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1. Zusammenfassung

1.1. Zusammenfassung

N-Cadherin, ein Mitglied der klassischen Cadherin Familie vermittelt durch homophile
Bindungen der extrazelluldaren Doménen (EZD) zwischen benachbarten Zellen Zell-Zell-
Kontakte. Im Nervensystem kontrolliert es zahlreiche Aufgaben wie beispielsweise die
Ausbildung von Synapsen, die synaptische Plastizitét, das Auswachsen von Axonen und
deren richtungsgezielte Orientierung.

In Untersuchungen zum Axonwachstum von cerebelléren Kornerzellen konnte von Doherty et
al. (1995, 1996) gezeigt werden, dass die isolierte EZD'" von N-Cadherin iber den FGFR-1
(Fibroblastenwachstumsfaktor-Rezeptor-1) ein  richtungsvermitteltes Auswachsen von
Axonen verursacht. Basierend auf diesen Beobachtungen wurde ein Bindungsmodell erstellt
(Doherty et a., 1996). Dieses geht davon aus, dass zwischen transdimeren N-Cadherin-
Molekllen, Uber die Aminosduren IDPVNGQ der EZD Wechselwirkungen mit den
Aminosduren HAV der EZD von FGFR-1 auftreten (siehe hierzu Abb. 17). Der dadurch
dimerisierte FGFR-1 bewirkt innerhalb der Nervenzelle eine intrazellulére Signaltransduktion,
die in einem zielgerichteten Axonwachstum resultiert. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war,
dieses Bindungsmodell néher zu untersuchen.

Ausgehend von den fur N-Cadherin und FGFR-1 kodierenden cDNAs und entsprechenden
Vektorsystemen wurden in CHO-Zellen stabile Zelllinien erstellt. Das zugrundeliegende
Expressionssystem fihrte zu einem Ausschleusen der fur die Experimente notwendigen Fc-
Fusionsproteine in den Kulturlberstand. Eine daran anschliefiende auf Protein A basierende
Affinitdtschromatographie des Kulturlberstandes ermdglichte die Isolierung und
Anreicherung der Fc-Fusionsproteine. Desweiteren wurden Expressionsvektoren verwendet,
die fur subzelluléare Lokalisationsuntersuchungen verwendet wurden.

Zu Beginn der Bindungsstudien wurde Untersuchungen zum Axonwachstum cerebellarer
Kornerzellen durchgefuhrt. Diese dienten zum einen der Uberpriifung der von Doherty und
Walsh (1996) durchgefiihrten Experimente zum Langenwachstum cerebellérer Kornerzellen
in Gegenwart ausgewahlter Zelladhésionsmolekile (NCAM, L1 und N-Cadherin), zum
anderen dienten sie der Uberprifung der Funktionalitdt der FGFR-1-und N-Cadherin-
spezifischen Peptide (HAV und IDPVNGQ). Wie zu erwarten wurde durch Zugabe von N-
Cadherin EZD"Y ein Axonlangenwachstum festgestellt, dass durch Zugabe der HAV- und
IDPVNGQ-Peptide inhibiert wurde.



Fir den Auschlul®3 der Wirkung von Fremdproteinen wurden in der vorliegenden Arbeit
direkte Bindungsstudien durchgefihrt. Hierzu wurden sowohl ELISA- als auch in Dot-Blot-
Experimente durchgefiihrt. Diese ergaben eine Wechselwirkung der EZD von FGFR-1 und N-
Cadherin. Eine von DsRed-FGFR-1 abhangige Lokalisation von GFP-N-Cadherin in CHO-
Zellen deutete ebenfalls auf eine Interaktion hin. Nahere Bindungsstudien zeigten, dass die
Bindungsmotive IDPVNGQ und HAV fir eine Wechselwirkung der FGFR-1- und N-
Cadherin-spezifischen EZDs bedeutungsios sind. Auch an der Laserpinzette durchgefihrte
Untersuchungen ergaben, das Wechselwirkungen zwischen N-Cadherin (auf Mikroperlen
immobilisiert) und PC12-Zellen in Gegenwart der inhibierenden IDPVNGQ- und HAV-
Peptide nicht verhindert werden konnten. Zusammenfasssend ist es gelungen zum ersten Mal
eine direkte Wechselwirkung zwischen N-Cadherin und FGFR-1 nachzuweisen. Allerdings
konnte in Kompetitionsexperimenten eine Bedeutung der postulierten Bindungsmotive nicht
bestétigt werden.



1.2. Summary

N-cadherin, a member of the classic cadherin family, mediates intercellular contacts between
neighbouring cells through homophile bonds. In the nervous system, it is involved in
numerous functions, such as the formation of synapses, synaptic plasticity, the devel opment
of axons and their spatio-controlled orientation.

In studies regarding axonal growth of cerebellar granule cells, Doherty et al., (1995, 1996)
were able to demonstrate that the isolated extracellular domain 1-V (ECD") of N-cadherin
together with FGFR-1 (Fibroblast Growth Factor Receptor-1) induces directional
development of axons. Based on these observations, a bonding model was derived (Doherty et
al., 1996), assuming that ECD-directed interactions with the HAV amino acids of the FGFR-
1-ECD occur via the IDPVNGQ amino acids from the ECD of N-cadherin (see Fig. 17).
Consequently, dimerized FGFR-1 induce intracellular signalling within the nerve cells,
resulting in continuous axona growth. The aim of this thesis was to examine the bonding
model in more detail.

In order to conduct studies of interactions between N-cadherin and FGFR-1 respective
expression vectors were constructed and used to generate stable cell lines for protein
production. Subsequent to expression and secretion of the fusion proteins into the supernatant,
purification was performed by protein A-specific affinity chromatography. In addition
expression vectors were generated suitable for investigating subcellular localization of N-
cadherin-GFP in the presence /absence of FGFR-1-dsRed.

Initial binding studies were conducted on cerebellar granule cells, firstly to confirm CAM-
dependency of axona growth as shown by Doherty and Walsh (1996) and secondly
functionality of the inhibitory FGFR-1- and N-cadherin-specific peptides (HAV and
IDPVNGQ) on N-cadherin binding activity. As expected, addition of N-cadherin EZD'" to
cerebellar granule cells resulted into axonal growth, whereas the presence of the inhibitory
HAV- und IDPVNGQ-peptides reduced binding of N-cadherin EZD" to cerebellar granule
cells significantly.

To exclude unspecifity of protein interactions in such complex binding studies, protein-
protein interactions were performed by either ELISA- and Dot-Blot-Assays. In both assays
interaction between the ECD of N-cadherin and FGFR-1 was detected. FGFR-1-dsRed-
dependent localization of N-cadherin-EGFP in CHO-cells additionally indicated interaction
between both proteins. Detailed binding studies revealed no effect of the inhibitory binding
peptides HAV und IDPVNGQ on the ECD-interaction of N-cadherin and FGFR-1.

Supporting these results was the observation, that in laser tweezer experiments binding of N-



cadherin EZD"Y (immobilized onto microbeads) to cultured PC-12 cells could not be
prevented by the inhibitory binding peptides HAV und IDPVNGQ.

In conclusion, this thesis demonstrates for the first time binding of the ECD of N-cadherin to
that of FGFR-1. However, the significance of the binding motives HAV und IDPVNGQ for
N-cadherin/FGFR- interaction could not be confirmed in competition experiments and

remains questionable.



2.1. Das Nervensystem

Das Nervensystem des Menschen ist mit Uber 10° Neuronen und 10" Synapsen ein
komplexes Netzwerk der interzelluld&ren Kommunikation (siehe Abb. 1). Hierzu bedarf es
vielfdltiger Prozesse, wie beispielsweise Zdlteilung, Zelmigration, gerichtetes
Axonwachstum und Synapsenbildung. Aber auch das vollstandig entwickelte Gehirn eines
Erwachsenen ist durch sténdige Gedéachtnisleistung und Lernen solchen Prozessen
unterworfen (Sanes et al., 1999; Walsh and Doherty, 1997).

Abb. 1: Immunfluoreszenzmikros-
kopische Darstellung von
cerebelliren Kornerzellen 4 Tage
nach Priparation.

Das Sichtbarmachen von Tubulin
erfolgte mit einem Cys;-markiertem
Zweitantikorper (Maus).

Wahrend der Entwicklung des Nervensystems legen Neurone durch Axonwachstum eine
beachtliche Strecke zurlick. Als besonders sensible Struktur befindet sich an der Spitze des
Axons der Wachstumskegel. Dieser empféngt mit seinen fingeréhnlichen, aktinreichen
Filopodien und flachen Lamellipodien mit Hilfe von Rezeptoren, wie zum Beispiel die EPH
(erythropoietin-producing hepatocellular carcinoma) Familie der Thyrosinkinase-Rezeptoren
oder der Fibroblastenwachstumsfaktor-Rezeptoren (FGFR) extrazellulére Reize (Brambilla et
Klein, 1995; Orike et Pini 1996). Diese Signale konnen von anderen Zellen oder der
extrazelluldren Matrix als fordernde, inhibierende oder regulierende Proteine abgegeben
werden (Skaper et a., 2001; Walsh et Dohterty, 1997). Das Neuron beantwortet diese Reize
in Form von intrazelluléren Signalkaskaden, die eine Veranderung des Zytoskeletts und
schliefdlich ein Axonwachstum bewirken. Dieses wird bezlglich seiner Richtung und
Geschwindigkeit kontrolliert (Dunican et al., 2000; Rehder et Kater; 1996).

Mit Hilfe der Rezeptoren ist es dem Neuron moglich ein extrazelluldres Signal in Form eines

Proteins in ein intrazelluldres Signal, resultierend in einer Signalkaskade und Verénderungen
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des Zytoskeletts, umzusetzen. Als Reaktion findet das auswachsende Axon seinen Zielort und
bildet dort Synapsen aus (Gordon-Weeks, 2000).

2.2. Die Struktur der Nervenzelle

Um besser verstehen zu konnen, wie das Neuron wéchst, soll ein kurzer Einblick in dessen
Struktur gegeben werden (siehe Abb. 2):

Beim Neuron entspringen vom Zellkdrper (Soma), dem biosynthetischen Zentrum der Zelle,
das auch den Zellkern enthdlt, feine Zellverzweigungen (Dendriten). Da die meisten
Signaleingénge von anderen Neuronen tber diese erfolgen, kann man den Dendritenbaum als
die Rezeptorregion des Neurons bezeichnen. Ein langer Zellfortsatz (Axon), der am
Axonhiigel des Somas entspringt, dient der elektrischen Erregungsleitung zur terminalen
Verzweigungsregion der Nervenzelle.

Abb. 2: Immunfluoreszenzmikros-
kopische Darstellung von Tau in einer
cerebelliren Kornerzelle (Maus) 1 Tag
Dendriten A Bxon s nach Priparation.
\ ( , Das Sichtbarmachen von Tau erfolgte mit

S einem Cys-markiertem Zweitantikorper
(Ziege anti-Kaninchen-Cys).
V\SOmamit Aus dem Neuron entspringen vom

Axonhtiael Axonhligel des Zellkdrpers (Soma)
ausgehend das Axon und feine
Zellverzweigungen (Dendriten).

An der Spitze des wachsenden Axons befindet sich der Wachstumskegel. Dieser enthélt als
Elemente des Zytoskeletts Aktinfilamente und Mikrotubuli. Aktinfilamente befinden sich in
der P-Domaéne (peripheral domain), folglich in den Filopodien und verlethen diesen durch
Polymerisationsauf- und -abbau dynamische Stabilitdt (siehe Abb. 3). Die Mikrotubuli
befinden sich im Axonschaft, in der C-Domaéne (central -domain) des Axons. Das Zytoskel ett
verleiht der Nervenzelle nicht nur Stabilitét, sondern auch die Mdglichkeit entlang der
Mikrotubuli Mitochondrien, neurosekretorische Granula und fur den Membranaufbau

wichtige Vesikel zu transportieren (Doherty et al., 2000).



Filopodium( Abb. 3: Schematische Darstellung eines

Wachstumskegels.
auswachsendes Die dynamische Interaktion zwischen
R Filopodium Aktinfilamenten (FAktin) und Mikrotubuli
/ i des Zytoskeletts ermdglicht ein Auswachsen
F-AkETn > der Axone (modifiziert nach Huot, 2004).

Dynamische

Mikrotubuli tabilisierung

2 durch Mikro-
_— tubulil

Stabile 1
Mikrotubuli | ||l
|

2.3. Signalstoffe

Die auf den Filopodien befindlichen Rezeptoren gelangen in  Kontakt mit
wachstumsfordernden, -hemmenden und -regulierenden Proteinen (siehe Abb. 4). Dies
verursacht Uber Signalkaskaden eine stdndige Veranderung in der Polymerisation des
Zytoskeletts und bewirkt ein zielgerichtetes Axonwachstum (Zhou et al., 2003).

Anhand eines Diagramms sind solche Proteine in ihrer entsprechenden Klassifizierung

aufgefhrt.
Proteine, die das AxonwachsturT regulieren (Kiryushko D. et al., 2004)
fordernde Wirkung hemmende Wirkung leitende Wirkung
verbunden neutrotrophe MAG Semaphorine
mit der ECM: CAM: Faktoren: Nogo Ephrine
NG2 Netrine
Laminin N-Cadherin  NGF
Fibronektin L1 BDNF
Heparinsulfat NCAM NT-3
Hyaluronate  Axonin-1 NT-4

Abb. 4: Schematische Darstellung der Proteine, die das Axonwachstum regulieren, indem sie es fordern,
hemmen oder leiten.

Proteine mit fordernder Wirkung kdnnen wie folgt eingeteilt werden: Proteine, die mit der extrazelluldren Matrix
(extracellular matrix, ECM) verbunden sind, Zelladhéasionsmolekiile (cell adhesion molecules, CAM) und neurotrophe
Faktoren.



Inhibitoren haben die Aufgabe die Ausbildung der réaumlichen Struktur des Nervensystems zu
ermdglichen, indem sie en ungezieltes Auswachsen der Neurone verhindern.
Richtungsweisende Proteine steuern die Wachstumsrichtung der Neurone durch zeitlich und
raumlich differenzierte Abgabe von Inhibitoren und wachstumsfordernden Stoffen
(Kiryushko D. et a., 2004).

2.4. Evolutive Betrachtung des Verhiltnisses zwischen Zelladhasions-

molekiilen und Immunglobulinen

Die Mitglieder der Immunglobulinfamilie (I1g) zeigen einen grof3en Zusammenhang beziiglich
ihres strukturellen Aufbaus und ihrer intermolekularen Wechselwirkungen. Sie nehmen
Einfluld auf das Immunsystem, die Entwicklung des Nervensystems und das gerichtete
Axonwachstum (siehe Punkt 4.6.3.).

Die Ig-Familie, die sich in die drei Hauptgruppen CAM (cell adhesion molecules), RPTP
(Rezeptor-Protein-Tyrosin-Phosphatasen) und RTK (Rezeptor-Tyrosin-Kinasen) unter-
gliedert, weist in der EZD mindestens eine Ig-Doméane auf (siehe Abb. 5). Dies fuhrt zu der
Hypothese, dass Duplikation und Veradnderung der limitierten Gene in der Evolution zu der
Familie der Immunglobuline mit UGber 100 Mitgliedern gefiihrt haben kdnnten (Walsh,
Doherty 1997).

Abb.5: Strukturelle Darstellung der drei

CAM RPTP RTK ;I;lllé)tgruppen der Ig-Familie: CAM, RPTP und

! 5 : Alle Molekile werden durch Ig-Domanen
charakterisiert.

CAM wie NCAM und L1 enthalten auRer MAG
(myelin-associated-glycoprotein) noch zusétzlich
Hhbronektin I11-Domanen (FNIII).

RPTP untergliedern sich extrazelluldr in Ig- und
FNIII-Doménen. Intrazellular weisen sie als
katalytische Doméanen PTP (Protein-Tyrosin-Phos-

Doméanen (TK) charakterisiert. EPH enthélt
FNII extrazelluldr  auBer der Ig-Domédne eine
[ Y E | cysteinceiche (CR) und zwei FNITI-Doménen.

phatasen) auf.
g CR RTK werden intrazellulér durch Tyrosinkinase-

J
< pre TK
T
NCAM L1 MAG FGFR EPH
DPTP

69D




2.5. Aufgaben von Mitgliedern der CAM-Proteinfamilie

Durch raumlich und zeitlich koordinierte Expression der CAM erfolgen: Regeneration des
Gehirns, Neurogenese, gerichtetes Neuritenwachstum, Synaptogenese, Zelladhasion,
-erkennung und —aggregation (Fields and Itoh, 1996; Goodman, 1996).

Die Wirkung von CAM auf das Axonwachstum wurde in zahlreichen Versuchen in vitro
nachgewiesen (Walsh, Doherty, 1997). CAM wie N-Cadherin, NCAM und L1 erzielen ihren
Effekt, indem sie als Adhé&sionsmolekille eine Verbindung zwischen dem Neuron und dem
Substrat z.B. 3T3-Zellen ermdglichen (siehe Abb. 6). Aber sie kdnnen auch ene
Wechselwirkung mit den auf der Oberflache befindlichen Rezeptoren gewdhrleisten. Mit
Hilfe dieser Proteininteraktion wird ein extrazelluldres in ein intazelluldres Signal umgesetzt,
indem zahlreiche intrazelluldren Signalkaskaden und Interaktionen mit dem Zytoskelett
ausgel 6st werden (Gumbiner, 1993; Dunican et al., 2000).

Soma
N-Cadherin ~ Wachstumskegel

/
) Y 4

R o —

g

Egg—’/";——-—:::::}—__fr_:

e

N/

3T3-Zelen

Abb. 6: Schematische Darstellung des Nervenwachstums.

Von transfizierten 3T3-Zellen abgegebenes N-Cadherin, als auch geldstes N-Cadherin 16st in Wechselwirkung
mit dem FGFR-1 eine intrazellulére Signalkaskade aus, die eine Stimulation des gerichteten Axonwachstums
zur Folge hat (modifiziert nach Drenckhahn).

2.6. Klinische Bedeutung der Bindung zwischen FGFR und N-Cadherin

Es wird vermutet, dass die Bindung von N-Cadherin an FGFR ein Uberleben von

Granulosazellen im Ovar (Trolice et al., 1997), aber auch die selbststdndige Bewegungs-
fahigkeit von bestimmten Krebszellen (Hazan et a., 2000; Nieman et a., 1999) und dadurch
die Metastasenbildung fordert.

Obwonhl kein direkter Nachweis fir die Bindung zwischen CAM und N-Cadherin mit dem
FGF-Rezeptor bisher gezeigt werden konnte (Groth et al., 2002), wird angenommen, dass
CAM und N-Cadherin das zielgerichtete Axonwachstum bewirken, indem sie den FGF-
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Rezeptor aktivieren (Doherty et a. 1997). Durch den Einsatz von N-Cadherin-Antagonisten
konnte somit auf therapeutischer Ebene einer Metastasierung von entarteten Zellen
entgegengewirkt werden. Agonisten dagegen wéren in der Lage ein Uberleben von Zellen,
ein Axonwachstum bzw. dessen Regeneration zu ermdglichen (Williams et a., 2001). Das
Verstandnis der zu Grunde liegenden molekularen Mechanismen ist daher ein entscheidender
Schritt, um neue Behandlungsmethoden fir neurologische Verletzungen, einschliefdich
Rickenmark-schadigungen entwickeln zu kdnnen (Skaper et a., 2001).

Basierend auf diesen Gegebenheiten ist es das Ziel der vorliegenden Arbet Uber
Proteinbindungsstudien mit Hilfe eines Bindungsmodells (siehe Abb. 17) die
Wechselwirkung zwischen der EZD von FGFR-1 und der EZD von N-Cadherin zu
untersuchen.

2.7. Nervenzellen

Fur die Untersuchung der Wechselwirkung zwischen FGFR und CAM werden in der Literatur

verschiedene neuronale Zellen aufgefihrt:

* cerebellare Kornerzellen, embryonal e Hippocampusneurone (Doherty et a., 1992)

* erwachsene DRG Neurone (engl.: dorsal root ganglion; dorsale Spinalganglienzellen)
(Harper et d ., 1994)

» embryonale Retinalganglien (Brittis et al., 1996)

» PC12-Zellen (Williams et a., 1994).

2.8. Kleinhirn

In den Versuchen der vorliegenden Arbeit wurden Kdrnerzellen aus dem Klenhirn von 5-7

Tage alten Méusen verwendet. Deshalb soll im folgenden auf das Kleinhirn und seine
Z€lltypen besonders eingegangen werden.

Zu den zentraen Aufgaben des Kleinhirns gehdren Steuerung und Feinabstimmung der
Motorik und Statik. Hierzu besitzt es stiitzmotorische Anteile der Haltung und Bewegung.
Zusétzlich unterstitzt es die im Grofzhirn entworfene Zielmotorik. Dartiber hinaus ist das
Kleinhirn beteiligt an der Stabilisierung der Blickmotorik, der Koordination unbewusster

Planung und dem Erlernen von Bewegungsabl &ufen.
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2.8.1. Mikroskopische Anatomie des Kleinhirns

Mikroskopisch betrachtet ist die Kleinhirnrinde nach auf3en begrenzt durch die
Molekularschicht (Stratum moleculare), auf die nach innen die Purkinje-Zellschicht (Stratum
purkinjense) und die Kdrnerzellschicht (Stratum granulosum) folgen (siehe Abb. 7).

Das Stratum moleculare ist die auflferste Rindenschicht und besteht hauptséchlich aus
marklosen Nervenfasern wie Stern- und Korbzellen, Parallel- und Kletterfasern und Dendriten
von Purkinje- und Golgizellen.

Das Stratum purkinjense stellt die mittlere Zellschicht der Kleinhirnrinde dar. Sie wird
charakterisiert durch die grofiten Zellen des Kleinhirns, den Purkinje-Zellen. Diese sind von
Astrozyten, den Bergmann-Gliazellen umgeben. Die Purkinje-Zellen besitzen ein grof3es
Perikaryon, schicken in Richtung Marklager ein langes Axon und in Richtung der
Molekularschicht einen grof3en, sich sehr verzweigenden zwel -dimensionalen Dendritenbaum.
Das Stratum granulosum enthdlt neben den komplexen Synapsen, die auch als Glomeruli
cerebellares bezeichnet werden, 99 % der kortikalen Neurone und ist damit die zellreichste
Schicht der Kleinhirnrinde. Diese besteht aus einigen Golgi-Zellen und zum grofdten Teil aus
Kornerzellen. Letztere sind kleine, multipolare Neurone, die mit ihrem Transmitter Glutamat
die einzigen erregenden Zellen der Kleinhirnrinde darstellen.
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Stratum

Stratum

Statum

Purkinje- Glomeruli
Zellen cerebellares

moleculare

purkinjense

granulosum

Abb. 7: Querschnitt durch ein Folium
(Mensch).

Im Neurophil des Stratum moleculare sind
rundliche Zellkerne (meist von Stern- und
Korbzellen), im Stratum purkinjense die
Zellleiber von zwei Pukinje-Zellen (ihre
Dendriten  verzweigen sich  im  Stratum
moleculare) und im Stratum granulosum die
Zellkerne von dicht stehenden Kornerzellen zu
erkennen.

Die zellkernfreien kleinen eosinophilen Areale im
Statum granulosum entsprechen den Glomeruli
cerebdlares. Vergr. ca. 200fach

(modifiziert nach Benninghoff/Drenckhahn)

Dendriten

Filopodien ——p

Abb. 8: Immunfluoreszenzmikroskopische
Darstellung von Tau einer cerebelliren
Kornerzelle (Maus) 1 Tag nach Préiparation.
Das Sichtbarmachen von Tau erfolgte mit Cys-
markiertem  Zweitantikorper  (Ziege-anti-
Kaninchen-Cys,).

Aus dem Neuron entspringen vom Zellkorper
(Soma) ein langer Zellfortsatz (Axon) mit
feinen Zellverzweigungen (Dendriten).

Uber Filopodien nimmt der Wachstumskegel
mit Hilfe von Rezeptoren Kontakt zu seiner
Umgebung auf.
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3. Cadherine

3.1. Cadherine

Die Zell-Zell-Adhasion ist ein komplexer Vorgang, bei dem verschiedene Mechanismen und
Protein-Protein-Wechselwirkungen eine wichtige Rolle spielen. Um einen Einblick in die
molekularen Ereignisse der Cadherin-vermittelten Zelladhdsion zu gewéhrleisten, soll

zunéchst eine kurze Beschreibung der Cadherine erfolgen.

Zahlreiche Glykoproteine der Zelloberflache wurden als interzelluldre Adhésionsmolekile
identifiziert. Sie werden laut Benninghoff et Drenckhahn (2003) in vier grof3e Gruppen
eingeteilt:

* Cadherine

* CAMs der Immunglobulinsuperfamilie

* Selektine

* Integrine

Die Cadherin-Familie l&sst sich nach Gumbiner (2005) in folgende Gruppen unterteilen:
» klassische Cadherine: (siehe unten)

 desmosomal e Cadherine: Desmocollin, Desmoglein

» atypische Cadherine: T-Cadherin, LI- Cadherin

* Proto-Cadherine: CNRS (a-Pcdhs), -Pcdhs, y-Pcdhs, PAPC, AXPC

» Cadherin-bezogene Signalproteine: FAT, Daschous, Falmingo, RET Tyrosinkinase

3.2. Klassische Cadherine
Die klassischen Cadherine werden laut Tepass et a. (2000) in folgende Untergruppen

differenziert:

* Vertebraten-typische Cadherine Klasse I: E (epidermales)-, P (plazentales)-, N (neurales)-,
und R (retinales)- Cadherin. Diese Proteine enthalten in der ersten EZD die Aminsauren
HAV (Histidin — Alanin —Valin) as hochkonservierte Sequenz.

* Vertebraten-typisches Cadherin Klasse Il: VE (vascular endothelia) Cadherin. Die Sequenz
HAV der ersten EZD wurde durch die die Sequenz QAI (Glutamin, Alanin, Isoleucin)
ersetzt.

* Ascidien Cadherine

* Nicht-Vertebraten Cadherine: D- (Drosophila) Cadherin

13



Im menschlichen Organismus sind mehr als 80 verschiedene Mitglieder der Cadherinfamilie
bekannt. Von diesen wurden mehr als 30 Cadherine im sich entwickelnden menschlichen
Gehirn identifiziert. Jedes Cadherin weist ein Expressionsmuster auf, das spezifisch ist und
von der Syntheseregion und dem Entwicklungsstand des Organismus determiniert wird (Obst-
Pernberg, Redies; 1999).

Klassische Cadherine sind in ihrer Stabilitat von Ca**-lonen abhangig, weisen bevorzugt
homophile Wechselwirkungen auf und sind in fast allen Geweben an der Zelladhésion
beteiligt. Ihre Namensgebung beruht auf dem Gewebe, in dem sie hdufig exprimiert werden
(Gumbiner, 2005).

3.2.1. Cadherinaufgaben im Embryo und adulten Organismus

Cadherine besitzen im Embryo und adulten Organismus unterschiedliche Funktionen:
* Funktionen wahrend der embryonalen Entwicklung:
- Morphogenese durch Separieren, Fusionieren und Bewegen verschiedener
Gewebeschichten (Takeichi, 1995)
- Aushilden von Grenzschichten zu anderen Geweben (Kim et al., 2000; Tepass et al.,
2002)
- Umwandlung der Gewebe in ein anderes Gewebe; z.B. Bildung des Neuralrohrs aus dem
Ektoderm (Matsunaga et al., 1988; Geisbrecht et al., 2002)
- Ausbildung von Synapsen (Uchidaet al., 1996)
* Funktionen im adulten Organismus:
- Kontrolle des sténdig wachsenden Gewebes (Hermiston et al., 1996, Tinkle et a., 2004)
- Regulation der Synapsenbildung und synaptischen Plastizitdt (Togashi et al., 2002)
- Stabilisierung des Gewebes durch interzellul&re Interaktionen, Ausbildung von tight und
gap junctions (Uchidaet al., 1996)
- Verhinderung der Ausbreitung von Tumorzellen (Derycke et a., 2004)

3.2.2. Aufbau der klassischen Cadherine

Die mRNA der klassische Cadherine kodiert fur folgende Peptidsequenzabschnitte: Am
Aminoterminus befindet sich das Signalpeptid, das aus ca. 130 Aminosauren besteht. Auf
dieses folgt eine EZD bestehend aus ca. 600 Aminosauren, eine Transmembrandoméane und
schliefdlich am Carboxyterminus die aus ca. 150 Aminosduren bestehende zytoplasmatische
Doméne (siehe Abb. 9).
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3.2.3. Besonderheiten

Die EZD ist an ihrem Aminoende hoch konserviert und kann in funf Subdomé&nen
differenziert werden, die jewells aus ca. 110 Aminosauren bestehen. Zwischen den einzelnen
Subdoménen befinden sich die konservierten Aminosauresequenzen wie PE (Prolin,
Glutaminsaure), LDRE (Leucin, Asparaginsdure, Arginin, Glutaminsdure), DXNDN
(Asparaginsdure, beliebige Aminosaure, Asparagin, Asparaginsaure, Asparagin) und DXD
(Asparaginsdure, beliebige Aminosdure, Asparaginsaure) (Derycke and Bracke, 2004). In
diesem Bereich binden jeweils drei Ca*-lonen und bewirken die Bildung eines
gertendhnlichen, vor Proteolyse geschiitzten, stabilen Proteins. Die fiinfte Doméane enthélt vier
konservierte Cysteine. Die Doménendifferenzierung erinnert an Ig-ahnliche Doménen, ist
aber nicht mit ihnen identisch (Overduin et al., 1995; Saphiro et al., 1995).

Die zytoplasmatische Doméane ist am hochsten konserviert und kann folgender Mal3en
charakterisiert werden. An die juxtamembranare Region bindet p120-Catenin (p120™), durch
dessen Phosphorylierung die Adhésion von N-Cadherin beeinflusst werden kann (Derycke et
Bracke, 2004, Takeichi, 1990). Im darunterliegenden Bereich der zytoplasmatischen Doméne
ist B-Catenin verankert und bindet an o-Catenin. Letzeres kann mit dem Aktin-Zytoskelett
wie folgt reagieren; entweder durch direkte Bindung an Aktinfilamente oder indirekt durch
Proteine, die an Aktin binden wie Vinculin, a-Actinin und Formin-1. Klassische Cadherine
bewirken auf diese Weise Uber die zytoplasmatische Doméne eine Verankerung am
Zytoskelett, aber auch eine Méglichkeit der Signaltransduktion (Gumbiner, 2005).

Die extra- und intrazellul&re Doméne sind als eine funktionelle Einheit zu betrachten, denn
nach carboxyterminaler Deletion verlieren Cadherine nicht nur ihre Fahigkeit zur Zell-Z€ll-
Bindung, sondern auch die Moglichkeit mit dem Zytoskelett Bindungen einzugehen
(Takeichi, 1990).

Abb. 9: Schematische Darstellung des
Cadherin-Catenin-Komplexes.
Die extrazelluldaren Domanen (EZD) des

EZD 1

CaZ+

EZD 2 klassischen Cadherins bestehen aus fiunf
Subdoménen, die C&* Bindungsstellen aufweisen
EZD 3 und Uber cishomophile  Wechselwirkung
miteinander verbunden sind.
EZD 4 Der universale Kern-Catenin-Komplex besteht
aus: pl20-Catenin, das an der juxtamembranéren
EZD & Region und p-Catenin, das an der distalen Region
: gebunden ist. B-Catenin steht in Verbindung mit
Yesssarevssssores el voeessseryessssessesses o-Catenin, das an Aktin und aktinbindende

Proteine wie Vinculin, a-Aktinin und Formin-1
bindet. (modifiziert nach Gumbiner; 2005)
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3.3. Bindung

Cadherine gehen aufgrund hoherer Bindungsstabilidt bevorzugt mit Zellen des gleichen
Cadherintyps Uber ihre EZD Bindungen ein. Es entstehen starke, homophile Interaktionen.
Auch heterophile Bindungen zwischen verschiedenen Cadherin-Typen sind nachgewiesen
worden. Ziel der Bindung ist es, Zell-Zell K ontakte auszubilden.

Die Bindungsspezifitét wird von den ersten 113 Aminosauren der EZD verursacht. In diesem
Bereich sind ca. 65 % der Aminosduren zwischen verschiedenen Cadherinen aufgrund des
hohen Konservierungsgrades identisch.

Unter den ersten 113 Aminosauren der ersten EZD befindet sich das hoch konservierte HAV -
Motiv, das fur die Bindung wichtig ist. Gibt man zu Cadherinen ein die HAV-Sequenz
enthaltendes Peptid, findet keine Cadherin-vermittelte Zell-Zell-Bindung statt, da die
Bindungsstelle durch das Peptid blockiert wird. Basierend auf diesen Beobachtungen wird
diskutiert, dass die HAV-Sequenz als Zentrum fir Interaktionen in Betracht gezogen werden
kann (Takeichi, 1990). Allerdings steht die Aminosdure Alanin nicht fir eine Bindung zur
Verfligung, daihre rédumliche Orientierung innerhalb des Molekils liegt und nicht nach aul3en
zeigt (Kamiguchi et Lemmon, 2000).

Typ II-Cadherine enthalten statt HAV die Sequenz QAIl (Glutamin, Alanin, Isoleucin).
Mutationen innerhalb dieser Sequenzen zeigten keinerlei Einfluf3 auf die homophile Bindung
(Shimoyamaeet al., 1999; Kitagawa et al., 2000).

Fir eine Adhasionsfunktion wird eine Lateraldimerisierung der EZD am Aminoterminus
diskutiert (Saphiro et a., 1995; Brieher et al., 1996, Shan et a, 2000; Angst et a., 2001). Als
Monomere zeigen Cadherine eine schwache Adhasionsaktivitét, hingegen ist ihre Bindung als
cis-Dimere stark (Yap et a., 1997; Tamura et al., 1998). Die Cadherin-spezifische Bindung
zeigt meistens eine homophile, teilweise auch heterophile Interaktion und involviert die EZD
1, 2, 4und 5. Die EZD 3 hingegen wird fur die homophile Bindung nicht in Betracht gezogen
(Chappuis-Flament et al., 2001).

Die EZD 1 ist besonders intensiv untersucht worden. Die zweite Aminosaure der EZD 1
Tryptophan 2 (Trp2) ist in den klassischen Cadherinen hoch konserviert (Tamuraet al., 1998).
Sie greift in eine hydrophobe Tasche des benachbarten Cadherins und bildet aus zwel
Monomeren ein trans- oder cis-Dimer (Boggon et al, 2002; Haussinger et al., 2004; Shapiro et
a., 1995; Laur et a., 2002; Ozawa, 2002). Harrison et al. (2005) nehmen an, dass die
Bindung von Trp2 die Cadherinbindung initiiert; Ca*-lonen dagegen regulieren das
Gleichgewicht zwischen dimerisierten und monomeren Cadherinen. Bei niedrigen Ca?*-

lonenkonzentrationen ist Trp2 stérker gebunden als bel physiologischen Konzentrationen; es
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Uberwiegen demzufolge die Dimere (Harrison et al., 2005). Ca®*-lonen bewirken zusétzlich
eine Steifheit des Molekils und verhindern den Abbau durch Proteasen (Hyafil et al, 1981;
Takeichi 1991: Pokutta et al, 1994; Sivasankar et a, 1999).

3.3.1. Synaptisches Bindungsmodell
Gemal3 des Modells , Zell-AdhésionsreiR3verschlul3* (siehe Abb. 10) erlaubt die schwache
homophile Interaktion zwischen den Monomeren eine dynamische Wechselwirkung der

Zellen untereinander (Colman, 1997). Wenn benachbarte Zellen aufgrund des
Bindungsmotivs erkannt werden, erfolgt ene Umwandlung der urspringlichen
Cadherinmonomere in cis-Dimere (siehe Abb. 10) und ermdglicht so eine hohere
Bindungsstarke (Obst-Pernberg, Redies; 1999). Dies gewdhrleistet eine selektive
Zellerkennung (Gumbiner, 2005). Homotypische Cadherin-Cadherin-Wechselwirkung findet
man beispielsweise zwischen den Membranen auswachsender Axone und Zellen ihrer
Umgebung (Matsunaga et a., 1988; Bixby and Zhang, 1990; Redies and Takeichi, 1993) und
in der Verbindung zwischen pré und postsynaptischer Membranen (Fannon and Colman,
1996; Uchida et al., 1996).

Wenn Neurone verschiedene Cadherine synthetiseren, werden zwischen den
unterschiedlichen Cadherinen benachbarter Zellen trans-Dimere ausgebildet. Es entstehen so
Uber Clusterbildung Oligomere.

Zur Zeit werden folgende unterschiedliche Hypothesen fir synaptische Cadherin-Cadherin-
Wechselwirkungen diskutiert (Obst-Pernberg, Redies; 1999).
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A cis/trans homodimere, B cis homo-, trans heterodimere,
homotypische Binduna heterotypische Binduna

synaptische
Membran

synaptischer
Spalt

synaptische
Membran

C cishetero, trans homodimere p Cisltrans homodimere, homotypische Bindung
heterotypische Bindung Differentierte Clusterbildung

i i

Abb. 10: Schematische Darstellung von méglichen Interaktionen zwischen Cadherinen innerhalb der

pri-und postsynaptischen Membran.

A: Wechselwirkung zwischen cis- und transs Homodimeren unter Ausbildung einer homotypischen Bindung.

B: Wechselwirkung zwischen cis Homo- und trans Heterodimeren unter Ausbildung einer heterotypischen
Bindung.

C: Wechselwirkung zwischen cis Hetero- und trans Homodimeren unter Ausbildung einer heterotypischen
Bindung.

D: Zwei Neurone, die verschiedene Cadherintypen auf ihrer Synapsenmembran exponieren, binden durch cis
und trans Homodimere an verschiedenen Positionen der Membran. Diese homotypische Bindung
ermdglicht die Verbindung zwischen verschiedenen Neuronen und stellt eine Moglichkeit dar, wie ein
postsynaptisches Neuron von zwel verschiedenen prasynaptischen Neuronen excitatorische und
inhibitorische Signale erhalten kann. (modifiziert nach Obst-Pernberg, Redies; 1999)

3.3.2. Modelle der homophilen Cadherinbindung

Um die Zelladh&sion zu verstehen, ist es notwendig unterschiedliche Adhésionsbindungen zu
betrachten. Zur Zeit werden verschiedene Modelle der homophilen cis-Dimerisierung von
Cadherinmolektilen diskutiert (sehe Abb. 11).

o lineares Zippermodell (Reiflverschluimodell): Kristallstrukturanalysen zeigen, dass die
aminoterminale EZD 1 von N-Cadherin Uber Tryptophan (Trp2, W) in eine hydrophobe
Tasche der EZD 1 eines zweiten N-Cadherin-Molekils greift und hierdurch zu einer cis-
Dimerisierung fuhrt (Tamura et al., 1998). Aus Kristallstrukturanalysen folgern Saphiro et al.
(1995), dass die EZD 1 vermittelte, homophile Bindung Uber die Aminosduresequenz
INSPISGQ (Isoleucin, Asparagin, Prolin, Isoleucin, Serin, Glycin, Glutamin) erfolgt und
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direkt der HAVDI-Region (Histidin, Alanin, Valin, Asparginsaure, Isoleucin) eines zweiten
N-Cadherin Molekiles gegeniiber liegt. Die Aminosduresequenz HAVDI bindet INPISGQ
und bildet durch reziproke Anordnung ein homophiles trans-Dimer. Die EZD 1 von N-
Cadherin  bildet dber die Bildung der cis- und trans-Adhésionsdimere das
Reil3verschluBmodell. Die Multivalenz der Bindungen kann zu einer Affinitétssteigerung
fuhren. Als weiteres Bindungsmotiv werden Aminosduren diskutiert, die das HAV-Motiv
umgeben. Allerdings konnte dies in Mutationsstudien nicht bestétigt werden (Renaud-Y oung,
et al., 2002).

* Das revidierte Modell des linearen Zippermodells basiert auf elekronenmikroskopischen
Untersuchungen von Desmosomen und der Kristallstruktur der Ektodoméne von C-Cadherin:
Ein Cadherinmonomer dimerisiert Uber Trp2 nicht in cis, sondern in trans-Stellung. Diese Art
der Dimerisierung steht somit im Widerspruch zum Zippermodell (Boggon et a., 2002).
Allerdings wird auch angenommen, dass eine Variation von beiden Modellen durch ein hin
und her Springen des Trp2 vorliegen konnte, die auf einem Wechsel zwischen cis- und trans-
Interaktion beruht (Klingelhofer et a., 2002).

* Die Darstellung eines x-formig gekreuzten Dimers basiert auf der Kristallstruktur von E-
Cadherin und elektronenmikroskopischen Untersuchungen von artifiziell multimerisierten E-
Cadherin Ektodoméanen. Hier wird eine homophile cis-Dimerisierung durch eine Bindung der
Ca2+-BindungssteIIen zwischen EZD 1 und EZD 2 initiiert. Indem Trp2 intramolekular in
seine eigene hydrophobe Bindungstasche bindet, entsteht eine Konformationsanderung, die
eine trans-homophile Bindung zwischen Cadherinen ermoglicht (Pertz et al., 1999).

« Ein Modell mit intensiver Uberlappung der EZDn beruht auf biophysikalischen und
biochemischen Studien und Kraftmessungen zwischen C-Cadherin-Ektodomanen (Chappius-
Flament et al., 2001). Die Trans-Interaktion der Trp-vermittelten Cis-Dimere beruht nicht nur
auf EZD 1, sondern mdglicherweise auch auf den EZDn 2-5, da bel L-CAM (HUhnchen E-
Cadherin) die Adhéasion unabhangig von der EZD 1 stattfinden kann (Renaud-Young et a.,
2002).
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Abb. 11: Schematische Darstellung
der verschiedenen Modelle der
homophilen Cadherinbindung.

a Lineares Zippermodell

b: Revidiertes Modell des linearen

Zippermodells
c. Modell des x-formig gekreuzten
Dimers

d: Modell mit intensiver Uberlappung

Ca* -Bindungsstellen
O 0!

w» Trp2 in der  EZD' von
N-Cadherin

(modifiziert nach Gumbiner, 2005)

3.4. N-Cadherin (neuronales Cadherin)

N-Cadherin (neuronales Cadherin) entspricht in seinem Aufbau einem klassischem Cadherin
und wurde 1982 von Grunwald a's 130 kDa grof3es Mol ekl aus der Hihnerretinaisoliert.

Es spielt eine bedeutende Rolle in der Embryonalentwicklung, da N-Cadherin im frihen
Embryonalstadium im Mesoderm und Notochord gebildet wird. Hingegen ist es im spétem
Embryonalstadium im Nervengewebe, Herz, Skelettmuskel und in der Linse nachweisbar
(Hatta et a., 1987; Takeichi, 1988).

Im adulten Organismus wird es in Nervengewebe, Retina, Endothelzellen, Fibroblasten,
Osteoblasten, Mesothel, Oozyten, Spermatiden und Sertoli-Zellen gebildet (Derycke and
Bracke, 2004).

N-Cadherin defiziente Mé&use sterben im embryonalen Stadium am Tag 9 oder 10, da die
Differenzierung einzelner Gewebe wie z. B. das Herz nicht stattfindet (Redies, 2000). N-
Cadherin stimuliert Uber Zell-Zell-Kontakte die Migration und Invasion von Zellen und
unterdrickt zusammen mit dem stark exprimierten E-Cadherin in geringer Menge die
Krebshildung (Derycke and Bracke, 2004).

Die potentiellen Bindungsstellen zwischen dem FGFR-1 und N-Cadherin und die daraus
resultierenden Folgen werden in den Abschnitten 4.5.4 und 2.6. diskutiert. N-Cadherin geht
bevorzugt homophile Bindungen ein; aber es sind auch heterophile Bindungen zwischen N-
und R-Cadherin auf Sertoli-Zellen und Spermatiden bekannt (Shan et a., 2000).
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4. Fibroblastenwachstumsfaktor-Rezeptor

(Fibroblast-growth-factor-receptor; FGFR)

4.1. Einteilung

FGFR gehoren laut einer Einteilung von Ullrich und Schlessinger (1990) der Familie der
Rezeptor-Tyrosinkinasen an. Sie sind hoch konserviert, ligandenspezifisch und werden durch
gewebespezifische Expression (Powers et al., 2000) der vier verschiedenen FGF-Rezeptor-
Gene (FGFR 1-4) und durch aternatives Spleif3en innerhalb der fir die carboxyterminale
Hafte der 1g 1l1-Domane kodierenden Kopien gebildet (siehe Punkt 4.4.) (Miki et al., 1992;
Chellaiah et al., 1994).

FGFR sind in ihrer Aminosduresequenz zu 55 % bis 72 % identisch (Johnson et Williams,
1993). Raffioni konnte (1999) zeigen, dass der prinzipielle Unterschied zwischen den FGF-
Rezeptoren in der Stérke der Tyrosinkinaseaktivitdt liegt. Das bedeutet, dass die
verschiedenen FGFR extrazellulére Signale in identische intrazellulére Signalkaskaden mit
unterschiedlicher Starke umwandeln.

Die Storung der FGF-Rezeptorfunktion fihrt zu pathologischen Ereignissen. So verursachen
Mutationen Skelettabnormalitéten wie beispielsweise Achondroplasie und Kraniosynostosen
(Passos-Bueno; 1999). Eine Fehlregulation auf der Ebene des Speif3ens kann zur Entartung
von Zellen fuhren (Vaveet a., 2001).

4.2. Gewebespezifische Expression der FGFR 14 Gene nach Coumoul et

al.. 2003
e FGF-Rezeptor-1 Gen

Die Expression erfolgt fast ausschlieffdlich im Mesenchym. FGFR-1 spielt eine wichtige Rolle
wéahrend fruherer Entwicklungsstadien z. B. bel der Mesodermbildung und Zellmigration
wahrend der Gastrulation und Organogenese.

* FGF-Rezeptor-2 Gen

Die Expression findet bevorzugt im Epithel wadhrend der frihen Gastrulation statt. In der
Organogenese und spédteren Entwicklung lasst sich FGFR-2 im Epithel und Mesenchym

nachwei sen.

* FGF-Rezeptor-3 Gen
Die Expression erfolgt wahrend der Osteogenese.
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* FGF-Rezeptor-4 Gen
Die Expression erfolgt im Endoderm und glatter Muskulatur. FGFR-4 kontrolliert in

K ooperation mit FGFR-3 die postnatal e Lungenentwicklung und Leberfunktion.

4.3. FGF-Rezeptoren im Zentralen Nervensystem (ZNS)

Die FGF-Rezeptoren 1-3 werden im ZNS gebildet und binden bevorzugt FGF 2, 8, 15 und 17
(Ford-Perriss et a., 2001). FGFR-1 zeigt eine ubiquitére Vertellung im ZNS (Coumoul et al.,
2003), wéhrend FGFR-2 und 3 (Mason et al., 2000) nur in einigen Regionen zu finden sind.
FGFR-4 lal3 sich dagegen im ZNS Uberhaupt nicht nachweisen (Weinstein et a., 1998).

FGFR-1-3 Rezeptoren spielen eine wichtige Rolle wahrend der Neurogenese und zeigen dort

eine starke Présens wahrend der frihen Phasen. FGFR-3 reguliert die Differenzierung von
Astro- und Oligodendrozyten (Coumoul et al., 2003).

Da die meisten Untersuchungen bisher mit FGFR-1 durchgefthrt wurden (Reuss et a., 2003),
wurde in der vorliegenden Arbeit ausschliefdlich FGFR-1 verwendet. Im folgenden soll daher

dieser Rezeptor ndher erlautert werden.

4.4. Aufbau von FGFR-1

Die Struktur des Rezeptors lasst sich wie folgt Ami .
minoterminus
beschreiben. Der Aminoterminus enthét eine Heparin- IR
hydrophobe Signalsequenz, gefolgt von der Ig- bindungs-
. . . . stelle CHD gl
ahnlichen Doméne I. Auf diese folgt die ,acid-
_ _ FGF-
box“ mit acht aufeinander folgenden sauren zgldungs- vaia  Iglil
Aminosduren Glutamin- und Asparaginsiure © tionen
(Groth et al., 2002). Auf die ,,acid-box* folgt die Transmembran-
CAM-homology-domain (CHD) (Doherty et al., g‘;’;‘;g%em doméne
1996) mit dem *HAV!®-Motiv und einer Doméne
Tvros
Bindungsstelle fir Heparin, die eine Interaktion ki).{,g);n
mit der extrazelluldren Matrix ermdglicht (Groth Doménen
et a., 2002). Die SpleiRvarianten Ig 11l a, bund ¢ Carboxy-
gewdhrleisten eine spezifische Ligandenbindung terminus

von FGF (Reusset d., 2003; Friesel et dl., 1995). Abb. 12: Dominenstruktur von FGFR-1

(modifiziert nach Green, et al., 1996)
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Nach einer hydrophoben Transmembrandoméne schliefdt sich eine juxtamembrandne Domane,
gefolgt von zwei intrazelluldren Tyrosinkinase-Doménen an. Letztere sind durch eine
Interkinasedoméane, bestehend aus 14 Aminosduren voneinander getrennt und fir die
Signaltransduktion des Rezeptors verantwortlich.

Die mRNA der vier FGF-Rezeptoren wird unterschiedlich gespleift, so dass eine Vielzahl
verschiedener Rezeptoren, die entweder membrangebunden oder 16slich sind, entsteht. Eine
Ubersicht dieser Isoformen ist in Abb. 13 dargestellt.

R o X ol I, LIFe =
| aeNel

9

4. -ml—.—l-
o O)0)
: OO0 g ww || NN

Membrangebundene FGF-Rezeptoren Lodliche FGFRezeptoren

Abb. 13: Alternative Isoformen des FGF-Rezeptors.

Tronkierte Formen unterscheiden sich durch das Fehlen einer oder mehrerer |g-dhnliche Doménen (3-8, 10,
11), der ,acid box" (5, 10, 11) oder der Transmembran-Domane (10, 11). Einige Isoformen zeigen einen
trunkierten Carboxyterminus (2, 4, 11). (modifiziert nach Green, 1996)

4.5. Bindungsmodelle des FGF-Rezeptors

Der FGFR dient nicht nur als Rezeptor fur FGF, sondern vermittelt auch Effekte von
Zelladhasionsmolekilen wie N-Cadherin, NCAM und L1. Ob die Effekte durch direkte
Bindung oder durch indirekte Mechanismen vermittelt werden, ist unbekannt. Im Anschluss

sollen die verschiedenen Bindungsmodelle vorgestel It werden.

4.5.1. Bindungsmodell zwischen dem FGF-Rezeptor und den Liganden FGF. Heparin

und Heparinsulfatproteoglykane
Die EZD des FGF-Rezeptors interagiert mit verschiedenen FGFs, von denen zur Zeit 23

verschiedene Mitglieder bekannt sind (Groth et a., 2002; Reuss et a., 2003). Die
Wechselwirkung zwischen FGFR und FGF spielt eine bedeutende Rolle in der Entwicklung
und bei regenerativen Prozessen aller Saugetiere ( Reuss et al., 2003).
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FGFs wirken sehr unterschiedlich, zum Beipiel in der Wundheilung, Zellmigration,
Differentierung und Mitogenese. Wahrend der Entwicklung des Nervensystems werden FGF-
1 und -2 am haufigsten exprimiert und fordern in vitro das Uberleben von Neuronen aus dem
peripheren und zentralen Nervensystem ( Eckenstein et a., 1994). Jedoch sind FGF wie z. B.
FGF-3 a's Onkogene identifiziert worden (Folkman J., 1985).

In der vorliegenden Arbeit wurde ausschliefdlich FGF-2 verwendet. FGF-2 wird auch als
basi sches FGF bezeichnet. Es verursacht in den Neuronen des Hippocampus ein Auswachsen
der Axone, aber nicht der Dendriten. FGF-2 veréndert die Morphologie des Wachstumskegels
und fordert das Wachstum von Filopodien (Szebenyi et a., 2001). Dies deutet auf eine
mogliche Rolle von FGF-2 in der Regulation des verletzungsbedingten Axonwachtums. FGF-
2 vermindert den durch Glutamat verursachten neuronalen Zelltod durch Regulation des
Glutamatrezeptors (Reuss et al., 2003).

An FGF binden Heparin und Heparinsulfatproteoglykane (HSPG), die sich auf der
Zdloberflache und in der extrazelluldren Matrix befinden. Auf diese Weise wird FGF vor
Proteasen geschiitzt (Gospodarowicz et Cheng, 1986; Damon et a., 1989). Durch die Bindung
von HSPG ist eine indirekte Wirkungskontrolle von FGF moglich (Powers et al., 2000).

In Abhangigkeit vom Entwicklungsstadium werden unterschiedliche HSPG-Molekile
synthetisiert. Diese sind in der Lage verschiedene FGFs zu binden und die Signaltransduktion
zu modifizieren (siehe Punkt 4.6). So bindet beispielsweise HSPG am embryonalen Tag 9
(E9) von Méausen an FGF-2 und am E11 Tag an FGF1.

Moscatelli fuhrte 1987 an BHK- (baby hamster kidney) Zellen Bindungsstudien mit FGF-2
durch und fand fur FGF-2 zwei Bindungsstellen: Die Bindungsstelle zwischen FGF und dem
FGFR-1 mit hoher Bindungsaffinitdt [Dissoziationskonstante Kp = 20 pM] und die
Bindungsstelle zwischen FGF-2 und Heparin/HSPG mit niedriger Bindungsaffinitét
[Kp =2nM].

Klagsbrun and Baird entwickelten aufgrund dieser Beobachtungen 1991 folgendes Modell:
Auf der Zelloberflache befindliche HSPGs binden FGF und reichern den Wachstumsfaktor
dort an. Zusdtzlich bewirkt die Bindung zwischen FGF und Heparin ene
Konformationsdnderung von FGF, so dass dieser Komplex in der Lage ist, mit zwei FGFR-
Molekllen jeweils zwischen der zweiten und dritten Ig-&hnlichen Doméane eine Bindung
einzugehen. Durch die Dimerisierung der FGF-Rezeptoren gelangen die zytoplasmatischen
Doméanen mit ihren Tyrosinkinasen in engen Kontakt, so dass eine gegenseitige
Phosphorylierung der Tyrosinreste entlang der zytoplasmatischen Doménen stattfinden kann
(Lemmon and Schlessinger; 1994). Der aktivierte Rezeptor |6st eine Kaskade in der Zelle aus,
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die besonders Einfluss auf deren Differenzierung nimmt (Passos et a., 1999; siehe Punkt
47).

HSPG ist en wichtiger Faktor fur die FGF-FGFR Dimeriserung. Anhand von
Bindungsstudien zeigten Spivak-Kroizman et al. (1994), dass der FGFR nur ene
Bindungsstelle fur FGF aufweist und der FGFR folglich nur dimerisieren kann, wenn zwei
FGF-Molekule binden.

Plotnikov et a. (1999) entwickelten folgendes Bindungsmodell:

Ein einzelnes Molekil HSPG bindet zwei FGF-Molekile. Jedes FGFMolekil bindet
zwischen der zweiten und dritten Ig-éhnlichen-Domane von je einem Rezeptor. Der
entstandene Komplex wird durch HSPG stabilisiert, das eine Briicke zwischen den FGFFGF-
Rezeptordimeren bildet.

Abb. 14: Méglicher Komplex zwischen FGFR, HPSG und
FGEF fiir die Rezeptoraktivierung

2 FGF-Moleklle binden zwischen der 2. (Ig Il) und 3. Ig (Ig
[11)-hnlichen Doméne von zwei FGFR-Molekilen. HSPG
verbindet as Briicke die beiden FGRFGFR-Monomere und
lgll ermoéglicht in Folge der Dimerisierung die Aktivierung des
Komplexes und so eine Signaltransduktion.

Ig il

CHD=CAM-Homol ogie-Domane mit Heparinbindungsstelle
™ ™ = Trans_me_mbrandorpéne

TK = Tyrosinkinasedoméne

(modifiziert nach Groth, 2002)

TK

Im sich entwickelnden Gehirn werden aul3er FGF auch andere Bindungspartner gebildet, z.B.
HSPG (siehe oben) und moglicherweise auch Zelladhasionsmolekile (cell adhesion
molecules, CAM) wie L1, NCAM und N-Cadherin (Green et a., 1996). CAM spielen eine
wichtige Rolle wéhrend der Neurogenese, indem sie Zell-Zell-Interaktionen ermdglichen, wie
sie beispielsweise fur Zellwanderung, gerichtetes Axonwachstum, synaptische Plastizitat und
Neuronenregeneration notwendig sind (Doherty et a., 1996; Benson et al., 2000).

Obwohl kein direkter Nachweis fur die Bindung zwischen CAM und dem FGFR bisher
gezeigt werden konnte (Groth et al., 2002), wird angenommen, dass CAM das zielgerichtete
Axonwachstum durch Aktivierung des FGFR stimulieren. Dies wurde durch folgende

Versuche gezeigt:
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» Antikorper gegen den FGFR inhibieren das durch N-Cadherin, NCAM und L1 verursachte
Axonwachstum von cerebelléren Kornerzellen, PC12-Zellen (Williams et a., 1994) und
Retinalganglien (Brittis et a., 1996).

» Die Expression des dominant-negativen FGFR in PC12-Zellen und primdren Neuronen
verhindert eine Reaktion von CAM auf das Axonwachstum (Saffell et al., 1997).

* Eine direkte Aktivierung des FGFR mit basischem FGF (FGF-2) imitiert die Reaktion auf
CAM in nicht additiver Weise (Williams et al., 1994).

* EZDn von NCAM-Fc und L1-Fc stimulieren die Phosphoylierung des FGFR in PC12-Zellen
(Saffel et al., 1997).

* Inhibierung des FGFR mit dem hoch spezifischen FGF-Rezeptor Antagonisten PD 17304
verursacht keine Stimulation des Axonwachstums durch N-Cadherin und auch nicht durch
FGF oder wachstumsstimulierende Peptide (Williams et al., 2001).

* Inhibierung der PLCy-Kaskade verhindert das durch CAM und FGF stimulierte
Neuritenwachstum. Dies fuhrt zu der Annahme, dass sowohl FGF as auch CAM die PLCy-
Signalkaskade benutzen (Doherty and Walsh, 1996).

Eine mogliche Bindung zwischen FGFR-1 und CAM und den daraus resultierenden Folgen
wie gerichtetes Neuritenwachstum und —regeneration wurde erstmals 1996 von Doherty und
Walsh bel der Entdeckung der CAM-Homol ogie-Domane (CAM-homology-domain = CHD)
im FGFR vorgeschlagen. Die CHD konnte durch Einsatz zahlreicher Peptidinhibitoren und
dominant negativem FGFR identifiziert werden. Sie befindet sich aminoterminal nach der
»acid-box", erstreckt sich Uber 20 Aminosauren und ist as putative CAM-bindende Sequenz
(Groth et a., 2002) sowohl innerhalb der verschiedenen FGF-Rezeptoren, als auch zu N-
Cadherin, NCAM und L1 stark homolog (Williams et al., 1994; Mason, 1994). In der
Annahme, dass HAV die homophile Cadherinadhesion vermittelt (siehe Punkt 3.2.3.),
definierten Doherty und Walsh (1996) diese Aminosauresequenz in FGF-Rezeptoren als CHD
und stellten die These auf, dass diese Aminosauresequenz an CAM bindet.
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acid-b/ \

Abb. 15: Schematische Darstellung der
CAM-Homologie-Doméine (CHD) im
FGFR-1

Aminosduresequenzvergleich in FGFR-1
(AS 151-170), L1, NCAM und N-
Cadherin.

Die Sterne symbolisieren einen
konservativen Aminosaurenaustausch. Die

\ N eingerahmten Aminosauren zeigen
1‘5 ; \\ﬁ, : dagegen einen  nicht  konservativen
. Austausch (modifiziert nach Doherty et
FGTR-1 \:APYWTSPEHMEKK LHAVPA Walsh, 1996).
L1 AAPYW Genaue Beschreibung der Doménen-
NCAM-VASE ASWTRPEKQE struktur von FGFR siehe Abb. 12.
N-CADHERIN RAHAVO]

Aus Strukturanalysen von Kristallen der EZD' und EZD" von N-Cadherin folgern Saphiro et
a. (1995), dass die homophile Bindung in der EZD' von N-Cadherin tber die
Aminosauresequenz INSPISG direkt gegeniber dem HAV-Motiv eines zweiten N-Cadherin
Molekiils liegt. Eine annahernd identische Sequenz IDPVNGQ befindet sich in der EZD'"
von N-Cadherin. Doherty und Walsh (1996) postulierten die Sequenz IDPVNGQ as CHD-
Bindungsmotiv, das in trans-Position eine Bindung mit der HAV-Region eines benachbarten
Cadherinmolekiils eingeht, die der CHD entspricht.

Sequenzanalysen zeigten, dass das hoch konservierte CHD-Bindungsmotiv mit einer Lange
von 15 Aminosauren aufer in N-Cadherin auch in der ersten Fibronektin-Domane von L1, im
VASE Exon (variable dternatively spliced exon) der vierten Ig-dhnlichen Doméne von
NCAM und alen vier FGFR zwischen der ersten und zweiten Ig-ahnlichen Domane
vorkommt (Doherty et al., 1992; Saffel et al, 1994).

Es ist anzunehmen, dass fur die CHD und das CHD-Bindungsmotiv urspriinglich eine
einzelne Sequenz vorlag, aus der die verschiedenen Sequenzen fur FGFR, N-Cadherin, L1
und NCAM hervorgegangen sind (siehe Punkt 2.4.). Im Laufe der Evolution ist in Bezug auf
das CHD-Bindungsmotiv in N-Cadherin der Aminoterminus (AS 2-8), hingegen in NCAM
und L1 (AS 9-15) der Carboxyterminus am Besten erhalten geblieben (Brummendorf et al.,
1995).

Peptide, die dem CHD-Bindungsmotiv entsprechen, sind in der Lage die durch NCAM, N-
Cadherin und L1 verursachte Stimulation des Axonwachstums zu inhibieren. Dies bestétigt
die Vermutung einer Wechselwirkung zwischen der CHD des FGFR und dem CHD-
Bindungsmotiv der CAM. Mit Hilfe von Antikorpern wurde gezeigt, dass das CHD-
Bindungsmotiv der CAM parallel an die CHD des FGFR bindet (Doherty et a., 1996).
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EZD 1 2 3 4 5 N-Cadherin

INSPISG
545 559
N-Cadherin -KIDPVNGQITTIAV
FGFR-1 SKIGPDNLPYVQILK
L1 SVILSGLRPYSSYHL
NCAM S-IDRVE-PYSSTAQ

Abb. 16: Schematische Darstellung des CHD-Bindungsmotivs in den EZD von N-Cadherin (AS 545-559),
FGFR-1, L1 und NCAM.

Die hochkonservierten Sequenzen werden als CHD-Bindungsmotiv bezeichnet und erstrecken sich tber 15
Aminosauren. Die Aminosdure | (Isoleucin) (AS 547) ist in jeder der vier CHD-Bindungsmotive konserviert, P
(Prolin) und Y (Tryptophan) (AS 553, 554) in FGFR-1, L1 und NCAM. Die hervorgehobenen Aminosiuren
zeigen einen nicht konservativen Austausch.

4.5.4. Hypothetisches Bindungsmodell iiber die Rolle von N-Cadherin bei der

Aktivierung des FGFR
Aufgrund stereometrischer Daten lasst sich folgendes Bindungsmodell erstellen: N-Cadherin

weist in der EZD 1 eine CHD mit der Aminosauresequenz HAV und zwei nahezu identische
CHD-Bindungsmotive auf: INSPISG in EZD 1 und IDPVNGQ in EZD 4.

Shapiro et a. (1995) konnten zeigen, dass die EZD 1 von N-Cadherin zwel verschiedene
Kristalldimere bildet. Ein trans- und ein cisDimer. Die Aminosduresequenz HAVDI bindet
as CHD das CHD-Bindungsmotiv INSPISG und bildet durch reziproke Anordnung ein
homophiles trans-Dimer. Williams et al. (2001) zeigte durch Verwendung von Antikorpern,
dass die EZD 4 in N-Cadherin keine homophile Bindung, sondern eine cis-Interaktion mit
dem FGFR eingeht.

Mutagenese- und Peptidstudien fihrten zu der Annahme, dass HAV im FGFR an Cadherine
heterophil bindet. CAM koénnten Uber das CHD-Bindungsmotiv mit der CHD des FGF-
Rezeptors paralel binden (Doherty et al., 1996). Mit Hilfe von Pepitdversuchen wurde
geschlossen, dass Sequenzen am Aminoterminus von L1 und NCAM, sowie am
Carboxyterminus von N-Cadherin eine Bindung an den FGFR vermitteln konnten (Williams
et a, 1994; Doherty et a., 1995).

Cis-dimerisiertes N-Cadherin bindet homophil Uber die CHD HAV mit dem CHD-
Bindungsmotiv INSPISG eines weiteren N-Cadherin cis-Dimers. Durch diese Trans-
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dimeriserung der N-Cadherine konnten Tetramere entstehen, die verbunden mit einem
weiteren N-Cadherin cis-Dimer zu einer Oligomerisierung fuhren kdnnten. Diese Oligomere
konnten in der Lage sein FGFR-1 Liganden-induziert zu dimerisieren, indem sie Uber ihr
CHD-Bindungsmotiv mit der CHD von FGFR-1 eine Bindung eingehen (Doherty et a.,
1995; Green et a., 1996). Solche Komplexe koénnten durch Dimerisierung des FGF-
Rezeptors-1 eine Signaltransduktion initiieren (Doherty et a., 1996). Diese Vorstellung fuhrte
zu dem hypothetischen Modell Gber die Rolle von N-Cadherin bel der Aktivierung des FGFR
nach Drenckhahn (siehe Abb. 17).

Trotz zahlreicher Studien, die auf eine gemeinsame Signaltransduktionskaskade (z. B.
Einsetzen von Antikorpern, inhibierenden Peptiden und dominant negativem FGFR) beruhen,
ist eine direkte Wechselwirkung zwischen dem CHD-Bindungsmotiv von CAM und der CHD
des FGF-Rezeptors spekulativ. Eine lIdentifizierung der konservierten CHD und ihres
potentiellen Bindungsmotivs lasst auf eine Interaktion zwischen diesen Aminosduresequenzen
schlief3en, aber eine direkte Interaktion zwischen dem FGFR und CAM konnte bisher nicht
nachgewiesen werden (Doherty et al., 1996).

Abb. 17: Hypothetisches Modell iiber die Rolle

von N-Cadherin bei der Aktivierung des
‘ ® FGFR (nach Drenckhahn):

el (e e Die ersten EZ-Doménen von N-Cadherin

® ® coom ermoglichen Uber die Aminosduren HAV und

INSPISG eine homophile trans Bindung der cis

Dimere. Es entstehen N-Cadherin Tetramere.

FGFR COOH

Cadherin.

Die heterophile cisBindung zwischen dem
FGFR-1 und N-Cadherin konnte Uber eine
Liganden induzierte Dimerisierung des FGFR zu
einer Signaltransduktion fihren, die ein
gerichtetes  Axonwachstum von  Neuronen
stimuliert.

EZD 1

EZD 5 v EZD 3 FGFR1 Der FGF-Rezeptor kdnnte zwischen der ersten
/ & E7D 2 ' und zweiten Ig-dhnlichen Doméne Uber die HAV-
D4 A Sequenz, die als CHD definiert wird, mit dem
EZD 3 R 5 CHD-Bindungsmotiv binden. Dieses entspricht
EZD 2 " der Sequenz IDPVNGQ der vierten EZD von N-
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4.5.5. Bindungsmodell zwischen FGFR und N-Cadherin nach Kamiguchi und Lemmon

Kamiguchi und Lemmon stellten 2000 ein neues Bindungsmodell vor. Sie untersuchten die
dreidimensionale Struktur des N-Cadherin und FGF-Rezeptors und daraus resultierend die
CHD. Die fur die Bindung zu diskutierenden Aminosauren Histidin und Valin des HAV -
Motives ragen im Gegensatz zu Alanin aus der ersten EZD von N-Cadherin aus dem Mol ek(il
heraus (Tamuraet al., 1998) und stehen daher als potentieller Bindungspartner zur Verfiigung.
Im Gegensatz dazu zeigt zwischen der ersten und zweiten Ig-8hnlichen Doméne des FGF-
Rezeptors die Aminosauren Histidin und Valin in das Molekil, wahrend Alanin aus dem
Molekul heraus ragt (Plotnikov et al., 1999, Kamiguchi et al., 2000).

Daher kann das HAV -Motiv fur N-Cadherin, aber nicht fir den FGF-Rezeptor als potentieller
Bindungspartner diskutiert werden (Kamiguchi et a., 2000).

Weiterhin zeigen Kamiguchi und Lemmon (2000), dass L1 nicht wie FGF in der Lage ist, den
FGF-Rezeptor zu dimerisieren und eine Signalkaskade auszulésen. Die fur L1 zu
diskutierende Bindungsregion AAPY W zeigt in das Molekil hinein ( Bateman A, et al., 1996)
und steht daher nicht als Bindungsmotiv fir andere Proteine zur Verfigung (Kamiguchi et a.,
2000).

Abb. 18: Bindermodelle zur Strukturdarstellung des HAV-Motivs in N-Cadherin und FGFR-1
Diep-Faltblattstrukturen sind in rot und die a-Helixes in blau dargestellt.

a: Aus der ersten EZD von N-Cadherin ragen die Aminosduren H und V (griin) heraus und ermoglichen eine
homophile Bindung; A zeigt in das Molekdl hinein.

b: In der zweiten EZD von FGFR-1 zeigen die Aminosauren H und V (grin) der CHD in das Molekll hinein
und stehen im Gegensatz zu a nicht fir eine Bindung zur Verfligung.

(moadifiziert nach Kamiguchi et Lemmon, 2000).
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4.6. Signaltransduktion

Nach einer Ligandenbindung an den FGF-Rezeptor muss das Signal Uber die Plasmamembran
in das Innere der Zelle gelangen, um Uber eine Signatransduktionskaskade zu einer
biologischen Antwort innerhalb der Zelle zu fihren (Groth et a., 2002).

Der FGFR ist zunéchst ein inaktives Monomer, das an das Oligomer HSPG-FGF bindet und
daraufhin homodimerisiert (Schlessinger et a., 2000). Durch die Dimerisierung gelangen die
zytoplasmatischen Domanen mit ihren Tyrosinkinasen in engen Kontakt, so dass eine
gegenseitige Phosphorylierung der Tyrosinreste entlang der zytoplasmatischen Domanen
stattfinden kann.

Als Substrate fur die Phosphorylierung stehen sieben Tyrosin-Reste in der zytoplasmatischen
Doméne des FGFR-1 zur Verfugung: Tyr'® Tyr®®, Tyr™®, Tyr®®® Tyr®™* Tyr™®® Tyr’®,
Tyr®® und Tyr®™ sind fur die katalytische Aktivierung des aktivierten FGFRs und die
Signaltransduktion wichtig (Mohammadi et al., 1996). Tyr™® ist fir die Aktivierung der
Phospholipase Cy (PLCy) notwendig, da es die SH2-Doméane (Src-homology 2) der PLCy
bindet (Mohammadi et al., 1991).

Fir FGFR werden zwei Signatransduktionswege diskutiert: Signaltransduktion durch
Phospholipase Cy (PLCy) bzw. die Mitogen aktivierte Protein Kinase (MAPK) Kaskade.
Diese werden in Abhangigkeit des Rezeptors unterschiedlich stark aktiviert (Green et d.,
1996).

4.6.1. Signaltransduktion durch Phosholipase Cy (PLCy)
Die carboxyterminale Region des FGFR ist involviert in die PLCy-Signalkaskade. Die SH2-

Gruppe von PLCy bindet an phosphoryliertes Tyr’®® des FGFRs und I6st damit die Hydrolyse
von Phosphatidylinositol-4,5-diphosphat (PIP2) zu Inositol-1, 4, 5- Triphosphat (IPs) und
Diacylglycerol (DAG) aus (Forman-Kay et al., 1999; Dhaluin et a, 2000). I1P; bewirkt eine
Ca®*-lonen-Freisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum (ER) (Groth et a., 2002),
wéahrend DAG die Proteinkinase Cé (PKC3) aktiviert, aber auch Uber die DAG-Lipase zu
Arachidonsaure umgebaut wird, die ein Offnen der N- und L- Ca*-Kanale bewirkt (Doherty
et a., 1994). Die einstromenden Ca®*-lonen bleiben mit Hilfe von Membranpumpen auf dem
Plasmalemmabereich beschrankt. Daher ist eine erhohte Ca”*-lonenkonzentration nur kurz
unterhalb der Membranoberflache und nicht im Inneren der Zelle messbar (Doherty et dl.,
2000).
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Arachidonsaure kann als Sollwert das Axonwachstum positiv und negativ kontrollieren. In
niedriger Konzentration bewirkt es Uber die Ca®-Kande ein verstérktes, in hoher ein
vermindertes Axonwachstum (Huang et al., 1992).

Am Wachstumskegel des Axons befindliche Lamellipodien und Filopodien reagieren auf die
lokale Verdnderung der Ca’*-lonenkonzentration sensitiv. Daher kommt es zur Ausbildung
von neuen Filopodien (Lau et al., 1999) und einem zielgerichteten Axonwachstum (Zheng,
2000).

Die aktivierte Proteinkinase PKCS ist in der Lage die MAP-Kinase-Signakaskade
unabhangig von Ras zu aktivieren, indem sie die Serin/Threonin-Kinase Raf durch
Phosphorylierung aktiviert (Ueda et a., 1996). Die Aktivierung von PKC3 fuhrt aber auch zu
einem schnellen Wachstum der distalen Mikrotubuli in der F-Aktin-reichen peripheren Zone
des Wachstumskegels. PKCS kann daher als ein Regulator des Axonwachstums angesehen
werden (Skaper et a., 2001).

Setzt man PLCy Inhibitoren ein, bleibt das Axonwachstum, das durch CAM und FGF
verursacht wird, aus. Dies lasst den Riickschlul3 zu, daf? diese Liganden den PLCy Signalweg
gemeinsam benutzen.

FGF, L1, N-Cadherin und NCAM bewirken die Stimulation des gerichteten Axonwachstums
nicht nur Uber PLCy, sondern auch Uber die Aktivierung von RasMAPK-Signalkaskade
(KolkovaK., et a., 2000).

4.6.2. Signaltransduktion durch Ras/MAPK (Mitogen activated protein Kkinase)

Die RassMAPK -Signaltransduktion ist eine andere wichtige Signalkaskade, die durch die
Aktivierung des FGFR-1 verursacht wird (Groth et al., 2002).

Die Rezeptordimerisierung fuhrt zu einer Interaktion der Aminosauren 407-433 in der

juxtamembrandren Region des FGFRs mit dem FGF-Rezeptor Substrat 2o (FRS2a) (Kouhara
et a, 1997). FRS20 wird daraufhin durch Phosphorylierung aktiviert, interagiert mit Grb2
(growth factor receptor-bound protein 2; Wachstumsfaktorrezeptor-gebundenes Protein 2)
und letzteres anschlieffend mit Sos (engl.: son of sevenless). Die daraufhin erzielte Bindung
von Sos an RAS bewirkt dessen Konformationsdnderung, die zu einem Austausch von GDP
gegen GTP fuhrt. RAS-GTP aktiviert die Serin/Threonin-Kinasen RAF, MEK und die MAP-
Kinase ERK. Diese transloziert in den Zellkern und erreicht Uber Phosphorylierung von
Mitgliedern der Ets-Familie die Aktivierung der Promotorregion und damit die Transkription
von verschiedenen durch FGF gesteuerte Gene (Sternberg and Alberola-lla, 1998). Die
Aktivierung der RAS/MAPK-Signalkaskade wirkt auf die Transkription und somit auf
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Proteine, die eine Proliferation, Differenzierung und Wachstum bewirken kénnen (Thisse et
al., 2005).
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Abb. 19: Schematische Darstellung der Signaltransduktionskaskade ausgelost durch die Aktivierung des
FGF-Rezeptors mit Hilfe von FGF.

Der FGFR kann extrazellulér in die drei 1g-8hnlichen Doméanen Ig I, Il und Il untergliedert werden. Ig | und II
werden durch die acidbox (AD) getrennt. Auf die Ig Il folgt eine einzelne Transmembran-(TM), eine
Juxtamembran-(Jm) und zwel Kinase-Doméanen (KD), die von einer Interkinase-Doméne (IKD) unterbrochen
werden. FGF ist an HSPG gebunden. Dieses dimerisiert Uber HSPG die FGFRen und fihrt Uber eine

Phosphorylierung spezifischer Tyrosine zur Ausldsung von zwei unterschiedlichen Signalkaskaden: PLCy und
Ras’MAP-Kinase.

Die Phosphorylierungsstellen sind durch P gekennzeichnet. (modifiziert nach Thisse, 2005).

4.6.3. Diskusssion der Signalkaskaden

FGF, NGF, N-Cadherin, NCAM, L1 und Laminin sind Uber Veamittlung des MAP-Kinase-
Weges in der Lage ein Axonwachstum zu verursachen (Kolkova K. et a., 2000; Schmid RF et
al, 2000; Perron JC et a., 1999; Dimitropoulou A. et a., 2000). Durch den Einsatz des

Dominant negativen FGF-Rezeptors (DNFGFR) kann ein durch CAM ausgel0stes Axon-
wachstum von Nervenzellen verhindert werden.
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In zahlreichen Studien mit Peptidinhibitoren und unterschiedlichen pharmakologischen
Reagenzien konnten PLCy, DAG-Lipase und Ca”*-Kandle ds wichtig fur das durch CAM
verursachte Axonwachstum ermittelt werden. Doherty und Walsh schlugen (1996) vor, dass
der FGFR mit L1, NCAM und N-Cadherin interagiert, aber nicht mit anderen CAM oder
Integrinen.

Gemdl3 den Strukturmodellen von Kamiguchi und Lemmon (2000) binden CAM nicht Uber
die CHD an den FGFR, sondern verursachen Signalkaskaden, die in der Signalgebung weiter

distal liegen oder stimulieren andere Rezeptoren, die das Axonwachstum verursachen.

4.7. Verhinderung der Eigendimerisierung
Um eine Eigendimerisierung des FGFRs und eine daraus resultierende Signalkaskade zu

vermeiden, werden folgende zwel Theorien diskutiert:

Kan et a. (1996) zeigten, dass zweiwertige Kationen und HSPG die Dimerisierung und
folglich die Aktivierung des FGFRs verhindern konnen. Als verantwortliche Sequenz wurde
der Bereich zwischen der 1g-ghnlichen Doméane Il und Ill mit den Aminosduren Glu'®® bis
Lys'’® identifiziert. Dieser Effekt kann durch FGF aufgehoben werden.

Plotnikov et al. (1999) fuhrten eine Alternative an: Die zwischen der ersten und zweiten Ig-
ahnlichen Doméne liegende ,,acid-box* interagiert mit der basischen Region der zweiten Ig-
ahnlichen Doméne und verhindert eine Bindung zu HSPG. FGF kann die Inhibierung
aufheben und eine FGFR-Dimerisierung mit anschliessender Signalkaskade ausldsen.
Allerdings ist zu beachten, dass Isoformen, die keine ,acid-box“ enthalten, keine

Besonderheiten in ihrem Dimerisierungsverhalten zeigen.



5. Material

S. 1. Reagenzien und Versuchsmaterialien
Alle Chemikalien entsprachen dem hotchst mdglichen Reinheitsgrad und wurden von
folgenden Firmen bezogen:

Acrylamid, reinst Serva, Heidelberg
Acrylamidldsung, 40 % Roth, Karlsruhe

Adenosin Sigma, Deisenhofen

Agarose GIBCO BRL, Eggenstein
Ampicillin Boehringer, Mannheim
Ampuwa Fresenius Kabi, Bad Homburg
APS (Ammoniumperoxodisulfat) Serva, Heidelberg

AraC (Cytosine-arabinofuranoside/HCI) Sigma, Deisenhofen

Aspartat Sigma, Deisenhofen
Bacto-Agar Fresenius Kabi, Bad Homburg
Bacto-Trypton GIB BRL, Eggenstein
Bacto-Y east Applicam, Damstadt
BME-Medium Sigma, Deisenhofen
Borsaure BD Biosciences, Heidelberg
Bovine FGF basic R & D, Wiesbaden
Bradford-Reagenz Roth, Karlsruhe

BSA (Bovine Serum Albumin) (Rinderserumal bumin) Sigma, Deisenhofen
Calciumchlorid x 2 H20 Merck, Darmstadt
Coomassie Brilliant Blau R250 Merck, Darmstadt

Cytidin Sigma, Deisenhofen
Di-Natriumhydrogenphosphat AppliChem, Darmstadt

DTT (Dithiothreitol) Roth, Karlsruhe

DMP (Dimethyl -pimelimidat-dihydrochlorid) Pierce, Rockford

DM SO (Dimethylsulfoxid) Roth, Karlsruhe

D-Glukose Applicam, Damstadt

A-DNA Eco 91l MBI Fermentas, St. Leon-Rot
DNAsel Sigma, Deisenhofen
Eppendorf-Gefalie Eppendorf-Hamburg

EDTA (Ethylendiamin-Tetraessi gsaure) Roth, Karlsruhe
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Essentielle Aminosduren (100 x)
Essigsdure

Ethanol, reinst

Ethanolamin

Ethidiumbromid

Fc Fragment ChromPure Human 1gG
FCS (Fetales Ka berserum)

FCS g reduziert

Geniticin (G418)

GeneRuler ™ 1000bp DNA Ladder
Gentamycinsulfat

Glukose

Glutamat

Glycerin

Guanosin

HBSS (Hanks gepufferte Salzmischung)

Kaliumacetat
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kanamycin
Magnesiumsulfat x 7 H,O
Methanol, reinst
Milchpulver

Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumpyruvat

NGS (Normal goat serum)
Biotin

NPG (N-propyl-galat)
Salzséure

SDS (Sodium Dodecyl Sulfate)

TEMED (N,N",N",N,-Tetramethylethylendiamin)

Penicillin

Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Dianova, Hamburg
Biochrom, Berlin
Biochrom, Berlin
PAA, Cdlbe

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma, Deisenhofen
AppliChem, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Applicam, Damstadt
Applicam, Damstadt
ICN Biomedicals Inc, Aurora
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

privat

AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Pierce, Rockford
Sigma, Deisenhofen
AppliChem, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
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Peptide
Phenolrot
Poly-L-Lysin

Proteaseinhibitoren (Aprotinin; Leupeptin, Pepstatin)

Protein- A-Mikroperlen
Protein-A Agarose
Rotiphenol
Streptomycin
Thymidin

Tris

Triton-X-100
Trypsin
Trypsin-Inhibitor
Tween 20

Uridin

5.2. Verbrauchsmaterialien

Dialyseschlauche
Eppendorfgefalie
ELISA; 96 well Platte
Fotolaborchemikalien
Frischhaltefolie
Gasflammer

Gel Blotting Filterpapier
Glaswaren

Handschuhe

Kryorohrchen

Mause 129S1/svimJ
Nitrylhandschuhe

Nitrocellulosemembran
Papier
Parafilm

Davids, Regensburg
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
AppliChem, Darmstadt
Dynaol, Oslo
Oncogene, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
AppliChem, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Zdllutrans, Roth Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg

Nunc, Déanemark

Kodak, Paris

Dow, Midland

Gasl; Schitt, Gottingen

Whatman, Middlesex

Schott, Wertheim

Kimberly-Clark, Mainz

Greiner Bio-one GmbH, Fricken-
hausen

Charles River, Welmington

Ansell Protectiive  Products,
Coshocton

Amersham, Braunschweig
Kimwipes; Kimberly-Clark, Mainz

Pechiney plastic packaging, Menasha
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Petrischalen (div. Grofen)

Plastikpipettenspitzen
Plastikreaktionsgefalie (div. Grof3en)
Plastikrohrchen (div. Grofien)

Polaroidfilme
Protein-A-Mikroperlen
Protein-A-Agarose
Fritten

Spritzen

Rontgenfilme

Sterilfilter

Zdlkulturflaschen (T25, T75) und Platten
(96 well, 12 well, 6 well, Petrischalen)
Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml)

5.3. Geriite

Anaysenwaage

Autoklav

Automatikpipetten

Blot-Kammer

Brutschranke

Digitalkamera

Elektrophoresekammern fir
Polyacrylamid-Minigele

FACS (Fluorescence activated cell sorter)

Feinwaage AB 104
Folienschwel (3gerét

Gefrierschrank

Gelkammern

Greiner Bio-one GmbH, Fricken-
hausen

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Greiner Bio-one GmbH, Fricken-
hausen

Polaroid, Enschede

Dynal, Oslo

Oncogene, Darmstadt

Mo Bi Tec, Gottingen

B| Braun, Melsungen

Amersham Biosciences, Bucking-
hamshire

Roth, Karlsruhe

Greiner Bio-one GmbH, Fricken-
hausen

Greiner Bio-one GmbH, Fricken-
hausen

Sartorius, Goéttingen
Varioklav, Oberschleif3heim
Eppendorf, Hamburg

Sigma, Deisenhofen

Heraeus, Hanau

Powerschot A75, Canon, Tokio
Spezialanfertigung der Fa.
Noras, Wrzburg

Digital vantage, Becton
Dickinson, Heidelberg
METTLER TOLDEO GmbH,
Gief3en

handel stibliche Haushaltsware
Heraeus, Hanau

GIBCO BRL, Keutz
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Heizwasserbad
Kuhlzentrifuge, Model J2-21

K uhlwasserbad
Magnetrihrer
Mikrowelle
Mikroskope:

* Fluoreszenz-Mikroskop

» Konfokales UV Laserscanning-
mikroskop (Zeiss LSM 510)

Netzgeréte

PCR-Thermocycler

pH-Meter

Photometer

Schttler

Spektrophotometer

Sterilisator

Thermoblock

UV -Tisch mit UV-Kontaktlampe

V akuumsaugpumpe
Vortex-Gerét
Vakoklav Dampfsterilisator Typ 500

Waage
Zentrifugen/Rotoren

Haake Messtechnik, Karlsruhe
Beckman, Minchen
(JA-17/35-13 Rotor)

Lauda, Lauda

Janke & Kunkel, Staufen

Moulinex, Leibzig

Axioskop 2 mot plus; Zeiss
Hamburg

Zeiss, Hamburg

GIBCO BRL, Keutz

Mastercycler gradient,

Eppendorf, Hamburg
Hanna-Instruments, Kehl am
Rhein

LKB Biochrom Ultraspec |I;
Pharmacia Biosystems, Freiburg
Unimax 2010; Heidol ph, Schwabach
LKB bromma, Muskegon

Heraeus, Hanau

Liebisch, Bielefeld

Vetter GmbH, Wiesloch

Chroma 43 (Mittelwelle 302)
Heinse Ziller, Wrzburg

Bender & Hobein AG, Zurich

H+P Labortechnik,
Oberschleif3heim

Sartorius, Gottingen
Tischzentrifuge 5415C;

Eppendorf, Hamburg

5804 R; Eppendorf, Hamburg
SorvalRC5B und SorvallRC5B
Plus mit Rotoren GSA und SS-34;
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5.4. Stammlosungen

Verwendete Endkonzentrationen:

Ampicillin
Aprotinin
Bromphenolblau
Ethidiumbromid
Geniticin, G 418
Kanamycin
Leupeptin
NHS-Biotin

100 pg/ml
100 pi/100 ml
400 pl/20 ml

1 pg/mi
1,2 pug/mi

25 pg/ml

50 pl/100 ml

1:10 molarer Uberschuid

zum biotinylierenden Protein

p-Nitrophenylphosphat 48 ul/12 ml

Penicillin
Pepstatin
Streptomycin

50 U/l
70 /200 mi
50 U/l

L-80 Ultrazenrtifuge mit Rotoren;
Beckmann, Mnchen
SW 55 Ti und 50.2 Ti

Stammlosung:

100 mg/ml in Aquadem. steril filtriert

1 mg/mlin Aquadem. steril filtriert
10 mg/ml

10 mg/ml

50 pg/mi

50 mg/ml in Aquadem. steril filtriert
1 mg/ml in Aquadem. steril filtriert
10 mg/ml DM SO

1 mg/ml Aquadem.

12,87 g/ml in PBS, pH 5,5
1 mg/ml DMSO

6,01 g/mlinPBS, pH 5,5

Die Ethidiumbromidl6sung wurde bei +4°C, die Ubrigen Ldsungen bei — 20°C gelagert.

Die Zugabe der Antibiotika erfolgte jeweils nach dem Autoklavieren und Abkihlen des LB-

Mediums, beim Giessen der Agarplatten oder Sterilfiltrieren des Zellkulturmediums.
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S.5. Puffer und Losungen

Haufig verwendete Puffer und Lésungen, die selbst angesetzt wurden:

Agaroselosung: BSA/NGS:
0,8 % Agarosein 1 x TBE aufkochen 3% BSA
1% NGSinPBS
Blotpuffer: Coomassie-Losung:
25 mM Trig/HCI 2,5 g Coomassie Brilliant Blau G 250
195 mM Glycin 454 ml Isopropanol
20 % Methanol 92 ml Eisessig
0,1 % SDSin Agua dem. Aquadem. ad 11
Coumarinsiure: Dig 3 - Puffer
90 mM Coumarinsaurein DMSO 12,11 g Tris
5,84 g NaCl
ad 1| Aquadem.
pH 9,5 einstellen und autoklavieren
DNA-Auftragspuffer: ECL-Losung I:
30 % Glycerin 1 mL Luminol

0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylencyanol
LM: Ampuwa

0,44 ml Coumarinsaure
10ml 1 M Tris/HCl, pH 8,5
Aqguadem. ad 100 ml

ECL-Losung II:

64 ul 30 % H20-

10 ml 1 M Tri/HCl, pH 8,5
Aquadem. ad 100 ml

Elektrophoresepuffer 5x:

10g SDS

144 g Glycin

30g TrisHCI

HOad 21

Vor Gebrauch mit Aquadem. 1.5 verdinnen

F-Marker (A-Phagenmarker)
10 ul A-DNA Eco 91l

160 ul TE

15 pl DNA -Auftragspuffer (6x)
in 5 pl portionieren

Formalin:

2 g Paraformaldehyd

100 ml PBS

pH 8, erwdrmen bis die Losung klar ist
(max. 3 Wochen lang verwendbar)

Lysis-Puffer:

Luminol :

6,9 g NaH,PO, 250 mM 3-Aminophtalhydrazid in DM SO
17,54 g NaCl
0,68 g Imidazol
ad 11 Aquadem. pH 8
NPG: 5 x PBS:
60 % Glycerinin PBS 400,3 g NaCl
1,5 % N-Propylgallat 10gKCl
65,3 g NgHPO,
Aquadem. ad 101

Vor Gebrauch mit Aqua dem. 1.5 verdinnen

PBS-Tween: Ponceau-Losung:

1,0 g Tween 20 5 g Ponceau S

11 PBS 30 g Trichloressigsdure
Agquadem.ad 1]
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Ponceau-Losung:
5gPonceau S

30 g Trichloressigsaure
Aquadem.ad 11

3 x Probenpuffer (fiir Proteine):

0,454 g Tris

1,29 SDS

7,56 g Glycerin, pH 6,0
400 pl Bromphenolblau
Aquadem. ad 20 ml

+30mgDTT
6 x Probenpuffer (fiir DNA): SDS-Sammelgel:
0,2 ml 100 mM EDTA, pH 8,0 3,1 ml Aquadem.

10 g Glycerin

30 mg Bromphenolblau
50 mg Xylencyanol
Ampuwaad 20 ml

0,6 ml 30 % Acrylamid

1,3ml 0,5M Tris/HCI, pH 6,8
50 ul 10 % SDS

15 ul APS

7,4 ul TEMED

SDS-Trenngel 7,5%:

4,05 ml Agua dem.

3,35 ml 30 % Acrylamid
2,5ml 1,5Tris/HCI, pH 8,8
100 pl 10 % SDS

SDS-Trenngel 10 %:

4,05 ml Aqua dem.

3,35 ml 30 % Acrylamid

2,5ml 1,5M TrigHCI (pH 8,8)
0,1 ml SDS (10 %)

30 ul APS 60 ul APS

15 ul TEMED 30 ul TEMED
SLL-Marker: 10 x TBE:

30 ul GeneRuler™ 1000 bp DNA Ladder 50 mM Tri/HCl
60 ul TE 50 mM Borséure
20 pl DNA -Auftragspuffer (6x) 2,5mM EDTA
in 3 ul portionieren LM : Aquadem.
TE-Puffer (Tris-EDTA-Puffer) Trypsin:

10 mM Trig/HCI, pH 8,0 0,05 % Trypsin

0,1 mM EDTA pH 8,0 in Aqua dem.

0,02 % EDTA in PBS

NCAM -Mix:

100 mM Natriumpyruvat LM: Ampuwa

600 mg Glutamat
600 mg Aspartat
ad 100 ml Ampuwa

70 mg Adenosin

70 mg Guanosin

70 mg Cytidin

70 mg Uridin

24 mg Thymidin

ad 200 ml Ampuwa

Die einzelnen Losungen des NCAM-
Mix wurden zusammengeben, seril-
filtriert, zu jewells 20 ml portioniert,
bei —20 °C tiefgefroren, bei Bedarf
aufgetaut und dem geeigneten Medium

zugefigt.
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Losungen fiir Kornerzellpriparation

Die angegebenen Reagentien wurden im entsprechenden LGsungsmittel gelost und ihre
Sterilitdt durch Filtration mittels eines Rotrandfilters (Porendurchmesser 0,2um) erreicht. Die
Losungen wurden wie folgt hergestellt und bel —20°C eingefroren — Ausnahme bei Medium:
4°C:

AcaC (Cytosine-arabinofuranoside/HCI): Calciumchlorid-I.6sung:

AraC 1,4mg Calciumchloridx 2 H,O 0,16 g

Kaliumchlorid-Lésung 80 pl Ampuwa ad 10 ml

BME-Medium ad 5ml Portioniert je 1 ml

Portioniert je 500 pul

Gentamycin-L.osung: Glutamin:

Gentamycinsulfat 100 mg 200 mM in Ampuwa

Ampuwa ad 10 ml

Portioniert je 1 ml

Kaliumchlorid-L.6sung: Krebs-Ringer 10x:

Kaliumchlorid 09¢g Kaliumchlorid 0,373 ¢

BME-Medium ad 10 ml Natriumchlorid 7,013 g

Portioniert je 1 ml Kaliumdihydrogenphosphat 0,163 g
Natriumhydrogencarbonat 219
D-Glukose 25239
Phenolrot Spatelspitze
Ampuwa ad 100 ml
Portionert in 30 ml Portionen

Losung Calcium: Losung 1:

Magnesiumsulfat-Losung 400 pl Krebs-Losung 10 x 30 ml

Calciumchlorid-Ldsung 60 pl BSA 099

Losung 1 50 mi Magnesiumsulfat-Losung 2,4 ml

Portioniert je 6 ml Ampuwa ad 300 ml
Portioniert je 15 ml

Losung Inhibitor: Losung T:

DNAsel 3,6 mg Trypsin 12,5mg

Trypsin Inhibitor 23,4 mg Losung 1 50 mi

Magnesiumsulfat-Losung 450 pl Portioniert je 7 ml

Losung 1 45 ml

Portioniert je 5 ml

Losung verdiinnt: Medium:

Losung 1 42 mi FCS 25ml

Ldsung Inhibitor 8 ml Glutamin-Ldsung 0,5 ml

Portioniert je 7 ml Gentamycin-Ldsung 05ml
KCI-Ldsung 0,4125 ml
BME 432 ml

Magnesiumsulfat-Losung: Poly-L-Lysin:

Magnesiumsulfat x 7H,O 0,382 ¢ Poly-L-Lysin 2mg

Ampuwa ad 10 ml Ampuwa ad 200 ml
Portioniert je 50 ml




5.6. Molekulargewichtsstandards fiir DNA und Proteine

Um die Lange der DNA/Protein-Fragmente analysieren zu kdnnen, wurden geeignete
Langenstandards mit definierten Fragmentlangen eingesetzt. Diese wurden parallel zur
bestimmenden Probe aufgetragen. Wéhrend der Elektrophorese trennen sich die
DNA/Protein-Molekile und der Langenstandard auf. Die DNA/Protein-Fragmente konnen in
ihrer Grof3e bestimmt werden.

Fur kleine DNA-Fragmente (< 1000 bp) wurde der GeneRuler™ 1000 bp DNA Ladder, fir
groflere Fragmente (> 1000 bp) der Eco 91l hydrolysierte Lambda-Phage-DNA-Marker
verwendet. Als Marker, der sowohl grol3e, als auch kleine Fragmente enthalt, ist der Mass

Ruler™ anzusehen.

» F-Marker (Lambda-Phage-DNA-Marker) in bp:
8453, 7242, 6369, 5687, 4822, 4324, 3675, 2323, 1929, 1371, 1264, 702

« Mass Ruler ™ DNA Ladder, Mix, ready-to-usein bp:
5 ul des Mengenstandards enthal ten:

DNA-Grof%e (bp) | DNA-Menge (ng) DNA-Grol%e (bp) | DNA-Menge (ng)
10000 | 50 250013
8000 |40 2000|10
6000 | 30 1500 |8
5000 | 25 1031 |50
4000 | 20 900 |45
3000 |15 800 |40

» PPL-Marker (Prestained protein ladder) in kDa
180, 130, 100, 73, 54, 50, 35, 24, 16, 10

« SLL-Marker (GeneRuler™ 1000 bp DNA Ladder) in bp:
1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100



3.7. Gebrauchsfertige Systeme
DNA Extraktion Kit

Effectene™ Transfection Reagenz
Expand High Fidelity™ PCR System
Fusion-Blue Competent Cells
In-Fusion™ Dry-Down PCR Cloning Kit

Nucleospin Plasmid Miniprap
PGEM-T Vector System

RNeasy Mini Kit

Titan™ One Tube RT-PCR System

5.8. Enzyme und Substate

ATP (0,25 ml, 100 mM)

dNTP Set (4 x 25 pmol, 100mM)
iProof High fidelity DNA-Polymerase
Pfu-Polymerase (2,5 u/ul, 100 u)
Phusion™ DNA-Polymerase
Restriktionsendonukleasen

RNAse A

RNAse Inhibitor (40u/ul, 1.000u)

T4 DNA-Ligase (3u/pl, 100 u)

T4 Polynukleotidkinase (PNK) (10 u/ul, 500U)

Fermentas

Quiagen, Hilden

Roche, Mannheim
Novagen, San Diego
Clontech, Heidelberg
Macherey Nagel, Duren
Promega, Mannheim
Quiagen, Hilden

Boehringer, Mannheim

MBI Fermantas, St. Leon-Rot
MBI Fermantas, St. Leon-Rot
Biorad, Philadelphia

MBI Fermantas, St. Leon-Rot

New England Biolabs, Frankfurt,a.M.

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Boehringer, Mannheim

MBI Fermantas, St. Leon-Rot

MBI Fermantas, St. Leon-Rot

5.9. Medien und Platten fiir die Kultivierung von Bakterien

Die Medien wurden wie folgt hergestellt:

LB-Medium 10 g Casein-Hydrolysat (Bacto-Tryptone)
5 g Hefeextrakt (Bacto-Y east)
10 g NaCl
ad 1| mit H,0 pH 7,5; autoklavieren

LB-Plattenmedium  wie LB-Medium, aber vor dem Autoklavieren 15 g Agar pro Liter
Medium einwiegen; nach dem Autoklavieren abkihlen, nach Bedarf
und entsprechend der Resistenz des eingesetzten Plasmids Antibiotikum
zusetzen und giefsen.
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5.10. Bakterienstaimme

Die DHb5a-Bakterien wurden von der Firma Invitrogen, Carlsbad bezogen und wiesen
folgenden Genotyp auf: supE44 AlacU169 (®80lacZAM15) hsdR17recAl endA1 gyrA96thi-
1relAl (Hanahan, 1983).

5.11. Vektoren und Plasmide

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende V ektoren eingesetzt:

Vektor Grofie (bp) Resistenz (pro-, eukaryontisch)
pDsRed Monomer-C1 4700 Kanamycin, Neomycin
(Clontech, Heidel berg)

PEGFP-N3 (Clontech, Heidelberg) 4700 Kanamycin, Neomycin
PEV Masayuki Amaga (KeloMedical 3000 Ampicillin
School, Tokyo, Japan)

pGEMT® (Promega, Mannheim) 3003 Ampicillin

5.11.1. pDsRed-Monomer-C1-Vektor

Der pDsRed-Monomer-C1 ist ein eukaryontischer Expressionsvektor und kodiert fir eine
optimierte Variante des Wildtyp-DsRed, das eine helle Fluoreszenz und héhere Expression in
Saugerzellen erzeugt ( Anregungsmaximum = 558 nm; Emissionsmaximum = 585 nm).

In die MCS (Multiple Cloning Site) inserierte cDNA des pDsRed exprimiert das
Fusionsprotein mit aminoterminalem DsRed. Da das Fluoreszenzsignal bereits 12-16 Stunden
nach der Transfektion detektierbar ist, konnen transient transfizierte Zellen bereits nach

diesem Zeitraum untersucht werden.

5.11.2. pEGFP-N3-Vektor
Der pEGFP-N3-Vektor ist ein eukaryontischer Expressionsvektor und kodiert fur eine

optimierte Variante des Wildtyp-GFPs, die eine helle Fluoreszenz und héhere Expression in
Saugerzellen erzeugt (Anregungsmaximum = 488 nm; Emissionsmaximum = 507 nm).

In die MCS inserierte ¢cDNA des pEGFP-N3 exprimiert das Fusionsprotein mit
carboxyterminalem GFP. Durch die Neomycin-Resistenz wird eine stabile Expression des
Fusionsproteine in eukaryontischen Zelen gewdhrleistet. Be Proteinen, die fir
Bindungsstudien verwendet wurden, wurde die GFP-Trangation durch ein davorgeschaltetes

Stop-Codon verhindert.
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5.11.3. pGEM-T®-Vektor
Der pGEM-T®-Vektor wurde zur Zwischenklonierung von PCR-Produkten verwendet. 1Thm

liegt ein mit EcoR V geschnittener pPGM®-5Zf(+)-Vektor zugrunde, an den 3 -terminal ein
Thymidin (T) angehangt wurde. Die 3'-T Uberhange an den Schnittenden ermdglichen eine
effektive Ligation des PCR-Produktes in den Vektor. Um dies zu gewahrleisten, wurde fir die
Generierung der PCR-Produkte eine thermostabile Polymease verwendet, die ein Adenin an
das 3'-Ende hinzuflgt.

5.11.4. pEV-mod-Dsg —1 EZD"V-Fc-His

Als Plasmid wurde pEV-mod-Dsg-1-EZD"Y-Fc-His verwendet. Es enthalt ausgehend vom
Aminoterminus die cDNA, die fur die Dsg-1 (Desmoglein-1) EZDn, den Fc-Tell des
humanen Ig G und die 6 Histidine kodiert.

Das Plasmid wurde freundlicher Weise von Professor Masayuki Amagai (KeloMedical
School, Tokyo, Japan) zur Verfigung gestellt.

S.12. Oligonukleotide
Fur die Amplifizierung und Sequenzierung wurden folgende Oligonukleotide von MWG-
Biotech AG, Ebersberg hergestellt. Die Stammkonzentration betrug 100 pmol/pl.

5.12.1. Oligonukleotide fiir die DNA-Synthese
* FGFR-1-EZD""-Fc-His-pEV

FGFR-1-fwd 5" cgagatctgecatgtggggctggaagtge 3
FGFR-1-rev ggctcgagctccaggtagageggtgag

* FGFR-1(mu) EZD""'-Fc-His- pEGFP-N3
FGFR180-fwd gtctctectggtecaccct
FGFR- 1) 550-fwd gaccatgacgcgggcgctgecaagacggtgaag
FGFR-1)550-rev gccecgegtcatggtctttettetecattttctetgg
FGFR-1(muy560-fwd cgggcgctgecaagacggtgaag
FGFR-1m)560-rev cgtcatggtctttcttctecattttctctggg
FGFR1129-rev ccagaacggtcaaccatgca

* FGFR-1-DsRed
FGFR-1-DsRed-fwd cgctagcgctaccgggccatgtggggctggaagtge
FGFR-1-DsRed-rev catggtggcgaccgggcgecgtttgagtccactgttg
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* Fc-HispEGFP-N3

Fe-fw gcgctaccggactcagatctecgecatggage
ccaaatcttgtgacaaaac

Fc-rev gatccegggeccgeggtacctca

» N-Cad-EZD""-Fc-His- pEGFP-N3
N-Cad-EzD'"-Fc-His-fwd cgagatcteegecatgtegeggatageggga
N-Cad-EZD'"'-Fc-His-rev ggctcgagaataactgtcacagacacagtg

« N-Cad-EzZD"V-Fc-His-pEGFP N3
N-Cad-EZD'"-fwd cgagatctecgecatgtegeggatageggga
N-Cad-EZD'V-rev ggctcgagectgtecacgteegtgeagte

» N-Cad-EZD""™V*V L ""V*V_Fc-His-pEGFR-N3
N-Cad-EzD'""-.""-fwd gegctaccggactcagatctee
N-Cad-EZD'"-L"-rev acaggtctcegectcaggatttggggcaaaataagg
N-Cad-EZDV-fwd gaggcggagacctgtgaaactcc
N-Cad-EZDV-rev cgttgtcattgatatcacasactttcacacgcagg
N-Cad-EZD" -rev (neu) cccctcaggtgttacctcaagagg
N-Cad-EZ-L"-V-L Y-Fc-fwd tgatatcaatgacaacgce
N-Cad-EZD"-L "V*V-Fcrev ccgggeecgeggtacctcasty

* N-Cad-pEGFP-N3
N-Cad-pEGFP-N3-fwd cgegggeccgggatcgecatgtgecggatagegggage
N-Cad-pEGFP-N3-rev tggtggcgatggatcegtegtcaccaccgecgtac

5.12.2. Oligonukleotide fiir die DNA-Sequenzierung
* Fc-HispEGFP-N3

pPEGFP-N3-fwd Standardprimer von MWG

PEGFP-N3-rev Standardprimer von MWG
¢ FGFR-1-EZD""-Fc-His-pEV

Fc844-rev gagttcaggtgctgggcac

Vector-fwd gccattgtaatgagacgcac
 FGFR-1-EzZD""-Fc-His-pEGFP-N3

FGFR-1-1001-fwd gagttaataccaccgac

Fc844-rev gagttcaggtgctgggcac

pEGFP-N3-fwd Standardprimer von MWG

PEGFP-N3-rev Standardprimer von MWG



* FGFR-1 1 y-EZD""'-Fc-HispEGFP-N3
FGFR180-fwd
Fc844-rev
FGFR866-fwd
FGFR1001-fwd
PEGFP-N3-fwd
pPEGFP-N3-rev

gtctetectggtecacect
gagttcaggtgctgggcac
gcagcaatgtggagttc
gagttaataccaccgac
Standardprimer von MWG
Standardprimer von MWG

* FGFR-1y) EZD""-Fc-His pEGFP-N3(RT-PCR)

FGFR1-fwd
FGFR1-rev
* FGFR-DsRed
DsRed-Mono-fwd
DsRed-Mono-rev
 N-Cad-EZD""-Fc-His-pEGFP-N3
Fc844-rev
N-Cad1097-fwd
N-Cad1799-rev
PEGFP-N3-fwd
pPEGFP-N3-rev
¢ N-Cad-EzZD""-Fc-His-pEGFP-N3
Fc844-rev
N-Cad-EZD'"-rev
N-Cad2294-fwd
PEGFP-N3-fwd
pPEGFP-N3-rev
o N-Cad-EzD""™V*V_L""V*V_Fc His-pEGFP-N3
Fc844-rev
N-Cad1484-fwd
N-Cad2025-rev
PEGFP-N3-fwd
PEGFP-N3-rev
 N-Cad-pEGFP-N3
PEGFP-N3-fwd
pPEGFP-N3-rev

cgagatctgecatgtggggctggaagtge
ggctcgagctccaggtagageggtgay

ggtgggaggtctatataagc
cctegatctegaagtagtgg

gagttcaggtgctgggceac
caatgttattgacatgaatg
ggctcgagaataactgtcacagacacagt
Standardprimer von MWG
Standardprimer von MWG

gagttcaggtgctgggcac
ggctcgagectgtceacgte cgt gca gtc
caaccggcttaatggtg
Standardprimer von MWG
Standardprimer von MWG

gagttcaggtgctgggeac
caagtgccattagctaaagy

taagggaagatcaaacgcy
Standardprimer von MWG
Standardprimer von MWG

Standardprimer von MWG
Standardprimer von MWG
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* pPEGMT Zwischenklonierungen
PEGMT-199-rev
pEGMT-2912-fwd

gtgagggataacaatttc
gcaaggcgattaagttgg

5.12.3. Auskunft und Bezeichnung verwendeter cDNAs

In dieser Arbeit verwendete V ektoren kodierten fir folgende cDNA -Sequenzen:

* Cadherin-2-mRNA (Maus), vollsténdige cDNA: BC022107

* Fibroblastenwachstumsfaktor-Rezeptor-1-mRNA (Maus), lange Isoform, vollstandige
cDNA: U22324

» Immunglobulin schwere Kette mRNA (Mensch), vollstandige cDNA: BC041037

5.13. Antikorper

Folgende Antikorper wurden verwendet:

5.13.1. Primirantikorper

Bezeichnung | Quelle Antigen | Typ Herkunft |Western- |Fluores-
blot zenz
achicken R&D, N- monoklona | Ratte 1:1000
N-Cadherin  |Wiesbaden |Cadherin
aN- David N- polyklonal | Kaninchen 1:100
Cadherin Colman, Cadherin
USA
aFibroblast- |Sigma, FGFR-1 |polyklonal |Kaninchen 1:1000
Growth- Deisenhofen
Factor-
Receptor-1
(FGFR-1)
atau Sigma, tau polyklonal | Kaninchen 1:100
Deisenhofen
ap-tubulin | Sigma, tubulin | monoklonal |Maus 1:100
Deisenhofen
5.13.2. Sekundérantikorper
Antikorper Quelle Markierung Westernblot| Fluores- | Elisa
enz
Ziege-anti- Dianova, Peroxidase/Cys 1:3000 1:600
Kaninchen Hamburg
Ziege-anti-Maus  |Dianova, Peroxidase/Cy3 1:600
Hamburg
Ziege-anti-Mensch | Dianova, Peroxidase/Cys 1:10000 1:600 1:1500
Fcy Fragment Hamburg Alkalische
Phosphatase
Ziege-anti-Ratte | Dianova, Peroxidase/Cys 1:3000
Hamburg
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5.13.3. Biotinbindendes Protein

Bezeichnung Quelle Markierung | Westernblot
Streptavidin Dianova, Alkalische 1:1500
Hamburg Phosphatase

S.14. Analyseprogramme

Folgende Internetseiten wurden zur Literatursuche und Analyse von Nukleotidsequenzen
verwendet:

MWG (https://ecom.mwgdna.com/register/index.tcl)

BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)

BLAST 2 sequences (http://www.ncbhi.nlm.nih.gov/gorf/bl 2.html )

ExPASy trandate tool (http://www.expasy.org/tools/dna.html).
PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi ?2CM D=L imits& DB=PubM ed)

3.15. Statistik

Eine statistische Auswertung war bei der Untersuchung des Axonwachstums von cerebell&ren
Koérnerzellen nach Zugabe von verschiedenen Kaium-, FCS-, Protein- und
Peptidkonzentrationen notwendig. Mit Hilfe des Programms Spot-Advances wurden die
Axone vermessen. Anschlieend erfolgte tiber Microsoft Exel™ die Berechnung folgender
Werte:

* Mittelwert

* Standardabweichung

* Standardabweichung des Mittelwertes

* statistische Signifikanz (p< 0,05)
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6. Methoden

6.1. Molekularbiologie

6.1.1. Bakterien

6.1.1.1. Bakterienkulturen und Plattenkulturen von Bakterien

In der Mikrowelle wurde fester LB Agar vorsichtig durch Aufkochen verfllssigt und
anschliefend zum Abkthlen in ein 50° C warmes Wasserbad gestellt. Nach Zufligen des
Antibiotikums wurde der LB Agar in Petrischalen mit einem Durchmesser von 10 cm
gegossen und bei Raumtemperaur getrocknet. Die Lagerung der Platten erfolgte in
Plastiktiten eingepackt bel 4°C. Plattenkulturen ermdglichten die Isolation von
Einzelkolonien, die zur Animpfung von Flussigkulturen dienten. Einzelklone erhielt man
entweder durch fraktioniertes Ausstreichen einer Flissigkultur oder aus einer Glycerinkultur.
Die ausgestrichenen Platten wurden Uber Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Bel
Bedarf wurden so erhaltene Einzelklone mit einem Zahnstocher isoliert und in 5 ml einer
Flissigkultur vermehrt. Um die beimpften Platten vor Pilz- und Bakterienbefall zu schiitzen

wurden sie mit Parafilm verschlossen und bei 4°C gelagert.

6.1.1.2. Fliissigkulturen von Bakterien
Fliissigkulturen wurden durch Ubertragung einer Einzelkolonie mit Hilfe einer Impfése oder

eines Zahnstochers in 5 ml LB-Medium angesetzt und in Abhangigkeit der Resistenz des
Plasmides mit dem entsprechenden Antibiotikum versehen. Die Kleinkultur wurde tiber Nacht
bei 37°C auf eéinem Drehrad in sterilen Reagenzglésern inkubiert. Am néchsten Tag wurde sie

zur Gewinnung von Plasmid-DNA verwendet.

6.1.1.3. Lagerung von Bakterien
Um Bakterien langfristig zu lagern, wurden Glycerinkulturen angelegt. 1 ml Flissigkultur

wurde mit 250 ul autoklaviertem Glycerin 85 % (V/V) in einem Eppendorf-Gefal3 vermischt
und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die anschlief3ende Lagerung erfolgte bei —80°C.
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6.1.2. Methoden zum Umgang mit DNA

6.1.2.1. Agarose-Gelelektrophorese

Um die DNA entsprechend ihrer Fragmentgrof3e auftrennen zu kénnen, verwendet man als
Standardmethode die Gelel ektrophorese (Johnson, 1977). Aufgrund der negativen Ladung der
Phosphatreste wandern die Nukleinsauren bel alkalischem pH in einem elektrischen Feld zur
Anode. Da die Fragmente in Abhéngigkeit zu ihrer GrofRe unterschiedliche Strecken
gleichzeitig zurlcklegen, ist eine Auftrennung mdoglich. Zusétzlich wird elektrophoretisch
wandernde DNA von Verunreinigungen (Proteine und Salze) befreit. Dies ermoglicht eine
bessere Ausgangsbedingung fir die weitere Verarbeitung solcher DNA-Fragmente in daran
anschlief3enden Reaktionen wie Ligationen, Restriktionen und Amplifikationen.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit einer 0,8 und 1,5 %igen Agarose-LOsung gearbeitet.
Die Agarose wurde durch Aufkochen in 1 x TBE Puffer gelost, auf ca. 50°C abgekihlt und
im Warmeschrank gelagert, um ein Erstarren der Losung zu verhindern. In einem Gelschlitten
mit Probenkamm wurde die Agarose gegossen, nach ihrem Erstarren der Kamm entfernt und
der Schlitten in eine mit 1 x TBE Puffer gefillte Elektrophoresekammer gelegt. Die DNA-
Proben wurden im Verhdtnis von 1. 6 mit DNA-Probenpuffer versetzt und in die Taschen des
Agarosegels pipettiert. Durch das Glycerin erhdht sich die Dichte der Probe, die so auf den
Boden der Tasche sinkt. Die in der Probe erhaltenen Farbstoffe (Bromphenolblau und
Xylencyanlol ) ermdglicht es, die Laufstrecke der DNA grob abzuschétzen. Entsprechend der
FragmentgrofRe der aufzutrennenden DNA wurde ein Grolenmarker (F-/SLL-Marker)
aufgetragen. Die angelegte Spannung betrug zu Beginn 80 V und konnte bis zu 120 V
gesteigert werden.

Zum Sichtbarmachen der DNA wurden die Gele in eine Ethidiumbromidliésung (2 pg/mi
Aqua dest.) gegeben. Ethidiumbromid bindet an die DNA, absorbiert UV-Licht bei  302-366
nm und emittert Licht im orangen Bereich (590 nm). Die Intensitét des emittierten Lichtes ist
direkt proportional zu der DNA-Menge. Daher kann mit Hilfe eines geeigneten
Mengenmarkers die DNA-Menge durch Vergleich der Banden mit Banden bekanter
Konstrukte grob abgeschétzt werden (siehe Punkt 5.6.).

Das Gel wurde daher auf einen UV-Transilluminator gelegt, fotografiert und DNA-Banden
gegebenenfalls ausgeschnitten und daran anschlief?end aus dem Gel euiert (siehe Punkt
6.1.2.3.).
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6.1.2.2. Plasmid-Minpriparation

Die Plasmid-Miniprgparation wurden mit Hilfe des Fertigkits Nucleospin Marchery-Nagel
(Diren) nach Angaben des Herstellers durchgefiinrt. Je 2 ml einer 5 ml Ubernachtkultur
wurden in einem Eppendorf-Gefald bel 11000 x g 30 sek lang zentrifugiert. Das am Boden des
Gefél3es gebildete Bakteriensediment wurde mit 250 pl der Lésung A 1 resuspendiert. Zu der
gesammelten Bakteriensuspension wurden 250 pl Losung A2 zugesetzt und vorsichtig durch
invertieren gemischt, um die Bakterien alkalisch zu lysieren. Diese Lyse durfte finf Minuten
nicht dberschreiten und wurde durch Zugabe von 300 pl Lésung A3 terminiert. Durch diese
pH-Neutralisierung entstand ein weif3er Niederschlag aus Proteinprézipitaten, chromosomal er
DNA und anderen Zellbestandteilen. Die anschlief3ende Zentrifugation bei 11000 x g fur 10
min trennte das Prazipitat von der DNA-haltigen Lésung. Der Uberstand wurde in ein
NucleoSpin Plasmid Gefal? Uberfuhrt, dasin ein 2 ml Auffanggefald platziert worden war. Bei
der anschlieffenden Zentrifugation (1 min, 11000 x g) wurde die DNA an das silicathaltige
Saulenmaterial gebunden und der dabel entstehende Durchflul verworfen. Das
Saulenmaterial wurde mit 500 pl auf 50°C erhitzte Losung AW und 600 pl Losung A4
gewaschen und jeweils 1 min bei 11000 g zentrifugiert. Anschliefend wurde das
Saulenmaterial durch eine weitere Zentrifugation von 2 min und 11000 x getrocknet. Um die
DNA zu eluieren, wurden 50 pl autoklaviertes Ampuwa auf die Saule pipettiert, nach der
Inkubation von 1 min fir 2 min 11000 x g zentrifugiert und das Eluat in einem 1,5 mi

Eppendorfgefal’ aufgefangen, in das zuvor die Nucleospin Saule plaziert worden war.

6.1.2.3. DNA-Gelextraktion

Aus einem préparativen Gel wurden die zu eluierenden DNA-Banden nach entsprechender
Ethidiumbromidanféarbung (Punkt 6.1.2.1.) mit Hilfe eines Skalpells herausgeschnitten. Die
DNA-Gelextraktion erfolgte mit Hilfe eines DNA-Extraktionskits (MBI Fermentas, St. Leon-
Roth) nach Anleitung des Herstellers. In 2 ml Eppendorfgefél3e wurde die DNA enthatende
Agarose gegeben, gewogen und sukzessive mit dem 4,5 fachen Gewichtsvolumen der
Bindel6sung und mit %2 Volumenanteil TBE-Konversionspuffer versehen. Zum Auflésen der
Agarose wurde das Gemisch in einem 55° C warmen Wasserbad unter mehrmaligem
Schitteln erwarmt. Anschlief3end wurden 5 pl Silikat-Puder zugegeben und der Ansatz unter
mehrmaligem Vortexen 5 min bei 55°C inkubiert. Die Suspension wurde 5 sek lang
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das erhaltene Sediment mit 3 x 500 pl eiskaltem
Waschpuffer resuspendiert, kurz zentrifugiert und der Uberstand jeweils verworfen. Daran
anschliefend wurde das Sediment 10-15 min luftgetrocknet und in 50 pl autoklaviertem
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Ampuwa aufgenommen. Das Eluat enthielt die DNA und konnte durch Zentrifugation vom
Silikat-Puder getrennt und anschlief3end in ein neues Eppendorfgefa? pipettiert werden. Zur
Kontrolle und gegebenenfalls zur Bestimmung der Quantitat wurden 3 pl der DNA zusammen
mit einem GréRen- und Mengenmarker auf ein Agarosegel aufgetragen (siehe Punkt 5.6.)
oder eine Absorptionsmessung durchgefihrt (siehe Punkt 6.1.2.4.).

6.1.2.4. Bestimmung der DNA—Konzentration
Die Konzentration von DNA -L6sungen wurde durch Absorptionsmessungen im UV-Bereich

bei 260 nm bestimmt. Eine Quarzkiivette mit 500 pl Ampuwa wurde als Nullwert verwendet.
Als Richtwert fir die Konzentrationsbestimmung gilt fir DNA: 1 OD2so nm entspricht
50 pg/ml.

Eine Alternative zur photometrischen Bestimmung ist der Einsatz eines Grolen-Markers auf
einem Agarosegel. 3 pl der zu bestimmenden DNA wurden parallel zu einem Grof3en-Marker
(Mass Ruler™ DNA Ladder) aufgetragen. Dieser konnte nicht nur zum Abschitzen der
Fragmentgrol3e, sondern auch zur anndhernden K onzentrationsbestimmung eingesetzt werden,

dadie Intensitét der Banden einen Riickschluss auf die DNA-Konzentration zul af3t.

6.1.2.5. Oligonukleotide

Die zur Sequenzierung und PCR eingesetzten Oligonukleotide wurden von MWG-Biotech
AG, Ebersberg bezogen. Die lyophilisierten Oligonukleotide wurden mit frisch
autoklaviertem Wasser in einer Ausgangskonzentration von 100 pmol/pl gelost. Diese
Stammlésung wurde durch Verdinnen mit Wasser auf 10 pmol/ul eingestellt. Die in dieser

Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind in Punkt 5.12. angegeben.

6.1.2.6. Polymerase-Kettenreaktion (PCR: polvmerase chain reaktion)

Die Polymerase-Kettenreaktion ermoglicht die spezifische in vitro-Amplifikation von DNA
und RNA (Saiki et a., 1985). Ein zentrales Element dieser Reaktion ist eine thermostabile
DNA-Polymerase, die ihre optimale Enzymaktivitéat bei 72°C besitzt. Mit Hilfe des Enzyms
und zweier gegenlaufiger, sequenzspezifischer Oligonukleotide werden wenige DNA -Kopien
exponentiell vermehrt.

Die Reaktion gliedert sich in repetitive Schritte: DNA-Denaturierungen (Initiation), DNA-
Oligonukleotid-Hybridisierungen  (Annealing) und  Oligonukleotidkettenverlangerung
(Elongation). Ein Zyklus wurde bis zu 30 mal wiederholt. Die Annealing-Temperatur kann
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mit einer Formel unter Beriicksichtigung der Basenzusammensetzung der Oligonukleotide
grob berechnet werden:

Tm=4Xx(G+C) +2x (A+T)- 2 (Suggset a., 1981)

Die zur DNA-Synthese bendtigte Zeit wahrend des Annealings berechnet sich nach der
Kapazitét der verwendeten Polymerase:

Fur Pfu: 500 Nukleotide/min + 30 sec

Fur Phusion und Inphusion: 1000 Nukleotide/30 sec

An ihrem 5Ende koénnen sich Erkennungssequenzen fir Hexanukleotid-spezifische
Restriktionsenzyme oder Nukleotide zum Einfligen einer Mutation befinden. Diese Basen
wurden bei der Berechnung der Oligonukleotid-Schmel ztemperatur nicht beriicksichtigt.

Ein typisches PCR-Mastermix bestand aus 5-10 ng DNA, je 1 ul 10 mM dNTP, Primer 5° und
3" und wurde mit autoklaviertem Ampuva zu einem Gesamtvolumen von 50 pl ergénzt.

In Abhangigkeit des zu synthetisierenden Produktes wurden unterschiedliche DNA-
Polymerasen mit entsprechenden Puffern und PCR-Protokollen eingesetzt.

6.1.2.6.1. Pfu-Polymerase
Die Pfu-Polymerase besitzt im Gegensatz zur Tag-Polymerase en effizientes

Korrektursystem (proofreading system), um die Einfuhrung von DNA-Mutationen zu

minimieren. Sie wird aus dem E. coli Pyrococcus furiosus isoliert.

Protokoll fiir die Pfu-Polymerase
Eingesetzt bei der Synthese der Klone:
 pPEGFP-N3-FGFR-EZD'"-Fc-His:

» pPEGFP-N3-N-Cadherin-EZD""-Fc-His:
* pEGFP-N3-N-Cadherin-EZD"V-Fc-His:

Initiation: 95°C 2min
Denaturierung : 95°C 30 sec
Annealing: Primer-spezifisch 30 sec
K ettenverlangerung: 72°C Produkt-spezifisch
terminierende Kettenverlangerung: 72°C 5min

10 x Puffer mit Magnesiumsulfat 5 pl
Pfu (2,5 units/pl): 0,5 ul
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6.1.2.6.2. Expand High Fidelity PCR System
Eine Enzymmischung aus Tag DNA Polymerase und Tgo DNA Polymerase erméglicht auf

der einen Seite durch Korrekturlesen eine Mutationsminimierung und auf der anderen Seite an
dem 3 -DNA-Ende die Synthese eines dT-Uberhangs, der eine Zwischenklonierung des
Amplifikats in den pGMT®-Vektor ermdglicht. Um zu Gberprifen, ob die Ligation in den
pGMT®-V ektor stattfand, wurde das ,, blue-white screening” verwendet (siehe Punkt 6.1.4.).

Protokoll fiir das Expand High Fidelity PCR System
Eingesetzt zur Zwischenklonierung der N-Cad-EZD'"" -c-DNA in pGMT®.

Initiation: 95°C 2min
Denaturierung: 95°C 30 sec
Annealing: Primer-spezifisch 30 sec
Kettenverlangerung: 72°C Produkt-spezifisch
terminierende Kettenverlangerung: 72°C 5min

10 x Puffer mit Magnesiumchlorid: 5 pl
Enzymmix (3,5 units/ul): 0,5 ul

6.1.2.6.3. Phusion und Inphusion-Polymerase

Eine neu entwickelte thermostabile DNA-Polymerase mit grof3en Vorteilen ist die Inphusion
Polymerase. Eine Pyrococcus-8hnliche Polymerase mit hohem Korrektursystem gewahrleistet
wie Pfu eine Vermeidung von Mutationen; eine DNA-bindende Domane ermdglicht eine
Fusion des Enzyms mit der DNA und garantiert so das lickenlose Amplifizieren
sekundarstrukturhaltiger DNA.

Protokoll fiir die Phusion-Polymerase und Inphusion-Polymerase
Eingesetzt bei der Synthese der V ektoren:

* pPEGFP-N3-Fc-His

* PEGFP-N3-FGFR-1 i EZD""-Fc-His

* pDsRed-C1-FGFR-1

* pPEGFP-N3-N-Cadherin EzZD"™"™V*Y" L""V*V_ Fc-His

* pPEGFP-N3-N-Cadherin
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Initiation: 98°C 30 s=c

Denaturierung: 98°C 10 sec

Annealing: Produkt-spezifsich 30 sec
Kettenverlangerung: 72°C Produkt-spezifisch
Letzte Kettenverlangerung: 72°C 5min

10 x GC-Puffer: 10 pl

Phusion-Polymerase (2 u/ul): 0,25 ul

6.1.2.6.4. Reverse-Transskriptase-PCR (RT-PCR)
Ziel der RT-PCR ist es mit reverser Transkription aus einzelstrangiger RNA DNA zu
gewinnen. Diese kann Uber ene daran anschlielende PCR vervidféltigt und

molekularbiologisch weiterverwendet werden. In der vorliegenden Arbeit wurde diese
Methode eingesetzt, um die Mutation der mit PEGFP-N3-FGFR-1(mu-EZD'""-Fc-His
transfizierten Zdlllinie zu Uberprifen (siehe Punkt 7.1.1.1.3).

Die Gewinnung der RNA erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit (Quiagen Hilden) nach Angaben
des Herstellers. Eine T25 Flasche mit konfluentem Zellrasen wurde wie in Punkt 6.2.3.
beschrieben trypsiniert, der Verdau durch Mediumzugabe gestoppt und die so erhaltenen
Zéellen in eéinem 15 ml Greiner-Rohrchen bei 900 rpm 5 min zentrifugiert. Das entstandene
Pellet wurde in 2 ml PBS gewaschen und zum Aufschlief3en der Zellen Uber Nacht bel —20°C
tiefgefroren. Am néchsten Tag wurde die aufgetaute Suspension zur Lysis der Zellen mit
350 pl RLT Puffer und 10 pl B-Mercaptoethanol (100 %) versetzt und 20 x durch eine 1 ml
Einmal spritze gezogen, um mit Hilfe der Scherkréfte die Zellen zu zerstéren und die RNA
freizusetzen. AnschlieRRend erfolgte eine Zugabe von 350 pl Ethanol 70 %. Der Uberstand des
Homogenats wurde auf eine Saule, die sich in einem 2 ml Gefal3 befand, pipettiert und kurz
zentrifugiert. Nach Verwerfen des Durchflusses wurde die Saule nacheinander mit 700 pl
RW1 Puffer, 2 x mit 500 pl RPE Puffer gewaschen und der dabel entstehende Durchfluss
verworfen. Nach einer 1 miniten Zentrifugation wurde das Gefald durch ein 1,5 ml
Eppendorf-Gefald ersetzt und die RNA durch Zugabe von 40 pl autoklaviertem Wasser und
einer Zentrifugation von 1 min eluiert. Aus dem Eluat wurden 5 pl fur den RT-PCR Ansatz
(siehe Master Mix 1) verwendet.

Hierzu wurde das Titan™ One Tube RT-PCR System (Boehringer-Mannheim) verwendet.
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Protokoll fiir die RT-PCR

Master Mix 1. Master Mix 2:

dNTP 10 mM: 1,0l PCR-Puffer mit MgZ+: 10
Primer vorwérts (20 pMol): 1,0 ul Enzymmix: 1y
Primer rickwaérts (20 pMol): 1,0 ul Autoklaviertes Ampuwa: 14 ul
DTT (0,1 M): 2,5l

RNase Inhibitor: 0,25 ul

Autoklaviertes Ampuwa 14,25 pl
RNA: 5ul

Die Mischung aus Master Mix 1, 2 und RNA ergaben insgesamt 50 pl. Die RT-PCR hatte

folgendes Temperaturprofil.

Reverse Transkription: 50°C 30 min
Initiation: 94°C 2 min
Denaturierung: 94°C 10 sec
Annealing: 56°C 30sec | 25x
K ettenverlangerung: 68°C 1 min
terminierende K ettenverléngerung: 68°C 7 min

6.1.2.7. Restriktionsanalyse von DNA

Die analytische Restriktionsanalyse wurde in einem Ansatzvolumen von 10-20 pl
durchgefihrt. Die eingesetzte Enzymmenge betrug nicht mehr as 1/10 des
Restriktionsansatzes, um den inhibierenden Effekt des darin enthatenen Glycerins auf die
Enzymaktivitdt zu vermeiden. Restriktionsenzyme erkennen palindromische Sequenzen, die
4-8 bp lang und in der Lage sind DNA gerade oder in Uberhdangenden Einzelstréngen zu
schneiden. Es entstehen dementsprechend ,, blunt ends* und ,, sticky ends®.

In einen Restriktionsansatz von 10 pl wurden 2-3 pg DNA, 3-5 U/ug DNA des bendtigten
Enzyms, 1 pl des vom Hersteller angegebenen 10fach Puffers gegeben und anschlief3end mit
sterilem Ampuwa zum gewinschten Volumen erganzt. Die Inkubationsdauer betrug
2 Stunden be 37°C. Der Redtriktionserfolg wurde mittels anschlief3ender
Agarosegelelektrophorese Uberprift. Falls ein DNA Fragment fur daran anschlief3ende
Ligations- bzw. Rekombinationsreaktionen bendtigt wurde, erfolgte ein entsprechender
praparativer Restriktionsverdau mit daran folgender Gel-Elektrophorese und DNA -Eluierung.
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Die in der Arbeit verwendeten Restriktionsenzyme sind in der folgenden Tabelle

zusammengefalit:
Enzym Erkennungssequenz Tabelle 1:
Agel (=BshTI) ACCGGT teprochents Erkemmaam s
BamH|I G|GATCC
Bgl Il A|GATCT
Dpn GA|(CH3)TC
Kpn | GGTAC|C
Pst | CTGCA |G
Pvull CAG|CTG
Xhol C|TCGAG

6.1.2.8. Ligation von DNA-Fragmenten
DNA-Fragmente wurden mit Hilfe einer T4-Ligase (Fermentas, . Leon, Roth) miteinander

verknupft. Auf diese Weise ist es moglich ein DNA-Fragment in einen linearisierten Vektor
einzubauen. Um eine Religation des linearisierten Plasmids zu verhindern, wurde der
Restriktionsverdau mit verschiedenen Restriktionsenzymen durchgefuhrt. Ein Ligationsansatz
hatte folgende Zusammensetzung:

100ng linearisierter Vektor

1l 10 x Ligase Puffer

1y T4-DNA-Ligase (3units/ul)
300ng DNA-Fragment
10 pl Endvolumen

Der Ligationsansatz inkubierte bei 16°C tiber Nacht im Wasserbad.

Um ein Amplifikat ligieren zu konnen, musste es zuvor an dessen glatten 5-Ende
phosphoryliert werden. Daher wurden 200-300 ng Amplifikat, 1,5 pul ATP (100 mM), 1 ul 10
x Puffer und 1,5 pl Polynukleotidkinase (PNK) mit sterilisertem Ampuwa auf en
Endvolumen von 10 pl erganzt und fir 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach Hitzeinaktivierung
(65 °C und 20 min) im Wasserbad wurde mit dem DNA -Fragment unter Zugabe von 0,5
pl ATP und 1 pl T4-Ligase Uber Nacht bei 16 °C eine Ligation durchgefihrt.
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6.1.2.9. Rekombination

Im Vergleich zur Ligation weist die Rekombination weniger Arbeitsschritte auf und bendtigt
daher einen geringeren Zeitaufwand. Die PCR-Primer wurden so konzepiert, dass sie zu dem
Vektor und zu der zu amplifizierenden DNA komplementére Sequenzen enthielten. Daher
musste nur noch der Vektor und nicht mehr das Insert durch Restriktionsverdau vorbereitet
werden.

Als Fixgrofe wurde fur das Insert eine Menge von 100 ng festgelegt. In einem molaren
Verhdtnis von 2:1 wurden das Insert und der Vektor in einem Gesamtvolumen von 10 pl in
ein Eppendorfgefald zusammenpipettiert, das bereits den entsprechenden Rekombinationsmix
enthielt. Dieser Enzymmix entsprach einer fertigen Mischung des BD InFusion™ PCR
Klonierungs-Kits (Clontech, Heidelberg). Im Anschluss an die Rekombination im Wasserbad
bei 42°C Uber 30 sec., wurden dem Ansatz 40 ul TE-Puffer zugegeben und dieser vorsichtig
gemischt. Daraus wurden 2,5 pl DNA zu 30 pl kompetenten E. coli Zellen gegeben. Die
Hitzeschocktransformation erfolgte wie unter 6.1.3. beschrieben. Dabei wurden statt 900 pl
LB-Medium 450 pl SOC-Medium verwendet.

Mit Hilfe der Rekombination wurden die DNA-Klone pDsRed-FGFR, pEGFP-N3-Fc-His,
PEGFP-N3-N-Cadherin-EzD""™*V*V_ | ""V*V_Fc.His und pEGFP-N3-N-Cadherin erstelt.

6.1.3. Hitzeschocktransformation

Fir Transformationen wurden MAX Efficiency® DH5a™ Competent Cells verwendet, die
bei —-80°C in 50 ul Aliquots gelagert wurden. Pro Transformationsansatz wurde 1 Aliquot auf
Eis aufgetaut, mit 1/5 des Ligationsansatzes gemischt und fir 30 min auf Eis inkubiert.
Anschlief3end erfolgte der Hitzeschock, indem der Ansatz fur 45 sec. in en 42°C warmes
Wassebad gehalten und anschlief3end wieder fur 5 min auf Eis inkubiert wurde. Nach Zugabe
von 900 pl LB-Medium erfolgte eine Inkubation fir 1 h bei 37°C im Rotationsinkubator
(200 rpm). Anschliel3end folgte eine 1 minltige Zentrifugation bei 5000 rpm und das
Verwerfen von 700 pl des Uberstandes. Im verbleibenden Volumen wurden die Bakterien
resuspendiert, auf eine LB-Agarplatte entsprechend der Antibiotikaresistenz des eingesetzten
Plasmids ausgestrichen, Uber Nacht bel 37°C inkubiert. Am folgenden Tag wurde von
gewachsenen Kolonien Flussigkulturen zur Plasmidpraparation angeimpft (siehe Punkt
6.1.1.1.; Punkt 6.1.2.2.).
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6.1.4. Blue-white-screening

Eine erfolgreiche Ligation zwischen dem Insert und dem pGMT®-Vektor wurde mit Hilfe
des , blue-white-screenings® Uberprift. Der pPGMT®-Vektor ist in der Lage mit Hilfe des
Enzyms [(-Galaktosidase den Zucker X-Gal zu spaten. Wird ein Insert in den Vektor
eingebaut, ist diese Fahigkeit nicht mehr gewahrleistet, da das Gen fir die B-Galaktosidase
unterbrochen wird und nicht mehr trandatiert werden kann. Bakterienkolonien mit
funktionsfahiger p-Galaktosidase erscheinen demnach auf einer X-Gal enthaltenen Platte
blau, digjenigen ohne diese enzymatische Fahigkeit sind weil3.

Daher wurden nur weil3e Kolonien einer DNA-Miniprgparation unterworfen (siehe Punkt
6.1.2.2.) und die daraus gewonnene Plasmid DNA mit Hilfe von Restriktionsenzymen
analysiert (siehe Punkt 6.1.2.7.).

6.1.5. Analyse positiver Klone durch Sequenzierung
Als positiv indentifizierte Plasmid-DNA wurde im Anschlu3 an die Restriktionsanalyse in

Gegenwart spezifischer Primer sequenziert. Hierzu wurden pro Sequenzierprimer 2 ug
Plasmid-DNA im Heizblock bei 65° C eingetrocknet und zur Sequenzierung zu MWG-
Biotech AG geschickt (https.//ecom.mwgdna.com/register/index.tcl.). 10 pl (10 pmol/ul) von
MWG bereitgestellte Primer wurden dem Sequenzierungsauftrag beigefigt. Die Analyse
groferer DNA-Fragmente erfolgte durch Uberlappende Sequenzierung. Die erhatenene
Sequenz konnte mit Hilfe der Internetadresse http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ mit
anderen Sequenzen verglichen, identifiziert und auf Mutationen Uberprift werden.

Diefir die Sequenzierung verwendeten Primer sind unter Punkt 5.12.2. aufgefihrt.

6.2. Zellkultur

6.2.1. Sterilisierung von Glasmaterialien und Losungen

Glasmaterialien wurden in trockener Hitze bei 180-200°C Uber einen Zeitraum von 4 Stunden
sterilisiert. Losungen und Nahrmedien wurden in feuchter Hitze bel 2 bar/120°C autoklaviert.
Thermolabile Losungen wurden durch Sterilfiltration (Porengrof3e des Filters 0,2 um) von
Keimen befreit.

6.2.2. Ndhrmedien

Die Kulturzellen wurden in dem fur sie geeigneten Kulturmedium in Kulturflaschen der
Grole T 25 bzw. T 75 bei 37°C, 80 % Luftfeuchtigkeit und 5 % Kohlendioxid gehalten. Die
Wildtyp-CHO-Zellen und transfizierten CHO-Zellen wurden in aMEM-Medium (o modified
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Eagles medium) mit 10 % FCS (fetales Kalberserum) und 50 U/ml Penicillin/Streptomycin
kultiviert.

Endothelzellen, die NCAM in den Uberstand sezernierten, wurden in GMEM-Medium
(Glasgow modified Eagle medium) mit 10 % FCS, 1 % essentieller Aminoséurel 6sung, 20 ml
NCAM-Mix (siehe 5.5) und 50 U/ml Penicillin/Streptomycin kultiviert.

PC12-Zellen (Phaeochromocytom-Zellen) wurden in DMEM-Medium (Dulbeccos modified
Eagles medium) mit 10 % Pferdeserum, 5 % FCS, 50 U/ml Penicillin/Streptomycin und
110 mg Pyruvat/500 ml Medium kultiviert.

Endothelzellen, die L1 in den Uberstand sezernierten, wurden in DMEM-Medium mit 10 %
FCS und 50 U/ml Penicillin/Streptomycin kultiviert.

Das Medium wurde jeweils als Pulver in Ampuwa gel0st, durch Zugabe von
Natriumhydrogencarbonat gepuffert (pH 7,5), steril filtriert und Uber Monate bel 4°C gelagert.
Vor Gebrauch wurden 450 ml des Mediums mit 10 % FCS und mit je 50 U/ml Penicillin-
G/Streptomycin supplementiert.

Cerebellare Kornerzellen wurden in BME-Medium kultiviert. Die Supplementierung dieses
Mediumsist unter Punkt 5.5. aufgefihrt.

6.2.3. Standardzellkultur

Um Zellen kultivieren zu kénnen, bedarf es unterschiedlicher Kulturgefélde. In dieser Arbeit
verwendete Gefélde sind auf Seite 59 aufgefihrt. CHO-Zellen wurden bei 90-100 %iger
Konfluenz je nach Bedarf in einem Verhdtnis von 1:20 bis 1:50 gesplittet und zur
Kultivierung in T 25 Flaschen in dem fur sie geeignetem Medium gehaten. Bel stabil
transfizierten CHO-Zéllen erfolgte eine Zugabe von 40 pl G418/ml. Wurde fur Versuche eine
abweichende Zellzahl benttigt, erfolgte die Aussaat auf Deckglaschen in Petrischalen
(Durchmesser 2,5 cm), in 96 oder 6 well-Platten und T 75 Flaschen. PC12-Zellen wurden in
einem Verhdtnis von 1:3-1:5 gesplittet. Bei ihnen wurde darauf geachtet, dass kein
konfluenter Zellrasen entstand, da sich die Zellen bereits vor dem Abtrypsinieren von der
Flasche 16sen. Daher erfolgte das Splitten schon bel einer Zelldichte von ca. 80 %.

Zum Splitten der Zellen wurde zundchst das Medium entfernt und die Zellen mit PBS
gewaschen. Anschlie?end wurden die Zellen durch Zugabe von Trypsin von der Flasche
gelost. Der Verdau der Zellen in Gegenwart von Trypsin wurde durch Mediumzugabe
verhindert. Die gut resuspendierten Zellen wurden auf die entsprechenden Geféle im

geeigneten Verhdltnis aufgeteilt. Diese Vorgehensweise wurde zwei bis drei Mal pro Woche
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wiederholt. Die Morphologie und Konfluenz der Zellen wurde stets im

Phasenkontrastmikroskop beurteilt.

Kulturgefall | Grundfliche | Mediummenge Trypsinmenge
96 Well 0,32 cm? 200 pl 50 ul
12 Well 3,83 cm? 1mi 300
6 Well 94 cm? 2ml bzw. 3 ml 500 pl
T25 25 cm* 5 ml bzw. 10 ml 1,5ml
T75 75 cmf 10 ml bzw. 20 ml 3 ml

Tabelle 2: Angabe der verwendeten Kulturgefal3e unter Angabe der Grundflache und davon abhénigen
Medium- und Trypsinmenge.

6.2.4. Cerebellire Kornerzellkultur

Kornerzellen gehtren zu den Neuronen, die sich as letzte im ZNS differenzieren. Da ihre
Reifung erst nach der Geburt abgeschlossen wird, wurden diese Zellen aus dem Kleinhirn
von 5-6 Tage aten Méausen oder 7-8 Tage alten Ratten isoliert. Durch Zugabe von Arabinosid
C 24 h nach der Praparation kann eine unerwinschte Proliferation von nicht neuronalen
Zellen wie beispielsweise Fibroblasten und ein Uberleben der Purkinje-Neurone verhindert
werden. Die so hergestellten Kulturen bestanden aus einigen GABAergen Interneuronen,
Astrozyten und zu mehr als 90 % aus Kdrnerzellen.

Kornerzellen beginnen ihren Entwicklungsprozess 1-2 Tage nach der Préparation durch
Axon- und Dendritenbildung und sind in weniger as einer Woche vollsténdig differenziert. Je
langer die Zellen kultiviert werden, desto hoher ist die Apoptose. Letztere kann durch eine
ansteigende Kaliumionenkonzentration von 5 mM auf 25 mM verringert werden. Es wird
angenommen, dass der depolarisierende Effekt auf die Neuronenzellmembran in vivo das
erste Innervieren der Kornerzellen mit glutamatergen Moosfasern immitiert (Carafoli et al.,
1999).

In der folgenden Préparationsmethode wurden Lésungen verwendet, die unter Punkt 5.5.
aufgefuhrt sind. Die cerebelléren Kornerzellen wurden nach folgendem Protokoll isoliert:

5 Méause wurden mit einer Schere gekopft und ihre Kopfe mit 70 %igem Isopropanol
bespriint, um eine Kontamination der Kultur mit Pilzen und Bakterien zu verhindern.
Anschlief3end erfolgte die Entfernung des Fells, der Ka otte und die Entnahme des Kleinhirns,

Dieses wurde sofort zur Versorgung der Zellen in 5 ml der Losung 1 gegeben. Um



Verunreinigungen der Kornerzellkultur durch meningale Zellen zu verhindern, wurden unter
dem Lichtmikroskop die Meningen mit Hilfe einer Pinzette entfernt.

Unter der Sterilbank wurden die Kleinhirne mit einem Skalpell zerhackt, in die restlichen
10 ml der Losung 1 gegeben und 3 min lang bel 900 rpm zentrifugiert. Anschlief3end wurde
der Uberstand verworfen, das Pellet mit 7 ml Trypsinlésung aufgenommen und in eine
Petrischale mit einem Durchmesser von 6 cm Uberfuhrt. Der darauf folgende Gewebeverdau
erfolgte 13 min lang im Brutschrank unter gelegentlichem Schiitteln. Unter Zugabe von 7 ml
der Losung ,Verdinnt® wurde der Verdau gestoppt. Anschlief3end wurde die Gewebe-
suspension in ein 15 ml Greiner Réhrchen pipettiert und 3 min lang bel 900 rpm zentrifugiert.
Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das entstandene Zellpellet mit 2 ml Inhibitorl 6sung
aufgenommen und durch 25 x Auf- und Abziehen in einer Pasteurpipette zerkleinert. Eine
Trennung zwischen dem verbleibenden Gewebe und den in feiner Suspension befindlichen
Nervenzellen erfolgte durch 10 min Sedimentation. Die Kdrnerzellsuspension wurde vom
Sediment abpipettiert und in 3 ml Losung ,Cacium” gegeben. Das zuriickbleibende
Gewebesediment wurde mit 2 ml Inhibitorlésung versehen und wiederum 25 Mal durch die
Pasteurpipette pipettiert. Nach einer weiteren Sedimentation von 10 min wurde der Uberstand
Zu der bereits erhaltenen Kornerzellsuspension gegeben. Um die Nervenzellen zu erhaten,
erfolgte 10 min lang eine Zentrifugation von 900 rpm. Nach Verwerfen des Uberstandes
konnten die Nervenzellen in Medium aufgenommen, in einer Zelldichte von 250.000
Zellen/cm? ausgesaht und in den Brutschrank gestelIt werden.

Um das Verhaten von Kornerzellen in Gegenwart ausgewahlter Proteine zu untersuchen,
wurde das zu analysierende Protein in einer Konzentration von 5 ng/ml zu den Kulturzellen in
eine Petrischale (Durchmesser 3 cm) mit vier Poly-L-Lysin beschichteten Deckglaschen
gegeben. Nach 24 Stunden wurden die Zellen mit PBS gewaschen, 1 min lang mit eiskaltem
Methanol fixiert und fur die Fluoreszenzmikroskopie wie unter Punkt 6.4.1. beschrieben
behandelt.

6.2.5. Poly—L-Lysin behandelte Deckglischen

Deckglaschen mit einem Durchmesser von 12 mm wurden in Alufolie verpackt im Sterilisator
Uber 4 h bei 180°C sterilisiert. Vier Deckglaschen wurden in eine Petrischale mit 3 cm
Durchmesser gegeben und anschlielend mit ener Poly-L-Lysin Losung (1mg/100ml
Ampuwa) bedeckt. Diese konnte nach einer Beschichtungszeit von 30 min entfernt werden.

Da Poly-L-Lysin cytotoxisch ist, wurden die Deckglaschen 3 x 5 min mit PBS gewaschen.
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6.2.6. Kryokonservierung von Zellen

Stabil transfizierte Zdllinien konnen bel langerer Kultivierung und hoherer Passagenzahl
ihren Charakter beispielsweise durch Verdnderung ihres Genoms und ihrer Morphologie
verandern. Um diesen Veranderungen vorzubeugen, ist es sinnvoll, zu Beginn der
Zdllinienentstehung moglichst viele Zellen einzufrieren, um bei Bedarf auf niedrigere

Passagenzahlen zurtickgreifen zu kénnen.

6.2.7. Einfrieren von Zellen

Die Kulturzellen wurden wie unter Punkt 6.2.3. beschrieben von der Kulturflasche abgel ost
und bei Raumtemperatur 5 min lang bei 900 rpm zentrifugiert. Das Zellsediment wurde pro
Kryoréhrchen mit 800 pl 10 % FCS/10 % DM SO versetztem Kulturmedium versehen, Uber
2 Tage lang in eine Einfrierbox bei — 80°C zwischengelagert und schliefdlich in fllsssigem
Stickstoff bis zur Wiederverwendung aufbewahrt. Aus einer T 75 Flasche konnten drei, aus
einer T 25 konnte ein Kryorohrchen gewonnen werden. Um zu kontrollieren, ob das
Einfrieren der Zellen gelungen war, wurde von jeder Einfriercharge vor dem Lagern in

flUissigem Stickstoff ein Kryoréhrchen zur Probe aufgetaut.

6.2.8. Auftauen von Zellen

Zum Auftauen der Zellen wurde in das Kryoréhrchen vorsichtig Medium pipettiert und die
aufgetauten Zellen in ein mit 10 ml Medium gefilltes Greinerroréhrchen gegeben.
AnschlieRend erfolgte eine Zentrifugation fur 5 min bei 900 rpm. Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet in 2 ml Medium aufgenommen, in einer mit Medium gefillten
T 25 Flasche resuspendiert und Uber Nacht im Brutschrank inkubiert. Am folgenden Tag
wurden die toten Zellen durch Mediumwechsel entfernt. Wichtig ist es beim Auftauen der
Zellen zlgig zu arbeiten, um das zelltoxische Einwirken von DMSO auf die Zellen zu

vermeiden.

6.2.9. Transiente Transfektionen von Zellen

Transiente Transfektionen adharenter Zellen wurden mit Effectene™ (Quiagen, Hilden) nach
Angaben des Herstellers durchgefihrt.

Die Zelen wurden in 6-Well-Platten ausgesdht und bel einer Dichte von 70-80 % nach
folgendem Schema transfiziert: 1 pg DNA (=10 pl DNA einer Plasmid-DNA-
Miniprgparation) wurden mit 150 pl EC-Puffer und 16 pl Enhancer versehen. Der Ansatz

wurde durch kurzes Vortexen gemischt, abzentrifugiert und 5 min bei Raumtemperatur
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inkubiert. Anschlief3end wurden 20 ul Effektene zugegeben, durch kurzes V ortexen gemischt,
abzentrifugiert und fir 10 min bel Raumtemperatur inkubiert. In der Zwischenzeit wurde von
den zu transfizierenden Zellen das Medium entfernt. Anschlief3end wurden sie mit 5 ml PBS
gespult und mit 1.6 ml frischem Medium versehen. Nach der Inkubationszeit wurden zum
Reaktionsansatz 600 pl Medium gegeben. Dieses Gemisch wurde auf die Zellen pipettiert,
vermischt und anschlief3end Gber Nacht im Brutschrank inkubiert.

Kodierte das zur Transfektion eingesetzte Plasmid fur ein GFP oder DsRed-Fusionsprotein,
konnte am néchsten Tag die Effizienz der Transfektion anhand der Anzahl GFP- bzw. DsRed-
fluoreszierender Zellen analysiert werden.

Da das eingetzte pEGFP-N3 mit Ausnahme des Klons pEGFP-N3 N-Cadherin vor dem zu
kodierenden GFP ein Stopcodon besitzt, konnte das GFP nicht gebildet und somit keine
Fluoreszenzanalyse bzw. keine Selektionierung mit dem FACS (Fluoreszenz activated cell
sorter) Gerét stattfinden (siehe Punkt 6.2.10.). Um dennoch einen Einsatz des FACS Gerétes
zu ermdglichen, fand eine Kotransfektion mit dem zu transfizierenden Plasmid und einem
kodierungsfahigen pEGFP-N3 im Verhaltnis 1:10 statt.

6.2.10. Generierung von stabilen Zellklonen
Im Gegensatz zu transient transfizierten Zellklonen besitzen stabile Zellklone das transfizierte

Plasmid nicht extrachromosomal, sondern integriert im Genom. Es bleibt daher auch bel
Zdllteilungen erhalten. Es entsteht eine Zelllinie, die das gewtinschte Produkt kontinuierlich
exprimiert. In dieser Arbeit wurden stabile Zellklone hergestellt, die das gewiinschte Protein
ausschliefdich in das Medium sezernierten.

Um eine stabile Zelllinie zu erhalten wurden CHO-Zellen wie unter Punkt 6.2.9. beschrieben
transfiziert. Anschlief3end erfolgte eine Zugabe von 40 pl/ml des Antibiotikums Geniticin
(G418), um die nicht transfizierten Zellen, die keine Antibiotikumresistenz besitzen, abtéten
zu konnen. Da die Entfernung der nicht transfizierten Zellen nicht vollstandig méglich war,
wurden die Zellen von dem 6-Well auf eine T 25-Flasche gesplittet und anschlief?end eine
Verdiinnung errechnet, die pro 96-Well einer Zelle entsprach. Diese Methode wurde nur bel
den Zelllinien pEGFP-N3-N-Cadherin EZD"V-Fc-His und pEGFP-N3-FGFR-EZD'""-Fc-His
durchgefihrt, dain diesen Féllen keine K otransfekion vorgenommen worden war.

Dagegen wurden Zelllinien pEGFP-N3-N-Cadherin-EZD""-Fc-His, pEGFP-N3-FGFR-1-
EzD""-Fc-His, pEGFP-N3-N-Cadherin-EzZD"""™*V*V+L""V*V_Fc-His und pEGFP-N3-Fc-His
durch Kotransfektionen der entsprechenden Expressionskonstrukte mit pEGFP-N3 und
praparativem FACS erhalten.
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Zeigten diese Einzelklone im Fluoreszenzmikroskop eine durchgehende Fluoreszenz, wurden
sie auf 6-Well-Platten umgesetzt und bezlglich ihrer Expression des gewiinschten Produktes
mit Hilfe von Immunfluoreszenz und Immunoblot analysiert.

Fals kein Klon eine durchgehende Fluoreszenz aufwies, wurden mehrere Klone mit hoher
Fluoreszenz und Produktivitdt ermittelt, Uber mehrere Wochen in Kultur gehalten und
weiterhin mit Hilfe eines Zellschabers nach folgendem Prinzip vorselektioniert: In eine T 175
Petrischale wurden Zellen im Verhdtnis 1:30 ausgeséht und unter dem Fluoreszenzmikroskop
betrachtet. Nicht transfizierte Zellen wurden unter sterilen Bedingungen von griin leuchtenden
Zdlkloninseln mit Hilfe eines Zellschabers so gut wie moglich entfernt. Anschlief3end wurde
auf den verbleibenden Zellklon ein steriler Ring (Durchmesser 0,5 cm) gelegt, der Zellklon
wie unter Punkt 6.2.3. beschrieben abtrypsiniert und in eine 6-Well-Platte Gberfihrt. Der Klon
wurde mit Hilfe des FACS selektioniert und seine Konfluenz und Produktivité mittels
Fluoreszenz und Immonoblot untersucht. Diese Methode wurde insbesondere bei der Zélllinie
PEGFP-N3-FGFR-1y-EZD""-Fc-His angewendet.

Der Klon mit der besten Expressionsrate wurde schlief3lich kryokonserviert.

6.2.11. Herstellung eines Zelllysats
Fur die Herstellung eines Zelllysates wurden die Zellen eines 6-Wells mit PBS gewaschen,

mit 150 pl Probenpuffer versehen, mit Hilfe eines Zellschabers von der Platte gekratzt und in
ein 1,5 ml Eppendorfgefda? pipettiert. Das Lysat wurde 5 min. lang zusammen mit einer
Spatelspitze DTT bei 90°C im Thermocycler aufgekocht und anschlief3end die Expression des

gewlnschten Proteins im Immunoblot untersucht.

6.3. Biochemie

6.3.1. SDS-Polvacryvlamid-Gelelektrophoerese (SDS-PAGE)
Proteine kdnnen entsprechend ihres Molekulargewichtes mit Hilfe der SDS-Polyacrylamid-

Gelelektorphorese analysiert werden, indem sie in Gegenwart eines Uberschusses an
Natriumdodecylsulfat ~ (Sodium-Dodecyl Sulfat, SDS) und Denaturierungsreagenzien
elektrophoretisch ladungseinheitlich werden. Das negativ geladene SDS lagert sich an die
Proteine, kompensiert ihre positive Ladung und fuhrt dazu, dass nach Anlegung einer
Spannung die Proteine mit konstanter Ladung/Masseneinheit zur Anode wandern. Das Prinzip
der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde von Laemmli (1970) beschrieben.

Zwischen zwei Glasplatten, die voneinander durch 1 mm grof3e Abstandshalter getrennt und

in eine Halterung eingespannt waren, wurde ein Flachbettgel, das aus einem Sammel- und
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Trenngel bestand, gegossen. Die Polymerisierung der Gele wurde durch Ammoniumpersulfat
(APS) und durch Tetramethylendiamin (TEMED) katalysiert. Bei Proteinen mit einem hohen
Molekulargewicht wurde ein 7,5 %iges, bei Proteinen mit einem niedrigen Molekul argewicht
ein 10 %iges Trenngel gegossen. Nach dessen Polymerisation folgte das 5 %ige Sammelgel,
in das zur Formung der Taschen ein Taschenkamm eingesetzt wurde. Nach Polymerisation
des Geles wurde der Kamm entfernt. Es konnten die Proben, die im Verhéltnis von 1:3 mit
dreifach konzentriertem Probenpuffer und Dithiothreitol (DTT) versehen und zuvor 5 min
lang bel 90° C im Thermocycler aufgekocht worden waren, in die Taschen pipettiert werden.
Damit die Probe in die Tasche sinkt, enthélt der Probenpuffer zur Erhéhung der Dichte
Glyzerin. Das visuelle Verfolgen des Auftrags- und Elektrophoreseprozesses erleichterte der
im Probenpuffer enthaltene Farbstoff Bromophenolblau. Um das Zuordnen der Proteinbanden
zu ermoglichen, wurde prinzipiell ein GrolBenmarker mit auf das Gel aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgte in 1 x Elektrophoresepuffer, im Sammelgel bei einer Spannung von
80 V, im Trenngel bis zu 150 V. Sie war beendet, wenn die durch den Puffer markierte
Lauffront (Bromophenolblaubande) aus dem Gel herausgelaufen war. Anschlief3end erfolgte

eine Anférbung der Proteine durch Coomassie oder einen Immunaoblot.

6.3.2. Firben eines SDS-Gels mit Coomassie® Brilliant Blau

In saurer Losung werden ale Proteine positiv geladen, fixiert und an den Farbstoff
Coomassie” Brilliant Blau gebunden. Mit dieser Farbemethode lassen sich Proteine ab einer
Menge von 100 g nachweisen.

Daher wurde im Anschlu an die Elektrophorese das Sammelgel verworfen und das
verbleibende Trenngel fir 30 min in Coomassie”® Brilliant Blau gelegt. Nach Entfernen der
Farbstofflésung wurde es zum Entfarben in Wasser, das mehrmals gewechselt wurde, Gber
einen Zeitraum von mehreren Tagen gegeben. Anschliefend wurde das Ge  zur

Dokumentation zwischen zwei Lagen Einmachfolie [uftblasenfrel zum Trocknen aufgespannt.

6.3.3. Elektrotransfer von Proteinen aus SDS-Gelen auf eine Nitrocellulosemembran

(Immunoblott, Westernblot)
Nach der Auftrennung der Proteine in der SDS-PAGE wurden die Proteine aus dem Gel mit

Hilfe enes  habtrockenen  Elektroblotverfanrens auf  eine  absorbierende
Nitrocellulosemembran transferriert (Kyhse-Anderson, 1984).

Hierbei wurde das Gel Iuftblasenfrei im Blotpuffer auf eine Nitrocellulosemembran
positioniert und unterhalb des Gels und oberahlb der Membran drel Lagen von gleichgrof3en
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Filterpapieren gelegt. Anschlief3end wurde ales so in eine Blotkammer gelegt, dass sich das
Gel auf der Kathodenseite und die Nitrocellulose auf der Anodenseite befand. Da der
Proteintransfer in Richtung Anode erfolgte, gelangten die Proteine Uber einen Zeitraum von
15 h be ener Stromstirke von 42 mA, entsprechend 0,8 mA pro cm?, auf die
Nitrocellulosemembran. Um die einzelnen Laufspuren mit ihren Proteinen vonenander
unterscheiden zu koénnen, wurde die Nitrocellulose nach vollendetem Transfer 2 min in
Ponceau-L dsung gegeben und anschlief3end vorsichtig mit demineralisiertem Wasser entfarbt.
Die Spuren konnten mit Blestift nummeriert und gegebenenfals mit dem Skalpell

voneinander getrennt werden.

Aufbau einer Blotkammer

Graphitdeckel der Laufkammer (Kathode)
3 Filterpapiere

SDS-Polyacrylamidgel

Nitrocellulosemembran

3 Filterpapiere
Graphitboden der Laufkammer (Anode)

6.3.4. Westernblot-Analyse
Mit Hilfe der Westernblot-Analyse konnen durch Einsatz von spezifischen Antikorpern

Proteine auf der Nitrocellulosemembran nachgewiesen werden. Die so entstandenen Antigen-
Antikorper-Komplexe konnten in Gegenwart eines entsprechenden POX-markierten 2.
Antikérpers durch die Umsetzung eines Chemilumineszenzsubstrates und durch Anféarbung
eines Rontgenfilms visualisiert werden. Um zu verhindern, dass der PrimérantikGrper an
unspezifische Bindungsstellen bindet, wurde die Nitrocellulose zuvor Uber einen Zeitraum
von mindestens 2 Stunden mit 5 % Magermilchpulver in PBS+0,05 % Tween 20 blockiert.
Die anschlief3ende Inkubation des Primérantikorpers, der in 5 % Magermilchpulver und
PBS+0,05 % Tween 20 gel6st war, erfolgte Uber Nacht bel 4°C und Rotation (200 rpm). Am
nachsten Tag wurde die Membran 3 x 5 min in PBS+0,05 % Tween 20 gewaschen.
Anschlief3end folgte Uber einen Zeitraum von 45 min die Inkubation des Sekundérantikorpers,
der in 5 % Magermilchpulver in PBS+0,05 % Tween 20 gel0st war. Der Sekundéarantikorper
ist gegen den Fc-Teil des Piméarantikorpers gerichtet und an eine Peroxidase gekoppelt.
Nachdem 3 x 5 min mit PBS+0,05 % Tween 20 gewaschen worden war, konnte mit Hilfe

von ECL- (enhance chemiluminescence) Losungen die Detektion nach folgendem Prinzip
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erfolgen: In eine 1:1 Mischung der beiden ECL-L6sungen wurde die Nitrocellulose 1 min
eingetaucht, auf eine Rontgenfilmkasette gegeben, mit Klarsichtfolie tberdeckt, an den Ecken
markiert und schliefdlich mit einem Rontgenfilm abgedeckt. Die Exposition erfolgte Uber eine
Zeitspanne von wenigen Sekunden bis zu 20 min. Der Film wurde 1 min in den Entwickler
getaucht, kurz mit Wasser abgespilt und anschlief3end in ein Fixierbad gegeben. Um das

Molekulargewicht der einzelnen Banden feststellen zu kdnnen, wurde der GrolRenmarker auf
den fertig entwickelten Rontgenfilm Gbertragen.

6.3.5. Dot-Blot-Analvse

Fir Proteinbindungsstudien wurde der Dot-Blot verwendet. Eine Nitrocellulosemembran
wurde kurz in PBS eingetaucht und auf die Unterseite eines Filtrationsapparates gelegt. In die
auf der Oberseite der Apperatur befindlichen runden Aussparungen wurde en zu
untersuchender Proteinbindungspartner, der in einem geeigneten Puffer gelost worden war,
auf die Nitrocellulosemembran getropft und anschlief3end die Apperatur fest verschlossen.
Auf der Unterseite der Blotkammer wurde eine Wasserstrahlpumpe angeschlossen und durch
den verursachten Unterdruck die Probe auf die Nitrocellulosemembran Ubertragen. Um zu
gewéhrleisten, dass alles Protein auf der Nitrocellulose immobilisiert worden war, wurde
anschlieffend 3 x mit 200 pul HBSS gewaschen und das Protein mit Ponceau-L6sung
angeférbt. Die Entfarbung des Blots erfolgte durch Waschen in PBS. Anschlief3end erfolgte
Uber einen Zeitraum von mindestens 2 Stunden eine Absttigung der unspezifischen
Bindungsstellen mit 5 %iger Magermilch geldst in PBS 0,05% Tween 20. Der mobile Ligand
(PEGFP-N3-FGFR-1-EZD""-Fc-His/pEGFP-N3-FGFR-1-EZD""- Fc-His,i o pPEGFP-N3-

FGFR-1mu-EZD'""-Fc-Hiswio) wurde in einer 5 %igen Magermilchlésung in  der
Konzentration ¢ = 10 pg/ml gelést. Die Nitrocellulosemembran wurde in eine Folie
eingeschweist, mit der entsprechenden Proteinlsung Uberschichtet und fur 2 Stunden bei 200
rpm und 37°C inkubiert. Die Entfernung des nicht gebundenen Proteins erfolgte durch kurzes
Eintauchen der Nitrocellulosemembran in PBS. Die Wahl des Primér- und
Sekundéarantikorpers richtete sich nach der Art des mobilen Bindungspartners. Die Inkubation

des Antikorpers und der anschlief3ende Protokollverlauf erfolgte wie unter Punkt 6.3.4.
beschrieben.
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6.3.6. Proteinaufreinigcung

Proteine, die in dieser Arbeit generiert wurden, bestanden aus einer EZD des entsprechenen
Membranproteins, auf die der Fc-Teil des humanen 1gGs und eine Hexahistidin-Gruppe folgt.
Um zu verhindern, dass Immunglobuline aus dem Serum von Protein-A gebunden werden,
wuchsen die stabil transfizierten CHO-Zellen in einem Medium auf, dessen Serum
Immunglobulin reduziert war. Die Zellen wurden auf T 175 Petrischalen ausgeséht, Uber
einen Zeitraum von 3 Tagen im Brutschrank kultiviert, ihr Mediumiberstand gesammelt und
fur einen weiteren Tag mit frischem Medium versorgt. Die beiden Mediumfraktionen wurden
jeweils mit folgenden Proteaseinhibitoren pro 100 ml versehen: 100 pl Aprotinin, 70 pl
Pepstatin, 50 pl Leupeptin. Anschlieffend wurde das Medium zuerst 5 min bei 900 rpm bei
Raumtemperatur und darauf folgend mit 10 min bei 5000 rpm bei 4°C zentrifugiert.

Die Proteinaufreinigung erfolgte mit Hilfe der Protein A-Affinitdtschromatographie. Die
Aufreinigung mit Hilfe der NTA-Nickelsaule wurde nicht durchgeftihrt.

6.3.7. Protein-A-Affinititschromatographie

Protein-A stammt aus dem Bakterium Staphylococcus aureus. Die Aufreinigung Uber Protein-
A ist méglich, da sich der Fc-Teil im leicht akalischen Milieu des Mediums reversibel an
Protein A bindet und sich diese Bindung bei pH-Erniedrigung 10st.

Die Protein-A-Affinitétschromatographie wurde mit Hilfe einer Saule durchgeftihrt. Diese
bestand aus einer 2,5 ml Spritze, in die 1 ml Protein A-Agarose gefillt war. Um ein Auslaufen
zu verhindern, wurde die Spritze Uber- und unterhab der Agarose mit einer Fritte
verschlossen. Anschlief3end wurde die Saule mit 20 ml HBSS &quilibriert und mit ca. 1 | des
gesammelten Mediums beladen. Der Durchfluss wurde auf verbleibende Reste des
aufzurei nigenden Proteins mit Hilfe des Immunablots untersucht. Da das gesamte Protein von
der Protein-A-Agarose gebunden werden konnte, wurde der Durchfluss verworfen. Um die
Protein A-Agarose von Medium zu befreien, wurde sequentiell mit 20 ml HBSS gesptilt und
mit 3x1 ml 20 mM Natriumcitrat-Losung pH 5 gewaschen. Schliefdlich erfolgte die Elution
des Fusionsproteins, indem 8 x 0,5 ul 20 mM Natriumcitrat-Losung pH 2,4 auf die Saule
gegeben wurde. Das Eluat wurde jeweils in 1 bzw. 0,5 ml Aliquots aufgefangen, vorsichtig
mit 7 bzw. 15 yl 2 M Natriumcarbonat-Lésung neutralisiert und der pH mittels eines
Lackmuspapiers Uberprift. Falls der pH-Wert zu basisch geraten war, wurde dies durch
Zugabe von 1 N HCI ausgeglichen. Anschlief3end wurden die Proben so schnell wie méglich
wie unter Punkt 6.3.9. beschrieben diaysiert.
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6.3.8. Gewinnung von Proteinen durch Lyse der CHO Zellen

Dieses Verfahren wurde bei der Fc-Zelllinie angewendet, da diese das Protein nicht in das
Medium sezerniert. Die Zellen wurden auf 10 Petrischalen mit einer Grundfléche von
9,4 cm? ausgesit und 3 Tage lang im Brutschrank inkubiert. Nach diesem Zeitraum wurde das
Medium entfernt, die Zellen 2 x mit PBS gesptilt und mit Hilfe eines Zellschabers in 500 pl
Lysepuffer + 0,05 % Tween 20 pro 10" aufgenommen und in 2 ml Eppendorf-Gefale
pippetiert. Das Aufschlief3en der Zellen erfolgte durch repetitives Einfrieren der Zellen in
flussigem Stickstoff und anschlief3endes Auftauen bei Raumtemperatur. Nach dem dritten
Auftauen wurden die Zellen 10 min. lang bei 10000 g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde, um eine moglichst quantitative Bindung an Protein A zu gewahrleisten, 7 x Uber eine
Protein-A-Saule gegeben. Das Eluieren des Ig-Proteins erfolgte wie unter Punkt 6.3.7.

beschrieben.

6.3.9. Dialyse
Die Diayseschlauche mit einem Ausschlussmolekulargewicht von 8.000-10.000 wurden in

einem Becherglas mit demineralisiertem Wasser und einer Spatelspitze EDTA in der
Mikrowelle aufgekocht. Um Uberschiissiges EDTA zu entfernen, wurden die Schlduche
anschliefend nur mit demineralisiertem Wasser aufgekocht. Der in der Lange geteilte
Schlauch konnte in eine Mikrodialyse eingespannt werden, in deren unteren Bereich der
Puffer HBSS vorlag. In die oberen Vertiefungen, d.h. auf den Diayseschlauch wurden die zu
dialysierenden Proben pipettiert. Eine standige Vertellung des Puffers wurde durch einen
Ruhrfisch gewahrleistet. Mit Hilfe einer Spritze wurde HBSS im Abstand von je einer Stunde
mindestens 3 Ma ausgetauscht. AnschliefRend erfolgt eine Dialyse Uber Nacht. Die Diayse
erfolgte durchgehend bel 4°C.

Am néchsten Tag wurde die dialysierte Proteinlosung aus der Mikrodialyse pipettiert, in
Eppendorfgefélde aliquotiert, auf Degradation und Identitdt durch Coomassie-Anférbung und
Immunoblot-Analyse untersucht und bis zur weiteren Verwendung bei —20°C eingefroren.
Die Proteinkonzentration wurde nach der Methode von Bradford wie unter Punkt 6.3.10.
beschrieben bestimmt.

6.3.10. Bradford-Analyse
Das Prinzip der Proteinkonzentrationbestimmung nach Bradford (1976) beruht auf der

Verschiebung des Absorptionsmaximums (von 465 nm auf 595 nm) verursacht durch die
Bindung des Farbstoffes Coomassie Blau an die Proteine in saurer Loésung (Bradford
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Reagenz, Roth Karlsruhe). Dabei ist die Zunahme der Absorption photometrisch bel 595 nm
im Bereich von 0,1-1,0 mg proportional zur Proteinkonzentration. Mit Hilfe eines
Proteinstandards (BSA 0,1-1,0 mg/ml HBSS), konnten die Konzentrationen der dialysierten
Proteinldsung bestimmt werden. Hierzu wurden 10 pl der Proteinlésung mit 1 ml Bradford
Reagenz vermischt und nach einer Inkubationszeit von 10 min die Absorption bei 595 nm

gemessen.

6.3.11. Biotinylierung

Um bel Bindungsstudien den Einsatz von mehreren Antikdrpern und die daraus folgende
Fehlerspannbreite zu vermeiden, wurde ein Protel nbindungspartner biotinyliert.

Wie bereits unter Punkt 6.3.9. beschrieben, wurde der Dialyseschlauch in die
Mikrodialyseapperatur eingespannt und die Proben eingeflllt. Bei der Biotionylierung wurde
statt HBSS als Puffer 25 mM Borsaure pH 8,5 verwendet. Nach jewells einer Stunde wurde
der Puffer drei Ma gewechselt und in die zu diaysierende Probe ein 10-fach molarer
Uberschuf? von NHS-Biotin gegeben. Nach zwei Stunden folgte erneut ein Pufferwechsel und
eine weitere NHS-Biotin Zugabe. Die Reaktion wurde nach 2 Stunden durch Zugabe von
10 pl geséttigter Glycinlosung gestoppt und Uber Nacht as Diaysepuffer HBSS engesetzt.
Dialysierte Proteine wurden auf Menge, Degradation und Biotinylierungseffizienz mit Hilfe
des Bradford- und Immunoblot-Assays untersucht und anschlief3end in Aliquots bei —20°C
tiefgefroren. Das Biotin konnte durch Bindung von Peroxidase-markiertem Streptavidin
(1:1500) durch Chemilumineszenz sichtbar gemacht werden (siehe Punkt 6.3.3.).

6.3.12. Beschichtung von Protein-A-Mikroperlen
10 pl ener Lésung von Protein-A beschichteten Polystyrenmikroperlen (Durchmesser

2,8 um) wurden 3 x mit 100 pl 0,1 M Natriumphosphatlésung (pH 8,1) in einem Eppendorf
Gefal3 gewaschen. Im Anschluss an den Waschschritt wurde das Gefal3 in einen Magnethalter
gestellt und die FlUssigkeit konnte von den an der Geféldwand magnetisch haftenden Perlen
abpipettiert werden. Anschlief3end wurden die Mikroperlen zusammen mit 100 ul 0,5 M
Natriumphosphatldsung (pH 8,1) und 10 pg des zu beschichtenden Proteins Uber Nacht bel
4°C auf einem Drehrad bei 200 rpm inkubiert. Am nachsten Tag wurden die so beschichteten
Perlen 3 x mit 0,1 M Natrimphosphatldsung (pH 8,1) und 3 x 0,1 M Boratpuffer (pH 9,0)
umgepuffert, 45 min in 0,1 M Boratpuffer (pH 8,5) und mit 0,54 mg DMP bel RT auf einem
Drehrad inkubiert. DMP diente as Quervernetzer zwischen Protein A und dem Fc-Teil des
entsprechenden Fusionsproteins. Anschlief3end wurden die Mikroperlen 2 x mit 100 pl 0,2 M

74



Ethanolamin (pH 8,0) gewaschen und fur 2 Stunden auf dem Drehrad inkubiert, um restliche
Bindungsstellen abzuséttigen. Danach wurden die Mikroperlen 3 x 5 min mit HBSS
gewaschen und in HBSS bei 4°C auf dem Drehrad bis zum Gebrauch aufbewahrt. Die Perlen
waren maxima 2 Wochen in Gebrauch, da nach diesem Zeitpunkt die Mdglichkeit des

Bakterienbefalls und der Proteindegradierung zu grol3 war.

6.3.13. Beschichtung von Epoxyvagaroseperlen
0,1 g Epoxyagaroseperlen wurden zum Quellen tber einen Zeitraum von 5min.in1ml 0,1 M

Dinatriumhydrogenphosphat aufgenommen. Das Waschen der Perlen erfolgte jeweils Uber
5 min. mit 1 m 1 M Ammoniumsulfat/0,1 M Natriumborat pH 8,0. Nach dem letzten
Waschschritt wurden die Perlen in 100 pl Ammoniumsulfat/0,1 M Natriumborat pH 8,0
aufgenommen.

Fur die Beschichtung der Perlen wurden 40 pg Fusionsprotein pro 100 pl Perlen benétigt.
Dieses Gemisch wurde Uber Nacht bei 4°C und 200 rpm und am nachsten Tag bei RT Uber
2 h inkubiert. Das Abséttigen unspezifischer Bindungsstellen erfolgte durch Zugabe von 200
pl einer 1 M Ethanolaminlésung pH 8,0 in PBS Uber einen Zeitraum von 1 h bei RT. Nach
einer kurzen Zentrifugation wurde das Pelett in jeweils 4 x 1 ml HBSS gewaschen und
schliefdlich zum Gebrauch in 100 pl HBSS aufgenommen und schlief3lich bei 4°C gelagert.

6.3.14. Beschichtung von CNBr-aktivierten Perlen
Der Vorteil der Epoxyperlen und CNBr-aktivierten Perlen gegenliber den Protein-A Perlen ist

die Aushildung einer kovalenten Bindung zwischen dem zu beschichtendem Fusionsprotein
und der Perle.

0,2 g gefriergetrocknetes Puder wurden in einer 3 ml Spritze gegeben und oben sowie unten
durch eine Fritte begrenzt. Das Saulenmaterial wurde mit 40 ml 1 mM HCI gewaschen.
Anschlief3end wurden die Perlen in ein 2 ml Eppendorf-Gefa? mit 1 mM HCI tberfuhrt und
ein weiteres Mal fir 5 min bei 200 rpm und RT gewaschen. Auf 0,1 g Perlen folgte eine
Beschichtung mit 500 pg Fusionsprotein. Zu der Mischung wurden 500 pl Kopplungspuffer
gegeben. Die Kopplung des Proteins an die Perlen erfolgte bei 4°C unter 200 rpm und Uber
Nacht. Am néchsten Tag erfolgte nach Absinken der Perlen durch Sedimentation und
Entfernung des Uberstandes ein Blockieren der freien Bindungsstellen durch Inkubation der
Perlen in Gegenwart von 0,2 M Glycinlésung pH 8,0 bei RT und 4 h. Nach Uberfiihren der
Perlen in die Spritze, die bereits zum Quellen benutzt wurde, wurde 5 x abwechselnd mit je
20 ml Kopplungspuffer (0,2 M Natriumhydrogencarbonat, 0,5 M Natriumchlorid; pH 8,3) und
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Natriumactetat-Losung (0,1 M Natriumacetat, 0,5 M Natriumchlorid; pH 4,0 eingestellt mit
Essigsdure) gewaschen. Anschlief3end wurden die Perlen zusammen mit HBSSund 0,01 %
Natriumazid in ein Eppendorf-Gefald pipettiert und bel 4°C aufbewahrt. Vor Gebrauch
wurden die Perlen mit 1,5 ml HBSS/0,5 % BSA gewaschen.

6.3.15. ELISA (Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay)
Der ELISA-Test kann zur Bestimmung der Bindungsstérke zwischen Proteinen eingesetzt

werden. In der vorliegenden Arbeit diente er fir Bindungsstudien zwischen den Proteinen N-
Cadherin-EZD'"-Fc-His und FGFR-1-EZD""-Fc-His.

Der ELISA erfolgte nach folgendem Schema:

0,5 pug des zu untersuchenden immobilisierenden Proteins wurden in 100 pul 50 mM
Natriumhydrogencarbonat-Losung pH 9,8 gelést und in jewells eine Vertiefung einer 96-well
Polystyrenplatte gegeben. Um bel der Auswertung des Versuches einen Mittel wert erhalten zu
kénnen, wurden pro Platte 7 Reihen mit jeweils 3 wells mit dem zu untersuchenden
immobilisierenden Protein bedeckt. Die anschlieffende Oberfl&chenbe-schichtung erfolgte bel
4°C Uber Nacht auf einem Schittler. Fir das Abséttigen unspezifischer Bindungsstellen,
wurde nach Entfernen der Proteinldsung in jede Vertiefung eine 5 %ige BSA Loésung in
HBSS fur 90 min bel RT gegeben. Anschlief?end wurde 10 x mit 200 pul HBSS gewaschen.
Die mobilen Proteine lagen geldst in 100 pul HBSS + 1 % BSA vor. Ihre Zugabe erfolgte nach
folgendem Schema: in die oberste Reihe wurde pro Vertiefung die maximale Menge gegeben:
6 pg. Anschlieffend erfolgte eine Proteinzugabe in absteigender Konzentration: 4 ug, 2 ug, 1
Mg, 0,5 pg, 0,25 ug, 0,125 pg und 0,0625 pg. Nach einer Inkubation bei 4°C Uber Nacht auf
dem Schittler wurden die Proteine entfernt und die Platte mit 3 x 100 pul HBSS + 1% BSA
L6sung gewaschen. Jeder Waschschritt fur 5 min bei RT.

Pro Vertiefung wurden 100 pl Streptavidinape (Alkalische Phosphatase) in einer Verdinnung
von 1:1000 in HBSS Uber einen Zeitraum von 30 min bel RT verwendet. Nach Entfernen des
Antikorpers erfolgte ein 5 mindtiges Waschen mit 2 x 100 yl HBSS/1% BSA. Um eine
potentiell schwache Bindung zwischen den Bindungspartnern nicht zu storen, wurde die
Waschl6sung auf 4°C abgekuhlt. Da das fur die ELISA-Reaktion notwendige Substrat in Dig
3 Puffer gelost wurde, erfolgte der letzte Waschschritt 5 min lang mit 100 pl Dig 3 Puffer pro
Vertiefung.

Die ELISA—Reaktion ist eine magnesiumabhangige Enzymreaktion. 48 pl der Substratlésung
wurden in 12 ml Dig 3-Puffer und 50 mM Magnesiumchlorid x 6 H20 gel6st. Unmittelbar vor
Messbeginn wurde die Waschlésung entfernt und 100 pl der frisch vorbereiteten Lésung in
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jede zu untersuchende Vertiefung pipettiert. Die Absorptionsmessung erfolgte bei 405 und
450 nm. Die in den Untersuchungen gewonnenen Absorptionsveranderungen wurden
entsprechend der Funktion B(x) = Bmax(l-e'kB) graphisch dargestellt. Zur Bestimmung der
Stérke der Wechselwirkung (sogenannte apparente Dissoziationskonstante-Kp) wurde die
Konzentration bestimmt, bel der der immobile Ligand zum mobilen Liganden eine

halbmaximale Bindung zeigte.

6.4. Mikroskopie
6.4.1. Indirekte Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Fur die Immunfluoreszenz-Mikroskopie wurden die Zellen in Petrischalen auf Deckglaschen

mit einem Durchmesser von 12 mm ausgesét. Die konfluenten Zellen wurden 10 min. lang
mit 2 % Formalin (in PBS) fixiert, daran anschlief3end 3 x 5 min mit PBS gewaschen und 5
min. mit 0,1 % Triton X-100 in PBS permeabilisiert. Alternativ wurden die Zellen mit
eiskaltem Methanol fir 1 min fixiert und permesabilisiert. Nachdem die Deckglaschen mit
PBS gewaschen worden waren, wurden sie aus den Petrischalen genommen und auf
Objekttrager gelegt. Diese befanden sich in einer Kammer, deren Boden mit feuchten TUchern
ausgelegt worden war. Das Abséttigen der unspezifischen Bindungsstellen erfolgte durch
Zugabe von BSA/NGS fur 30 min. Anschlief?end wurden die Zellen tGber Nacht mit dem
Primérantikorper (siehe 5.13.1.) bei 4°C inkubiert. Am darauf folgenden Tag wurden die
Zellen mit dem entsprechend spezifischen und markierten Sekundéarantikorper (siehe 5.13.2.)
45 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Vor und nach der Inkubation erfolgte 3 x ein Waschen
mit PBS. Um die Salze zu entfernen, wurden die Deckglaschen kurz in destilliertes Wasser
getaucht, an Papier abgetupft und mit der Zellseite nach unten in NPG e ngebettet.

Als Negativkontrolle wurden Immunfluoreszenzen in Abwesenheit des Primérantikorpers
durchgefthrt. In allen Féllen wurde keine unspezifische Fluoreszenz beobachtet.

6.4.2. Laserpinzette

Seit einigen Jahren wird in den Biowissenschaften die Laserpinzette vermehrt eingesetzt
(Ashkin et a., 1970).

Die Technik der Laserpinzette beruht auf folgendem Prinzip: Ein Strahl eines Infrarotlasers
(A=1064 nm) wird in ein Mikroskopobjektiv gelenkt und von diesem in die Objektebene
fokussiert. Mit Hilfe dieses Laserstrahls ist es moglich kleine Partikel wie beispielsweise
Mikroperlen einzufangen und zu bewegen, da diese aufgrund ihres elektrischen Dipols in

einem Lichtgradienten immer in die Region mit der hochsten Lichtintensitét wandern. Mit
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Hilfe dieses Prinzips bleilben sie unter Vorraussetzung der freien Beweglichkeit auch bei
Bewegung des Lasers oder der Unterlage immer im Laserstrahl. Mit Hilfe einer Videokamera
wird die Bewegung der laserfokusierten Mikroperlen auf einem Bildschirm visuaisiert.
An der Laserpinzette wurde die Haftung von Mikroperlen, die mit N-Cadherin-EZD'V-Fc-
His, N-Cadherin-EZD"""Fc-His und Fc beschichtet waren, an PC12-Zellen untersucht.

6.4.2.1. Messungen mit der Laser-Pinzette
PC12-Zellen wurden auf sterile runde Deckgléschen (Durchmesser 22 mm) ausgeséat und bis

zur Konfluenz kultiviert. Anschlieflend wurden die Deckglaschen auf enen
Metallobjekttrdger mit passgenauer Frasung gelegt, der eine Betrachtung des Deckglases in
Olimmersion von unten erlaubte. Die Zellen wurden mit 200 pl dekomplementiertem
DMEM-Medium bedeckt und mit 10 pl Mikroperlen-Suspension, die mit dem zu
untersuchenden Protein beschichtet waren, versehen. Eine 30 minttige Inkubation
ermdglichte ein Absinken der Perlen auf die Zellen. Anschlief3end wurden die Mikroperlen
durch Verschieben der Kulturschale in einen Laserstrahl positoniert. Nicht gebundene oder

schwach gebundene Mikroperlen wurden am Fokus eingefangen und verschoben. Dagegen
konnten Perlen, die eine feste Verbindung mit Zellen eingingen, nicht mit Hilfe des Lasers

bewegt werden. Die Bindungseigenschaften konnten durch den prozentualen Anteil der
Perlen, die sich bei einer definierten Laserleistung von 42 mW nicht von der Zelloberflache

bewegten quantifiziert werden.

B

N-Cadherin
EZD"V-Fc-His
beschichtete
Mikroperle

o Ty
1

~—

ey
e
-2

¢
g me v Ny
X \'A A0 4
B,

w

gelulr | ol PC12-Zelle

Abb. 20: Prinzip der Laserpinzette

A: Zwei Bildfolgen einer Messung mit der Laserpinzette: In der oberen Reihe (a-c) wird eine lose Perle in
Bild b vom Laserstrahl erfasst und mit nach oben gezogen. Die untere Reihe (d-f) zeigt eine gebundene Perle,
die anihrem Platz bleibt, als der Laserstrahl versucht, diese aus dem Fokus zu bewegen.

B: Eine N-Cadherin-EZD""-Fc-His-beschichtete Mikroperle im Fokus eines Laserstrahls haftet an N-Cadherin
der Zelloberfléche von PC12-Zellen.
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7. Schematische Darstellung von N-Cadherin und FGFR-1 spezifischen
Expressionsvektoren

7.1 Generierung von pEGFP-N3-FGFR-1-EZD""-Fc-His

Bal Il Xhol Bal Il Xholl
11V _Hi 4 -1l g
Dso-1 Fc-His xho | FGFR-1 Fc-His
o Bdl 1 o
Restriktion | - Ligation
pEV | DEV Fc-His pEV
Bal Il Xhol Bal Il Xhol
Dsg-1'"Y FGFR-1"

Abb. 21: Generierung von pEV-FGFR-1-EZD"""- Fc-His:

Mit Hilfe der Restriktionsenzyme Bgl |11 und Xho | wurde die Dsg-1-cDNA aus pEV-mod-Dsg 1-EZD"¥-Fc-
His entfernt. Die fir FGFR-1-EZD"" kodierende cDNA wurde aus FGFR-1-full length Maus mit Hilfe einer
PCR amplifiziert, mit Bgl 11 und Xho | behandelt und zusammen mit dem gleichermal3en Bgl 11 und Xho |

behandelten Vektor pEV-Fc-His ligiert. Der hieraus entstandene Vektor wurde pEV-FGFR-1-EZD'"'-Fc-His
genannt.
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Bgl Il Kpnl
Bal Il Kpn |
FGFR-1"" | FcHis | |
pEV
PEV Restriktion
\Bql ] Kpn |
Bal 11 Kpnl
- i
FeRRA FeHis FGFR-1'"" Fc-His
+ Ligation R PEGFP-N3
Bal Il Kpn | Bqll I ||<pn|
Ry, . pEGFP-N3
Dsor1 Fc-His
Restriktion
PEGFP-N3
Bal 11 Kpnl
Dso-1"Y Fc-His

Abb. 22: Generierung von pEGFP-N3-FGFR-1-EZD'""Fc-His:
Mit Hilfe der Restriktionsenzyme Bgl 11 und Kpn | wurden die FGFR-1-EZD""-Fc-His-cDNAaus pEV-
FGFR-1-EZD'""-Fc-His- und die Dsg -1-Fc-His-cDNA aus pEGFP-N3-Dsg-1-EZD"V-Fc-His entfernt.

Die FGFR-1-EZD'""-Fc-His-cDNA zusammen mit dem Bgl 11/Kpn | behandeltem pEGFP-N3 ergaben nach
Ligation den Expressionsvektor pEGFP-N3-FGFR-1-EZD'"-Fc-His.
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7.2. Generierung von pEGFP-N3-FGFR-1 .- EZD™™-Fc-His

DH DAG

LHAVP

Amplifizierung des PEGFP-N3-FGFR-1"-Fc-His
I-111 .
FGFR-1"-Fc-His > =
PEGFP-N3 gesamten Vektors DH GAD
DHDAG

Phos;:)horylierunq> CF’ PEGFP-N3-FGFR-1"-Fc-His Ligation > FGFR-1""-Fc-His

L PEGFP-N3
DH GAD

Abb. 23: Generierung von pEGFP-N3—FGFR-l(mut)EZDI'm-Fc-His: )

Mit Hilfe einer inversen PCR wurde das gesamte Plasmid amplifiziert. Uber Oligonukleotide wurden
zwischen der ersten und zweiten EZD von FGFR-1 die Aminosauren LHAV P gegen DHDAG ausgetauscht.
Nach Phosphorylierung des 5"-Endes des linearisierten Konstruktes pEGFP-N3-FGFR-1my-EZD'"'-Fc-His
erfolgte eine Ligation und ergab das Plasmid pEGFP-N3-FGFR- 1 EZD""'-Fc-His.

7.3. Generierung von pDsRed-C1-FGFR-1

Agel

pDsRed -C1

pDsRed-C1 >
Restriktion pDsRed-C1 Rekombination

= Rekombinationsbereich

Abb. 24: Generierung von pDsRed-FGFR-1:

Die FGFR-1-cDNA wurde mit Hilfe einer PCR amplifiziert. Das Plasmid pDsRed-C1 wurde durch
Restriktionsverdau mit Hilfe des Enzyms Age | auf die Rekombination mit der FGFR-1-cDNA vorbereitet.
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7.4. Generierung von pEGFP-N3-N-Cadherin-EZD""-Fc-His

Bal 11 Xho | Bal 11 Xhol
FGFR-1'" Fc-His N-Cad" Fc-His
Bal 11 Xho |
Restriktion | - Ligation
PEGFP-N3 > FcHis| ——p pPEGFP-N3
PEGFP-N3
Bal 11 Xhol Bal 11 Xhol
FGFR-1"" N-Cad"V

Abb. 25: Generierung von pEGFP-N3-N-Cadherin-EZD""-F c-His:

Mit Hilfe der Restriktionsenzyme Bgl 11 und Xho | wurde die FGFR-1-EZD""-cDNA aus pEGFP-N3-
FGFR-1-EZD'""-Fc-His entfernt. Das N-Cadherin-EZD"V-cDNA-Fragment wurde durch eine PCR
gewonnen und mit den Restriktionsenzymen Bgl 11 und Xho | behandelt. Die Ligation der Bgl 11 und Xho |
kompatiblen N-Cadherin-EZD"V-und Vektor pEGFP-N3-Fc-His-Fragmente ergab das Plasmid pEGFP-N3-
N-Cadherin-EZD'*-Fc-His.

82



7.5. Generierung von pEGFP-N3-N-Cadherin-EZD""-Fc-His

Bal Il Xhol

N-Cad""

Bal Il Xhol

o Bal Il Xhol Rekombination
N-Cad + | |

pGMT®

PGMT®

Abb. 26: Generierung von pGMT®-N-Cadherin-EZD" ™"
Die N-CadherinrEZD"™"-cDNA wurde mit Hilfe einer PCR amplifiziert und in pGMT® zwischenkloniert.
Der Klon pGMT®-N-Cadherin-EZD "™"'-Fc-His wurde durch eine Sequenzierung auf Mutationen tberpriift.

Bal 11 Xhol
N-Cad"'“ BQl I Xho |
L |
/ pGMT®
pGMT®
Restriktion
Bal 11 Xhol
Bal Il Xhol
NPT N-Cad™ | Fe-His
Ligation
+ > PEGFP-N3
Xhol
Bal 11 Xhol Bcil I
o - —  Fc-His
FGFR-1 Fc-His PEGFP-N3
PEGFP-N3 Restriktion
\Bcl I Xho |

FGFR-1""

Abb. 27: Generierung von pEGFP-N3-N-Cadherin-EZD""'-Fc-His:
Mit Hilfe der Restriktionsenzyme Bgl I und Xho | wurde aus pGMT® die N-Cadherin EZD"™" -cDNA und
aus pEGFP-N3-FGFR-1-EZD'"-Fc-His die FGFR-1-EZD'""'-cDNA deletiert. Die so vorbereiteten DNA-

Fragmente wurden miteinander ligiert und der daraus resultierende Vektor pEGFP-N3-N-Cadherin-EzD"™"'-
Fc-His genannt.
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7.6. Generierung von pEGFP-N3-N-Cadherin-EZD""™V*V_L'V*V_F¢-His

N‘Cajl-III+L|||

7.

N-Cad"

7.

Verknipfung der (berlappenden
DNA-Fragmente durch spezifische
Basenpaarung wéahrend der PCR

N-Cad"""-L "

/.

N-Cad”

N-Cad"-L'"V*V-Fc

= Linker

= Uberlappender DNA-
Bereich der N-Cadherin-
cDNA mit der pEGFP-N3-
cDNA

= (berlappender DNA-
Bereich der N-Cadherin-
L" —und N-Cadherin-L"-
cDNA

= Primer

Phosphorylierung

P@V-Cadv L"V*VoFe

N-Cag-"

N-Cad”

+ @\I-Cadv-LV+V-FC

Ligation

N_CadI-III_LIII

N-Cad” | N-Cad’-L"" -Fc




Bal 11 Kpn
Bal 11 Kpn

FGFR-1""-Fc-His

FGFR-1""

PEGFP-N3
Restriktion

PEGFP-N3

N-Cad"+L" [/ N-Cad” | N-Cad"-LV*- Fc

PEGFP-N3

InFusion
Rekombination

N-Cad-!" % N-CadV N-CadV-L V*V- Ec

Abb. 28: Generierung des Amplifikats N-Cadherin-EZD"™ -L"*V*V_Fc-His:

A: Die N-CadherinEZD™-L"'- und N-CadherinEZDY-cDNA wurden jeweils mit Hilfe einer PCR
amplifiziert. Da durch Uberlappende DNA -Bereiche eine spezifische Basenpaarung méglich war, konnten die
DNA-Fragmente mit Hilfe einer PCR miteinander verbunden werden. Es entstand das Amplifikat N-
Cadherin-EzD""*V-L"

B: Die N-Cadherin-EZDV-L'"V*V-Fc-His wurde mit Hilfe einer PCR amplifiziert und anschlieRend am
5'-Ende phosphoryliert.

C: Durch Ligation der erhaltenen DNA-Fragmente N-Cadherin-EZD""*V+L"' und N-Cadherin-EZDV+L'V*V-
Fc-His (phosphoryliert) entstand die N-CadherinEzD"™"*V*V-L""V*Y_Fc-His cDNA.

D: Aus pEGFP-N3-FGFR-1-EZD""-Fc-His wurde durch die Restriktionsenzyme Bgl Il und Kpn | das
DNA-Fragment FGFR-1-EZD""'-Fc-His entfernt. Der linearisierte Vektor pEGFP-N3 wurde mit N-Cadherin
EzD" "V LMHV*V_FeHis-DNA in einer InFusion-Rekombination miteinander verkniipft.
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7.7. Generierung von pEGFP-N3-N-Cadherin

BamHlI

N-Cadherin

Rekombination

Restriktion

>
PEGFP-N3

Abb. 29: Generierung von pEGFP-N3-N-Cadherin:

Die N-Cadherin-cDNA wurde mit Hilfe einer PCR amplifiziert. Das Plasmid pEGFP-N3 wurde mit Hilfe des

Enzyms BamHI linearisiert und zusammen mit der N-Cadherin cDNA in einer InFusion Rekombination
miteinander verknUpft.

7.8. Generierung von pEGFP-N3-Fc-His

Bgl 1l Kpn Bal 1l Kpn |
FGFR-1"" Fc-His
Restrikt Bal Il Kpn
. estriktion
pEGFP-N3 > >
pEGFP-N3 Rekombination
FGFR-1"" Fc-His

Abb. 30: Generierung von pEGFP-N3-Fc-His:
Mit Hilfe der Restriktionsenzyme Bgl Il und Kpn | wurde die FGFR-1-EZD""'¢cDNA aus pEGFP-N3-
FGFR-1-EzZD'"-Fc-His entfernt. Das Fc-His DNA-Fragment wurde durch eine PCR gewonnen und konnte

zusammen mit dem linearisierten Vektor pEGFP-N3 in einer InFusion Rekombination miteinander verknlpft
werden.
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7.9. Sequenzangaben

In dieser Arbeit verwendete V ektoren kodierten fir folgende cDNA -Sequenzen:
 Cadherin-2-mRNA (Maus), vollstéandige cDNA: BC022107

* Fibroblastenwachstumsfaktor Rezeptor-1 mRNA (Maus), lange Isoform, vollsténdige

cDNA: U22324

 Immunglobulin schwere Kette mMRNA (Mensch), vollstandige cDNA: BC041037

cDNA-Sequenz Protein Expressionsvektor
Fc DNA; bp 787-1482 Fc PEGFP-N3-Fc-His
FGFR-1 DNA; bp 58-1185 FGFR-1 EzZD"" PEGFP-N3-FGFR-1-EZD""-Fc-His
FGFR-1 DNA; bp 550-564 FGFR-1EZD™™ PEGFP-N3-FGFR-1my-EZD™"-Fc-His
LHAVP->DHDAG
FGFR-1 DNA; bp 58-2526 FGFR-1 pDsRed-C1-FGFR-1
N-Cadherin DNA; bp 853-2319 N-Cadherin EZD"™" pEGFP-N3-N-Cadherin-EzZD""-Fc-His

N-Cadherin DNA; bp 853-2994

N-Cadherin EZD"Y

PEGFP-N3-N-Cadherin-EZD"V-Fc-His

N-Cadherin DNA; bp 853-2355
N-Cadherin DNA; bp 2677-2955 bp
N-Cadherin DNA; bp 2641-2994 bp

N-Cadherin EZD™+L™
N-Cadherin EZDV
N-Cadherin EzZD"-L"V*Y

pEGFP-N3-N-Cadherin-EzD"™ V- V+V
-Fc-His

N-Cadherin DNA; bp 853-3573

N-Cadherin

PEGFP-N3-N-Cadherin

Tabelle 3: Auflistung der Abschnitte der cDNA-Sequenz, die im geeigneten Expressionsvektor fir das

entsprechende Protein kodiert.
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8. Ergebnisse

Um das Bindungsmodell zwischen der extrazellul&ren Doméne (EZD) von N-Cadherin an

FGFR-1 auf zelluldrer und biochemischer Ebene Uberprifen zu koénnen, wurden beide

Proteine und ihre Derivate in Saugetierzellen hergestellt. Hierzu wurden die entsprechenden

cDNAs in en geeignetes Expressionssystem kloniert und anschlief?end mit diesen CHO-

Zdlen transfiziert.

Die Konstruktion der Expressionsvektoren soll im folgenden ndher beschrieben werden:

8.1. Molekularbiologische Versuche

Konstrukte, die hergestellt wurden:

Nummer Konstrukt Expression Verwendung
1 pEV-FGFR-1-EZD""-Fc-His nicht Klonierung
untersucht

2 PEGFP-N3- FGFR-1-EZD""-Fc-His stabil proteinbiochemisch
und zellbiologisch

3 PEGFP-N3-FGFR-1mu-EZD'"-Fc-His stabil proteinbiochemisch

4 pDsRed-FGFR-1 transient zellbiologisch

5 PEGFP-N3-N-Cadherin-EZD'"V-Fc-His stabil zellbiologisch und
protei nbiochemisch

6 PEGFP-N3-N-Cadherin-EZD""'-Fc-His stabil zellbiologisch und
protei nbiochemisch

7 PEGFP-N3-N-Cadherin-EzZD'*V+V_| THVAV_ I njicht Konstrukt verbleibt

Fc-His untersucht nicht in Zellen
8 pEGFP-N3- N-Cadherin transient z€ellbiologisch
9 PEGFP-N3-Fc-His stabil Zdllinie produziert

nicht

Tabelle 4: Verzeichnis der hergestellten Konstrukte und ihre anschlief3ende Expression und Verwendung.

Da alle von diesen Konstrukten gebildeten Proteine Fc-His Fusionsproteine darstellen,

erfolgte die Namensgebung dieser Proteine innerhalb der Graphiken und Abbildungen der

vorliegenden Arbeit ohne die zusétzliche Bezeichnung Fc-His.

Allein Tabelle 2 aufgefiihrten Konstrukte wurden auf Basis der Expressionsvektoren pEGFP-
N3 bzw. DsRed-C1 generiert.

88




War es das Ziel das gebildete Protein fir Bindungsstudien zu verwenden, wurde die fir
PEGFP-N3 kodierende cDNA durch die Einfuhrung eines Stop-Codons so modifiziert, dass
die Trandation eines GFP-Fusionsproteins verhindert wurde.

Dieser Vektor wurde mit Ausnahme des Vektors pEGFP-N3-N-Cadherin zur Herstellung
samtlicher pEGFP- N3- Konstrukte eingesetzt.

8.1.1. Generierung von FGFR-1 und N-Cadherin exprimierenden Vektoren

Fur die Generierung der FGFR-1 und N-Cadherin exprimierenden Vektoren wurden
unterschiedliche Klonierungsstrategien durchgefihrt. Diese sind in Punkt 7 graphisch
dargestellt.

8.1.1.1. Generierung FGFR-1 exprimierender Vektoren
8.1.1.1.1. Konstruktion von pEV-FGFR-1-EZD""'-Fc¢-His

Um FGFR-1 Uber eine Protein-A-Saule aufreinigen zu konnen, war es notwendig ein
Fusionsprotein herzustellen, das mit einem Fc-Tell des humanen Immunglobulins G (1gG)
versehen ist. Daher diente al's Ausgangsplasmid der Vektor pEV-mod-Dsg-1-Fc-His (7,3 kbp)
(sehe 5.11.4.). Dieses besteht ausgehend vom Aminoterminus aus der extrazelluldren
Domaéne von Dsg-1, einem Fc und 6 Histidinresten (6 x His), die gegebenenfalls auch eine
Aufreinigung tGber eine NTA-Nickel saule ermoglichen.

Ziel war es mit Hilfe der Restriktionsenzyme Bgl I und Xho | die fir Dsg-1 (1,9 kbp)
kodierende cDNA herauszuschneiden und durch die cDNA, die fur die 3 extrazelluléren
Doménen (EzD"™') von FGFR-1 (1,1 kbp) kodieren, zu ersetzen. Das FGFR-1 EzD""
Fragment wurde mit Hilfe einer PCR unter Verwendung der Polymerase Pfu und der als
Matrize dienenden Maus-FGFR-1 cDNA amplifiziert (siehe Abb. 21b Spur 3) und fir die
Ligation vorbereitet, indem es mit den Restriktionsenzymen Bgl |1 und Xho | inkubiert wurde.
Fur die PCR wurden die Oligonukleotide FGFR-1 fwd und FGFR-1 rev verwendet.

Die préparativen Restriktionsansatze wurden auf einem 0,8 % Agarosegel aufgetragen und die
entsprechenden Banden nach Elektrophorese aus dem Gel eluiert. E.coli DH5a-Bakterien
wurden mit dem Ligationsansatz transformiert und der Transformationsansatz auf LB-
Agarplatten, die Ampicillin enthielten, plattiert. Die Uber Nacht bei 37°C gewachsenen Klone
wurden mit einem sterilen Zahnstocher von der Platte aufgenommen und in Reagenzgl&sern
mit ampicillinhatigem LB-Medium (ber Nacht inkubiert. Die aus der Ubernachtkultur
gewonnene Plasmid-DNA wurde auf einem Agarosegel gelelektrophoretisch analysiert.
Plasmid-DNA, die hoher as der Leervektor lief, wurde einem Kontrollverdau mit den
Restriktionsenzymen Bgl 11 und Xho | unterzogen und durch eine elektrophoretische Analyse
im 0,8 % Agarosegel untersucht. Es entstanden durch die Behandlung mit Bgl Il und Xho |
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Fragmente der Lange 5,6 kbp und 1,1 kbp (siehe Abb. 31d Spur 4). Die Richtigkeit der

FGFR-1-EZD'"-¢DNA-Klonierung wurde durch eine Sanger-Sequenzierung Gberpriift und

der entsprechende Vektor pEV-FGFR-1-EZD""'-Fc-His genannt.

568 568
724

12 1000

Abb. 31 : Herstellung von pEV-FGFR-1-EZD ""'-Fc-His

Gel a) 1. DNA-Langenstandard: Lambda DNA/Eco 9l 1-Marker
2. supercoiled pEV-mod-Dsg- 1-EZD'"V -Fc-His
Gel b) 1. DNA-Langenstandard: Lambda DNA/Eco 9l 1-Marker
2. Bgl Il und Kpn 1-Verdau von pEV-mod-Dsg-1-EZD"V-Fc-His
3. PCR-Amplifikat FGFR-1-EzZD""
Gel ¢) 1. DNA-Langenstandard: Lambda DNA/Eco 91 1-Marker
2. supercoiled pEV-FGFR-1-EZD"™"-Fc-Hiss
Gel d) 1. DNA-Langenstandard: Lambda DNA/Eco 911-Marker
2. Mass-Ruler™
3. Elution des mit Bgl 1l und Kpn | linearisierten Vektors pEV-Fc-His
4. Kontrollverdau von pEV -FGFR-1-EZD' ™" - Fc-His mit Bgl 11 und Kpn |

8.1.1.1.2. Konstruktion von pEGFP-N3-FGFR-1-EZD"""-Fc-His

Mit Hilfe der Restriktionsenzyme Bgl 1l und Kpn | wurde die FGFR-1-EZD""-Fc-His-cDNA
(1,8 kbp) aus dem Vektor pEV-FGFR-1-EZD""-Fc-His herausgeschnitten und nach einer
Elektrophorese aus dem Gel euiert. Als Ausgangsplasmid wurde der Vektor pEGFP-N3-Dsg-

1-EZD"V-Fc-His verwendet. Aus diesem wurde mit Hilfe der Enzyme Bgl Il und Kpn | die
Dsg-1-EZD"V-Fc-His-cDNA (2,6 kbp) deletiert (siehe Abb. 32 b Spur 3) und der entstandene
Vektor pEGFP-N3 (4,7 kbp) auf einem 0,8 %igen Agarosegel von der cDNA
elektrophoretisch getrennt und anschlief3end eluiert. Die durch Bgl 11 und Kpn [-Behandlung
gewonnenen DNA-Fragmente pEGFP-N3 und FGFR-1-EZD'""-Fc-His wurden in einem
Ligationsansatz miteinander fusioniert und mit diesem Ansatz E. coli DH5o-Bakterien
transformiert. Die nach Selektion auf LB-Ampicillin-Platten gewachsenen Kolonien wurden
durch eine Ubernachtinkubation vermehrt und aus diesen Kulturen die Plasmid-DNA isoliert
(siehe Abb. 32¢ Spur 2). Positive Plasmide wurden durch Freisetzung der FGFR-1-EzD""-
Fc-His-cDNA nach Behandlung mit Bgl 11 und Kpn | mit Hilfe einer gelelektrophoretischen
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Anayse identifiziert (siehe Abb. 32d Spur 2). Nach Verifizierung der cONA mit Hilfe der
Sanger-Sequenzierung wurde ein entsprechend korrekter Vektor herausgesucht und dieser
PEGFP-N3-FGFR-1-EZD'""-Fc-His genannt.

bp bp
845
482
1929

12

Abb. 32: Herstellung von pEGFP-N3-FGFR-1-EZD'"'-Fc-His

Gel a) 1. DNA-Langenstandard: Lambda DNA/Eco 9l 1-Marker
2. pEV-FGFR-1-EZD""-Fc-His

Gel b) 1. DNA-Langenstandard: Lambda DNA/Eco 911-Marker
2. Mass-Ruler™
3. Bgl Il und Kpn |-Verdau pEV-FGFR-1-EZD'""-Fc-His
4. Aufreinigung von pEGFP-N3
5. Aufreinigung der FGFR-1-EZD""'-Fc-His-cDNA

Gel ¢) 1. DNA-Langenstandard: Lambda DNA/Eco 9l 1-Marker
2. pEGFP-N3-FGFR-1-EZD""-Fc-His

Gel d) 1. DNA-Langenstandard: Lambda DNA/Eco 9l 1-Marker
2. Kontrollverdau pEGFP-N3-FGFR-1-EZD'""'-Fc-His mit Bgl |1 und Xho |

8.1.1.1.3. Generierung von pEGFP-N3-FGFR-1,,,,-EZD"""-Fc-His

Die HAV-Doméne liegt zwischen der ersten und zweiten extrazelluldren Doméane von
FGFR-1. Um die Bindungsaktivitdét dieser Domane messen zu konnen, wurden die
Aminosduren HAV und die amino- und carboxyterminal angrenzenden Aminosauren L
(Leucin) und P (Prolin) durch die Aminosauren DHDAG (Asparaginsdure, Histidin,
Asparaginsaure, Alanin, Glycin) ersetzt. Die benachbarten Aminosduren wurden in dieser
Substitutionsmutation zusétzlich verédndert, da das Bindungsmotiv HAV in Form einer
Bindungstasche beriicksichtigt werden sollte. Mit Hilfe einer Computeranalyse wurden die
Aminosauren ermittelt, die bei Substitution die dreidimensionale Struktur des FGFR-1 am
wenigsten beeinflussen.

Mit Hilfe einer PCR wurde in Gegenwart der Oligonukleotide FGFR-1,,)560-fwd und -rev,
der Matrix pEGFP-N3-FGFR-1-EZD'""-Fc-His und der Phusion-Polymerase die Sub-
stiutionsmutation LHAVP - DHDAG eingefligt (siehe Abb. 33a Spur 2). Das so entstandene
EGFP-N3-FGFR-1(n-EZD""-Fc-His DNA-Fragment wurde nach elektrophoretischer

Behandlung aus einem Agarosegel eluiert. Um bel einer Transformation eine Verunreinigung
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mit der Ausgangsmatrize pEGFP-N3-FGFR-1-EZD'""-Fc-His zu vermeiden, wurde das
geleluierte DNA -Fragment tber Nacht bei 37°C mit dem Enzym Dpn | inkubiert. Diesesist in
der Lage PCR-Amplifikate von bakterieller DNA zu unterscheiden und letztere abzubauen, da
diese im Gegensatz zu den in-vitro hergestellten PCR-Amplifikaten Methylgruppen enthalten.
Nach Hitzeinaktivierung des Enzyms (20 min bei 65°C) erfolgte die Phosphorylierung des 5'-
glatten Endes mit Hilfe der Polynukleotidkinase (PNK). Nach Hitzeinaktivierung der PNK
wurde das DNA-Fragment in einer Ligation rezirkularisiert. Nach Transformation von E. coli
DHY5 a-Bakterien und Ausplattieren auf kanamycinhaltigen Agarplatten wurden von positiven
Kolonien Ubernachtkulturen angesetzt, aus diesen die Plasmid-DNA isoliert (siehe Abb. 33b
Spur 2) und Uber eine Restiktionsanalyse mit Bgl 11 und Xho | der korrekte Expressionsvektor
PEGFP-N3-FGFR-1,yEZD""-Fc-His identifiziert (siehe Abb. 33c Spur 3). Die Mutation
wurde schliefdlich mit Hilfe einer Sanger-Sequenzierung nachgewiesen.

CHO-Zellen, die mit pEGFP-N3-FGFR-1muEZD'"'-Fc-His DNA transfiziert worden waren
(siehe 6.2.9), starben durch Apoptose. Aus den wenigen verbliebenen Zellen konnte nach
Monaten eine Zelllinie erstellt werden. Da es sich as schwierig erwies, diese Zelllinie zu
erstellen, wurde mit Hilfe einer RT-PCR Uberprtft, ob eine chromosomale Interpunktion der
entsprechenden cDNA noch vorhanden war (siehe Abb. 33d Spur 2).

Abb. 33: Einfiigung der Substitutionsmutation LHAVP gegen DHDAG in das Fusionsprotein
pEGFP-N3-FGFR-1-EZD """ -Fc-His

Gel a) 1. DNA-Langenstandard: Lambda DNA/Eco 9l 1-Marker
2. Amplifikat EGFP-N3-FGFR-1mu)-EZD""-Fc-His
Gel b) 1. DNA-Léngenstandard: Lambda DNA/Eco 911-Marker
2. supercoiled DNA pEGFP-N3-FGFR-1(,,-EZD"™"-Fc-His
Gel ¢) 1. DNA-Langenstandard: Lambda DNA/Eco 911-Marker
2. Mass-Ladder
3. Verdau pEGFP-N3-FGFR- 1,y-EZD""-Fc-His mit Bgl 11 und Xho |
Gel d) 1. DNA-Léangenstandard: Lambda DNA/Eco 911-Marker
2. RT-PCR-Amplifikat FGFR-1, -EZD""-Fc-His-cDNA
3. RT-PCR-Amplifikat FGFR-1-EZD'"'- Fc-His-cDNA
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8.1.1.1.4. Generierung von pDsRed-C1-FGFR-1

Uber eine PCR wurde in Gegenwart der Oligonukleotide FGFR/DsRed-fwd und -rev die
FGFR-1-cDNA (Maus) amplifiziert und aus einem 0,8 %igem Agarosegel eluiert (siehe Abb.
34a Spur 4).

Der durch Age I-Behandlung linearisierte Vektor pDsRed C1 wurde ebenfalls aus einem

0,8 %igem Agarosegel eluiert. Vektor und Amplifikat wurden gemaR der BD-Infusion™-
Technologie miteinander rekombiniert (siehe 6.1.2.9). Nach Transformation von E. coli
DHY5a-Bakterien wurde der Ansatz auf kanamycinhaltige Agarplatten ausplattiert. Aus
Ubernachtkulturen wurde die Plasmid-DNA isoliert (siehe Abb. 34b Spur 3). Die FGFR-1-
cDNA enthatenen Plasmide wurden ener Xho | Restriktionsanayse und ener
anschlieffenden Sanger-Sequenzierung unterzogen (siehe Abb. 34c Spur 2). Ein positives
Plasmid wurde schliefdlich als pDsRed-C1-FGFR-1 bezeichnet.

482
232

Abb. 34: Herstellung von pDsRed-FGFR-1

Gel a) 1. DNA-Langenstandard : Lambda DNA/Eco 911-Marker
2. DNA-Mass-Ladder
3. Age | -Verdau von pDsRed-C1
4. Age |-Verdau von FGFR-1

Gel b) 1. DNA-Langenstandard: Lambda DNA/Eco 911-Marker
2. supercoiled pDsRed-C1
3. supercoiled pDsRed-C1-FGFR-1

Gel ¢) 1. DNA-Langenstandard: Lambda DNA/Eco 9l 1-Marker
2. Xho | Restriktionsverdau pDsRed FGFR-1

8.1.1.2. Generierung von Vektoren zur Expression von N-Cadherin

Cadherin-EZD""'-Fc-His

Fir die Konstrukte pEGFP-N3-N-Cadherin-EZD"Y-Fc-His und pEGFP-N3-N-Cadherin-
EzD'"-Fc-His diente pEGFP-N3-FGFR-1-EZD""-Fc-His als Ausgangsplasmid. Mit Hilfe
der Enzyme Bgl Il und Xho | wurde die fir FGFR-1-EZD""" (1,1 kbp) kodierende cDNA
herausgeschnitten (siehe Abb. 35b Spur 2) und durch die cDNA fir N-Cadherin-EZD"Y (2,1
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kbp) bzw. N-Cadherin-EZD"" (1,4 kbp) ersetzt. Die N-Cadherin-EZD'"-cDNA wurde Uber
PCR mit Hilfe der Oligonukleotide N-Cad-EZD'V-fwd und -rev in Gegenwart der
N-Cadherin-cDNA amplifiziert und anschlief3end mit Hilfe der Enzyme Bgl Il und Xho |
einem Restriktionsverdau unterzogen (siehe Abb. 35b Spur 3). Fur die Amplifikation der
N-Cadherin-EzZD""-cDNA wurden die Oligonukleotide N-Cad-EzD™ -fwd und -rev
verwendet (siehe Punkt 5.12.). Wahrend die N-CadherinEZD" cDNA direkt in den Bgl 11
und Xho | gedffneten Vektor EGFP-N3-Fc-His kloniert wurde, erfolgte ene
Zwischenklonierung der N-Cadherin-EZD'""'-cDNA in pPGMT®. Es entstand der Ampicillin-
resistente Klon pGMT-N-Cadherin-EZD'"'-Fc-His (siehe Abb. 36a Spur 5), der durch , blue-
white screening” (siehe 6.1.4.) identifiziert werden konnte.

Die entsprechende cDNA enthaltenen Plasmide Kanamycin-resistenter Klone wurden mittels
Bgl Il und Xho | spezifischer Restriktionsanalyse identifiziert und die Richtigkeit der
Konstrukte durch Sanger-Sequenzierung bestétigt. Schliefdlich wurden die N-Cadherin-
EzD""- und N-Cadherin-EZD"V-cDNA enthaltenen Expressionsvektoren pEGFP-N3-N-
Cadherin EzZD'""-Fc-His (siehe Abb. 36¢ Spur 2) und pEGFP-N3-N-Cadherin-EZD"V-Fc-His
(siehe Abb. 35c Spur 2) genannt.

Abb. 35: Klonierung von pEGFP—N3-N—Cadherin—EZDl'V-Fc-His

Gel a) 1. Langenstandard: Lambda DNA/Eco 911-Marker
2. pEGFP-N3-FGFR-1-EZD""-Fc-His supercoiled
Gel b) 1. Langenstandard: Lambda DNA/Eco 9l1-Marker
2. Verdau von pEGFP-N3-FGFR-1-EZD"™"'-Fc-His mit Bgl 11 und Xho |
3. N-CadherinEZD'V Amplifikat nach Bgl 11 und Xho | Restriktionsverdau
Gel ¢) 1. Langenstandard: Lambda DNA/Eco 911-Marker
2. pPEGFP-N3-N-Cadherin-EZD"V-Fc-His supercoiled
3. geleluiertes N-Cadherin-EZD" -Amplifikat mit Bgl 11 und Xho | Behandlung
4. geleluierte pEGFP-N3-Fc-His-DNA mit Bgl 11 und Xhol Behandlung
5. Restriktionsanalyse von pEGFP-N3-N- Cadherin-EZD - Fc-His mit Bgl 11 und Xho |
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Abb. 36: Herstellung von pEGFP-N3-N-Cadherin-EZD""- Fc-His

Gel a) 1. DNA-Langenstandard: Mass Ladder

2. DNA-Langenstandard: Lambda DNA/Eco 911-Marker

3. N-Cadherin EZD"" -Amplifikat

4. pPGMT®-V ektor supercoiled

5. pPGMT® N-Cadherin-EZD"" supercoiled

6. Restriktionsanalyse von pEGMT-N-Cadherin-EZD'" mit Bgl Il und Xho |
Gel b) 1. DNA-Langenstandard: Mass-L adder

2. DNA-Langenstandard: Lambda DNA/Eco 9l 1-Marker

3. pEGFP-N3 nach Bﬁl Il und Xho | Verdau und Gelelution

4. N-Cadherin-EZD'"""-cDNA Verdau und Gelelution mit Bgl I und Xho |
Gel ¢) 1. DNA-Langenstandard: Lambda DNA/Eco 911-Marker

2. pPEGFP-N3-N-Cadherin-EZD""'-Fc-His supercoiled

3. Restriktionsanalyse von pEGFP-N3-N-Cadherin-EZD'""'- Fc-His mit Bgl 11 und Xho |

8.1.1.2.2. Generierung von pEGFP-N3-N-Cadherin-EZD""""V*V_F¢-His

Um das in der vierten EZD befindliche Bindungsmotiv IDPNGQ zu deletieren, wurde das
Konstrukt pEGFP-N3-N-Cadherin-EZD"""*V*V-Fc-His hergestellt.

Hierzu wurden in einer PCR ausgehend von pEGFP—N?rN-Cadherin-EZD"V-Fc-His die in

Tabelle 2 aufgefihrten Fragmente amplifiziert. Zum besseren Verstdndnis werden die

berticksichtigen Linker in diesem Unterpunkt und in Punkt 7.6. ,, Generierung von pEGFP-N3-
N-Cadherin-EzD"™"V*V-L'V*V_Fc-His* der Arbeit aufgezeigt. In anderen Unterpunkten wird
der Klon als pEGFP-N3-N-Cadherin-EZD'"*V*V-Fc-His bezeichnet.

Nummer: Fragment: Oligonukleotide:

1 N-Cadherin-EZD' ™" +L" N-Cad-EzD""-L"-fwd und -rev

2 N-Cadherin-EZD" N-Cad-EZD" -fwd und -rev

3 N-Cadherin-EZDV-L"V*V-Fc-His N-Cad-EzDV-L""V-Fc -fwd und -rev

4 N-Cadherin-EzD"™"*V-L" N-Cad-EzD""*V-L"-fwd
N-Cad-EZDV-rev

5 N-Cadherin-EzD"V*V_LV*V_Fc-His |N-Cad-EZD™™"-L"-fwd
N-Cad-EZDV+L"V*V-Fc-rev

Tabelle 5: Auffiihrung der notwendigen Fragmente und Oligonukleotide fir die Generierung von pEGFP-N3-N-
Cadherin-EZD'""V*V-Fc-His.
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Das Fragment 1 enthdlt im carboxyterminalen Bereich einen 15 bp umfassenden
Uberlappungsbereich. Daher konnten in einer anschlieRenden PCR diese Fragmente N-
Cadherin-EZD'""*V-L"" Fragment vervielfaltigt werden (siehe Kapitel 7.6.).

In einer weiteren PCR wurde mit Hilfe der Oligonukleotide (siehe 5.12.1.) aus N-Cadherin-
EZD'"V-Fc-His-cDNA die N-Cadherin-EZD"-L"*V-Fc-His c-DNA amplifiziert.

Die Fragmente N-Cadherin-EzZD"™"*V-L"" (siehe Abb. 37a Spur 3) und N-Cadherin-EZD"-
L'V*V_Fc-His wurden firr eine ,blunt-end* Ligation in Gegenwart von ATP und der T4
Polynukleotidkinase phosphoryliert und dber Nacht bei 16°C im Wasserbad miteinander
ligiert.

Dieser Ansatz resultierte in der Bildung geringer DNA-Mengen des gewinschten DNA-
Fragmentes N-Cadherin-EZD"""V*V_LV*V_Fc-His (siehe Abb. 37b Spur 2-3), das daran
anschlieffend Uber eine PCR amplifiziert werden konnte. Da in der Gelelektrophorese zwei
eng benachbarte Banden auftraten, wurden beide getrennt voneinander eluiert. Anschlief3end
erfolgte jewells eine InFusion-Rekombination (siehe Punkt 6.1.2.9.) mit pEGFP-N3, aus dem

HIl_Ec-His entfernt

zuvor mit Hilfe der Enzyme Bgl Il und Kpn | das Insert FGFR-1-EZD
worden war. Die Ansdtze wurde nach Transformation von E. coli DH5a-Bakterien auf
kanamycinhaltige Platten ausgestrichen und diese bei 37°C tber Nacht inkubiert.

Plasmide Kanamycin resistenter Klone wurden Uber den Restriktionsverdau mittels der
Enzyme Bgl Il und Kpn | identifiziert und einer Sanger-Sequenzierung unterworfen (siehe

Abb. 37d Spur 3).
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Abb. 37: Klonierung von pEGFP-N3-N-Cadherin-EZD""V*V_LV*V_Fc-His

Gel a) 1. DNA-Langenstandard: Lambda DNA/Eco 9l 1-Marker
2. DNA-Langenstandard: Mass-Ladder
3. N-CadherinEZD""*V-L"-Amplifikat (h6her verlaufende DNA-Bande; entspricht dem
Hauptprodukt)
N-Cadherin-EzD'"-L."'- Amplifikat (niedriger verlaufende DNA-Bande; entspricht dem
Nebenprodukt)
4. N-CadherinEzD'""-L."'- Amplifikat
5. N-CadherinEZD"- Amplifikat
Gel b) 1. DNA-Langenstandard: Lambda DNA/Eco 9l 1-Marker
2.-3. Amplifikat-N-Cadherin-EzZD"™"*V-L"*"V*V_Fc-His
Gel ¢) 1. DNA-Langenstandard: Lambda DNA/Eco 9l 1-Marker
2. PEGFP-N3-N-Cadherin-EzD"™"**V-L"V*V -Fc-His supercoiled
Gel d) 1. DNA-Langenstandard: Lambda DNA/Eco 911-Marker
2. Mass-Ladder
3. Verdau von pEGFP-N3-N-Cadherin-EzD"""*V*V-LV*V_Fc-His mit Pst |

8.1.1.2.3. Generierung von pEGFP-N3-N-Cadherin
Uber eine PCR wurde mit Hilfe der Oligonukleotide N-Cad-pEGFP-N3-fwd und -rev (siehe

5.12.1.) die gesamte N-Cadherin-cDNA amplifiziert und aus einem 0,8 %igem Agarosegel
eluiert (siehe Abb. 38a Spur 3).

Der Vektor pEGFP N3 wurde mit dem Restriktionsenzym BamH | linearisiert und zusammen
mit dem Amplifikat in einer InFusion-Reaktion miteinander rekombiniert. Daran
anschlief3end wurden mit dem Ansatz E. coli DH5o-Bakterien transformiert und diese auf
kanamycinhaltigen Platten ausplattiert und bel 37 °C Uber Nacht inkubiert. Aus positiven
Klonen wurde die Plasmid-DNA isoliert und diese einer Restriktionsanalyse mit Xho |
unterzogen (siehe Abb. 38 ¢ Spur 2). Plasmide, aus denen ein 1,2 kbp groles Fragment
herausgeschnitten wurde, gaten as positiv und wurden einer Sanger-Sequenzierung
unterzogen. Ein so identifizierter Vektor wurde pEGFP-N3-N-Cadherin genannt.
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Abb. 38 : Herstellung von pEGFP-N3-N-Cadherin
Gel a) 1. DNA-Langenstandard: Lambda DNA/Eco 911-Marker
2. DNA-Langenstandard: Mass-Ladder
3. N-CadherinrAmplifikat
4. Verdau von pEGFP N3 mit BamHI
Gel b) 1. DNA-Langenstandard: Lambda DNA/Eco 911- Marker
2. pEGFP-N3 supercoiled
3. pEGFP-N3-N-Cadherin supercoiled
Gel ¢) 1. Lambda DNA/Eco 9l 1-Marker
2. Restriktionsanalyse von pEGFP-N3-N- Cadherin mit Xho |

8.1.1.3. Generierung von pEGFP-N3-Fc-His

Da in den Bindungsstudien Fusionsproteine mit einem Fc-Antell verwendet wurden, musste
ausgeschlossen werden, dass Protein-Protein  Wechselwirkungen unspezifisch Uber Fc
vermittelt wurden. Aus diesem Grunde sollte der Expressionsvektor pEGFP-N3-Fc-His und
das so gebildete Fc-Molekil als Negativkontrolle in Bindungsstudien eingesetzt werden.
Daher wurde in einer PCR in Gegenwart von pEGFP-N3-FGFR-1-EZD""-Fc-His und den
Oligonukleotiden Fc- fwd und -rev die Fc-cDNA amplifiziert (siehe Abb. 39a Spur 4).
Parallel dazu wurde aus pEGFP-N3-FGFR-1-EZD'""-Fc-His mit Hilfe der Enzyme Bgl Il und
Kpn | die FGFR-1-EzD""-Fc-His cDNA (1,8 kbp) herausgeschnitten, der Vektor aus dem
0,8 %igem Agarosegel eluiert (siehe Abb. 39a Spur 3) und zusammen mit dem Fc-Fragment
in einem InFusion-Rekombinationsansatz eingesetzt. Daran anschlief3end wurden mit dem
Ansatz E. coli DHS5 a-Bakterien transformiert, diese auf einer kanamycinhaltigen Platte
ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Aus kanamycin-resistenten Klonen wurde die
Plasmid-DNA isoliert und positive Konstrukte anhand einer Bgl 11/Kpn | Restriktionsanalyse
identifiziert (siehe Abb. 39c Spur 3). Ein positives Konstrukt wurde nach Sanger sequenziert
und pEGFP-N3-Fc-His genannt.
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4. Fc-His Amplifikat
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Abb. 39: Klonierung von pEGFP-N3-Fc-His

Gel a) 1. DNA-Langenstandard: Lambda DNA/Eco 911-Marker
2. DNA-Léangenstandard: Mass-Ladder
3. EGFP-N3 nach Bgl I und Kpn | Verdau und Gelelution

Gel b) 1. DNA-Langenstandard: Lambda DNA/Eco 9l 1-Marker
2. pEGFP-N3-Fc-His supercoiled
Gel ¢) 1. DNA-Langenstandard: Lambda DNA/Eco 9l 1-Marker
2. DNA-Langenstandard: Mass-Ladder
3. pEGFP-N3-Fc-His nach Behandlung mit Bgl 11 und Kpn |

8.2. Charakterisierung stabiler Zellklone

Nach dem wie unter Punkt 6.2.9 und 6.2.10 beschrieben nach Transfektionen von CHO-
Zdllen mit den entsprechenden Vektoren stabile Zélllinien erhalten worden waren, wurden

diese hinsichtlich der Expression des Fusionsproteins sowohl fluoreszenzmikroskopisch

(siehe 6.4.1) als auch proteinbiochemisch (siehe 6.3.4) untersucht. Eine Auflistung der in

dieser Arbeit verwendeten stabilen Zelllinien ist in Tabelle 3 gezeigt.

Name der Zelllinie

verwendeter Expressionsvektor

gebildetes Fusionsprotein

CHO FGFR-1-EZD"™"

PEGFP-N3-FGFR-1-EZD""-Fc-His

FGFR-1-EZD""'-Fc-His

CHO FGFR-1p-EZD™

PEGFP-N3 FGFR-1yn-EZD™" -Fc-His

FGFR-1-EZD™-Fc-His

CHO N-Cadherin-EZD"

PEGFP-N3 N-CadherinEZD"V-Fc-His

N-Cadherin-EZD"V-Fc-His

CHO N-Cadherin-EzZD """

PEGFP-N3 N-Cadherin EZD'"'-Fc-His

N-Cadherin-EZD""'-Fc-His

Tabelle 6: Stabile Zelllinien
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8.2.1. Fluoreszenzmikroskopische Charakterisierung stabiler Zelllinien

Zur fluoreszensmikroskopischen Charakterisierung wurden die gewlnschten stabilen
Zdllinien auf Deckgléschen ausgesat, am darauf folgenden Tag zur Fixation und
Permeabilisierung mit Methanol behandelt und daran anschlief?end mit den Erstantikorpern
anti-FGFR-1 bzw. anti-N-Cadherin inkubiert. Als Zweitantikoérper diente ein mit Cy3-
konjugiertes anti-lgG. Im Falle der direkten Detektion des Fc-Epitops innerhalb der
Fusionsproteine wurde nur Cy3-konjugiertes Ziege-anti-human 1gG zugegeben (siehe Abb.
40- 44).

I,

(A) Indirekte Immunfluoreszenz nach Inkubation der Methanol-behandelten CHO-Zellen mit Anti-FGFR-1

und dem Cy3-konjugierten Zweitantikbrper bzw. (B) direkte Immunfluoreszenz in Gegenwart von Cy3-
konjugierten Ziege-anti-humanen 1gG.

Abb. 41: Immunfluoreszenzmikroskopische Analyse der Zelllinie CHO N-Cadherin EZD"":

(A) Indirekte Immunfluoreszenz nach Inkubation der Methanol-behandelten CHO-Zellen mit Anti-N-
Cadherin und dem Cy3-konjugierten Zweitantikrper bzw. (B) direkte Immunfluoreszenz in Gegenwart
von Cy3-konjugierten Ziege-anti-humanen 1gG.
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Abb. 42: Immunfluoreszenzmikroskopische Analyse der Zellliniec CHO FGFR-1,,,EZD"":
(A) Indirekte Immunfluoreszenz nach Inkubation der Methanol-behandelten CHO-Zellen mit Anti-
FGFR-1 und dem Cy3-konjugierten Zweitantikrper bzw. (B) direkte Immunfluoreszenz in Gegenwart
von Cy3-konjugierten Ziege-anti-humanen 1gG.

Abb. 43: Immunfluoreszenzmikroskopische Analyse der Zelllinie CHO pEGFPN3-N-Cadherin
EZD"™: (A) Indirekte Immunfluoreszenz nach Inkubation der Methanol-behandelten CHO-Zellen mit
Anti-N-Cadherin und dem Cy3-konjugierten Zweitantikorper bzw. (B) direkte Immunfluoreszenz in
Gegenwart des Cy3-konjugierten anti-1gG.

Abb. 44: Immunfluoreszenzmikroskopische
Analyse der Zelllinie CHO Fec: Direkte
Immunfluoreszenz in Gegenwart von Cy3-
konjugierten Ziege-anti-humanen 1gG.
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8.2.2. Proteinbiochemische Charakterisierung der in stabilen CHO-Zellen gebildeten

Fusionsproteine

Da es sich in fast alen Féllen um sekretorische Proteine handelte, wurde fir die
proteinbiochemische Charakterisierung von stabilen CHO-Zelllinien der Kulturtiberstand
abgenommen. Dieser wurde mit Proteaseinhibitoren versetzt und von Zellen durch
Zentrifugation (900 rpm, 5 min.) befreit. Daran anschlieRend wurde der Uberstand iiber eine
Protein A-Saule (siehe 6.3.7) gegeben und so affinitétschromatographisch gereinigt. Zur
Elution des gebundenen Fusionsproteins wurden 20 mM Natriumcitrat-Losung pH 5 und pH
2,4 Uber die Saule gegeben und das Eluat gegen HBSS dialysiert (siehe 6.3.7). Die
Proteinkonzentration des Eluats wurde mit der Methode nach Bradford (siehe 6.3.10)
bestimmt.

Die Reinheit des so gewonnenen Eluats wurde anhand eines Coomassie-Blau gefarbtem SDS-
Polyacrylamid-Gels (siehe 6.3.2) sowie durch Westernblot-Analyse (siehe 7.3.4) Uberpriift
(siehe Abb. 45, 46).

Proteinr 1 2 3 4 5 6 7 Protein- 8 9 10 11 12 13 14
marker marker
[kDa] Coomassie Westernblot [kDa] Coomassie Westernblot
w BN .
180 | : 'ﬂ
180 _ ;
130 ! - 130 -
. L e bl
i | RS
100 100
73 —
73 e
54
A -DTE +DTE -DTE +DTE B -DTE +DTE  -DTE +DTE

Abb. 45: Nachweis von FGFR-1-EZD""-Fc-His (A) und FGFR-1(mu-EZD'"'-Fc-His (B) im Coomassie-
Blau gefiirbten SDS-Polyacrylamid-Gel und Westernblot-Analyse:

Die Coomassie-gefarbten SDS-Gele zeigen bei 220 kDa eine Bande fiir das Dimer (Spur 2 und 9) unter nicht
reduzierenden Bedingungen (-DTE) und fir das Monomer (Spur 3 und 10) unter reduzierenden Bedingungen
(+DTE) bei 110 kDa.

Die im Coomassie-geférbten SDS Gel sichtbaren Banden entsprachen Fc (Spur 5, 7, 12 und 14) bzw. FGFR-1
(Spur 4, 6, 10 und 13) spezifischen Banden in der Westernblot-Analyse. Die Spuren 1 und 8 zeigen Protein-
Molekularmarker.
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Abb. 46: Nachweis von N-Cadherin-EZD"V-Fc-His (A) und N-Cadherin-EZD""-Fc-His (B) im
Coomassie-Blau gefiirbtes SDS-Polyacrylamid-Gel und Westernblot-Analyse:

Die Coomassie gefarbten SDS-Gele zeigen bei 260 kDa bzw. bei 240 und 180 kDa eine Bande fir das Dimer
(Spur 2 und 9) unter nicht reduzierenden Bedingungen (-DTE) und fir das Monomer (Spur 3 und 10) unter
reduzierenden Bedingungen (+DTE) bei 130 bzw. bei 120 und 90 kDa.

Die im Coomassie-geférbten SDS-Gel sichtbaren Banden entsprachen Fc (Spur 5, 7, 12 und 14) bzw. N-
Cadherin (Spur 4, 6, 10 und 13) spezifischen Banden in der Westernblot-Anlayse. Die Spuren 1 und 8 zeigen
Protein-Molekularmarker.

8.4. Nachweis der Expression von FGFR-1 und N-Cadherin in cerebellaren

Kornerzellen

Cerebellare Kornerzellen wurden aus 5-7 Tage alten Mausen (129S1/svJmJ) gewonnen und

aus diesen nach entsprechender Kultivierung von einem Tag ein Gesamtextrakt fur eine
Westernblot-Analyse hergestellt. Sowohl FGFR-1, als auch N-Cadherin konnten aus dem

Gesamtextrakt in Gegenwart spezifischer Antikorper nachgewiesen werden. (siehe Abb. 48).

Protein
marker

[kDa]
180
130
100

73

54

R

Abb. 48: Nachweis von FGFR-1 und N-Cadherin in
cerebelliren Kornerzellen.

Spur 2: Nachweis von N-Cadherin durch den Erstantikorper
anti-N-Cadherin und Peroxidase-markierten Zweitantikorper
Ziege-anti-Ratte |gG bei 110 kDa.

Spur 4: Nachweis von FGFR-1 durch den Erstantikorper anti-
FGFR-1 und dem Peroxidase-markierten Zweitantikorper
Ziege-anti-Kaninchen 1gG bei 90 kDa.

Spur 3 und 5: Westernblot-Analyse mit den oben angegebenen
Antikorpern von einem Extrakt aus Mausherzen zum Nachweis
von N-Cadherin (Spur 3) und FGFR (Spur 5).

Die Spur 1 zeigt einen Protein-Molekularmarker.
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8.5. Bindungsstudien

8.5.1. zelluléire Bindungsstudien
Fur zellulare Bindungsstudien wurde der wachstumsfordernde Effekt der zu untersuchenden

Proteine (Fc, FGF-2, Desmoglein-1-EZD'"-Fc-His, L1-EZD""'-Fc-His, N-Cadherin-EzD""-
Fc-His, N-CadherinEZD"V-Fc-His und  NCAM-EZD'V-Fc-His) und  Peptide
(KMEKKLHAVPAAK, APKAVHALKKMEK, IDPVNGQ und QGVNDIP) auf cerebellare
Kornerzellen untersucht. Desweiteren wurde in einer Cotransfektion von CHO-Zellen mit
pDsRed-C1-FGFR-1 und pEGFP-N3-Cadherin die intrazelluléare Kolokalisation von FGFR-1
und N-Cadherin untersucht.

8.5.1.1. Untersuchung zum Axonwachstum von cerebelliren Kornerzellen

8.5.1.1.1. Etablierung des Zellkultursystems
Mit Hilfe von cerebelldren Koérnerzellen wurde die wachstumsférdernde Wirkung von

verschiedenen Proteinen ( Fc, L1-EZD"V!-Fc-His, N-Cadherin-EZD"V-Fc-His und NCAM-
EZD'V-Fc-His) auf Axone anaysiet. Da Wachstumsfaktoren im FCS und der
depolarisierende Effekt von Kaliumionen Einflul3 auf das Axonwachstum nehmen konnten,
wurden cerebelldre Kornerzellen unter moglichst geringen Kalium- und FCS-
Konzentrationen kultiviert. Nur so konnte gewaéhrleistet werden, dass die zugegebenen
Proteine/Peptide einen maximalen Effekt auf das Axonwachstum bewirken (siehe Abb. 51-
54).

Die Konzentration der zugegebenen Proteine betrug in adlen Fallen 5ng/ml. Als
Positivkontrollen wurden die Wachstumsfaktoren FGF-2, NGF und CNTF verwendet. 24 h
nach Proteinzugabe wurden die Zellen 1 min in eiskaltem Methanol fixiert, in PBS gewaschen
und mit dem polyklonalen Mikrotubuli-spezifischen Erstantikorper anti-tau inkubiert. Nach
Zugabe des Cys-markierten Zweitantikorpers Ziege-anti-Kaninchen-Fc erfolgte ene
fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Nervenzellen. Bel der anschlief3enden
Auswertung wurde nur der langste Zellfortsatz der einzelnen Koérnerzelle ausgemessen.
Dieser musste zusétzlich eine Mindestlange von 20 um aufweisen. Alle Kornerzellen ohne
Axon bzw. mit einem kleineren Axon al's 20 um wurden pro Bild gezéhit.

In der fluoreszenzmikroskopischen Auswertung waren neben Koérnerzellen auch Gliazellen zu
finden (siehe Abb. 49). Letztere konnten aufgrund ihrer sternférmigen Morphologie gut von
Kornerzellen differenziert werden. Bel der statistischen Untersuchung wurden ausnahmslos
Kornerzellen beriicksichtigt.
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Abb. 49:

Immunfluoreszenzmikroskopische
Darstellung von Tau in einer Gliazelle
(untere Zelle) und cerebelliiren Kornerzelle
(obere Zelle) 1 Tag nach Priparation.

Das Sichtbarmachen von Tau erfolgte mit anti-
tau und Cy,;-markiertem Zweitantikorper Ziege-
anti- Kaninchen-Fc.

Abb. 50:

Immunfluoreszenzmikroskopische Dar-

stellung von Tau in cerebelliren Kornerzellen:

1 Tag nach Préparation wurde der léngste Zellfortsatz
mit Hilfe des Computerprogramms Spot-Advanced

ausgemessen.

Das Sichtbarmachen von Tau erfolgte wie in Abb. 49

beschrieben.

Die statistische Auswertung zeigte folgende Daten:

Axonlédnge in Abhangigkeit der Kalium- und FCS-

Konzentration

D 0
[eNe]
!

40

N
oo
L

Kalium (10 Kalium (20 Kalium (20

Axonléange in [pm]

mM) FCS (2%) mM) FCS (2%) mM) FCS (5%) mM) FCS (2%)

Kalium (20  Kalium (20mM)
FCS (2 %)
NGF/CNTF

(je 5ng/ml)

FGF(5ng/ml)

zugegebene Faktoren

Abb. 51: Untersuchung
des Axonwachstums von
cerebelldren Korner-
zellen nach Zugabe von
verschiedenen  Kalium-
und FCS- Konzentratio-
nen in Abwesenheit und
Gegenwart von FGF
(5 ng/ml) und NGF/CNTF
(je 5 ng/ml).
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Axonlange in [pm]

Axonlange in Abhéangigkeit einer 5 mM Kaliumkonzentration
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Axonlange in Abhangigkeit einer 15 mM Kaliumkonzentration
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Abb. 52: Untersuchungen
zum Axonwachstum von
cerebelliren Kornerzellen
nach Zugabe von 5 mM
Kaliumionen, 2 % FCS und
verschiedenen wachs-
tumsfordernden Proteinen.

Abb. 53: Untersuchungen
zum Axonwachstum von
cerebelliren Kornerzellen
nach Zugabe von 10 mM
Kaliumionen, 2 % FCS und
verschiedenen wachs-
tumsfordernden Proteinen.

Abb. 54: Untersuchungen
zum Axonwachstum von
cerebelliren Kornerzellen
nach Zugabe von 15 mM
Kaliumionen, 2 % FCS und
verschiedenen wachs-
tumsfordernden Proteinen.
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Kon- |FGF |N- NCAM |Kon- |FGF |N- NCAM | Kon- |FGF |N- NCAM-
trolle Cadherin | EZD" | trolle Cadherin | EZD" | trolle Cadherin |EZD'"-
EZDYV- |V-Fc- EZDYV- |V-Fc- EZD"- |Fc-His
Fe-His His Fe-His His Fe-His
Kaliumkon- 5 5 5 5 10 10 10 10 15 15 15 15
zentration
[mM]
Gesamtzahl 208 | 363 290 250 273 | 283 277 345 261 | 470 294 372
Nervenzellen
mit  Zellfort- | 19,2 | 12,7 14,8 17,6 14,3 | 12,7 15,5 116 | 13,7 | 8,3 13,6 11,4
satz [ % |
ohne Zell-| 80,8 | 87,3 85,2 82,4 85,7 | 87,2 84,5 88,4 | 86,2 | 91,7 86,4 88,6
fortsatz  [%]
und Axon-
linge <20 uM

Tab. 3: Auszihlung von cerebelliren Kornerzellen mit/ohne Zellfortsatz nach Zugabe verschiedener
Proteine in Abhéingigkeit von verschiedenen Kaliumkonzentrationen.

Ein Medium mit 10 mM KCI und 2 %iger FCS-Konzentration erwies sich as geeignet, um
cerebellére Kornerzellen nicht zu stark zum Wachsen anzuregen und eine signifikante
Zunahme der Axonlangen nach Zusatz wachstumsfordernder Proteine zu gewéhrleisten. Die
folgenden Versuche wurden daher in dieser Mediumzusammensetzung durchgefiihrt.

Da sich unter den verschiedenen Versuchsbedingungen die Anzahl der Kérnerzellen mit einer
Axonlange unter und Uber 20 um nicht signifikant verénderte, erfolgte in der statistischen
Auswertung keine Berticksichtigung der Zellen mit einer Axonlange unter 20 pum.

8.5.1.1.2. Untersuchung des Axonlingenwachstums von cerebelliiren Kornerzellen nach

Zugabe von verschiedenen Proteinen und Peptiden
Nach Etablierung des Zellkultursystems konnte nun die Wirkung der zu untersuchenden

Proteine auf das Axonwachstum analysiert werden. Die Konzentration der zugegebenen
Proteine betrug 5 ng/ml. Als Positivkontrolle wurde der Wachstumsfaktor FGF-2 verwendet,
as Negativkontrollen Fc, Desmoglein-1-EZD'V-Fc-His und FGFR-1-EZD'""-Fc-His.
Folgende CAM wurden auf ihre axonwachstumsférdernde Eigenschaft von cerebelldren
Kérnerzellen untersucht: L1-EZD'"'-Fc-His, NCAM-EZD""-Fc-His und N-Cadherin-EZD"
-Fc-His. Die Nervenzellen wurden wie bereits erlautert 24 h nach Proteinzugabe fixiert und
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Fir jedes Protein wurden pro statistische Auswertung

mehr als 100 Axone ausgemessen (siehe Abb. 55).
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Axonlangen in Abhangigkeit von verschiedenen Proteinen
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Abb. 55: Untersuchung des Axonlingenwachstums von cerebelliren Kornerzellen nach Zugabe verschiedener
Proteine unter 10 mM KCI und 2 % FCS Kulturbedingungen.

Die Kornerzellen zeigten nach Zusatz der Positivkontrolle FGF, sowie bei N-Cadherin-EZD'"-Fc-His, NCAM-
EzD"V-Fc-Hisund L1-EZD"'-Fc-Hisim Vergleich zur Kontrolle ein signifikantes Wachstum der Axone. Fc zeigte
als Negativkontrolle ebenso wie Desmoglein-1-EZD'"V-Fc-His und FGFR-1-EZD'"-Fc-His im Vergleich zur
Kontrolle keinen wachstumsférdernden Effekt.

8.5.1.1.3. Untersuchung des Bindungsmotivs mit Hilfe von cerebelliren Kornerzellen

Fir die Untersuchung der FGFR-1 und N-Cadherin Bindungsmotive wurden die FGFR-1-

und N-Cadherin- spezifischen Proteine wie zuvor in einer Konzentration von 5ng/ml
verwendet.

Zusétzlich wurden Peptide eingesetzt, deren Aufgabe es war, an das Bindungsmotiv des
Liganden zu binden und so eine Anbindung des Bindungspartners zu inhibieren. Um die
Spezifitét des Peptids zu Uberprifen, wurde parallel Nonsense-Peptid verwendet.

Zur Uberpriifung des N-Cadherin- spezifischen FGFR-1 Bindungsmotives IDPVNGQ wurde
zu  N-Cadherin-EZD'"V-Fc-His ein  300-fach molarer Uberschuss des Peptids
KMEKKLHAVPAAK mit dem Bindungsmotiv HAV zugegeben. Mit Hilfe dieses Peptids
sollte eine Bindung von FGFR-1 an N-Cadherin verhindert werden. Als Negativkontrolle
wurde das Nonsense-Peptid APKAVHALKKMEK im 300-fach molaren Uberschuss zu N-
Cadherin-EZD"V-Fc-His gegeben. Um eine Bindung des Peptids an N-Cadherin-EZD'V-Fc-
His zu ermdglichen, erfolgte jewells eine Vorinkubation fir 2 h, bei RT und 200 rpm.
Anschlief3end wurde das Protein-Peptidgemisch auf die Kornerzellen gegeben.

Zur Uberprifung des FGFR-1- spezifischen Bindungsmotivs HAV, wurde zu frisch
ausgesahten Kornerzellen in Bezug auf die spater zugegebene N-Cadherinkonzentration ein
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1000-facher molarer Uberschuss des Peptides IDPVNGQ gegeben. Die Peptidmenge ist in
diesem Fall grof3er, daim Vergleich zu N-Cadherin keine direkte Inkubation mit dem auf den
Kornerzellen lokalisierten FGFR-1 erfolgen konnte. Nach 2 h Vorinkubation bel 37°C wurde
N-Cadherin-EZD"V-Fc-His zu den Kornerzellen gegeben. Als Negativkontrolle diente das
Nonsense-Peptid QGVNDIP.

Das Protein N-Cadherin-EZD"™"'-Fc—His weist in der EZD 1 die Bindungsmotive INSPISG
und HAV auf. Das Bindungsmotiv IDPVNGQ fehlt, daesin der EZD 4 |okalisiert ist.

Die vollstandigen Sequenzen der eingesetzten Peptide lauten:

Uberpriifung der HAV-Motivs: Uberpriifung des IDPVNGQ-Motivs:
* Sense-Peptid: KMEKKLHAVPAAK * Sense-Peptid: IDPVNGQ
» Nonsense-Peptid: APKAVHALKKMEK * Nonsense-Peptid: QGVNDIP

Axonlange in Abhangigkeit von verschiedenen Proteinen und Peptiden
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Abb. 56: Untersuchung des Axonlingenwachstums von cerebelliren Kornerzellen nach Zugabe verschiedener

Proteine und Peptide.
Die Positivkontrolle FGF-2 zeigt wie N-Cadherin-EZD"V-Fc-His gegenilber der Kontrolle einen signifikanten

wachstumsfordernden Effekt auf die Axonldnge von Kérnerzellen. Werden zu N-Cadherin-EZD'"Y-Fc-His die Peptide
HAV und IDPVNGQ zugegeben, erfolgt im Gegensatz zu den Nonsense-Peptiden VHA und QGVNDIP ene
Langenzunahme der Axone. N-Cadherin-EZD'™"'-Fc-His zeigt keinen wachstumsfordernden Effekt auf Kornerzellen. Als
Negativkontrolle wurde Fc verwendet.
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8.5.1.2. Untersuchung zur subzelluliren Lokalisation von N-Cadherin-GFP und FGFR-
1-DsRed in CHO-Zellen

Um die FGFR-1-abhéngige Lokalisation von N-Cadherin zu untersuchen, wurden CHO-
Zellen auf Deckgléschen ausgeséht und mit den Vektoren pDsRed-C1-FGFR-1- und pEGFP-
N3 N-Cadherin transfiziert (siehe Punkt 6.2.9.). 1-2 Tage spéter wurden die Zellen mit PBS

gewaschen, mit 2 % Formaldehyd 10 min fixiet und daran anschlief3end
fluoreszenzmikroskopisch analysiert.

Eine deutlich verstérkte Fluoreszenz wurde in pEGFP-N3-Cadherin transfizierten Zellen an
Zell-Zellkontakten beobachtet (siehe Abb. 57 a), wahrend in DsRed-FGFR-1 exprimierenden
Zellen eine ausschliefdlich auf das Zytoplasma beschrénkte Fluoreszenz detektiert wurde.
Hingegen zeigte in doppeltransfizierten Zellen (siehe Abb. 57 b obere Zelle) GFP-N-Cadherin
in Gegenwart von DsRed-FGFR-1 eine ausschliefdlich zytoplasmatische Lokalisierung (siehe
ADbb. 57 b untere Zelle).

GFP DsRed Uberlagerung

Abb. 57: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der intrazelluliren Lokalisation von DsRed-FGFR-1
und GFP-N-Cadherin in CHO-Zellen Expression von EGFP-N3-N-Cadherin (a) und DsRed-FGFR-1
(b— untere Zelle) und Coexpression von EGFP-N3-N-Cadherin und DsRed-FGFR-1 (b — obere Zelle).
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8.5.2. Bindungsstudien

In Bindungsstudien wurden Domanen-typische Interaktionen der zu untersuchenden Proteine
analysiert. Dabel war es von entscheidender Bedeutung ein geeignetes System zu finden, in
dem sich spezifische Protein-Wechsel wirkungen nachweisen lief3en.

8.5.2.1. Pull-down-Versuche

Ziel dieser Vesuche wa es, auf die Oberflache von Mikroperlen einen
Proteinbindungspartner zu immobilisieren. Mit Hilfe dieser Perlen sollte der mobile, sich in
Losung befindliche Bindungspartner durch spezifische Wechsaelwirkung mit dem

immobilisierten Bindungspartner aus der |0slichen Phase entfernt werden.

8.5.2.1.1. Bindungsstudie mit Protein A-Perlen

Hierzu wurden mit den Fusionsproteinen FGFR-EZD'""-Fc-His, NCAM-EZD'"-Fc-His, L1-
EzD"V'-Fc-His, VE-Cadherin-EZD"V-Fc-His und mit Fc beschichtete Protein-A Perlen (siehe
6.3.12.) in einem Eppendorf-GefaR mit FGFR-1-EZD""-Fc-His (10 pug/ml) fur 1,5 h bei 200
rom und RT inkubiert. Anschlieffend wurden die Perlen von ihrem Uberstand befreit, indem
das Eppendorf-Gefald in eine Magnethalterung gegeben wurde. Aufgrund ihrer magnetischen

Eigenschaft wurden die Perlen von dem Magneten angezogen und der Uberstand entfernt. Auf
diese Weise erfolgte ein viermaliges Waschen der Perlen mit je 100 pl HBSS + 0,05 %
Tween fur jeweils 10 min bei 200 rpm und 4°C bzw. RT. Anschlief3end wurden die
gebundenen Proteine von den Perlen mit SDS-Auftragspuffer abgeldst und nach Entfernung
der Perlen einer 7,5 %igen SDS-Gelelektrophorese mit anschlief3ender Westernblot-Anayse
(siehe Punkt 6.3.4.) unterworfen. Dain diesem Versuch auch mit Fc-beschichteten Protein-A-
Perlen eine Wechselwirkung mit FGFR-1-EZD""-Fc-His erhalten wurde (sehe Abb. 58),

konnte dieser Versuchsansatz nicht fir Bindungsstudien verwendet werden.
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Abb. 58: Bindungsassay mit Protein

Pratein- FGFR NCAM L1 VE- Fc . .

marker  EZD EZD EZD Cat besclll_}lclhteten. Protein A Per}en und FGFR-1

KD -1 ny VI heri EZD™"-Fc-His als mobilen Liganden

[kog - - - ity Protein A-Perlen wurden mit NCAM-EZD"/-Fc-
His, L1-EZD"'-Fc-His, VE-CadherinEzD""-Fc-

5 His oder mit Fc als Negativkontrolle beschichtet.
TRy PR —tg— Nach dem Pull-down mit FGFR-1-EZD""-Fc-His
. s b B e erfolgte nach Waschen mit HBSS + 0,25 %
180 — Tween bei 4°C (3, 5, 7, 9) bzw. RT (4, 6, 8, 10)
eine Westernbl ot- Analyse.
130 EG " Spur 1 FGFR-1-EZD""-Fc-His (0,5 pg). Die
= Westernblot-Analyse erfolgte mit anti-FGFR-1
100 und Peroxidase markiertem Zweitantikdrper. Es
73 123 4 5 6 7 8 9 10 Ze|gten sich Banden fir OllgO- > 250 kDa (1),
Dimere bei 220 kDa (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) und
Monomere bei 110 kDa (9, 10).

Um eine Kreuzreaktion des FGFR-1-Antikorpers auszuschlief3en, wurde der Bindungsassay
mit biotinyliertem FGFR-1-EZD'"-Fc-His (siehe Punkt 6.3.11.) durchgefiihrt. Zusétzlich
wurde die Konzentration von FGFR-1-EZD'"-Fc-His,, auf 2 pg/ml herabgesetzt. Eine
Wechselwirkung von Biotin mit den zu untersuchenden Proteinen wurde durch Einsatz von
biotinyliertem BSA (BSAuio) berticksichtigt. Die Inkubation zwischen dem mobilen und
immobilen Liganden erfolgte bei RT, 200 rpm und 2 h. Die Perlen wurden daran anschlief3end
mit 2 x 500 pl HBSS + 0,05 % Tween bei 5 min, RT und 200 rpm gewaschen.

Anschliel3end erfolgte mit den Perlen eine 7,5 %ige SDS-Gelelektorphorese und daran
anschlieffend eine Westernblot-Analyse in Gegenwart eines Streptavidin Antikorpers (siehe
Punkt 6.3.4.).

Da die Negativkontrollen Fc und FGFR-1-EZD""-Fc-His im Pull-down mit den Protein
behandelten Perlen weiterhin interagierten (siehe Abb. 59), war es nicht mdglich diese
Methode fur Bindungsstudien zu verwenden.
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Protein- Fc FGFR L1 NCAM N-Cad-

Marker EZD EZD EZD herin
[kDa] I-111 [-VI -V EZD
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Abb. 59: Pull-down mit L1-EZD""Y-Fc-His, NCAM-EZD""-Fc-His und N-Cadherin-EZD"""-Fc-His

beschichteten Protein A-Perlen und biotinyliertem FGFR-1-EZD'""-Fc-His bzw. biotinyliertem
BSA als mobiler Ligand

Protein-A Perlen wurden mit Fc, FGFR-1-EZD""'-Fc-His, L1-EZD"V'-Fc-His, NCAM -EZD"V-Fc-His und
N-Cadherin-EZD""-Fc-His beschichtet. Nach dem Pull-down mit FGFR-1-EZD'"- Fc-His,;, bzw. BSA,
zeigte die mit StreptavidinHRP durchgefihrte Westernblot-Analyse nach Zusatz von DTE unter
reduzierenden Bedingungen fiir den mobilen Liganden FGFR-1-EZD""-Fc-Hisyio (Spur 1, 3, 5, 7, 9) bei
allen untersuchten Proteinen ein Signal bei 110 kDa, wadhrend mit dem mobilen Liganden BSA;, kein
Pull-down erreicht werden konnte (Spur 2 ,4 ,6 ,8, 10).

8.5.2.1.2. Bindungsstudie mit CNBr- (Cvanobromid) aktivierten Agaroseperlen

CNBr-aktivierte Agaroseperlen (10 ul) wurden mit verschiedenen Substanzen (Ethanolamin,
Fc und N-CadherinEZD"V-Fc-His) behandelt (siehe Punkt 6.3.13) und diese jeweils in einem
Eppendorf-Gefal mit FGFR-1-EZD""'-Fc-Hisgsio (2 pg/ml in HBSS) bei 4°C, (iN und 200 rpm
inkubiert.

Am folgenden Tag wurde nach Sedimentation der Perlen der Uberstand verworfen. Um
unspezifisch gebundenes FGFR-1-EZD""'-Fc-Hisyio zu entfernen, wurden die Perlen 3 x fiir 5
min bel 200 rpm mit verschiedenen Waschlsungen gewaschen: 3x 500 ul 50 %iger Sucrose
Losung, 3 x 500 pl HBSS und 3 x 500 pl HBSS + 0,05 % Tween.

Anschliefiend wurden die Perlen in 20 ul Auftragsprobenpuffer aufgenommen und nach
Zusatz von DTE einer 7,5%igen SDS-Gelelektrophorese unterworfen. Eine anschlief3ende
Westernblot-Analyse (siehe Punkt 6.3.4.) wurde unter Verwendung von Streptavidin-HRP
durchgefthrt. Da mit Fc, Ethanolamin und N-Cadherin-EZD'V-Fc-His behandelte Perlen
weiterhin mit FGFR-1-EZD'""-Fc-Hisvio interagierten (siehe Abb. 60), konnte auch dieser
Ansatz fur Bindungsstudien nicht verwendet werden.
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Abb. 60: Bindungsassay mit Ethanolamin, Fc und N-Cadherin-EZD"V-Fc-His beschichteten
CNBr-aktivierten Agaroseperlen und FGFR-1-EZD""-F¢-Hisy;, als mobiler Ligand.

CNBr- aktivierte Agaroseperlen wurden mit N-Cadherin-EZD""-Fc-His (2, 6, 9), Fc (4, 7, 10) oder
Ethanolamin (5, 8, 11) beschichtet. Nach dem Pull-down mit FGFR-1-EZD'""'-Fc-His,;, erfolgte ein
Waschen mit Sucroselésung (2, 4, 5), HBSS (6, 7, 8) und HBSS + Tween 0,05% (9, 10, 11). Alle zu
untersuchenden Proteine zeigten bei der Westernblot-Analyse unter reduzierenden Bedingungen in
Gegenwart von Streptavidin ein Signal bei 110 kDa. Spur 1 zeigt FGFR-1-EZD'™"- Fc-Hissio (0,5 1g),
Spur 3 einen Proteinmarker.

8.5.2.1.3. Bindungsstudie mit CNBr-aktivierten Sepharoseperlen

CNBr-aktivierte Sepharoseperlen (15 pl) wurden mit Fc, FGFR-1-EzD'"-Fc-His, L1-EzD""'
-Fc-His, N-Cadherin-EZD""-Fc-His, NCAM-EZD""-Fc-His und VE-Cadherin-EZD'"-Fc-
His beschichtet (siehe Punkt 6.3.14.), jeweils in ein Eppendorf-Gefal mit FGFR-1-EzD'"-
Fc-Hisyio (2 pg/ml in 200 ml HBSS) gegeben und UN bei 4°C und 200 rpm inkubiert. Nach
Sedimentation der Perlen wurde der Uberstand verworfen. Das Waschen der Perlen erfolgte
mit 3 x 1 ml PBS + 0,05 % Tween fir je 5 min bel RT und 200 rpm. Anschlief3end wurden
die Perlen in Probenpuffer aufgenommen und nach einer 7,5 %igen SDS-Gelelektrophorese
einer Westernblot-Analyse mit Streptavidin-HRP unterworfen (siehe Punkt 6.3.4.). Da auch
hier Fc und FGFR-1-EZD'"'-Fc-His mit den immobilisierten Liganden wechselwirkten (siehe
Abb. 61), wurde der Pull-down-Assay als Versuchsansatz zwischen den CAM und FGFR-1-
EzD'"-Fc-His aufgegeben.
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Abb. 61: Bindungsassay mit Fc, FGFR-1-EZD'"-Fc-His, L1-EZD""'-Fc-His, N-Cadherin-EZD""-
Fc-His, NCAM-EZD" -Fc-His und VE-Cadherin-EZD""-Fc-His beschichteten CNBr-aktivierten
Sepharoseperlen und FGFR-1-EZD"""-Fc-His als mobiler Ligand

CNBr-aktivierte Sepharoseperlen wurden mit Fc, N-Cadherin-EZD"-Fc-His, VE-CadherinEzD""-Fc-
His, NCAM-EZD"V-Fc-His, L1-EZD"V-Fc-His oder FGFR-1-EZD'""'-Fc-His beschichtet. Nach dem
Pull-down mit FGFR-1-EZD"" -Fc-Hisyio zeigte die Westernblot-Analyse in Gegenwart von Streptavidin-
HRP ein positives Signal bei den oben aufgefiihrten Proteinen.

Spur 1 zeigt FGFR-1-EZD'™"- Fo-Hisyio (0,5 ), Spur 2 einen Proteinmarker.

8.5.2.2. Untersuchung der Wechselwirkung zwischen FGFR-1 und N-Cadherin
Fusionsproteinen mit Hilfe der Dot-Blot-Analyse

8.5.2.2.1. Versuchsansatz 1

Mit Hilfe einer Vakuumblotapperatur wurden 5 pig der Proteine (BSA, Fc, FGFR-1-EzD"™"-
Fc-His, L1-EZD"V'-Fc-His, N-Cadherin-EZD"V-Fc-His, NCAM-EZD"V-Fc-His und VE-
Cadherin-EzZD'"-Fc-His) gelost in 300 ul HBSS, auf eine Nitrozellulosemembran
transferriert und diese mit dem mobilen Liganden FGFR-1-EZD""-Fc-His (20 pg/ml in
HBSS) bei 37°C fur 2h inkubiert. Daran anschlief3end wurde die Nitrozellulosemembran 3 x

5 min mit PBS + 0,05 % Tween bel Raumtemperatur gewaschen und mit anti-FGFR Uber

Nacht bei 4°C in Gegenwart des Peroxidase-konjugierten Zweitantikorpers inkubiert (siehe
Punkt 5.13). Da in der daran anschlief3enden ECL-Entwicklung auch die immobiliserte
Negativkontrolle Fc mit FGFR-1-EZD'""'-Fc-His interagierte (siehe Abb. 62), konnte dieser
Versuchsansatz fur Bindungsstudien nicht verwendet werden.
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1 2 3 Abb. 62: Bindungsanalyse zwischen FGFR-1-EZD"'"'-
Fc-His und verschiedenen Zelladhisionsmolekiilen mit

FGFR- L1- NCAM- Hilfe der DOt-Bl.Ot-APal}.’SC: o )
EZD EZD EZDIV Der R/?t-Blot zeigt fur die |mmob|II|_\s/|erten Liganden L1-
I-111 I-VI EZD™" -Fc-His (2), NCAM-EZD "-Fc-His (3), VE-
Cadherin-EZD'"V-Fc-His (4) und N-Cadherin-EZD'"V-Fc-
. . ‘ His (5) eine Wechselwirkung mit dem mobilen Liganden
FGFR-1-EZD""'-Fc-His.
FGFR-1-EzD'"™"-Fc-His (1) wurde fir die ECL-Reaktion
. ' . as Positivkontrolle aufgetragen; hingegen diente BSA (7)

as Negativkontrolle.

VE-Cad N-Cad- Fc BSA
herin EZD herin
-V EZD |-V

8.5.2.2.2. Versuchsansatz 2

In diesem Versuchsansatz wurde der mobile Ligand FGFR-1-EZD""-Fc-His biotinyliert.
Hierdurch sollte die unspezifische Interaktion zwischen der Negativkontrolle und FGFR-1-
EzD'""-Fc-His verhindert bzw. reduziert werden. Die Dot-Blot-Analyse wurde wie unter
Punkt 6.3.5. beschrieben durchgefiihrt. Infolge der Biotinylierung von FGFR-1-EZD""-Fc-
His wurde die Nitrozellulosemembran direkt mit Streptavidin-HRP inkubiert. Da auch unter
diesen Bedingungen die Negativkontrolle mit FGFR-1-EZD""-Fc-Hisyio interagierte (siehe
Abb. 63), mussten weitere Optimierungsversuche durchgeftihrt werden. Hierzu wurde der
Inkubationsschritt zwischen der Nitrozellulosemembran und den Liganden nicht in Gegenwart
von PBS, sondern HBSS durchgefihrt. Gleichzeitig wurden auch die zu immobilisierenden
Proteine in HBSS gel0st, bevor diese auf die Nitrozellulosemembran geblottet wurden (siehe
8.5.2.2.3. Versuchsansatz 3).
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Abb. 63: Dot-Blot-Analyse zwischen

I-IIX .
FGFR- N- N- NCAM- L1- Fe FGFR-.I-EZD -Fc-His ) ) und
EZD Cal Cad- EZD EZD verschiedenen Z_elladhagsmnsmo!e_kplen
Ilye  herine  herin- 1V VI Der Dot-Blot zeigt fur die immobilisierten
° EzD  EzZD Liganden N-Cadherin-EZD'"-Fc-His (2),
ETT IRV N-Cadherin-EZD"V-Fc-His (3), NCAM-

EzD"V-Fc-His (4), L1-EZD""'-Fc-His (5)
und Fc (6) eine Bindung mit dem mobilen

. . . . & o Liganden FGFR-1-EZD™""-Fc-Hisyo durch
ein Signal. Fur die Negativkontrolle Fc (6)

ist das Signal positiv. Um die Effizienz des

1 2 3 4 5 6 mobilen Liganden FGFR-1-EZD""-Fc-

Hisio beziglich der ECL-Lésung zu
Uberprifen, wurde er als immobiler Ligand
(0,5 pg) (1) aufgetragen.

8.5.2.2.3. Versuchsansatz 3

10 pg der immobilisierten Proteine wurden in 300 pl PBS an Stelle von HBSS geldst. Im
Anschluss erfolgte die Inkubation der Nitrozellulosemembran wie unter 8.5.2.2.2.
beschrieben. Unspezifische Bindungsereignisse sollten durch stringenteres Waschen, d.h. 3 x
5 min Waschen mit PBS bzw. PBS + 0,05 % Tween, verhindert werden. Letzteres fihrte beim
Waschen im Gegensatz zu PBS unter Verwendung von Streptavidin-HRP zu einer deutlichen
Verminderung der unspezifischen Wechselwirkung (siehe Abb. 64).

Da unter diesen Bedingungen unspezifische Bindungsereignisse zwischen |6slichen Liganden
und der Negativkontrolle ausblieben, wurden diese V ersuchsbedingungen in zukinftigen Dot-
Blot-Untersuchungen eingesetzt.
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Abb. 64: Dot-Blot-Analyse zwischen FGFR-1-EZD""_Fc-His und verschiedenen
Zelladhaesionsmolekiilen

Der Dot-Blot zeigt fur die immobilisierten Liganden L1-EZD"V'-Fc-His (5), N-Cadherin-EZD'"V-Fc-His
(6) und NCAM-EZD'"V-Fc-His (7) nach Inkubation mit dem mobilen Liganden FGFR-1-EZD'"-Fc-His;,
ein Signal. Hingegen fehlt dieses bei den Negativkontrollen Fc (1, 2) und FGFR-1-EZD""'-Fc-His (4).

0,5 ug FGFR-1-EZD""-Fc-His (3) wurde fiir die ECL-Reaktion als Positivkontrolle aufgetragen. Der
Einsatz von BSAy;, als mobiler Ligand (20 pg/ml) zeigt kein Signal.

* 3facher Uberschuss von Fc gegenilber den Zelladhasionsproteinen. Anonsten wurden &quimolare
Mengen enes jeden Liganden immobilisiert.

8.5.2.2.4. Uberpriifung des Bindungsmotives
Nachdem es nun gelungen war eine spezifische Interaktion zwischen N-Cadherin und FGFR-

1 mit Hilfe des Dot-Blot-Verfahrens nachzuweisen, sollten nun die hierfir verantwortlichen
Bindungsmotive untersucht werden. Hierbei gewéhrleistet ein solch proteinbiochemischer
Ansatz Interaktionen zwischen Proteinen unter definierten Bedingungen zu untersuchen und
ist somit komplexen zellbiologischen Versuchsansdtzen, wie beispielsweise dem zuvor
durchgefihrten Kornerzell -Assay (vg. 8.5.1.1.1-8.5.1.1.3.) deutlich Uberlegen.

Das Aufbringen der immobilen Liganden FGFR-1 auf Nitrozellulosemembranstreifen erfolgte
wie unter Punkt 8.5.2.2.3. beschrieben. Das N-Cadherin-spezifische Bindungsmotiv wurde
wie folgt Uberpruft:

N-Cadherin-EZD"V-Fc-His wurde fir 2 h be RT und 200 rpm in Gegenwart bzw.
Abwesenheit eines 300-fachen molaren Uberschusses eines HAV enthaltenen Peptides von
FGFR-1 inkubiert und anschlieffend mit Hilfe einer Vakuumblotapperatur auf eine

Nitrozellulosemembran transferriert. Diese wurde anschliel3end fir 1 min mit PBS
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gewaschen. Nun erfolgte die Zugabe von 20 pg/ml FGFR-1-EZD'"-Fc-Hisyj, und ein daran
anschlief3ender Inkubationsschritt fir 2 h bei 37°C und 200 rpm. Um die Spezifitét desHAV -
Peptides auf die FGFR-1-N-Cadherin-Interaktion zu Uberprifen, wurde in einem parallelen
Ansatz das Nonsense VHA-Peptid verwendet. Im Falle des immobilisierten Proteins N-
Cadherin-EzD'"-Fc-His, das gegeniber FGFR-1-EZD"Y+Fc-His kein Bindungsmotiv besitzt,
entfiel die Vorinkubation mit den Peptiden.

Das Bindungsmotiv von FGFR-1 wurde wie folgt Uberprift: Der mobile Ligand FGFR-1-
EzD'""-Fc-His,;, wurde in einer Konzentration von 20 pg/ml fur 2 h bel RT und 200 rpm mit
bzw. ohne einem 300-fach molaren Uberschuss einer N-Cadherin-spezifischen IDPVNGQ-
Peptidlosung inkubiert. Anschlief3end erfolgte eine Inkubation des immobilien Liganden N-
Cadherin-EZD'V-Fc-His mit dieser Lésung fir 2 h bei 37°C und 200 rpm. Um den Effekt des
IDPVNGQ-Peptides auf die FGFR-1 N-Cadherin-Interaktion zu Uberprtfen, wurde auch hier
in einem parallelen Ansatz das Nonsense QGV NDIP-Peptid eingesetzt.

Die Nitrozellulosemembran wurde schliefdlich fir 3 x 5 min in PBS gewaschen und fir 30
min direkt mit dem Peroxidase-markierten Streptavidin-Antikorper bei RT inkubiert. Protein-
Interaktionen wurden mit Hilfe der ECL-Technik visualisiert (siehe Abb. 65).

Fc N-Cad- N-Cad- N-Cad- N-Cad- N-Cad- N-Cad-
herin- herin- herin- herin- herin- herin-
EZD EZD EZD EZD EZD EZD
1-111 1-V -V + -V + -V + -V +
HAV VHA IDPVNGQ QGVNDIP
@ &8 &« @
1 2 3 4 5 6 7

Abb.  65:  Dot-Blot-Analyse  zwischen =~ FGFR-1-EZD'"-Fc-His und  verschiedenen
Zelladhisionsmolekiilen zur Uberpriifung des Bindungsmotives

Der Dot-Blot zeigt nach Uberschichtung mit FGFR-1-EZD'"-Fc-His,, in An- bzw. Abwesenheit
interaktionsinhibierender Peptide firr folgende immobilisierte Liganden Signale: N-CadherinEZD'™"'-Fc-His
(2), N-CadherinEZD'"V-Fc-His (3), N-Cadherin-EZD'" -Fc-His inkubiert mit HAV (4) und VHA (5). Nach
Inkubation des mobilen Liganden FGFR-1-EZD'"-Fc-Higi, mit dem IDPVNGQ-Peptid (6) bzw.
QGVNDIP-Peptid (7) zeigt N-Cadherin-EZD"V-Fc-His ein Interaktionssignal. Die Negativkontrolle Fc (1)
zeigte nach Inkubation mit FGFR-1-EZD""'-Fc-Hisyio kein Interaktionssignal.
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Das FGFR-1 spezifische N-Caderin-Bindungsmotiv wurde zusétzlich unter Verwendung der
Deletionsmutanten FGFR-1m-EZD""-Fc-His,, untersucht (siehe Abb. 66). Der Versuch
wurde wie bereits unter Punkt 8.5.2.2.3. beschrieben durchgefihrt.

Abb. 66: Untersuchung zur Interaktion zwischen FGFR-

FGFR-EZD Fc  N-Cad- N-Cad- 1-(nue-EZD"'-Fc-His,,, und N-Cadherin-EZD'"-Fe-His
- (muybio Ih_fr/m'EZD Ih_?“nEZD und N-Cadherin-EZD""-Fc-His.

Der Dot-Blot zeigt fur die immobilisierten Liganden N-

Cadherin EZD"V-Fc-His (3) und N-Cadherin-EZD"""'-Fc-His

. . . (4) nach Inkubation mit dem mobilen Liganden FGFR- 1muy-
EZD"'Fc-His,, en Signa. Fc (2) diente as
Negativkontrolle.
3 4 FGFR 1ny-EZD'""-Fc-Hisy, (1) wurde fur die ECL-
Reaktion al's Positivkontrolle (0,5 ug) aufgetragen.

1 2

8.5.3. Bindungsstudien mit Hilfe der Laserpinzette

Auf Poly-L-Lysin beschichteten Deckglaschen wurden PC12-Zellen so dicht ausgesdht, dass
sich am nachsten Tag ein konfluenter Zellrasen auf den Deckglaschen befand. Mikroperlen
wurden jeweils mit N-CadherinEZD"V-Fc-His, N-CadherinEZD""-Fc-His oder 1gG
beschichtet (siehe 6.3.12.). Fir die Untersuchung mit der Laserpinzette wurden die
beschichteten Mikroperlen 30 min auf PC12-Zellen in dekomplementiertem Medium
belasssen, um eine Bindung zwischen den zu untersuchenden Proteinen zu ermoglichen. Das
Medium wurde fur 30 min bel 65°C im Wasserbad dekomplementiert, um eine unspezifische
Wechselwirkung von Proteinen des FCS mit den Zellen und Perlen zu verhindern. Nach
Ablauf von 30 min wurde die Bindungsfestigkeit der Mikroperlen Uberprift. Lief3en sich die
laserfokusierten Perlen durch die Bewegung des Laserstrahls nicht verschieben, galten sie als
gebunden; lose Perlen sprangen hingegen ins Fadenkreuz des Laserstrahls und folgten den
Bewegungen des Lasers.

Zur Uberprifung des fiir N-Cadherin spezifischen HAV-Bindungsmotivs IDPVNGQ, wurden
die mit N-Cadherin-EZD"V-Fc-His beschichteten Mikroperlen mit einem 300-fach molaren
Uberschuss des HAV -Peptides versetzt. Die Inkubation der Mischung erfolgte fir 2 h bei RT
und 200 rpm. Mit Hilfe dieses Peptids sollte eine Bindung des FGFR-1 an N-Cadherin
verhindert werden. Als Negativkontrolle wurde zu einem zweiten Ansatz das VAH-Peptid
verwendet.

Zur Uberprifung des HAV-Bindungsmotivs, das auf der EZD von N-Cadherin der
Kornerzellen lokalisiert ist, wurde auf ein Deckglaschen in Bezug auf die zugegebene N-
Cadherin Konzentration ein 1000-facher Uberschuss des IDPVNGQ-Peptids gegeben. Die
Peptidmenge ist in diesem Fall grofer, daim Vergleich zu den mit N-Cadherin beschichteten
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Mikroperlen keine direkte Inkubation mit dem N-Cadherin erfolgen konnte. Nach 2 h
Vorinkubation bei 37°C wurden auf die Zellen die mit N-Cadherin EzZD"'-Fc-His
beschichteten Perlen gegeben. Als Negativkontrolle wurden in einem paralelen Ansatz
Peptide mit dem Motiv QGVNDIP anstelle von IDPVNGQ verwendet.

Nach der Inkubationszeit wurden die verschiedenen Mischungen jeweils auf die PC12-Zellen
gegeben, fur 30 min bel 37°C inkubiert und die Bindungsstéarke von jewells 100 Mikroperlen
quantifiziert.

Auf PC12-Zellen (n = 5) hafteten mit N-Cadherin-EZD"V-Fc-His beschichteten Perlen mit
83 + 2 %, hingegen reduzierte sich die Haftung mit N-Cadherin-EZD""-Fc-His beschichteten
Mikroperlen auf 71 + 2 % und Fc auf 34 + 4 %. Wurden N-Cadherin-EZD""-Fc-His
beschichtete Mikroperlen mit verschiedenen Peptiden inkubiert, konnte keine Wirkung der
Peptide auf die Haftung festgestellt werden: Die Perlen hafteten in Kombination mit dem
HAV-Peptid zu 79 + 2 %, VHA-Peptid zu 84 + 1 %, IDPVNGQ-Peptid zu 85 + 2 % und
QGVNDIP-Peptid zu 84 + 2 % (siehe Abb. 67).

Da die Wechselwirkung zwischen det ersten EZD von N-Cadherin untersucht werden sollte,
wurde die Bindung zwischen mit N-Cadherin-EZD'V-Fc-His beschichteten Mikroperlen und
PC12-Zellen ds maximale Bindung angenommen und zugleich as Kontrollwert verwendet.
Die Ca2+-Abhéngigkeit der Bindung zeigt sich bei der Zugabe eeiner 5 MM EGTA-L6sung in
das Kulturmedium. Die Bindung von N-Cadherin-EZD"V-Fc-His und N-Cadherin-EZD""'-
Fc-His beschichteten Perlen an PC12-Zellen wurde durch EGTA auf 20+ 2 % reduziert.
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Abb. 67: Untersuchung der Wechselwirkung zwischen N-Cadherin und N-Cadherin-EZD'"-Fc-His

bzw. N-Cadherin-EZD""-Fc-His mit Hilfe der Laserpinzette (n=5). Pro Versuch wurden 100
Mikroperlen auf ihre Verschiebbarkeit getestet.

Angabe der Haftung von Protein beschichten Mikroperlen auf PC 12-Zellen in %.

N-Cadherin-EZD"Y-Fc-His 83+2%
N-Cadherin-EZD""-Fc-His + HAV - Peptid 79+2%
N-Cadherin-EZD" -Fc-His + VHA-Peptid 84 + 1%,
N-Cadherin-EZD"-Fc-His + IDPVNGQ-Peptid 85+2%
N-Cadherin-EZD"" -Fc-His + QGVNDIP-Peptid 84+2%
N-Cadherin-EZD""- Fe-His 7142 %
Fc 34+ 4%,

8.5.4. Bindungsstudien mit Hilfe des ELISA
Mit Hilfe des ELISA sollte die Bindung zwischen N-Cadherin-EZD'"-Fc-His und FGFR-1-

EzD'"-Fc-His,, naher untersucht werden. Dabei diente die Wechselwirkung zwischen
immoblisietem Fc und loslichem FGFR-1 EZD'™"-Fc-Hisvio als Negativkontrolle. Parallel
wurde dazu die Bindungsstarke zwischen dem zu untersuchenden Protein (siehe unten) und
FGFR-1-EZD""-Fc-Hisy, bzw. FGFR-1py-EZD"™"-Fc-Hisy, gemessen. Von diesem
Ergebnis wurde die Fc-Fc-Wechselwirkung substrahiert, um die spezifische Wechselwirkung
zwischen dem zu untersuchenden Protein und FGFR-1-EZD'""-Fc-Hisye und FGFR-1(py-
EzD'""-Fc-His,, zu erhalten.

Als mobile Liganden wurden FGFR-1-EZD'""-Fc-Hispio bzw. FGFR-1(mu-EZD"™"-Fe-Hisio
eingesetzt, wahrend N-Cadherin-EZD"V-Fc-His, Desmoglein-1-EZD"V-Fc-His, Desmoglein-
3-EZD"V-Fc-His und Fc al'simmobile Liganden fungierten (siehe Abb. 69, Abb. 70).

Die ELISA-Auswertung erfolgte mittels der Funktion B(x) = Bmax(l-e'kB). Dabel entspricht B
der Konzentration des mobilen Liganden FGFR-1-EZD'"-Fc-Hissio bzw. FGFR-Lgmu)-
EzD""-Fc-His,i, in UM. Bpa entspricht der maximalen Bindung und k einer Konstante. Wie
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unter 6.3.15. geschildert, wurde zur Bestimmung der Stérke der Wechselwirkung zwischen
mobilen und immobilen Liganden die apparente Dissoziationskonstante Kp bestimmt. Sie
reprasentiert die Konzentration des immobilen Liganden (N-Cadherin-EZD"V-Fc-His,
Desmoglein-1-EZD'V-Fc-His, Desmoglein-3-EZD'V-Fc-His und Fc), die in einer
halbmaximalen Bindung zum entsprechenden mobilen Liganden (FGFR-l—EZD""'-FC-Hisbi0
bzw. FGFR-Lmuy-EZD'"'-Fc-Hisuio) resultiert.

Der Korellationskoeffizient war in alen Untersuchungen > 0,91.

8.5.4.1. Wechselwirkung zwischen FGFR-1-EZD""-Fc-His bzw. FGFR-1,,,-EZD""-
Fc-Hisniound Cadherinen ohne Beriicksichtigung unspezifischer Fc-Fc Wechselwirkung
Hierzu wurden ELISA-Platten in Initialversuchen mit N-Cadherin-EZD"V-Fc-His beschichtet
(0,5 pg/Vertiefung) und in Gegenwart der beiden mobilen Liganden FGFR-1-EzZD""-Fc-
Hisbio und FGFR-1(mu)-EZD""-Fc-Hisio inkubiert (siehe Abb. 68). Die Durchfiihrung und
Auswertung des ELISA erfolgte wie unter Punkt 6.3.15. beschrieben. Unter diesen
Versuchsbedingungen interagierten FGFR-1-EZD""-Fc-His,i, und FGFR-1(py-EZD"™"'-Fc-
Hisbio mit N-Cadherin-EZD""-Fc-His mit shnlicher Effizienz (apparente Kp = 0,07 pM; 0,1
UM bzw. 0,09 puM; 0,08 UM be n = 4). Um den Einflu3 der unspezifischen Fc-Fc-

Wechselwirkung quantitativ berticksichtigen zu konnen, wurden weitere ELISA mit Fc als

immobilen Ligand durchgefihrt.

Abb. 68: Reprisentative
Darstellung der  ELISA-
12 A Wechselwirkungen der

mobilen Liganden FGFR-1-

EZD""-Fc-His;, bzw.

FGFR-1(muy-EZD"™"'-Fe-Hispio

mit dem immobilen Liganden

T N-Cadherin- EZD"Y-Fc-His

Die apparenten Dissoziations

. konstanten K, lauten:

0s . * FGFR-1u"EZD""-Fe-Hisyio
0,09 uM

* FGFR-1-EZD""-Fc-Hispio
0,07 uM

OD/min.

0.8

04 - 'S

* >

0.2 7 —a&_ FGFR-1-EZD I-1ll-Fc-His

—@— FGFR-L-EZD I-ll|q-Fe-His

1 uM
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
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8.5.4.2. Wechselwirkung zwischen FGFR-1-EZD'"'-Fc-His,;, und Cadherinen unter

Beriicksichtigung unspezifischer Fe-Fc Wechselwirkung

Wie bereits erwdhnt deuteten Pull-down- und Dot-Blot-Untersuchungen eine unspezifische
Fc-Fc-Wechselwirkung der verwendeten Fusionsproteine an. Um dies zu beriicksichtigen
wurde ein ELISA mit Fc as zusétzlicher immobiler Ligand durchgefiihrt. Abb. 69 zeigt die
Starke der unspezifischen Fc-Fc Wechselwirkung. Somit war es moglich Wechselwirkungen
zwischen N-Cadherin-EZD"V-Fc-His und FGFR-1-EZD'""-Fc-His;, beziiglich der unspezi-
fischen Fc-Fc Wechselwirkung zu korregieren (siehe Abb. 70).

Nach Beriicksichtigung der Fc-Fc Wechselwirkung lauteten fiir N-Cadherin-EZD"V-Fc-His
die apparenten Dissoziationskonstanten Kp = 0,02 uM (statt Kp = 0,09 uM), fir Desmoglein-
1-EZD'V-Fc-His Kp = 0,07 uM (an Stelle von Kp = 0,19 pM) und fiir Desmoglein-3-EZD'™-
Fc-HisKp = 0,04 (statt Kp = 0,22 uM).

Dabei zeigten N-Cadherin-EZD"Y-Fc-His und FGFR-1-EZD'"-Fc-Hispo die starksten
Wechselwirkungen (apparente Kp = 0,02 pM). Wahrend Desmoglein-3-EZD"V-Fc-His und
Desmoglein-1-EZD'V-Fc-His mit FGFR-1-EZD""-Fc-His,, die apparente Kp = 0,04 uM

bzw. Kp = 0,07 uM aufwiesen.

12 1 immobilen Liganden
Desmoglein-1-EZD""-Fc-His

08 - . His.

Die apparenten Dissoziations

06 . R konstanten Kb |auten:

* Fc 0,08 uM

i/ A Fc * N-Cadherin-EZD'""Y-Fc-His

/4 ’ —e_ N-Cadherin€zD I-VFe-His | 009 HM

02 / —8— Dsg31-EZD I-V-Fc-His L Desmoglein-l—EZD"V-FC-HiS

—4— Dsg3-EZD IV-FcHis 0,19 uM

0 o1 0z os By s o MM * Desmoglein-3-EZD'"V-Fc-His
0,22 UM
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Abb. 69: Wechselwirkung des
mobilen Liganden FGFR-1
OD/min. EZD”"-Fc-Hisbi0 mit dem
Fc,

11 und Desmoglein-S-EZDI'V-Fc-
His und N-Cadherin-EZD""-Fe-



OD/min.

N-Cadherin-EZD I-V-Fc-His

Dsg-1-EZD 1-V-Fc-His
Dsg-3-EZD |-V-Fc-His

0.4 0.5

MM

Abb. 70: Wechselwirkung des
mobilen Liganden FGFR-1-
EZD"™'-F c-Hisyp;, mit den im-
mobilen Liganden Desmoglein-
1-EZD"Y-Fc-His und Desmo-
glein-3-EZD""-Fc-His und N-
Cadherin-EZD""-Fc-His unter
Beriicksichtigung der unspezifi-
schen Fe-Fe-Wechselwirkung.
Die apparenten Dissoziations
konstanten K, lauten:;
* N-Cadherin- EZD'""-Fc-His
0,02 uM
* Desmoglein-1-EZD" V- Fc-His
0,07 uM
* Desmoglein-3- EZD"V-Fc-
His 0,04 uM
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9. Diskussion

Ein gerichtetes Neuritenwachstum ist notwendig, um die funktionelle Integritét des
Nervensystems zu gewahrleisten. Mit Hilfe von extrazellularen Rezeptoren wie FGFR-1
erfasst der Wachstumskegel des Neurons Schlisselreize, setzt diese in intrazelluldre
Signalkaskaden um und beteiligt sich an Prozessen wie gerichtetes Axonwachstum bzw.
Axonregeneration (Dunican et al., 2000). Obwohl keine direkten Wechsaelwirkungen
zwischen CAMs und FGFR-1 bisher gezeigt werden konnten (Groth et a., 2002), deuten
zahlreiche Untersuchungen daraufhin, dass CAMs wie N-Cadherin, NCAM und L1 das
zielgerichtete Axonwachstum durch Aktivierung des FGFR-1 stimulieren kénnen.

Das Ziel der vorliegender Arbeit ist daher mogliche direkte Wechselwirkung zwischen N-
Cadherin und FGFR-1 nachzuweisen und diese zu untersuchen.

9.1. Generierung von Expressions-Vektoren und -Zelllinien

Zur Herstellung stabiler eukaryotischer Expressionszelllinien wurden cDNASs in den
Expressionsvektor pEGFP-N3 kloniert. Die Aufreinigung der ins Medium sezernierten
Proteine wurde dadurch gewdhrleistet, dass sich am Carboxyterminus der Fc-Tell des
humanen 1gG befand und so eine Proteingewinnung Uber eine Protein-A Saule moglich war.
Zusétzlich wurde ein Histidin-Tag eingefiihrt, so dass eine aternative Isolierung mit Hilfe der
NTA-Nickelsdulen-Affinitétschromatographie zu Verfiigung stand. Die so aufgereinigten
Proteine wurden schliefdich in Protein-Bindungsstudien eingesetzt. Um einen negativen
Einfluss des pEGFP-N3 kodierendes GFP auf die Bindungsstudien zu vermeiden, wurde die
Tranglation eines GFP-Fusionsproteins durch ein Stop-Codon verhindert. Als grundlegende
Ausgangsvektoren wurden die Expressionsvektoren pEGFP-N3-FGFR-EzZD'™"-Fc-His und
PEGFP-N3-N-Cadherin-EZD"Y-Fc-His konstruiert. Von diesen ausgehend wurden weitere
Expressionsvektoren hergestellt, die innerhalb potentieller Bindungsmotive mutiert worden
waren (PEGFP-N3-FGFR-1(mu-EZD'""-Fc-His, pEGFP-N3-N-Cadherin-EZD'""-Fc-His und
PEGFP-N3-N-Cadherin-EzZD""*V*V-L""V*V_Fc-His). Diese sollten dazu dienen spezifische
Bindungsexperimente unter nativen Bedingungen (d.h. unter Erhaltung der
Proteintertiarstuktur) durchfthren zu konnen.

Hierzu z&hlen Expressionsvektoren die fir Fusionsproteine kodierten, die Mutationen
innerhalb des N-Cadherin-CHD-Bindungsmotives bzw. der FGFR-1-CHD enthielten.
Zusétzlich wurden Kompetitionsexperimente in Gegenwart FGFR-1- bzw. N-Cadherin-
abgel eiteter Peptide durchgefhrt.
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Das CHD-Bindungsmotiv von N-Cadherin wurde sowohl mit Hilfe der Deletionsmutante N-
Cadherin-EZD'""-Fc-His und der Substitutionsmutante N-CadherinEzD"™"*V*" L"*V*V_pc.
His (hier wurde das CHD-Bindungsmotiv vollsténdig deletiert) als auch mit Hilfe der
Substitutionsmutante FGFR-1y-EZD""'-Fc-His (LHAVP - DHDAG) untersucht. Letztere
wurde so konzipiert, um mdgliche durch substituierte Aminosauren induzierte Verénderungen
der Tertiarstruktur zu minimieren bzw. zu vermeiden. Daher wurden neben den als
Bindungstasche fungierenden Aminosauren HAV auch die angrenzenden Aminosauren
mutiert.

Da sich die Herstellung des Expressionsvektors pEGFP-N3-FGFR-1(mu-EZD'""-Fc-His mit
Hilfe der konventionellen PCR (Einfiihrung der Mutation durch tberlappende PCR (bp 180-
550; 550-1129) as nicht durchfihrbar erwies, wurde das Konstrukt durch inverse PCR
generiert (siehe Abb. 23), wobei die Wahl der Polymerase fir die , fidelity* der Amplifikation
von entscheidender Bedeutung war. Hierbei zeigte sich die Phusion-Polymerase der Pfu-
Polymerase Uberlegen. Gegeniber den anderen Konstrukten fihrte die Expression von
PEGFP-N3-FGFR-1-EZD"™"'-Fc-His in CHO-Zellen héufig zur Apoptose. Die Etablierung
einer stabilen Zdllinie gelang dennoch und die integrierte pEGFP—NB-FGFR-l(mut)-EZD"'”-
Fc-His-cDNA konnte mittels RT-PCR nachgewiesen werden (siehe 8.1.1.1.3.).

Im Fale der Konstruktion des Expressionsvektors pEGFP-N3-N-Cadherin-EZD"'"*V*V.
L""V*V_FcHis wurden die tberlappenden Fragmente N-Cadherin-EzD™""L" und N-
Cadherin-EZD" amplifiziert, und das daraus resultierende PCR-Fragment mit dem Cadherin-
EzDV-L"V*V-Fc-Amplifikat durch Ligation zusammengefiihrt. Eine anschlieRende InFusion-
Rekombination inserierte schlieRlich die N-Cadherin-EzD"""*V*V-L""V*V_Fc-His<DNA in
den entsprechend vorbereiteten Vektor pEGFP-N3. Auch hier zeigten mit pEGFP-N3-N-
Cadherin-EzD""™V*V_| ""V*V _Fe His transfizierte CHO-Zellen Apoptose, die jedoch so
ausgepragt war, dass eine Etablierung einer stabilen Zelllinie nicht moglich war.

Alle anderen stabilen Zelllinien dienten der Sezernierung der gewinschten Fusionsproteine
(d.h. N-Cadherin-EZD"V-Fc-His, N-Cadherin-EZD'""-Fc-His, FGFR-1-EZD'""-Fc-His und
FGFR-1(mu-EZD'""-Fc-His) ins ZelIkulturmedium

Zusétzlich wurde ein Fc-His-exprimierender Vektor generiert, der dazu dienen sollte, dassin
Kontroll-Bindungsassays zuvor eingesetzte kaufliche Fc durch Fc-His zu ersetzen. Da keine
Zdllinie generiert werden konnte, die das Protein in nennenswerten Mengen produzierte,

musste fur die Bindungsassays wieder auf das kaufliche Fc zurlickgegriffen werden.

127



Als transiente CHO-Zélllinien entstanden GFP-N3-N-Cadherin und DsRed-FGFR-1. Diese
dienten subzellulégren Lokalisationsuntersuchungen von N-Cadherin und FGFR-1 (siehe
8.5.1.2).

9.2. Untersuchung zum Axonwachstum von cerebelliren Kornerzellen

Doherty P., Walsh F. und Williams EJ. fuhrten intensive Untersuchungen zum Einfluss von
CAM, Peptiden, Antikorpern und Inhibitoren, unter Vermittlung von FGFR, auf das
Wachstums-/Regenerationsverhalten von cerebellarern Kornerzellen, PC12-Zellen, retinale
Ganglienzellen und Hypocampusneuronen zurtick (Williams EJ. et a., 2002; Brittis et dl.,
1996; Williams EJ et a., 1994; Doherty P. et a., 1990). Basierend auf den Ergebnissen
entstand das bereits erlauterte hypothetische Drenckhahn-Bindungsmodell (siehe 4.5.4.),
wonach Wechselwirkungen zwischen transdimeren N-Cadherin-Molekulen Uber die
Aminosauren IDPVNGQ der EZD von N-Cadherin und den Aminoséduren HAV der EZD von
FGFR-1 stattfinden (siehe Abb. 17).

An dieser Stelle, sollte betont werden, dass die von Williams EJ. et ., (2002), Brittis et al.,
(1996), Williams EJ et al., (1994), Doherty P. et al., (1990) durchgeftihrten Bindungsstudien
ausschliefdlich auf Wechselwirkungen zwischen Proteinen/Peptiden und Zellen fundierten. In
der vorliegenden Arbeit wurden daher nicht nur Wechselwirkungen zwischen
Proteinen/Peptiden und cerebelléren Kornerzellen untersucht, sondern auch Bindungsstudien
zwischen Proteinen mit Hilfe der Dot-Blot-Anayse und des ELISAs durchgefihrt. Letztere
sind komplexen zellbiologischen Versuchsansdtzen insofern vorzuziehen, da diese unter
definierten Bedingungen durchgefihrt werden kénnen.

In ersten Versuchen wurden die wachstumsférdernden Einfliisse von N-Cadherin-EZD'V-Fc-
His, N-Cadherin-EZD""-Fc-His, L1-EZD"''-Fc-His und NCAM-EZD'V-Fc-His auf
cerebellére Kornerzellen durch Axonlangenwachstumsmessungen 24 h nach Applikation der
Fusionsproteine quantifiziert. Um dies zu ermdglichen, wurde hierzu der depolarisierende und
damit wachstumsfordernde Effekt von Kaliumionen und die Konzentration der
Wachstumsfaktoren in FCS méglichst klein gehalten (siehe 8.5.1.1.1). Dabei zeigten der
Wachstumsfaktor FGF-2 ebenso wie die zu untersuchenden Proteine N-Cadherin-EZD'V-Fc-
His, L1-EzZD"'-Fc-His und NCAM-EZD"V-Fc-His im Vergleich zu unbehandelten
Kornerzellen einen  signifikanten  wachstumsfordernden  Effekt;  wéhrend  die
Negativkontrollen  Fc, Desmoglein-1-EZD'V-Fc-His  und  FGFR-1-EZD'"-Fc-His
erwartungsgemald keinen Einfluss auf das Axonwachstum ausiibten (siehe Abb. 55).

Zusdtzlich wurden in  Gegenwart ausgewdahlter Peptide Kompetitionsexperimente
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durchgefiihrt, die dazu dienen sollten, die Funktionalitdt der N-Cadherin- und FGFR-1-
spezifischen Bindungsmotive zu untersuchen (siehe 8.5.1.1.3). Im Fale der Zugabe des
Fusionsproteins N-Cadherin-EZD'"-Fc-His wurde das FGFR-1-spezifische Peptid HAV den
cerebelldren Kornerzellen zugegeben. Paralel durchgefihrte Versuche mit dem Nonsense-
Peptid AVH dienten der Kontrolle. 24 h post Applikation zeigte sich zum Kontrollversuch ein
signifikanter inhibierender Effekt im Axonwachstum der cerebelldren Kornerzellen. Dabei
reduzierte sich die durchschnittliche Axonlange von 57 um +/- 2,6 um auf Kontrollwerte
(35 pum +/- 1,0 um) (siehe Abb. 56). Dagegen wurde das auf den cerebellaren Kornerzellen
befindliche Bindungsmotivs des FGFR-1 durch Zugabe des N-Cadherin-spezifischen
IDPVNGQ-Peptids tberprift. Auch hier wurden Kontrollversuche in Gegenwart eines vom
IDPVNGQ-Peptids abgeleiteten Nonsense-Peptids durchgefihrt. Trotz Zugabe von N-
Cadherin-EZD'"-Fc-His auf solch behandelte Zellen konnte im Vergleich zu cerebelldren
Kornerzellen, die mit dem Nonsense-Peptid behandelt worden waren, ein signifikanter
inhibierender Effekt auf das Axonwachstum festgestellt werden. So verdnderte sich die
durchschnittliche Axonldnge infolge der sequentiellen Behandlung der cerebelléren
Kornerzellen mit dem IDPVNGQ-Peptid und N-Cadheri n-EzD"V-Fc-His gegenuiber
unbehandelte Zellen nicht (35 um +/- 0,9 um versus 35 pm +/- 0,9 um). Die Zugabe des
Nonsense-Peptids und N-Cadherin-EZD"V-Fc-His erhohte dagegen das durchschnittliche
Axonwachstum auf 59 pum +/- 3,1 um, was einem Axonlangenwachstum unter N- Cadherin-
EzD'"V-Fc-His-fordernder Bedingungen entsprach (57 pm +/- 2,6 um).

Untersuchungen von Takeichi (1990) zeigten, dass das FGFR-1-spezifische Bindungsmotiv
HAV ebenfalls in N-Cadherin vorkommt und innerhalb der 1. EZD lokalisiert ist. Dartber
hinaus liegt in unmittelbarer Nachbarschaft die AS-Sequenz INSPISG die eine zum
IDPVNGQ-Bindungsmotiv ahnliche réaumliche Struktur aufweist. Das von Drenckhahn
entworfene Modell zur Rolle von Cadherin bei der Aktivierung des FGFR-1 postuliert eine
mogliche homophile Wechselwirkungen zwischen N-Cadherin-cis-Dimeren in trans (siehe
Abb. 17). Somit ist durch homophile Transbindungen zwischen N-Cadherin cis-Dimeren der
Plasmamembran von Kornerzellen eine Oligomerisierung zu erwarten. Diese kodnnte
entsprechend der Abbildung 17 illustrierten Modellvorstellung eine Dimerisierung von FGFR
bewirken und so in eéinem axonwachstumsfordernden Effekt des entsprechenden Neurons
resultieren. Uberraschenderweise zeigten cerebellare Kornerzellen, 24 h nach Behandlung mit
N-Cadherin-EZD""-Fc-His kein signifikantes Axonwachstum. Mdoglicherweise ist dies
darauf zurtickzufthren, dass fur eine raumlich korrekte cis-Dimerisierung des N-Cadherin-
EzD'""-Fc-His-Molekiils die EZD 4 und/oder 5 eine bedeutende Rolle spielen. Dafiir spricht
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die prinzipielle Fahigkeit des N-Cadherin-EZD""-Fc-His-Molekilles dimerisieren zu kénnen,
wie Westernbl ot-Analysen gezeigt haben (siehe Abb. 46).

In der vorliegenden Arbeit konnte die von Doherty und Walsh postulierte
wachstumsférdernde Wirkung von FGF-2, L1, N-Cadherin und NCAM auf Axone
cerebellérer Kornerzellen bestétigt werden. Weiterhin konnte der inhibierende Effekt der
Peptide HAV und IDPVNGQ und die fehlende inhibierende Wirkung der entsprechenden
Nonsense-Peptide auf das Axonwachstum gezeigt werden. Die erzielten Ergebnisse lassen
daher vermuten, dass die strukturelle Ahnlichkeit der N-Cadherin-spezifischen Peptide
IDPVNGQ und INSPISG an die FGFR-1-spezifische HAV Sequenz von FGFR-1 binden. Die
heterophile cis-Bindung zwischen dem FGFR-1 und N-Cadherin-cistrans-Oligomer kdnnte
eine Dimeriserung von zwel FGFR-1-Molekulen induzieren, die schliefdlich eine

Signaltransduktion initiiert, die in einem gerichteten Axonwachstum des Neurons resultiert.

9.3. Untersuchung zur subzelluliren Lokalisation von GFP-N-Cadherin

und DsRed FGFR-1 in CHO-Zellen

CHO-Zé€llen, die mit pEGFP-N3-N-Cadherin transfiziert wurden, zeigten 24 h spéter ein
deutlich plasmaemmales Fluoreszenzsignal, dass sich aufgrund von Transinteraktionen

hauptséchlich auf Zell-Zell-Verbindungen beschrankte. Hingegen wurde in pDsRed-C1-
FGFR-1 trandfizierten CHO-Zellen ein Uber das gesamte Zytoplasma der Zelle unter
Aussparung des Zellkerns verteiltes Fluoreszenzsignal detektiert. In pEGFP-N3-N-Cadherin
und pDsRed-C1-FGFR-1 doppeltransfizierten Zellen zeigte sich eine von DsRed-C1-FGFR-1
abhangige subzelluléren Lokalisationen von EGFP-N3-N-Cadherin. So wurde fir EGFP-N3-
N-Cadherin keine Lokalisation an Zell-Zell-Kontakten beobachtet. Vielmehr lokalisierte
EGFP-N3-N-Cadherin wie DsRed-C1-FGFR-1 ausschliefdlich im Zytoplasma. Diese von
DsRed-C1-FGFR-1 abhéngige Relokalisierung von EGFP-N3-N-Cadherin deutet auf eine
maogliche Interaktion dieser Proteine hin (siehe Abb. 57).

9.4. Bindungsstudien

Bindungsstudien mit Hilfe exprimierter Proteine haben gegentber komplexen
zellbiologischen Studien den Vorteil, dass Interaktionen zwischen Proteinen unter definierten
Bedingungen stattfinden. So kdnnen Fremdeinfliisse ausgeschlossen werden. Durch die Wahl
die Fc-Doméne des humanen 1gG fur die Affinitdtschromatographie der Fusionsproteine zu

benutzen, traten bel den Bindungsstudien wider Erwarten unspezifische Fc-Fc-
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Wechselwirkungen auf. Somit war es wichtig Bedingungen zu finden, in dem solche

unspezifischen Wechselwirkungen minimiert werden konnten.

9.4.1. Bindungsstudien durch Pull-down-Experimente
Pull-down-Versuche erfolgten mit unterschiedlichen Mikroperlen, auf denen die zu

untersuchenden Proteine immobilisiert vorlagen. Der mobile Interaktionspartner befand sich
in Losung und sollte vom immobilen, an Mikroperlen gebundenen Bindungspartner aus der
Losung gebunden werden. Dies wurde mit Hilfe einer daran anschlief3enden Westernblot-

Analyse Uberprft.

9.4.1.1. Einsatz von Protein-A-Perlen

Die Westernblot-Analyse mit anti-FGFR-1 zeigte bel alen zu untersuchenden DM P-kovalent
immobilisierten Proteinen (L1-EZD"Y'-Fc-His, N-Cadherin-EZD""-Fc-His, NCAM-EzZD'"-
Fc-His insbesondere Fc) in Gegenwart des mobilen Liganden FGFR-1-EZD""'-Fc-His einen
positiven Pull-down (siehe Abb. 58). Auch biotinyliertes FGFR-1-EZD'""-Fc-His fiihrte unter

ahnlichen Versuchsbedingungen zu einem Pull-down der oben genannten Fusionsproteine.

Da der Pull-down bei Fc-beschichteten Mikroperlen fir FGFR-1-EZD""'-Fc-His positiv war,
konnte nicht zwischen unspezifischen Fc-Fc-Wechselwirkungen (d.h. Wechselwirkungen
zwischen Fc-Mikroperle und dem Fc von FGFR-1-EZD"™"-Fc-His) bzw. Wechselwirkungen
zwischen nicht besetzten Protein-A-Bindungsstellen und angebotenem FGFR-1-EzZD""-Fc-
His unterschieden werden. Durch die Mikroperlen verursachte unspezifische
Wechselwirkungen mit FGFR-1-EZD'""-Fc-His konnte durch negative Pull-down
Experimente in Gegenwart BSApi, (statt FGFR-1-EZD'""'-Fc-His) ausgeschlossen werden
(siehe Abb. 59). Daher wurden daran anschlief3ende Pull-down-Experimente mit Mikroperlen
durchgefihrt, die kein gebundenes Protein-A enthielten.

9.4.1.2. Einsatz von Epoxyvagaroseperlen und CNBr-aktivierten Sepharoseperlen
Epoxyagaroseperlen und CNBr-aktivierten Sepharoseperlen besitzen im Gegensatz zu den

Protein-A -beschichteten Mikroperlen den Vortell, dass sie unabhangig von Protein-A die zu
untersuchenden Fusionsproteine kovalent immobilisieren.

Ahnlich wie unter Punkt 9.4.1.1. beobachtet, wurde in der Westernblot-Analyse fir N-
Cadherin-EZD'"V-Fc-His- und Fc-beschichtete Mikroperlen ein positiver Pull-down mit
FGFR-1-EZD'"#Fc-Hisyo detektiert. Leider waren auch Pull-down-Experimente mit
Ethanol amin-beschichteten Mikroperlen fir FGFR-1-EZD'""-Fc-His,;, positiv, so dass diese
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Mikroperlen fur die geplanten Bindungsassays nicht geeignet waren (siehe Abb. 60). Daran
anderten auch keine abgewandelten Bedingungen des Pull-downs (waschen der Mikroperlen
mit Sucrose, HBSS bzw. HBSS-Tween). Zusammenfassend waren Pull-down-Experimente
mit Hilfe von Mikroperlen nicht geeignet Bindungsstudien durchzufihren.

9.4.2. Bindungsstudien durch Dot-blot Experimente
Dot-Blot-Experimente  wurden as ene weitere Moglichkeit fir Protein-Protein-

Bindungsstudien gewahlt, da sich die Pull-down-Experimente als nicht geeignet erwiesen, um
unspezifische Fc-Fc-Wechsel wirkungen zu vermeiden.

Mit Hilfe eines Vakuum-Blots wurden auf eine Nitrozellulose die Fusionsproteine L1-EZD
'"VI_Fc-His, N-Cadherin-EZD'V-Fc-His und NCAM-EZD'V-Fc-His immobilisiert. Nach
Absdttigung der unspezifischen Bindungsstellen mit 5 %iger Magermilch-PBS-Ldsung wurde
die Nitrozellulose mit FGFR-1-EZD""-Fc-His uberschichtet. Unter Verwendung des
Antikérpers anti-FGFR-1 zeigten sowohl die oben aufgefiihrten Proteine as auch die
Negativkontrolle Fc in der Blot-Analyse jeweils ein Signal. Der Verdacht auf eine
unspezifische Fc-Fc-Wechselwirkung zwischen FGFR-1-EZD""-Fc-His und den immobilen
Liganden bestétigte sich, daimmobilisiertes BSA wie bereits in den Pull-down-Experimenten
unter diesen Bedingungen kein Signal zeigte (siehe Abb. 59, 62). Basierend auf diesen
Beobachtungen wurden in darauffolgenden Blot-Anaysen in 5 %iger Magermilch-PBS-
Lésung bzw. 5 %iger Magermilch-HBSS-Lasung mobiles biotinyliertes FGFR-1-EzD""-Fc-
His eingesetzt. Unter Magermilch-HBSS-Bedingungen wurden wieder auf Fc-Fc-beruhende
Wechselwirkungen zwischen FGFR-1-EZD""-Fc-Hisy, und den immobilisierten Liganden
detektiert (siehe Abb. 63). Unter Magermilch-PBS-Bedingungen gelang es jedoch
unspezifische Fc-Fc-Wechselwirkungen zu vermeiden (siehe Abb. 64), so dass es nun
moglich war, Untersuchungen zu Wechselwirkungen zwischen FGFR-1-EzD""-Fc-Hisyo
und den Zelladhasionsproteinen durchzufihren. So konnte eine signifikante Wechselwirkung
zwischen FGFR-1-EZD'""-Fc-His,, N-Cadherin-EZD'V-Fc-His und erwartungsgeméi
zwischen FGFR-1-EZD""-Fc-His;, und den Zelladhasionsproteinen L1-EZD"V'-Fc-His und
NCAM-EZD""-Fc-His nachgewiesen werden (siehe Abb. 64). Das Ergebnis dieser Dot-Blot-
Analyse zeigt zum ersten Mal eine direkte Bindung zwischen FGFR-1 und N-Cadherin (siehe
Abb. 17).

Die Beteiligung der Bindungsmotive HAV und IDPVNGQ an dieser Wechselwirkung wurde
mit Hilfe von Kompetitionsexperimenten Uberprift (siehe 8.5.2.2.4). Hierzu wurden Dot-
Blot-Analysen in Gegenwart der fir FGFR-1 und N-Cadherin spezifischen Peptide HAV und
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IDPVNGQ durchgefiihrt. Das HAV -Peptid wurde vor Immobilisierung mit N-Cadherin-EZD
'V_Fe-His, wahrend das IDPVNGQ-Peptid mit FGFR-1-EZD""'-Fc-Hisy;, prainkubiert.

Trotz der potentiell inhibierenden Peptide konnte in beiden Féallen die Wechselwirkung nicht
verhindert werden (siehe Abb. 65). Eine paralld dazu durchgefihrter Ansatz mit
immobilisiertem Fc zeigte erwartungsgemald keinerlel Interaktion mit FGFR-1-EZD""-Fc-
Hisnio. Eine unspezifische Fc-Fc-Wechselwirkung konnte wie zuvor gezeigt ausgeschlossen
werden. Zusdtzlich zu den Kompetitionsexperimenten wurden Dot-Blot-Analysen mit der
Substitutionsmutante FGFR-1-EZD""'-Fc-His,, und der Deletionsmutante N-Cadherin-
EzD'"-Fc-His durchgefihrt.

Uberraschenderweise konnte im Bindungsassay sowohl zwischen FGFR-1gmu-EZD""-Fc-
Hisyo und N-Cadherin-EZD"V-Fc-His as auch zwischen FGFR-1p-EZD"™"-Fc-Hisyo und
N-Cadherin-EZD""-Fc-His eine Wechselwirkung beobachtet werden (siehe Abb. 66). Die
Spezifitdt dieser Wechselwirkung wurde dadurch gezeigt, dass die Negativkontrole Fc keine
Bindung mit FGFR-1(mu-EZD""-Fc-His,, €inging. Diese Beobachtungen waren insofern
Uberraschend, da entsprechend des hypothetischen Modells inhibierende Effekte des Sense-
Peptids bzw. der Deletions-/Substitutions-Mutanten auf die FGFR-1-N-Cadherin-Wechsel-
wirkung erwartet worden waren (siehe Abb. 17). Zusammenfassend kann gesagt werden, dass
das FGFR-1-Bindungsmotiv (HAV) zwischen der 1. und 2. immunglobulin-ghnlichen
Domane von FGFR-1 und das N-Cadherin-Bindungsmotiv (IDPVNGQ) in der 4. EZD fir die
FGFR-1-N-Cadherin-Wechselwirkung keine Rolle spielen. Damit l&sst sich auch die im
Peptid-Kompetitionsversuch fehlende Inhibierung der Wechselwirkung zwischen FGFR-1
und N-Cadherin trotz potentiell inhibierender Peptide bestétigen. Welche Motive fur die
hetereophile cis-Bindung von FGFR-1 an die EZD von N-Cadherin, L1 und NCAM beteiligt
sind, ist Ziel zuklnftiger Untersuchungen.

9.4.3. Bindungsstudien mit Hilfe von ELISA
Zur weiteren  Untersuchung, insbesondere Quantifizierung der  Protein-Protein-

Wechselwirkung wurden zusétzlich Bindungsstudien mit Hilfe eines ELISAs durchgefihrt.
Zur Etablierung des Systems wurden zunédchst ELISA-Platten wie unter 6.3.15. beschrieben
mit je 0,5 pug Desmoglein-1-EZD"V-Fc-His, Desmoglein-3-EZD"Y-Fc-His, Fc und N-
Cadherin-EZD'V-Fc-His pro Well beschichtet. Nach Abséttigen der unspezifischen
Bindungsstellen mit BSA erfolgte daran anschlief3end die Zugabe des mobilen Liganden
FGFR-l(mut)-EZD'"”-Fc-Hisoio in ansteigender Konzentration (0,125 - 6 pg).

133



Wie in den vorangegangenen Bindungsstudien wurden auch hier unspezifische Fc-Fc-
Wechselwirkungen zwischen den Fc-Fusionsproteinen beobachtet. Daher wurden bei
darauffolgenden ELISAs zwischen immobiliserten Fc und FGFR-1-EZD"™"-Fc-Hispio
gemessene Absorptionsverdnderungen as Korrekturwerte eingesetzt. Zwischen FGFR-1-
EzD'"-Fc-His,, und den immobilen Liganden Deﬂnoglein-l-EZD"V-Fc-His, Desmoglein-3-
EzD"V-Fc-His, Fc und N-Cadherin-EZD'V-Fc-His gemessene Absorptionsanderungen
konnten somit durch diesen Fc-Wert korrigiert werden (siehe Abb. 69 und 70).

Initialle ELISAS zeigten eine stirkere Wechselwirkung zwischen FGFR-1-EZD""-Fc-Hisyio
und N-Cadherin-EZD""-Fc-His gegeniiber FGFR-1-EZD""'-Fc-Hisyio und den Desmoglein-
Fusionsproteinen. Dabei betrug die apparente Dissoziationskonstante (Kp = Konzentration des
mobilen Liganden um halbmaximale Bindung an immobilen Liganden zu erreichen) fir N-
Cadherin-EZD'"V-Fc-His 0,02 pM, fur Desmoglein-3-EZD"V-Fc-His 0,04 pM und fir
Desmoglein-1-EZD"Y-Fc-His 0,07 uM (siehe Abb. 70).

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass wie bereits in den Dot-Blot-Analysen gezeigt eine
Bindung zwischen den EZD von N-Cadherin und FGFR-1 bestétigt werden konnte.
Zusétzlich wurde eine Wechselwirkung zwischen der EZD der Desmosomen-spezifischen
Zelladhasionsproteine Desmoglein-1 und -3 und der EZD des FGFR-1 beobachtet.

Mit Hilfe des ELISAs kénnen nun zukinftige Versuche den Einfluss spezifischer Mutationen
in den Bindungsmotiven auf das Bindungsverhalten von FGFR-1 und N-Cadherin quantitativ

untersuchen.

9.5. Bindungsstudien mit Hilfe der L.aserpinzette

Die Laserpinzette erlaubt Bindungsstudien durchzufuhren, die auf Wechselwirkungen
zwischen auf Mikroperlen gebundenen Proteinen und zelluléren Membranproteinen beruhen.
Im vorliegenden Fall wurden PC12-Zellen verwendet, von denen in der Vergangenheit
gezeigt worden ist, dass sie sowohl N-Cadherin a's auch den FGFR-1 exprimieren (Hayashi et
al., 2001 und Bayarsakhan et a., 2007). Als Mall einer Wechselwirkung im
Laserpinzettenexperiment diente die Immobilisierung von N-Cadherin-beschichteten
Mikroperlen auf der Oberflache von PC12-Zellen im fokusierten Laserstrahl. Inwieweit die
Immobilisierung auf eine Bindung zwischen N-Cadherin und PC12-spezifischem FGFR-1
beruhte, sollte durch Zugabe potentiell inhibierender FGFR-1-Peptide Uberprift werden. Wie
in Dot-Blot-Experimenten zuvor beobachtet, konnte in ersten Versuchen gezeigt werden, dass
sowohl N-Cadherin-EZD"V-Fc-His- as auch N-Cadherin-EZD"™"'-Fc-His-beschichtete
Mikroperlen gegentiber der Negativkontrolle (Fc-beschichtete Mikroperlen) in der Lage sind
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auf PC12-Zellen zu haften. Dabei zeigten mit N-Cadherin-EZD"V-Fc-His-beschichtete
Mikroperlen eine um mehr als 10% hohere Haftung al's solche, die mit N-Cadherin-EzD""-
Fc-His beschichtet worden waren (siehe Abb. 67). Zur Untersuchung N-Cadherin-FGFR-1-
spezifischer Wechselwirkung wurden N-Cadherin-EZD'-Fc-His-beschichtete Mikroperlen
mit dem FGFR-1-HAV-Peptid préainkubiert. Trotz Gegenwart dieses Peptids konnte keine
signifikante Reduzierung der Mikroperlen-Immobilisierung festgestellt werden. So hafteten
N-Cadherin-EZD"V-Fc-Hisbeschichtete  Mikroperlen ohne Peptidzusatz in  einer
vergleichbaren Starke (83+2%) wie Perlen mit Peptidzusatz (79+2% bzw. 84+1%). Ahnliche
Ergebnisse wurden erzielt, wenn N-Cadherin-EZD'"-Fc-His-beschichtete Mikroperlen
(83+2%) mit dem N-Cadherin-IDPVNGQ-Peptid (85+2%) bzw. dem entsprechenden
Nonsense-Peptid (84+2%) prainkubiert wurden. Basierend auf diesen Beobachtungen kann
gesagt werden, dass fur eine Wechselwirkung von N-Cadherin mit PC12-Zellen die EZD 1V-
V entbehrlich sind. Die fehlende Wirkung des FGFR-1-HAV -Peptid steht in Einklang mit den
Ergebnissen der Dot-Blot-Analyse, die eine Wechselwirkung zwischen FGFR-1y-EZD""-
Fc-His und den Proteinen N-Cadherin-EZD"V-Fc-His N-Cadherin-EZD""-Fc-His gezeigt
hatten (siehe Abb. 66). Auf welcher Basis die beobachtete Immobilisierung N-Cadherin-
EZD"V-Fc-His- und N-Cadherin-EZD""-Fc-His-beschichteter Mikroperlen auf PC12-Zellen
beruht (z.B. aufgrund homophiler N-Cadherin-N-Cadherin oder heterophiler N-Cadherin-
FGFR-1-Wechselwirkungen) kann mit Hilfe des Laserpinzettenexperiments nicht untersucht
werden. Hierzu wéren Laserpinzettenexperimente mit isogenen FGFR-1-positiven und FGFR-
1-negativen Zellen notwendig.

9.6. Vergleich zwischen Protein-Protein-Bindungsstudien und Unter-
suchungen zum Axonwachstum cerebellirer Kornerzellen

Obwohl kein direkter Nachweis fur die Bindung zwischen CAM und FGFR bisher gezeigt
werden konnte (Groth et al., 2002), wird basierend auf folgenden Versuche angenommen,
dass CAMs Einflul3 auf das zielgerichtete Axonwachstum durch FGFR-AKktivierung nehmen:

o Antikorper gegen FGFR inhibieren das durch N-Cadherin, NCAM und L1 verursachte
Axonwachstum von cerebelléren Kornerzellen, PC12-Zellen (Williams et al., 1994) und
Retinalen Ganglionzellen (Brittis et a., 1996).

* Die Expression des dominant-negativen FGFR verhindert eine Reaktion von CAM auf das
Axonwachstum von PC12-Zellen und priméaren Neuronen (Saffell et al., 1997).
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* Inhibierung des FGFR durch PD 17304, einem hoch spezifischen FGFR Antagonisten,
verursacht keine Stimulation des Axonwachstums weder durch N-Cadherin noch durch FGF
oder wachstumsstimulierende Peptide (Williams et al., 2001).

* Inhibierung der PLCy-Kaskade verhindert das durch CAM und FGF stimulierte
Neuritenwachstum. Dies fihrte zu der Annahme, dass sowohl FGF as auch CAM uber die
PLCy-Signalkaskade Einfluss auf das Neuritenwachstum nehmen (Doherty et Walsh, 1996).
Die aus den oben genannten Versuchen abgeleiteten Erkenntnisse, dass gewisse
Proteine/Peptide, Rezeptorantagonisten oder inhibierende  Antikoérper  neuronales
Axonwachstum beeinflussen, erlauben keine Rickschllisse auf mogliche direkte Interaktionen
zwischen N-Cadherin und FGFR.

Daher wurden neben solch komplexen zellbiologischen Ansdtzen erstmals Protein-Protein-
Bindungsstudien mit Hilfe der Dot-Blot-Analyse und des ELISAs durchgefiihrt. Somit war es
maoglich Protein-Protein-Wechselwirkungen unter definierten Bedingungen zu untersuchen.
Entsprechend dem hypothetischen Modell, Uber die Rolle von N-Cadherin bei der
Aktivierung des FGFR (siehe Abb. 17), findet eine heterophile Bindung zwischen der EZD
von N-Cadherin und FGFR-1 statt.

Erste Hinwelse auf eine mdgliche funktionelle Beziehung zwischen beiden Molekilen,
zeigten inhibierende Effekte ausgewahlter von FGFR und N-Cadherin abgel eiteter Peptide auf
das durch N-Cadherin-EZD'" -Fc-His-induzierte Axonwachstum (siehe Abb. 56).

Ahnliche Erkenntnisse konnten durch subzelluldre Lokalisationsstudien entsprechender GFP-
und dsRed-Fusionsproteine in CHO-Zellen gewonnen werden (siehe Abb. 57). Eine direkte
Wechselwirkung zwischen N-Cadherin-EZD'"Y-Fc-His und FGFR-EZD"™"'-Fc-His wurde
allerdings erst durch Dot-Blot-Experimente (siehe Abb. 64) und ELISA-Studien (siehe Abb.
70) dargestellt.

Bel ndherer Untersuchung der Bindungsmotive widersprachen die Ergebnisse der
zellbiologischen Bindungsstudien den Protein-Protei n-Bindungsstudien.

So konnten potentiell inhibierende Peptide wie das FGFR-spezifische Peptid HAV und das N-
Cadherin-spezifische Peptid IDPVNGQ in Gegenwart von N-Cadherin-EZD"V-Fc-His die
Forderung des Axonwachstums verhindern (siehe Abb. 56). Dagegen konnte eine Bindung
zwischen N-Cadherin-EZD'"-Fc-His und FGFR-EZD'""-Fc-His durch Zugabe dieser Peptide
in der Dot-Blot-Analyse nicht verhindert werden (siehe Abb. 65). Ahnliche Ergebnisse
wurden in Dot-Blot-Experimenten in Gegenwart der N-Cadherin-EZD'""'-Fc-His und FGFR-
EzD'"-1nuy-Fc-His Fusionsproteine erzielt (siehe Abb. 66). Da den Fusionsproteinen die
postulierten Bindungsmotive, wie das CHD-Bindungsmotiv IDPVNGQ und die CHD HAYV,
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fehlte, muss daraus geschlossen werden, dass eine Bindung zwischen N-Cadherin und FGFR-
1 unabhéngig von diesen erfolgt.

Gemal3 friherer Untersuchungen erfolgt eine Wechselwirkung zwischen Cadherinen Uber die
EZD 1. Um so Uberraschender war es, dass im Gegensatz zu N-Cadherin-EZD"V-Fc-His die
Zugabe von N-Cadheri n-EzZD""-Fc-His zu cerebellaren Kornerzellen kein signifikantes
Axonléngenwachstum hervorrief (siehe Abb. 56). In Laserpinzettenexperimenten konnte
dlerdings bei PC12-Zellen ene Haftung N-Cadherin-EZD'""-Fc-His-beschichteter
Mikroperlen beobachtet werden. Ahnliche Ergebnisse wurden mit Mikroperlen erzielt, die N-
Cadherin-EzD'"-Fc-His-beschichtet worden waren. So lag die Haftung N-Cadherin-EzZD""-
Fc-His-und N-Cadherin-EZD"V-Fc-His-beschichteter Mikroperlen bei 71 + 2 % bzw. 83 + 2
% (siehe Abb. 67).

Darlber hinaus konnten wir in der Dot-Blot Analyse (Abb. 66) eine Bindung von N-
Cadherin-EZD'""-Fc-His sowohl an FGFR-EZD""-1-Fc-His as auch FGFR-EZD""-1(-
Fc-His feststellen. Aufgrund der fehlenden Wirkung von N-Cadherin-EZD""'-Fc-His auf das
Axonwachstum cerebellarer Kornerzellen, kann vermutet werden, dass die EZD 4 und 5 fur
eine physiologisch aktive Struktur des N-Cadherin-Moleklls notwendig sind. Andererseits
wére es auch vorstellbar, dass die EZD 1-3 von N-Cadherin eine unphysiologische
Konformation mit FGFR-1-bindenden Eigenschaften eingeht.

Mit Hilfe der Laserpinzette konnten neben N-Cadherin-EZD'"V-Fc-His-beschichteten
Mikroperlen auch Bindungen von Mikroperlen, die mit N-Cadheri n-EzD'"-Fc-His
beschichtet worden waren, auf PC12-Zellen nachgewiesen werden. Die Haftung solcher
Mikroperlen konnten in beiden Fallen durch Calcium-Zugabe sigifikant reduziert werden. Zur
Untersuchung von Wechselwirkungen, die zwischen den N-Cadherin-Fusionsproteinen und in
PC12-Zellen gebildetes FGFR1 bzw. N-Cadherin stattfinden, wurden wie in vorangegangenen
Versuchen die potentiell inhibierendem N-Cadherin/FGFR1-spezifischen HAV- bzw.
IDPVNGQ-Peptide verwendet (siehe Abb. 67). In alen Félen, d.h. Préinkubationen der N-
Cadherin-Moleklle in Gegenwart der Peptide, konnte keine bedeutende Reduzierung der
Haftung der Mikroperlen auf PC12-Zellen beobachtet werden. Hieraus kann geschlossen
werden, dass die Bindungsmotive HAV und INSPISG keine fur N-Cadherin bzw. FGFR1
bedeutsame bindenden Eigenschaften haben (siehe Abb. 17).

Kamiguchi, Tamura (2000) und Plotnikov (1999) beriicksichtigen nicht wie Doherty und
Walsh (1996) die Primér-, sondern auch die Tertidrstruktur des Proteins. Béndermodelle von
Kamiguchi und Lemmon (2000) zeigen die HAV-Sequenz der CHD in N-Cadherin und
FGFR-1 (siehe Abb. 18). So ragen in der EZD' von N-Cadherin Histidin und Valin aus dem
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Molekll heraus (Tamura et al., 1998) und stehen daher as potentieller Bindungspartner zur
Verfligung. Im Gegensatz dazu zeigen zwischen der ersten und zweiten Ig-ghnlichen Doméne
des FGFR-1 die Aminosdauren Histidin und Valin in das Molekil hinein (Plotnikov et al.,
1999, Kamiguchi et al., 2000). Basierend auf diesen Bandermodellen konnen die
Aminosauren Histidin und Vain des HAV-Motives zwar fir eine homophile Bindung
zwischen N-Cadherin-Molekilen fungieren, nicht aber fir eine heterophile Bindung zwischen
FGFR-1 und andere potentiellen Bindungspartnern, wie N-Cadherin.
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10. Ausblick

Bisher konnte kein direkter Nachweis fir die Bindung zwischen CAM wie N-Cadherin und
dem FGFR-1 gezeigt werden (Groth et al., 2002). Daher wurden in dieser Arbeit
Bindungsuntersuchungen zwischen den EZD von N-Cadherin und FGFR-1 untersucht. In
Dot-Blot-Analysen und ELISAs wurde eine Wechselwirkung zwischen beiden Molekilen
nachgewiesen, wobel diese unabhangig von N-Cadherin-EZD 1V und V stattfindet.
Voneinander abhdngige subzellulére Lokalisationen von N-Cadherin-GFP und FGFR-1-
DsRed in CHO-Zellen deuten ebenfalls auf eine mogliche Wechselwirkung der beiden
Molekile hin. Ferner konnte in Kompetitionsexperimenten eine mégliche Wechselwirkung
zwischen der EZD"Y von N-Cadherin und EZD"™" von FGFR-1 tiber die Bindungsmotive
IDPVNGQ und HAV ausgeschlossen werden. Ahnliche SchluRfolgerungen sind fir N-
Cadherin-Wechselwirkungen in trans mdoglich, da be Laserpinzettenexperimenten N-
Cadherin-EZD'"-beschichtete Mikroperlen trotz Gegenwart der IDPVNGQ- und HAV-
Peptide an PC12 binden konnten. Basierend auf diesen Beobachtungen muss davon
ausgegangen werden, dass fur beide Proteine bisher nicht identifizierte Bindungsmotive fur
die Wechselwirkung verantwortlich sind. Solche Bindungsmotive missen in zukinftigen
Versuchen durch die Generierung neuer Deletions-/Substitutions-Mutanten identifiziert
werden. Diese wirden schliefdlich in Dot-Blot- und Laserpinzetten-Experimenten Uberpriift
werden. Von solchermal?en identifizierte Bindungsmotiven konnten Peptide abgeleitet
werdeen, die Anwendung in verschiedensten Kompetitionsexperimenten finden wirden. So
beispielsweise in Dot-Blot- und Laserpinzetten-Experimenten. Durch die Etablierung des
ELISAs wére es dariber hinaus moglich in Gegenwart/Abwesenheit solcher Peptide
Wechselwirkung zwischen FGFR1 und N-Cadherin zu quantifizieren. FRET-Versuche mit N-
Cadherin und FGFR-1 kénnten letztendlich dazu beitragen, die physiologische Relevanz der

in vitro nachgewiesenen Wechselwirkungen darzulegen.
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12. Abkiirzungen
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Abkiirzungen der 20 Aminosiuren im Ein- und Drei-Buchstaben-Code:

revers (ruckwarts)

Ribonucleinacid (Ribonukleinsdure)
rotation pro minute (Umdrehung pro Minute)
Raumtemperatur

Sekunde

units (Enzymeinheit)

mikro

uber Nacht

Volumen pro Volumen
Vergrofderung

zum Beispidl

Abkiirzung AbKkiirzung Aminosiure

A Ala Alanin

C Cys Cystein

D Asp Asparaginsdure
E Glu Glutaminsdure
F Phe Phenylalanin
G Gly Glycin

H His Histidin

I lle Isoleucin
K Lys Lysin

L Leu Leucin

M Met Methionin
N Asn Asparagin
P Pro Prolin

Q GIn Glutamin
R Arg Arginin

S Ser Serin

T Thr Threonin
V Val Valin
W Trp Tryptophan
Y Tyr Tyrosin
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