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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Rolle der Hirnrinde als Zentrum komplexer Funktionen wie Lernen und Ge-
dachtnis wird nicht zuletzt durch deren komplexe, in Schichten organisierte Architek-
tur ermdglicht. Von entscheidender Bedeutung ist die prazise Positionierung von
Nervenzellen, die im Laufe der Embryonalentwicklung in der Ventrikularzone (VZ)
geboren werden und anschlieBend in radialer Richtung zu ihrem Bestimmungsort
wandern. Die Funktion des Neurotrophin-Rezeptors TrkB an der Entwicklung des
zerebralen Kortex war Gegenstand dieser Arbeit.

Am Tag 12,5 der Embryonalentwicklung konnte die Expression von TrkB so-
wohl in den Zellen der VZ als auch in neu geborenen Neuronen der Praplatte nach-
gewiesen werden. Die Phosphorylierung des Rezeptors erfolgte dabei unabhangig
von den beiden Liganden BDNF und NT-3. Ebenso fuhrten BDNF oder NT-3 zu
keiner zellularen Antwort in isolierten kortikalen Vorlauferzellen, wohingegen die
Stimulation mit EGF eine Phosphorylierung von TrkB an der PLCy- und der Shc-
Bindungsstelle hervorrief. Durch pharmakologische Inhibition und die Uberexpression
dominant negativer Src-Mutanten konnte die Beteiligung des EGF-Rezeptors und
zweier neuronal exprimierter Src-Kinasen, cSrc und Fyn, an dieser Transaktivierung
von TrkB durch EGF gezeigt werden.

Durch die Zugabe von EGF kam es im Zuge der Aktivierung von TrkB auch
zur Umverteilung des Rezeptors von intrazellularen Kompartimenten zur Zellmem-
bran. Die Retention des Rezeptors im Zytoplasma wurde uUber post-translationelle
Modifikation reguliert. Die Verhinderung von N-Glykosylierung durch Tunicamycin-
Behandlung kortikaler Vorlauferzellen fuhrte zur Exposition von TrkB an der Zellober-
flache und konnte so Responsivitat gegentiber BDNF herstellen.

Die physiologische Bedeutung einer Transaktivierung von TrkB durch EGF
wurde durch das Fehlen der TrkB-Aktivierung in EGFR KO-Mausen am Embryonal-
tag 12,5 gezeigt. Dies hatte eine fehlerhafte Positionierung kortikaler Nervenzellen
zum Zeitpunkt E15,5 zur Folge. Anhand eines Migrationsassays konnte schlief3lich
gezeigt werden, dass die EGF-induzierte Wanderung kortikaler Vorlauferzellen in
vitro mit einer asymmetrischen Translokation von TrkB einhergeht.

Uber die Transaktivierung von TrkB in frilhen Phasen der Kortexentwicklung
spielt EGF eine wichtige Rolle bei der Induktion neuronaler Differenzierung und ist an

der Regulation der Wanderung postmitotischer Neurone in der Hirnrinde beteiligt.
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Summary

The complex layered architecture of the cerebral cortex is a prerequisite for its
role as the centre of complex cognitive functions like learning and memory. In this
respect, the precise positioning of neurons is a crucial event. During embryogenesis,
the majority of cortical neurons is born in the ventricular zone of the forebrain, from
where postmitotic cells migrate radially to their specific destinations. The role of the
neurotrophin receptor TrkB for the development of the cerebral cortex was studied in
this thesis.

At embryonic day 12.5, the expression of TrkB was confined to the proliferative
precursor cells in the ventricular zone as well as in the newborn neurons building up
the preplate at the pial surface of the developing cortex. Thereby, the phospho-
rylation of the receptor was independent of the ligands BDNF or NT-3. Likewise, the
stimulation of isolated cortical precursor cells with BDNF or NT-3 did not lead to any
cellular response, whereas cells challenged with EGF showed a robust increase of
phospho-rylation at the PLCy- and Shc-binding sites of TrkB. The contribution of the
EGF receptor and the two src family members cSrc and Fyn to this transactivation
event could be established via pharmacological inhibition and the overexpression of
dominant negative mutants.

Upon EGF stimulation, cortical precursor cells did not only show the activation of
TrkB but also the translocation of the receptor from intracellular compartments to the
plasma membrane. The retention of TrkB in the cytoplasm was achieved by post-
translational modifications. In this respect, the inhibition of N-glycosylation in cortical
precursors by treatment with tunicamycin led to the exposition of TrkB at the cell
surface and thereby restored responsiveness to BDNF.

The physiological significance of TrkB transactivation by EGF was underlined by
the almost complete absence of TrkB phosphorylation in the forebrain of EGF
receptor deficient mice at E12.5, leading to the disturbed positioning of cortical
neurons at E15.5. Applying the stripe assay, it could be shown, that the migration of
cortical precursors in vitro is accompanied with an asymmetric translocation of TrkB.

By the transactivation of TrkB, EGF is able to induce neuronal differentiation in
early phases of corticogenesis and furthermore takes part in regulating the migration

of postmitotic neurons within the cerebral cortex.



Einleitung

1 Einleitung

Hohere Saugetiere haben heutzutage nahezu alle Regionen der Erde besie-
delt und sind in die meisten Lebensraume vorgedrungen. Man findet sie in Wusten
und Regenwaldern, im Hochgebirge, in den Polarregionen und auch in allen Ozea-
nen. Die Grundlage fur diesen evolutionaren Erfolg ist dabei ihre extreme Anpas-
sungsfahigkeit an die Umwelt, welche nicht zuletzt durch die Entwicklung eines
leistungsfahigen, zentralen Nervensystems ermdglicht wurde. Ein Meilenstein der
Hirnentwicklung ist dabei die Evolution der Gro3hirnrinde, des zerebralen Kortex. Es
ist die enorme Integrationsleistung dieser Struktur, die bereits Nagetiere zu kom-
plexem Verhalten befahigt. Dabei wird der zerebrale Kortex aber nicht nur als Kom-
mandozentrale, sondern auch als effizienter Informationsspeicher genutzt. Obwohl
der geschichtete Aufbau der GroR3hirnrinde bei allen Saugetieren relativ ahnlich ist,
kam es bei hoheren Saugetieren zu einer starken Vergrof3erung der kortikalen Ober-
flache. So findet sich im Gegensatz zur glatten Hirnrinde (Lissenzephalie) bei Nage-
tieren eine hochgradig gefaltete Struktur des Kortex bei Primaten (Gyrenzephalie)
(Kriegstein et al., 2006). Die weitreichenden funktionellen Konsequenzen dieses
evolutionaren Schrittes unterstreichen die Bedeutung eines umfassenden Verstand-

nisses der Entwicklung dieser zentralen Hirnstruktur.

1.1 Die Entwicklung des zentralen Nervensystems

Die Entwicklung des zentralen Nervensystems beginnt mit der Einfaltung
eines verdickten Teiles des dorsalen Ektoderms (Neuralplatte). Im Laufe der Neu-
rulation schliel3t sich das Ektoderm durch voranschreitendes Einwdlben zum Neural-
rohr, aus dessen Innenraum bei Vertebraten das Ventrikelsystem des Gehirns und
der Zentralkanal des Rickenmarks entstehen. Der anteriore Abschnitt des embryo-
nalen Neuralrohrs bildet dabei zunachst die drei primaren Hirnblaschen aus. Eines
davon, das Prosenzephalon, gliedert sich wenig spater in das Dienzephalon sowie

die beiden Blaschen des Telenzephalons auf.

1.1.1 Die Entwicklung des zerebralen Kortex

Der zerebrale Kortex entstammt diesen telenzephalen Blaschen, die in dieser
fruhen Phase von einer Schicht undifferenzierter, proliferierender Neuroepithelzellen
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gesaumt werden. Die kortikalen Nervenzellen werden im Wesentlichen von zwei
germinativen Arealen gebildet. Im ventral gelegenen, lateralen und medialen
Ganglionhugel werden Zellen generiert, die in einer tangentialen Art und Weise in die
kortikale Platte einwandern und dort hauptsachlich zu inhibitorischen, GABAergen
Interneuronen heranreifen. Im Gegensatz dazu entsteht aus der dorsalen, ventriku-
laren Zone die Population von klassischen, exzitatorischen Kortikalneuronen, bei
denen es sich uberwiegend um glutamaterge Pyramidenzellen handelt (Abb.: 1-1)
(Alvarez-Buylla et al., 2001; Gotz and Huttner, 2005; Gupta et al., 2002).

tangentiale Wanderung ‘ radiale Wanderung
GABAerger Interneurone .. e AR T glutamaterger Pyramidalneurone

s :
y ¥

TR

Abbildung 1-1: Die Wanderungsrichtungen von Nervenzellen wahrend der Kortikogenese
Anhand eines koronalen Vorderhirnschnittes bei E12,5 der Maus sind die hauptsachlichen Wan-
derungsrichtungen neu geborener Nervenzellen wahrend der Kortikogenese gezeigt. Bei den in den
medialen und lateralen Ganglionhliigeln generierten Zellen handelt es sich dabei Uberwiegend um inhi-
bitorische, GABAerge Interneurone, die in tangentialer Art und Weise in die kortikale Platte einwan-
dern (linke Seite). Die klassischen glutamatergen Pyramidalneurone des zerebralen Kortex entstehen
dagegen in der Ventrikularzone des dorsalen Telenzephalons und migrieren radial in Richtung der pia-
len Oberflache (rechte Seite). LGH: Lateraler Ganglionhiigel; MGH: Medialer Ganglionhiigel; VZ: Ven-
trikularzone. Modifiziert nach Goffinet, 2006.
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1.1.2 Die Entwicklung des zerebralen Kortex in der Maus

Bei der Maus beginnt die Neurogenese im entstehenden zerebralen Kortex
etwa am elften Tag der Embryonalentwicklung (E10,5), wenn aus den Neuroepithel-
zellen der Ventrikularzone durch asymmetrische Zellteilungen die ersten postmito-
tischen Zellen hervorgehen. Diese wandern radial in Richtung der pialen Oberflache
aus, um dort die erste unterscheidbare neuronale Struktur zu bilden, die sogenannte
Praplatte (preplate) aus Doublecortin exprimierenden Nervenzellen (The Boulder
Committee, 1970; Parnavelas, 2002; Lambert de Rouvroit and Goffinet, 2001).
Nachfolgende Generationen von Nervenzellen wandern in die Praplatte ein, um dort
die kortikale Platte auszubilden. Die Praplatte wird dabei in zwei separate Zell-
schichten aufgeteilt, die an die piale Oberflache angrenzende Marginalzone und die
apikal davon gelegene Subplatte (subplate) (Hatten, 1999). Die Subplatte wird nach
innen durch die Intermediarzone von der ventrikularen Zone abgegrenzt. Die Inter-
mediarzone wird von efferenten und afferenten Projektionen unterschiedlichster
Herkunft durchsetzt und besitzt daher eine im Vergleich zu den anderen Schichten
geringere Zelldichte. Zusatzlich entsteht etwa ab E13,5 eine weitere proliferative
Schicht auf der basalen Seite der ventrikularen Zone, die subventrikulare Zone (The
Boulder Committee, 1970; Bayer and Altman, 1991; Smart and McSherry, 1982). Mit
zunehmender Zahl einwandernder Zellen nimmt auch die Dicke der kortikalen Platte
weiter zu, wobei sich die eingewanderten Neurone in den Schichten Il bis VI
anordnen (Bayer and Altman, 1991). Die Schichtbildung in der kortikalen Platte
erfolgt dabei nach dem ,inside first - outside last“-Prinzip, wie unter Anderem durch
Markierung mit 3H-Thymidin gezeigt werden konnte (Angevine and Sidman, 1961;
Berry and Rogers, 1965; Rakic, 1974). Dabei wandern spatere Generationen von
Nervenzellen durch bereits etablierte Schichten fruherer Generationen hindurch, was
schliel3lich dazu fuhrt, dass frGh geborene Neurone die tiefer liegenden Schichten
des reifen Kortex bilden, wohingegen oberflachlichere Schichten aus spater ge-
borenen Nervenzellen bestehen. Die am fruhesten geborenen Neurone finden sich
folglich spater in der Marginalzone und der Subplatte des zerebralen Kortex wieder.
Die kortikale Platte selbst zeigt dabei einen Reifegradienten von innen nach aufden.

Die Zellen der Marginalzone differenzieren im Laufe der Kortikogenese zu
Cajal-Retzius-Zellen, einer transienten Population von Pionierneuronen (Frotscher,
1997; Marin-Padilla, 1998; Garcia-Moreno et al., 2007). Diese Zellen exprimieren das

Markerprotein Reelin, ein Bestandteil der extrazellularen Matrix.
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Abbildung 1-2: Die Entstehung des zerebralen Kortex in der Maus

(a) Die Lage des zerebralen Kortex im ZNS. Links: Laterale Ansicht eines Mausgehirns bei E15,5. Die
rote Linie kennzeichnet die Schnittebene des rechts gezeigten Koronalschnitts, in dem die Region des
Kortex markiert ist. (b) Die Etablierung der Rindenschichten der adulten GrofRhirnrinde. Durch erste
neurogene Zellteilungen der proliferativen Neuroepithelzellen der Ventrikularzone (VZ) entstehen etwa
ab E10,5 die ersten postmitotischen Neurone, die zunachst die so genannte Praplatte (PP) an der
basalen Oberflache des entstehenden Kortex ausbilden. Etwa ab E12,5 wandern nachfolgende Gene-
rationen von Nervenzellen in die Praplatte ein und teilen diese in zwei separate Zellschichten, die Mar-
ginalzone (MZ) und die Subplatte (SP). Die Formierung der kortikalen Platte (KP) erfolgt nun nach
dem so genannten ,inside first- outside last“-Prinzip, indem spater geborene Neurone durch bereits
etablierte Schichten von Nervenzellen hindurchwandern und sich oberhalb dieser positionieren. Zum
Zeitpunkt der Geburt ist die Entwicklung des Kortex weitgehend abgeschlossen, die Zahl der prolifera-
tiven Zellen geht zuriick. Wahrend der Entwicklung zum adulten Organismus degeneriert die Sub-
platte, wodurch die Grof3hirnrinde mit ihren sechs Schichten und der mit Leitungsbahnen durchsetzten
weillen Substanz (WS) zurlickbleibt. Modifiziert nach Gupta et al., 2002.
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Die Bedeutung dieses Proteins flr die regulare Schichtung der kortikalen Platte
konnte anhand von Mausen beobachtet werden, die eine spontane Mutation im
Reelin-Gen besitzen. In dieser so genannten ,Reeler‘-Maus fehlt neu einwandernden
Zellen offensichtlich ein Stopp- bzw. Differenzierungssignal, so dass frihere Genera-
tionen von Nervenzellen an der Oberflache verbleiben, wahrend sich Spatere darun-
ter schieben, was letztendlich zu einer Umkehr der Schichten in der Hirnrinde fuhrt
(Caviness and Rakic, 1978; Caviness et al., 1972).

Zum Zeitpunkt der Geburt ist die Entwicklung des zerebralen Kortex in der
Maus weitestgehend abgeschlossen. Es findet sich nur noch ein geringer Anteil proli-
ferierender Zellen in der ventrikularen und subventrikularen Zone wieder (Caviness
and Takahashi, 1995). Aus der Intermediarzone entsteht letztendlich die mit Lei-
tungsbahnen durchsetzte weille Substanz des zerebralen Kortex. Die Abbildung 1-2

zeigt eine Ubersicht der oben beschriebenen Phasen der Kortexentwicklung.

1.2 Neurale Stammzellen

Alle Nervenzellen des zentralen Nervensystems entstehen im Laufe der Ent-
wicklung von Saugetieren aus neuralen Stammzellen. Aber auch die Gliazellen,
Astrozyten und Oligodendrozyten, gehen aus diesen hervor (Doetsch et al., 1999b;
Doetsch et al., 1999a; Bedard and Parent, 2004; Sanai, 2004; Alvarez-Buylla et al.,
2001). Im Allgemeinen werden zwei Kriterien fur die Definition einer Stammzelle
herangezogen, namlich zum Einen die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und zum
Anderen die Eigenschaft der Multipotenz. Selbsterneuerung meint dabei die Fahig-
keit der Zelle, eine unbegrenzte Zahl von Zellteilungen zu durchlaufen, ohne dabei
irgendwelche Veranderungen zu vollziehen, was der Zelle praktisch Unsterblichkeit
verleiht. Multipotenz bedeutet hier, dass zahlreiche unterschiedliche Zelltypen aus
der Stammzelle differenzieren kdnnen.

Die im Weiteren beschriebenen neuralen Stammzellen weichen von dieser
Definition insofern ab, als sich deren Fahigkeit zur Selbsterneuerung nicht notwen-
digerweise auf eine unbegrenzte Zahl von Zellteilungen bezieht. AulRerdem kann die
Differenzierung in postmitotische Zellen auf einige wenige Zelltypen beschrankt sein
(Alvarez-Buylla et al., 2001; Doetsch et al., 1999b; Doetsch et al., 1999a; Johansson,
1999; Hack et al., 2004; Capela and Temple, 2002; Reynolds and Weiss, 1996;

Temple, 2001). Die Selbsterneuerung neuraler Stammzellen kann prinzipiell durch
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symmetrische und asymmetrische Zellteilung erfolgen. Symmetrische Zellteilung
lasst dabei zwei identische Tochterzellen entstehen, wohingegen asymmetrische
Teilung zu einer Tochterzelle fuhrt, die der Mutterzelle entspricht, jedoch auch eine

weitere Tochterzelle eines zweiten, unterschiedlichen Zelltyps hervorbringt.

1.2.1 Neurale Stammzellen im dorsalen Telenzephalon

Wahrend der Embryonalentwicklung gibt es im dorsalen Telenzephalon drei
verschiedene Grundtypen neurogener neuraler Stammzellen: Neuroepitheliale Zel-
len, radiale Gliazellen und basale Vorlauferzellen (Abb.: 1-3). Vor dem Einsetzen der
Neurogenese durchlaufen die proliferativen Neuroepithelzellen auf der apikalen Seite
der ventrikularen Zone eine Reihe symmetrischer Zellteilungen, wodurch zunachst
die Population multipotenter Vorlauferzellen amplifiziert wird (Rakic, 1995;
McConnell, 1995). Daran anschlieRend folgen asymmetrische Teilungen, die neben
identischen Tochterzellen erste postmitotische Neurone hervorbringen. Es entsteht
aullerdem ein etwas weiter differenzierter Typ neuraler Stammzellen, die radialen
Gliazellen (Gotz and Huttner, 2005; Huttner and Brand, 1997; Smart, 1973; Chenn
and McConnell, 1995).
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Abbildung 1-3: Stammbaum kortikaler Neurogenese

Im Laufe der Kortikogenese entstehen Nervenzellen durch die Abfolge von symmetrischen und asym-
metrischen Zellteilungen aus insgesamt drei unterschiedlichen Typen kortikaler Vorlauferzellen. NE:
Neuroepithelzellen; RG: Radiale Gliazellen; BP: Basale Vorlauferzellen; N: Neurone. Aus Goétz und
Huttner, 2005.
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Mit den radialen Gliazellen entsteht ein Zelltyp, der gewisse Eigenschaften der ur-
sprunglichen Neuroepithelzellen beibehalt, aber zudem auch astrogliale Merkmale
besitzt (Kriegstein and Gotz, 2003; Fishell and Kriegstein, 2003; Campbell and Gotz,
2002; Gotz, 2003). So nimmt zwischen E9,5 und E11,5 unter den Vorlauferzellen der
ventrikularen Zone die Zahl radialer Gliazellen, die astrogliale Marker wie den Astro-
zyten-spezifischen Glutamattransporter (GLAST), das Kalzium bindende Protein
S100B, Vimentin und auch glial fibrilary acidic protein (GFAP) exprimieren, stetig zu.
Mit unterschiedlichen experimentellen Ansatzen konnte gezeigt werden, dass Ab-
kdmmlinge radialer Gliazellen hinsichtlich des Potentials in bestimmte Zelltypen zu
differenzieren, im Vergleich zu denen neuroepithelialer Zellen, deutlich eingeschrank-
ter sind (Williams and Price, 1995; Malatesta et al., 2000). So entsteht aus radialen
Gliazellen durch symmetrische Zellteilung jeweils nur ein Zelltyp, in den meisten
Fallen Neurone, spater aber auch Oligodendrozyten und Astrozyten (Noctor et al.,
2001; Miyata et al., 2001; Grove et al., 1993; Malatesta et al., 2000; Williams and
Price, 1995; Malatesta, 2003; Go6tz et al., 2002; Noctor, 2002; Noctor et al., 2004;
Kriegstein and Noctor, 2004). Neben den beiden Vorlauferzelltypen auf der apikalen
Seite der Ventrikularzone taucht im weiteren Verlauf der Kortikogenese, etwa
zwischen E12,5 und E13,5, ein weiterer Typ neuraler Stammzellen auf, der sich
jedoch auf der basalen Seite der ventrikularen Zone befindet. Diese basalen
Vorlauferzellen gehen aus Zellteilung der apikalen Zellen hervor, verlagern ihren
Zellkérper jedoch in basaler Richtung, wo sie schlieBlich die Subventrikularzone
bilden (Smart, 1973; Haubensak et al., 2004; Miyata, 2004; Noctor et al., 2004). Auch
in den basalen Vorlauferzellen finden sich einige spezifisch exprimierte Gene, bei-
spielsweise die fur die Transkriptionsfaktoren Tbr2 (Englund, 2005), CUX1 und CUX2
(Nieto, 2004; Zimmer et al., 2004). Die Nachkommenschaft dieser, sich in der Sub-
ventrikularzone befindenden Vorlauferzellen, besteht aus zwei neuronalen Tochter-
zellen, hervorgehend aus symmetrischer Zellteilung (Haubensak et al., 2004; Noctor
et al., 2004). Tatsachlich wird die Bedeutung der basalen Vorlauferzellen darin ge-
sehen, aus einer gegebenen Anzahl von Vorlauferzellen in der Ventrikularzone die
daraus resultierende Anzahl von Nervenzellen durch eine zusatzliche Runde von
Zellteilungen erhohen zu kdnnen. Diese ursprunglich von Smart et al. eingefuhrte
Hypothese wird dadurch gestutzt, dass die im Laufe der Phylogenese zunehmende

Neuronenzahl im zerebralen Kortex ebenfalls mit einer GroRenzunahme der Subven-
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trikularzone einhergeht (Smart et al., 2002). Die Abbildung 1-4 zeigt eine Ubersicht
der oben beschriebenen Zellteilungsvorgange wahrend der Kortikogenese.
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Abbildung 1-4: Zellteilungsvorgange wahrend der Neurogenese im embryonalen Kortex

(a) Symmetrische Zellteilungen ehdhen in friihen Phasen der Kortikogenese die Anzahl multipotenter
Vorlaufer in der Ventrikularzone (VZ). (b) Durch asymmetrische, neurogene Teilungen kommt es nicht
nur zur Selbsterneuerung der Vorlauferzellen, sondern auch zur Entstehung von Nervenzellen, die an
vorbestimmte Positionen in der kortikalen Platte wandern. (c) In mittleren Phasen der Kortexentwick-
lung entsteht mit den basalen Vorlauferzellen in der Subventrikularzone (SVZ) ein Zelltyp, aus dem
durch symmetrische Teilungen Nervenzellen hervorgehen kénnen. Durch die Etablierung dieser zu-
satzlichen Schicht proliferativer Zellen kann die Menge kortikaler Neurone deutlich erhéht werden,
ohne dabei eine groRere Anzahl an Vorlauferzellen in der Ventrikularzone zu bendtigen. KP: Kortikale
Platte. Aus Kriegstein et al., 2006
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1.3 Die Wanderung postmitotischer Neurone im zerebralen Kortex

Das korrekte Positionieren von Nervenzellen wahrend der Entwicklung ist eine
notwendige Grundlage fur eine regulare Hirnfunktion. Hat eine Zelle den Zellzyklus
verlassen, muss sie vom Ort ihrer Entstehung durch gerichtete Wanderung zum end-
gultigen Zielort im heranreifenden Kortex gelangen. Im Allgemeinen sind bislang zwei
Arten von Zellwanderung im embryonalen Vorderhirn beschrieben worden: (1) radiale
Wanderung, bei der Zellen sich gemal der radialen Ausrichtung des Neuralrohrs in
Richtung der pialen Hirnoberflache bewegen; (2) tangentiale Wanderung, bei der Zel-

len in orthogonaler Richtung zum Radius migrieren (Marin and Rubenstein, 2003).

1.3.1 Radiale Migration

Radiale Migration spielt bei der Formation der geschichteten Strukturen des
zentralen Nervensystems wie Kortex, Ruckenmark, Striatum oder auch Thalamus
eine zentrale Rolle. Tatsachlich entstehen etwa 80-90 % aller kortikalen Nervenzellen
im dorsalen Telenzephalon, wo sie Uberwiegend entlang eines Gerulsts radialer Glia-
zellen zum Zielort gelangen. Die Zellkorper der radialen Gliazellen befinden sich da-
bei in der ventrikularen Zone, wohingegen sich deren Fortsatze Uber die gesamte
Strecke vom Ventrikel bis zur pialen Oberflache erstrecken, wo sie Kontakte zur
Basalmembran ausbilden (Ayala et al., 2007).

Durch die detaillierte Analyse wandernder Nervenzellen in akuten Hirnschnit-
ten konnte gezeigt werden, dass fur die radiale Migration von Neuronen zwei unter-
schiedliche Mechanismen verantwortlich sind (Nadarajah et al., 2001). Bei der so
genannten Lokomotion bewegt sich die gesamte Zelle. Hier ist ein relativ kurzer
Pionierfortsatz zu beobachten, dessen Lange im Verlauf der Zellbewegung verhalt-
nismafig konstant bleibt. Die Wanderung von kortikalen Neuronen entlang radialer
Glia-zellen ist daflr ein typisches Beispiel. Im Fall der Nukleokinese (auch: somale
Translokation) schicken die Nervenzellen einen Pionierfortsatz in Richtung der pialen
Oberflache aus, wo dieser schlie3lich fixiert wird. Der Zellkérper wird dann durch die
Verklirzung des Fortsatzes zunehmend in die entsprechende Richtung gezogen
(Morris et al., 1998; Book and Morest, 1990). Interessanterweise scheint die Art der
Fortbewegung nicht zelltypspezifisch zu sein, da ein Umschalten zwischen beiden
Mechanismen bei Nervenzellen je nach Wanderungsstadium beobachtet werden
konnte (Nadarajah et al., 2001). AuRerdem durchlaufen wandernde Nervenzellen
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offensichtlich eine Reihe unterschiedlicher Stadien nachdem sie in die kortikale Platte
eingewandert sind. Diese Stadien zeichnen sich durch abrupte Veranderungen der
Zellpolaritat und -morphologie, der Bewegungsrichtung und der Wanderungsge-
schwindigkeit aus. Eine mdgliche Erklarung fur solches Verhalten von Nervenzellen
ist deren aktive Suche nach Orientierungsreizen in ihrer unmittelbaren, sich im Laufe
der Wanderung standig verandernden Umgebung. Anschlielend setzen die Neurone
ihre radiale Wanderung in Richtung der pialen Oberflache fort (Kriegstein and Noctor,
2004).

1.3.2 Tangentiale Migration

Obwonhl radiale Migration fur die Hauptmasse kortikaler Nervenzellen verant-
wortlich ist, konnte gezeigt werden, dass sich gewisse Subpopulation von Neuronen
auch in tangentialer Richtung, senkrecht zu den Fasern der radialen Gliazellen, be-
wegen. Bei diesen Zellen handelt es sich Uberwiegend um gamma-Aminobuttersaure
exprimierende (GABAerge) Interneurone, die dem Subpallium entstammen. Zwei
Hauptrouten tangentialer Wanderung sind bekannt: (1) aus dem medialen Ganglion-
higel in Richtung Neokortex und Hippokampus; (2) aus dem lateralen Ganglionhtigel
in Richtung Riechkolben (bulbus olfactorius) (Kriegstein and Noctor, 2004; Marin and
Rubenstein, 2001; De Carlos et al., 1996; Anderson et al., 1997; Tamamaki et al.,
1997; Lavdas et al., 1999). Die zuletzt genannte Route bleibt dabei bis ins Er-
wachsenenalter als rostraler migratorischer Strom (RMS) erhalten. Die tangentiale
Einwanderung inhibitorischer Interneurone folgt im Allgemeinen recht komplexen
Bahnen, die sich im Laufe der Embryonalentwicklung verandern (Kriegstein and
Noctor, 2004). Die kortikale Platte wird dabei im Wesentlichen Uber zwei Routen
erreicht, zum Einen Uber die Marginalzone, zum Anderen uber die intermediare und
subventrikulare Zone. Nach tangentialer Verteilung entlang der kortikalen Platte,
wenden sich die Interneurone in radialer Richtung ihren Bestimmungsorten zu
(Lavdas et al., 1999; Anderson et al., 2001; Wichterle et al., 2001; Polleux et al.,
2002; Nadarajah et al., 2002; Tanaka et al., 2003; Ang, Jr. et al., 2003). Oft werden
diese auf direktem Weg erreicht. Einige Subpopulationen durchlaufen allerdings
zunachst eine zum Ventrikel hin gerichtete Migration, von wo sie erst nach einer
gewissen Verweilzeit wieder in Richtung kortikaler Platte auswandern (Nadarajah et
al., 2002).
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In Bezug auf die Regulation der tangentialen Migration GABAerger Interneu-
rone des zerebralen Kortex wurden bislang zahlreiche Molekule identifiziert, die an
der Lenkung des Wanderungsprozesses beteiligt sind. Hier finden sich Semaphorine-
Neurophiline, Zelladhasionsmolekule wie PSA-NCAM, Neureguline und die anzie-
henden und abstolenden Molekile der slit/robo-Familie (Marin et al., 2001;
Tamamaki et al., 2003; Yau et al., 2003; Jimenez et al., 2002; Zhu et al., 1999).

1.4 Neurotrophe Faktoren

Neurotrophe Faktoren sind eine Gruppe von Molekilen, die urspringlich als
Uberlebensfaktoren fiir embryonale Nervenzellen definiert wurden. Geman der ,Neu-
rotrophin Hypothese® werden solche Faktoren im jeweiligen Zielgewebe in verhaltnis-
maRig geringen Mengen ausgeschiittet, was zu einem selektiven Uberleben und
Absterben von Nervenzellen flhrt. Durch eine solche gezielte Induktion des program-
mierten Zelltodes (Apoptose) kann die endgultige Anzahl von Neuronen den jeweili-
gen Bedurfnissen exakt angepasst werden (Thoenen and Barde, 1980; Barde, 1989;
Korsching, 1993).

Heutzutage ist auBerdem allgemein anerkannt, dass neurotrophe Faktoren
eine weit darlber hinausgehende Funktion im Nervensystem haben. Neben der
Steuerung von Entwicklung, Uberleben und Aufrechterhaltung von Nervenzellen
konnte mittlerweile auch eine Beteiligung an funktioneller Modulation nachgewiesen
werden. So sind neurotrophe Faktoren ebenso an der Regulation von Synapto-
genese und synaptischer Plastizitat in reifen Nervenzellen beteiligt (Kaplan and
Miller, 2000; Huang and Reichardt, 2001; Poo, 2001; Sofroniew et al., 2001; Dechant
and Barde, 2002; Chao, 2003; Huang and Reichardt, 2003). Die Gruppe der neuro-
trophen Faktoren besteht aus mehreren Familien, die in Tabelle 1-1 zusammen-

gefasst sind.

1.4.1 Die Familie der Neurotrophine

Es gibt in Saugetieren vier Mitglieder der Neurotrophinfamilie. NGF (nerve
growth factor) wurde als erster Uberlebensfaktor fiir Nervenzellen tiberhaupt in den
frGhen 50er Jahren des 20. Jahrhunderts von Rita Levi-Montalcini und Viktor Ham-
burger entdeckt (Levi-Montalcini, 1987). Die Familie dieser strukturell nah verwand-

ten Molekule wurde dann mit der Isolation von BDNF (brain derived neurotrophic
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factor) (Barde et al., 1982) begriindet. Spater kamen durch die Identifizierung von
NT-3 (Neurotrophin-3) und NT-4/5 (Neurotrophin-4/5) weitere Familienmitglieder hin-
zu (Reichardt, 2006). Die grolRe Homologie aller vier Mitglieder der Neurotrophin-
familie legt nahe, dass die entsprechenden Gene durch aufeinanderfolgende Gendu-
plikationen aus einem gemeinsamen Urgen hervorgegangen sind (Hallbook, 1999).
Alle vier Neurotrophine werden grundsatzlich als Pro-Neurotrophine, bestehend aus
einem Signalpeptid, einer Prodomane und der Sequenz des eigentlichen reifen

Proteins, exprimiert.

Familien neurotropher Faktoren Rezeptoren

Neurotrophin Familie

Nerve growth factor (NGF) p75NTR, TrkA
p75NTR, TrkB
p75NTR, TrkC

p75NTR, TrkB

Brain derived neurotrophic factor (BDNF)
Neurotrophin-3 (NT-3)
Neurotrophin-4/5 (NT-4/5)

LIF/CNTF Familie

Ciliary neurotrophic factor (CNTF) CNTFRa, LIFRB, gp13

Leukemia inhibitory factor (LIF) LIFRB, gp130
Cardiotrophin-1 (CT-1) LIFRB, gp130
Cardiotrophin-1-like cytokine (CLC) LIFRB, gp130
Insulin-like growth factor Familie

Insulin-like growth factor-I (IGF-I) IGFR-1
Insulin-like growth factor-II (IGF-Il) IGFR-1
Glial-derived neurotrophic factor Familie

Glial-derived neurotrophic factor (GDNF) GFRaf1, c-ret
Neurturin (NTR) GFRa2, c-ret
Artemin GFRa3, c-ret
Persephin GFRo4, c-ret
Hepatocyte growth factor Familie

Hepatocyte growth factor (HGF) c-Met

Tabelle 1-1: Die Familien neurotropher Faktoren und ihre Rezeptoren
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Das reife Protein wird deshalb erst durch proteolytische Abspaltung erhalten, was
gemeinhin als Moglichkeit gilt, die Funktion von Neurotrophinen auf posttranslationel-
ler Ebene weiter zu modifizieren (Lee et al., 2001). Die reifen Neurotrophine besitzen
eine Moleklulmasse von etwa 13 kDa und lagern sich in wassriger Losung zu nicht-
kovalent gebundenen Homodimeren zusammen (Barde, 1990; Ibanez, 1998). Eine
fur sezernierte Proteine eher ungewohnliche Eigenschaft ist der sehr im basischen
Bereich liegende isolelektrische Punkt von Neurotrophinen, was aber moglicherweise
einen eingeschrankten Wirkungsradius widerspiegelt. Des Weiteren ist die Ausbil-
dung von Disulfidbricken, formiert zum sogenannten Cystein Knoten, ein charakte-
ristisches Merkmal der Neurotrophin-Protomere (McDonald et al., 1991). Neurotro-
phine interagieren mit zwei unterschiedlichen Klassen von Transmembranrezeptoren,
dem p75 Neurotrophin Rezeptor (p75NTR) und den Rezeptoren der Trk-Familie. Die

Familie der Neurotrophin-Rezeptoren ist in Abbildung 1-5 gezeigt.
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Abbildung 1-5: Die Familie der Neurotrophinrezeptoren

Die drei Mitglieder der Trk-Neurotrophinrezeptor-Familie sind klassische Rezeptor-Tyrosinkinasen und
besitzen spezifische Affinitdten gegeniber ihren jeweiligen Liganden. Der p75 Neurotrophinrezeptor
(p75NTR) bindet dagegen alle vier Neurotrophine der Saugetiere mit einer vergleichbaren Affinitat.
Der p75NTR hat keine intrazelluldre Kinasedomane, rekrutiert aber zur Signalweiterleitung eine Viel-
zahl von Effektorproteinen. Modifiziert nach Chao, 2003.
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1.4.2 Der p75 Neurotrophin-Rezeptor

Der p75NTR wurde zunachst als niedrig affiner Rezeptor fur NGF identifiziert.
Bald wurde jedoch gezeigt, dass alle vier Familienmitglieder an den p75NTR mit ver-
gleichbarer Affinitat binden (Kpg7s) < 10° M) (Frade and Barde, 1998; Rodriguez-
Tebar et al., 1990). Der p75NTR gehort zur Superfamilie der Tumor-Nekrose-Faktor-
(TNF-)Rezeptoren, bestehend aus einer extrazellularen Domane mit vier Cystein-
reichen Motiven, einer Transmembrandomane und einer intrazellularen Domane, die
eine so genannte Todesdoméane beinhaltet (He and Garcia, 2004; Liepinsh et al.,
1997). Obwohl der p75NTR keine eigentliche enzymatisch aktive Domane besitzt,
kénnen an den aktivierten Rezeptor zahlreiche Proteine binden, die ihrerseits Signale

weiterleiten, die neuronales Uberleben, Differenzierung und Plastizitat beeinflussen.

1.4.3 Die Familie der Trk-Rezeptoren

Die drei Mitglieder der Trk- (tropomyosin related kinase-)Rezeptor-Familie
TrkA, TrkB und TrkC bilden neben dem p57NTR die Zweite Klasse von Neurotrophin-
Rezeptoren in Saugetieren (Chao, 2003; Huang and Reichardt, 2003). Die extrazel-
lulare Domane der Trk-Rezeptoren besitzt ein Cystein-reiches Cluster (C1), gefolgt
von drei Leucin-reichen Motiven (Leucin rich repeats, LRRs 1-3). Auf ein weiteres
Cystein-reiches Cluster (C2) folgen zwei Immunglobulin-artige Domanen (immuno-
globulin-like domains Ig1, Ig2). Die intrazellulare Domane der Trk-Rezeptoren be-
stent im Wesentlichen aus einer Tyrosinkinase-Domane. Im Unterschied zum
p75NTR kommt es bei den Trk-Rezeptoren nach der Bindung des Liganden zu einer
Dimerisierung zweier Trk-Monomere, die zu einer Autophosphorylierung in den zyto-
plasmatischen Domanen fuhrt (Kaplan and Miller, 2000). Die dort zu findenden
Tyrosine dienen in Abhangigkeit inrer Phosphorylierung als Bindungsstellen fur zyto-
plasmatische Enzyme und Adaptorproteine. Die verschiedenen Neurotrophine bin-
den dabei spezifisch und aktivieren selektiv einzelne Trk-Rezeptoren. NGF bindet an
TrkA, BDNF und NT-4/5 an TrkB und NT-3 an TrkC, wobei auch die Aktivierung von
TrkA und TrkB durch NT-3 beschrieben werden konnte (Farinas et al., 1998; Huang
et al., 1999). Die selektiven Interaktionen von Neurotrophinen und Trk-Rezeptoren
wurden urspringlich als hoch affin angesehen (Kp) < 10-12 M) (Kaplan and Miller,
2000; Dechant and Barde, 1997; Barbacid, 1994). Tatsachlich binden NGF und
BDNF nur mit niedriger Affinitat an TrkA bzw. TrkB (Dechant, 1993; Mahadeo et al.,
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1994; Schropel et al., 1995). Erst durch Rezeptor-Dimerisierung, strukturelle Modifi-
kationen und Interaktion mit dem p75NTR (vgl. 1.4.4) wird eine hohe Affinitat erreicht
(Arevalo, 2000; Esposito, 2001).

1.4.4 Die Regulation von Neurotrophin-induzierten Signalwegen

Die generelle Responsivitat von Nervenzellen gegenuber Neurotrophinen wird
nicht nur durch die bloRe Expression ihrer Rezeptoren bestimmt. So wird die Fahig-
keit der Trk-Rezeptoren zur Ligandenbindung und nachfolgender Signaltransduktion
ebenso durch das alternative Splei3en ihrer Transkripte moduliert. Werden dabei bei-
spielsweise kurze Aminosauresequenzen der extrazellularen Domanen von TrkA,
TrkB oder TrkC hinzugeflgt, verandert sich deren Ligandenbindung (Clary and
Reichardt, 1994; Meakin et al., 1992; Shelton et al., 1995; Strohmaier et al., 1996).
Im Fall von TrkA und TrkB flhrt eine solche Veranderung dazu, dass es zur Rezep-
toraktivierung nicht nur durch Bindung der spezifischen Liganden NGF und BDNF,
sondern auch durch Bindung von NT-3 (Clary and Reichardt, 1994) und NT-4/5
kommt (Strohmaier et al., 1996). Auch werden Neurotrophin-induzierte Signalwege
durch das alternative SpleiRen von Exonen, die flir intrazellulare Domanen von Trk-
Rezeptoren kodieren, modifiziert. Die Expression von Trk-Rezeptoren mit einer ver-
kurzten zytoplasmatischen Domane ohne Kinasedomane kann dabei zur Inhibition
von Neurotrophin-induzierten Signalen fuhren, da keine funktionsfahigen Rezeptor-
dimere ausgebildet werden konnen (Eide et al., 1996). Die Bindung von BDNF an
derartig trunkierte TrkB-lIsoformen kann aber auch spezifische Signalwege ausldsen,
wie die G-Protein- und Inositol-3-phosphat- (IP3-)abhangige Freisetzung intrazellula-
ren Kalziums (Ca**) (Rose et al., 2003).

Eine weitere Moglichkeit der Modulation von Neurotrophinbindung und -aktivi-
tat besteht in der Lokalisation von Trk-Rezeptoren. In einigen Neuronen des zentra-
len Nervensystems (ZNS) ist beispielsweise TrkB an intrazellularen Membrankom-
partimenten lokalisiert. Hier kommt es erst nach vorangehenden Stimuli wie dem An-
stieg von zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) oder Ca®* zum Einbau von
TrkB in die Zellmembran, wodurch der Rezeptor erst fur extrazellulare BDNF-Stimuli
zuganglich wird (Meyer-Franke et al., 1998). Wie kurzlich gezeigt werden konnte, ist
diese Art der Rekrutierung von TrkB an die Zellmembran kortikaler Neurone von
einem intakten Zytoskelett abhangig und wird auf3erdem durch die Phosphorylierung
von TrkB an S478 durch die Cyclin-abhangige Kinase 5 (Cdk5) vermittelt (Zhao et al.,
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2009). TrkB wird auRerdem nach Ligandenbindung zu cholesterinreichen Zellmem-
branbereichen (lipid rafts) rekrutiert, was fur die weitere Signaltransduktion von ent-
scheidender Bedeutung zu sein scheint (Du, 2003). Dies wird nicht zuletzt durch eine
neuere Arbeit unterstrichen, in der gezeigt werden konnte, dass allein die alters-
bedingte Abnahme von Cholesterin in kortikalen Nervenzellen zu einem Neurotro-
phin-unabhangigen Anstieg der Aktivitat von TrkB fiihrt, was wiederum zum Uber-
leben dieser Zellen beitragt (Martin et al., 2009). Zuletzt erfolgt auch die Endozytose
von Trk-Rezeptoren in Abhangigkeit von Ligandenbindung genauso wie durch An-
stieg intrazellularen Ca** (Du, 2003).

Trk-Rezeptoren werden funktionell auch durch die Interaktion mit dem
p75NTR reguliert. In erster Linie wird die Spezifitat von Trk-Rezeptoren fur ihre be-
vorzugten Liganden durch die Assoziation mit dem p75NTR erhéht, wodurch eine
selek-tive Bindung von Neurotrophinen sichergestellt wird (Arevalo, 2000; Esposito,
2001; Bibel et al., 1999). Der p75NTR beeinflusst ebenfalls den retrograden Trans-
port von Neurotrophinen (Curtis et al., 1995) und die Internalisierung und Degra-
dation von Trk-Rezeptoren, wodurch Neurotrophin-induzierte Signale weiter modu-
liert werden kdnnen (Makkerh et al., 2005; Geetha et al., 2005; Arevalo et al., 2006).
Die Verfugbarkeit von Neurotrophinen selbst wird insofern reguliert, als der p75SNTR
das Auswachsen von Axonen und damit die Innervierung von Zielgebieten fordert
(Harrison et al., 2000; Bentley and Lee, 2000).

1.4.5 Signaltransduktion des p75NTR

Die Aktivierung des p75NTR hat mittels der Bindung zahlreicher Adaptor- und
Effektorproteine im Zytoplasma weitreichende Auswirkungen auf die Biologie einer
Nervenzelle (Yamashita et al., 2005). Wie Lee et al. 2001 zeigten, sind es vor allem
die unreifen Pro-Neurotrophine, die mit hoher Affinitat an den p75NTR binden (Lee et
al., 2001). Die dadurch ausgeldsten Signalwege konnten seitdem in zahlreichen Zell-
typen als Zelltod-auslosend identifiziert werden (Lee et al., 2001; Nykjaer et al., 2004;
Teng et al., 2005; Harrington et al., 2004; Beattie, 2002; Casaccia-Bonnefil et al.,
1996; Frade et al., 1996). Der hauptsachliche Vermittler solcher Apoptosesignale ist
dabei die Jun N-terminale Kinase (JNK). Ermdglicht wird die Bindung von Pro-Neuro-
trophinen durch die Assoziation des p75NTR mit Sortilin, welches spezifisch an die
Pro-Domanen von Pro-NGF und Pro-BDNF bindet (Nykjaer et al., 2004). Sortilin

gehort zur Familie der an der intrazellularen Sortierung von Proteinen beteiligten
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Vps10p-Rezeptoren und fungiert als Ko-Rezeptor des p75NTR, der auch die
Verteilung des p75NTR zwischen intrazellularen Golgi-Kompartimenten und Zell-
membran reguliert (Nielsen et al., 2001; Mazella, 2001).

Uber die Aktivierung von NF-«B ist der p75NTR aber auch in der Lage, (iber-
lebensfordernde Signale weiterzuleiten, was beispielsweise, wie in Abschnitt 1.4.5
beschrieben, in Kooperation mit Trk-Rezeptoren ermdglicht wird. Ganz in Abhangig-
keit des jeweiligen Bindungspartners kann der p75NTR also sowohl das Uberleben
(p75NTR/Trk) von Nervenzellen unterstutzen, als auch deren Zelltod auslosen
(p75NTR/Sortilin).

1.4.6 Signaltransduktion von Trk-Rezeptoren

Trk-Rezeptoren sind typische Mitglieder der Rezeptor-Tyrosin-Kinase-Familie,
die nach Neurotrophinbindung dimerisieren und durch eine trans-Autophosphorylie-
rung intrazellulare Tyrosine phosphorylieren. Diese rekrutieren als Bindungsstellen
fur Proteine mit Phosphotyrosinbindungs-(PTB-) bzw. Src-Homologie-(SH2-) Doma-
nen zahlreiche Effektorproteine. Die dadurch hauptsachlich aktivierten Signalwege
sind MAPK, PI3K und PLCy.

Zu einer transienten Aktivierung von MAPK kommt es dabei Uber die Rekrutie-
rung und Aktivierung von Shc (Nimnual et al., 1998). Langer anhaltende Aktivierung
von Ras und damit des MAPK-Signalwegs wird erst durch die Bindung von Frs2 an
die selbe Bindungsstelle ermoglicht (Kao et al., 2001). Durch die Assoziation von Trk-
Rezeptoren mit ARMS, einem Ankyrin-reichen Transmembranprotein, kommt es
ebenfalls zu einer lang anhaltenden MAPK-Aktivierung (Arevalo, 2001). Hier wird die
MAPK-Kaskade uber eine Phosphorylierung von Rap1 und B-RAF aktiviert (York,
1998). Wie im Jahr 2000 durch eine Mutationsstudie bei sympathischen Nervenzellen
gezeigt werden konnte, wird durch eine Veranderung der Shc-Bindungsstelle von
TrkB speziell das Uberleben und das Auswachsen von Axonen beeintrachtigt, wobei
daflr gleichzeitig die Aktivierung von MEK flur beide Effekte als notwendig beschrie-
ben wurde (Atwal et al., 2000). Die physiologische Bedeutung der unterschiedlichen
Dauer einer MAPK-Aktivierung konnte ursprunglich in der Phaochromozytom-Zelllinie
PC12 gezeigt werden. Die Stimulation mit EGF fuhrt dort lediglich zu einer transien-
ten Aktivierung der MAPK-Kaskade (< 60 min) und foérdert die Proliferation der

Zellen. Fir eine Differenzierung mit dem Auswachsen von Neuriten ist jedoch eine
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lang anhaltende Aktivierung erforderlich (> 90 min), die durch die NGF-vermittelte
Aktivierung von TrkA ausgelost wird (Wixler et al., 1996; Traverse et al., 1992). Je
nach Art der Aktivierung fuhrt hier also ein und derselbe Signalweg zu ganz unter-
schiedlichen Konsequenzen flr die einzelne Zelle.

Die Rekrutierung des Adapterproteins Shc an Trk-Rezeptoren fuhrt Gber Grb2
auch zur Aktivierung der Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K) (Holgado-Madruga et al.,
1997), welche die Phosphorylierung von Inositolphospholipiden katalysiert. Dadurch
kommt es zur Aktivierung der Proteinkinase B (AKT), die selbst zahlreiche flr das

Uberleben wichtige Substrate phosphoryliert (Brunet et al., 2001).
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Abbildung1-6: Die Signaltransduktion der Neurotrophin-Rezeptoren

Trk-Rezeptoren unterstiitzen das Uberleben und die Differenzierung von Nervenzellen iber die Akti-
vierung von Raf/MAPK- und PI3K/Akt-Signalwegen. Die Rekrutierung von PLCy beeinflusst dagegen
deren Funktionalitat und Plastizitat. Der p75NTR kann je nach den Begleitumstanden Uber die Aktivie-
rung der Jun N-terminalen Kinase (JNK) oder NF-xB sowohl das Uberleben als auch den Zelltod pro-
pagieren. Akt: Proteinkinase B; FRS2: fibroblast growth factor receptor substrate 2; Gab1: Grb2-
associated binder-1; Grb2: growth factor receptor-bound protein 2; GIPC: GAIP interacting protein;
MAPK: Mitogen-activated protein kinase; PDK1: phosphoinositide-dependent kinase 1; SH2B: Src
homolgy 2-B; SOS: Son of Sevenless; TRAF6: tumor necrosis factor receptor associated-factor 6.
Modifiziert nach Chao, 2003.
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Die Teilnahme von AKT an einem Komplex mit B-Raf, Hsp70 und Bag-1 fuhrt in die-
sem Zusammenhang zur Phosphorylierung von BAD, einem pro-apoptotischen Pro-
tein, das an den Mitochondrien lokalisiert ist. Die Phosphorylierung von BAD fuhrt
dabei zur Sequestrierung des Proteins durch 14-3-3-Proteine, wodurch dessen pro-
apoptotische Funktion verhindert wird (Go6tz et al., 2005; Jablonka et al., 2004). Die
AKT-vermittelte Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors forkhead (FKHRL1) fuhrt
ebenfalls zu dessen Sequestrierung im Zytoplasma, so dass die Aktivierung von pro-
apoptotischen Genen unterbleibt (Brunet et al., 2001). Aulzerdem flhrt die Phospho-
rylierung von IkB zur Freisetzung von NF-kB, wodurch es zur Aktivierung von Genen
kommt, die das Uberleben von sensorischen Nervenzellen unterstiitzen (Hamanoue
et al., 1999).

Die Aktivierung des PI3K-Signalwegs fihrt auerdem zur Rekrutierung von
Proteinen an die Zellmembran, die wichtige Funktionen fur die Differenzierung von
Neuronen besitzen. Dabei handelt es sich uberwiegend um Guaninnukleotid-Aus-
tauschfaktoren (GEFs) wie Cdc42, Rac und Rho. Diese tragen mal3geblich zur Regu-
lation der Dynamik des F-Aktin-Zytoskeletts bei und werden unter anderem flir Neu-
rotrophin-induzierte Bewegungen von Wachstumskegeln verantwortlich gemacht
(Yuan et al., 2003). SchlieBlich konnte 2002 gezeigt werden, dass die tangentiale
Migration von Interneuronen wahrend der Kortikogenese der Mitwirkung von TrkB-
abhangiger Aktivierung des PI3K-Signalwegs bedarf (Polleux et al., 2002).

Die Rekrutierung der Phosphoinositid-Phospholipase C (PLCy) erfolgt an einer
Bindungsstelle um ein konserviertes Tyrosin am aulRersten C-Terminus aller drei Trk-
Rezeptoren. Aktivierte PLCy fuhrt durch Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-bis-
phosphat (PIP2) zur Entstehung von Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerol
(DAG). Die Anwesenheit von IP3 fiihrt zur Freisetzung von Ca?* aus zytoplasma-
tischen Speichern. DAG aktiviert spezielle Isoformen der Proteinkinase C (PKC).
Zusammen mit der Aktivierung von Ca**-Calmodulin-abhangigen Kinasen (CaMK)
kontrolliert die Rekrutierung von PLCy durch aktivierte Trk-Rezeptoren insgesamt die
Aktivitat und/oder Expression einer gro3en Zahl von Proteinen, einschlie3lich lonen-
kanalen und Transkriptionsfaktoren (Toledo-Aral et al., 1995; Minichiello et al., 2002;
Klein et al., 2005). Wie gezeigt werden konnte, ist die PLCy-Bindungsstelle von Trk-
Rezeptoren damit grofdtenteils an Mechanismen beteiligt, die auf die funktionelle
Plastizitat von Nervenzellen einwirken (Minichiello et al., 2002; Gartner et al., 2006).

Durch die Mutation der PLCy-Bindungsstelle von TrkB konnte aulRerdem gezeigt
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werden, dass die Effekte der hier ausgeldsten Signalwege eine eher untergeordnete
Rolle fiir das Uberleben von Nervenzellen spielen dirften, da das Uberleben von
sympathischen Neuronen mit einer solchen TrkB-Mutation nicht gestort war (Atwal et
al., 2000).

1.4.7 Die Transaktivierung von Trk-Rezeptoren

Uberraschenderweise wurde in den letzten Jahren deutlich, dass Trk-Rezepto-
ren auch in Abwesenheit ihrer eigentlichen extrazellularen Liganden aktiviert werden
kénnen. Ahnlich wie zahlreiche andere membranstiandige Rezeptoren (Daub et al.,
1996; Luttrell et al., 1999; Fischer et al., 2003) konnte auch flr Trk-Rezeptoren eine
Transaktivierung durch G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) nachgewiesen
werden (Lee and Chao, 2001; Lee et al., 2002a). Die physiologische Bedeutung
solcher Transaktivierungsereignisse konnte anhand des TrkB-abhangigen Uber-
lebens von Motoneuronen in einem klassischen Nervlasions-Paradigma gezeigt
werden. Ahnlich wie BDNF fiihrt auch die Applikation von CGS21680, eines Ago-
nisten des A,A-Adenosinrezeptors, zu einer TrkB-abhangigen Verhinderung des Ab-
sterbens von Motoneuronen nach Lasion des Fazialisnervs(Wiese et al., 2007). Die
Transaktivierung findet dabei an intrazellularen Membranen statt (Rajagopal et al.,
2004), was nahelegt, dass die gezielte Lokalisation von Trk-Rezeptoren mit daruber
bestimmt, ob eine Transaktivierung durch andere Rezeptorsysteme erfolgen kann
oder nicht. Als Vermittler der Signallibertragung von GPCRs zu Trk-Rezeptoren kon-
nte FYN, ein Mitglied der Src-Kinase Familie, identifiziert werden. FYN kolokalisiert
dabei mit Trk-Rezeptoren an intrazellularen Membranen und transaktiviert diese nach
GPCR vermittelter Aktivierung (Rajagopal and Chao, 2006). In der Zwischenzeit kon-
nten solche Transaktivierungsereignisse auch bei weiteren Rezeptorsystemen beob-
achtet werden. So zeigen beispielsweise Neurone des Striatums eine Dopamin D1-
Rezeptor-abhangige TrkB-Aktivierung (lwakura et al., 2008), und auch neuroprotek-
tive Effekte von Glukokortikoiden konnten auf eine Aktivierung von Trk-Rezeptoren
zuruck gefuhrt werden (Jeanneteau et al., 2008). SchlieRlich konnten Huang et al.
2008 zeigen, dass die Funktionalitat von Moosfasersynapsen in der CA3-Region des
Hippokampus durch die Transaktivierung von TrkB durch Zink-lonen beeinflusst wird
(Huang et al., 2008). Die von Liganden unabhangige Aktivierung bietet offensichtlich
eine Moglichkeit der Zusammenfuhrung vielfaltiger Signale, so dass Trk-Rezeptoren
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in Nervenzellen als integrative Zentren von Stimuli unterschiedlichster Art dienen

konnten.

1.4.8 Die Rolle von BDNF/TrkB-Signalwegen in Nervenzellen

Die Aktivierung von TrkB durch BDNF hat in Nervenzellen eine Vielzahl von
Auswirkungen. Von der frihen Embryonalentwicklung bis hin zum adulten Organis-
mus finden sich unzahlige Ereignisse, in die BDNF/TrkB regulierend eingreift. Wie
bereits in den Abschnitten 1.4.6 und 1.4.7 beschrieben, geht das Wirkungsspektrum
hierbei von Steuerung des Uberlebens, der Proliferation und der Differenzierung von
embryonalen Zellen (Klein et al., 1993; Jones et al., 1994; Schober, 1998; Rohrer et
al., 1999; Gates et al.,, 2000; Turner et al., 2006; Wiese et al., 2007), bis hin zu
funktioneller Modulation adulter Nervenzellen (Korte et al., 1995; Minichiello et al.,
1999; Minichiello et al., 2002; Gartner et al., 2006). Dabei wird die neuronale Funk-
tionalitat nicht nur an bereits bestehenden Synapsen moduliert. Wie kirzlich gezeigt
werden konnte, spielt TrkB auch eine wichtige Rolle in der Etablierung neuronaler
Netzwerke, indem speziell die Differenzierung der dendritischen, postsynaptischen
Bereiche von Kornerzellen im Gyrus dentatus des Hippokampus reguliert wird
(Bergami et al., 2008; Li et al., 2008). Die Stérung solcher Regulationsprozesse hat
damit auch ernste Konsequenzen fur das Verhalten eines Organismus. Nicht nur
Schwachen in Lernen und Gedachtnis, auch Stimmungsschwankungen mit depres-
sionsartigen Zustanden konnen die Folge einer mangelhaften BDNF/TrkB Signal-
Ubertragung sein (Bergami et al., 2008; Egan, 2003; Sen, 2003; Chen et al., 2006).
Aullerdem wurde beobachtet, dass die Wirkung verschiedener antidepressiver The-
rapien von einer regularen BDNF/TrkB-Funktion abhangt (Li et al., 2008; Rantamaki
et al., 2007).

Auch fur die Entstehung der Hirnrinde scheint TrkB von enormer Wichtigkeit
zu sein. Dabei lag der Fokus bisheriger Studien auf der Entwicklung des dorsalen
Telenzephalons, aus dem im weiteren Verlauf der zerebrale Kortex hervorgeht (siehe
oben). Die Expression von TrkB Iasst sich dort bereits ab E9 beobachten (Cheng et
al., 2003). Wie in der Ratte gezeigt werden konnte, wird TrkB dabei vor allem in
jungen Nervenzellen exprimiert, die aus dem proliferativen Zellpool der Ventrikular-
zone hervorgehen und in radialer Richtung in die kortikale Platte einwandern (Behar,
1997). Das Fehlen bzw. die Inhibition von TrkB wahrend der Kortikogenese fuhrt zu

Stérungen der Proliferation neuraler Stammzellen (Bartkowska et al., 2007) und vor
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allem zu einer gestorten Migration neugeborener Neurone (Bartkowska et al., 2007;
Medina et al., 2004). Durch Mutationsstudien konnte hierbei gezeigt werden, dass fur
die korrekte Positionierung von kortikalen Neuronen sowohl das Tyrosin der PLCy-
(Y816) als auch das der Shc-Bindungsstelle (Y515) von TrkB bendtigt wird. Interes-
santerweise erfolgt die Expression des TrkB-Liganden BDNF erst mit Verzégerung
etwa ab E12,5. Eine malgebliche Hochregulation ist sogar erst in postnatalen Sta-
dien zu beobachten (Cheng et al., 2003; Visel et al., 2007; Maisonpierre et al., 1990).
Diese Diskrepanz in der Expression von Ligand und Rezeptor lasst vermuten, dass
TrkB in frihen Phasen der Kortexentwicklung durch alternative Stimuli aktiviert und
reguliert werden muss.

Die Aktivierung von TrkB in kortikalen Vorlauferzellen in frihen Phasen der

Kortikogenese ist Gegenstand dieser Arbeit.

1.5 Der epidermale Wachstumsfaktor und sein Rezeptor

Der epidermale Wachstumsfaktor (EGF) wurde 1962 von Stanley Cohen ent-
deckt (Cohen, 1962). EGF wird als transmembranes Vorlauferprotein mit 1217 Ami-
nosauren (AS) exprimiert, welches erst durch proteolytische Spaltung zum reifen
EGF-Molekul mit 53 AS wird (Carpenter and Cohen, 1979). Das Vorlauferprotein
bindet ebenso wie das reife EGF an den EGF-Rezeptor, wodurch es eine wichtige
Funktion bei Zell-Zell-Kontakten spielt und auch bei der Erzeugung lokaler Stimuli
notwendig ist, die Zellwanderung, Zellwachstum oder auch lokal begrenzte morpholo-
gische Veranderungen einer Zelle regulieren (Yamada et al., 1997; Wong, 2003). Der
EGF-Rezeptor gehort zu einer Rezeptor-Tyrosin-Kinase-Familie, die des Weiteren
noch aus den strukturell verwandten ErbB2, ErbB3 und ErbB4-Rezeptoren besteht
(Yarden and Sliwkowski, 2001; Yarden, 2001).

1.5.1 Die EGF-Rezeptor-Famile

Die EGF-Rezeptor-Proteinfamilie besteht aus den vier Transmembranrezep-
toren EGFR (ErbB1, HER-1), ErbB2 (Neu, HER-2), ErbB3 (HER-3) und ErbB4
(HER-4) (Schlessinger, 2002) und interagiert mit einer Gruppe von 13 extrazellularen
Liganden, die alle Uber eine konservierte EGF-Domane verfliigen. ErbB-Rezeptoren
dimerisieren nach Ligandenbindung, wodurch es zur Aktivierung der intrinsischen

Kinasedomane kommt und spezifische Tyrosinreste in der zytoplasmatischen Doma-
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ne phosphoryliert werden (Yarden and Sliwkowski, 2001). Obwohl ErbB-Rezeptoren
damit als archetypische Vertreter von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen gelten, werden die
von ihnen induzierten Signalwege von der Tatsache beeinflusst, dass sich die einzel-
nen Familienmitglieder zu unterschiedlichen Homo- und Heterodimeren assoziieren
kénnen. Sowohl ErbB2 als auch ErbB3 agieren dabei nicht eigenstandig. So ist
ErbB2 auf der einen Seite nicht fahig, Liganden zu binden (Klapper et al., 1999), auf
der anderen Seite besitzt ErbB3 eine nicht funktionelle intrazellulare Kinasedomane
(Guy et al., 1994). Trotzdem nehmen beide an Liganden-induzierten Signalwegen
teil, indem sie als Ko-Rezeptoren der weiteren ErbB-Familienmitglieder deren
Fahigkeit zur Ligandenbindung und Signaltransduktion modulieren (Graus-Porta et
al., 1997). Die Spezifitat der zellularen Signale wird schlieRlich durch die Natur der an
den aktivierten Rezeptor rekrutierten Molekule bestimmt, wobei es sich hauptsachlich
um Proteine mit Src-Homologie 2-Domanen (SH2) handelt wie Shc, Grb2 oder auch
PLCy (Hynes and Lane, 2005; Yarden and Sliwkowski, 2001). Zusammen mit den
zahlreichen Liganden der ErbB-Familie ergibt sich somit ein sehr breites Spektrum
induzierter Signalkaskaden. Die Regulation von Proliferation, Differenzierung und
Uberleben lauft dabei hauptsachlich iber MAPK-, STAT3-, STAT5- und PI3K-Signal-

wege.

1.5.2 Die Liganden der EGFR/ErbB-Familie
Die Liganden der EGFR/ErbB-Familie bilden eine Gruppe strukturell verwand-

ter Wachstumsfaktoren, die alle eine konservierte EGF-Domane besitzen. (Riese and
Stern, 1998). Neben EGF sind TGFa (transforming growth factor a), Amphiregulin
(AR), HB-EGF (Heparin-binding EGF-like growth factor), BTC (B-cellulin) und
NDF/HRG (Heregulin) weitere Mitglieder dieser Gruppe. Alle diese Wachstumsfakto-
ren besitzen spezifische Bindungseigenschaften. EGF, Amphiregulin und TGFa
binden vor allem an den EGFR, wahrend Betacellulin, HB-EGF und Epiregulin glei-
chermalen an EGFR und ErbB4 binden (Hynes et al., 2001). Die Neureguline (NRG)
stellen eine dritte Ligandenfamilie dar, wobei NRG-1 und NRG-2 an ErbB3 und
ErbB4 binden, wahrend NRG-3 und NRG-4 die Liganden fur ErbB4 sind, jedoch nicht
fur ErbB3 (Zhang et al., 1997; Harari et al., 1999). Ein spezifischer Ligand fur ErbB2
konnte bislang nicht identifiziert werden. Da ErbB2 jedoch als Bindungspartner in
Heterodimeren mit anderen ErbB-Familienmitgliedern identifiziert werden konnte

(Graus-Porta et al., 1997), wird dessen hauptsachliche Funktion in der Modulation
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der Liganden-vermittelten Signaltransduktion von ErbB-Rezeptoren gesehen (Yama-
da et al., 1997; Citri et al., 2003; Carpenter, 2003; Spencer et al., 2000; Zhang et al.,
2007). Die Abbildung 1-7 gibt einen Uberblick tiber die Familie der EGF Rezeptoren

und deren Liganden.
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Abbildung 1-7 : Die Familie der EGF-Rezeptoren und ihre Liganden

Die vier Mitglieder der EGF-Rezeptor-Familie EGFR, ErbB2, ErbB3 und ErbB4 sind strukturell eng
verwandt, mit umfangreichen Homologien sowohl in den extrazellularen Doméanen als auch in den
intrazellularen Kinasedomanen. Obwohl ErbB3 als einziges Familienmitglied keine Kinaseaktivitat be-
sitzt und fur ErbB2 bislang keine Liganden identifiziert werden konnten, nehmen alle EGF-Rezeptoren
an der Signalweiterleitung teil, indem sie nach Ligandenbindung zu Homo- und Heterodimeren unter-
schiedlichster Zusammensetzung dimerisieren kénnen. EGF: epidermal growth factor; HB-EGF: Hepa-
rin binding EGF; NRG: Neuregulin. Modifiziert nach Zhang et al., 2007.

1.5.3 Die Rolle des EGF-Rezeptors im zentralen Nervensystem

Die wichtige Funktion des EGF-Rezeptors fur das zentrale Nervensystem zeigt
sich in der umfassenden Expression in vielen Hirnarealen. So wird der EGF-Rezeptor
beispielsweise in den Purkinjezellen des Kleinhirns, im Gyrus dentatus des Hippo-
kampus und in den Schichten IV und V des zerebralen Kortex exprimiert (Yamada et
al., 1997; Tucker et al., 1993a; Tucker et al., 1993b). In diesem Zusammenhang hat
die Analyse von EGF-Rezeptor knockout Mausen, in denen der EGF-Rezeptor gene-
tisch deletiert wurde, viel zum Verstandnis Uber die Rolle dieses Rezeptors wahrend
der embryonalen und postnatalen Entwicklung beigetragen. Mause ohne funktions-

fahigen EGF-Rezeptor zeigen dabei eine vom genetischen Hintergrund abhangige
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Letalitat zwischen E11,5 (129/SV) bis zu etwa 20 Tagen nach der Geburt (MF1, C3H)
(Sibilia and Wagner, 1995; Threadgill et al., 1995; Miettinen et al., 1995). In den
uberlebenden Mutanten zeigt sich eine voranschreitende Neurodegeneration, die
sich unmittelbar nach der Geburt beginnend vom frontalen Kortex und dem Riech-
kolben bis zum Thalamus ausbreitet, was letztendlich zum umfassenden Verlust von
Nervenzellen und Gliazellen (Astrozyten und Oligodendrozyten) im Gehirn fuhrt
(Sibilia et al., 1998; Kornblum et al., 1998). Zusatzlich kommt es zu einer Migra-
tionsstérung von postmitotischen Nervenzellen im Hippokampus, wodurch Aggre-
gate ektopischer Neurone entstehen, die schliellich ebenfalls in die Apoptose gehen
(Sibilia et al., 1998).

Bereits wahrend der Embryonalentwicklung scheint das Fehlen des EGF-Re-
zeptors die Entwicklung des zentralen Nervensystems insofern zu beeintrachtigen,
als sowohl die radiale als auch die tangentiale Wanderung von neuronalen Vorlaufer-
zellen gestort ist. In EGFR KO-Mausen kommt es dabei eher zu einer Akkumulation
von Vorlauferzellen in den germinativen Zonen, als zu deren Wanderung in Richtung
kortikaler Platte (radiale Wanderung) bzw. in Richtung des Riechkolbens (tangentiale
Wanderung) (Threadgill et al., 1995). Damit Gbereinstimmend fiihrt die Uberexpres-
sion des EGF-Rezeptors im embryonalen Telenzephalon der Ratte zu einer Induktion
radialer Einwanderung in die kortikale Platte (Burrows et al., 1997), und die Infusion
von EGF in den lateralen Ventrikel zu einer Umlenkung von Zellen des RMS in Rich-
tung des Kortex (Craig et al., 1996).

Ontogenetisch gesehen kommt es zur Expression von EGF-Rezeptor mRNA
zuallererst in den germinativen Zonen des zentralen Nervensystems, was darauf hin-
deutet, dass der EGF-Rezeptor zusammen mit seinen Liganden an der Steuerung
von embryonaler Neuroneogenese teilnimmt (Kornblum et al., 1997). Wie gezeigt
werden konnte, bestimmt aulerdem die zeitlich und raumlich regulierte Expression
des EGF-Rezeptors im sich entwickelnden Vorderhirn Uber das Teilungs- und Migra-
tionsverhalten von kortikalen Vorlauferzellen (Burrows et al., 1997). Unter anderem
wird dabei der EGF-Rezeptor bei den asymmetrischen Teilungen in der VZ Uber-
wiegend an die Tochterzelle weitergegeben, die schliel3lich in Richtung der pialen
Oberflache zu wandern beginnt (Sun et al., 2005), was nahe legt, dass EGF-Rezep-
tor-vermittelte Signalwege Uber das Schicksal und den Verbleib von kortikalen Vor-
lauferzellen mitbestimmen. Die wichtige Rolle des EGF-Rezeptors fir das Heran-

reifen kortikaler Nervenzellen konnte weiter unterstrichen werden, als gezeigt wurde,
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dass die chemotaktische Steuerung der radialen Wanderung vom EGF-Rezeptor ver-
mittelt wird (Caric et al., 2001). Auf diese Weise kdnnen Neurone letztlich eine exakt
definierte Position im zerebralen Kortex erreichen, was als notwendige Vorausset-
zung fur eine regulare Differenzierung und die Integration in neuronale Netzwerke zu

sehen ist.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Die Migration von postmitotischen Neuronen wahrend der Entwicklung des
zerebralen Kortex ist ein notwendigerweise strikt regulierter Prozess, um eine kor-
rekte Positionierung von Nervenzellen und die damit verbundene Integration in neu-
ronale Netzwerke zu gewahrleisten. Das Fehlen oder die Inhibition des Neurotrophin-
Rezeptors TrkB fuhrt bereits in frihen Phasen der Kortikogenese zu Stérungen, die
zu einer fehlerhaften Positionierung von kortikalen Nervenzellen in spateren Stadien
fuhren (Bartkowska et al., 2007; Medina et al., 2004). Durch eine stadien- und zell-
typspezifische Deletion von TrkB in kortikalen Vorlauferzellen auf der einen Seite und
die Expression von punktmutierten TrkB-Isoformen auf der anderen Seite konnte ge-
zeigt werden, dass TrkB an der gerichteten Schichtbildung im zerebralen Kortex be-
teiligt ist und dabei die Bindungsstellen fur sowohl Shc/Frs2 als auch PLCy von ent-
scheidender Bedeutung sind (Medina et al., 2004).

Die Aktivierung von TrkB erfolgt klassischerweise durch Liganden-vermittelte
Rezeptordimerisierung, kann aber auch durch Transaktivierung Uber andere Rezep-
torsysteme zustande kommen (Lee and Chao, 2001). Bislang konnten zahlreiche
Rezeptorsysteme identifiziert werden, die funktionell mit TrkB interagieren, darunter
G-Protein gekoppelte Rezeptoren, der Dopaminrezeptor D1 oder auch Glukokorti-
koid-Rezeptoren (Lee and Chao, 2001; Jeanneteau et al., 2008; Iwakura et al.,
2008). In Motoneuronen wurde die physiologische Bedeutung der Transaktivierung
von TrkB Uber den Adenosinrezeptor A2A deutlich. Hier kommt es nach Lasion des
Fazialisnervs zu einer TrkB-abhangigen Erhaltung von Motoneuronen, nicht nur
durch die Applikation von BDNF, sondern auch nach der Gabe eines Adenosin-
rezeptor-Agonisten, der Uber die Transaktivierung von TrkB zum Uberleben von
Motoneuronen beitragen kann (Wiese et al., 2007).

In der vorliegenden Arbeit sollen die Mechanismen der TrkB-Aktivierung im

dorsalen Telenzephalon aufgeklart werden, wobei frihere Stadien der Kortexentwick-
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lung (E10,5-E15,5) im Fokus stehen. Vor dem Hintergrund der verzogerten Expres-
sion des TrkB-Liganden BDNF sind dabei speziell Mechanismen der Transaktivie-
rung, die von anderen Rezeptorsystemen ausgehen, von Interesse. Es soll des
Weiteren untersucht werden, wie die Aktivierung von TrkB die Proliferation, Differen-
zierung und Migration von kortikalen Vorlauferzellen und frihen postmitotischen Ner-
venzellen reguliert. Dazu soll die Lokalisation von TrkB in Bezug auf Zelltyp-Spezifitat
und intrazellulare Verteilung und Dynamik aufgeklart werden. Aufierdem sollen
anhand genetischer Mausmodelle die durch fehlende TrkB-SignallUbertragung ent-

stehenden Stoérungen in der Kortexentwicklung charakterisiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

21.1 Gerate
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese-System

Semi-Dry Western Blot-Kammer

Netzgerat

Zentrifugen

Heizblock

Thermocycler

Horizontal-Elektrophoresekammer

Zellkultur-Inkubatoren

Steril-Werkbank

Kryotom

Material und Methoden

Mini Protean® Tetra Cell
BioRad, Munchen
EBU-4000

C.B.S. Scientific CO.

Del Mar, CA 92014, USA
Standard Power Pack P25
Biometra, Minchen
Centrifuge 5417R
Centrifuge 5804R
Centrifuge 5810R
Eppendorf, Hamburg
Thermomixer 5437
Thermomixer comfort
Eppendorf, Hamburg
Thermocycler personal
Thermocycler gradient
Eppendorf, Hamburg
PEQLAB Biotech. GmbH
Erlangen

Hera cell 240

Hera cell 150

Thermo scientific,
Braunschweig

LaminAir

Heraeus, Hanau

Modell CM 1950

Leica, Wetzlar

«
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Konfokales Mikroskop TCS SP2
Leica, Wetzlar
Entwicklermaschine fur Réntgenfilme X-Omat 2000
Kodak, Stuttgart

2.1.2 Chemikalien

Chemikalien und Ldésungsmittel wurden, wenn im Text nicht anders vermerkt, von
den Firmen Applichem (Darmstadt), Calbiochem (Darmstadt), Roth (Karlsruhe),
Merck (Darmstadt), Serva (Heidelberg) oder Sigma (Munchen) in Analysequalitat
bezogen.

2.1.3 Medien und Antibiotikalosungen fur mikrobiologische Methoden

LB (Luria Bertani)-Flissigmedium (Sambrook et al., 1989)
10 g/l Bacto-Pepton
5 g/l Hefeextrakt
10 g/l NaCl
pH 7,0

LB-Agar (Sambrook et al., 1989)
10 g/l Bacto-Pepton
5 g/l Hefeextrakt
10 g/l NaCl
7,5 g/l Select Agar
pH 7,0

Medien und Agar wurden fur 20 Minuten bei 121 °C im Dampfsterilisator autoklaviert.
Ampicilin (1000X)

50 mg/ml
in ddH,0

«



Kanamycin (1000X)
30 mg/ml
in ddH.0

Material und Methoden

Antibiotikalosungen wurden sterilfiltriert (0,2 um) und bei -20 °C gelagert.

2.1.4 Material fur molekularbiologische Methoden

DNA-GroRRenstandards

Restriktionsendonukleasen

Calf intestine alkaline phosphatase (CIAP)
T4-Ligase

dNTPs (PCR grade)

iProof™ High Fidelity DNA Polymerase

Sequenzierkit

GeneRuler™ 100 bp DNA ladder
GeneRuler™ 100 bp plus DNA ladder

GeneRuler™ 1 kb DNA ladder,
MBI-Fermentas, St.Leon-Roth
MBI-Fermentas, St.Leon-Roth
MBI-Fermentas, St.Leon-Roth
MBI-Fermentas, St.Leon-Roth
MBI-Fermentas, St.Leon-Roth
BioRad, Munchen

Big Dye® terminator v3.1

Applied Biosystems, Darmstadt

21.5 Losungen und Puffer fiir molekularbiologische Methoden

Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

RF1

100mM Rubidiumchlorid
50 mM Manganchlorid

30 mM Kaliumacetat
10 mM Kalziumchlorid-Dihydrat

15 % Glyzerin
pH 5,8
sterilfiltriert

«
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RF2
10 mM 3-Morpholinopropansulfonsaure (MOPS)
10 mM Rubidiumchlorid
75 mM Kalziumchlorid-Dihydrat
15 % Glyzerin
pH 6,8

sterilfiltriert

Alkalische Lyse

Losung |
50 mM Glukose
25 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-HCI pH 8,0
10 mM Ethylendiamintetraacetat

10 pg/ml RNase

Losung Il
0,2 M Natriumhydroxid
1 % SDS (Natriumdodecylsulfat)

Losung lll
60 ml 5 M Kaliumacetat
11,5 ml Eisessig
28,5 ml H,O
- 3 M Kalium, 5 M Acetat

Agarosegelelektrophorese

50X TAE
2 M Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
25 mM Natriumacetat

50 mM Ethylendiamintetraacetat

«
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6X Ladepuffer
30 % Glycerin
0,15 % Bromphenolblau
0,15 % Xylencyanol
1X TAE

Ethidiumbromidlésung

10 pg/mli
Isolation genomischer DNA aus Gewebe

Tail-Lysispuffer
10 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-HCI pH 7,5
100 mM Ethylendiamintetraacetat
150 mM Natriumchlorid
0,5 % SDS
10 mg/ml Proteinase K

TE-Puffer
10 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-HCI pH 7,5
1 mM Ethylendiamintetraacetat

Isolation von RNA aus kortikalen Vorlauferzellen

TRIzol® Reagent Invitrogen GmbH, Karlsruhe

2.1.6 Material fiir proteinbiochemische Methoden

Molekulargewichtsmarker PageRuler™

Prestained Protein Ladder

Fermentas
Protein-G-Agarose Roche Diagnostics, Mannheim
Protease-Inhibitoren Complete Mini®

Roche Diagnostics, Mannheim
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Phosphatase-Inhibitoren Phosphatase Inhibitor Cocktail 1
Sigma
Nitrocellulose Transfer Membran Protran®
Schleicher & Schiill
Filterpapier Gel Blotting Papier
190 g/m?
Schleicher & Schiill
Detektionsldosung Amersham™

ECL™ Western blotting
detection reagents
GE Healthcare UK Limited

Roéntgenkassette Suprema 13 x 18 cm
Dr. Goos

Rontgenfilme Super RX 13 x 18 cm
Fuji Film

2.1.7 Loésungen und Puffer fiir proteinbiochemische Methoden

TBST fiir Western Blot 10X
100 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-HCI pH 7,5
1,5 M NaCl
0,5 % viv TWEENZ20

SDS-PAGE-Trenngelpuffer 4X
1,5 M Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-HCI pH 8,8
0,4 % SDS

SDS-PAGE-Sammelgelpuffer 4X
0,5 M Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-HCI pH 6,8
0,4 % SDS
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SDS-PAGE-Gellaufpuffer 5X
125 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
1 M Glycin
0,5 % SDS

Laemmli-SDS-PAGE-Ladepuffer 2X
100 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-HCI pH 6,8
10 % 2-B-Mercapto-Ethanol
4 % SDS
20 % Glycerin
0,2 % Bromphenolblau

Transferpuffer fur Western Blot 1X
25 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-HCI pH 8,3
150 mM Glycin
10 % Methanol

Lysispuffer (Protein) 1X
25 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-HCI pH 7,5
150 mM NacCl
2 mM Ethylendiamintetraacetat
2 mM Ethylenbis(oxyethylennitrilo)-tetraacetat
10 % Glycerin
0,1 % Nonidet P40

Waschpuffer Hochsalz
50 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-HCI pH 7,5
500 mM NaCl
0,1 % Nonidet P40
0,05 % Natriumdesoxycholat
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Waschpuffer Niedrigsalz
10 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-HCI pH 7,5
0,1 % Nonidet P40
0,05 % Natriumdesoxycholat

Stripping-Puffer
62,5 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-HCI pH 6,8
2 % SDS
0,7 % 2-B-Mercapto-Ethanol

Silberfarbung von Polyacrylamidgelen

Fixierer
40 % v/v Ethanol absolut
10 % v/v Acetat
in ddH,0

Waschlosung
30 % v/v Ethanol
in ddH,0

Sensibilisierungslosung
0,02 % w/v Natriumthiosulfat (Na;S203)
in ddH.0O

Silbernitratiosung
0,2 % w/v Silbernitrat (AgNO3)
0,02 % v/v Formaldehyd
in ddH,0

Entwickler
3 % w/v Natriumkarbonat (Na,CO3)
0,05 % v/v Formaldehyd
in ddH20
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Abstopper
5 % v/v Acetat
in ddH,O

Entfarbelosung A
30 mM Kaliumhexacyanoferrat(lll) (KsFe(CN)g)
in ddH20

Entfarbelosung B
100 mM Natriumthiosulfat (Na;S,03)
in ddH,0

2.1.8 Material fur Immunfluoreszenz-Methoden

Objekttrager 76 X 26 mm
R. Langenbrinck

Emmendingen

Deckglaschen No. 1, 10 mm
Marienfeld GmbH & Co.KG

Lauda-Kdénigshofen
Fettstift Liquid Blocker

Super Pap-Pen-Mini

SCI Science Services, Miinchen

2.1.9 Losungen und Puffer fur Imnmunfluoreszenz-Methoden

Gefrierschnitte

O.C.T.™ Einbettmedium
Tissue Tek®
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Phosphatpuffer
2 M Naz;HPO4-Dihydrat
2 M NaH,PO4-Dihydrat
pH 7,4

PBS 1X

PAA Laboratories, A-Pasching
pH 7,4

Fixierlosung
4 % wi/v Paraformaldehyd
0,15 M Phosphatpuffer

Entwasserungsldosung
30 % w/v Sacharose
0,15 M Phosphatpuffer

TBS 10X
100 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-HCI pH 7,4
1,5 M Natriumchlorid

Blockpuffer (IHC)
1IXTBS pH 7,4
7,5 % vlv Serum
1 % w/v BSA
0,3 % v/v TritonX-100

Waschpuffer
1IXTBSpH 7,4
0,1 % viv TWEEN20

Kernfarbstoff
4' 6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid (DAPI)
Stock: 1 mg/ml
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Einbettmedium
100 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-HCI pH 8,0
10 % w/v Mowiol® 40-88
25 % v/v Glycerin

2.1.10 Kits

Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden
EndoFree® Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden
QIAquick® PCR Purification Kit Qiagen, Hilden
QIAquick® Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden
DyeEx™ 2.0 Spin Kit Qiagen, Hilden

Cell Surface Protein Isolation Kit Fisher Scientific GmbH,

Schwerte

1% Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) Roche, Mannheim

Enzymatic Protein Deglycosylation Kit Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Munchen

Immunoprecipitation Kit (Protein G) Roche, Mannheim

Catch and Release v2.0 Millipore GmbH,
Schwalbach/Ts

In Situ Cell Death Detection Kit, TMR red Roche, Mannheim
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2.1.11 Antikorper

«

Tabelle 2-1: Ubersicht verwendeter Primarantikorper

Primarantikorper
Antikorper/Antigen | Referenz Wirtsorganismus | Anwendung | Verdiinnung
Cell Signaling . .
Akt #9272 Kaninchen WB 1:1000
pAkt Cell Signaling , ,
(8473) #9271 Kaninchen WB 1:1000
panCadherin Q:ggngs Maus WB 11000
Doublecortin (DcX) gr;%n;gf 8 Meerschweinchen :ﬁg 1 2888
Santa Cruz 1:100
EGFR # 5-81449 Maus P (5 ug/mi)
EGFR Santa Cruz Kaninchen WB 1:1000
#sc-03
R&D Systems . )
EGFR 4 AF1280 Ziege HC 1:500
PEGFR (Y992) g‘;"zgégna"”g Kaninchen WB 11000
Santa Cruz . .
ERK1 4 50-153 Kaninchen WB 1:1000
ERK2 Santa Cruz Kaninchen W8 1:1000
#sc-94
DERK1/2 (Y202/Y204) gg’g gégna"”g Maus WB 11000
Calbiochem .
GAPDH #CB1001 Maus WB 1:1000
Chemicon .
GFAP # MAB3402 Maus ICC 1:1000
Santa Cruz . )
GFP 450-8334 Kaninchen WB 1:500
Covance WB 1:1000
HA #HA.11 16B12 Maus B 1:150
pHistone H3 ($10) 22%3‘12‘955 Kaninchen IHC 1:500
Chemicon . )
Map2 4 AB5622 Kaninchen ICC 1:1000
. Millipore i
Nestin #MAB353 Maus ICC 1:1000
Pax6 Developmental Studies Maus HC 1:10
Hybridoma Bank Pax6 ICC 1:10
Abcam . .
RFP 4 2b28664 Kaninchen WB 1:500
Santa Cruz . )
TrkB 4508316 Kaninchen ICC 1:500
BD Bioscience )
TrkB 610101 Maus WB 1:1000
pTrkA/B-SHC Cell Signaling Kaninchen WB 1:500
(Y490/Y515) #9141 [HC 1:500
Labor M. V. Chao WB 1:1000
pTrkB-PLCy # 18664 . ICC 1:1000
(Y816) 11/01/07 Kaninchen e 1000
Fraktion # 6 '
. Developmental Studies .
B-IlI-Tubulin Hybridoma Bank E7 Maus WB 1:1000
oTyrosin gizt‘;&rgz Maus WB 11000
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Sekundarantikorper
Antikorper/Antigen Referenz Wirtsorganismus | Anwendung | Verdiinnung
a-Kaninchen-POD Jac":??g”}'_‘&gg‘_’ggzear"h Ziege WB 1:10000
Jacksonlmmunoresearch . )
a-Maus-POD #115-035-003 Ziege WB 1:10000
Jacksonlmmunoresearch . )
0-Maus-Cy2 #115-225-003 Ziege IF 1:400
Jacksonlmmunoresearch . .
0-Maus-Cy3 #115-165-003 Ziege IF 1:400
Jacksonlmmunoresearch . )
o-Maus-Cy5 #115-175-003 Ziege IF 1:400
a-Kaninchen-Cy2 Jac"sg’;z”m‘;g‘_’g%zeamh Ziege IF 1:400
a-Kaninchen-Cy3 Ja“ks:’m[q%g‘fg%zea"’h Ziege IF 1:400
a-Kaninchen-Cy5 Jac"sﬁ?mﬂt;g‘f(;%zea"’h Ziege IF 1:400
a-Meerschweinchen-Cy3 Jacks#? qzngtggr;?:%séearch Ziege IF 1:400
, Abcam , IF 1:400
a-Meerschweinchen-Cy2 # ab6964 Ziege Strelfontest 1200
. JacksonImmunoresearch ,
0-Ziege-Cy2 #705-225-003 Esel IF 1:400
a-Kaninchen-Cy3 Jac"sﬁ?’mﬂgg‘fg‘;zea"’h Esel IF 1:400
a-Kaninchen-Atto647N S'gg“géﬁg"’h Ziege IF-STED 1100
Tabelle 2-2: Ubersicht verwendeter Sekundarantikorper
2.1.12 Synthetische Oligonukleotide
Oligonukleotide fiir Klonierungen
Name Sequenz Zweck
Egﬁ; ; 5"-GGA CGA ATT CGA TGT CGC CCT GG-3" Amplifikation
BamHI- von NTRK2
Reverse 5-GCG TGG ATC CCT AGC CTA GGA TAT CCA GG-3 fur pCR2.1
xhor 5".CGT TAA CTC GAG CCA TGG GCA GCA ACA AGA GC-3 Amplifikation
BAMHI- von ¢SRC flr
REV-2 5-GTA TCA GGA TCC TGC GCA CAC AGT CCG TAT AGG-¥ pLVX
ggxml- 5"-CGT TAA CTC GAG CCA TGG GCT GTG TGC AAT G-3" Amplifikation
EYN BAMHI- von FYN flr
REV-2 5-GTATCA GGATCC CCT GACAGG TTT TCA CCA GGT TGG-3° pLVX

Tabelle 2-3: Fiir Klonierungen verwendete Oligonukleotide
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Oligonukleotide fiir die Genotypisierung

Name Sequenz Linie
TrkB sense 5-TCG CGT AAA GAC GGA ACA TGA TCC-3
: : #95
TrkB wt 5"-AGA CCA TGA TGA GTG GGT CGC C-3 NTRK2 KO
TrkB ko 5-GAT GTG GAA TGT GTG CGA GGC C-3°
R4 5-GCC TGT GTC CGG GTC TCG TCG-3'
; ; # 96
R6 5-CAA CCA GTG CAC CTA GCC TGG C-3 EGFR KO
LacZ100 5-GGA TAA TGC GAA CAG CGC ACG GCG-3°
BD2A 5-GTG TCT ATC CTT ATG AAT CGC C-3°
; : #74
BKO-1 5"-ATA AGG ACG CGG ACT TGT ACA-3 BONE KO
3'NEO 5-GAT TCG CAG CGC ATC GCC TT-3°
olMR 130 5-CCT GGC TTC TTT ACA TCT CG-3
oIMR 131 5'.TGG AGG ATT ATG TGG GCA AC-3' Nﬁ e?io
olMR 132 5°-GGG AAC TTC CTG ACT AGG GG-3'
Tabelle 2-4: Fiir Sequenzierungen verwendete Oligonukleotide
Oligonukleotide fiir RT-PCR
Name Sequenz Zweck
B-actin sense 5-TGC CCA TCT ACG AGG GCT-3’ Kontrolle der
eingesetzten
B-actin antisense 5-TAG AAG CAC TTG CGG TGC-3" RNA-Menge
NTRK2ISO-FD 5'.AGC CTT CTC CAG GCA TCG TGG-3’ Untefscﬁfgung
von | rkb-
NTRK2ISO-REV 5-GTG TGT GGC TTG TTT CAT TCA TGT GC-3° Isoformen mit N-
terminal
Rekbrev 5".CAA TCA CCA CCA CGG CAT AGA CC-3' erminaier
Deletion
NTRK2-1TK- 5°-CCT TTA TCT CAG CTA CCC ATC-3°
NTRK2-2TK- 5°-CCA GTG GGA TCT TAT GAA ACA-3’ Unterscheidung
. " von TrkB-
NTRK2-1TK+ 5 -TGC TCT GGG CAG AGG TTG T-3 Isoformen mit
NTRK2-2TK+ 5"-AAC TTT CCC GAA GGC TCC TT-3' und ohne
Tyrosinkinase-
NTRK2-FD 5°-GAA GAT GAC GTT GAA GCT TAC G-3° Domane
TrkBvor 5°'-TGA AAC AAG CCA CAC ACA GGG C-3°

Tabelle 2-5: Fiir RT-PCR verwendete Oligonukleotide
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Name Sequenz Zweck
M13 forward 5' GTA AAA CGA CGG CCA GT-3'
T7 5'-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3'
mNTRK2_Seq1 | 5-CAA GCT GAC GAG TTT GTC CA-3’
mNTRK2_Seq2 | 5-TTT GGT TTC CAA GCA CAT GA-3’ Sequenzierung von
- - NTRK2-Linkerfragment
mNTRK2_Seq3 | 5"-ACT ACA CCC TGA TGG CCA AG-3 in pCR2.1
MNTRK2_Seq4 | 5-GAA GAG GGA ACT TGG GGA AG-3°
mNTRK2_Seq5 | 5-AAA TCG CAG CAG GTATGG TC-3’
mMNTRK2_Seq6 | 5-ACA CCC GGA AGA ACA TCA AG-3°
DsRed F 5-CCA CTA CAC CTG CGA CTT CAAGAC C-3° Sequenzierung von pLVX-
. : DsRed bzw. pLVX-AcGFP
cSRC 1R 5-GGA GTT GAA GCC TCC GAA GAG CTT GG-3’
cSRC 1F 5-GCT CTG GCA GGT GGG GTG ACC-3 Sequenzierung der
cSRC 2F 5-CCT ACT GCC TCT CTG TAT CCG ACT TCG-3" | kodierenden Region von
¢SRC 3F 5'-CAT GTC CCC AGA GGC CTT CCT GC-3" eSRC
cSRC 4F 5-CAA GGT GCC AAATTC CCC ATC AAG TGG-3"
FYN-3° 5-CTA TAG GAT GCC CTG CCC ACA GG-3°
FYN-5 5-GCT GCG TGGAAGTTG TTG TAG TTC G-3°
FYN_SEQ_F1 | 5-CCA CCC CAT TGA CGT CAA TGG-3' Sequenzierung der
: - kodierenden Region von
FYN_SEQ_F2 | 5-CGT CTC ATA CGG GGA CCT TGC-3 FYN
FYN_SEQ_F3 | 5-CCC AGT TTG AAA CAC TTC AGC AG-3’
FYN_SEQ_F4 | 5-GGA CAT GGC AGC ACA GGT GG-3’
Tabelle 2-6: Fiir Sequenzierungen verwendete Oligonukleotide
2.1.13 Plasmide
Name Zweck Herkunft
Uberexpression von HA-TrkB in kortikalen Y.A. Barde
PRe-HA-TrkB Vorlauferzellen (Bibel et al., 1999)
oLV-X-DsRed-dncSRC Ube[expressmn von dncSRC in kortikalen diese Arbeit
Vorlauferzellen
oLV-X-dnFYN-ACGFP Ube[expressmn von dnFYN in kortikalen diese Arbeit
Vorlauferzellen

Tabelle 2-7: Ubersicht verwendeter Plasmide
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2.2 Methoden

2.21 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

FiUr die Herstellung chemisch kompetenter Bakterien wurde zunachst 25 ml
einer Ubernachtkultur des Stammes HB101 angesetzt, die dann in einer Verdiinnung
von 1:20 flr das Animpfen einer weiteren Kultur von 200 ml benutzt wurde. Die Bak-
teriensuspension wurde bei 37 °C inkubiert und nach Erreichen einer optischen Dich-
te bei 600 nm von 0,45-0,5 fur 15 min auf Eis gelagert. Die Kultur wurde dann in
50 ml Reaktionsgefalde Uberfuhrt und bei 2250 g fur 15 min bei 4 °C pelletiert. Der
Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 68 ml eiskaltem RF1 resuspendiert und fiir
weitere 15 min auf Eis gelagert. Danach erfolgte das Sedimentieren der Bakterien-
suspension bei 1800 g fur 15 min bei 4 °C und die Resuspension des Pellets in 16 ml
eiskaltem RF2. Nach 15 minutiger Lagerung auf Eis wurde die Suspension zu je 100
und 200 pl aliquotiert, in flissigem Stickstoff schockgefrostet und schlieBlich bei
- 80 °C eingelagert.

2.2.1.2 Transformation von Bakterien mit Plasmid-DNA

Das Einbringen von Plasmid-DNA in Bakterien wurde mittels der chemi-
schen Transformation erreicht. Dazu wurden chemisch kompetente Bakterien des
Stammes HB101 mit 1-50 ng Plasmid-DNA vermischt und fur 30 min auf Eis in-
kubiert. Anschliel3end erfolgte ein Hitzeschock bei 42 °C fur 90 sek und die erneute
Lagerung der Bakteriensuspension auf Eis fur 1 min. Nach Zugabe von 1 ml LB-
Medium (RT) wurden die Proben fir 1 h bei 750 rpom und 37 °C im Thermomixer
(Eppendorf) geschittelt. Fir das Ausplattieren der Kulturen wurden Agarplatten (LB
+ Antibiotikum) benutzt, auf die je 10 und 90 % der gesamten Bakteriensuspension
ausgestrichen wurden. Die Agarplatten wurden anschlieRend ubernacht bei 37 °C
inkubiert. Das Ansetzen von klonalen Ubernachtkulturen wurde am folgenden Tag
durch das Picken einzelner Bakterienkolonien und deren Uberfiihrung in ein ent-

sprechendes Selektionsmedium erreicht.
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2.2.1.3 Isolation von Plasmid-DNA mittels alkalischer Lyse

Im analytischen Maldstab wurde die Isolierung von Plasmid-DNA aus Bak-
terienkulturen mittels der alkalischen Lyse (Birnboim and Doly, 1979) durchgefuhrt.
Dazu wurden 3 ml einer Ubernachtkultur (LB + Antibiotikum) bei 12000 g fiir 30 sek
sedimentiert und anschlieRend der Uberstand durch Absaugen entfernt. Das Pellet
wurde dann in 100 ul eiskalter Losung | durch Vortexen resuspendiert, woraufhin
200 pl Lésung Il hinzugegeben wurden. Nach Mischen der Proben durch Invertieren
erfolgte das Ausfallen von Proteinen mittels Zugabe von 150 pl eiskalter Losung Il
Nach 5-minutiger Lagerung der Proben auf Eis wurden die Prazipitate durch Zentrifu-
gation bei 12000 g fiir 5 min bei 4 °C pelletiert. Nach dem Uberfiihren des Uber-
stands in ein neues Reaktionsgefal} erfolgte die alkoholische Fallung der Plasmid-
DNA durch die Zugabe von 900 pl 100 % Ethanol. Die ausgefallene DNA wurde dann
bei 12000 g fur 5 min bei 4 °C pelletiert. Das Pellet wurde daraufhin mit 1 ml 70 %
Ethanol gewaschen und erneut bei 12000 g fir 5 min bei 4 °C sedimentiert. Nach der
Lufttrocknung des Pellets wurde je nach zu erwartender DNA-Menge zwischen 30
und 100 pl H2O fur die Resuspendierung des Pellets verwendet. Die Reinheit und die
Konzentration der DNA-L&sungen konnten anschlieRend am Photometer (Eppendorf)

bestimmt werden.

2.2.1.4 Praparative Isolation von Plasmid-DNA

Fur die Isolation von Plasmid-DNA im praparativen Mal3stab wurden 100 bis
200 ml einer Ubernachtkultur (LB + Antibiotikum) bei 6000 g fiir 15 min bei 4 °C sedi-
mentiert und mittels des Endofree Plasmid Maxi Kit von Qiagen aufgereinigt. Die
Durchfuhrung erfolgte dabei nach den Angaben des Herstellers. Die erhaltenen
DNA-Pellets wurden schlieBlich in 200-400 pl H,O aufgenommen. Sowohl Reinheit
als auch Konzentration der DNA-LOsung wurden am Photometer (Eppendorf) be-

stimmt.

2.2.1.5 Isolation von genomischer DNA

Zum Zweck der Genotypisierung von Mausembryonen wurde genomische
DNA aus Gewebestucken isoliert. Dazu wurde den Mausembryonen zum Prapara-
tionszeitpunkt das Schwanzchen abgetrennt und in 200 pl Tail-Lysispuffer Uberfuhrt
und Ubernacht bei 60 °C unter Schutteln im Thermomixer (Eppendorf) inkubiert. Der
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Probe wurden dann 170 pul einer 5 %igen SDS- und 70 pl einer 3 M Natriumchlorid-
Idsung zugegeben und unter sorgfaltigem Vortexen vermischt. Die Abtrennung von
Proteinen erfolgte durch die Zugabe von 750 ul Chloroform und dem anschliellenden
Vortexen zur kompletten Durchmischung der Probe. Die Trennung der Phasen wurde
durch die Zentrifugation bei 20000 g fur 10 min bei 4 °C erreicht. Die obere, wassrige
Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal® uberfuhrt und erneut mit 750 ul Chloro-
form versetzt, wie oben beschrieben vermischt und durch Zentrifugation getrennt. Die
DNA in der wassrigen Phase wurde durch Zugabe von 1 ml 100 % Ethanol gefallt
und bei 20000 g fur 10 min bei 4 °C pelletiert. Das DNA-Pellet wurde mit 500 pl 70 %
Ethanol gewaschen und erneut sedimentiert. Die endgultige Aufnahme des Pellets
erfolgte in 100 ul TE-Puffer.

2.2.1.6 Restriktionsverdau

Der enzymatische Restriktionsverdau von DNA wurde unter der Verwendung
entsprechender Restriktionsendonukleasen und Puffer nach Herstellerangaben
durchgefuhrt. Dabei wurden fur analytische Zwecke je 1 ug, fur praparative Zwecke
bis zu 5 pg Plasmid-DNA verdaut. Der Einzelverdau von Plasmid-DNA erfolgte in
einem Standardvolumen von 20 ul, der Doppelverdau mit Benutzung zweier Restrik-
tionsendodnukleasen in bis zu 40 pyl Endvolumen. Dabei Uberschritt der Anteil an Re-
striktionsenzym nie 1/10 des Gesamtvolumens. Die Proben wurden fur 1 Stunde bei
37 °C (oder entsprechend abweichender, Enzym-abhangiger Inkubationstemperatur)
inkubiert und der Verdau durch Zugabe von Ladepuffer abgestoppt. Die erhaltenen
DNA-Fragmente wurden schliel3lich durch Gelelektrophorese im Agarosegel aufge-

trennt und analysiert.

2.2.1.7 DNA-Gelelektrophorese

Die analytische und praparative Auftrennung von DNA-Fragmenten anhand
ihres Molekulargewichts erfolgte in Agarose-Flachbett-Gelen. Die Agarosekonzen-
tration richtete sich dabei nach der Grélie der aufzutrennenden DNA-Fragmente und
bewegte sich zwischen 0,8 und 1,2 % Agarose in 1X TAE. Die Gelelektrophorese
wurde in 1X TAE bei einer Spannung von 15 V/cm? durchgefiihrt. Die Zugabe des in
die DNA interkalierenden Farbstoffes Ethidiumbromid (0,4 mg/ml) erlaubte schliefl3-

lich die fotografische Dokumentation der Fragmente an einem UV-Transilluminator.



Material und Methoden

2.2.1.8 Gelextraktion aufgetrennter DNA-Fragmente

Die Aufreinigung von Plasmid-DNA beziehungsweise PCR-Produkten ge-
genuber Bestandteilen vorausgegangener Reaktionen wurde durch gelelektropho-
retische Auftrennung der entsprechenden Ansatze erreicht. Aus dem Agarosegel
wurden daflr die jeweiligen DNA-Fragmente heraus geschnitten und anschlief3end
mit Hilfe des Qiaex Gel Extraction Kit (Qiagen) gemal den Angaben des Herstellers
aufgereinigt. Dabei wird die Abtrennung von Salzen, Proteinen, Farbstoffen, Nukleo-
tiden und Agarose durch das selektive und reversible Binden der DNA an eine
Kieselgel-Matrix erreicht. Nach der Elution in alkalischem Milieu konnte die so gerei-

nigte DNA direkt fur Ligationen eingesetzt werden.

2.2.1.9 Dephosphorylierung von 5°-Phosphatgruppen

Um die Religation von kompatiblen DNA-Enden eines linearisierten Vektors
in Ligationsreaktionen zu verhindern, wurde die Dephosphorylierung von 5°-Phos-
phatgruppen durchgefiihrt. Dazu wurde der Verdaureaktion flr abschliel3ende 30 min
1 I alkalische Phosphatase (Calf intestinal alkaline phosphatase, CIAP) hinzugefligt
und bei 37 °C inkubiert. Durch die anschlielende Inkubation bei 85 °C fur 15 min
wurde das Enzym thermisch inaktiviert. Der linearisierte und dephosphorylierte
Vektor wurde letztlich wie oben beschrieben gelelektrophoretisch aufgereinigt und

konnte dann fir Ligationen eingesetzt werden.

2.2.1.10 Ligation von DNA-Fragmenten

Kompatible DNA-Enden wurde mit Hilfe der T4-DNA-Ligase ligiert. Dieses
Enzym katalysiert dabei die Bildung einer Phosphodiesterbindung zwischen der
3"-OH-Gruppe am Ende eines DNA-Molekulls und der 5°-Phosphatgruppe am Ende
eines Anderen. Als Energiequelle flr diese endergonische Reaktion dient in euka-
ryotischen Zellen ATP. Bei der Ligation eines linearisierten Vektors mit einem ent-
sprechenden Insertfragment wurde stets ein molares Verhaltnis von 1:3 eingehalten,
wobei zwischen 25 und 50 pg des Vektors verwendet wurden. Die Inkubation der

Ligationsreaktion erfolgte Ubernacht bei 16 °C.
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Bestandteil Menge
Linearisierter Vektor X Ml (25-50 ng)
Insert y i
T4-Ligase 1 pl

10X Ligationspuffer 2 ul

ATP [10 mM] 1l
ddH20 add 20 pl

Tabelle 2-8: Ligationsansatz

2.2.1.11 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration von isolierter DNA oder RNA in wassriger Losung wurde
photometrisch mit dem Biophotometer (Eppendorf, Hamburg) tUber die Absorption bei
einer Wellenlange von 260 nm bestimmt. Dort besitzen die Basen der Nukleinsauren
ihr Absorptionsmaximum. Geldste Nukleinsauren wurden in einer Verdinnung von
1:50 bzw. 1:20 gegen den entsprechenden Leerwert gemessen. Im Falle von DNA
entspricht dabei eine ODys von 1 einer etwaigen Konzentration von 50 ug/ml, bei
RNA von 40 pg/ml. Zusatzlich konnen durch die Quotienten OD20/OD2gp und
OD260/OD230 Informationen Uber die Reinheit der Probe gewonnen werden. Die Ab-
sorption bei 280 nm zeigt die Verunreinigungen durch Proteine, wahrend Peptide,
aromatische Verbindungen und Kohlenhydrate bei 230 nm ihr Absorptionsmaximum
haben. In Tabelle 2-9 ist zusammengefasst, wie von der OD auf die Konzentration
geschlossen werden kann, und welchen Wert die Quotienten 260/280 bzw. 260/230

bei reinen Proben annehmen sollten.

Art der Nukleinsaure Konzentration bei OD2g0 = 1 OD260/ OD230 OD260/ OD23¢
dsDNA 50 ug/ml 1,8 2,2
ssDNA 37 ug/ml 1,8 2,2
RNA 40 pg/ml 2,0 2,2
Oligonukleotide 30 ug/ml 1,8 2,2

Tabelle 2-9: Photometrische Bestimmung von Konzentration und Reinheit von Nukleinséuren



Material und Methoden

2.2.1.12 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die 1985 von Kary Mullis eingeflhrte Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
(Saiki et al., 1985) erlaubt die exponentielle Amplifikation einer spezifischen DNA-
Sequenz, die durch die Wahl der jeweiligen Lage von so genannten Primer-DNA-
Sequenzen festgelegt werden kann. Die klassische PCR-Reaktion besteht aus drei
grundlegenden Schritten, der Denaturierung, der Primerhybridisierung (Annealing)
und der Elongation.

Zur Trennung des DNA-Doppelstrangs wurde die anfangliche Denaturie-
rung von Plasmid-DNA oder genomischer DNA bei 95 °C durchgefuhrt, wonach ein
Absenken der Temperatur im nachsten Schritt die Anlagerung der Primersequenzen
ermoglichte. Die Annealingtemperatur richtete sich dabei nach der jeweiligen
Schmelztemperatur der verwendeten Primer. Im darauf folgenden Elongationsschritt
wurden komplementare DNA-Strange ausgehend von den Primern von der hitzesta-
bilen DNA-Polymerase bei 68 °C synthetisiert. Durch die mehrmalige Wiederholung
dieses Ablaufs konnte so die Template-DNA in exponentiell vervielfaltigt werden. Die
Analyse der jeweils erhaltenen PCR-Produkte erfolgte durch deren Auftrennung mit-

tels Agarose-Gelelektrophorese.

Standard PCR Ansatz
Bestandteil Menge Endkonzentration
Template-DNA 10-500 ug
DNA-Polymerase [5 U/pl] 0,5-1 pl 0,05-0,1 Units
10X PCR-Puffer (15 mM MgClz) 5ul 1X (1,5 mM MgCl2)
Betain [5M] 10 pl 1M
dNTP-Mix [10 mM] 1l 200 uM
Forward-Primer [10 uM] 1l 200 nM
Reverse-Primer [10uM] 1ul 200 nM
ddH.0 add 50 pl

Tabelle 2-10: Standard-PCR-Ansatz
PCR-Programme Genotypisierung

PCR-Programm NTRK2

Schritt Temperatur Dauer Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 94 °C 3 min

Denaturierung 94 °C 30 sek

Primer-Annealing 60 °C 30 sek 30
Elongation 68 °C 60 sek

Terminale Elongation 68 °C 5 min

Haltestellung 4°C oo

Tabelle 2-11: PCR-Programm NTRK2
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PCR-Programm EGFR

Schritt Temperatur Dauer Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 94 °C 2 min

Denaturierung 94 °C 30 sek

Primer-Annealing 55°C 40 sek 35
Elongation 68 °C 90 sek

Terminale Elongation 68 °C 5 min

Haltestellung 4°C oo

Tabelle 2-12: PCR-Programm EGFR

PCR-Programm BDNF

Schritt Temperatur Dauer Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 94 °C 2 min

Denaturierung 94 °C 30 sek

Primer-Annealing 60 °C 45 sek 35
Elongation 68 °C 2 min

Terminale Elongation 68 °C 10 min

Haltestellung 4°C oo

Tabelle 2-13: PCR-Programm BDNF

PCR-Programm NT-3

Schritt Temperatur Dauer Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 94 °C 5 min

Denaturierung 94 °C 30 sek

Primer-Annealing 56 °C 30 sek 35
Elongation 68 °C 30 sek

Terminale Elongation 68 °C 7 min

Haltestellung 4°C oo

Tabelle 2-14: PCR-Programm NT-3

2.2.1.13 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA wurde nach der Didesoxy-Kettenterminations-
methode nach Sanger (Sanger et al., 1977) durchgefuhrt. Dazu wurde die betref-
fende DNA zunachst unter Verwendung von entsprechenden Primern durch Poly-
merasekettenreaktion amplifiziert, wobei spezielle Nukleotide verwendet wurden, die
in zufalliger Art und Weise zu Kettenabbriichen fuhren und somit ein Gemisch aus
unterschiedlich langen DNA-Fragmenten entstehen lassen. Durch Fluoreszenz-
kopplung der verwendeten Nukleotide kann anschlieRend mit Hilfe einer Gelelektro-
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phorese und entsprechender Analyse am Sequenziergerat Applied Biosystems 3130
Genetic Analyzer die ursprungliche Sequenz des DNA-Teilstucks ermittelt werden.

PCR-Ansatz Sequenzierung

500 ng Plasmid-DNA X Ml
BigDye® Terminator Mix 2 ul
Sequenzierpuffer 4 ul
10 M Primer 1 pl
ddH20 13-x pl
Gesamtvolumen 20 pl

Tabelle 2-15: PCR-Ansatz fiir Sequenzierungen

PCR-Programm Sequenzierung

Schritt Temperatur Dauer Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 94 °C 60 sek

Denaturierung 94 °C 15 sek

Primer-Annealing 54-58 °C 15 sek 25
Elongation 60 °C 4 min

Haltestellung 4°C 00

Tabelle 2-16: PCR-Programm fiir Sequenzierungen

2.2.1.14 Isolation von Gesamt-RNA aus kortikalen Vorlauferzellen

Die Isolation von RNA aus kortikalen Vorlauferzellen wurde mit der so ge-
nannten Guanidin Schwefelcyanat-Phenol-Chloroform Extraktion nach Chomczynski
und Sacchi durchgefuhrt (Chomczynski and Sacchi, 1987). Daflr wurde das Rea-
genz TRIzol® von Invitrogen benutzt, wobei die Angaben des Herstellers befolgt
wurden. Die gewaschenen kortikalen Vorlauferzellen wurden dabei direkt in je 1 ml
TRIzol® aufgenommen und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Vor-
texen der Proben wurde pro 1 ml TRIzol® je 200 ul Chloroform zugegeben, durch
Vortexen sorgfaltig vermischt und erneut fur 3 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Durch die anschlieRende Zentrifugation der Proben bei 12000 g fir 15 min bei 4 °C
wurde die Phasentrennung in eine untere Phenol/Chloroform-Phase, eine Interphase
und eine obere wéassrige Phase erreicht. Nach dem Uberflihren der wassrigen Phase
wurde die dort enthaltene RNA mit 500 pl 100 % Isopropanol ausgefallt und far

10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die ausgefallene RNA wurde schlie3lich durch
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Zentrifugation bei 12000 g fir 10 min bei 4 °C sedimentiert und zweimal mit 1 ml
70 % Ethanol gewaschen. Das luftgetrocknete RNA-Pellet wurde in 50 yl DEPC-

Wasser geldst. Zuletzt wurde der RNA-Gehalt der Proben photometrisch bestimmt.

2.2.1.15 RT-PCR

Die Technik der RT-PCR wurde benutzt, um Informationen Uber das Ex-
pressionsmuster des Neurotrophin-Rezeptors TrkB in kortikalen Vorlauferzellen zu
erhalten. Dabei wurde zunachst die wie oben isolierte Gesamt-RNA der kultivierten
Zellen mit Hilfe des Enzyms AMV Reverse Transkriptase in einzelstrangige cDNA
umgeschrieben. Diese wurde dann als Template flr eine PCR mit spezifisch ausge-
wahlten Primern benutzt, so dass das Vorkommen unterschiedlicher TrkB-lsoformen
untersucht werden konnte.

Fir die cDNA-Synthese und anschlieRende RT-PCR wurde das 1st Strand
cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) von Roche verwendet.

cDNA-Synthese

Bestandteil Volumen Endkonzentration
Gesamt-RNA variabel 20 ng/pl
AMV Reverse Transkriptase 0,8 pl = 20 Units
10X Reaktionspuffer 2,0 pl 1X

MgCl2 [25 mM] 4,0 pl 5mM
Primer, random Hexamer 2,0 ul 0,08 Azs0 Units
dNTP-Mix 2,0 pl 1 mM
RNase Inhibitor 1,0 ul 50 Units
ddH20 add 20 pl

Tabelle 2-17: Ansatz zur cDNA-Synthese aus isolierter Total-RNA

Inkubation
Temperatur Dauer
25°C 10 min
42 °C 60 min
95°C 5 min
4°C o0

Tabelle 2-18: Inkubationszeiten der Reaktion zur cDNA-Synthese aus isolierter Total-RNA
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RT-PCR
Bestandteil Menge Endkonzentration
Template-cDNA 2 ul
DNA-Polymerase [5 U/pul] 1 pl 0,1 Units
10X PCR-Puffer (15 mM MgCl,) Sul 1X (1,5 mM MgCl,)
Betain [5M] 10 pl 1M
dNTP-Mix [10 mM] 1l 200 uM
Forward-Primer [10 pM] 1Ml 200 nM
Reverse-Primer [10uM] 1 ul 200 nM
ddH20 add 50 pl

Tabelle 2-19: RT-PCR-Ansatz zur Unterscheidung von TrkB-Isoformen

RT-PCR-Programm
PCR-Programm ,Seq”

Schritt Temperatur Dauer Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 94 °C 2 min

Denaturierung 94 °C 30 sek

Primer-Annealing 57 °C 30 sek 25
Elongation 68 °C 110 sek

Haltestellung 4°C 0

Tabelle 2-20: PCR-Programm der RT-PCR zur Unterscheidung von TrkB-Isoformen

Die abschlieRende Analyse der erhaltenen PCR-Fragmente erfolgte durch die elek-

trophoretische Auftrennung der Proben in 0,8-1-%igen Agarosegelen.

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1 Herstellung von Zell-Lysaten

Zur Herstellung von Lysaten wurden primare Zellen auf 60 mm bzw. 100 mm
Zellkulturschalen ausgesat und in Proliferationsmedium bis zu einer Konfluenz von
etwa 70-80 % bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Es folgten ein Mediumswechsel zu
Differenzierungsmedium und eine weitere Inkubation fur 24 h. Die Zellen wurden
dann wie angegeben behandelt und zu unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet. Dazu

wurden die Zellkulturschalen in PBS (eiskalt) gewaschen und die Zellen in Lysispuf-
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fer auf Eis mit Hilfe eines Zellschabers abgeschabt und anschliellend in ein Reak-
tionsgefald uberfuhrt. Nach 30-minutiger Inkubation auf Eis mit mehrfachen Vortex-
schritten wurden die kruden Lysate bei einer Intensitat von 50 % und einem Zyklus
von 50/50 je zehn Mal in drei Wiederholungen sonifiziert. Anschliellend wurden die
Proben flir 20 min bei 20000 g und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand in neue Re-
aktionsgefalde uUbertragen. Aus den geklarten Lysaten wurden je 2 yl zur Konzen-
trationsbestimmung entnommen, die restlichen Proben wurden bis zur weiteren Ver-

wendung bei -20 °C gelagert.

2.2.2.2 Herstellung von Gewebe-Lysaten

Zur Herstellung von Lysaten aus embryonalem und postnatalem Gewebe
wurden zu den entsprechenden Zeitpunkten die Vorderhirnblaschen entnommen und
in ReaktionsgefalRen direkt in fliissigen Stickstoff Gberfuhrt. Wenn notwendig, wurden
die restlichen Kopfe der entsprechenden Embryonen zur spateren Genotypisierung
in Lysispuffer (DNA) Uberfuhrt. Die tief gefrorenen Gewebeproben wurden in 100 bis
300 pl Lysispuffer (Protein) aufgenommen und mit einem KunststoffstoRel im Reak-
tionsgefald homogenisiert. Nach Vortexen und Pipettieren wurden die Lysate bei
einer Intensitat von 50 % und einem Zyklus von 50/50 je zehn Mal in drei Wieder-
holungen sonifiziert. AnschlieRend wurden die Proben fir 20 min bei 20000 g und
4 °C zentrifugiert und der Uberstand in neue Reaktionsgefalie (ibertragen. Aus den
geklarten Lysaten wurden je 1-2 ul zur Konzentrationsbestimmung entnommen, die

restlichen Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.2.2.3 Konzentrationsbestimmung von Proteinlysaten

Zur Bestimmung der Konzentration von Proteinlysaten wurde der Bio-Rad
Protein Assay basierend auf der Bradford-Methode benutzt (Bradford, 1976). Dabei
wird der Farbumschlag des Farbstoffes Coomassie® Brilliant Blue G-250 in saurer
Lésung nach Proteinbindung genutzt, um anhand einer Eichgeraden die Protein-
konzentration im Lysat festzustellen. Nach 5-minutiger Inkubation bei Raumtem-
peratur wurde die optische Dichte durch eine photometrische Messung bei 600 nm
bestimmt, die Ausgleichsgerade berechnet und die Konzentrationen der einzelnen

Proben entsprechend kalkuliert.
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Eichgerade 0 Mg 2 ug 4 ug 6 Mg 8 Mg 10 g 12 g
BSA (100 ng/ml) [pl] 0 20 40 60 80 100 120
Lysispuffer [ul] X X X X X X X
H20 [pl] 100-x 80-x 60-x 40-x 20-x 0 0
zsziy‘"Rad Profein 1900 | 900 | 900 | 900 | 900 | 900 | 900

Tabelle 2-21: Eichgerade fiir die Proteinbestimmung nach Bradford

Probe
Lysat [pl] X
H.0 100-x

1X Bio-Rad Protein Assay 900

Tabelle 2-22: Probenzusammensetzung fiir die Proteinbestimmung nach Bradford

2.2.2.4 Immunprazipitation

FUr die Immunprazipitation von endogenen und Uberexprimierten Proteinen
wurde zwischen 100 und 250 pg Gesamtprotein aus Total-Lysaten eingesetzt. Das
Probenvolumen wurde hierzu auf 500 yl mit IP-Puffer (eiskalt) aufgeflllt und die
Lysate zur Vorreinigung mit 20 pl Protein-G-Agarose versetzt und flr 60 min bei 4 °C
rotiert. Durch Zentrifugation fur 1 min bei 12000 g und 4 °C wurden unspezifisch an
die Protein-G-Agarose-Matrix bindende Proteine entfernt und der Uberstand in ein
neues Reaktionsgefal® Ubertragen. Es wurden 2-4 ug antigenspezifischer Primaranti-
korper hinzugegeben und fur 30 min bei 4 °C rotiert. Schliel3lich wurden 40 pl der
Protein-G-Agarose-Matrix hinzugefugt und die Probe Ubernacht bei 4 °C rotiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und fiir die weitere Analyse bei -20 °C aufbewahrt.
Das Pellet, bestehend aus dem Immunprazipitat, wurde zweimal mit IP-Puffer ge-
waschen, wobei der Uberstand mit Hilfe von Kaniilen entfernt wurde. Weitere zwei
Waschschritte wurden analog mit dem Waschpuffer Hochsalz durchgefihrt. Nach
einem letzten Waschschritt mit Waschpuffer Niedrigsalz konnte der Uberstand durch
Eintauchen der Kanule (27 GA %; 0,4 x 19 mm) in das Pellet quantitativ abgesaugt

werden. Zur Resuspension des Sediments wurden 50 ul 2X-Laemmli-Probenpuffer
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verwendet. Durch Erhitzen der Proben fur 5 min auf 95 °C wurden gebundene Pro-
teine von der Protein-G-Agarose-Matrix gelost. Nach Zentrifugation fur 20 min bei
20000 g und 4 °C wurden die Uberstadnde mit SDS-PAGE und Western Blot ent-

sprechend analysiert.

2.2.2.5 Biotinylierung und Avidin-Pulldown von Zelloberflachenproteinen

Um den Einfluss der EGF-Stimulation kortikaler Vorlauferzellen auf die Expo-
sition von TrkB an der Zelloberflache zu untersuchen, wurde das Cell surface Protein
Isolation Kit von Fisher Scientific benutzt. Das Kit ermdglicht die spezifische Isolation
von Proteinen an der Zelloberflache durch deren gezielte Biotinylierung und den an-
schlieRenden Pulldown der biotinylierten Proteine durch die hochaffine Wechselwir-
kung mit Avidin. Durch die Western Blot-Analyse solcher Proben konnte die Menge
der sich an der Zelloberflache befindenden TrkB-Rezeptoren mit und ohne Stimula-
tion der Zellen mit EGF verglichen werden.

Die kortikalen Vorlauferzellen wurden auf 100 mm Kulturschalen ausplattiert
und vor dem Versuch fur 24 h ohne die Wachstumsfaktoren bFGF und EGF gehal-
ten. Wie angegeben, erfolgte zunachst die Vorbehandlung der Zellen mit dem EGF-
Rezeptor Inhibitor PD153035 fir 30 min bei einer Konzentration von 100 nM. Dann
wurden die Zellen mit EGF in einer Konzentration von 20 ng/ml fur 5 min stimuliert
und anschlieBend zweimal mit je 8 ml eiskaltem PBS gewaschen. Die Inkubation mit
8 ml der Biotinylierungslosung erfolgte fur 30 min bei 4 °C. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 500 pl Quenching Solution abgestoppt, woraufhin die Zellkulturschalen
zweimal mit je 8 ml TBS gewaschen wurden. Die Zellen wurden in je 100 pl Lysis-
puffer fur 30 min auf Eis lysiert, wonach die Lysate durch die Zentrifugation bei
20000 g fur 5 min bei 4 °C von unloslichen Bestandteilen befreit wurden. Fur die Iso-
lation der biotinylierten Proteine wurden je 100 pl des immobilisierten Neutr-Avidin™
in den im Kit enthaltenen Saulchen benutzt. Zunachst wurden die mit Avidin be-
schickten Saulchen dreimal mit je 100 yl Waschpuffer bei 1000 g fur 1 min bei 4 °C
gewaschen. Nach Zugabe des geklarten Lysats wurden die Proben fur 60 min bei
Raumtemperatur rotiert und bei 1000 g fir 1 min bei 4 °C abzentrifugiert. Die Proben
wurden vier Mal mit je 100 ul Waschpuffer und bei 1000 g fir 1 min bei 4 °C ge-
waschen und schlieRlich in Anwesenheit von 50 mM 1,4-Dithiothreitol in je 100 pl
Elutionspuffer bei 1000 g flr 2 min eluiert. Die Proben wurden bis zur Analyse bei
-20 °C gelagert.
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2.2.2.6 Enzymatische in vitro-Deglykosylierung von Proteinlysaten

Aufgrund des ungewdhnlichen Laufverhaltens von TrkB im SDS-Gel, wurde
uberpruft, inwieweit dieser Neurotrophin-Rezeptor in kortikalen Vorlauferzellen als
Glykoprotein vorlag. Dazu wurde der Enzymatic Protein Deglycosylation Kit von
Sigma-Aldrich gemal den Angaben des Herstellers benutzt. Dieses Kit beinhaltete
funf unterschiedliche deglykosylierende Enzyme, welche in vitro die Entfernung von
sowohl N- als auch O-verknupfter Kohlenhydratseitenketten bewerkstelligen konnten.
Das Reaktionsvolumen wurde dabei jeweils auf 10 pl begrenzt, so dass im Anschluss
an die Deglykosylierung die gesamte eingesetzte Proteinmenge im SDS-Gel analy-
siert werden konnte. Je nach Konzentration der verwendeten Proteinlysate konnte so

zwischen 10 und 20 pg Gesamtprotein eingesetzt werden.

Deglykosylierungsansatz

Bestandteil Menge
Proteinlysat 6 pl

5X Reaktionspuffer 2 pl

Denaturierungspuffer 0,5 ul
TritonX-100 0,5 ul
PNGase F 0,2 pl
Endo-O-Glykosidase 0,2 pl
0-2(3,6,8,9)-Neuraminidase 0,2 pl
B-1,4-Galaktosidase 0,2 ul
B-N-Acetylglukosaminidase 0,2 pl
Gesamtvolumen 10

Tabelle 2-23: Zusammensetzung des in vitro-Deglykosylierungsansatzes

Das Proteinlysat wurde dabei zunachst mit Reaktionspuffer und Denaturie-
rungspuffer versetzt und bei 95 °C flr 5 min denaturiert. Darauf erfolgte die Zugabe
von TritonX-100 und den funf Enzymen zusammen oder auch im Einzelansatz wie
angegeben. Zu den Kontrollproben wurde hier die entsprechende Menge H,O gege-
ben. Die enzymatische Deglykosylierung erfolgte dann bei 37 °C fur 3 h. Abschlie-
Rend wurden die Proben mit je 2,5 ul 5X Laemmli-Probenpuffer versetzt und bis zur

Analyse bei -20 °C gelagert.
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2.2.2.7 Tunicamycinbehandlung kortikaler Vorlauferzellen

Tunicamycin ist eine Mischung homologer Antibiotika, die als Inhibitoren von
sowohl pro- als auch eukaryotischen N-Acetylglukosamin Transferasen fungieren. Es
verhindert die Ausbildung von N-glykosidischen Bindungen in neu synthetisierten
Glykoproteinen, indem die Ubertragung von N-Acetylglukosamin-1-phosphat auf Do-
lichol-Monophosphat blockiert wird. Durch die Tunicamycinbehandlung kortikaler
Vorlauferzellen konnte so jede N-Glykosylierung von neu synthetisierten TrkB-
Rezeptoren verhindert werden, wodurch die anschlieende Analyse in Bezug auf
Lokalisation und Funktionalitat des Rezeptors mdglich wurde.

Tunicamycin wurde in einer Konzentration von 1 ug/ml fur 12 h zu den kulti-
vierten kortikalen Vorlauferzellen gegeben. AnschlieRend wurden die Zellen ent-
sprechend stimuliert, gewaschen und fur die Western Blot-Analyse wie oben be-

schrieben prozessiert.

2.2.2.8 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen wurde mit Hilfe der SDS-Polyacrylamid Gel-
elektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli durchgefuhrt. Dabei wurde unter denatu-
rierenden Bedingungen und in einem diskontinuierlichen Puffersystem gearbeitet.
Die Proteine werden durch Vorbehandlung mit SDS denaturiert und dabei zu
Polyanionen mit negativen Ladungen. Des Weiteren werden vorhandene Disulfid-
bricken durch im Probenpuffer anwesendes (3-Mercapto-Ethanol reduziert. Im elek-
trischen Feld hangt damit die Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine zum Pluspol
allein von deren Molekulargewicht ab. Dazu wurden die Polyacrylamidgele in der Re-
gel als Schichtgele mit einer Dicke von 1 mm gegossen, mit jeweils 5 Zonen unter-
schiedlicher Polyacrylamid-Konzentration. Die Polyacrylamid-Lésungen wurden dazu
direkt nacheinander in den Hohlraum zwischen beiden Glasplatten gefullt, beginnend
mit der hochsten Konzentration. Das noch flussige Gel wurde mit H,O Uberschichtet
und fir mindestens 45 min zur Polymerisierung bei RT gelassen. Vor dem Einflllen
des Sammelgels wurde das H,O quantitativ entfernt und nach Einsetzen der Kdmme
erneut 45 min polymerisiert. Nach einer Einlaufphase von 15-30 min mit 10 mA pro
Gel wurde fur die Elektrophorese 17,5 mA pro Gel angelegt.
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Schichtgel 5-15 %

Konzentration [%)] 15 12,5 10 7,5 5
40% PAA (37,5:1) [ul] 750 625 500 375 250
H20 [pl] 730 855 980 1105 1230
Tris-SDS, pH 8,8 [ul] 520 520 520 520 520
Quervernetzer:

N,N,N’,N'-Tetramethylethylendiamin 1 1 1 1 1
(TEMED) [pl]

Radikalbildner:

10 % Ammoniumpersulfat [ul] 10 10 10 10 10

Tabelle 2-24: Zusammensetzung des Trenngels fiir die SDS-PAGE

Sammelgel 5 %

Konzentration [%] S
40 % PAA (37,5:1) [ul] 625
H20 [pl] 3700
Tris-SDS, pH 8,8 [ul] 625
Quervernetzer:

N,N,N’,N'-Tetramethylethylendiamin 10
(TEMED) [ul]

Radikalbildner: 50
10 % Ammoniumpersulfat [ul]

Tabelle 2-25: Zusammensetzung des Sammelgels fiir die SDS-PAGE

2.2.2.9 Western Blot

Die Ubertragung von elektrophoretisch aufgetrennten Proteinen aus Poly-
acrylamidgelen auf Nitrocellulosemembranen erfolgte im Semi-Dry-Verfahren nach
Kyshe-Andersen (Kyhse-Andersen, 1984). Dabei wurden zur Vorbereitung je sechs
Blatt Filterpapier und ein Blatt Nitrocellulosemembran fur mindestens 5 min in Wes-
tern Transfer Puffer getrankt. Auf die Anode der Apparatur wurden nacheinander drei
Lagen Filterpapier, die Nitrocellulosemembran und das Gel passgenau aufgelegt.
Schliel3lich folgten drei Lagen Filterpapier zur Kathode hin. Die Proteine wurden fur
2 h bei 2,5 mA/cm? auf die Membran iibertragen. Zur Kontrolle des vollstandigen
Transfers erfolgte eine anschlieRende reversible Proteinfarbung durch eine einminu-
tige Inkubation mit Ponceau S-Losung. Zur Entfarbung des Hintergrunds wurde mit

H,O gewaschen, zur kompletten Entfernung der Proteinfarbung schlieRlich mit TBST.

«
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2.2.2.10 Immundetektion von Proteinen auf Nitrocellulosemembranen

Zur Immundetektion von Proteinen auf Nitrocellulosemembranen wurden
zunachst unspezifische Protein-Bindungsstellen auf der Membran durch die Inkuba-
tion mit 5 % Milchpulver in TBST oder 5 % BSA in TBST fur 1 h bei Raumtemperatur
abgeblockt. AnschlielRend erfolgte die Inkubation mit dem in der Block-Losung ver-
diinnten Primarantikdrper tibernacht unter Schwenken bei 4 °C. Uberschiissige Anti-
korperlosung wurde danach in drei Waschschritten fur je 5 min in TBST abge-
waschen, woraufhin die Inkubation mit Peroxidase-gekoppeltem Sekundarantikorper
in TBST fir 1 h unter Schwenken bei Raumtemperatur folgte. Erneut wurde dreimal
fur je 5 min in TBST gewaschen, worauf die Membran in eine trockene Schale Uber-
fuhrt wurde. Die auf der Membran immobilisierten Immunkomplexe aus Antigen,
Primar- und Sekundarantikorper wurden durch eine Chemilumineszenzreaktion
nachgewiesen. Dazu wurde die Membran mit der Reaktionslésung gemafl den An-
gaben des Herstellers fir 1 min bei Raumtemperatur inkubiert und nach voll-
standigem Entfernen der Flussigkeit von Klarsichtfolie bedeckt in eine Rontgen-
kassette gegeben. Das durch die Oxidation des Substrats Luminol emittierte Licht
wurde dann unter Verwendung von Rdntgenfilmen mit unterschiedlichen Expositions-
zeiten detektiert, die Entwicklung erfolgte in einer X-Omat 2000 Entwicklermaschine
von Kodak.

Die Nitrocellulosemembranen wurden danach zur Aufbewahrung getrocknet
oder fUr einen erneuten Antigen-Nachweis prozessiert. Dazu erfolgte die Inkubation
in Stripping-Puffer fur 30 min bei 60 °C. Die Membranen wurden dann fur je 30 min
zweimal in H,O und schlieBlich fur 30 min in TBST gewaschen. Die erneute Immun-
detektion konnte dann wie oben beschrieben wiederholt werden.
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2.2.3 Immunfluoreszenz und Mikroskopie

2.2.3.1 Immunzytochemie von kultivierten Zellen

FUr die immuncytochemische Analyse von kortikalen Vorlaufern wurden die
als Neurospharen kultivierten Zellen zunachst durch Trituration vereinzelt und in der
Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Die Aussaat erfolgte dann auf mit poly-D,L-Ornithin
und Laminin1 beschichteten Deckglaschen in einer Dichte von 2000-5000 Zellen in
einem Mediumsvolumen von je 100 yl. Nach entsprechender Kultivierungsdauer
und/oder Behandlung wurde das Medium durch Absaugen entfernt und die Zellen
durch die Zugabe von je 100 ul 4 %-igem Paraformaldehyd in Phosphatpuffer (37 °C)
fur 10 min bei Raumtemperatur fixiert. Die Praparate wurden dreimal mit 100 pl
1X TBS fur je 5 min gewaschen und anschlieRend fur 1 h bei Raumtemperatur mit je
80 ul Blocklosung geblockt. Das in der Blocklosung enthaltene Serum wurde dabei
aus dem Organismus gewahlt, aus dem auch die spater verwendeten Sekundaranti-
korper stammten, um eine moglichst geringe Immunreaktivitat zu gewahrleisten. Die
Inkubation der in je 65 pl Blockldsung verdiinnten Primarantikdrper wurde Gbernacht
bei 4°C in einer feuchten Kammer durchgefuhrt. Nach erneutem dreimaligen
Waschen in 100 pl 1X TBS fur je 5 min wurden die Deckglaschen in je 65 pyl mit den
in Blockldsung verdinnten Sekundarantikdrpern fir 1 h bei Raumtemperatur in einer
abgedunkelten Kammer inkubiert. Zusatzlich enthielt die Sekundarantikdrperlésung
den Kernfarbstoff DAPI in der Endkonzentration von 5 pg/ml. Die Praparate wurden
dreimal in 100 pl 1X TBS fur je 5 min und abschlieffend in ddH,O gewaschen bevor
sie auf mit einem Tropfen MOWIOL versehenen Objekttrager gestirzt wurden. Die

Lagerung der so eingedeckelten Praparate erfolgte bei 4 °C im Dunkeln.

2.2.3.2 Immunhistochemie von Gefrierschnitten

Herstellung von Gefrierschnitten

FUr immunhistochemische Untersuchungen des embryonalen Vorderhirns
wurden Koépfe von Mausembryonen unterschiedlicher Entwicklungsstadien entfernt
und direkt in 4 % PFA Ubernacht bei 4 °C nachfixiert. Die Kopfe wurden dreimal in
PBS fiur je 5 min gewaschen und zur Entwasserung des Gewebes in eine 30 %-ige

Saccharoselésung uberfuhrt und Ubernacht bei 4 °C inkubiert. Ein ausreichender
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Wasserentzug im Gewebe wurde anhand des Absinkens in der Flussigkeit fest-
gestellt, woraufhin die Uberflihrung in Einbettmedium und das Einfrieren des Pra-
parats im 2-Methylbutan-Bad erfolgte, welches zuvor in flissigem Stickstoff auf etwa
-140 °C herunter gekuhlt worden war. Die Praparate wurden bis zur Verwendung,
mindestens aber Ubernacht, bei -20 °C gelagert.

Die Gefrierschnitte wurden in koronaler Orientierung in einer Dicke von 25 ym
bei einer Objekttemperatur von -20 °C und einer Kammertemperatur von -18 °C am
Kryotom angefertigt, auf mit Gelatine beschichtete Objekttrager aufgezogen, und bei
-20 °C gelagert.

Immunhistochemische Farbung von Gefrierschnitten

Vor Beginn der Farbung wurden die entsprechenden Gefrierschnitte fur
30 min bei Raumtemperatur getrocknet und einzeln mit einem Fettstift umrandet, um
eine hydrophobe Barriere zu erhalten. Einzelne Schnitte wurden dann mit 50-75 pl
Blocklésung fir 1 h bei Raumtemperatur in Bezug auf unspezifische Protein-
Bindungsstellen abgesattigt. Die Inkubation des in Blocklésung verdinnten Primar-
antikorpers fand Ubernacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer statt, wobei bis zu drei
Primarantikorper aus unterschiedlichen Spezies in derselben Losung benutzt werden
konnten. Nach dreimaligem Waschen mit TBS wurden die in Blocklésung verdinnten
Sekundarantikdrper hinzugegeben. Zusatzlich wurden die Zellkerne mit Hilfe des in
die DNA interkalierenden Farbstoffes 4',6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid
(DAPI) (5 pg/ml) angefarbt. Nach 1 h bei Raumtemperatur wurde dreimal mit TBS
gewaschen und jeder Schnitt einzeln mit einem 10 mm Deckglaschen und einem

Tropfen Einbettmedium eingedeckelt. Die Gefrierschnitte wurden bei -20 °C gelagert.

2.2.3.3 TUNEL Assay

Zur Ermittlung des apoptotischen Zelltods in koronalen Gefrierschnitten
embryonaler Vorderhirne wurde der TUNEL Assay herangezogen. Im Verlauf des
apoptotischen Zelltods kommt es zu charakteristischen strukturellen Veranderungen
der Zelle, die sowohl das Zytoplasma als auch den Zellkern betreffen. Die Akti-
vierung einer Kalzium-abhangigen endogenen Endonuklease flhrt dabei zur Frag-
mentierung des Chromatins in oligonukleosomale Bruchsticke. Die DNA apopto-
tischer Zellen zeigt daher ein charakteristisches Leiter-Muster nach der elektropho-

retischen Auftrennung im Agarosegel. Durch die enzymatische in situ Markierung von
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apoptotisch induzierten DNA-Einzelstrangbrichen kann der Zelltod jedoch auch auf
der Ebene einzelner Zellen dokumentiert und lokalisiert werden. Beim so genannten
TUNEL Assay wird das Enzym terminale Desoxynukleotidyl-Transferase (TdT) dazu
verwendet, DNA-Einzelstrangbriche in situ durch das Anfigen von dUTP zu markie-
ren. Das hier benutzte TUNEL Kit von Roche stellt dabei Tetra-Methyl-Rhodamin-
(TMR-)gekoppelte dUTP-Molekule zur Verfugung, was die Detektion positiver Zellen
durch Fluoreszenzmikroskopie ermdglicht.

Der Nachweis von apoptotischem Zelltod in koronalen Gefrierschnitten von
E13 Vorderhirngewebe wurde gemal} den Angaben des Herstellers durchgefuhrt und
mit einer zusatzlichen immuncytochemischen Farbung kombiniert. Als Positivkon-
trolle erfolgte zunachst ein DNase-Verdau der Schnitte mit 100 U/ml in 50 mM
Tris-HCI, pH 7,4 und 1 mg/ml BSA fur 10 min bei Raumtemperatur. Die Gefrier-
schnitte wurden dann mit 0,1 % TritonX-100 in 0,1 % Natriumcitrat fur 2 min auf Eis
permeabilisiert und zweimal mit 1XTBS fur je 5 min gewaschen. Die TUNEL-
Reaktion wurde durch Zugabe der Labeling-Solution bei 37 °C flir 60 min durch-
gefuhrt. AnschlieBend wurden die Praparate dreimal mit 1X TBS fur je 5 min ge-
waschen. Fur die darauffolgende immuncytochemische Farbung wurden die Schnitte
fur 1 h bei Raumtemperatur in Blocklosung, und danach Ubernacht bei 4 °C mit der
Primarantikdrperldsung inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in 1X TBS fir je 5 min
wurde die Sekundarantikdrperldsung fur 1 h bei Raumtemperatur auf den Schnitten
gelassen, wonach das abschlieliende Waschen in 1X TBS fur je 5 min und in H,O
erfolgte. Die Praparate wurden in MOWIOL eingedeckelt und bis zur Analyse bei

4 °C gelagert.

2.2.4 Zellkultur

Die Medien, Zusatze und Faktoren stammen, wenn nicht anders angegeben,

von Gibco-Invitrogen, Linaris, PAA Laboratories, Cell Concepts und Sigma-Aldrich.

Wachstumsfaktoren
bFGF 50 pg/mi

Cell Concepts, Umkirch
mEGF 50 pug/ml

Cell Concepts, Umkirch

«
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Substrate zur Beschichtung
poly-D,L-Ornithin f.c. 0,1 mg/ml
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen

Laminin1 f.c. 2,5 yg/ml

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Proteolytischer Verdau

0,5 % Trypsin/EDTA Gibco-Invitrogen GmbH, Karlsruhe
1 % Trypsin Worthington, Lakewood, USA

1 % Trypsin-Inhibitor Sigma, Minchen

Kulturmedien

Primarkultur kortikaler Vorlauferzellen
Neurobasal-Medium (NB)
2 % B27
1 % Glutamax™
100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin

HEK293T Zell-Linie
DMEM + L-Glutamin
5% FCS
100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin

«
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2.2.4.1 Neurospharenkultur kortikaler Vorlauferzellen

Zur Isolation kortikaler Vorlauferzellen wurden schwangere Mause am Em-
bryonaltag 12 (E11,5) durch Genickbruch getotet. Nach Entnahme der Embryonen
wurde der dorsale Bereich der Vorderhirnblaschen prapariert und in ein Reaktions-
gefal® mit 100 yl HBSS auf Eis Uberfuhrt. Fur die spatere Genotypisierung der Em-
bryonen wurde das Schwanzchen in 200 ul Tail-Lysispuffer gegeben. Durch den Ver-
dau mit 0,1 % Trypsin bei 37 °C fur 10 min wurde das Vorderhirngewebe dissoziiert,
wonach die enzymatische Reaktion mit 0,1 % Trypsin-Inhibitor fur 5 min bei Raum-
temperatur abgestoppt wurde. Durch Trituration wurden die Zellen des Gewebever-
bands komplett vereinzelt und in 25 cm? Zellkulturflaschen iberfiihrt, die bereits mit
je 5 ml vorgewarmtem Neurobasal Medium mit 2 % B27, 1 % Glutamax™, 100 U/ml
Penicillin, 100 pyg/ml Streptomycin und den mitogenen Wachstumsfaktoren bFGF und
EGF in einer jeweiligen Endkonzentration von 20 ng/ml, beflllt waren. Die Zellen
wurden in Zellkulturinkubatoren bei 37 °C und 5 % CO; in feuchtigkeitsgesattigter
Atmosphare kultiviert. Das Medium wurde jeden zweiten Tag gewechselt, wozu die
Zellsuspension in einem 15 ml Rohrchen bei 400 g fur 5 min bei Raumtemperatur
zentrifugiert wurde. Nach Entfernen des Uberstands wurden die sedimentierten
Zellen in 1 ml frischem Kultivierungsmedium resuspendiert und in neue Zellkultur-
flaschen Uberfuhrt.

2.2.4.2 Kryokonservierung kortikaler Vorlauferzellen

Die Kryokonservierung von kortikalen Vorlauferzellen erlaubt die Lagerung
der primaren Zellen als junge Neurospharen, die zur spateren Verwendung erneut in
Kultur genommen werden kdnnen. Dazu werden die Zellen einer Neurospharenkultur
bei 400 g fur 5 min bei Raumtemperatur abzentrifugiert und das Zellpellet in 1 ml
Neurobasal-Medium mit 2 % B27, 1 % Glutamax™, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml
Streptomycin, 20 ng/ml bFGF und 20 ng/ml EGF resuspendiert. Zusatzlich wird dem
Kultivierungsmedium fur den Einfrierprozess 10 % steriles DMSO hinzugeftgt. Nach
Uberfiihren der Zellsuspensionen in Cryo Tube™ Réhrchen von Nunc erfolgte das
Einfrieren Ubernacht bei -80 °C in einem Nalgene™ Cryo 1 °C Freezing Container.
Dieser Behalter gewahrleistet eine konstante Temperaturerniedrigung der Zellsus-
pension um 1 °C pro min durch das Einbetten der Réhrchen in 100 % Isopropanol.

Die endgliltige Lagerung erfolgt dann durch die Uberfiihrung der Proben in flissigen

«
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Stickstoff am darauf folgenden Tag. Um die kryokonservierten Zellen wieder in Kultur
nehmen zu kénnen, wurden sie zunachst bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut. Da-
nach wurde 1 ml frisches 37 °C warmes Kulturmedium zugegeben und bei 400 g fur
5 min bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde anschlieend in 1 ml
Neurobasal-Medium mit 2 % B27, 1 % Glutamax™, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml
Streptomycin, 20 ng/ml bFGF und 20 ng/ml EGF resuspendiert und in Zellkultur-
flaschen entsprechender GroRe Uberfuhrt. Die Kultivierung erfolgte dann standard-
mafig bei 37 °C und 5 % COa,.

2.2.4.3 Akute Isolierung von Zellen des embryonalen Vorderhirns

Neben der Kultivierung als Neurospharen wurden kortikale Vorlauferzellen zu
den angegebenen embryonalen Zeitpunkten auch akut isoliert und direkt auf ein
entsprechendes Substrat ausgesat. Dazu wurden die dorsalen Bereiche des Vorder-
hirns prapariert und in 100 yl HBSS auf Eis Uberfuhrt. Die Dissoziation des Gewebe-
verbands erfolgte durch den Verdau mit 0,1 % Trypsin bei 37 °C fur 10 min. Nach
dem Abstoppen der enzymatischen Reaktion mit 0,1 % Trypsin-Inhibitor fir 5 min bei
Raumtemperatur wurden die Zellen mechanisch vereinzelt und direkt im Anschluss
ausplattiert. Die Aussaat der Zellen erfolgte in 30 mm Zellkulturschalen fir die
spatere Analyse mit Western Blot-Techniken und auf 10 mm Deckglaschen fir die
immunzytochemische Farbung in Neurobasal-Medium mit 2 % B27, 1 % Glutamax™,
100 U/ml Penicillin, 100 ug/ml Streptomycin. In beiden Fallen wurden die jeweiligen
Oberflachen mit poly-D,L-Ornithin und Laminin1 beschichtet. Nach 24 stindiger Inku-
bation im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO;, wurden die Zellen wie angegeben
behandelt und fur die entsprechenden Analysen weiter verarbeitet.

2.2.4.4 Produktion pseudoviraler Partikel in HEK293TN Zellen

Der lentivirale Gentransfer bietet die Moglichkeit, genetisches Material in sta-
biler, vererbbarer Art und Weise in das Genom nahezu jeden Zelltyps einzubringen.
Die Methode basiert auf der Kotransfektion eines lentiviralen Expressions-vektors mit
dem entsprechenden Gen des Interesses zusammen mit Helfer-Plasmiden, die Kom-
ponenten fur ein effizientes Verpacken in pseudovirale Partikel zur Verfugung stellen,

in eine Produktions-Zelllinie wie HEK293TN. Die infektidsen Virionen im Uberstand
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dieser Zellen kdnnen dann geerntet und zur Transduktion von Zielzellen verwendet
werden.

Zur Produktion von VSV-G pseudotypisierten Partikeln wurde das LentiX™
Lentiviral Expression System von Clontech benutzt. Zellen der HEK293TN-Linie
wurden dafiir in einer Dichte von 3,5X10° Zellen auf 100 mm Zellkulturschalen in
MEM Medium mit 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 5 % FCS aus-
plattiert. Nach 24 h bei 37 °C und 5 % CO; erfolgte die Transfektion der Zellen mit
den jeweiligen pLVX-Expressionsvektoren fir dncSRC und dnFYN zusammen mit
den Helfer-Plasmiden des Lenti-X HT-Packaging Systems. Dazu wurden je 6 ug der
Expressionsvektoren mit 30 yl des HT-Mixes auf insgesamt 438 yl Endvolumen
verdunnt, mit 62 pyl Lentiphos 1 versetzt und durch Vortexen vermischt. Nach der
tropfenweise Zugabe von 500 pl Lentiphos 2 unter Schitteln wurde die Transfek-
tionslosung fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Transfektionslosung wurde
unter Schwenken in die jeweiligen Zellkulturschalen getropft. Die Ernte des Uber-
stands erfolgte nach einer Inkubation der Zellen fiir 48 h. Dazu wurde der Uberstand
zunachst mit einer Porengrof3e von 0,45 pm filtriert und anschlieRend durch Ultra-
zentrifugation bei 28000 g fir 90 min bei 4 °C sedimentiert. Das die pseudoviralen
Partikel enthaltene Pellet wurde in 200 ul Neurobasal-Medium auf Eis resuspendiert,

zu je 20 pl aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

2.2.4.5 Lentivirale Infektion kortikaler Vorlauferzellen

Die Transduktion kortikaler Vorlauferzellen mit Expressionskonstrukten fur
dncSRC und dnFYN wurde mit Hilfe pseudoviraler Partikel erreicht, die wie oben be-
schrieben produziert wurden. Die Infektion erfolgte dabei in 60 mm Zellkulturschalen
bei einer Konfluenz der kortikalen Vorlauferzellen von 50-60 % mit jeweils 20 pl des
pseudoviralen Uberstands. Nach 16 h wurde das Medium gewechselt und die Zellen
fur weitere 24 h inkubiert, woraufhin die Zellen fir die Western Blot-Analyse oder fur

die immunzytochemische Farbung prozessiert wurden.

2.2.4.6 Transfektion kortikaler Vorlauferzellen mit Lipofectamin® 2000

Fur die Transfektion kortikaler Vorlduferzellen mit Lipofectamin® 2000 wur-
den die Zellen auf 100 mm Zellkulturschalen in Neurobasal Medium mit 2 % B27,
1 % Glutamax™, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 20 ng/ml bFGF und
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20 ng/ml EGF ausplattiert. Nach Erreichen einer Konfluenz von etwa 80-90 % wur-
den 24 pg des Expressionsvektors und 60 yl Lipofectamin® 2000 in je 1,5 ml Opti-
mem verdunnt und fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden beide
Ansatze vermischt. Die Bildung der DNA-Prazipitate erfolgte fur 20 min bei Raum-
temperatur. Die Transfektionslosung wurde dann unter Schwenken in die jeweiligen

Zellkulturschalen getropft. Die Ernte der transfizierten Zellen erfolgte nach 24 h.

2.2.4.7 In vitro-Migrationsassay fiir kortikale Vorlauferzellen

Um das Wanderungsverhalten kortikaler Vorlauferzellen in vitro untersuchen
zu kénnen, wurde der von Friedrich Bonhoeffer und Kollegen in den spaten 80er
Jahren des letzten Jahrhunderts etablierte Streifentest (Vielmetter et al., 1990; Knoll
et al., 2007) adaptiert. Mit Hilfe von speziell angefertigten Silikonmatrizen lasst sich
dabei Uber ein Kanalsystem ein Substratteppich von alternierenden Streifen auf eine
Oberflache nach Wahl aufbringen. Die dabei benutzten Substrate kdnnen auf diese
Weise auf ihre attraktiven oder auch repulsiven Eigenschaften in Bezug auf die Wan-
derung kortikaler Vorlauferzellen untersucht werden.

Die in dieser Studie verwendeten Matrizen besalien Kanadle mit einer Breite
von 90 ym und wurden zunachst auf getrocknete, mit poly-D,L-Ornithin beschichtete
20 mm Deckglaschen plaziert. Die jeweiligen Ecken des Kanalsystems wurden auf
der anderen Seite des Deckglaschens mit Textmarker markiert, so dass die Grenzen
des Substratteppichs im weiteren Verlauf des Experiments auch nach Abnahme der
Matrix noch zu erkennen waren. Um den ersten Satz von Substratstreifen auf die
Deckglaschen aufzubringen wurde das Kanalsystem mit Hilfe fein zulaufender Gel-
Lade-Spitzen mit 150 yl der Substratlosung 1 beschickt, so dass die Matrix voll-
standig befullt war. Die Beschichtung erfolgte bei 37 °C und 5 % CO; im Brutschrank.
Nach dem dreimaligen Waschen des Kanalsystems mit je 200 pl HBSS flr 5 min bei
Raumtemperatur wurde die Matrix vom Deckglaschen entfernt. Die Beschichtung mit
dem zweiten Satz von Substratstreifen wurde dann durch das Auftragen von 150 pl
der Substratlosung 2 auf dem markierten Bereich und der anschlielenden Inkubation
bei 37 °C und 5 % CO; im Brutschrank erreicht. Nach dreimaligem Waschen des
markierten Bereichs mit je 200 yl HBSS fur 5 min bei Raumtemperatur wurden die
kortikalen Vorlauferzellen in einer Dichte von 5000 Zellen pro 100 pl in Neurobasal-
Medium mit 2 % B27, 1 % Glutamax™, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin

ausgesat und bei 37 °C und 5 % CO; im Brutschrank kultiviert. In den jeweiligen Sub-
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stratlosungen wurden in dieser Arbeit die Effekte von EGF mit dem neutralen
Substrat BSA verglichen. Beide Substrate wurden in einer Konzentration von
100 pg/ml eingesetzt. Zusatzlich wurde der Substratldsung 1 ein Fluoreszenz-
gekoppelter Sekundarantikorper in einer Verdinnung von 1:200 zugegeben, so dass
die Streifen spater mittels Fluoreszenzmikroskopie voneinander unterschieden wer-
den konnten.

Aulerdem enthielten beide Substratldsungen Laminin1 in einer Konzentra-
tion von 2,5 pg/ml, um den kortikalen Vorlauferzellen ein entsprechendes Substrat flr
eine optimale Interaktion mit der Oberfache zu bieten. Insgesamt wurden pro Experi-
ment vier verschiedene Substratteppiche produziert, die in Tabelle 2-26 dargestellt

sind.

Substratteppich # Beschichtung Bestandteile

100 pg/ml EGF
Substratlésung 1 2,5 ug/ml Laminin1
lgG Ziege a-Meerschweinchen-Cy2

100 pg/ml BSA

Substratlésung 2 2.5 pg/ml Laminin’

100 pg/ml BSA
Substratlésung 1 2,5 pg/ml Laminin1
lgG Ziege a-Meerschweinchen-Cy?2

100 pg/ml EGF

Substratlésung 2 2.5 ug/ml Laminin

100 pg/ml EGF
Substratlésung 1 2,5 ug/ml Laminin1
lgG Ziege a-Meerschweinchen-Cy?2

100 pg/ml EGF
2,5 ug/ml Laminin1

i
Substratlosung 2

100 pg/ml BSA
Substratlésung 1 2,5 ug/ml Laminin1
lgG Ziege a-Meerschweinchen-Cy?2

100 pg/ml BSA

Substratlésung 2 2.5 ug/ml Laminin

Tabelle 2-26: Beschreibung der vier im Migrationsassay benutzten Substratteppiche
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Auf diese Weise konnten in den beiden ersten Situationen (Substratteppich | und 1)
die beiden Substrate EGF und BSA unabhangig von der Beschichtungsreihenfolge
miteinander verglichen werden. Die Substratteppiche Ill und IV dienten dabei als
Kontrollansatze. Zur Analyse wurden die Praparate wie angegeben nach 6 und 20 h
mit 4 % Paraformaldehyd fur 10 min bei Raumtemperatur fixiert und wie im Experi-
ment angegeben immunzytochemisch gefarbt.

2.2.5 Quantitative Auswertungen

Western Blot

Fur die Quantifizierung von Western Blots wurden die exponierten Rontgen-
filme zunachst mit Hilfe eines Flachbettscanners eingescannt. Die Erfassung der
densitometrischen Intensitat einzelner Banden erfolgte dann mit der AIDA Software
von Raytest. Zur Normalisierung der Werte wurden die erhaltenen Intensitaten je-
weils mit den Intensitatswerten entsprechender Ladekontrollen in Beziehung gesetzt.
Um die Resultate verschiedener Experimente zusammenfassen zu kdnnen, wurden
die normalisierten Intensitatswerte einzelner Spuren als Prozentwerte angegeben,

wobei den jeweiligen Kontrollsituationen der Wert 100 % zugewiesen wurde.

Intensitatsmessung von immunzytochemischen Farbungen

Die Intensitatsmessung immunzytochemischer Farbungen erfolgte mit Hilfe
der Leica Confocal Software. Zur Erfassung der mittleren Pixelintensitaten wurden
dabei Ubereinandergelagerte Stapelaufnahmen (Stacks) benutzt, die mit dem konfo-
kalen Mikroskop Leica TCS SP2 aufgenommen worden waren. So konnte auch die
dreidimensionale Ausdehnung der fixierten und entsprechend behandelten kortikalen
Vorlauferzellen in der Z-Ebene berlcksichtigt werden. Um verschiedene unab-
hangige Experimente zu vereinen, wurden die jeweiligen Mittelwerte der einzelnen

Versuche zusammengestellt und fur die statistische Analyse herangezogen.

Quantifizierung markierter Zellen in koronalen Gefrierschnitten des em-

bryonalen Vorderhirns

Die Quantifizierung markierter Zellen in koronalen Gefrierschnitten des em-
bryonalen Vorderhirns erfolgte durch das Auszahlen entsprechender Zellen im dorsa-

len Telenzephalon. Dabei wurden je nach Experiment 4 bzw. 6 Schnitte pro Tier, die
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von rostral nach caudal Uber das Vorderhirnblaschen verteilt waren, zur Auswertung
verwendet. Die Zahlenwerte fur einzelne Schichten wurden dabei in Prozentwerte in
Relation zur Gesamtzellzahl umgewandelt, so dass die Daten mehrerer Tiere vereint

werden konnten.

2.2.6 Statistische Auswertung

Die statische Auswertung der erhobenen Datensatze wurde mit der Graph
Pad Software von Prism durchgefuhrt. Zur Analyse parametrischer, nicht verbunde-
ner Daten wurden zwei statistische Tests benutzt. Sollten Mittelwerte zweier Daten-
satze verglichen werden, wurde der Students-t-Test verwendet. Beim Vergleich meh-
rerer Datensatze wurde die einfache Varianzanalyse mit dem Einweg-ANOVA Test
herangezogen. Sollten im letzteren Fall einzelne Datensatze auf signifikante Unter-
schiede untersucht werden, wurde der Bonferroni post-hoc Test angewandt. Die Null-

hypothese wurde jeweils auf einer 5 % Basis verworfen.

2.2.7 Computerprogramme

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden folgende Computerprogramme
verwendet: Adobe Photoshop, Imaged, Microsoft Powerpoint, Microsoft Word, Micro-
soft Excel, Prism Graph Pad, Raytest AIDA, Redasoft Visual Cloning und Leica
Confocal Software.

2.2.8 Maushaltung

Alle Versuchstiere wurden gemaly den geltenden Richtlinien in einem kinst-
lichen 12 h / 12 h Tag-Nacht-Rhythmus mit freiem Zugang zu Futter und Wasser und
einer kontrollierten Temperatur von 21+1 °C und 50-60 % relativer Luftfeuchtigkeit
gehalten.
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3 Ergebnisse

3.1 Die Expression und Aktivierung des Neurotrophin-Rezeptors

TrkB im dorsalen Telenzephalon der Maus

3.1.1 Die Expression von TrkB im dorsalen Telenzephalon

Um Aufschluss Uber den zeitlichen Verlauf der Expression von TrkB wahrend
der Entwicklung des zerebralen Kortex zu bekommen, wurden die Vorderhirnbe-
reiche von Mausembryonen zu verschiedenen Zeitpunkten prapariert und lysiert. Aus
den Lysaten wurde TrkB immunprazipitiert und die sedimentierten Immunkomplexe
mittels Western Blot-Analyse untersucht. Die Expression von TrkB konnte so bereits
zum Zeitpunkt E10,5 nachgewiesen werden (Abb.: 3-1a). Im Verlauf der nachsten
beiden Entwicklungstage E11,5 und E12,5 stieg das Level von TrkB im embryonalen
Vorderhirn weiter an, wohingegen zu einem fruhen postnatalen Zeitpunkt (P4) eine
wieder erniedrigte Expression zu beobachten war (Abb.: 3-1a). Entsprechend der
Expression konnte auch die Aktivierung von TrkB auf der Grundlage der Phosphory-

lierung der PLCy-Bindungsstelle gezeigt werden (Abb.: 3-1b).

IP: o-TrkB
a, E E E P b, E E E P
‘10.5’11,5'12.5‘ 4 |10,5|11,5|12,5| 4 |
170 + 170 +
130 T e g e 130 +
1 r.
100 + 100 + H.
WB: o-TrkB WB: a-pTrkB-PLCy

Abbildung 3-1: Die Expression von TrkB im Vorderhirn der Maus

TrkB wurde aus Vorderhirnlysaten der Stadien E10,5, E11,5, E12,5 und P4 immunprazipitiert und per
Western Blot analysiert. (a) Die Detektion mit a-TrkB zeigt ansteigende Mengen von TrkB von E10,5
bis E12,5 und im Vergleich dazu eine geringe Menge zum Zeitpunkt P4. (b) Der Nachweis von pTrkB-
PLCy zeigt die Aktivitat von TrkB zu den untersuchten Zeitpunkten.
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Neben der Menge an exprimiertem TrkB war auch die Lokalisation des
Proteins im dorsalen Telenzephalon von Interesse. Dazu wurden koronale Gefrier-
schnitte des embryonalen Vorderhirns zum Zeitpunkt E12,5 angefertigt und immun-
histochemisch analysiert. Die Expression von TrkB lieR sich dabei sowohl in dorsalen
als auch in ventralen Teilen entlang der pialen Oberflache des Telenzephalon detek-
tieren. Aullerdem zeigten auch die apikalen Regionen entlang der Ventrikel und die
lateralen und medialen Ganglionhugel eine TrkB-Immunreaktivitat (Abb.: 3-2a). Im
dorsalen Bereich des Telenzephalon, aus dem im weiteren Verlauf der Embryonal-
entwicklung der zerebrale Kortex entsteht, konnte die Expression von TrkB auf zwei
Schichten bzw. Zelltypen eingegrenzt werden. Zum Einen zeigten die Zellen der
basal gelegenen Marginalzone an der pialen Oberflache des Kortex eine deutliche
TrkB-Immunreaktivitat, zum Anderen konnten entsprechende Signale ebenfalls in der
apikalen Ventrikularzone detektiert werden (Abb.: 3-2b und c). Um die Identitat der
TrkB-exprimierenden Zellen im dorsalen Telenzephalon genauer eingrenzen zu
konnen, wurde die immunhistochemische Farbung mit spezifischen Zelltypmarkern
durchgefuhrt. Dabei wurden neu geborene, unreife Nervenzellen durch die Expres-
sion von Doublecortin (DcX) identifiziert, wohingegen proliferative, multipotente Vor-
lauferzelltypen durch die Expression des Intermediarfilaments Nestin und des Trans-

kriptionsfaktors Pax6 angezeigt wurden.

<MZ

<\VZ

TrkB/DAPI

Abbildung 3-2: Die Expression von TrkB im Vorderhirn der Maus am Embryonaltag 12,5
Immunzytochemische Farbung flr TrkB in koronalen 25 ym Gefrierschnitten des embryonalen Vorder-
hirns zu E12,5. (a) Ubersicht der TrkB-Expression. (b) TrkB im dorsalen Telenzephalon mit sichtbarer
Expression in der Marginalzone (MZ) und Ventrikularzone (VZ). (c) Detailaufnahme der TrkB-Expres-
sion in MZ und VZ. Mal3stab in (a) und (b): 50 pm, in (c): 25 pym.
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Wie die Abbildungen 3-3c und i zeigen, handelte es sich bei den TrkB-positiven Zel-
len in der Marginalzone um DcX-exprimierende Zellen, die in dieser Phase die aus
jungen Neuronen bestehende Praplatte ausbilden. Die Zellen in der ventrikularen
Zone sind dagegen positiv fur Pax6 und Nestin (Abb.: 3-3b und h), wodurch die klare
Unterscheidung dieses proliferativen Zellpools von den ersten postmitotischen Neu-
ronen an der basalen Oberflache des Kortex mdglich war (Abb.: 3-3f und k).

Die Negativkontrolle ohne Primarantikdrper zeigte keine nennenswerte un-

spezifische Hintergrundfarbung der verwendeten Sekundarantikorper (Abb.: 3-3I-p).

DAPI Pax6 DcX pTrkB-PLCYy— — Uberlagerung——

2. AK Kontrolle

Abbildung: 3-3: Analyse der zelltypspezifischen TrkB-Aktivierung

Immunhistochemische Farbung von E12,5 koronalen Gefrierschnitten mit Zelltyp-spezifischen Mar-
kern. Neu geborene Nervenzellen der basalen Praplatte zeigen die Expression von DcX (c, i), wah-
rend proliferative Vorlauferzellen in der Ventrikularzone durch die Immunreaktivitat gegen Nestin (h)
und Pax6 (b) identifiziert werden. Die Aktivierung von TrkB ist in beiden Zellpopulationen sowohl an
der Bindungsstelle fiir PLCy (e) als auch fiir Shc/Frs2 (j) zu erkennen. Maf3stab: 50 ym.
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3.1.2 Die Aktivierung von TrkB im dorsalen Telenzephalon

In den oben beschriebenen Zellpopulationen konnte auch die Aktivierung von
TrkB anhand der Phosphorylierung der Bindungsstellen flr Shc/Frs2 (Y515) und
PLCy (Y816) durch eine immunhistochemische Farbung koronaler Gefrierschnitte
festgestellt werden. Sowohl die basal gelegenen Neurone der Praplatte als auch die
apikalen Vorlauferzellen entlang der Ventrikel zeigten dabei eine deutliche Immun-
reaktivitat (Abb.: 3-3e und j).

Um die Rolle der Neurotrophine BDNF und NT-3 fur die beobachtete Akti-
vierung von TrkB im dorsalen Telenzephalon wahrend der frihen Phase der Kortex-
entwicklung aufzuklaren, sollte der Grad der Phosphorylierung von TrkB am Embryo-
naltag 12,5 in Mausen untersucht werden, die jeweils fur BDNF bzw. NT-3 defizient
waren. Dazu wurden die Vorderhirnblaschen zum entsprechenden Zeitpunkt isoliert
und damit ein Gewebelysat hergestellt. TrkB wurde aus dieser Proteinlosung immun-
prazipitiert und anschlief3iend auf Aktivierung hin mittels Western Blot-Analyse unter-
sucht. Sowohl in BDNF als auch in NT-3 defizienten Tieren war die Expression von
TrkB unverandert, aullerdem konnte gleichzeitig in beiden Genotypen keine Er-
niedrigung der Aktivierung von TrkB festgestellt werden (BDNF: pTrkB-PLCy: WT:
100,0 %; KO: 94,0 £ 9,4 %, pTrkB-Shc: WT: 100,0 %; KO: 96,6 £+ 23,1 %; pTyr: WT:
100,0 %; KO: 97,6 + 8,6 %; NT-3: pTrkB-PLCy: WT: 100,0 %; KO: 92,6 + 9,2 %,
pTrkB-Shc: WT: 100,0 %; KO: 96,1 £ 9,7 %; pTyr: WT: 100,0 %; KO: 110,4 + 4,2 %;
Mittelwerte + SEM), was anhand der Immunreaktivitdt von Antikorpern gegen die
phosphorylierte PLCy-Bindungsstelle, gegen die phosphorylierte Shc/Frs2-Bindungs-
stelle und gegen pTyrosin untersucht wurde (Abb.: 3-4a und b).

Da also das Fehlen von BDNF oder von NT-3 nicht zu einer abgeschwachten
Aktivierung von TrkB im dorsalen Telenzephalon fuhrte, wurde vermutet, dass in
frihen Stadien der Kortexentwicklung andere Effektoren als Neurotrophine fur die
Phosphorylierung von TrkB verantwortlich sind. Die von extrazellularen Liganden
unabhangige Aktivierung von TrkB konnte bereits flr einige Rezeptorsysteme gezeigt
werden (Lee and Chao, 2001; Lee et al., 2002a; Iwakura et al., 2008; Jeanneteau et
al., 2008), so dass es lohnenswert erschien, nach eventuellen Kandidaten fur solche

Transaktivierungsereignisse im embryonalen Vorderhirn zu suchen.
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Abbildung 3-4: Die Aktivitdt von TrkB im E12,5 Vorderhirn in Abhdngigkeit von BDNF und NT-3
Die Immunprazipitation von TrkB aus Vorderhirnlysaten von BDNF KO- (a) und NT-3 KO- (b) Mausen
zeigt keine veranderte TrkB-Aktivierung im dorsalen Telenzephalon anhand des Nachweises von
pTrkB-PLCy, pTrkB-Shc und pTyrosin in Abhangigkeit von der Verfuigbarkeit von BDNF oder NT-3. Es
sind jeweils zwei exemplarische Experimente gezeigt.

Von anderen Arbeitsgruppen wurde gezeigt, dass der EGF-Rezeptor mit den
von ihm ausgelosten Signalwegen von enormer Bedeutung fur die Entwicklung des
zentralen Nervensystems im Allgemeinen und fur den zerebralen Kortex im Speziel-
len ist (Burrows et al., 1997; Sun et al., 2005; Caric et al., 2001). Um einen Hinweis
auf die raumliche Verteilung der EGF-Rezeptor Expression zu bekommen, wurden

koronale Gefrierschnitte von embryonalen Vorderhirnen mit einem entsprechenden
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Antikdrper untersucht. Zusammen mit der immunhistochemischen Farbung fir TrkB
konnte so festgestellt werden, dass beide Proteine in Ubereinstimmenden Regionen
des dorsalen Telenzephalon exprimiert werden (Abb.: 3-5a-f). In hoher Vergroflerung
wurde dabei deutlich, dass TrkB und der EGF-Rezeptor groftenteils nicht direkt kolo-

kalisieren, jedoch haufig in ein und denselben Zellen vorhanden sind (Abb.: 3-5g-i).

TrkB EGFR—_ ____Uberlagerung —

Abbildung 3-5: Die Expression von TrkB und des EGF-Rezeptors im dorsalen Vorderhirn

Die immunhistochemische Farbung an E12,5 koronalen Gefrierschnitten zeigt die Koexpression von
TrkB und dem EGF-Rezeptor in Uberlappenden Bereichen des Kortex (a-f). Vorlauferzellen der Ventri-
kularzone koexprimieren TrkB und EGFR mit einem eher geringen Grad von direkter Kolokalisation
(g-i). MaRstab in (c): 150 ym, in (f): 50 ym, in (i): 25um.
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3.2 Die Primarkultur kortikaler Vorlauferzellen

In Bezug auf die Isolierung und Kultivierung von kortikalen Vorlauferzellen aus
der Maus kann prinzipiell zwischen zwei Arten von Primarkulturen unterschieden
werden. Bei der akuten Direktkultur werden dabei die Zellen des dorsalen Vorderhirn-
blaschens im Gewebeverband entnommen, danach vereinzelt und dann direkt auf
ein geeignetes Substrat wie poly-D,L-Ornithin und Laminin1 ausplattiert. Die attachie-
renden Zellen lassen sich fur einige Zeit in Kultur halten, wahrend der man eine fort-
schreitende Differenzierung in Neurone, Astrozyten und Oligodendrozyten beobach-
ten kann. Dieses Zellkulturmodell stellt damit eine gute Annaherung zur Situation in
vivo dar, ist jedoch insofern limitiert, als aus einzelnen Embryonen gerade in frihen
Entwicklungsstadien nur eine sehr begrenzte Anzahl von Zellen gewonnen und
untersucht werden kann. Im Gegensatz dazu besteht bei der Neurospharenkultur
kortikaler Vorlauferzellen die Mdglichkeit einer Vervielfaltigung der Zellzahl. Wie oben
werden die Zellen des Vorderhirnblaschens zum gegebenen Zeitpunkt enthommen,
vereinzelt, dann aber zunachst in Kultur genommen. Die Zellen werden dabei durch
Zugabe der mitogenen Wachstumsfaktoren EGF und basicFGF am Ausstieg aus
dem Zellzyklus gehindert, was zu deren andauernden Proliferation fuhrt. Es bilden
sich innerhalb weniger Tage so genannte Neurospharen, sich in Suspension befin-
dende Zellhaufen aus kortikalen Vorlauferzellen. Im weiteren Verlauf kdnnen die
Zellen passagiert werden und so eine geraume Zeit in Kultur gehalten werden. Da
jedoch regelmafig eine wiederholte Dissoziation der Zellen mit darauf folgender
Ausbildung sekundarer Neurospharen von Noéten ist, kdnnen recht heterogene Zell-
populationen entstehen, deren Zusammensetzung nicht mehr absolut eindeutig defi-
niert werden kann. Obwohl die Fahigkeit der kortikalen Vorlauferzellen, sich in vitro in
die drei hauptsachlichen Zelltypen des zentralen Nervensystems differenzieren zu
kénnen auch nach langerer Zeit in Kultur unverandert bleibt, wurde in der vorliegen-
den Studie eine Uber vier Wochen hinaus andauernde Kultivierung von Neuro-
spharen moglichst vermieden.

Um die Zusammensetzung von Neurospharenkulturen hinsichtlich der Zelltyp-
zusammensetzung zu charakterisieren, wurden Neurospharen dissoziiert und auf

poly-D,L-Ornithin und Laminin1 ausplattiert.
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—Pax6 Nestin —

kortikale Vorlauferzellen

Auf poly-D-L-Ornithin und Laminin-1,
- EGF, -bFGF

unreife Neurone reife Neurone Astrozyten Oligodendrozyten

neuronale Linie gliale Linie

Abbildung 3-6: Das Differenzierungspotenzial isolierter kortikaler Vorlauferzellen

Bei E11,5 isolierte und als Neurospharen kultivierte kortikale Vorlauferzellen differenzieren nach Ent-
zug der mitogenen Wachstumsfaktoren EGF und bFGF in vitro zu den drei hauptsachlichen Zelltypen
des ZNS: Neurone, Astrozyten und Oligodendrozyten.

Der Anteil unterschiedlicher neuronaler Zelltypen in diesen Kulturen wurde dann
durch die immunzytochemische Farbung mit verschiedenen Zelltypmarkern ermittelt
(Abb.: 3-6). Das Vorkommen multipotenter kortikaler Vorlauferzellen wurde dabei
durch die Detektion des Transkriptionsfaktors Pax6 und des intermediaren Filament-
proteins Nestin nachgewiesen. Junge, unreife Nervenzellen wurden durch die Ex-
pression von Doublecortin, reife Neurone durch microtubule associated protein 2
(Map2) identifiziert. Differenzierte Gliazellen schliellich wurden auf Basis der Ex-
pression von glial fibrillary acidic protein (GFAP, Astrozyten) und O4 (Oligodendro-
zyten) gekennzeichnet. Durch das Fixieren der Zellen nach 24 h, 48 h und 120 h

dauernder Kultivierung in Abwesenheit der mitogenen Wachstumsfaktoren EGF und
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bFGF konnte sowohl die anfangliche Zusammensetzung der Kultur als auch deren
Differenzierungspotenzial in vitro charakterisiert werden. Nach 24 stundiger Kultivie-
rung bestand die Kultur uberwiegend aus Pax6- und Nestin-positiven multipotenten
kortikalen Vorlauferzellen (Pax6+, Nestin+). Es konnte aullerdem ein vergleichsweise
geringer Anteil von Doublecortin- und Map2-exprimierenden Neuronen identifiziert
werden. Zu diesem frihen Zeitpunkt wurden keine ausdifferenzierten, GFAP positi-
ven Astrozyten gefunden. Im weiteren Verlauf der Kultivierung zeigte sich dann die
fortschreitende Differenzierung der Zellen an der Abnahme der Marker fur kortikale
Vorlauferzellen (Pax6, Nestin) und der Zunahme von Markern fur postmitotische Zell-
typen des Nervensystems wie Neurone und Astrozyten (DcX, Map2, GFAP). Wenn
nicht anders angegeben, erfolgte in samtlichen hier beschriebenen Versuchen ein
Faktorenentzug von EGF und bFGF fur 24 h, so dass es sich bei den gezeigten
Zellen jeweils um Uberwiegend Pax6- und Nestin-positive kortikale Vorlauferzellen
handelte. Dadurch eigneten sie sich als hervorragendes Modellsystem fur die Zellen

der Ventrikularzone des fruhen dorsalen Telenzephalon um den Embryonaltag 12,5.

3.2.1 Die Expression von TrkB in kortikalen Vorlauferzellen

In der vorliegenden Studie wurden kortikale Vorlauferzellen als Neurospharen
kultiviert, was vor allem fur biochemische Untersuchungen den Vorteil bietet, in Be-
zug auf die Zellzahl nicht sehr limitiert zu sein. AuRerdem standen so fur den Zeit-
raum der Kultivierung standig Zellen fur Experimente zur Verfugung.

Um Informationen Gber die Expression von TrkB in den Neurospharenkulturen
in Bezug auf die verschiedenen beschriebenen Isoformen des Rezeptors zu bekom-
men, wurde zunachst eine Totalpraparation von RNA aus diesen Kulturen mit Hilfe
der reversen Transkriptase unter Verwendung von zufalligen Primerhexameren in
cDNA umgeschrieben. Die dabei entstandenen cDNA-Fragmente wurden dann als
Templates benutzt, um mit entsprechenden Primern spezifische Fragmente fur die
einzelnen Isoformen von TrkB zu amplifizieren. Es wurden zwei getrennte PCR-
Ansatze durchgefuhrt, um zwischen insgesamt vier Isoformen unterscheiden zu
konnen (Abb.: 3-7). Im ersten Ansatz wurden zur Amplifikation der gewonnenen
cDNA zwei Primerpaare benutzt, deren Lage genau den Bereich Uberspannt, welcher
bei den Isoformen TrkB-LO und TrkB-L1 deletiert ist.
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Abbildung 3-7: Schematische Ubersicht neuronal exprimierter TrkB-Isoformen

Ubersicht der vier TrkB-Isoformen, deren Expression in kortikalen Vorlauferzellen mit Hilfe von RT-
PCR-Techniken untersucht wurde. Neben der Voll-Ladngenisoform TrkB-FL und der trunkierten Isoform
ohne Kinasedoméane TrkB-T1 sind die Isoformen TrkB-L1 und TrkB-L0 abgebildet, die jeweils eine De-
letion im extrazellularen Bereich des Rezeptors aufweisen. Bei TrkB-T1 ist die einzigartige Amino-
sauresequenz am C-Terminus im Einbuchstaben-Code angegeben, welche die spezifische Amplifika-

tion dieser Isoform ermdoglichte.

Infolgedessen konnte fur die im N-Terminus verschiedenen Isoformen von TrkB ein
Amplikon von spezifischer GroRe erwartet werden. 600 bp fur TrkB-FL, 453 bp fur
TrkB-L1 und 384 bp flr TrkB-LO fir Primerpaar 1 und 1176 bp fiur TrkB-FL, 1029 bp
fur TrkB-L1 und 960 bp fur TrkB-LO fur Primerpaar 2. Wie Abbildung 3-8a zeigt, konn-
te jedoch in beiden PCR-Ansatzen (1, 2) lediglich ein spezifisches PCR-Produkt
erhalten werden. In beiden Fallen stimmt die erhaltene Grolke der Amplikons dabei
genau mit den fur TrkB-FL vorhergesagten Fragmentgrof3en Gberein, so dass TrkB-

Isoformen mit Deletionen in N-terminalen Bereichen nicht exprimiert werden und so-

mit keine Rolle in kortikalen Vorlauferzellen spielen durften.

Der zur Unterscheidung der TrkB-Isoformen mit und ohne Kinasedomane be-
nutzte Ansatz bestand aus einer Multiplex-PCR mit dem Einsatz von drei Primern
zugleich, mit dem Ziel, zwei PCR-Produkte gleichzeitig zu amplifizieren.

dabei ein gemeinsamer Primer in 5’-3’-Richtung und je ein Primer in 3’-5’-Richtung

des kodierenden Stranges zum Einsatz.
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Abbildung 3-8: Die Expression von TrkB-Isoformen in kortikalen Vorlaufern auf mRNA-Ebene
Zum Nachweis der Expression unterschiedlicher TrkB-Isoformen auf mRNA-Ebene erfolgte die RT-
PCR-Analyse in zwei PCR-Ansatzen. (a) Zwei PCR-Anséatze zur Unterscheidung von TrkB-lsoformen
mit N-terminalen Deletionen zeigte die ausschliel3liche Expression von TrkB-FL. (b) Vier PCR-Ansatze
konnten die Prasenz sowohl der TrkB+TK- als auch der TrkB-TK-Isoform nachweisen.

Dabei wurde die Tatsache ausgenutzt, dass die trunkierte TrkB-TK-Isoform eine ein-
zigartige Aminosauresequenz am C-Terminus besitzt, wodurch fur diese Isoform spe-
zifische Primer in 3’-5-Richtung in die entsprechende kodierende cDNA-Region
gelegt werden konnten. Es wurden dazu aus insgesamt sechs unterschiedlichen
Primern vier PCR-Ansatze geplant, bei denen die folgenden Fragmentlangen
erwartet werden konnten: 1: TrkB-FL (+TK): 1439 bp, TrkB-T1 (-TK): 1194 bp; 2:
TrkB-FL (+TK): 1404 bp, TrkB-T1 (-TK): 1174 bp; 3: TrkB-FL (+TK): 966 bp, TrkB-T1
(-TK): 721 bp; 4: TrkB-FL (+TK): 931 bp, TrkB-T1 (-TK): 701 bp. Abbildung 3-8b
zeigt, dass auf diese Art und Weise PCR-Produkte erhalten wurden, die den erwar-
teten Fragmentlangen flr beide Isoformen entsprachen. Sowohl TrkB-FL (+TK) als
auch TrkB-T1 (-TK) werden also in kortikalen Vorlauferzellen exprimiert. Die unter-
schiedlichen Bandenintensitaten der beiden PCR-Produkte konnen hier allerdings
keinen Aufschluss Uber die Hohe der jeweiligen Isoformen-Expression geben, da
nicht ausgeschlossen werden kann, dass die beiden PCR-Produkte mit ganz unter-
schiedlicher Effektivitat entstehen und somit nicht das Mengenverhaltnis der als
Template dienenden cDNA reprasentieren wurden.

Die RT-PCR-Analyse wurde fur beide Ansatze sowohl unter Proliferations-
bedingungen in Anwesenheit von EGF und bFGF als auch unter Differenzierungs-

bedingungen ohne Wachstumsfaktoren durchgefuhrt.
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Eine davon abhangige Regulation einer Isoformen spezifischen Expression von TrkB
konnte dabei nicht festgestellt werden (Abb.: 3-8a und b, + EGF/bFGF).

Die Expression von TrkB in kortikalen Vorlauferzellen wurde auch auf Protein-
ebene mittels Western Blot-Analyse untersucht. Daflir wurden zunachst zwei kom-
merzielle Antikdrper benutzt, deren Epitope in Gberlappenden Bereichen des N-termi-
nalen, extrazellularen Teils des Rezeptors liegen. Als Ausgangsmaterial wurden ko-
rtikale Vorlauferzellen auf Zellkulturschalen ausplattiert, die mit poly-D,L-Ornithin
beschichtet worden waren. In Anwesenheit der mitogenen Wachstumsfaktoren EGF
und bFGF wurden die Zellen bis zu einer etwa 60-80 %igen Konfluenz kultiviert,
woraufhin ein Entzug beider Faktoren flr 24 Stunden erfolgte. Die Zellen wurden
gewaschen und in Lysispuffer von der Zellkulturschale entfernt und lysiert. Nach Be-
stimmung der Proteinkonzentration der so gewonnenen Totallysate erfolgte deren
Analyse mittels SDS-PAGE und Western Blot. Die Immundetektion von TrkB mit Hilfe
beider Antikorper zeigte dabei ein vergleichbares Muster, namlich das Erscheinen
einer dominanten Bande unterhalb der 130 kDa-Markerbande. Die Spezifitat der
beiden Antikorper sollte anhand von kortikalen Vorlauferzellen aus TrkB/NTRK2 KO-

Mausen unter Beweis gestellt werden.
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A o e b R __L L
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Abbildung 3-9: Die Expression von TrkB-Isoformen in kortikalen Vorlaufern auf Proteinebene
Auf Proteinebene wurde die Expression von TrkB in kortikalen Vorlauferzellen mit Hilfe von Western
Blot-Techniken untersucht. (a) Die Detektion von TrkB in Lysaten kortikaler Vorlduferzellen aus wild-
typischen und TrkB/NTRK2 mutanten Mausen zeigte mit zwei kommerziellen Antikérpern eine im-
munreaktive Bande etwas unterhalb der 130 kDa Markerbande. Im Vergleich zum Wildtyp war dabei
die Bandenintensitat im TrkB/INTRKZ2 KO reduziert. (b) Dieselben Antikdrper erkennen in Lysaten aus
adulten Hippokampi zwei Banden oberhalb von 130 kDa bzw. 95 kDa. m: Maus; rb: Kaninchen; R:
Rechts; L: Links.
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Die dabei benutzten Tiere wurden in Bezug auf die Expression von TrkB insofern
beschrieben, dass es in homozygoten Knockout-Tieren durch die Deletion der intra-
zellularen Kinasedomane zu einer Reduktion der Expression des Rezeptors um etwa
50 % kommt, das Protein also nicht vollstandig fehlt (Klein et al., 1993). Damit Uber-
einstimmend sind die entsprechenden Signale auch in TrkB-defizienten kortikalen
Vorlauferzellen nur reduziert, nicht abwesend (Abb.: 3-9a). Als weitere Kontrolle der
Antikorperspezifitat bei der Western Blot-Analyse wurden Hippokampus-Lysate von
adulten Mausen hergestellt und entsprechender Analyse unterzogen. Das dabei
erhaltene Bandenmuster unterschied sich in Bezug auf die Laufhéhe der erhaltenen
Banden. Hier wurden zwei prominente Banden sichtbar, deren Laufhéhe mit etwas
uber 130 kDa beziehungsweise etwas uber 95 kDa bisher beschriebenen Laufhéhen
fur die TrkB-FL- beziehungsweise TrkB-T1-Isoform bei der SDS-Gelelektrophorese
entsprach (Abb.: 3-9b). Aus diesen beiden Kontrollansatzen konnte der Schluss ge-
zogen werden, dass beide verwendeten Antikdrper TrkB spezifisch erkennen, es je-
doch in kortikalen Vorlauferzellen zu einer Expression von TrkB kommt, die sich wohl
aufgrund des spezifischen Zelltyps und des embryonalen Entwicklungsstadiums von
der in adultem neuronalem Gewebe unterscheidet. Die Frage, warum auf Protein-
ebene lediglich eine prominente TrkB-Bande zu detektieren war, wohingegen auf
MRNA-Ebene die Existenz der beiden Isoformen TrkB-FL und TrkB-T1 gezeigt wer-

den konnte, blieb an dieser Stelle ungeklart.

3.2.2 Die Aktivierung von TrkB in kortikalen Vorlauferzellen

Mit der Primarkultur kortikaler Vorlauferzellen aus dem embryonalen Vorder-
hirn der Maus stand ein geeignetes Modell zur Verfigung, um die Aktivierbarkeit von
TrkB in vitro in Abhangigkeit von extrazellularen Stimuli zu untersuchen. Nach dem
anfanglichen Befund, dass am Embryonaltag 12,5 TrkB und der EGF-Rezeptor in
kortikalen Vorlauferzellen koexprimiert wird (Abb.: 3-5) und dass dort TrkB unab-
hangig von BDNF oder NT-3 in aktivierter Form vorliegt (Abb.: 3-4), stellte sich
aullerdem die Frage, inwieweit auch ein funktioneller Zusammenhang zwischen
beiden Tyrosinkinaserezeptoren existierte. Die Stimulation der kortikalen Vorlaufer-
zellen mit BDNF und EGF sollte in diesem Zusammenhang Aufschluss darUber
geben, wie sich eine klassische Aktivierung des Rezeptors durch den Liganden

BDNF zu einer potentiellen Transaktivierung durch EGF verhalt. Fur das Experiment
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wurden dissoziierte kortikale Vorlauferzellen auf mit poly-D,L-Ornithin und Laminin1
beschichtete Zellkulturschalen ausplattiert und bis zu einer Konfluenz von etwa
70-80 % kultiviert. Nach einem Entzug der Wachstumsfaktoren fur 24 Stunden erfolg-
te dann die Stimulation der Zellen fur die jeweils angegebenen Zeitraume, wonach
die Zellen gewaschen und geerntet wurden. Abbildung 3-10 zeigt die Western Blot-
Analyse so gewonnener Proteinlysate in Bezug auf die Aktivierung von TrkB und des
nachgeschalteten MAPK-Signalwegs mit entsprechenden Antikorpern gegen phos-
phorylierte Formen von TrkB und Erk1/2. Die Phosphorylierung von TrkB an der
PLCy-Bindungsstelle zeigte sich dabei interessanterweise vor allem durch die Stimu-
lation mit EGF induzierbar, was durch das Auftauchen zweier Banden auf der Hohe
von etwa 170 kDa und etwas unterhalb von 130 kDa festzustellen war (Abb.: 3-10a).
Die Intensitat der Banden war dabei nach 5-minutiger Stimulation bereits voll aus-
gepragt, nach 120 min noch unvermindert, nach 300 min jedoch wieder stark redu-
ziert (Abb.: 3-10a und b).
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Abbildung 3-10: Die Aktivierung von TrkB in kortikalen Vorlauferzellen

(a) Western Blot-Analyse von Lysaten kortikaler Vorlauferzellen, die zu den angegebenen Zeitpunkten
nach BDNF- bzw. EGF-Stimulation geerntet worden waren. Wahrend BDNF keine Phosphorylierung
von TrkB hervorrief, wurden nach Zugabe von EGF zwei immunreaktive Banden mit dem Antikorper
gegen die PLCy-Bindungsstelle von TrkB detektiert. Analog dazu konnte auch die Induktion des
MAPK-Signalwegs anhand der Phosphorylierung von Erk1/2 beobachtet werden. Die quantitative Aus-
wertung zeigte die volle Auspragung der Bandenintensitaten nach 5 min und den Rickfall auf basale
Level nach 300 min fiir sowohl (b) pTrkB-PLCy als auch (c) pErk1/2. *: p < 0,001.
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Die Zugabe von BDNF hatte dagegen keine sichtbaren Auswirkungen auf die
Phosphorylierung von TrkB. Die Signale nach Stimulation fir 5 bzw. 120 min unter-
schieden sich nicht gegenuber der basalen Phosphorylierung der unstimulierten
Kontrollspur (Abb.: 3-10a und b; pTrkB-PLCy: Kontrolle: 100 %; BDNF 5 min: 94,4 +
5,9 %, BDNF 120 min: 89,6 + 8,1 %; EGF 5 min: 178,3 + 12,1 %, EGF 120 min:
164,4 £ 15,5 %, EGF 300 min: 101,3 £ 4,6 %; Mittelwerte £+ SEM). Ein ahnliches
Muster zeigte sich fur die Aktivierung von Erk1/2, einer Effektorkinase des MAPK-
Signalwegs. Lediglich die Stimulation mit EGF fuhrte hier zu einer malfgeblichen
Verstarkung der Phosphorylierung, wahrend die BDNF-Behandlung keine derartige
Veranderung zur Folge hatte (Abb. 3-10a und c; pErk1/2: Kontrolle: 100,0 %; BDNF
5 min: 102,4 £ 2,4 %, BDNF 120 min: 99,64 + 7,9 %; EGF 5 min: 195,8 + 21,5 %,
EGF 120 min: 196,7 + 31,3 %, EGF 300 min: 130,0 £+ 41,6 %; Mittelwerte + SEM).

Die Phosphorylierung von TrkB in Abhangigkeit unterschiedlicher Stimulation
wurde aulRerdem auch auf immunzytologischer Ebene untersucht. Neben EGF und
BDNF wurde hier zusatzlich NT-3 zur Stimulation der Zellen eingesetzt, welches
nicht nur eine gewisse Bindungsaffinitat gegenuber TrkB besitzt, sondern auch in
frihen embryonalen Stadien der Kortexentwicklung exprimiert wird (Farinas et al.,
1998; Huang et al., 1999; Maisonpierre et al., 1990). Die kortikalen Vorlauferzellen
wurden auf mit poly-D,L-Ornithin und Laminin1 beschichteten Deckglaschen
ausplattiert und nach 24-stindigem Faktorenentzug mit EGF, BDNF und NT-3 fur
5 min stimuliert. Die Aktivierung von TrkB wurde dabei mit der immunzytochemischen
Farbung der fixierten Zellen mit dem pTrkB-PLCy-Antikérper sichtbar gemacht.
AuRerdem wurden Morphologie und Identitat der Zellen mit einer Farbung gegen
Nestin gezeigt. Nur im Falle der EGF-Stimulation konnte ein signifikanter Anstieg der
pTrkB-PLCy-Immunreaktivitat im Vergleich zu nicht stimulierten Zellen beobachtet
werden (Abb.: 3-11a, i-viii und b; pTrkB-PLCy: Kontrolle: 15,6 + 0,8; EGF: 93,7 + 4,3;
Mittelwerte £ SEM). Im Gegensatz dazu fuhrte die Stimulation der Zellen mit BDNF
oder NT-3 zu keiner signifikanten Veranderung der Phosphorylierung von TrkB an
der PLCy-Bindungsstelle (Abb.: 3-11a, i-iv und ix-xvi und b; pTrkB-PLCy: Kontrolle:
15,6 + 0,8; BDNF: 18,0 = 0,9; NT-3: 21,2 + 1,2; Mittelwerte + SEM). Ubereinstim-
mend mit den oben beschriebenen Western Blot-Experimenten konnte also TrkB nur
durch EGF, aber nicht BDNF oder NT-3 signifikant aktiviert werden.
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Abbildung 3-11: Die Aktivierung von TrkB in kortikalen Vorlaufern durch EGF, BDNF und NT-3
(a) Die Aktivierung von TrkB durch EGF, BDNF und NT-3 wurde auf Einzelzell-Ebene durch die
immunzytochemische Farbung gegen die phosphorylierte PLCy-Bindungsstelle des Rezeptors unter-
sucht. Nestin wurde zur Ildentifizierung kortikaler Vorlauferzellen herangezogen. (b) Die Quantifizie-
rung der mittleren Pixelintensitadten der pTrkB-PLCy-Farbung lie einen signifikanten Anstieg der
TrkB-Aktivitdt nach EGF-Stimulus erkennen, wohingegen die Zugabe von BDNF oder NT-3 keine da-
hingehenden Veranderungen verursachten. *: p < 0,001. MaRstab: 20 ym.
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Zahlreiche Veroffentlichungen hatten bereits die zellularen Antworten neuro-
naler Zellkultursysteme auf die Stimulation mit Neurotrophinen beschrieben und da-
bei dokumentiert, dass sich isolierte Zellen aus dem embryonalen Vorderhirn der
Maus durchaus empfanglich gegenuber Stimulationen mit BDNF oder NT-3 zeigen
(Bartkowska et al., 2007; Cheng et al., 2003; Knusel et al., 1994). Bei den hier ver-
wendeten kortikalen Vorlauferzellen war keine Antwort auf Neurotrophine feststellbar,
was zur Frage fuhrte, in welcher Hinsicht sich die jeweilig beschriebenen Zellkultur-
systeme unterschieden, wodurch wiederum eine unterschiedliche Responsivitat ge-
genuber extrazellularen Stimuli erklart werden konnte. Bei den in der Literatur be-
schriebenen Fallen handelte es sich in der Regel um Zellen, die ohne zwischen-
zeitliche Kultivierung direkt auf ein entsprechendes Substrat ausplattiert und an-
schlieBend untersucht wurden (Bartkowska et al., 2007; Barnabe-Heider and Miller,
2003). Meist wurden diese Zellen aul3erdem nicht vor Embryonaltag 13,5 isoliert.

Um sicherzustellen, dass es sich bei den durch EGF-stimulierten pTrkB-
Banden nicht um ein Artefakt handelte, welches durch die Kultivierung der kortikalen
Vorlauferzellen als Neurospharen hervorgerufen wird, wurde eine entsprechende
Western Blot-Analyse auch in Direktkulturen durchgefthrt. Dazu wurden neben korti-
kalen Vorlauferzellen aus Neurospharenkulturen auch akut isolierte Zellen des
embryonalen Vorderhirns zum Zeitpunkt E11,5 auf poly-D,L-Ornithin und Laminin1
ausplattiert. Nach 24 Stunden in Abwesenheit mitogener Faktoren erfolgte die Stimu-
lation mit EGF, BDNF und NT-3. Beide Ansatze wurden mittels Western Blot-Analyse
verglichen, mit Antikérpern gegen pTrkB-PLCy und zusatzlich gegen pAkt und
pErk1/2, zweier Effektorkinasen des PI3K- bzw. MAPK-Signalwegs. Genau wie korti-
kale Vorlaufer aus Neurospharenkulturen zeigten direkt ausplattierte Zellen des
Vorderhirns, die am Embryonaltag 11,5 isoliert wurden, nach Zugabe von EGF eine
starke Phosphorylierung von TrkB, wobei das Bandenmuster mit dem Ergebnis von
Neurospharenkulturen dbereinstimmte (Abb: 3-12a und b). Zusatzlich wurden nach-
geschaltete Signalwege aktiviert, wobei der Anstieg der Akt-Phosphorylierung relativ
moderat ausfiel, was durch die bereits recht hohe basale Bandenintensitat bedingt
war. Die Aktivierung von Erk1/2 in Antwort auf den EGF-Reiz war in beiden Fallen
deutlich sichtbar. Im Gegensatz zu den Neurospharenkulturen zeigten sich die Di-
rektkulturen jedoch auch responsiv gegenuber den Neurotrophinen BDNF und NT-3.
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Abbildung 3-12: Die Aktivierung von TrkB in der Neurosphéren- bzw. Direktkultur

Western Blot-Analyse von Lysaten kortikaler Vorlauferzellen, die 5 min nach Stimulation mit EGF,
BDNF oder NT-3 geerntet worden waren. (a) In kortikalen Vorlauferzellen aus Neurospharenkulturen
erfolgte die Phosphorylierung von TrkB, Akt und Erk1/2 nach EGF-Stimulation, nicht aber nach Zu-
gabe von BDNF oder NT-3. (b) In Zellen des Vorderhirns von E11,5 flihrte EGF zu einem vergleich-
barem Resultat, wobei hier auch BDNF und NT-3 eine Phosphorylierung von TrkB, Akt und Erk1/2
bewirkten. Dabei unterschieden sich die Laufhéhen der induzierten pTrkB-Banden zwischen EGF- und
Neurotrophin-Stimulus.

Die Zugabe beider Neurotrophine flhrte zu einer deutlichen Verstarkung der
Immunreaktivitat des Antikorpers gegen die phosphorylierte PLCy-Bindungsstelle von
TrkB (Abb.: 3-12 a und b). Das Bandenmuster unterschied sich jedoch von dem der
mit EGF-stimulierten Zellen. Obwohl die induzierte Bande unterhalb 130 kDa in
beiden Situationen auftauchte, fehlte nach Neurotrophin-Stimulation die Bande um
170 kDa. Stattdessen trat eine markante Bande zu Tage, die sich etwas Uberhalb der
130 kDa-Markerbande befand. Die Intensitat dieser Bande wiederum wurde durch
EGF-Stimulation nicht verandert, obwohl sie auch dort sichtbar war. Die Ursache fur
die Diskrepanz der unterschiedlichen Bandenmuster, die jeweils eine Phosphory-
lierung von TrkB an der PLCy-Bindungsstelle dokumentieren sollten, liegt moglicher-
weise in der jeweiligen Art der Aktivierung. So konnten fur die Neurotrophin-
abhangige Aktivierung im Gegensatz zur Neurotrophin-unabhangigen Aktivierung
verschieden modifizierte TrkB-Rezeptoren als Substrate dienen. Solche funktionell
unterschiedlichen Subpopulationen des Rezeptors konnten sich dann durch unter-
schiedliches Laufverhalten im SDS-Gel auszeichnen.

Um zu untersuchen, ob in kortikalen Vorlauferzellen eine vom Entwicklungs-
stadium bedingte Abhangigkeit der zellularen Antwort auf extrazellulare Reize vorlag,
erfolgte die Isolation von Zellen des embryonalen Vorderhirns fur die direkte Kultivie-
rung an zwei zusatzlichen Zeitpunkten. Dabei wurde mit E10,5 ein friherer, mit E14,5
ein spaterer Zeitpunkt wahrend der Kortexentwicklung gewahlt. Wie sich zeigte,
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reagierten die E10,5 isolierten Zellen in ahnlicher Art und Weise wie die aus
Neurospharenkulturen stammenden Zellen auf die Stimulation mit EGF, BDNF und
NT-3 (Abb.: 3-12a und 3-13a). Obwohl dabei die Signalintensitat insgesamt eher
schwach ausfiel, war eine Phosphorylierung von TrkB, Akt und Erk1/2 durch EGF zu
erkennen. Wie im Falle der Neurospharenkulturen zeigte sich auch hier keine Ant-
wort der E10,5 isolierten Zellen auf BDNF und NT-3.

Die am Embryonaltag 14,5 isolierten Zellen wichen davon in Bezug auf die
jeweilige Reizantwort deutlich ab. Ebenso wie die direkt ausplattierten Zellen von
E11,5 flhrte sowohl die Stimulation mit EGF als auch die Zugabe von BDNF und
NT-3 zu einer deutlichen Aktivierung von TrkB, Akt und Erk1/2 (Abb.: 3-12b und
3-13b). Bemerkenswerterweise war jedoch das Gleichgewicht zwischen den beiden
Antworten deutlich auf die Seite der Neurotrophin-induzierten Signale verschoben.
War die Aktivierung von TrkB in den bei E11,5 isolierten Zellen durch EGF und
Neurotrophine in vergleichbarem Ausmal} mdglich, reagierten die E14,5 isolierten
Zellen deutlich starker auf BDNF und NT-3 als auf EGF.

Insgesamt konnte also in Bezug auf die Aktivierung von TrkB eine Verschie-
bung von hauptsachlich EGF-induzierten Mechanismen in frihen Stadien zu Uber-
wiegend Neurotrophin-vermittelter SignalUbertragung zu spateren Zeitpunkten der

Kortikogenese beobachtet werden.
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Abbildung 3-13: Die Aktivierung von TrkB in Direktkulturen von E10,5 und E14,5

Western Blot-Analyse von Lysaten direkt ausplattierter Zellen des embryonalen Vorderhirns, die 5 min
nach Stimulation mit EGF, BDNF oder NT-3 geerntet worden waren. (a) In kortikalen Vorlauferzellen
von E10,5 erfolgte die Phosphorylierung von TrkB, Akt und Erk1/2 nach EGF-Stimulation, nicht aber
nach Zugabe von BDNF oder NT-3. (b) In Zellen des Vorderhirns von E14,5 fiihrten sowohl EGF als
auch BDNF und NT-3 zu einem Anstieg der Phosphorylierung von TrkB an der PLCy-Bindungsstelle.
Analog dazu erfolgte auch die Aktivierung von Akt und Erk1/2.
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3.2.3 Die Abhangigkeit der TrkB-Aktivierung vom Differenzierungsgrad

kortikaler Vorlaufer

Um die Ursache der oben beschriebenen Unterschiede aufzuklaren, wurden
die jeweiligen Zellkultursysteme hinsichtlich ihrer Zusammensetzung in Bezug auf
unterschiedliche Zelltypen analysiert. Da im dorsalen Telenzephalon in den betreffen-
den Stadien von E10,5 bis E14,5 zunehmend Nervenzellen aus kortikalen Vorlaufern
entstehen, lag der Schwerpunkt dieser Zelltypanalyse in der Unterscheidung
zwischen multipotenten Vorlauferzellen und reifen Neuronen. Dazu wurde eine im-
munzytochemische Farbung mit Antikdrpern gegen die beiden Markerproteine Pax6
und Map2 durchgefuhrt. Abbildung 3-14 zeigt die quantitative Auswertung der Anteile
an Pax6-positiven Vorlauferzellen und Map2-exprimierenden Neuronen in den jewei-
ligen Zellpraparationen zusammen mit reprasentativen Bildern der entsprechenden
Farbungen (Abb.: 3-14a und b). Es zeigte sich, dass die als Neurospharen kultivier-
ten Zellen eine ahnliche Verteilung aufwiesen wie die Zellen der E10,5 Direktkultur.
In beiden Fallen bestand der Uberwiegende Teil der Zellen aus Pax6-positiven Vor-
lauferzellen, wohingegen der Anteil an Map2-exprimierenden Nervenzellen gering
war (Neurospharen E11,5: Pax6+: 72,5 £ 5,1 %; Map2+: 12,4 + 3,2 %; Direktkultur
E10,5: Pax6+: 74,4 + 4,6 %; Map2+: 9,2 + 3,3 %; Mittelwerte + SEM). In Direkt-
kulturen spaterer Zeitpunkte wurde dann eine Zunahme an reifen Neuronen verzeich-
net. Zellen aus dem E11,5 Vorderhirn wiesen ein beinahe ausgeglichenes Verhaltnis
zwischen Vorlauferzellen und reifen Nervenzellen auf (Direktkultur E11,5: Pax6+:
57,0 £ 5,1 %; Map2+: 37,7 = 3,4 %; Mittelwerte £+ SEM), wohingegen direkt aus-
plattierte Zellen von E14,5 zum Grol3teil aus postmitotischen Neuronen bestehen. Es
finden sich nur noch wenige multipotente Vorlauferzellen (Direktkultur E14,5: Pax6+:
7,5+ 3,0 % ; Map2+: 78,9 + 3,5 %; Mittelwerte £ SEM).

Zusammen genommen konnte hier eine Korrelation zwischen der Stimulier-
barkeit von Zellen des embryonalen Vorderhirns und der Zusammensetzung von
Kulturen solcher Zellen gezeigt werden. Es wurde dabei deutlich, dass die Aktivie-
rung von TrkB in multipotenten kortikalen Vorlauferzellen vorwiegend durch EGF
ausgelost wird, wohingegen es in reifen Nervenzellen zur Phosphorylierung von TrkB

auf klassische Art und Weise durch extrazellularen Neurotrophin-Stimulus kommt.
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Abbildung 3-14: Die zelltypspezifische Zusammensetzung der unterschiedlichen Kulturen korti-
kaler Vorlauferzellen

Sowohl die aus Neurospharenkulturen stammenden Zellen als auch die zu den angegebenen Zeit-
punkten isolierten und direkt ausplattierten kortikalen Vorlaufer wurden hinsichtlich ihrer zelltypspezi-
fschen Zusammensetzung analysiert. Dabei wurde durch die immunzytochemische Farbung gegen
Pax6 und Map2 zwischen multipotenten Vorlauferzellen und postmitotischen Nervenzellen unterschie-
den. Wahrend die Zellen aus Neurospharenkulturen und die bei E10,5 isolierten Zellen aus Uber-
wiegend Pax6-positiven Vorldufern bestanden, kam es in den Kulturen spaterer Zeitpunkte zu einer
Zunahme von Map2-positiven Neuronen. Dies korrelierte mit der zuvor beobachteten Responsivitats-
verschiebung der Kulturen (Abb.: 3-12 und 3-13).

Zum Anderen wurde deutlich, dass die aus dem E11,5 Vorderhirn isolierten
kortikalen Vorlauferzellen durch die Kultivierung als Neurospharen eher Charakteris-
tika von Zellen fruherer Entwicklungsstadien, hier E10,5, aufwiesen. Dieses Phano-
men ist dadurch erklarbar, dass es durch die Kultivierung in Anwesenheit der mito-
genen Wachstumsfaktoren EGF und bFGF zu einer Expansion der proliferativen Vor-
lauferzellen kommt, womit weiter differenzierte, postmitotische Zelltypen wie Neurone
verdrangt werden und diese aullerdem nur begrenzt lange Uberleben konnen. Als
Modellsystem fur multipotente, kortikale Vorlauferzellen schienen Neurospharenkul-

turen aber gerade deshalb ideal zu sein.
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3.2.4 Der Zeitverlauf der EGF-vermittelten TrkB-Aktivierung

Die Aktivierung von TrkB durch EGF in kortikalen Vorlauferzellen wurde nun
genauer charakterisiert. Neben der Phosphorylierung der PLCy-Bindungsstelle sollte
dabei auch die Aktivierung der Shc/Frs2-Bindungsstelle von TrkB untersucht werden.
AuRerdem war von Interesse, welchem Zeitverlauf die Aktivierung von TrkB in Ab-
hangigkeit vom EGF-Stimulus folgte. Dazu wurden kortikale Vorlauferzellen aus Neu-
rospharenkulturen mit EGF stimuliert, zu unterschiedlichen Zeitpunkten lysiert und fur
die weitere Analyse mittels SDS-PAGE und Western Blot prozessiert. Fur die Immun-
detektion von Proteinen wurden hier zusatzlich zu den Antikdrpern gegen pTrkB-
PLCy, pAkt und pErk1/2 auch gegen die phosphorylierte Shc/Frs2-Bindungsstelle
von TrkB gerichtete Antikorper eingesetzt. Zunachst wurde dabei deutlich, dass die
Aktivierung von TrkB nicht nur an der PLCy-Bindungsstelle, sondern grundsatzlich
auch an der Shc/Frs2-Bindungsstelle stattfand. Es konnten durch die Zugabe von
EGF zwei Banden induziert werden, die in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen fiir
die PLCy-Bindungsstelle von TrkB bei etwa 170 kDa und etwas unterhalb von
130 kDa liefen (Abb.: 3-15a und b).
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Abbildung 3-15: Der Zeitverlauf der EGF-vermittelten TrkB-Aktivierung

(a) Western Blot-Analyse des Zeitverlaufs der Aktivierung von TrkB und nachfolgenden Signalkaska-
den durch EGF. Die Phosphorylierung von TrkB wurde dabei sowohl an der PLCy- als auch an der
Shc-Bindungsstelle beobachtet. Die Aktivierung der PI3K- und MAPK-Kaskade erfolgte durch die De-
tektion von pAkt und pErk1/2, zweier Effektorkinasen dieser Signalwege. (b) Die quantitative Aus-
wertung der relativen Bandenintensitaten zeigte die rasche Phosphorylierung von TrkB nach bereits
5 min, das Anhalten der Aktivitat fir etwa 90 min, um dann nach 300 min wieder auf anfangliche
basale Level zurlickzukehren. Die Aktivitdt des PI3K- bzw. MAPK-Signalwegs verlief analog dazu, mit
allerdings weiterhin erhéhten Signalen nach 300 min.
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Dabei fiel auf, dass die Intensitat der beiden Banden sehr unterschiedlich war, mit
einer schwachen unteren und einer dominanten oberen Bande. Beim Nachweis der
phosphorylierten PLCy-Bindungsstelle hingegen waren die Bandenstarken weitge-
hend vergleichbar. Der zeitliche Verlauf der TrkB-Aktivierung war an beiden Phos-
phorylierungsstellen ahnlich. In beiden Fallen kam es bereits finf Minuten nach EGF-
Zugabe zu einer maximalen Induktion der Immunreaktion. Die Intensitat der indu-
zierten Banden blieb dann wahrend der ersten 45 bis 90 Minuten unverandert stark,
um dann nach 180 Minuten fir die PLCy-Bindungsstelle auf etwa die Halfte des
Maximalwertes und fiur die Shc/Frs2-Bindungsstelle beinahe auf das basale Level
abzufallen. Nach 300 Minuten war bei beiden Phosphorylierungsstellen von TrkB
keine Aktivierung mehr zu erkennen. Die nachgeschalteten Signalwege PI3K und
MAPK wurden anhand der Phosphorylierung von Akt und Erk1/2 untersucht. Die
Aktivitat von Akt war ebenfalls nach funf Minuten deutlich erhéht und stieg dann im
weiteren Verlauf auf einen Maximalwert nach 180 Minuten an. Nach 300 Minuten
schliel3lich war das Signal fur phosphoryliertes Akt wieder auf den etwa halben Maxi-
malwert gesunken. Erk1/2 zeigte sich nach funf Minuten bereits maximal aktiviert,
was ahnlich lange andauerte. Nach 300 Minuten war die Bandenintensitat dann
erneut deutlich reduziert. Der zeitliche Verlauf der Aktivierung von PI3K- und MAPK-
Signalwegen erinnert damit eher an die lang anhaltenden, von Neurotrophinen indu-
zierte Aktivierung dieser Signalwege, als an die transienten Effekte durch Wachs-

tumsfaktoren wie EGF.

3.2.5 Die Uberexpression von TrkB in kortikalen Vorlauferzellen

Um den Neurotrophinrezeptor TrkB als ein Ziel von EGF-vermittelter Phospho-
rylierung zu bestatigen, wurde ein Pulldown-Experiment nach Uberexpression eines
Fusionsproteins aus HA-Tag und TrkB-Sequenz in kortikalen Vorlauferzellen durch-
gefuhrt. Die Zellen wurden dazu ausplattiert, mit dem entsprechenden HA-TrkB-
Konstrukt transfiziert und mit EGF stimuliert. Aus dem Totallysat dieser Zellen wurde
dann HA-TrkB mit Hilfe eines gegen den HA-Tag gerichteten Primarantikorpers und
immobilisierter Protein-G-Agarose immunprazipitiert. Die Immunprazipitate wurden
mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert, indem phosphoryliertes, Uberexpri-
miertes Protein mit Antikérpern gegen pTrkB-PLCy, pTrkB-Shc/Frs2 und pTyrosin
nachgewiesen wurde. Abbildung 3-16a zeigt den deutlichen Anstieg der entsprech-
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enden Signale nach EGF-Stimulation im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (Abb.:
3-16a, vgl. Spur 3 und 4). Die Signale sind dabei spezifisch fur die Immunprazipi-
tation transfizierter Zellen zu sehen, nicht transfizierte Kontrollzellen zeigen keine
Signale (Abb.: 3-16a, vgl. Spur 1, 2, 3 und 4). Wie die Input-Kontrolle zeigt (Abb.:
3-16b), war die Induktion der TrkB-Phosphorylierung mit EGF in nicht transfizierten
Zellen ahnlich stark wie in den transfizierten Zellen, so dass sichergestellt war, dass
die entsprechenden Signale die Aktivitat von immunprazipitiertem HA-TrkB reprasen-
tierten (Abb.: 3-16b, vgl. Spur 1, 2, 3 und 4). Im Gegensatz zur Input-Kontrolle ist
jedoch nach Auftragen der Prazipitate lediglich eine einzelne Bande zu sehen, die
knapp unterhalb der 130 kDa-Markerbande lauft. Da der HA-Tag dem Molekular-
gewicht eines Proteins nur etwas mehr als 1 kDa hinzufugt, stimmt diese Laufhdhe
gut mit der vorher beobachteten Grofde von endogenem TrkB Uberein (Abb.: 3-9a).
Die obere Bande der Inputkontrolle bei etwa 170 kDa war beim Auftrag der Prazi-
pitate nicht zu detektieren. Ob dies mdglicherweise daran lag, dass TrkB mit HA-Tag
nur in der einen unterhalb 130 kDa laufenden Form exprimiert wurde, oder die Im-
munprazipitation nur bei dieser funktionierte, blieb ungeklart.

a IP: o-HA b 5% Input
1 2,3 4 56 7 8 1 2,3 4 56 7 8
n.t. HA-TrkB n.t. HA-TrkB
EGF | - |+ |-+ ]| +|+|+]|+ EGF | -|+|-|+]|+]|+]|+]+
PP1 | = [=|=-[-|+|-|+]|- PP1 | = |-|-|-|+[-]|+]-
PP2 | - |- |- |-|-|+|+]- PP2 |- |-|-|-|-[+|+]-
PD153035 | - |-|-1-1-1-1-]+|WB: PD153035 | - |- |-|-1-1-[-|+
170 kDa | 170 kDa - b e
130 kDa -} bl W lo-pTrkB-PLCY  130kDa-{  jug w080 o-pTrkB-PLCy
95 kDa -} 95 kDa
170 kDa ) 72 kDa -
130 kDa b |o-pTrkB-She 2 B e o-pAkt
. 55 kDa
95 kDa - oD
a_
gg hBa . T . 55 kDa | o-Akt
Chy -pTyrosin
PP P 1Y ‘
95 kDa o ! P ——— |
170 kDa] v 40 kDa o-pErk1/2
130 kDa—
o-HA
95 kDa- e :-‘( 10 kDo - [N -Erk1/2

Abbildung 3-16: Die Uberexpression von HA-TrkB in kortikalen Vorliuferzellen

(a) Western Blot-Analyse nach Uberexpression von HA-TrkB in kortikalen Vorlaufern und anschlie-
Render Immunprazipitation mit a-HA. Die Stimulation mit EGF fuhrt zur Phosphorylierung von HA-TrkB
(Spur 4), was durch die pharmakologische Inhibition mit PP1, PP2 und PD153035 geblockt werden
konnte (Spuren 5-8). (b) Die Analyse der Input-Kontrolle zeigt die Stimulation von pTrkB nach EGF-
Behandlung in nicht transfizierten Zellen (Spur 2) und die Effekte der Inhibitoren (Spuren 5-8). Die
Aktivierung des PI3K-Signalwegs schien durch die Inhibition von Src-Kinasen starker betroffen als die
der MAPK-Kaskade (Spuren 5-7). n.t.= nicht transfiziert.
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3.2.6 Die pharmakologische Inhibition der TrkB-Aktivierung durch EGF

Im selben experimentellen Ansatz sollte auch ein erster Einblick in mechanis-
tische Aspekte der TrkB-Transaktivierung durch EGF erhalten werden. Dabei ging es
zunachst um die Frage, ob EGF fur eine Aktivierung des Neurotrophinrezeptors mog-
licherweise direkt an TrkB bindet oder regular an den EGF-Rezeptor. Die pharma-
kologische Inhibition des EGFR mit dem Inhibitor PD15035 zeigte, dass die Kinase-
aktivitat des EGFR fur eine EGF-vermittelte Transaktivierung von TrkB notwendig ist,
die entsprechenden Banden fur pTrkB-PLCy, pTrkB-Shc/Frs2 und pTyrosin sind
deutlich reduziert (Abb.: 3-16a, vgl. Spur 4 und 8). Eine direkte Interaktion von EGF
mit TrkB konnte so weitgehend ausgeschlossen werden.

AuRerdem wurden ebenfalls Inhibitoren fur die Familie der Src-Kinasen be-
nutzt, um deren mogliche Beteiligung an der Signalubertragung vom EGF-Rezeptor
hin zu TrkB aufzuklaren. Die Familie der Src-Kinasen besteht aus zahlreichen Mit-
gliedern zytoplasmatischer Proteinkinasen, von denen cSrc und Fyn in neuronalem
Gewebe exprimiert werden (Kuo et al., 2005; Stein et al., 1994). Wie gezeigt werden
konnte, ist die Src-Kinase Fyn maligeblich an der Transaktivierung von TrkB durch
Adenosin-Rezeptoren beteiligt (Rajagopal and Chao, 2006). Um die Rolle von Src-
Kinasen fur die Transaktivierung von TrkB in kortikalen Vorlauferzellen zu unter-
suchen, wurden die pharmakologischen Inhibitoren PP1 und PP2 jeweils einzeln und
in Kombination benutzt. Die Applikation der Inhibitoren fuhrt in beiden Fallen zu einer
starken Reduktion der Banden fur pTrkB-PLCy, pTrkB-Shc/Frs2 und pTyrosin nach
EGF-Stimulus (Abb.: 3-16a, vgl. Spur 4, 5 und 6). Die Verwendung beider Inhibitoren
zusammen flhrt dabei zu einem additiven Effekt, so dass hier kaum noch Signale zu
erkennen sind (Abb.: 3-16a, vgl. Spur 4, 5, 6 und 7). Dieser additive Effekt von PP1
und PP2 lie® sich noch deutlicher in der Input-Kontrolle erkennen (Abb.: 3-16b, vgl.
Spur 4, 5 und 6). Des Weiteren fiel bei der Betrachtung der nachgeschalteten Signal-
wege PI3K und MAPK auf, dass im Falle von PP1 trotz deutlicher Reduktion des
pTrkB-Signals keine deutliche Veranderung der pAkt- und pErk1/2-Banden zu
erkennen war (Abb.: 3-16b, vgl. Spur 4 und 5). Die Verwendung von PP2 fihrte da-
gegen zu einer reduzierten Immunreaktivitat fur pAkt, jedoch nicht fur pErk1/2, was
wiederum mit einem abgeschwachten pTrkB-Signal einherging (Abb.: 3-16b, vgl.
Spur 4 und 6). Beide Inhibitoren zusammen fuhrten im Fall von pAkt zu einer deut-
lichen Reduktion, das Signal fur pErk1/2 war weit weniger abgeschwacht (Abb.:
3-16b, vgl. Spur 4 und 7). Generell war die hier beobachtete Aktivitat der beiden
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Signalwege PI3K und MAPK nicht ausschlieBlich durch die Transaktivierung von
TrkB bedingt, sondern auch durch die durch Bindung von EGF ausgeldste regulare
Aktivierung des EGF-Rezeptors allein. Insgesamt war zu sehen, dass der PI3K-Sig-
nalweg deutlich starker von einer Inhibition der Src-Kinasen betroffen war als der
MAPK-Signalweg. Daraus wurde gefolgert, dass entweder der Beitrag der Trans-
aktivierung von TrkB an zellularen Signalwegen hauptsachlich in der Aktivierung des
PI3K-Signalwegs zu sehen ist, oder aber die Aktivierung der MAPK-Kaskade von

weiteren, hier nicht inhibierten Src-Familienmitgliedern vermittelt wird.

3.2.7 Die Inhibition der TrkB-Aktivierung durch dominant negative Src-

Mutanten

Da die Verwendung pharmakologischer Inhibitoren im Hinblick auf Substrat-
spezifitdt immer Anlass fur Zweifel gibt, wurde die Frage nach der Beteiligung von
Src-Kinasen an der Transaktivierung von TrkB auch auf einem anderen Weg unter-
sucht. Hierzu wurde die enzymatische Aktivitat der beiden Src-Kinasefamilienmit-
glieder cSrc und Fyn unterdruckt, indem dominant negative Isoformen der Proteine in
kortikalen Vorlauferzellen Uberexprimiert wurden. Die entsprechenden codierenden
cDNA-Sequenzen wurden dazu aus bereits bestehenden Konstrukten in lentivirale
Expressionskonstrukte des Typs pLVX-AcGFP-C1 bzw. pLVX-DsRed-N1 umkloniert,
so dass cSrc als Fusionsprotein mit C-terminalem DsRed-Tag, Fyn mit N-terminalem
GFP-Tag uberexprimiert werden konnte. Die Analyse von mit diesen Konstrukten infi-
zierten Zellen erfolgte zum Einen anhand von SDS-PAGE und Western Blot, zum
Anderen auch auf der Ebene von Einzelzellen durch immunzytochemische Farbung.
In beiden Fallen wurde der Grad der TrkB-Aktivierung durch die Immunreaktivitat des
Antikorpers gegen die phosphorylierte PLCy-Bindungsstelle von TrkB sichtbar ge-
macht. Wie in Abbildung 3-17a gezeigt, wirkte sich eine Infektion von Kkortikalen
Vorlauferzellen generell nicht auf die Induzierbarkeit der pTrkB-PLCy-Banden aus
(Abb.: 3-17, vgl. Spur 1, 2, 3 und 4), was durch die Verwendung eines ausschliel3lich
GFP-exprimierenden Konstrukts kontrolliert werden konnte.
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Abbildung 3-17: Die Inhibition von c¢Src und Fyn durch Uberexpression dominant negativer
Proteinmutanten

(a) Western Blot-Analyse von lentiviral infizierten kortikalen Vorlauferzellen. Die Uberexpression von
dominant negativen Isoformen von cSrc und Fyn flihrte zur Reduktion der TrkB-Phosphorylierung
durch EGF (Spuren 5-7). (b) Die Quantifizierung relativer Bandenintensitat zeigte die signifikante Re-
duktion der pTrkB-Immunreaktivitat nach Inhibition von ¢Src und Fyn. *: p < 0,05.

Die Uberexpression der dominant negativen Kinase cSrc und Fyn resultierte in
einer Abschwachung der Banden, in beiden Fallen in vergleichbarer Art und Weise
(Abb.: 3-17a, Spur 4, 5, und 6 und Abb.: 3-17b, GFP-Kontrolle: 100,0 %; dnSRC:
63,3 + 8,7 %; dnFYN: 53,2 + 12,8 %; Mittelwerte + SEM). Auch die Uberexpression
beider mutanter Proteine zugleich fuhrte zur Reduktion der Immunreaktion fur akti-
viertes TrkB, welche allerdings nicht deutlich starker ausfiel als bei den Einzel-
infektionen (Abb.: 3-17a, Spur 4, 5, 6 und 7 und Abb.: 3-17b; GFP-Kontrolle:
100,0 %; dnSRC/dnFYN: 48,1 + 7,7 %; Mittelwerte £ SEM). Die Expression der
jeweiligen Fusionsproteine wurde anhand des Nachweises des GFP- beziehungs-
weise DsRed-Tags uberpruft. Dabei wurde deutlich, dass die Expression beider mu-
tanter Proteine vergleichbar war, die beobachteten Laufhdhen stimmten dabei mit
den entsprechenden Erwartungen fir beide Fusionsproteine Uberein (GFP-Fyn:
~ 87 kDa; cSrc-DsRed: ~ 90 kDa). Die als Kontrolle durchgefihrte pharmakologische
Inhibition mit PP1 und PP2 war in Bezug auf die Erniedrigung des pTrkB Levels
deutlich wirkungsvoller als die Inhibition der Proteine durch Uberexpression dominant
negativer Isoformen (Abb.: 3-17a, Spur 4, 5, 6, 7 und 8 und Abb.: 3-17b; GFP-
Kontrolle: 100,0 %; PP1/2: 10,6 + 4,2 %; Mittelwerte + SEM).
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Abbildung 3-18: Die Reduktion von pTrkB nach cSrc/Fyn-Inhibition auf Einzelzellebene

Um das AusmaR der Reduktion der TrkB-Phosphorylierung durch die Uberexpression von dominant
negativen Proteinmutanten von cSrc und Fyn auf der Ebene einzelner Zellen zu untersuchen, erfolgte
eine immunzytochemische Analyse. Die jeweiligen Fluoreszenz-Tags der Uberexprimierten Konstrukte
lieBen infizierte Zellen erkennen (Pfeile), die Immunreaktivitat gegenlber pTrkB-PLCy zeigte die Akti-
vitat von TrkB. Sowohl dnFyn-GFP als auch dnSrc-DsRed setzten die TrkB-Phosphorylierung deutlich
herab. Mal3stab: 10 um.

Der Wirkungsgrad der dominant negativen Inhibition wird dabei nicht nur von
der unvollstandigen Kompetition der mutanten Proteine begrenzt, sondern auch
durch die Infektionsrate, die bei etwa 35-45 % lag. Dadurch ist ein relativ hoher Anteil
an Zellen vollig unbeeinflusst, so dass reduzierte pTrkB-Signale aus Totallysaten
nicht so klar zu Tage treten kdnnen, als dass der Grad der Inhibition in der einzelnen
Zelle reprasentiert werden konnte. Auf Einzelzellebene wurde die Reduktion der
TrkB-Phosphorylierung durch die immunzytochemische Farbung gegen pTrkB-PLCy
untersucht, wobei infizierte Zellen anhand der Expression der Fluoreszenz-Tags der
dominant negativen Proteinmutanten identifiziert werden konnten. Wie in Abbildung
3-18 zu sehen ist, war die Immunreaktivitdt gegenliber pTrkB-PLCy in infizierten

kortikalen Vorlaufern (Pfeil) im Vergleich zu nicht infizierten Zellen deutlich reduziert.
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3.3 Die Identitét der durch EGF stimulierten pTrkB-PLCy-Banden

Wie oben beschrieben fuhrte die Stimulation von kortikalen Vorlauferzellen mit
EGF zur Induktion von a-pTrkB-PLCy-reaktiven Banden im Western Blot. Dabei fiel
vor allem auf, dass beide induzierten Banden ein fur TrkB ungewdhnliches Laufver-
halten zeigten. Im Gegensatz zu den in der Literatur beschriebenen Molekularge-
wichten von 145 kDa fur die Voll-Langenisoform von TrkB und 95 kDa fur die
trunkierte TrkB-Isoform fanden sich hier Laufhéhen von unterhalb 130 kDa und etwa
170 kDa. Wahrend die beobachtete Bande unterhalb 130 kDa mit der durch Uber-
expression von HA-TrkB erhaltenen TrkB-Bande gut Ubereinstimmte, blieb die Identi-
tat der Bande bei 170 kDa zunachst ratselhaft.

3.3.1 Die Immunprazipitation des EGF-Rezeptors aus Lysaten kortikaler

Vorlauferzellen

Wie oben gezeigt, ist die Aktivitat des EGF-Rezeptors fur die Transaktivierung
von TrkB durch EGF notwendig (Abb.: 3-15a, vgl. Spur 4 und 8). Da fur den EGF-
Rezeptor ein apparentes Molekulargewicht in der SDS-PAGE von etwa 170-180 kDa
beschrieben wird und es nach Zugabe von EGF zur Autophosphorylierung des
Rezeptors kommt, sollte zunachst ausgeschlossen werden, dass der gegen die
phosphorylierte PLCy-Bindungsstelle von TrkB gerichtete Antikdrper eine Kreuzreak-
tivitat gegen den phosphorylierten EGF-Rezeptor zeigte. Dazu wurde der EGF-
Rezeptor in Lysaten kortikaler Vorlauferzellen mit und ohne EGF-Stimulation immun-
prazipitiert, woraufhin die Detektion von pTrkB-PLCy erfolgte. Wie Abbildung 3-19
zeigt, war keine Kreuzreaktivitat des pTrkB-PLCy-Antikorpers mit dem phosphory-
lierten EGF-Rezeptor zu beobachten. Wie in der Input-Kontrolle zu sehen ist, konn-
ten die immunreaktiven Banden mit EGF wie zuvor beobachtet induziert werden.
Interessanterweise finden sich beide Banden auch im Uberstand der Immunpré-
Zipitation wieder. Obwohl sie hier etwas schwacher erschienen, war die Relation der
beiden Banden jedoch mit der in der Input-Kontrolle vergleichbar. Dies diente als
erster Hinweis daflr, dass die hochmolekulare Bande kaum der EGF-Rezeptor sein
konnte, da die Intensitat dieser Bande dann nach Immunprazipitation des EGF-
Rezeptors deutlich schwacher hatte ausfallen mussen. Nach Auftragen des Immun-
prazipitats selbst war keine pTrkB-PLCy-reaktive Bande zu erkennen, wohingegen

die Effizienz der Immunprazipitation durch den Nachweis des EGF-Rezeptors gezeigt
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Abbildung 3-19: Die Immunprazipitation des EGF-Rezeptors aus Lysaten kortikaler Vorlaufer
Um eine Kreuzreaktivitat des pTrkB-PLCy-Antikdrpers gegen den aktivierten EGF-Rezeptor ausschlie-
Ren zu kdnnen, wurde der EGF-Rezeptor aus Lysaten kortikaler Vorlauferzellen immunprazipitiert. Der
Nachweis von pTyrosin zeigte die Anwesenheit des aktivierten EGF-Rezeptors in den Prazipitaten von
Lysaten stimulierter Zellen. Der pTrkB-PLCy-Antikérper konnte diese Bande nicht detektieren.

werden konnte. Die Detektion von pTyrosin diente als zusatzliche Kontrolle und
zeigte, dass der EGF-Rezeptor nach Zugabe von EGF tatsachlich phosphoryliert vor-
liegt. Obwohl also der EGF-Rezeptor im Immunprazipitat deutlich nachweisbar und
auch phosphoryliert war, konnten auch im Falle der mit EGF-stimulierten Zellen keine
Banden fur pTrkB-PLCy beobachtet werden, so dass eine Kreuzreaktivitat des
pTrkB-PLCy-Antikorpers mit dem phosphorylietem EGF-Rezeptor ausgeschlossen

werden konnte.

3.3.2 Die Immunprazipitation von pTrkB-Shc/Frs2 aus Lysaten

kortikaler Vorlauferzellen

Als weiteres Kontrollexperiment wurde aul3erdem eine Immunprazipitation mit
dem kommerziellen Antikdrper durchgefuhrt, der gegen die phosphorylierte Shc/Frs2-
Bindungsstelle des TrkB-Rezeptors gerichtet war. Auf diese Weise konnte der Re-
zeptor selektiv aus Lysaten von mit EGF-stimulierten und -unstimulierten kortikalen
Vorlauferzellen prazipitiert werden, insofern er am Tyrosin 515, der Shc/Frs2-Bin-
dungsstelle, phosphoryliert vorlag. Der anschlielfende Nachweis von an Tyrosin 816
phosphoryliertem TrkB sollte die Identitat der vom pTrkB-PLCy-Antikdrper erkannten
Banden bestatigen.
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Abbildung 3-20: Die Immunprazipitation von aktivem TrkB mit a-pTrkB-Shc

Die durch EGF-induzierten pTrkB-Banden lieRen sich mit dem Antikdrper gegen die phosphorylierte
Shc-Bindungsstelle von TrkB immunprazipitieren und nach Inkubation mit dem gegen die PLCy-Bin-
dungsstelle gerichteten Antikérper detektieren (Pfeile).

In Abbildung 3-20 ist zu sehen, dass sowohl die Bande bei etwa 170 kDa als auch
die Bande bei 130 kDa vom pTrkB-Shc-Antikorper prazipitiert und aul3erdem vom
pTrkB-PLCy-Antikérper erkannt wird. Der Vergleich von Input- und Uberstandskon-
trolle zeigte eine nur geringe Abschwachung des pTrkB-PLCy nach der Immunprazi-
pitation, was auf eine nicht sehr gute Effizienz der Prozedur schlie3en lie3. Trotzdem
lieferte dieses Experiment einen weiteren Hinweis darauf, dass TrkB von EGF Uber
den EGFR stimuliert wird.

3.3.3 Die enzymatische Deglykosylierung von Proteinlysaten kortikaler

Vorlauferzellen

Um die Frage zu klaren, warum der nach EGF-Stimulus phosphorylierte TrkB-
Rezeptor in Lysaten kortikaler Vorlauferzellen mit knapp 170 kDa ein ungewohnlich
hohes Laufverhalten zeigte, wurde die in vitro-Deglykosylierung von entsprechenden
Proteinlysaten durchgefiihrt. Dazu wurde ein kommerzielles Deglykosylierungskit be-
nutzt, welches unter Verwendung von funf Enzymen mit unterschiedlichen Substrat-
spezifitaten die Entfernung von sowohl N- als auch O-verknupften Kohlenhydrat-
seitenketten ermdglicht. Da das Kit auf die Deglykosylierung von Proteinen in wass-

riger Lésung ausgelegt war, wurde zunachst kontrolliert, ob die entsprechenden
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Enzymaktivitaten auch in Anwesenheit des flr die Lysate verwendeten Lysispuffers
gegeben waren. Als Kontrollprotein wurde dazu fétales Fetuin aus dem Rind heran-
gezogen, ein Glykoprotein, das durch N- und O-verknupfte Oligosaccharide modifi-
ziert ist. Abbildung 3-21a zeigt die deglykosylierende Aktivitat des Enzymmixes an-
hand des Verdaus von jeweils 1 ug fotalem Fetuin fur 3 Stunden bei 37 °C. Das bei
etwa 65 kDa laufende Glykoprotein konnte sowohl in Wasser als auch in Gegenwart
des Lysispuffers durch den enzymatischen Verdau auf etwa 50 kDa gebracht wer-
den, wodurch die effiziente Abspaltung von Kohlenhydratseitenketten in beiden
Fallen gezeigt werden konnte (Abb.: 3-21a).

Um nun eine mogliche Modifikation von TrkB durch Glykosylierung zeigen zu
konnen, wurden Totallysate aus mit EGF-stimulierten kortikalen Vorlauferzellen wie
oben beschrieben enzymatisch verdaut. Dabei konnte eine Verschiebung der EGF-
stimulierten pTrkB-PLCy-Bande bei 170 kDa auf etwa 145 kDa herbeigefuhrt werden,
wohingegen die Bande bei 130 kDa unverandert blieb (Abb.: 3-22b).

a . b kortikale
Fetuin 1ug Vorléufer

. | H20 ‘ IP-Puffer| H20 | EGF + +
Enzymmix - + + Enzymmix - +

170 kDa 170 kDa~- -

e i ‘I TrkB-PLC
e 130 kDa~- o-pITKB-FLLY

et = glykosyliertes Fetuin 95 kDa-

55 kDa
43 kDa|

-

- deglykosyliertes Fetuin

-u-"

30 kDa

24 kDa

Abbildung 3-21: Die enzymatische Deglykosylierung von Lysaten kortikaler Vorlaufer

(a) Zur Kontrolle der enzymatischen Aktivitdt des deglykosylierenden Enzymmixes im verwendeten
Lysispuffer wurde 1 ug fotales Rinderfetuin sowohl in Puffer als auch in Wasser verdaut. In beiden
Fallen war die Deglykosylierung des Glykoproteins in vergleichbarem Ausmaf zu beobachten. (b) Die
enzymatische Deglykosylierung von Lysaten kortikaler Vorlauferzellen, welche mit EGF stimuliert
worden waren, filhrte zu einer Verschiebung der oberen pTrkB-PLCy-Bande auf etwa 145 kDa. Die
unterhalb der 130 kDa-Markerbande laufende Bande blieb unveréndert.



Ergebnisse

EGF stimulierte kortikale Vorlaufer

1 4 5 6,7

PNGase F - - - -

Endo-O-Glykosidase
0-2(3,6,8,9)-Neuraminidase (Sialidase A)
B-1,4-Galaktosidase
B-N-Acetylglukosaminidase

Lo
+++++ N
l||||+‘o~)
[ I

[ B |

14 1
4+ 1 11

170 kDa — &= —t — e —
130 kDa — - . o-pTrkB-PLCy

P P b oW - i el
95 kDa

72 kDa —

Abbildung 3-22: Die enzymatische Deglykosylierung von Lysaten kortikaler Vorlaufer im Einzel-
ansatz

Western Blot-Analyse der in vitro-Deglykosylierung von Lysaten kortikaler Vorlauferzellen, die mit EGF
stimuliert worden waren. Im Einzelverdau zeigte sich dabei, dass die enzymatische Aktivitat von
PNGase F fur die hauptséchliche Verschiebung der Bande bei 170 kDa verantwortlich ist (vgl. Spur 1,
2 und 3), wahrend andere Enzyme keine sichtbaren Veranderungen bewirkten. Einzig noch Siali-
dase A rief eine geringe Erniedrigung der Bande hervor (Spur 5).

Um die Art der Modifikation der 170 kDa Bande etwas genauer eingrenzen zu
kénnen, wurden die entsprechenden Totallysate mit den jeweiligen Enzymen ge-
trennt voneinander verdaut. Hier wurde deutlich, dass die hauptsachliche Verschie-
bung der Bande durch die Deglykosylierung mit Peptid Glykosidase F (PNGase F)
verursacht wurde (Abb.: 3-22, vgl. Spur 1, 2 und 3). PNGase F spaltet alle Kohlen-
hydratseitenketten vom komplexen, hybriden und Mannose-reichen Typ ab, die mit
Asparagin (N-Glykosylierung) verknupft sind. Andere Enzyme wie Endo-O-Glykosi-
dase, B-1,4-Galaktosidase und B-N-Acetylglukosaminidase fuhrten zu keiner sicht-
baren Veranderuung der Laufhdhe der induzierten pTrkB-Bande (Abb.: 3-22, vgl.
Spur 1, 4, 6 und 7). Einzig der Verdau mit 2(3,6,8,9)-Neuraminidase (Sialidase A)
zeigte noch eine geringfugige Verschiebung, was das Vorhandensein von terminalen
Sialinsdure-Modifikationen anzeigte (Abb.: 3-22, vgl. Spur 1 und 5).
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3.3.4 Die Inhibition von N-Glykosylierung in kortikalen Vorlauferzellen

durch Tunicamycin

Da der oben beschriebene enzymatische Verdau mit den verwendeten Enzy-
men nicht sicherstellen konnte, alle Typen von N-Glykosyl-Modifikationen zu entfer-
nen und aulderdem nur in vitro anwendbar war, wurden kortikale Vorlauferzellen
zusatzlich mit Tunicamycin behandelt. Tunicamycin ist ein Gemisch homologer Anti-
biotika, welches das Enzym N-Acetyl-Glukosamin-Transferase sowohl pro- als auch
eukaryotischer Herkunft inhibiert. Tunicamycin blockiert damit den ersten Schritt in
der Synthese von N-Glykanen, d. h. neu synthetisierte Proteine kdnnen nicht mehr
durch N-glykosidische Bindungen modifiziert werden. Durch die Tunicamycinbehand-
lung kortikaler Vorlauferzellen und deren anschlieliender Stimulation mit EGF und
BDNF sollten die funktionellen Konsequenzen untersucht werden, die eine gestorte
Glykosylierung des Neurotrophinrezeptors TrkB zur Folge hat. Die Behandlung von
kortikalen Vorlauferzellen mit Tunicamycin fir 12 Stunden fuhrte nach Western Blot-
Analyse zu einer Reduktion der durch EGF-stimulierten und mit a-pTrkB-PLCy
detektierbaren Banden bei 170 und 130 kDa.

EGF
BDNF
12 h Tunicamycin| - | -

1

+
+1+ W

1

1

170 kDa - e
130 kDa — = || a-pTrkB-PLCy
-
95 kDa—

72 kDa

R e S— OL—I.))-|||-TUbU|in

Abbildung 3-23: Die Tunicamycinbehandlung kortikaler Vorlauferzellen

Western Blot-Analyse von Lysaten kortikaler Vorlauferzellen, die nach der Behandlung mit Tunica-
mycin mit EGF oder BDNF stimuliert worden waren. Tunicamycinbehandlung fir 12 h fihrte zu einer
Abschwachung der von EGF induzierten pTrkB-PLCy-Banden bei 170 kDa und unterhalb 130 kDa,
allerdings tauchte eine zusatzliche Bande oberhalb 130 kDa auf (Spur 2 und 3). Eine vergleichbare
Bande konnte durch die Stimulation behandelter Zellen mit BDNF induziert werden, wohingegen
unbehandelte Zellen keine Reaktion zeigten (Spur 4 und 5).
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AuRerdem wurde eine zusatzliche Bande bei etwa 145 kDa sichtbar, die ohne
Tunicamycin-Behandlung nur sehr schwach zu erkennen war (Abb.: 3-23, vgl. Spur 2
und 3). Im Falle der BDNF-Stimulation kortikaler Vorlauferzellen zeigte die Tunica-
mycin-Behandlung ebenfalls deutliche Auswirkungen. Ohne Behandlung konnte vom
pTrkB-PLCy-Antikorper kein BDNF-induziertes Signal detektiert werden, wohingegen
nach Tunicamycin-Behandlung ein deutliches Signal nach BDNF-Stimulus zu erken-
nen war (Abb.: 3-23, vgl. Spur 4 und 5). Der neu synthetisierte Anteil von TrkB-
Rezeptoren, bei denen keine posttranslationelle Modifikation durch N-Glykosylierung
mdglich war, bestand also aus Proteinen mit einer apparenten Laufhdhe von etwa
145 kDa. AuRerdem waren diese eher durch BDNF als durch EGF aktivierbar, was
auf einen funktionellen Unterschied der verschieden modifizierten TrkB-lsoformen
schlie3en lieR.

Um einen Hinweis auf die Art und Weise zu bekommen, wie die unterschied-
liche Glykosylierung zu solchen funktionellen Unterschieden einzelner TrkB-Sub-
populationen fuhren kdnnte, wurde im Weiteren auch die Lokalisation von TrkB in
Abhangigkeit von N-Glykosylierung untersucht.

3.4 Die subzelluldare Dynamik des Neurotrophin-Rezeptors TrkB in

kortikalen Vorlduferzellen

Um Hinweise zu bekommen, wo TrkB in kortikalen Vorlauferzellen lokalisiert
ist, sollte die subzellulare Verteilung des Rezeptors immunzytochemisch untersucht
werden. Dabei war von speziellem Interesse, ob es je nach Stimulus oder Rezeptor-
modifikation zu einer dynamischen Umverteilung von TrkB zusammen mit funktionel-

len Konsequenzen innerhalb der Zellen kommen kann.

3.4.1 Die Lokalisation von TrkB in kortikalen Vorlauferzellen

Um zum Einen den Grund fur die nicht vorhandene Responsivitat kortikaler
Vorlauferzellen gegenuber Neurotrophinen wie BDNF oder NT-3 zu finden, und zum
Anderen die Frage zu klaren, auf welche Weise die Behandlung mit Tunicamycin die
Funktionalitat von TrkB wie oben beschrieben beeinflusst (Abb.: 3-24), wurde die

subzellulare Lokalisation von TrkB immunzytochemisch untersucht. Dazu wurden
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kortikale Vorlauferzellen zunachst auf poly-D,L-Ornithin und Laminin1 ausgesat und
nach 24-stindigem Faktorenentzug fixiert. Die Lokalisation von TrkB wurde dann
durch eine immunzytochemische Farbung mit einem a-TrkB-Antikdrper untersucht.
Gleichzeitig wurde mit a-Nestin gegengefarbt, um die Identitat der Zellen als korti-
kale Vorlauferzellen zu bestatigen und auRerdem die Zellmorphologie sichtbar zu
machen. Wie die Abbildung 3-24 zeigt, lag der Neurotrophin-Rezeptor TrkB in unbe-
handelten kortikalen Vorlauferzellen hauptsachlich intrazellular vor. Die dabei zu
sehende Immunreaktivitat war punktiert verteilt, was darauf hindeutete, dass TrkB in
vesikelartigen, endosomalen Kompartimenten lokalisiert ist. Da die Bindung von
Liganden wie BDNF oder NT-3 an Neurotrophin-Rezeptoren an der Zelloberflache
erfolgt, lieferte die vorgefundene, intrazellulare Lokalisation von TrkB einen guten
Hinweis darauf, wieso kortikale Vorlauferzellen kaum zu einer Reaktion auf extra-
zellulare Stimulation durch Neurotrophine fahig waren. Dabei schien die Retention
des Rezeptors im Zellinneren und die gleichzeitige Verhinderung seiner Exposition

an der Zelloberflache eine zentrale Rolle zu spielen.

Nestin TrkB —Uberlagerung—

Abbildung 3-24: Die Lokalisation von TrkB in kortikalen Vorlauferzellen

Die subzellulare Verteilung von TrkB in kortikalen Vorlauferzellen wurde mit Hilfe der immunzytoche-
mischen Farbung gegen TrkB untersucht. TrkB war hauptsachlich in vesikelartigen, intrazellularen
Kompartimenten lokalisiert (d-i). Eine Farbung gegen Nestin zeigte die Morphologie und die Identitat
der Zellen (a-c, g-i). Mal3stab: 10 um.



Ergebnisse

3.4.2 DieLokalisation von TrkB nach Tunicamycin-Behandlung kortikaler

Vorlauferzellen

Wie oben gezeigt (vgl. 3.3.4, Abb.: 3-23), fihrte die Tunicamycin-Behandlung
in kortikalen Vorlauferzellen dazu, dass es nach Stimulation mit BDNF zu einer Phos-
phorylierung von TrkB kommt. Das war ohne die Behandlung mit Tunicamycin nicht
zu beobachten. Um nun die Frage zu klaren, ob die Verhinderung der N-Glykosy-
lierung bei der Synthese neuer Proteine durch Tunicamycin einen Einfluss auf die
Lokalisation von TrkB hat, wurden die kortikalen Vorlauferzellen fur 12 Stunden mit
1 pg/ml Tunicamycin behandelt und anschlieRend fixiert. Die immunzytochemische
Farbung mit a-TrkB sollte Aufschluss Uber eventuelle Veranderungen der intra-
zellularen TrkB-Lokalisation geben. Wie die Abbildung 3-25 zeigt, fuhrte die Tunica-
mycin-Behandlung zu einer Umverteilung von TrkB in kortikalen Vorlauferzellen.

——- Tunicamycin + Tunicamycin 12h

Cc

TrkB

Abbildung 3-25: Die Tunicamycin-Behandlung kortikaler Vorlaufer fiihrt zu einer Umverteilung
von TrkB

Die Behandlung von kortikalen Vorlauferzellen mit Tunicamycin veranderte die subzellulare Verteilung
von TrkB. Wahrend TrkB in unbehandelten Zellen fast ausschlieBlich intrazellular lokalisiert ist, fihrt
die Inhibition der N-Glykosylierung durch Tunicamycin zu einer Umverteilung des Rezeptors mit einem
eher an Membranstandigkeit erinnernden Erscheinungsbild. Mastab: a-c: 10 ym; a’-¢c’: 3 ym.
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Wahrend TrkB in unbehandelten Zellen wie vorher beobachtet in intrazellularen
Kompartimenten zu erkennen war, kam es zu einer teilweisen Translokation des
Rezeptors an die Zellmembran. Die deutlich punktierte Farbung im Zellinneren trat
dabei kaum noch auf, wohingegen Bereiche identifiziert werden konnten, die auf eine
Membranstandigkeit des Rezeptors hindeuteten (Abb.: 3-25b, b’, ¢ und c¢’, Pfeile).
Zusammen mit den Resultaten aus 3.3.4 wurde so deutlich, dass die in Abbildung
3-23 beobachtete funktionelle Konsequenz einer induzierten Responsivitat gegen-
uber extrazellularen Reizen wie BDNF durch die Aufhebung der intrazellularen Re-
tention von TrkB und dessen dadurch bedingte Exposition an der Zelloberflache er-

madglicht wurde.

3.4.3 Die intazellulare Umverteilung von TrkB nach Stimulation kortikaler

Vorlauferzellen mit EGF

Dieser Arbeit vorausgegangene Studien Uber die subzellulare Verteilung von
TrkB in Abhangigkeit von neuronaler Aktivitat oder Stimulation konnten die dynami-
sche Umverteilung des Rezeptors unter bestimmten Umstanden bereits beschreiben
(Meyer-Franke et al., 1998; Zhao et al., 2009; Du et al., 2000). Im Rahmen dieser
Arbeit stellte sich daher die Frage, ob die beobachtete Transaktivierung von TrkB
durch EGF mit einer Veranderung der Lokalisation innerhalb der Zellen einhergeht.
Dazu wurden kortikale Vorlauferzellen ausplattiert, 24 Stunden in Medium ohne
Wachstumsfaktoren gehalten und schlieRlich mit 20 ng/ml EGF stimuliert. Die
Fixierung mit 4 % Paraformaldehyd erfolgte dabei wie angegeben zu vier unter-
schiedlichen Zeitpunkten mit dem Ziel, die Verteilung von TrkB Uber einen gewissen
Zeitraum hinweg beobachten zu konnen. Wie in Abbildung 3-26 zu sehen ist, fuhrte
die Behandlung kortikaler Vorlauferzellen mit EGF zu einer raschen Translokation
des TrkB-Rezeptors weg von intrazellularen Kompartimenten an die Zellmembran.
Bereits 30 Sekunden nach der Zugabe von EGF waren die Signale sowohl flr TrkB
(Abb.: 3-26f-j) als auch pTrkB-PLCy (Abb.: 3-26a-e) nicht mehr vesikelartig im Zell-
inneren, sondern vielmehr in einer membranstandigen Art und Weise lokalisiert.
Dieser Effekt war nach 10 Minuten bereits deutlich abgeschwacht und nach 2 Stun-
den kaum noch zu erkennen. Interessanterweise waren die Signale fur pTrkB-PLCy
auch nach 2 Stunden im Vergleich zu nicht stimulierten Zellen noch deutlich erhoht,

wenn auch das Signal Uberwiegend intrazellular lokalisiert war.
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Abbildung 3-26: Der Zeitverlauf der von EGF-induzierten Translokation von TrkB

Die Stimulation von kortikalen Vorlauferzellen mit EGF fihrte bereits 30 sek nach dem Stimulus zur
Translokation von TrkB an die Plasmamembran. Der Effekt war von transienter Natur, was an der Zu-
nahme von intrazellularen Populationen des Rezeptors 10 min nach dem Reiz und dem Zuriickkehren
zur anfanglichen Lokalisation nach 6 h zu erkennen war (f-j). Analog dazu war die Phosphorylierung
von TrkB an der PLCy-Bindungsstelle nach 30 sek ausschlieBlich an der Plasmamembran zu detek-
tieren und nach 6 h wieder verschwunden (a-e). Mal3stab: 3 ym.

0-pTrkB-PLCy

Die Rekrutierung von TrkB an die Plasmamembran schien also von transienter Natur
zu sein, wohingegen die Phosphorylierung des Rezeptors langer anhielt. Nach sechs
Stunden war wieder die Ausgangssituation erreicht, mit kaum zu detektierenden
pTrkB-PLCy-, und vorwiegend intrazellularen, vesikelartigen TrkB-Signalen.

Um den Eindruck der oben beschriebenen Umverteilung von TrkB innerhalb
kortikaler Vorlauferzellen vor und nach EGF-Behandlung zu bestatigen, wurde zu-
satzlich zu klassischer konfokalen Mikroskopie auch die so genannte STED (Stimu-
lated Emission Depletion)-Mikroskopie eingesetzt. Diese Technik hochauflésender
Bildgebung setzt die sonst durch die Wellenlange der verwendeten Laser be-
schrankte Auflosungsgrenze von Objekten weiter herab, so dass eine noch genauere
Analyse der subzellularen Verteilung von TrkB vor und nach der Stimulation mit EGF
mdglich war. Die Abbildung 3-27 zeigt die entsprechenden Bilder von fixierten korti-
kalen Vorlauferzellen, die fir 30 Sekunden mit EGF stimuliert und gegen TrkB und
pTrkB-PLCy gefarbt worden waren. Dabei ist jeweils die Gegenuberstellung des kon-
fokalen Bilds (Abb.: 3-27a-d) mit der durch STED-Mikroskopie (Abb.: 3.27a’-d’) erhal-
tenen Aufnahme gezeigt. Letztere wurde durch Entfaltung (Dekonvolution) der so

genannten PSF (point spread function)-Matrix weiter prozessiert (Abb.: 3-27a”-d”).
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Abbildung 3-27: STED-Bildgebung von mit EGF-stimulierten kortikalen Vorlauferzellen

Die Technik der STED-Mikroskopie erlaubte die detaillierte Darstellung der Translokation von TrkB
nach Stimulation kortikaler Vorlauferzellen mit EGF. 30 Sekunden nach Zugabe von EGF war die Um-
verteilung von TrkB von einer hauptsachlich intrazelluldren Lokalisation hin zu einer membran-
sténdigen Verteilung zu erkennen (a, b). Analog dazu fuhrte der Nachweis der phosphorylierten PLCy-
Bindungsstelle von TrkB zu Signalen an der Plasmamembran (c, d). Es ist jeweils eine Gegenliber-
stellung eines konfokalen (a-d), eines mit STED-Technik aufgenommenen (a’-d’) und eines weiter pro-
zessierten STED-Bildes (a’-d”) zu sehen. Malstab: 3 um.
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Wie zuvor erfahrt der Rezeptor durch die Stimulation mit EGF eine rasche Rekru-
tierung zur Plasmamembran, die vesikelartige Lokalisation im Zellinneren geht deut-
lich zurick (Abb.: 3-27a und b). AuRerdem lasst sich 30 Sekunden nach der Zugabe
von EGF auch die Phosphorylierung an der PLCy-Bindungsstelle erkennen, welche
dann in einer membranstandigen Art und Weise auftritt, wohingegen das entsprech-

ende Signal in unstimulierten Zellen praktisch fehlt (Abb.: 3-27c und d).

3.4.4 Die Isolation von Zelloberflachenproteinen durch Biotinylierung

Wie oben beschrieben, erfolgt in kortikalen Vorlauferzellen nach EGF-Stimulus
eine rasche Translokation von TrkB aus intrazellularen Kompartimenten an die
Plasmamembran. Diese Umverteilung des Rezeptors konnte durch die bereits ge-
zeigten immunzytochemischen Farbungen gut dokumentiert werden. Allerdings blieb
offen, inwieweit es tatsachlich auch zu einer Integration des Rezeptors in die Zell-
membran und dabei zu dessen Exposition an der Zelloberflache kam. Dieser Frage
wurde nun auf biochemischem Weg nachgegangen, namlich mit der Biotinylierung
von Zelloberflachenproteinen und deren anschlieBender Aufreinigung mit Hilfe der
hochaffinen Wechselwirkung zwischen Biotin und Avidin. Dazu wurden kortikale Vor-
lauferzellen auf 100 mm Zellkulturschalen ausplattiert und nach 24-stindiger Kultivie-
rung ohne Wachstumsfaktoren mit EGF stimuliert. Die darauf folgende Biotinylierung
von Proteinen an der extrazellularen Seite der Plasmamembran erlaubte deren ge-
zielte Aufreinigung gegenuber den Proteinen im Zytoplasma der Zellen. Neben dem
Vergleich von behandelten und unbehandelten Zellen wurden zusatzlich Zellen
untersucht, bei denen der EGFR durch die Vorbehandlung mit PD153035 selektiv
blockiert worden war. Um die Spezifitat der Avidin-vermittelten Aufreinigung zu
uberprufen, wurden nicht biotinylierte Zelllysate als Kontrollen eingesetzt und das
permanent an der Oberflache exprimierte Protein Cadherin nachgewiesen. Die
Abbildung 3-28 zeigt das Ergebnis der Western Blot-Analyse so gewonnener Proben.
Zunachst war zu erkennen, dass die durch Avidin vermittelte Aufreinigung spezifisch
fur Zelloberflachenproteine war, wie das Auftauchen der a-panCadherin-Signale
ausschlieBlich in den zuvor biotinylierten Lysaten zeigte (Abb.: 3-28a, vgl. Spur 1-3
und 4-6). Die Menge von an der Zelloberflache exponiertem TrkB, sichtbar an der
Intensitat der a-TrkB-Banden der biotinylierten Proben, war dabei nach Stimulation

der kortikalen Vorlauferzellen mit EGF im Vergleich zu unstimulierten Zellen deutlich
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erhoht (Abb.: 3-28a, vgl. Spur 4 und 5). AuRerdem wurde der Einbau von TrkB in die
Plasmamembran durch die Vorbehandlung mit dem spezifischen EGF-Rezeptor In-
hibitor PD153035 blockiert, was an der reduzierten Bandenintensitat von biotiny-
liertem TrkB zu erkennen war (Abb.: 3-28a, vgl. Spur 5 und 6). Der zusatzliche
Nachweis der phosphorylierten PLCy-Bindungsstelle von TrkB zeigte aul3erdem,
dass ein Grolteil von TrkB nach der Transaktivierung durch EGF an der Zellober-
flache biotinyliert werden konnte, was an der Verstarkung der entsprechenden
immunreaktiven Banden zu sehen war (Abb.: 3-28a, vgl. Spur 4 und 5). Die Analyse
von zytoplasmatischen Proteinen im Durchfluss der Avidin Aufreinigung zeigte, dass
sich ein mafdgeblicher Teil von aktiviertem TrkB zum Zeitpunkt der Biotinylierung im
Zellinneren befand und nicht mit Biotin markiert werden konnte (Abb.: 3-28b, vgl.
Spur 2 und 5). Dennoch war eine Reduktion der a-pTrkB-PLCy Banden zwischen
biotinylierten und nicht-biotinylierten Proben zu sehen, was den oben beschriebenen
Einbau von TrkB in die Plasmamembran widerspiegelte (Abb.: 3-28b, vgl. Spur 4 und
5). Der
gleichmafigen Einsatz und die Beladung der analysierten Lysate (Abb.: 3-28b).

Nachweis von [B-llI-Tubulin in den Durchfluss-Proben zeigte den
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Abbildung 3-28: Der Avidin-Pulldown von biotinylierten Proteinen an der Zelloberflache
Western Blot-Analyse des Avidin-Pulldown von biotinylierten Proteinen an der Zelloberflache kortikaler
Vorlauferzellen. Nach EGF-Stimulation war ein Anstieg von an der Zelloberflache exponiertem TrkB zu
beobachten (a, Spur 4 und 5; a-TrkB). Dieser Effekt konnte durch die Vorbehandlung der Zellen mit
dem EGF-Rezeptor Inhibitor PD153035 geblockt werden (a, Spur 4, 5 und 6). Der Nachweis der phos-
phorylierten PLCy-Bindungsstelle von TrkB zeigte, dass ein Grofiteil von transaktiviertem TrkB an der
Zelloberflache biotinyliert werden konnte (a, Spur 4 und 5; a-pTrkB-PLCy). Die Durchfluss-Kontrolle
lie die Abnahme von Signalen fiir a-pTrkB-PLCy in biotinylierten Proben erkennen (b, Spur 2 und 5)
und zeigte den gleichmaRigen Einsatz der entsprechenden Lysate (b, Spur 1-6; a-B-11I-Tubulin).
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3.4.5 Die subzellulare Lokalisation von TrkB im dorsalen Telenzephalon

Wie in den vorangegangenen Abschnitten dieser Arbeit beschrieben wurde,
fuhrt die Transaktivierung von TrkB durch EGF in vitro nicht nur zu einer Phosphory-
lierung des Rezeptors, sondern auch zu dessen Umverteilung innerhalb kortikaler
Vorlauferzellen. Dabei wird TrkB aus intrazellularen Kompartimenten an die Zellober-
flache gebracht. Es stellte sich die Frage, ob eine solche Umverteilung von TrkB
auch in vivo erfolgt und damit moglicherweise einen wichtigen Schritt wahrend der
Differenzierung kortikaler Nervenzellen darstellt.

Marginalzone

E12,5, dorsales Telenzephalon

o-TrkB

Ventrikularzone

Abbildung 3-29: Die subzelluldre Verteilung von TrkB im dorsalen Telenzephalon
Immunhistochemische Analyse der Lokalisation von TrkB im dorsalen Telenzephalon zum Zeitpunkt
E12,5 in koronalen 25 ym Gefrierschnitten. (a) Ubersicht der Expression von TrkB im dorsalen Telen-
zephalon, wo der Rezeptor in den Zellen der Ventrikularzone (VZ) und der Marginalzone (MZ) detek-
tiert werden konnte. (b) Detailaufnahmen von TrkB-exprimierenden Zellen der MZ zeigten den Rezep-
tor homogen entlang der Zellmembran verteilt. (c) In Zellen der VZ trat TrkB dagegen als eine intra-
zellulare, punktierte Immunreaktivitat auf. Maf3stab: a: 50 ym; b und ¢: 10 um; b’, b”, ¢’ und ¢”: 3 ym.
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Dafur wurde die subzelluldre Lokalisation von TrkB in immunhistochemisch
gefarbten, koronalen Gefrierschnitten des dorsalen Telenzephalon am Embryonaltag
12,5 untersucht. Im Mittelpunkt stand dabei der Vergleich von TrkB-exprimierenden,
proliferativen Zellen der Ventrikularzone mit den bereits an die Marginalzone gewan-
derten Neuronen. Die Abbildung 3-29 zeigt einen Ausschnitt des dorsalen Telenze-
phalons (a) nach immunhistochemischer Farbung gegen TrkB sowie vergroRerte Be-
reiche der Marginal- (b) bzw. Ventrikularzone (c). Die subzellulare Verteilung von
TrkB war dabei in den Zellpopulationen der jeweiligen Bereiche unterschiedlich.
Wahrend die Zellen der Ventrikularzone eine eher punktierte Farbung zeigten, die an
die Verteilung von TrkB in unbehandelten kortikalen Vorlauferzellen in vitro erinnerte
(Abb.: 3-24 und 3-25), war TrkB in Zellen der Marginalzone homogen und entlang der
Zellgrenzen verteilt. Das wiederum ahnelte der Situation in kortikalen Zellen, bei
denen TrkB durch die Stimulation mit EGF zur Membran rekrutiert wurde (Abb.: 3-26
und 3-27).

3.5 In vivo Analyse des embryonalen Vorderhirns in Wildtyp-,
TrkB/NTRK2 KO- und EGFR KO-Mé&usen

Um die Bedeutung der in vitro beobachteten Transaktivierung von TrkB durch
EGF fur die Entwicklung des zerebralen Kortex der Maus naher zu untersuchen,
wurden TrkB-exprimierende Zellen zunéchst hinsichtlich Uberleben und Proliferation
analysiert. Als Zeitpunkt wurde zunachst der Embryonaltag 12,5 gewahlt, entsprech-
end zum Alter der in vitro untersuchten kortikalen Vorlauferzellen, die E11,5 prapa-
riert und vor den entsprechenden Experimenten fur 24 h unter Differenzierungs-
bedingungen kultiviert worden waren. Die Analyse von TrkB/NTRK2 KO-Tieren zielte
dabei auf die Bedeutung der intrazellularen TrkB-Kinase-Domane ab, wohingegen in
EGFR KO-Mausen speziell die Rolle der EGF-vermittelten Transaktivierung des
Neurotrophin-Rezeptors deutlich werden sollte. Da in diesen Tieren ausschliel3lich
TrkB-exprimierende Subpopulationen kortikaler Zellen in die Untersuchung mit einbe-
zogen wurden, konnten globale Effekte der fehlenden Signaltransduktion des EGF-
Rezeptors weitgehend auller Acht gelassen werden. Um schliellich auch weiter
reichende Effekte auf die Kortexentwicklung untersuchen zu konnen, erfolgte die
Analyse TrkB-exprimierender Zellen im dorsalen Telenzephalon auch zu einem spa-

teren Zeitpunkt der Kortikogenese am Embryonaltag 15,5.
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3.5.1 Das Uberleben TrkB-positiver Zellen am Embryonaltag 12,5

Um zu Uberprifen, ob das Fehlen der TrkB-Kinaseaktivitat zum Einen und die
Abwesenheit des EGF-Rezeptors zum Anderen direkte Auswirkungen auf TrkB-
exprimierende Zellen des dorsalen Telenzephalons hatten, erfolgte die Quantifi-
zierung des Zelltods in dieser Subpopulation kortikaler Zellen am Embryonaltag 12,5.
Dazu wurden Gefrierschnitte mit einer Dicke von 25 ym angefertigt, die dann zur
Auszahlung apoptotischer Zellen benutzt wurden. Die Identifizierung solcher Zellen
erfolgte dabei entweder anhand kondensierter Zellkerne die mit dem Kernfarbstoff
4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) sichtbar gemacht wurden, oder mit Hilfe TUNEL-
positiver Zellen, bei denen charakteristische DNA-Einzelstrangbriiche enzymatisch
markiert worden waren. Obwohl es sich bei dem hier untersuchten TrkB/NTRK2 KO-
Modell nicht um einen Totalknockout handelt, bei dem es nicht mehr zur Expression
des Proteins kommt, sondern lediglich die Kinasedomane von TrkB deletiert ist,
wurde der Zelltod in Doublecortin-positiven Zellen ermittelt, welche wie vorher ge-
zeigt eine Subpopulation TrkB-exprimierender Zellen reprasentierten (Abb.: 3-30).
Die Abbildung 3-30 zeigt Ausschnitte aus 25 ym Gefrierschnitten, die nach immun-
zytochemischer a-DcX- und DAPI-Farbung zur Auszahlung kondensierter Zellkerne
herangezogen wurden. In den drei untersuchten Genotypen Kontrolle WT, NTRK2
KO und EGFR KO war in diesem Entwicklungsstadium die so genannte Praplatte aus
DcX-exprimierenden, unreifen Neuronen in vergleichbarem Ausmal® zu erkennen
(Abb.: 3-30a). Die in Abbildung 3-30b zu sehende Quantifizierung apoptotischer
Zellen in dieser Zellschicht zeigte, dass es keinen signifikant unterschiedlichen Zell-
tod zwischen den Genotypen gab (Kontrolle WT: 5,3 £ 0,5 %; NTRK2 KO: 4,6 +
0,5 %; EGFR KO: 5,2 £ 0,5 %; Mittelwerte £+ SEM). Dieses Ergebnis konnte durch die
Auszahlung apoptotischer Zellen basierend auf dem so genannten TUNEL-Assay
bestatigt werden. Dabei erfolgte die Identifikation apoptotischer Zellen anhand der
enzymatischen Fluoreszenzmarkierung von DNA-Einzel-strangbriichen. Abbildung
3-31a zeigt exemplarische Ausschnitte von 25 uym Gefrierschnitten aus Wildtyp-,
NTRK2 KO- und EGFR KO-Mausen, die neben der immunzytochemischen a-DcX-
und DAPI-Farbung zusatzlich der TUNEL-Reaktion unterzogen wurden.

117

«




Ergebnisse

«

a Kontrolle WT TrkB/NTRK2 KO EGFR KO

D
c
X
/
D
A
P
l
D
A
P
I

% kondensierte
Zellkerne

Abbildung 3-30: Die Quantifizierung des Zelltods im dorsalen Telenzephalon zum Zeitpunkt
E12,5 anhand kondensierter Nuklei

(a) Immunhistochemische Farbung gegen DcX zur Identifizierung der Praplatte im dorsalen Telenze-
phalon zum Zeitpunkt E12,5 bei Wildtyp-, TrkB/NTRK2 KO- und EGFR KO-Mausen. (b) Die Quanti-
fizierung des Zelltods in der DcX-positiven Zellschicht der Praplatte anhand kondensierter Nuklei lie
keine signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp-, TrkB/NTRK2 KO- und EGFR KO-Mausen erken-
nen. Maf3stab: 25 ym.
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Der gezeigte DNase-Verdau der Gefrierschnitte diente dabei als Positivkon-
trolle und zeigte die effiziente Markierung induzierter DNA-Einzelstrangbriiche (Abb.:
3-31b). Die Quantifizierung TUNEL-positiver Zellen in der DcX-positiven Schicht un-
reifer Nervenzellen ergab auch hier keine signifikant unterschiedliche Zelltodrate in
dieser Zellpopulation (Kontrolle WT: 0,9 £ 0,2 %; NTRK2 KO: 1,1 £ 0,3 %; EGFR KO:
1,1 £ 0,3 %; Mittelwerte £ SEM; Abb.: 3-31c).
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Abbildung 3-31: Die Quantifizierung des Zelltods im dorsalen Telenzephalon zum Zeitpunkt
E12,5 anhand der TUNEL-Reaktion

(a) Immunhistochemische Farbung gegen DcX zur Identifizierung der Praplatte im dorsalen Telenze-
phalon zum Zeitpunkt E12,5 bei WT-, TrkB/NTRK2 KO- und EGFR KO-Mausen. (b) Durch DNasel-
Verdau von 25 ym Gefrierschnitten konnte die Effizienz der enzymatischen Markierung von DNA-
Einzelstrangbrichen bestatigt werden. (c) Die Quantifizierung des Zelltods in der DcX-positiven Zell-
schicht der Praplatte anhand TUNEL-positiver Zellen lie keine signifikanten Unterschiede zwischen
Wildtyp-, TrkB/NTRK2 KO- und EGFR KO-Mausen erkennen. Mal3stab: 150 pym.
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3.5.2 Die Proliferation TrkB-positiver Zellen am Embryonaltag 12,5

Die strikte Regulation der Zellteilung ist einer der zentralen Punkte in der Bio-
logie kortikaler Vorlauferzellen. Neben der oben beschriebenen Zelltodanalyse wurde
deshalb auch das Proliferationsverhalten DcX-exprimierender Zellen im dorsalen Tel-
enzephalon untersucht. Hierfur wurden Zellen durch die immunzytochemische
Farbung gegen phosphoryliertes Histon H3 (pH3) markiert. Da Histon H3 ausschlie-
Rlich wahrend charakteristischer Phasen des Zellzyklus phosphoryliert vorliegt, konn-
ten so Zellen identifiziert werden, die sich zum Zeitpunkt der Fixierung in der mito-
tischen Synthesephase befanden. In der Abbildung 3-32a ist der Vergleich koronaler
Vorderhirnschnitte von Wildtyp-, NTRK2 KO- und EGFR KO-Mausen gezeigt. Die
Bilder i bis iii geben dabei einen Eindruck Uber die generelle Verteilung proliferativer
Zellen im dorsalen Telenzephalon. Der Grofteil von sich im Zellzyklus befindenden
Zellen war dabei entlang der Ventrikel in der ventrikularen Zone zu finden, aber auch
in mehr pial gelegenen Schichten gab es pH3-positive Zellen. Die Bilder i’ bis iii’ der
Abbildung 3-32a zeigen exemplarische Bildausschnitte, die zur Quantifizierung pH3-
positiver Zellen innerhalb der DcX-exprimierenden Zellschicht der Praplatte ver-
wendet wurden. Das Resultat der Auszahlung ist in Abbildung 3-32b zu sehen, wo
deutlich wird, dass in Bezug auf das Proliferationsverhalten zwischen den unter-
suchten Genotypen kein signifikanter Unterschied festzustellen war (Kontrolle WT:
2,6 £0,3 %; NTRK2 KO: 2,2 £ 0,3 %; EGFR KO: 2,0 + 0,3 %; Mittelwerte + SEM).

3.5.3 Die Quantifizierung TrkB-positiver Zellen am Embryonaltag 12,5

Die markante Expression von TrkB in der Marginalzone/Schicht | des ent-
stehenden Kortex gab Anlass, neben Zelltod und Proliferation auch die Anzahl an
TrkB-exprimierenden Zellen in der Praplatte zu untersuchen. Dadurch sollte ermittelt
werden, ob die TrkB-exprimierenden Zellen, die am Embryonaltag 12,5 unter den
neugeborenen Neuronen der Praplatte zu finden sind, in allen untersuchten Geno-
typen gleich haufig waren. Da zuvor keine Veranderung in Bezug auf Zelltod und
Proliferation festzustellen war, sollten so Ruckschlisse auf eventuelle Migrations-
defekte kortikaler Vorlauferzellen in den jeweiligen Genotypen gezogen werden. Die
obere Zeile der Abbildung 3-33a zeigt die Expression von TrkB in einer Ubersicht

koronaler Gefrierschnitte des Vorderhirns am Embryonaltag 12,5 in Wildtyp-, NTRK2
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KO- und EGFR KO-Mausen. Das insgesamte Erscheinungsbild schien dabei in allen
Genotypen vergleichbar zu sein, ohne auffallige morphologische Veranderungen er-

kennen zu lassen.
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Abbildung 3-32: Die Quantifizierung der Proliferation im dorsalen Telenzephalon zum Zeitpunkt
E12,5 anhand pH3-positiver Zellen

(a) Immunhistochemische Farbung gegen pH3 und DcX zur Identifizierung proliferativer Zellen in der
Praplatte im dorsalen Telenzephalon zum Zeitpunkt E12,5 in WT-, TrkB/NTRK2 KO- und EGFR KO-
Mausen. (b) Die Quantifizierung der Proliferation in der DcX-positiven Zellschicht der Praplatte anhand
pH3 positiver Zellen liell keine signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp-, TrkB/NTRK2 KO- und
EGFR KO-Mausen erkennen. Mafstab: i-iii: 150 pm; i’-iii’: 50 ym.
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Abbildung 3-33: Die Quantifizierung von TrkB-exprimierenden Zellen in der Marginalzone zum
Zeitpunkt E12,5

(a) Immunhistochemische TrkB-Farbung im dorsalen Telenzephalon zum Zeitpunkt E12,5 in WT-,
TrkB/NTRK2 KO- und EGFR KO-Mausen. (i-iii) Die Expression von TrkB im embryonalen Vorderhirn
bei E12,5 wies keine Auffalligkeiten in den untersuchten Genotypen auf. (i’-ii’) Exemplarische
Bildausschnitte, die zur Quantifizierung von TrkB-exprimierenden Zellen in der Marginalzone benutzt
wurden. (b) Die Quantifizierung TrkB-positiver Zellen lie3 keine signifikanten Unterschiede zwischen
Wildtyp-, TrkB/NTRK2 KO- und EGFR KO-Mé&usen erkennen. n.s.: nicht signifikant. Mal3stab: i-iii:
150 pm; i’—iii’; 20 ym.



Ergebnisse

Interessanterweise war auch in Schnitten von NTRK2 KO-Tieren eine deut-
liche TrkB-Immunreaktivitdt zu sehen. Dies stand allerdings im Einklang zum ur-
sprunglichen Befund, dass es im hier benutzten Mausmodell trotz der Deletion der
intrazellularen Kinasedomane noch zur Expression des mutanten, nicht funktionellen
Proteins kommt (Klein et al., 1993). In den Bildern i’ bis iii’ der Abbildung 3-33a sind
exemplarische Bildausschnitte zu sehen, die zur Auszahlung TrkB-exprimierender
Zellen in der Praplatte benutzt wurden. Das Balkendiagramm in Abbildung 3-33b
stellt diese Quantifizierung grafisch dar. Ein Unterschied in Bezug auf die Anzahl
TrkB-positiver Zellen in der Marginalzone des dorsalen Telenzephalons am Embryo-
naltag 12,5 war dabei nicht zu erkennen (Kontrolle WT: 18,9 £ 0,5 %; NTRK2 KO:
19,2 £ 0,4 %; EGFR KO: 18,8 + 0,6 %; Mittelwerte + SEM).

3.5.4 Die Phosphorylierung des Neurotrophin-Rezeptors TrkB in EGFR
KO-Mausen am Embryonaltag 12,5

Morphologisch gesehen war, wie oben beschrieben, kein auffalliger Unter-
schied zwischen Wildtyp-, NTRK2 KO- und EGFR KO-Mausen zu erkennen. TrkB-
exprimierende Zellen verhielten sich in diesen Genotypen hinsichtlich Uberleben,
Proliferation und Positionierung identisch. Um dennoch einen Hinweis auf die physio-
logische Bedeutung der Transaktivierung von TrkB durch EGF zu erhalten, wurde die
Aktivitat von TrkB anhand des Phosphorylierungszustands des Rezeptors in EGF-
Rezeptor defizienten Tieren ermittelt. Dazu wurde embryonales Vorderhirn am Em-
bryonaltag 12,5 prapariert und lysiert. Aus den gewonnenen Gewebelysaten wurde
dann TrkB immunprazipitiert und per Western Blot-Analyse untersucht. Die Aktivitat
des Rezeptors wurde dabei anhand der Immunreaktivitat verschiedener phospho-
spezifischer Antikdrper ermittelt. Wie die Abbildung 3-34a anhand zweier exempla-
rischer Experimente zeigt, kam es zu einer deutlichen Reduktion immunreaktiver
Banden fur pTrkB-PLCy, pTrkB-Shc/Frs2 und pTyrosin in Vorderhirngeweben aus
EGFR KO-Mausen. Eine Veranderung im Expressionslevel von TrkB war dabei nicht
zu erkennen. Die quantitative Auswertung aus drei unabhangigen Experimenten ist in
Abbildung 3-34b gezeigt, wo die Herabsetzung der Phosphorylierung von TrkB in
EGFR KO-Tieren graphisch in Balkendiagrammen dargestellt wurde (pTrkB-PLCy:
WT: 100,0 %; KO: 10,9 £ 5,2 %, pTrkB-Shc: WT: 100,0 %; KO: 3,7 + 1,8 %; pTyr:
WT: 100,0 %; KO: 3,8 + 1,9 %; Mittelwerte + SEM).
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Abbildung 3-34: Die Phosphorylierung von TrkB im Vorderhirn von EGFR KO-Mausen zum Zeit-
punkt E12,5

(a) Western Blot-Analyse nach Immunprazipitation von TrkB aus Vorderhirnlysaten von EGFR KO-
Mausen. In EGFR defizienten Tieren zeigte sich eine drastische Reduktion der TrkB-Aktivierung im
dorsalen Telenzephalon, was anhand des Nachweises von pTrkB-PLCy, pTrkB-Shc und pTyrosin un-
tersucht werden konnte. Es sind jeweils zwei exemplarische Experimente gezeigt. (b) Die quantitative
Auswertung der densitometrischen Bandenintensitdten ergab eine signifikante Reduktion der TrkB-
Phosphorylierung in Abwesenheit des EGFR bei E12,5. *: p < 0,005.

3.5.5 Die Quantifizierung und Lokalisation TrkB-positiver Zellen am

Embryonaltag 15,5

Um die Konsequenzen der erniedrigten TrkB-Phoshporylierung in fruihen Pha-
sen der Kortexentwicklung (Abb.: 3-34) in EGFR KO-Mausen zu untersuchen, wurde
die Expression und Lokalisation von TrkB auch zu einem spateren Zeitpunkt in der
Kortikogenese, am Embryonaltag 15,5 analysiert. NTRK2 KO-Mause wurden ebenso
in die Analyse mit einbezogen, um allein die Rolle der Kinasaktivitat von TrkB be-
leuchten zu kdnnen.

Zunachst wurde deutlich, dass das insgesamte Erscheinungsbild des embryo-
nalen Vorderhirns am Embryonaltag 15,5 in den untersuchten Genotypen Wildtyp,
NTRK2 KO und EGFR KO vergleichbar war. Es traten keine auffalligen morpholo-
gischen Veranderungen in den jeweiligen mutanten Mausen gegenuber dem Wildtyp
auf (Abb.: 3-35a-c). Im dorsalen Telenzephalon, wo die entstehende kortikale Platte
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zu diesem Zeitpunkt bereits eine gewisse raumliche Ausdehnung aufweist, zeigte
sich TrkB in zwei markanten Schichten hoch exprimiert (Abb.: 3-35d-l). Zum Einen
war TrkB in einer oberflachlichen Zellschicht zu detektieren, die sich im Bereich der
Marginalzone/Schicht | befand. Zum Anderen gab es eine weitere, tiefer liegende
Zellschicht, die aufgrund ihrer basal zur Intermediarzone orientierten Lage mit
Schicht V/VI bezeichnet wurde.
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Abbildung 3-35: Die Quantifizierung von TrkB-exprimierenden Zellen in Vorderhirn zum
Zeitpunkt E15,5 in Wildtyp-, TrkB/NTRK2 KO- und EGFR KO-Mausen

(a-c) Das Erscheinungsbild des Vorderhirns zum Zeitpunkt E15,5 zeigte ebenso wie das Expressions-
muster von TrkB keine groferen Auffalligkeiten in TrkB/NTRK2 KO- und EGFR KO-Mausen im Ver-
gleich zur Wildtyp-Kontrolle. (d-I) Innerhalb der kortikalen Platte kam es zur Expression von TrkB in
zwei markanten Zellschichten, die aufgrund ihrer Lage als Marginalzone/Schicht | und Schicht V/VI
identifiziert werden konnten. (m-o) Die in den Balkendiagrammen dargestellte Quantifizierung der
TrkB-positiven Zellen in diesen beiden Schichten zeigte eine signifkant geringere Anzahl von TrkB-ex-
primierenden Zellen in der Schicht V/VI, wohingegen deren Zahl in der Marginalzone/Schicht | unver-
andert schien. Malstab: a-c: 150 ym; d-I: 50 ym; *: p < 0,001.

o
@
o
Agé 50 -
54
C%; 25
= Q.
[ 0
o“ &«

125

«




Ergebnisse

«

Die Quantifizierung TrkB-positiver Zellen wurde anhand von Bildausschnitten durch-
gefuhrt, wie sie exemplarisch in Abbildung 3-35d-l zu sehen sind. Die in Abbildung
3-35m-0 abgebildeten Balkendiagramme zeigen das Resultat dieser Auszahlung mit
der Gegenuberstellung der TrkB-positiven Zellen in den beiden markanten Zell-
schichten zum Einen und der Auswertung fir beide Schichten getrennnt voneinander
zum Anderen. Dabei wurde deutlich, dass es bei einer unveranderten Zellzahl in der
Marginalzone/Schicht | (Kontrolle WT: 63,7 £ 1,8; NTRK2 KO: 65,2 + 2,1; EGFR KO:
64,9 = 1,7; Mittelwerte + SEM) gleichzeitig zu einer reduzierten Zahl TrkB-positiver
Zellen in Schicht V/VI in EGF-Rezeptor defizienten Mausen kam (Kontrolle WT:
68,3 £ 1,9; NTRK2 KO: 66,9 £ 1,6; EGFR KO: 58,1 + 1,5; Mittelwerte £ SEM).

Die oben beschriebene Reduktion der Zahl TrkB-positiver Zellen in der Schicht
V/VI fuhrte schliel3lich zu einem detaillierteren Vergleich TrkB-exprimierender Zellen
im dorsalen Telenzephalon zwischen Wildtyp- und EGFR KO-Tieren. Dazu wurden
die TrkB-positiven Zellen Uber die gesamte radiale Ausdehnung des embryonalen
Kortex, welcher in vier Areale unterteilt wurde, erfasst. Zusatzlich zu Marginal-
zone/Schicht | und Schicht V/VI wurde dafur auch das Areal zwischen diesen beiden
Schichten als kortikale Platte und der Bereich apikal der Intermediarzone als Ventri-
kularzone/Subventrikularzone (VZ/SVZ) definiert. Flr die quantitative Auswertung
wurden dann die jeweiligen Zahlen TrkB-positiver Zellen in den einzelnen Arealen als
Prozentwerte der Gesamtzahl TrkB-exprimierender Zellen angegeben. Die Abbildung
3-36a zeigt neben Ubersichtsbildern in der oberen Reihe die Expression von TrkB
Uber die gesamte Ausdehnung des dorsalen Telenzephalon (mittlere Reihe) und eine
Detailaufnahme der VZ/SVZ (untere Reihe). In Abbildung 3-36b sind die Resultate
der quantitativen Auswertung fur jede der vier Regionen graphisch dargestellt. Dabei
war zu erkennen, dass es zu einer Verschiebung der Zellzahlen kam, mit einem ge-
ringeren Prozentsatz an TrkB-positiven Zellen in der Schicht V/VI und einem
erhohten Wert in der Marginalzone/Schicht | (MZ/I: Kontrolle WT: 47,9 + 1,0 %;
EGFR KO: 53,2 £ 0,7 %; V/VI: Kontrolle WT: 51,3 £ 1,1 %; EGFR KO: 45,5 + 0,7 %;
Mittelwerte + SEM). Des Weiteren wurden mehr TrkB-positive Zellen in der VZ/SVZ
gefunden, wohingegen deren Anzahl innerhalb der kortikalen Platte unverandert
blieb (VZ/SVZ: Kontrolle WT: 0,4 £ 0,1 %; EGFR KO: 0,8 £ 0,1 %; KP: Kontrolle WT:
0,4 +0,1 %; EGFR KO: 0,6 £ 0,1 %; Mittelwerte £ SEM).
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Abbildung 3-36: Die relative Verteilung von TrkB-exprimierenden Zellen im dorsalen Telenze-
phalon zum Zeitpunkt E15,5 in Wildtyp- und EGFR KO-Méausen

(a, b). Das Erscheinungsbild des Vorderhirns zum Zeitpunkt E15,5 war in EGFR KO-Mausen im Ver-
gleich zum Wildtyp groRtenteils unaufféllig. (c, d) Die relative Verteilung TrkB-exprimierender Zellen in
unterschiedlichen Zonen des dorsalen Telenzephalon im Vergleich von EGFR defizienten mit wild-
typischen Mausen. (e, f) Detailaufnahme der Ventrikularzone mit immunhistochemischem Nachweis
TrkB-exprimierender Zellen. (g - j) Quantifizierung der Verteilung TrkB-positiver Zellen im dorsalen
Telenzephalon mit Angabe des jeweiligen prozentualen Anteils an der Gesamtmenge TrkB-expri-
mierender Zellen. In EGFR defizienten Mausen gab es weniger Zellen in Schicht V/VI, dagegen mehr
in der Marginalzone/Schicht | und auRerhalb dieser beiden prominenten Zellschichten in der kortika-
len Platte und der Ventrikular- und Subventrikularzone. Mafistab: a, b: 150 uym; ¢, d: 50 ym; e, f:
25 um; *: p < 0,001. MZ/l: Marginalzone/Schicht |; KP: kortikale Platte; V/VI: Schicht V/VI; IZ: Inter-

mediarzone; SVZ: Subventrikularzone; VZ: Ventrikularzone.
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3.6 Die TrkB-abhédngige Wanderung kortikaler Vorlauferzellen

3.6.1 Der Streifentest als in vitro-Migrations-Assay

Am Embryonaltag 15,5 war die Lokalisation von TrkB-exprimierenden Zellen
im dorsalen Telenzephalon in EGF-Rezeptor defizienten Mausen im Vergleich zum
Wildtyp verandert. Nachdem dabei tiefer liegende Schichten reduzierte und ober-
flachliche Schichten erhohte Zellzahlen aufwiesen und auferdem mehr TrkB-
exprimierende Zellen aulerhalb der im Wildtyp klar definierten Schichten auftauchten
(vgl. Abschnitt 3.5.5), sollte die Frage geklart werden, ob die Ursache dafur eine
gestorte Wanderung kortikaler Vorlauferzellen sein konnte. Um zu Uberprifen, ob
kortikale Vorlauferzellen in TrkB-abhangiger Art und Weise in Richtung eines EGF-
Reizes wandern, wurde ein in vitro-Migrationsassay etabliert. Dazu wurden die Zellen
auf einem Substratteppich ausgesat, der aus alternierenden Streifen von EGF bzw.
BSA bestand. Durch den Vergleich von ausgezahlten Zellen kurz nach der Aussaat
(6 h), mit denen eines spateren Zeitpunkts (20 h), konnte ermittelt werden, ob die
Zellen eine Praferenz fur das jeweilig angebotene Substrat zeigten. Aulerdem wurde
gleichzeitig die subzellulare Verteilung von TrkB bzw. phosphorylietem TrkB
dokumentiert, um die Wanderung von kortikalen Vorlauferzellen mit der Umverteilung
von TrkB korrelieren zu kénnen.

Die Abbildung 3-37a zeigt beispielhafte Ausschnitte kortikaler Vorlaufer-
zellen, die auf den entsprechenden Substratteppichen kultiviert und zu den angege-
benen Zeitpunkten fixiert wurden. Durch die immunzytochemische Farbung gegen
Nestin wurden die Zellen identifiziert. Die Farbung gegen TrkB erlaubte die Analyse
der subzellularen Verteilung des Rezeptors. Wie dort zu erkennen ist, zeigten kor-
tikale Vorlauferzellen nach 20-stundiger Inkubation ein praferentielles Wachstum auf
den mit EGF beschichteten Streifen gegenuber den mit BSA beschichteten Streifen
(Abb.: 3-37a, | und Il). In den beiden Kontrollsituationen mit jeweils identischen Be-
schichtungen war dagegen nach 20 Stunden eine zufallige Verteilung der Zellen zu
sehen (Abb.: 3-37a, Ill und 1V). Die Quantifizierung dieses Experiments zeigte die
signifikante Erhdohung der Zahl kortikaler Vorlauferzellen auf den EGF-Streifen bei
gleichzeitiger Erniedrigung auf BSA-Streifen (Abb.: 3-37b; I: EGF: 66,6 £ 2,3 %; BSA:
33,4 £ 2,3 %; Il: EGF: 59,8 £ 1,7 %; BSA: 40,1 £ 1,7 %; Mittelwerte £+ SEM).
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Abbildung 3-37: Streifentest zur Analyse des Wanderungsverhaltens kortikaler Vorlaufer

(a) Das Wanderungsverhalten kortikaler Vorlauferzellen wurde anhand eines in vitro-Migrationsassays
untersucht. Dazu wurden die Zellen auf Substratteppiche aus alternierenden Streifen von EGF und
BSA ausgesat und nach 6 bzw. 20 h fixiert und immunzytochemisch gefarbt. (b) Die Quantifizierung
der prozentualen Verteilung der Zellen auf EGF bzw. BSA nach 20 h zeigte ein praferentielles Wachs-
tum der Zellen auf dem EGF-Substrat. Mastab: 100 pm.

Die Auszahlung von Zellen auf identischen Streifen ergab keine signifikanten
Unterschiede (Abb.: 3-37b.: Ill: BSA: 49,2 + 1,9 %; BSA: 50,8 + 1,9 %; IV: EGF:
49,1 £ 1,8 %; EGF: 50,8 £ 1,8 %; Mittelwerte £ SEM).

Um schlieldlich die beobachtete Zellwanderung mit der subzellularen Lokalisa-
tion von TrkB in Verbindung bringen zu konnen, wurde die Verteilung von TrkB

immunzytochemisch untersucht. Beim Vergleich von Zellen, die nach 20 h auf EGF
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bzw. BSA beschichteten Streifen attachierten, wurde beobachtet, dass TrkB je nach
Substrat unterschiedlich verteilt ist. In Zellen auf EGF-Streifen erschien TrkB eher an
der Plasmamembran als im Zellinneren lokalisiert, wohingegen in Zellen auf BSA-
Streifen eine punktierte, intrazellulare Verteilung zu sehen war (Abb.: 3-38a). Zur
Anaylse von phosphoryliertem TrkB wurden kortikale Vorlauferzellen kurz nach der
Aussaat (6 h) fixiert und mit a-pTrkB-PLCy gefarbt. Zellen, die sich zu diesem
Zeitpunkt in unmittelbarer Nahe von EGF-Streifen befanden, zeigten eine ungleich-
maldige Verteilung von phosphoryliertem TrkB mit einer Akkumulation des aktivierten
Rezeptors am EGF-zugewandten Pol (Abb.: 3-38b).
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Abbildung 3-38: Die Verteilung von TrkB in kortikalen Vorldaufern wéhrend der in vitro-Migration
(a) Die subzellulare Lokalisation von TrkB in kortikalen Vorlauferzellen war abhangig vom jeweiligen
Substrat. EGF flihrte zu einer mehr membranstandigen Verteilung, wohingegen auf BSA die punktier-
te, intrazellulare Immunreaktivitat von TrkB auftrat. (b) Die Phosphorylierung von TrkB an der PLCy-
Bindungsstelle erfolgte in asymmetrischer Art und Weise, mit einer Akkumulation aktivierter Rezepto-
ren am der Wanderungsrichtung zugewandten Pol. Ma3stab: 10 ym.
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4 Diskussion

Die Entstehung des zerebralen Kortex mit seiner hochgradig geordneten Archi-
tektur aus unterschiedlichen Rindenschichten ist ein komplexer Vorgang, der auf
zahlreichen Ebenen genau reguliert sein muss. Eine Grundlage der Kortikogenese ist
dabei die zeitliche und raumliche Kontrolle von Zellteilungsvorgangen, die in den ger-
minativen Zonen des dorsalen Telenzephalons stattfinden und aus proliferativen
Vorlauferzellen postmitotische Nervenzellen hervor bringen. Die neugeborenen Neu-
rone wiederum mussen dann die Reize ihrer unmittelbaren Umgebung dergestalt ver-
arbeiten, damit sie schlieRlich zu genau definierten, endgultigen Positionen im reifen
Kortex wandern konnen. Dort differenzieren sie schlie3lich zu reifen Nervenzellen,
die Uber die Ausbildung von synaptischen Verbindungen an Dendriten und Axon-
terminalen zu einem integralen Bestandteil des zentralen Nervensystems werden
(Ayala et al., 2007; Nadarajah and Parnavelas, 2002).

Obwohl die prinzipiellen Vorgange wahrend der Kortikogenese schon seit
geraumer Zeit bekannt sind, gelang es erst im vergangenen Jahrzehnt, einen
genaueren Einblick in die dort beteiligten molekularen Mechanismen zu erhalten. Bis
zum heutigen Zeitpunkt wurden dabei viele Proteine charakterisiert, die an der
Regulation neuronaler Wanderung beteiligt zu sein scheinen. Grolde Aufmerksamkeit
erhielten speziell Proteine der extrazellularen Matrix, die als potentielle Kandidaten
gelten, Richtungs- und Postitionsinformation an wandernde Nervenzellen zu vermit-
teln. Das vermutlich Prominenteste unter ihnen ist Reelin, ein von Cajal-Retzius-
Zellen in der Marginalzone sezerniertes Glykoprotein. Die spontane Mutation des
Reelin-Gens fuhrt zu einer charakteristischen Umkehrung der Rindenschichtung,
wodurch die enorme Bedeutung dieses Faktors deutlich wird (Tissir and Goffinet,
2003). Vieles spricht dafur, dass Reelin fur das prazise Positionieren von kortikalen
Neuronen verantwortlich ist, indem es deren Migration unterbricht. Zusatzlich zu
solchen notwendigen Stoppsignalen brauchen die heranreifenden Zellen im zere-
bralen Kortex allerdings auch Informationen zur Wegfindung, die beispielsweise in
Form eines radialen Konzentrationsgradienten zur VerfiUgung gestellt werden kon-
nen. Eine solche Verteilung konnte bereits fur Mitglieder unterschiedlicher Protein-
familien mit chemotaktischen Wirkungen gegenuber kortikalen Zellpopulationen in
Zusammenhang gebracht werden, darunter die Semaphorine 3A und 3F (Chen et al.,
2008; Polleux et al., 2000), der epidermale Wachstumsfaktor (Caric et al., 2001) und
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eben auch BDNF als Mitglied der Neurotrophin-Familie (Behar, 1997). Durch die kon-
ditionale Deletion von TrkB konnten die Labore von Klaus Unsicker und Liliana Mini-
chiello 2004 in vivo zeigen, dass der BDNF-Rezeptor die Formierung kortikaler Struk-
turen Uber die Kontrolle neuronaler Migration beeinflusst. Zusatzlich wurde dabei
durch die Mutation des Rezeptors deutlich, dass dafir sowohl die Shc/Frs2- als auch
die PLCy-Bindungsstelle von Noten ist (Medina et al., 2004). Eine Arbeit aus den
Laboren von David Kaplan und Freda Miller beschrieb 2007 damit weitgehend uber-
einstimmende Ergebnisse in einem experimentellen Ansatz, bei dem die Funktion
von TrkB/C durch die in utero Elektroporation dominant negativer TrkB/C-Konstrukte
oder auch gegen TrkB gerichtete shRNAs inhibiert wurde (Bartkowska et al., 2007).
Die Rolle des Neurotrophinrezeptors TrkB bei der Entstehung des zerebralen Kortex

stand im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit.

4.1 Die Expression und Aktivierung von TrkB im embryonalen
Telenzephalon

Zunachst wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass TrkB in frihen Stadien der
Kortikogenese, von E10,5 bis E12,5, verhaltnismaRig hoch exprimiert wird (vgl.
3.1.1), wodurch vorherige Berichte Uber die embryonale TrkB-Expression auf Protein-
und mRNA-Ebene bestatigt werden konnten (Cheng et al., 2003; Behar, 1997). Die
immunhistochemische Lokalisation auf Proteinebene zeigte bei E12,5 eine Konzen-
tration des Rezeptors in zwei Regionen des embryonalen Telenzephalons. Zum
Einen in der aus unreifen Neuronen bestehenden Praplatte an der pialen Oberflache
des Kortex, zum Anderen in den multipotenten Vorlauferzellen der Ventrikularzone
(vgl. 3.1.1). Bereits 1997 wurde in der Ratte gezeigt, dass die Expression von TrkB
im dorsalen Telenzephalon in relativ fruhen Entwicklungsstadien (E14,5) sowohl in
den proliferativen neuroepithelialen Vorlaufern als auch in postmitotischen, fur den
neuronalen Marker TUJ1-positiven Zellen der Praplatte stattfand. In spateren Stadien
(E16,5 und E19,5, Ratte) konzentrierte sich die Immunreaktivitat gegen TrkB da-
gegen mehr in Zellen der kortikalen Platte und Subplatte, die zu diesem Zeitpunkt
postmitotische Nervenzellen enthalten. In der Ventrikular- und Subventrikularzone
hingegen war der Rezeptor in dieser spateren Phase der Kortexentwicklung kaum
noch nachzuweisen (Behar, 1997). Die Expression von BDNF, dem hauptsachlichen

Liganden von TrkB, wurde in verschiedenen Studien als zeitlich nachfolgend
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beschrieben, mit nachweisbaren Mengen um E14,5 und einer erst spater folgenden
Hochregulation, um in frihen postnatalen Stadien ein Maximum zu erreichen (Mai-
sonpierre et al., 1990; Behar, 1997). Aullerdem ist die dokumentierte raumliche
Verteilung des BDNF-Transkripts im dorsalen Telenzephalon bemerkenswert. In der
Ratte verteilte sich zum Zeitpunkt E17,5 das Gros der BDNF-mRNA auf die kortikale
Platte, wohingegen sich in der Ventrikularzone deutlich weniger fand, was letztend-
lich zu der Annahme eines radialen Gradienten mit ansteigender BDNF-Konzen-
tration vom Ventrikel zur pialen Oberflache fuhrte (Behar, 1997). Wie in einer Arbeit
von Knusel et al. an Rattengewebe gezeigt wurde, durchlaufen die Zellen des ent-
stehenden Kortex eine Stadium- und Gewebe-spezifische Regulation, was die Re-
sponsivitat gegenuber Neurotrophinen betrifft. Wahrend namlich E14,5 die Tyrosin-
Phosphorylierung von Trk-Rezeptoren im Striatum als Antwort auf BDNF, NT-3 oder
NT-4/5 sehr deutlich ausfiel, hatten solche Stimulationen in kortikalen Geweben nur
geringfugige Auswirkungen. E18,5 dagegen war auch im Kortex eine massive
Aktivierung zu erkennen, einzig die BDNF Antwort im Hippokampus fiel zu diesem
Zeitpunkt noch moderat aus. In frihen postnatalen Stadien wie P7 war auch dort
eine maximale BDNF-Antwort erreicht (Knusel et al., 1994). Zusammen genommen
entstand dadurch der Eindruck, dass die Neurotrophin-abhangige Aktivierung von
TrkB im dorsalen Telenzephalon zeitlich versetzt zur friher einsetzenden Expression
des Rezeptors, und auch erst auf der Entwicklungsstufe differenzierter Nervenzellen
stattfindet. Wie die vorliegende Arbeit zeigt, kam es in BDNF- bzw. NT-3-defizienten
Mausen zum Zeitpunkt E12,5 zu keiner Erniedrigung des Phosphorylierungsgrades
von TrkB (vgl. 3.1.2). Die Aktivitat des Rezeptors war in dieser Phase der
Kortikogenese also unabhangig von der Verfugbarkeit entsprechender Liganden.
Gleichzeitig war auch in den isolierten kortikalen Vorlauferzellen keinerlei Respon-
sivitat gegenuber den beiden Neurotrophinen BDNF und NT-3 zu beobachten. Dies
traf zum Einen auf die E11,5 praparierten und als Neurospharen kultivierten Zellen
und zum Anderen auf die E10,5 isolierten, akut ausplattierten Zellen zu. In beiden
Fallen kam es nach Zugabe der Faktoren weder zu einer Phosphorylierung von TrkB
noch von nachgeschalteten Effektorproteinen wie Erk1/2 oder Akt (vgl. 3.2.2).
Interessanterweise war dies dann aber bei spater isolierten Zellen des dorsalen
Telenzephalon zu beobachten. Bei E11,5 Direktkulturen war die Aktivierung von
TrkB, Erk1/2 und Akt bereits klar zu sehen, bei Zellen aus E14,5 Gewebe fiel der

Effekt noch deutlicher ins Auge. Durch die immunzytochemische Charakterisierung
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der verschiedenen Zellkultursysteme bzw. Isolationszeitpunkte konnte schlie3lich ge-
zeigt werden, dass die unterschiedliche Responsivitat der Zellen mit der Zusammen-
setzung der jeweiligen Kultur korrelierte. So bestanden die Neurospharenkulturen
und die E10,5 isolierten Direktkulturen Uberwiegend aus Pax6-positiven kortikalen
Vorlauferzellen, wohingegen der Anteil Map2-positiver Neurone gering war. Zu spa-
teren Zeitpunkten kam es dann zu einer Verschiebung hin zu reifen Nervenzellen mit
einem etwa ausgeglichenen Verhaltnis von Pax6- und Map2-positiven Zellen bei
E11,5 isolierten Kulturen und Kulturen von E14,5 Zellen, die Uberwiegend aus Map2-
exprimierenden Nervenzellen bestanden (vgl. 3.2.3). Freda Miller und ihre Mitarbeiter
konnten in diesem Zusammenhang verschiedene Arbeiten veroffentlichen, welche
die Bedeutung von Neurotrophin-induzierten Signalwegen fiir das Uberleben und die
Differenzierung junger kortikaler Neurone herausstellen konnten (Bartkowska et al.,
2007; Barnabe-Heider and Miller, 2003). Wie auRerdem bereits 1997 gezeigt wurde,
scheint BDNF auf Tuj1- und TrkB-exprimierende Nervenzellen des embryonalen
dorsalen Telenzephalon chemotaktisch zu wirken (Behar, 1997). Wie diese Studie
berichtet, zeigen zwischen E14,5 und E20,5 isolierte Zellen eine zum BDNF-Substrat
gerichtete Wanderung, wobei ein Maximum an Neurotrophin-Antwort bei E17,5 ge-
funden wurde. Dabei konnte die Expression von BDNF-mRNA zu diesem Zeitpunkt
uberwiegend in der kortikalen Platte, dem Zielgebiet wandernder Nervenzellen, loka-
lisiert werden. Obwohl also offensichtlich ein Zusammenhang zwischen neuronaler
Wanderung und Differenzierung wahrend der Kortikogenese und BDNF/TrkB-Signal-
wegen besteht, scheinen die oben beschriebenen Effekte auf bereits zu post-
mitotischen Neuronen differenzierte Zellen beschrankt zu sein. Wie die vorliegende
Arbeit zeigt, setzt die Responsivitat gegenltber Neurotrophinen wie BDNF oder NT-3
erst in Direktkulturen ein, die nach E11,5 isoliert wurden, und deshalb bereits zu
einem gewissen Teil aus differenzierten Nervenzellen bestehen. Direktkulturen von
E10,5 mit fast ausschliel3lich Pax6-positiven Vorlauferzellen scheinen dagegen nicht
ohne Weiteres die Fahigkeit zu besitzen, auf extrazellulare Neurotrophin-Reize

ansprechen zu kdnnen.
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4.2 Die funktionelle Interaktion zwischen TrkB- und dem EGF-
Rezeptor

Die Transaktivierung von Trk-Rezeptoren ist ein Konzept, welches eine von
Liganden unabhangige Aktivierung beschreibt (Lee et al., 2002b; Chao, 2003). Im
Gegensatz zur klassischen Situation, bei der die Bindung von Neurotrophinen im
extrazellularen Raum die entsprechenden Signalwege auslost, kommt es dabei zur
intrazellularen Aktivierung ausgehend von andersartigen Rezeptorsystemen. Den
Ausgangspunkt dafur setzte 2001 eine Arbeit von Francis S. Lee und Moses V.
Chao, in der die Phosphorylierung von Trk-Rezeptoren durch Agonisten des A)A-
Adenosin-Rezeptors sowohl in PC12-Zellen als auch in embryonalen, hippokampalen
Nervenzellen beschrieben wurde (Lee and Chao, 2001). Darauf aufbauend konnte
gezeigt werden, dass dieses Transaktivierungsereignis an intrazellularen Membranen
stattfindet und von Mitgliedern der Src-Kinase-Familie vermittelt wird (Rajagopal et
al., 2004; Rajagopal and Chao, 2006). AuRerdem wurde die physiologische Bedeu-
tung dieser Art der Rezeptoraktivierung dadurch unterstrichen, dass der Moto-
neuronenverlust in einem klassischen Lasionsparadigma des Fazialisnerven durch
die Applikation von CGS21680, einem A,A-Rezeptor-Agonisten, in TrkB-abhangiger
Art und Weise gemildert werden kann (Wiese et al., 2007). In den letzten Jahren
wurden dann einige weitere Rezeptorsysteme beschrieben, die mit Trk-Rezeptoren in
funktioneller Interaktion verbunden zu sein scheinen, darunter die des Glukokortikoid-
rezeptors, des Dopamin D1 Rezeptors und weiteren G-Protein gekoppelten Rezep-
toren (GPCRs) (lwakura et al., 2008; Jeanneteau et al., 2008; Lee et al., 2002a).

In der vorliegenden Arbeit konnte nun erstmals eine funktionelle Interaktion
zwischen TrkB und dem EGF-Rezeptor in kortikalen Vorlauferzellen beschrieben
werden. Sowohl Neurospharenkulturen von E11,5 als auch Direktkulturen von Maus-
Embryonen zum Zeitpunkt E10,5 bis E14,5 zeigten dabei die Phosphorylierung von
TrkB, Erk1/2 und Akt nach EGF-Stimulus (vgl. 3.2.2). Auch in diesem Fall korrelierte
das Ausmald der Proteinphosphorylierung mit den vorherrschenden Zelltypen. Bei
Uberwiegend aus Pax6-positiven Vorlauferzellen bestehenden Kulturen dominierten
EGF-induzierte Signale, wohingegen mit Zunahme von Map2-exprimierenden Neu-
ronen die Neurotrophin-Antwort in den Vordergrund ruckte. Die beobachtete Phos-
phorylierung von TrkB durch EGF folgte dabei einem Zeitverlauf, welcher zu der bei
der GPCR-vermittelten Transaktivierung verschieden war. Wahrend die Transaktivie-

rung im zuletzt genannten Fall einige Stunden in Anspruch nahm, und dabei die
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Regulation der Genexpression mit einschloss, konnte hier die maximale Phospho-
rylierung von TrkB bereits nach funf Minuten erreicht werden. Gleichzeitig war die
Dauer der Aktivierung auf mehrere Stunden ausgedehnt, was fur EGF-induzierte
Signalwege sonst eher untypisch ist. Wie gezeigt werden konnte, sind Trk-Rezep-
toren dagegen in der Lage, speziell Uber die Interaktion mit dem Transmembran-
protein ARMS/Kiddins220 fiur eine lang anhaltende Aktivierung von MAPK-Signal-
wegen zu sorgen (Arevalo et al., 2004). Die unkonventionelle Verschaltung von EGF-
induzierten Signalwegen mit TrkB bodte auf diese Weise die Mdglichkeit, aus sonst
kurzlebigen Impulsen lang anhaltende Signale zu generieren. Da die verschieden
lange Aktivierung von intrazellularen Signalwegen wie der MAPK-Kaskade zu unter-
schiedlichen Konsequenzen hinsichtlich Proliferation und Differenzierung fuhren
kann (Wixler et al., 1996; Traverse et al., 1992), durfte das von tatsachlicher physio-
logischer Bedeutung flr die einzelne Zelle sein. Durch die Transaktivierung von TrkB
lieRe sich das Wirkungsspektrum des EGF-Rezeptors um einen wichtigen Aspekt er-
weitern.

Dass die Transaktivierung von TrkB dabei tatsachlich Gber den EGF-Rezeptor,
und nicht Uber die direkte Bindung von EGF an TrkB stattfindet, konnte durch die
pharmakologische Inhibition des EGF-Rezeptors gezeigt werden, wonach die Phos-
phorylierung von TrkB nach EGF-Stimulus nicht mehr moglich war. Fur die rasche
Signaltransduktion vom EGF-Rezeptor hin zu TrkB scheinen aulerdem Mitglieder
der Src-Kinase-Familie verantwortlich zu sein. Dies geht zum Einen aus der pharma-
kologischen Inhibition dieser Proteine mit PP1 und PP2 hervor, wodurch die Phos-
phorylierung von Uberexprimiertem TrkB in kortikalen Vorlauferzellen nach EGF-
Stimulus aufgehoben werden konnte (vgl. 3.2.6). Wie die Input-Kontrolle dieses Ex-
periments zeigte, kam es bei gleichzeitiger Verwendung von PP1 und PP2 zu einem
additiven Effekt mit einer starkeren Reduktion der pTrkB-Banden als bei der
einzelnen Anwendung der Inhibitoren. Aul3erdem schien der PI3K-Signalweg starker
von der pharmakologischen Inhibition betroffen zu sein als die MAPK-Kaskade, was
ein Vergleich der Bandenreduktion von pAkt (PI3K) und pErk1/2 (MAPK) zeigte.
Wahrend die pAkt-Bande fast vollstandig verschwand, war im Fall von pErk1/2 ledig-
lich eine milde Abschwachung der Bandenintensitat zu erkennen. Zusatzlich konnte
zum Anderen gezeigt werden, dass die spezifische Inhibition von c¢Src und Fyn,
zweier in neuronalem Gewebe exprimierten Mitgliedern dieser Proteinfamilie, auch

zu einer signifikanten Erniedrigung der von EGF ausgelésten Phosphorylierung von
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endogenem TrkB fuhrte (vgl. 3.2.7). Der hier verwendete experimentelle Ansatz
bestand in der lentiviralen Transduktion von DNA-Konstrukten, die jeweils die Uber-
expression von dominant negativen Enzymvarianten erlaubten. Darin durfte ein
Grund gesehen werden, warum die Erniedrigung der TrkB-Aktivierung in der Western
Blot-Analyse relativ moderat ausfallt. Sowohl die begrenzte Infektionsrate als auch
die sicherlich nicht vollstandige Unterdrickung der jeweiligen Enzymfunktion limi-
tieren hier die Effizienz der Inhibition. Ein zweiter Grund mag sein, dass die Familie
der Src-Kinasen weitere Mitglieder umfasst, die auch im ZNS exprimiert werden und
dabei zu einem gewissen Grad redundante Funktion besitzen durften. Es wurden be-
reits funktionelle Interaktionen von Fyn mit TrkB beschrieben. Einerseits wurde ge-
zeigt, dass Fyn ein kritischer Faktor fur die Transaktivierung von TrkB durch GPCRs
an intrazellularen Membranen ist (Rajagopal and Chao, 2006), andererseits scheint
Fyn notwendig zu sein, um TrkB in so genannten ,lipid raft“-Mikrodomanen zu lokali-
sieren, was wiederum als wichtige Vorraussetzung fur die effiziente Signaltransduk-
tion vieler membranstandiger Rezeptoren angesehen wird (Pereira and Chao, 2007).

Die Beteiligung des EGF-Rezeptors an der Entwicklung des zerebralen Kortex
wurde in zahlreichen Publikationen beschrieben, darunter Berichte Uber die chemo-
taktische Wirkung von EGF wahrend der Wanderung von Zellen in Richtung kortika-
ler Platte und auch Uber die spezifische Verteilung des EGF-Rezeptors in unter-
schiedlichen Subpopulationen kortikaler Zellen (Burrows et al., 1997; Sun et al.,
2005; Caric et al., 2001). Die Expressionsmuster von Liganden des EGF-Rezeptors
wie EGF aber auch TGFa (transforming growth factor a) und HB-EGF (heparin
binding EGF) deuten aullerdem darauf hin, dass sie eine wichtige Rolle bei der
Regulation von neuronalen Vorlauferzellen sowohl im embryonalen als auch im
adulten ZNS spielen durften (Cameron et al., 1998; Kornblum et al., 1997;
Opanashuk et al., 1999). Wie die hier beschriebenen Resultate andeuten, konnte da-
bei die Transaktivierung von TrkB eine entscheidende Rolle spielen. Im Folgenden
soll weiter diskutiert werden, wie die EGF-Rezeptor vermittelte Phosphorylierung von
TrkB in frihen Phasen der Kortikogenese kortikaler Vorlauferzellen darauf vorbe-
reiten kann, sich zu Neurotrophin-responsiven Nervenzellen zu differenzieren, um

schlieBlich in funktionelle neuronale Netzwerke integriert werden zu konnen.
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4.3 Die dynamische Verteilung des Neurotrophin-Rezeptors TrkB in
kortikalen Vorlauferzellen

Die Liganden-vermittelte Aktivierung von klassischen Rezeptor Tyrosin Kinasen
wie TrkB erfolgt an der Aulienseite der Plasmamembran im extrazellularen Raum.
Die Exposition der Proteine an der Zelloberflache ist damit von entscheidender
Bedeutung fur eine effiziente Signaltransduktion ins Zellinnere. Im Falle von TrkB
scheint die dynamische Umverteilung des Rezeptors zwischen der Plasmamembran
und intrazellularen Kompartimenten ein zentrales Mittel zu sein, um dessen Signal-
transduktion zu modulieren. Nach der klassischen Aktivierung durch Liganden an der
Zelloberflache kommt es beispielsweise zur Internalisierung des Rezeptors, wodurch
die Responsivitat der Zelle gegenlber solchen Reizen zunachst reduziert wird. Durch
die im Zellinneren ausgeldsten Signale kann es aber auf der anderen Seite wieder zu
einer verstarkten Insertion von TrkB in die Membran kommen. Je nach Lage des
Gleichgewichts wird auf diese Weise die Responsivitat der Zelle positiv oder negativ
beeinflusst (Huang and Reichardt, 2003). Wie einige Arbeiten nahelegen, befindet
sich TrkB in gewissen neuronalen Zelltypen tatsachlich grotenteils intrazellular und
weniger an der Zelloberflache. 1998 berichteten die Labore von Louis Reichardt und
Ben Barres Uber die Dynamik von TrkB in retinalen Ganglionzellen und spinalen
Motoneuronen. In beiden Zelltypen fanden sie eine Uberwiegend intrazellulare
Verteilung von TrkB. Durch die Depolarisation oder die Erhdhung von zyklischem
AMP durch Forskolin der Zellen in Kultur war jedoch eine rapide Zunahme des Zell-
oberflachenlevels von TrkB zu beobachten (Meyer-Franke et al., 1998). Auch in
hippokampalen Neuronen konnte eine derartige Regulation der TrkB-Exposition beo-
bachtet werden. Hier erfolgte die Insertion des Rezeptors in Abhangigkeit elektrischer
Aktivitat und intrazellularer Kalzium-lonen-Konzentration (Du et al., 2000). Eine
kiurzlich erschienene Veroffentlichung gewahrte erste Einblicke in mechanistische
Vorgange wahrend solcher Rezeptor-Translokationen. So scheint fur die durch Aktivi-
tat induzierte Insertion von TrkB in die Plasmamembran eine Cdk5 vermittelte Phos-
phorylierung von Ser478 essentiell zu sein (Zhao et al., 2009). Zusammengefasst
kann man sagen, dass die Uberlebens- und Differenzierungs-férdernden Effekte von
Neurotrophinen wie BDNF nicht nur der bloRen Expression eines Rezeptors wie TrkB
bedlrfen, sondern dass dieser aulderdem von zusatzlichen Faktoren abhangt, um

Uberhaupt zur Weiterleitung der entsprechenden Signale befahigt zu werden. Die
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induzierte Insertion des Rezeptors in die Plasmamembran ist in diesem Zusammen-

hang von zentraler Bedeutung.

4.3.1 Die Glykosylierung des Neurotrophin-Rezeptors TrkB

Die in dieser Arbeit untersuchten, als Neurospharen kultivierten kortikalen Vor-
lauferzellen, zeigten gegenuber den Neurotrophinen BDNF und NT-3 keine Sensiti-
vitat (vgl. 3.2.2). Die Ursache dafur fand sich in der subzellularen Lokalisation von
TrkB. In unbehandelten Zellen verteilte sich der Rezeptor praktisch vollstandig im
Zytoplasma mit einer an endosomale Vesikel erinnernden Lokalisation (vgl. 3.4.1).
Die Regulation der subzellularen Lokalisation von Proteinen geschieht auf vielfaltige
Weise. Beispielsweise konnen sie nach ihrer Synthese im endoplasmatischen Reti-
kulum (ER) dort und im darauffolgenden Kompartiment des Golgi-Apparates post-
translationell modifiziert und damit fur spezifische Bestimmungsorte markiert werden.
Diese nachtraglichen Veranderungen betreffen dabei Uberwiegend das Anhangen
von Kohlenhydratgruppen an Aminosaureseitenketten der Proteinsequenz. Im ER
werden dabei N-glykosidische Bindungen an Asparagin geknupft, O-glykosidische
Bindungen entstehen dagegen an Serin, Threonin, Hydroxyprolin und Hydroxylysin
im Golgi-Apparat. Die dabei entstehenden Glykan-Strukturen besitzen oft hohe Kom-
plexitat und damit ein groRes informatives Potential. AuRerdem kann das Anflgen
von Oligosacchariden je nach Zelltyp und Entwicklungsstadium sehr unterschiedlich
erfolgen, wodurch ein jeweils angepasstes Protein-Sorting erreicht werden kann
(Potter et al., 2006). Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, ist die hoch-
molekulare, durch die beiden pTrkB-Antikrper im Western Blot erkannte Bande
durch Glykosylierung modifiziert. Der in vitro-Verdau mit funf unterschiedlichen
deglykosylierenden Enzymen machte deutlich, dass es sich dabei praktisch aus-
schliel3lich um eine Modifikation durch N-Glykosylierung handelte, da die alleinige
Inkubation mit PNGase F genugte, um die insgesamt beobachtete Verschiebung der
Protein-Bande zu erreichen (vgl. 3.3.3). Des Weiteren flhrte die Inhibition der
N-Glykosylierung durch die Applikation von Tunicamycin zu einer veranderten Vertei-
lung des Rezeptors innerhalb der Zelle. Das punktierte, intrazellulare Erscheinungs-
bild wich nach 12-stiindiger Behandlung einer homogeneren Verteilung mit Berei-
chen, die eine membranstandige Lokalisation von TrkB vermuten lie3en (vgl. 3.4.2).
Dass dies funktionelle Konsequenzen nach sich zog, wurde in der Western Blot-

Analyse stimulierter Kulturen deutlich. Wahrend unbehandelte Zellen zwar auf EGF,
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nicht aber auf BDNF mit der Phosphorylierung von TrkB reagierten, tauchte in den
mit Tunicamycin behandelten Zellen eine BDNF-induzierte pTrkB-Bande auf. Gleich-
zeitig waren die beiden fur die EGF-Stimulation charakteristischen pTrkB-Banden
stark reduziert und es kam eine weitere pTrkB-Bande zum Vorschein, die vorher nur
schwach vorhanden war. Diese stimmte in ihrer Laufhéhe mit der BDNF-induzierten
Bande uberein. Offensichtlich war durch die Inhibition der N-Glykosylierung eine Po-
pulation von TrkB entstanden, die an der Zelloberflache exponiert wurde und deshalb
zur Bindung von BDNF fahig war. Auch fir die Transaktivierung durch EGF war diese
Form des Rezeptors zumindest teilweise zuganglich. Die Tatsache, dass beide EGF-
induzierten pTrkB-Banden reduziert waren, konnte bedeuten, dass nicht nur der stark
N-glykosylierte Rezeptor (~170 kDa) transaktiviert wird, sondern auch eine weiter
prozessierte Form, die moglicherweise in den Kompartimenten des Golgi-Apparates
existiert. So werden die Zuckerreste vom high-mannose-Typ des ER im Golgi-Ap-
parat zum Teil wieder abgebaut, um dann als Plattform fur die weiteren Modifi-
kationen zu Zucker des komplexen oder hybriden Typs zu dienen (Vagin et al.,
2009). Solche Veranderungen konnten schlielllich zu einer TrkB-Variante mit einem
geringeren Laufverhalten im SDS-Gel (~130 kDa) fuhren.

Interessanterweise stimmte die Laufhohe der von BDNF-induzierten Banden
in mit Tunicamycin behandelten kortikalen Vorlauferzellen mit der der Banden uUber-
ein, die in den Direktkulturen ab E11,5 nach Neurotrophin-Stimulus (BDNF, NT-3)
zusatzlich zu der 130 kDa Bande beobachtet worden waren (vgl. 3.3.4 und 3.2.2).
Insgesamt spricht das fur ein Szenario, bei dem es in den Zellen des dorsalen Tel-
enzephalons je nach Entwicklungsstadium und Differenzierungsgrad zu spezifischen
posttranslationellen Modifikationen von TrkB in Form von Glykosylierung kommt.
Diese wiederum bedingt dann je nach Auspragung die Retention des Rezeptors in
ER-Golgi-Kompartimenten oder erlaubt dessen Transport zur Plasmamembran und
die Insertion in dieselbe. Auf diese Weise konnten funktionell unterschiedliche Sub-
populationen von TrkB existieren, die Eine als transaktivierbarer Pool im Zellinneren,
die Andere mit klassischen membranstandigen Rezeptoren, die zur Bindung von

Neurotrophinen im extrazellularen Raum fahig waren.
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4.3.2 Die induzierte Insertion von TrkB in die Plasmamembran kortikaler

Vorlauferzellen durch EGF

Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, fuhrt die Stimulation von kortikalen Vor-
lauferzellen mit EGF zu einer Umverteilung des Neurotrophin-Rezeptors TrkB. Wah-
rend dieser in unbehandelten Zellen Uberwiegend intrazellular zu finden war, kam es
innerhalb der ersten 30 Sekunden nach dem Stimulus zu einer Rekrutierung des
Rezeptors zur Plasmamembran (vgl. 3.4.3). Wie sich herausstellte, war diese Ver-
lagerung von transienter Natur. Zehn Minuten nach der Zugabe von EGF war bereits
wieder ein deutlicher Anstieg von intrazellularem TrkB zu erkennen, nach etwa sechs
Stunden war die Ausgangssituation mit intrazellularer Lokalisation des unphosphory-
lierten Rezeptors wieder erreicht. Obwohl die Membranrekrutierung nur von relativ
kurzer Dauer zu sein schien, war die erhohte Immunreaktivitat gegentber phosphory-
liertem TrkB (PLCy-Bindungsstelle) flr einen deutlich langeren Zeitraum erhdht. Dies
erlaubt, wie oben beschrieben, eine anhaltende Aktivierung nachgeschalteter Signal-
wege wie beispielsweise der MAPK- und der PI3K-Kaskade und transformiert so den
EGF-induzierten Reiz in eine Antwort, die fur Neurotrophin-Rezeptoren charaktris-
tisch ist. Zusatzlich dazu kann die Umverteilung von TrkB der Zelle zur Responsivitat
gegenuber extrazellularen Stimuli verhelfen. Wie die Biotinylierung von Oberflachen-
proteinen in dieser Arbeit zeigt, erfolgt nach EGF-Stimulation von kortikalen
Vorlauferzellen tatsachlich ein Einbau von TrkB in die Plasmamembran (vgl. 3.4.4).
Eine solche induzierte Exposition des Rezeptors kdnnte einen kritischen Schritt im
Differenzierungsprogramm der Zelle darstellen, da sie dadurch gegenuber einem
neuen Typ von Stimulus zuganglich werden kann. Es ist vorstellbar, dass die Re-
sponsivitat gegenuber Neurotrophinen wie BDNF wahrend der Entwicklung sowohl
raumlich als auch zeitlich genau reguliert sein muss. Dies kann prinzipiell nicht nur
durch die Verfugbarkeit des Liganden erreicht werden, sondern auch durch die regu-
lierte Lokalisation von TrkB.

Die asymmetrische Expression und ungleichmalige Verteilung des EGF-
Rezeptors in kortikalen Vorlauferzellen nach der Mitose ist unmittelbar mit dem
Schicksal der generierten Tochterzellen verknlpft. Die sich zu postmitotischen Zellen
differenzierenden Tochterzellen besitzen dabei im Vergleich zu proliferativ bleiben-
den Tochterzellen ungleich grolere Mengen des EGF-Rezeptors (Sun et al., 2005).
In solchen Zellen kénnte dann der Kontakt mit EGF oder weiteren Liganden des

EGF-Rezeptors dazu fuhren, extrazellulare Reize in Form von beispielsweise BDNF

141

«




Diskussion

«

verarbeiten zu kdénnen. Wie Laura Lillien und Mitarbeiter gezeigt haben, vermittelt
bereits die Aktivierung des EGF-Rezeptors chemotaktische Reize an die Zellen des
embryonalen Telenzephalon (Caric et al., 2001). Dies kdnnte den EGF-Rezeptor
exprimierenden Vorlauferzellen ermdglichen, nach der Zellteilung die unmittelbare
Umgebung der Ventrikularzone zu verlassen und damit in eine neue Mikroumgebung
zu gelangen. Wird dabei gleichzeitig der Neurotrophin-Rezeptor TrkB an die Zellober-
flache gebracht, konnten dann graduelle Neurotrophin-Konzentrationen im Telenze-
phalon die weitere Zielfindung ubernehmen. Ein derartiger BDNF-Gradient wurde in
der Literatur bereits postuliert (Behar, 1997). Die in vivo-Analyse der subzellularen
Lokalisation von TrkB zeigte dann auch, dass der Rezeptor in Zellen der Ventrikular-
zone eine andere Verteilung zu haben scheint als in den Zellen der Marginalzone.
Wahrend in Ersteren eine eher punktierte, intrazellulare Farbung zu sehen ist,
erinnert die Situation in Letzteren mehr an eine Membranstandigkeit des Rezeptors
(vgl. 3.4.5).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Transaktivierung von TrkB anhand der
EGF-vermittelten Aktivierung des EGF-Rezeptors gezeigt. Betrachtet man die Ex-
pression weiterer Mitglieder der ErbB-Familie, konnte das in Bezug auf die Situation
im Organismus durchaus lediglich exemplarischen Charakter haben. Beispielsweise
sind auch ErbB2 und ErbB4 in den germinativen Zonen des ZNS ab etwa E12 (Ratte)
anwesend (Kornblum et al., 2000). Aul3erdem existieren wie oben bereits erwahnt
neben EGF noch weitere Liganden, die zur Aktivierung des EGF-Rezeptors fahig
sind. Sowohl die mRNAs von TGFa als auch HB-EGF, beides Liganden des EGF-
Rezeptors, konnten in frihen Phasen der Kortexentwicklung nachgewiesen werden,
und sind somit weitere Kandidaten fur eine Aktivierung des EGF-Rezeptors in vivo
(Kornblum et al., 1997; Opanashuk et al., 1999).

4.4 Die Bedeutung der TrkB-Transaktivierung durch den EGF-
Rezeptor in vivo

Dass die Transaktivierung des Neurotrophin-Rezeptors TrkB durch den EGF-
Rezeptor fur die Entwicklung des zerebralen Kortex von physiologischer Bedeutung
sein muss, wurde durch die Untersuchung der Phosphorylierungslevel von TrkB in
EGF-Rezeptor defizienten Tieren deutlich. Im dorsalen Telenzephalon dieser Tiere

war am Embryonaltag 12,5 die Aktivierung von TrkB fast vollstandig reduziert. Dies
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betraf dabei sowohl die Bindungsstelle fur Shc (Y515) als auch fur PLCy (Y816).
Offensichtlich wird also in dieser recht fruhen Phase der Kortexentwicklung die
hauptsachliche Phosphorylierung von TrkB uber die Transaktivierung ausgehend
vom EGF-Rezeptor und weniger von Neurotrophinen vermittelt. Nach dem oben
vorgeschlagenen Modell kdme es also in kortikalen Vorlauferzellen zunachst zu einer
TrkB-Aktivierung uber den EGF-Rezeptor, der nicht nur nachgeschaltete Signalwege
wie die der MAPK- und PI3K-Kaskade induziert, sondern auch die Exposition des
Rezeptors an der Zelloberflache bewirkt. Die im Bezug zu TrkB zeitlich versetzte
Expression von Neurotrophinen wie BDNF ware dann damit zu erklaren, dass die
Neurotrophin-Abhangigkeit kortikaler Vorlauferzellen erst mit einem gewissen Diffe-
renzierungsgrad eintritt und wahrscheinlich erst dann eine Rolle zu spielen beginnt,
wenn die migrierenden Nervenzellen die erste Etappe heraus aus der VZ/SVZ
zurtckgelegt haben.

Die direkten Auswirkungen fehlender TrkB-Aktivitat wahrend der Kortexent-
wicklung wurden in dieser Arbeit sowohl in Geweben aus TrkB/NTRK2 KO- als auch
aus EGFR KO-Mausen untersucht. In beiden Fallen waren dabei am Embryonaltag
12,5 weder Veranderungen im Uberleben noch bei der Proliferation TrkB-exprimie-
render Zellen festzustellen (vgl. 3.5.1 und 3.5.2). In einer vorangegangenen Arbeit
wurde die Kortexentwicklung in Mausen untersucht, in denen der Neurotrophin-
Rezeptor TrkB durch das Flankieren kritischer Genomsequenzen mit LoxP-Erken-
nungsstellen und gleichzeitiger Expression der CRE-Rekombinase unter der
Kontrolle des Nestin-Promotors konditional ausgeschaltet worden war. Obwohl die
Expression von TrkB in diesem Mausmodell bereits ab E11,5 stark reduziert ist,
konnten im Verlauf der Entwicklung ebenfalls keine erhéhten Werte flr apoptotische
Zellen oder eine Veranderung der Proliferation kortikaler Zellen festgestellt werden
(Medina et al., 2004). Die Markierung neu geborener Nervenzellen durch die Inkor-
poration von BrdU und deren spaterer immunhistochemischer Nachweis zeigten
jedoch, dass es in Abwesenheit von TrkB zu einer fehlerhaften Positionierung der
wandernden Neurone kommt. Dies wurde dabei in zwei Zeitrdumen untersucht, ein-
mal nach Markierung der Zellen am Embryonaltag 12,5 und einmal am Embryonaltag
14,5. Die Analyse erfolgte jeweils bei E18,5. Wann genau nun die Defizienz in Bezug
auf TrkB die Migration kortikaler Zellen zu beeintrachtigen beginnt, und welche
Stimuli fir dessen Aktivierung jeweils verantwortlich sind, wird daraus zwar nicht Klar,

trotzdem wird dadurch die Beteiligung von TrkB an der Wanderung unterschiedlicher
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Populationen von kortikalen Neuronen deutlich. Interessanterweise konnte in der vor-
liegenden Arbeit in den TrkB/NTRK2 KO-Mausen kein vergleichbarer Defekt gefun-
den werden. Die Analyse der TrkB-positiven Zellen im dorsalen Vorderhirn zum Zeit-
punkt E15,5 zeigte namlich eine identische Verteilung im Vergleich zum Wildtyp (vgl.
3.5.5). Dies kann zwei Grinde haben: Einerseits handelt es sich nicht um eine
komplette Deletion des Rezeptors, sondern lediglich um eine funktionelle Mutante mit
deletierter Kinasedomane. Dadurch konnten Signalwege, die von der TrkB-Kinase-
domane unabhangig sind, nach wie vor funktionieren, wodurch beispielsweise eine
vom EGF-Rezeptor vermittelte Transaktivierung ungestort ablaufen kénnte. TrkB-
exprimierende Zellen aus TrkB/NTRK2 KO-Mausen waren so funktionell zunachst
nicht beeintrachtigt. Andererseits erstreckte sich hier die Analyse nicht in spatere
Phasen der Kortikogenese, sondern betraf nur die Situation zum Zeitpunkt E15,5. Es
ist mdglich, dass die Effekte gestorter TrkB-Expression erst in spateren Zeitraumen
auftreten, die hier nicht untersucht wurden. Erwartungsgemal musste es aber auch
in den TrkB/INTRK2 KO-Mausen zu Stérungen neuronaler Migration kommen, wenn
auch erst in spateren Phasen, namlich wenn diese von der Neurotrophin-induzierten
Autophosphorylierung des Rezeptors abhangt. Es soll hier nicht versdumt werden,
auf eine Arbeit hinzuweisen, in welcher die Funktionalitdt von Trk-Rezeptoren
wahrend der Kortexentwicklung durch die in utero Elektroporation dominant negativer
Konstrukte flr sowohl TrkB als auch TrkC inhibiert worden war (Bartkowska et al.,
2007). Die Analyse transfizierter Zellen zeigte dabei ebenfalls keinen erhdhten Zell-
tod, allerdings waren im Vergleich zur Kontrolle weniger Zellen in die kortikale Platte
eingewandert. Im Gegensatz zur Arbeit von Medina et al. (s.0.) wurde dieses Phano-
men aber nicht auf eine gestorte Migration, sondern auf eine verminderte Prolifera-
tion der kortikalen Vorlauferzellen in der VZ zurtck gefuhrt. Generell gesehen durfte
eine verzogerte Neurogenese in der VZ durchaus zu einer fehlerhaften Positionie-
rung von Nervenzellen fuhren, da zeitliche Prazision sicherlich ein kritischer Faktor in
diesem Prozess ist. Da jedoch die absolute Zahl der sich teilenden Zellen in den
konditionalen TrkB/NTRKZ2 KO-Tieren aus Medina et al. (s.0.) unverandert zu sein
scheint und es auch Hinweise auf die chemotaktische Wirkung von Neurotrophinen
gibt (Behar, 1997), spricht einiges dafur, dass Trk-Rezeptoren die Entstehung des
zerebralen Kortex uber die Regulation neuronaler Wanderung mitgestalten.
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Auch in EGFR-defizienten Tieren war die Morphologie des Vorderhirns am Em-
bryonaltag 15,5 im Vergleich zum Wildtyp groftenteils unauffallig (vgl. 3.5.5). Die
Quantifizierung TrkB-positiver Zellen lieR allerdings eine veranderte Verteilung dieser
Zellpopulation erkennen. In EGFR KO-Mausen war dabei die Positionierung der Zel-
len insofern gestort, als dass die innere der beiden TrkB-immunreaktiven Zellschich-
ten dunner erschien und aus weniger Zellen bestand, wohingegen die oberflachliche
Zellschicht mehr TrkB-positive Zellen enthielt. AuRerdem fand sich ein groRerer Teil
TrkB-exprimierender Zellen aulerhalb dieser zwei abgegrenzten Schichten innerhalb
der kortikalen Platte und der VZ/SVZ. Vor dem Hintergrund der Tatsache, dass friher
geborenen Neurone innerhalb der kortikalen Platte tiefer zu liegen kommen als
spater entstandene (inside first-outside last, vgl. 1.1.2), kann eine solche Verschie-
bung durch eine gestorte Migration kortikaler Nervenzellen erklart werden. Kommt es
dabei zu Verzbégerungen, wirden eher die oberflachlichen Rindenschichten besiedelt
werden. Die Zellen aulBerhalb der definierten Areale konnten in diesem Zusammen-
hang die immer noch umher wandernden Zellen reprasentieren, die ohne die Aktivitat
des EGF-Rezeptors Schwierigkeiten haben, die VZ/SVZ verlassen zu kénnen. Die
Beeintrachtigung neuronaler Wanderung in Abwesenheit des EGF-Rezeptors deu-
tete sich bereits 1995 an, als in einer EGF-Rezeptor-defizienten Mauslinie verdickte
germinale Zonen im zerebralen Kortex zum Zeitpunkt E18,5 gefunden wurden
(Threadgill et al., 1995). Die verhaltnismalig spat einsetzende Neurodegeneration in
EGFR KO-Mausen (Sibilia et al., 1998) lielle sich dementsprechend mit einer
fehlenden gegenseitigen Unterstutzung erklaren, die wegfiele, wenn bestimmte Po-
pulationen kortikaler Zellen nicht mehr an ihre urspringlich definierten Positionen

gelangen kénnen.

4.5 Die TrkB-abhéangige Migration kortikaler Vorlauferzellen

Die chemotaktische Wirkung von EGF auf kortikale Vorlauferzellen wurde durch
die Analyse des Migrationsverhaltens in vitro anhand des Streifentests untersucht.
Dabei konnte zum Einen die Attraktion der Zellen durch das angebotene EGF-Sub-
strat festgestellt werden, zum Anderen wurde die dabei auftretende Aktivierung von
TrkB beobachtet. In Zellen, die sich zum Zeitpunkt der Fixierung in raumlicher Nahe
zum EGF-Substrat befanden, traten dabei asymmetrische Anhaufungen von phos-

phoryliertem TrkB auf, die haufig auf der dem Substrat zugewandten Seite der Zelle
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lokalisiert waren. Bei Weitem nicht alle Zellen in der Nahe von EGF-Streifen zeigten
solche pTrkB-Aggregate, was verschiedene Grunde haben durfte. So macht es die
transiente Natur der Umverteilung von TrkB sicherlich schwer, die Zellen im richtigen
Zeitfenster zu beobachten, wenn namlich gerade die Rekrutierung von TrkB erfolgt
war. AulRerdem muss man wohl vermuten, dass durch die Diffusion von EGF ein
gewisser Konzentrationsgradient ausgehend von beschichteten Streifen entsteht.
Nur so ware auch gewahrleistet, dass Zellen abseits des EGF-Substrats den Stimu-
lus Uberhaupt wahrnehmen, um sich dann in die entsprechende Richtung bewegen
zu kénnen. Ob ein solcher Gradient tberall in vergleichbarer Starke und Ausdehnung
existiert ist fraglich. Nichtsdestotrotz unterstitzen die Ergebnisse des Streifentests
die Hypothese, dass es durch einen EGF-Stimulus zu einer gerichteten Translokation
von TrkB zur Plasmamembran kommen kann. In wandernden Zellen kdnnte auf
diese Art die Neurotrophin-Responsivitat gezielt am vorwartsgerichteten Wande-
rungspol kortikaler Zellen hergestellt werden. Gerade bei der Zellbewegung durch
Nukleokinese, bei der ein langer Fortsatz in Richtung der pialen Kortexoberflache
vorausgeschickt wird, ware eine solche asymmetrische Exposition von TrkB an der
Zelloberflache ein geeignetes Mittel, um dort befindliches BDNF wahrnehmen zu
konnen. Moglicherweise erhalten kortikale Nervenzellen auf diese Weise die not-
wendige Information zur gerichteten Wanderung oder auch zur |dentifikation apikaler

Zielgebiete.

4.6 Die Spezifitdt des pTrkB-PLCy-Antikorpers

Die immunreaktiven Banden, die nach EGF-Stimulus bei der Western Blot-
Analyse von Lysaten kortikaler Vorlauferzellen zu sehen waren, liefen auf einer unge-
wohnlichen Hohe. Sowohl der Antikorper gegen die PLCy-Bindungsstelle, der im La-
bor von M. Chao generiert worden war, als auch ein kommerzieller Antikérper gegen
die Shc-Bindungsstelle von TrkB lieferten Banden bei etwa 170 kDa und etwas unter
130 kDa. Bislang waren fur TrkB aber Banden im SDS-Gel bei etwa 145 kDa fur die
Voll-Langenisoform, und etwa 95 kDa flr die trunkierte Isoform ohne Kinasedomane
beschrieben. Obwohl der Antikdrper gegen die phosphorylierte PLCy-Bindungsstelle
bereits charakterisiert und dessen Spezifitat fur das entsprechende Antigen gezeigt
worden war (Bath et al., 2008), wurden im Rahmen dieser Arbeit noch weitere

Anstrengungen unternommen, die ldentitat der detektierten Banden als TrkB zu
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bestatigen. Die etwas unterhalb 130 kDa laufende Bande wurde dabei durch den
TrkB-Antikdrper erkannt und konnte auBerdem durch die Uberexpression von HA-
TrkB verifiziert werden, welches eine Ubereinstimmende Laufhohe zeigte (vgl. 3.2.1
und 3.2.5). Zusatzlich konnte diese Bande auch durch die Stimulation von akut
isolierten kortikalen Vorlauferzellen mit BDNF induziert werden. Die Zuordnung der
hoheren, sich bei etwa 170 kDa befindende Bande jedoch war etwas zweifelhafter.
Zunachst musste sichergestellt werden, dass es keine Kreuzreaktivitat des Anti-
korpers gegenuber aktiviertem EGF-Rezeptor, der im SDS-Gel bei etwa 175 kDa
lauft, gab. Durch das Immunprazipitationsexperiment in Abschnitt 3.3.1 konnte dies
aber ausgeschlossen werden. Auch die aus Lysaten kortikaler Vorlauferzellen prazi-
pitierten TrkB-Rezeptoren, die an der Shc-Bindungsstelle phosphoryliert waren,
konnten mit dem Antikérper gegen die PLCy-Bindungsstelle erkannt werden (vgl.
3.3.2). Die Voll-Langenisoform von TrkB besteht aus 821 Aminosauren und musste
bei einem durchschnittlichen Gewicht von 110 Da pro AS auf einer ungefahren Lauf-
hohe im SDS-Gel von 90 kDa zu erwarten sein. Die beobachtete Laufhohe von
145 kDa weist jedoch darauf hin, dass es generell zu posttranslationellen Modifika-
tionen des Rezeptors kommen kann, welche das apparente Molekulargewicht des
Proteins verandern. Davon ausgehend entstand wahrend dieser Arbeit die Hypo-
these, dass es im Fall von TrkB je nach Zelltyp und Entwicklungsstadium zu unter-
schiedlichen Modifikationen kommen kann, die dann einen Einfluss auf die Funktio-
nalitat des Rezeptors haben. Auf welche Weise in diesem Zusammenhang eine spe-
zifische Glykosylierung von TrkB zu funktionell unterschiedlichen Populationen des
Rezeptors fuhren konnte, wurde bereits weiter oben diskutiert (vgl. 4.3.1). Die um-
fangreiche Glykosylierung von TrkB im extrazellularen Bereich des Rezeptors wird
auch als Ursache in Frage, warum der in dieser Arbeit benutzte TrkB-Antikorper
lediglich die bei 130 kDa laufende Bande erkennt. Das im N-terminalen Bereich des
Proteins gelegene Epitop konnte dabei von den dort angefugten Kohlenhydrat-
seitenketten maskiert und der Antikérper dadurch sterisch an der Bindung gehindert
werden. Auch im Falle der mit diesem Antikérper durchgefuhrten Immunprazipita-
tionen liel3e sich so lediglich das Protein mit der Laufhdéhe unterhalb 130 kDa prazi-
pitieren, wie ja tatsachlich auch beobachtet werden konnte. Interessanterweise ist in
einer Arbeit Uber Transaktivierung von TrkA durch GPCRs ein apparentes Molekular-
gewicht dieses Neurotrophin-Rezeptors dokumentiert, welches ebenfalls zu unge-
wohnlichen Laufhéhen im SDS-Gel fuhrt.
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Abbildung 4-1: Laufhohenzuordnung der pTrkB-PLCy-Banden

Die Zuordnung der jeweiligen Laufhdhe der pTrkB-PLCy-Banden anhand zweier verschiedener Pro-
teinstandards zeigt die Vergleichbarkeit mit pTrkA- und TrkA-Banden aus der Arbeit von Rajagopal et
al., 2004. (a) Exemplarisch fur die in dieser Arbeit beobachteten pTrkB-PLCy-Banden ist die Western
Blot-Analyse von Tunicamycin-behandelten Zellen, zusammen mit einer Gegenuberstellung zweier
unterschiedlicher Proteinstandards gezeigt. (b) Western Blot-Analyse von pTrkA und TrkA reaktiven
Banden aus Rajagopal et al., 2004. In beiden Fallen treten Doppelbanden bei knapp Uber 150 kDa
und oberhalb der 100 kDa-Markerbande (Marker: BioRad Precision) auf.

Ein Vergleich dieser TrkA-Banden mit den hier beschriebenen TrkB-Banden
zeigt eine deutliche Ubereinstimmung (Abb.: 4-1). Diese wird besonders klar, wenn
die Beurteilung der BandengroRen anhand des gleichen Proteinstandards erfolgt.
Tatsachlich zeigte sich dabei auch eine gewisse Diskrepanz zwischen den Produkten
von Fermentas und BioRad. Obwohl die Laufhdohe von TrkA in der Arbeit von Raja-
gopal et al. unkommentiert bleibt, deutet sich hier moglicherweise die generelle Be-
deutung solcher Modifikationen an, um Trk-Rezeptoren in intrazellularen Komparti-
menten zurlck zu halten, und sie so dem Mechanismus der Transaktivierung zu-

ganglich zu machen.

4.7 Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit erweitern die bisherigen Konzepte der
kortikalen Differenzierung und konnen einen wichtigen Teil zum Verstandnis des
komplexen Ablaufs von Entwicklungsprogrammen wahrend der Kortikogenese bei-
tragen. Unvermeidlicherweise gibt es eine Reihe offener Fragen.

Ein Schwerpunkt dabei liegt sicherlich in der Aufklarung der Verhaltnisse im
Organismus: Welche Subpopulationen kortikaler Nervenzellen sind von der funktio-
nellen Interaktion zwischen TrkB und dem EGF-Rezeptor abhangig? In welchen Pha-
sen der Differenzierung geschieht die Verlagerung hin zur Neurotrophin-Responsivi-
tat? Welches sind die tatsachlichen Aktivatoren der jeweiligen Signalwege in vivo?
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Experimente zur Klarung solcher und ahnlicher Fragen kdnnten die genaue
immunhistochemische Charakterisierung von TrkB-exprimierenden Zellen in der ko-
rtikalen Platte und auch die Lokalisation von Liganden des EGF-Rezeptors
beinhalten. Kandidaten waren hier beispielsweise EGF, HB-EGF, TGFa und auch
Amphiregulin. Obwohl schon die Abwesenheit des EGF-Rezeptors zu einer
drastischen Reduktion des Phosphorylierungslevels von TrkB im embryonalen Vor-
derhirn bei E12,5 fihrt, ware es wichtig, auch die Auswirkungen eines Fehlens so-
wohl von BDNF als auch von NT-3 auf die TrkB-Aktivitat zu zeigen. Da es Hinweise
gibt, dass TrkB zusammen mit TrkC in Uberlappender Art und Weise wahrend der
Kortexentwicklung von Bedeutung sein kdnnten, waren entsprechende Versuche mit
BDNF/NT-3-Doppelmutanten auch im Hinblick auf einen moglichen kortikalen Phano-
typ hochinteressant.

Des Weiteren bietet der bislang erhaltene Einblick in die mechanistischen As-
pekte der TrkB-Transaktivierung einen reizvollen Einstieg in die genauere Aufklarung
der konkreten Zusammenhange. In welchen zellularen Kompartimenten geschieht
die Interaktion? Wie genau entscheidet Art und Ausmal der Rezeptor-Glykosylierung
Uber dessen Lokalisation innerhalb der Zelle? Welche Molekile sind an der Integra-
tion der Signalwege beteiligt? In diesem Zusammenhang ist die Technik der Lebend-
Zell-Bildgebung ein Mittel der Wahl. Die dynamische Verteilung von TrkB abhangig
von bestimmten Signalen beispielsweise lieRe sich hervorragend mit Hilfe der Uber-
expression geeigneter Fluoreszenz-getaggter TrkB-Konstrukte beobachten. Die ge-
zielte Mutation konservierter Glykosylierungsstellen des Rezeptors konnte auRerdem
Aufschluss Uber die Anforderungen der Protein-Sortierungs-Maschinerie der Zelle
geben. In Bezug auf weitere an den Signalwegen teilnehmende Moleklle waren In-
teraktionsstudien hilfreich. Speziell die Aufklarung von Interaktionen, die erst durch
Transaktivierungsereignisse induziert werden, konnten fehlende Mediatoren auf-
decken.

Zuletzt sollte auBerdem nicht auRer Acht gelassen werden, dass unter-
einander verschaltete Signalwege der hier beschriebenen Art ein generelles Prinzip
von zellularer Signalintegration darstellen durften. Das Ablaufen komplexer bio-
logischer Programme besalie so eine Art von zusatzlicher Kontrolle, die durch sich
gegenseitig bedingende Signalkomponenten auf einer weiteren Ebene vor Fehl-

funktionen schitzen konnte.
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Anhang

6 Anhang

6.1 Sequenzen und Plasmidkarten

Dominant negatives cSRC:

DNA-Sequenzen:

>dnSRC-Sequenzierung
ATGGGCAGCAACAAGAGCAAGCCCAAGGACGCCAGCCAGCGGCGCCGCAGCCTGGAGCCCTCGGAAAACGTGCAC
GGGGCAGGGGGCGCCTTCCCGGCCTCACAGACACCGAGCAAGCCCGCCTCCGCCGACGGCCACCGCGGGCCCAGC
GCCGCCTTCGTGCCGCCCGCGGCCGAGCCCAAGCTCTTCGGAGGCTTCAACTCCTCGGACACCGTCACCTCCCCG
CAGAGGGCGGGGCCTCTGGCAGGTGGGGTGACCACCTTTGTGGCCCTCTATGACTATGAGTCACGGACAGAGACT
GACCTGTCCTTCAAGAAAGGGGAGCGGCTGCAGATTGTCAATAACACGGAGGGAGACTGGTGGCTGGCACACTCG
CTGAGCACGGGACAGACCGGTTACATCCCCAGCAACTATGTGGCGCCCTCCGACTCCATCCAGGCTGAGGAGTGG
TACTTTGGCAAGATCACTAGACGGGAATCAGAGCGGCTGCTGCTCAACGCCGAGAACCCGAGAGGGACCTTCCTC
GTGAGGGAGAGTGAGACCACAAAAGGTGCCTACTGCCTCTCTGTATCCGACTTCGACAATGCCAAGGGCCTAAAT
GTGAAACACTACAAGATCCGCAAGCTGGACAGCGGCGGTTTCTACATCACCTCCCGCACCCAGTTCAACAGCCTG
CAGCAGCTCGTGGCTTACTACTCCAAACATGCTGATGGCCTGTGTCACCGCCTCACTACCGTATGTCCCACATCC
AAGCCTCAGACCCAGGGATTGGCCAAGGATGCGTGGGAGATCCCCCGGGAGTCCCTGCGGCTGGAGGTCAAGCTG
GGCCAGGGTTGCTTCGGAGAGGTGTGGATGGGGACCTGGAACGGCACCACGAGGGTTGCCATCAGGACTCTGAAG
CCAGGCACCATGTCCCCAGAGGCCTTCCTGCAGGAGGCCCAAGTCATGAAGAAACTGAGGCACGAGAAACTGGTG
CAGCTGTATGCTGTGGTGTCGGAAGAACCCATTTACATTGTGACAGAGTACATGAACAAGGGGAGTCTGCTGGAC
TTTCTCAAGGGGGAAACGGGCAAATATTTGCGGCTACCCCAGCTGGTGGACATGTCTGCTCAGATCGCTTCAGGC
ATGGCCTATGTGGAGCGGATGAACTATGTGCACCGGGACCTTCGAGCCGCCAATATCCTAGTAGGGGAGAACCTG
GTGTGCAAAGTGGCCGACTTTGGGTTGGCCCGGCTCATAGAAGACAACGAATACACAGCCCGGCAAGGTGCCAAA
TTCCCCATCAAGTGGACCGCCCCTGAAGCTGCTCTGTACGGCAGGTTCACCATCAAGTCGGATGTGTGGTCCTTT
GGGATTCTGCTGACCGAGCTCACCACTAAGGGAAGAGTGCCCTATCCTGGGATGGTGAACCGTGAGGTTCTGGAC
CAGGTGGAGCGGGGCTACCGGATGCCTTGTCCCCCCGAGTGCCCCGAGTCCCTGCATGACCTTATGTGCCAGTGC
TGGCGGAAGGAGCCCGAGGAGCGGCCCACCTTCGAGTACCTGCAGGCCTTCCTGGAAGACTACTTTACGTCCACT
GAGCCACAGTTCCAGCCCGGGGAGAACCTATAC

>NM 001025395 cSRC
ATGGGCAGCAACAAGAGCAAGCCCAAGGACGCCAGCCAGCGGCGCCGCAGCCTGGAGCCCTCGGAAAACGTGCAC
GGGGCAGGGGGCGCCTTCCCGGCCTCACAGACACCGAGCARGCCCGCCTCCGCCGACGGCCACCGCGGGCCCAGE
GCCGCCTTCGTGCCGCCCGCGGCCGAGCCCAAGCTCTTCGGAGGCTTCAACTCCTCGGACACCGTCACCTCCCCG
CAGAGGGCGGGGCCTCTGGCAGGTGGGGTGACCACCTTTGTGGCCCTCTATGACTATGAGTCACGGACAGAGACT
GACCTGTCCTTCAAGARAGGGGAGCGGCTGCAGATTGTCAATAACACAGAGGGAGACTGGTGGCTGGCACACTCG
CTGAGCACGGGACAGACCGGTTACATCCCCAGCAACTATGTGGCGCCCTCCGACTCCATCCAGGCTGAGGAGTGG
TACTTTGGCAAGATCACTAGACGGGAATCAGAGCGGCTGCTGCTCAACGCCGAGAACCCGAGAGGGACCTTCCTC
GTGAGGGAGAGTGAGACCACAAAAGGTGCCTACTGCCTCTCTGTATCCGACTTCGACAATGCCAAGGGCCTAAAT
GTGARACACTACAAGATCCGCAAGCTGGACAGCGGCGGTTTCTACATCACCTCCCGCACCCAGTTCAACAGCCTG
CAGCAGCTCGTGGCTTACTACTCCAAACATGCTGATGGCCTGTGTCACCGCCTCACTACCGTATGTCCCACATCC
AAGCCTCAGACCCAGGGATTGGCCAAGGATGCGTGGGAGATCCCCCGGGAGTCCCTGCGGCTGGAGGTCAAGCTG
GGCCAGGGTTGCTTCGGAGAGGTGTGGATGGGGACCTGGAACGGCACCACGAGGGTTGCCATCARRACTCTGAAG
CCAGGCACCATGTCCCCAGAGGCCTTCCTGCAGGAGGCCCAAGTCATGAAGARACTGAGGCACGAGAAACTGGTG
CAGCTGTATGCTGTGGTGTCGGAAGAACCCATTTACATTGTGACAGAGTACATGAACAAGGGGAGTCTGCTGGAC
TTTCTCAAGGGGGAAACGGGCAAATATTTGCGGCTACCCCAGCTGGTGGACATGTCTGCTCAGATCGCTTCAGGC
ATGGCCTATGTGGAGCGGATGAACTATGTGCACCGGGACCTTCGAGCCGCCAATATCCTAGTAGGGGAGAACCTG
GTGTGCAAAGTGGCCGACTTTGGGTTGGCCCGGCTCATAGAAGACAACGAATACACAGCCCGGCAAGGTGCCAAA
TTCCCCATCAAGTGGACCGCCCCTGAAGCTGCTCTGTACGGCAGGTTCACCATCAAGTCGGATGTGTGGTCCTTT
GGGATTCTGCTGACCGAGCTCACCACTAAGGGAAGAGTGCCCTATCCTGGGATGGTGAACCGTGAGGTTCTGGAC
CAGGTGGAGCGGGGCTACCGGATGCCTTGTCCCCCCGAGTGCCCCGAGTCCCTGCATGACCTTATGTGCCAGTGE
TGGCGGAAGGAGCCCGAGGAGCGGCCCACCTTCGAGTACCTGCAGGCCTTCCTGGAAGACTACTTTACGTCCACT
GAGCCACAGTACCAGCCCGGGGAGAACCTATAG
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Anhang

«

DNA-Sequenzvergleich:

dnSRC-TOPO-Klon
NM 001025395

dnSRC-TOPO-Klon
NM 001025395

dnSRC-TOPO-Klon
NM 001025395

dnSRC-TOPO-Klon
NM 001025395

dnSRC-TOPO-Klon
NM 001025395

dnSRC-TOPO-Klon
NM 001025395

dnSRC-TOPO-Klon
NM 001025395

dnSRC-TOPO-Klon
NM 001025395

dnSRC-TOPO-Klon
NM 001025395

dnSRC-TOPO-Klon
NM 001025395

dnSRC-TOPO-Klon
NM 001025395

dnSRC-TOPO-Klon
NM 001025395

dnSRC-TOPO-Klon
NM 001025395

dnSRC-TOPO-Klon
NM 001025395

dnSRC-TOPO-Klon
NM 001025395

dnSRC-TOPO-Klon
NM_ 001025395

dnSRC-TOPO-Klon
NM_ 001025395

dnSRC-TOPO-Klon
NM_ 001025395

dnSRC-TOPO-Klon
NM_ 001025395

ATGGGCAGCAACAAGAGCAAGCCCAAGGACGCCAGCCAGCGGCGCCGCAGCCTGGAGCCC
ATGGGCAGCAACAAGAGCAAGCCCAAGGACGCCAGCCAGCGGCGCCGCAGCCTGGAGCCC

R R R R R R R R S

TCGGAAAACGTGCACGGGGCAGGGGGCGCCTTCCCGGCCTCACAGACACCGAGCAAGCCC
TCGGAAAACGTGCACGGGGCAGGGGGCGCCTTCCCGGCCTCACAGACACCGAGCAAGCCC

R R R R R S

GCCTCCGCCGACGGCCACCGCGGGCCCAGCGCCGCCTTCGTGCCGCCCGCGGCCGAGLLC
GCCTCCGCCGACGGCCACCGCGGGCCCAGCGCCGCCTTCGTGCCGCCCGCGGCCGAGLCLC

R R R R R I S

AAGCTCTTCGGAGGCTTCAACTCCTCGGACACCGTCACCTCCCCGCAGAGGGCGGGGCCT
AAGCTCTTCGGAGGCTTCAACTCCTCGGACACCGTCACCTCCCCGCAGAGGGCGGGGCCT

R R R R R R

CTGGCAGGTGGGGTGACCACCTTTGTGGCCCTCTATGACTATGAGTCACGGACAGAGACT
CTGGCAGGTGGGGTGACCACCTTTGTGGCCCTCTATGACTATGAGTCACGGACAGAGACT

R R R R R R R I

GACCTGTCCTTCAAGAAAGGGGAGCGGCTGCAGATTGTCAATAACACGGAGGGAGACTGG
GACCTGTCCTTCAAGAAAGGGGAGCGGCTGCAGATTGTCAATAACACAGAGGGAGACTGG

R R I R

TGGCTGGCACACTCGCTGAGCACGGGACAGACCGGTTACATCCCCAGCAACTATGTGGCG
TGGCTGGCACACTCGCTGAGCACGGGACAGACCGGTTACATCCCCAGCAACTATGTGGCG

R R R R R I S

CCCTCCGACTCCATCCAGGCTGAGGAGTGGTACTTTGGCAAGATCACTAGACGGGAATCA
CCCTCCGACTCCATCCAGGCTGAGGAGTGGTACTTTGGCAAGATCACTAGACGGGAATCA

R R R R S

GAGCGGCTGCTGCTCAACGCCGAGAACCCGAGAGGGACCTTCCTCGTGAGGGAGAGTGAG
GAGCGGCTGCTGCTCAACGCCGAGAACCCGAGAGGGACCTTCCTCGTGAGGGAGAGTGAG

R R R R R S

ACCACAAAAGGTGCCTACTGCCTCTCTGTATCCGACTTCGACAATGCCAAGGGCCTAAAT
ACCACAAAAGGTGCCTACTGCCTCTCTGTATCCGACTTCGACAATGCCAAGGGCCTAAAT

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR A A AR AR AR AR KKKk

GTGAAACACTACAAGATCCGCAAGCTGGACAGCGGCGGTTTCTACATCACCTCCCGCACC
GTGAAACACTACAAGATCCGCAAGCTGGACAGCGGCGGTTTCTACATCACCTCCCGCACC

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR A A AR AR AR AR KKKk

CAGTTCAACAGCCTGCAGCAGCTCGTGGCTTACTACTCCAAACATGCTGATGGCCTGTGT
CAGTTCAACAGCCTGCAGCAGCTCGTGGCTTACTACTCCAAACATGCTGATGGCCTGTGT

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A A AR AR AR ARk kK

CACCGCCTCACTACCGTATGTCCCACATCCAAGCCTCAGACCCAGGGATTGGCCAAGGAT
CACCGCCTCACTACCGTATGTCCCACATCCAAGCCTCAGACCCAGGGATTGGCCAAGGAT

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A A AR AR KA AR KA KKKk

GCGTGGGAGATCCCCCGGGAGTCCCTGCGGCTGGAGGTCAAGCTGGGCCAGGGTTGCTTC
GCGTGGGAGATCCCCCGGGAGTCCCTGCGGCTGGAGGTCAAGCTGGGCCAGGGTTGCTTC

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR A A AR AR AR KRR KKKk

GGAGAGGTGTGGATGGGGACCTGGAACGGCACCACGAGGGTTGCCATCAGGACTCTGAAG
GGAGAGGTGTGGATGGGGACCTGGAACGGCACCACGAGGGTTGCCATCAAAACTCTGAAG

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A AR A A AR A AR AR AR AR KKKk * kK kKK kKK

CCAGGCACCATGTCCCCAGAGGCCTTCCTGCAGGAGGCCCAAGTCATGAAGAAACTGAGG
CCAGGCACCATGTCCCCAGAGGCCTTCCTGCAGGAGGCCCAAGTCATGAAGAAACTGAGG

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A AR AR AR A AR KKKk

CACGAGAAACTGGTGCAGCTGTATGCTGTGGTGTCGGAAGAACCCATTTACATTGTGACA
CACGAGAAACTGGTGCAGCTGTATGCTGTGGTGTCGGAAGAACCCATTTACATTGTGACA

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A AR AR AR AR Ak KKk

GAGTACATGAACAAGGGGAGTCTGCTGGACTTTCTCAAGGGGGAAACGGGCAAATATTTG
GAGTACATGAACAAGGGGAGTCTGCTGGACTTTCTCAAGGGGGAAACGGGCAAATATTTG

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A AR AR AR A AR KKKk

CGGCTACCCCAGCTGGTGGACATGTCTGCTCAGATCGCTTCAGGCATGGCCTATGTGGAG
CGGCTACCCCAGCTGGTGGACATGTCTGCTCAGATCGCTTCAGGCATGGCCTATGTGGAG

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR AR AR ARk k K
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Anhang

dnSRC-TOPO-Klon CGGATGAACTATGTGCACCGGGACCTTCGAGCCGCCAATATCCTAGTAGGGGAGAACCTG 1200
NM_ 001025395 CGGATGAACTATGTGCACCGGGACCTTCGAGCCGCCAATATCCTAGTAGGGGAGAACCTG 1200
- R R R R R R S
dnSRC-TOPO-Klon GTGTGCARAGTGGCCGACTTTGGGTTGGCCCGGCTCATAGAAGACAACGAATACACAGCC 1260
NM_ 001025395 GTGTGCARAGTGGCCGACTTTGGGTTGGCCCGGCTCATAGAAGACAACGAATACACAGCC 1260
- R R R R R S
dnSRC-TOPO-Klon CGGCAAGGTGCCARATTCCCCATCAAGTGGACCGCCCCTGAAGCTGCTCTGTACGGCAGG 1320
NM_ 001025395 CGGCAAGGTGCCARATTCCCCATCAAGTGGACCGCCCCTGAAGCTGCTCTGTACGGCAGG 1320
- R R R S
dnSRC-TOPO-Klon TTCACCATCAAGTCGGATGTGTGGTCCTTTGGGATTCTGCTGACCGAGCTCACCACTAAG 1380
NM_ 001025395 TTCACCATCAAGTCGGATGTGTGGTCCTTTGGGATTCTGCTGACCGAGCTCACCACTAAG 1380
- R R R I
dnSRC-TOPO-Klon GGAAGAGTGCCCTATCCTGGGATGGTGAACCGTGAGGTTCTGGACCAGGTGGAGCGGGGC 1440
NM_ 001025395 GGAAGAGTGCCCTATCCTGGGATGGTGAACCGTGAGGTTCTGGACCAGGTGGAGCGGGGC 1440
- R R R R S
dnSRC-TOPO-Klon TACCGGATGCCTTGTCCCCCCGAGTGCCCCGAGTCCCTGCATGACCTTATGTGCCAGTGC 1500
NM_ 001025395 TACCGGATGCCTTGTCCCCCCGAGTGCCCCGAGTCCCTGCATGACCTTATGTGCCAGTGC 1500
- R R R R R I
dnSRC-TOPO-Klon TGGCGGAAGGAGCCCGAGGAGCGGCCCACCTTCGAGTACCTGCAGGCCTTCCTGGAAGAC 1560
NM_ 001025395 TGGCGGAAGGAGCCCGAGGAGCGGCCCACCTTCGAGTACCTGCAGGCCTTCCTGGAAGAC 1560

dnSRC-TOPO-Klon
NM 001025395

R R R R S

TACTTTACGTCCACTGAGCCACAGTTCCAGCCCGGGGAGAACCTATAC 1608
TACTTTACGTCCACTGAGCCACAGTACCAGCCCGGGGAGAACCTATAG 1608

R I R I

N.B.: A348G ist stumme Mutation, Basentriplet codiert weiterhin Threonin

Protein-Sequenzen:

>dnSRC-Sequenzierung
MGSNKSKPKDASQRRRSLEPSENVHGAGGAFPASQTPSKPASADGHRGPSAAFVPPAAEPKLFGGEFNSSDTVTSP
QRAGPLAGGVTTEVALYDYESRTETDLSFKKGERLQIVNNTEGDWWLAHSLSTGQTGYIPSNYVAPSDSIQAEEW
YFGKITRRESERLLLNAENPRGTFLVRESETTKGAYCLSVSDFDNAKGLNVKHYKIRKLDSGGFYITSRTQENSL
OOLVAYYSKHADGLCHRLTTVCPTSKPQTQGLAKDAWEIPRESLRLEVKLGQGCEFGEVWMGTWNGTTRVAIRTLK
PGTMSPEAFLOEAQVMKKLRHEKLVQLYAVVSEEPIYIVTEYMNKGSLLDFLKGETGKYLRLPQLVDMSAQIASG
MAYVERMNYVHRDLRAANILVGENLVCKVADFGLARLIEDNEYTARQGAKFPIKWTAPEAALYGRFTIKSDVWSFE
GILLTELTTKGRVPYPGMVNREVLDQVERGYRMPCPPECPESLHDLMCQCWRKEPEERPTFEYLOQAFLEDYFTST
EPQFQPGENL

>NM 001025395
MGSNKSKPKDASQRRRSLEPSENVHGAGGAFPASQTPSKPASADGHRGPSAAFVPPAAEPKLEFGGENSSDTVTSP
OQRAGPLAGGVTTEVALYDYESRTETDLSFKKGERLQIVNNTEGDWWLAHSLSTGQTGYIPSNYVAPSDSIQAEEW
YFGKITRRESERLLLNAENPRGTFLVRESETTKGAYCLSVSDEFDNAKGLNVKHYKIRKLDSGGEFYITSRTQEFNSL
QQLVAYYSKHADGLCHRLTTVCPTSKPQTQGLAKDAWEIPRESLRLEVKLGQGCEFGEVWMGTWNGTTRVAIKTLK
PGTMSPEAFLQEAQVMKKLRHEKLVQLYAVVSEEPIYIVTEYMNKGSLLDFLKGETGKYLRLPQLVDMSAQIASG
MAYVERMNYVHRDLRAANILVGENLVCKVADFGLARLIEDNEYTARQGAKFPIKWTAPEAALYGRETIKSDVWSE
GILLTELTTKGRVPYPGMVNREVLDQVERGYRMPCPPECPESLHDLMCQCWRKEPEERPTFEYLOAFLEDYFTST
EPQYQPGENL

Protein-Sequenzvergleich:

NM_ 001025395
dnSRC-TOPO-Klon_ 1

MGSNKSKPKDASQRRRSLEPSENVHGAGGAFPASQTPSKPASADGHRGPSAAFVPPAAEP 60
MGSNKSKPKDASQRRRSLEPSENVHGAGGAFPASQTPSKPASADGHRGPSAAFVPPAAEP 60

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR AR AR AR AR KA KKk KK

NM_ 001025395
dnSRC-TOPO-Klon_ 1

KLFGGFNSSDTVTSPQRAGPLAGGVTTFVALYDYESRTETDLSFKKGERLQIVNNTEGDW 120
KLFGGFNSSDTVTSPQRAGPLAGGVTTFVALYDYESRTETDLSFKKGERLQIVNNTEGDW 120

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A A A AR AR A AR KKKk

NM_ 001025395
dnSRC-TOPO-Klon_ 1

WLAHSLSTGQTGYIPSNYVAPSDSIQAEEWYFGKITRRESERLLLNAENPRGTFLVRESE 180
WLAHSLSTGQTGYIPSNYVAPSDSIQAEEWYFGKITRRESERLLLNAENPRGTFLVRESE 180

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR AR A AR AR A AR KKKk

«



Anhang

«

NM 001025395 TTKGAYCLSVSDFDNAKGLNVKHYKIRKLDSGGFY ITSRTQFNSLQQLVAYYSKHADGLC 240

dnSRC-TOPO-Klon 1 TTKGAYCLSVSDFDNAKGLNVKHYKIRKLDSGGFY ITSRTQFNSLQQLVAYYSKHADGLC 240
- KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR AR AR A AR AR AR KKK

NM 001025395 HRLTTVCPTSKPQTQGLAKDAWEIPRESLRLEVKLGQGCFGEVWMGTWNGTTRVAIKTLK 300

dnSRC-TOPO-Klon 1 HRLTTVCPTSKPQTQGLAKDAWEIPRESLRLEVKLGQGCFGEVWMGTWNGTTRVAIRTLK 300
- ********************************************************:***

NM 001025395 PGTMSPEAFLQEAQVMKKLRHEKLVQLYAVVSEEPTYIVTEYMNKGSLLDFLKGETGKYL 360

dnSRC-TOPO-Klon 1 PGTMSPEAFLQEAQVMKKLRHEKLVQLYAVVSEEPIYIVTEYMNKGSLLDFLKGETGKYL 360
R R R R R I S

NM 001025395 RLPQLVDMSAQIASGMAYVERMNYVHRDLRAANILVGENLVCKVADFGLARLIEDNEYTA 420

dnSRC-TOPO-Klon 1 RLPQLVDMSAQIASGMAYVERMNYVHRDLRAANILVGENLVCKVADFGLARLIEDNEYTA 420
R R R R R S

NM 001025395 RQGAKFPIKWTAPEAALYGRFTIKSDVWSFGILLTELTTKGRVPYPGMVNREVLDQVERG 480

dnSRC-TOPO-Klon 1 RQGAKFPIKWTAPEAALYGRFTIKSDVWSFGILLTELTTKGRVPYPGMVNREVLDQVERG 480
R R R R I S
NM 001025395 YRMPCPPECPESLHDLMCQCWRKEPEERPTFEYLQAFLEDYFTSTEPQYQPGENL 535
dnSRC-TOPO-Klon 1 YRMPCPPECPESLHDLMCQCWRKEPEERPTFEYLQAFLEDYFTSTEPQFQPGENL 536

R R R I TR S

Konstrukt fiir lentivirale Uberexpression von dncSRC

AmpRl
s

pLVX-DsRed-dncSRC CMV Promotor

10.4 kb
DsRed

“~ Xhol (3505)

dncSRC (3529..5158)

/

BamHI (5135) -

Dominant negatives FYN

DNA-Sequenzen:

>FYN Sequenzierung

ATGGGCTGTGTGCAATGTAAGGATAAAGAAGCAACAAAACTGACGGAGGAGAGGGACGGCAGCCTGAACCAGAGC
TCTGGGTACCGCTATGGCACAGACCCCACCCCTCAGCACTACCCCAGCTTCGGTGTGACCTCCATCCCCAACTAC
AACAACTTCCACGCAGCCGGGGGCCAAGGACTCACCGTCTTTGGAGGTGTGAACTCTTCGTCTCATACGGGGACC
TTGCGTACGAGAGGAGGAACAGGAGTGACACTCTTTGTGGCCCTTTATGACTATGAAGCACGGACAGAAGATGAC
CTGAGTTTTCACAAAGGAGAAAAATTTCAAATATTGAACAGCTCGGAAGGAGATTGGTGGGAAGCCCGCTCCTTG
ACGACTGGAGAGACAGGTTACATTCCCAGCAATTATGTGGCTCCAGTTGACTCTATCCAGGCAGAAGAGTGGTAC
TTTGGAAAACTTGGCCGAAAAGATGCTGAGCGACAGCTATTGTCCTTTGGAAACCCAAGAGGTACCTTTCTTATC
CGCGAGAGTGAAACCACCAAAGGTGCCTATTCACTTTCTATCCGTGATTGGGATGATATGAAAGGAGACCATGTC
AAACATTATAAAATTCGCAAACTTGACAATGGTGGATACTACATTACCACCCGGGCCCAGTTTGAAACACTTCAG
CAGCTTGTACAACATTACTCAGAGAGAGCTGCAGGTCTCTGCTGCCGCCTAGTAGTTCCCTGTCACAAAGGGATG



Anhang

CCAAGGCTTACCGATCTGTCTGTCAAAACCAAAGATGTCTGGGAAATCCCTCGAGAATCCCTGCAGTTGATCAAG
AGACTGGGAAATGGGCAGTTTGGGGAAGTATGGATGGGTACCTGGAATGGAAACACAAAAGTAGCCATAATGACT
CTTAAACCAGGCACAATGTCCCCCGAATCATTCCTTGAGGAAGCGCAGATCATGAAGAAGCTGAAGCACGACAAG
CTGGTCCAGCTCTATGCAGTGGTGTCTGAGGAGCCCATCTACATCGTCACCGAGTATATGAACAAAGGAAGTTTA
CTGGATTTCTTAAAAGATGGAGAAGGAAGAGCTCTGAAATTACCAAATCTTGTGGACATGGCAGCACAGGTGGCT
GCAGGAATGGCTTACATCGAGCGCATGAATTATATCCATAGAGATCTGCGATCAGCAAACATTCTAGTGGGGAAT
GGACTCATATGCAAGATTGCTGACTTCGGATTGGCCCGATTGATAGAAGACAATGAGTACACAGCAAGACAAGGT
GCAAAGTTCCCCATCAAGTGGACGGCCCCCGAGGCAGCCCTGTACGGGAGGTTCACAATCAAGTCTGACGTGTGG
TCTTTTGGAATCTTACTCACAGAGCTGGTCACCAAAGGAAGAGTGCCATACCCAGGCATGAACAACCGGGAGGTG
CTGGAGCAGGTGGAGCGAGGCTACAGGATGCCCTGCCCGCAGGACTGCCCCATCTCTCTGCATGAGCTCATGATC
CACTGCTGGAAAAAGGACCCTGAAGAACGCCCCACTTTTGAGTACTTGCAGAGCTTCCTGGAAGACTACTTTACC
GCGACAGAGCCCCAGTACCAACCTGGTGAAAACCTGTCA

>NM_002037_FYN
GCCGCGCTGGTGGCGGCGGCGCGTCGTTGCAGTTGCGCCATCTGTCAGGAGCGGAGCCGGCGAGGAGGGGGCTGE
CGCGGGCGAGGAGGAGGGGTCGCCGCGAGCCGAAGGCCTTCGAGACCCGCCCGCCGCCCGGCGGCGAGAGTAGAG
GCGAGGTTGTTGTGCGAGCGGCGCGTCCTCTCCCGCCCGGGCGCGCCGCGCTTCTCCCAGCGCACCGAGGACCGE
CCGGGCGCACACAAAGCCGCCGCCCGCGCCGCACCGCCCGGCGGCCGCCGCCCGCGCCAGGGAGGGATTCGGCCG
CCGGGCCGGGGACACCCCGGCGCCGCCCCCTCGGTGCTCTCGGAAGGCCCACCGGCTCCCGGGCCCGCCGGGGAC
CCCCCGGAGCCGCCTCGGCCGCGCCGGAGGAGGGCGGGGAGAGGACCATGTGAGTGGGCTCCGGAGCCTCAGCGE
CGCGCAGTTTTTTTGAAGAAGCAGGATGCTGATCTAAACGTGGAAAAAGACCAGTCCTGCCTCTGTTGTAGAAGA
CATGTGGTGTATATAAAGTTTGTGATCGTTGGCGGACATTTTGGAATTTAGATAATGGGCTGTGTGCAATGTAAG
GATARAGAAGCAACAARACTGACGGAGGAGAGGGACGGCAGCCTGAACCAGAGCTCTGGGTACCGCTATGGCACA
GACCCCACCCCTCAGCACTACCCCAGCTTCGGTGTGACCTCCATCCCCAACTACAACAACTTCCACGCAGCCGGG
GGCCAAGGACTCACCGTCTTTGGAGGTGTGAACTCTTCGTCTCATACGGGGACCTTGCGTACGAGAGGAGGAACA
GGAGTGACACTCTTTGTGGCCCTTTATGACTATGAAGCACGGACAGAAGATGACCTGAGTTTTCACAAAGGAGAA
AAATTTCAAATATTGAACAGCTCGGAAGGAGATTGGTGGGAAGCCCGCTCCTTGACAACTGGAGAGACAGGTTAC
ATTCCCAGCAATTATGTGGCTCCAGTTGACTCTATCCAGGCAGAAGAGTGGTACTTTGGAAAACTTGGCCGAAAA
GATGCTGAGCGACAGCTATTGTCCTTTGGAAACCCAAGAGGTACCTTTCTTATCCGCGAGAGTGAAACCACCAAA
GGTGCCTATTCACTTTCTATCCGTGATTGGGATGATATGAAAGGAGACCATGTCAAACATTATAAAATTCGCAAA
CTTGACAATGGTGGATACTACATTACCACCCGGGCCCAGTTTGAAACACTTCAGCAGCTTGTACAACATTACTCA
GAGAGAGCTGCAGGTCTCTGCTGCCGCCTAGTAGTTCCCTGTCACAAAGGGATGCCAAGGCTTACCGATCTGTCT
GTCAAAACCAAAGATGTCTGGGAAATCCCTCGAGAATCCCTGCAGTTGATCAAGAGACTGGGAAATGGGCAGTTT
GGGGAAGTATGGATGGGTACCTGGAATGGAAACACAAAAGTAGCCATAAAGACTCTTAAACCAGGCACAATGTCC
CCCGAATCATTCCTTGAGGAAGCGCAGATCATGAAGAAGCTGAAGCACGACAAGCTGGTCCAGCTCTATGCAGTG
GTGTCTGAGGAGCCCATCTACATCGTCACCGAGTATATGAACAAAGGAAGTTTACTGGATTTCTTAAAAGATGGA
GAAGGAAGAGCTCTGAAATTACCAAATCTTGTGGACATGGCAGCACAGGTGGCTGCAGGAATGGCTTACATCGAG
CGCATGAATTATATCCATAGAGATCTGCGATCAGCAAACATTCTAGTGGGGAATGGACTCATATGCAAGATTGCT
GACTTCGGATTGGCCCGATTGATAGAAGACAATGAGTACACAGCAAGACAAGGTGCAAAGTTCCCCATCAAGTGG
ACGGCCCCCGAGGCAGCCCTGTACGGGAGGTTCACAATCAAGTCTGACGTGTGGTCTTTTGGAATCTTACTCACA
GAGCTGGTCACCAAAGGAAGAGTGCCATACCCAGGCATGAACAACCGGGAGGTGCTGGAGCAGGTGGAGCGAGGC
TACAGGATGCCCTGCCCGCAGGACTGCCCCATCTCTCTGCATGAGCTCATGATCCACTGCTGGARARAGGACCCT
GAAGAACGCCCCACTTTTGAGTACTTGCAGAGCTTCCTGGAAGACTACTTTACCGCGACAGAGCCCCAGTACCAA
CCTGGTGAAAACCTGTAAGGCCCGGGTCTGCGGAGAGAGGCCTTG

DNA-Sequenzvergleich:

NM 002037 FYN ARGTTTGTGATCGTTGGCGGACATTTTGGAATTTAGATAATGGGCTGTGTGCAATGTAAG 600
FYN Seq  mmmmmmmmmmm oo ATGGGCTGTGTGCAATGTAAG 21
- R R R R R R R
NM 002037 FYN GATAAAGAAGCAACAAAACTGACGGAGGAGAGGGACGGCAGCCTGAACCAGAGCTCTGGG 660
FYN Seq GATAAAGAAGCAACAAAACTGACGGAGGAGAGGGACGGCAGCCTGAACCAGAGCTCTGGG 81
- KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A A AR AR AR AR KKKk
NM 002037 FYN TACCGCTATGGCACAGACCCCACCCCTCAGCACTACCCCAGCTTCGGTGTGACCTCCATC 720
FYN Seq TACCGCTATGGCACAGACCCCACCCCTCAGCACTACCCCAGCTTCGGTGTGACCTCCATC 141
- KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A AR A AR AR AR KKKk
NM 002037 FYN CCCAACTACAACAACTTCCACGCAGCCGGGGGCCAAGGACTCACCGTCTTTGGAGGTGTG 780
FYN Seq CCCAACTACAACAACTTCCACGCAGCCGGGGGCCAAGGACTCACCGTCTTTGGAGGTGTG 201
- KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR AR AR AR AR KAk Kk
NM 002037 FYN ARCTCTTCGTCTCATACGGGGACCTTGCGTACGAGAGGAGGAACAGGAGTGACACTCTTT 840
FYN Seq ARCTCTTCGTCTCATACGGGGACCTTGCGTACGAGAGGAGGAACAGGAGTGACACTCTTT 261

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A AR AR AR AR Ak Kk

«



Anhang

«

NM_002037_FYN
FYN_Seqg

NM_002037_FYN
FYN_Seqg

NM _002037_FYN
FYN_Seq

NM_002037_FYN
FYN_Seqg

NM_002037_FYN
FYN_Seqg

NM _002037_FYN
FYN_Seqg

NM_002037_FYN
FYN_Seqg

NM_002037_FYN
FYN_Seqg

NM_002037_FYN
FYN_Seq

NM_002037_FYN
FYN_Seq

NM_002037_FYN
FYN_Seq

NM _002037_FYN
FYN_Seq

NM_002037_FYN
FYN_Seq

NM_002037_FYN
FYN_Seq

NM_002037_FYN
FYN_Seq

NM_002037_FYN
FYN_Seq

NM_002037_FYN
FYN_Seq

NM_002037_FYN
FYN_Seq

NM_002037_FYN
FYN_Seq

GTGGCCCTTTATGACTATGAAGCACGGACAGAAGATGACCTGAGTTTTCACAAAGGAGAA
GTGGCCCTTTATGACTATGAAGCACGGACAGAAGATGACCTGAGTTTTCACAAAGGAGAA

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR AR AR AR AR KKKk

AAATTTCAAATATTGAACAGCTCGGAAGGAGATTGGTGGGAAGCCCGCTCCTTGACAACT
AAATTTCAAATATTGAACAGCTCGGAAGGAGATTGGTGGGAAGCCCGCTCCTTGACGACT

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A AR AR A A AR AR AR AR AR KA A KK KKk

GGAGAGACAGGTTACATTCCCAGCAATTATGTGGCTCCAGTTGACTCTATCCAGGCAGAA
GGAGAGACAGGTTACATTCCCAGCAATTATGTGGCTCCAGTTGACTCTATCCAGGCAGAA

R R S

GAGTGGTACTTTGGAAAACTTGGCCGAAAAGATGCTGAGCGACAGCTATTGTCCTTTGGA
GAGTGGTACTTTGGAAAACTTGGCCGAAAAGATGCTGAGCGACAGCTATTGTCCTTTGGA

R R R I S

AACCCAAGAGGTACCTTTCTTATCCGCGAGAGTGAAACCACCAAAGGTGCCTATTCACTT
AACCCAAGAGGTACCTTTCTTATCCGCGAGAGTGAAACCACCAAAGGTGCCTATTCACTT

R R R R R S

TCTATCCGTGATTGGGATGATATGAAAGGAGACCATGTCAAACATTATAAAATTCGCAAA
TCTATCCGTGATTGGGATGATATGAAAGGAGACCATGTCAAACATTATAAAATTCGCAAA

R R R S

CTTGACAATGGTGGATACTACATTACCACCCGGGCCCAGTTTGAAACACTTCAGCAGCTT
CTTGACAATGGTGGATACTACATTACCACCCGGGCCCAGTTTGAAACACTTCAGCAGCTT

R R R R

GTACAACATTACTCAGAGAGAGCTGCAGGTCTCTGCTGCCGCCTAGTAGTTCCCTGTCAC
GTACAACATTACTCAGAGAGAGCTGCAGGTCTCTGCTGCCGCCTAGTAGTTCCCTGTCAC

R R R R S

AAAGGGATGCCAAGGCTTACCGATCTGTCTGTCAAAACCAAAGATGTCTGGGAAATCCCT
AAAGGGATGCCAAGGCTTACCGATCTGTCTGTCAAAACCAAAGATGTCTGGGAAATCCCT

R R R R R S

CGAGAATCCCTGCAGTTGATCAAGAGACTGGGAAATGGGCAGTTTGGGGAAGTATGGATG
CGAGAATCCCTGCAGTTGATCAAGAGACTGGGAAATGGGCAGTTTGGGGAAGTATGGATG

R R R R S

GGTACCTGGAATGGAAACACAAAAGTAGCCATAAAGACTCTTAAACCAGGCACAATGTCC
GGTACCTGGAATGGAAACACAAAAGTAGCCATAATGACTCTTAAACCAGGCACAATGTCC

R I

CCCGAATCATTCCTTGAGGAAGCGCAGATCATGAAGAAGCTGAAGCACGACAAGCTGGTC
CCCGAATCATTCCTTGAGGAAGCGCAGATCATGAAGAAGCTGAAGCACGACAAGCTGGTC

R R R

CAGCTCTATGCAGTGGTGTCTGAGGAGCCCATCTACATCGTCACCGAGTATATGAACAAA
CAGCTCTATGCAGTGGTGTCTGAGGAGCCCATCTACATCGTCACCGAGTATATGAACAAA

R R S S

GGAAGTTTACTGGATTTCTTAAAAGATGGAGAAGGAAGAGCTCTGAAATTACCAAATCTT
GGAAGTTTACTGGATTTCTTAAAAGATGGAGAAGGAAGAGCTCTGAAATTACCAAATCTT

R R R R S

GTGGACATGGCAGCACAGGTGGCTGCAGGAATGGCTTACATCGAGCGCATGAATTATATC
GTGGACATGGCAGCACAGGTGGCTGCAGGAATGGCTTACATCGAGCGCATGAATTATATC

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A A AR AR AR AR KKKk

CATAGAGATCTGCGATCAGCAAACATTCTAGTGGGGAATGGACTCATATGCAAGATTGCT
CATAGAGATCTGCGATCAGCAAACATTCTAGTGGGGAATGGACTCATATGCAAGATTGCT

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR AR A AR AR Ak, k K

GACTTCGGATTGGCCCGATTGATAGAAGACAATGAGTACACAGCAAGACAAGGTGCAAAG
GACTTCGGATTGGCCCGATTGATAGAAGACAATGAGTACACAGCAAGACAAGGTGCAAAG

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR A AR AR AR AR KKk

TTCCCCATCAAGTGGACGGCCCCCGAGGCAGCCCTGTACGGGAGGTTCACAATCAAGTCT
TTCCCCATCAAGTGGACGGCCCCCGAGGCAGCCCTGTACGGGAGGTTCACAATCAAGTCT

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR AR AR AR AR KKKk

GACGTGTGGTCTTTTGGAATCTTACTCACAGAGCTGGTCACCAAAGGAAGAGTGCCATAC
GACGTGTGGTCTTTTGGAATCTTACTCACAGAGCTGGTCACCAAAGGAAGAGTGCCATAC

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A AR AR AR A AR KKKk

900
321

960
381

1020
441

1080
501

1140
561

1200
621

1260
681

1320
741

1380
801

1440
861

1500
921

1560
981

1620
1041

1680
1101

1740
1161

1800
1221

1860
1281

1920
1341

1980
1401



Anhang

NM 002037 _FYN CCAGGCATGAACAACCGGGAGGTGCTGGAGCAGGTGGAGCGAGGCTACAGGATGCCCTGC 2040

FYN Seq CCAGGCATGAACAACCGGGAGGTGCTGGAGCAGGTGGAGCGAGGCTACAGGATGCCCTGC 1461
- ek Kk ok ok Kk ok ok ok kK ok ok ok ko ok ok o ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok o ok ok ok ok ok ok ko k k

NM 002037 _FYN CCGCAGGACTGCCCCATCTCTCTGCATGAGCTCATGATCCACTGCTGGAAAAAGGACCCT 2100

FYN Seq CCGCAGGACTGCCCCATCTCTCTGCATGAGCTCATGATCCACTGCTGGAAAAAGGACCCT 1521
- ek Kk ok K kK Kk ok ok kK ok ok ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok o ok ok ok ok ok ok kK k

NM 002037 _FYN GAAGAACGCCCCACTTTTGAGTACTTGCAGAGCTTCCTGGAAGACTACTTTACCGCGACA 2160

FYN Seq GAAGAACGCCCCACTTTTGAGTACTTGCAGAGCTTCCTGGAAGACTACTTTACCGCGACA 1581
- ek Kk ok ok kK ok ok o o ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok o o ok ok ok ok ok ok kK

NM 002037 _FYN GAGCCCCAGTACCAACCTGGTGAAAACCTGTAAGGCCCGGGTCTGCGGAGAGAGGCCTTG 2220

FYN Seq GAGCCCCAGTACCAACCTGGTGAAAACCTGTCA-—————————————————————————— 1614

R R R S S S

Protein-Sequenzen:

>Fyn-Sequenzierung 1
MGCVQCKDKEATKLTEERDGSLNQOSSGYRYGTDPTPQHYPSFGVTSIPNYNNFHAAGGQGLTVEGGVNSSSHTGT
LRTRGGTGVTLEVALYDYEARTEDDLSFHKGEKFQILNSSEGDWWEARSLTTGETGYIPSNYVAPVDSIQAEEWY
FGKLGRKDAERQLLSFGNPRGTFLIRESETTKGAYSLSIRDWDDMKGDHVKHYKIRKLDNGGYYITTRAQFETLQ
QLVQHYSERAAGLCCRLVVPCHKGMPRLTDLSVKTKDVWEIPRESLOLTIKRLGNGQFGEVWMGTWNGNTKVAIMT
LKPGTMSPESFLEEAQIMKKLKHDKLVQLYAVVSEEPIYIVTEYMNKGSLLDFLKDGEGRALKLPNLVDMAAQVA
AGMAYIERMNYIHRDLRSANILVGNGLICKIADFGLARLIEDNEYTARQGAKFPIKWTAPEAALYGRFTIKSDVW
SFGILLTELVTKGRVPYPGMNNREVLEQVERGYRMPCPODCPISLHELMIHCWKKDPEERPTFEYLOSEFLEDYFET
ATEPQYQPGENL

>NM 002037
MGCVQCKDKEATKLTEERDGSLNQSSGYRYGTDPTPQHYPSFGVTSIPNYNNFHAAGGQGLTVEGGVNSSSHTGT
LRTRGGTGVTLEFVALYDYEARTEDDLSFHKGEKFQILNSSEGDWWEARSLTTGETGYIPSNYVAPVDSIQAEEWY
FGKLGRKDAERQLLSFGNPRGTFLIRESETTKGAYSLSIRDWDDMKGDHVKHYKIRKLDNGGYYITTRAQFETLQ
QLVQHYSERAAGLCCRLVVPCHKGMPRLTDLSVKTKDVWEIPRESLOLIKRLGNGQFGEVWMGTWNGNTKVAIKT
LKPGTMSPESFLEEAQIMKKLKHDKLVQLYAVVSEEPIYIVTEYMNKGSLLDFLKDGEGRALKLPNLVDMAAQVA
AGMAYIERMNYIHRDLRSANILVGNGLICKIADFGLARLIEDNEYTARQGAKFPIKWTAPEAALYGRFTIKSDVW
SFGILLTELVTKGRVPYPGMNNREVLEQVERGYRMPCPOQDCPISLHELMIHCWKKDPEERPTFEYLQSFLEDYET
ATEPQYQPGENL

Protein-Sequenzvergleich:

NM 002037 MGCVQCKDKEATKLTEERDGSLNQSSGYRYGTDPTPQHYPSFGVTSIPNYNNFHAAGGQG 60

Fyn-Sequenzierung 1 MGCVQCKDKEATKLTEERDGSLNQSSGYRYGTDPTPQHYPSFGVTSTPNYNNFHAAGGOG 60
R R R S

NM 002037 LTVFGGVNSSSHTGTLRTRGGTGVTLFVALYDYEARTEDDLSFHKGEKFQILNSSEGDWW 120

Fyn-Sequenzierung 1 LTVFGGVNSSSHTGTLRTRGGTGVTLFVALYDYEARTEDDLSFHKGEKFQILNSSEGDWW 120
R R R S

NM 002037 EARSLTTGETGYIPSNYVAPVDSIQAEEWYFGKLGRKDAERQLLSFGNPRGTFLIRESET 180

Fyn-Sequenzierung 1 EARSLTTGETGYIPSNYVAPVDSIQAEEWYFGKLGRKDAERQLLSFGNPRGTFLIRESET 180
- R R

NM 002037 TKGAYSLSIRDWDDMKGDHVKHYKIRKLDNGGYYITTRAQFETLOQLVQHYSERAAGLCC 240

Fyn-Sequenzierung 1 TKGAYSLSIRDWDDMKGDHVKHYKIRKLDNGGYYITTRAQFETLOQLVQHYSERAAGLCC 240
- R R R R R R

NM 002037 RLVVPCHKGMPRLTDLSVKTKDVWE I PRESLOLIKRLGNGQFGEVWMGTWNGNTKVAIKT 300

Fyn-Sequenzierung 1 RLVVPCHKGMPRLTDLSVKTKDVWE I PRESLOLIKRLGNGQFGEVWMGTWNGNTKVAIMT 300
- R R R R R I I S S 2

NM 002037 LKPGTMSPESFLEEAQIMKKLKHDKLVQLYAVVSEEPTYIVTEYMNKGSLLDFLKDGEGR 360

Fyn-Sequenzierung 1 LKPGTMSPESFLEEAQIMKKLKHDKLVQLYAVVSEEPTYIVTEYMNKGSLLDFLKDGEGR 360
- R R R R I S

NM 002037 ALKLPNLVDMAAQVAAGMAYIERMNY THRDLRSANILVGNGLICKIADFGLARLIEDNEY 420

Fyn-Sequenzierung 1 ALKLPNLVDMAAQVAAGMAYIERMNY THRDLRSANILVGNGLICKIADFGLARLIEDNEY 420
- R R R R R S

NM 002037 TARQGAKFPIKWTAPEAALYGRFTIKSDVWSFGILLTELVTKGRVPYPGMNNREVLEQVE 480

Fyn-Sequenzierung 1 TARQGAKFPIKWTAPEAALYGRFTIKSDVWSFGILLTELVTKGRVPYPGMNNREVLEQVE 480

R R R I S

«



Anhang

NM 002037 RGYRMPCPQDCPISLHELMIHCWKKDPEERPTFEYLQSFLEDYFTATEPQYQPGENL 537
Fyn-Sequenzierung 1 RGYRMPCPQDCPISLHELMIHCWKKDPEERPTFEYLQSFLEDYFTATEPQYQPGENL 537

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR A AR AR AR KA KKK kK

Konstrukt fiir lentivirale Uberexpression von dncSRC

CMV Promotor
pLVX-dnFynK299M-AcGFP

10.5 kb EcoRI (2833)

dnFYNK299M (2858..4476)

BamHI (4487)

AcGFP

Konstrukt fiir die Uberexpression von HA-TrkB

AmpR

Hindlll (896) Tag

Q. Hindlll (1210)

BM40 Signalpeptid

pRc-CMV-HA-TrkB
8.0 kb

TrkB (1032..3412)
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