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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

Im Gehirn werden Informationen aufgenommen, verarbeitet, weitergeleitet
und gespeichert. Diese wichtigen Aufgaben des Lernens und Erinnerns
werden von einem (iberaus komplexen Netzwerk aus ungefahr 10"" Neuronen
bewaltigt. Neurone sind polare Zellen, die einen Dendritenbaum zur
Aufnahme von Informationen (Afferenz) und ein Axon zur Informations-
weitergabe (Efferenz) besitzen. Die Kontaktstellen, an denen die Ubertragung
der Information von der Senderzelle auf die Empfangerzelle stattfindet,
werden Synapsen genannt. Ein Neuron bildet zwischen 1.000 und 30.000
Synapsen aus. Dabei entsteht am Axon des efferenten Neurons die so
genannte Prasynapse, wahrend sich die Postsynapse meistens am Dendriten
des afferenten Neurons befindet. Diese beiden synaptischen Anteile werden
durch den synaptischen Spalt, einem extrazellularen Raum von 20-30 nm
Breite, getrennt. Die chemischen Synapsen im Gehirn verwenden Neuro-
transmitter zur Informationsweitergabe von der Prasynapse an die Post-
synapse. Es wird zwischen inhibitorischen (hemmenden) und exzitatorischen
(erregenden) Synapsen unterschieden.

Der am haufigsten verwendete Neurotransmitter an exzitatorischen Synapsen
ist Glutamat (Scannevin u. Huganir, 2000). Die Prasynapse enthalt einen in
Vesikeln verpackten Vorrat an Neurotransmittern (Abbildung 1). Auf einen
elektrischen Reiz hin setzt die Ca**-abhidngige Freisetzung der Neuro-
transmitter an der aktiven Zone ein. Dieser Bereich wird als CAZ (cytomatrix
assembled at the active zone of neurotransmitter release) bezeichnet
(Dresbach et al., 2001). Gegenuber der CAZ, durch den synaptischen Spalt
getrennt, liegt ein unter der postsynaptischen Membran lokalisiertes
elektronendichtes Netzwerk an Proteinen, die postsynaptische Dichte (PSD).
Die PSD enthalt neben einer Vielzahl an verschiedenen Rezeptortypen,
welche durch Geristmolekile (u. a. proline rich synapse associated protein /
SH3 domain and ankyrin repeat containing protein, ProSAP/Shank) mit dem
Zytoskelett der Postsynapse verbunden und vor Ort verankert werden, auch

Bestandteile verschiedener Signalkaskaden (Boeckers, 2006). Exzitatorische
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Synapsen im Bereich des Hippocampus und des Kortex weisen oft
dendritische Dornen auf. Dies sind aktinreiche Ausstilpungen der Dendriten,
auch spines genannt. Der dendritische Dorn beinhaltet die PSD und
ermoglicht eine isolierte Antwort einzelner Synapsen nach Stimulation
(Calabrese et al., 2006; Ethell u. Pasquale, 2005; Zhang u. Benson, 2000).

Prasynapse

Postsynapse

Abbildung 1: Schema einer exzitatorischen Synapse

Abi-1: Abl interactor 1; AMPA: a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-propionsdure; CAZ:
cytomatrix assembled at the active zone of neurotransmitter release; Cortactin: cortical actin
binding protein; EphB2: EphrinB Rezeptor 2; o-Fodrin: spectrin alpha non-erythreytic 1;
GKAP: guanylate kinase-associated protein; Glu: Glutamat; GRIP: glucocorticoid receptor
interacting protein; IRSp53: Insulinrezeptorsubstratprotein von 53 kDa; NMDA: N-Methyl-D-
Aspartat; ProSAP/Shank: proline rich synapse associated protein/SH3 domain and ankyrin
repeat containing protein; PSD: postsynaptische Dichte; PSD-95: postsynaptic density
protein-95. Rezeptoren und Transmitter sowie transmittergefiillte Vesikel in rof,
Gerilstmolekiile in blau, Adhasionsproteine in lila, Aktin bindende Proteine sowie
Aktinfilamente in grin, Modulatoren des Aktin-Zytoskeletts in gelb, CAZ in weiss auf
prasynaptischer Seite, PSD in dunkel grau auf der postsynaptischer Seite.

Die Neurotransmitter (Glutamat) werden auf einen elektrischen Reiz hin von der
prasynaptischen Seite ausgeschittet und erreichen Uber den synaptischen Spalt hinweg die
in der postsynaptischen Membran enthaltenen NMDA- und AMPA-Rezeptoren. Die
Rezeptoren werden durch Gerustmolekile (u. a., ProSAP/Shank) mit dem Aktin-Zytoskelett
des dendritischen Dorns verankert.
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Zu den von Glutamat aktivierten Rezeptortypen gehoéren u. a. die ionotropen
NMDAR (N-Methyl-D-Aspartat Rezeptoren) und AMPAR (a-Amino-3-hydroxy-
5-methyl-4-isoxazol-propionsdure Rezeptoren; Hollmann u. Heinemann,
1994). Die Aktivierung der AMPAR bewirkt eine Depolarisation der post-
synaptischen Membran durch Na’-lonen-Einstrom. Der NMDAR kann nur
duch einen synergistischen Effekt von Glutamat und einer spannungs-
abhangigen Freisetzung des inaktivierenden Mg?*-lons aktiviert werden,
wodurch Ca**-lonen in die Postsynapse einstromen (Nowak et al., 1984). Da
damit eine vorherige Aktivierung von AMPAR fur die Aktivierung der NMDAR
bendtigt wird, fuhrt eine Erhdhung bzw. Erniedrigung der Anzahl von AMPAR
in der postsynaptischen Membran zu einer Verstarkung bzw. Schwachung der
Synapse. Synapsen, die keine AMPAR in der postsynaptischen Membran
aufweisen, werden durch die fehlende Aktivierung der vorhandenen NMDAR
auch als ,stumme Synapsen® (silent synapses) bezeichnet (Bredt u. Nicoll,
2003; Kennedy u. Ehlers, 2006; Malenka u. Bear, 2004; Mayer et al., 1984;
Nowak et al., 1984).

Der Ca?*-Anstieg im postsynaptischen Kompartiment wird durch
Ausschiittung intrazellularer Ca**-Speicher erhdht, um verschiedene
intrazelluldre, Ca**-abhangige Enzyme zu aktivieren, wie z.B. die Ca*'-
Calmodulin abhangige Proteinkinase Typ Il (CaMKIl), die Proteinkinase C und
die mitogen-activated protein kinase (MAPK; Malenka et al., 1992; Malenka u.
Nicoll, 1999; Fitzjohn u. Collingridge, 2002). Die Aktivierung der intrazellularen
Signalkaskaden reguliert die Proteinneusynthese und morphologische
Veranderungen des dendritischen Dornes (Yuste u. Bonhoeffer, 2001). Im
dendritischen Dorn kann die Kalziumkonzentration nach Stimulation lokal
erhoht werden und somit die biochemische Antwort auf diese Stimulation vom
Rest des Dendriten und anderen dendritischen Dornen separiert werden
(Nimchinsky et al., 2002; Rao u. Craig, 2000).

Synapsen dienen nicht nur der Informationsweitergabe zwischen Neuronen,
sondern werden auch mit Lernen und Gedachtnisprozessen in Zusammen-
hang gebracht. So wurde in den letzten Jahrzehnten die Erkenntnis
gewonnen, dass sich die Form und die Stabilitdt von Synapsen bei diesen

Prozessen reversibel verandern (Synaptische Plastizitat; Bourne u. Harris,
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2007). Schadigungen an Synapsen oder Neuronen unterbrechen die
Informationsweitergabe und fuhren zu Stérungen des neuronalen Netzwerks.
Fehlfunktionen in der Entwicklung oder bei der Stabilisierung des neuronalen
Netzwerkes werden in Zusammenhang mit neurologischen Erkrankungen wie
Autismus, Alzheimer oder mentale Retardierung gebracht (Pardo u.
Eberhardt, 2007; Ramakers, 2002; Selkoe, 2002).

Mentale Retardierung ist gekennzeichnet durch eine Verminderung der
kognitiven Fahigkeiten und des angepassten Verhaltens (van Galen u.
Ramakers, 2005). Bei Patienten mit mentaler Retardierung werden geringer
verzweigte Dendritenbdume, ein Anstieg von morphologisch unreifen,
filopodienartigen Synapsen oder ein Verlust an Synapsen beobachtet
(Huttenlocher, 1970; Huttenlocher, 1974; Kaufmann u. Moser, 2000; Purpura,
1974). Bei einigen Patienten mit mentaler Retardierung konnten Defekte in
den Signalwegen nachgewiesen werden, in denen Proteine der Familie der
Rho-GTPasen involviert sind (Benarroch, 2007; Newey et al., 2005). Die
kleinen GTPasen der Rho-Familie sind wichtige Regulatoren des Aktin-
Zytoskeletts (Hall, 1998). Durch fehlgesteuerte Umstrukturierungen des Aktin-
Zytoskeletts werden sowohl die Morphologie als auch die Funktionalitat von
Dendriten und Synapsen beeintrachtigt. Die korrekte Regulation des Aktin-
Zytoskeletts ist also wesentlich an der Entwicklung von Neuronen beteiligt
(Ramakers, 2002).

1.1 Entwicklung eines Neurons

Ein Modell fir das Auswachsen und die Reifung von hippocampalen
Neuronen in Kultur wurde 1988 von Dotti et al. mittels live cell imaging von
primaren hippocampalen Zellkulturen entwickelt. Nach diesem Modell verlauft
die Reifung eines Neurons in Kultur nach einem definierten intrinsischen
Programm, welches in funf Stufen eingeteilt wurde (Abbildung 2). Nach dem
Anwachsen der Neurone differenzieren sie sich innerhalb der ersten zwei
Tage in Kultur durch Bildung eines Axons zu polarisierten Zellen. Danach
erfolgt innerhalb der ersten vier Tage in Kultur die Ausbildung der Dendriten.

Die Ausbildung der Synapsen, die Synaptogenese, beginnt nach sieben



EINLEITUNG 5

Tagen in Kultur und ist mit der Vollendung der Reifung nach ungefahr drei
Wochen in Kultur abgeschlossen (Dotti et al., 1988). Diese Ergebnisse sind
vergleichbar mit der Entwicklung von Neuronen in vivo (Craig u. Banker,
1994).

Stufe 1: 0,25 DIV Stufe 3: 1,5 DIV
Lamellipodien Ausbildung des Axons/% *{

Stufe 2: 0.5 DIV Stufe 4: 4 DIV Stufe 5: =7 DIV
Ausbildung kleinerer Ausbildung der Dendriten Synaptogenese, Reifung
Auslaufer (Neuriten)

Abbildung 2: Die Entwicklungsstufen eines hippocampalen Neurons in vitro
(modifiziert nach Dotti et al., 1988).

DIV: days in vitro.

Darstellung der funf Entwicklungsstufen von Neuronen in vitro: Stufe 1 beinhaltet die
Anheftung an die externe Matrix und die Ausbildung eines Lamellipodien-Kranzes nach
0,25 DIV (6 h). Wahrend der Stufe 2 erfolgt die Bildung mehrerer kleiner Auslaufer (0,5 DIV,
12 h). Aus einem dieser Auslaufer entwickelt sich in Stufe 3 das Axon (1,5 DIV). In Stufe 4
beginnen die weiteren Auslaufer zu wachsen und werden zu Dendriten (4 DIV). Die Stufe 5
umfasst die Reifung des Neurons, also die weitere Entwicklung des Dendritenbaumes
einschlieBlich der Synaptogenese.

Die Entwicklung der Polaritat erfolgt mit der Ausbildung des Axons nach dem
Modell von Dotti (Abbildung 2) wahrend der dritten Entwicklungsstufe. Zuvor
bildet das Neuron mehrere gleichwertige kurze Auslaufer aus, welche sich
standig verlangern und verkirzen. In der Stufe 3 beginnt ein Auslaufer
schneller zu wachsen als die anderen Neuriten (Dotti et al., 1988). Dieser
Auslaufer hemmt gleichzeitig das Auswachsen der anderen Neuriten und
verhindert damit die Bildung eines weiteren Axons (Andersen u. Bi, 2000;
Goslin u. Banker, 1989). Danach bildet sich der schnell wachsende Auslaufer
zum Axon und axonspezifische Proteine werden gezielt zum Axon
transportiert (Dotti u. Poo, 2003).

Die Ausbildung des Axons erfolgt sowohl durch extrazellulare Stimuli, wie
Gradienten von sezernierten Proteinen (wingless Int-1 (Wnt), semaphorin 3A
(Logan u. Nusse, 2004; Whitford et al., 2002) als auch durch intrinsische
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Signale (Phosphatidylinositol 3 Kinase (PI3K), Roux avian sarcoma (Ras),
Ras-related C3 botulinum toxin substrate (Rac), cell division cycle 42 (Cdc42)
und Ras homologous member (Rho); Arimura u. Kaibuchi, 2007; Govek et al.,
2005; lijima et al.,, 2002; Nishimura et al., 2005). Fur die Polaritat
entscheidende Proteine reichern sich z. T. im Wachstumskegel des Axon-
Vorlaufers an und stimulieren vor Ort die Entwicklung zum Axon (Shi et al.,
2003). Zu diesen Proteinen gehoéren die die PI3K und die GTPasen ras
related protein 1b (Rap1b) sowie Cdc42 (Schwamborn u. Puschel, 2004).
Nach dem Auswachsen des Axons in Stufe 3 bilden sich in Stufe 4 aus den
Ubrigen Neuriten primare Dendriten. Dendriten héherer Ordnung gehen von
Dendriten niedrigerer Ordnung ab und liegen somit weiter vom Zellkérper
entfernt in der Zellperipherie (Dotti et al., 1988). Ein Dendrit kann sich an
seiner Spitze Y-formig verzweigen oder es bildet sich seitlich an einem bereits
existierenden Dendrit ein neuer Dendrit aus (Scott u. Luo, 2001). In beiden
Fallen entstehen vorher aktinfilamentreiche Vorlauferstrukturen wie
Wachstumskegel und Filopodien (Dailey u. Smith, 1996). Je nach dem Fehlen
oder Vorhandensein externer Stimuli werden die Filopodien zurtckgebildet
bzw. stabilisiert und verlangert. Aus den stabilisierten Filopodien kann durch
Einsprossung von Mikrotubulin-Zytoskelettbestandteilen ein Dendrit entstehen
(Cline, 2001; Van Aelst u. Cline, 2004). Dendriten entstehen in vivo vermehrt
seitlich an bereits existierenden Dendriten (Dailey u. Smith, 1996).

Auch bei der Ausbildung der Dendriten spielen sowohl extrazellulare Stimuli,
(Neurotrophine, semaphorins, ephrins; Miller u. Kaplan, 2003; Van Aelst u.
Cline, 2004) als auch intrinsische Signale zellulare Abelson Tyrosinkinase
(c-Abl), Rac, Cdc42 und Rho (Govek et al., 2005; Jones et al., 2004) eine
Rolle. Zudem kénnen Proteine der PSD (post-synaptic density-95 (PSD-95),
Densin-180 und glucocorticoid receptor interacting protein 1 (GRIP1) die
Dendritogenese beeinflussen (Charych et al., 2006; Hoogenraad et al., 2005;
Quitsch et al., 2005; Vessey u. Karra, 2007).

Das Auswachsen der neuronalen Auslaufer wird durch eine vermehrte
Dynamik des Aktin-Zytoskeletts und eine Zunahme der Mikrotubulinbildung
ermdglicht (Arimura u. Kaibuchi, 2007; Yu et al., 1994; Yu u. Baas, 1994).

Bei der Synaptogenese erfolgt die Kontaktaufnahme zwischen Axon und
Dendrit meistens durch Filopodien (Abbildung 3; Fiala et al., 1998; Saito et al.,
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1992; Ziv u. Smith, 1996). Diese Strukturen sind aufgrund ihres auf Aktin
basierenden Zytoskeletts sehr beweglich und besitzen die Aufgabe, ihre
Umgebung zu ,sondieren® (Gupton u. Gertler, 2007). Nachdem Axon und
Filopodium in Kontakt gekommen sind, werden an der Kontakistelle auf der
prasynaptischen Seite ein bzw. mehrere dense core vesicle inseriert. Dense
core vesicle enthalten vorgefertigte prasynaptische Elemente, wie z.B.
Gerlstmolektle (Bassoon, Piccolo) und Proteine, welche an der Transmitter-
freisetzung beteiligt sind (Zhai et al., 2001). Dass die Proteine schon im vor-
gefertigten Verband entlang des Axons transportiert werden, beschleunigt den
Aufbau einer funktionellen Prasynapse (Ethell u. Pasquale, 2005;
Gundelfinger u. tom Dieck, 2000). Die Interaktion der pra- und post-
synaptischen Seite wird durch Zelladhasionsmolekule wie die Neuroligin-
Neurexine und den Cadherinen stabilisiert (Yamagata et al., 2003). Auf der
postsynaptischen Seite wird durch Umstrukturierung des Aktin-Zytoskeletts
aus dem Filopodium ein dendritischer Dorn gebildet (Abbildung 4; Sekino et
al., 2007).

“.4 =

Dendrit
e

Abbildung 3: Modell der Synaptogenese: (Ein Filopodium als Vorstufe des
dendritischen Dorns).

(A) Der axo-dendritische Kontakt erfolgt Uber ein vom Dendriten ausgebildeten Filopodium.
Dabei spielen sekretierte Lockstoffe (,attractans”) eine Rolle. (B) Der Kontakt zwischen pra-
und postsynaptischer Seite wird durch Adhasionsmolekiile stabilisiert. Durch Inserieren von
vorgefertigten ,Bauelementen” werden die CAZ (cytomatrix assembled at the active zone of
neurotransmitter release) und PSD (postsynaptische Dichte) aufgebaut. Filopodienartige
Synapsen besitzen eine geringere Halbwertszeit und bendtigen stabilisierende Signale wie
synaptische Aktivitat, um sich zu bestandigeren pilzférmigen Synapsen zu entwickeln. Bei
fehlender Stimulation biden sie sich zurlick. (C) Die Synapse ist morphologisch gereift. Dies
wird durch eine breitere CAZ und PSD sowie der pilzférmigen Morphologie des dendritischen
Dornes ersichtlich.
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Im Gegensatz zur prasynaptischen Seite, welche einen relativ konstanten
Aufbau besitzt, weisen postsynaptische Spezialisierungen groRe Unter-
schiede in ihrer molekularen Zusammensetzung auf. Dennoch gibt es auch
fur die postsynaptische Seite Komplexe von verschiedenen Gerustmolekulen
(guanylate kinase-associated protein (GKAP), PSD-95, ProSAP/Shank),
welche gemeinsam transportiert und inseriert werden (Gerrow et al., 2006).
Allerdings gilt dies nur fir einen geringen Anteil der bendétigten Proteine. Fir
viele Proteine sind spezielle Lokalisationsmechanismen vorhanden (Bresler et
al., 2001; Bresler et al., 2004; Lee u. Sheng, 2000). Einige Proteine konnen
wahrscheinlich bei Bedarf von vorhandenen mRNAs vor Ort synthetisiert
werden (Bdockers et al., 2004; Bruckenstein et al., 1990; Garner et al., 1988).
Der raumliche Umfang der pra- und der postsynaptischen Seite passt sich
einander an (Hering u. Sheng, 2001).

Bei der morphologischen Reifung der postsynaptischen Spezialisierungen aus
einem Filopodium treten verschiedene Formen des dendritischen Dorns auf
(Abbildung 3). Wie in Abbildung 4 schematisch dargestellt, entwickelt sich ein
Filopodium Uber die filopodienartige Synapse zur dinnen Synapse und weiter
zur stabileren pilzférmigen Synapse (Hering u. Sheng, 2001; Sekino et al.,
2007). Zu Beginn der Synaptogenese kommen alle Synapsenmorphologien
vor, wahrend im ausgereiften Stadium pilzférmige Synapsen vorherrschend
sind. Besonders filopodienartige Synapsen werden vermehrt in frihen Ent-
wicklungsstadien beobachtet (Dunaevsky et al., 1999). Dieser Typ von
dendritischem Dorn weist eine hohe Beweglichkeit auf, wodurch die
Entwicklung einer Synapse vereinfacht wird (Ziv u. Smith, 1996). Diese Form
kann bei fehlender Stimulation verkimmern oder in stimulierender Umgebung
sich zu einer pilzformigen Synapse entwickeln. Die pilzformige Synapse gilt
als stabilster Synapsentyp und ist in der Informationsweiterleitung am
effektivsten (Dailey u. Smith, 1996; Kasai et al., 2003; Korkotian u. Segal,
2000; Ziv u. Smith, 1996). Dennoch kann auch sie sich bei fehlender
Stimulation morphologisch zurlick entwickeln (Bourne u. Harris, 2007). Bei
der Reifung vom Filopodium zur pilzférmigen Synapse verkurzt sich der ,Hals"
des dendritischen Dorns, wahrend sich am Ende ein ,Kopf*‘ ausbildet, welcher
mit zunehmender Reife an Durchmesser gewinnt (Sekino et al., 2007). Die

haufig sehr schnellen morphologischen Veranderungen der dendritischen
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Dornen werden durch die hohe Dynamik des Aktin-Zytoskeletts ermdglicht
(Dunaevsky et al., 1999; Matus et al., 2000; Matus, 2005). Dendritische
Dornen enthalten einen Kern aus stabilen Aktinfilamenten und eine geringere
Menge an dynamischen Aktinflamenten, welche die Morphologie der
dendritischen Dornen umbilden (Abbildung 5; Halpain, 2000; Smart u.
Halpain, 2000). Im pilzférmigen dendritischen Dorn weist der ,Kopfbereich®
ein F-Aktin-Netzwerk auf, wahrend der ,Halsbereich“ aus langen gebindelten
Aktinfilamenten besteht (Abbildung 4; Fifkova u. Delay, 1982; Hirokawa, 1989;
Landis u. Reese, 1983).

&j <— Prasynapse

- «— PSD
«— F-Aktin aS
(griin)

<+— Dendritischer

Jo T B

Filopodium filopodienartige Synapse dinne Synapse pilzférmige Synapse

Morphologische Reifung

Abbildung 4: Schema der morphologischen Reifung dendritischer Dornen.

Eine schematische Darstellung eines Filopodiums und drei Formen dendritischer Dornen
wahrend ihrer morphologischen Reifung: filopodienartige Synapsen, diinne Synapsen und
pilzférmige Synapsen. PSD (schwarz): postsynaptische Dichte; F-Aktin (grin): flamentdses
Aktin

1.2 Das Aktin-Zytoskelett

Das Zytoskelett befahigt tierische Zellen eine Vielzahl von Formen anzu-
nehmen, koordinierte Bewegungen auszufihren, mechanisch mit ihrer
Umwelt in Kontakt zu treten und die ,inneren Komponenten® zu organisieren.
Das Zytoskelett besteht aus einem Netzwerk aus Proteinfilamenten.

Neuronale Auslaufer weisen ein mikrotubulares Zytoskelett auf, nur die
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Wachstumskegel an der Spitze der Auslaufer sind aus Aktin aufgebaut.
Ebenso besitzen Synapsen ein auf Aktin basierendes Zytoskelett (Bradke u.
Dotti, 1999; Govek et al., 2005; Matus, 2000; Matus, 2005; Suter u. Forscher,
1998).

Unter physiologischen Bedingungen konnen globulare Aktin-Monomere
(G-Aktin) reversibel zu doppelstrangigen, helikalen Filamenten (F-Aktin) poly-
merisieren (Pantaloni et al., 2001). Aktinfilamente besitzen eine strukturelle
und kinetische Polaritat. Sie weisen ein schnell wachsendes (+)-Ende und ein
langsam wachsendes (-)-Ende auf (Welch u. Mullins, 2002).

Aktinfilamente bendtigen die Interaktion mit Aktin bindenden Proteinen (ABP),
um Lamellipodien bzw. Filopodien auszubilden. Beide Strukturen sind ein Teil
von neuronalen Wachstumskegeln und dendritischen Dornen (Abbildung 4
und Abbildung 5; Fischer et al., 1998; Kaverina et al., 2002; Small et al.,
1998).

In Lamellipodien sind die Aktinfilamente in einem flachigen Netzwerk ange-
ordnet (Small et al., 2002). Das Netzwerk entsteht durch Bildung neuer
Verzweigungen an bereits existierenden Filamenten mit Hilfe von
Nukleationsfaktoren. Die Bildung eines Nukleationskerns, so wird die Poly-
merisation der ersten drei Aktinmonomere bezeichnet, ist energetisch
ungunstig, weshalb er von zellularen Nukleationsfaktoren wie dem Arp2/3-
Komplex (actin related protein 2/3-complex) und dessen Aktivatoren
katalysiert werden kann. Der Komplex besteht aus den aktinverwandten
Proteinen 2 und 3 sowie funf weiteren Untereinheiten (Welch et al., 1997). Die
Aktivierung des Komplexes erfolgt durch mehrere Aktivatoren, z. B. durch
Proteine der Wiskott-Aldrich Syndrom Protein (WASP)-Familie und der WASP
family verprolin-homologous (WAVE)-Familie (Ibarra et al., 2005; Weaver et
al., 2003). Zusatzlich kann die Keimbildung durch die Mitglieder der Formin-
Proteinfamilie bzw. dem neuronalen Nukleationsfaktor cordon-bleu initiiert
werden (Ahuja et al., 2007; Faix u. Grosse, 2006). Neue Filamente werden im
70°-Winkel an bereits existierende Filamente angebaut, wodurch eine
Verzweigung entsteht (Svitkina u. Borisy, 1999). Kappenproteine, die an das
(+)-Ende des Filaments binden, flhren zu einer frihen Wachstums-
begrenzung der Filamente, wodurch ein dichtes Geflecht entstehen kann
(Machesky u. Gould, 1999; Vignjevic et al., 2003).
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Filopodien besitzen lange, unverzweigte und gebundelte Aktinfilamente, die
uniform orientiert vorliegen und nach auf3en hin wachsen (Wood u. Martin,
2002). Filopodien bilden sich aus einer verzweigten Aktinstruktur aus, indem
Filamente verlangert und gebundelt werden. Dazu ist die Abwesenheit von
Kappenproteinen und Nukleationsfaktoren bzw. die Anwesenheit von
bindelnden Proteinen notwendig (Vignjevic et al., 2003; Vignjevic et al.,
2006). Die bundelnden oder quer vernetzenden Proteine fassen die Filamente
zusammen, wodurch Starke und Dicke des Filopodiums zunehmen (Disanza
et al., 2006).

“«= | »

A Wachstumskegel B Wachstumskegel C Filopodium D Dendritischer Dorn
(pilzformig)
@  Nukleationsfaktoren B Kappenprotein C  biindelndes Protein

Abbildung 5: Schema der Organisation des Aktin-Zytoskeletts in neuronalen
Strukturen.

(A) Wachstumskegel sitzen an den Spitzen wachsender Auslaufer und weisen eine flachige,
aufgefacherte Struktur auf. Sie dienen der Erkundung der Umgebung und zeichnen sich
durch eine hohe Dynamik ihres Aktin-Zytoskeletts (griin) aus. (B) Das Aktin-Zytoskelett des
Wachstumskegels weist die charakteristische Ordnung in einem Lamellipodium auf. Am
Rande des Wachstumskegels bilden sich haufig Filopodien aus. (C) Filopodium mit langen,
unverzweigten Aktinflamenten. (D) Das Aktin-Zytoskelett in pilzféormigen dendritischen
Dornen ahnelt im ,Halsbereich® Filopodien und im ,Kopfbereich® Lamellipodien.

Lamellipodien weisen Nukleationsfaktoren sowie Kappenproteine auf. Filopodien werden
durch bindelnde Proteine gebildet.

Aktin-Dynamik als Antwort auf extrazellulare Stimuli wird zum Teil Uber die
Familie der Rho-GTPasen vermittelt. Die Familie der Rho-GTPasen ist eine
Unterfamilie der Ras-GTPasen und enthalt u. a. drei prominente Mitglieder:
Cdc42, Rac und Rho (Govek et al., 2005). Die GTPasen sind im GDP-
gebundenen Zustand inaktiv und konnen durch den Austausch von GDP mit
GTP durch Guanin-Austauschfaktoren (GEFs) aktiviert werden (Schmidt u.
Hall, 2002). Die Inaktivierung erfolgt durch GTPase aktivierende Proteine
(GAPs), welche die hydrolytische Aktivitat der GTPase verstarken (Bernards,
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2003; Bernards u. Settleman, 2004). Zusatzlich kdnnen Guanin-Dissoziations-
inhibitoren (GDIs) die Dissoziation des GDP blockieren (Hoffman et al., 2000;
Zalcman et al., 1999). Die GTPasen liegen im Ruhezustand inaktiv in einem
Komplex mit GDIs vor. Nach Stimulation der Zelle 16sen sie sich aus diesem
Komplex und werden aufgrund ihres isoprenylierten C-Terminus in der Lipid-
Doppelschicht der Plasmamembran lokalisiert (Olofsson, 1999; Robbe et al.,
2003). Dort kénnen die GTPasen durch GEFs aktiviert werden. Durch die
Bindung diverser Effektormolekule induzieren sie spezifische zellulare
Antworten auf externe Stimuli (Bishop u. Hall, 2000).

Die GTPasen besitzen eine hierachische Struktur untereinander, so kann
Cdc42 Rac aktivieren und beide Proteine kénnen Rho inhibieren (Nobes u.
Hall, 1995 a; Sander et al., 1999). In Fibroblasten bewirkt eine Aktivierung von
Rac die Bildung und VergroRerung von Lamellipodien, eine Aktivierung von
Cdc42 fordert die Bildung und Verlangerung von Filopodien an der Zellperi-
pherie und Rho beglnstigt die Ausbildung von Stressfasern, kontraktilen
Aktin-Myosin-Filamenten sowie die Formation und Erhaltung von lokalen Ad-
hasionen, welche an der Stabilisierung der Zelle beteiligt sind (Hall, 1998;
Nobes u. Hall, 1995 b; Ridley u. Hall, 1992). Wahrend friher Entwicklungs-
stadien lokalisieren Rac, Cdc42 und Rho in den Wachstumskegeln von
Neuriten und Rac zusatzlich an Verzweigungspunkten von Neuriten (Santos
et al., 2004). Rac und Cdc42 besitzen auf neuronale Auslaufer eine
entwicklungs- und wachstumsfordernde Wirkung, wahrend Filopodien und
Wachstumskegel unter dem antagonistischen Einfluss von Rho kollabieren
(Govek et al., 2005).

Nach der neuronalen Reifung lokalisiert Rho in Dendriten, Rac an axo-
dendritischen Kontaktpunkten auf axonaler Seite und Cdc42 tendentiell
starker in Dendriten als im Axon (Santos et al., 2004). Rho beeinflusst die
Lange von dendritischen Dornen negativ, wahrend Rac die Dichte von
dendritischen Dornen erhoht (Tashiro et al., 2000). Cdc42 zeigte in den

Studien von Tashiro et al. (2000) keinen Einfluss auf dendritische Dornen.
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1.3 Abl-interactor-1 (Abi-1)

Die Familie der Abl interactors (Abi) umfasst drei Mitglieder: Abi-1 (auch Eps8
SH3 domain binding protein 1, E3B1), Abi-2 und Abi-3 (auch New molecule
including SH3, NESH). Die Expression der Proteine der Abi-Familie wurde im
Menschen, in der Maus, in der Ratte und in Drosophila beschrieben (Courtney
et al., 2000; Dai u. Pendergast, 1995; Juang u. Hoffmann, 1999; Miyazaki et
al., 2000; Shi et al., 1995). Fur Maus und Mensch wurden fur Abi-1 mehrere
Splice-Varianten entdeckt (Biesova et al., 1997; Ikeguchi et al., 2001; Taki et
al., 1998). Unter den Familienmitgliedern sind sowohl der N-Terminus als
auch der C-Terminus hoch konserviert (annahernd 90 % AS-Identitat
zwischen Abi-1 und Abi-2, Dai u. Pendergast, 1995; Ichigotani et al., 2002;
Stradal et al., 2001). Abi-1 knock out Mause sind embryonal letal
(Offenhauser et al., 2004). Abi-2 knock out Mause zeigen Defizite im Lernen
und Gedachtnisleistung sowie eine Reduzierung der Synapsendichte im
Hippocampus (Grove et al., 2004).

Abi-1 wurde 1995 von Shi et al. als Interaktionspartner und Substrat der
Abelson-Tyrosinkinase (Abl, siehe unten) in einer Leukamie-Zelllinie entdeckt.
Abi-1 umfasst 476 AS und ist 68 kDa grof3 (Abbildung 6).

| SNARE.| PRR PRR PRR
WA= = [ £ Il - — |
SRR

Abbildung 6: Struktur von Abi-1.

WAB: WAVE binding domain; SNARE: Syntaxinl binding domain; HHR: homeobox homology
region; PRR: proline rich region; SRR: serine rich region; SH3: Src homology 3 domain;
WAVE: WASP family verprolin-homologous.

Schematische Darstellung der Domanenstruktur von Abi-1. N-terminal besitzt Abi-1 eine
WAB-Doméane, welche mit der nachfolgenden SNARE-Doméane Uberlappt. Hinter der
nachfolgenden HHR-Doméane lliegen verschiedene PRR und eine SRR. C-terminal liegt eine
SH3-Domane.

WAVE-Bindungsdomane (WAB)

Die WASP family verprolin-homologous (WAVE)-Bindungsdomane (WAB)
umfasst die AS 18-79 und vermittelt die Interaktion von Abi-1 mit der WAVE
homology domain (WHD) von WAVE1 bzw. WAVE2 (AS 32-66; Echarri et al.,
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2004; Leng et al., 2005). Die WAVE Proteine sind Nukleationsfaktoren. lhre
Aktivitat wird durch die Bildung eines multimolekularen Komplexes reguliert
(Bompard u. Caron, 2004). Der WAVE1/2-Abi-1-NAP1-PIR121-Komplex
aktiviert nach Rac-Aktivierung den Arp2/3-Komplex und fuhrt unter Bildung
von F-Aktinverzweigungen zur Lamellipodienausbildung (1.4; Innocenti et al.,
2004; Steffen et al., 2004).

Syntaxin-Bindungsdomaéne (SNARE)

Die SNARE-Domane von Abi-1 (AS 54-108) wurde als Bindungsstelle von
Syntaxin-1, Mitglied der SNARE-Familie, identifiziert (Ecchari et al., 2004).
Syntaxin-1 ist an der Fusion von neurotransmitterhaltigen Vesikeln mit der
prasynaptischen Membran beteiligt und interagiert mit Aktin (Chen u. Scheller,
2001; Thurmond et al., 2003). Ein Teil der SNARE-Domane (AS 56-79)
ermdglicht es Abi-1, Oligomere zu bilden (Echarri et al., 2004; Fan et al.,
2003; Xiao et al., 2001).

Homeobox homology Region (HHR)

Homeobox homology Regionen (AS 109-163) kénnen mit DNA interagieren
(Scott et al., 1989). Proepper et al. (2007) beschrieben, dass Abi-1 nach
NMDA-Stimulation an Tyrosin AS 53 phosphoryliert wird und phosphoryliertes
Abi-1 im Kern lokalisiert. Im Kern interagiert Abi-1 mit den Transkriptions-
faktoren Myc und MAX. Eine direkte DNA-Interaktion von Abi-1 mit
spezifischen DNA Erkennungssequenzen konnte bisher noch nicht gezeigt

werden (Proepper et al., 2007).

Prolinreiche Regionen (PRR)

Abi-1 interagiert mittels der PRR mit der SH3-Domane von Eps8 (epidermal
growth factor receptor substrate 8). Durch die Bindung von Abi-1 wird die
F-Aktin-Kappenaktivitat von Eps8 aktiviert. Zudem interagiert Abi-1 mit EpsS8,
Sos1 (son of sevenless 1) und PI3K in einem Komplex, welcher die RacGEF-
Aktivitat von Sos1 aktiviert (1.4; Scita et al., 2000; Innocenti et al., 2003). Die
Interaktion von Abi-1 mit der Abelson Tyrosinkinase (Abl) wird Uber die PRR
von Abi-1 und der SH3-Domane von Abl und zusatzlich Uber die SH3-
Domane von Abi-1 und der PRR von Abl stabilisiert. Abi-1 ist ein Substrat von
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Abl. Bisher konnte der Einfluss von Abi-1 auf die Kinaseaktivitat von Abl nicht
eindeutig bestimmt werden (1.4; Ichigotani et al., 2002; Shi et al., 1995).

Src Homologie 3 Doméne (SH3)

Fir die SH3-Doméne von Abi-1 (AS 417-476) wurden mehrere
Interaktionspartner ermittelt. So interagiert Abi-1 Uber seine SH3-Domane
z. B. mit dem Wiskott-Aldrich Syndrom Protein (WASP) und reguliert durch
Umstrukturierungen des Aktin-Zytoskeletts die Beweglichkeit von Bakterien
(Innocenti et al., 2005; Pantaloni et al., 2001). Des Weiteren interagiert die
SH3-Domane mit der PRR der postsynaptischen Gerustmolekile ProSAP1/
Shank2 und ProSAP2/Shank3 (Abbildung 1; Proepper et al., 2007). Ferner
interagiert die Abi-1 SH3-Domane mit der PRR von Abl (siehe oben bzw. 1.4).
Zusatzlich bindet Sos1 an die AS 394-475 von Abi-1 (diese beinhalten die
SH3-Doméane von Abi-1). Uber die Interaktion mit Sos1 ist Abi-1 an der
Aktivierung von Rac beteiligt (1.4; Fan u. Goff, 2000). Ebenfalls an der SH3-
Domane interagiert Abi-1 mit casitas B-lineage lymphoma (cbl) und ist Uber
diese Interaktion an der Endozytose des epidermal growth factor receptor
(EGFR) beteiligt (Tanos u. Pendergast, 2007).

1.4 Interaktionspartner von Abi-1

Im Folgenden wird auf die Interaktionspartner von Abi-1, welche an Um-
strukturierungen des Aktin-Zytoskeletts beteiligt sind, naher eingegangen
(Abbildung 5). Zu ihnen zahlen die Proteine WASP family verprolin-
homologous Proteine (WAVE), son of sevenless 1 (Sos1), epidermal growth
factor receptor substrate 8 (Eps8) und die zellulare Abelson Tyrosinkinase
(c-Abl).

WASP family verprolin-homologous Proteine (WAVE)

Uber die Regulierung der Aktivitdt von WAVE durch den multimolekularen
WAVE1/2-Abi-1-NAP1-PIR121-Komplex existieren widerspruchliche Daten
(Nap1: Nck assoziiertes Protein 1; PIR121: p53 induzierbare mRNA 121).
Innocenti et al. beobachteten 2004, dass ein Abi-1-WAVE2-Komplex dieselbe

Fahigkeit zur Arp2/3-Komplex Aktivierung aufwies wie der vollstandige
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WAVE1/2-Abi-1-NAP1-PIR121-Komplex. Der Verlust von Abi-1 oder WAVE
mittels RNAi verhinderte in HelLa-Zellen die Bildung und Lokalisation des
Komplexes. Eden et al. (2002) hingegen beschrieben eine Hemmung der
Aktivitat eines HSP300C-WAVE1/2-Abi-NAP1-PIR121-Komplexes durch den
Abi-NAP1-PIR121-Subkomplex. Die Interaktion mit aktivierten Rac fuhrte zu
einer Dissoziation des inaktivierenden Subkomplexes, woraufhin WAVE den
Arp2/3-Komplex aktivierte. In diesem Modell zeigt Abi eine hemmende
Wirkung auf WAVE. In einigen Versuchen wurde in Zellen nach Abi-1-RNAI
Behandlung eine Reduktion der WAVE2-Proteinkonzentration in den Zellen
beobachtet (Innocenti et al., 2004; Steffen et al., 2004).

C-Abl interagiert mit WAVE1 und WAVEZ2. Die Phosphorylierung durch c-Abl
aktiviert WAVEZ2 (Leng et al., 2005; Westphal et al., 2000).

Zusatzlich kann WAVE2 nach Rac Aktivierung durch Interaktion mit
Insulinrezeptorsubstratprotein von 53 kDa (IRSp53) den Arp2/3-Komplex
aktivieren (Miki et al., 2000; Nakagawa et al., 2003).

WAVE1-RNAi in Neuronen bewirkt eine Reduzierung von reifen Synapsen
und eine vermehrte Bildung von Filopodien. WAVE1 knock out Mause sind
embryonal letal (Dahl et al., 2003; Yamazaki et al., 2005). Striatale Neurone
der WAVEZ2 knock out Maus zeigen eine Abnahme von Synapsen und eine
Zunahme an Filopodien und Auslaufern. Diese Mause zeigten verminderte
Lern- und Gedachtnisleistungen (Dahl et al., 2003; Kim et al., 2006; Soderling
et al., 2003). Pilpel u. Segal (2005) beobachteten durch Uberexpression von
WAVE3 in Neuronen eine Reduzierung der Synapsendichte und eine

verstarkte Akkumulation von F-Aktin in den transfizierten Neuronen.

Son of sevenless 1 (Sosl)

Sos1 vermittelt als RasGEF und RacGEF die Signalweiterleitung von
aktivierten Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) Uber die GTPase Ras zur GTPase
Rac, deren Aktivierung zur lokalen Umstrukturierung des Aktin-Zytoskeletts
fuhrt. Die Koordination dieser dualen GEF-Aktivitat erfolgt Gber die Bildung
zweier verschiedener Komplexe. Der eine Komplex besteht aus Sos und
growth factor receptor-bound protein 2 (Grb2), der zweite Komplex wird von
Sos, Abi-1, Eps8 und PI3K gebildet, wobei Grb2 und Abi-1 um die Sos

Bindungsstelle in der PRR konkurrieren (Innocenti et al., 2002; Nimnual u.
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Bar-Sagi, 2002). Durch die Interaktion mit Grb2 wird Sos zu aktivierten
Rezeptor-Tyrosinkinasen an der Plasmamembran rekrutiert, wo es mit Ras
interagiert und Ras als RasGEF aktiviert. Die Aktivierung von Ras flhrt zu
einer Aktivierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K), ein Produkt ihrer
Aktivitat ist Phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphat (PIP3; Nimnual et al., 1998).
Eine Phosphorylierung von Sos durch c-Abl fuhrt zur Aktivierung der
RacGEF-Aktivitdt von Sos. Phosphoryliertes Sos bildet zusammen mit Abi-1,
Eps8 und PI3K einen Komplex und aktiviert Rac (Sini et al., 2004). Im Gegen-
satz zur RasGEF-Aktivitat von Sos wird die RacGEF-Aktivitat erst durch die
Bildung des Komplexes zusammen mit Abi-1, Eps8 und PI3K aktiviert. Abi-1
dient als Adaptermolekil der Stabilisierung des Komplexes (Innocenti et al.,
2003). Durch die Interaktion von Eps8 mit F-Aktin wird der Komplex zu
Bereichen unter der Plasmamembran rekrutiert, in dem durch Rac-Aktivierung

die Bildung von Lamellipodien induziert werden soll (Scita et al., 2001).

Epidermal growth factor substrate 8 (Eps8)

Abi-1 und Eps8 interagieren mit Sos1 und PI3K in einem Komplex, welcher
RacGEF-Aktivitat besitzt (siehe oben Sos1). Eps8 ist fur die Lokalisation
dieses Komplexes an Bereichen in der Zellperipherie zustandig, in denen Rac
abhangig Lamellipodien ausgebildet werden sollen (Scita et al., 2001).
Zusatzlich wurde Eps8 als ein Kappenprotein von Aktinfilamenten
beschrieben. Durch die Bindung an das (+)-Ende von Aktinfilamenten wird die
Assoziation von Aktin-Monomeren verhindert und das Filament in seinem
Wachstum begrenzt. Die Eps8 Kappenaktivitat ist selbstinhibiert und die
Autoinhibition wird durch die Bindung von Abi-1 aufgehoben (Disanza et al.,
2004; Higgs, 2004).

Durch die Interaktion von Eps8 und IRSp53 verstarkt sich die F-Aktin
bindelnde Aktivitat der beiden Proteine. Aktiviertes Cdc42 interagiert und
lokalisiert den IRSp53-Eps8-Komplex. Durch das Bindeln von Aktin-
filamenten werden Filopodien generiert. Untersuchungen mit Eps8 oder
IRSp53 RNAI in Zelllinien fluhrten zu einer Abschwachung der Cdc42
induzierten Filopodienbildung (Disanza et al., 2006).

Eps8 knock out Mause sind unauffallig, normal und fertil, da der Eps8 Verlust

durch andere Familienmitglieder ersetzt wird (Scita et al., 1999; Offenhauser
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et al., 2004). Eps8 wird allerdings ein fordernder Einfluss auf die
Metastasierung von Krebsgewebe zugeschrieben (Funato et al., 2004; Maa et
al., 2007; Welsch et al., 2007).

Zellulare Abelson Tyrosinkinase (c-Abl)

C-Abl gehort zu der Klasse der Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen. Die Kinase-
aktivitat von c-Abl liegt autoinhibiert vor. Die Autoinhibierung wird durch
Proteinbindungen freigesetzt (Wang, 2004; Woodring et al., 2003). Neben der
Kinaseaktivitat besitzt c-Abl Bindungsstellen fur G- und F-Aktin (Woodring et
al., 2002). Abl weist onkogenes Potential auf (Van Etten et al., 1989; Zrihan-
Licht et al., 2004). Bei Philadelphia Chromosom positiven Leukamiepatienten
ist die Kinaseaktivitat von BCR-Abl, einem chimeren Fusionsprotein,
konstitutiv aktiv. Die hamatopoetischen Zellen dieser Patienten weisen Abi-1-
WAVEZ2 abhangige Umstrukturierungen des Aktin-Zytoskeletts auf (Li et al.,
2007; Van Etten, 1999). Die Kinaseaktivitat von c-Abl kann durch STI 571
(CGP15748, Gleevec, imatinib mesylate) inhibiert werden (Buchdunger et al.,
1996). Abi-1 wird von Abl phosphoryliert. Shi et al. (1995) beschrieben, dass
Abi-1 einen hemmenden Einfluss auf das transformierende Potential von Abl
besitzt. Juang u. Hoffmann (1999) beobachteten hingegen einen positiven
Einfluss von Abi-1 auf die Abl Kinaseaktivitat in Drosophila.

Neben Abi-1 sind auch WAVE und Sos1 Substrate der Abl Kinase (siehe
oben, Leng et al., 2005; Sini et al., 2004; Westphal et al., 2000).

In hippocampalen Neuronen hemmt Abl die Aktivitat von Rho, welche Uber die
Rho assoziierte Kinase (ROK, auch ROCK) eine Verringerung der Dendriten-
baumkomplexitat bewirkt (Bito et al., 2000; Hirose et al., 1998; Jones et al.,
2004; Nakayama et al., 2000). Zusatzlich beobachteten Jones et al. (2004)
nach Hemmung von Abl in jingeren Neuronen von 4,5 DIV- 7 DIV eine
Aufhebung der Polaritat.

Doppelt knock out Mause fur Abl und ihr Familienmitglied Abl related gene
(Arg) sind embryonal letal. Inre Neurone weisen einen reduzierten Dendriten-
baum auf (Koleske et al., 1998; Moresco et al., 2005). Sowohl Abl als auch
Arg knock out Mause weisen keine Veranderungen neuronaler Morphologie
auf (Koleske et al., 1998; Moresko et al., 2005; Tybulewicz et al., 1991).
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F-Aktin-Bundelung

F-Aktin-Verzweigung,
Aktin-Keimbildung
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Abbildung 7: Modell bisher bekannter Abi-1-Signalwege mit c-Abl, Eps8, Sosl und
WAVE.

Abi-1 (rot): Abl interactor 1; Arp2/3: actin related protein 2/3; c-Abl (tirkis): zellulare Abelson
Tyrosinkinase; Cdc42: cell division cycle 42; Eps8 (orange): epidermal growth factor receptor
substrate 8; F-Aktin: filamentdses Aktin; GDP: Guanosin-5-diphosphat; Grb2: growth factor
receptor-bound protein 2; GTP: Guanin-5'-triphosphat; IRSp53: Insulinrezeptorsubstratprotein
von 53 kDa; Nap1: Nck assoziiertes Protein 1; PI3K: Phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphat;
PIR121: p53 induzierbare mRNA 121; Rac: Ras-related C3 botulinum toxin substrate; Ras:
Roux avian sarcoma; Rho: Ras homologous member; ROK: Rho assoziierte Kinase; Sos1
(gelb): son of sevenless 1; WAVE (blau): WASP family verprolin-homologous.

Schematische Darstellung der Signalwege, mit denen Abi-1 und seine Interaktionspartner
c-Abl, Eps8, Sos1 und WAVE mit den RhoGTPasen Rac, Cdc42 und Rho an der
Organisation des Aktin-Zytoskeletts beteiligt sind.
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1.5 ZIEL DER ARBEIT

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob Abi-1 (Abl interactor 1)
durch Umstrukturierungen des Aktin-Zytoskeletts die Entwicklung primarer
hippocampaler Neurone beeinflusst. Von Interesse waren dabei die
Ausbildung der Polaritat und des Dendritenbaumes. Zudem sollte die Frage
beantwortet werden, ob Abi-1 eine Rolle bei der Synapsenentwicklung
hinsichtlich der Synapsendichte, der morphologischen Reifung und der
funktionellen Reifung spielt. Zusatzlich sollte untersucht werden, ob Abi-1 an
der synaptischen Lokalisation seiner Interaktionspartner c-Abl (zellulare
Abelson Tyrosinkinase), Eps8 (epidermal growth factor receptor substrate 8),
Sos1 (son of sevenless 1) und WAVE (WASP family verprolin-homologous)
beteiligt ist.

Um den Einfluss von Abi-1 auf die Neurone zu charakterisieren, wurde zur
selektiven Hemmung der Abi-1-Expression RNAi von Abi-1 in hippocampalen
Neuronenkulturen etabliert und die Auswirkungen von Abi-1-RNAi mit den
Auswirkungen einer Uberexpression von Abi-1 in hippocampalen Neuronen

verglichen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Materialien

2.1.1 Versuchstiere

Zur Gewinnung von Hippocampus Zellen (2.3.5) wurden schwangere Ratten
(Charles River) durch eine CO, Uberdosis getdtet (Bockmann/Bdckers 0.103).

2.1.2 Chemikalien und biochemische Reagenzien

Die eingesetzten Chemikalien der Firmen AppliChem (Darmstadt), ICN-
LabSolutions (Northeim), Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich (Taufkirchen) und
Serva (Heidelberg) waren von analytischem Reinheitsgrad. Die Herkunft von
Produkten anderer Firmen wird bei der Erwahnung im Methodenteil

angegeben.

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Elektroporations-Kuvetten (BioRad, Minchen)
Gefrierrdhrchen 1.8 ml (Nunc, Wiesbaden)

Hybond (Amersham Biosciences, Freiburg)
Neubauer-Zahlkammer (Brand, Wertheim)

Petrischalen 94 mm (Nunc, Wiesbaden)

Pipettenspitzen 10 ul, 200 ul, 1 ml (Eppendorf, Hamburg)
Reaktionsgefalle 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml (Eppendorf, Hamburg)
Rontgenfilm (Amersham Biosciences, Freiburg)

Sterilfilter 0,22 ym und 0,45 pm (Schleicher & Schuell, Dassel)
UV Kulvette (Hellma, Mullheim)
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3MM Whatman Papier (Schleicher & Schuell, Dassel)
Zellkulturflaschen 25 cm? und 75 cm? (Nunc, Wiesbaden)
Zellkulturplatten 6 well und 24 well (Nunc, Wiesbaden)
Zellkulturschalen 94 mm (Nunc, Wiesbaden)

Zellsieb 1,25 ym (Falcon, Grafelfing-Lochham)

Zentrifugen-Falcons 15 ml und 50 ml (Nunc, Wiesbaden)

2.1.4 Gerate

Becherglaser (50, 100, 500, 1000ml; Schott, Mainz)
Elektroporator (BioRad, Munchen)

Gelkammern (BioRad, Minchen)

Geltrager (BioRad, Munchen)

Glasplatten (BioRad, Munchen)

Heraeus-Zentrifuge (Heraeus-Kendro, Hanau)
Inkubator (37°C — Zellkultur; Heraeus-Kendro, Hanau)
Mikroskop (Zeiss, Oberkochen)

PCR Maschine (Eppendorf, Hamburg)

Pipettboy (Hirschmann, Eberstadt)

Pipetten (P10; P20; P100; P200; P1000; Eppendorf, Hamburg)
Photometer (Beckman Coulter, Krefeld)
Semidry-Blotting Kammer (cti, Idstein)
Spannungsgerat (BioRad, Munchen)

Sterilbank (Nunc, Wiesbaden)

Thermocycler (BioRad, Minchen)

Thermomixer (Eppendorf, Hamburg)

Tischzentrifuge Biofuge pico (Heraeus-Kendro, Hanau)

2.1.5 Elektronische Datenverarbeitungsprogramme

Adobe Photoshop 6.0 (Adobe Systems Incorporated)
AxioVision Rel. 4.5 (Zeiss, Oberkochen)
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2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.1 Kultivierung der E. coli

Der verwendete E.coli-Stamm DH5a wurde in sterilem LB-Medium bei 37°C
und 200 rpm auf einem Rundschuttler vermehrt. Die Selektion von plasmid-
haltigen Bakterien erfolgte durch Zugabe der Antibiotika Ampicillin (75 ug/ml)
oder Kanamycin (50 pg/ml). Fiur die Herstellung von LB-Agarplatten wurde
das LB-Medium autoklaviert, nach Abkuhlung auf 60°C mit dem Antibiotikum
versetzt und in Petrischalen gegossen. Glyzerindauerkulturen wurden aus
800 ul Bakterienkultur (ODgoo von 0,8) und 200 pl 100 % Glyzerin hergestellt
und bei -70°C gelagert.

LB-Medium: 20,0 ¢ LB-Broth Base (Invitrogen, Karlsruhe)
ad 11 Aqua dest.

LB-Agar: 32,09 LB Agar (Invitrogen, Karlsruhe)
ad 11 Aqua dest.

2.2.2 Herstellung elektrisch-kompetenter Bakterien

100 ml steriles 2YT-Medium wurden mit E.coli DH5a Zellen aus einer
UN-Kultur angeimpft. Die Bakterien wurden bei 37°C und 200 rpm bis zum
Erreichen einer ODgoo von 0,5 vermehrt. Nach einer Inkubation von 30 min auf
Eis wurden die Bakterien zentrifugiert (2.000 x g, 10 min, 4°C) und das Pellet
in 50 ml eiskaltem Aqua dest. resuspendiert. Die Suspension wurde erneut
zweimal in Aqua dest. gewaschen, zentrifugiert (2.000 x g, 10 min, 4°C), und
das Pellet mit dem gleichen Volumen an 10 % Glyzerin resuspendiert. Ali-
quots der kompetenten Bakterien von 50 pl wurden bei -70°C eingefroren und

gelagert.

2YT-Medium: 16,0 g Peptone
10,0 g Yeast-Extrakt
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50¢g NaCl
ad 11 Aqua dest.

2.2.3 Transformation elektrisch-kompetenter Bakterien

Aliquots kompetenter Bakterien (2.2.2) wurden auf Eis aufgetaut, mit je 1-2 pl
Ligationsansatz (2.3.7) oder 0,1 ug Plasmid-DNA versetzt und in eine vorge-
kihlte Kivette (BioRad, Miunchen) uberfuhrt. Zur Transformation der
Bakterien wurde mit Hilfe des Elektroporationsgerates (BioRad, Munchen)
eine Spannung von 1,8 kV angelegt. Nach Uberfiihrung der Bakterien in 1 ml
SOB-Medium in ein 2 ml Reaktionsgefal} folgte eine Inkubation von 30 min
bei 37°C auf dem Schdittler. Nach der Pelletierung der Bakterienzellen durch
Zentrifugation (3.500 x g, 3 min, RT) wurden der Uberstand bis auf 100 ul
abgenommen, die Zellen darin resuspendiert und auf einer Selektionsagar-

platte ausplattiert und anschlieRend UN bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

SOB Medium: 20,049 Peptone
50¢g Yeast-Extrakt
0,5¢g NaCl

ad 11 Aqua dest.
20 mM MgCl,

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli mittels alkalischer
Lyse

Von 1 ml UN-Kultur wurde nach einem Zentrifugationsschritt (8.000 x g,
3 min, RT) der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde zuerst in 200 ul P1
(Lysepuffer) resuspendiert, nach Zugabe von 200 uyl P2 (alkalischer Lyse-
puffer) vorsichtig gemischt und 5 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von

200 yl P3 (Neutralisationspuffer) wurde die Suspension anschlieend mit
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200 pul Chloroform versetzt und gemischt. Nach Zentrifugation der Suspension
(12.000 x g, 10 min, RT) wurden 550 yl der oberen, wassrigen Phase mit
einem Gemisch aus 1 ml 100 % eiskalten Ethanols und 40 pl einer 3 M
Natriumacetatlosung, pH 5,2, versetzt und zentrifugiert (13.000 x g, 30 min,
RT). Das DNA-Pellet wurde mit 200 ul 70 % Ethanol [v/v] gewaschen, bei RT
getrocknet und in 10 yIl RNase Aqua bidest suspendiert. Die Lagerung
erfolgte bei -20°C.

P1 (Lysepuffer) 50 mM Glukose
25 mM Tris/HCI (pH 8,0)
10 mM EDTA
P2 (alkalischer Lysispuffer) 200 mM NaOH
1% SDS [m/V]
P3 (Neutralisationspuffer) 3M Kaliumacetat
11,5 % Essigsaure [v/v]

2.3.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli durch Anionen-
austauschersaulen

Fur die Sequenzierung wurde Plasmid-DNA aus 4 ml Bakterienkultur mit Hilfe
des Jetquick Plasmid Mini Prep Spin Kits (Genomed, Lohne) nach Angaben
des Herstellers isoliert.

Endotoxinfreie DNA-Isolierung im grélReren MalRstab wurde mit dem Nucleo-
Bond® PC 500 EF-Kit (Machery-Nagel, Duren) entsprechend den vom
Hersteller angegebenen Vorschriften durchgefuhrt. Die Endotoxin freie DNA
wurde u. a. fur die Transfektion von eukaryotischen Zellen verwendet (2.5.4
und 2.5.6).
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2.3.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Messung von DNA- und RNA-Konzentrationen erfolgte spektralphoto-

metrisch bei 260 nm gegen Aqua dest. als Referenz.

2.3.4 Restriktionsanalyse

Zur Herstellung von DNA Fragmenten fur Ligationen mit spezifischen
endstandigen Schnittstellen wurden folgende Restriktionsendonukleasen
nach Herstellerangaben verwendet: Bgl Il, Hind Ill, EcoR | (Fermentas, St.
Leon-Rot).

Analytischer Ansatz: 0,2-2ug DNA
1 ul 10x Restriktionspuffer
1U Restriktionsendonklease
ad 10 ul Aqua dest.
Praparativer Ansatz: 15 ug DNA
oder 50 pl PCR Produkt
8 ul 10x Restriktionspuffer
3-4U Restriktionsendonuklease
ad 80 pl Aqua dest.

Nach Inkubation bei 37°C fur 1 —2 h im Heizblock wurden die Proben mit
DNA-Probenpuffer versetzt und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Zur Bestim-
mung der FragmentgroRe wurde als Marker die 100bp Ladder bzw. 1kb
Ladder der Firma Invitrogen (Karlsruhe) mit aufgetrennt. Nach Ethidium-
bromid-Farbung wurden die Spaltprodukte unter UV-Beleuchtung ausge-

wertet.

6x DNA-Probenpuffer: 0,25 %
30 % Glyzerin [m/v]
50 mM EDTA pH 8,0

Bromphenolblau [m/v]
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Ethidiumbromidldsung: 10,0 mg Ethidiumbromid
ad 1,0 ml Aqua dest.; dunkel gelagert

2.3.5 DNA Agarose-Gelelektrophorese

Diese Form der Elektrophorese wurde fur die Analyse der durch Restriktions-
spaltung oder PCR-Amplifizierung erzeugten DNA-Fragmente verwendet und
ermoglichte eine qualitative Aussage Uber die Grolle der aufgetragenen und
geschnittenen DNA.

Die Agarose (0,8 — 3,0 % (m/V) wurde in 1x TAE-Puffer aufgekocht. Nach der
Zugabe der Ethidiumbromidstammldsung (Roth, Karlsruhe) in einer
1:1.000 fachen Verdunnung wurde die Lésung in einen Geltrager (BioRad,
Muanchen) gegossen. Die Gelelektrophorese wurde bei einer konstanten
Spannung von 90 V durchgefuhrt und nach Ethidiumbromid-Farbung unter
UV-Beleuchtung ausgewertet und mit Hilfe einer Videodokumentationsanlage

(Pharmacia Biotech, Freiburg) dokumentiert.

50x TAE-Puffer pH 8,3: 100,0 ml EDTA pH 8,0
42,09 Tris
57,0 ml Eisessig
ad 11 Aqua dest.

2.3.6 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen

DNA-Fragmente gewilnschter Grof3e wurden nach Elektrophorese anhand
der GroRenstandards identifiziert, aus dem Gel ausgeschnitten und mit Hilfe
des Jetquick Gel Extraction Spin Kits (Genomed, Lohne) entsprechend den

Anweisungen des Herstellers eluiert.
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2.3.7 Ligation und TOPO-Klonierung

Fur die enzymatische Verknupfung einzelner DNA-Fragmente wurde eine
T4-DNA-Ligase (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Die T4-Ligase katalysiert
unter ATP-Verbrauch die Bildung einer Phosphodiesterbricke zwischen dem
5-Phoshat- und dem 3’-Hydroxyl-Ende doppelstrangiger DNA. Das molare
Verhaltnis Vektor zu Insert betrug 1:3.

Ligationsansatz: 50 — 100 ng linearisierte Plasmid-DNA +
DNA-Insert
2 ul Ligase-Puffer 5x
1U T4-DNA-Ligase
ad 10 pl Aqua dest.

Der Ligationsansatz wurde entweder bei 14°C UN oder fir 2h bei RT
inkubiert und anschlieend fur eine Transformation (2.2.3) eingesetzt.

Mit Hilfe des TOPO TA cloning Kits (Invitrogen, Karlsruhe) wurden PCR-
Produkte direkt nach der PCR in den mitgelieferten TOPO-Vektor kloniert. Die

Versuchsdurchfihrung erfolgte nach den Angaben des Herstellers.

2.3.8 Auswahl von Oligonukleotiden

Die Primer fur Sequenzierung und PCR (polymerase chain reaction) wurden
so ausgewahlt, dass sie Uber eine Lange von 17-25 Basen und einem GC-
Gehalt von 50 % verfugten.

Primer fur Mutageneseexperimente umfassten 43 Basen, wobei die
gewulnschte Mutationen in die Mitte der Primer eingeflugt wurde, so dass auf

beiden Seiten 13-14 Basen der richtigen DNA-Sequenz lagen.

Folgende Primer wurden von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg) bezogen:
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Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Oligonukleotide.

Primer fir PCR 5'-Sequenz-3’

Abi-1 f GCAGATGTTACTAGAGGAGGAG
Abi-1r GAAACCACCAAGCCCTCC

Aktin f CAGAAGGAGATCACTGCCCT
Aktin r CTGATCCACATCTGCTGGAA
Primer far

Klonierungen

Abi-1-RNA. f GATCCCCAGGCTACAGACAAGAGGAATTCAAG
AGATTCCTCTTGTCTGTAGCCTTTTTTGGAAA
Abi-1-RNAi r AGCTTTTCCAAAAAAGGCTACAGACAAGAGGA
ATCTCTTGAATTCCTCTTGTCTGTAGCCTGGG
Primer far

Sequenzierungen

pSuper retro f

GGAAGCCTTGGCTTTTG

pCMV f

CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG

Primer fur Mutagenese

RNAI Resistenz f

ACAACTACATACAAGCGACGGATAAACGCAA
AGCTCTAGAAGA

RNAI Resistenz r

TCTTCTAGAGCTTTGCGTTTATCCGTCGCTTG
TATGTAGTTGT

2.3.9 Polymerase-Kettenreaktion

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR)
werden sowohl DNA-Fragmente selektiv amplifiziert als auch DNA modifiziert.
Die Primer (2.3.8) binden am 5°- bzw. 3"-Ende der DNA-Matrize, so dass die
thermostabile Tag-Polymerase die kurzen Doppelstrange verlangert. Es
wurde der High fidelity PCR-Supermix (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet, er
enthalt eine Tag-Polymerase und eine Pfu-Polymerase mit proofreading-
Aktivitat sowie einen dNTP-Mix im entsprechenden Puffer.

PCR-Ansatz: DNA template (1 ng/pl)
5’-Primer (50 ng/pl)

1l
1l
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1l 3’-Primer (50 ng/pl)
47 pl High fidelity PCR-Supermix

Die PCR wurde im Thermocycler (Eppendorf, Hamburg) nach folgendem

Programm durchgefuhrt.

Tabelle 2: Protokoll einer PCR.
In der Tabelle sind die verschiedenen Schritte einer PCR sowie Temperatur, Dauer und
Anzahl der Zyklen dargestellt.

Schritt Temperatur Dauer Zyklen
Denaturierung 94°C 3 min 1
Denaturierung 94°C 30s
Anlagerung der 58°C 30s 35
Primer
Extension 72°C 1 min pro

kb
Extension 72°C 10 min 1

2.3.10 Design des Abi-1-RNAi Konstruktes

Die Auswahl der Zielsequenz fuir RNAi wurde anhand der Sequenz von Abi-1
(gi:13242309/NM_024397.1, Rattus norvegicus) auf zwei unabhangigen
Internetseiten  (rnaidesigner.invitrogen.com/sirna/design.de und biotools.
idtdna.com/rnai/rnai.aspx) mit speziell dafur angebotenen Suchmaschinen
durchgefuhrt. Nur folgende Sequenz wurde fur Abi-1 von beiden Such-
programmen ausgewahlt: 5-AGGCTACAGACAAGAGGAA-3'. Die Sequenz
ist spezifisch fur Abi-1.

Die Oligonukleotide zum Klonieren des Abi-1-RNAi Konstruktes wurden nach

folgendem Schema gestaltet:
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19 nt-shRNA 21 nt-siRNA
Abbildung 8: Schematische Ubersicht (ber das pSUPER RNAi SystemTM

(OligoEngine, Seattle, USA).

Der pSuper-Vektor enthalt eine siRNA-Expressionskassette (siehe Abb.1),
dem H1-Promotor folgt die genspezifische siRNA-Sequenz. Diese setzt sich
aus einer 19 nt langen Sequenz zusammen, die homolog zur Zielsequenz ist
und von einem 9 nt langen Zwischenstick (loop) vom reversen Komplement
derselben Sequenz getrennt wird. Funf aufeinander folgende Thymidin-
Nukleotide bilden das Terminationssignal. Das Transkript faltet sich auf sich
selbst zurlick, dadurch entsteht eine kurze Haarnadelstruktur-RNA (short
hairpin RNA = shRNA), die durch das Dicer-Enzym zur funktions-tlichtigen
siRNA prozessiert wird.

Tabelle 3: Ubersicht liber das Design der Abi-1 spezifischen Oligonukleotid-Inserts
(64 bp) des hergestellten pSUPER Vektors (RNAiAbi-1).

N: Name, T: Terminator, Bglll, Hindlll: Schnittstellen  fir die entsprechenden
Restriktionsendonukleasen
N Bglll Sense loop antisense T Hindlll
S | 5-gatccce | aggctacagacaagag | ttcccgaga | ttectcttgtetgtage | ttttt ggaaa-3’
gaa ct
as | 3'-ggg tccgatgtctgttctectt aagttctct | aaggagaacaga | aaaaa ccttttcga-5’
catcgga
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Jeweils 150 pmol der komplementaren Oligonukleotide wurden zur Aus-
bildung von H-Bricken untereinander mit 24 pl Aqua dest. gemischt und
4 min bei 90°C und 10 min bei 70°C inkubiert. Danach wurde die Losung auf
4°C abgekuhlt und fur die Ligation (2.3.7) in den pSuper retro neo GFP Vektor
(OligoEngine, Seattle, USA) eingesetzt.

2.3.11 Ortsgerichtete Mutagenese

Mittels des QuikChange®Ill Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene,
Amsterdam, NL) wurde in eine DNA-Sequenz eine oder mehrere Punkt-
mutationen eingefligt. Dabei wurden zwei zueinander komplementare Primer

(2.3.8) mit der gewunschten Mutation nach Angaben des Herstellers

verwendet.
PCR-Ansatz: 40 ng Template
5ul Reaktionspuffer 10x
1,25 pl 5’-Primer (100 ng/pl)
1,25 pl 3’-Primer (100 ng/pl)
1l d-NTP-Mix
ad 50 pl Aqua dest.
1 ul Pfu Polymerase (2,5 U)

Die PCR-Ablaufe sind in Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 4: Protokoll einer PCR des QuikChange®Il Site-Directed Mutagenesis Kit

Schritt Temperatur Dauer Zyklen
Denaturierung 95°C 30s 1
Denaturierung 95°C 30s
Anlagerung der 55°C 1 min 18
Primer
Extension 68°C 1 min pro

kb (6 min)
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AnschlieRend wurde nach Herstellerangaben die methylierte, nicht-mutierte
DNA mittels 1 pl (10 U) Dpn | flr 1 h bei 37°C gespalten. Daraufhin wurden
2 ul des Ansatzes in kompetente Zellen transformiert (2.2.3). Nach Isolierung
der rekombinanten DNA aus den Bakterien wurde mittels Sequenzierung der
Erfolg der Mutagenese Uberpruft.

Diese Methode wurde dazu verwendet, eine RNAI resistentes Abi-1 Konstrukt
herzustellen (MutAbi-1myc), indem sieben Nukleotide in der RNAIi-Bindungs-
sequenz konservativ ausgetauscht wurden (Abbildung 9). Durch eine Ver-
hinderung der Bindung von der siRNA an die mutierte Abi-1-Sequenz kann

die Proteinexpression durch Abi-1-RNAi nicht inhibiert werden.

Abi-1-Sequenz

TAC ATAC GCT|ACA|GAC I AAGIAGKG| AAAGeTCT
TAC ATAC GCG|A GAT CGIC| AAAGCTCT

mutierte Abi-1-Sequenz

Abbildung 9: Schematische Darstellung der veranderten Abi-1-Sequenz in dem RNAI
resistenten MutAbi-1myc.

Durch sieben konservative Austausche in der Abi-1-Nukleotidsequenz (109-141 bp) wurde
eine Anlagerung der Abi-1-siRNA verhindert. RNAi-Bindungsstelle in Fettdruck.

2.3.12 Sequenzierung von DNA-Proben

Die Sequenzierungen wurden mit jeweils 2 uyg DNA von der Firma MWG-
Biotech (Ebersberg) durchgefuhrt. Zur Sequenzierung wurden folgende

Primer (2.3.8) verwendet:

pSuper retro f: 5-GGAAGCCTTGGCTTTTG-3’
pCMV f : 5-CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG-3’

2.3.13 Isolierung von Gesamt-RNA

Gesamt-RNA von kultivierten HelLa-Zellen und Hippocampuskulturen (2.5)
wurde unter Verwendung des RNeasy Kits (Quiagen, Hilden) entsprechend

den Empfehlungen des Herstellers isoliert und mit RNase freier DNase
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(Quiagen, Hilden) behandelt, um evtl. noch nach der Aufreinigung vor-

handene DNA zu entfernen.

2.3.14 Reverse Transkription

Mittels Hexameren mit zufalliger Sequenz und M-MLV reverser Transkriptase
(Invitrogen, Karlsruhe) wurde Gesamt-RNA (2.3.13) in cDNA Uberflhrt.

400 ng Gesamt-RNA wurden zunachst auf 16,2 yl mit Aqua dest. aufgefullt
und 5 min bei 65°C und anschlieRend 5 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe
der restlichen Komponenten (Invitrogen, Karlsruhe) wurden folgende Inkuba-
tionen durchgefihrt: 10 min 25°C, 50 min 37°C, 5 min 97°C und 20 min auf
Eis.

Ansatz: 400 ng Gesamt-RNA
ad 16,2 ul Aqua dest.

6 ul first strand buffer 5x
3l DTTO0,1 M

1,2 pl random hexamere 2 ug/ul

2,4 d-NTP-Mix 10 mM

1,2 ul M-MLV Reverse Transkriptase

200U/l

2.4 In situ Hybridisierung

Schockgefrorenes Gewebe wurde bei -20°C am Kryostaten 20 um dick
geschnitten. Die Hybridisierung erfolgte direkt auf den Schnitten unter
Verwendung des folgenden Oligonukleotids: AGCTGCGCCAGGGGCTGCT
GGGCCCGCAGTGGGCGG,; (Abi-1, bp 823-787).
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2.4.1 Herstellung und Aufreinigung der radioaktiv markierten
Sonde

Die Sonden wurden mit >°S-dATP radioaktiv markiert.

Ansatz: 1l 10x Terminale Transferasepuffer
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen)
1l Oligonukleotid (40 ng/ul)
2 ul Aqua dest.
45 pl 323-dATP
1,5 pl Terminal Transferase (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen)

Nach Inkubation fur 4 h bei 37°C und einem Zentrifugationsschritt (2 000 x g,
1 min, RT) wurde der Ansatz mit 38 pl Aqua dest. versetzt und mit Hilfe einer
Micro Bio-Spin P-30 Tris Chromatography column (BioRad, Minchen) nach

Angaben des Herstellers aufgereinigt.

2.4.2 Hybridisierung der Gewebeschnitte

10 pl radioaktiv markierte Oligonukleotide wurden mit 60 yl Salmon Testes
DNA (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) gemischt und 5 min bei 37°C und
anschlieBend 5 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 600 pl
Hybridisierungscocktail mit 200 mM DTT und 30 yl tRNA (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen) wurden 60 ul Hybridisierungslésung auf einen Schnitt gegeben
und ein zweiter Schnitt luftblasenfrei Uber diesen platziert. Nach Inkubation
UN bei 42°C wurden folgende Waschschritte durchgefiihrt: 15 min in 1x SSC
bei RT, funfmal 15 min in Waschpuffer bei 50°C, 15 min in Waschpuffer bei
RT zum Abkdhlen und dreimal 2 min bei RT in 1x SSC. Daraufhin folgten
diverse Inkubationsschritte: 15 s bei RT in 50 % Ethanol, 15 s bei RT in 70 %
Ethanol, 15 s bei RT in 96 % Ethanol, 15 s bei RT in 100 % Ethanol. Nach
Trocknen der Schnitte wurde ein Rontgenfilm aufgelegt. Die Entwicklung der

Filme erfolgte nach 8-24 Tagen.
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Hybridiserungscocktail: 10 ml Formamid (deion.)
4,0 mi 20x SSC
2,0 ml 0,2 M PBS
0,2 ml 50x Denhardt’s Losung (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen)
1,0 mi 20 % N-Lauroyl-Sarcosin
20g Dextransulfat
Waschpuffer: 100 ml 20x SSC
2,0 mi B-Mercaptoethanol
ad 2| Aqua dest.

2.5 Methoden der eukaryotischen Zellkultur

2.5.1 Kultivierung eukaryotischer Zelllinien

In dieser Arbeit wurden ,Hela“-Zellen verwendet. Es handelt sich bei dieser
Zelllinie um Epithelzellen eines Zervixkarzinoms von einer Patientin namens
Henriette Lacks. Die Zellen sind vom humanen Papillomvirus befallen. Die
Zelllinie wurde von der Deutschen Sammlung fur Mikroorganismen und Zell-
kultur (DSMZ, Braunschweig) erworben.

Die Kultivierung der HeLa Zellen erfolgte unter sterilen Bedingungen bei
37°C, einer wassergesattigten Atmosphare von Luft und 5 % CO, in DMEM
(GIBCO, Karlsruhe) (10 % FKS (Hyclone, Logan, USA), 1 % Glutamin
(GIBCO, Karlsruhe) [v/v]). Die Arbeiten wurden steril durchgeflhrt.

Zweimal pro Woche, bevor die HelLa Zellen Konfluenz erreichten, wurden die
Zellen passagiert. Dabei wurden die Zellen mit PBS (ohne Ca** und Mg*";
GIBCO, Karlsruhe) gewaschen und mittels Trypsin/EDTA (Biochrom AG,
Berlin) bei 37°C vom Boden der Kultur-Flasche abgelost. Bei der Zugabe von
DMEM (supplementiert) wurden die Zellen im Verhaltnis 1:10 in eine neue

Flasche passagiert.
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2.5.2 Einfrieren eukaryotischer Zelllinien

Trypsinierte HelLa-Zellen (75 mm Kulturflaschen, vor Konfluenz) wurden
zentrifugiert (1.000 x g, 5 min, RT). Das Zellpellet wurde in Einfriermedium
(DMEM mit 10 % FKS und 10 % DMSO) zu 1.000.000 Zellen/ml resuspen-
diert. 1 ml Aliquots wurden in Gefrierrohrchen Uberfuhrt und stufenweise mit
Hilfe eines Cryogefalies (Nalgene, Neerijse, B) auf -70°C heruntergekunhlt. Die

weitere Lagerung der Zellinien erfolgte Uber flissigen Stickstoff bei -196°C.

2.5.3 Auftauen von eukaryotischen Zelllinien

Aliquots gefrorener Zellsuspensionen wurden bei RT aufgetaut, in ein 15 ml
Falcon-Rohrchen Uberfuhrt und mit 10 ml DMEM (10 % FKS, 1 % Glutamin)
versetzt. Nach Zentrifugation (1.000 x g, 3 min, RT) wurde der Uberstand
abgenommen und die Zellen in DMEM (10 % FKS, 1 % Glutamin) resuspen-
diert und in Kultur gebracht (2.5.1).

2.5.4 Transfektion eukaryotischer Zelllinien

Polyfect (Quiagen, Hilden) wurde zur Transfektion eukaryotischer Zelllinien
verwendet. Die Transfektion wurde entsprechend der Anweisungen des
Herstellers durchgefuhrt. Nach 72 h wurden die Zellen entweder fixiert, um
Fluoreszenzaufnahmen zu erstellen (2.7.1), oder lysiert, um Gesamt-RNA

(2.3.13) oder Gesamt-Protein (2.6.1) zu isolieren.

2.5.5 Praparation von hippocampalen Primarneuronen

Unter sterilen Bedingungen wurden 24-well Zellkulturschalen mit 13 mm
Deckglaschen mit 500 yl  Poly-L-Lysin (0,05 mg/ml,  Sigma-Aldrich,
Taufkirchen) Uberschichtet. Nach Inkubation der Platten fir 1 h bei 37°C
wurde das Poly-L-Lysin abgenommen, die Platten dreimal mit Aqua dest.

gewaschen und bis zum Gebrauch steril gelagert.
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Eine trachtige Ratte (E 18) wurde mit einer Uberdosis CO, getétet, die
Embryonen entnommen und diese dekapitiert. Nach der Praparation der
Gehirne wurden diese in eine mit HBSS (PAA, Codlbe) geflllte Petrischale
gelegt, unter einem Binokular (Schott, Mainz) nach Entfernung der Dura
mater die Hippocampi enthommen und diese in ein 15 ml Falcon mit HBSS
Uberfuhrt. Alle weiteren Arbeitsschritte erfolgten unter der Sterilbank. Nach
dreimaligem Waschen der Hippocampi mit 10 ml HBSS wurde der Puffer bis
auf 1,8 ml abgesaugt und mit 200 yl 2,5 % Trypsinlésung (Biochrom AG,
Berlin) versetzt. AnschlieBend wurden die Hippocampi 20 min bei 37°C
inkubiert. Im Anschluss daran folgte ein flinfmaliges Waschen mit 10 ml
HBSS, wobei der Puffer beim letzten Waschschritt bis auf einen Rest von
1,6 ml abgesaugt wurde und der verbliebene Puffer mit 400 pl 0,05 %
DNase | Losung zu einer Endkonzentration von 0,01 % versetzt wurde. Die
Auflésung des Gewebeverbandes erfolgte indem die Hippocampi 10-20fach
durch eine 1000 pl Pipettenspitze gezogen wurden. Die entstandene Zell-
suspension wurde durch ein Nylonsieb (Maschenweite: 125 ym, Falcon,
Grafelfing-Lochham) in ein 50 ml Falcon filtriert. Durch das Sieb wurden 18 ml
DMEM (supplementiert) der Zellsuspension zugefligt. Nach der Bestimmung
der Zellzahl mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer (Brand, Wertheim) wurde
die Zellsuspension auf ein Endvolumen von 40.000 Zellen pro 500 ul/well
eingestellt. Nach 24 h wurde das DMEM vollstandig durch Neurobasalmedium
(GIBCO, Karlsruhe) (supplementiert) ersetzt. Die Kultivierung der hippo-
campalen Neurone erfolgte unter sterilen Bedingungen bei 37°C, einer

wassergesattigten Atmosphare von Luft und 5 % COa..

Poly-L-Lysin 5 mg Poly-L-Lysin
ad 100 mi HBSS Puffer
DMEM supplementiert: 10 % FKS [v/v]
1% Glutamin [v/v]

1% Penicillin/Streptomycin [v/V]



MATERIAL UND METHODEN 39

Neurobasal supplementiert: 2% B27 [v/V]
1% Glutamin [v/v]
1% Penicillin/Streptomycin [v/v]

2.5.6 Transfektion neuronaler Primarzellkulturen an 3 DIV und
7 DIV

Die neuronale Transfektion wurde mit Optifect (Invitrogen, Karlsruhe)
durchgefuhrt. Konditioniertes Medium wurde von den Zellen abgenommen
und gesammelt. Danach wurden die Zellen zweimal mit 650 yl HBSS Puffer
gewaschen und anschliefiend mit 500 ul Neurobasal (supplementiert mit B27
und Glutamin) versetzt. Fir ein well wurden 50 pl Neurobasal (ohne
Supplementierung) mit 3 pl Optifect versetzt und 5 min inkubiert. 1 ug DNA
wurde mit 50 yl Neurobasal (ohne Supplementierung) gemischt und dies zur
Optifect-Neurobasal-Mischung gegeben. Nach einer Inkubation von 30 min
bei RT wurden 100 pl in ein well gegeben und die Zellen 6 h im Inkubator
gestellt. Danach wurden die Zellen zweimal mit 1 ml HBSS Puffer gewaschen.
Anschliefliend wurde das zuvor gesammelte konditionierte Medium wieder auf
die Zellen gegeben.

Bei einer Kotransfektion wurde jeweils 1 ug DNA der beiden Konstrukte
zusammen in 50 yl Neurobasal (ohne Supplementierung) gemischt. Die

eingesetzte Menge an Optifect betrug 3 pl.

2.6 Methoden der Proteinbiochemie

2.6.1 Herstellung von Gesamtproteinextrakten

Auf Petrischalen mit 94 mm Durchmesser ausgesahte Zellen wurden zwei
Mal mit 1xPBS gewaschen und anschlieBend mit 200 yl 2x SDS-
Probenpuffer mit einem Zellschaber abgekratzt und lysiert. Die
Zellsuspension wurde bei 95°C 5 min erhitzt und fur SDS-Page und

nachfolgendem Western Blot eingesetzt (2.6.3 und 2.6.4).
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SDS-Probenpuffer Stammldsung: 49 SDS
22 ml Gyzerin
16 ml 1M Tris HCI pH 6,8
10 ml Mercaptoethanol
3 mi Bromphenolblau 1 %
2x SDS-Probenpuffer: 2 mi SDS-Probenpuffer
Stammldsung
2 ml 1 M Tris HCI pH 6,8
1 M Tris HCL pH 6,8: 121,14 g Tris
ad 800 ml Aqua dest.
pH 6,8 mit HCI einstellen
ad 11 Aqua dest.

2.6.2 Proteinbestimmung mit Amidoschwarz

Die Proteinkonzentration in den Proteinlysaten (2.6.1) wurde mit leichten
Modifikationen nach Chapdelaine et al. (2001) bestimmt.

Sowohl 10 pyl Gesamt-Protein Probe wie auch 10 ul BSA Ldosung (Fraktion V,
Sigma-Aldrich, Taufkirchen), in 2x SDS-Probenpuffer gelost, mit Konzentra-
tionen von 4 pg/ul bis 0,125 pg/ul, und 10 pl 2x SDS-Probenpuffer als Leer-
wert wurden 5 min bei 95°C denaturiert und in Doppelbestimmungen auf
einen Streifen Cellulose Acetat-Folie (Satorius, Goéttingen) aufgetragen. Die
Membran wurde getrocknet, durch Methanol gezogen und 10 min in der
Amidoschwarz Farbeldsung inkubiert. Danach wurde die Membran mehrere
Male mit Entfarberlésung gewaschen, getrocknet, mit 1 ml Aufléseldésung
versetzt und 30 min bei 50°C inkubiert. Die Proben wurden nach Durch-
mischen bei 620 nm gegen den Leerwert im Multiskan RC (Labsystems,
Quickborn) gemessen. Der Proteingehalt wurde anhand der Eichkurve

bestimmt.
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Amidoschwarz Farbeldsung: 059 Amidoschwarz
45 ml Methanol
45 mi Aqua dest.
10 ml Eisessig
Entfarberlésung: 47,5 ml Methanol
47,5 ml Aqua dest.
5ml Eisessig
Aufléseldsung: 80 ml Ameisensaure
10 mi Essigsaure
1049 Trichloressigsaure

2.6.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mit Hilfe der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurden Proteine in einem
denaturierenden Acrylamidgel nach ihrem Molekulargewicht (Laemmli, 1970)
aufgetrennt. Nach vollstandiger Polymerisation wurde das Gel in eine
Laufkammer (BioRad, Munchen) eingespannt, der Kamm entfernt und die
Laufkammer mit 1x Laufpuffer geflillt. Die lysierten Proben (2.6.1) wurden
5 min bei 95°C denaturiert. Je 15 ug Protein und der Marker PageRuler™
Prestained Protein Ladder (Fermentas, St. Leon-Rot) wurden auf das Gel
aufgetragen. Es wurde eine konstante Spannung von 160V angelegt. Die
Auftrennung wurde beendet, wenn die unterste Bande des Markers das Ende

des Gels erreicht hatte.

10 % Trenngel: 4,0 ml Aqua dest.
3,3 ml 30 % Acrylamid-Bis Lésung (29:1)
2,5mi 1,5 M Tris pH 8,8
0,1 ml SDS 10 % [m/V]
0,1 ml APS 10 % [m/V]

0,004 mi TEMED
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Sammelgel: 2,1 ml
0,5ml
0,38 ml
0,03 ml
0,03 ml
0,003 ml
1,5 M Tris HCL pH 8,8: 181,5¢g
ad 900 mi

ad 11
1 M Tris HCL pH 6,8:

121,14 g
ad 800 ml

ad 11
5x Laufpuffer: 15,1 g
940¢g
ad 900 ml
50 mi

ad 11
10 % SDS:

1049
ad 100 ml

2.6.4 Western Blot

Aqua dest.

30 % Acrylamid-Bis Losung (29:1)
1M Tris pH 6,8

SDS 10 % [m/v]

APS 10 % [m/v]

TEMED

Tris

Aqua dest.

pH 8,8 mit HCI einstellen
Aqua dest.

Tris

Aqua dest.

pH 6,8 mit HCI einstellen
Aqua dest.

Tris

Glyzin
Aqua dest.
SDS 10 %
Aqua dest.

SDS
Aqua dest

Die im SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennten Proteine wurden fur die immun-

chemische Charakterisierung mittels des semi-dry blotting Verfahrens auf

eine Polyvenyldifluorid- (PVDF-) Membran (Hybond, Amersham Biosciences,

Freiburg) transferiert und mittels Chemilumineszenz Uber Peroxidase ge-

koppelte 2. AntikOrper nachgewiesen.
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Die Membranen wurden fur 30 s in Methanol aktiviert und anschliel3end, wie
auch das Gel und die Whatmanpapiere, in 1x Blotpuffer getrankt. An der
Anode der Blotkammer (cti, Idstein) wurden die Komponenten wie folgt
luftblasenfrei platziert: Anode der Blotkammer, 2 Whatmanpapiere, PVDF-
Membran, Gel, 2 Whatmanpapiere, Kathode der Blotkammer. Es wurde eine
konstante Stromstdrke von 1 mA/cm? fiir 1h angelegt. Nach dem Transfer
wurde die Membran zum Blockieren mit 5 % Magermilchpulver in PBS 30 min
bei RT inkubiert. Nach Waschen der Membran mit 1x PBS wurde sie mit dem
1. Antikérper, verdinnt in 1x PBS und UN bei 4°C inkubiert. Bevor die
Membran mit dem 2. Antikérper fur 1 h bei RT inkubiert wurde, wurden
diverse Waschschritte durchgefiihrt (5 min 1x PBS, zweimal 5 min PBS +
0,1 % Tween 20 und zweimal 5 min 1x PBS). Die Membran wurde erneut
gewaschen (5 min 1x PBS, zweimal 5min PBS + 0,1 % Tween 20 und
zweimal 5 min 1x PBS) und in einer 1:1 Mischung der jeweiligen Losungen A
und B (SuperSignal® West Pico Chemiluminiscent Substrate Pierce, Bonn)
fur 2 min inkubiert. Im Dunkeln wurde der Rontgenfilm (Hyperfilm, Amersham
Biosciences, Freiburg) aufgelegt, der nach der Expositionszeit (10 s bis 1 h)

entwickelt wurde.

Primare Antikorper:

Anti-Abi-1 ms (MBL Woburn, USA) 1:1.000

Anti-Aktin ms (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 1:10.000
Anti-Eps8 rb (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg) 1:500
Anti-Sos1 rb (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg) 1:750
Anti-WAVE rb (Chemicon International, Hofheim) 1:750
Anti-c-Abl rb (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg) 1:200
Anti-ProSAP2 gp (Pineda, Berlin) 1:1.000

Sekundare, Peroxidase-gekoppelte Antikorper:

Anti-Maus Immunoglobuline/HRP (Dako, Glostrup, DK) 1:1.500
Anti-Kaninchen Immunoglobuline/HRP (Dako, Glostrup, DK) 1:1.500
Anti-Meerschweinchen Immunoglobuline/HRP (Dako, Glostrup, DK) 1:1.500
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12,5x Blotpuffer: 75,71 g Tris
12,59 SDS ultrapure
ad 11 Aqua dest.
1x Blotpuffer: 16 mi Blotpuffer 12,5x
ad 160 ml Aqua dest.
40 ml Methanol
10x PBS pH 7,4: 90,0g NaCl
1,22 g KH2PO4
8,159 NayHPO,4
ad 11 Aqua dest.

2.6.5 PSD-Praparation

Die Praparation der postsynaptischen Dichte (PSD) wurde nach Carlin et al.
(1980) und Cotman et al. (1974) durchgefuhrt. Mit Hilfe einer Reihe von
Zentrifugationsschritten wurde aus dem Gehirn (Gesamthirnlysat) einer Ratte
die PSD-Fraktion isoliert. Zur Feststellung einer Anreicherung eines Proteins
zur PSD hin wurden bei allen Schritten Proben der einzelnen Fraktionen

entnommen und im Anschluf} mit einem Western Blot (3.4.4) analysiert.

2.7 Fluoreszenzmikroskopische Analyse

2.7.1 Fluoreszenz-Immunfarbung eukaryotischer Zellen

Nach Abnahme des Mediums wurden die Zellen auf dem Deckglaschen
einmal mit PBS gewaschen und 10 min mit eiskalten 4 % PFA fixiert. Nach
einer Inkubation von 10 min bei RT wurden die Zellen mit PBS gewaschen.
Nach einer 30 minutigen Inkubation mit der Blockierldsung wurde 1 h lang mit
dem 1. Antikdrper, verdinnt in Blockierldsung, in einer feuchten Kammer

inkubiert. Danach wurden die Zellen in PBS gewaschen und 1 h mit dem
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2. Antikorper, verdunnt in Blockierldsung, in einer feuchten Kammer im
Dunkeln inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS und Aqua dest. wurden

die Zellen in einer Mowiollésung eingedeckelt und bei 4°C gelagert.

Primare Antikorper:

Anti-Abi-1 ms (MBL, Woburn, USA) 1:200

Anti-Bassoon ms (Stressgen/Biomol, Hamburg) 1:800
Anti-MAP2 ms (Chemicon Interantional, Hofheim) 1:500
Anti-KCNQ3 rb (Alomone Labs/ICS, Munchen) 1:500
Anti-myc ms (Roche, Mannheim) 1:500

Anti-Eps8 rb (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg) 1:300
Anti-Sos1 rb (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg) 1:100
Anti-WAVE rb (Chemicon International, Hofheim) 1:250
Anti-c-Abl rb (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg) 1:120
Anti-GIluR1 rb (Upstate/Biomol, Hamburg) 1:100
Anti-ProSAP2 gp (Pineda, Berlin) 1:400

Sekundare, Fluoreszenz-gekoppelte Antikorper:

Alexa Fluor 488 Anti-Maus (Molecular Probes, Eugene, USA) 1:1.000
Alexa Fluor 568 Anti-Maus (Molecular Probes, Eugene, USA) 1.1.000
Alexa Fluor 568 Anti-Kaninchen (Molecular Probes, Eugene, USA) 1:1.000
AMCA Anti-Maus (Dianova, Hamburg) 1:100

Alexa 568 gekoppeltes Phalloidin (Molecular Probes, Eugene, USA) 1:40

PFA 4 %:

4 g Paraformaldehyd (PFA) wurden zusammen mit 45 ml Aqua dest. auf 60°C
erwarmt und bis zur L&slichkeit mit 5N NaOH versetzt. Die klare Ldésung
wurde abgekudhlt, auf 50 ml mit Aqua dest. aufgeflllt und mit 50 mi

2x PB-Puffer vermischt.

2x PB-Puffer: 5749 NaH,PO4
9,3 g Na,HPO,
ad 500 ml Aqua dest.
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Blockierlosung: 2049 BSA
1,0 ml Pferdeserum
1,0 ml Triton X 10 %
ad 100 ml 1x PBS

Mowiol-Losung:

12 g Mowiol® 4-88 (Calbiochem, Darmstadt) wurden in 30 ml Aqua dest.
unter Ruhren gelost, 60 ml 0,2 M Tris pH 8,5 zugeben, die Losung auf pH 8,5
eingestellt, ad 100 ml mit Aqua dest. aufgefiillt und UN bei RT geriihrt. Am
nachsten Tag wurde die Losung 45 min auf 90°C erhitzt und auf 50°C abge-
kihlt. Daraufhin wurden 30 g Glyzerin eingerthrt. Die Lésung wurde ali-

quotiert und bei -20°C gelagert.

2.8 Morphologische Analysen und Analyse der Kolokalisation

2.8.1 Bestimmung der Anzahl der Dendriten

Die Anzahl der Dendriten eines Neurons wurde an GFP transfizierten oder
GFP-kotransfizierten Neuronen bestimmt. Die Zellen wurden mittig im Bild-
ausschnitt platziert und bei 400x VergroRerung mit dem Fluoreszenz-
Mikroskop (Axioskop2, Zeiss, Oberkochen) und der AxioVision Rel.4.5
Software (Zeiss, Oberkochen) aufgenommen. Alle im Bild liegenden
Dendriten wurden gezahlt. Es wurde definiert: ein primarer Dendrit geht direkt
vom Zellkorper ab, ein sekundarer Dendrit geht von einem primaren Dendrit
ab, ein tertiarer Dendrit zweigt von einem sekundaren Dendrit ab und ein
quartarer Dendrit geht von einem tertiaren Dendriten ab. Fir alle Unter-
suchungsgruppen wurden insgesamt 20 Zellen aus mindestens 3 unab-

hangigen Versuchen ausgewertet.
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2.8.2 Bestimmung der Synapsendichte

Neuronale Zellen wurden nach 7 Tagen in Kultur transfiziert (2.5.6), nach
3 Tagen fixiert und anschlieRend das prasynaptische Markerprotein Bassoon
immunzytochemisch angefarbt (2.7.1). Die Synapsen von mindestens
3 primaren Dendriten wurden gezahlt und die Lange des untersuchten
Dendriten-Abschnittes wurde mit Hilfe der AxioVision Rel. 4.5 Software ge-
messen. Die Synapsendichte wurde aus dem Quotienten der Anzahl der
Synapsen und der Lange des Abschnittes ermittelt und als Synapsen-
anzahl /10 um angegeben. Es wurden fur jedes Konstrukt insgesamt

20 Zellen aus 3 unabhangigen Versuchen ausgewertet.

2.8.3 Bestimmung der Synapsenmorphologie

Hippocampale Neurone wurden nach 7 Tagen in Kultur transfiziert (2.5.6),
nach 3 Tagen fixiert. Danach wurde das prasynaptische Markerprotein
Bassoon immunzytochemisch angefarbt (2.7.1) und die Fluoreszenz doku-
mentiert (2.8.1). Die Synapsen wurden aufgrund des Abstandes zum
Dendriten und der Flache der Bassoon Markierung nach Entwicklungsstadien
in drei Klassen eingeteilt: filopodienartige, diinne und pilzférmige Synapsen.
Fur jede Versuchsgruppe wurden mindestens 300 Synapsen von insgesamt
4 Zellen aus 3 von einander unabhangigen Versuchen ausgewertet. Die

Werte wurden prozentual angegeben.

2.8.4 Kolokalisationsstudien

Zur Untersuchung der Kolokalisation zweier Proteine wurden Hippocampus-
neurone nach 7 Tagen in Kultur transfiziert (2.5.6) und nach 3 Tagen fixiert.
AnschlieRend erfolgte eine immunzytochemische Markierung (2.7.1) der zwei
Proteine. Eine Kolokalisation lag bei Uberlappung der beiden Signale, die
eine Formahnlichkeit der Markierung aufwiesen, vor. Es wurden bei der

Bestimmung der Kolokalisation von Bassoon mit der GluR1-Untereinheit fur
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die jeweiligen Synapsenmorphologien 100 Bassoon-Signale an mindestens
4 Zellen aus 3 von einander unabhangigen Versuchen ausgewertet. Zur
Bestimmung der Kolokalisation von Bassoon mit c-Abl, Eps8, Sos1 bzw.
WAVE wurden 500 Bassoon-Signale an insgesamt 20 Zellen aus 3 von

einander unabhangigen Versuchen ausgewertet.

2.9 Darstellung der Messergebnisse und statistische Analyse

Alle in dieser Arbeit dargestellten Experimente wurden mindestens dreifach
durchgeflihrt. Die Ergebnisse von reprasentativen Experimenten sind in Form
der Mittelwerte + Standardabweichung gezeigt.

Zum Vergleich zwischen den Gruppen wurde nach der Prufung auf
Normalverteilung ein t-Test durchgeflhrt. Fur die Kolokalisation von Bassoon
und GluR1 wurde ein Chi’>-Test durchgefiihrt, da aufgrund des z.T.
verhaltnismalig geringen Vorkommens einzelner Synapsenmorphologien
unterschiedliche Anzahlen an Zellen ausgewertet wurden. Zur Kennzeichnung
der statistisch signifikanten Befunde wurde die Sternsymbolik verwendet, die
direkt in die Abbildungen eingetragen wurde (p < 0,01: *; p < 0,001: **; p <
0,0001: ***).
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3 ERGEBNISSE

Bei einem Hefe-2-Hybrid-Screen wurde Abl interactor 1 (Abi-1) als ein neuer
Interaktionspartner des postsynaptischen Gerustmolekils proline rich synapse
associated protein 2/SH3 domain and ankyrin repeat containing protein 3
(ProSAP2/Shank3) identifiziert (Proepper et al.,, 2007). Abi-1 ist an
Umstrukturierungen des Aktin-Zytoskeletts regulatorisch beteiligt (1.3). Da die
Entwicklung von Neuronen von einem funktionierenden, dynamischen Aktin-
Zytoskelett abhangt, wurde in dieser Arbeit untersucht, welche Rolle Abi-1 bei

der strukturellen Entwicklung von hippocampalen Neuronen in Kultur spielt.

3.1 Expression und Lokalisation von endogenem Abi-1im
Gehirn und in neuronalen Zellen der Ratte

Die Expression und Lokalisation von Abi-1 wurde im Gehirn der Ratte und in
primaren hippocampalen Neuronen in vitro untersucht. Dazu wurde an Hirn-
schnitten mittels in situ Hybridisierung die Expression der Abi-1-mRNA
dargestellt. AuRerdem wurde die Abi-1-Expression in hippocampalen Zellen
auf mMRNA- und Proteinebene analysiert und die Lokalisation von endogenem
Abi-1 in Hippocampuszellen zu unterschiedlichen Entwicklungszeitpunkten
untersucht. Dabei wurde die Lokalisation von Abi-1 sowohl an das mit
Phalloidin markierte Aktin-Zytoskelett als auch in Synapsen im Vergleich zu
dem prasynaptischen Marker Bassoon sowie dem postsynaptischen Marker
ProSAP2/Shank3 immunzytochemisch gezeigt. Um festzustellen, ob Abi-1 in
der postsynaptischen Dichte (PSD) angereichert und verankert vorliegt, wurde
versucht, Abi-1 in den anfallenden subzellularen Fraktionen einer bio-

chemischen Praparation der PSD nachzuweisen.
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3.1.1 Verteilung der Abi-1-mRNA im Gehirn der Ratte wahrend der
Entwicklung

Die Expression der Abi-1-mRNA in den einzelnen Hirnregionen wurde anhand
von in situ Hybridisierungen an horizontalen und sagittalen Rattengehirn-
schnitten wahrend der postnatalen Entwicklung untersucht. Zu allen unter-
suchten Zeitpunkten wurde die Expression von Abi-1-mRNA nachgewiesen,
wobei eine besonders hohe Transkriptionsrate im Cerebellum (Ce), Gyrus
dentatus (Gy) des Hippocampus (Hi) und im Cortex (Co) vorlag (Abbildung
10).

P3 P15 P21 P 90
‘.' & ’ : v
\*“.\..‘E‘ .
"‘Hi"? . 4

Abbildung 10: In situ Hybridisierung zum Nachweis von Abi-1-mRNA an horizontalen
(jeweils links) und sagittalen (jeweils rechts) Rattengehirnschnitten wahrend der
postnatalen Entwicklung.

Abi-1: Abl interactor 1; P 3: postnatal Tag 3

Abi-1-mRNA wurde insbesondere im Cerebellum (Ce), Gyrus dentatus (Gy) des
Hippocampus (Hi) und im Cortex (Co) exprimiert.

3.1.2 Abi-1-mRNA-Expression in kultivierten hippocampalen
Neuronen

Um die Expression von endogener Abi-1-mRNA wahrend der Entwicklung in
hippocampalen Neuronen in vitro zu untersuchen, wurde Gesamt-RNA von
Hippocampuskulturen unterschiedlichen Alters isoliert und eine ,Reverse
Transkription® durchgeflihrt. Anschlieend folgte eine PCR mit spezifischen
Primern fur Abi-1 und Aktin. Es wurden jeweils gleiche Mengen der PCR
aufgetragen; Aktin diente als interne Ladungskontrolle (Abbildung 11).

Abi-1-mRNA wurde bereits an 0 DIV (days in vitro), also direkt nach der
Praparation der Zellen, exprimiert. Der Abi-1-mRNA-Spiegel stieg mit zu-

nehmender Kultivierungsdauer der Neurone leicht an.
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Abbildung 11: Expression der Abi-1-mRNA in priméaren hippocampalen Neuronen mit
zunehmender Kulturdauer.

Abi-1: Abl interactor 1; DIV: days in vitro.

Die Expression der endogenen Abi-1-mRNA stieg mit zunehmendem Alter leicht an. Aktin
diente als interne Ladungskontrolle. Abi-1-Proteinexpression in kultivierten hippocampalen
Neuronen.

3.1.3 Abi-1-Proteinexpression in kultivierten hippocampalen
Neuronen

Zur Untersuchung der Expression von endogenem Abi-1-Protein wurden
Proteine aus Hippocampuskulturen unterschiedlichen Alters extrahiert und

mittels SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt. Aktin diente als interne Ladungs-

kontrolle.
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Abbildung 12: Abi-1-Proteinexpression in primaren hippocampalen Neuronen mit
zunehmender Kulturdauer.

Abi-1: Abl interactor 1; DIV: days in vitro.

Die endogene Abi-1-Proteinexpression nahm zwischen 1 DIV und 3 DIV stark und bis 14 DIV
deutlich zu. Aktin diente als interne Ladungskontrolle.

Endogenes Abi-1-Protein war in den Zellen bereits vor Ausplattierung an
0 DIV nachweisbar (Abbildung 12). Mit zunehmender Kulturdauer nahm die
Intensitat des Abi-1-Signals zu. Besonders markant war der sprunghafte
Anstieg des Abi-1-Proteins zwischen 1 DIV und 3 DIV. Ab 10 DIV wurden
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zwei weitere, hohere Banden, die vermutlich auf Phosphorylierungsereignisse

durch die Abl Tyrosinkinase zurtickzufuhren sind, sichtbar.

3.1.4 Lokalisation von Abi-1 in hippocampalen Neuronen

Um die Lokalisation von endogenem Abi-1 in Hippocampuszellen in vitro zu
untersuchen, wurden hippocampale Neurone nach unterschiedlicher Kultur-

dauer fixiert und Abi-1 immunzytochemisch angefarbt (2.7.1).

1 DIV 3 DIV 7 DIV

anti-Abi-1

10 DIV 14 DIV

anti-Abi-1

Abbildung 13: Entwicklungsabhéngige Lokalisation von endogenem Abi-1 in priméren
hippocampalen Neuronen.

Abi-1 wurde immunzytochemisch nachgewiesen. (Balken: 20 um, Balken im Ausschnitt:
5 ym). Abi-1: Abl interactor 1; DIV: days in vitro.

Abi-1 lokalisierte zunachst punktférmig in Neuriten. Eine Anreicherung des Signals fand in
Wachstumskegeln (Sterne) und in der spateren Entwicklung in Synapsen (Pfeile) statt.
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Bereits in 1 DIV alten Neuronen zeigte sich ein punktférmiges Abi-1-Signal in
den Neuriten (Abbildung 13). Das Abi-1-Signal war in den Wachstumskegeln
angereichert (Stern). Ab 10 DIV lokalisierte Abi-1 zusatzlich in synaptischen
Strukturen (Pfeil). Die Intensitat des Abi-1-Signals in Synapsen nahm in der

weiteren Entwicklung weiter zu (Pfeil 14 DIV).

3.1.5 Lokalisation von Abi-1 am Aktin-Zytoskelett

Wie bereits dargestellt, lokalisierte das endogene Abi-1 in Wachstumskegelin,
Filopodien und Synapsen (3.1.4). Da alle diese Strukturen Uber ein Aktin
basiertes Zytoskelett verfigen, wurde untersucht, ob Abi-1 mit F-Aktin ko-
lokalisierte. Dazu wurden hippocampale Neurone 1 DIV fixiert und Abi-1
immunzytochemisch und F-Aktin mittels Fluoreszenz gekoppeltem Phalloidin
markiert (Abbildung 14). Anreicherungen sowohl des Phalloidin-Signals als
auch des endogenen Abi-1-Signals Uberlagerten sich in den Randbereichen
von Lamellipodien (Kreis) und Filopodien (Pfeil) sowie in Wachstumskegeln
(Stern). Die Lokalisation in Wachstumskegeln erfolgte im Axon und in
Dendriten. Somit kolokalisierte Abi-1 mit dem Aktin-Zytoskelett.

anti-Abi-1 Phalloidin Merge

Abbildung 14: Lokalisation von endogenem Abi-1 (grin) im Vergleich zum Aktin-
Zytoskelett (rot) in hippocampalen Neuronen 1 DIV.

Abi-1 wurde immunzytochemisch und das Aktin-Zytoskelett mittels Phalloidin-Farbung
nachgewiesen. (Balken: 20 ym). Abi-1: Abl interactor 1; DIV: days in vitro.

Anreicherungen des endogenen Abi-1-Signals kolokalisierten am Rand von Lamellipodien
(Kreis) und von Filopodien (Pfeil) sowie in den Wachstumskegeln (Stern) mit dem Aktin-
Zytoskelett.
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3.1.6 Lokalisation von Abi-1 in synaptischen Strukturen

Um festzustellen, in welchem Teil der Synapse Abi-1 lokalisiert, wurden an
Neuronen immunzytochemische Farbungen von pra- und postsynaptischen
Proteinen (Markern) durchgefihrt. FUr die Kolokalisationsstudien von Abi-1
mit dem prasynaptischen Protein Bassoon bzw. dem postsynaptischen
Protein ProSAP2/Shank3 wurden hippocampale Neurone 17 Tage in Kultur
gehalten und anschlielend die endogenen Proteine mit den entsprechenden
Antikorpern immunzytochemisch angefarbt.

Die Doppelfarbung von Abi-1 mit Bassoon (Abbildung 15) zeigte eine
Uberlappung der beiden Signale im Bereich der Synapsen, wahrend es bei
der Doppelfarbung von Abi-1 mit ProSAP2/Shank3 (Abbildung 16) zu einer
Uberlagerung der Signale im Bereich der dendritischen Dornen kam. Diese

Ergebnisse deuten auf eine postsynaptische Lokalisation von Abi-1 hin.

anti-Abi-1 anti-Bassoon Merge

Abbildung 15: Lokalisation von endogenem Abi-1 (grin) im Vergleich zu
prasyntaptischem Bassoon (rot) in priméren hippocampalen Neuronen 17 DIV.

Abi-1 und Bassoon wurden immunzytochemisch nachgewiesen. (Balken: 20 um, Balken im
Ausschnitt: 3 um). Abi-1: Abl interactor 1; DIV: days in vitro.

Abi-1 kolokalisierte mit dem prasynaptischen Markerprotein Bassoon.
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anti-ProSAP2/Shank3 anti-Abi-1 Merge

Abbildung 16: Lokalisation von endogenem Abi-1 (rot) im Vergleich zu
postsynaptischem ProSAP2/Shank3 (grin) in primaren hippocampalen Neuronen
17 DIV.

Abi-1 und ProSAP2/Shank3 wurden immunzytochemisch nachgewiesen. (Balken: 20 pym,
Balken im Ausschnitt: 3 um). Abi-1: Abl interactor 1; ProSAP2/Shank3: proline rich synapse
associated protein 2/SH3 domain and ankyrin repeat containing protein 3; DIV: days in vitro.
Es fand eine Uberlagerung des Abi-1 und des postsynaptischen ProSAP2-Signals statt.

3.1.7 Lokalisation von Abi-1 in neuronalen Subfraktionen

Um festzustellen, ob Abi-1 auch biochemisch in der postsynaptischen Dichte
(PSD) angereichert und ein fester Bestandteil der PSD ist, wurde eine bio-
chemische Praparation der PSD durchgefihrt und die anfallenden sub-
zellularen Fraktionen mittels Western Blotting auf Abi-1 hin untersucht (2.6.3 -
2.6.5). Als interne methodische Kontrolle diente die Detektion des PSD-
Proteins ProSAP2/Shank3, welches eine deutliche Anreicherung in der PSD-
Fraktion zeigte (Abbildung 17).

Auch Abi-1 war in der PSD-Fraktion angereichert. Wie bereits in Abbildung 12
zu sehen, sind auch hier die moglichen Phosporylierungsbanden von Abi-1 zu
erkennen. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass Abi-1 in der PSD

angereichert und dort fest verankert ist.
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Abbildung 17: Nachweis von Abi-1- und ProSAP2-Protein in verschiedenen
Subfraktionen einer PSD-Praparation.

H: Homogenat; S2: |6sliche Fraktion; P2: unldsliche Fraktion; My: Myelin Fraktion; Mi:
Mitochondrien Fraktion; Sy: Synaptosomen Fraktion; LM: Fraktion der leichten Membranen;
PSD: PSD-Fraktion; Abi-1: Abl interactor 1; ProSAP2/Shank3: proline rich synapse
associated protein 2/SH3 domain and ankyrin repeat containing protein 3..

Anhand der Anreicherung des Proteins ProSAP2 in der PSD wurde die PSD-Praparation
methodisch kontrolliert. Abi-1 war besonders stark in der PSD-Fraktion angereichert.

3.2 Repression von Abi-1 in HeLa-Zellen mittels RNAI

Um den Einfluss von Abi-1 auf hippocampale Neurone zu untersuchen, wurde
die RNAi-Technologie verwendet, um die Expression von endogenem Abi-1
zu reduzieren. Dazu wurden zunachst Hela-Zellen, die Abi-1 endogen
exprimieren, mit Abi-1-RNAi transfiziert und in diesem System zunachst die
Effektivitat des Abi-1-RNAi-Konstrukts ermittelt.

3.2.1 Reduktion der Abi-1-mRNA durch RNAI in HeLa-Zellen

HelLa-Zellen wurden mit dem Ausgangs-RNAi-Vektor (pSuper) als Kontrolle
und dem Abi-1-RNAi-Konstrukt transfiziert. Nach drei Tagen wurde aus den
Zellen Gesamt-RNA isoliert und nach einer RT eine PCR mit Abi-1 spezi-
fischen Primern durchgefuhrt. Zur Kontrolle der eingesetzten Mengen wurde
zusatzlich Aktin amplifiziert. Wie in Abbildung 18 ersichtlich, fuhrte die
Transfektion des Abi-1-RNAi-Konstruktes in HeLa-Zellen zu einer deutlichen

Verminderung der Abi-1-mRNA-Expression.
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Abbildung 18: Anderung der Expression endogener Abi-1-mRNA in HelLa-Zellen durch
Abi-1-RNA.I.

P: pSuper (Kontrolle); R: Abi-1-RNAi. Abi-1: Abl interactor 1.

Abi-1-RNA. flhrte zu einer deutlichen Reduktion der Abi-1-mRNA in HeLa-Zellen. Es konnte
eine etwa 80%ige Transfektionsrate mit den Konstrukten pSuper bzw. Abi-1-RNAi erreicht
werden.

3.2.2 Repression von Abi-1-Protein in HeLa-Zellen

Um anschlielend die Effektivitat der Reduktion des Abi-1-Proteins zu unter-
suchen, wurde aus HelLa-Zellen, welche drei Tage zuvor mit pSuper oder Abi-
1-RNAi transfiziert wurden, Gesamtprotein extrahiert und mittels SDS-Gel-
elektrophorese aufgetrennt (Abbildung 19). Das Aktin-Signal diente wiederum
als interne Ladungskontrolle. Im Gegensatz zur Kontrolle (pSuper) wurde bei
gleicher Ladungsmenge nach Abi-1-RNAi-Transfektion deutlich weniger Abi-
1-Protein detektiert. Die endogene Proteinexpression von Abi-1 in HelLa-
Zellen wurde damit stark durch Abi-1-RNAi reduziert.

P R
68 kDa - - anti-Abi-1

42kDa NN anti-Aktin

Abbildung 19: Hemmung der Abi-1-Proteinexpression durch Abi-1-RNAi in HeLa-Zellen.
P: pSuper (Kontrolle); R: Abi-1-RNAi. Abi-1: Abl interactor 1.

Die Abi-1-RNAi flhrte zu einer deutlichen Abnahme des Abi-1-Proteinspiegels in Hela-
Zellen. Es konnten etwa 80 % der Zellen mit pSuper bzw. Abi-1-RNAi transfiziert werden.
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3.2.3 Darstellung der Repression von Abi-1 in HelLa-Zellen mittels
Immunzytochemie

Eine weitere Moglichkeit, die Effektivitat der Abi-1-RNAi zu testen, ist die
immunzytochemische Farbung von Abi-1 in Abi-1-RNAi transfizierter Zellen.
Dazu wurden Zellen drei Tage nach Transfektion fixiert und Abi-1 immunzyto-
chemisch angefarbt (Abbildung 20). Der Vorteil dieser Methode ist, dass so
einzelne Zellen untersucht werden kénnen, und damit kein Hintergrundsignal
aus untransfizierten Zellen stéren kann.

Alle beobachteten Abi-1-RNAi transfizierte Zellen zeigten im Gegensatz zur
Kontrolle ein kaum zu detektierendes Abi-1-Signal. Dies wies erneut darauf
hin, dass Abi-1-RNAi effektiv die endogene Abi-1-Proteinexpression redu-

Zierte.

anti-Abi-1 Merge

Abbildung 20: Immunzytochemische Farbung von Abi-1 (rot) in transfizierten HelLa-
Zellen.

Transfektion mit dem Ausgangsvektor pSuper bzw. mit Abi-1-RNAi (pSuper). (Balken:
20 um). Abi-1: Abl interactor 1.

Die Repression des Abi-1-Proteinspiegels durch Abi-1-RNAi zeigte sich durch einen
deutlichen Rickgang der Abi-1 Farbungsintensitat.

Abi-1-RNAi

GFP
- .
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3.3 Einfluss von Abi-1 auf die Polaritat, die Dendriten und das
Aktin-Zytoskelett hippocampaler Neurone

Die Untersuchung des Einflusses von Abi-1 auf die Zellmorphologie wurde an
hippocampalen Zellen durchgeflihrt, die zum einen 3 DIV und zum anderen
7 DIV transfiziert und jeweils drei Tage spater fixiert wurden. Aufgrund der
verminderten Transfektionsraten von primaren hippocampalen Neuronen
wurde die Effektivitat von Abi-1-RNAi hier nur durch immunzytochemische
Farbungen bestimmt, da bei anderen Methoden durch die nicht transfizierten
Zellen ein zu hohes Hintergrundssignal auftrat. Die durch die Veranderung der
Abi-1-Konzentration in den Zellen auftretenden Phanotypen wurden mit Hilfe
der homogenen GFP-Verteilung in den transfizierten Zellen und immunzyto-
chemischen Farbungen untersucht. Anhand veranderter Phanotypen konnte
auch die Spezifitat der RNAIi gezeigt werden. Weiterhin wurde der Einfluss
von Abi-1 auf die Polaritat der Zellen und auf das Aktin-Zytoskelett mittels

immunzytochemischen Farbungen analysiert.

3.3.1 Einfluss von Abi-1 auf den Phanotyp hippocampaler Neurone

Um den Einfluss von Abi-1 auf den Phanotyp hippocampaler Neurone aus der
Ratte in vitro zu untersuchen, wurden die Zellen nach drei bzw. sieben Tagen
in Kultur transfiziert und nach drei weiteren Tagen fixiert und immunzyto-
chemisch angefarbt. Transfizierte Zellen wurden anhand der GFP-Expression
identifiziert.

Die Expression von Abi-1-RNAi verringerte effektiv den Abi-1-Proteinspiegel
in primaren hippocampalen Neuronen beider Kulturzeiten (Abbildung 21 und
Abbildung 22, Pfeil). Interessanterweise wiesen die RNAI transfizierten Zellen
im Gegensatz zur Kontrolle einen Phanotyp mit einem starker verzweigten

Dendritenbaum auf.
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GFP anti-Abi-1 Merge

pSuper

Abi-1-RNAi

Abbildung 21: Immunzytochemische Farbung von Abi-1 (rot) in transfizierten priméren
hippocampalen Neuronen 6 DIV.

Transfektion mit dem Ausgangsvektor pSuper bzw. mit Abi-1-RNAi (pSuper) 3 DIV. (Balken:
20 ym). Abi-1: Abl interactor 1; DIV: days in vitro.

Eine effektive Hemmung der Abi-1-Expression in primaren hippocampalen Neuronen 6 DIV
mittels Abi-1-RNAi zeigte sich durch das fehlende Abi-1-Signal.

anti-Abi-1 Merge

pSuper

Abi-1-RNAi

Abbildung 22: Immunzytochemische Farbung von Abi-1 (rot) in transfizierten priméren
hippocampalen Neuronen 10 DIV.

Transfektion mit dem Ausgangsvektor pSuper bzw. mit Abi-1-RNAi (pSuper) 7 DIV. (Balken:
20 um). Abi-1: Abl interactor 1; DIV: days in vitro.

Eine effektive Hemmung der Abi-1-Expression in primaren hippocampalen Neuronen 10 DIV
mittels Abi-1-RNAi zeigte sich durch ein reduziertes Abi-1-Signal.
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Zellen, die Abi-1 aufgrund der Transfektion des Abi-1myc-Konstruktes uber-
exprimierten, zeichneten sich durch einen vereinfachten Dendritenbaum aus
(Abbildung 23 und Abbildung 24).

Um die Spezifitat von Abi-1-RNAi zu testen, wurde ein RNAI resistentes
Konstrukt, MutAbi-1myc, kloniert (,Rescue-Experiment®). Dazu wurden an der
RNAI-Zielsequenz sieben Nukleotide in der Abi-1-Sequenz konservativ ausge-
tauscht (2.3.11), wodurch die Expression dieses Abi-1 durch RNAi nicht
verhindert werden kann.

Bei der Doppeltransfektion mit Abi-1-RNAi (pSuper) und MutAbi-1myc
(pPCMVmyc) wurde der vereinfachte Dendritenbaum des Abi-1-Uberex-
pressionsphanotyps zu beiden Untersuchungszeitpunkten ausgebildet
(Abbildung 23 und Abbildung 24). Der Abi-1-RNAi Phanotyp kann also durch
gleichzeitige Uberexpression von Abi-1 gerettet werden. Damit ergibt sich ein
starker Hinweis auf die Spezifitat des Abi-1-RNAi Phanotyps.

GFP
pSuper+
Abi-1myc

anti-myc Merge

-
Abi-1-RNAi+
MutAbi-1myc -
Abbildung 23: Immunzytochemische Farbung transfizierter Hippocampusneurone
6 DIV.
Transfektion mit pSuper und Abi-1myc bzw. Abi-1-RNAi (pSuper) und MutAbi-1myc
(PCMVmyc) 3 DIV. (Balken: 20 um). Abi-1: Abl interactor 1; DIV: days in vitro.
Doppeltransfizierte Neurone, die Abi-1 Uberexprimierten, wiesen als Phanotyp einen verein-

fachten Dendritenbaum auf. Bei einer Doppeltransfektion von Abi-1-RNAi mit dem RNAI
resistenten MutAbi-1myc trat derselbe Phanotyp wie bei der Abi-1 Uberexpression auf.



ERGEBNISSE 62

GFP anti-myc Merge

Abbildung 24: Immunzytochemische Farbung transfizierter Hippocampusneurone
10 DIV.

Transfektion mit pSuper und Abi-1myc bzw. Abi-1-RNAi (pSuper) und MutAbi-1myc
(PCMVmyc) 7 DIV. (Balken: 20 ym). Abi-1: Abl interactor 1; DIV: days in vitro.
Doppeltransfizierte Neurone, die Abi-1 Uberexprimierten, wiesen als Phanotyp einen verein-

fachten Dendritenbaum auf. Bei einer Doppeltransfektion von Abi-1-RNAi mit dem RNAi
resistenten MutAbi-1myc trat derselbe Phanotyp wie bei der Abi-1 Uberexpression auf.

pSuper+
Abi-1myc

Abi-1-RNAi+
MutAbi-1myc

3.3.2 Einfluss von Abi-1 auf die Polaritat hippocampaler Neurone

Um zu untersuchen, ob Abi-1 die Ausbildung des Axons und der Dendriten
beeinflusst, wurden drei Tage alte Hippocampusneurone mit der Vektor-
kontrolle pSuper und Abi-1-RNAi bzw. pSuper und Abi-1myc transfiziert. Die
Zellen wurden drei Tage nach der Transfektion fixiert und der dendritische
Marker MAP2 (Microtubulin associated protein 2) und der axonale Marker
KCNQ3 (potassium voltage-gated channel subfamily KQT member 3; Chung
et al., 2006) immunzytochemisch angefarbt.

Die Farbungen ergaben, dass sowohl bei Abi-1-Repression (Abi-1-RNAi) als
auch bei Uberexpression von Abi-1 (pSuper+Abi-1myc) bzw. in der Kontrolle
(pSuper) nur ein Axon, welches KCNQ3 positiv war, ausgebildet wurde
(Abbildung 25). Wie auch schon die vorherigen Fluoreszenzaufnahmen
(Abbildungen 13 und Abbildung 14) zeigten, fihrte die Reduzierung von Abi-1
zu einer Zunahme der Dendriten, wahrend die Uberexpression zu weniger

Dendriten fuhrte. Die Dendriten waren in allen Gruppen bis auf die Spitzen
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und filopodienartigen Strukturen MAP2 positiv. Die Polaritat der Neurone an

sich wurde allerdings nicht durch Abi-1 beeinflusst.

anti-MAP2 GFP anti-KCNQ3 Merge

pSuper

Abi-1-RNAi

pSuper+
Abi-1myc

Abbildung 25: Immunzytochemische Farbung transfizierter hippocampaler Neurone
6 DIV mit dem dendritischen Marker MAP2 (blau) und dem axonalen Marker KCNQ3
(rot) zur Untersuchung der Zellpolaritat.

Transfektion mit pSuper, Abi-1-RNAi (pSuper) bzw. pSuper+Abi-1myc. (Balken: 20 um).
Abi-1: Abl interactor 1; DIV: days in vitro; MAP2: Microtubulin associated protein 2.

Die Polaritat der primaren Neurone wurde weder durch die Uberexpression von Abi-1
(pSuper+Abi-1myc) noch die Reduktion der Abi-1-Expression (Abi-1-RNAI) beeinflusst.

3.3.3 Einfluss von Abi-1 auf die Dendritenanzahl hippocampaler
Neurone

Um die Auswirkungen von Abi-1 auf die Anzahl von Dendriten Zzu
untersuchen, wurden hippocampale Neurone 3 DIV und Neurone 7 DIV trans-
fiziert und nach drei weiteren Tagen fixiert. Die Anzahl der Verzweigungen
wurde an GFP positiven Dendriten bestimmt, weshalb bei der Uberexpression
von myc-markierten Proteinen (pCMVmyc, Abi-1myc bzw. MutAbi-1myc)

pSuper zur GFP-Expression mittransfiziert wurde.
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In Abbildung 26 ist die totale Verzweigung 6 DIV dargestellt. Abi-1-RNAi
transfizierte Zellen besallen etwa zweieinhalbmal mehr Dendriten als die
Vektorkontrollen (pSuper, pSuper+pCMVmyc). Abi-1 Uberexprimierende
Zellen (pSuper+Abi-1myc, pSuper+MutAbi-1myc) wiesen dagegen etwa die
Halfte an Dendriten der Kontrollzellen auf. Neurone, die mit Abi-1-RNAi und
MutAbi-1myc transfiziert waren, zeigten ebenso wie Abi-1 Uberexprimierende
Neurone eine Halbierung der Anzahl der Verzweigungen. Diese Ergebnisse
decken sich mit den Beobachtungen, die in den fluoreszenzmikroskopischen
Bildern (Abbildung 21 bis Abbildung 24) gemacht wurden.

160 *hk

140 - |

120 - 1

Totale Verzweigung 6 DIV
8

-0 4 ;
oL o
pSuper pSuper+ Abi-1- pSuper+ pSuper+ Abi-1-RNAI

pCMVmyc RNAI Abi-1myc  MutAbi-1- +MutAbi-1-
myc myc

Abbildung 26: Totale Verzweigung transfizierter hippocampaler Neurone 6 DIV.
Transfektion mit pSuper, pSuper+pCMVmyc, Abi-1-RNAi (pSuper), pSuper+Abi-1myc,
pSuper+MutAbi-1myc (pCMVmyc) bzw. Abi-1-RNAi (pSuper)+MutAbi-1myc (pCM