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Die kleinen Dinge

Die meisten Menschen

wissen gar nicht, wie schén die Welt ist
und wie viel Pracht in den kleinsten Dingen,
in irgendeiner Blume, einem Stein

einer Baumrinde oder

einem Birkenblatt sich offenbart.

Die erwachsenen Menschen

die Geschéafte und Sorgen haben

und sich mit lauter Kleinigkeiten quélen,
verlieren allmahlich den Blick

fur diese Reichtimer,

welche die Kinder,

wenn sie aufmerksam und gut sind
bald bemerken und mit

dem ganzen Herzen lieben.

Rainer Maria Rilke



Meinen Eltern, meiner Schwester Marijke und meiner Nichte Emily, die mir
stets die Augen fiir die groBen und kleinen Wunder der Welt geéffnet
haben
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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Neurodegenerative Erkrankungen des Motoneurons

1.1.1 Amyotrophe Lateralsklerose (ALS)

Die Amyotrophe Lateralsklerose ist die haufigste Motoneuronerkrankung des
Erwachsenen und tritt mit einer Inzidenz von 2:100.000 in Europa auf
(Ekestern, 2004). Es werden verschiedene Formen der ALS unterschieden:
sporadische Formen (90%), familidre Formen (10%), sowie eine guamische
Form. Die charakteristischen Symptome der ALS wurden bereits im 19.
Jahrhundert durch Jean Martin Charcot beschrieben (Charcot and Joffroy,
1869). Kennzeichnend fiir das Krankheitsbild der ALS ist das Nebeneinander
von atrophen Paresen infolge der Degeneration des ersten Motoneurons sowie
spastischen Tonuserhéhungen durch den Untergang des zweiten Motoneurons.
Zusatzlichen kdénnen auch bulbare Symptome auftreten, die als Zeichen der
Beteiligung motorischer Hirnnervenkerne zu werten sind. Die ALS hat eine sehr
schlechte Prognose; die Halfte der Patienten stirbt innerhalb von 18 Monaten
nach Diagnosestellung und nur etwa 10% Uberleben langer als 10 Jahre
(Rowland and Shneider, 2001). Der Tod der ALS Patienten tritt durch
respiratorische Insuffizienz mit terminaler Hyperkapnie infolge der LAhmung der
Atemmuskulatur ein. Das histopathologische Hauptmerkmal der ALS ist die
selektive Degeneration der Motoneurone im Vorderhorn des Rickenmarks und
der motorischen Hirnnervenkerne. Zuséatzlich kommen in etwa 70% der Falle
Bunina Koérperchen und ubiquitinierte Einschlisse in den Zellkérpern der
Motoneurone vor. In den Axonen spinaler Motoneurone finden sich auBerdem
typische Schwellungen, die ungeordnete phosphorylierte und unphosphorylierte
Neurofilamente enthalten (Rowland and Shneider, 2001).

Die Ursache dieser selektiven Motoneurondegeneration ist heute noch
weitgehend unbekannt. Neben exzitotoxischen Faktoren (Van Den et al., 2006),
Stérungen der Detoxifizierung gefahrlicher Sauerstoffradikale (Liochev and
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Fridovich, 2003), chronischer Inflammation, mitochondrialer Dysfunktion und
Fehlregulation von Neurofilamenten werden auch Stérungen des axonalen
Transportes diskutiert (Bruijn et al., 2004). Auch die Frage, warum gerade die
Motoneurone selektiv von der Degeneration betroffen sind, wahrend sensible
und sensorische Neurone von der Degeneration verschont bleiben, konnte
bislang nicht zufrieden stellend beantwortet werden.

Unter den familidaren Formen der ALS ist die Mutation des SOD-1 Gens (Cu-Zn-
Superoxiddismutase) die haufigste beschriebene Genveranderung (Siddique et
al., 1996; Deng et al., 1993; Rosen et al., 1993). Diese SOD-1 Mutation ist flr
etwa 20% der familiaren ALS Formen verantwortlich. Fir die Gbrigen 80% der
familiaren Formen sind eine Vielzahl von genetischen Mutationen bekannt, die
autosomal dominant oder autosomal rezessiv vererbt werden (Kunst, 2004).
Interessanterweise betreffen drei dieser Mutationen Proteine, die fur die
axonale Integritdt bzw. den axonalen Transport von Bedeutung sind. Ein
intakter axonaler Transport ist gerade fir Motoneurone von essentieller
Bedeutung, da die Axone menschlicher Motoneurone bis zu 100 cm lang
werden kdnnen. Der axonale Transport ist dabei einerseits fiir die anterograde
Versorgung der motorischen Endplatte mit Organellen und Proteinen
notwendig, andererseits aber auch fir die retrograde Versorgung des
Zellkérpers mit trophischen Signalen aus der Peripherie. Die Basis des
axonalen  Transportes  bildet ein  filamentdses Netzwerk  aus
Zytoskelettproteinen (wie den Mikrotubuli und Neurofilamenten) und

Transportproteinen (wie Dynein und Kinesin).

Die ersten Hinweise auf eine mdgliche Beeintrachtigung des Zytoskeletts bei
einer autosomal rezessiv vererbten ALS Form lieferte die Entdeckung einer
Mutation in ALSIN (Hadano et al., 2001; Yang et al., 2001). Die Funktion von
Alsin ist noch nicht genau bekannt. Alsin fungiert wahrscheinlich als Guanin
Austausch Faktor flir Rab5 und scheint fir die Dynamik endosomaler Prozesse

wichtig zu sein (Kunita et al., 2004).
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Eine zweite Mutation in einem Protein flr den axonalen Transport wurde in
einer autosomal dominanten ALS Form beschrieben. Dabei liegt eine G59S
Mutation im DCTN1-Gen (Dynaktin-Gen) vor. Die Mutation liegt in einer
hochkonservierten Domane, die fir die Bindung von Dynaktin and die
Mikrotubuli notwendig ist. Diese Bindung sowie die Interaktion zwischen
Dynaktin und Dynein ist fir den retrograden axonalen Transport von Vesikeln

und Organellen von groBer Bedeutung (Puls et al., 2003).

Fir eine kleine Gruppe von familiarer ALS ist eine Mutation in dem NFH-Gen
(Neurofilament-Heavy) beschrieben (Al-Chalabi et al., 1999). Neurofilamente
bestimmen die GréBe und Gestalt der Motoneuronen sowie ihrer Neuriten. Des
Weiteren spielen sie eine wichtige Rolle fir den axonalen Transport. Dicke
Axone, die reich an Neurofilamenten sind, werden vorzugsweise von der ALS
betroffen. Diese Beobachtung fihrte zu der Hypothese, dass die Menge der
Neurofilamente flr die selektive Vulnerabilitdt der Motoneurone verantwortlich
ist. Die ungeordnete Akkumulation von Neurofilamenten in den Zellkérpern und
Axonen der Motoneurone ist eines der zentralen Charakteristika der ALS
(Rouleau et al., 1996). Die unorganisierten Neurofilamente behindern unter
anderem den axonalen Transport von Proteinen, die notwendig fur die
Instandhaltung der Axone sind, wie Tau und Aktin (sog. axonale Strangulation)
(Collard et al., 1995). Unklar bleibt dabei, ob die pathologische Ansammlung
der ungeordneten Neurofilamente die kausale Ursache oder nur ein
Nebenprodukt der neuronalen Degeneration darstellt.

Im 20. Jahrhundert sorgte eine spezielle Form der ALS bei den Chamorro
Einwohnern von Guam fiur 50-fach hdhere Inzidenzzahlen als in Europa
(Trojanowski et al., 2002). Ursachlich fir die hohe ALS Inzidenz auf der Insel
Guam scheint eine zugrunde liegende Tauopathie zu sein. Klinisch ist die
guamische ALS in einem Teil der Falle mit einem Parkinson-Demenz-Komplex
assoziiert. Auch die Neuropathologie weist bezeichnende Merkmale auf. In den
Motoneuronen sind zahlreiche Einschlisse von hyperphosphorylierten

aggregierten Tauproteinen lokalisiert, insbesondere im Axon der spinalen
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Motoneurone (Trojanowski et al., 2002). Normalerweise bindet Tau an
Mikrotubuli und sorgt so fir die Stabilisierung der polymerisierten Mikrotubuli.
Das hyperphosphorylierte Tau kann diese wichtigen Funktionen jedoch nicht
mehr austben und fallt stattdessen als unldsliche Proteinaggregate in Neuriten
aus (Galasko et al.,, 2002). Die hyperphosphroylierten Tauaggregate flhren
dann zur Degeneration der spinalen Motoneurone. Interessanterweise kommen
diese Aggregate aber auch in (noch) nicht degenerierten Motoneuronen vor, so
dass der Verlust der axonalen Integritdt der Apoptose der Motoneurone
vorausgeht (Trojanowski et al., 2002).

1.1.2 Spinale Muskelatrophie (SMA)

Wahrend die ALS vorwiegend Erwachsene betrifft, ist die spinale
Muskelatrophie (SMA) Uberwiegend eine padiatrische Motoneuronerkrankung,
die autosomal rezessiv vererbt wird. Die SMA tritt mit einer Inzidenz von
1:8000 in Deutschland auf und ist damit nach den Dystrophinopathien die
zweithaufigste neuromuskulare Erkrankung des Kindesalters. Der zugrunde
liegende Defekt im SMN Gen (Survival of Motoneuron) liegt auf dem langen
Arm des Chromosoms 5 in zwei Kopien vor: SMN1 und SMN2 (Endrizzi et al.,
1999; Lefebvre et al., 1995). Dabei kodiert nur SMN1 zu 100% flr ein voll
funktionsféahiges Protein. Im Gegensatz dazu wird das SMNZ2 Transkript
aufgrund eines Polymorphismus im Exon 7 alternativ gespleiBt und daher nur
zu 10% in funktionsfahiges Protein translatiert. Bei der Uberwiegenden
Mehrzahl der SMA Patienten kommt es durch nicht homologe Rekombinationen
zwischen SMN1 und SMNZ2 zu einem Verlust des wichtigen SMN1 Gens. Bei
etwa 5% der SMA Patienten liegt eine Punktmutation direkt im SMN1 Gen vor.
Aufgrund der geringen Menge des resultierenden funktionsfahigen SMN
Proteins, kann der SMN71 Verlust nicht durch SMN2 kompensiert werden, so
dass die Motoneurone degenerieren (Monani et al., 1999; Lorson et al., 1999).
Die Funktion des SMN Proteins liegt im Aufbau des spliceosomalen Komplexes
(Liu and Dreyfuss, 1996; Jablonka et al., 2004). Je nach Alter bei

Krankheitsbeginn und Schwere der Erkrankung werden vier Typen der SMA
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unterschieden (Cole and Siddique, 1999). Patienten, die an SMA Typ |
(Werdnig-Hoffmansche Erkrankung) erkranken, werden in der Regel noch vor
dem sechsten Lebensmonat diagnostiziert und sind am schwersten betroffen.
Durch den Untergang der Motoneurone kommt es zu atrophen Paresen der
gesamten Skelettmuskulatur einschlieBlich der Schluckmuskulatur und der Mm.
intercostales. Die betroffenen Kinder versterben daher meistens noch im

Kleinkindesalter an respiratorischer Insuffizienz.

1.2 Die pmn Maus als Modell fir degenerative Motoneuronerkrankungen

Ein Mausmodell fir degenerative Motoneuronerkrankungen wie ALS und SMA
entstand durch eine Spontanmutation in einer NMRI Mauskolonie (Naval
Medical Research Institute) am Panum Institut in Danemark. 1991 wurde diese
Mutation erstmals beschrieben und die betroffenen Tiere als ,progressive
Motoneuronopathie* (pmn) Mause bezeichnet (Schmalbruch et al., 1991). Das
Krankheitsbild der pmn Mause wird autosomal rezessiv vererbt. Homozygot-
kranke pmn Mause weisen viele Gemeinsamkeiten mit menschlichen
Motoneuronerkrankungen auf. Ein wichtiger Vorteil bei der Verwendung von
Mausmodellen zur Erforschung humaner Krankheiten ist, dass der gesamte
Verlauf einer Erkrankung beobachtet werden kann, sogar noch ehe die ersten
klinischen Symptome auftreten.

Homozygot-kranke pmn Mause (im Folgenden als pmn Mause bezeichnet)
entwickeln etwa zwei Wochen nach Geburt progressive Paresen, die zunachst
die hinteren Extremitaten betreffen. Die Erkrankung breitet sich dann rasch auf
die proximalen Muskelgruppen aus, befallt auch die Atemmuskulatur und fihrt
schlieBlich in der vierten bis sechsten Lebenswoche zum Tode.
Histopathologisch zeigt sich sowohl eine Atrophie der Axone peripherer Nerven,
als auch ein Verlust von Motoneuronperikarya im RlUckenmark und den
motorischen Hirnnervenkernen (Sendtner et al., 1992a). AuBerdem lasst sich
die spezifische Degeneration der Motoneurone auch im Nucleus ruber

nachweisen (Schmalbruch et al., 1991). Den Motoneuronen dieses Kerns
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kommt bei Nagetieren eine besondere Bedeutung durch das funktionelle
Zusammenspiel des Tractus rubrospinalis mit dem Tractus corticospinalis zu. In
diesem Sinne lasst er sich funktional mit dem 1. Motoneuron in hdheren
Wirbeltieren vergleichen, da er signifikant zur Innervation der spinalen
Motoneurone beitragt.

Ursachlich fur die Erkrankung der pmn Mause ist aber nicht der Verlust der
Motoneurone, sondern die Dysfunktion der verbleibenden Neurone. Bereits mit
Beginn der ersten Symptome ist eine Verminderung des retrograden Transports
von Fluorogoldpartikeln zu erkennen und das zu einem Zeitpunkt, wo noch
keine apoptotischen Motoneurone detektiert werden kénnen (Sagot et al.,
1998c; Holtmann et al., 1999). Es scheint daher eine klare Korrelation zwischen
dem axonalen Transportdefekt (bzw. einem Aufnahmedefekt in der Peripherie)
und den klinischen Symptomen zu geben. Auf zelluldrer Ebene beginnt die
Erkrankung an der motorischen Endplatte und setzt sich dann retrograd in den
Axonen fort. Daher wird die Erkrankung der pmn Méause auch als ,dying back®

Neuronopathie bezeichnet (Schmalbruch et al., 1991).

1.2.1 Genetik und Pathophysiologie der pmn Maus

Der genetische Defekt der pmn Maus beruht auf einer autosomal rezessiv
vererbten Mutation im Tubulin spezifischen Chaperone E (Tbce) Gen (Martin et
al., 2002; Bommel et al., 2002). Durch Sequenzanalysen konnte nachgewiesen
werden, dass lediglich eine Thymidin zu Guanin Punktmutation an der Stelle
1682 des Tbce Gens auf dem Mauschromosom 13 flir den Phanotyp der pmn
Maus verantwortlich ist (Bommel et al., 2002). Diese Punktmutation fihrt zum
Einbau eines Glycins anstelle eines Tryptophans an der letzten Stelle (524.
Stelle) des Thce Proteins, wodurch sich die biochemischen Eigenschaften des
Carboxyterminalen Endes des Tbce Proteins verandern.

Das Tbce Protein spielt eine wichtige Rolle beim Aufbau der Mikrotubuli.

Mikrotubuli sind essentielle ubiquitare Zytoskelettproteine, die vor allem bei der
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Zellteilung, dem architektonischen Aufbau und dem axonalen Transport der
Zelle wichtig sind. Mikrotubuli enthalten spiralig angeordnete, polymerisierte
Heterodimere, die aus a-Tubulin und B-Tubulin bestehen. Nur wenn diese
kleinsten Bausteine korrekt zusammengelagert werden, kdénnen sich die
Mikrotubuli in ihrer ganzen Lange ausbilden.

Tubulin Untereinheiten — Tubulin Dimere — Mikrotubuli
o e - » « = 5
. > T OOOC.D
o e - -

Abbildung 1: Funktion des Tbce Proteins.

Tbce ist einer von vier Kofaktoren, der fiir die richtige Dimerisierung der a-Tubuline mit den B-
Tubulinen verantwortlich ist. Nur wenn die Tubulineinheiten richtig dimerisiert sind, kénnen sich

Mikrotubuli in voller LAnge ausbilden.

Das Tbce Protein bindet an die a-Tubulin Einheit und unterstitzt somit die
Dimerisierung mit der B-Tubulin Untereinheit (Tian et al., 1996). Es tragt also
mit anderen Proteinen dazu bei, dass die neuen Tubuline ihre richtige
dreidimensionale Struktur erreichen und bewahren kénnen, um sich zu den
polymerisierten Mikrotubulistrdngen zusammenlagern zu kénnen. Gerade in
Motoneuronen kommt den Mikrotubuli eine besondere Aufgabe zu, da aufgrund
der GrdBe der Zelle, Nahrstoffe, Uberlebens- und Wachstumssignale tiber weite
Distanzen transportiert werden muissen. Die Integritdt der Mikrotubuli in
Motoneuronen ist daher sowohl fir den schnellen anterograden als auch
retrograden Transport von essentieller Bedeutung. Tbce wird in embryonalem
Mausgewebe (E13,5) ubiquitar exprimiert. Durch Westernblot Analysen konnte
gezeigt werden, dass neuronales Gewebe, wie Gehirn und Rickenmark, eine
besonders starke Expression von Tbce aufweist (Diplomarbeit Murat Kaya,
2004).
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1.2.2 pmn Motoneurone in vitro

Pmn Motoneurone weisen in der Zellkultur charakteristische Merkmale auf.
Wahrend das Uberleben embryonaler pmn Motoneurone gegeniiber Wildtyp
Motoneuronen in vitro nicht verandert ist, zeichnen sich pmn Motoneurone
durch einen drastischen axonalen Wachstumsdefekt aus. Die Axone
embryonaler pmn Motoneurone sind mehr als 50% kirzer als die Axone
embryonaler Wildtyp Motoneurone (Bommel et al., 2002). Weiterhin zeigen sich
spezifische axonale Schwellungen, die sich immunhistochemisch irregular mit
Tau und Tubulin spezifischen Antikérpern anfarben lassen (Bommel et al.,
2002). Die kennzeichnenden UnregelmaBigkeiten im Farbeverhalten dieser
Schwellungen weisen Ahnlichkeiten mit den typischen Proteinaggregaten auf,
die haufig bei ALS Patienten zu finden sind (Chou, 1992). Die GréBe und
Morphologie der Wachstumskegel der pmn Motoneurone dagegen weisen
keinen Unterschied zu denen der Wildtyp Motoneurone auf (Bommel et al.,
2002; Jablonka et al., 2004).

1.3 Neurotrophe Faktoren

Neurotrophe Faktoren sind kleine Proteine, die durch hochspezifische Bindung
an bestimmte Rezeptoren das Uberleben von Neuronen sichern. Dazu werden
die neurotrophen Faktoren in geringsten Mengen (weniger als 1 ng/ml) vom
Zielgewebe produziert. Wahrend der Embryonalentwicklung der Maus werden
urspringlich etwa doppelt so viele Motoneurone angelegt wie bendtigt; die
begrenzte Verfugbarkeit der neurotrophen Faktoren fahrt somit zur
Selektionierung der zum Uberleben bestimmten Neurone. Der erste entdeckte
neurotrophe Faktor war 1954 der Nerve Growth Faktor (NGF) (Levi-Montalcini
et al., 1954), der wahrend der Embryonalentwicklung die Apoptose
sensorischer und sympathischer Neurone verhindert. Erst etwa 30 Jahre spater
wurden weitere Uberlebensfaktoren fiir Neurone entdeckt, die aufgrund
struktureller Ahnlichkeiten mit NGF der Familie der Neurotrophine zugeordnet

wurden: der Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF), Neurotrophin 3 (NT-3),
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Neurotrophin 4/5 sowie die Neurotrophine 6 und 7, die bislang nur bei Fischen
identifiziert werden konnten. Spater wurden weitere neurotrophe Faktoren
entdeckt, die sich nicht in die Familie der Neurotrophine einordnen lieBen. Zur
Familie der Neurozytokine gehdéren Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF),
Cardiotrophin, Leukemia Inhibitory Factor sowie Cardiotrophin Like Cytokine.
Eine dritte Gruppe von neurotrophen Faktoren findet sich in der TGF-B
Superfamilie, zu der unter anderem Glial Cell Derived Neurotrophic Factor
(GDNF), Neuturin, Persephin und Artemin zahlen (Ekestern, 2004).

Neuere Forschungen zeigen aber, dass sich die Funktion der neurotrophen
Faktoren nicht auf die Férderung des Uberlebens von Neuronen beschrankt,
sondern dass sie vielfaltige Auswirkungen auf das ZNS und dartiber hinaus
besitzen. Beispiele hierfir sind die Stimulierung des Axon- und
Dendritenwachstums, die Stabilitdt und Erregbarkeit von Synapsen, die nervale

Regeneration nach Axotomie und die Differenzierung von Neuronen.

1.3.1 BDNF

BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor) ist ein nicht—glykolysiertes
Polypeptid aus 119 Aminosauren und wurde als zweites Mitglied der
Neurotrophinfamilie entdeckt (Barde et al., 1982).

Erst nach der extrazellularen Spaltung der Proform kann BDNF mit hoher
Affinitat an seinen spezifischen Tropomyosin related kinase Rezeptor B (TrkB)
binden (Lee and Chao, 2001). Dieser TrkB Rezeptor wird im ZNS neben
neuronalen Vorlauferzellen und Pyramidenzellen des Hippocampus vor allem
von Motoneuronen exprimiert. Nach Bindung des Liganden an TrkB flhrt die
Dimerisierung zur Autophosphorylierung des Tyrosinkinaserezeptors (Soppet et
al., 1991; Squinto et al.,, 1991). Dadurch werden verschiedene Wege der
Signaltransduktion eingeschlagen. Einerseits wird Ras aktiviert, welches Utber
Raf die MAPK phosphoryliert. Anderseits wird tber den PI-3 Kinase Weg auch

Akt rekrutiert, welches als Transkriptionsfaktor Apoptose verhindert (Douma et
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al., 2004). Drittens bewirkt die BDNF Bindung auch die Erhéhung des
intrazellularen Kalziums durch den PLC und PKC Weg.

Ein zentrales Thema der Neurotrophin Hypothese besagt, dass neuronales
Uberleben und Differenzierung auf den retrograden Transport der trophischen
Faktoren aus dem Zielgewebe angewiesen ist (Levi-Montalcini, 1966; Levi-
Montalcini, 1987). Dazu werden die Trk Rezeptoren nach Ligandenbindung
mittels der GTPase Dynamin in Endozytosevesikel aufgenommen (Zhang et al.,
2000). Die internalisierten Trk-Neurotrophin-Komplexe werden dann sortiert und
entweder retrograd transportiert oder dem Recycling Weg zugeftihrt. Es konnte
gezeigt werden, dass Neurotrophine wahrend des retrograden Transportes am
aktivierten Trk Rezeptor gebunden bleiben (Tsui-Pierchala and Ginty, 1999;
Delcroix et al., 2003). Der retrograde Transport der Trk Vesikel erfolgt
Mikrotubuli abh&ngig und involviert Dynein. Neu synthetisierte Trk Rezeptoren
passieren den Golgi Apparat und werden dann entweder anterograd mittels
Kinesin entlang der Mikrotubuli zu den Axonterminalen transportiert oder in die
Dendriten delegiert. Auf welche Art die gezielte Delegation in Axon oder Dendrit
erfolgt, ist noch nicht bekannt. Die Rekrutierung von TrkB Rezeptoren aus dem
intrazellularen Pool an die Oberflache des Zellkérpers wird durch neuronale
Aktivitat moduliert und involviert eine Vielzahl von Faktoren wie cAMP, Kalzium
und CaMKII. Die Delegation der Trk Rezeptoren in subzellulare Kompartimente
der Zelle sowie die exakte Lokalisation innerhalb der Zelle ist wichtig flr den
Effekt des Neurotrophins auf das Motoneuron (Ubersicht in (Yano and Chao,
2004). Im Nervensystem wird BDNF von verschiedenen Zellen exprimiert und
sezerniert, unter anderem von Fibroblasten, Astrozyten, Schwannzellen und
verschiedenen Neuronen. BDNF ist ein wichtiges Uberlebenssignal fir
Motoneurone (Novikov et al., 1997; Becker et al., 1998).

10
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Abbildung 2: Modell der Delegation und Prozessierung von Neurotrophinen und deren

Rezeptoren mittels retrograden und anterograden Transport (Yano and Chao, 2004).

Der antiapoptotische Effekt wird dabei von der Peripherie Uber den retrograden
Transport an das trophische Zentrum im Zellkérper CGbermittelt. BDNF
unterstiitzt auch das Uberleben von embryonalen Motoneuronen (Wong et al.,
1993). Des Weiteren ist BDNF in der Lage Motoneurone, vor Axotomie-
induzierter und physiologischer Apoptose zu schiitzen (Clatterbuck et al., 1994).
Die Applikation von BDNF fuhrt auBerdem zu einer beeindruckenden Férderung
der Regeneration des peripheren Nerven nach Axotomie (Boyd and Gordon,
2003). Neben seiner Funktion als Uberlebenssignal stimuliert BDNF auch das
axonale Wachstum von Motoneuronen (Braun et al.,, 1996), sowie
Verzweigungen der Neuriten (Steljes et al., 1999). BDNF wird aber nicht nur
retrograd, sondern auch anterograd transportiert. Nach aktiver Sekretion aus
den Axonterminalen der Motoneurone kann BDNF auf diese Weise auch
postsynaptische TrkB Rezeptoren aktivieren (Kohara et al., 2001).

11
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1.3.2 CNTF

CNTF (Ciliary Neurotrophic Factor) ist ein aus 200 Aminosauren bestehendes
Polypeptid und z&hlt zur Familie der Neurozytokine. Seine spezifische Wirkung
entfaltet der Uberlebensfaktor tiber den CNTF-Rezeptorkomplex, der im ZNS,
Skelett- und Herzmuskel exprimiert wird (Davis et al., 1991; Raju et al., 2006).
Der vollstandig assemblierte CNTF Rezeptor ist ein dreiteiliger Proteinkomplex,
der aus der CNTFRa-Untereinheit, dem Glykoprotein gp130 und der strukturell
verwandten LIFRB-Untereinheit besteht. CNTF bindet dabei an CNTFRa, die
lediglich mittels GPI in der Zellmembran verankert ist und daher keine
intrinsische Fahigkeit zur Signaltransduktion besitzt. Diese Bindung an CNTFRa
fuhrt zur Heterodimerisierung von gpi130 und LIFRB, welche die
Signaltransduktion einleiten. AnschlieBend assoziiert JAK mit der
zytoplasmatischen Doméane von gp130. Diese Tyrosinphosphorylierung aktiviert
mehrere intrazellulare Signalmolekile wie Stat3, einen DNA bindenden
Transkriptionsaktivator. Aktiviertes Stat3 wandert dann in den Zellkern, wo es
als Transkriptionsfaktor auf potentielle Zielgene wie die antiapoptotischen Bcl-xI
und Hsp90 wirkt (Stephanou et al., 1998); (Kuroda et al., 2001; Raju et al.,
2006). Neben der Phosphorylierung von Stat3, fuhrt die Aktivierung von gp130

auch zur Stimulierung der PI3-Kinase und der MAP-Kinase.

Im ZNS hat CNTF vielschichtige Funktionen: namensgebend war seine
Funktion als Uberlebensfaktor fiir die Neurone des Ganglion ciliare (Barbin et
al., 1984). Die Expression und Sekretion von CNTF findet im Organismus erst
postnatal statt. Dagegen wird der CNTF Rezeptor auch schon prénatal
exprimiert und scheint eine wichtige Rolle fir die Entwicklung des ZNS zu
spielen. Der physiologische Ligand des CNTF Rezeptors wahrend der
Embryonalperiode ist aber noch nicht bekannt (DeChiara et al., 1995).
Postnatal sind Schwannzellen und Astrozyten die reichsten Quellen an CNTF.
Diese Gliazellen produzieren groBe Mengen von CNTF und tragen dadurch zur
protektiven Wirkung dieser Zellen auf die Motoneurone bei. Im Zielgewebe der

Motoneurone, wie der Muskulatur, wird dagegen kein CNTF exprimiert. Im

12
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Gegensatz zu anderen neurotrophen Faktoren ist CNTF kein sekretorisches,
sondern viel mehr ein zytosolisches Protein (Sendtner et al., 1991). Da CNTF
Uber keine hydrophobe Signalsequenz verfligt, die normalerweise die Sekretion
eines Proteins vermittelt, wird es nach der Translation zunachst in Gliazellen
gespeichert. Erst im Falle einer mechanischer Verletzung der Schwannzellen
oder Astrozyten wird CNTF freigesetzt und kann dann eine Wirkung, z.B. auf

regenerierende Nervenfasern entfalten (Sendtner et al., 1992c).

CNTF ist ein bedeutender Uberlebensfaktor fiir spinale Motoneurone,
besonders in Gegenwart von Stressoren. Nach Entzug anderer trophischer
Substanzen verhindert CNTF die Apoptose der Motoneurone (Tan et al., 1996).
Nach Nervenverletzungen, wie einer Axotomie, wird CNTF
physiologischerweise hochreguliert und agiert somit als endogener Schutzfaktor
fir die durchtrennten Nervenfasern (Sendtner et al., 1997). Die exogene
Applikation von CNTF fuhrt auBerdem zu einer erhéhten Regenerationsrate
nach Nervenverletzung und zwar sowohl im RuUckenmark als auch im
peripheren Nerven (Ye and Houle, 1997; Newman et al., 1996). Cntf -/- Mause
weisen im Vergleich zu Wildtyp Mausen nur eine gering verminderte
Muskelkraft sowie eine leichte progressive Atrophie und Degeneration von
Motoneuronen auf (Masu et al., 1993b). Demgegeniber ist die Apoptoserate
von Motoneuronen von Cntf-Lif-Cardiotrophin Tripel k.0o. Mausen wesentlich
héher (Sendtner et al.,, 1996; Masu et al., 1993b). Auch der Phanotyp dieser
Mause ist wesentlich schwerwiegender, Tripel k.o. Mduse weisen schon kurz
nach der Geburt Muskelschwache, Degeneration der distalen Axone und
Veranderungen der motorischen Endplatten auf (Holtmann et al., 2005). Dies
liefert einen wichtigen Hinweis flr das redundante System der neurotrophen
Faktoren in Motoneuronen. Physiologischerweise Uben neurotrophe Faktoren
ihre Effekte UOber &hnliche Rezeptoren und Signalwege aus, so dass ein
registrierbarer Effekt haufig erst zustande kommt, wenn mehrere der Faktoren
gleichzeitig ausgeschaltet werden.

13



Einleitung

Neben dem Uberleben stimuliert CNTF auch den axonalen Transport spinaler
Motoneurone (Masu et al., 1993a). Darlber hinaus ist CNTF ein wichtiger
Katalysator des Neuritenwachstum bei spinalen Motoneuronen. CNTF stimuliert
das Aussprossen von Kollateralen motorischer Nervenfasern aus distalen
Axonabschnitten sowie an der motorischen Endplatte (Siegel et al., 2000). Bei
kultivierten Motoneuronen induziert exogen appliziertes CNTF sogar ein um das

Dreifache vermehrtes Neuritenwachstum (Oyesiku and Wigston, 1996).

1.3.3 GDNF

GDNF (Glial Cell Derived Neurotrophic Faktor) wurde urspringlich als
Uberlebensfaktor fiir embryonale dopaminerge Neurone des Mittelhirns aus
dem Uberstand einer Rattengliom Zelllinie isoliert (Lin et al., 1993). GDNF ist
ein 211 Aminosauren langes glykosyliertes Polypeptid, welches der groBen
TGFB Superfamilie zugeordnet wird. Wie alle Mitglieder dieser Familie verflgt
GDNF Ober sieben Cysteinreste, die durch drei Disulfidbriicken miteinander
verbunden sind und fir die Dimerisierung eine entscheidende Rolle spielen.
GDNF bindet an die GPI verankerte GFRa-Untereinheit des GDNF Rezeptors
(Treanor et al., 1996), welche vorzugsweise in lipidreichen Membranarealen
vorkommt, sogenannten ,Lipid Rafts“. Die mit GDNF besetzte GFRa-
Untereinheit rekrutiert dann die Tyrosinkinase Ret in die Lipid Rafts (Tansey et
al., 2000), um dort die Signaltransduktion einzuleiten. Innerhalb dieser Rafts
assembliert Ret dann mit FRS2, wodurch der MAPK Signalweg aktiviert wird
(Melillo et al., 2001). AuBerhalb der Rafts interagiert aktiviertes Ret mit
zytoplasmatischem Shc (Borrello et al., 1994), wodurch Uber die PI3 Kinase
letztendlich Akt phosphoryliert wird. Zusatzlich scheint es aber auch noch
weitere Ret-unabhéangige Wege der Signaltransduktion zu geben (Sariola and
Saarma, 2003). Die signaltransduzierende Einheit des GDNF
Rezeptorkomplexes, c-Ret, ist sowohl pra- als auch postnatal im Rickenmark
detektierbar (Zhang and Huang, 2006). Dariber hinaus konnte auch aktiviertes
p-Ret, welches eine wichtige Funktion flr die Regulation der Rac Aktivitat und

Lamellipodienformation besitzt (Fukuda et al., 2002), sowohl im embryonalen
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als auch im adulten Rickenmark nachgewiesen werden (Zhang and Huang,
2006). Die genaue subzellulare Lokalisation dieses Rezeptors auf

Motoneuronen blieb bisher aber unklar.

GDNF wird physiologischerweise vor allem im Skelettmuskel und in
Schwannzellen exprimiert (Trupp et al., 1995; Henderson et al., 1994; Golden et
al., 1999), aber auch verschiedene Neuronen, Astrozyten und Oligodendrozyten
sind zur GDNF Produktion befahigt (Schaar et al., 1993; Wilkins et al., 2003).

GDNF ist ein potenter Uberlebensfaktor fiir spinale Motoneurone sowohl in vitro
als auch in vivo (Oppenheim et al., 1995). GDNF hat positive Uberlebenseffekte
auf ein breites Spektrum von Motoneuronpopulationen. Die Muskel-spezifische
Uberexpression von GDNF bewahrt Motoneurone vor dem natirlichen Zelltod.
Obwohl der GDNF Rezeptor in allen Motoneuronen exprimiert wird, beschrankt
sich der Verlust von Motoneuronen in GFRa, GDNF und Ret k.o. Mausen auf
gewisse Subpopulationen von Motoneuronen (Oppenheim et al., 2000; Garces
et al, 2000). GDNF ist daher mdglicherweise ein physiologischer
Uberlebensfaktor fiir bestimmte Subpopulationen von Motoneuronen. Auch
nach Axotomie ist GDNF ein potentes Uberlebenssignal. In GDNF-GFAP
transgenen neonatalen Mausen, fiihrte die gezielte GDNF Uberexpression in
Astrozyten nach Axotomie zu einem Langzeitiberleben von Motoneuronen
(langer als 18 Wochen). Dagegen filhrte die Muskelspezifische Uberexpression
von GDNF nach Axotomie zur keiner verbesserten Uberlebensrate der
Motoneurone. Diese Daten sprechen also entweder fir einen parakrinen
Wirkmechanismus von GDNF oder aber, fiir das Unvermdgen der Motoneurone
GDNF retrograd an den Ort der Wirkung in den Zellkérper zu transportieren
(Zhao et al., 2004). Auch in vielen weiteren Versuchsanordnungen konnte die
extrem potente GDNF Wirkung auf nervale Regeneration nach Axotomie unter
Beweis gestellt werden (Fine et al., 2002; Chen et al., 2001). Neben dem
Uberleben férdert GDNF auch das Wachstum von Motoneuronen. Die
Zellkérper von GDNF-Uberexprimierenden Motoneuronen sind signifikant

gréBer als die Zellkdérper von Wildtypkontrollen (Zhao et al., 2004). Auch das
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Auswachsen der Neuriten wird durch GDNF stimuliert (Paratcha et al., 2001;
Paratcha et al., 2001). Eine weitere Studie konnte zeigen, dass die
Uberexpression von GDNF unter einem Muskel-spezifischen Promotor zu einer
kraftigen Zunahme synaptischer Inputs in den neonatalen Skelettmuskel flhrt
(Nguyen et al., 1998). Auch die kontinuierliche GDNF Injektion resultiert in einer
multiplen Hyperinnervation an motorischen Endplatten von neonatalen Mausen
(Keller-Peck et al., 2001).

Zytokin Rezeptor Neurotrophin Rezeptor TGFB Rezeptor

CNTFRa
LIFR-B gp1 30 TrkB GFR-q Ca’+
- B\
" -Ret
Y N\ Shc ¢
LY Grb& Sos «~ L N Grb & Sos
JAK 1 ! l PLCy g "
l Ras - Raf PI13-K l P|3-K Ras — Raf

l l PKC l l

MAPK Ctl N MAPK
N | /

Transkriptionsfaktor im Nukleus

Abbildung 3: Aktivierung und Signaltransduktion des BDNF, CNTF und GDNF Rezeptors

Nach Aktivierung des CNTF Rezeptors wird neben dem MAPK Weg auch das Signalmolekiil
Stat3 aktiviert und wandert als Transkriptionsfaktor in den Zellkern. BDNF wirkt (ber Akt, den
MAPK Weg und tber Erhéhung des intrazellularen Kalziums. GDNF bewirkt die Aktivierung des
MAPK Weges sowie des Transkriptionsfaktors Akt.
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1.4 Therapieansatze mit neurotrophen Faktoren am pmn Mausmodell

Das Konzept der trophischen Interaktion von Zielgewebe und Motoneuron
impliziert therapeutische Anséatze. Das therapeutische Potential erstreckt sich
daher mdglicherweise auf eine Vielzahl neurologischer Stérungen, darunter
traumatische Prozesse und neurodegenerative Erkrankungen. Die Idee, dass
die Applikation eines neurotrophen Faktors die Uberlebensfahigkeit erkrankter
Neurone verbessern koénnte, fihrte in den 90er Jahren zu zahlreichen
tierexperimentellen  Studien. Unter anderem wurden die Wirkungen
neurotropher Faktoren auf das pmn Mausmodell flr neurodegenerative

Erkrankungen des Motoneurons untersucht.

Dabei zeigte sich, dass sich die Symptome der pmn Maus durch die
Behandlung mit bestimmten neurotrophen Faktoren entscheidend verbessern
lassen. CNTF und NT-3 verlangern das Uberleben der pmn Mause und
verringern gleichzeitig den Verlust von myelinisierten Axonen des N. phrenicus
(Sendtner et al., 1992a; Sagot et al., 1995b; Haase et al., 1997). Die
intraperitoneale Implantation von CNTF sezernierenden ES-Zellen in pmn
Mausen bewirkte bei sechs Wochen alten Tieren gegentber unbehandelten
pmn Mausen einen signifikant verbesserten Phanotyp und eine deutliche
Zunahme der Muskelkraft (Sendtner et al., 1992a). Auch die Degeneration der
Axone des N. phrenicus lieB sich durch die CNTF Uberexpression signifikant

reduzieren.

Andere neurotrophe Faktoren zeigten sich weniger erfolgreich. GDNF konnte
zwar das Perikaryon der pmn Motoneurone erhalten, hatte jedoch keinen
positiven Effekt auf das Uberleben der Mause oder die myelinisierten Axone
des N. phrenicus (Sagot et al., 1996b).
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pmn (-/-) mit CNTF Uberexpression pmn (-/-)
Abbildung 4: Vergleich der Muskelkraft zweier pmn Mause

Die pmn Maus auf der linken Seite zeigt durch die CNTF Uberexpression eine erhebliche
Verbesserung der Muskelkraft und des Phanotyps gegenliber der pmn Maus ohne CNTF
Uberexpression (rechts).

Die Applikation neurotropher Faktoren hatte teilweise sogar einen positiven
Effekt auf den typischen Defekt des retrograden Transportes von pmn
Motoneuronen. CNTF, BDNF und NT-3 verbessern den retrograden Transport
von Fluorogoldpartikeln. Die Behandlung mit GDNF bewirkte dagegen keine

Verbesserung des axonalen Transportes (Sagot et al., 1998b).

Nach diesen ersten, sehr erfolgreichen Tierversuchen, bei denen mit CNTF und
BDNF bei pmn und wobbler Mausen erstaunliche Verbesserungen des
Phéanotyps erzielt werden konnten (vgl. Abb. 4), lag es auf der Hand klinische
Studien mit dem Ziel der Linderung der neurodegenerativen Symptomatik zu
unternehmen. In zwei groB angelegten Studien wurden etwa 1300 ALS
Patienten mit subkutan injiziertem CNTF in einer Dosis zwischen 0,5 pug/kg KG
und 30 pg/kg KG behandelt (Miller et al., 1996b; ALS CNTF Treatment Study
(ACTS) group, 1996). Doch entgegen allen Erwartungen zeigte sich keine
signifikante Verbesserung im Vergleich zur Placebogruppe und zwar sowohl im
Hinblick auf das Priméarziel Uberleben als auch auf Sekundéarziele wie
Muskelkraft oder Lebensqualitéat (Bongioanni et al., 2004).
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1.5 Fragestellung der Arbeit

In vielen Studien an Mausmodellen far neurodegenerative
Motoneuronerkrankungen, wie dem pmn Mausmodell, konnte bereits
nachgewiesen werden, dass neurotrophe Faktoren protektive Wirkungen auf
erkrankte Motoneurone besitzen. Obwohl schon seit mehreren Jahren in
klinischen Studien an verschiedenen Konzepten der Therapie mit neurotrophen
Faktoren gearbeitet wird, ist die genaue Lokalisation der Rezeptoren fir diese
neurotrophen Faktoren auf Motoneuronen bisher nicht beschrieben.
Motoneurone sind polarisierte Zellen und bestehen, neben dem Zellkdrper mit
seinen zahlreichen Dendriten, aus einem langen Axon mit Kollateralen. Axon
und Dendriten bestehen aus véllig unterschiedlichen subzellulare Komponenten
und sind flr verschiedene Aufgaben des Motoneurons verantwortlich.
Rezeptoren flr neurotrophe Faktoren sind daher wahrscheinlich unterschiedlich
in den subzellularen Domanen des Motoneurons verteilt, ihre genaue
subzellulare Lokalisation wurde aber bisher nicht untersucht (Yano and Chao,
2004). Die gezielte Expression von Rezeptoren flr neurotrophe Faktoren in
spezifischen Subdomanen muss einer prazisen Regulation unterliegen, damit
die trophischen Signale zielgerecht ausgelbt werden kénnen. Das erste Ziel
der vorliegenden Arbeit war daher die Charakterisierung der genauen
subzellularen Lokalisation der BDNF, CNTF und GDNF Rezeptoren auf

Motoneuronen in vitro und in vivo.

Neben dem Uberlebenseffekt auf das embryonale ZNS und degenerierende
Motoneurone wurden fur viele der neurotrophen Faktoren auch Wirkungen auf
das Neuritenwachstum beschrieben. Jedoch wurde in den meisten dieser
Studien weder das Neuritenwachstum genau quantifiziert, noch wurde zwischen
einer Stimulation des Axon- bzw. des Dendritenwachstums differenziert.
Gleichzeitig waren bei den ersten Versuchen dieser Arbeit charakteristische
Unterschiede in der subzelluldren Verteilung der Rezeptoren fur neurotrophe
Faktoren beobachtet worden. Daher bestand das zweite Ziel dieser Arbeit darin,

einen direkten, quantifizierbaren Vergleich der differentiellen Wirkungen von
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neurotrophen Faktoren (BDNF, CNTF und GDNF) auf das Axon- und
Dendritenwachstum von primaren Motoneuronen anzustellen. AnschlieBend
sollten diese Ergebnisse dann mit der subzellularen Rezeptorverteilung fir
diese neurotrophen Faktoren auf Axon und Dendriten korreliert werden.

In einigen Studien wurden Interaktionen zwischen dem glutamatergen AMPA-
Rezeptor und neurotrophen Faktoren beschrieben. So konnte beispielsweise
gezeigt werden, dass neurotrophe Faktoren einen Einfluss auf die Expression
dieser GluR2-Untereinheit des AMPA-Rezeptors haben und damit auch auf die
Kalziumpermeabilitédt (Brene et al., 2000). Im Rahmen dieser Arbeit sollte nun
untersucht werden, ob der AMPA-Rezeptor auch einen Einfluss auf das
Neuritenwachstum von embryonalen Motoneuronen besitzt. Daflr sollte das
Axon- und Dendritenwachstum von primaren Motoneurone in Anwesenheit
eines AMPA-Rezeptor Antagonisten bzw. Agonisten und verschiedenen
neurotrophen Faktoren quantifiziert werden. Das dritte Ziel der Arbeit war daher
die Analyse einer mdglichen Interaktion zwischen dem AMPA-Rezeptor und
neurotrophen Faktoren im Hinblick auf einen Einfluss auf das Axon- und

Dendritenwachstum bei primaren Motoneuronen.

Die pmn (progressive Motoneuronopathie) Maus ist ein Mausmodell fir die ALS
und andere degenerative Motoneuronerkrankungen des Menschen.
Vielversprechende in vivo Studien der 90er-dahre konnten bereits zeigen, dass
eine Behandlung mit CNTF, aber nicht mit GDNF den Beginn der Erkrankung
verzdgert und das Uberleben der pmn Mause signifikant verlangert (Sendtner et
al., 1992b; Sagot et al.,, 1996b). Durch welche Effekte diese phanotypische
Verbesserung zustande kommt, ist aber noch immer unklar — zumal den
neurotrophen Faktoren keine urséchliche pathophysiologische Rolle bei der
Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen zugeschrieben werden. Im
Rahmen dieser Arbeit sollten nun erstmalig die Wirkungen von BDNF, CNTF
und GDNF auf zwei typische axonale Charakteristika bei isolierten pmn
Motoneuronen verglichen werden: einerseits die F&higkeit, den axonalen
Wachstumsdefekt der pmn Motoneurone zu vermindern und andererseits die
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Anzahl der pathologischen axonalen Schwellungen zu reduzieren. Dazu sollten
sowohl die Axonlangen als auch die die Zahl der axonalen Schwellungen der
mit verschiedenen neurotrophen Faktoren behandelten pmn Motoneurone
quantifiziert werden. Das vierte Ziel dieser Arbeit war daher die Analyse der

Effekte von BDNF, CNTF und GDNF auf den axonalen Wachstumsdefekt
primarer pmn Motoneurone.
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2 MATERIAL UND METHODIK

2.1 Material

2.1.1 Verbrauchsmaterialien

Material Bezugsquelle

24-well Gewebekulturschale Greiner

4-well Gewebekulturschale Greiner

10 cm Gewebekulturschale Greiner

Glasplattchen @10 mm Paul Marienfeld GmbH
15 ml Falcon Greiner, Sarstedt

50 ml Falcon Greiner, Sarstedt
Objekttrager Langenbrinck
Deckglaschen Knittel Glaser

Tabelle 1: Verwendete Materialien fir Zellkultur und Immunhistochemie mit Angabe der
Bezugsquelle

2.1.2 Chemikalien

Die Laborchemikalien wurden in pro analysi Qualitdt, soweit nicht anders
vermerkt, von folgenden Firmen bezogen: Invitrogen, Merk, Sigma, Roche und
Roth. Soweit nicht anders vermerkt; erfolgte die Herstellung der Lésungen,
Puffer und Medien nach Sambrook et al. (1989).

e 10 x TBST (Tris buffered Saline mit Tween)
100 mM Tris-ClI (pH 8)
1,5 M NaCl
0,5% Tween-20

Der pH-Wert wurde mit HCI auf pH7,6 eingestellt.
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e PFA4%
0,2 M NazHPQO4 *2H,0
0,2 M NaH,PO4*2H,0
4% Paraformaldehyd

Nach Auflésen des Pulvers wurde die Lésung bei knapp unter 60°C mit
NaOH geklart und der pH-Wert auf 7,4 eingestellt.

50 x TAE
0,05 M EDTA (pH 8)
0,26 M Eisessigsaure
2,0 M Tris Base

Lysispuffer
10 mM Tris (pH 7,3)
100 mM EDTA
150 mM NacCl
0,5% SDS

Motoneuronmedium
Neurobasal Medium
10% Pferdeserum, hitzeinaktiviert
500 uM Glutamax
2% B27 Supplement

HEK 293T- Zell Medium
DMEM + L-Glutamine
5% fetales Kalberserum
100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin

23



Material und Methodik

e Depolarisationsldsung
30 mM KCI
0,8% NaCl

e Saccharose Losung 30%
Saccharose 30g
PSB ad 100 ml

e Mowiol
10g Mowiol
40 ml PBS
20 ml wasserfreies Glycerin

Die Mischung wurde fiir 16 h gertihrt und bis zur Verwendung bei —20°C
gelagert. Dann wurde das Mowiol 10 min lang auf 60°C erhitzt.

e 2x HBS Puffer
274 mM NaCl
10 mM KCI
1,4 mM Na;HPO4*2 H.O
15 mM Glucose
42 mM Hepes

Der pH-Wert wurde mit HCI auf 7,04 eingestellt.

24



Material und Methodik

2.1.3 Reagenzien fur Zellkultur und Immunfluoreszenz

Substanz Bezugsquelle
AMPA Calbiochem
Brain derived neurotrophic Factor Amgen

B 27 Supplement Gibco

Ciliary Neurotrophic Factor

rekombinant, Ratte,
in E. coli produziert und gereinigt
Institut fUr kl. Neurobiologie, Wiirzburg

DMSO Sigma
Glial Cell Derived Neurotrophic Factor | Amgen
Hanks balanced salt solution (HBSS) | Gibco

Pferdeserum Linaris
Fetales Kalberserum Linaris

Laminin

Max Plank Institut, Martinsried

Lektin (Triticum vulgaris)

Fluka

NBQX Calbiochem
Neurobasal Medium Gibco
DMEM + L-Glutamine Gibco
Polyornithin Sigma

Tabelle 2: Verwendete Substanzen fiir die Zellkultur primarer Motoneurone sowie HEK 293T

Zellen mit Angabe der Bezugsquelle

Substanz Bezugsquelle
Rinderalbumin (BSA) Sigma
Ziegenserum Linaris
Dulbecco’s PBS PAA Laboratories
Triton X-100 Sigma

Tissue tek Sakura Finetek

a-Bungarotoxin (Alexa flour 488 konjugiert)

Molecular Probes, Eugene OR

Tabelle 3. Verwendete Substanzen fir die Immunfluoreszenz mit Angabe der Bezugsquelle
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2.1.4 Enzyme, Primer und AntikGrper

Enzym Endkonzentration Bezugsquelle
Proteinase K (20 mg/ml) 1 mg/ml Roche
Triple Master Taq DNA Polymerase |0,2 ul/50 pl PCR Ansatz | Eppendorf

Trypsin 1%

0,1%

Worthington

Trypsininhibitor 1%

0,1%

Sigma

Tabelle 4: Verwendete Enzyme mit Angaben zur jeweiligen Konzentration und Bezugsquelle

Gen Primer 5 -8 T, | Produktlange
Richtung
pmn | sense gcatgcaccatcagatcggt 54°C 479 bp
pmn | antisense ctgaagatgtggttcctcag 53°C [479 bp
pmn | sense (neu) ggcatggatagcatgcaccatcagatcggt |57°C | 489 bp
pmn | antisense(neu) | ctgaagatgtggttcctcagcttaaaggac  |59°C 489 bp

Tabelle 5: Verwendete Primer fir die pmn PCR (Invitrogen Life Technologies)

Antigen Spezies Klonalitat Konzentration |Bezugsquelle
Islet 1 Maus monoklonal |1:2 39.4D5
Phosphotau Maus polyklonal |1:1000 Chemicon
Neurofilament Maus polyklonal |1:1000 Sternberger
Map 2 Maus monoklonal | 1:1000 Sigma
S100 (B —Einheit) | Kaninchen |polyklonal |1:1000 Sigma
TrkB Kaninchen |polyklonal [1:100 Santa Cruz
p-TrkB Kaninchen |polyklonal |[1:50 Moses Chao.
Skirball Institute
gp 130 Kaninchen |polyklonal |1:400 Sigma
p-Stat3 (S727) Kaninchen |polyklonal |1:200 Cell Signalling
Ret Ziege polyklonal |1:500 R&D Systems
p-Ret (S696) Kaninchen |polyklonal |1:500 Abcam

Tabelle 6 : Verwendete Erstantikdper fir die Immunhistochemie mit Angabe der Bezugsquelle
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Antigen Wirt Konzentration | Bezugsquelle
Maus-1gG/ Cy 2 Ziege 1:200 Dianova
Kaninchen- 1gG/Cy2 Ziege 1:200 Dianova
Maus- 1gG/Cy3 Ziege 1:200 Dianova
Kaninchen- 1IgG/Cy3 Ziege 1:300 Dianova
Ziegen-1gG/Cy3 Kaninchen 1:300 Jackson
Kaninchen-1gG/Cy5 Ziege 1:300 Jackson
Ziegen—IgG/Cy5 Esel 1:300 Jackson

Tabelle 7: Verwendete Zweitantikbper fir die Immunhistochemie mit Angabe der Bezugsquelle

2.1.5 Kits

Kit Name Verwendung Bezugsquelle

QIAquick Gel Extraktion Kit | Eluation von DNA Fragmenten Qiagen

250 aus Agarosegelen

BigDye Terminator Ready |Sequenzierungsreaktion ABI Prism
Reaktion Kit with AmpliTaq

Dye Ex 2.0 Aufreinigung der DNA nach Qiagen

Sequenzierungsreaktion

Tabelle 8: Verwendete Kits mit Verwendungszweck und Bezugsquelle

2.1.6 Mausstamme und genetisch veranderte Mauslinien

Fir die jeweiligen Versuche wurden (1) pmn Mause, (2) NMRI Auszuchtmause
(Naval Medical Research Institute) (3) C57BL/6 Inzuchtméause, (4) EGFP-Tau,
(5) N-trk2 -/- Mause verwendet. Die pmn Mause entstanden im Panum Institut
in Kopenhagen durch eine Spontanmutation in einem NMRI Auszuchtstamm.
Die verwendeten pmn Mause entstammen unserer eigenen Mauszucht (Institut
fur klinische Neurobiologie, Wurzburg), die durch stetige Rlckkreuzung mit

einem NMRI Stamm (Harlan Winkelmann GmbH) aus diesem genetischen
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Hintergrund geziichtet werden. Flr die Zucht homozygoter pmn Mause wurden
jeweils heterozygote Mause (Tbce +/-) verpaart. Der Genotyp der Embryonen
wurde durch Nachweis der Punktmutation mittels DNA Sequenzierung
bestimmt.

Die C57BL/6 Mause entstammen dem Inzuchtstamm der Harlan Winkelmann
GmbH. Die EGFP-Tau Mause (Mtapttm1(EGFP) YB) entstammen der Zucht
von Prof. Y. Barde, Universitat Basel. Durch die Insertion von EGFP kann das
Axon von Motoneuronen mikroskopisch leicht identifiziert werden. Die EGFP-
Tau Mause sind gesunde und fertile Tiere. Die N-trk2 Mause entstammen der
Zucht der Jackson Laboratories (USA). Um homozygote trkb -/- Mause zu
gewinnen, wurden jeweils heterozygote trkb +/- Tiere miteinander verkreuzt. Die
Tierhaltung erfolgte in allen Fallen unter pathogenfreien Bedingungen in einem
kinstlichen Tag- und Nachtrhythmus bei kontrollierter Temperatur von 21+/-
1°C und 50-60 % relativer Luftfeuchtigkeit.

2.2 Methodik

2.2.1 Calciumphosphat-vermittelte Transfektion von HEK 293T mit TrkB

Zur transienten Expression von TrkB wurden HEK 293T Zellen mittels
Calciumphosphat Kopréazipitation transfiziert. Fir die Transfektionen wurden
konfluente HEK 293T Zellen einen Tag zuvor in 10 cm-Kulturschalen 1:4
passagiert, so dass sie am Tag der Transfektion eine Konfluenz von 70 — 80 %
erreichten. Pro 10 cm-Kulturschale wurden 860 pl H20 mit 10 pg DNA, 100 pl
2,5 M CaClz und 1 ml 2x HBS-Puffer gemischt und flr zehn Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde dieser Ansatz vorsichtig auf die
Zellen gegeben und flir weitere acht Stunden bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert. Danach wurde der Transfektionsansatz wieder abgesaugt, die Zellen
mit 1x PBS gewaschen und frisches Kulturmedium zugegeben. Nach 24 h
Inkubation im Brutschrank wurden die TrkB exprimierenden Zellen gesplittet.
Nach 3 Tagen in Kultur wurde ein Teil der transfizierten 293T Zellen mit einem
10 ng/ml BDNF Puls 5 min beziehungsweise 15 min lang stimuliert und
anschlieBend 30 min lang mit 37°C warmen 4% PFA fixiert. SchlieBlich wurden
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die transfizierten 293T Zellen mit Antikérpern gegen TrkB, p-TrkB sowie Map-2
gefarbt.

2.2.2 Zellkultur primarer embryonaler Motoneurone

2.2.2.1 Isolation embryonaler Motoneurone einer Maus

Der Tag der Bildung des Vaginalpfropfes des Muttertieres wurde als Tag 1 der
Embryonalentwicklung festgelegt. Am Tag E13,5 wurde die trachtige Maus mit
Ather tief anasthesiert und durch zervikale Dislokation getétet. Die Bauchdecke
des Muttertieres wurde dann mit 70% Ethanol desinfiziert und eréffnet. Beide
Cornua des Uterus wurden am Stick entnommen und die Fruchtblasen
prapariert. Die Embryonen wurden einzeln der Fruchtblase entnommen. Fir die
Genotypisierung wurde der Kopf abgetrennt und fir die DNA Extraktion in
Lysispuffer gegeben. Das embryonale Rickenmark wurde am Stiick
entnommen, die Hinterwurzelganglien sowie die Membrana limitans gliae
entfernt. SchlieBlich wurde das gesauberte Rickenmark in HBSS Uberflihrt.
Nach Zugabe von 20 ul 1% Trypsin wurde das Rickenmark fir 15 Minuten bei
37°C inkubiert. Der Verdau wurde durch 20 ul 0,1% Trypsininhibitor gestoppt.

2.2.2.2 Isolierung der Motoneurone durch Panning mit Lektin

Um die circa 3% Motoneurone aus der Zellsuspension aller Riickenmarkzellen
zu isolieren, wurden die Motoneurone anhand ihres p75 Neurotrophinrezeptors
selektioniert. Dazu wurde zunachst 300 pl Lektin (Weizenkeimagglutinin) in
einer Konzentration von 10 pl/ml in die Vertiefungen der 24-well
Gewebekulturschalen gegeben und 30 min lang bei RT inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen der Gewebekulturschalen mit Neurobasal Medium wurde
die Zellsuspension auf der mit Lektin beschichteten Kulturschale aufgetragen

und weitere 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.

29



Material und Methodik

Durch diesen Inkubationsschritt kann Lektin an die N-Glykosilierungsstelle der
ersten Cystein-reichen-Doméane des p75 NTR der Motoneurone binden (Vale
and Shooter, 1982; Grob and Bothwell, 1983; Costrini and Kogan, 1981). Alle
p75NTR negativen Zellen des Lysats werden nicht gebunden und kdnnen
vorsichtig mit einer Pipette abgezogen werden. Durch den Panningschritt
werden deutlich mehr Motoneurone kultiviert. Mittels Immunfluoreszenz gegen
Islet-1, einem Marker flr postmitotische Motoneurone (Ericson et al., 1992),
konnte der Anteil der Motoneurone in der Zellkultur bestimmt werden. Nach
dem Lektinpanning waren etwa 75% der kultivierten Zellen positiv far Islet-1,
wahrend die Kontrollkulturen nur etwa 10% lIslet-1 positive Zellen aufwiesen.

Die nun am Lektin gebundenen Motoneurone wurden nach drei weiteren
Waschschritten und Zugabe von 0,5 ml Depolarisationslésung (37°C) und 0,5
ml Motoneuronmedium (37 °C) durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren geldst
und in ein steriles Falcon-Réhrchen Ubertragen. Nach Zugabe von 1 ml
Motoneuronmedium wurden die Falcon-Rdéhrchen bei 1200 Umdrehungen 5
min lang zentrifugiert und anschlieBend vom Uberstand 1,8 ml abgesaugt. Dann
wurde zum Pellet der Motoneurone 800 pul Motoneuronmedium hinzugegeben.

2.2.2.3 Zellkultur primarer Motoneurone

Etwa 2500 Zellen wurden auf 4-well Gewebekulturschalen in 100 pl Vollmedium
(Motoneuronmedium plus entsprechendem neurotrophen Faktor in einer 1:1000
Verdinnung) ausplattiert, die zuvor mit Poly-D,L-Ornithin (0,5mg/ml in 0,15 M
Boratpuffer pH 8,35) und danach mit Laminin (2,5 pg/ml in HBSS) beschichtet
worden waren. Bei weiteren Versuchen wurden je nach Versuchsanordnung der
primaren Motoneuronzellkultur zusatzlich (1) der AMPA Rezeptor Agonist
AMPA (555nM, Calbiochem) oder (2) der AMPA Rezeptor Antagonist NBQX
(95nM, Calbiochem) zugefligt, so dass ein vergleichbarer Anteil der AMPA
Rezeptoren aktiviert bzw. blockiert war (entsprechend 2Kp). Die Zellkulturen
wurden sieben Tage lang bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank (Nuaire

autoflow) inkubiert. Das Vollmedium (Motoneuronmedium inklusive der
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neurotrophen Faktoren) sowie die AMPA Rezeptoragonisten und Antagonisten
wurde alle 48h zu 80% ersetzt. Das Wachstum der Motoneurone wurde unter
einem Phasenkontrastmikroskop (Leica) Uberwacht und photographisch mit
einer Digitalkamera (Canon) dokumentiert.

2.2.2.4 Fixierung der Zellkultur

Am siebten Tag der Kultur wurde 1 ml 37°C warmes 4% PFA auf jede
Gewebekulturschale gegeben und abgesaugt. Mit 1,5 ml derselben PFA-
Lésung wurden die Zellen mindestens 20 min nachfixiert. Die so fixierten Zellen
wurden 2-5 Tage bei 4°C gelagert.

2.2.2.5 Indirekte Immunfluoreszenz der primaren Motoneuronzellkultur

Die fixierten Zellen wurden dreimal mit 1x TBST gewaschen und anschlieend
durch eine 5min Inkubation mit 100% Aceton (-20°C) permeabilisiert. Nach
einem erneuerten Waschschritt mit 1xXTBST wurden die unspezifischen
Bindungsstellen mit 10% Rinderserumalbumin in 1xTBST (BSA) durch 30
Minuten Inkubation bei RT blockiert. Die Erstantikbrper (siehe Tabelle 6)
wurden sodann in 1% BSA in 1xTBST verdinnt auf die Gewebekulturschalen
gegeben und Gber Nacht bei 4°C aufbewahrt. Am nachsten Tag wurde die
Erstantikbrperldsung durch dreimaliges Waschen mit 1xXTBST grindlich entfernt
und die unspezifischen Bindungen erneut durch eine 30 min Inkubation bei RT
mit 10% BSA in 1xXTBST geséttigt. Die Zweitantikrper (siehe Tabelle 7) wurden
in 1% BSA in 1XTBST verdlinnt auf die Zellen gegeben und 40 Minuten bei RT
im Dunkeln inkubiert. Nach einem letzten Waschvorgang mit 1xXTBST wurden
die Deckglaschen mit der zellbeschichteten Seiten in 2 pg Mowiol auf einem
Objekttrager eingebettet. Die fertigen Objekttrager wurden mindestens 24h lang
lichtgeschutzt bei 4°C gelagert, ehe sie mit einem konfokalen Mikroskop der

Firma Leica analysiert wurden.
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2.2.3 Herstellung und indirekte Immunfluoreszenz der Gefrierschnitte

Erwachsene Wildtyp und EGFP-Tau Mause wurden mit Aether tief anasthesiert
und mit 1xPBS und 4% PFA 10 min perfusionsfixiert. Sowohl das Rickenmark
als auch die Nn. phrenici wurden prapariert, entnommen und mit 4% PFA flr 3h
nachfixiert. Nach einem Waschschritt mit 1xPBS wurde das Gewebe Uber
Nacht bei 4°C in 30% Saccharose Lésung gelagert. AnschlieBend wurde das
Gewebe in Tissue Tek eingebettet und ein bis zwei Minuten in fliissigem
Stickstoff gekuhltem 2-Methylbutan schockgefroren. Mit dem Cryotom (Leica)
wurden sodann Gefrierschnitte in einer Dicke von 10 um hergestellt; dabei
erfolgte die Schnittfiihrung fiir die Nn. phrenici langs und fiir das lumbale
Rickenmark quer/koronar. Die Lagerung der Schnitte erfolgte bei -20 °C.

Fir die indirekte Immunfluoreszenz wurden die unspezifischen Bindungsstellen
der Kryoschnitte mit 10% BSA, 10% Ziegenserum und 0,3% Triton-X 100 in 1x
PBS blockiert und anschlieBend tiber Nacht bei 4°C mit dem entsprechenden
Erstantikérper (siehe Tabelle 6) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 1x
PBS wurden die Schnitte 2h bei Raumtemperatur mit den entsprechenden
konjugierten Sekundarantikbrpern inkubiert (siehe Tabelle 7). Nach einem
weiteren Waschschritt mit 1x PBS wurden die Schnitte in DABCO-
Eindeckmedium auf Objekttragern eingebettet und das Deckglaschen mit
Nagellack abgedichtet. Die Lagerung der fertigen Objekttrager erfolgte
lichtgeschitzt bei 4°C. Fir alle Reaktionen wurden (Negativ-) Kontrollen unter

denselben Bedingungen und Konzentrationen ohne Primarantikbrper angelegt.

2.2.4 Herstellung und indirekte Immunfluoreszenz von gezupften Muskelfasern

Um die Axonterminale an den motorischen Endplatten darstellen zu kénnen,
wurde das Diaphragma von Wildtyp Mausen frisch prapariert. Gezupfte
Muskelfasern des Zwerchfells wurden dann 3 h mit 2% PFA fixiert und
anschlieBend mit 1xPBS gewaschen. Die unspezifischen Bindungsstellen
wurden dann dber Nacht mit 10% BSA und 0,3% Triton-X-100 in 1x PBS
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blockiert. Die Motoneuronendplatten des N. phrenicus wurden anhand ihrer
Acetylcholinrezeptoren identifiziert, die mittels konjugiertem a-Bungarotoxin
dargestellt wurden. Dazu wurden die gezupften Muskelfasern 30 min mit 5 pl/ml
Alexa Fluor 488 konjugierten a-Bungarotoxin in 1% BSA in PBS inkubiert. Nach
einem Waschschritt mit 1XxPBS wurden die Endplatten mit den entsprechenden
Erstantikérpern (siehe Tabelle 6) tber Nacht mit 10% BSA und 0,3% Triton-X-
100 in 1xPBS inkubiert. Am nachsten Tag wurde das Gewebe mit 1xPBS
gewaschen und mit den entsprechenden Sekundarantikdrpern (siehe Tabelle 7)
in 1% BSA in 1xPBS fir 90 min bei Raumtemperatur lichtgeschitzt inkubiert.
AbschlieBend wurde das Gewebe mit 1xPBS gewaschen, auf Objekttrager
dberfihrt, mit DABCO eingebettet und bei 4°C lichtgeschitzt gelagert.
Negativkontrollen ~ ohne  Priméarantikbérper  wurden  mit  denselben
Konzentrationen und Bedingungen fiir alle Reaktionen angelegt.

2.2.5 Genotypisierung der pmn Maus

2.2.5.1 DNA-Isolierung

Die Kopfe der Mausembryonen wurden in 0,5 ml Lysis Puffer und 20 pl
Proteinase K gegeben und Uber Nacht bei 60°C (Thermomixer comfort,
Eppendorf) geschiittelt. Nach vollstdndiger Lyse wurde die DNA mit 1 ml 100%
Ethanol ausgeféllt und der Uberstand verworfen. Nach weiterer Zugabe von 1
ml 70% Ethanol wurde die Lésung invertiert und daraufhin fir 5 min bei 13.000
rpom zentrifugiert (Eppendorf Zentrifuge 5417R). Das am Boden haftende Pellet
wurde in 0,5 ml PCR Wasser gelést und eine halbe Stunde bei 37°C
(Thermocycler comfort, Eppendorf) inkubiert. SchlieBlich wurde nach Zugabe
von 0,5 ml Chloroform ein weiteres Mal flr 10 min bei 13.000 rpm zentrifugiert
und 0,2 ml vom milchigen Uberstand in ein neues EppendorfgefaB berfihrt.
Nach erneuter Zugabe von PCR Wasser und Chloroform, wurde die Extraktion
wiederholt. Der DNA wurde daraufhin 20 pl 3M Natriumacetat und 1 ml 100%
Ethanol zugegeben und die Lésung bei 13.000 rpm fir 10 min zentrifugiert.

Jetzt konnte der Uberstand verworfen und dem am Boden haftenden Pellet 0,5
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ml 70% Ethanol zugegeben werden. Das Gemisch wurde 5 min bei 4°C und
13.000 rpm zentrifugiert, der Uberstand erneut verworfen und das neue DNA
Pellet sofort in 100 pl 1XTE geldst. SchlieBlich wurde die geléste DNA bei 37°C
(Thermomixer comfort, Eppendorf) 30 min lang inkubiert. Die DNA
Konzentration wurde photometrisch bei 260 nm (Biophotometer Eppendorf)

bestimmt.
2.2.5.2 Tbce PCR

Um genug DNA fir die Sequenzierung zur Verfigung zu haben, wurde die
gereinigte DNA durch die Standard Tbce PCR im Eppendorf Mastercycler
amplifiziert. Der PCR Ansatz erfolgte in einem Testvolumen von 50 pl: 2 pl
DNA, 1 pl Tbce sense primer (10 pmol/ul), 1 ul Tbce antisense primer (10
pmol/ul), 5 pl HighFi Puffer (Perkin Elmer), 1 dNTP (10 mM), 0,2ul Triple
MasterTaq, 39,8 ul HPLC Wasser. Nach der Denaturierung der DNA bei 94°C
fir 5 min, folgten 45 Zyklen des folgenden PCR Programms: Denaturierung bei
94 °C frr 30 sec, Abklhlung (Annealing) auf 53°C fir 30 sec, Synthese bei 72°C
fir 1 min. AbschlieBend folgte ein Zyklus von 7 min bei 72°C.

2.2.5.3 DNA-Agarose-Gelelektrophorese

Die jeweiligen Proben wurden mit 10 pl Bromphenolblau-Ladepuffer versetzt
und auf ein 1% Agarosegel (1,5 g Agarose in 150 ml TAE, 3 ul Ethidiumbromid)
aufgetragen. Als GroBenstandard wurde 200 ng eines 1 kb Markers (Gene
Ruler 100, Fermentas) verwendet. Die DNA wurde in der Laufkammer (EPS
200, Pharmacia Biotech) 30 min bei 110 V elektrophoretisch getrennt und dann
auf einem UV-Schirm analysiert und photographiert. Die entsprechenden
Banden wurden aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mit dem ,QlAquick
Gel Extraction Kit“ (Qiagen) aufgereinigt und mit 35 pul HPLC Wasser eluiert.
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2.2.5.4 Tbce Sequenzierung

Zur Analyse auf dem ABI 373 DNA Sequencer wurden die DNA Proben mit
dem ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaktion Kit
(Perkin EImer Biosystems) vorbereitet. Dazu wurde 100 ng der entsprechenden
DNA, 4 pl des BigDye Terminator RR Mix und 1,5 ul des jeweiligen Primers
(tbce sense oder tbce antisense) in ein PCR ReaktionsgefaB gegeben. Die
Sequenzierungs-PCR wurde nach Angaben des Herstellers (Eppendorf
Thermocyler) durchgefihrt. Nicht eingebaute, farbstoffmarkierte Nukleotide und
Uberschlssige Primer wurden mit dem Kit DyeEX 2.0 (Qiagen) entfernt. Das
Produkt der Sequenzreaktion wurde in der Vakuumzentrifuge (Univapo 100 H)
getrocknet und im Anschluss daran mit 3 pul 100% DMSO + Farbstoff gelést und
auf das Sequenziergel aufgetragen. Die Auswertung der DNA Sequenz erfolgte
durch das Programm GeneRuler. Mit der Chromas Software konnte die DNA
Sequenz und damit der Genotyp des Mausembryos bestimmt werden. Da sich
die homozygote pmn Maus nur durch eine Punktmutation von der gesunden
Wildtyp Maus unterscheidet, war es ausreichend lediglich einen kleinen
Abschnitt des Mausgenoms zu sequenzieren.

DNA CGA TGG TAA CGA NGG TAA CGA GGG TAA
Tbce Arg Trp Stop Arg Stop Arg Gly Stop
Tbce +/+ Maus Tbce +/- Maus Tbce -/- Maus (pmn)

Tabelle 9: Bestimmung des Genotyps der Mausembryos mittels Sequenzierung des Tbce Gens

2.2.6 Mikroskopie und statistische Auswertung
Die Immunreaktivitat der Zellkulturen, Gefrierschnitte und Muskelzupfpraparate

wurde unter einem konfokalen Mikroskop der Firma Leica visualisiert und digital
photographiert (Leica Confocal Software). Bei der Analyse zusammengehdriger
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Schnitte und Kulturen wurden dieselben Einstellungen flr Lichteinfall,
Spannung und Intensitat gewahlt. Fir die hochauflésende konfokale Analyse
der Wachstumskegel, des N. phrenicus sowie der motorischen Endplatten
wurde das 100x Objektiv mit Immersionsél verwendet, sowie ein Zoomfaktor
von 1,5 bis 3. Die konfokalen Bilder wurden in einer Dicke von 1 um erstellt. Die
hochauflésenden Bilder des N. phrenicus stellen eine Projektion mehrerer
konfokaler Bilder dar. Der Identitadtsnachweis von Motoneuronen erfolgte durch
Farbung gegen den fir Motoneurone spezifischen Transkriptionsfaktor Islet-1
(Ericson et al., 1992). Als weiteres Kriterium diente die typische Morphologie
der Motoneurone. Nach sieben Tagen in Kultur sind die Axone mindestens
dreimal so lang wie die Dendriten und kénnen so voneinander unterschieden
werden (Wiese et al., 1999). Immunhistochemisch konnten p-Tau positive /
Map-2 negative Neuriten dem Axon zugeordnet werden, wéhrend p-Tau
negative/ Map-2 positive Neuriten als Dendriten gewertet wurden.

Die Lange der Motoneuronneuriten wurde durch morphometrische Messungen
mittels Scionlmage (Scion Corporation, Inc.) bestimmt. Die Analyse erfolgte
unter blinden Untersuchungsbedingungen, da der Genotyp zum Zeitpunkt der
Untersuchung nicht bekannt war. Die Ergebnisse der verschiedenen
Zellkulturen wurden in eine Datenbank zusammengefiigt und mit Graph Pad
Prism Software (Version 4) statistisch ausgewertet. Wurden mehrere
Datengruppen (z.B. Axonlange unter Behandlung mit BDNF, CNTF und GDNF)
miteinander verglichen, wurde eine einfache Analyse der Varianz (one way
Anova) durchgefihrt. Einzelne Gruppen wurden mit dem Student’s t-test
miteinander verglichen. Die Nullhypothese wurde auf Grund der 5% Basis
verworfen (p<0,05). Fehlerbalken wurden, bei nachgewiesener GauBschen
Verteilung, stets als SEM angegeben.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Lokalisation des BDNF, CNTF und GDNF Rezeptors auf Axonen und
Dendriten von primaren Motoneuronen

BDNF, CNTF und GDNF sind potente Uberlebensfaktoren fiir Motoneurone. In
der Zellkultur férdern sie neben dem Uberleben der Motoneurone auch das
Axon- und Dendritenwachstum. Axone und Dendriten bestehen aus vdllig
unterschiedlichen subzellulare Komponenten und sind flr verschiedene
Aufgaben des Motoneurons verantwortlich. Die Rezeptoren fir neurotrophe
Faktoren sind daher wahrscheinlich unterschiedlich in den subzellularen
Doméanen der Motoneurone verteilt. Ihre genaue subzellulare Lokalisation ist
aber bisher nicht gut genug definiert worden (Yano and Chao, 2004). Die
gezielte Expression von Rezeptoren flr neurotrophe Faktoren in spezifischen
Subdomanen muss einer genauen Regulation unterliegen, damit die
trophischen Signale zielgerecht ausgelibt werden kdnnen.

Um die genaue subzelluldare Lokalisation der BDNF, CNTF und GDNF
Rezeptoren auf primdren Motoneuronen zu untersuchen, wurden Motoneurone
aus (E) 13,5 alten Mausembryonen isoliert und in Gegenwart von 1 ng/ml
BDNF, CNTF oder GDNF Kkultiviert. Unter diesem Bedingungen wachsen
Neuriten aus, die mittels Immunfluoreszenz gegen Map-2 und p-Tau, als
Dendriten (Map-2 positiv) oder Axon (p-Tau positiv) klassifiziert werden kénnen.
Nach sieben Tagen in Kultur weisen Motoneurone zusatzlich eine
charakteristische Morphologie auf. Axone werden in der Regel langer als 300
um, wahrend samtlichen Dendriten zusammen eine Lénge von etwa 50 -100
um erreichen (Bommel et al., 2002; Rossoll et al., 2003). Auf diese Weise
konnten Axone in den folgenden Versuchen einerseits durch ihre
charakteristische Lange und andererseits die relativ niedrige Expression von
Map-2, von Dendriten unterschieden werden. Die primédren Motoneurone
wurden nach sieben Tagen in Kultur fixiert und mit Antikdrpern gegen Map-2
sowie gegen die entsprechende Rezeptoruntereinheit oder ein
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Signaltransduktionsprotein gefarbt. Als Marker fir den BDNF, CNTF und GDNF
Rezeptor wurden TrkB, gp130 sowie c-Ret gewahlt. Die aktivierte Form der
Rezeptoren fir neurotrophe Faktoren bzw. deren Signaltransduktionsproteine
wurden mittels phosphoryliertem TrkB (p-TrkB), phosphoryliertem Stat3 (p-
Stat3) und phosphoryliertem Ret (p-Ret) nachgewiesen.

3.1.1 Charakterisierung und Spezifitidtsbestimmung des p-TrkB Antikérpers

Far alle oben genannten Marker neurotropher Faktoren waren kommerzielle
Antikérper verfligbar, mit Ausnahme eines Antikérpers gegen p-TrkB. Daher
wurde in der Arbeitsgruppe von M. Chao am Skirball Institute (New York, USA)
ein Antiserum entwickelt, dass spezifisch die phosphorylierte Form des TrkB
Rezeptors (p-TrkB) erkennt. Freundlicherweise wurde uns dieser p-TrkB
Antikérper von M. Chao (Skirball Institute) zur Verflgung gestellt. Um die
Spezifitdt dieses neuen Antikérpers zu testen, wurden HEK 293T Zellen mit
TrkB transfiziert und in Abwesenheit des Liganden BDNF kultiviert. Kurz bevor
die Zellen fixiert wurden, erhielt der erste Teil der Zellen einen 5 min Puls mit 10
ng/ml BDNF, der zweite Teil einen 15 min Puls mit 10 ng/ml BDNF und der
dritte Teil wurde als Kontrollkultur ohne weitere Zugabe sofort fixiert.
AnschlieBend wurden die 293T Zellen mit TrkB sowie dem neuen p-TrkB
Antikérper gefarbt und konfokal mikroskopiert. In den Kontrollkulturen ohne
BDNF Zugabe, war TrkB besonders stark in der Zellmembran der 293T Zellen
lokalisiert, teilweise aber auch Zellinneren (Abb. 5a). P-TrkB war in den
Kontrollkulturen dagegen kaum nachweisbar (Abb. 5b). Nach der Zugabe eines
5 min BDNF Pulses war TrkB mit starker Intensitat in der Zellmembran der
293T Zellen lokalisiert (Abb. 5c). P-TrkB war nach Zugabe des 5 min Pulses
deutlich in der Zellmembran und im angrenzenden Zellinneren zu erkennen.
Interessanterweise war p-TrkB vor allem auch in den Filopodien der 293T
Zellen lokalisiert (Abb. 5d). Auch die Zugabe eines 15 min BDNF Pulses zur
transfizierten 293T Zellkultur bewies die Spezifitdt des p-TrkB Antikérpers.
Immunreaktivitat fir TrkB zeigte sich wiederum in der Zellmembran und auch im

Inneren der Zellen (Abb. 5e), wahrend p-TrkB neben der Zellmembran vor allem
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im Inneren der Zelle und in den Filopodien dieser Zellen lokalisiert war (Abb.
5f). In den untransfizierten Kontrollkulturen der 293T Zellen fand sich
erwartungsgeman weder Immunreaktivitat far TrkB (Abb. 5g), noch flur p-TrkB
(Abb. 5h).

TrkB

p-TrkB

20 pm

Kontrolle 5'BDNF Puls 15'BDNF Puls untransfiziert

Abbildung 5: Spezifitditsnachweis des p-TrkB Antikdrpers

Der neue p-TrkB Antikérper weist spezifisch die phosphorylierte Form des TrkB Rezeptors
nach. In 293T Zellen (a-h), die nach TrkB Transfektion einen Puls des Liganden BDNF erhalten
hatten, lieB sich p-TrkB Immunreaktivitdt (rot) vor allem an der Zelloberflache sowie in
Filopodien nachweisen (e,f). In den 293T Kontrollkulturen (b) sowie den untransfizierten 293T

Zellen (h) dagegen fand sich erwartungsgeman keine Immunreaktivitat far p-TrkB.

In einem zweiten Versuch wurde zuséatzlich die Spezifitit des p-TrkB
Antikérpers bei primdren Motoneuronen Uberprift. Dazu wurden Motoneurone
an Embryonaltag (E)13,5 aus N-trk2 -/- Mausen isoliert und in Gegenwart von 1
ng/ml CNTF und BDNF kultiviert. Nach sieben Tagen in Kultur wurden diese
Motoneurone fixiert und mit Antikdérpern gegen TrkB, p-TrkB sowie dem
Dendritenmarker Map-2 gefarbt. Auch dieser Versuch bewies die Spezifitat des
Antikérpers, da in diesen TrkB k.o. Motoneuronkulturen erwartungsgeman
weder TrkB (Abb. 5i) noch p-TrkB (Abb. 5j,k) nachweisbar war.
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Abbildung 5 i-k: Spezifitdtsbestimmung des p-TrkB Antikérpers

Der neue p-TrkB Antikérper weist spezifisch die phosphorylierte Form des TrkB Rezeptors
nach. Auch in N-trk2-/- Motoneuronen war zwar der Dendritenmarker Map-2 (griin) deutlich

nachweisbar, jedoch keine Immunreaktivitat fir Trk B (i) oder p-TrkB (,j,k).

3.1.2 Subzelluldre Lokalisation von TrkB und p-TrkB auf Kkultivierten

Motoneuronen

BDNF ist ein potenter neurotropher Wachstumsfaktor aus der Gruppe der
Neurotrophine, der in biomedizinischer Hinsicht vor allem durch seine
protektiven Auswirkungen bei degenerativen Motoneuronerkrankungen und
Nervenverletzungen bekannt geworden ist (Sagot et al., 1998b; Jablonka et al.,
2004; Friedman et al., 1995; Kishino et al., 1997). Seine biologischen Effekte
werden vor allem durch den hochaffinen Neurotrophinrezeptor TrkB vermittelt
(Klein et al., 1991). Nach Bindung des Liganden dimerisiert TrkB. Durch die
anschlieBende aktivierende Phosphorylierung werden verschiedene Wege der
Signaltransduktion eingeschlagen, die die zahlreichen Effekte von BDNF auf
das Motoneuron bewirken. Obwohl bereits viele Auswirkungen von BDNF auf
Motoneurone beschrieben sind, ist die genaue subzellulare Lokalisation von
TrkB und p-TrkB bisher nicht bekannt. Daher war das erste Ziel dieser Arbeit,
die genaue subzellulare Lokalisation dieses Rezeptors auf Motoneuronen zu

untersuchen.
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3.1.2.1 TrkB ist im Perikaryon, auf Dendriten und im Wachstumskegel in hoher

Intensitat und im Axon in geringerer Intensitat lokalisiert

Zunachst wurde die subzellulare Verteilung des nicht-aktivierten TrkB
Rezeptors untersucht. In primaren Motoneuronen, die sieben Tage lang in
Gegenwart von 1 ng/ml des TrkB Liganden BDNF kultiviert wurden, war TrkB in
hoher Intensitdt im Zellkbrper der Motoneurone lokalisiert. Auch kolokalisierte
TrkB mit Map-2 in den Dendriten (Abb. 6a). Im Axon war die Immunreaktivitat
gegen TrkB schwacher ausgepragt, aber in héherer VergréBerung sichtbar
(Abb. 6a,h). Die axonalen Wachstumskegel der embryonalen Motoneurone

wiesen dagegen eine starke Immunreaktivitat fir TrkB auf (Abb. 69, h).

Um zu untersuchen, ob die Verteilung des TrkB Rezeptors abhangig von der
Anwesenheit seines Liganden BDNF ist, wurden Motoneurone sieben Tage
lang mit CNTF kultiviert. Im Vergleich zu den BDNF Kulturen zeigte sich jedoch
kein Unterschied in der Verteilung des Rezeptors. Auch in den mit CNTF
kultivierten Motoneuronen zeigte sich Immunreaktivitat fir TrkB hauptsachlich in
den Dendriten, im Perikaryon, im Wachstumskegel und in geringer Intensitat

auch im Axon der Motoneurone.

In einer zweiten Reihe von Experimenten wurde untersucht, wo TrkB kurz nach
der Aktivierung des Neurotrophinrezeptors in Motoneuronen lokalisiert ist. Dazu
wurden Motoneurone sieben Tage lang zunachst nur mit CNTF kultiviert. Kurz
bevor die Zellen am siebten Tag fixiert wurden, erhielten sie einen 15 min Puls
mit dem TrkB Liganden BDNF (10 ng/ml). Auch unter diesen Bedingungen
anderte sich die subzelluldre Lokalisation von TrkB nicht. Wiederum zeigte sich
eine starke Anfarbung der Dendriten, des Perikaryons und der Wachstumskegel
und eine schwachere Immunreaktivitat fir TrkB innerhalb des Axons.
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3.1.2.2 p-TrkB ist in vesikuldren Strukturen im Perikaryon, auf Dendriten und im
Axon in hoher Intensitat lokalisiert

Nachdem die Transfektionsversuche die Effizienz und Spezifitdt des neuen p-
TrkB Antikérpers bewiesen hatten (siehe 3.1.1), konnte nun erstmalig die
genaue Lokalisation von p-TrkB auf primaren Motoneuronen untersucht
werden. Die phosphorylierte Form des TrkB Rezeptors ist in Motoneuronen, die
in Anwesenheit ihres Liganden BDNF (1 ng/ml) kultiviert wurden, insbesondere
im Perikaryon und sowohl in Dendriten als auch im Axon deutlich zu erkennen
(Abb. 6b). Die Immunreaktivitat im Axon war dabei fur p-TrkB sehr viel stéarker
ausgepragt als fur TrkB (Abb. 6a). Auch schienen die distalen Anteile des
Axons eine hdhere Immunreaktivitat fur p-TrkB aufzuweisen, als die proximalen
Anteile des Axon (Abb. 6b). Im Gegensatz dazu zeigte sich bei Motoneuronen,
die sieben Tage lang in Abwesenheit des Liganden BDNF kultiviert worden
waren, keine Anfarbung des Axons, sondern lediglich eine geringe Anfarbung
des Perikaryon (Abb. 6d).

In einer zweiten Reihe von Experimenten wurde untersucht, wo sich der
aktivierte Neurotrophinrezeptor p-TrkB kurz nach dessen Phosphorylierung in
primaren Motoneuronen befindet. Dazu wurden Motoneurone sieben Tage lang
in Abwesenheit des TrkB Liganden kultiviert. Die Zugabe eines neurotrophen
Faktors zur primaren Motoneuronkultur ist jedoch notwendig, da die
Motoneurone ohne trophische Signale in Apoptose gehen wirden. Daher wurde
der Kultur CNTF (1 ng/ml) zugesetzt, welches den TrkB Rezeptor nicht
aktivieren kann. Kurz vor der Fixierung wurde der Zellkultur dann ein 15 min
langer BDNF Puls (10 ng/ml) zugegeben. Unter diesen Bedingungen war p-
TrkB in hoher Intensitat im Zellkérper der Motoneurone lokalisiert (Abb. 6e,f).
Interessanterweise zeigte sich die Immunfluoreszenz flr p-TrkB dabei vor allem
in vesikularen Strukturen im Perikaryon (Abb.6f). Weiterhin war kurz nach der
Aktivierung des TrkB Rezeptors auch eine starke axonale Farbung fur p-TrkB
auffallig, vor allem im distalen Axon (Abb. 6c).
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Zusammenfassend lasst sich daher feststellen, dass die Immunreaktivitat far
TrkB vor allem auf Dendriten und im Zellkérper der Motoneurone in hoher
Intensitat zu detektieren war. Die phosphorylierte Form des TrkB Rezeptors war
ebenfalls in den Dendriten und in deutlich sichtbaren vesikularen Strukturen im
Perikaryon lokalisiert. Innerhalb des Axons war die Immunfluoreszenz fur p-
TrkB deutlich starker ausgepragt als fur TrkB. Die axonale Farbeintensitat fir
p-TrkB steigerte sich durch die Zugabe des physiologischen Liganden BDNF
noch weiter. Dies scheint nahezulegen, dass die meisten TrkB Rezeptoren im
terminalen Axon normalerweise in nicht phorphorylierter Form vorliegen und
erst nach Ligandenbindung aktiviert, internalisiert und dann retrograd

transportiert werden.
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EDNF Puls

Abbildung 6: Subzellulare Lokalisation von TrkB und p-TrkB auf primaren Motoneuronen

TrkB ist auf den Dendriten und innerhalb der Zellkdrper lokalisiert (a). Immunreaktivtat far TrkB
zeigt sich bei hoher VergrdoBerung auch im Axon und dem Wachstumskegel (g,h). In
Anwesenheit von BDNF findet sich p-TrkB in hoher Intensitat im Axon des Motoneuron (b,c)
und in vesikuaren Strukturen im Zellkérper (e,f). In Abwesenheit des Liganden findet sich p-
TrkB nur in schwacher Intensitat (d).
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3.1.3 Subzellulare Lokalisation von gp130 und Stat3 auf Kkultivierten

Motoneuronen

Neben BDNF ist auch CNTF ist ein bedeutender Uberlebensfaktor fir spinale
Motoneurone, besonders in Gegenwart von Stressoren. Nach Entzug anderer
trophischer Substanzen verhindert CNTF die Apoptose der Motoneurone (Tan
et al., 1996). Nach Nervenverletzungen, wie einer Axotomie, wird CNTF
physiologischerweise hochreguliert und agiert somit als endogener Schutzfaktor
fir die durchtrennten Nervenfasern (Sendtner et al., 1997). CNTF gehdrt zur
Familie der Neurozytokine. Der vollstandig assembliete  CNTF
Rezeptorkomplex besteht aus CNTFRa, gp130 und LIFRB (Ip et al., 1993;
Davis et al., 1993; Ip et al., 1992). Die zellularen Effekte nach der Aktivierung
des Rezeptors werden unter anderem durch den JAK-STAT Signalweg
vermittelt (Stahl et al., 1995). Obwohl zahlreiche Effekte von CNTF auf gesunde
und erkrankte Motoneurone beschrieben worden sind, blieb die genaue
subzellulare Verteilung der CNTF Rezeptoruntereinheiten auf Motoneuronen
bisher unklar. Daher wurde im Folgenden die genaue Lokalisation von gp130
und p-Stat3 auf primdren Motoneuronen untersucht und mit der Verteilung des
BDNF Rezeptors verglichen.

3.1.3.1 Gp 130 ist im Perikaryon, auf Dendriten und im Wachstumskegel in

héherer Intensitat als im Axon von Motoneuronen lokalisiert

Zunachst wurde die subzellulare Verteilung von gp 130 auf primaren
Motoneuronen untersucht. Das Glykoprotein gp130 ist ein essentieller
Bestandteil des CNTF-Rezeptorkomplexes, da die ligandenbindende Einheit
CNTFRa selbst keine Signaltransduktion Gbernehmen kann. Aber auch fur die
Rezeptoren von IL-6, LIF, CT-1 und CLC spielt gp 130 eine wichtige Rolle.

Immunreaktivitat fir gp130 konnte bei Motoneuronen, die sieben Tage lang in
Anwesenheit von CNTF (1 ng/ml) kultiviert worden waren, in den Dendriten und
im Zellkérper von Motoneuronen nachgewiesen werden (Abb. 7a,e,f). Des
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Weiteren wurde eine starke Immunreaktivitdt auch in den axonalen
Wachstumskegeln der kultivierten embryonalen Motoneurone beobachtet (Abb.
7a Pfeil, sowie 7g,h). Im Axon selbst war gp130 nur in relativ geringer Intensitat
lokalisiert (Abb. 7a), aber bei starker VergréBerung gut zu erkennen (Abb. 7h).

Um zu untersuchen, ob die Verteilung der gp130 Rezeptoreinheit abh&ngig von
der Anwesenheit des Liganden CNTF ist, wurden Motoneurone sieben Tage
lang mit GDNF kultiviert. Im Vergleich zu den CNTF Kulturen zeigte sich jedoch
kein Unterschied in der Verteilung der Rezeptoruntereinheit. Auch in
Abwesenheit des Liganden zeigte sich Immunreaktivitat fir gp130
hauptsachlich in den Dendriten, im Perikaryon, im Wachstumskegel und in
geringer Immunreaktivitat auch im Axon der Motoneurone. Das bedeutet, dass
CNTF nicht selbst die Verteilung der Rezeptoruntereinheit gp130 reguliert,
sondern, dass die Rezeptorverteilung unabhdngig von der Anwesenheit des
Liganden ist.

In einer zweiten Reihe von Experimenten wurde untersucht, wo gp130 kurz
nach der Aktivierung des CNTF Rezeptors in Motoneuronen lokalisiert ist. Dazu
wurden Motoneurone sieben Tage lang zunachst in Abwesenheit des Liganden,
nur mit GDNF kultiviert. Kurz bevor die Zellen am siebten Tag fixiert wurden,
erhielten sie einen 15 min Puls mit dem Liganden CNTF (10 ng/ml). Auch unter

diesen Bedingungen anderte sich die subzellulare Lokalisation von gp130 nicht.

Wiederum zeigte sich eine starke Anfarbung der Dendriten, des Perikaryons
und der Wachstumskegel und eine schwachere Immunreaktivitat innerhalb des
Axons. Diese Befunde sprechen also eher gegen eine Internalisierung und
retrograden Transport der gp130 Rezeptoreinheit nach Rezeptoraktivierung.

3.1.38.2 p-Stat3 ist in hoher Intensitat im Perikaryon, auf Dendriten und im Axon
lokalisiert

Als Marker fir den aktivierten CNTF Rezeptor wurde Stat3 gewahlt. Stat3 wird

nach Ligandenbindung des CNTF Rezeptors Uber die Janus Kinase 1 aktiviert

(phosphoryliert) und wandert dann in den Zellkern, wo es als
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Transkriptionsfaktor auf DNA Ebene wirkt. In Anwesenheit des Liganden CNTF
wurde Immunreaktivitat flr aktiviertes p-Stat3 sowohl in Dendriten, im Soma als
auch sehr prominent im Axon gefunden (Abb. 7b). Die Signalintensitat fir p-
Stat3 im Axon war bei CNTF behandelten Motoneuronen wesentlich starker
ausgepragt als die Immunreaktivitat fir gp130. Weiterhin lieB sich eine
auffallige Diskrepanz in der Immunreaktivitdt gegen p-Stat3 zwischen dem
distalen und proximalen Axon beobachten: im distalen Anteil des Axons war die
Immunfluoreszenz fiir p-Stat3 starker ausgepragt als im proximalen Anteil (Abb.
7b). Auch die Wachstumskegel der Motoneurone wiesen eine aufféllig starke
Immunreaktivitat for p-Stat3 auf. Im Gegensatz dazu war p-Stat3 bei
Kontrollmotoneuronen, die in Abwesenheit des Liganden CNTF kultiviert
worden waren, im Axon nicht detektierbar (Abb. 7d) und nur in sehr geringer
Intensitat im Zellkdrper und den proximalen Dendriten nachzuweisen. Daraus
kann geschlossen werden, dass der Signalmediator Stat3 in Abwesenheit des
Liganden CNTF nur im Zellkérper in phosphorylierter Form vorliegt. Erst nach
der Aktivierung des CNTF Rezeptors wird Stat3 aktiviert und ist dann auch in

den Dendriten und im Axon nachzuweisen.

In einer zweiten Reihe von Experimenten wurde die Verteilung des aktivierten
Mediators p-Stat3 kurz nach dessen Phosphorylierung in priméaren
Motoneuronen untersucht. Dazu wurden Motoneurone sieben Tage lang in
Abwesenheit des Liganden lediglich mit GDNF kultiviert. Kurz vor der Fixierung
wurde der Zellkultur dann ein 15 min langer CNTF Puls (10 ng/ml) zugegeben.
Unter diesen Bedingungen wurde p-Stat3 in starker Farbeintensitat sowohl im
Soma als auch in den Dendriten, im Wachstumskegel und auch im Axon
nachgewiesen (Abb. 7c). Dabei ist bemerkenswert, dass die Intensitat der
Axonfarbung fir p-Stat3 kurz nach der Aktivierung des CNTF Rezeptors im
distalen Anteil des Axons sehr viel starker ausgepragt ist, als im proximalen
Anteil, wo nur wenig p-Stat3 nachzuweisen war (Abb. 7c). Hieraus lasst sich
schlieBen, dass die meisten Stat3 Mediatoren im Axon erst nach der
Aktivierung des CNTF Rezeptors phosphoryliert werden und dann retrograd

zum Zellkdrper transportiert werden.
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Abbildung 7: Subzellulare Verteilung von gp130 und p-Stat3 in priméaren Motoneuronen

Gp130 ist vor allem in den Dendriten und innerhalb des Zellkérpers der Motoneurone lokalisiert
(a,e,f). Immunreaktivtat fir gp 130 zeigt sich bei hoher VergréBerung auch im Axon und im
Wachstumskegel (Pfeil a,g,h). In Anwesenheit von CNTF findet sich p-Stat3 in hoher Intensitét
im Axon des Motoneuron (b,c). In Abwesenheit des Liganden findet sich kaum Immunreaktivitat
far p-Stat3 (d).
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3.1.4 Subzelluldare Lokalisation von c-Ret und p-Ret auf Kkultivierten

Motoneuronen

GDNF ist ein potenter neurotropher Faktor fliir Motoneurone aus der Gruppe der
TGFB-Superfamilie (Henderson et al., 1994). Die Bindung von GDNF an die
GDNFRa Rezeptoruntereinheit rekrutiert die Tyrosinkinse Ret in die Lipid
Rafts. Innerhalb dieser lipidreichen Membranareale wird dann die
Signaltransduktion Ober c-Ret initiiert (Paratcha et al., 2001). Uber das
Transmembranprotein c-Ret werden die verschiedenen zellularen Effekte von
GDNF bermittelt, beispielsweise ein Uberlebenssignal fiir Motoneurone (Jing
et al., 1996), aber auch das Auswachsen von Neuriten (Uchida et al., 2006).
Obwohl diese Effekte schon vor langerer Zeit beschrieben worden sind, ist die
genaue subzellulare Verteilung von c-Ret in Motoneuronen bisher nicht genau
charakterisiert worden. Daher wurde im Rahmen der dritten Versuchsreihe die
subzellulare Lokalisation der c-Ret Tyrosinkinase, sowie der phosphorylierten
Untereinheit p-Ret auf primaren Motoneuronen untersucht.

3.1.4.1 c-Ret ist an der Oberflache des Perikaryons, im Wachstumskegel und
besonders stark auf den Dendriten lokalisiert

C-Ret war bei Motoneuronen, die in Gegenwart des Liganden GDNF (1 ng/ml)
kultiviert worden waren, im Perikaryon und aufféllig stark in den Dendriten
lokalisiert (Abb. 8A a,b). Im Perikaryon der Motoneurone war c-Ret
hauptsachlich an der Zelloberflache zu erkennen, wahrend innerhalb der Zelle
selbst kaum Immunreaktivitat gegen c-Ret detektiert werden konnte (Abb. 8A
e,f). Dieses Verteilungsmuster deutet darauf hin, dass c-Ret weitgehend in der
Zellmembran der Motoneurone lokalisiert ist. Innerhalb der Map-2 positiven
Dendriten zeigte sich eine besonders intensive Immunreaktivitat fir c-Ret, die
darauf schlieBen lasst, dass c-Ret in hoher Dichte innerhalb der Dendriten
lokalisiert ist. Uberraschenderweise konnte im Axon jedoch keine
Immunreaktivitat fir c-Ret nachgewiesen werden (Abb. 8A a,b). Selbst bei
konfokalen Analysen in hoher VergréBerung konnte kein c-Ret innerhalb des
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Axons beobachtet werden (Abb. 8A e.f; der Pfeil markiert den Abgang des
Axons). Dagegen war Immunreaktivitdt gegen c-Ret in den Wachstumskegel
embryonaler Motoneurone klar zu erkennen (Abb. 8B). Auch bei Analysen der
Rezeptorverteilung an den Wachstumskegeln embryonaler Motoneurone zeigte
sich kaum c-Ret Lokalisation im Axon selbst.

Um zu untersuchen, ob die Verteilung der c-Ret Rezeptoreinheit abhangig von
der Anwesenheit des Liganden GDNF ist, wurden Motoneurone sieben Tage
lang mit BDNF kultiviert. Auch in Abwesenheit des Liganden zeigte sich
Immunreaktivitdt fir c-Ret in den Dendriten, an der Zelloberflache des
Zellkérpers und an den Wachstumskegeln der embryonalen Motoneurone (Abb.
8A c). Damit weisen die Motoneurone in Abwesenheit des Liganden das gleiche
Verteilungsmuster fir c-Ret wie Motoneurone, die mit GDNF kultiviert werden,
so dass GDNF die Rezeptorverteilung wohl nicht selbst reguliert.

3.1.4.2 p-Ret ist im Perikaryon, im Wachstumskegel und besonders stark auf
den Dendriten lokalisiert

Als Marker fir den aktivierten GDNF Rezeptor wurde ein spezifischer
Antikérper gegen die phosphorylierte Form, p-Ret, gewahlt. Motoneurone, die in
Anwesenheit des Liganden GDNF kultiviert wurden, zeigten innerhalb der Map-
2 positiven Dendriten besonders intensive Immunreaktivitat far p-Ret. Dies l&sst
darauf schlieBen, dass auch aktiviertes p-Ret in hoher Dichte innerhalb der
Dendriten lokalisiert ist (Abb. 8A c,g,h). Im Zellkérper embryonaler Motoneurone
war p-Ret an der Oberflache des Zellkérpers lokalisiert. Zusatzlich fand sich p-
Ret, im Gegensatz zu c-Ret, aber auch innerhalb der Perikarya (Abb. 8A g, h).
Dies deutet auf eine Endozytose des aktivierten Rezeptors nach
Ligandenbindung hin. Weiterhin war p-Ret auch an den Wachstumskegeln der
embryonalen Motoneurone lokalisiert. Im Axon selbst war p-Ret jedoch nicht
nachzuweisen (Abb. 8A g, h; der Pfeil markiert den Abgang des Axons); ganz
im Gegensatz zu den aktivierten Formen des BDNF und CNTF Rezeptors, die
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in Anwesenheit ihres Liganden eine starke Immunreaktivitat entlang des Axons
gezeigt hatten.

Wurden Motoneurone in Abwesenheit des Liganden GDNF kultiviert, war p-Ret
in den Dendriten und an der Oberflache der Zellkérper lokalisiert, allerdings war
die Farbeintensitdt nicht ganz so intensiv (Abb. 8A d). Auch war kaum
Immunreaktivitdt fOr p-Ret innerhalb des Zellkdrpers nachweisbar. Diese
Ergebnisse legen nahe, dass nur der durch den Liganden aktivierte Rezeptor
(p-Ret) internalisiert wird, wahrend c-Ret in Abwesenheit von GDNF
membranstandig bleibt.

In einer zweiten Reihe von Experimenten wurde untersucht, wo p-Ret kurz nach
der Aktivierung des GDNF Rezeptors lokalisiert ist. Dazu wurden Motoneurone
zunachst sieben Tage lang in Abwesenheit von GDNF kultiviert. Kurz vor der
Fixierung der Zellen, erhielten die Motoneurone einen 15 min Puls mit dem
Liganden GDNF (10 ng/ml). Unter diesen Bedingungen zeigte sich eine starke
Anfarbung der Dendriten fur p-Ret (Abb. 8A c). AuBerdem war Immunreaktivitat
fir p-Ret deutlich innerhalb der Zellkérper und auch an den Wachstumskegeln
zu erkennen (Abb. 8A c). Auch diese Befunde sprechen flr eine Endozytose
der aktivierten Rezeptoreinheit nach der Bindung des Liganden GDNF.
Dagegen war auch in dieser Reihe von Experimenten kein p-Ret in den Axonen
der Motoneurone nachweisbar; vielmehr brach die im Perikaryon vorhandenre

Immunreaktivitat fir p-Ret am Axonhlgel abrupt ab.

Zusammenfassend lasst sich daher feststellen, dass c-Ret in hoher Intensitat in
den Dendriten der Motoneurone lokalisiert ist. Daneben findet sich c-Ret auch
an der Oberflache der Motoneuronzellkérper und an den Wachstumskegeln. Im
Axon selbst ist c-Ret jedoch nachweisbar. Aktiviertes p-Ret ist in hoher
Intensitat in den Dendriten, dem Zellinneren der Perikarya und an den
Wachstumskegeln der Motoneurone lokalisiert. Im Gegensatz zu p-TrkB und p-
Stat3, die in Anwesenheit ihres Liganden starke Immunreaktivitat im Axon

zeigen, ist p-Ret aber nicht innerhalb des Axons selbst nachzuweisen.
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Abbildung 8A: Subzellulare Verteilung von c-Ret und p-Ret in primaren Motoneuronen

C-Ret ist in hoher Intensitat in den Dendriten (a,e,f) und auch an der Oberflache des Zellkérpers
der Motoneurone (a,e,f) lokalisiert. Selbst in der hochauflésenden konfokalen Analyse findet
sich aber kaum c-Ret im Axon (e,f: der Pfeil markiert den Axonhlgel des Motoneurons). In
Anwesenheit des Liganden GDNF ist p-Ret in hoher Intensitat auf den Dendriten (c,g,h) und
auch intrazellular im Zellkérper lokalisiert, nicht jedoch im Axon. Ohne Ligand ist kaum

Immunreaktivitat fir p-Ret nachweisbar (d).

B

Abbildung 8B: Subzellulare Verteilung von c-Ret in Wachstumskegeln von Motoneuronen
C-Ret ist auch im Wachstumskegel (Pfeil, 8B) embryonaler Motoneurone lokalisiert. Selbst bei

hoher VergrdBerung findet sich jedoch kaum Immunreaktivtat fir c-Ret oder p-Ret im Axon
selbst.
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3.2 Lokalisation der Rezeptoren neurotropher Faktoren in vivo

Nachdem im Rahmen dieser Arbeit distinkte Unterschiede in der subzellularen
Verteilung der Rezeptoren flr neurotrophe Faktoren in embryonalen
Motoneuronen in vitro gefunden worden waren, wurde in einer weiteren
Versuchsreihe die Verteilung der BDNF, CNTF und GDNF Rezeptoren in vivo
untersucht. Dazu wurde die Rezeptorlokalisation entlang des gesamten
Motoneurons im Ilumbalen Rickenmark, im N. phrenicus und an den
Axonterminalen motorischer Endplatten des Diaphragmas von adulten Mausen

analysiert.

3.2.1 In vivo Lokalisation der Rezeptoren fiir neurotrophe Faktoren im lumbalen

RiUckenmark

Um die subzellulare Lokalisation der Marker flr neurotrophe Faktoren im
Rickenmark zu untersuchen, wurde das lumbale Rickenmark adulter Mause
entnommen und 10 um dicke Gefrierschnitte prapariert. AnschlieBend erfolgte
die Farbung der Gefrierschnitte mit Primarantikbrpern gegen TrkB, p-TrkB,
gp130, p-Stat3, c-Ret, p-Ret and Map-2. Die spinalen a-Motoneurone konnten
anhand ihrer charakteristischen Form und GrdBe sowie ihrer Lage im
Vorderhorn des Rickenmarkes identifiziert werden.

In Ubereinstimmung mit den Befunden der in vitro Untersuchungen, war die
Immunreaktivitat fir TrkB sehr stark in den Map-2 positiven Fortsatzen der
Motoneurone zu finden. Weiterhin fand sich starke Immunreaktivitat auch
innerhalb der Zellkérper der Motoneurone (Abb. 9a). Die Immunreaktivitat fur
aktiviertes p-TrkB war sehr schwach innerhalo der Zellkérper der a-
Motoneurone, aber in der perinuklaren Region klar zu erkennen (Abb. 9b Pfeil).
Diese Lokalisation von p-TrkB deutet auf eine Rezeptorinternalisierung nach
der Aktivierung des Neurotrophinrezeptors hin. P-TrkB konnte auBerdem in den
Map-2 positiven Fortsatzen im Vorderhorn und auch in Gliazellen
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nachgewiesen werden, allerdings war die Farbeintensitat weitaus geringer

ausgepragt als fur TrkB.

In Einklang mit den in vitro Ergebnissen, konnte die Signaltransduktionseinheit
des GDNF Rezeptors, c-Ret, reichlich in den Map-2 positiven Dendriten und an
der Oberflache der Motoneuronzellkérper nachgewiesen werden (Abb. 9c).
Immunreaktivitat fir p-Ret war in Dendriten und in perinukledren Strukturen in
schwacher Intensitat zu finden (Abb. 9d Pfeil). Im Gegensatz zu c-Ret war p-
Ret aber hauptséachlich im Inneren des Zellkdrpers der Motoneurone lokalisiert
(Abb. 9d), was auf eine Rezeptorendozytose nach Aktivierung hindeutet.

Immunreaktivitat fir die CNTF Rezeptoruntereinheit gp130 war im lumbalen
Rickenmark in vivo relativ gering ausgepragt. Punktuelle Farbung konnte
innerhalb der Zellkérper der Motoneurone beobachtet werden (Abb. 9e, Pfeil).
Zusatzlich war gp130 auch in den Dendriten nachweisbar. Der aktivierte
Downstream-Mediator p-Stat3 war in geringer Intensitat sowohl in Dendriten als
auch im Zellkérper der Motoneurone lokalisiert (Abb. 9f). Hierbei war die
Immunreaktivitat Gberwiegend in der N&he des Zellkerns lokalisiert
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TrkB

overlay

p-TrkB

c-Ret

Abbildung 9 a-c: Subzellulare Verteilung von TrkB, p-TrkB und c-Ret im Vorderhorn des
lumbalen Ruckenmarks in vivo

Im Vorderhorns des lumbalen Rickenmarks ist TrkB sehr stark in den Map-2 positiven
Fortsatzen sowie intrazellular im Zellkérper der Motoneurone (a) lokalisiert. Die Immunrekativitat
fir aktiviertes p-TrkB ist innerhalb der Zellkérper sehr schwach, dort aber vor allem in der
perinuklaren Region zu erkennen (b, Pfeil). C-ret ist reichlich in den Map-2 positiven Dendriten

und auch an der Oberflache der Motoneuronzellkdrper zu finden (c).
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p-Ret

gp130

p-Stat3

Abbildung 9d-f: Subzellulare Verteilung von p-Ret, gp130 und p-Stat3 im Vorderhorn des
lumbalen Rickenmarkes in vivo

Immunreaktivitdt fir p-Ret ist in schwacher Intensitat in Dendriten und im perinukledrem
Zytoplasma der lumbalen Motoneurone zu finden. Im Gegensatz zu c-Ret ist p-Ret
hauptsachlich intrazellular im Zellkérper der Motoneurone lokalisiert und weniger an der
Zelloberflache (d). Gp130 Immunreaktivitat ist im Vorderhorn des lumbalen Rickenmarks in
vivo relativ gering ausgepragt. Punktuelle Farbung kann innerhalb der Zellkérper der
Motoneurone (Pfeil) sowie in Neuriten beobachtet werden (e). Aktiviertes p-Stat3 ist in geringer
Intensitédt sowohl in Dendriten als auch im Zellkérper der Motoneurone lokalisiert (f). Hierbei ist
die Immunreaktivitét Gberwiegend in der Nahe des Zellkerns zu finden (Pfeil,f).
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3.2.2 In vivo Lokalisation der Rezeptoren flr neurotrophe Faktoren an den

Axonterminalen motorischer Endplatten

Im Rahmen dieser Arbeit waren an den Wachstumskegeln Kkultivierter
embryonaler Motoneurone Rezeptoren fir neurotrophe Faktoren nachgewiesen
worden. Daher wurde nun in einem weiteren Versuch untersucht, ob und wie
Rezeptoren und Mediatoren fir BDNF, CNTF und GDNF an den
Axonterminalen motorischer Endplatten adulter Motoneurone in vivo verteilt
sind. Dazu wurden gezupfte Muskelfaserpraparate des Zwerchfells von adulten
Mausen prapariert. Die motorischen Endplatten der Muskelzupfpraparate
konnten sodann anhand ihres Azetylcholinrezeptors mittels Alexa Flour 488
konjugiertem a-Bungarotoxin identifiziert werden. Die BDNF, CNTF und GDNF
Rezeptoren und ihre  Signalmediatoren  wurden durch indirekte
Immunfluoreszenz gegen TrkB, p-TrkB, gp130, p-Stat3, c-Ret und p-Ret

dargestellt.

Die Axonterminalen motorischer Endplatten wiesen im prasynaptischen Bereich
eine hohe Immunreaktivitat fir den BDNF Rezeptor TrkB auf (Abb. 10a).
Ebenso war auch Immunreaktivitdt gegen den aktivierten Rezeptor p-TrkB an
den motorischen Endplatten gut zu erkennen (Abb. 10b) Auch die CNTF
Rezeptoruntereinheit gp 130 war an den Axonterminalen der Motoneurone in
vivo lokalisiert (Abb. 10c), dabei war die Farbungsintensitdt in der
prasynaptischen Zone der motorischen Endplatten besonders intensiv.
Moderate Immunreaktivitdt gegen aktiviertes p-Stat3 konnte ebenfalls an den
Axonterminalen  beobachtet werden (Abb. 10d). Desgleichen war
Immunreaktivitdt gegen die c-Ret Untereinheit des GDNF Rezeptors in den
Axonterminalen motorischer Endplatten adulter Motoneurone in vivo
nachzuweisen (Abb. 10e). Die aktivierte p-Ret Untereinheit war ebenfalls an der
Axonterminalen lokalisiert (Abb. 10f), dabei war die Intensitdét aber etwas
geringer ausgepragt als gegen TrkB und gp130.
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Zusammenfassend lasst sich daher festhalten, dass TrkB, p-TrkB, gp 130 und
p-Stat, sowie in geringerem MafBe auch c-Ret und p-Ret an den Axonterminalen
motorischer Endplatten adulter Motoneurone lokalisiert sind. Diese Befunde
stehen im Einklang mit den Ergebnissen aus den in vitro Versuchen an
embryonalen Motoneuronen, die diese Rezeptoren und
Signaltransduktionsproteine auch an den Wachstumskegeln kultivierter

embryonaler Motoneurone nachgewiesen hatten.
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Abbildung 10: In vivo Lokalisation der Rezeptoren flir neurotrophe Faktoren an den

Axonterminalen motorischer Endplatten von adulten Mausen

Starke Immunreaktivitat gegen TrkB (blau, a) und auch p-TrkB (blau, b) ist an den motorischen
Endplatten im prasynaptischen Bereich zu finden, da ihre Rezeptoren sich neben dem AChR-
Marker Bungarotoxin (rot) darstellen lassen. Ebenso sind die CNTF Rezeptor Einheit gp 130 (c)
und der Signalmediator p-Stat3 (d) an den motorischen Endplatten lokalisiert. Auch c-Ret (e)
und p-Ret (f) kbnnen an den motorischen Endplatten adulter Motoneurone nachgewiesen

werden, dabei ist die Immunreaktivitdt gegen p-Ret aber relativ gering ausgepréagt.
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3.2.3 In vivo Lokalisation der Rezeptoren fir neurotrophe Faktoren in

peripheren Nerven

In vitro waren entlang des Axons embryonaler Motoneuronen deutliche
Unterschiede in der subzellularen Lokalisation von Rezeptoren fir neurotrophe
Faktoren beobachtet worden. Daher war es von groBem Interesse zu
untersuchen, ob diese differentielle Verteilung der Rezeptoren auch in vivo
zutrifft. Dazu wurde der N. phrenicus von adulten EGFP-Tau transgenen
Mausen entnommen und longitudinale 10 pum dicke Gefrierschnitte prapariert.
Der N. phrenicus wurde als reprasentativer peripherer Nerv gewahlt, da dieser
Nerv zu Uber 85% aus motorischen Axonen besteht und nur sehr wenige
Axonkollateralen besitzt. Gleichzeitig lasst er den direkten Vergleich mit den
untersuchten Axonterminalen und motorischen Endplatten im Zwerchfell zu. Die
entsprechenden Rezeptoren flr neurotrophe Faktoren wurden mittels indirekter
Immunfluoreszenz gegen TrkB, p-TrkB, gp130, p-Stat3, c-Ret und p-Ret
dargestellt. Die umhUllenden Schwannzellen wurden mit Antikérpern gegen den
Schwannzellmarker S100 identifiziert. Das Axon des N. phrenicus lieB sich

durch das EGFP-Tau klar zu erkennen.

Der hochaffine Neurotrophinrezeptor TrkB lieB sich auf diese Weise sehr
intensiv in der Membran des Axons darstellen. Etwas TrkB fand sich auch in
den umhillenden Schwannzellen, da es mit dem Schwannzellmarker, S100,
kolokalisiert war. Zu einem geringeren Teil war TrkB auch im Axon selbst
nachweisbar (Abb. 11a). Die hochauflésende konfokale Analyse des N.
phrenicus (Abb. 12a) zeigte kleine vesikulare Strukturen, die deutlich mit Tau
kolokalisierten und wahrscheinlich den retrograden oder anterograden
Transport des BDNF Rezeptors darstellen. Die Signalintensitat far TrkB war
dabei besonders in der Nahe der Ravierschen Schnirringe sehr intensiv (Pfeil,
Abb. 12a)

Die aktivierte Untereinheit des BDNF Rezeptors, p-TrkB, war zum gréBten Teil

innerhalb der Tau-positiven Axone lokalisiert. Nur ein geringerer Anteil befand
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sich an der Axonmembran (Abb. 11+12b). Dieses Resultat deutet auf eine
Rezeptorinternalisierung und retrograden Transport des Rezeptors nach der
Bindung des Liganden hin. Auch fur p-TrkB zeigte die konfokale Analyse mit
hoher VergréBerung eine deutliche Kolokalisation mit Tau im Axon und eine
Akkumulation von p-TrkB in der Néhe der Ranvierschen Schnirringe (Pfeil,
Abb. 12b)

Die CNTF Rezeptoruntereinheit gp130 war im Langsschnitt des N. phrenicus
vor allem in der Axonmembran (dinner Pfeil) und auch in der umhdllenden
Schwannzelle lokalisiert (Abb. 11e). Zusatzlich war Immunreaktivitat fir gp130
auch innerhalo des Axons selbst nachweisbar, da gp130 auch mit Tau
kolokalisierte (Abb. 12c). Das aktivierte CNTF Signaltransduktionsprotein p-
Stat3 wurde vor allem innerhalb des Axons und nur zum geringeren Anteil in
der Axonmembran beobachtet. Weiterhin war p-Stat3 auch innerhalb der
Schwannzellen lokalisiert (Abb. 11d). Zusatzliche konfokale Analysen in hoher
VergrdBerung zeigten viele Endosomen &hnliche Strukturen innerhalb des
Axons, die hinweisend fir einen retrograden Transport dieses Proteins sind
(Pfeil, Abb. 12d).

Die signaltransduzierende Untereinheit des GDNF Rezeptors, c-Ret, war an der
Oberflache und auch innerhalb der Schwannzellen nachweisbar, da sie deutlich
mit S100 kolokalisierte. Im Tau-positiven Axon selbst dagegen wurde keine
Immunreaktivitdt gegen c-Ret beobachtet (Abb. 11e). Auch weitere konfokale
Analysen mit hoher VergréBerung zeigten, dass c-Ret deutlich innerhalb der
das Axon umhdillenden Schwannzellen lokalisiert war, nicht aber im Axon selbst
(Abb. 12e). Analog dazu war auch die Immunreaktivitat gegen aktiviertes p-Ret
in hohem MaRB innerhalb der Schwannzellen sichtbar (Kolokalisation mit S100),
jedoch konnte p-Ret im Axon selbst nicht nachgewiesen werden (Abb. 11f).
Sogar die hochauflésende konfokale Mikroskopie zeigte eine sehr starke
Anfarbung der Schwannzellen fir p-Ret, aber keine Anfarbung des Axons
selbst (Abb. 12f). Diese Befunde stehen in Einklang mit den in vitro
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Beobachtungen, die gezeigt hatten, dass weder c-Ret noch p-Ret auf den

Axonen embryonaler Motoneurone lokalisiert ist.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass TrkB und gp130 sowie ihre
aktivierten Formen p-TrkB und p-Stat3 innerhalb des Axons lokalisiert sind.
Dabei weisen die aktivieten Formen p-TrkB und p-Stat3 eine starkere
Immunreaktivitat innerhalb des Axons auf, als ihre nicht-phosphorylierten
Formen TrkB und gp130, die ein Uberwiegend membranstéandiges
Farbeverhalten aufweisen. Daraus lasst sich schlieBen, dass vornehmlich die
aktivierten Rezeptoren neurotropher Faktoren internalisiert und retrograd in
Richtung des Zellkerns transportiert werden. Im Gegensatz dazu ist weder c-
Ret noch p-Ret als Marker des GDNF Rezeptors innerhalb des Axon
nachweisbar. Obwohl c-Ret und p-Ret eine starke Immunreaktivitat in den
umhtllenden Schwannzellen aufweisen, ist keine Immunreaktivitat fir diesen
Rezeptor innerhalb des Tau-positiven Axons zu erkennen. Diese
Beobachtungen stehen in Einklang mit den Ergebnissen aus in vitro Versuchen,
die zeigen, dass sowohl BDNF- als auch CNTF Rezeptoren entlang und
innerhalb des Axons lokalisiert sind, nicht aber GDNF Rezeptoren.
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Abbildung 11a-c: Subzelluldre Verteilung von TrkB, p-TrkB und c-Ret im N.phrenicus

Die BDNF Rezeptoruntereinheit TrkB (a) ist im Axonlangsschnitt des N. phrenicus vor allem an
der Oberflache des Axons lokalisiert (Pfeil). Der aktivierte BDNF Rezeptor, p- TrkB, ist im
Axonlangsschnitt dagegen vor allem im Inneren des Axon lokalisiert (b). Demgegeniiber I&sst
sich die GDNF Rezeptoreinheit c-Ret (c) in hoher Intensitat in den umhillenden Schwannzellen
($100, rot) nachweisen, jedoch zeigt c-Ret keine Kolokalisation mit dem Axon selbst (EGFP-
Tau, grin).
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Abbildung 11d-f: Subzellulare Verteilung von gp130, p-Stat3 und p-Ret im N.phrenicus

Die GDNF Rezeptoreinheit p-Ret (d) lasst sich, wie auch c-Ret (c), zwar in den das Axon
umhillenden Schwannzellen (S100, rot) nachweisen, zeigt jedoch keine Kolokalisation mit Tau
im Axon selbst (EGFP-Tau, griin). Die CNTF Rezeptoruntereinheiten gp130 (e) ist dagegen in
starker Intensitat an der Oberfache des Axon lokalisiert (Pfeil), aber auch punktuell im Inneren
des Axon. Der aktivierte Signalmediator p-Stat3 (f) ist im Axonlangsschnitt des N. phrenicus vor
allem im Inneren des gesamten Axon nachweisbar und weniger an der Oberfliche des N.

phrenicus.
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Abbildung 12 a-c: Hochaufldsende konfokale Analyse der subzellularen Verteilung von TrkB,
p-TrkB und gp130 im N. phrenicus

Der hochaffine BDNF Rezeptor ist im N. phrenicus vor allem an der Oberflaiche des Axon
lokalisiert (>,a), zeigt aber auch eine klare Kolokalisation mit Tau im Axon. Der aktivierte
Rezeptor, p-TrkB, befindet sich hauptsachlich innerhalb des Axons der Motoneurone, da p-TrkB
eine klare Kolokalisation mit dem EGFP-Tau des Axons (griin) aufweist (b). Besonders starke p-
TrkB Immunreaktivitat 148t sich an den Ranvierschniirringen (dicker Pfeil,b) nachweisen. Die
CNTF Rezeptor Einheit gp130 ist in der hochauflésenden konfokalen Analyse sowohl an der
Oberflache des Axon (<, c) als auch im Tau-positiven Axon nachweisbar (dicker Pfeil, c). Relativ
schwéachere Immunreaktivitat fir TrkB, p-TrkB und gp130 befindet sich auch in den S100

positiven Schwannzellen (a,b,c).
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20 pm

Abbildung 12d-f: Hochauflésende konfokale Analyse der Rezeptorlokalisation von p-Stat3,

c-Ret und p-Ret im N.phrenicus

P-Stat3 (d) zeigt eine deutliche Lokalisation im Axon (griin) des N. phrenicus. Der Pfeil deutet
auf die Kolokalisation innerhalb des Axon. C-Ret (e) und p-Ret (f) dagegen sind zwar klar
innerhalb der umhdllenden Schwannzelle (rot) zu erkennen, nicht aber innerhalb des Axons der

Motoneurone selbst.
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3.3 Differentielle Effekte von BDNF, CNTF und GDNF auf das

Neuritenwachstum embryonaler Motoneurone

Die Analyse der subzellularen Lokalisation des BDNF-, CNTF- und GDNF-
Rezeptors hatte sowohl in vitro als auch in vivo deutliche Unterschiede in der
Verteilung in Axonen und Dendriten aufgewiesen. Aus diesem Grunde wurde im
Folgenden untersucht, ob die Lokalisation der Rezeptoren flr neurotrophe
Faktoren in verschiedenen subzellularen Kompartimenten der Zelle, mit
unterschiedlichen Wirkungen auf das Axon- und Dendritenwachstum
einhergeht.

3.3.1 GDNF stimuliert das Dendritenwachstum bei isolierten Motoneuronen
starker als BDNF und CNTF

Als erstes wurden die Effekte von BDNF, CNTF und GDNF auf das
Dendritenwachstum analysiert. In sechs unabhangigen Experimenten wurden
primare lumbale Motoneurone der Naval Medical Research Institute Mauslinie
(NMRI) an Embryonaltag (E)13,5 isoliert und in Gegenwart von 1 ng/ml BDNF,
CNTF oder GDNF kultiviert. Nach sieben Tagen in Kultur wurden die Zellen
fixiert und mit Antikbrpern gegen p-Tau und Map-2 gefarbt. Alle Map-2 positiven
und p-Tau negativen Fortsdtze der Motoneurone wurden den Dendriten
zugeordnet und blind vermessen. Fir jedes Motoneuron wurde die Lange der
einzelnen Dendriten bestimmt und dann die Gesamtlange des Dendritenbaums

durch Addition der einzelnen Dendritenlangen berechnet.

Die Gesamtlange der Dendriten betrug 49,8 +/- 4,0 pm (n=101) f0r
Motoneurone, die mit BDNF kultiviert worden waren. Mit CNTF behandelte
Motoneuronkulturen wiesen eine Gesamtdendritenldnge von 44,6 +/- 3,9 um
auf (n=100). Im Gegensatz dazu wurde der Dendritenbaum, der mit GDNF
kultivierten Motoneurone, mehr als doppelt so lang, namlich 118,9 +/- 8,2 um
(n=100). Daher war GDNF signifikant starker in der Lage das

Dendritenwachstum bei isolierten primaren Motoneuronen zu stimulieren, als

67



Ergebnisse

dies BDNF oder CNTF konnten (p<0,0001, one way ANOVA)(Abb. 13A+B).
Diese Beobachtung scheint mit der starken Immunreaktivitdt von Ret und p-Ret

in den Dendriten der Motoneurone zu korrelieren.

3.3.2 BDNF, CNTF und GDNF unterscheiden sich nicht in ihrer Wirkung auf das

Axonwachstum bei isolierten Motoneuronen

Analog zur Wirkung der verschiedenen neurotrophen Faktoren auf das
Dendritenwachstum, wurde der Effekt von BDNF, CNTF und GDNF auf das
Axonwachstum von Motoneuronen untersucht. Embryonale Motoneurone von
NMRI M&ausen wurden an (E)13,5 isoliert und in Gegenwart von 1 ng/ml BDNF,
CNTF oder GDNF kultiviert. Nach sieben Tagen in Zellkultur wurden die
Motoneurone fixiert und mit Antikérpern gegen Map-2 und p-Tau geféarbt. Alle p-
Tau positiven Fortsatze wurden dem Axon zugeordnet und blind vermessen.
Dabei wurde sowohl die Lange des langsten axonalen Fortsatzes als auch die
Lange aller axonalen Fortséatze inklusive der Kollateralen bestimmt.

Die Zugabe von verschiedenen neurotrophen Faktoren anderte die Axonlange
der Motoneurone nicht signifikant. Wenn Motoneurone in Gegenwart von BDNF
kultiviert wurden, betrug der langste axonale Fortsatz 678,0 +/- 24,1 um (n= 94),
(Abb. 13A). Mit CNTF Kkultivierte embryonale Motoneurone hatten einen
axonalen Fortsatz von 643,7 +/- 27,9 um (n=91). Bei Motoneuronen, die sieben
Tage lang mit GDNF kultiviert worden waren, wurde das Axon 643,0 +/- 24,0
um (n=95) lang (Abb. 13A). Daher scheinen alle drei neurotrophen Faktoren in
ihrer Fahigkeit, das Axonwachstum bei Motoneuronen zu stimulieren, gleich
potent zu sein (p>0,05, one way ANOVA).

In einem zweiten Versuch wurde die Gesamtldange der axonalen Fortsatze
inklusive der Kollateralen untersucht. Die Gesamtlange der axonalen Fortsatze
betrug bei Motoneuronen, die mit BDNF kultiviert worden waren 872 +/- 36,6
um (n=94). CNTF kultivierte Motoneurone wiesen eine Axongesamtlange von
847 +/- 44.3 um (n= 91). Motoneurone, die in Gegenwart von GDNF kultiviert
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worden waren, zeigten Axone mit einer Gesamtlange von 845 +/- 43,3 um
(n=95). Daher konnte statistisch kein signifikanter Unterschied im Axonwachtum
zwischen den Motoneuronen, die mit BDNF, CNTF oder GDNF Kkultiviert
wurden, festgestellt werden (p>0,05, one way ANOVA)(Abb. 13A+C).
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Abbildung 13: Differentielle Wirkungen neurotropher Faktoren auf das Neuritenwachstum von

embryonalen Motoneuronen

Die Zugabe von GDNF (A e,f) zu isolierten Motoneuronen bewirkt in vitro ein mehr als doppelt
so starkes Dendritenwachstum wie die Zugabe von BDNF(A a,b) oder CNTF(A c,d) (p<0,0001,
B). Im Gegensatz dazu unterscheiden sich BDNF, CNTF und GDNF hinsichtlich ihrer Fahigkeit

das Axonwachstum von isolierten Motoneuronen zu stimulieren nicht signifikant (p>0,05, C).
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3.4 Effekt des glutamatergen AMPA Rezeptors auf das Neuritenwachstum

embryonaler Motoneurone

GDNF hatte einen doppelt so starken Effekt auf das Dendritenwachstum
gezeigt wie BDNF und CNTF. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit
untersucht, ob es neben der unterschiedlichen subzelluldren Verteilung der
Rezeptoren fur neurotrophe Faktoren Unterschied noch weitere modulierende
Faktoren gibt, die das Dendritenwachstum von embryonalen Motoneuronen

beeinflussen.

Der AMPA Rezeptor ist ein Liganden-gesteuerter, ionotroper Kationenkanal.
Nach Bindung des Liganden Glutamat bewirkt er einen Natriumeinstrom und
einen Kaliumausstrom. Je nach Zusammensetzung seiner vier Untereinheiten
besitzt der AMPA Kanal zusatzlich auch eine Permeabilitat fir Kalziumionen.
Rezeptoren, die eine GluR2-Untereinheit besitzen, weisen eine wesentlich
geringere Permeabilitat fir Kalzium, auf als Rezeptoren, die diese Untereinheit
nicht exprimieren (Hollmann et al., 1991). Der Kalziumeinstrom ist besonders
bei Motoneuronen von groBem wissenschaftlichen Interesse, weil er in
Verbindung mit der glutamatergen Exzitoxizitdt gebracht wird, die unter
anderem auch fir degenerative Motoneuronerkrankungen wie ALS, eine
pathogenetisch entscheidende Rolle spielt (Van Den et al., 2006). Motoneurone
besitzen eine Vielzahl von AMPA Rezeptoren auf ihrer Oberflache, ein hoher
Anteil davon ist fir Kalzium permeabel (Carriedo et al., 1996; Van Den et al.,
2000). In einigen Studien wurden Interaktionen zwischen dem glutamatergen
AMPA-Rezeptor und neurotrophen Faktoren beschrieben. So konnte
beispielsweise gezeigt werden, dass neurotrophe Faktoren einen Einfluss auf
die Expression dieser GluR2-Untereinheit des AMPA-Rezeptors haben und
damit auch auf die Kalziumpermeabilitdt (Brene et al., 2000). Weitere Studien
hatten auch das Dendritenwachstum in Verbindung mit dem AMPA Rezeptor
gebracht (Metzger et al., 1998). Im Rahmen dieser Arbeit wurde nun
untersucht, ob der AMPA-Rezeptor auch einen Einfluss auf das
Neuritenwachstum von embryonalen Motoneuronen besitzt. Dafir wurde das

Axon- und Dendritenwachstum von primaren Motoneurone in Anwesenheit
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eines AMPA-Rezeptor Antagonisten bzw. Agonisten und verschiedenen

neurotrophen Faktoren quantifiziert.

3.4.1 AMPA verstarkt das CNTF induzierte Dendritenwachstum bei priméaren

Motoneuronen

Zunachst wurde der Effekt der AMPA Rezeptoraktivierung auf das
Dendritenwachstum untersucht. Dazu wurden Motoneurone von C57BL/6
Mausen an (E)13,5 isoliert und in Gegenwart des Rezeptoragonisten S-AMPA
(555nM, entsprechend 2Kp) und 1 ng/ml neurotrophem Faktor (BDNF, CNTF
bzw. GDNF) kultiviert. Da AMPA in DMSO gel6st worden war, wurde der
Kontrollkultur neben dem entsprechenden neurotrophen Faktor auch DMSO in
derselben Verdinnung (1:1000) beigesetzt. Nach sieben Tagen in Zellkultur
wurden die Motoneurone fixiert und mit Antikbrpern gegen Map-2 und p-Tau
gefarbt. Alle Map-2 positiven/p-Tau negativen Fortsatze wurden den Dendriten
zugeordnet und blind vermessen. Fir jedes Motoneuron wurde die Lange der
einzelnen Dendriten bestimmt und dann die Gesamtlange des Dendritenbaums
durch Addition der einzelnen Dendritenlangen berechnet.

Die Kontrollmotoneurone, die lediglich mit neurotrophen Faktor und DMSO
behandelt wurden, wiesen folgende Dendritenlangen auf: 51.5 + 4.7 um fur
BDNF (n=32), 61,9 £ 5,5 um (n=32) fir CNTF und 101,1 + 5.3 (n=32) fiir GDNF
behandelte Motoneurone (Abb. 14A, Abb. 15A-C+). Daher scheint die Zugabe
des LdOsungsmittels DMSO in dieser geringen Konzentration das
Neuritenwachstum nicht signifikant zu beeintrachtigen. Auch in diesem Versuch
waren die GDNF behandelten Dendriten etwa doppelt so lang wie die Dendriten
der Motoneurone, die mit BDNF oder CNTF kultiviert worden waren.

Wenn Motoneurone sieben Tage lang durch den AMPA Agonisten stimuliert

worden waren, zeigten die mit BDNF und AMPA kultivierten Motoneurone eine
Dendritenlange von 50,2 = 5,5 pym (n=36). Mit CNTF und AMPA behandelte
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Motoneurone wiesen nach 7 Tagen in Kultur eine Dendritenldange von 33,1 £
4,3 um (n=44) auf. Mit GDNF und AMPA behandelte Motoneurone dagegen
zeigten Dendriten mit einer Gesamtlange von 98,3 £ 12,6 um (n=42). Somit
zeigte sich, dass das Dendritenwachstum der mit BDNF oder GDNF
behandelten Kulturen durch die Aktivierung des AMPA Rezeptors im Vergleich
zu den Kontrollkulturen nicht signifikant beeinflusst wurde (p>0,05, student’s t-
test, Abb. 14A, 15A;+C4). Die Dendriten der mit CNTF behandelten
Motoneurone dagegen wurden durch die Zugabe von AMPA signifikant kirzer
als die Kontrollkulturen (p<0,001, student’s t- test, Abb. 15B;).

3.4.2 Der AMPA-Rezeptorantagonist NBQX vermindert das GDNF stimulierte

Dendritenwachstum bei primaren Motoneuronen

Der AMPA-Rezeptoragonist hatte differentielle  Wirkungen auf das
Dendritenwachstum von embryonalen Motoneuronen in Abhangigkeit davon
gezeigt, welcher neurotrophe Faktor den Motoneuronen zugesetzt worden war.
Aus diesem Grunde wurde in einer zweiten Reihe von Experimenten
untersucht, ob auch die Inhibiton des AMPA Rezeptors das
Dendritenwachstum differentiell beeinflusst. Um selektiv den AMPA Rezeptor,
nicht aber den verwandten NMDA Rezeptor zu blockieren, wurde NBQX als ein
kompetitiver, selektiver AMPA-Rezeptor-Antagonist ausgewahlt (Dev et al.,
1996). Embryonale Motoneurone von C57BL/6 Motoneuronen wurden dazu in
analoger Weise an (E)13,5 isoliert und in Gegenwart des AMPA-
Rezeptorantagonisten NBQX (95 nM, entsprechend 2Kp) und 1 ng/ml BDNF,
CNTF oder GDNF kultiviert. Da der AMPA-Inhibitor NBQX in DMSO gel6st
worden war, wurde der Kontrollkultur neben dem entsprechenden neurotrophen
Faktor DMSO in derselben Verdinnung (1:1000) zugegeben. Die Zugabe von
DMSO in dieser geringen Konzentration hatte sich in den Kontrollkulturen
bereits als nicht toxisch erwiesen. Nach sieben Tagen in Zellkultur wurden die
Motoneurone fixiert und mit Antikérpern gegen Map-2 und p-Tau gefarbt.
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Wurden die AMPA Rezeptoren der Motoneurone selektiv mit NBQX inhibiert,
erreichten die Dendriten der Motoneurone, die mit BDNF und NBQX kultiviert
wurden, eine Dendritenlange von 66,2 + 5,5 um (n=34). Bei Motoneuronen, die
mit CNTF und NBQX kultiviert worden waren, betrug die Lange der Dendriten
85,8 + 7,2 um (n=33). Dagegen verminderte die Inhibition des AMPA Rezeptors
das Dendritenwachstum der mit GDNF behandelten Motoneurone drastisch,

namlich auf eine Lange von 24,3 + 3,7 um (n=29).

Folglich werden die Dendriten der mit BDNF oder CNTF behandelten
Motoneurone durch die Zugabe von NBQX etwas langer als die Dendriten der
Kontrollmotoneurone (p=0,047 fir BDNF und p=0,01 fir CNTF, student’s t-test,
Abb. 14C+ 15A, Bi). Demgegeniber werden die Dendriten der mit GDNF
kultivierten Motoneurone durch die Zugabe von NBQX signifikant kirzer als die
Dendriten der Kontrollkulturen (p<0,0001, student’s ttest) (Abb. 14C+ 15C;).
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Abbildung 14: Auswirkungen des AMPA Rezeptors auf das Dendritenwachstum priméarer

Motoneurone

(A) Der Rezeptoragonist AMPA fihrt bei CNTF behandelten Motoneuronen zu einer
signifikanten Reduktion des Dendritenwachstums (p <0,001). Dagegen bewirkt die Aktivierung
des AMPA-Rezeptors bei BDNF oder GDNF Kulturen keine signifikante Veranderung des

Dendritenwachstums (p>0,05).

(B) Der AMPA Rezeptorantagonist NBQX stimuliert das Dendritenwachstum der mit BDNF oder
CNTF kultivierten Motoneurone (p<0,05). Dagegen fihrt die Zugabe von NBQX bei den mit
GDNF  behandelten  Motoneuronen zu einer hochsignifikanten  Reduktion des

Dendritenwachstums (p<0,0001).
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3.4.3 Der AMPA-Rezeptoragonist AMPA hat keinen Einfluss auf das

Axonwachstum von primaren Motoneuronen

Die AMPA-Rezeptoraktivierung und Inhibierung hatte differentielle Wirkungen
auf das Dendritenwachstum von Motoneuronen in Abhangigkeit davon gezeigt,
welcher neurotrophe Faktor der Primérkultur zugesetzt worden war. In einer
weiteren Versuchsreihe wurde daher analysiert, welche Wirkungen der AMPA
Rezeptor auf das Axonwachstum von isolierten Motoneuronen hat. Dazu
wurden in analoger Weise embryonale Motoneurone von C57BL/6
Motoneuronen an (E)13,5 isoliert und in Gegenwart des Rezeptoragonisten
AMPA (555nM, entsprechend 2Kp) und 1 ng/ml neurotrophen Faktor (BDNF,
CNTF bzw. GDNF) kultiviert. Da AMPA in DMSO gelést worden war, wurde der
Kontrollkultur neben dem entsprechenden neurotrophen Faktor auch DMSO in
derselben Verdinnung (1:1000) zugeflgt. Nach sieben Tagen in Zellkultur
wurden die Motoneurone fixiert und mit Antikbrpern gegen Map-2 und p-Tau
gefarbt. Alle Map-2 negativen/p-Tau positiven Fortsatze wurden dem Axon
zugeordnet und blind vermessen. Fir jedes Motoneuron wurde die Lange des
Axon bestimmt und dann die Gesamtlange durch Addition des Hauptaxons und
der einzelnen Kollateralenlangen berechnet.

Wurden die AMPA-Rezeptoren der Motoneurone durch die Zugabe von AMPA
stimuliert, so betrug die Axongesamtldange der mit BDNF behandelten
Motoneurone 354,5 = 15,2 um (n=65). Bei Motoneuronen, die sieben Tage lang
mit CNTF und AMPA Kkultiviert worden waren, war das Axon 331,7 £ 14,9 um
lang (n=68). Axone in GDNF und AMPA behandelten Kulturen wurden 354,6 *
15,3 um lang (n=76). Im Vergleich dazu wiesen die lediglich mit neurotrophem
Faktor und DMSO behandelten Kontrollkulturen folgende Axonlédngen auf:
353,4 + 14,9 um (n=59) bei BDNF Kulturen, 354,0 + 10,2 (n=77) bei CNTF
Kulturen und 361,6 = 16,6 (n=56) bei GDNF Kulturen. Daher ist in den
Kontrollkulturen in dieser geringen DMSO-Konzentration keine toxische
Wirkung auf das Axonwachstum der Motoneurone zu beobachten.
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Sowohl die Axonlangen der Kontrollmotoneurone untereinander, als auch die
Axonlédngen der mit AMPA behandelten Motoneurone untereinander, zeigten
keine signifikanten Unterschiede (beide p>0,05, one way ANOVA). Auch waren
die Axonldangen der Kontrollmotoneurone und die Axonldngen der AMPA
behandelten Motoneurone nicht signifikant unterschiedlich (p>0,05, Abb.
15A,,B2,Cy). Die Aktivierung des AMPA Rezeptors scheint somit keinen Einfluss

auf das Axonwachstum von primaren Motoneuronen zu besitzen.

3.4.4 Der AMPA-Rezeptorantagonist NBQX hat keinen Einfluss auf das

Axonwachstum von primaren Motoneuronen

Der AMPA - Rezeptorantagonist NBQX hatte differentielle Wirkungen auf das
Dendritenwachstum von Motoneuronen in Abhangigkeit davon gezeigt, mit
welchem neurotrophen Faktor die Motoneurone behandelt worden waren. In
einem weiteren Versuch wurde nun untersucht, ob durch NBQX Zugabe auch
Unterschiede im Axonwachstum festgestellt werden kdnnen. Dazu wurden in
analoger Weise Motoneurone von C57BL/6 Motoneuronen an (E)13,5 isoliert
und in Gegenwart des Rezeptorantagonisten NBQX (95nM, entsprechend 2Kp)
und 1 ng/ml neurotrophen Faktor kultiviert. Wurden die AMPA-Rezeptoren
durch Zugabe von NBQX selektiv inhibiert, so betrug die Axonlange der mit
BDNF behandelten Motoneurone 365,9 + 12,9 um (n=66). Bei Motoneuronen,
die flr sieben Tage mit CNTF und NBQX kultiviert worden waren, war das Axon
348,9 = 11,7 um lang (n=68). Axone, in GDNF und NBQX behandelten
Kulturen, waren 367,5 + 13,6 um lang (n=79). Folglich bewirkte die selektive
AMPA-Rezeptorblockade durch NBQX keinen signifikanten Unterschied in der
Axonlange von BDNF, CNTF oder GDNF behandelten Motoneuronen (p>0,05,
one way ANOVA). Auch im Vergleich zu den Kontrollkulturen zeigten die
Axonlangen der mit NBQX behandelten Motoneurone keinen signifikanten
Unterschied (p>0,05; Abb. 11A,-C,). Daher scheint weder die Aktivierung noch
die Inhibierung des AMPA-Rezeptors auf Motoneuronen einen signifikanten
Einfluss auf das Axonwachstum von primaren Motoneuronen zu besitzen
(p>0,05, one way ANOVA).
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Abbildung 15: Differentielle Wirkungen des AMPA Rezeptors auf das Neuritenwachstum von
isolierten Motoneuronen

Der Rezeptoragonist AMPA verkirzt das durch CNTF stimulierte Dendritenwachstum (B;,
p<0,001), dagegen reduziert der Rezeptorantagonist NBQX das durch GDNF stimulierte
Dendritenwachstum drastisch (C4, p<0,0001). Im Gegensatz dazu wird das Axonwachstum
weder durch den AMPA Agonisten noch durch AMPA Antagonisten beeinflusst (A1-C,, p>0,05).
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3.5 Differentielle Effekte von BDNF, CNTF und GDNF auf den axonalen
Wachstumsdefekt bei pmn Motoneuronen

Die pmn (progressive Motoneuronopathie) Maus ist ein Mausmodell fir die ALS
und andere degenerative Motoneuronerkrankungen des Menschen. Sie
entstand 1991 durch eine  Spontanmutation in  einem  NMRI
Mausauszuchtstamm am Panum Institut in Danemark. (Schmalbruch et al.,
1991). Die zugrunde liegende genetische Veranderung ist eine Punktmutation
im Gen des Tubulin spezifischen Chaperone E (Tbce) (Bommel et al., 2002;
Martin et al., 2002). Das Tbce Protein ist wichtig flir die Dimerisierung der
Tubulinuntereinheiten und daher von essentieller Bedeutung fur den korrekten
Aufbau der Mikrotubuli (Tian et al., 1996). Durch diesen Defekt der Mikrotubuli
fallen im Krankheitsverlauf zuerst Stérungen des retrograden Transports auf.
Erst im spateren Verlauf der Erkrankung ist ein Verlust von Motoneuronen
durch Apoptose erkennbar. Die Erkrankung wird auch als “dying back"
Neuronopathie bezeichnet, da der Funktionsverlust der Motoneurone und die
Degeneration der Axone, dem Absterben der Motoneuronzellkdrper vorausgeht.
Das Uberleben isolierter pmn Motoneurone ist im Vergleich zu
Kontrollmotoneuronen in vitro unverandert. Histologisch weist die Morphologie
der pmn Motoneurone jedoch charakteristische pathologische Merkmale auf.
Die Axone der pmn Motoneurone sind etwa 50% kirzer als Wildtyp
Motoneurone  und  enthalten  auBerdem  deutliche  Schwellungen.
Immunhistochemische Untersuchungen dieser axonalen Schwellungen zeigen
ein irregulares Farbemuster flr B-Tubulin and p-Tau (Bommel et al., 2002), so
wie sie auch bei der ALS beim Menschen zu beobachten sind. In wildtypischen
Motoneuronen kommen diese axonalen Schwellungen dagegen so gut wie nicht
vor. In vivo Studien konnten bereits zeigen, dass eine Behandlung mit CNTF,
aber nicht mit GDNF den Beginn der Erkrankung verzégert und das Uberleben
der pmn Mause signifikant verlangert (Sendtner et al., 1992b; Sagot et al.,
1996b). Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit BDNF, CNTF und GDNF im
Hinblick auf deren Effekte auf die axonale Pathologie bei isolierten pmn

Motoneuronen verglichen.
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3.5.1 CNTF kompensiert den axonalen Wachstumsdefekt von pmn

Motoneuronen

In sechs unabhéangigen Experimenten wurden Motoneurone isolierter
Embryonen von heterozygoten pmn Verkreuzungen an (E)13,5 prapariert und
separat kultiviert. Der Genotyp der jeweiligen Embryos wurde durch die
Sequenzierung der Tbce Punktmutation bestimmt. Den Motoneuronkulturen
wurde am ersten Tag der Kultur je 1 ng/ml des jeweiligen neurotrophen Faktors
zugegeben und bei jedem weiteren Mediumwechsel erneuert. Nach sieben
Tagen in Kultur wurden die Motoneurone mit p-Tau und Map-2

immunhistochemisch gefarbt und die Axonlangen blind vermessen.

Bei pmn Motoneuronen, die unter diesen Bedingungen sieben Tage lang mit
BDNF kultiviert wurden, betrug der langste axonale Fortsatz nur 387,3 +/- 15,3
um (n=101) und wies damit den typischen axonalen Wachstumsdefekt der pmn
Motoneurone auf. Auch GDNF konnte das axonale Wachstumsdefizit der pmn
Motoneurone nicht kompensieren, das Axon war im Schnitt nur 293,4 +/- 15,1
um (n=100) lang. Interessanterweise waren die mit BDNF behandelten Axone
jedoch noch signifikant Ianger als die mit GDNF behandelten Axone (p<0,0001,
student’s ttest, Abb. 17C).

Die Behandlung kultivierter pmn Motoneurone mit CNTF dagegen verlangerte
das Axonwachstum signifikant auf 652,9 +/- 22,1 um (n=100). Auch durch die
kombinierte Behandlung mit BDNF, CNTF und GDNF wurden die Axone im
Schnitt 601,4 pm +/- 23,9 um (n=101) lang. Demzufolge kann CNTF, im
Gegensatz zu BDNF und GDNF, den axonalen Wachstumsdefekt bei isolierten
pmn Motoneuronen vollstandig kompensieren, da im Vergleich zur Axonlange
der NMRI Kontrollmotoneurone kein signifikanter Langenunterschied mehr
besteht (p>0,05, student’s t-test, Abb. 16B).

In einer weiteren Reihe von Experimenten wurde anschlieBend der Einfluss der

verschiedenen neurotrophen Faktoren auf das Wachstum aller axonalen
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Fortsatze, inklusive der Kollateralen analysiert. Mit BDNF behandelte pmn
Motoneurone wuchsen auf die Gesamtaxonlange von 4654 +/- 20,9 pm
(n=101). Mit GDNF behandelte pmn Motoneurone wiesen eine
Gesamtaxonlange inklusive der Kollateralen von lediglich 380,1 +/- 19,1 um
(n=100) auf. Bei der Behandlung der pmn Motoneurone mit CNTF wurde die
Gesamtaxonlange dagegen stark verlangert auf 775,6 +/- 27,3 um (n=100).
Auch bei kombinierter Behandlung mit allen drei Faktoren (BDNF, CNTF,
GDNF) betrug die Gesamtaxonlange 729,9 +/- 34,7 um (n=101). Daher bleibt
also der axonale Wachstumsdefekt der pmn Motoneurone bei der Behandlung
mit BDNF oder GDNF bestehen. Bemerkenswert jedoch erscheint, dass die mit
BDNF behandelten Axone noch signifikant langer sind, als die mit GDNF
behandelten Axone (p=0,003, student’s t-test). Im Vergleich dazu, hatte die
Zugabe von BDNF, CNTF oder GDNF bei NMRI Wildtyp Motoneuronkulturen
keinen signifikanten Unterschied im Axonwachstum ergeben (Abb. 13C).

Demzufolge ist CNTF in der Lage das Axonwachstum von pmn Motoneuronen
signifikant zu erhéhen (p<0,0001; One Way ANOVA, Abb. 16A, 17C). Nur die
Behandlung mit CNTF ist in der Lage, das axonale Wachstumsdefizit von pmn
Motoneurone soweit aufzuheben, dass kein signifikanter Unterschied mehr
zwischen wildtypischen Kontrollkulturen und den mit CNTF behandelten pmn
Kulturen besteht (p >0,05, student’s t-test, Abb. 16B).
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Abbildung 16: CNTF hebt den axonalen Wachstumsdefekt bei isolierten pmn Motoneuonen auf

Die mit BDNF oder GDNF kultivierten pmn Motoneurone zeigen den charakteristischen
Wachstumsdefekt (Aa,c, B; p<0,0001). Die mit CNTF kultivierten pmn Motoneurone dagegen
werden signifikant I&nger (A b), sogar so lang, dass zwischen den pmn und den NMRI Wildtyp
Motoneuronen kein signifkanter Unterschied besteht (B; p>0,05).
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3.5.2 CNTF reduziert die axonalen Schwellungen bei pmn Motoneuronen

In einem weiteren Versuch wurden die Auswirkungen von BDNF, CNTF und
GDNF auf die pathologischen axonalen Schwellungen der pmn Motoneurone
untersucht. Dazu wurden die axonalen Schwellungen pro Gruppe bei mehr als
140 pmn Motoneuronen aus sechs unabhangigen Versuchen gezéahlt und dann

die Anzahl der axonalen Schwellungen pro 1000 um Axonlange bestimmt.

BDNF behandelte pmn Motoneurone wiesen 7,04 +/- 0,37 Schwellungen pro
1000 um auf (n=142, Abb. 17Aa). Pmn Motoneurone, die 7 Tage lang mit CNTF
behandelt worden waren, hatten dagegen nur 3,52 +/- 0,23 Schwellungen pro
1000 um Axon (n=143, Abb. 17Ab). Mit GDNF behandelte pmn Motoneurone
zeigten dagegen sogar 8,75 +/- 0,51 Schwellungen pro 1000 um Axon (n=141,
Abb. 17Ac). Axone der pmn Motoneuronen, die mit einer Kombination aus
BDNF, CNTF und GDNF behandelt wurden, besaBen stattdessen nur 2,78 +/-
0,18 Schwellungen pro 1000 um Axon (n=142, Abb. 17Ad).

Daher wiesen pmn Motoneurone, die mit GDNF behandelt wurden, signifikant
mehr Schwellungen auf, als pmn Motoneurone, die mit BDNF behandelt wurden
(p=0,0091, student’s t-test, Abb. 17B). Die Behandlung der pmn Motoneurone
mit CNTF war dagegen auch im Hinblick auf die Reduktion der pathologischen
axonalen Schwellungen signifikant besser als BDNF oder GDNF (p<0,0001,
one way AVONA). Die gemeinsame Applikation von BDNF, CNTF und GDNF
war sogar in der Lage, die Anzahl der pathologischen Schwellungen noch
weiter zu senken, deshalb war diese Behandlung auch der alleinigen CNTF
Applikation signifikant Gberlegen (p=0,0021, student’s t- test) (Abb. 17B).

Zusammenfassend lasst sich daher festhalten, dass sowohl bei BDNF als auch
GDNF behandelten Motoneuronen der charakteristische Axonwachstumsdefekt
der pmn Motoneurone noch nachweisbar ist. Die Zugabe von BDNF moduliert
aber dabei die axonalen Krankheitserscheinungen der pmn Motoneurone, wie
das Axonwachstum und die Anzahl axonaler Schwellungen, aber noch
signifikant besser als GDNF. Demgegentber kann die CNTF Behandlung in
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vitro sowohl das Defizit des Axonlangenwachstum aufheben (Abb. 17C), als
auch die Anzahl der axonalen Schwellungen gegeniber BDNF und GDNF
drastisch  reduzieren (Abb. 17B). CNTF scheint demnach der
erfolgversprechendste neurotrophe Faktor flr eine Therapie der axonalen
Defekte der pmn Motoneurone zu sein.
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Abbildung 17: Neurotrophe Faktoren verringern die Anzahl axonaler Schwellungen bei

primaren pmn Motoneuronen

Pmn Motoneurone, die mit GDNF(Ac) oder BDNF (Aa) behandelt wurden, weisen sowohl die
typischen axonalen Schwellungen mit irregularer Farbung fir p-Tau auf (Pfeil), als auch den
charakteristischen axonalen Wachstumsdefekt (C). Dabei besitzen die mit BDNF behandelten
Motoneurone weniger Schwellungen und haben langere Axone, als die mit GDNF behandelten
Motoneurone (B,C). Die Behandlung der pmn Motoneurone mit CNTF ist in der Lage, die
Anzahl dieser pathologischen Schwellungen signifikant zu reduzieren (Ac,B, p<0,0001) und die
Lange der Axone signifkant zu verlangern (C). Die Zugabe von BDNF, CNTF und GDNF

gemeinsam reduziert die Anzahl der axonalen Schwellungen sogar noch weiter (Ad,B).

84



Diskussion

4 DISKUSSION

Neurotrophe Faktoren wie BDNF, CNTF und GDNF regulieren zahlreiche
wichtige Aspekte der Ontogenese und Funktionen von Motoneuronen. Sie
haben unter anderem Einfluss auf das Uberleben der Neurone im Gehirn und
Rickenmark, das Aussprossen von Neuriten, die Synaptogenese, die
synaptische Plastizitit sowie die Reifung und Aufrechterhaltung
elektrophysiologischer Erregbarkeit. Damit diese unterschiedlichen Funktionen
wahrgenommen werden kdnnen, sind die Faktoren flr neurotrophe Faktoren
wahrscheinlich ungleich in den subzellularen Domanen des Motoneurons
verteilt. Die genaue subzellulédre Lokalisation der Rezeptoren flr neurotrophe
Faktoren auf Motoneuronen ist aber bisher nicht beschrieben worden (Yano
and Chao, 2004). Im Rahmen dieser Arbeit wurde nun erstmals die genaue
subzellulare Lokalisation der BDNF, CNTF und GDNF Rezeptoren auf

embryonalen und adulten Motoneuronen charakterisiert.

4.1 TrkB, p-TrkB, gp130 und p-Stat3 sind im Perikaryon, in Dendriten, im
Axon und an der Axonterminalen von Motoneuronen lokalisiert

BDNF ist ein potenter neurotropher Faktor aus der Gruppe der Neurotrophine,
der in biomedizinischer Hinsicht vor allem durch seine protektiven
Auswirkungen bei degenerativen Motoneuronerkrankungen bekannt geworden
ist (Sagot et al., 1998b; Jablonka et al., 2004; Friedman et al., 1995; Kishino et
al., 1997). Seine zellularen Effekte werden vor allem durch den hochaffinen
Neurotrophinrezeptor TrkB vermittelt (Klein et al., 1991). TrkB fand sich in vitro
in hoher Intensitat in den Dendriten, im Zellkérper sowie dem Wachstumskegel
embryonaler Motoneurone. In Ubereinstimmung mit diesen Befunden aus der
Zellkultur, war TrkB auch in vivo im Vorderhorn des lumbalen Rickmarks in
hoher Intensitat auf den Dendriten und im Zellkérper der Motoneurone zu
finden. Immunreaktivitat fir aktiviertes p-TrkB wurde ebenfalls in Dendriten und
im Soma beobachtet. Dabei war die Farbeintensitat flir p-TrkB in vivo weitaus
geringer ausgepragt als fur TrkB und nur punktuell in der perinuklaren Region
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sowie in den Dendriten der a-Motoneurone zu erkennen. Diese geringere
Farbeintensitat far TrkB und p-TrkB im adulten ZNS gegenlber den
embryonalen Motoneuronen lasst  sich  vermutlich  durch die
Expressionsverminderung dieses Rezeptors von pranatal zu postnatal erklaren
(Zhang and Huang, 2006).

Im Axon war der hochaffine BDNF Rezeptor sowohl in vitro als auch in vivo
nachweisbar, dabei wies die phosphorylierte Form, p-TrkB, eine deutlich héhere
Farbeintensitat auf, als die native Form TrkB. Dies ist vermutlich zum einen
durch die hohe Spezifitdt und Affinitat des p- TrkB Antikérpers bedingt und zum
anderen durch den erhdhten retrograden Transport des aktivierten Rezeptors.
Im Langsschnitt des N. phrenicus war TrkB besonders an der Oberflache des
Axons lokalisiert, was auf eine Membranstandigkeit der nichtaktivierten Form
von TrkB hindeutet. Im Axon selbst war TrkB in geringerer Intensitat
nachweisbar, besonders aber in der Nahe der Ravierschnulrringe.
Hochauflésende Mikroskopie des Nervlangsschnittes zeigte eine deutliche
Kolokalisation mit dem Tauprotein im Axon. In klarem Gegensatz dazu wurde
die aktivierte Untereinheit des BDNF Rezeptors, p-TrkB, zum gréBten Teil
innerhalb des Axon gefunden und nur ein geringerer Anteil befand sich in der
Axonmembran. In hoher VergréBerung zeigten sich kleine vesikulare Strukturen
an den Ranvierschniringen, die p-TrkB beinhalteten und deutlich mit Tau
kolokalisierten. Die deutlich hdhere Farbeintensitat fir p-TrkB innerhalb des
Axon im Vergleich zur geringeren Intensitdt an der Axonoberflache, deutet
ebenfalls auf eine Rezeptorinternalisierung und retrograden Transport des
aktivierten Rezeptors nach der Bindung des Liganden hin. Dies lasst vermuten,
dass gerade die aktivierte, phosphorylierte Form dieses Neurotrophinrezeptors
internalisiert und retrograd in Richtung des Zellkerns transportiert wird, wahrend
unphosphoryliertes TrkB eher membranstandig bleibt. Zahlreiche Studien
untermauern diesen retrograden Transport von Neurotrophinen. Delcroix
bereitete erste Hinweise dafir, dass Neurotrophine (TrkA) in Endosomen
zusammen mit Erk1/2, p38 und Akt im N. ischiadicus retrograd transportiert
werden (Delcroix et al., 2003). Eine neue Studie konnte nun in vivo den
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retrograden Transport von TrkB in Endosomen von Motoneuronen
demonstrieren und weiter zeigen, dass die kleine GPTase Rab5 zunachst fir
die Zuordnung von Rezeptoren und Liganden in frihe Endosomen zustandig ist
und dann Rab7-positive Organellen die Rezeptoren Uber weite Strecken
retrograd zum Soma transportieren (Deinhardt et al., 2006b).

Desweiteren fanden sich im Einklang mit den in vitro Daten sowohl TrkB als
auch p-TrkB in hoher Farbeintensitdt an den Wachstumskegeln embryonaler
Motoneurone und an den Axonterminalen neuromuskularer Endplatten adulter
Motoneurone. Neben der Funktion von BDNF, als Uberlebenssignal durch
retrograden Transport auf das Perikaryon einzuwirken, scheint der
Neurotrophinrezeptor an der neuromuskuldren Synapse noch weitere, lokale
Funktionen auszulben. Besonders die Rolle von BDNF und TrkB auf die
Potenzierung der SignallUbertragung an der motorischen Endplatte scheint
dabei von Bedeutung zu sein (Jovanovic et al., 1996). Einerseits wird nach der
BDNF vermittelten Aktivierung von TrkB indirekt tGber die Phosphorylierung von
Synaptophysin mehr Acetylcholin freigesetzt und andererseits fihrt die TrkB
Aktivierung auch direkt zu einem vermehrten prasynaptischen Kalziumeinstrom,
der wiederum mehr Acetylcholin freigesetzt und somit spontane und evozierte
Signale potenziert (Boulanger and Poo, 1999; Kleiman et al., 2000; Jovanovic
et al., 2000).

CNTF ist ein weiterer wichtiger neurotropher Faktor aus der Familie der
Neurozytokine, der das Uberleben und die Differenzierung von Neuronen und
Gliazellen férdert und auch eine wichtige Rolle in der embryonalen Entwicklung
und der neuronalen Regeneration spielt (Sendtner et al., 1994; Mayer et al.,
1994). Der CNTF Rezeptor besteht aus CNTFRa, gp130 und LIFRB (Ip et al.,
1993; Davis et al.,, 1993; Ip et al., 1992). Die weiteren Effekte nach
Rezeptoraktivierung werden vor allem durch den JAK-STAT Signalweg
vermittelt (Stahl et al., 1995). Die Rezeptoruntereinheit gp130 war in vitro vor
allem in den Dendriten und im Soma der embryonalen Motoneurone lokalisiert.

Das aktivierte Signaltransduktionsprotein p-Stat3 war in den embryonalen
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Zellkulturen sowohl in den Dendriten und im Soma als auch im Axon zu finden.
Im Vorderhorn des lumbalen Rickenmarks war die Immunfluoreszenz flir die
CNTF Rezeptoruntereinheit gp130 und aktiviertes p-Stat3 in vivo relativ gering
ausgepragt. Punktuelle Farbung konnte innerhalo der Zellkbrper der
Motoneurone und in den Dendriten beobachtet werden. Hierbei war p-Stat3 im
Besonderen perinuklear lokalisiert. A.J. Maclennen beschrieb in seinen in vivo
Untersuchungen nach CNTF Behandlung ein ahnliches Verteilungsmuster von
p-Stat3 im Rickenmarksquerschnitt. P-Stat3 war nach CNTF Injektion in den N.
facialis sowohl in den proximalen und distalen Dendriten als auch im Zellkérper
der Motoneurone zu erkennen (MacLennan et al., 2000). Die Lokalisation des
aktivierten p-Stat3 im Zellkérper des Motoneurons fihrte MacLennan zur Frage,
ob der CNTF Rezeptorkomplex nach Rezeptoraktivierung internalisiert und
retrograd transportiert wird und dann im Zellkérper Stat3 aktiviert, oder ob der
aktivierte Rezeptor Stat3 vor Ort im Axon aktiviert und dann p-Stat3 retrograd
zum Zellkdrper transportiert wird. Da sich bisher jedoch keine Studie mit der
subzellulare Verteilung von p-Stat3 und dem CNTF Rezeptorkomplex entlang
des gesamten Motoneuronaxon in vitro oder in vivo beschaftigte, konnte keine
befriedigende Antwort auf diese Frage gefunden werden. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde daher die subzellulare Lokalisation von gp130 und p-Stat3 entlang
des Axons von Motoneuronen in vitro und in vivo untersucht. In vitro war die
Intensitdt der Axonfarbung fir p-Stat3 wesentlich starker als fir gp130.
Insbesondere im distalen Anteil des Axons war die Immunreaktivitat flr p-Stat3
sehr prominent. Im Langsschnitt des N. phrenicus war gp 130 vor allem in der
Axonmembran und in geringerer Intensitat auch im Axon selbst nachzuweisen.
Der aktivierte CNTF Mediator p-Stat3 wurde dagegen besonders innerhalb des
Axons in starker Farbungsintensitat beobachtet. Zuséatzliche Untersuchungen in
hoher VergréBerung zeigten, dass sich p-Stat3 innerhalb des Axons in Vesikel
ahnlichen Strukturen befand. Dieser Befund liefert einen weiteren Hinweis
daflir, dass p-Stat3 in adulten Motoneuronen retrograd transportiert wird. In
Versuchen nach Axotomie konnte dieser retrograde Transport in Motoneuronen
bereits nachgewiesen werden und auch, dass dieser retrograde Transport von

p-Stat3 flr die protektive Wirkung auf die Integritat des Axons verantwortlich ist

88



Diskussion

(Kirsch et al., 2003). AuBerdem waren ¢gp130 und p-Stat3 im
Phrenicuslangsschnitt innerhalb der Schwannzellen nachzuweisen, die das
Axon umbhiillen. Schwannzellen bilden und speichern CNTF in hohem MaBe
und setzen es nach Lasion des Axons frei (Sendtner et al., 1992c). Neben ihrer
Speicherfunktion fir CNTF, scheint CNTF aber auch autokrine Effekte auf
Schwannzellen selbst zu besitzen. So wird beispielsweise der Grad der
Myelinisierung durch CNTF reguliert (Stankoff et al., 2002; Bolin et al., 1995),
so dass es zu erwarten ist, dass die CNTF vermittelnde Rezeptoreinheit gp130
und auch das Signaltransduktionsprotein p-Stat3 in Schwannzellen lokalisiert
sind.

An den Wachstumskegeln embryonaler Motoneurone und den Axonterminalen
motorischer Endplatten adulter Motoneurone waren sowohl gp130 als auch p-
Stat3 in hoher Intensitat lokalisiert. Auch dieser Befund liefert einen weiteren
Hinweis dafiir, dass gerade die aktivierte Form des CNTF Rezeptors retrograd
in Richtung des Zellkerns transportiert wird. Denn wie auch im Falle von TrkB,
weist die aktivierte Form p-Stat3 eine starkere Immunreaktivitat innerhalb des
Axons auf, als die gp130 Rezeptorkomponente, die eher membrangebunden
lokalisiert ist. Daher sprechen die Daten dieser Arbeit eher flir einen
retrograden Transport von p-Stat3 nach lokaler CNTF Rezeptoraktivierung,
gerade auch da diesers Protein in hoher Intensitat innerhalo von Vesikel-
ahnlichen Strukturen im Axon selbst gefunden wurde. Auch andere Studien
liefern wertvolle Hinweise daflir, dass p-Stat3 nach Axotomie im Axon selbst
hochreguliert wird und dann direkt retrograd zum Nukleus transportiert wird
(Lee et al., 2004; Haas et al., 1999; Schwaiger et al., 2000). P-Stat3 wird daher
vermutlich sowohl als retrogrades Signal als auch als Transkriptionsfaktor auf
den Zellkern wirken, wo es positive Effekte auf das Uberleben und die
neuronale Regeneration nach Axotomie bewirkt. Gleichzeitig 1asst sich aber ein
retrograder Transport des CNTF Rezeptor Komplexes nicht ausschlieBen, da
sich auch gp130 in geringer Intensitdt innerhalb des Axons fand. In der
Zusammenschau der Ergebnisse lasst sich festhalten, dass gerade die

aktivierten Formen p-TrkB und p-Stat3 innerhalb des Axon in vesikularen
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Strukturen lokalisiert sind, wahrend die nicht-phosphorylierten Formen TrkB und
gp130 eher ein membranstandiges Farbeverhalten zeigen. Daraus kann
geschlossen werden, dass die aktivierten Formen internalisiert und dann

retrograd zum Soma transportiert werden.

4.2 Ret und p-Ret sind auf Dendriten, im Perikaryon und an der

Axonterminalen von Motoneuronen lokalisiert, nicht aber im Axon

GDNF ist ein potenter neurotropher Faktor fliir Motoneurone aus der Gruppe der
TGFB-Superfamilie (Henderson et al.,, 1994). Nach Bindung des Liganden an
GFRa, vermittelt das Transmembranprotein c-Ret das Uberleben von
Motoneuronen (Jing et al.,, 1996), bewirkt aber auch ein Auswachsen von
Neuriten (Uchida et al., 2006). /In vitro war c-Ret in den Dendriten, im Zellkdrper
und auch im Wachstumskegel embryonaler Motoneurone lokalisiert. Im
Perikaryon zeigte c-Ret eine besonders starke Immunreaktivitit an der
Zelloberflache. Die aktivierte Rezeptoreinheit, p-Ret, war ebenfalls in Dendriten,
dem Zellkérper und in geringerer Intensitdt im Wachstumskegel der
Motoneurone zu erkennen. Auch in vivo konnte c-Ret in adulten Motoneuronen
im Vorderhorn des lumbalen Rickenmarkes in hoher Intensitéat in den Dendriten
und auf der Oberflache der Motoneuronzellkérper nachgewiesen werden. Im
Gegensatz zu c-Ret war das aktivierte p-Ret aber nicht oberflachlich, sondern
hauptsachlich innerhalb der Zellkérper der Motoneurone lokalisiert, was auf
eine rasche Rezeptorinternalisierung nach Rezeptorbindung hindeutet. P-Ret
fand sich auBerdem in hoher Intensitat in Dendriten. Die hohe Féarbeintensitat
von Ret in den Dendriten und Perikarya spinaler Motoneuronen wurde kurzlich
auch von Jongen et al. beschrieben; mittels Immunhistochemie und ISH wurde
die Verteilung von Ret vor und nach Nervenlasion untersucht. Im Einklang mit
den Ergebnissen dieser Arbeit, wurde Ret im Soma der Motoneurone sowie
besonders stark in den Dendriten nachgewiesen (Jongen et al., 2007).

Im Gegensatz zu p-TrkB und p-Stat3, die in vitro eine starke Anfarbung des

Axons gezeigt hatten, war p-Ret aber kaum im Axon embryonaler Motoneurone
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nachzuweisen. In Langsschnittpraparaten des N. phrenicus war c-Ret, wie in
anderen Studien auch (Nakamura et al., 1994), innerhalb der das Axon
umbhillenden Schwannzellen lokalisiert. Im Axon selbst fand sich dagegen keine
Immunreaktivitdt fir c-Ret. Auch weitere Untersuchungen in starker
VergréBerung zeigten, dass c-Ret deutlich innerhalb der das Axon umhillenden
Schwannzellen zu finden war, nicht aber im Axon selbst. Analog dazu war auch
aktiviertes p-Ret selbst in hochauflésender konfokaler Analyse zwar in hohem
AusmalB in den Schwannzellen lokalisiert, wurde jedoch im Gegensatz zu p-
TrkB und p-Stat3 nicht im Axon selbst nachgewiesen. Auch in Jorgens Arbeit
fanden sich keine Hinweise flr eine Lokalisation von Ret im Axon der

Motoneurone (Jongen et al., 2007).

Demgegenlber fand eine Studie, dass die ligandenbindende Untereinheit des
GDNF Rezeptors, GFRa, im peripheren Nerv neben den Schwannzellen, auch
im angrenzenden Endoneurium lokalisiert ist; der GroBteil jedoch in I6slicher
Form vorliegt (Hase et al., 2005). Westernblotanalysen zeigten weiterhin, dass
c-Ret in spinalen Motoneuronen im Gegensatz zu GFRa nur sehr schwach
exprimiert wird (Yang& Nelson 2004). Da GFRa in spinalen Motoneuronen hoch
exprimiert ist, Ubt GDNF seine Effekte auf das Axonwachstum mdglicherweise
durch andere Korezeptoren als Ret aus. Seit neuerem werden auch Ret-
unabhéangige Signaltransduktionswege propagiert, die durch GFRa und NCAM-
140/Fyn oder Met/Syndecan vermittelt werden (Sariola and Saarma, 2003). Aus
diesem Grund kdénnte die ligandenbindende Rezeptoruntereinheit des GDNF
Rezeptors, GFRa, eine mehr wichtige Rolle einnehmen, da sie sowohl fiir die
Ret vermittelte Signaltransduktion, als auch fir die neuen NCAM-140
vermittelten Wege der Signaltransduktion von Bedeutung ist.

Auch der retrograde Transport von GDNF in Motoneuronen scheint eher von
GFRa als von Ret abhéngig zu sein (Leitner et al., 1999). GDNF besitzt eine
schlechte Bioverflgbarkeit und erreicht via retrograden Transport nur schwer
das Perikaryon. Larsen et al konnten zeigen, dass erst die Konjugation von
GDNF mit dem Tetanus Toxin Fragment C zu einem verbesserten retrograden

Transport und damit zu einer besseren Bioverfligbarkeit im Zellkérper fuhrt.
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(Larsen et al., 2006). Die vermehrte Aufnahme von GDNF an den peripheren
Nervenendigungen der Motoneurone erfolgte unter diesen
Versuchsbedingungen jedoch nicht tGber eine Ret Rezeptorinternalisierung und
retrograden Transport des GDNF Rezeptors. Vielmehr war es die Bindung des
Tetanus Toxin Fragment C an das Gangliosid GD1b und die anschlieBende
Clathrin-abhangige Endozytose, die zur verbesserten Aufnahme in das
Axonterminale und zum retrograden Transport von GDNF flhrte (Deinhardt et
al., 2006a). Aufgrund dieser schlechten Bioverfligbarkeit in vivo und der
Beobachtung, dass weder c-Ret noch p-Ret im Axon lokalisiert ist, spielen
retrograde Transportsignale fir die zellularen Effekte von GDNF wohl eher eine
untergeordnete Rolle. Stattdessen beschréankt sich die Lokalisation und
Aktivierung von Ret in Motoneuronen auf das Perikaryon und die Dendriten,
was einen parakrinen Wirkmechansmus von GDNF hindeutet.

Passend zu den Befunden aus den in vitro Untersuchungen, die eine
Lokalisation sowohl von c-Ret als auch von p-Ret auf den Wachstumskegeln
embryonaler Motoneurone nachgewiesen hatten, konnten diese beiden
Rezeptoreinheiten auch an den Axonterminalen motorischer Endplatten adulter
Mause nachgewiesen werden. GDNF und c-Ret haben dabei an der
neuromuskularen Endplatte und dem Wachstumskegel spezifische, lokale
Funktionen. Zahlreiche Studien haben sowohl prasynaptische als auch
postsynaptische  Aufgaben dieses neurotrophen Faktors an  der
neuromuskularen Synapse beschrieben. So beeinflusst GDNF via Ret auf der
prasynaptischen Seite beispielsweise die Anzahl und GréBe der
Transmittervesikel an der motorischen Endplatte (Liou et al., 1997; Ribchester
et al., 1998). Auch eine kleine, aber signifikante Beeinflussung der Amplitude
postsynaptischer Endplattenpotentiale konnte beobachtet werden (Wang et al.,
2002). Postsynaptisch ist GDNF via Ret und auch dem neu beschriebenem
NCAM-140 Weg in der Lage, die Dichte und Verteilung der Ach-Rezeptoren zu
regulieren (Yang and Nelson, 2004). Zusammengenommen tragen GDNF und
Ret damit eine Vielzahl von lokalen Funktionen, die fir die funktionelle und

strukturelle Verbindung der neuromuskularen Synapse wichtig sind. GDNF und
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Ret tragen auf diese Weise zur Plastizitdt der neuromuskularen Endplatte bei,
ohne dabei jedoch Einfluss auf das Axon zu nehmen. Somit konzentriert sich
die Funktion von Ret in Motoneuronen eher lokal auf die Dendriten, das
Perikaryon und das Axonterminale motorischer Endplatte, wo Ret in hoher
Intensitat lokalisiert ist. Demgegentber erscheint die ligandenbindende
Rezeptoruntereinheit des GDNF Rezeptors, GFRa, mit seinen neuen Ret-
unabhangigen Wegen der Signaltransduktion fiir den retrograden Transport und
die Auswirkungen von GDNF auf das Axon verantwortlich.

4.3 GDNF stimuliert das Dendritenwachstum von Motoneuronen starker
als BDNF und CNTF

Neben den gut untersuchten Effekten neurotropher Faktoren auf das Uberleben
von Neuronen, besitzen diese Faktoren aber auch differentielle Wirkungen auf
die Morphogenese und das Auswachsen von Neuriten. Diese Effekte sind
neben der embryonalen Entwicklung vor allem auch bei Nervenverletzungen
von entscheidender Bedeutung, da die Expression von Neurotrophinen und
anderen neurotrophen Faktoren nach Axotomie stark hochreguliert wird. Jedoch
gab es bis zum jetzigen Zeitpunkt keine Studie, die sich differentiell mit den
Auswirkungen der einzelnen Faktoren auf das Axon- und Dendritenwachstum
beschaftigte und einen direkten, quantitativen Vergleich der Féahigkeit des
Neuritenwachstums zwischen verschiedenen neurotrophen Wachstumsfaktoren
anstellte. Da im Rahmen dieser Arbeit die subzellulare Lokalisation des BDNF,
CNTF- und GDNF- Rezeptors charakteristische Unterschiede in ihrer Verteilung
zwischen Axon und Dendriten sowohl in vitro als auch in vivo aufgewiesen
hatten, wurde untersucht, ob dieser Unterschied in der Verteilung mit

verschiedenartigen Auswirkungen auf das Neuritenwachstum einhergeht.

Es zeigte sich, dass CNTF, BDNF und GDNF in vitro gleichermaBen in der
Lage sind, das Axonwachstum von Wildtyp Mtoneuronen zu stimulieren. Es
fand sich statistisch kein signifikanter Unterschied zwischen den Axonlangen,

der mit verschiedenen neurotrophen Faktoren behandelten Motoneurone, und
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zwar sowohl im Hinblick auf die Lange des langsten axonalen Fortsatzes als
auch im Hinblick auf die gesamte Axonlange inklusiver aller Kollateralen. Im
Gegensatz zum Axonwachstum, fanden sich beim Dendritenwachstum
erstaunliche Unterschiede. Obwohl alle drei Faktoren in der Lage waren, das
Dendritenwachstum von Motoneuronen zu stimulieren, wurden die mit GDNF
behandelten Dendriten kultivierter Motoneurone im Schnitt etwa doppelt so lang
wie Dendriten, bei BDNF oder CNTF behandelten Motoneuronen. GDNF ist
somit ein potenter Stimulator des Dendritenwachstums bei isolierten priméaren
Motoneuronen. Interessanterweise hatte Bilts ahnliche Ergebnisse im Rahmen
seiner in vivo Studie erhalten (Blits et al., 2004). Bei dem Versuch Motoneurone
nach Axotomie mittels neurotropher Faktoren und konsekutiver Reimplantation
der Vorderwurzel am Uberleben zu halten, war der Gruppe aufgefallen, dass
nach Axotomie GDNF behandelte Motoneurone im Vorderhorn signifikant mehr
Neuriten (Dendriten) auswuchsen, als BDNF behandelte M&use. Dagegen
erreichten nur vereinzelte Axone, der mit GDNF behandelten Motoneurone, die
reimplantierte Vorderwurzel (Blits et al., 2004). Dieses Ergebnis spricht, wie
auch die Daten dieser Arbeit, flr das erstaunliche Potential von GDNF, das
Dendritenwachstum der Motoneurone im Vorderhorn zu stimulieren, wéhrend
es nur geringere Effekte auf das Axonwachstum besitzt. Diese Beobachtung
scheint auch mit der starken Immunreaktivitat von c-Ret und seiner aktivierten
Form p-Ret in den Dendriten zu korrelieren, die sich sowohl in den in vitro als
auch in den in vivo Versuchen zur subzellularen Lokalisation der GDNF
Rezeptoreinheiten gezeigt hatte. Dem gegenlber waren TrkB, p-TrkB, gp130
und p-Stat3 als Marker fir den BDNF und CNTF Rezeptor gleichermaBen in
den Dendriten und Axonen lokalisiert. Uber welche genauen molekularen
Mechanismen dieses Dendritenwachstum vermittelt wird, ist bisher noch
ungeklart. Ein  komplexes  Zusammenspiel zwischen  Rezeptoren,
Signalmediatoren und Transkriptionsfaktoren einerseits sowie dem Zytoskelett
andererseits ist notwendig, um die Richtung, die Verzweigung und die
Elongation des Axons und der Dendriten zu regulieren. Markus et al. schlagen
vor, dass der PI3K/Akt Signalweg auf das Aktin Mikrofilamentsystem wirkt und

so fur die lokale Regulation des Auswachsen der Wachstumskegel und der
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terminalen Axonverzweigung zustandig ist, wahrend Uber den Ras/MAPK
Signalweg diejenigen Signale gesendet werden, die fir die Mikrotubuli
Assemblierung und axonale Elongation nétig sind (Markus et al., 2002). Die
aktivierten Rezeptoren fir neurotrophe Faktoren aktiveren ihrerseits
intrazellulare Signalkaskaden, die dann Veranderungen des Zytoskeletts
bewirken und die Transkription fir Gene der neuronalen Differenzierung
beeinflussen (Chao, 2003). Fir den speziellen Fall von GDNF, konnte bereits
gezeigt werden, dass das durch GDNF/Ret stimulierte Neuritenwachstum Uber
Dok-4 reguliert wird und wahrscheinlich nur bei Iangerfristiger MAPK
Stimulierung zustande kommt, wahrend eine kurzfristige MAPK Aktivierung
eher ein Uberlebenssignal an die Nervenzelle sendet (Uchida et al., 2006).
Auch Ho et. al stellten die besondere Eigenschaften von GDNF heraus; es wird
spekuliert, dass GDNF im Gegensatz zu anderen neurotrophen Faktoren
Veranderungen an Glutamatrezeptoruntereinheiten bedingt, die einerseits
neuroprotektive Effekte gegenltber Exzitoxizitat vermitteln und andererseits ein
verstarktes Neuritenwachstum Gber Ret, MAPK und die PI3 Kinase férdert (Ho
et al., 2000).

4.4 Der AMPA-Rezeptorantagonist NBQX hebt das durch GDNF vermittelte
Dendritenwachstum auf

GDNF hatte im Gegensatz zu BDNF und CNTF einen starken Effekt auf das
Dendritenwachstum gezeigt. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit auch
untersucht, ob es neben dem Unterschied in der subzellularen
Rezeptorverteilung flr neurotrophe Faktioren noch weitere modulierende
Faktoren gibt, die das Dendritenwachstum von embryonalen Motoneuronen
beeinflussen. In letzter Zeit mehren sich Hinweise dafiir, dass es nicht nur eine
isolierte Faktor — Rezeptor Interaktion gibt, sondern vielmehr eine regelrechte
cross-talk-Aktivitat zwischen verschiedenen Rezeptortyrosinkinasen,
Zytokinrezeptoren und auch lonenkanélen existiert (Zhang and Huang, 2006;
Tsui-Pierchala et al., 2002; Chuang et al., 2001; Sariola and Saarma, 2003). Ein

weiteres Beispiel fur dererlei komplexe Interaktionen zwischen Kanélen und
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neurotrophen Faktoren wurde fir den AMPA Rezeptor beschrieben. Der AMPA
Rezeptor ist ein Liganden gesteuerter, ionotroper Kationkanal, der nach
Glutamatbindung Natriumeinstrom und Kaliumausstrom bewirkt. Je nach
Zusammensetzung seiner vier Untereinheiten besitzt der AMPA Rezeptor
zusatzlich auch eine Permeabilitdt fir Kalziumionen. Rezeptoren, die eine
GluR2 Untereinheit besitzen, weisen eine wesentlich geringere Permeabilitat fir
Kalzium auf als Rezeptoren, die diese Untereinheit nicht exprimieren (Hollmann
et al., 1991). Motoneurone besitzen eine Vielzahl von AMPA Rezeptoren auf
ihrer Oberflache, die zu einem hohen Anteil Kalzium permeabel sind (Carriedo
et al., 1996; Van Den et al., 2000). Interessanterweise konnte gezeigt werden,
dass neurotrophe Faktoren wie GDNF und BDNF einen Einfluss auf die
Expression dieser GluR2-Untereinheit haben und damit auch auf die
Kalziumpermeabilitdit des AMPA Rezeptors (Brene et al., 2000). Im Rahmen
dieser Arbeit wurde daher eine mdgliche Interaktion zwischen dem AMPA-
Rezeptor und neurotrophen Faktoren im Hinblick auf einen Einfluss auf das

Axon- und Dendritenwachstum von primaren Motoneuronen analysiert.

Wenn primare embryonale Motoneurone mit dem kompetitiven, selektiven
AMPA Rezeptor Antagonisten NBQX kultiviert wurden, verringerte sich das
vormals durch GDNF stark forcierte Dendritenwachstum durch NBQX so stark,
dass nur noch ganz kurze Dendritenbdume auswuchsen. Demgegenuber
zeigten die mit BDNF und CNTF behandelten Kulturen durch die Inhibition des
AMPA Rezeptors sogar eine leicht signifikante Erh6hung der Dendritenlangen
gegentber den Kontrollkulturen. Diese Befunde sprechen flr weitaus
komplexere Interaktionen zwischen neurotrophen Faktoren und dem AMPA
Rezeptor in Motoneuronen, als bisher angenommen. Es scheint, dass das tber
GDNF vermittelte starke Auswachsen der Dendriten Uber die Antagonisierung
des AMPA Rezeptors gréBten Teils inhibiert werden kann. Auf welche Weise
diese Interaktion genau vonstatten geht, Gber direkte oder indirekte Signale, ist

aber noch unklar.

Analog dazu wurde das Dendritenwachstum der Motoneurone auch durch die
Aktivierung des AMPA Rezeptors beeinflusst. Wenn der Agonist AMPA zu

96



Diskussion

BDNF oder GDNF behandelten Kulturen gegeben wurde, &nderten sich die
Dendritenlangen im Vergleich zu den Kontrollkulturen nicht signifikant. Dagegen
wurden die Dendriten der mit CNTF und AMPA behandelten Motoneurone
signifikant  kldrzer als die  Kontrollkulturen. Daher scheint das
Dendritenwachstum durch die Zugabe von GDNF in vitro schon maximal
stimuliert zu sein, so dass es auch durch Zugabe von AMPA nicht noch weiter
gefdrdert werden kann. Der umgekehrte Fall trifft fir CNTF zu. Hier bewirkte die
Zugabe des Agonisten eine Verminderung der Dendritenlange, wie auch der
Antagonist eine Vermehrung des Dendritenwachstums bewirkt hatte.
Andererseits scheint sich die Auswirkung der Interaktion zwischen
neurotrophen Faktoren und dem AMPA Rezeptor auf das Dendritenwachstum
zu beschranken, denn weder die Aktivierung noch auch die Antagonisierung
des AMPA Rezeptors hatte einen signifikanten Einfluss auf das Axonwachstum
der Motoneurone.

In diesem Licht scheint eine direkte oder indirekte Interaktion zwischen dem
glutamatergen AMPA Rezeptor und den Rezeptoren fir GDNF, CNTF und
BDNF in Motoneuronen denkbar. Die molekulare Verbindung zwischen AMPA
Rezeptor Aktivitdt und neurotrophen Faktoren ist schon mehrfach in anderen
Zellsystemen, wie etwa Neuroblastomzellen, beschrieben worden (Voss et al.,
2006; Zafra et al., 1990; Limatola, 2004): AMPA Rezeptoren selbst sind in der
Lage, eine Reihe von second messenger Signalwegen zu rekrutieren, wie
beispielsweise die Tyrosinkinase Lyn (Hayashi et al., 1999), FAK und PI3-K
(Millan et al., 2004). Uber diese Molekiile kdnnen weitere Signalkaskaden wie
der MAP Kinaseweg eingeschlagen werden (Wang and Durkin, 1995; Perkinton
et al., 1999; Bahr et al., 2002). Auch auf Transkriptionsebene sind komplexe
Interaktionen zwischen neurotrophen Faktoren und dem AMPA Rezeptor
beschrieben worden. So bewirkt die AMPA Aktivierung einerseits die
Hochregulierung des BDNF Rezeptors TrkB (Voss et al., 2006) und die
Phosyphorylierung von CREB, der unter anderem auch die Expression von
BDNF reguliert (Shieh et al., 1998; Tao et al., 1998).
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Andererseits sind sowohl GDNF als auch BDNF in der Lage, die Aktivitat des
GluR2 Promoters mittels eines NRSE (neuron restrictive silencer element) zu
regulieren (Brene et al., 2000). Dies ist um so mehr von Interesse, als gerade
der GIuR2 Anteil des AMPA Rezeptors die Permeabilitdt fir Kalziumionen
bestimmt. Es ist schon lange bekannt, dass der intrazellulare Kalziumspiegel fur
das Auswachsen von Neuriten eine wichtige Rolle spielt (Fukuda and
Kameyama, 1979; Lankford and Letourneau, 1989; Rusanescu et al., 1995).
Neue Daten sprechen daflir, dass nicht nur die absolute Konzentration des
Kalzium dabei von Bedeutung ist, sondern auch, durch welchen Kanal diese
Erhéhung des Kalziumspiegels zustande gekommen ist (Jacques-Fricke et al.,
2006). Auch konnte gezeigt werden, dass AMPA Kanale auf Motoneuronen,
durch Phosphorylierung in ihrer Aktivitdt moduliert werden kénnen. So ist es gut
moglich, dass die Rezeptoren flr neurotrophe Faktoren Uber second
messenger Signalwege, wie beispielsweise cAMP und PKA, Einfluss auf die
Aktivitdt der AMPA Kanale besitzen. Fir a-Motoneurone wurde bereits eine
Phosphorylierung der Untereinheit GIuR 6 und 7 durch die PKA beschrieben
(Traynelis and Wahl, 1997; Hatt, 1999). Ob jedoch der direkte Anstieg der
Kalziumkonzentration, oder indirekte Effekte Uber Signalkaskaden oder auf
Transkriptionsebene fir die beobachteten Effekte des AMPA Rezeptors auf das
Dendritenwachstum verantwortlich sind, bleibt derzeit noch unklar und bedarf
weiteren Untersuchungen. Auch die interessante Frage, warum sich das durch
GDNF forcierte Dendritenwachstum durch die Interaktion mit dem AMPA
Rezeptor auf ganz andere Weise beeinflussen lasst als durch BDNF oder CNTF

bleibt weiteren Studien vorbehalten.

Des Weiteren ist es bemerkenswert, dass es selbst bei Zugabe von hohen
AMPA Konzentrationen nur zu wenig bis keinem Absterben der Motoneurone in
vitro kam. Und das, obwohl es im Allgemeinen als gesichert gilt, dass die
UbermaBige Aktivierung des AMPA Rezeptors zu Exzitotoxitat und damit zur
Apoptose der Motoneurone fihrt. So dass dies als ein weiterer Hinweis fiir den
protektiven Effekt neurotropher Faktoren gegenlber der Glutamat-induzierten

Exzitotoxozitat gewertet werden kann. Diese Beobachtung steht in Einklang mit
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Ergebnissen aus weiteren Studien (Voss et al., 2006). Gerade flir GDNF ist
diese Art der Neuroprotektion von spinalen Motoneuronen nach AMPA

induzierter Toxizitat beschrieben worden (Platania et al., 2005).

4.5 CNTF hebt das axonale Wachstumsdefizit bei pmn Motoneuronen auf
und verringert die Anzahl der axonalen Schwellungen

Die pmn (progressive Motoneuronopathie) Maus ist ein Mausmodell fir humane
degenerative Erkrankungen des Motoneurons. Sie entstand 1991 durch eine
Spontanmutation in einem NMRI Mausauszuchtstamm am Panum Institut in
Danemark. (Schmalbruch et al., 1991). Klinisch weisen pmn Mause etwa zwei
Wochen nach Geburt progressive Paresen auf, die zunachst die hinteren
Extremitaten betreffen. Die Erkrankung breitet sich dann rasch auf proximale
Muskelgruppen aus, beféllt auch die Atemmuskulatur und fihrt schlieBlich
durch respiratorische Insuffizienz zwischen der vierten und sechsten
Lebenswoche zum Tode (Holtmann et al., 1999; Schmalbruch et al., 1991). Die
zugrunde liegende Erkrankung wird durch eine autosomal rezessiv vererbte
Punktmutation im Tubulin spezifischen Chaperone E (Tbce) Gen verursacht
(Bommel et al., 2002; Martin et al., 2002). Das Tbce Protein ist wichtig fur die
Dimerisierung der Tubulinuntereinheiten und daher von essentieller Bedeutung
fir den korrekten Aufbau der Mikrotubuli (Tian et al., 1996). Bei der pmn Maus
kommt es durch den defekten Mikrotubuliaufbau im Krankheitsverlauf zuerst zu
Stérungen im retrograden Transport, die auch die ersten klinischen Symptome
bedingen. Erst im spateren Verlauf der Erkrankung kommt es zu einer
deutlichen Abnahme des Zellvolumens und weiteren atrophischen
Veranderungen der Motoneuron Perikarya sowie zur Apoptose. Die Erkrankung
der pmn Maus wird daher auch als “dying back® Neuronopathie charakterisiert
(Schmalbruch et al.,, 1991), da der Funktionsverlust der Motoneurone der
Degeneration und dem Absterben der Motoneurone vorausgeht. Isolierte
Motoneurone von pmn Mausen weisen im Vergleich zu Kontrolimotoneuronen
in vitro eine normale Uberlebensdauer auf, zeigen aber charakteristische
morphologische Merkmale. Die Axone der pmn Motoneurone weisen einen
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Wachstumsdefizit auf und sind etwa 50% kirzer als Wildtyp Motoneurone.
AuBerdem weisen die Axone pathologische Schwellungen mit einem irregularen
Farbeverhalten far B-Tubulin and p-Tau auf, die so bei Wildtyp Motoneuronen
nicht auftreten (Bommel et al., 2002). Mehrere in vivo Studien konnten bereits
zeigen, dass eine Behandlung mit neurotrophen Faktoren die Symptomatik der
pmn Mause verbessern kann. Die systemische Gabe von CNTF und BDNF
konnte den Beginn der Erkrankung verzégern und das Uberleben der Mause
signifikant verlangern. Die systemische Gabe von GDNF dagegen hatte keinen
positiven Effekt (Sendtner et al., 1992b; Sagot et al., 1996; Sagot et al., 1995).
Der zugrunde liegende Mechanismus fir diese Unterschiede in der
Krankheitsmodulation zwischen den verschiedenen Gruppen der neurotrophen
Faktoren blieb aber unklar, zumal keiner der Faktoren urs&chlich fur die
Erkrankung der pmn Maus ist.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass auch kultivierte pmn
Motoneurone unterschiedlich auf die Behandlung mit verschiedenen
neurotrophen Faktoren reagieren. Pmn Motoneurone, die mit BDNF oder GDNF
kultiviert worden waren, wiesen den charakteristischen axonalen
Wachstumsdefekt der pmn Motoneurone auf und wurden nur etwa halb so lang
wie gesunde Kontrollmotoneurone. Interessanterweise, wurden die mit BDNF
behandelten Axone jedoch signifikant langer als die mit GDNF behandelten
Axone. Die CNTF Behandlung von isolierten pmn Motoneuronen war dagegen
in der Lage, das Axonwachstum stark zu stimulieren. CNTF hob das axonale
Wachstumsdefizit der pmn Motoneurone in vitro sogar soweit auf, dass kein
signifikanter Unterschied mehr zu gesunden Kontrollmotoneuronen bestand. In
einem weiteren Versuch konnte gezeigt werden, dass die Behandlung von pmn
Motoneuronen mit CNTF auch im Hinblick auf die pathologischen axonalen
Schwellungen signifikant erfolgreicher war als BDNF oder GDNF. Diese
Axonschwellungen sind durch ihre irregulare Anfarbung von Tubulin und Tau
charakterisiert und &hneln morphologisch stark den Proteinaggregaten, die
auch bei der ALS anzutreffen sind (Jablonka et al., 2004; Chou, 1992).
Wahrend diese axonale Schwellungen fir pmn Motoneurone charakteristisch
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sind, kommen sie in Wildtyp Motoneuronen kommen so gut wie nicht vor
(Bommel et al.,, 2002; Jablonka et al.,, 2004). Unter den untersuchten pmn
Kulturen wiesen die mit GDNF behandelten pmn Motoneurone nicht nur die
kirzesten Axone, sondern auch die meisten axonalen Schwellungen auf. Die
geringen positiven Effekte von GDNF auf die Modulation der axonalen
Pathologie in vitro liefern auch eine Erklarung fir die Beobachtung, dass GDNF
zwar die Apoptose der pmn Motoneurone verhindert, nicht aber die axonale
Degeneration aufhalten kann und somit auch nicht den vorzeitigen Tod der
Tiere (Sagot et al.,, 1996a). Es scheint, dass GDNF zwar einen protektiven
Einfluss auf das Perikaryon besitzt, jedoch keine Effekte auf die Degeneration
des Axons. Diese Ergebnisse stehen auch in Einklang mit einer weiteren
Studie, die gezeigt hatte, dass die lokale Applikation von CNTF und BDNF eine
Verbesserung des retrograden Transportes bei pmn Motoneuronen bewirkt,
nicht aber GDNF (Sagot et al.,, 1998a). Obwohl der charakteristische
Axonwachstumsdefekt der pmn Motoneurone nach BDNF Behandlung noch
nachweisbar war, wiesen diese pmn Motoneurone signifikant weniger axonale
Schwellungen auf und waren signifikant langer, als GDNF behandelte pmn

Motoneurone.

Die Behandlung der pmn Motoneurone mit CNTF fihrte zur kompletten
Remission des Axonwachstumsdefizit. Auch war die Anzahl der pathologischen
axonalen Schwellungen gegeniber BDNF und GDNF in vitro signifikant
reduziert. Damit scheint CNTF der erfolgversprechendste neurotrophe Faktor
fir eine Behandlung der pmn Maus zu sein. Dies steht im Einklang mit den
Ergebnissen aus in vivo Versuchen, die gezeigt hatten, dass CNTF nicht nur
positive Effekte auf das Uberleben der pmn Mause besitzt, sondern auch den
Phanotyp der pmn Mause drastisch bessert (Sendtner et al., 1992a; Sagot et
al., 1995; Sagot et al., 1998; Haase et al., 1997). Diese klinische Verbesserung
der pmn Mause lasst sich aufgrund der Daten dieser Arbeit vermutlich durch
eine Reduktion der axonalen Pathologien, wie den axonalen Schwellungen, und
damit einhergehend mit einem verbesserten axonalen Transport erklaren.

Bemerkenswerterweise korrelieren die Daten dieser Arbeit mit der
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Beobachtung, dass die systemische Behandlung von pmn Mausen mit BDNF
und CNTF zu einer klinischen Verbesserung der Tiere fihrt, nicht aber die
Behandlung mit GDNF (Sagot et al., 1996a). Die genaue molekulare Ursache
dieses unterschiedlichen Therapieerfolges von BDNF, CNTF und GDNF ist
noch immer nicht bekannt. Die Ergebnisse lassen jedenfalls darauf schlieBen,
dass fur erfolgreiche Therapie von degenerativen Motoneuronerkrankungen
mehr von Noéten ist als eine anti-apoptotische Therapie. Die erfolgreiche
Behandlung dieser Erkrankungen beinhaltet nicht nur die Férderung neuronalen
Uberlebens, sondern vor allem auch die Wiederherstellung des normalen
physiologischen Wirkungsspektrums der Motoneurone (Thoenen and Sendtner,
2002). Weiterhin deuten diese Ergebnisse auf die enorme Bedeutung des
axonalen Transportes und der axonalen Integritat im Kontext der degenerativen

Motoneuronerkrankungen hin.

Auch populationsgenetische Befunde sprechen fir die besondere Fahigkeit von
CNTF, protektiven Einfluss auf Motoneuronerkrankungen, wie der ALS, zu
nehmen. Bei etwa 2% der gesunden Normalbevélkerung in Europa, Asien und
den USA liegt eine CNTF Nullmutation (CNTF -/-) vor, bei der anstelle eines
200 Aminoséauren langen Proteins nur biologisch inaktives Protein synthetisiert
wird. Obwohl diese CNTF Nullmutation per se nicht mit einer erhdéhten Inzidenz
an Motoneuronerkrankungen assoziiert ist (Giess et al., 1998), scheint diese
Mutation far den Verlauf der ALS von Bedeutung zu sein. Zwei Studien
sprechen daflr, dass ALS Patienten, die einen CNTF-/- Hintergrund aufweisen,
frher und schwerer an der ALS erkranken als Patienten mit einem CNTF+/+
Hintergrund (Giess et al., 1998; Giess et al., 2002). In einer Familie mit einer
dominanten heterozygoten Val148Gly Mutation im Exon 5 des SOD-1-Gens,
fand sich bei einem mannlichen Patienten mit CNTF-/- Hintergrund ein sehr
friher Krankheitsbeginn mit 25 Jahren und eine ausgepragte rasche
Krankheitsprogression, wahrend seine 35 jahrige Schwester, bei der dieselbe
Mutation im SOD-1 Gen vorlag aber heterozygot beziglich CNTF war, noch
keine Erkrankungszeichen aufwies (Giess et al., 2002a; Giess et al., 2002b).

Auch wenn CNTF keine ursachliche Therapie flir neurodegenerative

102



Diskussion

Erkrankungen wie der ALS darstellt, so scheint CNTF doch eine entscheidende
Rolle als Erkrankungs-Modifier zu spielen.

Andererseits demonstrieren die Daten dieser Arbeit einmal mehr die Bedeutung
der synergistischen Wirkung neurotropher Faktoren. Die gemeinsame
Applikation von BDNF, CNTF und GDNF war in der Lage, die Anzahl der
pathologischen axonalen Schwellungen von pmn Motoneuronen in vitro sogar
signifikant noch weiter zu senken, als die alleinige Behandlung mit CNTF.
AuBerdem wurde der axonale Wachstumsdefekt der pmn Motoneurone durch
die simultane Behandlung mit BDNF, CNTF und GDNF aufgehoben, so dass
kein signifikanter Unterschied mehr zu den Wildtyp Motoneuone bestand.
Diese synergistischen Effekte lassen sich auch in anderen Mausmodellen fir
ALS beobachten. H-SOD-1G93A mutierte Motoneurone waren unter der
kombinierten Gabe von BDNF und CNTF sowohl morphologisch im Bezug auf
Neuritenwachstum als auch im Bezug auf das Uberleben, von
Kontrollmotoneuronen nicht mehr zu unterscheiden (Takeuchi et al., 2002;
Jablonka et al., 2004).

4.6 Implikationen fiir weitere klinische Studien und Ausblick

Die vielversprechenden Daten aus den tierexperimentellen Studien forcierten in
den neunziger Jahren des letzten Jahrhunderts klinische Studien mit BDNF und
CNTF fir humane degenerative Motoneuronerkrankungen. Allerdings zeigten
sowohl BDNF als auch CNTF in Phase Ill Studien an ALS Patienten bei
subkutaner Injektion keine signifikanten klinischen Verbesserungen im
Vergleich zur Placebogruppe, sowohl im Hinblick auf das Priméarziel Uberleben
als auch auf Sekundarziele wie Muskelkraft oder Lebensqualitdt (Bongioanni et
al., 2004; Miller et al., 1996b; ALS CNTF Treatment Study (ACTS) group, 1996;
1999; 1999). Des Weiteren traten unter der systemischer Applikation von CNTF
zahlreiche Nebenwirkungen auf, wie beispielsweise Anorexie, Husten, Ubelkeit
und Asthenie, die den zytokinen Eigenschaften des neurotrophen Faktors

zugeschrieben wurden (Miller et al., 1996a). Schon bald kamen daher Fragen
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nach der besten Art der Applikationsmethode und der Dosierung auf, da die in
den Studien eingesetzte Dosierungen die tierexperimentellen Dosen stark
unterschritten (Thoenen and Sendtner, 2002). Mit GDNF wurden bisher keine
groB3 angelegten klinischen Studien an ALS Patienten durchgefiihrt. Eine Studie
hatte jedoch sogar einen erhéhten GDNF Spiegel im Liquor und Muskel von
ALS Patienten festgestellt, so dass die zusatzliche Applikation dieses
neurotrophen Faktors primar nicht sinnvoll erscheint (Grundstrom et al., 2000).
Auch die Daten dieser Arbeit sprechen nicht daflir, dass ein Therapieversuch
mit GDNF bei der Behandlung der ALS erfolgversprechend ist. Durch die
vornehmlichen Wirkungen von GDNF auf das Perikaryon scheint GDNF zwar
ein potenter Wachstumsfaktor fir Dendriten zu sein, ohne dabei jedoch Einfluss
auf die axonalen Pathologien der Motoneurone zu nehmen. Die mit GDNF
behandelten pmn Motoneurone hatten wesentlich kirzere Axone als die mit
BDNF oder CNTF behandelten Motoneurone und wiesen neben diesem
typischen axonalen Wachstumsdefekt auch die héchste Anzahl der
pathologischen axonalen Schwellungen auf. Demgegenlber sprechen die
Daten dieser Arbeit durchaus daflir, weitere klinische Versuche mit CNTF,
besonders in der Kombination mit BDNF, an ALS Patienten zu unternehmen.
Denn einerseits ist derzeit nur fiir ein einziges Medikament, Riluzol (Rilutek®),
eine Verlangerung des Lebens um durchschnittlich 2 Monate gesichert
(Bensimon et al., 1994; Miller et al., 2002) und gleichzeitig sind die Daten aus
zahlreichen tierexperimentellen Studien vielversprechend. In vivo ist CNTF in
der Lage, die Symptomatik der pmn Mause zu verbessern und ihr Leben
signifikant zu verlangern. Jetzt konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden,
dass die Behandlung der pmn Motoneurone mit CNTF in vitro sowohl eine
Aufhebung des charakteristischen Wachstumsdefektes als auch eine
hochsignifikante Reduktion der pathologischen axonalen Schwellungen bewirkt.
Neue Studien sollten dabei auf eine gezielte und lokale Applikation von BDNF
und CNTF an den Motoneuronen gerichtet sein, beispielsweise durch lentivirale
Vektoren oder Implantation genetisch veranderter Zellen.
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Als Ziel einer Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen mit neurotrophen
Faktoren kann jedoch nur die Linderung der Symptomatik, nie die Heilung der
zugrunde liegenden Erkrankung gelten. In diesem Zusammenhang werden
neurotrophe Faktoren in der ndheren Zukunft mit Sicherheit eine wichtige Rolle
einnehmen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Neurotrophe Faktoren wie BDNF, CNTF und GDNF regulieren zahlreiche
wichtige Funktionen von Motoneuronen. Sie Uben unter anderem einen
positiven Einfluss auf das Uberleben sowie das Aussprossen von Neuriten aus.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmalig die genaue subzellulare Lokalisation
der BDNF, CNTF und GDNF Rezeptoren auf embryonalen und adulten
Motoneuronen charakterisiert. Die Rezeptoruntereinheiten und
Signaltransduktionsproteine der BDNF und CNTF Rezeptoren, TrkB, p-TrkB,
gp130 und p-Stat3, sind im Perikaryon, in Dendriten, im Axon und an den
Axonterminalen von Motoneuronen lokalisiert. Bei embryonalen Motoneuronen
befinden sich diese Signaltransduktionsproteine auch an den axonalen
Wachstumskegeln. Dabei sind die nativen Formen TrkB und gp130 im Axon
Uberwiegend membransténdig, die aktivierten Formen p-TrkB und p-Stat3
hauptsachlich innerhalb des Axons lokalisiert. Demgegeniber sind die
Rezeptoruntereinheiten des GDNF Rezeptors, Ret und p-Ret, besonders in den
Dendriten lokalisiert. Auch im Perikaryon und an der Axonterminale
neuromuskularer Endplatten von Motoneuronen werden Ret und p-Ret

exprimiert, nicht aber im Axon.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das durch neurotrophe Faktoren bedingte
Neuritenwachstum genau quantifiziert und dabei zwischen einer Stimulation des
Axon- bzw. des Dendritenwachstums differenziert. Obwohl BDNF, CNTF und
GDNF alle das Dendritenwachstum von Motoneuronen stimulieren, werden die
mit GDNF behandelten Dendriten im Schnitt etwa doppelt so lang wie
Dendriten, der mit BDNF oder CNTF behandelten Motoneurone. GDNF ist
somit ein potenter Stimulator des Dendritenwachstums bei isolierten priméaren
Motoneuronen. Dieser Befund korreliert gut mit der starken Expression von Ret
und p-Ret in den Dendriten. Demgegenlber findet sich statistisch kein
signifikanter Unterschied zwischen den Axonlangen, der mit den drei

verschiedenen neurotrophen Faktoren behandelten Motoneurone.
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Das dritte Ziel der Arbeit war die Analyse einer mdglichen Interaktion zwischen
dem glutamatergen AMPA-Rezeptor und neurotrophen Faktoren im Hinblick auf
das Axon- und Dendritenwachstum von Motoneuronen. Der kompetitive AMPA
Rezeptorantagonist NBQX verringert das durch GDNF stark forcierte
Dendritenwachstum; demgegeniber zeigen die mit BDNF und CNTF
behandelten Kulturen durch die Inhibition des AMPA Rezeptors eine leicht
signifikante Erhdéhung der Dendritenlangen. Der Rezeptoragonist AMPA
verandert die Dendritenlange der mit BDNF oder GDNF behandelten Zellen
nicht signifikant. Die Dendriten der mit CNTF behandelten Motoneurone werden
in Anwesenheit des Agonisten AMPA jedoch signifikant kirzer. Allerdings
scheint sich die Auswirkung der Interaktion zwischen neurotrophen
Wachstumsfaktoren und dem AMPA Rezeptor auf das Dendritenwachstum zu
beschranken, denn weder die Aktivierung noch auch die Antagonisierung des
AMPA Rezeptors hat einen signifikanten Einfluss auf das Axonwachstum der

Motoneurone.

Mehrere in vivo Studien konnten bereits zeigen, dass die Behandlung mit CNTF
oder BDNF die Symptomatik der pmn Maus, einem Modell fir ALS, verbessern
kann, wahrend GDNF keine positive Wirkung zeigt. Im Rahmen dieser Arbeit
konnten erstmals die differentiellen Wirkungen dieser neurotrophen Faktoren
auf kultivierte pmn Motoneurone gezeigt werden. Pmn Motoneurone, die mit
BDNF oder GDNF kultiviert werden, weisen den charakteristischen axonalen
Wachstumsdefekt der pmn Motoneurone auf und werden nur etwa halb so lang
wie Kontrolimotoneurone. Bemerkenswerterweise werden BDNF behandelte
Axone jedoch noch signifikant langer als GDNF behandelte Axone. Die
Behandlung der pmn Motoneurone mit CNTF fihrt dagegen zu einer
kompletten Remission des axonalen Wachstumsdefekts. Auch werden die
Anzahl der pathologischen axonalen Schwellungen in vitro durch CNTF
drastisch reduziert. Damit erscheint CNTF der erfolgversprechendste

neurotrophe Faktor fir eine Behandlung der pmn Maus zu sein.
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