fiir diese Arbeit verwendeten Méuse der Linie C57BL/6 wurden aus dem institutseigenen
Tierhaus bezogen. Die Haltung der Tiere erfolgt bei einer Raumtemperatur von 22°C und
einem zwolfstiindigen Hell/Dunkel-Rhythmus. Wasser und pelletiertes Futter stehen ad

libidum zur Verfiigung.

5.2 Methoden
5.21 Molekularbiologische Methoden

5.2.1.1 Polymerasekettenreaktion

Durch die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) lassen sich beliebige
DNA-Sequenzen durch Einsatz einzelstrangiger, komplementérer Oligonukleotide und einer
DNA-Polymerase vervielfdltigen. Fiir Genotypisierungen wurde die Tag-Polymerase
verwendet, wihrend flir Klonierungen die Pfu-Polymerase verwendet wurde. Diese weist
wegen ihrer 3'—5"-Exonukleaseaktivitit/Korrekturleseaktivitit eine sehr geringe Fehlerrate
auf. Die Temperaturschritte werden ausgehend von folgendem Programm fiir jede PCR

optimiert:

5 min 94°C Denaturierung

1 min 94°C Denaturierung

1 min 55°C Hybridisierung x27

1 min 72 °C Synthese

10 min 72 °C Synthese
4°C bis zur Aufreinigung
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PCR -Reaktionsansatz:

ca. 10 ng Matrizen-DNA in 1 ul

20 pmol sense und antisense Oligonukleotid

4 ul ANTP-Mix (2,5 mM je dNTP)

5 ul 10 x cloned Pfu-Polymerase-Puffer

1 ul rekombinante Pfu-Polymerase (oder Tag-Polymerase)
ad 50 wl H,O

Die PCR-Produkte wurden fiir Subklonierungen mit dem Qiaquick PCR Purification Kit
(Qiagen) aufgereinigt.

5.2.1.2 RT-PCR zur cDNA-Synthese

Fiir RT-PCR Analysen werden Gehirne von Miusen in Trizol (Gibco-Invitrogen) mit dem
Untratorax homogenisiert und die RNA isoliert (nach dem Protokoll des Herstellers) sowie
deren Konzentration photometrisch bestimmt. Die reverse Transkription wird mit der
Superscript reversen Transkriptase (Invitrogen) nach den Angaben des Herstellers

durchgefiihrt.

5.2.1.3 Elektrotransformation von Plasmid-DNA in Bakterien

1 pl Plasmid-DNA (1/20 Volumenanteil einer Ligation oder 1-10 ng einer Plasmid-
priparation) wird mit 40 pl einer Suspension von elektrokompetenten Bakterien des
benotigten Stammes (auf Eis aufgetaut) gemischt, 1 min auf Eis inkubiert, in eine sterile
Elektroporationskiivette mit 0,1 cm Elektrodenabstand {iberfiihrt und bei 1,8 kV Spannung
mit einem Bio-Rad E. coli Pulser transformiert. Zur Regeneration der Zellen wird der
Elektroporationsansatz sofort in 1 ml LB-Medium oder SOC- Medium aufgenommen und fiir
20 min bis 60 min bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Vorgewiarmtes Medium erhoht die
Effizienz. Diese einstiindige Phase dient der Expression der entsprechenden Resistenzfaktoren
und kann die Effizienz der Methode stark erhdhen. Die Zellen werden dann kurz
abzentrifugiert, in ca. 50 pl LB-Medium vorsichtig resuspendiert und auf einer
entsprechenden LB-Selektionsplatte ausplattiert. Die Inkubation der Zellen erfolgt bei 37°C
UN.
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5.2.1.4 Isolierung von Plasmid-DNA

Zwei verschiedene Methoden zur Plasmid-DNA Priparation wurden angewendet. Von einer
transformierten Ligation wurden mehrere Klone durch Restriktionsverdau gepriift. Dafiir
wurde zunichst eine einfache DNA-Schnellpriparation durchgefiihrt. Plasmid-DNA von
bereits als positiv identifizierten Klone wurde mit den Plasmid-DNA Préparationskits der
Firma Qiagen gemdfl Herstellerangaben pripariert. Diese Plasmid-DNA ist von hoherer

Reinheit und kann zur Sequenzierung und fiir andere Applikationen verwendet werden.

Plasmid-DNA Schnellpriparation

ml LB-Medium mit Selektionsantibiotikum werden mit einer Bakterienkolonie angeimpft und
UN bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. 1,5 ml dieser Kultur wird fiir 2 min bei 10000 x g
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 300 wl STET-Puffer
resuspendiert. Nach Zugabe von 25 ul Lysozymlosung (10 mg/ml in TE) und einer
Inkubationszeit von 5 min bei RT wird das Bakterienlysat fiir 1 min auf einem Heizblock
gekocht. Zur Abtrennung des Bakteriendebris werden die Proben fiir 10 min bei 10000 x g
zentrifugiert. Der Bakteriendebris wird mit einem Zahnstocher entfernt. Der Uberstand wird
mit 1/10 Volumenteilen 3 M Natriumacetat und 2 Volumenteilen 100% Ethanol versetzt und
sorgfiltig gemischt. AnschlieBend wird die préizipitierte DNA bei 15000 x g fiir 30 min bei
RT zentrifugiert. Der Uberstand wird sorgfiltig entfernt, die DNA kurz bei RT getrocknet und
das DNA-Pellet in 50 ul 10 mM Tris/HCI pH 8 aufgenommen.

5.2.1.5 Konzentrationsbestimmung von DNA
DNA-Molekiile in Losung absorbieren UV-Licht. Die Beziehung zwischen Absorption (A),
molarer Konzentration (¢, [mol1']), Schichtdicke (b, [cm]) sowie einem
substanzspezifischen Proportionalitatsfaktor, dem molaren Absorptionskoeffizient (g, [1 - mol
. cm™]) beschreibt das Lambert-Beersche Gesetz. Es gilt:
A =c-b-e
Fir die meisten Spektralphotometer liegen Werte fir A von 0,1 - 1 im geeigneten
Messbereich. Unter Anwendung der molaren Absorptionskoeffizienten fiir einzelstringige
DNA (ssDNA) bzw. doppelstringige DNA (dsDNA) erhdlt man fiir Kiivetten mit der
Schichtdicke 1 cm die Beziehung:

dsDNA: Azgo=1 entspricht 50 ug/ ml

ssDNA: Apep=1  entspricht 36 ug / ml.
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Das Absorptionsmaximum von Proteinen liegt bei 280 nm. So liefert das Verhéltnis

OD760/OD3g¢ in Abwesenheit von RNA ein MaB fiir die Verunreinigung der DNA-Ldsung

mit Proteinen. Es sollte fiir proteinfreie Losungen 1,7 - 1,9 betragen.

5.2.1.6 Restriktionsanalyse von DNA

Restriktionsendonukleasen erkennen und spalten kurze definierte Nukleotidsequenzen der
DNA. Neben dem Restriktionsenzym und der zu spaltenden DNA enthdlt der
Restriktionsansatz den vom Hersteller mitgelieferten zehnfach konzentrierten Puffer, um
optimale Reaktionsbedingungen zu gewihrleisten. Zur Spaltung von Plasmid-DNA wird der
Restriktionsansatz 1,5 bis 2 Stunden bei der enzymspezifischen Temperatur inkubiert, die

Restriktion genomischer DNA erfolgt UN.

5.2.1.7 Agarosegelelektrophorese

Durch Agarosegelelektrophorese lassen sich DNA-Fragmente entsprechend ihrer Grofle
auftrennen und mit einem DNA-Léngenstandard mit DNA-Fragmenten definierter Grof3e
vergleichen. DNA-Banden werden durch Zugabe von Ethidiumbromid im UV-Licht (254
oder 312 nm) sichtbar gemacht. In der Regel werden 0,7 - 2%-ige Gele verwendet, die sich in
ithrem Trennschirfebereich unterscheiden. Die Agarose wird in 100 ml 1 x TBE durch
Kochen in einer Mikrowelle vollstindig gelost, mit Ethidiumbromid (0,5 wg/ml) versetzt und
nach Abkiihlung auf ca. 50°C in den Geltrdger der Elektrophoresekammer gegossen. Vor dem
Auftragen werden die DNA-Proben mit 0,2 Volumen 5x-Probenpuffer versetzt und in die
Taschen des erhérteten Agarosegels pipettiert. Die Auftrennung der Fragmente erfolgt bei

konstanter Spannung (80-120 V) in 1 x TBE.

5.2.1.8 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Nach elektrophoretischen Auftrennung der fiir eine Subklonierung benétigten DNA-
Fragmente werden die zu isolierenden DNA Banden mit einem Skalpell ausgeschnitten und in
ein geeignetes Reaktionsgefdl} liberfiihrt. Fiir die anschlieende Isolation der DNA aus dem
Agarosegelstiick wurde das Qiaquick Gelextraction Kit der Firma Qiagen gemil

Herstellerangaben eingesetzt.
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5.2.1.9 Phenol/Chloroform-Extraktion

Um Proteinverunreinigungen aus DNA-Losungen zu entfernen, wird ein Gemisch aus Phenol-
Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) verwendet. Hierfiir wird ein Volumenanteil DNA-
Losung im wissrigen Puffer mit einem Volumenanteil des Extraktionsgemisches intensiv
gemischt (Vortexer). Die Phasentrennung erfolgt durch Zentrifugation (10 min bei 15000 x
g). Die obere wissrige Phase wird in ein neues Gefal} iiberfiihrt (Abzug) und erneut extrahiert.
Dieser Vorgang wird in der Regel zweimal wiederholt, bis in der Interphase keine
Proteinverunreinigungen mehr erkennbar sind. Um Phenolreste zu entfernen, wird eine
Extraktion mit Chloroform in gleicher Weise wiederholt. AnschlieBend wird die DNA gefillt.
Dazu wird die DNA mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat und 2,5 Volumen 100% Ethanol
gefillt (15 min, 15000 x g zentrifugieren). Das entstandene DNA-Pellet wird mit 70%
Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert, kurz bei RT getrocknet und in einem adédquaten
Volumen H,O bzw. 1 x TE aufgenommen.

Die PCR-Produkte wurden fiir Subklonierungen mit dem Qiaquick PCR Purification Kit
(Qiagen) aufgereinigt.

5.2.1.10 Dephosphorylierung der 5'-Enden von Nukleinsiduren

Um die Religation von Vektor mit zwei kompatiblen Enden zu verhindern, werden die 5'-
terminalen Phosphatgruppen dephosphoryliert. Der bereits geschnittene Vektor (0,5 - 5 pg)
wird in dem vom Hersteller (Roche) mitgelieferten Puffer mit 1 ul (20 U) alkalischer
Phosphatase (vom Kalb) in einem Gesamtvolumen von 100 ul iiber Nacht bei 37°C inkubiert.
Vor der Ligation wird das Fragment erneut mit dem Qiaquick PCR-Purifikation Kit (Qiagen)

aufgereinigt und auf einem Agarosegel gegen einen Standard quantifiziert.

5.2.1.11 Auffiillen von 5'-DNA-Uberhiingen mit dem Klenow-Fragment der DNA
Polymerase 1

Das Klenow-Fragment ist ein proteolytisches Produkt der DNA Polymerase I, welches die
Polymeraseaktivitit und die 3'—5' Exonukleaseaktivitit begiinstigt, aber seine 5'—3'
Exonukleaseaktivitidt verloren hat. Durch Verschieben des Reaktionsgleichgewichts und
dadurch vermehrte Polymeraseaktivitit wird das Klenow-Fragment fiir das Auffiillen von 5'-

Uberhéingen verwendet, die durch die enzymatische Spaltung entstandenen sind. Die
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entstandenen DNA Enden sind glatt. Das Protokoll ist den Herstellerangaben zu entnehmen

(Roche).

5.2.1.12 Ligation

Die T4-DNA-Ligase katalysiert die kovalente Verkniipfung von 3'-Hydroxyl und 5'-Phosphat-
Enden, im Gegensatz zur E.coli Ligase auch bei stumpfen Enden. Bei doppelstrangiger DNA
muss nur einer der beiden Stringe kovalent verbunden werden, um eine hohe
Transformationseffizienz zu erreichen. Das genaue Protokoll ist den Herstellerangaben zu
entnehmen (NEB und Invitrogen). Nach Beendigung der Ligation wird ein Teil des Ansatzes
in kompetente Bakterien transformiert, die Plasmid-DNA aus einer groBeren Zahl von
Einzelklonen amplifiziert und isoliert und schlieflich mittels Restriktionsverdaus auf korrekte
Rekombination kontrolliert. Geeignete Klone werden schlieBlich iiber die verwendeten

Schnittstellen hinweg sequenziert.

5.2.1.13 Einfiihrung von Punktmutationen in doppelstringige DNA

Um Expressionskonstrukte mit spezifischen Punktmutationen zu erzeugen, wurden geeignete
Oligonukleotide synthetisiert und die Wildtyp-DNA unter Anwendung des Quikchange

Mutagenesis Kits (Stratagene) gemil Herstellerangaben mutiert.

5.2.1.14 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA erfolgt mit einem Applied Biosystems ABI 3730XL
DNA Sequencer. Diese Arbeiten wurden abteilungsintern von [. Thanhéuser, D.

Schwerdtfeger und F. Benseler durchgefiihrt.

5.2.2  Nukleinsiure-Analytik

5.2.2.1 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden

Die radioaktive Markierung der DNA-Fragmente wird mit dem Prime-It II-Random Primer
Labelling Kit der Firma Stratagene und [o’°P]dCTP durchgefithrt. Die Exo(-)-Klenow

Polymerase synthetisiert einen komplementdren DNA-Strang durch Anlagerung von kurzen
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degenerierten Oligonukleotiden. Nicht eingebaute Nukleotide werden unter Zuhilfenahme

von Bio-Spin-Chromatographiesiulen der Firma Bio-Rad von der markierten Sonde getrennt.

5.2.2.2 Southern-Blotting

Southern-Transfer

Mit Hilfe des Southern-Transfers werden DNA-Fragmente aus 0,8%igen Agarosegelen auf

Hybond-N*-Nylonmembranen iibertragen. Nach der Agarosegelelektrophorese in TAE-
Puffer wird das Gel zundchst 10-15 min in 0,25 M HCIl inkubiert. Durch diesen
Depurinierungsvorgang werden groflere DNA-Fragmente zerteilt, um einen vollstdndigen
Transfer zu erreichern. Anschlieend erfolgt die Denaturierung in 0,4 M NaOH (ca. 20 min),
um DNA-Einzelstringe zu erhalten. Diese sind spéter fiir die radioaktiv markierte Sonde auf
der Nylonmembran zuginglich. Das Gel wird auf zwei Lagen Whatman-Filterpapier gelegt,
dessen Enden in 0,4 M NaOH-Lo6sung eintauchen, und mit Plastikfolie umgrenzt sind, um
einen Fliissigkeitsdurchfluss ausschlieBlich durch das Gel zu gewihrleisten. Eine mit
Denaturierungslosung getrinkte Membran, zwei Lagen Whatman 3 MM sowie mehrere
Papierhandtiicher werden auf das Gel gelegt. Der Aufbau wird mit einem Gewicht von ca.
400 g beschwert. Wéhrend der Transferzeit von mindestens 6 Stunden wird die
Denaturierungslosung mittels der Kapillarkrafte von den trockenen Papierschichten durch das
Gel und die Membran gezogen, wobei die einzelstraingige DNA mitdiffundiert und an der
Nylonmembran haften bleibt. Nach dem Transfer wird die Membran kurz in 2 x SSC
getaucht, luftgetrocknet und die DNA durch Erhitzen bei 80°C im Ofen (2 h) nachhaltig an

der Membran fixiert.

Hybridisierung

Der Blot wird zunéchst 45 min bei 65°C in Préhybridisierungslosung (Rapid Hyb Kit,
Stratagene) in einer Hybridisierungsrohre unter Drehen inkubiert. AnschlieBend wird die kurz
zuvor denaturierte (5 min, 95°C), radioaktiv markierte DNA-Sonde hinzugegeben und der
Blot fiir 3 h bei gleicher Temperatur drehend hybridisiert. Anschlieend wird der Blot durch
Inkubation mit 2 x SSC, 0,1% SDS (20 min, RT) und in ca. 5-15 miniitigen Waschschritten
mit 1 x SSC, 0,1% SDS und nachfolgend 0,1 x SSC, 0,1% SDS (65°C) im Schiittelwasserbad
gewaschen. Die feuchten Membranen werden in Folie eingeschweisst, in einer

Autoradiographiekassette mit einem Rontgenfilm bedeckt (Biomax MS, Kodak) und bei -
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80°C fiir 2 h bis zu 3 Tagen bis zur Entwicklung des Films gelagert. Bei eventuell zu starken

Hintergrundsignalen wird die Membran erneut unter stringenteren Bedingungen gewaschen.

5.2.2.3 Northern-Blotting

Isolierung von Gesamt-RNA

Fiir Northern-Blot-Analysen werden Gehirne von Méusen in Trizol (Gibco-Invitrogen) mit
dem Ultratorax homogenisiert und die RNA isoliert (nach dem Protokoll des Herstellers)

sowie deren Konzentration photometrisch bestimmt.

Northern-Transfer

Das gesamte H,0, welches fiir das Experiment verwendet wird, mufl zuvor mit
Diethylpyrocarbonat (DEPC, 0.1%) behandelt werden. Auf einem denaturierendem RNA-Gel
(200 ml: 170 ml H,O, 1.6 g Agarose, 20 ml 10x MOPS, 10.5 ml 37% Paraformaldehyd und
Ethidiumbromid) werden jeweils 8 pg RNA geladen und in 1x MOPS elektrophoretisch
aufgetrennt. Nach dem Lauf wird das Gel 4x 30 min mit H20 gewaschen, dann 30 min in
Denaturierungspuffer (50 mM NaOH, 10 mM NaCl), 30 min in Neutralisierungspuffer (100
mM Tris pH 7.5) sowie 30 min in 20x SSC geschwenkt, bevor ein Kapillarblot (Membran:
Hybond N, #RPN203N, Amersham) mit 20x SSC aufgebaut wird. Am néchsten Morgen wird
die RNA auf der Membran mit UV-Licht vernetzt und die Membran in
Prahybridisierungslosung  (Rapid Hyb Kit, Stratagene) bei 68°C inkubiert, bevor die
radioaktive DNA-Sonde zugefligt wurde (siche Southern-Blot, nach Protokoll des
Herstellers). Die Hybridisierung wird bei 68°C iiber Nacht durchgefiihrt. AnschlieBend wird
die Membran 2x 15 min in Waschlosung 1 (2x SSC, 0,1% SDS), 2x 15 min mit Waschldsung
2 (0,2x SSC, 0,1% SDS) bei 68°C gewaschen. Die feuchten Membranen werden in Folie
eingeschweisst, in einer Autoradiographiekassette mit einem Rontgenfilm bedeckt (Biomax

MS, Kodak) und bei -80°C fiir 2 h bis zu 3 Tagen bis zur Entwicklung des Films gelagert.
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5.2.3 Hefe-Doppelhybridsystem

Das Hefe-Doppelhybridsystem dient der Identifizierung von Protein-Protein Interaktionen aus
cDNA Expressions-Bibliotheken oder als Bindungstest fiir bestimmte Interaktionen.
Gegeniiber biochemischen Verfahren zur Identifizierung von Interaktionspartnern weist es
entscheidende Unterschiede auf, indem cDNAs oder cDNA-Fragmente anstatt von Proteinen
isoliert werden und auch wenig abundante Genprodukte detektiert werden konnen. Der
Bindungstest erfolgt in Abwesenheit von Detergentien in der lebenden Zelle und fiihrt in der
Regel nur zur Identifizierung von direkten Interaktionen. Problematisch sind hingegen falsch-
positive und falsch-negative Ergebnisse, letztere z.B. aufgrund von mangelnder Expression
der transfizierten Konstrukte.

Transkriptionsaktivatoren bestehen aus zwei funktionellen Einheiten, der DNA-
Bindungsdoméne und der Transkriptionsaktivatordomédne. Die Domédnen miissen nicht
notwendigerweise kovalent verkniipft sein, um einen funktionsfdhigen Transkriptions-
aktivator zu bilden. Grundlage des Hefe-Doppelhybridsystems ist die Ausbildung von
funktionellen Transkriptionsaktivatoren aus zwei Hybridproteinen (Fusionsproteinen), von
denen eines ein Hybrid mit einer Transaktivatordoméne und das andere ein Hybrid mit einer
DNA-Bindungsdoméne ist. In dem hier verwendeten Screeningsystem (Fields und Song,
1989) werden Hefen mit einem Expressionskonstrukt fiir ein DNA-bindendes Hybrid im
Vektor pLexN (bait, Kdderkonstrukt) und einer Expressionsbibliothek mit transaktivierenden
Hybridproteinen im Vektor pVP-16-3 (prey, Beutekonstrukt) kotransformiert. Von Millionen
von kotransformierten Hefezellen werden die wenigen selektioniert, in denen sich
funktionelle Transkriptionsaktivatoren ausbilden und die daher im entsprechenden
Selektionsmedium proliferieren. Kotransformationen von Plasmiden sind in Hefe im
Gegensatz zu Bakterien leichter durchfiihrbar.

Der pLexN-Vektor kodiert die DNA-Bindungsdomidne LexA zusammen mit einem
SV40 large T antigen Kernlokalisationssignal, der pVP16-3-Vektor kodiert fiir den
Transkriptionsaktivator VP16. VP16 besitzt weder DNA-Bindungsdoméne noch
Kernlokalisationssignal und kann daher selber nicht mit dem Transkriptionsapparat der Hefe
interagieren. Der verwendete Hefestamm Saccharomyces cerevisiae 140 ist eine auxotrophe
Mangelmutante flir Histidin, Tryptophan, Leucin, und Adenin. pLexN enthélt Expressions-
kassetten die zu Tryptophanautotrophie (TRP1 Expression) fiihren, Transformation mit pVP-
16-3 dagegen vermittelt Leucinautotrophie (LEU2 Expression). Auf Mangelmedium ohne
Tryptophan und Leucin werden daher doppelt-transformierte Hefen selektioniert. In dem
Hefestamm L40 steht sowohl das LacZ-Gen als auch das His3-Gen unter der Kontrolle
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multipler LexA-Operatoreinheiten, die im Falle der Ausbildung eines Koder/Beute-
Transkriptionsaktivatorkomplexes  erkannt werden. In der Nihe, aber nicht unter der
Kontrolle dieser Operatoreinheiten befinden sich auch Expressionskassetten fiir Enzyme der
Lysinsynthese (LYS2) und Uracilsynthese (URA3). Selektion auf diese beiden Marker
verhindert, dass die rekombinanten Hefen die modifizierte Region eliminieren. Die durch das
LacZ-Gen codierte 3-Galaktosidase, deren Aktivitdt durch Umsetzung von X-Gal (5-Brom-4-
Chlor-3-indoyl-p-D-galactosid) zu farbigen Reaktionsprodukten bestimmt werden kann, dient
dazu, die Interaktionsstdrke der LexA- und VP16-Fusionsproteine semiquantitativ bestimmen
zu konnen. Die durch das His3-Gen vermittelte Histidin-Autotrophie fiihrt auf Histidin-
Mangelmedium zur Selektion von Hefeklonen, in denen Ko&der- und Beutekonstrukt
miteinander interagieren.

Vor einem Experiment sind bestimmte Bedingungen zu beriicksichtigen. Da der
Transkriptionsaktivatorkomplex im Kern aktiv ist, sollte das zu untersuchende Protein keine
Transmembrandoménen oder Signalsequenzen enthalten. Der zu untersuchende Bereich sollte
1500 bp moglichst nicht iiberschreiten, da ansonsten die rdumliche Nihe von DNA-
Bindungsdoméne und Transkriptionsaktivatordomine durch das volumindse Fusionsprotein
behindert werden kann. Um Faltungseinheiten zu beriicksichtigen und evtl. bekanntermaf3en
"klebrige" Protein-Protein Interaktionsdoménen (coiled coils) auszuschlieBen sollte die vom
Beutekonstrukt kodierte Sequenz bioinformatisch untersucht werden. Vor einem Screen muss
das Koderkonstrukt zusammen mit einem leeren pVP16-3-Vektor in einer Testtransformation

durch den B-Galaktosidase-Filtertest auf Autoaktivitdt getestet werden.

5.2.3.1 Transformation eines Koder/Beute-Plasmid-Paares

Alle Arbeiten mit Hefen erfolgen unter semisterilen Bedingungen. Kryokonservierte L40-
Hefen werden auf einer YEPD-Platte ausgestrichen und fiir etwa zwei Tage bei 30°C
inkubiert. Mit einem L40-Klon werden 10 ml YPAD-Medium angeimpft und tiber Nacht bei
30°C inkubiert. Die Suspension wird am néchsten Tag 1:5 durch YPAD-Medium verdiinnt
(OD600 = 0,4). Nach 2-3 Stunden Wachstum im Schiittelinkubator bei 30°C werden die
Zellen durch flinfminiitige Zentrifugation (1800 x g, RT) abzentrifugiert. Das Pellet wird in
40 ml TE resuspendiert und anschlieBend erneut zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen
und die Zellen im Pellet in 2 ml 100 mM LiAc/0,5 x TE fiir 10 min bei RT inkubiert.
Wihrend dieser Zeit wird die DNA in sterile 1,5 ml Reaktionsgefi3e tiberfiihrt (je 1 ug der zu
transformierenden Koder- und Beute-Plasmid-DNA und 100 pg denaturierte, gescherte
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Lachsspermien-DNA als Triager-DNA). Zu diesem Gemisch werden 100 ul der nun
kompetenten Hefesuspension gegeben. Nach Mischen erfolgt die Zugabe von 700 ul 100 mM
LiAc/40 % PEG-3350 /1 x TE und eine 30-miniitige Inkubation bei 30°C. Nach Ablauf
dieser Zeit werden dem Ansatz 88 ul DMSO zugegeben. Es folgt ein Hitzeschock fiir 7 min
bei 42°C. Die Zellen werden bei 1000 x g fiir 1 min zentrifugiert, mit 1 ml TE gewaschen, in
50-100 ul TE resuspendiert und schlieBlich auf entsprechendem Selektionsmedium (-UTL)
ausplattiert. In der Regel werden nach 2 bis 3 Tage Kultivierung bei 30°C erste Klone

sichtbar und kdnnen dann einem (3-Galaktosidase-Filtertest unterzogen werden.

5.2.3.2 Transformation mit einer pVP16-3-cDNA-Bibliothek

Zunichst wird das Koderkonstrukt in pLexN in L40-Zellen transformiert und 3-5 Tage auf -
UT-Agar angezogen. Eine Kolonie von dieser Platte wird in 2 ml -UT-Medium bei 30°C iiber
Nacht in einem Schiittelinkubator inkubiert, am ndchsten Tag in 100 ml desselben Mediums
iiberimpft und erneut iiber Nacht kultiviert. Mit der 100 ml Kultur wird am darauffolgenden
Tag 1 Liter vorgewdrmtes YPAD-Medium angeimpft (ODgoo = 0,3) und bis zum Erreichen
der mittleren logarithmischen Phase (ODggo = 0,8) bei 30°C im Schiittelinkubator inkubiert.
Diese Zellen werden dann fiir 5 min bei 1800 x g abzentrifugiert und in 500 ml sterilem TE-
Puffer resuspendiert. Nach einer erneuten Sedimentation wird das Pellet in 20 ml 100 mM
LiAc/0,5 x TE aufgenommen. Nach der Zugabe von 1 ml denaturierter, gescherter
Lachspermien-DNA-L6sung (10 mg/ml), 500 ug der zu testenden pVP16-3-cDNA-Bibliothek
und 140 ml 100 mM LiAc/40 % PEG-3350/1 x TE wird alles gut vermischt und 30 min bei
30°C inkubiert. AnschlieBend wird die Losung in einen 2-Liter-Kolben {iberfiihrt, 17,6 ml
DMSO zugegeben und ein Hitzeschock (6 min, 42°C) durchgefiihrt. Die Suspension wird
sofort mit 400 ml YPA verdiinnt und in einem Wasserbad auf RT abgekiihlt. Die Zellen
werden abzentrifugiert, mit 500 ml YPA gewaschen und nach erneuter Zentrifugation in
einem Liter vorgewarmtem (30°C) YPAD-Medium aufgenommen. Anschlieend folgt eine
Erholungszeit von 30 min. Dann wird 1 ml Kultur abzentrifugiert und in 1 ml -UTL
aufgenommen. 10 bzw. 1 ul der Suspension werden auf -UTL-Agar ausgestrichen, um die
Transformationseffizienz zu ermitteln. Die restlichen Zellen werden mit 500 ml -UTL
gewaschen und dann in einem Liter desselben Mediums fiir 4 - 16 Stunden bei 30°C
geschiittelt. Die Zellen werden erneut zentrifugiert, einmal mit 500 ml und einmal mit 50 ml -

THULL-Medium gewaschen und schlieBlich in 10 ml -THULL-Medium resuspendiert. Je
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100 ul dieser Zellsuspension werden auf einer -THULL-Platte ausplattiert (sinnvoll sind

insgesamt ca. 50 -THULL-Platten) und fiir 3 bis 5 Tage bei 30°C inkubiert.

5.2.3.3 B-Galaktosidase Filtertest

Einzelne Kolonien der doppelttransformierten Hefen werden rdaumlich getrennt auf gerasterte
-THULL- oder -UTL-Platten ausgestrichen und fiir zwei bis drei Tage bei 30°C inkubiert.
Nachdem die Hefen ausreichend gewachsen sind, wird ein runder Nitrozellulose-Filter auf die
Hefekolonien aufgelegt, vorsichtig abgezogen und mit der Kolonieseite nach oben fiir 30
Sekunden auf eine in fliissigem Stickstoff schwimmende Aluminiumfolie aufgelegt. Die
Aluminiumfolie wird dann fiir ca. 5 Sekunden in den fliissigen Stickstoff eingetaucht, sodass
der Filter vom Stickstoff {iberflutet wird. Der nun fragile Filter wird vorsichtig aus dem
fliissigen Stickstoff genommen und mit der Kolonieseite nach oben bei RT aufgetaut. In der
Zwischenzeit wird eine Petrischale (in Filtergrofle) pripariert: In den Deckel werden 5 ml Z-
Puffer mit 50 ul X-Gal-Losung gegeben und darauf ein runder Whatman-Filter Nr.l
aufgelegt. Der aufgetaute Nitrozellulose-Filter wird mit der Kolonieseite nach oben in den
Petrischalendeckel gelegt. Mit dem Petrischalen-Boden wird die Reaktionskammer
verschlossen und bei 30°C inkubiert. Eine Blaufarbung innerhalb von ca. 15 - 120 min
indiziert eine Interaktion der untersuchten Hybridproteine. Zum Vergleich wird eine

Postivkontrolle, z.B. mit pLexN-VP16 transformierter Hefe, herangezogen.

5.2.3.4 DNA-Isolierung aus Hefe und Transformation in elektrokompetente HB101-

Bakterien

Um aus einer Plasmid-DNA Priparation von [-Galaktosidase-positiven Hefen das
Beutekonstrukt zu isolieren, wird die Plasmid-DNA in leucinauxotrophe HB101 E.coli
transformiert und auf M9 Mangelmedium selektioniert. Zunichst wird ein Hefeklon in 5 ml -
L+UT-Medium UN bei 30°C kultiviert. Am niichsten Tag werden die Zellen sedimentiert
(1800 x g, 5 min, RT) und in 0,3 ml Hefe-Lysispuffer aufgenommen. Die Zellsuspension wird
in ein 1,5 ml Reaktionsgefdl {iberfithrt und mit ca. 150 ul sduregewaschenen Glasperlen
versetzt. Durch Zugabe von 0,3 ml Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25/24/1, v/v/v) unter
dem Abzug und anschlieendes einminiitiges intensives Mischen mit einem Vortex Genie 2
werden die Zellen aufgeschlossen. Die Suspension wird zentrifugiert (1 min, 15.000 x g), die
wissrige Phase abgenommen und in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefdl iiberfiihrt. Die DNA
wird anschliefend zwei- bis dreimal mit 2,5 Volumenteilen Ethanol (100%) gefillt und in 25
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ul TE-Puffer resuspendiert. HB101-Bakterien werden mit 1 ul der DNA-Losung durch
Elektroporation transformiert. Nach der Transformation werden die Zellen sofort in 1 ml
37°C warmes SOC-Medium aufgenommen und fiir 1 Stunde bei 37°C geschiittelt. Danach
wird die Zellsuspension kurz abzentrifugiert, in 100 ul M9-Medium aufgenommen und auf
einer M9-Platte ausplattiert. Die Inkubation der Zellen erfolgt fiir ca. 2 Tage in einem 37°C-
Inkubator. Aus den dann entstehenden Kolonien kdnnen einzelne Beuteplasmid-cDNAs
isoliert und sequenziert werden. Die bioinformatische Analyse erfolgte mit den im Internet

zur Verfiigung stehenden Resourcen (z.B. http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

5.2.4 Proteinbiochemische Methoden

5.2.4.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Proteinbestimmung wurde mit dem BCA Protein Assay der Firma Pierce, basierend auf

der Bradford Methode, gemil3 Herstellerangaben vorgenommen.

5.2.4.2 SDS-PAGE zur Auftrennung von Proteinen (Laemmli, 1970)
Durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach (Laemmli, 1970) konnen

Proteine entsprechend ihres Molekulargewichtes aufgetrennt werden. Das fiir die
Denaturierung verwendete SDS ist in der Lage, Polypeptidketten aufzufalten. Die mit dem
Molekulargewicht in etwa linear zunehmende negative Gesamtladung der Proteine (durch
Assoziation von etwa einem SDS-Molekiil je drei Peptidreste) flihrt im elektrischen Feld zur
Auftrennung der Proteine nach GroéBe (der Logarithmus der Molmasse ist antiproportional zur
Laufstrecke). Der Zusatz von Dithiothreitol fiihrt zur Reduktion von Disulfidbriicken. Eine
optimale Proteinauftrennung erreicht man durch eine diskontinuierliche SDS-PAGE, bei der
das Gel in Sammel- (3,5%) und Trenngel (7,5-18%) unterteilt wird.

Die Komponenten des Trenngels werden gemischt und zwischen zwei Glasplatten in eine
GieBapparatur gegossen. Um eine homogene Polymerisierung des Trenngels zu erzielen wird
das Gel mit wassergesittigtem Buthanol von Luftsauerstoff abgeschirmt. Nachdem das
Trenngel vollstindig polymerisiert ist, wird das Buthanol mit Wasser vom Gel gespiilt und
das restliche Wasser vorsichtig mit einem Filterpapier entfernt. Dann werden die
Komponenten des Sammelgels gemischt und auf das Trenngel gegossen. Um den Platz fiir
das Laden der Proben freizuhalten, wird vorsichtig ein Kamm zwischen die Glasplatten

gefiihrt. Das fertige Gel wird in die Elektrophoresekammer eingesetzt und diese mit
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Laufpuffer gefiillt. Der Molekulargewichtsstandard und die Proben (in 1 x SDS-PAGE-
Probenspuffer) werden auf das Gel geladen. Die Auftrennung der Proteine erfolgt bei

konstanter Stromstirke (15 mA pro Gel).

Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris/HCI (pH 6,8)
Trenngelpuffer: 1,5 M Tris/HCI (pH 8,8)
AMBA: 30 % ige Acrylamid, N,N’-Methylene-bis-Acrylamid Lésung 37,5:1

Komponente Trenngel 10% |Trenngel 12% |Trenngel 15% |Sammelgel 5%
(S ml) (S ml) (S ml) (3 ml)

dest. H,O 1,9 ml 1,6 ml 1,1 ml 1,72 ml

AMBA 1,7 ml 2,0 ml 2,5ml 0,5 ml

Puffer A 1,3 ml 1,3 ml ,3ml |-

PufferB |- |- |- 0,76 ml

10% SDS 50 ul 50 ul 50 ul 30 ul

10% APS 50 pul 50 ul 50 ul 30 ul

TEMED 2 ul 2 ul 2 ul 3ul

5.2.4.3 Coomassie-Farbung (Weber und Osborn, 1969)

Das Gel wird 30-60 min bei RT in Coomassie Féarbelosung inkubiert und anschlieBend in der
Entfarbelosung bis zur vollstindigen Reduktion des Hintergrundes entfiarbt (Weber und

Osborn, 1969).

0,15% Coomassie Brillant Blue R250
10% Eisessig,

Coomassie-Losung:

25% Isopropanol

30% Methanol
10% Eisessig

Gel-Entfirbelosung:
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5.2.4.4 Transfer von Proteinen auf Membranen

Die Proben werden zunichst durch SDS-PAGE aufgetrennt und dann auf eine Nitrozellulose-
oder PVDF-Membran transferiert. Der Transfer der Proteine erfolgt bei 40 mA und 4°C {iber
Nacht oder bei 250 mA, 4°C fiir 2 Stunden in einer Blotkammer mit Transferpuffer. Um die
Vollstindigkeit des Transfers zu iiberpriifen, wird die Membran durch kurzes Schwenken in
Ponceau S Losung angefarbt. Die Farbung ldsst sich durch Waschen in PBS vollstindig

entfernen.

5.2.4.5 Immundetektion von Proteinen

Zum Nachweis eines immobilisierten Proteins auf einer Membran wird eine indirekte
Markierung mit spezifischen Antikoérpern durchgefiihrt. Dabei wird zundchst mit einem
primédren Antikorper inkubiert, der ein Epitop des gesuchten Proteins bindet. Nach Bindung
des Primdrantikorpers wird mit dem Sekunddrantikorper inkubiert, der Spezies-spezifisch
gegen den Fc-Teil des Primidrantikdrpers gerichtet ist. Der Sekundirantikdrper ist mit
Meerrettich-Peroxidase gekoppelt (ECL) oder mit einem Fluoreszenzfarbstoff (Odyssesy)

markiert.

Enhanced Chemiluminescence (ECL)

Zum Blockieren von unspezifischen Antikorper-Bindungsstellen wird die Membran 30 min
unter leichtem Schiitteln mit 5% BSA in 1XTBS-T (1xTBS, 0,1% Tween 20) inkubiert. Nach
Zugabe des primiren Antikorpers und einstiindiger Inkubation, wird die Membran fiinfmal fiir
fiinf min mit 1xTBS-T gewaschen. Die Inkubation der Membran mit dem sekundiren
Antikorper erfolgt in 5% Ziegenserum und 5% BSA in 1xTBS-T ebenfalls fiir eine Stunde.
Die Membran wird anschlieend fiinfmal mit 1xTBS-T fiir jeweils fiinf min gewaschen. Die
Membran wird anschlieBend auf eine Glasplatte gelegt und mit einem entsprechenden
Volumen ECL-Reagens (ca. 1 - 2 ml) fiir eine min inkubiert. Durch Schrighalten der
Glasplatte wird das tiiberschiissige ECL-Reagens entfernt. Danach wird eine trockene
Transparenzfolie auf die Membran aufgelegt. Die Exposition der Chemilumineszenz auf
einem Film erfolgt je nach Intensitit der Banden und der Antikorpersensitivitit fiir 5

Sekunden bis 30 min in einer Dunkelkammer.
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Odyssey-System
Die Blockierungs-, Inkubations- und Waschschritte erfolgen nach den Herstellerangaben
(Licor). Der sekundére Antikorper ist mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert, der durch das

Infrarot-basierte Odyssey Imaging System detektiert wird.

5.2.4.6 Entfernen von Antikorpern von einer Nitrozellulose-Membran

Die Membran wird in 2% SDS, 62,5 mM Tris/HCI pH 6,7 auf 60°C vorgewéarmt. Dann wird
-Mercaptoethanol (Endkonzentration von 100 mM, 700 pl 14,3 M B-ME auf 100 ml)
zugegeben und fiir weitere 20-60 Minuten bei 60°C inkubiert. Die Losung wird unter einem
Abzug abgegossen und die Membran mehrfach mit H,O gespiilt und anschlieBend getrocknet

oder direkt fiir einen neuen Immunoblot eingesetzt.

5.2.4.7 Herstellung von Gewebehomogenaten

Die Gehirne oder einzelne Gehirnregionen werden einer dekaptierten Maus entnommen und
bei 4°C in Homogenisierungspuffer homogenisiert. Dies geschieht entweder mit dem
Ultratorax oder in einem Glas-Teflon-Homogenisator. AnschlieBend wird die
Geasamtproteinkonzentration nach der BCA-Methode ermittelt und auf 1-2 mg/ml in

Probenpuffer eingestellt.

Homogenisierungspuffer:

25 mM HEPES/KOH (pH 7,4)
100 mM NaCl

1 mM EGTA (pH 8,0)

0,2 mM PMSF

1 pg/ml Aprotinin

1 pg/ml Leupeptin

5.2.4.8 Expression und Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

Die Expression von GST-Fusionsproteinen (kodiert durch pGEX-KG-Konstrukte) wird in
BL21(DE3)-Bakterien vorgenommen, die an endogenen Proteasen reduziert sind. Hierfiir
wird das entsprechende pGEX-KG-Konstrukt transformiert. Mit einem Einzelklon wird eine

100 ml UN-Kultur (LB/Ampicillin-Medium, 100 pg/ml Ampicillin) angeimpft und am
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nichsten Tag in 1 Liter tiberimpft. Nach einer Stunde wird die Bakterienkultur fiir 30 min bei
RT gekiihlt und die Proteinexpression durch Zugabe von 0,1 mM IPTG induziert (pGex-KG
verfiigt liber eine IPTG-sensitive Expressionskassette). Die Bakterien werden fiir 4 bis 6
Stunden bei RT unter Schiitteln kultiviert und danach durch Zentrifugation (20 min, 4500 x g,
4°C) sedimentiert. Das Bakteriensediment wird in 10 ml kaltem PBS resuspendiert und bei -
80°C eingefroren oder sofort aufgeschlossen. Der Zellaufschluss erfolgt durch Zugabe von
0,1 mg/ml Lysozym, 0,1 mM PMSF und anschlieBende Ultraschall-Behandlung mit einer
Makrotip eines Sonikators (Bandelin) bei mittlerer Stirke (170 Watt) fiir dreimal 20
Sekunden. Die Solubilisierung der Proteine erfolgt durch Zugabe von 1% Triton X-100 und
Schiitteln auf Eis fiir 15 min. AnschlieBend wird das Bakterienlysat abzentrifugiert (20 min,
27.500 x g, 4°C) und der daraus resultierende Uberstand 4 Stunden oder UN mit 200 - 500 ul
Glutathion-Sepharose 4B Matrix auf einem Drehrad bei 4°C inkubiert. Am nichsten Tag wird
die Glutathion-Matrix fiinfmal mit 0,1% Triton X-100, 0,2 mM PMSF in PBS gewaschen,
wobei mit als 100 x g fiir 3 min bei 4°C zentrifugiert wird. Nach dem letzten Waschschritt
wird die Glutathion-Matrix in einem Bettvolumen PBS aufgenommen und auf Eis gelagert,
jedoch nicht eingefroren. Zur Uberpriifung der Proteinexpression und zur Bestimmung der
Proteinkonzentration wird das gereinigte GST-Fusionsprotein durch SDS-PAGE analysiert.
Anhand des zusitzlichen Auftrags einer definierten Menge eines Markerproteins (BSA) kann
nach dem Lauf des Gels die Konzentration des gereinigten GST-Fusionsproteins abgeschitzt

werden.

5.2.4.9 Expression und Aufreinigung von loslichen Hexa-His-Fusionsproteinen

Die Expression von (His)e-Fusionsproteinen (kodiert durch pET28a-Konstrukte) wird in dem
E.coli-Stamm BL21(DE3) vorgenommen, der weniger endogene Proteasen besitzt. Zuerst
werden BL21(DE3)-Bakterien mit dem entsprechenden pET28a-Konstrukt transformiert. Mit
einem Einzelklon wird eine 100 ml UN-Kultur (LB/Ampicillin-Medium, 100 ug/ml
Ampicillin) angeimpft und am nichsten Tag in 1 Liter iberimpft. Nach einer Stunde wird die
Bakterienkultur fiir 30 min bei RT gekiihlt und die Proteinexpression durch Zugabe von 0,1
mM IPTG induziert (pET28a verfiigt liber eine IPTG-sensitive Expressionskassette). Die
Bakterien werden fiir 4 bis 6 Stunden bei RT unter Schiitteln kultiviert und danach durch
Zentrifugation (20 min, 4500 x g, 4°C) sedimentiert. Das Bakteriensediment wird in 30 ml
kaltem Resuspendierungspuffer aufgenommen. Nach Zugabe von 0,1 mg/ml Lysozym

werden die Zellen durch Sonifizierung (3 x 20 Sekunden) mit einem Sonifikator (Bandelin)
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aufgeschlossen. Die Solubilisierung der Proteine erfolgt durch Zugabe von 1% Triton X-100
und Schiitteln auf Eis fiir 15 min. Anschlieend wird das Bakterienlysat abzentrifugiert (20
min, 27.500 x g, 4°C), der daraus resultierende Uberstand zunichst mit 5 mM -
Mercaptoethanol versetzt und anschliessend 1 Stunde mit 8 ml in PBS aufgeschwemmter Ni-
NTA- Matrix (Bettvolumen nach zweistiindigem Quellen zu Volumen an PBS etwa 1:1) auf
einem Drehrad bei 4°C inkubiert. Danach werden die matrixgebundenen Proteine bei 1000 x
g sedimentiert, der Uberstand verworfen und das Pellet 4 x mit Waschpuffer und
aufsteigenden Imidazolkonzentrationen von 1, 10, 20, 40 mM gewaschen. Die Elution der
Proteine von der Matrix erfolgt durch zweimalige Inkubation mit je 5 ml Elutionspuffer
(enthdlt 250 mM Imidazol) fiir je 5 min bei RT. Die Eluate werden vereinigt. Zur
Uberpriifung der Proteinexpression und zur Bestimmung der Proteinkonzentration wird das
gereinigte His-Fusionsprotein durch SDS-PAGE analysiert. Anhand des zusétzlichen
Auftrags einer definierten Menge eines Markerproteins (BSA) kann nach dem Lauf des Gels
die Konzentration des gereinigten Fusionsproteins abgeschétzt werden. Stark verdiinnte

Protein-Losungen werden tiber Centricon-Sdulen aufkonzentriert.

Resuspendierungspuffer: 50 mM NaH,PO, (pH 7,6), 300 mM NaCl, 0,2 mM PMSF,
1 pg/ml Aprotinin, 1 pg/ml Leupeptin

Waschpuffer: 50 mM NaH,PO, (pH 7,6), 300 mM NacCl, 0,2 mM PMSF,
1 pg/ml Aprotinin,1 pg /ml Leupeptin, 5 mM
-Mercaptoethanol, 0,1% TritonX-100

Elutionspuffer: 50 mM NaH,PO, (pH 7,6),300 mM NacCl, 0,2 mM PMSF
1 pg/ml Aprotinin, 1 pg /ml Leupeptin, 0,1% TritonX-100,
250 mM Imidazol

5.2.4.10 Kosedimentationsexperimente mit GST-PaklPDB zur Bestimmung des
RacGTP-Levels in 293FT-Zellen

Die Bestimmung des RacGTP-Levels in 293FT-Zellen wurde nach einer bereits
beschriebenen Methode durchgefiihrt (Benard et al., 1999). 293FT Zellen werden mittels
Lipofectamin mit den entsprechenden Expressionskonstrukten transfiziert und die Zellen 24
Stunden nach der Transfektion geerntet. Die Zellen werden einmal mit PBS gewaschen,

anschlieend in Lysis-Puffer geerntet und fiir 10 Minuten bei 4°C auf dem Drehrad inkubiert.
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Dann werden die Lysate mit 30 U Benzonase versetzt und fiir 10 Minuten bei 16.000 x g, 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen und 50pl direkt in Probenpuffer
aufgenommen um spéter den Gesamt-Rac-Gehalt und die Expression des transfizierten
Proteins iiberpriifen zu konnen. Zu dem verbliebenen Solubilisat werden je 14 pg an
Glutathion-Separose 4B immobilisierten GST-Pak1PDB-Fusionsprotein hinzupipettiert und
die Ansitze fiir eine Stunde bei 4°C auf dem Drehrad inkubiert. AnschlieBend werden die
matrixgebundenen Proteine flinfmal mit Lysispuffer gewaschen (jeder Waschschritt 2
Minuten, 100 x g, 4°C). Der Waschpuffer des letzten Waschschritts wird vollstindig mit einer
Injektionskaniile abgesaugt. Die matrixgebundenen Proteine werden in Probenpuffer
aufgenommen und mittels SDS-PAGE und nachfolgendem Immunoblot unter Verwendung

des Odyssey-Readers analysiert und quantifiziert.

Lysis-Puffer: 20 mM Tris/HCI pH7,5 (4°C), 1 mM DTT, 5 mM MgCl,, 150 mM
NacCl, 0, 5% NP-40, 5 mM B-Glycerophosphat, 1 mM PMSF, 0,5 pg/ml
Leupeptin, 1 pg/ml Aprotinin

5.2.4.11 Kosedimentationsexperimente zur Untersuchung von Protein-Protein-

Interaktionen

Zur Untersuchung der Protein-Protein-Interaktionen zwischen Chimaerin-GST-Fusions-
proteinen und EphA4 oder Nck werden die an Glutathion-Sepharose 4B gebundenen
Fusionsproteine mit Solubilisaten von mit EphA4 transfizierten 293FT Zellen inkubiert.
Dafiir wurden die Zellen 24 Stunden nach Transfektion in Solubilisierungspuffer geerntet und
fiir 30 Minuten auf dem Drehrad bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wird das unlosliche
Material durch Zentrifugation (1 Stunde, 100.000 x g, 4°C) sedimentiert und der Uberstand
fiir das Experiment verwendet. Das einem Aquivalent von 2 mg Gesamtprotein entsprechende
Volumen wird mit 6-20 nMol matrixgebundenem GST-Fusionsprotein fiir 2 h bei 4°C auf
einem Drehrad inkubiert. Die matrixgebundenen Proteine werden fiinfmal mit Waschpuffer
gewaschen (Matrix bei 1000 x g fiir 5 min sedimentieren, Uberstand abnehmen, Waschpuffer
zugeben und erneut zentrifugieren), in SDS-PAGE-Probenpuffer aufgenommen und durch

SDS-PAGE sowie durch einen Immunoblot analysiert.
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Solubilisierungspuffer: 20 mM Tris/HCI, pH7,5, 120 mM NacCl, 10 % Glyzerin, 1 % Triton
X-100, complete Proteinase Inhibitoren (Roche), 20 mM NasP,07,
20 mM NaF, 2 mM Na;OV,

Waschpuffer: Solubilisierungspuffer mit 0,5 % Triton X-100

5.2.4.12 Immunprizipitation von Proteinen

Transfizierte 293FT-Zellen oder kortikale Neuronen werden geerntet und in
Solubilisierungspuffer fiir 30 Minuten auf dem Drehrad bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wird
das unlosliche Material durch Zentrifugation (1 Stunde, 100.000 x g 4°C) sedimentiert und
der Uberstand fiir das Experiment verwendet. Der Uberstand wird mit 10 pl des Antiserums
gebunden an Protein A-Sepharose oder gekoppelt an Agarose fiir 2 h bei 4°C auf einem
Drehrad inkubiert. Die matrixgebundenen Immunkomplexe werden dreimal mit
Solubilisierungspuffer gewaschen (Matrix bei 1000 x g fiir eine Minute sedimentieren,
Uberstand abnehmen, Waschpuffer zugeben und erneut zentrifugieren), in SDS-PAGE-
Probenpuffer aufgenommen und durch SDS-PAGE und anschlieBenden Immunoblot

analysiert.

Solubilisierungspuffer: 20 mM Tris/HCI, pH 7,5, 120 mM NaCl, 10 % Glyzerin, 1 % Triton
X-100, complete Proteinase Inhibitoren (Roche), 20 mM NasP,07,
20 mM NaF, 2 mM Na3OV4

5.2.4.13 Affinitiitsreinigung von Antiseren mittels an Nitrozellusoe gebundendener

Antigene

Zunichst wird das Antigen an Nitrozellulose immobilisiert und die Membran mit Ponceau S
eingefdrbt. Die Antigenbande wird aus der Membran ausgeschnitten und in 1x TBS entférbt.
Das Antiserum wird 1:5 in 1x TBS verdiinnt und fiir zwei Stunden in einem 15 ml
Reaktionsgefdl mit dem Membranstreifen unter Schiitteln inkubiert. AnschlieBend wird die
Membran viermal fiir 5 Minuten mit 1xXTBS gewaschen. Die Elution der an das Antigen
gebundenen Antikorper erfolgt durch Inkubation mit 3 ml 50 mM Glycin pH 2,5 fiir 10
Minuten. Das Glycin mit den darin enthaltenen Antikérpern wird dann mit 300 pl 1M Tris pH

8 neutralisiert. Der Elutionsschritt wird wiederholt, die eluierten und neutralisierten
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Fraktionen vereinigt und mit BSA (Endkonzentration 1Img/ml und Glyzerin

(Endkonzentration 20%) versetzt.

5.2.5 Zellbiologische Methoden

5.2.5.1 Herstellung homolog rekombinanter Stammzellen (ES-Zellen) zur Erzeugung

von deletionsmutanten Mausen (Willnow und Herz, 1994)

5.2.5.1.1 Kultivierung von Feeder-Zellen

Bei der Kultivierung von ES-Zellen ist es von Bedeutung, dass die Stammzellen ihre
Totipotenz behalten und nicht ausdifferenzieren. Aus diesem Grund werden die Stammzellen
in Gegenwart von Feeder-Zellen, die zu optimalen Kulturbedingungen beitragen, kultiviert.
Als Feeder-Zellen werden embryonale Fibroblasten aus der Maus (MEF) verwendet. Der
Boden der verwendeten sterilen Kultivierungsgefialle wird mit 0,1% Gelatine in D-PBS fiir
zwei Stunden beschichte. Zur Inkulturnahme der Feeder-Zellen wird ein Aliquot
eingefrorener Zellen (P4 - P9) in einem 37°C warmen Wasserbad schnell aufgetaut und in
Feeder-Zellmedium auf eine Zellkulturflasche (175 oder 75 cm®) ausgesit. Konfluent
gewachsene Feeder-Zellen werden je nach Hohe der Passagen 1:5-1:2 passagiert. Hierzu wird
das Feeder-Zellmedium abgesaugt, der Zellrasen mit D-PBS gewaschen und zum Abldsen der
Zellen mit 2 ml 0,1% Trypsin/EDTA-L6sung behandelt (5 min, 37°C). AnschlieBend werden
die Zellen trituriert, in Feeder-Zellmedium aufgenommen, abzentrifugiert (7 min bei 500 x g),
in 30 ml Feeder-Zellmedium resuspendiert und auf die dreifache Ausgangsfliche verteilt.
Nachdem die Feeder-Zellen konfluent sind, werden weitere Zellteilungen durch Inkubation
mit Mitomycin C blockiert. Hierfiir wird Mitomycin C in einer Konzentration von 10 ug/ml
zum Feeder-Zellmedium gegeben. Nach einer 2,5-stiindigen Inkubation werden die Zellen zur
Entfernung des Mitosegiftes 3 x mit D-PBS gewaschen. AnschlieBend werden die Zellen mit
Trypsin abgelost und auf neue Kulturschalen verteilt (Aufteilung wird nach Kulturflache

berechnet), auf die spiter die ES-Zellen ausgesit werden.

Feeder-Zellmedium: 500 ml DMEM-Medium
95 ml fotales Rinderserum (Hyclone FCS)
6 ml 100 x MEM nicht essentielle Aminosauren (Gibco)
6 ml B-Mercaptoethanol (100 x -Mercaptoethanol:
7 ul B-Mercaptoethanol in 10 ml D-PBS)
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3 ml 500 x Penicillin/Streptomycin-Losung

5.2.5.1.2 Kultivierung von ES-Zellen

Die Inkulturnahme der ES-Zellen (E14) erfolgt auf einer konfluenten, mit Mitomycin C
vorbehandelten Feederschicht. Zur Vermehrung der Zellpopulation werden die Stammzellen
in Zellkulturflaschen kultiviert. Wahrend der Selektion auf rekombinante Zellen erfolgt die
Kultivierung in Rundschalen (10 cm). Die einzeln gepickten Zellklone werden in 96-
Lochplatten und zur Expansion positiver Einzelklone in 24- bzw. 12-Lochplatten gehalten.
Wihrend der Kultivierung der ES-Zellen erfolgt ein Mediumwechsel, nachdem sich die
Mediumsfarbe ins Gelbliche verdndert. Ab einer Konfluenz von 60% konnen die ES-Zellen
1:3 passagiert werden. Das Passagieren erfolgt wie bei den Feeder-Zellen, jedoch wird eine
intensivere Trypsinbehandlung mit einer 0,25% Trypsin/EDTA-Losung und einer
Einwirkungsdauer von 15 min bendtigt. Aulerdem miissen die ES-Zellen intensiv trituriert
werden, um eine gute Vereinzelung der Zellen zu gewéhrleisten und ein Ausdifferenzieren zu

verhindern.

ES-Zellmedium: Feeder-Medium
65 ul ESGRO-LIF

5.2.5.1.3 Vorbereitung des Rekombinationsvektors fiir die Transfektion

300 ug Plasmid-DNA der fiir die Gen-Manipulation bendtigten Konstrukten werden
linearisiert, 2 x mit Phenol/Chloroform (1:1 Gemisch) und 2 x mit Chloroform extrahiert und
mit Ethanol gefillt (siche 2.2.1.1.8). Das DNA-Sediment wird 2 x mit 70%igem Ethanol

gewaschen, unter der Sterilbank kurz getrocknet und in 1 ml sterilem D-PBS aufgenommen.

5.2.5.1.4 Transfektion der ES-Zellen mittels Elektroporation

Fiir die Elektroporation werden zwei 10 cm’-Kulturflaschen mit ca. 50% konfluenten ES-
Zellen vorbereitet. Die hochste Transfektionsrate wird durch Verwendung von ES-Zellen in
der exponentiellen Teilungsphase (log-Phase) erreicht. Dies kann durch eine 1:2 Passage von
80% konfluenten ES-Zellen ca. 24 h vor der eigentlichen Transfektion erreicht werden. Die
Zellen werden 2 x mit D-PBS gewaschen, trypsiniert, gut trituriert und nach der
Zentrifugation noch 2 x mit D-PBS gewaschen. Ein Aliquot wird in einer Neubauer-

Zahlkammer ausgezihlt, je 900 ul Zellsuspension mit einer Dichte von 10 x 10° Zellen/ml auf

133



MATERIAL & METHODEN

sterile Eppendorf-Gefésse verteilt und mit 25-35 ug des linearisierten Rekombinationsvektors
vermischt. Nach 5-miniitiger Inkubationsphase wird das Zell-DNA-Gemisch auf zwei
Elektroporationskiivetten (0,4 cm Elektrodenabstand) verteilt. Die Kiivetten werden 5 min auf

Eis inkubiert. Die Elektroporation erfolgt bei 500 uF und 230V (Bio-Rad-Pulser). Ein bis

zwei Elektroporationsansitze werden auf 10 cm’-Kulturschalen ausgesit.

5.2.5.1.5 Selektion rekombinanter ES-Zellen

Das ES-Zellmedium wird 12 Stunden nach der Elektroporation gewechselt und nach weiteren
12 Stunden gegen Selektionsmedium ausgetauscht. Die Neomycin-Selektion, die nur das
Wachstum von rekombinanten ES-Zellen erlaubt, erfolgt iiber 9 Tage durch Zugabe von
G418. Die negative Selektion erfolgt durch Zusatz von Gancyclovir vom 3.-5. Tag.
Gancyclovir soll ES-Zellklone abtdten, die den Vektor zufillig integriert haben und noch
intakte TK-Gene enthalten.

5.2.5.1.6 Isolierung und Expansion selektionierter ES-Zellklone

Etwa 9-12 Tage nach der Elektroporation erfolgt die Vereinzelung der Stammzellklone. Dazu
wird eine 96-Lochplatte mit jeweils 50 ul Trypsin pro Loch vorbereitet. Die ES-Zellen
werden 2 x mit D-PBS gewaschen. Unter dem Binokular werden einzelne ES-Zellklone
mittels steriler Pipettenspitzen (auf 3 ul eingestellt) aufgenommen und in die einzelnen mit
Trypsin-Losung gefiillten Locher transferiert. Die Zellen werden 15 min bei 37°C in der
Trypsin-Losung inkubiert, nach Zugabe von jeweils 50 ul ES-Zellmedium gut trituriert und
auf eine mit Feeder-Zellen vorbereitete 96-Lochplatte transferiert. Nach etwa 3-5 Tagen
werden die ES-Zellen passagiert. Zundchst werden die Zellen 2 x mit D-PBS gewaschen,
dann jeweils 15 min mit 50 ul Trypsin-Lésung behandelt, nach Zugabe von 70 ul ES-
Zellmedium gut trituriert und auf drei 96-Lochplatten, mit Vorlagen von 120 ul ES-
Zellmedium/Loch, verteilt. Zwei Platten sind mit einer Mitomycin C behandelten Feeder-
Schicht vorbereitet. Sie werden zum Einfrieren der ES-Zellen verwendet Eine der 96-
Lochplatten ist nur mit Gelatine beschichtet und wird fiir die spitere DNA-Analyse
verwendet. Nach der Identifizierung positiv rekombinierter ES-Zellklone wird eine
eingefrorene Platte aufgetaut, und die betreffenden Klone werden in groferen Kulturschalen

expandiert.
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5.2.5.1.7 Einfrieren von ES-Zellen

Die Zellklone werden in den 96-Lochplatten bis zur Konfluenz kultiviert. Vier Stunden vor
dem Einfrieren wird das ES-Zellmedium gewechselt; danach werden die Zellen 2 x mit D-
PBS gewaschen, 15 min bei 37°C mit jeweils 45 ul Trypsin-Losung inkubiert und nach
Zugabe von 45 ul ES-Zellmedium trituriert. AnschlieBend werden die Zellen fiir 10 min auf
Eis gestellt. Zum Medium wird jeweils 90 ul eiskaltes 2 x-Einfriermedium gegeben, gut
durchmischt und mit 70 ul Mineraldl pro Loch iiberschichtet. Die Zellkulturplatte wird in
einer Styroporbox bei -80°C eingefroren und anschlieBend in einen Tank mit fliissigem

Stickstoff iberfiihrt.

2 x-Einfriermedium: 20% DMSO
20% fotales Kilberserum

60% ES-Zellmedium

5.2.5.1.8 Analyse der selektionierten ES-Zellklone

Die konfluenten ES-Zellklone werden 2 x mit D-PBS gewaschen und in jeweils 50 ul
Lysispuffer tiber Nacht bei 60°C in einer Feuchtkammer aufgeschlossen. Die lysierten Zellen
werden mit 100 ul kalter Fallungslosung (-20°C) versetzt. Zur Fillung der genomischen DNA
werden die Proben 30 min bei RT stehengelassen. Der Uberstand wird dekantiert und die
DNA 3 x mit 70% Ethanol gewaschen und kurz bei RT getrocknet. AnschlieBend wird das
DNA-Pellet in 50 ul eines Gemisches aus Restriktionsenzym (15-20 U) und geeignetem
Puffer aufgenommen und iiber Nacht bei 37°C gespalten. Die gespaltene genomische DNA
wird auf einem 0,8%-igem 1 x TAE-Agarosegel bei konstantem Strom (18 mA)

elektrophoretisch getrennt und anschlieBend der Southern-Blot-Analyse unterzogen.

Lysispuffer: 10 mM Tris/HCI (pH 7,5)
10 mM EDTA
10 mM NaCl
0,5% N-Laurylsarcosin,

1 mg/ml Proteinase K

Fallungslosung: 75 mM NaCl in 100% Ethanol
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5.2.5.1.9 Blastozysteninjektion und Zucht rekombinanter Miuse

Die Blastozysteninjektionen sowie die Zucht und Pflege rekombinanter Tiere wurden von den
Mitarbeitern des Tierhauses des MPI fiir experimentelle Medizin, Gottingen, unter
tierdrztlicher Leitung von Herrn Dr. Hermann Riedesel vorgenommen. Die Verpaarung
chimdrer Méannchen sowie die gesamte weitere Zucht erfolgte mit C57BL/6-M4iusen. In allen
Experimenten wurden Geschwistertiere verschiedenen Genotyps aus demselben Wurf

verglichen.

5.2.5.2 Transfektion von 293FT-Zellen

293FT-Zellen werden am Tag vor der Transfektion auf mit Poly-L-Lysin beschichtete
Zellkulturgefa3e ausgebracht und nach den Angaben des Herstellers mit Lipofectamin 2000
(Invitrogen) transfiziert. Vierundzwanzigstunden nach der Transfektion werden die Zellen fiir

die biochemischen Experimente verwendet.

5.2.5.3 Produktion von Lentiviren in 293FT-Zellen

Chimaerin cDNA-Sequenzen wurden in den Vektor pFUGW subkloniert, um N-terminale
EGFP-Fusionsproteine zu erhalten. Die zur Virusproduktion verwendeten Vektoren wurden in
(Lois et al., 2002) beschrieben. Fiir die technische Durchfithrung wurde das ViraPower -
Protokoll (ein von Intvitrogen vertriebenenes Lentivirales Expression Systems) adaptiert.
293FT-Zellen werden am Tag vor der Transfektion in einer Dichte von 1x10° Zellen in eine
mit Poly-L-Lysin beschichtete 10 cm-Zellkultur in Antibiotika freiem Medium ausgesdht. Fiir
eine Transfektion wird eine Mischung aus 3 Vektoren (12 pg Gesamt-DNA, 6 ug FUGW, 3
pug pA8.9 und 3 ug pVSVG) in 1,5 ml OptiMEM1-Medium hergestellt. Diese Mischung wird
nach fiinf miniitiger Inkubation mit 12 pl Transfektionreagenz (Lipofectamine 2000,
Invitrogen), welches zuvor ebenfalls mit 1,5 ml OptiMEM1 verdiinnt wurde, vereinigt und fiir
weitere 20 Minuten inkubiert. AnschlieBend wird der Transfektionsmix auf die 293FT-Zellen
gegeben, das Medium wird am Tag darauf gegen antibiotikahaltiges Medium mit 7 mM
Natriumbutyrat ausgetauscht. 72 Stunden nach der Transfektion wird das Viruspartikel-
haltige Medium mittels Zentrifugation und anschlieBender Filtration durch einen 0,45 um-
Filter von zelluldaren Bestandteilen gereinigt. Um moglichst hohe Titer von Viruspartikeln zu

erhalten, wird der geklirte Zellkulturiiberstand mit Millipore-Zentrifugationseinheiten
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eingeengt. Die Viruspartikelkonzentrate wurden aliquotiert und bis zum Gebrauch bei -80°C

gelagert.

5.2.5.4 Kultur von dissozierten kortikalen Neuronen

Die Kortizes oder Motorkortizes werden je nach Verwendung der Kulturen am Tag 16,5 der
Embryonalentwicklung oder am Tag der Geburt (P0) pripariert. Der Verdau erfolgt fiir 20
Minuten bei 37°C im Wasserbad mit 2 ml Papain-Losung (1 mg/ml in HBSS, Sigma) fiir zwei
Kortizes. Die Papain-Losung wird abgesaugt und die Kortizes zweimal mit Trypsininhibitor
(10mg/ml in HBSS, Roche) gewaschen. AnschlieBend wird zweimal mit Neurobasal + B27
gewaschen und die Zellen werden mit feuerpolierten Glaspipetten vereinzelt. AnschlieBend
werden die Neuronen fiir 3 Minuten bei 300 x g sedimentiert. Der Uberstand wird abgesaugt
und die Neuronen in Neurobasal + B27 resuspendiert. Fiir biochemische Zwecke werden die
Neuronen von 2 Kortizes auf eine 10 cm Zellkulturschale, die zuvor mit Poly-L-Lysin
beschichtet wurde, in Neurobasal + B27 ausgebracht. Fiir die Untersuchungen zum
Wachstumskegelkollaps wurde die Zellzahl mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt.
AnschlieBend werden die Zellen in 24-Loch Platten die mit Poly-L-Lysin beschichteteten
Deckglédschen bestiickt sind in einer Dichte von 100.000 Zellen/ml ausgebracht.

5.2.5.5 Lentivirale Infektion von kortikalen Neuronen

Fiir eine Infektion wurden kortikale Neuronen eine Stunde nach Ausplattieren mit 75 pl
konzentriertem Virus-Stock pro 10 cm-Platte durch direkte Zugabe in das Neurobasal-
Medium + B27 infiziert. Die Hélfte des Neuroneniiberstandes wurde am Tag nach der
Infektion gegen frisches Medium ausgetauscht, die Zellen wurden frithestens 5 Tage nach der

Infektion geerntet.

5.2.5.6 Stimulation von Motorkortex Neuronen zur Untersuchung des

Wachstumskegelkollaps

Nach 36 Stunden in Kultur wird der Wachstumskegelkollaps induziert. Hierfiir werden
EphrinB3-Fc (R&D Systems), EphrinA1-Fc (R&D Systems) oder Fc (Fc-Teil eines humanen
(IgG-Antikorpers, Jackson) mit einen anti-humanes IgG-Fc-Antikdrper in einem Verhéltnis
von 5:1 fir 30 Minuten bei Raumtemperatur vorkomplexiert. AnschlieBend werden

EphrinA1-FC, EphrinB3-Fc oder Fc in einer Endkonzentration von 2 pg/ml zum Medium der
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Neuronen gegeben. Die Stimulation erfolgt fiir 30 min im Zellkultur-Inkubator. AnschlieBend
wird das Medium abgesaugt und die Reaktion durch Waschen mit eiskaltem PBS auf Eis
gestoppt. Die Neuronen werden mit 4% Paraformaldehyd in PBS fiir 15 Minuten auf Eis
fixiert, anschlieend dreimal fiir 5 Minuten mit PBS gewaschen und mit Phalloidin Texasred
(1:50, Molecular Probes) fiir 30 Minuten inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen werden die

Neuronen mit Mowiol eingedeckt.

5.2.5.7 Stimulation von lentiviral infizierten kortikalen Neuronen

Finf bis sieben Tage nach der Infektion werden die Neuronen durch Zugabe von
vorkomplexiertem EphrinAl-Fc oder Fc stimuliert. Hierfiir werden EphrinAl-Fc (R&D
Systems) oder Fc (Jackson) mit einen anti-humanes IgG-Fc-Antikorper in einem Verhéltnis
von 5:1 fir 30 Minuten bei Raumtemperatur vorkomplexiert. AnschlieBend werden
EphrinA1-Fc oder Fc in einer Endkonzentration von 5 pg/ ml zum Medium gegeben, und die
Stimulation nach Inkubation im Zellkultur-Inkubator zu unterschiedlichen Zeitpunkten durch
Waschen mit eiskaltem PBS gestoppt. Die Zellen werden lysiert und fiir biochemische

Experimente eingesetzt.

5.2.6 Morphologische Methoden

5.2.6.1 Nissl-Fiarbung von Mausgehirnen

Adulte Méuse werden mit Avertin andsthesiert und mit 4% Paraformaldehyd in 100 mM PB
perfundiert. Die Gehirne werden entnommen und fiir eine Stunde nachfixiert. AnschlieBend
werden die Gehirne in 30% Sucrose 100 mM PB kryoprotektiert. Am freezing Kryotom
werden 40 um dicke sagittale Schnitte angefertigt in 100mM PB gesammelt und dann auf
Objekttrager aufgenommen. Die Schnitte werden in einer aufsteigenden Alkoholreihe (0%,
50%, 75%, 95%, 100% Ethanol p.a) zuerst dehydriert, mit Xylol entfettet und anschlieend
wieder rehydriert. Die Féarbung erfolgt fiir 1 min in filtrierter 1 %iger Thionin-Losung. Die
Differenzierung der gefarbten Schnitte erfolgt durch je 5 min Inkubation in einer
aufsteigenden Alkohlreihe. AnschlieBend werden die Schnitte 10 min in Xylol inkubiert, mit

Entellan (Merck) Eindeckelmedium benetzt und mit einem Deckglas versehen.
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5.2.6.2 Anfertigung von Riickenmarkschnitten am Vibratom

Adulte Miuse werden mit Avertin andsthesiert und mit 4% Paraformaldehyd in 100 mM PB
perfundiert. Das Riickenmark wird entnommen und fiir fiinf Stunden nachfixiert.
AnschlieBend wird das Riickenmark in 4 % Agarose in 100 mM PB eingebettet. Am
Vibratom werden frontale 60 um dicke Schnitte angefertigt und in 100 mM PB gesammelt.
Das Eindecken erfolgt mit einem Glyzerin/PBS Gemisch (Citifluor).
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Abbildung 1: Strategie der Genmanipulation und der Southernblot-Analyse des pan-a-
Chimaerin-knock-outs

In den in Abbildung 23 des Ergebnisteils dargestellten Targeting-Vektor wurde zusatzlich ein
Thymidinkinase-Gen eingefiihrt. Der Rekombinationsvektor sollte die Entfernung von Exon 8 nach
Cre-Rekombination erlauben und zur Inversion einer Kassette flihren (splice acceptor site-Exon-
8/IRES-LacZ), die in der Expression von p-Galaktosidase unter Kontrolle der a-Chimaerin-Promotoren
resultieren sollte (Schnitgen et al., 2003). Die tatsachliche Struktur des o-Chimaerin-Gens nach
homologer Rekombination ist dargestellt. Die Rekombination hat zum Verlust eines Teilbereichs der
Kassette und somit zu einem konstitutiven a-Chimaerin-knock-out (a—Chimaerin'/') gefuhrt.
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Abbildung 2: Elektrophysiologische Ableitungen am isolierten Riickenmark zum Nachweis des
Verlusts der links/rechts-Koordination in a-Chimaerin-knock-out-Mausen

(A, D) Reprasentative Ableitungen der Aktivitat von Nervenwurzeln im Lumbalbereich des isolierten
Rickenmarks von P0O-P3 Mausen nach Applikation von NMDA, Serotonin und Dopamin. Ableitungen
von Wildtyp Tieren zeigen normale alternierende Beuger und Strecker (IL2/IL5) und links/rechts-
(rL2/1L2) Aktivitat (A), wahrend bei den o-Chimaerin-knock-out-Mausen nur Beuger und Strecker
alternieren und die links/rechts-Aktivitdt unkoordiniert ist (D). (B und E) Zirkulare Phasen-
diagrammdarstellung von intrasegmentaler links/rechts und intersegmentaler Strecker/Beuger
Koordination aus A und D. Jeder Punkt des Einheitenkreises reprasentiert den Phasenwert eines
Bewegungszyklus, wobei ein Phasenwert von 0,5 alternierender und 0,0 synchroner Aktivitat
entspricht. Ein Vektor ergibt sich aus der Kombination von 15 zufalligen Bewegungszyklen eines
Tieres, wobei sich die Richtung aus dem mittleren Phasenwert und die Lange aus dem Fokus der
Phasenwerte um den Durchschnitt ergeben. Der Endpunkt eines Vektors auferhalb des gestrichelten
Kreises markiert eine hochsignifikante Koordination. (C und F) Zirkuldares Phasendiagramm
intrasegmentaler Links/Rechts-Koordination von Wildtyp-(C;n=3) und a-Chimaerin™- (F;n=6) Mausen.
Jeder Punkt reprasentiert den Endpunkt eines Vektors. L, links; r, rechts; |, Lumbalsegment.
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Abbildung 3: Markierung der verschiedenen Klassen von kommissuralen Interneuronen im
Riickenmark von a-Chimaerin™-Miusen

(A, B) Schematische Darstellung der Farbstoff Applikation in das ventrale Rickenmark (modifiziert
nach (Stokke et al., 2002). (A) Intrasegmentale Markierung mittels FDA, zur Lokalisierung lokal
projizierender CINs. (B) Intersegmentale Markierungmittels FDA and RDA zur Lokalisierung von
aCINs, dCINs and adCINs. (C-F) Mikroskopische Aufnahmen frontaler Riickenmarksschnitte des L2-
Segments von Wildtyp-Kontrolltieren (C und D) und a—Chimaerin'/'(E und F)-Mausen, die wie in (A)
gezeigt, markiert wurden. a-Chimaerin™-Mause zeigen Fasern die irrtimlich dorsal des zentralen
Kanals die Mittellinie kreuzen, wahrend kontralaterale dorsale Fasern im Rickenmark von Wildtyp-
Kontrolltieren von dorsalen Interneuronen ausgehen und die Mittellinie an der ventralen Kommissur
kreuzen. (G-R) Mikroskopische Aufnahmen frontaler Riickenmarksschnitte von Wildtyp-Kontroll- (G-L)
und a—Chimaerin'/'(M—R)—Méusen, die wie in (B) gezeigt markiert wurden. RDA markierte Populationen
sind in der linken Spalte, FDA markierte in der mittleren Spalte und beide Populationen in
Doppelexposition in der rechten Spalte dargestellt. In a-Chimaerin”-Mausen sind Fasern sichtbar, die
irrtimlich dorsal und ventral vom zentralen Kanal die Mittellinie kreuzen, jedoch konnten keine
offensichtlichen Veranderungen der Anzahl oder der Position der aCINs, dCINs oder der adCINs
festgestellt werden. Die Ungefahre Position der CINs ist mit einem gestrichelten Kreis in G markiert.
Das weille Rechteck in C, G und M markiert den Bereich der vergréfRerten Darstellung (D, F, J-L, P-
R). Der Umrif3 des Riickenmarks ist durch eine gestrichelte Linie dargestellt (C, E, G, M). Der zentrale
Kanal und die Mittellinie sind durch eine punktierte Linie markiert (D, F, J-L, P-R). FDA, Fluorescein
Dextran Amin; RDA, Rhodamin Dextran Amin. Langenstandard: 200 um.
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