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,, Geddchtnis verbindet die zahllosen Einzelphdnomene zu einem Ganzen, und wie unser
Leib in unzihlige Atome zerstieben miisste, wenn nicht die Attraktion der Materie ihn
zusammenhielte, so zerfiele ohne die bindende Macht des Geddchtnisses unser
Bewusstsein in so viele Splitter, als es Augenblicke zdhlt.“

FEwald Hering, 1870

— Fiir meine Familie —



Zusammenfassung

Im sich entwickelnden Nervensystem werden die Prozesse zur Differenzierung von Neu-
ronen, wie zum Beispiel das Auswachsen und die Verzweigung der Neuriten, iiber die
Aktivitdt von Proteinkinasen und -phosphatasen reguliert. Fiir die Mitglieder der Ndr-
Serin/Threonin-Kinasefamilie Trc, Warts und SAX-1 aus der Fruchtfliege D. melanogas-
ter bzw. dem Nematoden C. elegans ist bereits seit Langerem bekannt, dass sie Aktin-
abhingige morphologische Wachstumsprozesse regulieren, insbesondere die Verzweigung
und das tiling der Dendriten sensorischer Neurone. In der hier vorliegenden Arbeit un-
tersuchte ich die potentielle Funktion der sdugetierspezifischen Ndr-Kinase Ndr2 in der
Differenzierung von Neuronen des ZNS. Anhand hippokampaler Primérneurone konnte
ich beobachten, dass eine Uberexpression der Kinase die Verzweigung der Dendriten stark
erhohte, hingegen eine shRNA-vermittelte Inhibierung der Expression von Ndr2 zu einer
massiven Reduktion der dendritischen Verzweigung fithrte. Dabei zeigte sich, dass Ndr2 das
Auswachsen der Dendriten abhéingig von einer Integrin-vermittelten Zelladhésion regulier-
te. Weiterhin konnte ich nachweisen, dass Ndr2 den Gehalt aktivierten S1-Integrins in den
Wachstumskegeln differenzierter PC12-Zellen reguliert. Biochemische sowie zellbiologische
Analysen zeigten dariiber hinaus, dass Ndr2 an die GTPase Dynamin bindet und sowohl in
hippokampalen Prim#rneuronen als auch in PC12-Zellen mit dem Endoztose/Exozytose-
Signalweg der Integrine interagiert. Aufgrund dieser gewonnen Daten vermute ich, dass
Ndr2 die Aktivitdt der Integrine zum einen iiber ein Recycling der Zelladhdsionsmolekiile
in der Plasmamembran und zum anderen {iber eine funktionelle Beteiligung in einem
inside-out-Signalweg reguliert und dadurch das Auswachsen und die Verzweigung der Den-
driten von Neuronen im sich entwickelnden Nervensystem kontrolliert. Weiterhin konnte
ich anhand der biochemischen und morphologischen Charakterisierung eines konditiona-
len Ndr2-transgenen Mausmodells beobachten, dass sich in Folge einer Uberexpression
von Ndr2 im Hippokampus die Dichte der suprapyramidalen Moosfaserterminalien der
Kornerzellen stark verringerte. Diese morphologische Verinderung legt somit die Vermu-
tung nahe, dass Ndr2 neben der Regulation der Verzweigung von Dendriten auch das
Auswachsen von Axonen wéihrend der Entwicklung des ZNS kontrollieren kénnte.

Neben der Regulation von Wachstumsprozessen im sich entwickelnden ZNS unterliegen
im adulten Gehirn die Prozesse der Gedichtnisbildung ebenfalls einer Neu- bzw. Um-
strukturierung des Aktinzytoskeletts. Interessanterweise wird sowohl 8-Aktin als auch die
Aktin-bindende Kinase Ndr2 sechs Stunden nach einer Furchtkonditionierung vermehrt
in der BLA exprimiert. Daher untersuchte ich in einem weiteren Teil meiner Arbeit, ob
diese Expressionsregulation mit einer von der Dynamik der Aktinfilamente abhingigen
kritischen Phase in der BLA korreliert. In der Tat konnte ich zeigen, dass eine Blockade
der Aktindynamik in der BLA durch eine Behandlung mit Phalloidin nur in dem Zeitraum
zwischen 6 und 12 Stunden nach der Akquisition bzw. der Reaktivierung zu einer Beein-
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trachtigung eines tonassoziierten Furchtgedéchtnisses fithrte. Dies weist darauf hin, dass
sowohl die Konsolidierung als auch die Rekonsolidierung von Gedéchtnisinhalten einer
zeitlich koordinierten strukturellen Reorganisation der Aktinfilamente in der BLA unter-
liegt. Weiterhin zeigten die gewonnenen Daten, dass die Regulation der Expression von
Ndr2 zeitlich mit der strukturellen Dynamik der Aktinfilamente in der BLA korreliert.
Dies konnte somit ein Hinweis darauf sein, dass Ndr2 in der Bildung eines emotionalen
Gedéchtnisses involviert ist.
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Summary

In the developing nervous system neuronal differentiation processes such as the outgrowth
and branching of neurites are regulated by various protein kinases and phosphatases. Pre-
viously, members of the Ndr serine/threonine kinase family in D. melanogaster (Warts and
Tricornered) and C. elegans (SAX-1) have been shown to regulate actin-dependent growth
and morphogenesis, including dendritic branching and tiling. In this study I investigated
the potential role of the mammalian Ndr-kinase Ndr2 in dendritic outgrowth of neurons
of the central nervous system. I could show that in hippocampal primary neurons overex-
pression of Ndr2 induces an increase, whereas an inhibition of Ndr2 expression with small
hairpin RNA resulted in a decrease in dendritic branching. The Ndr2-dependent outgrow-
th proved to depend on integrin-mediated cell adhesion. Moreover, I could demonstrate
that Ndr2 regulates the amount of activated S1-integrin in growth cones of differentiated
PC12 cells and further, that Ndr2 binds to the GTPase Dynamin and associates with the
recycling pathway of integrins in both primary hippocampal neurons and PC12 cells. Thus
I suggest that Ndr2 controls the outgrowth and branching of neurons in the developing
nervous system through an involvement in inside-out signalling and recycling pathways
of integrins. In addition to these cellular studies, a biochemical and morphological cha-
racterisation of a novel conditional Ndr2-transgenic mouse model exhibited a prominent
transgene expression in the hippocampus. Most notably, in these mice a decreased density
of the suprapyramidal mossy fibre terminals became evident. This indicates that Ndr2 is
also involved in the regulation of axonal outgrowth in vivo.

In addition to its role in neuronal development, structural rearrangement of the actin
cytoskeleton is critically important for neural plasticity in the adult brain. In fact, the
expression of S-actin and Ndr2 has been shown to transiently increase in the BLA 6 hours
after fear conditioning. Therefore in a further part of this study I addressed the question
whether this regulation may coincide with a critical phase of actin filament dynamics in
the BLA. Indeed I could show, that a phalloidin-mediated actin filament arrest in the BLA
leads to a disruption of auditory cued fear memory when induced between 6 to 12 hours
after its acquisition and reactivation, respectively. Thus, both the consolidation and the
reconsolidation of fear memory appear to involve a temporally coordinated dynamic of
actin filaments in the BLA. Changes of Ndr2 expression fall into a sensitive phase of actin
dynamics in the BLA and hence Ndr2 may be involved in processes of emotional memory
formation.
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Kapitel 1

Einleitung

Waihrend der Entwicklung des zentralen Nervensystems werden viele der morphologi-
schen Differenzierungsvorgidnge von Neuronen, unter anderem das initiale Auswachsen
von Neuriten sowie die nachfolgende Elongation der Axone und die Verzweigung der
Dendriten, iiber extrazelluliare Faktoren wie zum Beispiel Bestandteile der extrazellula-
ren Matrix (ECM) und neurothrophe Faktoren reguliert (Kiryushko et al., 2004). Die-
se Prozesse unterliegen innerhalb komplexer Signalkaskaden einer streng koordinierten
Aktivierung funktionell beteiligter Proteinkinasen. Die Mitglieder der Ndr-(nuclear Dbf2-
related)-Serin/Threonin-Proteinkinasefamilie sowie deren Interaktionspartner sind Schliis-
selproteine in Signalwegen, die wichtige zelluldre Prozesse wie Wachstum, Morphogene-
se, Mitose, Zytokinese und Apoptose kontrollieren (Hergovich et al., 2006). Tatséchlich
konnten fiir die Ndr-Serin/Threonin-Kinasen Trc (Tricornered) in der Fruchtfliege Droso-
phila melanogaster und fiir SAX-1 (Sensory axon guidance-1) im Nematoden Caenorhab-
ditis elegans Funktionen im Rahmen der Ausbildung rezeptiver Felder von sensorischen
Neuronen beschrieben werden. Sie regulieren das Auswachsen und die Verzweigung von
Dendriten und verhindern eine Uberlappung von Dendriten sensorischer Neurone einer
Klasse mit Geschwisterdendriten bzw. Dendriten benachbarter Zellen. Diese Vorgénge
werden als , self-avoidance“ bzw. , tiling“ bezeichnet und verhindern somit redundante
Repriésentationen sensorischer Eingangssignale (Emoto et al., 2004; Gallegos and Barg-
mann, 2004), (Hattori et al., 2008]). Vorhergehende Studien unserer Arbeitsgruppe (Stork
et al., 2004)) zeigten einen verstarkenden Effekt von Ndr2, einer in Séugetieren exprimier-
ten Ndr-Serin/Threonin-Kinase, auf das Neuritenwachstum von Zellen der neuronalen
Phaochromocytom-Zelllinie PC12. In weiteren Arbeiten im Rahmen meiner Diplomarbeit
konnte ich darauf aufbauend zeigen, dass diese Ndr2-vermittelte Erhéhung des Auswach-
sens von Neuriten zum einen kalziumabhéngig ist und zum anderen durch Bestandteile
der extrazelluldren Matrix, insbesondere durch Kollagen IV, beeinflusst wird. PC12-Zellen
binden iiber die Zelladhésionsmolekiile Integrine an die extrazellulidre Matrix. Zahlreiche
Studien haben bereits belegt, dass Integrine in neuronalen Zellen das Auswachsen und die
Verzweigung der Neuriten regulieren. Aufgrund des Einflusses von Ndr2 auf das Neuri-
tenwachstum von PC12-Zellen nehme ich an, dass Ndr2 abhéngig von der durch Integri-
ne vermittelten Zelladhésion morphologische Verdnderungen der Zellen reguliert. Daher
sollte im Rahmen meiner Doktorarbeit die Untersuchung einer Beteiligung von Ndr2 in
Integrin-Signalwegen, Aufschluss iiber die Funktion von Ndr2 in der Regulation neuronaler
Differenzierungsprozesse geben.

Weiterhin konnte fiir Mitglieder der Ndr-Familie gezeigt werden, dass sie eine entscheiden-
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de Rolle bei der Organisation des Aktin- und Mikrotubulizytoskeletts spielen (Tamaskovic
et al., 2003; Fang and Adler, 2010)). Fiir die sédugetierspezifische Ndr2-Kinase konnte un-
sere Arbeitsgruppe eine Bindung an $-Aktin sowie eine Kolokalisation mit dem zelluldren
Aktinzytoskelett bestéitigen (Stork et al., 2004). Aufgrund dessen vermute ich, dass Ndr2
iiber eine Regulation der Aktinzytoskelettdynamik entscheidend an der Differenzierung
von Neuronen wihrend der Entwicklung des Nervensystems beteiligt sein koénnte. Des
Weiteren zeigten Expressionsdaten aus vorhergehenden Studien der Arbeitsgruppe (Stork
et al., 2004 [Stork et al., 2001), dass wihrend der Konsolidierungsphase Ndr2 und g-
Aktin in der basolateralen Amygdala (BLA) von furchtkonditionierten M&usen vermehrt
exprimiert werden. Zahlreiche Befunde der letzten Jahre weisen darauf hin, dass eine Po-
lymerisation und Depolymerisation von Aktinfilamenten der Gedéchtnisbildung zugrunde
liegt (Lamprecht and LeDoux, 2004). Daher sollte im Rahmen meiner Doktorarbeit die
Untersuchung des Einflusses einer Blockade der Aktindynamik in der BLA zum Zeitpunkt
der Expressionserh6hung von Ndr2 zum einen Aufschluss dariiber geben, ob eine Reorgani-
sation des Aktinzytoskeletts ebenfalls essentiell fiir die Bildung eines Furchtgedichtnisses
ist und zum anderen auf eine mogliche Schliisselfunktion von Ndr2 in der Regulation der
Aktindynamik hinweisen.

1.1 Die Serin/Threonin-Kinase Ndr2

1.1.1 Ndr2 ist ein Mitglied der Ndr-Serin/Threonin-Kinasefamilie

Die Familie der Ndr-Serin/Threonin-Kinasen ist eine Untergruppe der AGC-Gruppe von
Proteinkinasen (Pearce et al., 2010)), deren Mitglieder essentielle Funktionen in einer Viel-
zahl zelluldrer Prozesse wie zum Beispiel der Zellteilung, dem Zellwachstum, der Morpho-
genese und der Apoptose ausiiben. Die Ndr-Proteinkinasefamilie umfasst die im Sdugetier
vorkommenden Isoformen Ndrl und Ndr2 (auch bekannt als Stk38 und Stk38L), sowie
Lats]l und Lats2 (large tumor supressor 1 und 2) und deren Orthologe Tricornered und
Warts/Lats aus D. melanogaster, SAX-1 und LATS aus C. elegans und die in Protozoen
exprimierten Ndr-Kinasen Cot-1 (Neurospora crassa), Orb6p, Sid2p (Schizosaccharomyces
pombe), Cbklp, Dbf2p und Dbf20p (Saccharomyces cerevisiae) (Tamaskovic et al., 2003]).

Die Mitglieder dieser Proteinkinasefamilie sind von der Hefe bis zum Menschen in ih-
rer Primérstruktur sehr stark konserviert und zeigen in ihrer Aminosduresequenz eine
Ubereinstimmung zwischen 40 % und 60 %. Allen gemeinsam ist eine aus zwolf Unter-
doménen aufgebaute katalytische Doméne, die zwischen den Unterdoménen VII und VIII
durch eine moglicherweise in allen Ndr-Kinasen autoinhibitorisch wirkende Sequenz (AIS)
und dem Aktivierungssegment (AS) unterbrochen wird. Zudem besitzen alle Ndr-Kinasen
ein hydrophobes Motiv im C-Terminus sowie eine N-terminale regulatorische Doméne
(NTR). Eine weitere Gemeinsamkeit aller Ndr-Kinasen stellen zwei Phosphorylieungsstel-
len dar, iiber welche die Regulation der Kinaseaktivitit stattfindet (Millward et al., 1999;
Hergovich et al., 2006; [Hergovich et al., 2008)). Wihrend der innerhalb des AS befindliche
Serinrest durch die eigene Kinaseaktivitéit phosphoryliert wird, vermittelt eine vorgeschal-
tete Serin/Threonin-Kinase die Phosphorylierung des im hydrophoben Motiv der Kinasen
lokalisierten Threoninrests (Hergovich et al., 2006). Sowohl fiir die in Sdugetieren expri-
mierten Isoformen Ndrl und Ndr2 bzw. Latsl und Lats2 konnten die Ste20-#hnlichen
Kinasen Mst3 (Stegert et al., 2005) bzw. Mstl/2 (Chan et al., 2005 als Aktivatoren
nachgewiesen werden. Auch fiir die in D. melanogaster und S. pombe vorkommenden
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Ndr-Kinasen Trc und Warts bzw. Dbf2p und Dbf20p konnte gezeigt werden, dass sie
durch Hippo bzw. Cdclbp - ebenfalls Mitglieder der Gruppe der Ste20-dhnlichen Kinasen
- phosphoryliert werden (Emoto et al., 2006; Mah et al., 2001). Daher wird vermutet, dass
die Interaktion zwischen Ste20-dhnlichen Kinasen und Mitgliedern der Ndr-Kinasefamilie
stark konserviert ist. In mehrzelligen eukaryotischen Organismen (D. melanogaster, C.
elegans und allen Sdugetieren) besitzen die Ndr-Kinasen eine zusitzliche dritte Phospho-
rylierungsstelle. Fiir Ndr1 (Threonin™) und Ndr2 (Threonin™) konnte gezeigt werde, dass
dieser Aminoséurerest fiir eine vollstindige Aktivierung der Kinaseaktivitit von Bedeu-
tung ist (Stegert et al., 2004).

Ein weiteres Charakteristikum aller Ndr-Kinasen besteht in der Interaktion mit Mitglie-
dern der ebenfalls von der Hefe bis zum Menschen stark konservierten Mob-Proteinfamilie.
Mit ihrer negativ geladenen Oberfliche binden die Mob-Proteine an die mit positivgelade-
nen Aminoséureresten angereicherte NTR Doméne im N-Terminus der Ndr-Kinasen (Pon-
chon et al., 2004)). In den verschiedenen Ndr-Homologen von der Hefe bis zum Menschen
konnte gezeigt werden, dass diese Interaktion die rdumliche Lokalisation der Ndr-Kinasen
koordiniert, so dass diese vollstéindig aktiviert in der Zelle agieren kénnen (Komarnitsky
et al., 1998; |[Frenz et al., 2000; Weiss et al., 2002; [Hou et al., 2003; [Hou et al., 2004;
He et al., 2005b; [Hergovich et al., 2005; [Hergovich et al., 2006} Hergovich and Hem-
mings, 2008). Interessanterweise konnten Kohler und seine Kollegen zeigen, dass MOB1
die Aktivitdt von humanen Ndr-Kinasen stimuliert, wihrend MOB2 als negativer Regu-
lator der Kinasen fungiert. Diese Beobachtung steht im Widerspruch mit der von Devroe
et al. (2004) gezeigten Stimulation der Kinaseaktivitdt humaner NDR1 und NDR2 durch
MOB?2. Dariiber hinaus stellten [Kohler et al. (2010)| fest, dass MOB3, auch bekannt unter
der Bezeichnung Phocein, nicht mit den vier humanen Ndr-Kinasen interagiert. Die ge-
naue Regulation von Kinasen der Ndr-Familie durch Mob-Proteine in Séugetieren bedarf
daher weiterer Klarung.

Weiterhin gibt es eine Gruppe von Proteinen, die zu der Furry-Proteinfamilie gehtéren und
ebenfalls die Funktion der Ndr-Kinasen Cbklp, Orb6p, Trc, Warts, SAX-1 und LATS1/2
regulieren. Dabei handelt es sich in der Hefe um Tao3p und Mor2p, in der Fruchtfliege
um Furry und Salvador, im Nematoden um SAX-2 und im Menschen um hWW45, auch
bekannt als Furry-Homologl. Es wird vermutet, dass diese Proteine iiber ihre Funktion
als Geriistbausteine innerhalb gréflerer Proteinkomplexes die Bindung der Ndr-Kinasen
an ihre jeweilige Ste20-dhnliche Kinase vermitteln und so an deren Aktivierung mit-
wirken (Hergovich et al., 2006). Es stellt sich folglich die Frage, ob die in Sdugetieren
vorkommenden Kinasen Ndrl und Ndr2 ebenfalls iiber derartige Geriistproteine regu-
liert werden. Aufgrund der hohen Konservierung ihrer Primérstruktur und ihrer Inter-
aktionspartner liegt es nahe anzunehmen, dass ein ebenfalls stark konservierter Aktivie-
rungsmechanismus fiir alle Mitglieder der Kinasefamilie existiert (Hergovich et al., 2006;
Hergovich et al., 2008).

1.1.2 Ndr2 besitzt neben einer Bindungsstelle fiir Mob eine weitere fiir
das kalziumbindende Protein S100

Die in der Maus und im Menschen exprimierten Ndr2-Kinasen stimmen iiber 90 % in ih-
rer Primérsequenz {iberein. Dabei sind insbesondere die fiir die Aktivierung der Kinasen
essentiellen Phosphorylierungsstellen zwischen der humanen und der murinergen Form
(siehe Abb. identisch und ihr Aktivierungsignalweg zwischen Mensch und Maus hoch
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konserviert (Stegert et al., 2004; [Hergovich et al., 2006)). Innerhalb ihrer Primérstruktur
besitzt die humane NDR2-Kinase in ihrer N-terminalen regulatorischen (NTR) Doméne
neben einer Bindungsstelle fir MOB1A /B bzw. MOB2 (Devroe et al., 2004; Bichsel et
al., 2004) eine Erkennungssequenz fiir das kalziumbindende Protein S100 (Stegert et al.,
2004). Aus diesem Grund wird diese Region auch als SMA-Domine bezeichnet (S100-
und Mob-assoziierte-Doméne). Die S100-Proteinfamilie, deren zwanzig Mitglieder entwe-
der als Homo- oder als Heterodimer in vivo vorliegen, gehort wie Calmodulin zu den EF-
Hand-kalziumbindenden Proteinen. Die im Nervensystem am hé&ufigsten vorkommenden
S100-Dimere sind zum einen ein Homodimer aus S100B sowie zum anderen ein Heterodi-
mer aus S100A1 und S100B (Zimmer et al., 2005). Beide Isoformen S100B und S100A1
sind der Lage an die NTR-Doméne von Ndr2 zu binden. In ihrer S100-Bindungsregion
besitzt die NDR2-Kinase zudem mit dem Aminosiurerest Threonin™ eine Autophospho-
rylierungsstelle, dessen Bedeutung allerdings noch nicht im Detail geklart werden konn-
te. Eine Mutation dieser Autophosphorylierungsstelle fiihrt jedoch zu einer verminderten
Aktivierung der Kinaseaktivitit. Stegert et al. (2004) vermuten, dass die Autophospho-
rylierung dieses Restes fiir die Interaktion von S100 und NDR2 relevant ist. Threonin’
ist zwar nicht direkt an der Bindung von S100 an NDR2 beteiligt, kénnte aber durch sei-
ne Autophosphorylierung die Affinitéit zwischen den beiden Interaktionspartnern erhéhen.
Neben Threonin’, besitzt NDR2 zwei weitere Phosphorylierunsgstellen. Das im Aktivie-
rungssegment der katalytischen Domiine gelegene Serin?®? wird ebenso durch die eigene
Kinaseaktivitit phosphoryliert. Threonin4? im hydrophoben Motiv des C-Terminus von
NDR2 wird dagegen von der Ste20-dhnlichen Kinase MST3 erkannt und phosphoryliert
(Stegert et al., 2005). Innerhalb der katalytischen Doméne besitzt die NDR2-Kinase eine
direkt neben dem Aktivierungssegment gelegene mit basischen Aminoséduren angereicher-
te Region, die sogenannte ,autoinhibitorische Sequenz“ (AIS). Die Gruppe von Brain
Hemmings konnte in ihren Arbeiten von 2004 und 2005 zeigen (Bichsel et al., 2004;
Stegert et al., 2005), dass diese Region hemmend auf die Autophosphorylierung von
Serin®®? wirkt. Die beiden Aminoséurereste Serin?®? und Threonin**? sind unter den Mit-
gliedern der Ndr-Kinasefamilie hoch konserviert und fiir die Aktivierung von NDR2 essen-
tiell, da eine Mutation beider Reste zu einem fast vollsténdigen Verlust der Kinaseaktivitét
fithrt. Des Weiteren induziert der Phosphatase-2A-Inhibitor Okadainséure durch die Phos-
phorylierung dieser beiden Aminoséurereste eine Steigerung der Kinaseaktivitdt, was im
Gegenzug auf eine Regulation der Aktivitdt von NDR2 mittels einer Dephosphorylierung
von Serin?®? und Threonin**? durch die Phosphatase 2A hinweist (Stegert et al., 2004).

Thr?® Serzs? Thré42

— NTR Katalytische AIS

Abbildung 1.1: Struktur von Ndr2

Ndr2 (murin) besitzt neben einer katalytischen Doméne vier weitere fiir dessen Kinaseakti-
vitéit essentielle Bereiche, die N-terminale regulatorische Domiine (NTR), das im C-Terminus
sich befindende hydrophobe Motiv (HM) sowie die katalytische Domiine unterbrechende auto-
inhibitorische Sequenz (AIS) und das unmittelbar darauf folgende Aktivierungssegment (gelb
markiert). Innerhalb dieser Doménen besitzt Ndr2 drei Phosphorylierungsstellen. Wéhrend
Threonin™ (Thr™®) sowie Serin?*? (Ser?®?) durch die eigene Kinaseaktivitit phosphoryliert
werden, wird Threonin**? (Thr*4?) durch die Mst3-Kinase phosphoryliert.
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1.1.3 Ndr2 wird an der Plasmamembran aktiviert

Fiir die beiden humanen Isoformen NDR1 und NDR2 konnte eine Erh6hung der Kinaseak-
tivitdt durch eine Bindung von S100 Proteinen innerhalb der NTR-Doméne nachgewiesen
werden (Millward et al., 1998; |Stegert et al., 2004), jedoch ist dieser Mechanismus bei den
anderen Mitgliedern der Ndr-Kinasefamilie bislang noch nicht untersucht worden. Auf-
grund der hochgradigen Konservierung der NTR-Doméne der einzelnen Ndr-Kinasen wird
jedoch vermutet, dass diese Art der kalziumabhéngigen Aktivierung von der Hefe bis zum
Menschen &hnlich ablduft (Hergovich et al., 2006; Bhattacharya et al., 2003). Auch die
Interaktion mit Mob-Proteinen und der dadurch induzierte Aktivierungsmechanismus ist
bisher fiir die humanen NDR1- bzw. NDR2-Kinasen am besten untersucht worden. Anhand
von Beobachtungen aus Mutationsstudien entwickelte die Gruppe von Brain Hemmings
daher folgendes Modell des Aktivierungssignalweges von Ndr2 in Sdugetieren (siehe Abb.
: Im Zytoplasma lokalisiert binden Mobl sowie das kalziumbindende Protein S100 an
die N-terminale regulatorische Doméne von Ndr2. Dabei erhoht eine Autophosphorylie-
rung von Threonin” die Affinitit zwischen S100 und der Ndr-Kinase. Hemmings und seine
Kollegen vermuten nun, dass durch die Interaktion mit Mobl ein Konformationswechsel
in Ndr2 induziert wird, so dass der hemmende Einfluss der autoinhibitorischen Sequenz
(AIS) auf den Aminosiurerest Serin®®? im Aktivierungssegment aufgehoben wird und die-
ser durch die eigene Kinaseaktivitéit autophosphoryliert werden kann (Bichsel et al., 2004}
Stegert et al., 2005)).

Plasmamembran

Zytosol

Abbildung 1.2: Modell des Aktivierungssignalweges von Ndr2

Im Zytosol binden die Proteine S100 und Mob an die NTR-Doméne von Ndr2. Die Interaktion
mit Mob induziert einen Konformationswechsel der Kinase, so dass der Serinrest (Ser?82)
autophosphoryliert wird. Des Weiteren vermittelt Mob eine Translokation von Ndr2 an die
Plasmamembran. Dort lokalisiert, wird der Threoninrest (Thr*?) durch die Mst3 Kinase
phosphoryliert und Ndr2 vollstéandig aktiviert.

Diese Annahme passt zu den von Bhattacharya et al. (2003)| mithilfe einer Kernspinreso-
nanzspektroskopie gewonnen Strukturdaten, die zeigen, dass die Bindung von S100B an
die humane NDR1 einen Konformationswechsel in der katalytischen Doméne der Kinase
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induziert, wodurch es zu einer Aufhebung der Autoinhibition des Aktivierungssegments
kommt. Aufgrund dieser Beobachtung stellt sich allerdings die Frage, ob bereits die Bin-
dung eines Interaktionspartners - Mob bzw. S100 - ausreicht, oder ob die Bindung beider
Proteine an die NTR-Doméne von Ndr2 nétig ist, um eine Induktion der Autophosphory-
lierung von Serin®®? im Aktivierungssegment zu vermitteln. Essentiell fiir eine vollstéindige
Kinaseaktivitéat von Ndr2 ist jedoch der durch die Bindung von Mob vermittelte Transport
des Proteinkomplexes an die Plasmamembran (Hergovich et al., 2005)). Dort phosphory-
liert die in den gemeinsamen Signalkaskaden oberhalb von Ndr2 agierende Mst3-Kinase
den im hydrophoben Motiv liegenden Aminosiurerest Threonin**? (Stegert et al., 2005)).
Somit liegt Ndr2 erst an der Plasmamembran in der vollstdndig aktivierten Form vor
(Hergovich et al., 2005)).

1.1.4 Expression und zellulire Lokalisation von Ndr2

In S&ugetieren wird Ndrl in grofler Menge in der Milz, in der Lunge, im Thymus, im Fett-
und Muskelgewebe sowie im Gehirn exprimiert wird, wihrend Ndr2 in den Organen des
Gastrointestinaltrakts, im Herzen, in den Nieren, in den Hoden sowie ebenfalls im Thy-
mus und im Gehirn stark angereichert vorliegt (Stegert et al., 2004; Devroe et al., 2004;
Millward et al., 1995} [Stork et al., 2004). Mithilfe einer in situ Hybridisierung analy-
sierte unsere Arbeitsgruppe die Verteilung von Ndr2 im Gehirn der Maus. Dabei wurde
festgestellt, dass Ndr2 zwar im gesamten Gehirn vorkommt, jedoch besonders stark im
Neokortex, im basalem Vorderhirn, im Hippokampus (insbesondere in der CA3-Region),
in der Amygdala, im Cerebellum sowie in verscheidenden Kernen des Hirnstamms expri-
miert wird. Eine Betrachtung der Verteilung von Ndr2 auf zelluldrer Ebene offenbarte
eine Expression des Proteins sowohl in kortikalen und hippokampalen Pyramidenzellen,
als auch in den Kornerzellen des Gyrus dentatus und den Purkinjezellen des Cerebellums.
Dariiber hinaus kommt Ndr2 in der Amygdala stark angereichert in pyramidalen Neu-
ronen der Klasse I sowie im Hippokampus in Interneuronen der Regionen des Stratum
oriens, des Stratum radiatum und des Hilus vor. Fiir eine Untersuchung der intrazel-
luléiren Verteilung der Kinase transfizierten Stork et al. (2004) PC12-Zellen und kortikale
Primérneurone mit einem EGFP-Ndr2-kodierenden-Expressionsvektor. Dabei konnten sie
eine zytosolische Verteilung von EGFP-Ndr2 im Zellkérper und in den Neuriten der Zellen
beobachten. Ein Pull-down-Assay zeigte, dass Ndr2 in vitro direkt an 8-Aktin bindet. Uber
eine Phalloidin-Rhodamin-Farbung der Aktinfilamente beobachteten sie zudem, dass Ndr2
mit dem Aktinzytoskelett sowohl in den Somata als auch in auswachsenden und damit in
ihrer Form dynamischen Strukturen wie den Neuriten, Filopodien und Wachstumskegeln
von PC12-Zellen sowie den Dendriten, Axonen und Spines kortikaler Neurone kolokali-
siert. Eine mutierte Form des Fusionsproteins EGFP-Ndr2, in der eine Doppelmutation
in den beiden aktivititsregulierenden Phosphorylierungsstellen Serin?®? und Threonin®4?
von Ndr2 vorlag, zeigte im Vergleich zu der nativen Form von Ndr2 keinen Unterschiede
in ihrer zelluldren Verteilung weder in PC12-Zellen noch in kortikalen Neuronen.

Unsere Arbeitsgruppe konnte in ihrer Studie aus dem Jahre 2004] des Weiteren nachwei-
sen, dass Ndr2 in der basolateralen Amygdala von furchtkonditionierten M&usen sechs
Stunden nach dem Training vermehrt exprimiert wird. Dabei kehrt die Expression von
Ndr2 innerhalb von 24 Stunden nach der tonassoziierten Furchtkonditionierung wieder
auf das Ausgangsniveau zuriick. Diese lerninduzierte Expressionsregulation von Ndr2 in
der basolateralen Amygdala sowie die Interaktion von Ndr2 mit S-Aktin lassen daher
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auf eine Beteiligung der Kinase an der Reorganisation des Aktinzytoskeletts wahrend
zellmorphologischer Verédnderungen von Neuronen im Rahmen von Differenzierungs- und
Plastizitatsvorgéngen innerhalb des zentralen Nervensystems schlieflen.

1.1.5 Ndr-Kinasen iiben wichtige Funktionen zur Regulation des Zell-
zyklusses, der Zellproliferation und der Apoptose aus

Wachstum und Morphogenese sind komplex ablaufende Zellprozesse, die zudem eng mit
dem Zellzyklus verkniipft sind. Mitglieder der Ndr-Kinasefamilie und ihre Interaktions-
partner stellen Schliisselproteine fiir die Regulation dieser Prozesse, insbesondere der Zell-
proliferation, der Apoptose, dem gezielten Abschluss der mitotischen Endphase sowie des
polarisierten Zellwachstums dar.

In niedrigeren eurkaryotischen Organismen wie den Hefepilzen S. cerevisiae und S. pom-
be sowie dem Schlauchpilz N. crassa tiben die Ndr-Kinasen und ihre Interaktionspartner
wihrend der Morphogenese und der Zytokinese wichtige Funktionen in der Aufrechter-
haltung der Zellform und der Zellpolaritit, in der Organisation des Aktin- und Mikro-
tubulizytoskeletts sowie im gezielten Abschluss der mitotischen Endphase und der Tren-
nung von Tochter- und Mutterzelle aus (McCollum and Gould, 2001} [Brace et al., 2011;
Nelson et al., 2003} Ray et al., 2010; Dvash et al., 2010; |Ziv et al., 2009). Aufgrund ihre star-
ken evolutionédren Konservierung wird vermutet, dass die Mitglieder der Ndr-Kinasefamilie
auch in evolutionér weit entfernten Organismen dhnliche Funktionen ausiiben (Tamaskovic
et al., 2003; Hergovich et al., 2006).

Tatséchlich konnte eine Rolle der Kinasen NDR1 sowie LATS1 und LATS2 auch wahrend
der Teilung von humanen Zellen beobachtet werden. Sie regulieren die Duplikation des
Zentrosoms wihrend der DNA-Synthese-Phase (Hergovich et al., 2009) sowie innerhalb
der Metaphase die Anordnung der Chromosomen in der Aquatorialebene und nehmen so-
mit Einfluss auf die Beendigung der Mitose (Bothos et al., 2005; Yabuta et al., 2007)). Des
Weiteren agieren die Ndr-Kinasen in héher entwickelten Organismen als Tumorsuppresso-
ren und kontrollieren somit die Bildung neuer Zellen sowie das Absterben von Zellen. Eine
Balance zwischen der Zellproliferation und der Apoptose (programmierter Zelltod) ist es-
sentiell fiir die Aufrechterhaltung der Gewebeintegritét der Organe. Kommt es zu Fehlern
innerhalb dieser Prozesse, fiihrt dies in fast allen Fallen zu einer krebsartigen Gewebeneu-
bildungen (Green and Evan, 2002)). Sowohl in der Fruchtfliege als auch in der Maus geht ein
Verlust von Wats bzw. Latsl mit einer erhthten Zellproliferation und der Ausbildung von
Tumoren einher. Dabei weisen insbesondere Lats1-defiziente M&ause eine verstiarkte Ausbil-
dung von Bindegewebssarkomen sowie Ovarialtumoren auf (Xu et al., 1995;|Xu et al., 1995;
St John et al., 1999). Weiterhin konnte in tumorartigem Gewebe von Méusen eine ein-
hergehende Verringerung des Proteingehaltes von Latsl bzw. Lats2 beobachtet werden
(Jiménez-Velasco et al., 2005; Takahashi et al., 2005)). In D. melanogaster fungiert die Ndr-
Kinase Warts im Salvador-Warts-Hippo-Signalweg (SWH-Signalweg), der iiber eine Induk-
tion der Apoptose sowie einer Inhibierung des Zellwachstums und der Zellproliferation die
Grofle der Organe kontrolliert. Interessanterweise sind die in der Maus bzw. im Menschen
exprimierten Proteine Savl (Salvador Homolog 1), Mst1/2, Lats1/2 und MoblA Homo-
loge der im SWH-Signalweg vorkommenden Proteine Sav, Hippo, Warts und Mats. Dies
lasst darauf schlieflen, dass der SWH-Signalweg zwischen Invertebraten und Séugetieren
stark konserviert ist. Uber eine Regulation der Zellproliferation und der Apoptose trigt
er demzufolge zur Grofle und Gewebeintegritdt von Organen bei und verhindert in diesem
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Zusammenhang auch die Bildung von Tumoren. Diese Annahme wird durch Beobachtun-
gen von Vichalkovski et al. (2008) gestiitzt, dass die humanen Ndr-Kinasen NDR1 und
NDR2 intrazelluldre Signale in der durch eine Aktivierung des Fas-Rezeptors induzierten
Apoptose vermitteln. Sie konnten somit zeigen, dass in Sdugetieren neben Latsl und Lats2
auch Ndrl bzw. Ndr2 als proapoptotische Kinasen agieren. Diese Beobachtung korreliert
mit den Phénotypen, die Ndrl-defiziente Mause aufweisen. Homozygote (Ndrl_/ ~) sowie
heterozygote (Ndr1+/ ~) Méuse zeigten eine gegeniiber den Wildtyp-Kontrolltieren erhshte
Wahrscheinlichkeit, T-Zell-Lymphome auszubilden. Zudem konnten Cornils et al. (2010)
beobachten, dass in einigen Geweben eine verringerte Menge bzw. ein Verlust von Ndrl
durch eine Erhohung des Proteingehaltes der zweiten Isoform, Ndr2, kompensiert wird.
Dies lisst sich aber nicht auf eine Expressionssteigerung oder eine verlingerte Halbwerts-
zeit von Ndr2 zuriickfithren, so dass Vieles auf eine Regulation der mRNA von Ndr2 durch
posttranskriptionale Mechanismen hindeutet. Im Gegensatz zum Thymus, der Bauchspei-
cheldriise und dem Darmepithel kommt es hingegen in den Lymphknoten von Ndrl~/~ und
Ndr1*/~ Miusen zu keiner Kompensation durch eine Veréinderung des Ndr2-Proteinlevels.
Eine Verringerung der Proteinmenge von Ndrl geht in den Lymphknoten mit einem ver-
minderten Gehalt an Ndr2 einher. Bei einer Reduktion beider Isoformen kommt es — wohl
durch den Verlust ihrer proapoptotischen Wirkung — im Lymphsystem zu einer vermehrter
Bildung von Tumoren (Cornils et al., 2010).

1.1.6 Ndr2 und seine Homologe regulieren neuronale Differenzierungs-
vorgange

Neben den bereits genannten Funktionen im Rahmen des Zellzyklus, der Zellproliferation
und der Apoptose iiben Ndr-Kinasen eine wichtige Rolle in der Kontrolle des polarisierten
Zellwachstums aus. In einzelligen Organismen, welche eine hohen Proliferationsrate auf-
weisen, scheinen die Ndr-Kinasen in Wachstumsprozessen innerhalb des Zellzyklus einge-
bunden zu sein (Bidlingmaier et al., 2001)), wihrend die Mitglieder der Ndr-Kinasefamilie
in mehrzelligen Organismen wie der Fruchtfliege D. melanogaster und dem Nematoden
C. elegans auch in komplexeren Wachstumsprozessen involviert sind. Dabei regulieren sie
in der Fliege die Morphologie von epidermalen Extensionen wie die Fliigelhaare und die
sensorischen Borsten (Geng et al., 2000; He et al., 2005al), aber auch das Auswachsen und
die Verzweigung der Dendriten von Nervenzellen in beiden der genannten Invertebraten
(Emoto et al., 2004; (Gallegos and Bargmann, 2004]).

Sowohl in der Hefe als auch in der Fruchtfliege konnte gezeigt werden, dass Ndr-Kinasen
wihrend morphologischer Wachstumsprozesse an der Reorganisation des Aktinzytoske-
letts beteiligt sind (Fang and Adler, 2010; Das et al., 2009). Auch die sdugetierspezifische
Ndr2-Kinase bindet an S-Aktin (siche Abs. [1.1.4). Daher wird einerseits vermutet, dass
die Regulation der Aktinfilamentdynamik wéhrend struktureller Wachstumsprozesse ei-
ne evolutionédr konservierte Funktion der Ndr-Kinasen darstellt, und andererseits, dass
Ndr-Kinasen, im besonderen Ndr2, auch in héher entwickelten S&ugetieren an der Diffe-
renzierung neuronaler Zellen beteiligt sind (Stork et al., 2004).

Im Gegensatz zu dem bereits erwéhnten Prozess ,, self-avoidance® (engl. fiir ,,Selbstabwen-
dung“) durch den eine Uberlappung von Geschwisterneuriten verhindert wird, stellt das
Ltiling“ (engl. ,Kachelung®) einen Vorgang dar, welcher die Uberlagerung von Dendriten-
armen benachbarter Zellen der gleichen Klasse blockiert. Durch diese beiden Prozesse wird
die Ausbildung der rezeptiven Felder, die sich iiber die Innervierung einer bestimmten Re-



Kapitel 1. — Einleitung

gion eines Organs bzw. Gewebes durch ein sensorisches Neuron definieren, gewéhrleistet
(Hattori et al., 2008). In einigen Arbeiten, zum Beispiel von Emoto et al. (2004), wer-
den anstelle der Begriffe , self-avoidance” und , tiling* die Bezeichnungen ,, iso-neuronal
tiling“ bzw. , hetero-neuronal tiling“ verwendet und daher oft ganz allgemein unter ,,¢i-
ling* zusammengefasst. Das in D. melanogaster vorkommende Protein Tricornered kon-
trolliert zusammen mit dem Geriistprotein Furry zum einen die Verzweigung, zum anderen
aber auch mittels tiling und self-avoidance die Ausbreitung der Dendritenfelder von sen-
sorischen Nervenzellen der Klasse IV. Emoto und Kollegen (2004) konnten beobachten,
dass ein vollstdndiger Verlust von Tricornered bzw. dessen Koaktivator Furry zu einer
erhohten Verzweigung und einer Uberlappung von Geschwister-Dendritenzweigen sowie
von Dendriten benachbarter Zellen fiihrt. [Emoto et al. (2004) schlugen vor, dass Tri-
cornered zusammen mit Furry bei der Kontrolle der Dendritenverzweigung - aber nicht
fir das tiling der Dendriten - die GTPase Rac, welche iiber den LIM-Kinase-Signalweg
die Polymerisation von Aktinfilamenten stimuliert, negativ reguliert. Aufbauend auf die-
sen Befunden beschreiben [Koike-Kumagai et al.|in ihrer Arbeit aus dem Jahr 2009, dass
der Multiproteinkomplex TORC2 (Target of rapamycin complex 2), bestehend aus der
Serin/Threonin-Kinase TOR (Target of rapamycin) sowie unter anderem Sinl und Ric-
tor, ebenso wie auch Tricornerd die Mechanismen des tiling bzw. der self-avoidance der
Dendriten sensorischer Neurone der Klasse IV kontrolliert. Aufgrund einer durch RNAi
induzierten Inhibierung der Expression von TOR, Sinl und Rictor einhergehenden Ver-
ringerung der Phosphorylierung des im hydrophoben Motiv von Tricornerd lokalisierten
Thr-Aminoséurerestes Thr*? vermuten die Autoren, dass der TORC2-Komplex die Ak-
tivierung der Ndr-Kinase reguliert. Dariiber hinaus konnte sowohl in der Hefe als auch in
Séaugetierzellen fiir den hoch konservierten TORC2-Proteinkomplex eine essentielle Rolle
in der Regulation der Dynamik des Aktinzytoskeletts innerhalb von Wachstumsprozes-
sen gezeigt werden (Hall, 2008). Infolgedessen vermuten Kumagai und Kollegen, dass eine
Aktivierung des Tricorned-Signalweges iiber TORC2 die Verzweigung und Ausbreitung
der Dendriten sensorischer Neurone iiber eine Reorganisation von Aktinfilamenten kon-
trolliert. Demgegeniiber konnte fiir die zweite in D. melanogaster exprimierte Ndr-Kinase
Warts eine Bedeutung fiir die Aufrechterhaltung des dendritischen Verzweigungsmusters
sensorischer Neurone belegt werden. Ein Verlust der Funktion von Warts fithrte zu einer
Reduktion der Verzweigungen sowie zu einer Verkiirzung der Dendriten. Diese Beobach-
tung legt nahe, dass Warts parallel zum Tricornerd-vermittelten Signalweg die Ausbildung
der dendritischen Felder kontrolliert (Emoto et al., 2006).

Die in C. elegans vorkommende Ndr-Kinase SAX-1 reguliert &hnlich wie deren Homolog
Trc in D. melanogaster durch ein kontrolliertes Beenden des Neuritenwachstums das ti-
ling der Dendriten von mechanosensorischen Neuronen (Gallegos and Bargmann, 2004)).
Eine dominant negative Mutation im Gen fiir RhoA verursacht in C. elegans die gleichen
Veranderungen in der Form neuronaler Zellen wie eine Mutation im Gen fiir SAX-1. Ba-
sierend auf diesen sich dhnelnden Funktionen beider Proteine wird vermutet, dass RhoA
und SAX-1 gemeinsame Funktionen in der Regulation der Aktinzytoskelettdynamik im
Rahmen von Wachstumsprozessen besitzen (Zallen et al., 2000)).

Fiir Sdugetiere jedoch wurde die Rolle von Ndr-Kinasen wiahrend des Auswachsens und
der Verzweigung der Dendriten und Axone von Neuronen des zentralen Nervensystems
(ZNS) bisher nicht beschrieben. Die sdugetierspezifische Ndr2-Kinase wird im Gehirn von
Méusen vorwiegend in exzitatorischen Projektionsneuronen exprimiert (siehe Abs. .
Sowohl in vorhergehenden Arbeiten der Gruppe |Stork et al. (2004)| als auch in eigenen
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Studien, konnte ein verstéirkender Effekt von Ndr2 auf das Neuritenwachstum von Zellen
der aus der Ratte stammenden und neuronal differenzierenden Phiochromocytom-Zelllinie
PC12 beobachtet werden. Diese Ndr2-vermittelte Erhéhung des Auswachsens von Neuri-
ten ist zum einen abhingig von einer vollstindigen Aktivierung der Kinaseaktivitit, da
eine phosphorylierungsinaktive Form von Ndr2, in der die beiden Phosphorylierungsstel-
len Serin?®? und Threonin**? nach einem Basenaustausch mutiert vorlagen, keine Steige-
rung des Neuritenlingenwachstums zeigte. Zum anderen konnte eine Abh#ngigkeit von
der extrazelluldren Kalziumkonzentration beobachtet werden, da durch eine Verringerung
der Konzentration der Ionen im Medium ein Ndr2-vermitteltes Wachstum der Neuriten
vollstédndig aufgehoben werden konnte (Abb. . Dies deutet darauf hin, dass Ndr2 in
seiner bekannten Abhéngigkeit von einer Aktivierung durch das kalziumbindende Protein
S100 (siehe Abs. das Neuritenldingenwachstums von PC12-Zellen reguliert.

] ] —O—EGFP
Zellen mit Neuriten > 100 ym —8—EGFP-Ndr2
15 - EGFP-Ndr2 Mutante
12 A * x
X
£ 97
c
QL 6 A
S z
31 1 —
0 T — T T - 1

0,1 mM 0,2mM 0,4 mM 1 mM [Ca*lexraeiuisr

Abbildung 1.3: Erh6hung des Neuritenlingenwachstums von Ndr2-transfizier-
ten PC12-Zellen EGFP-Ndr2 ist abhingig von der extrazelluliren Kalzium-
konzentration Eine Anhebung der physiologischen Konzentration freier Kalziumionen im
Medium von 0,4mM auf 1mM hatte keinen Einfluss auf das Ndr2-vermittelte Wachstum
der Neuriten, jedoch fiihrte eine Reduktion der Kalziumkonzentration durch die Zugabe
des Kalzium-Chelators EGTA auf 0,1 mM bzw. 0,2mM zu einer Blockierung der Ndr2-
induzierten Erhohung des Neuritenldngenwachstums von PC12-Zellen. Interessanterweise,
zeigten PC12-Zellen welche eine phosphorylierungsinaktive Form der Kinase EGFP-Ndr2 Mu-
tante iiberexprimierten zum einen keine Steigerung der Zahl an Zellen diese Neuriten mit iiber
100 pm Lénge ausbildeten und zum anderen keine Abhéngigkeit von der Konzentration freier
Kalziumionen im Medium. Die Werte sind dargestellt als MW £ SFM. % p < 0,05; ** p < 0,01;
* %% p < 0,001 im Vergleich zu EGFP oder EGFP-Ndr2 Mutante

Zudem zeigte die Analyse der PC12-Zellen (siehe Abb. Differenzierungsunterschiede
auf unterschiedlichen Bestandteilen der extrazelluliren Matrix wie Fibronectin, Laminin
sowie Kollagen I und IV insbesondere eine Reduzierung des Neuritenlingenwachstums in
Ndr2-transfizierten Zellen auf dem fiir PC12-Zellen natiirlichen Substrat Kollagen IV (To-
maselli et al., 1988]). Die Adhésion der Zellen an dieses Strukturprotein wird iiber die in der
Zellmembran von PC12-Zellen vorkommenden a181-Integrine vermittelt, so dass vermutet
werden kann, dass die Funktion von Ndr2 zur Regulation des Auswachsens von Neuriten
abhéngig von einer Integrin-vermittelten Zelladhésion ist. Ergénzend zu dieser Beobach-
tungen weist die von |Stork et al. (2004) gezeigte Bindung der Ndr2-Kinase an (-Aktin
darauf hin, dass Ndr2 vermutlich {iber eine Regulation der Aktinzytoskelettdynamik und
einer iiber Integrine vermittelten Zelladhésion entscheidend an der Differenzierung von
Neuronen wahrend der Entwicklung des Nervensystems beteiligt ist.

10
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Abbildung 1.4: In EGFP-Ndr2-transfizierten PC12-Zellen wurde die Kollagen I'V-
vermittelte Induktion des Neuritenlingenwachstums blockiert.

Eine Betrachtung des Neuritenlingenwachstums Ndr2-transfizierter PC12-Zellen auf unter-
schiedlichen Bestandteilen der extrazelluliren Matrix zeigte, dass nur auf PDL eine Stimu-
lation des Wachstums von Neuriten zu beobachten war. Hingegen fithrt eine iiber al1g1-
Integrine vermittelte Adhésion der Zellen auf Kollagen IV zu einer Reduktion des Neuri-
tenldngenwachstums von EGFP-Ndr2 und EGFP-Ndr2 Mutante exprimierenden PC12-Zellen.
Die Werte sind dargestellt als MW + SFM. % p < 0,05; *x p < 0,01; *** p < 0,001 im Vergleich
zu EGFP

1.2 Das Zytoskelettprotein Aktin

1.2.1 Das Aktinzytoskelett in Neuronen des ZNS

Aktin ist eines der Hauptbestandteile des zelluldren Zytoskeletts und hat essentiellen
Anteil an der Formgebung sowie der Aufrechterhaltung der zelluliren Morphologie. Fiir
Saugetiere sind sechs verschiedene Aktin-Isoformen beschrieben, die wiederum in die drei
Klassen a-Aktin, S-Aktin und v-Aktin eingeteilt werden, wobei a-Aktin nur im Muskel-
gewebe exprimiert wird (Khaitlina, 2001). In der Zelle liegt Aktin in zwei Formen vor,
einerseits als globuldre Aktinmonomere (G-Aktin) und andererseits als Aktinfilamente
(F-Aktin), die sich als Doppelstrang-Helix aus den G-Aktin-Monomeren asymmetrisch
zusammensetzen. Aufgrund der schwachen nichtkovalenten Bindung der Monomere un-
terliegen die Filamente durch sténdige Anlagerung und stédndigen Abbau von Monomeren
einer hohen Dynamik (Pollard and Borisy, 2003). Schiisselregulatoren dieser Aktinfilament-
dynamik sind die GTPasen der Rho-Familie, darunter Cdc42, RhoA und Rac, die iiber
Serin/Threonin-Kinasen die Aktivierung bzw. Deaktivierung von Aktin-polymerisierenden
bzw. -depolymerisierenden Proteinen vermitteln (Hall and Lalli, 2010).

Uber die Reorganisation des Aktinzytoskeletts wird eine grofe Anzahl zellulirer Prozesse
vermittelt, wie u.a. die Zellmorphogenese, die Zellteilung, die Migration und der intra-
zelluldrer Proteintransport. In sich entwickelnden Neuronen werden iiber die Dynamik
der Aktinfilamente auch das Wachstum und die Verzweigung von Axonen und Dendri-
ten sowie die Ausbildung von Spines (engl. fiir Dornen) induziert und kontrolliert (Hall
and Lalli, 2010; [Yoshihara et al., 2009)). In axonalen Wachstumskegeln regulieren zum
Beispiel die Rho-GTPasen iiber die Aktivitit von Aktinfilament-stabilisierenden bzw. -

11
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destabilisierenden Proteinen wie Arp2/3 (actin related protein 2/3) oder Cofilin die Aus-
bildung von Filopodien und Lamellipodien (Heasman and Ridley, 2008). Eine Kontrol-
le der strukturellen Reorganisation von Aktinfilamenten durch die RhoGTPasen Rho,
Rac und Cdc42 ist ebenso wichtig fiir die Differenzierung von Dendriten (Threadgill et
al., 1997). Die Serin/Threonin-Kinase Pakl (p21 activated kinase 1) wird zum Beispiel
iiber Cdc42 aktiviert und reguliert in exzitatorischen Neurone die Dendritenverzweigung
sowie die Bildung von Spines (Hayashi et al., 2007). Aber auch in ausgereiften Neuro-
nen unterliegt das Aktinzytoskelett in einigen Bereichen wie den Synapsen einer hohen
Dynamik. Insbesondere die postsynaptischen dendritischen Spines zeichnen sich durch
einen hohen Aktinanteil aus. In diesen Strukturen kommt es durch eine Polymerista-
tion bzw. Depolymeristation von Aktinfilamenten zu Verdnderungen der Zytoarchitek-
tur, die der synaptischen Plastizitéit zugrunde liegen (Honkura et al., 2008; [Matus, 2005;
Dillon and Goda, 2005). Diese Aktin-vermittelte strukturelle Neu- bzw. Umbildung von
Spines stellt somit eine der zelluldren Grundlagen von Lernvorgéngen und der Gedécht-
nisbildung im adulten Gehirn dar (Lamprecht and LeDoux, 2004).

1.2.2 Im zentralen Nervensystem beruhen Lern- und Gedéichtnisprozesse
auf der Dynamik des Aktinzytoskeletts

Die klassische Konditionierung geht auf den russischen Physiologen Iwan Pawlow zuriick
und dient als Modell des assoziativen Lernens. Bei der Furchtkonditionierung lernt das
Tier einen zunéchst neutralen konditionierten Stimulus (CS) mit einem in engem zeitlichen
Bezug priisentierten aversiven unkonditionierten Stimulus (US) zu assoziieren. Als Folge
wiederholter aufeinanderfolgender Prasentationen beider Stimuli bildet sich ein Langzeit-
gedédchtnis aus, so dass in der Folge der CS auch bei alleiniger Présentation eine — nun
konditionierte — Furchtreaktion hervorruft. Das zum limbischen System gehérende Kern-
gebiet die Amygdala bildet eine wichtige neuronale Schliisselstruktur fiir die Furchtkon-
ditionierung, da sie sensorische und affektive Informationen aus verschiedenen kortika-
len und subkortikalen Arealen integriert (LeDoux, 2000). Insbesondere im basolateralen
Komplex der Amygdala (BLA) konvergieren die Informationen iiber den konditionier-
ten und den unkonditionierten Stimulus und es wird daher angenommen, dass dort ei-
ne Assoziation beider Stimuli auf neuronaler Ebene gebildet wird (Stoppel et al., 2006;
Maren and Quirk, 2004)).

Mithilfe der klassischen Furchtkonditionierung wurden in fritheren Studien unserer Ar-
beitsgruppe Kandidatengene isoliert, welche eine mogliche Rolle bei der Gedéchtnisbildung
spielen konnten. So konnten in der BLA von M&usen sechs Stunden nach dem Training
eine Expressionserhohung der S-Isoform des Zytosklettproteins Aktin beobacht werden,
wahrend die Isoform 7-Aktin eine schwach verringerte mRNA Expression zeigte (Stork
et al., 2001)). Beide Isoformen - und ~-Aktin bilden die in den Neuronen vorkommenden
Aktinfilamente, iiben dabei jedoch unterschiedliche Funktionen aus. Wahrend S-Aktin das
Auswachsen und die Beweglichkeit von neuronalen Fortsidtzen zum Beispiel Spines fordert,
werden diese Prozesse durch y-Aktin inhibiert (Gunning et al., 1997). Interessanterweise
konnten Stork et al. (2004)| ebenfalls eine erhohte Expression der Serin/Threonin-Kinase
Ndr2 sechs Stunden nach einer Furchtkonditionierung in der BLA von Mé&usen messen.
Die gleichzeitige erhohte Transkription von Ndr2 und S-Aktin wihrend dieser essentiellen
Phase der Konsolidierung des Furchtgedéchtnisses ldsst daher vermuten, dass die Kinase in
Signalwege involviert sein konnte, die eine Reorganisation des Aktinzytoskeletts wihrend
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dieser Phase regulieren.

Zahlreiche Befunde der letzten Jahre haben bereits die besondere Bedeutung des Akti-
nytoskeletts fiir die Gedéchtnisbildung und fiir die ihr zugrunde liegenden synaptischen
Plastizitdt im Gehirn belegt (Cingolani and Goda, 2008; Fukazawa et al., 2003; Kru-
cker et al., 2000 [Lin et al., 2005; |Chen et al., 2004)). Es wird vermutet, dass die ak-
tivitdtsabhingige Expression von Neurotransmitterrezeptoren in der Synapse sowie eine
strukturelle Neu- bzw. Umbildung von Synapsen oder dendritischen Spines iiber eine Dy-
namik des Aktinztoskeletts reguliert werden. Diese Vorgénge dienen dazu, kiirzlich er-
worbene Informationen in ein Langzeitgedéchtnis zu iiberfithren — ein Prozess, der als
Konsolidierung bezeichnet wird (McGaugh, 2000; [Zhou et al., 2001; [Honkura et al., 2008;
Rumpel et al., 2005). In der Tat konnten Lamprecht et al. (2006) zeigen, dass in Spines ei-
ne Reorganisation des Aktinzytoskeletts wiahrend der Phase der Informationsspeicherung
stimuliert wird. So konnten sie beobachten, dass 30 Minuten nach einer tonabhéngigen
Furchtkonditionierung Profilin, ein die Polymerisierung von Aktinfilamenten stimulieren-
des Protein, in den Spines der Neurone der lateralen Amygdala angereichert vorlag. Wird
hingegen die Aktinpolymerisierung in der lateralen Amygdala kurze Zeit vor bzw. nach
einer Furchtkonditionierung durch Cytochalasin D inhibiert, fiihrte dies zu einer Beein-
trichtigung der Bildung eines tonabhingigen Furchtgedéichtnisses (Mantzur et al., 2009)).
Die Bedeutung der Dynamik des Aktinzytoskeletts fiir die Gedachtnisbildung konnten
auch |Diana et al. (2007)| beobachten. Eine intrazerebroventrikulére Injektion des Proteins
CNF1 (cytotoxic necrotizing factor 1), eines Toxins aus dem Bakterium Escherichia coli,
fithrte zu einer Verstarkung der Furchtantwort nach einer kontextabhéngigen Furchtkondi-
tionierung sowie einer Verbesserung des réaumlichen Lernens von Mausen. CNF'1 aktiviert
die Rho-GTPasen RhoA und Racl, die ihrerseits die Polymerisation von Aktinfilamenten
induzieren.

All diese Studien zeigen, dass eine strukturelle Reorganisation des Aktinzytoskeletts es-
sentiell fiir die Gedéchtnisbildung ist, jedoch wurde bislang nur unzureichend untersucht,
in welchem zeitlichen Bereich wiahrend der Konsolidierungsphase die Dynamik der Aktin-
filamente in der Amygdala wichtig fiir die Bildung eines Furchtgedéchtnisses ist. Dariiber
hinaus wurde bisher nur die Bedeutung der Aktinfilamentdynamik fiir die Konsolidierung,
nicht aber fiir die Rekonsolidierung von Gedéchtnisinhalten untersucht. Bei der Rekon-
solidierung handelt es sich um eine Stabilisierung des Furchtgedéchtnisses, welche durch
den einmaligen unverstéarkten Abruf der Gedéchtnisinhalte ausgelost wird. Dabei wird das
zuvor konditionierte Gedédchtnis voriibergehend in einen labilen Zustand iiberfiihrt, was
je nach den zum Zeitpunkt des Abrufs herrschenden Bedingungen auch eine Destabilisie-
rung des Gedéchtnisses zur Folge haben kann. Die Amygdala ist fiir die Rekonsolidierung
konditionierter Furcht — ebenso wie fiir die Konsolidierung — von grundlegender Bedeu-
tung (Nader and Hardt, 2009 |Alberini, 2005; [Tronson and Taylor, 2007). Daher stellt
sich die Frage, ob die dynamische Reorganisation der Aktinfilamente dhnlich wie bei der
Konsolidierung auch bei der Rekonsolidierung eines Furchtgedéchtnisses eine Rolle spielt.
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1.3 Das Zelladhisionsmolekiil Integrin

1.3.1 Die Funktion der Integrine in neuronalen Zellen

Als heterodimere Transmembranrezeptoren vermitteln die Integrine sowohl die Adhésion
der Zellen an die extrazelluldre Matrix (ECM) als auch Zell-Zell-Adhésionen und Signal-
prozesse an der Zellmembran. Es sind 24 verschiedene Intergrine bekannt, die sich {iber
nichtkovalente Bindungen aus einer der 18 bekannten a-Untereinheiten sowie aus einem der
8 unterschiedlichen S-Untereinheiten zusammensetzen, wobei S1-Integrin in 12 Integrinen
die beta-Untereinheit bildet (Hynes, 2002)). Eine groBe Anzahl der Integrin-Untereinheiten
wird im Gehirn von Sdugetieren exprimiert (Pinkstaff et al., 1998} Pinkstaff et al., 1999;
Schmid and Anton, 2003). Mit ihrer extrazelluldren Doméne binden die Integrine an ihre
Liganden, darunter unter anderem die in der extrazelluldren Matrix vorkommenden Faser-
proteine Kollagen I bis IV, die 16slichen Glykoproteine Fibronectin, Laminin und Tenas-
cin, die Transmembranproteine der ADAM-Metalloproteasenfamilie aber auch an andere
Zelladhésionsmolekiile wie Cadherine oder Mitglieder der Immunglobulin- Superfamilie
wie ICAM-1, VCAM-1 und L1 (Humphries et al., 2006; Felding-Habermann et al., 1997}
Edwards et al., 2008). Durch ihre zytosolische Doméne sind die Integrine iiber Adap-
terproteine wie Talin, Vincullin und Paxillin eng mit dem Aktinzytoskelett verbunden.
Dariiber hinaus koppeln sie an Tyrosinkinasen wie FAK (focal adhesion kinase) und Src
und vermitteln so intrazelluldre Signale, iiber die eine Reorganisation der Aktinfilamente
wahrend zellmorphologischer Prozesse reguliert wird (Harburger and Calderwood, 2009).

In der Entwicklung des Nervensystems iiben die Integrine wichtige Funktionen in der
Zellmigration und in der Differenzierung von Gliazellen und Neuronen aus (Clegg et al.,
2003). So konnten Plantman et al. (2008) und |Andrews et al. (2009)| zeigen, dass die In-
tegrinrezeptoren wie zum Beispiel a3f81-Integrin oder a951-Integrin {iber die Bindung
der extrazelluldren Matrixmolekiile Laminin oder Tenascin das Auswachsen von Axo-
nen von dorsalen Wurzelganglionneuronen regulieren. Eine wichtige Funktion von Inte-
grinen in der Ausbildung von dendritischen Feldern konnte durch Marrs et al. (2006)
analysiert werden. Durch eine Inaktivierung von F1-Integrinen induzierten sie in der
sich entwickelnden Retina eine Retraktion auswachsender Dendriten von Ganglienzel-
len. Dariiber hinaus zeigten [Moresco et al. (2005), dass die Verzweigung von Dendri-
ten und Axonen kortikaler Primérneurone der Maus von einer Integrin-vermittelten Zell-
Matrix-Adhésion abhéngig ist. Auch sind Integrine wesentlich an der Bildung und Rei-
fung von Spines und Synapsen beteiligt (Nikonenko et al., 2003; Webb et al., 2007;
Shi and Ethell, 2006).

Im adulten Gehirn tragen die Integrine indessen zur synaptischen Plastizitét bei. Zu ihren
Funktionen in diesem Rahmen zihlen die Stabilisierung aktivitdtsinduzierter Signaltrans-
missionen sowie die Regulation der synaptischen Erregbarkeit (Chavis and Westbrook,
2001; |Chan et al., 2003; Huang et al., 2006} Cingolani et al., 2008)). Die Arbeitsgruppe
von Gary Lynch war die erste, die eine Rolle der Integrine in der synaptischen Plasti-
zitdt untersuchte. Sie belegten mit ihrer Studie aus dem Jahr 1991, dass die Stabilisie-
rung, nicht aber die Induktion einer Langzeitpotenzierung (LTP) im Hippokampus von
der Aktivitéit von Integrinrezeptoren abhiingig ist (Xiao et al., 1991)). LTP ist eine durch
zeitlich koordinierte Stimulation eines pré- und postsynaptischen Neurons hervorgerufene,
lang anhaltende Verstéirkung der synaptischen Ubertragung zwischen diesen beiden Zellen.
Aufgrund der Annahme, dass iiber eine Modifikation der synaptischen Signaliibertragung
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Lern- und Gedéchtnisinhalte im Gehirn gespeichert werden, dient die LTP als Modell-
system fiir die Untersuchung von Lernprozessen und der Gedéchtnisbildung (Bliss and
Collingridge, 1993)). Weitere Studien haben gezeigt, dass zum einen eine Aktivierung von
Glutamatrezeptoren des AMPA-Typs (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic
acid) eine Erhohung der Oberflichenexpression von abf1-Integrinen induziert (Lin et al.,
2005) und zum anderen 3-Integrine die Anzahl der AMPA-Rezeptoren in der Postsynapse
regulieren (Cingolani et al., 2008). Auerdem gelang es Bernard-Trifilo et al. (2005)| eine
Phosphorylierung der Src-Kinase durch die Bindung von Fibronectin bzw. RGD-Peptiden
an die fiir sie spezifischen Integrine nachzuweisen. Diese wiederum fiihrte zu einer Phos-
phorylierung der Rezeptoruntereinheiten NR2B und NR2A, woraus eine Erhohung der
Anzahl funktionaler NMDA-Rezeptoren (N-Methyl-D-Aspartat) in der synaptischen Mem-
bran resultierte. Auf Basis zahlreicher Studien wird mittlerweile allgemein angenommen,
dass die Plastizitdt der Synapsen der Ged#chtnisbildung im zentralen Nervensystem zu-
grunde liegt. In der Tat konnte fiir die Integrine eine essentielle funktionelle Beteiligung
an der Konsolidierung von Gedéchtnisinhalten gezeigt werden. In heterozygoten Méausen
mit einem Defizit in der Expression von a3-, ab- und a8-Integrin konnte zum einen eine
Verminderung in der hippokampalen LTP und zum anderen eine Beeintrichtigung der
hippokampusabhéngigen raumlichen Gedéchtnisbildung festgestellt werden. Hinweise fiir
einen Einfluss auf eine ton- oder kontextabhéngige, wobei letztere ebenfalls hippokampu-
sabhéingig ist, Furchtkonditionierung fanden sich dagegen nicht (Chan et al., 2003). Ein
konditionell induzierter Verlust der Expression von a3-, a8- bzw. S1-Intergrin in exzita-
torischen Neuronen des postnatalen Vorderhirns von M&ausen verursachte ebenfalls eine
Beeintrachtigung der NMDA-Rezeptor-abhéangigen LTP im Hippokampus. Doch im Ge-
gensatz zu a8-defizienten Méusen, die keine Beeintriachtigung in ihrer Gedéchtnisbildung
aufwiesen, zeigten a3- bzw. Sl-Intergrin-defiziente Méuse eine deutliche Schwichung in
der Ausprigung eines Arbeitsgedichtnisses, nicht aber eines rdumlichen Gedéchtnisses
(Chan et al., 2006; Chan et al., 2007; |Chan et al., 2010)). Diese Studien weisen darauf
hin, dass die aus unterschiedlichen a- und B-Untereinheiten zusammengesetzten Integrin-
dimere auch funktionell unterschiedlich an der Speicherung von Gedéchtnisinhalten im
Hippokampus beteiligt sind (McGeachie et al., 2011]).

1.3.2 Die Aktivitdt der Integrine wird iiber bidirektionale sowie iiber
Endozytose/Exozytose-Signalwege reguliert

Die Intergrinrezeptoren agieren iiber zwei verschiedene Wege der Signaltransmission. Ki-
nerseits {iber extrazelluldr gerichtete inside-out-Signalwege und andererseits iiber intra-
zellulédr gerichtete outside-in-Signalwege. Die Integrin-vermittelte Zelladhésion ist im Zu-
sammenspiel dieser beiden Signalwege zu verstehen, die jedoch bislang fast ausschliefllich
in Zellen des Immunsystems untersucht wurden. Erste Studien belegen nun (siche Abs.
, dass die Aktivitdt der Integrine auch im zentralen Nervensystem tiber inside-out-
und outside-in-Signalwege reguliert wird. Lin et al. (2005)| fanden beispielsweise heraus,
dass eine Stimulation von AMPA-Rezeptoren zu einer Erhohung der Expression von a5b-
und F1-Integrinen in der Plasmamembran fithrte. Weiterhin konnten Grabham und Gold-
berg (1997) eine durch den Nervenwachstumsfaktor NGF (engl. nerve growth factor) in-
duzierte Akkumulation von F1-Integrinen in den Spitzen der Filopodien von axonalen
Wachstumskegeln beobachten. Diese Studien sind Beispiele fiir Integrin-vermittelte inside-
out-Signalwege, wohingegen die von Bernard-Trifilo et al. (2005) beobachtete Erhéhung
funktionaler NMDA-Rezeptoren, als Folge einer Aktivierung von c-Src iiber eine Integrin-
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ligandenbindung, ein Beispiel fiir einen outside-in-Signalweg darstellt.

Als Antwort auf spezifische externe Signale werden in Immunzellen dariiber hinaus in-
trazelluldre Signalkaskaden aktiviert, welche die Bindung von Talin und Kindlin an die
zytosolische Doméne der 8-Untereinheit von Integrinen induzieren. Diese Interaktion wie-
derum 16st einen Konformationswechsel der Rezeptoren aus und erhoht iiber eine inside-
out-Aktivierung der Integrine deren Ligandenaffinitéit (Moser et al., 2009). Zusétzlich wird
eine Aktin-vermittelte Aggregation der Rezeptoren in der Plasmamembran stimuliert, so
dass dieser Integrin-vermittelte inside-out-Signalweg letztendlich die Zelladhésion steigert
(Abram and Lowell, 2009; Harburger and Calderwood, 2009). Eine Ligandenbindung an
die extrazelluldre Doméne der Integrine induziert hingegen einen outside-in-Signalweg der
Rezeptoren, in welchem durch eine Anlagerung von Adaptor- und Signalproteinen an die
zytoplasmatische Doméne der Integrine Signalkaskaden aktiviert werden, die insbesondere
die Organisation von Aktinfilamenten regulieren (Legate et al., 2009; Kim et al., 2003;
Giancotti and Tarone, 2003). Ferner konnte beobachtet werden, dass eine Bindung von
Kationen, wie Magnesium oder Manganionen an die a-Untereinheit zu einer Konformati-
onsénderung der Integrine fiihrt, die wiederum in einer erhthten Affinitét zu deren Ligan-
den resultiert und so einen die Aktivierung verstirkenden Mechanismus der Rezeptoren
darstellt (Gotwals et al., 1999). Integrine konnen somit bidirektional aktiviert werden,
wobei die Integrin-vermittelten inside-out- und outside-in-Signalwege oft eng miteinander
verkniipft sind und sich gegenseitig stimulieren (Shattil et al., 2010). Inwieweit die Funkti-
on von Integrinen in neuronalen Zellen ebenfalls {iber diese oder auch #hnliche Signalwege
reguliert wird ist hingegen weitgehend unerforscht.

Uber die Bindung an extrazelluldren Matrixliganden beeinflussen die Integrine das Wachs-
tum, die Differenzierung und die Migration von Zellen. Dabei liegen die Zelladhésions-
molekiile in auswachsenden Strukturen, wie zum Beispiel Wachstumskegel, in eingegrenz-
ten Bereichen, den sogenannten fokalen Adhésionskomplexen, akkumuliert vor und sind
iitber Adapterproteine wie Paxilin und Talin eng mit dem Atinzytoskelett verbunden. Auf-
grund der stindigen Vorwértsbewegung von Wachstumskegeln bzw. migrierenden Zellen
unterliegen die Integrine einer stindigen Umverteilung in der Plasmamembran, welche
durch die dynamische Reorganisation von Aktinfilamenten vermittelt wird (Renaudin et
al., 1999; Huveneers and Danen, 2009). So beobachteten (Grabham et al. (2000), dass
in axonalen Wachstumskegeln sensorischer Neurone [1-Integrin in die Spitzen von Fi-
lopodien transportiert wird. Diese Umverteilung der Rezeptoren in der Plasmamembran
von Wachstumskegeln wird iiber Endozytose/Exozytose-Signalwege reguliert, in denen die
Rab-GTPasen eine essentielle Rolle spielen (Eva et al., 2010)). Die Endozytose von Inte-
grinen findet dabei sowohl iiber Clathrin-abhéngige als auch iiber Clathrin-unabhéingige
Signalwege statt. Mithilfe von Adaptorproteinen wie Numb, AP2 und Dab2 wird Clathrin
zu den Integrinen rekrutiert, so dass nun folgend die Abschniirung der Clathrin-umhiillten
Plasmamembraneinstiilpungen mittels der GTPase Dynamin induziert wird (Caswell and
Norman, 2008]). Fiir den Bereich der Caveolae konnte gezeigt werden, dass durch eine in-
trazelluldre Interaktion mit PKCa die Internalisierung von S1-Integrin iiber Dynamin ver-
mittelt wird (Ng et al., 1999)). Reguliert {iber die Aktivitdt der GTPase Rabb sowie EEA1
(early endosome antigen 1) werden die internalisierten Vesikel zum frithen endosomalen
Kompartiment transportiert, mit dem sie verschmelzen (siehe Abb. . In den frithen
Endosomen erfolgt eine Sortierung der internalisierten Rezeptoren in einen lysosomalen
Abbau- oder einen endosomalen Recyclingweg. Der Grof3teil der Integrine wird tatséchlich
nicht degradiert, sondern iiber einen Rab4-abhingigen direkten Weg oder iiber ein peri-
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nukleares Recycling-Endosom verlaufenden Rab11- bzw. Arf6-abhéingigen indirekten Weg
wieder zur Plasmamembran transportiert. Dort erfolgt durch Exozytose die erneute In-
tegration der Integrine in die Membran (Pellinen and Ivaska, 2006; Caswell et al., 2009;
Zerial and McBride, 2001). Im Hinblick auf morphologische Wachstumsprozesse im zen-
tralen Nervensystem ermoglicht die Internalisierung und das Recycling der Integrine es
neuronalen Zellen somit, die Adhésion zur extrazelluliren Matrix zu l6sen um an einer
anderen Stelle wieder an diese zu binden und so das Auswachsen von Neuriten zu koordi-
nieren (Eva et al., 2010)).

Wachstumsrichtung
Zusammenlagerung
Plasmamembran
Dynamin
. Exozytose
Integrin /
Endozytose
Arfe
Rab4
/ Rab11
Recycling-Endosom
EEA1
Rab5
frihes Endosom \
Rab11
perinukleares Recycling-Endosom

Abbildung 1.5: Modell des Integrin-Endozytose/Exozytose-Signalweges

Integrine lagern sich in fokalen Adhésionskomplexen zusammen. Induziert beispielsweise durch
die Vorwértsbewegung eines dendritischen oder axonalen Wachstumskegels werden die Inte-
grine durch eine Clathrin-abhéngige bzw. Clathrin-unabhéingige Endozytose internalisiert. Die
Abschniirung der Vesikel wird dabei durch die GTPAse Dynamin vermittelt. Reguliert iiber
EEA1 und die GTPase Rab5 wandern die Vesikel zu einem frithen Endosom und verschmelzen
mit diesem. Die Integrine werden anschlieSend iiber zwei Wege zuriick zur Plasmamembran
transportiert und recycelt. Der lange indirekte Weg verlduft iiber ein perinukleares Recycling-
Endosom sowie einem Recycling-Endosom und wird iiber die Aktivitit der GTPasen Rabl1
bzw. Arf6 vermittelt. Uber einen direkten Weg, der abhingig von Rab4 ist, werden die Inte-
grine hingegen unmittelbar iiber ein Recycling-Endosom zur Membran transportiert wo nun
durch Exozytose die Zelladhédsionsmolekiile erneut in die Plasmamembran integriert werden.
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1.4 Zielstellungen

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Bedeutung von Ndr2 in der Differenzierung
und Funktion von Neuronen des murinen ZNS.

Hierzu sollte zum einen der Einfluss von Ndr2 auf das Auswachsen und die Verzwei-
gung von Dendriten untersucht und die hieran beteiligten zelluliren Prozesse identifi-
ziert werden. Aufbauend auf meinen Vorarbeiten an PC12-Zellen wurden diese Studien in
transfizierten Kulturen hippokampaler Primérneuronen durchgefiihrt. So untersuchte ich
mit pharmakologisch-zellbiologischen, immunzytochemischen und biochemischen Metho-
den, ob und wie Ndr2 wéhrend dieser neuronalen Differenzierungsprozesse mit Integrin-
Signalwegen interagiert.

Zur Ubertragung der so erhobenen zelluliren Befunde in das Nervensystem in vivo sollte
zum anderen ein konditionales Ndr2-transgenes Mausmodell generiert und charakterisiert
werden. Mithilfe histochemischer Farbungen und einer quantitativen Analysemethode in
Ndr2-transgenen Méausen untersuchte ich hier, ob eine zu einem spét postnatalen Zeitpunkt
induzierte Uberexpression von Ndr2 in Regionen des Vorderhirns ebenfalls einen Einfluss
auf das Auswachsen der Neuriten von exzitatorischen Neuronen in vivo hat.

Um dariiber hinaus weitergehende Untersuchungen Ndr2-abhéngiger Plastizitétsprozesse
vorzubereiten, sollte parallel mit den oben genannten Arbeiten die Bedeutung der dyna-
mischen Regulation von Aktinfilamenten fiir die Gedéchtnisbildung in ihrem zeitlichen
Verlauf grundsétzlich analysiert werden. Zu diesem Zweck bestimmte ich die Auswirkun-
gen einer, durch die intraamygdaldre Injektion des Aktinfilamte-stabilisierenden Toxins
Phalloidin, induzierten Blockade der Aktindynamik auf verschiedene Phasen der Konsoli-
dierung und Rekonsolidierung eines Furchtgedichtnisses.
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Materialien

2.1 Reagenzien, Losungen und Medien

Reagenzien, L6sungen und Medien Hersteller

Acrylamid 30 % Carl Roth, Karlsruhe, D
(Acrylamid Bisacrylamid 37,5:1)

Acrylamid 40 % Carl Roth, Karlsruhe, D
(Acrylamid-Bisacrylamid 29:1)

Ammoniumpersulfat Carl Roth, Karlsruhe, D
B-D-Arabinofuranosyl)cytosin (AraC) Sigma-Aldrich, Miinchen, D
B-27 (50 %) Invitrogen, Karlsruhe, D
Black-Gold 11 Histo-Chem Inc., Jefferson, USA
Borséure Carl Roth, Karlsruhe, D

Bovine Serum Albumin Fraktion V Carl Roth, Karlsruhe, D
Bromphenolblau Serva Electrophoresis, Heidelberg, D
Chlorwasserstoffsiure (37 %) Carl Roth, Karlsruhe, D
Chromalaun Carl Roth, Karlsruhe, D
Chromschwefelsiure Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Complete Proteinaseinhibitor Roche, Mannheim, D
Destilliertes Wasser (steril) Invitrogen, Karlsruhe, D
3,3’-Diaminobezidin Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Dithiothreithol (DTT) Serva Electrophoresis, Heidelberg, D
Dinatriumhydrogenphosphat Merck AG, Darmstadt, D
DMEM Medium Invitrogen, Karlsruhe, D

DNAse Roche, Mannheim, D
D-Saccharose Carl Roth, Karlsruhe, D
Echistatin Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Eisessig/ Essigsiure Carl Roth, Karlsruhe, D
Entellan Merck AG, Darmstadt, D
Ethanol (96 % und 100 %) Carl Roth, Karlsruhe

Weiter auf nachster Seite
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Reagenzien, L6sungen und Medien Hersteller
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich, Miinchen, D
fotales Kélberserum Gold PAA, Colbe, D

EDTA Carl Roth, Karlsruhe, D
EGTA Sigma-Aldrich, Miinchen, D

Gelatine Typ A (aus Schweinehaut)
Geneticin

D-Glukose

Glutaraldehyd (25 %)
Glycerol/ Glycerin

Glycin

Gummi Arabicum

HBSS (Mg?*- und Ca?"-frei)
HBSS (mit Mg?* und Ca?")
Heparin-Natriumsulfat (25000 IE)
HEPES

Hydrochinon

Immu-Mount

Isofluran

Isopropanol

Kaliumacetat

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kallocryl AK
Kalziumchlorid

Ketanest S

Kollagen IV

Kresylviollet

LB-Agar

LB-Broth

L-GlutaMAX-I

L-Glutamin
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Manganchlorid
B-Mercapthoethanol

MES

Methanol

2-Methylbutan
Methylenblau

Milchpulver (Blotting grade)
MOPS

Mowiol 4-88

Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Invitrogen, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Invitrogen, Karlsruhe, D

Invitrogen, Karlsruhe, D

Braun Melsungen AG, Melsungen, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D

Thermo Scientific, Pittsburg PA, USA
Baxter GmbH, Unterschlei$heim
Carl Roth, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D

Merck AG, Darmstadt, D

Speiko, Dr. Speier GmbH, Miinster, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D

Pfitzer Pharma GmbH, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Invitrogen, Karlsruhe, D

Invitrogen, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D

Serva Electrophoresis, Heidelberg, D
Carl Roth, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D

Weiter auf néchster Seite
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Reagenzien, L6sungen und Medien

Hersteller

TEMED

Natriumacetat

Natriumazid

Natriumchlorid

Natriumcitrat

Natriumdeoxycholat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat als Pelett (SDS)
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid (Pelletiert)
Natriumthiosulfat

Neurobasal Medium

NGF 2.5S

Nonidet-40

Obtustatin

Paraformaldehyd

pegGold Universal Agarose
Pentobarbital

PLL-Losung (0,1 %)

PDL-bromid
Penicillin/Streptomycin (100x)
Penicillin/Streptomycin/L-Glutamin
(100x)

Pferdeserum

Phalloidin-Rhodamin
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Ponceau S

Protein G Sepharose 4 Fast Flow
Retacillin compositum 0,6 Mio [.E.
Rompun

RPMI-1640

Silbernitrat

Triethanolamin
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
Triton-X (100 %)

Tris

Tris-HCL

Phalloidin-Rhodamin

TrueBlot anti-rabbit-Ig IP Beads
TrueBlot anti-rabbit-Ig Antikérper
Trypanblau

Tryptone

Serva Electrophoresis, Heidelberg, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D

Merck AG, Darmstadt, D

Serva Electrophoresis, Heidelberg, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D

Merck AG, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Invitrogen, Karlsruhe, D

Invitrogen, Karlsruhe, D

Serva Electrophoresis, Heidelberg, D
Pineda, Berlin, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

PeglLab, Erlangen, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Invitrogen, Karlsruhe, D

Invitrogen, Karlsruhe, D

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, D
Invitrogen, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

GE Healthcare, Miinchen, D
Jenapharm, Jena, D

Bayer Vital GmbH, Leverkusen, D
Invitrogen, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Merck AG, Darmstadt, D

Serva Electrophoresis, Heidelberg, D
Carl Roth, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
Invitrogen, Karlsruhe, D
eBioscience, San Diego, USA
eBioscience, San Diego, USA
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D

Weiter auf néchster Seite
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Reagenzien, L6sungen und Medien

Hersteller

Trypsin (2,5 %)

Tween 20
Wasserstoffperoxid (30 %)
Yeast-Extract
Zinkphosphat-Cement

Invitrogen, Karlsruhe, D

Serva Electrophoresis, Heidelberg, D
Carl Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Hoffman Dental Manufaktur GmbH,
Berlin, D

Zitronesdure Carl Roth, Karlsruhe, D
2.2 Kits
Kit Hersteller

DC Protein Assay

ECL Plus Western Blotting
Detection Reagent
EndoFree Plasmid Maxi Kit
Taq-DNA-Polymerase Kit
Vectastain Elite ABC Kit

BioRad, Miinchen, D
GE Healthcare, Miinchen, D

Qiagen, Hilden, D
Qiagen, Hilden, D
Vector Laboratories, Inc.,
Bulingame, CA USA

2.3 DNA-Standards

DNA-Standard

Herstller

Gene Ruler 100 bp Plus DNA Ladder
Gene Ruler 1kb DNA Ladder

Fermentas, St. Leon-Rot, D
Fermentas, St. Leon-Rot, D

2.4 Protein-Standards

Protein-Standard

Herstller

Paige Ruler Plus Prestained Protein Ladder
Precision Plus Protein Standards Dual Co-
lor

Fermentas, St. Leon-Rot, D
Bio-Rad, Hercules CA, USA
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2.5 Bakterienstamm

Bakterienstamm Herstller

FEscherichia coli DH5« Invitrogen, Karlsruhen, D
Genotyp: F¢/endA1 hsdrl7(rk-, mk+)

suPE44 thi-1 recAl gyrA, (Nalr) relAl

D(lacZYA-argF)U169 deoR

(p80lacZAM15)

2.6 Zelllinien

Zelllinie Hersteller
PC12 DSMZ GmbH, Braunschweig, D
293T DSMZ GmbH, Braunschweig, D

2.7 Mausstamme

Mausstamm Hersteller

C57 BL/6JBomTac M&B Taconic, Berlin, D

B6.Cg-Tg(Camk2a-cre) 159Cgn/Arte  Artemis, Koln, D

Ndr2toz/tg55 Labor Prof. Dr. Oliver Stork,
Generierung mit Hilfe der Firma Polygene,
Riimlang, CH

Ndr2loz/tg68 Labor Prof. Dr. Oliver Stork,
Generierung mit Hilfe der Firma Polygene,
Riimlang, CH

Ndr2loz/tg89 Labor Prof. Dr. Oliver Stork,
Generierung mit Hilfe der Firma Polygene,
Riimlang, CH
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2.8 Priméirantikorper

Tabelle 2.1

Antigen Wirt Firma WB ICC/IHC
Aktin (pan) Kanninchen Abcam 1:2000 —
Dynamin Maus BD Biosciences 1:1000 1:500
Gap-43 Kaninchen Chemicon — 1:500
GFP Ziege Abcam 1:1000  1:500/1:2000
[B1-Integrin Kaninchen Abcam — 1:200
(Phospho T788+T789) — —
B1-Integrin Hamster BioLegend — 1:500
Map2 a und b Maus Abcam — 1:1000
Ndr2 Kaninchen Pineda 1:1000 1:200
PSD95 Maus Synaptic Systems — 1:500
Rabb Maus Synaptic Systems 1:1000 1:200
Rabl1 Kaninchen Sigma-Aldrich 1:1000 —
Rabl1 Maus BD Biosciences 1:1000 1:100
Synaptophysin Meerschweinchen  Synaptic Systems — 1:500

2.9 Sekundirantikorper
Antigen Wirt Firma Konjugat WB ICC/IHC
Maus Schaf GE Healthcare HRP 1:10.000 —
Kaninchen Ziege Dako HRP 1:5000 —
Ziege Kanninchen Dako HRP 1:5000 —
Kaninchen-IgG keine Angaben eBioscience HRP 1:1000 —
Ziege Esel Invitrogen Alexa 488 — 1:1000
Maus Esel Invitrogen Alexa 488 — 1:1000
Kaninchen Esel Invitrogen Alexa 488 — 1:1000
Meerschweinchen Ziege Invitrogen Alexa 488 — 1:1000
Maus Esel Invitrogen Alexa 555 — 1:1000
Kaninchen Esel Invitrogen Alexa 555 — 1:1000
Meerschweinchen Ziege Invitrogen Alexa 546 — 1:1000
Hamster Ziege Invitrogen Alexa 555 — 1:1000
Maus Esel Invitrogen Alexa 647 — 1:1000
Kaninchen Esel Invitrogen Alexa 547 — 1:1000

24



Kapitel 2. — Materialien

2.10 Materialien

Material Hersteller

Deckgléschen (212 mm) VWR GmbH, Darmstadt, D
Deckgléschen (12 mm x 24 mm) Kindler, Freiburg, D
Deckgléschen (24 mm x 50 mm) Carl Roth, Karlsruhe, D
Eppendorf-Reagensgefif (0,5, 1,5 und 2 ml) Eppendorf, Hamburg, D
Filterpapier Carl Roth, Karlsruhe, D
Hamilton-Spritzen (2 plund 10 pl) Hamilton, Bonaduz, CH
Immubilon PVDF-Membran Millipore, Schwalbach, D
Kaniilen (21 G,22G,23G25G,26G) Terumo, Leuven, Belgien
Kulturschalen (235 mm, 100 mm) Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen, D
Kulturflaschen mit Siebdeckel (25und 75cm?)  Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, D

Microfuge Tube Beckmann Coulter GmbH,
Krefeld, D

Multiwell-Platten (24,12 und 6 Well) Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, D

Pasteurpipetten Carl Roth, Karlsruhe, D

Pipettenspitzen (gestopft und ungestopft) Brand GmbH, Wertheim, D

Priparierbesteck (Pinzetten, Scheren) Fine Science Tools GmbH,
Heidelberg, D

Ringpinzette Fine Science Tools GmbH,
Heidelberg, D

Schrauben (0-80X3/32) Plastics one, Roanoke, USA

Superfrost Objekttrager Carl Roth, Karlsruhe, D

Spritzen (2 ml) Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg, D

Sterilfilter (0,2 pm) Whatman GmbH, Dassel, D

Ultrazentrifugenréhrchen (5ml) Beckmann Coulter GmbH,
Krefeld, D

Zellschaber PAA, Colbe, D

Zentrifugationsrohrchen (15ml, 50 ml) Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen, D
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Software

Hersteller

Adobe Photoshop CX3 Extended 10.0.1
ANY-Maze Videotracking System V 4.50
AxioVision V 4.0

AxioVision V 4.63 SP1

EndNote X2

FileMaker Pro 9.0

Image J 1.42q

Image Reader LAS-1000 Pro V 2.61

LAS AF V 2.2.0 build 4758

LSM 510 V 3.2

Office 2000

Office 2008

PASW Statistics V 17.0.2

QWin V 3.5

TSE Fear Conditioning Software V 08.03

Adobe Systems Inc., San Jose CA, USA
Stoelting, Wood Dale 11, USA

Zeiss, Jena, D

Zeiss, Jena, D

Thomson ResearchSoft, Carlsbad, USA
FileMaker Inc., Unterschleiheim, D
National Institutes of Health,

Bethesda MD, USA

Fuji Photo Film Co., LTD, Tokio, JPN
Leica Microsystems, Wetzlar, D

Zeiss, Jena, D

Microsoft, Redmond WA, USA
Microsoft, Redmond WA, USA

SPSS Inc., Chicago IL,USA

Leica Microsystems, Wetzlar, D

TSE Systems, Bad Homburg, D
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Methoden

3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Primire hippokampale Neuronenkultur kokultiviert mit einem As-
trogliarasen

Die in vielen Studien verwendete hippokampale Primérkultur wird aus 18 Tage altem em-
bryonalem Gewebe der Maus oder der Ratte gewonnen. Zu diesem Entwicklungszeitpunkt
ist die Bildung pyramidaler Projektionsneurone, welche E 15 beginnt, im Wesentlichen ab-
geschlossen. Die Generierung von Koérnerzellen, welche im Gyrus Dentatus vorkommen,
sowie von Interneuronen hat erst moderat begonnen und findet zum groiten Teil postnatal
statt. Die Zahl der Gliazellen ist ebenfalls zu diesem Entwicklungszeitpunkt sehr gering
(Schlessinger et al., 1978]). Der Vorteil einer Neuronenkultur aus einem 18 Tage alten mu-
rinen Hippokampus besteht somit darin, dass man von einer fast rein aus exzitatorischen
Pyramidenzellen bestehenden Kultur ausgehen kann, in der die Zellen einen vergleichbaren
morphologischen und physiologischen Phénotypen aufweisen. Durch das fast vollstdndige
Fehlen von inhibitorischen Interneuronen bilden die Neurone lange axonale Projektionen,
stark verzweigte Dendriten sowie viele Spines und synaptische Verbindungen aus.

Die Gewinnung der fiir diese Arbeit verwendeten Primérkulturen erfolgte nach einem
modifizierten Protokoll von Banker und Goslin (1998). Hippokampale Neurone von 18
Tage alten M#Auseembryonen wurden in Anwesenheit eines ca. zwei Wochen alten, fast
ausschliefilich aus Astrogliazellen Typ 1 bestehenden, Gliarasen kultiviert, um ein langfris-
tiges Uberleben der Zellen zu sichern.Fiir diese Art der Zellkultivierung wurden zunschst
auf dem Boden einer im Durchmesser 30 mm groflen Kulturschale Gliazellen ausplattiert.
Diese wuchsen zu einem, sich iiber die ganze Fliche ausgebreiteten, Einzellrasen heran.
Hippokampale Neurone wurden zunéchst auf PDL beschichtete Deckglédschen ausplattiert
und nach dessen vollstindiger Anheftung auf den Gliarasen platziert. In dem von den
Gliazellen konditionierten Mediums konnten sich nun die Neurone ausdifferenzieren.

3.1.1.1 Gliakultur einschliellich der Herstellung konditioniertem Mediums

Fiir die Gewinnung von Astrogliazellen Typ1 wurden neugeborene C57 BL/6JBomTac
Méuse im Alter von PO bis P 3 unter einer Priaparierbank (Typ KH-115, Kojair, Vil-
ppula, FIN) dekaptiert, das Gehirn heraus prépariert und in 37°C warmes, Kalzium-
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und Magnesium-freies HBSS iiberfiihrt. Unter einem Stereomikroskop (Typ S6D, Leica-
Mikrosysteme, Wetzlar, D) wurden die zerebralen Hirnhilften einschlieflich dem Hippo-
kampus isoliert und die Hirnhdute (Meningen) mit einer Pinzette abgezogen. Um eine
Verunreinigung mit Endothelzellen und Fibroblasten zu vermeiden, war eine vollstdndige
Entfernung der Meningen, bestehend aus Dura mater, Achrinoidea mater sowie der Pia ma-
ter, bei diesem Schritt essentiell. Anschlieend wurden die Gewebestiicke mit einer Schere
zerkleinert und mithilfe einer Pasteurpipette in ein 15ml Zentrifugenrchrchen iiberfiihrt.
Unter einer Sterilbank (Typ BW-130 silver, Kojair, FIN) wurden diese, um letzte Hirnhau-
treste zu entfernen, dreimal mit warmem HBSS gewaschen. Fiir ein moglichst vollstédndiges
Dissozieren in Einzellzellen wurden die Gewebestiicke mit 0,25 % Trypsin in einem End-
volumen von 5ml in HBSS fiir 15 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch
dreimaliges Waschen mit HBSS abgestoppt. Nach einer Zugabe des Enzyms DNAse mit
einer Endkonzentration von 0,1% in 2ml HBSS, erfolgte nun unter Verwendung zwei-
er unterschiedlich groffer Kaniilen (G 21 und G 25) die mechanische Dissoziation des mit
Trypsin anverdauten Gewebes. Wahrend dieses Vorganges diente die Inkubation mit der
DNAse dazu, die aus nekrotischen Zellen austretende DNA abzubauen und somit ein er-
neutes Verklumpen der Zellen zu verhindern. Anschlieend wurde die Zellsuspension durch
ein Netz mit einer Porengroie von 125 um gefiltert und auf ein Volumen von 10 ml mit
Gliamedium (siehe Tab. aufgefiillt.

Tabelle 3.1: Zusammensetzung der verwendeten Medien

Neuronenmedium Gliamedium
Neurobasal Medium DMEM Medium

2% B-27 (v/v) 10% FBS (v/v)

100 U/ml Penicillin 100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin 100 pg/ml Streptomycin
0,5mM L-GlutaMAX-I 2 mM L-Glutamin

Mit einer Neubauer-Zahlkammer wurde nun die Zelldichte lebender Zellen bestimmt, wobei
durch Zugabe von Trypanblau (4 %) tote Zellen, welche durch das Eindringen des Farb-
stoffes in die Zelle angefiirbt wurden, ausgeschlossen werden konnten. Fiir die Gewinnung
von Gliakulturen wurden Zellen mit einer Dichte von 30.000 Zellen/cm? in einem Volu-
men von 2ml Gliamedium in eine Kulturschale (& 30 mm) ausplattiert. Fast ausschlieflich
Astrogliazellen Typ 1 sind in der Lage, sich in serumhaltigem Medium an den Boden der
Kulturschale anzuheften und dort auszuwachsen. Mit einen Mediumwechsel am darauffol-
genden Tag wurden alle Zellen entfernt, die sich nicht angeheftet hatten. Die Gliakulturen
wuchsen innerhalb von ca. 14 Tagen bei 5% CO2 Gehalt, 95% Luftfeuchtigkeit, einer
Temperatur von 37 °C und zweimaligen Mediumwechsel pro Woche zu einem Einzellrasen
heran, welcher die ganze Schale bedeckte. Fiir ihre Subkultivierung mit hippokampalen
Primérneuronen wurde das Medium einen Tag zuvor mit Neuronenmedium (siehe Tab.
ausgetauscht, so dass dieses von den Gliazellen unter anderem mit Wachstumsfakto-
ren etc. konditioniert werden konnte. Das Neuronenmedium ist speziell an die Bediirfnisse
von hippokampalen Nervenzellen angepasst und inhibiert das Gliawachstum.

Fiir eine Gewinnung konditioniertem Mediums fiir die Kalziumposphat-Transfektion von
Neuronen, wurde das aus drei bis vier Embryonen gewonnene Zellmaterial in eine 75 cm?
Kulturflasche mit 10 ml Gliamedium ausplattiert. Nach ca. 14 Tagen hatte sich ein lii-
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ckenloser Gliarasen auf den Flaschenboden ausgebildet. Nun wurde das Gliamedium mit
10 ml Neuronenmedium ausgetauscht und fiir 24 h von den Gliazellen konditioniert. Zur
Aufbewahrung wurde das Medium anschlieflend bei —20°C eingefroren. Die Gliakultur
wurde fiir 3-4 Konditionierungen genutzt, bevor diese verworfen wurde.

3.1.1.2 Hippokampale Primirneuronenkultur

Einen Tag vor der Neuronenpréiparation wurden die Deckglidschen mit PDL beschichtet.
Zur Sterilisation wurden diese zuvor fiir 16 h bei 180°C gebacken. In eine Kulturschale
(230mm) wurden jeweils vier Deckglédschen gelegt und iiber Nacht bei Raumtempera-
tur mit einem Milliliter 0,1 mg/ml PDL beschichtet, welches zuvor in 0,15 M Boratpuffer
pH 8.4 geltst und steril filtriert wurde. Am darauffolgenden Tag wurden die Deckgléschen
dreimal fiir eine halbe Stunde mit destilliertem Wasser gewaschen und anschlieflend in
2ml Gliamedium (siehe Tab. im Inkubator aufbewahrt. Nun wurde eine trichtige
C57BL/6JBomTac Maus am Embryonaltag 18 (E0 = Tag der Befruchtung) mit Isofluran
narkotisiert und durch zervikale Dislokation getdtet. Durch Offnen der Bauchhohle wur-
den beide Horner des Uterus herausoperiert, in eine Kulturschale (@100 mm) tiberfiihrt
und unter einer Préaparierbank die Embryonen aus der Gebdrmutter und der Fruchtblase
herauspréapariert. Es folgte nun unter einem Stereomikroskop die Dekapitierung und das
Isolieren der Gehirne in warmem HBSS, welches Kalzium- und Magnesium-frei war, um
die neuronale Aktivitdt zu reduzieren. Nach Entfernen der Hirnh&iute wurde der Hippo-
kampus nun mithilfe zweier Pinzetten herausprépariert. Dabei ermdglichte eine sagittale
Sicht auf die Hemisphére, den Hippokampus dorsal iiber die Fissura hippokampi gut von
dem Kortex abzugrenzen. Nach ventral konnte man ebenfalls dessen Begrenzung iiber die
sich entwickelnde Fimbria hippokampus erkennen Banker und Goslin (1998). Nachdem
alle Hippokampi gewonnen und diese unter einer Sterilbank (BW-130 silver, Kojair) mit
37°C warmem HBSS gewaschen wurden, konnten diese anschlieend mit 0,25 % Trypsin
in 2ml HBSS fiir 15min bei 37°C inkubiert werden. Die Enzymreaktion wurde durch
dreimaliges Waschen mit HBSS fiir jeweils fiinf Minuten gestoppt. Am Ende des letzten
Waschschrittes wurde, wie schon zuvor fiir die Gewinnung der Gliazellen beschrieben, das
Gewebe mit DNAse (0,1 %) inkubiert und mit zwei unterschiedlich grofien Kaniilen (G 21
und G 25) in einem Volumen von 2ml HBSS mechanisch dissoziiert, anschlieflend filtriert
(125 um PorengroBe), in 5ml Gliamedium aufgenommen und die Zellzahl lebender Zel-
len (Tote Zellen wurden ebenfalls mit einer 4 % Trypanblaulésung angeféirbt) mit einer
Neubauerzihlkammer bestimmt. Je nach experimenteller Verwendung wurden die Zellen
entweder mit einer Dichte von 60.000-80.000 Zellen/cm? (Hohe Dichte, fiir Transfektionen)
oder mit einer Dichte von 10.000-20.000 Zellen/cm? (Geringe Dichte, Immunzytochemie)
in 2ml Gliamedium auf PDL-beschichtete Deckgldschen ausplattiert. Da Neurone zur An-
heftung an das stark positiv geladene PDL serumhaltiges Medium bendétigen, wurden die
Zellen zunéchst in Gliamedium inkubiert. Nach ca. 3-4h hatten sich alle vitalen Zellen
angeheftet, so dass die Deckgléschen nun in die Kulturschalen, vorliegend mit einem Glia-
rasen sowie fiir 24 h konditioniertem Neuronenmedium (siehe Tab. [3.1)), iiberfiihrt werden
konnten. Nach zwei Tagen (DIV2) wurde die Kulturen mit einer hohen Neuronen Dichte
mit 3uM AraC behandelt, um das Wachstum der Gliazellen zu hemmen. AraC ist ein
Mitosehemmer, welcher sich in die DNA teilender Zellen einbaut und so diese abtotet.
Ein Viertel des Mediums wurde jeweils in Abstéinden von sieben Tagen mit frischem kon-
ditioniertem Medium ausgetauscht. Die Neuronenkulturen wurden an unterschiedlichen
Zeitpunkten ihrer Entwicklung (DIV7, 14 oder 21) fixiert.

29



Kapitel 3. — Methoden

Abbildung 3.1: Interferenzkontrastaufnahme einer hippokampalen Priméirkultur
(DIVT)

Zu sehen ist eine typische Primérkultur mit einer hohe Dichte an Neuronen (N), diese gut
an ihren abgerundeten Somata und den vielen von diesen abgehenden Neuriten zu erkennen
sind. Des Weiteren weist die Kultur einige Astrogliazellen (G) auf. Mit ihrer sehr abgeflachten
Struktur sind sie morphologisch gut von den Neuronen zu unterscheiden. Mafistab: 100 pm

3.1.1.3 Untersuchung der Dendritenverzweigung hippokampaler Primirneu-
rone mittels Sholl-Analyse

3.1.1.4 Transfektion hippokampaler Primirneurone

Die Methode der DNA /Kalziumphosphat-Koprézipitdtion ist eine sehr einfache, schnelle
und auch kostengiinstige Methode um Neurone in Kultur (in vitro) zu transfizieren. Sie
wurde von Graham und Van der Eb entwickelt und beruht auf der Eigenschaft,
das Kalziumphosphat bei einem bestimmten pH-Wert als feine Prézipitate ausfillt. Diese
sind unter einem Mikroskop schon bei einer geringen Vergroflerung als schwarze Korner zu
erkennen. Mischt man nun DNA mit einer Kalziumchloridlésung und gibt eine phosphat-
haltige Losung dazu, fallt die DNA, welche ebenfalls Phosphatgruppen enthélt, mit dem
Kalziumphosphat aus und wird als Prazipitat durch Endocytose in die Zelle aufgenommen.

Fiir diese Arbeit wurden hippokampale Primirneurone an DIV3 nach einem abgewandel-
ten Protokoll von Kohrmann et al. (1999) transfiziert. Hierfiir wurden die mit Neuronen
bedeckten Deckglischen (Dichte: 60.000-80.000 Zellen/cm?) in eine neue Kulturschale mit
2ml konditioniertem Neuronenmedium iiberfiihrt und fiir ca. eine halbe Stunde erneut in
den Inkubator (C200, Labotect Labor-Technik-Géttingen GmbH, Gottingen, D) gestellt.
Die Gesamtmenge an DNA, welche fiir die Transfektion eingesetzt wurde, richtete sich
nach der Anzahl, der zu transfizierenden Plasmide, d.h. 1 Plasmid = 3 ug pro Schale, 2
Plasmide = 5 ug pro Schale, 3 Plasmide = 6 ug pro Schale, wobei immer die gleiche Menge
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von jedem Plasmid eingesetzt wurde. Nach kurzem Abzentrifugieren der Plasmidlésung
(Tischzentrifuge 5430, Eppendorf, Hamburg, D) wurde die entsprechende Menge an DNA
in 60 pl Kalziumchlorid (250 mM) tiberfiihrt und durch auf- und abpipettieren gemischt.
Anschlieflend folgte die Zugabe von 60 ul 2x HBS Puffer (siehe Tab. zu dem Ansatz

und ein erneutes Mischen.

Tabelle 3.2: Zusammensetzung des verwendeten Puffers

2 x HBS-Puffer

280 mM Natriumchlorid
50mM HEPES
1,5 mM Dinatriumhydrogenphosphat

Der Ansatz wurde tropfenweise auf die Zellen gegeben, wobei dieser nicht linger als 2 min
bei Raumtemperatur inkubieren durfte. Nach ca. 15 min wurde zum ersten Mal, die Grofie
der sich bildenden Prazipitate tiberpriift. Erreichten diese eine bestimmte Grofle, was in der
Regel nach einer bis anderthalb Stunden der Fall war, wurde die Reaktion durch zweima-
liges Waschen mit 37 °C warmen HBSS (Mg?* und Ca?* frei) abgestoppt. Denn bildeten
sich zu grofie Kalziumphosphat-Prézipitate aus, wirkten diese toxisch auf die Neurone.
Anschliefend wurden die Deckglédschen mit den Neuronen wieder in die Gliakulturschale
iiberfithrt und zum Zeitpunkt DIV7 fixiert.

Tabelle 3.3: Fiir Transfektionen verwendete Plasmide

Plasmid Herkunft

pEGFP-C1 Clontech

pEGFP-C1 Ndr2 (mus musculus) Labor Prof. Dr. Oliver Stork
pDsRed1-N1 Clontech

pmCherry-C1 Labor Dr. Thomas Ulrich
pmCherry-C1 Ndr2 (mus musculus) FEigene Klonierung

pECFP-C1-SARA-FYVE (homo sapiens)  Labor Dr. Stefanie Kliche
pLL3.7-EGFP-shNdr2-215 (mus musculus) Labor Prof. Dr. Oliver Stork
pLL.3.7-EGFP-shLuc (firefly luciferase) Labor Prof. Dr. Oliver Stork

3.1.1.5 Inhibierung der iiber 1— bzw. 3-Integrine vermittelten Zelladhision
mit dem Disintegrin Echistatin

Das Polypeptid Echistatin wurde im Gift der Sandrassel-Otter (Echis carinatus) gefunden
und isoliert. Es gehort zu den Disintegrinen und bindet mit dessen Peptidsequenz RGD
(Arg Gly Asp) an die Integrinuntereinheiten 81 und 3. Echistatin verhindert durch diese
Blockierung der Ligandenbindungsstellen eine Integrin-vermittelte Zell-Matrix-Adhésion,
da mogliche Liganden wie Laminin, Fibronection und Kollagene nicht mehr an die Zell-
adhésionsmolekiile binden kénnen (Gould et al., 1990). Aus vorhergehenden Studien mit
PC12-Zellkuturen zeigte sich eine effiziente Blockierung der S-Integrinuntereinheiten mit
einer Endkonzentration von 200 nM Echistatin. Die Neuronenkulturen wurden somit 24 h
nach der Transfektion mit der oben genannten Konzentration von Echistatin inkubiert. An
DIV7 wurden die Kulturen fixiert um den Einfluss der Blockierung der Integrinliganden-
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bindung auf das Ndr2-vermittelte Dendritenwachstum mithilfe der Scholl-Analyse zu un-
tersuchen.

3.1.1.6 PFA-Fixierung hippokampaler Prim&rneurone

Hippokampale Primérneurone wurden zuerst kurz mit warmen PBS gewaschen und an-
schliefend mit einer 37°C warmen PFA-Fixierlosung (siehe Tab. 15min lang fi-
xiert. Zum Schutz der fragilen Neuriten enthielt die Lésung Saccharose. Nach der Fixie-
rung wurden die Zellen dreimal fiir 5 min mit PBS gewaschen. Anschliefend wurden die
Deckgléschen auf einen Objekttréager mit Immu-Mount fixiert und bis zur mikroskopischen
Auswertung lichtgeschiitzt bei 4°C gelagert.

Tabelle 3.4: Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Losungen

0,1M PBS pH 7,4 (autoklaviert) PFA-Fixierlosung

10 mM Dinatriumhydrogenphosphat 4% PFA (w/v)

1,8 mM Kaliumdihydrogenphosphat 4% D-Saccharose (w/v)
140 mM Natriumchlorid 0,1M PBS

7mM Kaliumchlorid

3.1.1.7 Sholl-Analyse des Neuritenwachstums transfizierter hippokampaler
Primé&rneurone

Fiir diese Arbeit wurde eine abgewandelte Form der erstmals von [Sholl (1953)| beschrie-
benen Methode zur Ermittlung des Wachstums und der Verzweigung von Dendriten ver-
wendet. Fiir die Analyse werden konzentrischen Kreise ausgehend vom Mittelpunkt des
Somas und einem definiertem Abstand zueinander um die Zelle gelegt. Die sich daraus
ergebene Schnittpunkte der Dendriten mit diesen Kreisen geben Aufschluss iiber deren
Verzweigung und Lénge.

Transfizierte Primirneurone wurden zum Zeitpunkt DIV7 fixiert und an Hand des Fluores-
zenzsignals von EGFP mithilfe des DMI 6000 Mikroskops (Leica-Mikrosysteme, Wetzlar,
D) und der QWin Software als ein Mosaik aus 3x 3 Bildern aufgenommen. Die neun Ein-
zelbilder wurden anschliefend automatisch zu einem Bild zusammengesetzt und eventuell
aufgetretene Fehliiberlappungen manuell korrigiert. Nun konnte mithilfe der Software das
Soma der Zelle markiert und automatisch der Mittelpunkt dessen bestimmt werden. Aus-
gehend von diesem, wurden nun von der QWin Software konzentrische Kreise im Abstand
von jeweils 10 ym jeweils um das Zellsoma gelegt und die Schnittpunkte, welche mit den
Dendriten der Zelle und jedem Kreis entstanden, von dieser ermittelt (sieche Abb. .
Ausgegeben in einer Excelmatrix konnten nun die Daten bearbeitetet und statistisch ana-
lysiert werden.

3.1.1.8 Statististische Analyse

Die einzelnen Versuche wurden in drei voneinander unabhéngigen Messwiederholungen
durchgefiihrt. Mithilfe der Software PASW Statistics erfolgte die statistische Auswertung
der gewonnenen Daten mittels einer Varianzanalyse fiir wiederholte Messungen (repeated
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Abbildung 3.2: Sholl-Analyse eines EGFP-transfizierten Neurons A EGFP-
transfiziertes Neuron, welches mit dem Leica DMI 6000 Epifluoreszenz Mikroskop und der
QWin Software aufgenommen wurde. B Fiir eine Sholl-Analyse der Dendritenverzweigung
wurden ausgehend von dem Mittelpunkt des Somas der EGFP-transfizierten Zelle konzen-
trische Kreise mit einem Abstand von 10 um gelegt, so dass mithilfe der QWin-Software die
Schnittpunkte der Neuriten mit den jeweiligen Kreisen ermitteln werden konnte. Mafistab: A
& B 100 pm

measures analysis of variance (RANOVA)). Dabei dienten die unterschiedlichen Transfek-
tionsansétze (Transfektion) und die Behandlung mit Echistatin (Behandlung) als Inner-
subjektfaktoren. Als Zwischensubjektfaktoren wurden die jeweiligen Abstédnde der Ringe
zum Zellsoma deffiniert. Wurden dabei signifikante Haupteffekte (p < 0,05) beobach-
tet, konnte anschliefend ein Post-Hoc-Test nach Fischer’s Protected Leased Significant
Difference (PLSD) durchgefiihrt. Die Darstellung der Daten fiir jeden Punkt erfolgt als
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (MW + SFM).

3.1.2 Zelllinien
3.1.2.1 293T-Zellen

Der Ursprung der humanen embryonalen Nierenzelllinie 293, welche auch oft mit der unge-
nauen Bezeichnung HEK-Zelllinie (engl. fiir human embryonal kidney) zitiert wird, liegt in
den 70er Jahren des 20. Jahrhunderts wo Graham und Kollegen (1977) aus einem humanen
Fetus Nierenzellen entnahmen und diese mit geschnittenen Fragmenten des humanen Ade-
novirus 5 transfizierten. Die embryonalen Zellen zeigten nach dem Einbau der Virus-DNA
eine hohe Proliferationsrate dhnlich derer von Krebszellen sowie eine hohe Transfektionsef-
fizienz. Die Zellen wurden fortan als Zelllinie weiterkultiviert und verbreitet. Eine genetisch
verinderte Variante der 293-Zellen, die 293T-Zellen, exprimieren zusétzlich zu dem Ade-
novirus 5 eine temperatursensitive Mutante des groflien T-Antigens des Simian Virus 40
(SV40), welches die Replikation von Plasmiden mit einem ,,SV40 origin of replication in
eukaryotischen Zellen ermoglicht.
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3.1.2.2 Kultivierung

Die 293T-Zellen wurden in DMEM-Medium, welches mit 10 % FBS, 100 U/ml Penicillin,
100 pg/ml Streptomycin und 2mM L-Glutamin angereichert wurde, bei 37°C, 5% COq
und einer Luftfeuchtigkeit von 95 % in 25 cm? Flaschen kultiviert. Dreimal pro Woche fand
ein Mediumwechsel statt. Bedeckten die Zellen den Boden der Kulturflasche vollstindig,
wurden diese durch ein leichtes Klopfen der Flasche mechanisch abgelést und ein Zehntel
der Zellsuspension in eine neue Flasche mit frischem Medium passagiert.

3.1.2.3 PC12-Zellen

Die Zelllinie PC12 wurde 1976 aus einem adrenalen Phiochromocytom einer Ratte aus dem
Stamm New England Deaconess Hospital gewonnen und etabliert (Greene and Tischler,
1976)). PC12-Zellen gleichen in ihrem Phénotyp dem von chromaffinen Zellen des Neben-
nierenmarks und bilden mit einem Durchmesser von bis zu 350 nm chromaffine Vesikel aus,
welche die synthetisierten Catecholamine Dopamin und Noradrenalin aber kein Adrenalin
(Warren and Chute, 1972; |DeLellis et al., 1973) beinhalten. Durch Stimulation mit dem
Nervenwachstumsfaktor NGF bilden die PC12-Zellen einen Phénotyp von symphatischen
Neuronen des vegetativen Nervensystems aus. Im genaueren bedeutet dies, dass die Zellen
nicht mehr proliferiern, sich ihre Zellkérper ausgehend von einer runden Form abflachen
und mit dem Auswachsen von Neuriten beginnen (Tischler and Greene, 1975).

Fiir diese Arbeit standen drei stabil-transfizierte PC12-Zelllinien zur Verfiigung, welche
von [Stork et al. (2004) zuvor beschrieben wurden. Eine der drei Linien exprimierte Ndr2
als Fusionsprotein mit EGFP (EGFP-Ndr2). Hierfiir wurden PC12-Zellen mit dem lineari-
sierten pEGFP-C1 Vektor, in dessen MCS die cDNA der murinen Ndr2 eingebaut vorlag,
transfiziert. Die Zelllinie EGFP-Ndr2 Mutante exprimierte eine mutierte Form von Ndr2
als Fusionsprotein mit EGFP. Mithilfe des QuickChange-Mutagenesis-System und speziell
synthetisierter Primer wurde im Gen der Kinase Ndr2 zwei Punktmutationen generiert,
wodurch diese Form von Ndr2 in den Positionen 282 und 442 ihrer Proteinprimérsequenz
anstelle der Aminoséure Serin beziehungsweise Threonin die Aminoséure Alanin kodierte.
Zellen der Linie EGFP, welche nur mit dem Vektor pEGFP-C1 transfiziert wurden und
somit nur das Markerprotein EGFP synthetisieren, dienten fiir die Versuche als Kontrolle.

3.1.2.4 Kultivierung

Die Kultivierung der drei PC12-Zelllinien EGFP-Ndr2, EGFP-Ndr2 Mutante und EGFP
geschah in Kulturschalen (@ 30mm) bei einer Temperatur von 37°C, einem COs-Gehalt
von 5% und einer Luftfeuchtigkeit von 95 %. Die Zellen wuchsen in RPMI-1640 Medium,
welches mit 10 % HS (v/v), 5% FBS (v/v), 2mM L-Glutamin sowie, zur Selektionierung
transgener Zellen, mit 100 ug/ml Geneticin (v/v) angereichert wurde. Die Zellen wurden
dreimal pro Woche auf ein drittel ihres Volumens reduziert und mit frischem Medium auf
2 ml aufgefiillt.
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3.1.3 Pharmakologische Untersuchungen zur Differenzierung von PC12-
Zellen

3.1.3.1 Beschichtung der Deckglédschen

Bei 180°C fiir 16 h steril gebackene Deckglédschen (12x24mm) wurden in die Mitte ei-
ner Kulturschalen (230mm) platziert und mit 300 ul PDL-Losung bzw. Kollagen IV-
Losung (siehe Tab. beschichtet. Wahrend aufgrund des Ethanols bei der Kollagen
IV-Beschichtung die Losung verdampfte und die trockenen Deckglédschen anschlielend bei
4°C gelagert werden konnten, wurden die PDL-beschichteten Deckglédschen, nach einer
Inkubation iiber Nacht bei Raumtemperatur, mit sterilem ddH2O dreimal fiir 30 min ge-
waschen, anschliefend luftgetrocknet und bei 4 °C gelagert.

Tabelle 3.5: Zusammensetzung der verwendeten Losungen

PDL-L6sung Kollagen IV-L6sung
(steril filtriert) (steril filtriert)
0,1 mg/ml PDL 0,1 mg/ml Kollagen IV

(gelost in 0,25 % Eisessig (v/v))
0,15 M Borséure pH 8,4 30 % Ethanol (v/v)

3.1.3.2 Aussiden von PC12-Zellen

Aus den Kulturen der drei PC12-Zelllinien EGFP-Ndr2, EGFP-Ndr2 Mutante und EGFP
wurde zunéchst, nachdem die Zellen resuspendiert wurden, 1ml entnommen und in ein
1,5ml Eppendorf-Reagensgefifl iiberfiihrt und bei 300x g fiir 5min in einer 3°C tem-
perierten Tischzentrifuge zentrifugiert (5415 R, Eppendorf, D). Anschlielend wurde der
Uberstand verworfen, das Zellpellet in 1 ml Differenzierungsmedium (siehe Tab. i resus-
pendiert und mithilfe einer Fuchs-Rosenthal Zahlkammer die Zellzahl bestimmt. Aus der
Zellsuspension der jeweiligen Linien EGFP-Ndr2, EGFP-Ndr2 Mutante und EGFP wur-
den nun das entsprechende Volumen, welches 10x 10* Zellen enthielt, entnommen und auf
ein Endvolumen von 300 ]l mit Differenzierungsmedium aufgefiillt. Die Zelllosung wurde
nun anschlieBend auf PDL- bzw. Kollagen IV-beschichtete Deckgléschen, welche in Kul-
turschalen lagen, ausplattiert und zur Adhésion fiir drei Stunden in den Inkubator (C200,
Labotect Labor-Technik-Gottingen GmbH) gestellt. AnschlieBend wurde das Medium auf
ein Volumen von 2ml aufgefiillt und die Differenzierung der Zellen durch eine Zugabe
von 50 ng/ml (v/v) NGF 2.5 S stimuliert. Die verwendete Konzentration des Wachstums-
faktors wurde aus Greene und Tischler (1976)) iibernommen. Die Kultivierung der Zellen
erfolgt fiir vier Tage, wobei nach zwei Tagen das Medium gewechselt wurde.

Tabelle 3.6: Zusammensetzung des verwendeten Mediums

Differenzierungsmedium

RPMI-1640

0,2% HS (v/v)

2 mM L-Glutamin
400 pg/ml Geneticin
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3.1.3.3 Behandlung von PC12-Zellen mit dem Disintegrin Obtustatin sowie
mit Magnesiumchlorid

Zellen der PC12-Zelllinien EGFP-Ndr2, EGFP-Ndr2 Mutante und EGFP wurden auf
PDL- bzw. Kollagen IV-beschichteten Deckgldschen ausgesidt und mit 50 ng/ml (v/v) NGF
2.5 S sowie zusétzlich entweder mit 140 uM Obtustatin oder mit 300 mM Magnesiumchlo-
rid vier Tage lang behandelt. Die eingesetzte Menge an Obtustatin wurde an Hand von
Vorversuchen mit der Kontrollzelllinie EGFP bestimmt. Die eingesetzte Menge an Magne-
siumchlorid ergab sich aus vorhergehenden Versuchen, wo der Einfluss extrazellulédrer Kal-
ziumionen auf die Ndr2-vermittelte neuronale Differenzierung von PC12-Zellen untersucht
wurde (siehe Kapitel Einleitung Abs. . Der Versuch erfolgte mit drei unabhéingigen
Wiederholungen, wobei eine Negativkontrolle fiir jede Linie parallel mitgefithrt wurde.

3.1.3.4 Fixierung von PC12-Zellen

Am Ende der viertégigen Inkubationszeit wurden die PC12-Zellen zuerst kurz mit warmen
PBS gewaschen und anschliefend mit einer 37°C warmen PFA-Fixierlosung fiir 15 min
(siehe Tab. inkubiert. Nach der Fixierung wurden die Zellen erneut dreimal fiir 5 min
mit PBS gewaschen. Anschlielend wurden die Deckgléischen auf einen Objekttrager mit
Immu-Mount fixiert und bis zur mikroskopischen Auswertung lichtgeschiitzt bei 4°C ge-
lagert.

Tabelle 3.7: Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Lésungen

0,1M PBS pH 7,4 (autoklaviert) PFA-Fixierlosung
10 mM Dinatriumhydrogenphosphat 4% PFA (w/v)
1,8 mM Kaliumdihydrogenphosphat 0,1M PBS

140 mM Natriumchlorid
7mM Kaliumchlorid

3.1.3.5 Morphologische Auswertung

Fiir die Analyse des Einflusses unterschiedlicher Behandlungen auf die Differenzierung
von PC12-Zellen, wurden mit dem inversen Mikroskop Axiovert 200M (Zeiss, Jena, D)
und der dazugehorenden Software AxioVision jeweils fiinf zuféllig ausgewdhlte Bereiche
pro Deckglidschen mit einer zehnfachen VergréfSerung im Phasenkontrast I aufgenommen.
Die Auswertung der Bilder erfolgte ebenfalls mit der oben genannten Software. Pro Bild
wurde zunéchst die Gesamtzahl aller Zellen bestimmt und, um die Differenzierung der
unterschiedlichen PC12-Zelllinien spezifischer untersuchen zu kénnen, die Zahl der Zel-
len, welche einen oder mehrere Neuriten mit einer Lénge iiber 100 um ausbildeten, sowie
die Zahl stark adhérierender Zellen ermittelt (siche Abb. [3.3)). Als stark adhérent wur-
den Zellen eingestuft, wenn diese einen weit ausgebreiteten und abgeflachten ZellkGérper
aufwiesen. Die ermittelten Zahlen der drei Auswertungsgruppen wurden anschlieflend fiir
alle fiinf Bilder gemittelt. Mithilfe der Software Excel (Microsoft Office 2000), wurden die
Mittelwerte der Zellen mit Neuriten iiber 100 pm und stark adh&rierender Zellen prozen-
tual zum Mittelwert der Gesamtzahl aller Zellen gesetzt und in Diagrammen graphisch
dargestellt.
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Abbildung 3.3: Morphologische Differenzierung von PC12-Zellen auf unterschied-
lichen Substraten

A PC12-Zellen der Linie EGFP-Ndr2 wurden auf PDL-beschichteten Deckglidschen ausplat-
tiert und vier Tage lang mit NGF stimuliert. Zu sehen sind viele Zellen, welche sehr lange
Neuriten ausgebildet haben. Einige dieser Neuriten sind iiber 100 ym lang (mit Pfeilen mar-
kiert). B PC12-Zellen der Linie EGFP-Ndr2 wurden auf Kollagen IV kultiviert und ebenfalls
fiir vier Tage mit NGF inkubiert. Neben der Ausbildung sehr langer Neuriten (Pfeile), zeigen
die Zellen auf diesem Substrat ebenfalls eine starke Zellabflachung (mit Sternen markierte
Beispielzellen). Mafistab: A & B 100 um

3.1.3.6 Statistische Analyse

Die gewonnenen Daten, erhoben aus den einzelnen Versuchen (siche Abs. [3.1.3.3), wurden
mit einer multivariaten Varianzanalyse (ANOVA) statistisch ausgewertet. Ergab der Test
der jeweiligen Zwischensubjekteffekte einen Unterschied zwischen den einzelnen Zwischen-
subjektfaktoren (Zelllinie, Beschichtung und Behandlung) einen Unterschied von p < 0,05,
wurde anschlieBend ein Post-Hoc-Test nach Fischer’s Protected Leased Significant Dif-
ference (PLSD) durchgefiihrt. Alle statistischen Analysen wurden mittels der Software
PASW Statistics durchgefiihrt. Die Darstellung der Daten erfolgte als Mittelwerte 4+ Stan-
dardfehler des Mittelwerts (MW + SFM).

3.2 Verhaltensbiologische Methoden

3.2.1 Mausstiamme

Die Mauslinie C57BL/6 ist der am meisten in der Forschung und fiir die Generierung
von genetisch veréinderten Mausmutanten verwendete Inzuchtstamm und wurde von C.C.
Little (1921), dem Griinder der Jackson Laboratories (Bar Harbor, Maine, USA), aus
einer weiblichen Maus mit der Bezeichnung 57 geziichtet. Fiir diese Arbeit wurden nur
C57BL/6-Méuse bzw. transgene Miuse, welche aus diesem Stamm generiert wurden, ver-
wendet. Dabei handelt es sich bei allen verwendeten Mauslinien um Inzuchtstdmme, das
heifit Briider und Schwestern aus einer Generation wurden iiber mindestens 20 Genera-
tionen immer wieder miteinander verpaart. Auf diese Weise erhilt man Tiere, welche,
ausgenommen von spontan auftretenden Mutationen, einen identischen Genotypen auf-
weisen und somit in experimentellen Versuchen untereinander vergleichbar sind.

37



Kapitel 3. — Methoden

3.2.1.1 Haltung

Fiir die Zucht der einzelnen Mausstdmme wurden Dauerverpaarungen mit jeweils einem
Ménnchen und zwei Weibchen in einem Kéfig zusammengesetzt. Die Haltung der Zucht-
paare erfolgte in einem individuell ventilierten Kéfigsystem, welches mit einer Beliiftungs-
einheit (IVC-System der Firma Techniplast, Hohenpeiflenberg, D) verbunden war. Dabei
erfolgte die Zufuhr der HEPA-Filter gereinigten Luft iiber einen Deckel, welcher fest mit
dem aus Polycarbonat bestehenden Kifig (Typ 2 lang) verschlossen wurde. Die Tiere
wurden einmal pro Woche unter einer Sterilbank (BS 48, Techniplast) in saubere Kifige
umgesetzt, um sie so vor moglichen Kreuzkontaminationen zu schiitzen und um Aller-
gien auslésenden Staub zu reduzieren. Nach vier Wochen wurden die Nachkommen der
Zuchtpaare abgesetzt. Tiere, welche fiir experimentelle Versuche vorgesehen waren, wur-
den in eine konventionelle Haltung iiberfiihrt, d.h. die Tiere wurden in Gruppen von 2-6
Tieren in offene Makrolonkifige (Ebeco, Castrop-Rauxel, D) gehalten. Sowohl in der ICV-
Haltung als auch in der konventionellen Haltung wurden die Kéfige und die mit Trinkwas-
ser befiillten Flaschen vor dem Gebrauch autoklaviert. Alle Kiéfige wurden anschliefflend
mit Holzgranulateinstreu (Lignocel BK 8/15, J. Rettenmaier und Séhne, Rosenberg, D)
und pelletiertem Mausealleinfutter (Ssniff R/M-HV-1534, Ssniff Spezialdidten, Soest, D)
sowie Trinkwasser ad libitum ausgestattet. Beide Maustierhaltungsweisen erfolgten in spe-
ziellen, klimatisierten Rdumen in denen ein, iiber die Beleuchtung gesteuerter, umgekehrter
12 h-Tag-12 h-Nacht-Rhythmus (19.00 Uhr automatisches Einschalten der Beleuchtung)
herrschte. Die Tierversuche und die Haltung der Tiere erfolgte mit der Genehmigung des
Regierungsprisidium Halle (AZ 42502-2-862 Uni MD und 203.h-42502-2-862).

3.2.2 Bilaterale Implantation von Fiihrungskaniilen in die baslolaterale
Amygdala

Fiir die Untersuchung der Bedeutung der Aktindynamik fiir die Konsolidierung sowie Re-
konsolidierung des Furchtgedéchtnisses wurden adulte acht bis zwo6lf Wochen alte ménnliche
C57BL/6JBomTac-Méuse bilateral eine Injektionskaniile in die basolaterale Amygdala
transplantiert. Vor der Operation wurden die Tiere gewogen, mit Isofluran narkotisiert und
mit Pentobarbital (50 mg/kg Kérpergewicht i.p.) anésthesiert. Die Wirkung der Anésthesie
wurde iiber den Augenblinkreflex sowie iiber die pheriphere Schmerzempfindung tiberpriift.
Zeigte das Tier keine Reflexantwort mehr, wurde dessen Kopf iiber den Oberkiefer sowie
den Gehorgéngen in einen stereotaktischen Rahmen (WPI, Berlin, D) fixiert. Anschlielend
wurde das Fell am Kopf der Maus mit einer Schere kurzgeschnitten und mit einem mi-
nimalen sagittalen Hautschnitt der Schéidel freigelegt. Durch leichtes Abtupfen mit einer
0,2 % Wasserstoffperoxidlosung wurde die Blutung an der Schnittstelle gestoppt und die
Schideloberfliche gereinigt. An Hand von Bregma, dem Kreuzpunkt der Pfeilnaht und
der Kranznaht, sowie von Lambda, dem Kreuzpunkt der Pfeilnaht und der Lambdanaht,
wurde der Kopf des Tieres waagerecht in einer Ebene ausgerichtet. Die Koordinaten fiir
die Injektion in die basolaterale Amygdala wurden aus dem Hirnatlas von Franklin und
Paxinos (2008]) entnommen. Ausgehend von Bregma wurde am stereotaktischem Rah-
men der Punkt 1,8 mm posterior und 1,7 mm lateral (anteriore-posteriore Achse: -1,8 mm,
lateral: +1,7mm) auf jeder Schidelhilfte eingestellt und als Eintrittsstelle fiir die Injek-
tionskaniile markiert. Mit einem Bohrer (Omni Drill 35, WPI) wurde nun an diesen Mar-
kierungen, ohne die Hirnh&ute zu verletzten, ein im Durchmesser 1 mm grofles Loch in den
Schédelknochen gebohrt. Kurz hinter Lambda wurde ein weiteres Loch in den Schédel ge-
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bohrt. Dieses diente spéter fiir ein Befestigen des Zementsockels mit einer Schraube. Die
10 mm langen Fiithrungskaniilen wurden aus handelsiiblichen sterilen Kaniilen der Gréfie G
22 (@ 0,7mm) von der Firma Terumo hergestellt und autoklaviert. Mit einem Winkel von
10° zur Mittellinie hin, wurde nun eine Kaniile durch ein Loch langsam bis zu einer Tiefe
von 4,5 mm (dorso-ventrale Achse: 4,5 mm) direkt in die BLA eingefiihrt (siche Abb. [3.4).
Nachdem beide Fithrungskaniilen in das Gehirn der Maus platziert wurden, konnten diese
mit Zinkphosphatzement fixiert werden. Da der Zement schnell ports wird, musste dieser
mit Kallocryl (Kunstoffkaltpolymerisat) eingeschlossen und zusétzlich mit einer Schraube
befestigt. Zur Prophylaxe einer eventuellen bakteriellen Entziindung wurde der Maus zum
Schluss das Penicillinpraparat Retacillin intramuskulér injiziert.

Abbildung 3.4: Schematische Darstellung der Position der bilateral implantierten
Kaniilen in der BLA

Fiir eine pharmakologische Behandlung mit einer Phalloidinlésung bzw. Vehikellsung (siehe
folgenden Abs.) wurden adulten ménnlichen Méusen eine Fiithrungskaniile in die basolaterale
Amygdala (BLA) beider Hemisphéren implantiert.

3.2.3 Auditorische Furchtkonditionierung und intraamygdalidre Injek-
tion

Um den zeitlichen Einfluss der Aktindynamik auf die Gedéchtnisbildung zu untersuchen,
wurden M&ause nach einem verédnderten Versuchsparadigma trainiert, welches auf dem von
Iwan Pawlow entwickelten Modell der klassischen Konditionierung beruht (Pawlow, 1903).
Dabei lernt die Maus einen anfianglichen neutralen Stimulus, den sogenannten konditio-
nierten Stimulus (CS™ z.B. ein Ton), mit einem unkonditionierten aversiven Stimulus (US
z.B. ein elektrischer FuBschock), durch eine zeitlich enge Verkniipfung beider Reize, zu
assoziieren. Durch ein erneutes Prisentieren des CS™ wird nun in dem Tier eine Furcht-
reaktion ausgelost z. B. Erstarren, dessen Ausprigung Riickschliisse auf die Stirke des
ausgebildeten Furchtgedédchtnisses ziehen ldsst. Die Versuchskammer sowie das Metallgit-
ter wurden vor jedem neuen Versuchstier mit 70 % Ethanol gereinigt um die Exkremente
sowie den Geruch des vorhergehenden Tieres zu entfernen. Fiinf Tage nach der Operation
begann das Verhaltensexperiment (Abb. .
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Auditorische Furchtkonditionierung

Tag 5+6: Adaptation (4x) L ' ! I
0 1 2 3 4 5 6 min
Tag 7: Training ' ' j—i—i L ' I
0 1 2 3 4 5 6 min
4— ------------- ’ 4- .......................... »
Tag 14: 1. Abruf des L L I L IJ—-I—I—' _
Furchtgedachtnisses © 1 2 3 4 5 6 min
S »
Tag 21: 2. Abruf des ' L ! - U—I—I—' _
Furchtgedachtnisses © 1 2 3 4 5 6 min
Stimuli: Verhaltensanalyse:
: CS-(2,5kHz, 85dB fiir 10 s) - > : Kontext
I : CS+ (10 kHz, 85 dB fiir 9 s) : CS-
e ——— > - CS+

I : US (Elektrischer Fu3schock, 0,4 mA fiir 1 s)

Abbildung 3.5: Schematische Darstellung des auditorischen Furchtkonditionie-
rungsparadigmas

Am fiinften und sechsten Tag nach dem stereotaktischen Einbringen der Fiihrungskaniilen
erfolgte die Adaptation an die Trainingskammer und den CS™. Dafiir wurden die Versuchs-
tiere zweimal pro Tag in die Versuchskammer gesetzt und ihnen der CS~ (2,5kHz, griine
Balken) vorgespielt. Am siebten Tag wurden die Tiere trainiert, dabei wurde den Tieren drei-
mal hintereinander der CS™ (10 kHz, blaue Balken) prisentiert, der mit dem US (elektrischen
FuBlschock von 0,4 mA, rote Balken) koterminierte. Sieben Tage nach dem Training fand der 1.
Abruf des Furchtgedichtnisses statt. Hierfiir wurden die Tiere wieder in die Versuchskammer
gesetzt, wo zunéchst die Reaktion der Mause auf den Schockkontext (schwarzer Doppelpfeil )
aufgezeichnet wurde. Danach erfolgte die Beobachtung der Reaktion der Versuchstiere zuerst
auf eine viermalige Prisentation des CS™ (griiner Doppelpfeil), gefolgt von einer viermaligen
Prisentation des CS™ (blauer Doppelpfeil). Nach erneuten sieben Tagen fand der 2. Abruf
des Furchtgedéchtnisses statt. Hierfiir wurde ebenfalls die Reaktion der Versuchstiere auf die
Prisentationen des CS™ und des CS™ aufgezeichnet.

Hierfiir wurden die Tiere in einem Furchtkonditionierungssystem der Firma Technical &
Scientific Equipment (TSE, Bad Homburg, D) adaptiert, trainiert und anschliefend das
Furchtgedédchtnis der Mause in dem gleichen Kontext abgerufen. Die Apparatur bestand
aus einer Plexiglaskammer (32cm x 16cm x 20cm; Lénge x Breite x Hohe). Als Bo-
den wurde ein Stahlgitter verwendet. Dieses war mit einer Steuereinheit verbunden und
ermoglichte die Applikation eines Stroms definierter Intensitéit und Dauer. Die Kammer
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war von zwei variabel verstellbaren Rahmen mit eingebauten Lichtschranken umgeben,
mit welchem die lokomotorische Aktivitdt der Tiere aufzeichnet werden konnte. Beides
befand sich auf einem ausziehbaren Untergestell. Das Ganze wurde von einem undurch-
sichtigen schallisolierten Kunststoffgehiuse umgeben, welches durch eine Klappe geoffnet
werden konnte. Im Inneren des Gehéuse war ein Ventilator, welcher die Tiere mit fri-
scher Luft versorgte (Hintergrundgeréusch 70 dB), sowie eine Lichtquelle (10 Lux) und ein
Lautsprecher angebracht.

Zu Beginn der auditorischen Furchtkonditionierung konnten sich die Versuchstiere in vier
Adaptationsphasen, welche an zwei Tagen (Tag 5 und 6 siehe Abb. stattfanden, an die
Trainingsumgebung habituieren. Dabei erkundeten die Mause zunéchst zwei Minuten lang
den Kontext (Kammer, sensorische Reize) bevor diesen mit einem Abstand von 20s drei
aufeinander folgende Toéne (CS™) fiir jeweils 10s (2,5 kHz, 85 dB) vorgespielt wurden. Die-
ser unterschied sich in der Tonhthe deutlich von dem spéteren verwendeten konditionierten
Ton (CS™). Die Tiere verbleiben noch weitere zweieinhalb Minuten in der Kammer bevor
sie wieder in ihren Kifig zuriickgesetzt wurden. Am sechsten Tag fand die Furchtkondi-
tionierung (Training) der M&use statt. Nach erneuten explorieren des Trainingskontextes
fiir 2min, wurde den Méiusen dreimal hintereinander der konditionierte Stimulus (CS™) in
Form eines Tones (10 kHz, 85dB) prisentiert, welcher jeweils mit einem gleich darauffol-
genden elektrischen Fufischock (US, 0,4mA, 1s) gepaart wurde. Anschliefend wurden die
Tiere wieder fiir zweieinhalb Minuten in der Versuchskammer belassen bevor sie in ihre
Kafige zuriickgesetzt wurden.

In bestimmten zeitlichen Absténden (0,5h, 6h oder 24 h) nach dem Training (siehe Abb.
3.6) wurde nun einigen Méausen entweder 0,3 ul einer Phalloidin- bzw. Vehikellosung (siehe
Tab. bilateral in die basolaterale Amygdala (BLA) iiber eine implantierte Fiithrungs-
kaniile injiziert. Hierfiir wurden die Tiere wieder mit Isofluran narkotisiert. Die Injektion
erfolgte mit einer 2 ul Hamilton-Spritze, welche iiber einen Schlauch mit einer 10 mm lan-
gen Injektionskaniile (G 23) verbunden war. Das Volumen der Injektionslosung wurde iiber
eine Infusionspumpe (Syringe Infusion Pump SP200iZ, WPI) mit einer Geschwindigkeit
von 0,1 pl/min langsam appliziert.

Konsolidierung ” l
[ L1

d1 d5 d6 d7 d14
Operation Adaptation Training Abruf des

Furchtgedachtnisses

Rekonsolidierung u l
L L L [ 1 L
1 I LI | 1 1
d1 d5 d6 d7 d14 d21
Operation Adaptation Training Abruf des 2. Abruf des

Furchtgedachtnisses Furchtgedachtnisses

Abbildung 3.6: Experimenteller Zeitverlauf

Fiir eine pharmakologische Behandlung mit dem Aktindynamikinhibitor Phalloidin, wurden
Méuse entweder 0,5h, 6h oder 24h nach dem Training bzw. 0,5h,6h oder 24h nach dem
1. Abruf des Furchtgedéichtnisses (jeweils mit Pfeilen markiert) eine Phalloidinlésung bzw.
Vehikellgsung bilateral in die basolaterale Amygdala (BLA) injiziert.
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Fiir ein Ausgleichen des Injektionsdruckes wurde die Kaniile erst ca. 15min nach der
Injektion entfernt. Kine Woche nach der Furchtkonditionierung wurde die Auspriagung
des Langzeitfurchtgeddchtnisses im Gedéchtnistest untersucht (Abruf 1). Hierfiir wurden
die Tiere wieder in die Trainingskammer gesetzt und fiir 2min die Verhaltensreaktion
auf den Schockkontext gemessen (Kontext). Darauffolgend wurden den Tieren viermal
hintereinander der CS™ und im Anschluss viermal der CS™ fiir jeweils 10s mit einer
Unterbrechung von 20 s zwischen den Stimuli présentiert.

Einer weiteren Gruppe von Mé&usen, die zuvor keine Injektion nach dem Training erhal-
ten hatten, wurde nun entweder 0,5h, 6h oder 24h (siehe Abb. nach dem ersten
Abruf des Furchtgedidchtnisses 0,3 ul die Phalloidin- bzw. Vehikellosung (siehe Tab.
bilateral in die BLA injiziert. Die Applikation der Losung erfolgte entsprechend des oben
beschriebenen Ablaufs. Eine Woche nach der Injektion wurden die Méause erneut in den
Trainingskontext gesetzt und die Furchtreaktion wihrend der Prisentation des Schock-
kontextes, des CS™ und des CS™ aufgezeichnet.

Tabelle 3.8: Zusammensetzung des verwendeten Injektionslosungen

Phalloidinlésung Vehikell6sung
1U/pl Phalloidin-Rhodamin 10 % DMSO (v/v)
10 % DMSO (v/v) 0,9 % Natriumchlorid (w/v)

0,9 % Natriumchlorid (w/v)

Mithilfe des Computerprogramms Fear Conditioning Software der Firma TSE wurde als
Ma$ fiir die Auspréigung des Furchtgedéchtnisses (gemessen wihrend des ersten und zwei-
ten Abrufens) das Furchtverhalten “Erstarren“ analysiert. Das Erstarren ist definiert
als ein Fehlen jeglicher Bewegung mit Ausnahme der Korperbewegung durch Atmung
und Herzschlag des Tieres (Blanchard and Blanchard, 1969)). Dabei wertete das System
durch die Information der Lichtschranken eine Immobilitéit des Tieres ldnger als eine Se-
kunde als Erstarren. Fiir die statistische Analyse mit dem Programm PASW Statistics
wurde die Dauer des Erstarrens als Prozentwert der Gesamtdauer der jeweiligen Stimu-
luspriisentation (Kontext, CS™ und CS™, siehe Abb. berechnet.

3.2.4 Erhohter-Plus-Labyrinth-Test

Der Erhohte-Plus-Labyrinth-Test (engl. elevated-plus-maze-test) basiert auf der von Mont-
gromery 1955 beschriebenen Methode zur Analyse eines induzierten Angstverhaltens im
Verhiltnis zu dem explorativen Verhalten eines Tieres, diese ausgeltst werden durch die
Exposition eines neues Reizes. Dabei zeigte er, dass positioniert auf einem Y-Labyrinth
(engl. Y-Maze), welches dem Labyrinth des Erhohter-Plus-Labyrinth-Tests sehr dhnelt, die
Tiere immer bevorzugten sich in einem geschlossenen Arm aufzuhalten. Kam es nun zu
einer Exposition eines neue Reizes, in diesem Fall ein offener Arm, l6ste dies in dem Tier
einen Konflikt aus, welcher durch dessen Angst sowie dessen Explorationsdrang getrieben
wurde (Pellow et al., 1985)).

Fiir den Test wurde ein 40cm hohes Plastikkreuz mit vier Armen, welche 60 cm lang
und 6 cm breit waren, verwendet. Zwei sich orthogonal gegeniiber liegende Arme hatten
zusétzlich eine 30 cm hohe Plastikwand (geschlossene Arme). Das Kreuz wurde auf einem
60 cm hohen Tisch platziert. Getestet wurden Méause, welche sieben Tage zuvor 6 h nach
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dem Furchtkonditionierungstraining entweder eine Injektion einer Phalloidin- bzw. Vehi-
kellosung in die BLA erhalten hatten (siehe Abb. . Unter geringen Lichtverhéltnissen
(10 Lux) wurde eine Maus in die Mitte des hohen Plastikkreuzes platziert und die Bewe-
gungen des Tieres wiahrend der gesamten Dauer des Testes iiber eine mit dem Computer
verbundenen Videokamera aufgenommen. Mittels der ANY-Maze Software wurde auto-
matisch das Verhaten der Maus ermittelt, wie die Aufenthaltsdauer in den offen bzw.
geschlossenen Armen sowie die Anzahl der jeweiligen Begehungen in die offenen und ge-
schlossenen Arme. Das prozentuale Verhéltnis der Begehungen in die offenen Arme zu der
Gesamtzahl der Begehungen des Tieres sowohl in die offenen als auch in die geschlosse-
nen Arme, diente als Indikator fiir die Stérke des angstdhnlichen Verhaltens des Tieres,
wihrend die Zahl der Begehungen aller vier Arme Aufschluss iiber die Aktivitdt des Tieres
gab.

3.2.5 Statistische Analyse

Die erhobenen Daten fiir das Erstarrungsverhalten, getestet wiahrend des ersten bzw. zwei-
ten Abrufs des Furchtgedéchtnisses, wurden mit einer multivariaten Varianzanalyse (ANO-
VA) fiir die Zwischensubjektfaktoren Behandlung (Phalloidin oder Vehikel), Injektionszeit-
punkt (0,5h, 6h oder 24h) und Gedéchtnisphase (Konsolidierung und Rekonsolidierung)
statistisch ausgewertet. Zeigte der Test der jeweiligen Zwischensubjekteffekte einen signifi-
kanter Unterschied mit p < 0,05, so wurde im Anschluss ein Post-Hoc-Test nach Fischer’s
Protected Leased Significant Difference (PLSD) durchgefiihrt.

Die statische Auswertung des Erhohten-Plus-Labyrinth-Tests erfolgte ebenfalls mittels ei-
nes T-Tests nach Fischer’s PLSD wobei die Gesamtzahl der Begehungen aller Arme sowie
das prozentuale Verhéltnis der Begehungen der offenen Arme zu der Anzahl der Begehun-
gen aller Arme zwischen beiden Behandlungsgruppen (Phalloidin und Vehikel) miteinan-
der verglichen wurden. Alle statistischen Analysen wurden mittels der Software PASW
Statistics durchgefiihrt. Die Darstellung der Verhaltensdaten erfolgt als Mittelwerte =4
Standardfehler des Mittelwerts (MW + SFM).

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Transformation und Aufreinigung von Plasmid-DNA
3.3.1.1 Herstellung chemisch kompetenter Bakterienzellen

Fiir die Transformation und Anreicherung von Plasmid-DNA wurde der K12 Bakteri-
enstamm E.coli DH5a verwendet. Bakterien dieses Stammes sind in ihren Restriktions-
systemen defizient (mcrA, merB, mmr), wodurch die Transformationseffizienz deutlich
gesteigert wird. Des Weiteren sind diese Bakterien in ihrer Rekombinationseigenschaft de-
fekt (recA), was die Stabilitdt eingeschleuster Plasmid-DNA erheblich erhoht. Auf Grund
der vorhandenen Zellwand der gramnegativen E. coli Bakterien miissen diese kompetent
fiir die Aufnahme von Fremd-DNA gemacht werden. Dies wurde erreicht, in dem man
durch die Behandlung der Zellen mit einer hochkonzentrierten Lésung an zweiwertigen
Metallkationen die Zellwand der Bakterien destabilisierte. Eine effiziente Aufnahme an
Fremd-DNA in die Bakterien wird wihrend der Transformation durch einen kurzen Hit-
zeschock gesteigert.
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Fiir die Herstellung kompetenter Bakterien musste zunéchst eine Startkultur in 2,5ml
LB-Broth Fliissigmedium (siehe Tab. angeimpft werden, welche iiber Nacht bei 37°C
und 225 rpm in einem Schiittelinkubator (Innova 4200, New Brunswick Scientific, Edison
NJ, USA) heranwuchs. Am folgenden Tag wurde die Bakterienkultur 1:50 in 500 ml TYM-
Medium (siehe Tab. verdiinnt und bis zum Erreichen einer optischen Dichte von 0,2
bis 0,8 wie vorab beschreiben inkubiert. Die Dichte der Zellen wurde hierfiir mit einem
Photometer (Nanophotometer, Implen, Miinchen, D) bei einer Wellenlénge von 600 nm
gemessen. Nun folgte ein Abkiihlen der Zellen fiir 30 min auf Eis und eine anschlieffende
Zentrifugation mit 4.500x g bei 4 °C fiir 20 min (Tischzentrifuge 5804 R, Eppendorf, D).

Tabelle 3.9: Zusammensetzung der verwendeten Medien (alle wurden autoklaviert und auf
einen pH Wert von 7,0- 7,2

TYM-Medium LB-Broth Fliissigmedium LB-Broth Agar

2% Tryptone (w/v) 10g/1 Tryptone (w/v) 10g/1 Tryptone (w/v)

0,5 % Hefeextrakt (w/v) 5g/l Hefeextrakt (w/v) 5g/1 Hefeextrakt (w/v)
0,1 M Natriumchlorid 5 g/1 Natriumchlorid (w/v) 5 g/1 Natriumchlorid (w/v)
10 mM Magnesiumsulfat 5g/l Agar (w/v)

In den folgenden Schritten wurde nur auf Eis und mit eisgekiihlten Puffern und Plastikma-
terial gearbeitet. Nach der Zentrifugation wurde das Bakterienpellet vorsichtig in 100 ml
TFB1-Puffer (siehe Tab. resuspendiert, fiir 5 min inkubiert und erneut mit 4.500x g
bei 4 °C fiir 8 min zentrifugiert. Das Pellet wurde nun in 10 ml autoklavieten TFB2-Puffer
(siehe Tab. resuspendiert, in 200 ul Volumen aliquotiert und bei —80 °C eingefroren.

Tabelle 3.10: Zusammensetzung der verwendeten Puffer

TFB1-Puffer (pH 5,8 mit TFB2-Puffer (pH 6,8 mit
1M Eisessig, steril filtriert) 1 M Kaliumchlorid, steril filtriert)

30mM Kaliumacetat 10 mM MOPS pH6,8
10 mM Kalziumchlorid 75 mM Kalziumchlorid
50 mM Manganchlorid 10 mM Kaliumchlorid
100 mM Kaliumchlorid 15 % Glycerol (v/v)

15% Glycerol (v/v)

Zur Bestimmung der Transformationseffizienz der chemisch erzeugten kompetenten Zel-
len, wurden jeweils 100 ul Bakterienlosung mit 2ng bzw. 10ng eines Kontrollplasmids
transformiert (siche Abs. [3.3.1.2). Nach 24h wurden die Kolonien, welche auf einer LB-
Broth Agarplatte gewachsen waren (siehe Tab. , 15ml LB-Agar in einer @ 100 mm
Kulturschale) ausgezihlt und die Transformationseffizienz (angegeben in cfu/ug) mit der
folgenden Formel bestimmt:

Transformationsvolumen [ul] - DNA-Konzentration [1g] (3.1)

Koloni :
olonien [cfu] Ausplattierungsvolumen [ul]
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3.3.1.2 Transformation von Plasmid-DNA in E. coli Bakterien

Fiir eine Transformation wurden bis zu 10ng Plasmid-DNA mit 50 mM Kalziumchlorid
auf ein Volumen von 100 ul aufgefiillt und fiir 5 min auf Eis inkubiert. Anschlieend wurde
die DNA-L6sung mit 100 ul chemisch kompetenter DH5« Bakterien, welche langsam auf
Eis aufgetaut wurden, versetzt und fiir weitere 10 min auf Eis inkubiert. Nun folgte ein
45s langer Hitzeschock der Bakterien bei 42°C (Thermomixer comfort, Eppendorf, D)
sowie ein erneutes Inkubieren auf Eis fiir 2min. Die Bakterienlésung wurde danach mit
800 ul SOC Medium (siehe Tab. aufgefiillt und bei 37°C im Thermomixer fiir 1h
mit 350 rpm geschiittelt. Wéahrend dieses Inkubationsschrittes bildeten die Bakterien die
im Plasmid kodierte Antibiotikaresistenz aus, welche im folgenden Schritt der Selektion
diente. Zum Schluss wurden 200 ul der Bakterienlosung auf eine LB-Broth Agarplatte
(siehe Tab. ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Dabei enthielt der
Agar das entsprechende Antibiotikum (Kanamycin 30 ug/ml, Ampicillin 100 pg/ml) gegen
dieses transformierte Bakterien eine Resistenz aufwiesen.

Tabelle 3.11: Zusammensetzung des verwendeten Mediums

SOC Medium (autoklaviert)

20 g/1 Trypton

5g/1 Yeast Extrakt

0,58 g/1 Natriumchlorid

0,19 g/1 Kaliumchlorid

10 mM Magnesiumchlorid

10 mM Magnesiumsulfat pH 7

3.3.1.3 Herstellung von E. coli Glycerinkulturen

Mit einer autoklavierten Pipettenspitze wurde eine Kolonie der transformierten Bakterien,
welche auf einer LB-Broth Agarplatte herangewachsenen waren, gepickt und 2ml LB-
Broth Fliissigmedium (siehe Tab. , welches ebenfalls ein geeignetes Antibiotikum zur
Selektion enthielt (Kanamycin 30 ug/ml, Ampicillin 100 ug/ml), beimpft. Die Bakterien
vermehrten sich iiber Nacht bei 37°C und 225rpm in einem Schiittelinkubator (Innova
4200, New Brunswick Scientific, D). Am niichsten Tag wurden 800 ul dieser Kultur mit
800 ul einer 87 % Glycerinlosung (v/v) gemischt und bei —80 °C eingefroren.

3.3.1.4 DNA-Priparation iiber Anionenaustauschersiulen

Fiir Transfektionen in der Zellkultur wurden grofle Mengen an endotoxinfreier Plasmid-
DNA-Lo6sung benétigt. Um eine mogliche Kontamination von Endotoxinen vorzubeugen,
wurden die Bakterien nur in gebackener Glasware (180 °C fiir 16 h) kultiviert. Fiir die Auf-
arbeitung der Zellen wurde mit dem EndoFree Plasmid Maxi Kit von Qiagen gearbeitet,
welcher endotoxinfreie Puffer und Losungen beinhaltete.

Eine 5ml Startkultur (LB-Broth Fliissigmedium (siehe Tab. mit entsprechendem An-
tibiotikum (Kanamycin 30 ug/ml, Ampicillin 100 pg/ml) wurde mit einer Kolonie einer
auf einer Agar-Platte angewachsenen Bakterienkultur beimpft. Alternativ wurde mithil-
fe einer ausgegliithten Impfose etwas Bakterienmaterial einer Glycerinkultur abgenommen
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und in 5ml LB-Broth Fliissigmedium, welches ein geeignetes Antibiotikum zur Selek-
tion enthielt, resuspendiert. Die Inkubation der Kultur erfolgte schiittelnd bei 37°C.
Nach ca. 8 h wurde von der Bakterienkultur eine 1:1000 Verdiinnung in 100 ml LB-Broth
Fliissigmedium, versetzt mit einem entsprechenden Antibiotikum, angesetzt, die iiber
Nacht im Schiittelinkubator heranwuchs. Am néichsten Tag wurde die Kultur mit 6.000x g
fiir 15 min bei 4 °C zentrifugiert (5804 R). Das Pellet wurde anschliefend in 10 ml P1-Puffer
(siehe Tab. resuspendiert und durch Zugabe des gleichen Volumens an alkalischem
P2-Puffer wurden die Zellen durch das enthaltende SDS lysiert. Der stark alkalische pH
fithrte zudem zur Denaturierung genomischer DNA und Plasmid-DNA. Durch eine eine
Umpufferung zu einem neutralen pH Wert durch eine Zugabe von 10 ml P3-Puffer wurde
nur die Plasmid-DNA wieder renaturiert und blieb somit 16slich wiahrend die an Proteinen
und Zellwandbruchstiicken hiangende chromosomale DNA im folgenden Schritt herausfil-
triert wurde. Zudem sorgte die hohe Salzkonzentration ebenfalls fiir ein Ausfillen des SDS,
welches die Bindung der Plasmid-DNA an die Anionenaustauscherséiule Losung verhindert
hétte. Nachdem die Plasmid-DNA unter den Salzbedingungen der mit QBT-Puffer zuvor
dquilibrierte Sdule gebunden hatte, wurde diese mit 30 ml QC-Puffer zweimal gespiilt, um
vorhandenen Proteine und unverdaute RNA heraus zu waschen. Die Elution der Plasmid-
DNA erfolgte im Anschluss in Gegenwart hoher Salzkonzentration durch die Applikation
von 15 ml QF-Puffer. Durch Zugabe von Isopropanol, mit einem auf das Ausgangsvolumen
bezogenen 70 %en Volumenanteil, konnte die DNA prézipitiert und in einem anschliefen-
den Zentrifugationsschritt (5804 R) mit 20.000x g fiir 30 min bei 4°C pelletiert. Zum
Schluss wurde das Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen, erneut fiir 10 min mit 15.000 x g bei
4°C zentrifugiert und nach dem Trocknen an der Luft in 0,5 ml TE Puffer aufgenommen.

Tabelle 3.12: Zusammensetzung des verwendeten Puffer

P1-Puffer P2-Puffer P3-Puffer

50mM Tris-HCL pH 8,0 200 mM NaOH 3 M Kaliumacetat pH 5,5
10mM EDTA 1% SDS (w/v)

100 ug/ml Ribonuklease A

QBT-Puffer QC-Puffer QF-Puffer

750 mM Nachlorid 1M Natriumchlorid 1,25 M Natriumchlorid
15 % Isopropanol (v/v) 50 mM Mops pH 7,0 50 mM Tris-HCL pH 8,5
0,15 % Triton X (v/v) 15 % Isopropanol (v/v) 15 % Isopropanol (v/v)
50mM Mops pH 7,0

TE-Puffer

1mM EDTA

10 mM Tris-HCL pH 8.0

3.3.2 Bestimmung der DNA-Konzentration mittels Photometrie

Die Konzentration der DNA wurde anschlieflend spektrometrisch mit dem NanoPhotome-
ter (Implen, Miinchen, D) bestimmt. Die optische Dichte doppelstréngiger DNA wurde
bei 260 nm ermittelt und mithilfe der Formel:

¢ [pg/ml] = ODggo - VF - MF (3.2)
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die Konzentration ermittelt. Die Variablen V' F' bzw. M F' kennzeichnen den Verdiinnungs-
faktor bzw. den Multiplikationsfaktor, welcher fiir fiir doppelstrangige DNA 50 betrigt.
Dieser ergibt sich aus der Beobachtung, dass doppelstrangige DNA bei einer Weglénge
des Lichtes von 10 mm bei einer ODggp von 1 ungefihr eine Konzentration von 50 ug/ml
aufweist. Fiir RNA ergibt sich eine Konzentration von 40 ug/ml, 33 ug/ml bei einzel-
striangiger DNA und etwa 20 pg/ml bei Oligonukleotiden. Eine gleichzeitige Bestimmung
der optischen Dichte von Proteinen bei 280 nm und die Berechnung des Verhéltnisses von
OD260/ODa3g zeigte die Reinheit der DNA-Losung an. Als optimal gilt ein Wert von
> 1,8 fiir DNA Losungen. Die Extinktion bei einer Wellenléinge von 230 nm gibt Auskunft
iiber weitere Verunreinigungen z.B. mit Polysacchariden und Salze. Der Wert aus dem
Verhiltnis ODggo/ODasp sollte daher iiber 2,0 liegen.

3.3.3 Isolierung genomischer DNA aus Mausschwanzspitzen

Fiir die Bestimmung des Genotypes transgener Mause wurde mithilfe des Viagen Direct-
PCR-Tail Reagenz die genomische DNA aus einer ca. 0,5 cm langen Mausschwanzspitze
isoliert. Die gewonnene DNA-L6sung wies nicht die Reinheit auf, wie man sie nach einer
Ethanol- oder Phenol/Chloroform-Fillung erhilt, beeintréchtigte aber nicht die darauffol-
gende PCR (siehe Abs. und somit war der mit dieser Methode verbunden geringe
Zeitaufwand entscheidend. Die praparierten Mausspitzen wurden in 200 ul Lyse-Reagenz
mit frisch zugebender ProteinaseK (0,3 mg/ml) iiber Nacht rotierend (Hybrid 2000, H.
Sauer Laborbedarf, Reutlingen, D) bei 55°C lysiert. Die Reaktion wurde am darauf-
folgenden Tag bei 85°C fiir 45min in einem Wasserbad (A103, Lauda Dr. R. Wobser,
Lauda-Kénigshofen, D) inaktiviert und die Proben bei —20°C gelagert.

3.3.4 Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Das Prinzip der PCR beruht auf der selektiven Amplifikation einer spezifischen DNA
Sequenz und wurde von Kary B. Mullis etabliert (Mullis et al., 1986). Die Entwicklung
dieser Methode war der Ausgangspunkt fiir vieler bis dato nicht mogliche analytischen
Untersuchungen und Manipulationen z.B. der Erforschung von Variationen im Genom
des Menschen, der Entdeckung viraler Pathogene sowie ein weiterfithrendes hocheffizien-
tes Klonieren von DNA-Sequenzen. Im ersten Schritt der PCR wird die DNA, welche zu
Beginn als komplexe, hochmolekulare Struktur vorliegt, durch einen initialen Denaturie-
rungsschritt fiir 5min bei 95°C in ihre Einzelstréange aufgetrennt. Mittels der sich wieder-
holenden Zyklen von drei unterschiedlichen Temperaturstufen wird die DNA zuerst bei
94 °C fiir 15s min denaturiert. Dann folgt die Annlagerung (Annealing) der sequenzspezi-
fischen Primer-Oligonukleotide (Primer) an die komplementiren DNA-Stringe (Matrize).
Die Annealing-Temperatur wird an die Schmelztemperatur der Primer angepasst um eine
spezifische Bindung zu garantieren. Im weiteren Schritt wird die Temperatur nun auf 72°C
erhoht, was dem Aktivitdtsoptimum der verwendeten, thermostabilen Taqg DNA Polymera-
se entspricht. Die erstmals 1988 von [Saiki et al. (1988) beschriebene Verwendung dieser aus
dem Bakterium Thermus aquaticus stammenden Polymerase revolutionierte die Metho-
de. Die bis dato verwendete DNA Polymerase I aus FE. coli musste fiir jeden neuen Zyklus
erneut dazugegeben werden, da sie durch den sich an die DNA-Synthesephase anschlielen-
den Temperaturanstieg auf 94 °C ebenfalls denaturiert wurde. Die Taq DNA Polymerase
ermoglicht eine schnelle Verliangerung (Extension) der Primer und somit die Synthese des
zur Matrize komplementéren DNA-Stranges (Elongation). Die fiir die Elongation benétigte
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Zeit ist dabei abhingig von der Linge des zu amplifizierenden DNA-Abschnittes. Auf die
Elongation folgt wieder die Denaturierung. Durch aufeinanderfolgende Zyklen (in der Re-
gel 30 bis 35) von einem Denaturierungs-, Annealings- und Elongationsschritt wird eine
exponentielle Vermehrung des gewiinschten DNA-Fragmentes erreicht, da jeder neu gebil-
dete Strang als Matrize fiir die Synthese eines weiteren Stranges genutzt werden kann.

Fiir eine Genotypisierung transgener Méuse wurde fiir die PCR mit den Puffern und Rea-
genzien aus dem Taq-DNA-Polymerase Kit der Firma Qiagen (Hilden, D) gearbeitet. Dabei
wurde 1 ul des DNA-Lysats aus einer Mausschwanzspitze (siehe Abs. mit 0,05 U/l
Tag-DNA-Polymerase, 800 uM dNTPs, 1x CoralLoad PCR-Puffer, 1 x Q-Solution, 10 pM
Primer (jeweils) mit ddH20 auf ein Volumen von 10 ul aufgefiillt. Die Synthese der Primer
erfolgte durch die Firma Invitrogen (Karlsruhe, D) und wurden lyophilisiert sowie HPLC
aufgereinigt und entsalzen geliefert. Der CorallLoad PCR-Puffer enthielt neben 1,5mM
Magnesiumchlorid unter anderem die Salze Kaliumchlorid und Diammoniumsulfat, welche
eine grofere Toleranz in der Annealing-Temperatur der Primer sowie der Magnesiumchlo-
ridkonzentration zulésst. Dariiber hinaus ermdoglichte die Zusammensetzung des Puffers
im Anschluss an die PCR ein direktes Laden der Proben auf ein Agarosegel ohne den
Zusatz eines Probenpuffers. Bei einigen PCR-Ansétzen wurde die Konzentration an Ma-
gnesiumchlorid durch Zugabe von zusétzlichem Magnesiumchlorid erhoht (Ndr2-Transgen
PCR: 1,6 mM MgCls, Camk2a-cre PCR: 2,75 mM MgCl,). Die jeweilige PCR wurden wie
in der Tab. 3.13] [3.14f und [3.15| beschrieben in einem Veriti Thermal Cycler (Applied Bio-
systems Inc., Foster City CA, USA) durchgefiihrt. Des Weiteren sind die fiir jede Reaktion
verwendeten Primer unter jeder Tabelle aufgelistet.

Tabelle 3.13: PCR Programm Ndr2-Transgen Genotypisierung

Temperatur Zeit Zyklen

Denaturierung 95°C 5 min
Denaturierung 94°C 15s
Primerbindung 52°C 30s
DNA-Synthese 72°C 2min |35x
Abschlielender Synthese-Schritt 72°C 7 min

Sense-Primer (5-3’): CGT GCA CAA ACC AAA ATC AG
Antisense-Primer (5’-3”): CGT GCA CAA ACC AAA ATC AG

Tabelle 3.14: PCR Programm Camk2a-cre Genotypisierung

Temperatur Zeit Zyklen
Denaturierung 95°C 5 min
Denaturierung 94°C 30s
Primerbindung 60°C 30s
DNA-Synthese 72°C 30s 30x
Abschlielender Synthese-Schritt  72°C 7 min

Sense-Primer (5-3’): ACG ACC AAG TGA CAG CAA TG
Antisense-Primer (5’-3”): CTC GAC CAG TTT AGT TAC CC
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Tabelle 3.15: PCR Programm EGFP-Ndr2 Insert-Orientierung

Temperatur Zeit Zyklen

Denaturierung 95°C 5 min
Denaturierung 94°C 15s
Primerbindung 55°C 30s
DNA-Synthese 72°C 2min |30x
Abschlieflender Synthese-Schritt 72°C 7 min

Sense-Primer (5-3’): ACG AGC CGG AAG CAT AAA GTG TAA AG
Antisense-Primer (5-3"): GGG GGA GAT GGG GAG AGT GAA G

3.3.5 Agarosegel-Elektrophorese

Um die Grofle der amplifizierten PCR-Produkte zu kontrollieren, wurden diese im An-
schluss in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Dabei werden einzelne DNA-
Molekiile, welche in einem groflen pH-Bereich durch Phosphatreste stets negativ gela-
den sind, durch die anliegende Spannung in einem Agarosegel in Richtung der Anode
nach ihrer Basenldnge aufgetrennt. Durch das Mitfiihren eines entsprechenden DNA-
Groflenmarkers, welcher unterschiedlich lange DNA-Fragmente definierter Lange enthélt,
konnen die DNA-Molekiile identifiziert werden. Zu beachten ist, dass das Laufverhalten
der DNA im Gel durch bestimmte Faktoren wie deren Form, besonders entscheidend bei
ringformiger Plasmid-DNA, der Art des Laufpuffers etc. verindert wird. Mithilfe der Zu-
gabe an Ethidiumbromid, welches in die doppelstrangige Nukleinséure interkaliert und im
UV-Bereich (254-366 nm) fluoresziert, kann die DNA im Gel sichtbar gemacht werden. Die
eingesetzte Menge an Agarose wurde in Abhéngigkeit von der zu erwartenden Fragment-
grofie bestimmt, d. h. fir DNA-Fragmente mit bis zu 600 bp wurde die Agarose 2% (w/v)
und fiir grofere Produkte 0,7-1,5% (w/v) eingesetzt. Die Agarose wurde durch ein kurzes
Aufkochen in einer Mikrowelle (Clatronic MWG 746H, Clatronic, Kempen, D) in 100 ml
1x TAE Puffer (siehe Tab. gelost.

Tabelle 3.16: Zusammensetzung des verwendeten Puffers

50 x TAE-Puffer (11)

242 g 'Tris
57,1 ml Essigsédure
100ml 0,5M EDTA pHS8,0

Nach Zugabe von Ethidiumbromid in einer Konzentration von 0, 5 ug/ml in die nicht mehr
kochende Losung gegeben, wurde das Agarosegel in eine horizontale Gelkammer (AGT3
& maxi VG, VWR, Darmstadt, D) gegossen und mit einem Kamm fiir die Geltaschen
versehen. Nach dem Erstarren des Gels, wurde dieses mit 1 x TAE-Puffer bedeckt und
die Proben, wenn nétig, mit 1/6 ihres Volumens an 6fach konzentriertem Probenpuffer
versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte
dann mithilfe eines Netzgerétes (Power Source 300, VWR) bei ca. 100 V.
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3.4 Biochemische Methoden

3.4.1 Immunprizipitation (IP)

Bei der Immunprézipitation wird mithilfe eines spezifischen Antikorpers und einer Matrix,
welche diesen Antikorper bindet, gezielt Proteine und dessen zusammen als Proteinkom-
plex vorliegenden Bindungspartnern aus einem Proteingemisch angereichert und anschlie-
Bend isoliert (siche Abb.[3.7)). Die am héufigsten verwendete Matrix besteht aus Protein A-
bzw. Protein G-Sepharosekonjugaten. Diese in der Zellwand von Bakterien vorkommenden
Proteine (Protein A aus Staphylococcus aureus und Protein G aus Streptococcus species)
besitzen am C-Terminus drei homologe Bindungsdoménen, welche eine hohen Affinitét fiir
die Fc-Region vieler Immunglobuline des Isotypes IgG von Sdugetieren aufweisen. Diese
Bindung hat dabei keine Auswirkung auf die Antigen-Antikorper-Interaktion.

Protein G-Sepharose

Antigen
Antikorper

Abbildung 3.7: Model des Protein G-Sepharose gekoppelten Antigen-Antikorper-
Komplexes
Uber einen fiir das Zielprotein (Antigen) spezifischen Antikérper, dieser z.B. an die G-
Sepharose gekoppelt vorliegt, wird das zu untersuchende Protein zusammen mit seinen als
Proteinkomplex vorliegenden Bindungspartnern aus einem Gemisch isoliert und anschliefend
prézipitiert.

3.4.1.1 TIP zur Bestimmung der Expression des EGFP-Ndr2 Fusionsproteins
in CamKII-CRE/Ndr2 °*/t9 transgenen Miusen

Das Vorderhirn einer adulten Maus wurde in 3 ml Ripa-Lysierungspuffer (siehe Tab.
mit dem Dispergiergeréit Polytron PT 1300D (Kinematica AG, Luzern, CH) zerkleinert
und in einem PTFE-beschichteten Handhomogenisator (Wheaton Industries Inc. Millville
NJ, USA) auf Eis dissoziiert. Alle weiteren Schritte wurden entweder auf Eis oder bei 4°C
durchgefiihrt. Das Lysat inkubierte unter Rotation (Stuart SB3, Bibby Scientific Limited,
Staffordshire, GB) fiir 2h und wurde anschlieend mit 16.000x g fiir eine Stunde zentri-
fugiert (5415 R). Nach der Bestimmung der Proteinkonzentration des Uberstandes (siehe
Abs. , wurde das Volumen, welches 1 mg Gesamtprotein enthielt, abgenommen und
mit Lysierunspuffer auf ein Volumen von 1 ml aufgefiillt. Es folgte eine Inkubation des Pro-
teingemisches mit 50 ul gewaschener Protein G-Sepharose fiir eine Stunde. Dieser Schritt
diente zur Entfernung moglicher endogener Antikorper, welche eine Verunreinigung des
Prézipitates verursachen wiirden. Das Gemisch wurde bei 12.000x g fiir 30 s zentrifugiert,
der Uberstand in ein neues Eppendorf-Gefil iiberfithrt und das gereinigte Proteingemisch
mit 5 ug goat anti-GFP Antikorper iiber Nacht rotierend inkubiert. Am folgenden Tag
wurde zu dem Proteingemisch 50 ul Protein G-Sepharose dazugegeben, so dass sich unter
Rotation innerhalb von 4h der Protein G-Sepharose-Antigen-Antikérper-Komplex
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Tabelle 3.17: Zusammensetzung der verwendeten Puffer

Ripa-Lysierungspuffer Waschpuffer

50 mM Tris-HCL pH 8 50 mM Tris-HCL pH 8
150 mM Natriumchlorid

1% Nonidet P-40

0,5% Natriumdeoxycholat

0,1 % SDS

1mM PMSF

Complete Proteinaseinhibitor

ausbilden konnte. Durch Zentrifugation bei 12.000xg wurde der Komplex prézipitiert
und dreimal mit eiskaltem Lysierungspuffer und einmal mit Waschpuffer fiir jeweils 5 min
rotierend gewaschen. Zwischen jedem Waschschritt wurde das Prézipitat erneut abzentri-
fugiert. Mit einer 10 ul Hamiltonspritzen wurde zum Schluss der Uberstand vom Pellet
abgenommen und dieses mit 50 ul 1x Probenpuffer (siehe Tab. fiir 10 min bei 98°C
im Thermocycler inkubiert. Die Detektion einer Immunprézipitation erfolgte nach Auf-
trennung iiber eine SDS-PAGE (Abs. durch Detektion der nachfolgend auf einer
PVDF-Membran geblotteten Proteine (siehe Abs. [3.4.6]).

3.4.1.2 Koimmunpréazipitation zur Bestimmung potentieller Interaktionspart-
ner von Ndr2

Durch die Koimmunoprézipitation kénnen mogliche Protein-Protein-Interaktionen nach-
gewiesen werden. Fiir die Aufreinigung der endogenen Ndr2-Kinase und dessen potenti-
ellen Interaktionspartnern, wurde ein von der Firma Pineda generierter, aus einem Ka-
ninchen stammender, polyklonaler Antikorper gegen Ndr2 verwendet. Dieser erkennt eine
zehn Aminoséure lange Sequenz der Kinase (AS 230-240). Da der Nachweis préizipitiertem
Ndr2 ebenfalls nur mit dem gleichen Antikérper moglich war, wurden fiir die Immun-
préazipitation TrueBlot anti-rabbit-Ig IP Beads und fiir die Detektion der auf eine PVDF
geblotteten Ndr2-Kinase der HRP-gekoppelte TrueBlot anti-rabbit-IgG Antikérper von
der Firma eBioscience verwendet. Beim ersteren handelt es sich um Sepharose-Kiigelchen,
welche mit einem aus der Ziege stammenden anti-Kanninchen Antikérper gekoppelt vor-
lagen. Der verwendete Sekundérantikorper erkennt vorzugsweise nur die native und nicht
die reduzierte Form von Antikérpern. Da dieser nicht an die schwere (MW ca. 55kDa)
bzw. an die leichte Kette (MW ca. 23kDa) des reduzierten und denaturierten Ndr2 An-
tikorpers bindet, war der Nachweis prézipitierten Ndr2, welches ein Molekulargewicht von
ca. 54 kDa aufweist, somit moglich.

Fiir die Gewinnung der Proteinproben wurde das Gehirn einer C57 BL/6JBomTac Maus
in 5ml Lysierungspuffer (siehe Tab. wie im oberen Abs. beschrieben homo-
genisiert, lysiert und ungeltste Zellbestandteile bei 16.000 x g fiir eine Stunde zentrifugiert
(5415 R). Pro Immunprézipitation wurden 500 ug Gesamtprotein in 1 ml Lysierungspuffer
und 50 pl TrueBlot anti-rabbit-Ig IP Beads fiir 1h bei 4°C unter kontinuierlicher Ro-
tation vorgereinigt. Alle weiteren Schritte erfolgten entweder bei 4°C oder gekiihlt auf
Eis. Im Anschluss wurden die Sepharose-Kiigelchen bei 10.000x g fiir 3 min abzentrifu-
giert (5415 R) und der Uberstand in ein neues Eppendorfgefif iiberfithrt. Nun folgte ein
einstiindiger Inkubationsschritt des Proteingemisches mit 5 ul des von der Firma Pineda
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generierten anti-Ndr2 Antikorpers bei kontinuierlicher Rotation. Darauf hin wurde das
Gemisch mit 50 pul TrueBlot anti-rabbit-Ig IP Beads iiber Nacht ebenfalls unter Rotation
inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde die Probe mit 10.000x g fiir 3 min abzentrifu-
giert und sechsmal fiir jeweils 5 min mit 1 ml Lysierungspuffer gewaschen. Zwischen jedem
Waschschritt wurde das Prizipitat zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Am Ende
des letzten Schrittes wurde mit einer Hamiltonspritze der letzte Rest des Lysierungspuffers
vollstdndig von dem Pellet abgenommen und im Anschluss mit 50 pl 1 x Probenpuffer (siehe
Tab. fiir 10 min bei 98 °C gekocht und somit alle prézipitierten Proteine denaturiert.
Zum Schluss folgte ein letzter Zentrifugationsschritt und der Transfer des Uberstandes
mithilfe einer 10 1 Hamiltonspritze in ein neues Eppendorfgefiafl. Die Proben wurden bis
zur Auftrennung mittels SDS-Gelelektrophorese sowie der Detektion immunprézipitierter
und koimmunpézipitierter Proteine (siehe Abs. [3.4.5/ und [3.4.6)), bei —20°C gelagert.

Tabelle 3.18: Zusammensetzung des verwendeten Puffers

Lysierungspuffer

1% Nonidet P-40 (v/v)

150 mM Natriumchlorid
25mM Tris-HCL pH 8

2mM EDTA

1mM PMSF

Complete Proteinaseinhibitor

3.4.2 Subzellulire Fraktionierung mittels Gradientenzentrifugation

Native PC12-Zellen wurden in zwei 75 cm? Flaschen mit jeweils einem Volumen von 20 ml
Medium kultiviert. Bildeten die Zellen einen dichten Zellrasen am Boden der Flaschen,
wurden diese mithilfe eines Zellschabers geerntet, in ein 50 ml Zentrifugationsrohrchen
tiberfithrt und bei 300 x g und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert (5804 R). Im Anschluss an einem
Waschschritt mit kaltem PBS (siehe Tab. wurde das Pellet in 700 ul Lysierungspuffer
mithilfe eines PTFE-beschichteten Handhomogenisators (Wheaton Industries Inc.) auf Eis
dissoziiert und inkubiert. Wahrenddessen wurde der kontinuierlicher Saccharosegradient
(10-40 %) hergestellt. Hierfiir wurde in die eine Kammer eines Gradientenmischers (Hoefer
Inc., San Fransisco CA, USA) 1,8 ml einer 10 %igen bzw. in die andere Kammer 1,8 ml einer
40 %igen Saccharoselosung (siehe Tab. gegeben und mithilfe einer Schlauchpumpe
(Reglo Analog MS-2/8, Ismatec, Glattbrugg, CH) erst die 40 %tige Losung und gleich
darauf die 10 %tige Losung gleichstark angesaugt.

Tabelle 3.19: Zusammensetzung der verwendeten Puffer

Lysierungspuffer Saccharose-Losung

250 mM Saccharose 10 % bzw. 40 % Saccharose (w/v)
100 mM Triethanolamin 100 mM Triethanolamin

100 mM Eisessig 100 mM Eisessig

1mM EDTA 1mM EDTA

1mM PMSF 1mM PMSF

Complete Proteinaseinhibitor Complete Proteinaseinhibitor
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So entstand in einem Ultrazentrifugenrohrchenen durch tropfenweises Uberschichten der
Losung ein kontinuierlicher Saccharosegradient (siehe Abb. . Dieser wurde anschlieffend
mit dem Zelllysat iiberschichtet und iiber Nacht bei 4 °C in dem Ausschwingrotor TH 660
einer Sorvall Ultrazentrifuge (Thermo Fischer Scientific, Waltham MA, USA) bei 75.500x g
zentrifugiert. Am darauffolgenden Tag wurde vorsichtig der Gradient von oben beginnend
in zehn Fraktionen a 420 ul Volumen aliquotiert und bei —80 °C bis zum Laden der Proben
auf ein SDS-Gel (siche Abs. gelagert.

— 10 % Saccharose
kontinuierlicher
Gradient
— 40 % Saccharose

Abbildung 3.8: Model eines kontinuierlichen Saccharosegradienten
Beginnend mit einem 40 %igen Saccharoseanteil wurde durch langsames Uberschichten ein bis
zu einem 10 %igen Saccharoseanteil gehender kontinuierlicher Gradient aufgebaut.

3.4.3 Préazipitation und Aufreinigung von Aktinfilamenten aus muriner-
gem Hirngewebe

Fiir die Untersuchung des Gehaltes an G-Aktin sowie hoch verzweigten und schwach ver-
zweigten F-Aktin nach einer Phalloidin-Injektion in die BLA, wiirden M&use wie in Ab-
schnitt beschrieben mit Pentobarbital narkotisiert und operiert. Den Tieren wurde
aber keine Fiihrungskaniile in die Amygdala implantiert, sondern nur mit den gleichen
stereotaktischen Koordinaten beschrieben wie in Abschnitt (von Bregma ausgehend
anteriore-posteriore Achse: -1,8 mm, lateral: £+ 1,7 mm, dorso-ventrale Achse: 4,5 mm) und
einem Winkel von 10° eine 2 ul Hamilton Spritze in die basolaterale Amygdala platziert.
Dadurch konnte eine akute Injektion von 5 pul Phalloidin- bzw. 5 ul Vehikellosung (siehe
Tab. bilateral in die BLA appliziert werden. Das Volumen der Injektionslésung wur-
de iiber eine Infusionspumpe (Syringe Infusion Pump SP200iZ, WPI) mit einer Geschwin-
digkeit von 0,1 pl/min langsam appliziert und fiir ein Ausgleichen des Injektionsdruckes
wurde die Kaniile ca. 15s nach der Injektion erst entfernt. Die Gehirnentnahme aus den
injizierten Tieren erfolgte anschliefend entweder 10 min, 30 min, 2 h oder 6 h nach der
Injektion. Folgte eine Gehirnentnahme erst 2h bzw. 6 h nach der akuten Injektion wurde
durch Zunéhen der Kopfhaut mit 3 Stichen die freigelegte Schédelfliche nach der Operati-
on wieder bedeckt. Da die Tiere innerhalb einer Stunde nach der Operation wieder aus der
Pentobarbitalnarkose erwachten, wurden die M&use vor der Gehirnentnahme mit Isofluran
erneut betdubt. Die narkotisierten Tiere wurden durch eine zervikale Dislokation getétet
worauf das Gehirn der Tiere auf Eis herauspréapariert und mit kaltem PBS gespiilt wurde.
Mithilfe einer Maushirn-Metallmatrix-Ausstechvorrichtung der Firma Zivic instruments
Inc. (Pittsburgh PA, USA) wurden die Hirne in 2mm dicke Scheiben geschnitten. Durch
das Anfirben der Injektionslésung (Phalloidin-Rhodamin sowie Vehikel) mit Methylen-
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blau wurde nun mit einer Stechvorrichtung, welche ebenfalls von der o.g. Firma bezogen
wurde, das injizierte Gewebe der BLA herausgestanzt und in 120 1 HES-Lysierungspuffer
(siche Tab. [3.20) iiberfiihrt.

Tabelle 3.20: Zusammensetzung der verwendeten Losungen und Puffer

Phalloidin-Rhodaminlésung Vehikell6sung

1U/ul Phalloidin-Rhodamin 10 % DMSO (v/v)

10 % DMSO (v/v) 0,9 % Natriumchlorid (w/v)
0,9 % Natriumchlorid (w/v) 1% Methylenblau (w/v)

1 % Methylenblau (w/v)

HES-Lysierungspuffer

20 mM HEPES pH 7,2

1% Triton-X (v/v)

1 mM EDTA

0,25 M D-Saccharose

1mM PMSF

Complete Proteinaseinhibitor

Die Aufreinigung der einzelnen subzelluldren Aktinpols erfolge nach einem modifizierten
Protokoll von Rosentreter et al. (2007). Hierfiir wurde das gewonnene Gewebe mithilfe
eines PTFE-beschichteten Handhomogenisators (Wheaton Industries Inc.) auf Eis disso-
ziert und 10 min inkubiert. Zum Entfernen der Zellkerne sowie nicht lysierter Zellen, wurde
das Lysat fiir 10 min bei 500 x g zentrifugiert (5415 R). Dieser und sédmtliche darauffolgen-
de Zentrifugationsschritte fanden bei 4°C statt. Der Uberstand, welcher den Input fiir
die Aktinfdllung darstellt, wurde nun in ein neues Eppendorfgefafl {iberfithrt. Fiir eine
Bestimmung der Ausgangsproteinkonzentration wurden 5 pl der Losung entnommen und
wie in Abschnitt ermittelt. Die restliche Losung wurde nun bei 15.000 x g fiir 30 min
zentrifugiert (5415 R). Am Ende diesen Schrittes erhilt ein Pellet, welches das hoch ver-
zweigte F-Aktin (HV F-Aktin) enthélt. Dieses Pellet wurde entsprechend dem Volumen des
Uberstandes in Lysierungspuffer resuspendiert, aliquotiert und bei —80°C bis zur Analy-
se mittels SDS-Gelelektrophorese (siche Abs. sowie Western-Blot (siche Abs.
eingefroren. Der Uberstand wurde nun in ein 1,5 ml Microfuge Tube iiberfiihrt und in einer
Ultrazentrifuge (Beckmann und Coulter, Krefeld, D) mit 100.000x g fiir 1 h zentrifugiert.
Am Ende dieses Schrittes erhielt man zwei Fraktionen, ein Pellet, welches das schwach ver-
zweigte F-Aktin (SV F-Aktin) enthielt sowie einen Uberstand, welcher das globulire Aktin
(G-Aktin) beinhaltete. Das Pellet wurde ebenfalls dem Volumen des Uberstandes entspre-
chend wieder in Lysierungspuffer resuspendiert. Beide Fraktionen wurden aliquotiert und
bei —80 °C eingefroren. Alle Fraktionen von Aktin (F- und G-Aktin) wurden mittels elek-
trophoretischer Auftrennung in einem 15 % SDS-Gel sowie der immunologischen Detektion
mithilfe des pan-Aktin Antikorpers auf einer PVDF-Membran nachgewiesen (siche Abs.
13.4.5| und [3.4.6)).

3.4.4 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der Menge an Proteinen erfolgte mit dem Biorad DC Protein Assay, wel-
cher auf der von (Lowry et al., 1951) beschriebenen Methode basiert. Durch die Zugabe
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einer alkalischen Losung welche Kupfer(II)-tartrat (Solution A) enthielt, entstand ein Pro-
teinkupferkomplex, welcher wiederum durch die Zugabe einer zweiten Losung (Solution B)
das in dieser Losung enthaltende Folin reduzierte und so ein blauer Farbumschlag zu beob-
achten war. Die Absorption der Losung konnte nun bei 750 nm gemessen (Gerét) werden.
Die Proteinkonzentration wurde an Hand des Verlaufes einer Standardkurve ermittelt. Fiir
diese wurde die Absorption unterschiedlicher genau definierter Mengen eines Proteins wie
z. B. BSA, welches in dem gleichen Puffer wie die zu bestimmende Proteinprobe gelGst
wurde, bestimmt und zusammen mit der Proteinkonzentration graphisch aufgetragen. Es
wurden nur Kurven fiir die Ermittlung der Proteinkonzentration einer bestimmten Probe
verwendet, wo der Anstieg der Regressionsgeraden der einzelnen Punkte grofier als 0,97
war.

3.4.5 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE)

Durch die Bindung des Natriumdodecylsulfat (engl. Abkiirzung SDS) an Proteine mit
einem konstanten Ladungs- zu Masse-Verhiltnis (1,4 g SDS pro g Protein) werden diese
denaturiert und Protein-Protein-Wechselwirkungen unterbunden. Die negativ geladenen
SDS-Protein-Komplexe kénnen nun mit der Verwendung des von |[Laemmli (1970) erstmals
beschriebenen diskontinuierlichen SDS-Gelelektrophoresesystem in einem elektrischen Feld
nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Doch zuerst werden die Komplexe in
einem Sammelgel (5% Acrylamid) bei einem pH-Wert von 6,8 durch die Glycin-Kationen
fokussiert. Im sich anschliefenden Trenngel mit einem pH-Wert von 8,8 liegt die Ami-
nosdure Glycin als neutales Zwitterion vor, so dass sich die SDS-Protein-Komplexe in
Richtung Anode entsprechend ihres Molekulargeweichtes auftrennen koénnen.

3.4.5.1 Probenvorbereitung

Die Proteinproben werden vor dem Auftragen auf das Gel mit einem Drittel ihres Volumens
an 4 x Probenpuffer (siehe Tab. [3.21]) versetzt.

Tabelle 3.21: Zusammensetzung des verwendeten Puffers

4 x Probenpuffer

252 mM Tris-HCL pH 6,8

8% SDS (w/v)

40 % Glycerol (v/v)

0,04 % Bromphenolblau (w/v)

Fiir den grofiten Teil der verwendeten Antikorper, mussten des weiteren durch Zugabe
von reduzierenden Thiolverbindungen, z.B. S-Mercapthoethanol (5% Endkonzentration)
zu den Proben, die Schwefelbriicken zwischen den Cysteinen innerhalb der Proteine aufge-
spaltet werden. Die Proben wurden nun fiir 5min auf 95 °C erhitzt, um durch Aufspalten
der Wasserstoffbriicken Tertidr- und Sekundéarstrukturen aufzubrechen. AnschliefSend er-
folgte die Lagerung der Proben, bis zum Auftragen, auf Eis.
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3.4.5.2 Gelelektrophorese

Unter der Verwendung des Mini VE Gelelektrophorese- und Elektrotransfersystems von
Hoefer (San Franscisco CA, USA) wurden 1mm dicke Polyacrylamidgele wie folgt her-
gestellt:In ein Elektrophorese-Modul wurde das Trenngel (siehe Tab. gegossen und
mit destilliertem Wasser iiberschichtet um eine gerade Trennlinie zu erhalten. Nach dem
dieses auspolymerisiert war, wurde es mit dem Sammelgel (siehe Tab. iiberschichtet.

Tabelle 3.22: Reagenzien zur Herstellung von Trenn- und Sammelgelen

Reagenzien Trenngel Sammelgel
8% 10 % 5%
ddH,0 8,37ml 7,12 ml 3,4 ml
30 % Acrylamid 37,5:1 4,77 ml 6 ml 0,83 ml
1,5M Tris-HCL pH 8,8 4,5 ml 45 ml —
1,0M Tris-HCL pH 6,8 — — 0,63 ml
10% SDS 0,18 ml 0,18 ml 0,05 ml
10% APS 0,18ml 0,18 ml 0,05 ml
TEMED 0,018 ml 0,018 ml 0,005 ml

Das Modul wurde nun in die Elektrophoresekammer, welche zuvor mit Laufpuffer befiillt
wurde, eingespannt, mit den Proteinproben beladen und ebenfalls mit Laufpuffer (siehe
Tab. befiillt. Mit dem Netzgeridtes E844 der Firma Consort (Turnhout, B) erfolgte
die Elektrophorese zunéchst bei 10 mA bis die Bromphenollauffront das Ende des Sam-
melgels erreichte. Die Auftrennung der Proteine im Trenngel erfolgte bei einer konstanten
Stromstérke von 20 mA.

Tabelle 3.23: Zusammensetzung des verwendeten Puffers

Laufpuffer

25 mM Tris
250 mM Glycin
0,1 % SDS (w/v)

3.4.6 Western-Blot

In Anlehnung an den von Towbin et al. (1979)| beschriebenen Protokoll, wurden Proteine
aus einem SDS-Gel (SDS-PAGE) im Nass-Western-Blot-Verfahren elektrophoretisch auf
eine PVDF-Membran immobilisiert. Dabei wurde die auf die Grofle des Gels zurechtge-
schnittene Membran auf Grund ihrer Hydrophobizitit zuerst in 100 % Methanol aktiviert
und kurz in ddH,O gewaschen. Nun folgte eine Aquilibrierung von vier Bléttern Filter-
papier, der Membran sowie des SDS Gels fiir 10 min im gekiihlten Transferpuffer (siehe
Tab. [3.24). AnschlieBend wurde auf die Anode des Mini VE Nass-Blot-Modules (Hoefer
Inc.) zwei Lagen Filterpapier gelegt und mit der Membran, dem Gel und zwei weiteren
Lagen Filterpapier luftblasenfrei iiberschichtet. Zum Schluss wurde das Modul geschlos-
sen, mit Transferpuffer aufgefiillt und in die Elektrophorese-Kammer (Mini VE Hoefer)
eingespannt. Der Transfer erfolgte in einem Eisbad bei einer konstanten Stromstérke von
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400mA (Netzgerites E844, Consort) fiir eine Stunde. Die Zusammensetzung des Transfer-
puffers richtete sich je nach dem ob nur ein bestimmtes Protein iiber eine immunologische
Reaktion auf der Membran detektiert werden sollte oder mehrere mit sehr unterschiedli-
cher Grofie.

Tabelle 3.24: Zusammensetzung der verwendeten Puffer

Transferpuffer

Proteine 20-100 kDa Proteine >100kDa Proteine < 50kDa
25 mM Tris 25 mM Tris 25 mM Tris

192 mM Glycin 192 mM Glycin 192 mM Glycin
0,1% SDS (w/v) 0,1% SDS (w/v) 20 % Methanol (v/v)

20 % Methanol (v/v)

3.4.7 Farbung membrangebundener Proteine

Nach dem Beenden des Proteintransfers wurde die Effizienz des ,Blottings“ durch eine
reversible Ponceau S-Farbung der Proteine auf der PVDF-Membran iiberpriift. Hierfiir
wurde zunéchst die Membran in ddH2O gespiilt, fiir 5 min mit Ponceaulosung (siehe Tab.
3.25|) gefarbt und anschliefend wieder mit ddHoO gewaschen bis Proteinbandenmuster zu
erkennen waren. Die Membran wurde daraufhin mit Wasser vollstindig entfirbt und zum
vollstdndigen Fixieren der Proteine an die Membran getrocknet. Die Membran wurde nun
wieder mit 100 % Methanol aktiviert, konnte aber auch fiir eine spétere Verwendung im
Dunkeln bei —20°C gelagert werden.

Tabelle 3.25: Zusammensetzung der verwendeten Loésung

Ponceauldsung

0,2 % Ponceau S (w/v)
3% Essigsiure (v/v)

3.4.8 Immunologische Detektion membrangebundener Proteine

Durch eine Antikorper spezifische Enzymreaktion lassen sich Proteine auf einer Membran
detektieren. Doch zunéchst wurden unspezifische Proteinbindungsstellen der Membran
mit 5% Milchpulver in TBST (siehe Tab. fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Im Anschluss wurde die Blockierlésung abgenommen und die Membran mit
dem Primérantikorper in 2,5 % Milchpulver/TBST iiber Nacht inkubiert. Die verwende-
ten Primérantikorper wurden entsprechend der Angaben der Hersteller bzw. aus den aus
Vorversuchen resultierenden Ergebnissen in unterschiedlichen Verdiinnungen eingesetzt.
Diese Angaben sind in der Tab. im Kapitel Material aufgelistet. Im Anschluss wur-
den unspezifische gebundenen Antikorper durch dreifaches Waschen (siehe Tab. der
Membran fiir jeweils 10 min entfernt. Es folgte eine einstiindige Inkubation mit dem ent-
sprechenden Sekund#rantikorper, welcher sich gegen die Epitope des Wirtes in dem der
Primérantikorper gebildet wurde, richtete. Der Sekundérantikorper lag dabei als Konjugat
mit dem Meerrettichperoxidase Enzym vor. Nach erneutem Waschen wurde die Membran
mit einer ausreichenden Menge des Detektionsmittels ECL plus iiberschichtet und fiir
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5min schiittelnd inkubiert. In Anwesenheit des Katalysators Wasserstoffperoxid wird das
im Kit enthaltene Substrat Luminol (ein zyklisches Diazylhydrazid) durch die Meerrettich-
peroxidase oxidiert. Eingepackt in Frischhaltefolie kann nun das von der Membran durch
Chemilumineszenz abgegebene Lichtsignal mithilfe der in dem Gerit LAS 1000 (Fuji Photo
Film Co., LTD, Tokio, JPN) vorhandenen CCD-Kamera detektiert und mit der Software
Image Reader LAS-1000 Pro analysiert werden. Die Expositionszeit variierte dabei zwi-
schen 1min und 60 min. Durch eine spezifische Bindung des Sekundéirantikérpers an den
Antigen-Primérantikorper-Komplex wird so die zu untersuchende/n Proteinbande/n auf
der Membran sichtbar.

Tabelle 3.26: Zusammensetzung der verwendeten Puffer

TBS TBST Waschpuffer
50mM Tris-HCL pH7,5 0,5% Tween 20 (v/v) 0,1% Tween 20 (v/v)
150 mM Natriumchlorid TBS TBS

3.5 Immunzytochemie

3.5.1 Fixierung von Zellen
3.5.1.1 PFA-Fixierung mit anschlielender Permeabilisierung

Die Zellen wurden zuerst kurz mit vorgewédrmten PBS gewaschen und anschliefend mit
einer 37°C warmen PFA-Fixierlosung (siehe Tab. 15 min lang fixiert. Zum Schutz
der fragilen Neuriten hippokampaler Primérneurone, enthielt die Losung zum Fixieren der
Neurone zusitzlich 4 % Saccharose. Fiir PC12-Zellen war die Zugabe nicht notwendig. Nach
der Fixierung wurden die Zellen dreimal fiir 5 min mit PBS gewaschen und fiir 10 min mit
0,3 % TritonX /PBS permeabilisiert. Nach erneutem Waschen mit PBS, wurden die Zellen
bis zur Weiterbehandlung in PBS bei 4°C gelagert.

Tabelle 3.27: Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Losungen

0,1M PBS pH 7,4 (autoklaviert) PFA-Fixierlosung

10 mM Dinatriumhydrogenphosphat 4% PFA (w/v)

1,8 mM Kaliumdihydrogenphosphat 4% D-Saccharose (w/v)
140 mM Natriumchlorid 0,1M PBS

7mM Kaliumchlorid

3.5.1.2 Methanol-Fixierung

Fiir die Epitoperkennung einiger Antikorper bedurfte es statt PFA, die Fixierung der Zellen
mit Methanol. Im Gegensatz zur PFA-Fixierung bei der eine Proteinvernetzung stattfindet,
préazipitieren die Proteine wihrend der Methanol-Fixierung. Hiefiir wurden die Zellen mit
—20°C kalter Methanolfixierlosung (siehe Tab. fiir 5min fixiert. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS, wurden die Zellen fiir weiterfithrende immunzytochemische Férbungen
(sieche Abs. in PBS bei 4°C gelagert. Aufgrund der fettlosenden Eigenschaft von
Methanol bedurfte es keiner weiteren Permeabilisierung der Zellen.
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Tabelle 3.28: Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Lésungen

MES-Puffer Methanolfixierlésung
100 mM MES pH 6,9 90 % Methanol (v/v)
1mM EGTA 10 % MES-Puffer (v/v)

1mM Magnesiumchlorid

3.5.2 Immunfluoreszenzfirbung

Fiir die Detektion von zytosolischen sowie membrangebundenen Proteine, wurden die fi-
xierten und permeabilisierten Zellen fiir eine Stunde bei Raumtemperatur mit 5 % Se-
rum in PBS (siehe Tab. inkubiert um unspezifische Antikérperbindungen zu blo-
ckieren. Die Herkunft des Serums richtete sich je nach Tierspezies aus welcher die Se-
kundéarantikorper stammten. Wurden Antikorper aus zwei unterschiedlichen Spezies ver-
wendet, wurde mit 5% BSA in PBS blockiert. Verdiinnt in der Blockierlésung wurden
die Zellen iiber Nacht bei 4 °C mit den Priméirantikérpern inkubiert. Am darauffolgenden
Tag wurden die Zellen dreimal fiir 10 min mit PBS gewaschen. Gerichtet gegen spezifische
Epitope der Tiere aus denen die jeweiligen Primérantikorper stammten, wurden die Zellen
mit fluoreszenzmarkierten Sekundirantikérpern mit einer Verdiinnung von 1:1000 mit 2 %
BSA in PBS fiir eine Stunde bei Raumtemperatur lichtgeschiitzt inkubiert. Der Fluores-
zenzfarbstoff DAPI dient zur Markierung chromosomaler DNA in Zellen und wurde in
dieser Arbeit fiir die Detektion des Zellkérpers von Neuronen eingesetzt. Im Anschluss an
die Immunreaktion wurden die Zellen zunéchst dreimal mit PBS fiir jeweils 3 min gewa-
schen und dann mit 600 nM DAPI/PBS lichtgeschiitzt inkubiert. Es folgte ein erneuter
Waschschritt und das Fixieren der Deckgldschen mit Immu-Mount auf einem Objekt-
trager. Bis zur mikroskopischen Auswertung wurden die Objekttriger lichtgeschiitzt bei
4°C gelagert.

3.5.3 Mikroskopische Auswertung immunfluoreszenzgefirbter Zellen

Mithilfe des inversen Mikroskops DMIG000 der Firma Leica Microsystems (Wetzlar, D),
welches mit einer Quecksilberdampflampe sowie einer CCD-Kamera ausgestattet war,
konnte iiber die zugehorige Steuersoftware LAS AF (V 2.2.0 build 4758) das Fluoreszenz-
signal immunzytochemisch gefiarbter Zellen aufgenommen und analysiert werden. Dabei
wurden in der z-Ebene mehrere Schichten aufgenommen, wobei Anfang und Ende des
z-Stapels vom Auftreten zellspezifischer Fluoreszenzsignale bestimmt waren.

Gegeniiber der konfokalen Laserscanningmikroskopie birgt die Epifluoreszenzmikrosko-
pie einige Nachteile. Bei dieser Technik werden nicht nur jene Fluorophore angeregt,
die in einer Fokusebene liegen, sondern auch solche iiber und unter dieser Ebene. So-
mit liegt in der Epifluoreszenz stets eine Uberlagerung von Signalen vor und einzelne
fluoreszenzmarkierte Proteine kénnen nicht voneinander getrennt betrachtet werden. Aus
diesem Grund wurde das Fluoreszenzsignal von allen aufgenommen Bilder, mit in der
Software enthaltenen Zusatzapplikationen, dekonvoliert. Die Dekonvolution ist ein auf
einen Algorithmus basierendes mathematisches Verfahren, welches in der Bildverarbei-
tung eingesetzt wird, um die einzelnen Bildsignale zu schéirfen. Dabei wird iiber die PSF-
Matrix (engl. Point spread function), welche die Lichtstreuung der einzelnen Lichtpunk-
te widergibt, der Ursprungsort jedes einzelnen Signales zuriickgerechnet und somit alle
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Bildinformationen ihrem Ursprung zugewiesen (Nasse and Woehl, 2010; Sibarita, 2005;
Wang, 2007)). Fiir diese Arbeit wurden sdmtliche Fluoreszenzbilder dekonvoliert und im
Anschluss, mithilfe des Computerprogrammes Adobe Photoshop CX3 (Extended 10.0.1),
die Einzelbilder deines z-Stapels zu einem Bild zusammengefiigt und der Kontrast sowie
die Helligkeit im Bild angepasst.

3.5.4 Intensitidtsanalyse des Fluoreszenzsignals immunzytochemisch mar-
kierter Proteine

Zunéchst wurden PC12-Zellen der drei Linien EGFP-Ndr2, EGFP-Ndr2 Mutante und
EGFP auf PDL bzw. Kollagen IV ausplattiert und zur Differenzierung vier Tage mit NGF
stimuliert. Nach der Fixierung der Zellen wurde mithilfe der Immunzytochemie (siehe
oberen Abs.) fl-Integrin spezifisch mit einem Fluophor markiert. Mit dem konfokalen
Laserscanningmikroskop Meta 510 (Zeiss, Jena, D) und der Software LSM 510 wurden
die Zellen anschlieflend bei 100facher Vergréflerung und unter Einbeziehung der z-Ebene
vertikal in 0,2 um umfassenden Schichten aufgenommen, wobei Anfang und Ende des z-
Stapels vom Auftreten zellspezifischer Fluoreszenzsignale bestimmt waren. Durch die spe-
zifische Anregung der verschiedenen Fluophore mit einem Argon- bzw. Neonlaser konnte
das Emissionssignal der durch immunfluoreszenzmarkierten Proteine in zwei unterschied-
lichen Kanélen detektiert und in einer Bilddatei mit 16 Bit im Tiff-Format gespeichert
werden. Die frei zugéngliche Software ImagelJ, welche auf der Programmiersprache Ja-
va basiert, ermoglichte es dann, die Bilder der einzelnen Schichten einer Zelle zusammen
zu fithren und die gesamte Information in einer Bilddatei zu speichern. Bei der weiteren
Auswertung des Fluoreszenzsignals, ausgehend von markiertem g1-Integrin und EGFP,
wurden der Wachstumskegel einer Zelle sowie deren Zellkérper getrennt markiert und
analysiert. Waren mehrere Wachstumskegel vorhanden, wurden diese in die Analyse mit-
einbezogen. Fiir die Bestimmung des Hintergrundsignals wurde neben der jeweiligen Zelle
eine festgelegte quadratische Fliche auf etwaige Fluoreszenzsignale hin gemessen. Mithilfe
der Programmoption , Histogramm* von ImageJ wurde nun je Fluoreszenzkanal (Signal
von [B1-Intergin und EGFP) der Grauwert eines jeden Pixels in den markierten Flichen
bestimmt sowie die Hiufigkeitsverteilung der Grauwerte in einer Ausgabematrix angege-
ben. Diese Matrix wurde in das Programm Excel (Microsoft Office 2000) kopiert, um die
Summe aller Grauwerte, abziiglich des zugehorigen Hintergrundsignals, fiir Zellkérper und
Wachstumskegel zu berechnen.

3.5.5 Statististische Analyse

Die gewonnenen Daten wurden mit einer multivariaten Varianzanalyse (ANOVA) sta-
tistisch ausgewertet. Ergab der Test der jeweiligen Zwischensubjekteffekte einen Unter-
schied zwischen den einzelnen Zwischensubjektfaktoren (Zelllinie und Beschichtung) von
p < 0,05, wurde anschlielend ein Post-Hoc-Test nach Fischer’s Protected Leased Si-
gnificant Difference (PLSD) durchgefiihrt. Die statistischen Analysen wurden mittels der
Software PASW Statistics durchgefiihrt.
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3.6 Immunhistochemie und Histologie

3.6.1 Perfusion adulter Miusen

Vor der Perfusion wurden die Tiere mit einem Gemisch aus dem Anésthetikum Ketanest
S (Wirkstsoff: Esketaminhydrochlorid, 15mg/kg Koérpergewicht) und dem Muskelrelax-
ans Rompun (Wirkstoff: Xylazinhydrochlorid, 0,5 %) iiber eine intraperitoneale Injektion
betdubt. Vor jeder Perfusion wurde der Blutgerinnungshemmer Heparin-Natriumsulfat
mit einem prozentualen Anteil von 0,2% in den Tyrode-Puffer frisch dazugegeben. Durch
das Anésthetikum fielen die Tiere in einen tiefen Schlaf. Die Betdubung wurde iiber den
Augenblinkreflex sowie peripherer Schmerzempfindungen iiberpriift. Zeigte das Tier keine
Reaktion auf diese, wurde es auf einer Korkmatte fixiert und mit einer Schere das Abdo-
men gedffnet, so dass die Leber frei lag. AnschlieBend wurden die Rippenbégen auf der
linken und rechten Seite aufgeschnitten und das Zwerchfell durchtrennt. Mit einer Klemme
wurde das Sternum am unteren Teil fixiert und so der Brustkorb getffnet und das Herz
freigelegt. Mit einer Ringpinzette wurde das noch schlagende Herz fixiert und eine Kaniile
(26 G) in den linken Ventrikel platziert. Die Kaniile war mit einem Schlauch verbun-
den, dieser endete in einem Becherglas gefiillt mit gekiihltem Tyrode-Puffer (siche Tab.
[3.29)), welcher zunéchst {iber eine Schlauchpumpe (Reglo Analog MS-2/8, Ismatec) mit
einer sehr langsamen Flussgeschwindigkeit (ca. 5 ml/min) angesaugt wurde. Sofort im An-
schluss wurde mit einem Schnitt der rechten Vorhof (Atrium) des Herzens gedfinet, so dass
das Blut herausflieBen konnte. Nun wurde die Flussgeschwindigkeit auf 10 ml/min hoch-
gestellt. Wurde die aus dem Atrium austretende Fliissigkeit klar (nach ca. 50 ml), wurde
der Schlauch in ein Becherglas iiberfiihrt, welches mit PFA-Fixierlosung (siche Tab.
gefiillt war. Das Gewebe wurde durch das Spiilen mit ca. 100 ml Losung fixiert und das
Gehirn aus dem Schédel herausprépariert. Fiir eine Nachfixierung wurde dieses {iber Nacht
in PFA-Fixierlosung gelagert und am néchsten Tag zum Schneiden mit einem Kryostaten

weiter behandelt (siehe Abs. [3.6.3)).

Tabelle 3.29: Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Losungen

Tyrode-Puffer (500 ml, nicht autoklaviert) PFA-Fixierlésung

4 g Natriumchlorid 4% PFA (w/v)
0,1 g Kaliumchlorid 0,1 M PBS pH 7,4
0,05 g Magnesiumchlorid

0,5 g Natriumhydrogencarbonat

0,1 g Kalziumchlorid

0,025 g Natriumdihydrogenphosphat

0,5 g D-Glukose

auf 500 ml mit ddHsO aulffiillen

3.6.2 Herstellung PLL-beschichteter Objekttriager

Mit einer sauren Alkohol-Losung gereinigte Superfrost-Objekttriger wurden in einer 0,01 %
PLL-Losung (siehe Tab. [3.30) 5min lang beschichtet und anschlieBend iiber Nacht bei
Raumtemperatur luftgetrocknet.
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Tabelle 3.30: Zusammensetzung der verwendeten Losungen

Alkohol-Lésung 0,01 % PLL-Lésung

1% HCL (v/v) 0,1 % PLL (w/v)
70 % Ethanol (v/v) ddHO

3.6.3 Herstellung von Kryostatschnitten

Das fiir 24h in einer 4% PFA-Losung nachfixierte Gehirn wurde zum Schutz vor Ge-
frierschéden in eine Saccharose-Losung (siehe Tab. iiberfithrt. Nachdem das Gehirn,
aufgrund der Diffusion des Zuckers in die Zellen, auf den Boden des Glasgeféfies her-
abgesunken war, wurde dieses mit TissueTek O.C.T. Compund posterior auf ein Kork-
plattchen in —40°C kaltem 2-Methylbutan aufgefroren. Das gefrorene Gehirn wurde bei
—20°C gelagert oder direkt im Anschluss, nach einer kurzen Temperaturadaptation an
die Kammertemperatur von —20°C in dem CM 1950 Kryostaten (Leica Microsystems,
Wetzlar, D) coronal auf einem Objektkopf fixiert (—18°C gekiihlt) und in 30 pm dicke
Schnitte zerteilt. Je nach Weiterbehandlung der Schnitte, wurden diese entweder direkt
auf PLL-beschichteten Superfrost-Objekttragern aufgezogen oder in einer Natriumazid-
Losung (siehe Tab. bei 4°C gelagert.

Tabelle 3.31: Zusammensetzung der verwendeten Losungen

Saccharose-Lésung Natriumazid-Losung
30 % D-Saccharose (w/v) 0,02 % Natriumazid (w/v)
0,1M PBS 0,1M PBS

3.6.4 DAB-Firbung von Gewebeschnitten mittels der ABC-Methode

Bei der DAB-Farbung handelt es sich um ein enzymimmunhistochemisches Verfahren, bei
welchem durch ein Markerenzym ein unlosliches farbiges Reaktionsprodukt dort prézipitiert
wird, wo sich das nachzuweisende Antigen befindet. Ein solches Markerenzym ist die
Meerrettich-Peroxidase (engl. horseradish peroxidase (HRP)). Durch die enzymatische Re-
aktion der HRP mit ihrem Substrat Wasserstoffperoxid (H202) wird das gleichzeitig einge-
setzte fast farblose Chromogen Diaminobenzidin (DAB) durch die freiwerdenden Protonen
oxidiert und fallt als braunes Prézipitat aus. Die Meerrettich-Peroxidase selbst wird dabei
nicht verbraucht und kann mehrere Reaktionen katalysieren. Es kommt somit zur Amplifi-
kation, was einen entscheidenden Vorteil der enzymatischen Reaktionen gegeniiber der Im-
munfluoreszens darstellt. Des Weiteren wurde fiir diese Immunfiarbung die ABC-Methode
(ABC engl. Avidin-Biotin-Complex) verwendet, welche sich durch eine hohe Sensitivitit
auszeichnet. Sie basiert auf der Fahigkeit des Glykoproteins Avidin, nichtimmunologisch
vier Molekiile des Vitamins Biotin zu binden, d.h. mithilfe eines Biotin-gekoppelten Se-
kundérantikorpers und einem Komplex aus Avidin-Biotin-konjugierter Meerrettichperoxi-
dase wird somit die Detektion des Antigens verstérkt.

Die Schnitte wurden zunichst mit 0,3 % Wasserstoffperoxid und 5% Methanol in PB-
Puffer (siehe Tab.|3.32)) fiir 10 min inkubiert. Dieser Schritt diente zur Inaktivierung endo-
gener Peroxidasen im Gewebe. Nach dreimaligem Waschen in PB fiir jeweils 10 min wurden
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die Schnitte fiir 2h mit 10 % Serum und 10 % BSA in PB zum Blocken unspezifischer An-
tikérperbindungsstellen inkubiert. Das verwendete Serum stammte aus der gleichen Spe-
zies aus welcher der Sekundérantikorper generiert wurde. Nun folgte die Inkubation des
Primérantikoérpers iiber zwei Néchte bei 4°C in 2% Serum und 2 % BSA in PB. Am drit-
ten Tag wurde nicht gebundener Antikoérper durch erneutes Waschen (s.o.) entfernt und
die Schnitte mit dem Biotin-gekoppelten Sekundérantikorper (1:250) in 2% BSA/PB fiir
2h bei Raumtemperatur inkubiert. Dieser richtete sich gegen Epitope der Tierspezies aus
welcher der Primérantikorper stammte. Nach einem erneuten Waschschritt wurden nun
die Schnitte mit dem Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex fiir eine Stunde bei Raumtem-
peratur inkubiert. Dieser Komplex musste 30 min vor seinem KEinsatz aus den einzelnen
Losungen des Vectastain Elite ABC Kits angesetzt werden. Im Anschluss wurden die
Schnitte erneut gewaschen und fiinf Minuten lang mit einer DAB/PB-Losung (0,5 mg/ml)
prainkubiert bevor die Enzymreaktion der HRP durch die Zugabe von Wasserstoffper-
oxidlosung mit einer Endkonzentration von 0,006 % gestartet wurde. Die Schnitte zeigten
bereits nach einer halben Minute braune Verfarbungen. Die Farbreaktion wurde je Antigen
nach ca. 5-10min mit PB abgestoppt und die Schnitte zum Schluss erneut gewaschen.
Aufgezogen auf einen Objektriger und luftgetrocknet wurden die Schnitte mit Entellan
eingedeckelt und lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur gelagert.

Tabelle 3.32: Zusammensetzung des verwendeten Puffers

0,1 M PB (pH7,4)

0,2 M Dinatriumhydrogenphosphat

mit 0,2 M Natriumdihydrogenphosphat
wurde der pH-Wert auf 7,4 titriert
Arbeitslosung: Verdiinnung 1:1

3.6.5 Fluoreszenzfirbung von Aktinfilamenten in Gewebeschnitten

Das Zytotoxin des Knollenbléitterpilzes Phalloidin bindet an Aktinfilamente und verhindert
so dessen Depolymerisation (Cooper, 1987). Das Aktinzytoskelett in einer Zelle kann somit
iiber Fluoreszenzfarbstoffe, welche an Phalloidin gekoppelt sind sichtbar gemacht werden.

Die in der Natriumazid-Losung gelagerten Schnitte wurden zunéchst dreimal fiir 10 min
mit PBS gewaschen. Fiir die Blockierung unspezifischer Bindungen wurden die Schnitte
in 2% BSA/PBST fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurden
die Gewebeschnitte mit 66 nM Alexa 488-gekoppeltes Phalloidin fiir eine Stunde in 2%
BSA/PBST bei Raumtemperatur lichtgeschiitzt inkubiert. Nach dreimaligen Wachen der
Schnitte mit PBS (s.0.) wurden diese fiir eine Detektion der Zellkerne mit 600 nM DA-
PI/PBS 5 min lang behandelt. Es folgte erneutes Waschen und das Aufziehen der Schnitte
auf Superfrost-Objekttragern. Nachdem die Schnitte getrocknet waren, wurden diese mit
Mowiol-Eindeckmedium (siehe Tab. und einem Deckgléschen eingedeckelt und bis
zur mikroskopischen Auswertung lichtgeschiitzt bei 4 °C gelagert.
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Tabelle 3.33: Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Lésungen

Mowiol-Eindeckmedium:

PBST Lésung 1 Lésung 2 (pH 7,4)

0,3 % TritonX (v/v) 20g Mowiol 4-88 2,5 ¢ Propylgallat

0,1 M PBS 80ml0,1M PBS (pH 7,4)  50ml PBS (pH7,4)
40ml Glycerin 40ml Glycerin

2mM Natriumazid
7,5ml Losung 1 mit 2,5 ml Losung 2 mischen

3.6.6 Nissl-Farbung

Fiir die Bestimmung der genauen Lokalisation der Fiihrungs- bzw. Injektionskaniile im
Gehirn der wie in Abs. beschriebenen operierten Tiere, wurde die von Franz Nissl
entwickelte histologische Farbung verwendet. Bei dieser werden durch Anlagerung des in
der Farbung verwendeten Kresylvioletts an basophile Verbindungen wie der DNA und der
RNA die Zellkerne und die Ribosomen der Zellen angefarbt.

Die auf PLL-beschichtete Objekttragern aufgezogenen Schnitte wurden fiir eine Minute in
einer Kresylviolettlosung gefirbt und anschlieffend in Acetatpuffer (siehe Tab. gewa-
schen, bis eine spezifische Farbung zu beobachte war. Im Anschluss wurden die Schnitte
fiir 5min in 100 % Ethanol dehydriert und anschliefend in Xylol 5min lang gespiilt. Mit
dem DMI 6000 Mikroskp (Leica-Microsystems) wurde die Lokalisation der Kaniilen und
die Qualitédt des Gewebes, welches die Injektionsstelle umrandete, iiberpriift.

Tabelle 3.34: Zusammensetzung des verwendeten Puffers bzw. der verwendeten Losung

Acetatpuffer (pH 3,8 - 4,0) Kresylviolettlosung

0,544 % Natriumacetat (w/v) 0,5 % Kresylviolett (w/v)
0,96 % Essigséure (v/v) Acetatpuffer

3.6.7 Black-Gold-Farbung

Mit der von Schmued und Slikker (1999) erstmalig beschriebenen Black-Gold-Farbemethode
ist es moglich, myelinisierte Faserbiindel im Zentralennervensystem anzufirben. Im Ge-
naueren fiarbt der Haloaurophosphatkomplex Black-Gold sowohl gesundes als auch patho-
genes Myelin an.

Fiir diese Farbemethode wurden coronale Schnitte direkt beim Schneiden auf Gelantine-
beschichtete Objekttrager aufgezogen und luftgetrocknet. Rehydriert in ddHoO wurden
die Schnitte fiir 13 min in 65°C warmer Black-Gold-Losung (siehe Tab. inkubiert.
Im Anschluss wurde die Farbung alle 2-3 min iiberpriift. Hatten sich alle Faserbiindel gut
angefirbt, wurde die Reaktion durch Spiilen mit ddHO fiir 2min abgestoppt. Im An-
schluss wurde die Férbung mit 1 % Natriumthiosulfat (w/v) fir 3 min fixiert. Die Schnitte
wurden dann erneut 15min lang mit ddH2O gespiilt, anschliefend auf einer Heizplatte
(Medite GmbH, Burgdorf, D) bei 50 °C getrocknet, fiir 2min in Xylol aufgehellt und mit
Entellan eingedeckelt.
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Tabelle 3.35: Zusammensetzung der verwendeten Losung

Black-Gold-Loésung

0,2 % Black-Gold II (w/v)
0,9 % Natriumchlorid (w/v)

3.6.8 Timm-Silbersulfid-Farbung

Die Silbersulfid-Férbung nach {Timm (1958)|ist eine Silberimprignierung und dient zum
Nachweis der stark zinkhaltigen synaptischen Vesikel in den Terminalien der Moosfasern
im Hippokampus. Sie beruht auf der Eigenschaft von Silberionen sich mit den unedleren
Zinkionen zu verbinden und so als dunkelbrauner bis schwarzer Niederschlag auszufallen.
In dieser Arbeit wurde ein von Danscher und Zimmer (1978) modifiziertes Protokoll der
Timm-Silbersulfid-Farbung verwendet. Bei dieser Féarbemethode war zu beachten, dass bei
der Herstellung der Objekttriager, dem Aufziehen der Schnitte und bei der Féarbung nur mit
metallfreien Plastikgegenstinden (Pinzetten etc.) bzw. metallfreier Glasware gearbeitet
werden durfte.

3.6.8.1 Perfusion

Die Perfusion erfolgte wie im Abschnitt zuvor beschrieben, lediglich die verwende-
ten Puffer unterschieden sich. Die Tiere wurden ebenfalls mit einem Gemisch aus dem
Anésthetikum Ketanest S und dem Muskelrelaxans Rompun iiber eine intraperitoneale
Injektion betdubt. Fiir die Perfusion von P15 alte Tieren wurde mit einer abgestumpften
Kaniile (26 G) und mit einer geringeren Flussgeschwindigkeit der Losungen (5ml/min)
gearbeitet, um eine Beschiddigung des Hirngewebes durch einen zu hohen Druck zu ver-
meiden. Zum Spiilen der Blutgefdfie wurde anstelle des Tyrode-Puffers ein Sulfid-Puffer
(siehe Tab. verwendet, da die im Puffer enthaltenden Sulfidionen die Zinkionen im
Gewebe préazipitieren. Nachdem die aus dem gedffneten Atrium austretende Fliissigkeit
klar wurde (nach ca. 30 - 40ml), wurde mit 200 ml Phosphat/Glutaraldehyd-Puffer (fiir
P15 Tiere 50 - 100 ml) das Gewebe fixiert und zum Schluss das Blutgefifisystem erneut mit
Sulfid-Puffer gespiilt. Im Anschluss an die Perfusion wurde das Gehirn herauspréipariert,
zum Schutz vor Gefrierschiden und zur Nachfixierung in eine Glukose/Glutaraldehyd-
-Losung iiber Nacht inkubiert und am né&chsten Tag mit einem Kryostaten horizontal

geschnitten (siehe Abs. |3.6.8.4)).

Tabelle 3.36: Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Lésungen

0,2M PB (pH7,4) Sulfid-Puffer

0,2M Dinatriumhydrogenphosphat 0,15 M Natriumsulfid
mit 0,2 M Natriumdihydrogenphosphat 0,1 M Dinatriumhydrogenphosphat
wurde der pH-Wert auf 7,4 eingestellt

Phosphat/Glutaraldehyd-Puffer Glukose/Glutaraldehyd-Losung

2% Glutaraldehyd 20 % D-Glukose (w/v)
0,2M PB (pH7,4) 2% Glutaraldehyd (v/v)
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3.6.8.2 Herstellung metallfreier Glasware

Objekttrager ohne Mattrand sowie Glaskiivetten wurden eine Stunde lang in Chrom-
schwefelséure (92 % Schwefelséure, Anteil Chrom 1,3 %) eingetaucht und anschlieffend mit
ddH50O gespiilt. Gereinigte Glasware diirfte im Anschluss nicht mehr in Kontakt mit me-
tallischen Gegenstanden kommen, da bereits geringe Mengen an Metallverunreinigungen
zu unspezifischen Silberprézipitaten wahrend der Timm-Silbersulfid-Férbung fiithren.

3.6.8.3 Herstellung Chrom-Kalium-Gelatine beschichteter Objektrigern

Metallfreie Objektréger wurden bei Raumtemperatur mit einer Gelatine-Losung (siehe
Tab.[3.37)) beschichtet und iiber Nacht in einem Wérmeschrank (Binder GmbH, Tuttlingen,
D) bei 40°C getrocknet.

Tabelle 3.37: Zusammensetzung der verwendeten Losung

Gelatinel6sung

0,5 % Gelatine (w/v)
0,05 % Chromalaun (w/v)
ddH,O

3.6.8.4 Herstellung von Kryostatschnitten

Am Tag nach der Perfusion wurde das Gehirn auf Trockeneis angefroren und anschlie-
Bend mit der Schnellfrostfunktion (—50°C) des Kryostaten horizontal auf den Objektkopf
aufgefroren. Bei einer Kammertemperatur von 20 °C (Objektkopf —18 °C) wurde begin-
nend in der midseptotemporalen Ebene bis hin zum Ende des ventralen Hippokampuses
zwei Schnittserien mit einer Schnittdicke von 40 um angefertigt. Die Schnitte wurden auf
Gelatine-beschichtete metallfreie Objekttréger aufgezogen, auf einer Heizplatte (Medite
GmbH) getrocknet und bis zur Farbung (max. 3 Monate) bei 4 °C trocken gelagert.

3.6.8.5 Timm-Silbersulfid-Farbung

Die aufgezogenen horizontalen Gewebeschnitte wurden in einer Timm-Férbelosung (siehe
Tab. bei 25—30 °C lichtgeschiitzt in einem Wérmeschrank (Binder GmbH) angeféirbt.
Die Reaktion der Silberionen mit den Zinkionen beginnt nach ca. 30 min Inkubation. Zeig-
ten die Schnitte eine spezifische Silberfirbung so wurde die Farbung durch Spiilen der
Schnitte mit dH2O fiir 10 min abgestoppt und fiir 5 min mit 1 % Natriumthiosulfat (w/v)
fixiert. Nach zweimaligem kurzen Spiilen mit ddHoO wurden die Zellkerne mit 3 % Me-
thylenblau (w/v) fiir 10s angeférbt. Nun folgte ein Entwissern der Schnitte erst kurz in
70 % Ethanol (v/v), dann fiir jeweils fiir 5min in 95 % Ethanol (w/v), zweimal in 100 %
Ethanol und zum Schluss zweimal in Xylol. Die Schnitte wurden mit Entellan und einen
Deckgléschen beschichtet und lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur gelagert.

66



Kapitel 3. — Methoden

Tabelle 3.38: Zusammensetzung der verwendeten Losung

Timm-Fiarbelosung

80mlddH,O

5,1 g Zitronesédure

4,7 g Tri-Natriumcitrat-Dihydrat

3,4 g Hydrochinon

120 ml 50 % Gummi Arabicum

(w/v, versetzt mit ca. 0,02 % Thymol (w/v, Fungizid))
0,17 g Silbernitrat

(frisch dazu geben, gelost in 1 mlddH,0)

3.6.8.6 Auswertung

Mit dem Zeiss-Mikroskop Axiolmager Z1 und der Software AxioVision wurde der ventrale
Hippokampus aller Timm-gefdrbten Schnitte mit einer fiinffachen Vergréflerung aufge-
nommen. Die Bilddateien wurden im JPEG-Format exportiert und im Anschluss mit dem
QWin-Programm die Flidche der Faserendigungen des intra-infrapyramidalen bzw. des
suprapyramidalen Moosfaserbiindels der hippokampalen Kornerzellen ermittelt. Hierfiir
wandelte das Programm die RGB-Farbkodierung des Bildes in Grauwertstufen um und
ermittelte den jeweiligen Grauwert eines Pixels. Dunkle Bereiche wie beispielsweise die
Timm-gefarbten Moosfaserendigungen wurden so durch das Programm erkannt und her-
vorgehoben, wihrend helle, kontrastarme Bereiche von dem Programm nicht in die Aus-
wertung einbezogen wurden. Darauthin konnte die Fliche der Axonterminalen des supra-
pyramidalen sowie des intra-infrapyramidalen Faserbiindels durch manuelles Umranden in
separate ROIs (engl. region of intrest) unterteilt werden, woraufhin das Programm nun
automatisch die Pixeldichte der markierten Flédchen ermittelt hat. Die Daten wurden in
eine Exceloberflache kopiert und dort weiter analysiert.

3.6.8.7 Statistische Analyse

Die ermittelten Daten wurden mit einer univariaten Varianzanalye (ANOVA) in dem Pro-
gramm PASW Statistics statistisch ausgewertet. Ergab der Test der Zwischensubjektef-
fekte einen Unterschied innerhalb des Zwischensubjektfaktors (Geneotyp) von p < 0,05,
wurde anschlieBend ein Post-Hoc-Test nach Fischer’s Protected Leased Significant Diffe-
rence (PLSD) durchgefiihrt.
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Ergebnisse

4.1 Die Bedeutung der Serin/Threonin-Kinase
Ndr2 fiir die neuronale Differenzierung von PC12-Zellen
und hippokampalen Primirneuronen

4.1.1 Ndr2 reguliert abhéingig von dem Zelladhisionsmolekiil Integrin
das Auswachsen der Neuriten von PC12-Zellen

4.1.1.1 Eine Uberexpression von Ndr2 verhindert in PC12-Zellen das iiber
alpfl-Integine vermittelte Neuritenwachstum

In vorangegangen Experimenten (siehe Kapitel Einleitung Abs. untersuchte ich be-
reits den Einfluss der Serin/Threonin-Kinase Ndr2 auf die neuronale Differenzierung in
PC12-Zellen. So zeigte sich, dass Ndr2 abhéngig von verschiedenen Bestandteilen der
extrazelluldiren Matrix das Neuritenlingenwachstum von PC12-Zellen reguliert. Hierbei
erhohte die Ndr2-Kinase abhéngig von ihrer Kinaseaktivitéit, aber unabhéngig von einer
Zell-Matrix-Adhésion das Auswachsen von Neuriten. Hingegen inhibierte Ndr2 das Neu-
ritenwachstum von PC12-Zellen auf Kollagen 1V.

Aufgrund dieser Beobachtung iiberpriifte ich in den folgenden Experimenten durch eine Be-
einflussung der Integrin-Liganden-Bindung die Hypothese eines Einflusses der Serin/Thre-
onin-Kinase Ndr2 auf das Integrin-vermittelte Neuritenldngenwachstum. Zu diesem Zweck
wurde mithilfe des Disintegrins Obtustatin spezifisch die Bindung von a151-Integrinen der
sich differenzierenden PC12-Zellen an Kollagen IV blockiert (Brown et al., 2009)). In einem
weiteren Experiment wurde durch eine Anhebung der Konzentration an Magnesiumionen
im Medium indessen unspezifisch die Bindungsaffinitét aller Integrin-Dimere zu ihren Li-
ganden erhoht (Gotwals et al., 1999)). Des Weiteren verwendete ich wie schon in den
vorangegangenen Versuchen zum einen die stabil-transfizierte PC12-Zelllinie EGFP-Ndr2,
welche eine native Form von Ndr2 exprimierte und zum anderen die Linie EGFP-Ndr2
Mutante, die eine mutierte Form von Ndr2 exprimierte. Diese Form von Ndr2, in der die
beiden Phosphorylierungsstellen Serin?®! und Threonin*? nach einem Basenaustausch mu-
tiert vorlagen, vermittelte somit eine mégliche Funktion einer phosphorylierungsinaktiven
Ndr2-Kinase.

Eine univariate Varianzanalyse des Neuritenldngenwachstums transfizierter PC12-Zellen
(Zellen mit Neuriten > 100 um) zeigte eine signifikante Interaktion (Fy 54 = 12,268;p <
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0,001) innerhalb der Zwischensubjektfaktoren Zelllinie (EGFP, EGFP-Ndr2, EGFP-Ndr2
Mutante), Substrat (PDL gegen Kollagen IV) und Behandlung (NGF, NGF mit Obtusta-
tin, NGF mit Magnesiumchlorid). Eine Betrachtung der Daten erhoben fiir das Neuriten-
lingenwachstum der Kontrollzellen (EGFP) bzw. von Zellen, welche einmal mit der nativen
Form sowie einer mutierten Form von Ndr2 transfiziert wurden, zeigten sehr unterschied-
liche Auswirkungen innerhalb der drei Behandlungsgruppen. Aufgrund dessen wird in den
folgenden Abschnitten detaillierter die Bedeutung der unterschiedlichen Behandlungen fiir
die Differenzierung der drei Zelllinien analysiert.

So bestétigte sich fiir die Kontrollzelllinie EGFP (Abb. A) die schon in vorangegan-
genen Experimenten von mir beobachtete (siehe Kapitel Einleitung Abb. Erhéhung
des Neuritenlingenwachstums auf Kollagen IV im Vergleich zu PDL (NGF/PDL: 1 + 0, 6;
NGF /Kollagen 1V: 10,7 4 1,4; Fischer ‘s PLSD p = 0,003). Die statistische Analyse erwies
weiterhin, dass diese Zunahme durch eine Behandlung dieser Zellen mit Magnesiumchlo-
rid (p = 0,025) sowie durch Obtustatin (p = 0,003) verstirkt werden konnte (NGF:
10,7 £+ 1,4; NGF mit Magnesiumchlorid: 15 + 1; NGF mit Obtustatin: 17,7 £ 0,3). Inter-
essanterweise konnte durch die Behandlung von Zellen der Linie EGFP mit Obtustatin eine
Induktion des Neuritenldngenwachstums auf PDL zu Werten dhnlich derer auf Kollagen
IV beobachtet werden (PDL: 17 + 0, 6; Kollagen IV: 17,7 + 0,3; p = 0,374 n.s.).

Fiir Zellen der Linie EGFP-Ndr2 (Abb. [4.1| B) zeigte sich im Vergleich zu PDL sowie zu der
Kontrollzelllinie EGFP (Fischer s PLSD, p = 0,001) zunéchst keine erhéhte Induktion
des Neuritenlingenwachstums auf Kollagen IV unter Kontrollbedingungen (NGF/PDL:
2,3 + 0,3; NGF/Kollagen IV: 2,3 4+ 0,9; NGF/Kollagen IV/EGFP: 10,7 4+ 1,4). Dieser
Effekt konnte auch durch eine Behandlung dieser Zellen mit Obtustatin (PDL: 2,3 + 1.4;
Kollagen IV: 1 £ 0,6; Vergleich zu EGFP: p < 0,001) nicht aufgehoben werden. Hingegen
bewirkte eine Behandlung mit Magnesiumchlorid eine Zunahme der Anzahl an Zellen mit
Neuriten iiber 100 um L#nge auf PDL (7,3 £+ 0,3; Vergleich zu NGF: p = 0,007) sowie
auf Kollagen IV (6 + 1; Vergleich zu NGF: p = 0,021). Diese Induktion war fiir Zellen
der Linie EGFP-Ndr2 auf beiden Substraten gleich (F7,9 = 1,600; p = 0,275 n.s.). Im
Vergleich mit der Kontrollzelllinie EGFP zeigte sich nur die fiir PDL beobachte Induktion
signifikant erhoht (p = 0,000), wohingegen fiir Kollagen IV keine Steigerung gegeniiber
der Linie EGFP ermittelt werden konnte (p = 0,001).

Die Betrachtung des Neuritenléingenwachstums fiir Zellen der Linie EGFP-Ndr2 Mutante
(Abb. C) zeigt eine leichte, aber signifikante Erhohung auf Kollagen IV im Vergleich
zu PDL unter Kontrollbedingungen (NGF/PDL: 0,3 + 0,3; NGF/Kollagen IV: 4 + 0,6;
p = 0,005). Diese Induktion war aber schwicher als die in der Kontrollzelllinie EGFP (p =
0,004). Auch unterschied sich das Neuritenwachstum auf Kollagen IV nicht signifikant von
dem der Zelllinie EGFP-Ndr2 (p = 0,299). Andererseits éhnelte das Neuritenwachstum
von EGFP-Ndr2 Mutante auf PDL eher dem der Kontrollzelllinie mit einer gegeniiber
EGFP-Ndr2-transfizierten Zellen signifikant reduzierten Zahl an Zellen mit iiber 100 ym
langen Neuriten (EGFP-Ndr2 Mutante: 0,3 £+ 0,3; EGFP-Ndr2: 2,3 £+ 0,3; p = 0,017).
Hingegen zeigten diese Zellen, dhnlich wie EGFP-Ndr2-transfizierte Zellen keine Erhchung
des Neuritenldngenwachstums durch Obtustatin auf PDL oder Kollagen IV (PDL: 1,3 +
0,3; Kollagen IV: 4,3 + 1,3; Vergleich zu EGFP: p < 0,001). Zudem wurde das Wachstums
der Neuriten durch eine Behandlung mit Magnesiumchlorid auf PDL (2,3 £ 0,3; Vergleich
zu NGF: p = 0,000) nur wenig erhoht. Jedoch zeigten Zellen der Linie EGFP-Ndr2
Mutante, induziert durch eine erhohte Konzentration an Magnesiumionen im Medium,
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Abbildung 4.1: Morphologische Analyse stabil-transfizierter PC12-Zellen

A PC12-Zellen der Linie EGFP zeigten auf Kollagen IV im Vergleich zu PDL eine Erhéhung
des Neuritenléngenwachstums. Diese konnte durch eine Zugabe von Magnesiumionen in das
Medium gesteigert werden. Interessanterweise fiihrte eine Behandlung mit dem Disintegrin
Obtustatin sowohl auf Kollagen IV als auch auf PDL zu einer dhnlich erhéhten Induktion
des Neuritenwachstums von Kontrollzellen. B PC12-Zellen der Linie EGFP-Ndr2 zeigten im
Vergleich zu PDL und der Kontrollzelllinie EGFP keine erhohte Induktion des Wachstums
von Neuriten auf Kollagen IV. Eine Behandlung der Zellen mit Obtustatin hatte ebenfalls
keinen Einfluss auf das Neuritenwachstum. Lediglich eine Erhohung der Magnesiumionenkon-
zentration im Medium fiihrte zu einer geringen Zunahme der Anzahl an Zellen, die Neuriten
mit einer Lénge tiber 100 um ausbildeten. Dies konnte aber auf den beiden Substraten PDL
und Kollagen IV beobachtet werden. C Fiir Zellen der Linie EGFP-Ndr2 Mutante konnte
hingegen eine leichte Erhchung des Neuritenwachstums auf Kollagen IV im Vergleich zu PDL
beobachtet werden. Doch dhnlich wie EGFP-Ndr2 zeigte diese Linie eine Zunahme der Zahl
an Zellen mit iiber 100 um langen Neuriten auf PDL sowie auf Kollagen IV nur durch eine
Behandlung mit Magnesiumchlorid nicht aber mit Obtustatin.

Die Werte sind dargestellt als MW + SFM. Fiir die jeweilige Behandlung (NGF, NGF mit
Obtustatin und NGF mit Magnesiumchorid) der Zellen auf den beiden Substraten (PDL
und Kollagen IV) wurde pro Linie (EGFP, EGFP-Ndr2 und EGFP-Ndr2 Mutante) 15 Bilder
ausgewertet. * p < 0,05; #x p < 0,01; * * % p < 0,001 im Vergleich zu NGF oder PDL
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eine Zunahme der Zahl an Zellen mit iiber 100 um langen Neuriten auf Kollagen IV (Kol-
lagen 1V: 15 4+ 1,1; Vergleich zu NGF: p = 0,000; Vergleich PDL und Kollagen IV:
p = 0,000). Diese Induktion war &dhnlich derer, wie sie fiir Zellen der Linie EGFP beob-
achten wurde (p = 1,000 n.s.).

4.1.2 Ndr2 reguliert abhiingig von einer Integrin-vermittelten Zelladhi-
sion die dendritische Verzweigung hippokampaler Primirneuronen

4.1.2.1 Ndr2 wird in Dendriten exprimiert

Um eine mogliche Bedeutung der Aktivitdt von Ndr2 wéhrend der Verzweigung von Neu-
riten hippokampaler Prim&rneuronen zu bestimmen, untersuchte ich zunichst die Ex-
pression und die intrazelluldre Verteilung der Kinase in diesen Zellen. Wie anhand der
repriasentativen mikroskopischen Darstellung in der Abbildung zu erkennen ist, wur-
de Ndr2 prominent in den kultivierten Neuronen exprimiert und zeigte dabei einen hohen
Grad an einer Kolokalisation mit dem mikrotubuliassoziierten Protein Map2a und Map2b,
das nur in den Dendriten exprimiert wurde. Anhand der vergroflerten Darstellung eines
Dendriten lésst sich zudem gut erkennen, dass Ndr2 eine punktierte Verteilung in diesen
Fortsiitzen aufwies.

4.1.2.2 Morphologische Grundcharakterisierung differenzierender Primé&rneu-
rone

Fiir die Untersuchung einer moglichen Bedeutung der Serin/Threonin-Kinase Ndr2 fiir die
Verzweigung von Dendriten verwendete ich die von |Sholl (1953)| beschriebene Methode zur
Bestimmung des Verzweigungsgrades eines Dendritenbaumes. Als Vorarbeit hierfiir war es
notig zu klaren, wie die Dendriten und das Axon der Neurone in den zu untersuchenden
Praparaten sich morphologisch sicher differenzieren lielen.

Zu diesem Zweck wurden an DIV3 hippokampale Primérkulturen mit dem pEGFP-C1
Vektor transfiziert. Das kleine fluoreszierende Protein EGFP diente als Volumenindikator,
da es sich aufgrund seines Molekulargewichtes und seiner Struktur im Zytosol der ganzen
Zelle einschlieflich der Neuriten verteilte (Tsien, 1998). Nach sieben Tagen in Kultur wur-
den die Dendriten bzw. Axone der Neurone immunzytochemisch mit einem Antikorper
gegen Map2a und Map2b bzw. gegen Gap-43 markiert. Gap-43 (growth associated prote-
in 43) ist ein membranenassoziiertes Protein, welches in axonalen Fasern und besonders
stark angereichert in den Wachstumskegeln von Axonen vorkommt (Goslin and Banker,
1990)). Mit diesen beiden Markern konnten die Neuriten einer EGFP-transfizierten Zelle
entweder als Dendrit oder als Axon eindeutig identifiziert werden. Dabei zeigten die unter-
schiedlichen Farbungen (siehe Beispielzelle in der Abb. , dass die von mir untersuchten
Primérneurone in vitro viele im Durchmesser dicke und stark verzweigte Dendriten (C und
G) und ein langes, im Durchmesser sehr diinnes und schwach verzweigtes Axon (B und F)
ausbildeten. Diese Beobachtungen betétigen die zuvor von Crino und Eberwine [1996| fiir
hippokampale Rattenneurone in Kultur beschriebenen morphologischen Unterschiede von
Dendriten und Axonen.

71



Kapitel 4. — Ergebnisse

Abbildung 4.2: Immunfluoreszenzfirbung hippokampaler Primirneurone
(DIV14)

Eine Zweifachimmunfluoreszenzfirbung der Serin/Threonin-Kinase Ndr2 (A) und der nur
in Dendriten exprimierten Isoformen Map2a und Map2b zeigte (B), dass in hippokampalen
Primérneuronen beide Proteine in hohem Masse kolokalisierten (C). Ndr2 lag dabei neben
den Somata stark angereichert in den Dendriten (D, E & F) vor. MaBstab: A-C 25 ym; D-F
5 pum

Aufgrund der Anzahl, des Verzweigungsgrades und des Durchmessers der Dendriten ge-
geniiber dem einen Axon einer jeden Zelle konnte ich also in der folgenden Auswertung
der Sholl-Analyse davon ausgehen, dass es sich bei der Anzahl der Schnittpunkte mit den
konzentrischen Kreisen um den Grad der dendritischen Verzweigung handelte.
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“
. Dendrit

Abbildung 4.3: Immunfluoreszenzfirbung transfizierter hippokampaler Primér-
neurone (DIVT)

Anhand des EGFP-Signals (A & E) eines transfizierten Primérneurons und des Immunfluo-
reszenzsignals des Axonenmarkerproteins Gap-43 (B & F) und der Dendritenmarkerproteine
Map2a und Map2b (C & G), konnten das einzelne Axon und die vielen vom Soma abge-
henden Dendriten des Neurons durch eine Uberlagerung der Signale (D & H) identifiziert
werden. Dabei ist zu bemerken, dass die Dendriten mit ihrem Durchmesser und in ihrem Ver-
zweigungsgrad sich von dem diinnen und wenig verzweigten Axon stark abhoben. Maf}stab:
A-D 100 um; E-H 50 pm
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4.1.2.3 Eine Manipulation der Ndr2-Expression beeinflusst die dendritische
Verzweigung hippokampaler Prim&rneurone

Nun konnte mithilfe der Sholl-Analyse der Einfluss der Serin/Threonin-Kinase Ndr2 auf die
Dendritenbaumverzweigung der Neurone untersucht werden. Der Zeitpunkt DIV7 wurde
fiir die Untersuchung gewéhlt, da hier die Neuritenbildung als abgeschlossen gilt und eine
Reifung der Fortsétze beginnt (Goslin and Banker, 1990)). Zur Manipulation der Expres-
sion von Ndr2 wurde einerseits die Kinase als Fusionsprotein mit dem Fluoreszenzfarbstoff
mCherry iiberexprimiert und andererseits mithilfe einer fiir die Ndr2-mRNA spezifischen
shRNA massiv reduziert. Die Wirksamkeit der shRNAs shNdr2 und shKontrolle (sequenz-
spezifisch fiir die mRNA des Enzyms Luciferase) wurde in Vorversuchen bestétigt.

Eine statistische Auswertung der gewonnen Daten mit einer Varianzanalyse fiir wieder-
holte Messungen zeigte einen generellen Effekt (F3 106 = 18,823; p = 0,000) auf die
Verzweigung der Dendriten von Neuronen, die entweder mCherry-Ndr2 und EGFP oder
EGFP allein, bzw. shNdr2 und EGFP oder shKontrolle und EGFP exprimierten. Eine
genauere Betrachtung der Anzahl der Schnittpunkte der Dendriten mit den konzentri-
schen Kreisen der Scholl-Analyse zeigte ihre signifikante Abhéngigkeit von der Distanz
(F53,6148 = 38,485; p = 0,000), mit welcher diese vom Soma ausgehend um die Zelle
gelegt wurden. Weiterhin konnte eine Interaktion zwischen der Distanz und den unter-
schiedlichen Transfektionsgruppen (mCherry-Ndr2/EGFP, EGFP, shNdr2/EGFP, shKon-
trolle/EGFP) beobachtet werden (Fi74 6148 = 2,499; p = 0,000). Es zeigt sich, dass eine
Uberexpression von Ndr2 (Abb. bzw. Abb. A) eine starke Erhohung der Verzwei-
gung der Dendriten induzierte (F; g5 = 14,604; p = 0,000), wohingegen eine Blockierung
der Expression endogener Ndr2-Kinasen (Abb. und Abb. B) zu einer Reduktion
der Verzweigung der Dendriten fithrte (F; 33 = 32,981; p = 0,000).

Ein Vergleich der Anzahl an nahen (proximal: 20 — 60 um, A) und vom Soma der Zellen
weiter entfernt (distal: 300 —400 um, B) gelegenen Schnittpunkten belegte, dass eine Uber-
expression von Ndr2 die Verzweigung des distalen Dendritenbaumes signifikant erhohte
(mCherry-Ndr2/EGFP: 14,91 + 0,20; EGFP: 8,50 + 0,40; Fischer s PLSD, p = 0,000),
wohingegen im proximalen Bereich kein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe zu
beobachten war (mCherry-Ndr2/EGFP: 16,39 + 1,16; EGFP: 16,45 + 0,70; p = 0,960
n.s.). Die Blockierung der Expression von Ndr2 mittels einer sequenzspezifischen shRNA
fithrte hingegen zu einer Inhibierung der Verzweigung (Abb. A und B), sowohl im
proximalen (shNdr2/EGFP: 9,41 + 0,34; shKontrolle/EGFP: 14,67 + 0,87; p = 0,003) als
auch im distalen (shNdr2/EGFP: 4,47 4+ 0,57; shKontrolle/EGFP: 8,01 + 0,75; p = 0,001)
Bereich des Dendritenbaumes. Zu erwihnen ist, dass Neurone, welche mit der Kontroll-
shRNA transfiziert wurden (Abb. A und B), keinen Unterschied in ihrer Verzweigung
gegeniiber EGFP-transfizierten Neurone zeigten (F7 53 = 0,030; p = 0,684).

4.1.2.4 Echistatin blockiert die durch eine Uberexpression von Ndr2 indu-
zierte Erh6hung der dendritischen Verzeigung

Mit mithilfe des RGD-Disintegrins Echistatin untersuchte ich inwieweit die beobachtete
Erhéhung der Verzweigung der Dendriten bei einer Uberexpression von Ndr2 abhingig
von der Integrin-vermittelten Zelladhésion war. Echistatin bindet spezifisch an die in hip-
pokampalen Neuronen reich exprimierten a551-, av33- und avfl-Integrine und inhibiert
infolgedessen die durch sie vermittelte Zell-Matrix-Adhésion (Williams, 1992)).
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Abbildung 4.4: Mikroskopische Aufnahme des Fluoreszenzsignals transfizierter
hippokampaler Primérneurone (DIVT)

Anhand des Fluoreszenzsignals von EGFP konnte die Morphologie hippokampaler
Primérneurone analysiert werden. Es ist deutlich zu erkennen, dass mCherry-Ndr2 kotransfi-
zierte Neurone einen erhohten Verzweigungsgrad der Dendriten (B) gegeniiber Kontrollneu-
ronen (A) aufwiesen. Eine Behandlung mit dem Disintegrin Echistatin hingegen blockierte
den steigernden Effekt einer Uberexpression von Ndr2 auf die Differenzierung der Neurone (C
und D). Indes fiihrte eine Inhibierung der endogenen Expression von Ndr2 deutlich sichtbar
(F) zu einer Reduzierung der dendritischen Verzweigung hippokampler Primirneurone. Die
Kontroll-shRNA hatte keinen Einfluss auf die Morphologie der Neurone (E). Zu bemerken ist,
dass mCherry-Ndr2 in den Neuronen eine punktierte Verteilung aufwies (c). Mafistab: A-F
100 pm; a-c 5 pm

Eine multivariate Varianzanalyse fiir wiederholte Messungen zeigte eine generelle signi-
fikante Interaktion (Fy 136 = 13,727; p = 0,000) zwischen der Transfektion mit EGFP
oder mit mCherry-Ndr2 und EGFP einerseits und der Behandlung der Zellen mit Echista-
tin andererseits. Weiterhin konnte eine signifikante Abhéngigkeit des Dendritenwachstums
von der Distanz vom Soma (Fxg 7888 = 48,575; p = 0,000) sowie dessen Interaktion mit
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Abbildung 4.5: Quantitative Analyse des dendritischen Wachstums

Mithilfe einer Sholl-Analyse wurde die Verzweigung der Dendriten zum Zeitpunkt DIV7 un-
tersucht. A Dabei zeigten mit EGFP/mCherry-Ndr2 transfizierte Neurone (n = 35) ei-
ne starke Zunahme der Verzweigung im Vergleich zu EGFP-exprimierenden Kontrollzellen
(n = 35). B Die Blockierung der Expression der endogenen Ndr2-Kinase fithrte indes zu
einer Verminderung der Dendritenverzweigung (EGFP/shNdr2: n = 20, EGFP /shKontrolle:
n = 20). C Interessanterweise induzierte eine Inhibierung der iiber RGD-spezifische Integrine
vermittelten Zell-Matrix-Adhésion durch Echistatin eine vollstdndige Blockierung der Ndr2-
vermittelten Zunahme der dendritischen Verzeigung, wohingegen das Disintegrin die Differen-
zierung der Dendriten von EGFP-transfizierten Neurone nicht beeinflusste (EGFP/mCherry-
Ndr2: n = 35, EGFP: n = 35). Die Werte sind dargestellt als MW £+ SFM.
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Abbildung 4.6: Vergleich proximaler und distaler Dendriten

A Eine genauere Betrachtung des proximalen Dendritenbaumes in Ndr2-transfizierten Neuro-
nen zeigte, dass eine Uberexpression von Ndr2 die Verzweigung der Dendriten nahe des Somas
nicht beeinflusste. Hingegen fiihrte eine Blockierung der Expression endogener Ndr2 zu einer
Reduktion der Dendritenverzweigung. Zudem inhibierte Echistatin die Verzweigung des proxi-
malen Dendritenbaumes von Ndr2-transfizierten Neuronen, nicht aber von Kontrollneuronen.
B Die distalen Dendriten Ndr2-iiberexprimierender Neurone zeigten in ihrem Verzweigungs-
grad eine massive Erhohung, welche jedoch durch Echistatin blockiert wurde. Indes fiihrte die
Inhibierung der Expression endogener Ndr2 sogar zu einer Reduktion der Verzweigung des dis-
talen Dendritenbaumes hippokampaler Neurone. Die Werte sind dargestellt als MW + SFM.
x p < 0,05; xx p < 0,01; x %% p < 0,001 im Vergleich zu EGFP oder der Markierung

der Art der Transfektion und der Behandlung mit Echistatin beobachtet werden (Fsg 7888 =
1,424; p = 0,019). Dabei zeigte sich, dass nach der Blockierung der Integrin-Ligan-
denbindungsstelle durch Echistatin (Abb. und C) die Ndr2-vermittelte Erho-
hung der dendritischen Verzweigung von hippokampalen Primérneuronen aufgehoben war
(F1,68 = 2,442; p = 0,123). Bei einer genaueren Betrachtung zeigte sich, dass Echista-
tin (Abb. A) eine Reduktion der Verzweigung im proximalen Bereich der Dendriten
von Ndr2-transfizierte Neurone induzierte (mCherry-Ndr2/EGFP: 11,85 + 0,82; EGFP:
15,67 £+ 0,58; Fischer’s PLSD, p = 0,000), wéhrend im distalen Bereich (Abb. B)
des Dendritenbaumes der Neurone ein dhnliches Verzweigungsmuster wie das von Echi-
statin behandelten Kontrollzellen zu beobachten war (mCherry-Ndr2/EGFP: 6,49 + 0,67;
EGFP: 7,59 + 0,58; p = 0,188 n.s.). Dabei hatte eine Behandlung mit Echistatin keinen
Effekt auf die Verzweigung der proximalen und distalen Bereiche des Dendritenfeldes von
EGFP-transfizierten Neuronen im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen (proximal:
p = 0,497 n.s., distal: p = 0,596 n.s.).
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4.1.3 Ndr2 reguliert den Gehalt aktivierten f1-Integrins in auswachsen-
den neuronalen Strukturen und ist am Integrin-Endozytose/Exo-
zytose-Signalweg beteiligt

4.1.3.1 Transgene Ndr2 erhSht den Gehalt an phosphoryliertem S1-Integrin
in den Wachstumskegeln von PC-12 Zellen

Aufgrund der beobachteten Regulation des Integrin-abhéingigen Neuritenwachstums durch
die Serin/Threonin-Kinase Ndr2 untersuchte ich im Folgenden, ob Ndr2 Einfluss auf die
Verteilung von S1l-Integrinen in auswachsenden Strukturen wie z.B. Wachstumskegeln
nimmt. Das Integrin 31 besitzt mehrere Phosphorylierungsstellen, wobei Threonin™® im
C-terminalen, zytosolischen Teils des Proteins eine davon ist. Diese ist wichtig fiir die
Aktivitit des Zelladhisionsmolekiils, da eine Phosphorylierung von Threonin’®® iiber eine
inside-out-Aktivierung die Bindungsaffinitit von Sl-Integrin zu seinem Liganden stark
erhoht (Nilsson et al., 2006). Studien haben gezeigt, dass die Expression einer mutierten
Form von f(1-Integrin, welche anstelle von Threonin’®® die Aminosiure Alanin kodierte,
die Zelladhiision stark reduzierte (Craig et al., 2009). Mithilfe der oben beschriebenen
PC12-Zelllinie EGFP-Ndr2 und eines Antikorpers, welcher spezifisch nur die phosphory-
lierte Form von Threonin™® erkannte, wurde die Verteilung von aktiviertem S1-Integrin
in NGF-stimulierten und auf PDL oder Kollagen IV kultivierten Zellen untersucht.

In der Abbildung A sind mit EGFP-Ndr2 stabil-transfizierte PC12-Zellen dargestellt.

EGFP-Ndr2

Abbildung 4.7: Immunfluoreszenzfirbung EGFP-Ndr2-transfizierter PC12-Zellen
In EGFP-Ndr2 transfizierten PC12-Zellen lag transgenes Ndr2 sowohl in den Somata, in den
Neuriten (A) sowie in den Wachstumskegeln (D) der Zellen verteilt vor. Weiterhin konnte fiir
Threonin"®8-phosphoryliertes 31-Integrin eine punktierte Verteilung und eine Kolokalisation
mit EGFP-Ndr2 sowohl in den Somata (B & C) als auch in den Wachstumskegeln der Neuriten
(E & F) beobachtet werden. Mafistab: A-F 10 ym
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Wihrend transgenes Ndr2 eine gleichméfige Verteilung sowohl in den Somata (A) als auch
in den Wachstumskegeln (D) zeigte, konnte fiir Threonin”®®-phosphoryliertes 81-Integrin
eine punktierte Verbreitung ebenfalls in der gesamten Zelle beobachtet werden (B & E).
Beide Proteine kolokalisieren in den Zellkorpern, Neuriten sowie in Wachstumskegeln (C
& F) von PC12-Zellen.

Mittels der Immunzytochemie konnte nun eine quantitative Analyse der Intensitidt des
Fluoreszenzsignals von Threonin”®®-phosphoryliertem 31-Integrin folgen (Abb. . Eine
statistische Auswertung der gewonnen Daten mit einer univariaten Varianzanalyse ergab
fir die drei Zelllinien EGFP-Ndr2, EGFP-Ndr2 Mutante und EGFP einen signifikanten
Effekt (F5,60 = 5,895; p = 0,005). Jedoch konnte keine signifikante Interaktion zwischen
den drei Zelllinien und den beiden unterschiedlichen Zellsubstraten PDL und Kollagen
IV beobachtet werden (F» g9 = 0,102; p = 0,904). Eine Analyse der auf den Zellkorper
normierten Féarbeintensitéit belegte eine erhohte Menge an phosphoryliertem S1-Integrin
in den Wachstumskegeln von EGFP-Ndr2-exprimierenden Zellen im Vergleich zu Zellen,
welche nur EGFP (Fischer’s PLSD, p = 0,003) oder die phosphorlierungsinaktive Form
von Ndr2 EGFP-Ndr2 Mutante exprimierten (p = 0,008). Diese Erhohung war substra-
tunabhéngig und konnte sowohl fiir EGFP-Ndr2-transfizierte Zellen, welche auf PDL als
auch auf Kollagen IV kultiviert wurden, beobachtet werden (PDL: 115,4 4+ 42,3; Kollagen
IV: 97,2 + 39,3). Zellen der Linien EGFP-Ndr2 Mutante (PDL: 37,3 + 11,9; Kollagen
IV: 33,7 £ 17,1) zeigten im Vergleich zu Kontrollzellen (PDL: 23,6 £+ 6,8; Kollagen IV:
28,2 + 10,5) hingegen keine Erhdhung an Threonin’®®-phosphoryliertem 31-Integrin in
ihren Wachstumskegeln (p = 0,710 n.s.).
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Abbildung 4.8: Intensititsanalyse immunfluoreszenzmarkierten (G1l-Integrins in
Wachstumskegeln

Unabhéngig von dem Substrat auf welchem die Zellen kultiviert wurden, zeigten mit EGFP-
Ndr2 transfizierte PC12-Zellen (EGFP-Ndr2 und EGFP: n = 10 PDL, n = 10 Kollagen IV)
im Verhiltnis zum Zellkérper eine Erhshung an Threonin”®®-phosphoryliertem S1-Integrin in
ihren Wachstumskegeln. Jedoch konnte diese Induktion in Zellen, welche eine phosphorlie-
rungsinaktive Form von Ndr2 exprimierten nicht beobachtet werden (EGFP-Ndr2 Mutante:
n = 10 PDL, n = 10 Kollagen IV). Die Werte sind dargestellt als MW £ FM x p < 0,05; s
p < 0,01; % %% p < 0,001 im Vergleich zu EGFP-Ndr2
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4.1.3.2 Transgene Ndr2 zeigt eine punktierte Verteilung und lokalisiert an
frithe Endosomen

Wie bereits in den Abbildungen [4.2] und [4.4] beobachtet werden konnte, zeigte sowohl die
endogene als auch transgene Ndr2-Kinase in hippokampalen Primérneuronen eine stark
punktierte Verteilung.

In der Abbildung ist ein transfiziertes hippokampales Primérneuron zum Zeitpunkt
DIV7 zu sehen. Die Zelle exprimerte zum einen EGFP-fusionierte Ndr2 und zum anderen
ECFP-markiertes SARA-FYVE. Das Protein ECFP-SARA-FYVE beinhaltet die Zinkfin-
gerdoméne FYVE des Proteins SARA (Smad anchor of receptor activation). Die Doméne
ist benannt nach den Anfangsbuchstaben der vier Proteine, in welchen dieses Motiv als
erstes gefunden wurde: Fabl, YotB, Vaclp und EEA1 (Stenmark et al., 1996)). Protei-
ne wie SARA und EEA1 (early endosomal antigen 1) binden iiber die hoch konservierte
FYVE-Domaéne mit einer hohen Spezifitdt an Phosphatidylinositol 3-Phosphat, ein Trans-
membranprotein das in der Membran von frithen Endosomen vorkommt (Gaullier et al.,
1998)). Fiir das in dieser Studie verwendete ECFP-konjugierte Konstrukt mit der FYVE-
Doméne von SARA konnte gezeigt werden, dass es ebenfalls an frithen Endosomen bindet
(Hayakawa et al., 2004)) und somit als Markerprotein fiir diese eingesetzt werden kann.

Die beiden transgenen Proteine EGFP-Ndr2 und ECFP-SARA-FYVE zeigten in hippo-
kampalen Primé&rneuronen eine starke punktierte Verteilung sowie eine hohe Kolokalisation
(A, B & C) in den Somata (D, E & F) und Neuriten (G, H & I). Diese punktierte Verteilung
wurde bereits fiir ECFP-SARA-FYVE sowie fiir EEA1 und Rabb beschrieben (Hayakawa
et al., 2004; [Hu et al., 2002). Transgenes Ndr2 ist somit ebenfalls an frithen Endosomen
lokalisiert.

4.1.3.3 Endogene Ndr2 kolokalisiert mit S1-Integrin und ist ebenfalls an friihen
und an Recycling-Endosomen lokalisiert

In den vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Serin/Threonin--
Kinase Ndr2 abhingig von der Integrin-vermittelten Zelladhésion das Neuritenldngen-
wachstum in PC12-Zellen und die Verzweigung der Dendriten von hippokampalen Primér-
neuronen reguliert. Zudem konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von Ndr2 in
PC12-Zellen den Anteil an phosphoryliertem (S1-Integrin in den Wachstumskegeln erhoht.
Aufgrund dieser Daten und der Kolokalisation von EGFP-Ndr2 mit frithen Endosomen
stellte sich die Frage, ob endogenes Ndr2 mit im endosomalen Kompartiment befindlichen
B1-Integrin kolokalisiert ist.

Zunéchst wurde iiberpriift, ob die in Neuronen endogen exprimerte Ndr2-Kinase eben-
falls an frithen Endosomen lokalisiert. An diese vesikuldren Strukturen bindet die kleine
GTPase Rabb in ihrer GTP gebunden aktiven Form (Mishra et al., 2010). Mithilfe ei-
ner Immunfluoreszenzfirbung konnte tatséchlich gezeigt werden, dass Ndr2 mit Rabb in
hippokampalen Primérneuronen in den Somata (A & B) sowie in den Neuriten (E &
F) stark kolokalisiert. Beide Proteine zeigten eine punktierte Verteilung in der gesamten
Zelle. Eine solche Verteilung wurde fiir Rab5 bereits von Hu et al. (2002) beschrieben.
Weiterhin konnte ich zeigen, dass Ndr2 auch mit S1-Integrin in den Somata (D) sowie in
den Neuriten (H) hippokampaler Primérneurone in ihrer Verteilung iiberlappte und beide
zusammen hdufig mit Rabb kolokalisierten.
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'EGFP-Ndr2

Abbildung 4.9: Lokalisation transgener Ndr2 an frithen Endosomen in hippokam-
palen Primirneuronen (DIVT)

Transgenes EGFP-Ndr2 (A) zeigte in hippokampalen Primérneuronen eine starke punktierte
Verteilung sowohl in den Somata (D) als auch in den Neuriten der Zellen (G). Interessanter-
weise konnte fiir EGFP-Ndr2 eine hohe Kolokalisation mit dem Marker fiir frithe Endosomen
ECFP-SARA-FYVE (C, F & I) beobachtet werden, welcher ebenfalls eine punktierte Vertei-
lung im Soma (E) und in Neuriten (H) aufwies. Mafistab: A-C 50 pm; D-1 10 um

In einem weiteren Schritt sollte nun mithilfe einer Immunfluoreszenzfarbung gegen die
GTPase Rabll, welche an Recycling-Endosomen bindet (Caswell and Norman, 2008]),
gekliart werden, ob Ndr2 ebenfalls an diesen lokalisiert ist. Es zeigte sich (Abb. ,
dass beide Proteine, Ndr2 und Rabll, eine punktierte Verteilung in den Somata (A &
B) wie auch in den Neuriten (F & G) hippokampaler Primérneuronen aufwiesen und
miteinander kolokalisierten. Diese typische vesikuldre Verteilung von Rabll wurde auch
in der Arbeit von Eva et al. (2010) beschrieben. Hinzukommend konnte, wie zuvor fiir
Rab5-positive frithe Endosomen gezeigt wurde, eine Uberlappung der Verteilung von Ndr2
und S1-Integrin an Rabl1l-positiven Recycling-Endosomen (D & H) beobachtet werden.
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Abbildung 4.10: Lokalisation von Ndr2 an Integrin-positiven frithen Endosomen
hippokampaler Primirneurone (DIV14)

In hippokampalen Primérneuronen zeigte die endogen exprimierte Ndr2-Kinase, dhnlich wie
transgene Ndr2 eine punktierte Verteilung in den Somata (A) und den Neuriten (E). Mithilfe
einer Immunfluoreszenzfirbung fiir f1-Integrin (B & F) und Rabb (C & G) konnte auch fiir
Ndr2 eine Lokalisation an frithen Endosomen sowie eine Kolokalisation mit S1-Integrinen an
diesen vesikulidren Strukturen sowohl im Soma (D) als auch in den Neuriten (H) bestitigt
werden. Mafistab: A-D 25 uym; E-H 5 ym

82



Kapitel 4. — Ergebnisse

Abbildung 4.11: Lokalisation von Ndr2 an Integrin-positiven Recycling-
Endosomen hippokampaler Primiirneurone (DIV14)

Fiir die endogen exprimierte Ndr2-Kinase (A & E) konnte auch eine Lokalisation an Rabl1-
positiven Recycling-Endosomen (C & G) in hippokampalen Primérneuronen beobachtet wer-
den. Beide Proteine zeigten zusammen mit S1-Integrin (B & F) eine Kolokalisation sowohl
im Soma (D) als auch in den Neuriten (H) der Neurone. Mafistab: A-D 25 ym; E-H 5 ym
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4.1.3.4 Ndr2 liegt nur in mit Endosomen angereicherten zelluldren Fraktio-
nen vor

Eine subzelluldre Fraktionierung von nativen PC12-Zellen mittels einer Saccharosegra-
dienten-Zentrifugation konnte die Beobachtung bestétigen, dass Ndr2 mit frithen sowie
Recycling-Endosomen assoziiert ist (Abb. . Der hier verwendete kontinuierliche Gra-
dient mit einem prozentualen Anteil an Saccharose von 10-40 % ermoglichte es frithe bzw.
Recycling-Endosomen von anderen vesikuldren Strukturen wie den Lysosomen, dem En-
doplasmatischen Retikulum und dem Golgi-Apparat zu trennen. Mittels der Verfahren
SDS-PAGE und Western-Blot konnte die Ndr2-Kinase nur in den Zellfraktionen 2 und 3
in dhnlicher Proteinmenge nachgewiesen werden. Diese Fraktionen waren positiv fiir die
GTPasen Rabb und Rabll, welche an frithen bzw. Recycling-Endosomen binden. Rab5
war reichlich in der Fraktion 2 und geringer in der Fraktion 3 angereichert, wohingegen die
GTPase Rab11 sehr stark in den Fraktionen 1 bis 3 und in geringer Menge in der Fraktion
4 nachzuweisen war. Somit lag Ndr2 nur in Endosomen enthaltenden Fraktionen vor und
bestétigte so vorhergehende Beobachtungen einer Lokalisation von Ndr2 an frithen und
Recycling-Endosomen. Die GTPase Rab5b zeigte nur in den Fraktionen des Saccharosegra-
dienten nicht aber im PC12-Zelllysat eine Doppelbande. Dies kann darauf zuriickgefiihrt
werden, dass moglicherweise durch eine Anlagerung von Saccharose das Molekulargewicht
der Proteine vergroflert wurde.

Ndr2 — -~

Rab5 - am——
Rab11| s cmme - - D
Fraktionen 1 2 3 4 5 6 7 8 Lysat

Abbildung 4.12: Nachweise von Ndr2 in endosomalen Fraktionen von PC12-Zellen
Mithilfe einer Saccharosegradienten-Zentrifugation wurden die einzelnen subzelluldren Kom-
partimente von PC12-Zellen voneinander getrennt. Ndr2 lag dabei selektiv in den Fraktionen
2 und 3 vor, welche ebenfalls die GTPasen Rab5 und Rabl1 beinhalteten. Somit konnte eine
Assoziation von Ndr2 mit Rab5-positiven frithen Endosomen und Rabl1-postiven Recyling-
Endosomen mit dieser Methode bestétigt werden.

4.1.3.5 Ndr2 interagiert mit der GTPase Dynamin

Vorhergehende Beobachtungen einer punktierten Verteilung von Ndr2 in der Zelle und
der Lokalisation an frithen und Recycling-Endosomen sowie einer Erhohung von aktivier-
tem ([1-Integrin in den Wachstumskegeln von Ndr2-transfizierten PC12-Zellen fithrte zu
der Vermutung, dass Ndr2 in dem Integrin-Endozytose/Exozytose-Signalweg eine wichtige
Rolle spielen kénnte. Aus diesem Grund suchte ich mithilfe einer Koimmunprézipitation
nach potentiellen Interaktionspartnern von Ndr2, die an diesem Signalweg beteiligt sind.

Wie in der Abbildung zu sehen ist, konnte mit einem polyklonalen Antikérper, der
an den Aminoséureabschnitt 420 bis 430 von Ndr2 bindet (Stork et al., 2001, die GTPase
Dynamin koimmunprézipitiert werden. Fiir die Detektion der GTPase Dynamin wurde
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ein Antikérper verwendet, welcher die Isoformen 1 und 2 nicht aber 3 erkannte. Wahrend
die Isoform 2 ubiquitdr exprimiert wird, kommt die Isoform 1 nur im Gehirn und be-
sonders stark angereichert in Synapsen vor. Dynamin vermittelt wéhrend der Endozytose
die Abschniirung der Vesikel von der Plasmamembran (Hinshaw, 2000). Weitere Protei-
ne, welche ebenfalls bei der Endozytose eine Rolle spielen, wie Amphiphysin (Wigge and
McMahon, 1998) und Synaptojanin 1 (Song and Zinsmaier, 2003) sowie die an frithen
bzw. Recycling-Endosomen bindenden GTPasen Rabb bzw. Rabll, konnten indes nicht
im Prézipitat nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Somit konnte bis jetzt nur eine
direkte Interaktion fiir Ndr2 mit der GTPase Dynamin (1/2) nachgewiesen werden.

Ndr2

—
Dynamin | s -

Abbildung 4.13: Koimmunprézipitation von Dynamin (1/2) mit Ndr2

Mithilfe eines Ndr2-spezifischen Priméirantikérpers wurde Ndr2 iiber diesen Antikorper selek-
tiv prézipitiert und die GTPase Dynamin koprézipitiert. Weiterhin ist anhand der Western-
Blots zu sehen, dass sowohl Ndr2 als auch Dynamin nicht mit einem fiir beide Proteine
unspezifischen Primérantikorper interagierten. Dieser stammte aus dem gleichen Wirt und
der gleichen Immunglobulinklasse wie der Ndr2-spezifische Primérantikorper.

4.1.3.6 Ndr2 kolokalisiert mit Dynamin und S1-Integrin

In der Arbeit von Caswell und Norman [2008| ist beschrieben, dass die GTPase Dyna-
min sowohl eine Clathrin-abhéingige als auch eine Clathrin-unabhéngigen Endozytose von
Integrinen vermittelt. Aufgrund der zuvor beschriebenen Interaktion von Ndr2 mit Dyna-
min sowie der Kolokalisation mit S1-Integrin an frithen und Recycling-Endosomen, sollte
nun gekldart werden, ob diese drei Proteine in hippokampalen Primérneuronen ebenfalls
gemeinsam vorliegen. In der Tat konnte mit einer Immunfluoreszenzfarbung (Abb.
bestétigt werden, dass Ndr2 mit Dynamin sowohl in den Somata (A & B) als auch in den
Neuriten (E & F) hippokampaler Primérneuronen kolokalisierte und mit S1-Integrin in
punktformigen Strukturen iiberlappte (D & H).
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Abbildung 4.14: Kolokalsiation von Ndr2 mit S1-Integrin und Dynamin in hippo-
kampalen Primirneuronen (DIV14)

Ndr2 kolokalisierte mit S1-Integrin (B & F) und Dynamin (C & G) sowohl im Soma (D) als
auch in den Neuriten (H) hippokampaler Primérneurone. Dabei lagen alle drei Proteine zu-
sammen oft als punktformiger Komplex gemeinsam vor (E, F, G & H) Mafistab: A-D 25 um;
E-H 5pm
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4.1.4 Charakterisierung der konditionalen Ndr2-transgenen Mauslinien
Ndrzlox/tg55 und Ndr2lox/tg89

4.1.4.1 Generierung konditional Ndr2-transgener Mauslinien

Fiir eine Untersuchung der Bedeutung der Serin/Threonin-Kinase Ndr2 in vivo wurde ein
konditionales Ndr2-transgenes Mausmodell generiert. Dieses wiirden gewéhlt, da iiber das
Cre/loxP-Rekombinasesystem eine gewebe-, zelltyp- bzw. entwicklungs- und altersspezifi-
sche Induktion der Expression des Transgens erméglicht wird (Utomo et al., 1999).

4.1.4.2 Struktur der Ndr2-Expressionskassette

Fiir die Generierung konditionaler Ndr2-trangener Mause wurde eine Ndr2-Expressions-
kassette (Abb. [4.15|) verwendet.

loxP loxP
o H{ o e} eore I pavar-
X

— CamKlla H Cre Rekombinase -—
loxP

Abbildung 4.15: Modell der Ndr2-Expressionskassette

In der Expressionskassette lag vor dem Gen fiir EGFP-Ndr2 ein mit loxP-Sequenzen flankiertes
Gen fir das Enzym Chloramphenicol Acetyltransferase (CAT) lokalisiert. Aufgrund dieses
Aufbaus wurde in Ndr2-transgenen Méausen das Fusionsprotein EGFP-Ndr2 nicht exprimiert,
da es aufgrund des Stoppsignals im Gen fiir CAT zu einem Abbruch der Transkription kam.
Wurden Ndr2-transgene M&use jedoch mit transgenen Méusen verpaart, die z. B. unter dem
CamKIIa-Promotor die Cre-Rekombinase exprimierten, kam es zu einer katalytischen Deletion
des loxP-flankierten Bereiches und zu einer Expression von EGFP-Ndr2 unter dem CAG-
Promotor.

Diese ermoglichte nach einer enzymatischen Reaktion durch eine Cre-Rekombinase die Ex-
pression von Ndr2 als Fusionsprotein mit dem fluoreszierenden Protein EGFP unter der
Kontrolle des CAG-Promotors. Der in der Expressionskassette kodierte Promotor stellt
eine Kombination aus dem Cytomegalovirus Enhancer Element (CMV) und dem aus
Gallus gallus stammenden (-Aktin Promotor dar und erméglicht somit eine ubiquitére
Verteilung sowie ein hohes Expressionslevel des EGFP-Ndr2 Proteins (Alexopoulou et al.,
. Vorgeschaltet vor dem Gen fiir EGFP-Ndr2 wird das Enzym Chloramphenicol Ace-
tyltransferase (CAT) kodiert. Dieses Enzym acetyliert das Antibiotikum Chloramphenicol
und hebt somit dessen antibakterielle Wirkung auf. Eine Expression in Eukaryoten hat
keine Relevanz, nur Bakterien, welche die genetische Information der CAT kodieren, sind
resistent gegeniiber Chloramphenicol und kénnen somit von nicht-transformierten Bak-
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terien selektioniert werden (Shaw et al., 1979). Sowohl das CAT-Gen als auch das Gen
fir EGFP-Ndr2 weisen am 3‘-Ende eine aus dem Virus SV40 stammende Erkennungsse-
quenz (Poly(A)) fiir das Enzym Poly(A)-Polymerase auf. Dieses Enzym kniipft wéihrend
der Transkription der Gene mehrere Adeninnukleotide an die synthetisierte mRNA an.
Diese Polyadenylierung ist notwendig fiir die Stabilitéit, aber auch fiir die Translation der

mRNA (Lodish, 2007)).

In der verwendeten Expressionskassette lag das CAT-Gen flankiert durch zwei loxP-Se-
quenzen vor. Da es aufgrund des Stopp-Signal im CAT-Gen zu einer Termination der
Transkription kam, wurde die Expression von EGFP-Ndr2 in Ndr2-transgenen M&usen
unterbunden. Die loxP-Sequenzen werden von dem aus dem bakteriellen P1-Phagen stam-
menden Cre-Rekombinase Enzym erkannt, so dass dieses katalytisch die flankierte DNA
ausschneidet (Sauer and Henderson, 1988). Eine Verpaarung mit Cre-Rekombinase-trans-
genen Méusen fithrte somit in Ndr2-transgenen Méausen zu einer Induktion der Expression
von EGFP-Ndr2.

Die Generierung der konditionalen Ndr2-transgenen Mauslinien wurde kommerziell von
der Firma Polygene durchgefiihrt. Hierfiir wurde die als Plasmid-DNA vorliegende Ndr2-
Expressionskassette in den Pronucleus einer Zygote injiziert. Die fiir die Pronucleusinjek-
tion verwendete Samenzelle und Eizelle stammten aus CB6F2 Méausen. Diese urspriinglich
aus dem CBA-Inzuchtstamm kommenden M&ause wurden iiber zwei Generationen mit
C57BL/6 Méusen verpaart. Mehrere transfizierte Eizellen wurden nun anschliefend in eine
pseudoschwangere C57BL/6 Maus eingepflanzt. Die Nachkommen wurden nun daraufhin
getestet, ob eine Insertion der Expressionskassette in ihr Genom stattgefunden hat. Hierfiir
wurde eine PCR durchgefiihrt, mit Primern, die direkt innerhalb der Sequenz des Fusions-
proteines EGFP-Ndr2 binden. In der Abbildung sind die gewonnen PCR-Produkte
zusehen. Es konnte nur fiir drei Nachkommen eine Insertion der Ndr2-Expressionskas-
sette nachgewiesen werden. Als Kontrolle diente die Plasmid-DNA des Transgenes. Die
identifizierten Ndr2-transgenen Mause wurden aufgrund der Reihenfolge innerhalb der ge-
wonnenen Nachkommen mit ,, Ndr2lo#/t955«  Ndr2low/t968« ynd  Ndr2!o*/t989¢ hegeichnet.
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Abbildung 4.16: Nachweis Ndr2-trangener Miuse

Mithilfe einer PCR-Analyse der aus einer Schwarzbiopsie gewonnen genomischen DNA wurden
die Nachkommen auf eine mogliche Insertion der Ndr2-Expressionskassette in ihr Genom
iiberpriift. Es konnten drei Ndr2-transgene Mé&use mit der Nummerierung 55, 68 und 89
identifiziert werden. Dabei diente die fiir die Pronucleusinjektion verwendete Plasmid-DNA
(pEGFP-C1-Ndr2) als Positivkontrolle fiir die Genotypisierung.
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4.1.4.3 Die Insertion der Ndr2-Expressionskassette erfolgte in einer Tandem-
reihenfolge

Fiir die Generierung Ndr2-transgener Mause lag die injizierte Ndr2-Expressionskassette
als Plasmid-DNA vor. Dadurch ist es aufgrund der Zufallsverteilung sehr wahrscheinlich,
dass gleich mehrere Kopien der Expressionskassette in das Genom der Méuse inseriert
wurden (Miilhardt, 2008). Dabei kann man nicht ausschlieBen, dass eine oder mehrere
Kopien sich nicht in der gleichen 5‘-3‘-Leserasterrichtung eingebaut haben. Ist dies der
Fall, kann es bei einer Verpaarung Ndr2-trangener Mause mit Cre-Rekombinase-transge-
nen Méusen zu einer Deletion mehrerer oder gar aller Kopien kommen. Um dies zu testen,
wurden drei verschiedene PCR-Analysen vorgenommen. Fiir zwei wurde entweder nur
der Sense-Primer oder nur der Antisense-Primer in den Anséitzen verwendet. Der Sense-
Primer bindete sowohl innerhalb der Sequenz des Ndr2-Gens als auch in der angrenzenden
Poly(A)-Sequenz, wihrend der Antisense-Primer in der CMV-Region des CAG-Promotors
bindete. Kam es nun zu einem Einbau einer oder mehrerer invertierter Kopien, so wére in
dem PCR-Ansatz mit dem Sense-Primer bzw. dem Antisense Primer ein ca. 400 pb bzw.
600 bp grofles Fragment zu erwarten gewesen. In der Abbildung sind die gewonnen
PCR-Fragmente aller drei Ansétze dargestellt. Es konnte aus dem Genom von Mé&use
der drei Linien Ndr2lo#/t955 Ndr2ter/ts68 ypnd Ndr2/oe/t989 pur in dem PCR-Ansatz, in
dem beide Primer (Sense und Antisense) verwendet wurden, ein ca. 500 bp groles DNA-
Konstrukt synthetisiert werden. Damit lag in allen drei Mauslinien die Ndr2-Expressions-
kassette nachweislich in einer Tandemreihenfolge inseriert vor. Wie viele Kopien eingebaut
wurden, konnte mit dieser Methode jedoch nicht bestimmt werden.

Poly(A) CAG Poly(A) + CAG
sense Primer antisense Primer Primer
& & ] & & ] & & ]
& & &) S & ) & ) &
R 5 &G S & &
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Abbildung 4.17: PCR-Analyse der im Genom vorliegenden Ndr2-Expressionskas-
sette

Mithilfe drei verschiedener PCR-Ansétze sollte analysiert werden, ob sich die Kopien der
Ndr2-Expressionskassette in der richtigen 5°-3‘-Leserasterrichtung in das Genom der Méuse
eingebaut hatten. Es zeigt sich in den Nachkommen der drei Linien, Ndr2!o#/t955 Ndr2tez/tg68
und Ndr2t°#/t989 nur bei einer Verwendung beider Primer ein Nachweis der Ndr2-Expressions-
kassette, was auf eine Tandemintegration schlieflen lésst.
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4.1.4.4 Eine Cre-induzierte Expression von EGFP-Ndr2 im Gehirn konnte
nur in M#usen der Linien Ndr2%/t955 und Ndr2/°*/1989 nachgewiesen

werden

Durch eine Transkription der Cre-Rekombinase unter einem spezifischen Promotor erméog-
licht das Cre/loxP-Rekombinasesystem eine gewebe-, zelltyp- sowie entwicklungs- und al-
tersspezifische Expression eines beistimmten Proteins. Die von Minichiello im Jahr 1999
erstmals beschriebene CamKII-CRE-transgene Mauslinie exprimiert die Cre-Rekombinase
unter dem Promotor der Ca?*/Calmadulin-abhiingigen Kinase II alpha (CamKIIa).
CamKIla wird zum grofiten Teil im Vorderhirn und ausschlieflich in exzitatorischen Neu-
ronen exprimiert. Dabei ist die Expression der Kinase im juvenilen Alter am hochsten.
Minichiello et al. (1999)| konnten in CamKII-CRE-transgenen M#usen bis zum Zeitpunkt
P15 keine bzw. eine geringe Induktion der Expression der Cre-Rekombinase in juvenilen
Tieren beobachten. Vom postnatalen Tag 20 an hingegen zeigt sich eine spezifische Ver-
teilung des Enzyms im Hippokampus. Hierbei wird eine sehr starke Expression in den
Pyramidenzellen der CA1-Region im Vergleich zu einer weniger starken in den Pyrami-
denzellen der CA3-Region sowie in den Kérnerzellen des Gyrus Dentatus beobachtet. Eine
hohe Expression der Cre-Rekombinase ist auch im Neocortex, im Striatum sowie in der
Amygdala sichtbar. Sehr schwach hingegen wird die Cre-Rekombinase im Cerebellum und
im olfaktorischen Bulb der Méuse exprimiert. Aufgrund der gewebespezifischen Verteilung
und der zu einem spéten postnatalen Stadium stattfindenden Induktion der Expression
der Cre-Rekombinase wurden Ndr2-transgene Tiere der Linien Ndr2to#/t955  Ndr2low/tg68
Ndr2/oz/t989 mit CamKII-CRE transgenen Méusen verpaart. Somit kann ein Einfluss der
Uberexpression von Ndr2 innerhalb embryonaler und frither postnataler Entwicklungssta-
dien in den Tieren ausgeschlossen und spétere Differenzierungsvorgénge selektiv analysiert
werden.

Zunichst musste iiberpriift werden, ob im Gehirn doppelt-transgener Méuse (CamKII-
CRE/Ndr2*/%9) der drei Linien das EGFP-Ndr2 Fusionsprotein exprimiert wird. Dabei
wurden aus dem Vorderhirn adulter Tiere die Proteine isoliert und das Fusionsprotein
mithilfe eines anti-GFP Antikorpers préizipitiert. Anschlieend wurde EGFP-Ndr2 mithil-
fe eines anti-Ndr2 Antikérper und eines Western-Blots (Abb. detektiert. Es zeigte
sich, dass nur in den doppelt-transgenen Mausen CamKII-CRE/ Ndr2/oz/t955 ynd CamKII-
CRE/Ndr2t#/1989 jedoch nicht in CamKII-CRE/Ndr2t0#/%968 ' das Fusionsprotein EGFP-
Ndr2 exprimiert wird. Des Weiteren konnte wie zu erwarten keine Expression in Tieren,
die nur fiir Ndr2 transgen waren, nachgewiesen werden. Somit wird erst durch eine Ex-
pression der Cre-Rekombinase die Uberexpression von Ndr2 in den transgenen Méusen
induziert. Aufgrund der Ergebnisse fokussierten sich meine weiteren Untersuchungen auf
die Linien Ndr2toz/t955 ynd Ndr2ter/tgs9,

4.1.4.5 EGFP-Ndr2 wird in CamKII-CRE/Nerlox/tQ-transgenen Tieren haupt-
sédchlich in axonalen und dendritischen Fasern exprimiert

In einem weiteren Schritt untersuchte ich nun, in welchen Hirnregionen und zelluldren
Strukturen das Fusionsprotein EGFP-Nd2 in CamKII-CRE/Ndr2/°*/*9-Mzusen exprimiert
wurde. Hierfiir wurden Hirnschnitte mithilfe der ABC-Methode und einem anti-GFP An-
tikérpers EGFP-Ndr2 durch eine enzymatische Reaktion mit Diaminobenzidin (DAB)
markiert. In der Abbildung ist jeweils ein Ubersichtsschnitt einer doppelt-transgenen
CamKII-CRE/Ndr2+/19-Maus sowie einer wt/Ndr2!°*/*9-Kontrollmaus zu sehen. Es zeig-
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Abbildung 4.18: Expressionsnachweis transgener Ndr2

Uber eine Immunpriizipitation wurde das Fusionsprotein EGFP-Ndr2 aus einem Vorderhirn-
proteinlysat transgener Tiere isoliert und mithilfe eines Western-Blots nachgewiesen. Dabei
zeigte sich, dass nur induziert durch eine Expression der Cre-Rekombinase in Ndr2-transge-
nen Miusen der Linien Ndr2t0#/t955 und Ndr2/o#/t989 EGFP-Ndr2 im Gehirn nachgewiesen
werden konnte. Fiir doppelt-transgene Nachkommen der Linie Ndr2/°#/t968 konnte indes keine
Expression von EGFP-Ndr2 auf Proteinebene beobachtet werden.

te sich, dass das Fusionsprotein ubiquitdr im Vorderhirn exprimiert wird, wobei vor al-
lem eine hohe Expression im Striatum, im priméren sensorischen Kortex, im Hippo-
kampus, im Thalamus und der Amygdala von CamKII-CRE/ Ndr2/o@/t955_ ynd CamKII-
CRE/Nerl"“’/ t989_Miusen zu beobachten war. Interessanterweise lag dabei transgenes
Ndr2 hauptséchlich auflerhalb der Zellkérper verteilt vor.

Eine genauere Betrachtung verschiedener Vorderhirnregionen (siehe Abb. zeigte im
priméren somatosensorischen Kortex (A) eine starke Anreicherung von EGFP-Ndr2 im
Neuropil der Lamina granularis interna (Schicht IV), in welche die thalamischen Affe-
renzen projizieren. Im Thalamus zeigte sich eine Expression von EGFP-Ndr2 in allen
Unterkernen. Auflerdem konnte eine starke Anreicherung des Fusionsproteins im Neuropil
des Striatums (B) und des Septums (D) beobachtet werden. Hingegen zeigte sich eine
geringe Expression von Ndr2-EGFP in den axonalen Faserbiindeln der Commissura Ante-
rior (C) und des Corpus Callosum (D). Eine Anreicherung transgener Ndr2-Kinase konnte
indes in Zellkérpern des zentralen Subkerns der Amygdala (E) sowie in der Substantia ni-
gra (H) beobachtet werden. Im Hippokampus (F) hingegen war eine hohe Expression des
Proteins in den Moosfasern sowie im Stratum moleculare des Gyrus dentatus, aber auch
in den Schichten Stratum radiatum, Stratum lacunosum-moleculare und Stratium oriens
des Bereiches der CA1-Pyramidenzellen zu beobachten. Verteilung und Strukturierung der
Farbung haben in diesen das typische Erscheinungsbild einer Expression in dendritischen
Fasern.

4.1.4.6 CamKII-Cre/Ndr2lom/t9-transgene Tiere zeigen im Gehirn keine offen-
sichtlichen Veridnderungen in der Dichte und Struktur axonaler Faser
und Faserbiindel

Aufgrund der Expression von EGFP-Ndr2 in axonalen Fasern, wie in den hippokampalen
Moosfasern von CamKII-Cre/Ndr2/#/%55_ und CamKII-Cre/Ndr2!°*/t989_Mzusen, unter-
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A CamKII-CRE/Ndr2°¥s

Abbildung 4.19: Expression transgener Ndr2 im Gehirn

EGFP-Ndr2 wies in CamKII-CRE/Ndr2!°/%9%5_ und CamKII-CRE/Ndr2!/°*/t989_Mzusen (A)
im Vergleich zu wt/Ndr2'°*/*9-Kontrollmiusen (B) eine hohe Expression in vielen Regionen
des Vorderhirns wie Striatum, primérer sensorischen Kortex, Hippokampus, Thalamus und
Amygdala auf. Besonders im Hippokampus war dabei zu beobachten, dass EGFP-Ndr2 vor
allem in den Moosfasern der Kornerzellen stark angereichert vorlag. Abbildung A zeigt auch
deutlich die Anreicherung in Schicht IV des somatosensorischen Kortex. Mafistab: A & B
500 pm
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Abbildung 4.20: Detaillierte Experessionsanalyse transgener Ndr2

Eine genauere Betrachtung der immunhistochemisch gefarbten Hirnschnitte von CamKII-
CRE/Ndr2!°*/t955_ und CamKII-CRE/Ndr2!°*/t9%9_Miusen zeigte eine starke Expression von
EGFP-Ndr2 im Neuropil der inneren Kornerschicht (Schicht IV) des priméren somatosen-
sorischen Kortex (A) sowie mit einer geringeren Expression in den axonalen Faserbiindeln
der Commissura Anterior (C) und des Corpus Callosum (D). Im Hippokampus (F) hinge-
gen war eine hohe Expression des Proteins in den Moosfaseraxonen zu beobachten. Aber
auch in Schichten, in welchen die Dendriten der Kérnerzellen (Stratum moleculare) und der
CA1-Pyramidenzellen (Stratum radiatum, Stratum lacunosum-moleculare und Stratum ori-
ens) liegen, zeigte sich eine Anreicherung der transgenen Ndr2-Kinase. Des Weiteren konnte
das Fusionsproteins auch im Neuropil des Striatums (B) und des Thalamus (G) beobachtet
werden. Eine Verteilung von EGFP-Ndr2 zeigte sich indes in den Zellkérpern des zentralen
Subkerns der Amygdala (E) sowie in der Substantia nigra (H). Mafistab: A-H 100 pgm
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suchte ich zun#chst generell eine morphologische Veréinderungen in der Ausprigung und
Verteilung axonaler Faserbiindel in den Tieren. Dies geschah mit einer systematischen
Féarbung von Myelin mithilfe der Black-Gold-Methode auf seriellen coronalen Schnitten
durch das gesamte Gehirn.

In der Abbildung sind jeweils drei coronale Schnitte unterschiedlicher Bereiche von
CamKII-Cre/Ndr2'®/t9-Tieren sowie von wt/Ndr2!#/t-Kontrolltieren zu schen.

CamKII-CRE/Ndr2'°x's wt/Ndr2'o's

Abbildung 4.21: Axonale Fasern Ndr2-transgener M&use

In Hirnschnitten von CamKII-Cre/Ndr2!°*/*9- und wt/Ndr2!°*/*9-Tieren wurde mithilfe einer
Black-Gold-Farbung die axonalen Fasern sichtbar gemacht. Ndr2-transgene Tiere wiesen im
Vergleich zu Kontrolltieren keine Unterschiede in der Struktur sowie in der Dichte der axonalen
Faserbiindel der Commissura anterior und des Corpus callosums auf. Zudem konnte keine
morphologischen Veréinderungen der axonalen Fasern im Kortex, Striatum, Hippokampus,
Amygdala, Thalamus und der Substantia nigra beobachtet werden.

Die Schnitte wurden ausgewéhlt, da sie reprisentativ jene Hirnregionen zeigen, in denen
fiir beide Mauslinien eine prominente Expression transgener Ndr2-Kinase nachgewiesen
wurde. Eine qualitative Betrachtung der Struktur sowie der Dichte von Axonen bzw. axo-
nalen Faserbiindeln zeigte jedoch keine Verinderung in CamKII-Cre/ Ndr2!*/t9_Tieren im
Vergleich zu Kontrolltieren. Eine eingehende Betrachtung der Commissura anterior und
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des Corpus callosums wies keine Unterschiede in der Ausprigung und der Dicke beider
Faserbiindel auf. Auch konnte keine strukturellen Verdnderung der axonalen Fasern im
Kortex, Striatum, Hippokampus, Amygdala, Thalamus und der Substantia nigra beobach-
tet werden. Somit scheint die Induktion einer Uberexpression von Ndr2 zu einem spiten
postnatalen Zeitpunkt zu keinen grundlegenden Verdnderungen der Dichte und Verteilung
axonaler Faserbiindel in CamKII-CRE/Ndr2/®/%-Mzuse zu fiithren.

4.1.4.7 Im ventralen Hippokampus von CamKII-Cre/Ndr2l°$/t9-Méiusen ist
die Dichte der Terminalien des suprapyramidalen Moosfaserbandes
verringert

Aufgrund der hohen Expression von EGFP-Ndr2 in den hippokampalen Moosfasern von
doppelt-transgenen Tieren und deren relativ spéten postnatalen Entwicklung (Faulkner
et al., 2007) untersuchte ich die Dichte dieser Faserbiindel weiter im Detail. Die Axone
der Kornerzellen des Gryrus dentatus teilen sich in die zwei Fasertrakte der suprapyrami-
dalen sowie der intra-infrapyramidalen Moosfaserprojektionen auf. Mithilfe einer Timm-
Silbersulfid-Farbung konnten die stark zinkhaltigen Terminalien der Moosfasern im Tier
sichtbar gemacht werden (Schwegler et al., 1988b). Eine eingehende qualitative Betrach-
tung legte tatsichlich eine mogliche Verdnderung des Moosfaserbandes nahe (sieche Abb.
[4.23), so dass mithilfe der Leica QWin Software die Terminaliendichte der einzelnen Fasern
als Fliche (Pixel/cm?) quantitativ analysierte wurde.

Eine univariate Varianzanlyse der erhobenen Daten bestétigte einen signifikanten Effekt
(Fa,05 = 7,272; p = 0,004) zwischen CamKII-CRE/Ndr2/°*/%9- und wt/Ndr2!°*/*9-Tieren
in der Dichte der Terminalien des suprapyramidalen Bandes im ventralen Hippokampus

(siche Abb. [4.22)).
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Abbildung 4.22: Reduktion der suprapyramidalen Moosfaserprojektionen in
Ndr2-transgenen Méiusen

Fine Analyse der Terminaliendichte des suprapyramidalen- bzw. intra-infrapyramidalen
Moosfaserbandes im ventralen Hippokampus von CamKII-CRE/ Ndr2to#/t955_ und CamKII-
CRE/ Ndr2lo#/t989_Tieren zeigte, dass eine Uberexpression von Ndr2 eine Reduktion der supra-
pyramidalen Moosfaserendigungen hervorrief. Hingegen zeigten CamKII-CRE/Ndr2!e=/t955.
Maiuse keine Verdnderung in der Dichte der Terminalien des intra-infrapyramidalen Moosfa-
serbandes gegeniiber Kontrolltieren. Die Werte sind dargestellt als MW + SFM. * p < 0,05;
sx p < 0,01; %% x p < 0,001 im Vergleich zu wt/Ndr2te*/t9
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adult

P15

Abbildung 4.23: Hippokampale Moosfaserprojektionen in juvenilen und adulten
Ndr2-transgenen Tieren

Juvenile (P15) CamKII-CRE/Ndr2!°/t9%5_ und CamKII-CRE/Ndr2!°*/t9%9_Tiere zeigten kei-
ne Verdnderungen in der Ausprigung der Moosfaserterminalien im ventralen Hippokampus
gegeniiber P15-alten und wt/Ndr2!°*/*-Kontrolltieren. Lediglich in adulten Miusen konnte
die bereits mit einer Dichteanalyse der Moosfaserterminalien im ventralen Hippokamus gezeig-
te Reduktion der suprapyramidalen Moosfaserendigungen in CamKII-CRE/ Ndr2to#/t9_Tieren
gegeniiber Kontrolltieren beobachtet werden. Anhand der Intensitdt der Farbung ist zu er-
kennen, dass die Ausprigung dieses Moosfaserbandes im Vergleich zu wt/Ndr2!*/9-Mzusen
verringert war. Mafistab: A-D 100 ym

Dabei zeigte eine paarweise Analyse der Daten im Detail, dass sowohl in CamKII-CRE/
Ndr2toe/t955 Miusen (Fischer s PLSD, p = 0,01) als auch in CamKII-CRE/Ndr2!*/t89_
Miusen (p = 0,001) die Terminaliendichte gegeniiber wt/Ndr2/°*/%-Kontrolltieren stark
verringert war (CamKII-CRE/Ndr2/0#/%955: 942369 + 266,06 Pixel/cm?, CamKII-CRE/
Ndr2tow/t989: 9031,15 + 218,78 Pixel/cm?, wt/Ndr2!°*/t9: 10870,63 + 536,33 Pixel/cm?).
Hingegen konnte keine signifikante Verénderung (F o5 = 1,214; p = 0,316) in der
Terminaliendichte des intra-infrapyramidalen Moosfaserbandes im ventralen Hippokam-
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pus von CamKII-CRE/Ndr2!°*/t955_ und CamKII-CRE/Ndr2/°#/%9%9_Tieren gemessen wer-
den (CamKII-CRE/Ndr2/0/t955: 124975 + 130,66 Pixel/cm?, CamKII-CRE /Ndr2/o/t989.
998,72 + 188,09 Pixel/cm?, wt/Ndr2!°%/%9: 1343 81 4+ 161,22 Pixel/cm?).

Aufgrund der Verringerung der Dichte der suprapyramidalen Moosfaserterminalien in
adulten CamKII—CRE/NdQl“/ t9_MéAusen stellte sich die Frage, ob diese Verdnderung
bereits schon wihrend der embryonalen bzw. frithen postnatalen Entwicklung auftrat.
Hierfiir wurde in 15 Tage alten M&usen ebenfalls mit der Timm-Silbersulfid-Féarbung die
hippokampalen Moosfaserprojektionen dargestellt. Es konnte jedoch keine Verdnderung
in der Auspriagung des suprapyramidalen Moosfaserbandes im ventralen Hippokampus
der Tiere beobachtet werden (Abb. [4.23). Diese Beobachtung korrespondiert mit der von
Minichiello et al. (1999) beschriebenen Cre-Rekombinase Expression der hier eingesetz-
ten CamKII-CRE-transgenen Méuse, die eine Expression transgener Ndr2 erst zu einem
spiten postnatalen (nach P15) Zeitpunkt ermoglicht.

4.1.5 Untersuchung der Abhéingigkeit der Konsolidierung bzw. Rekon-
solidierung eines tonabhingigen Furchtgedichtnisses von der Aktin-
filamentdynamik

Waihrend der Konsolidierung eines auditorischen Furchtgedéchtnisses kommt es in der
BLA von Mausen zu einer Expressionserhohung der -Isoform des Zytosklettproteins Ak-
tin sowie der Serin/Threonin-Kinase Ndr2 (Stork et al., 2001} [Stork et al., 2004)). In zahl-
reichen vorhergehenden Studien konnte bereits gezeigt werden, dass eine Dynamik der
Aktinfilamente in der Amygdala essentiell fiir die Bildung eines Furchtgedéchtnisses ist
(siehe Kapitel Einleitung Abs. . Jedoch wurde die genaue zeitliche Abhéngigkeit ei-
ner Reorganisation des Aktinzytoskeletts wiahrend der Konsolidierungsphase noch nicht
gezeigt. Dariiber hinaus wurde bislang nicht untersucht, ob eine Verinderung der Struktur
des Aktinzytoskeletts ebenfalls eine funktionelle Relevanz fiir die Rekonsolidierung eines
Furchtgedéichtnisses in der Amygdala hat.

Im folgenden Teil dieser Arbeit untersuchte ich daher, welche Bedeutung die Dynamik
des Aktinzytoskeletts in der Gedéachtnisbildung hat und in welchem Zeitfenster nach dem
Training bzw. nach dem ersten Abruf des Furchtgedéchtnisses eine Blockierung der Depo-
lymerisierung von Aktinfilamenten Einfluss auf die Gedéchtniskonsolidierung bzw. -rekon-
solidierung nimmt. Dafiir wurde das Zytotoxin des griinen Knollenblétterpilzes (Amanita
phalloides) Phalloidin iiber Fiihrungskaniilen intracranial in den basolateralen Kern der
Amygdala bilateral injiziert. Phalloidin ist ein bizyklisches Peptid und bindet mit gleicher
Affinitét an kurze und lange Aktinfilamente in einem stéchiometrischen Verhéltnis von ei-
nem Phalloidinmolekiil pro Aktinuntereinheit. Phalloidin bindet nicht an globuléires Aktin
(Vandekerckhove et al., 1985). Durch die Bindung an Aktinfilamente, verhindert das Pep-
tid deren Depolymerisation und fithrt zu einer Stabilisierung der Aktinfilamentstruktur
(Cooper, 1987)).

Das fiir diese Studie eingesetzte Phalloidin lag gekoppelt mit dem Fluophor Rhodamin
vor und wurde in 10 % DMSO gelost in die BLA appliziert. Kontrolltieren wurde eine
Vehikellosung mit 10 % DMSO injiziert. Wie bereits zuvor in der Literatur beschrieben ist
von dieser prozentualen Menge an DMSO kein Effekt auf das Verhalten der Versuchstiere
zu erwarten (Varma et al., 1987)). Um mogliche unmittelbare Effekte der intraamygdalédren
Injektion ausschliefen zu kénnen, wurde das Furchtgedéchtnis erst nach einer Woche ge-
testet. Eine histologische Untersuchung zeigte anhand einer Nissl-Farbung in allen Tieren
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eine intakte Gewebestruktur um die beiden Injektionsstellen herum. In der Abbildung[4.24]
ist eine Zusammenfassung der Positionen der Injektionsstellen der 102 behandelten Tiere,
in denen entweder die Konsolidierung oder die Rekonsolidierung des Furchtgedichtnisses
getestet wurde, dargestellt.

Bregma AP -1,82

Bregma AP -1,94

Bregma AP -2,06

Abbildung 4.24: Graphische Darstellung der Kaniilenpositionen

Fiir eine pharmakologische Behandlung mit einer Phalloidinlésung (schwarz markiert) bzw.
einer Vehikellosung (weifl markiert) wurden adulten ménnlichen M&usen eine Fithrungskaniile
in die BLA beider Hemisphéiren implantiert. Die graphische Darstellung zeigt die Positionen
aller Kaniilen der 102 Tiere die entweder eine Injektion nach dem Training (mit Kreisen
markiert) oder nach dem ersten Gedachtnisabruf (Abruf 1) erhalten hatten (mit Dreiecken
markiert).

4.1.5.1 Innerhalb einer spezifischen Phase der Konsolidierung bzw. Rekon-
solidierung ist eine Dynamik des Aktinzytoskeletts essentiell fiir die
Bildung eines Furchtgedichtnisses

Um die zeitliche Sperzifitat der Aktinzytoskelettdynamik wahrend der Gedéchtniskonsoli-
dierung bzw. -rekonsolidierung zu untersuchen, wurden Mé&usen zu den Zeitpunkten 0,5 h,
6h und 24 h nach dem Training bzw. nach dem ersten Abruf eine Phalloidinlsung bzw.
Vehikellosung bilateral in die basolaterale Amygdala injiziert.

Mit einer multivariaten Varianzanalyse konnte ein signifikanter Effekt der Phalloidin-
Injektion gegeniiber Vehikel-injizierten Kontrollen (CS™: F} g9 = 7,689; p = 0,007; CS™:
Fi g0 = 5,732; p = 0,019) sowie eine signifikante Interaktion dieses Effektes mit dem
Zeitpunkt der Injektion (0,5h, 6h, 24h) fiir das tonabhingige (CST: Fy 59 = 3,771;
p = 0,027) und das generalisierte Furchtgeddchtnis (CS™: Fy g9 = 4,294; p = 0,017)
detektiert werden. Dies geschah unabhéngig von der spezifischen Gedéchtnisphase (Kon-
solidierung/Rekonsolidierung, p > 0,61 n.s.). Indessen zeigte sich kein Effekt der Behand-
lung und keine Interaktion von Phalloidin-Injektion und Zeitpunkt fiir das kontextuel-
le Furchtgedichtnis (Kontext, p = 0,065 n.s.). Allerdings konnte hier eine signifikante
Interaktion zwischen der Injektion und der Gedéchtnisbildungsphase beobachtet werden
(Fi180 = 5,664; p = 0,02). Aufgrund dieser Befunde wird in den folgenden Abschnitten
detaillierter die Bedeutung der Phalloidin-Injektionen in die BLA an unterschiedlichen
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Zeitpunkten nach dem Training bzw. dem ersten Abruf des Furchtgeddchtnisses (0,5 h,
6h und 24 h) auf die tonabhingige und generalisierte Furchtgedéchtnisbildung analysiert,
wahrend fiir das kontextuelle Furchtgedachtnis der differenzielle Einfluss einer Behandlung
mit Phalloidin auf die Konsolidierung und Rekonsolidierung betrachtet wird.

4.1.5.2 Eine Behandlung mit Phalloidin 6 h nach dem Training bzw. dem
Gedichtnisabruf beeintrichtigte die Konsolidierung und Rekonsoli-
dierung des tonabhingigen Furchtgedichtnisses

Eine Betrachtung des Furchtverhaltens auf den konditionierten Stimulus (Abb. wah-
rend des ersten und zweiten Gedéchtnisabrufs zeigte, dass eine Blockade der Dynamik
des Aktinzytoskelettes mit Phalloidin 6 h nach dem Lernstimulus die Konsolidierung und
Rekonsolidierung des tonabhingigen Furchtgedichtnisses beeintréichtigte, was sich in ei-
ner verringerten Furchtantwort der Tiere auf den CS* im Vergleich zur Vehikelgruppe
darstellte.

100 1 Konsolidierung 100 1 Rekonsolidierung

80 - 80 - O Vehike.zl .
° e B Phalloidin
£ 60 | £ 60 A
c c
o o
L Ll **

20 A 20 -

0 - - 0 :
05h 6h 24 h 0,5h 6h 24h

Abbildung 4.25: Phalloidin-Injektionen vermindern die Konsolidierung und Re-
konsolidierung der Furchtantwort auf den CS™*

Eine Blockade der Dynamik des Aktinzytoskelettes in der BLA, induziert durch eine Injektion
mit Phalloidin 6 h nach dem Training bzw. 0,5h und 6 h nach dem ersten Gedéachtnisabruf,
fithrte zu einer verringerten Furchtantwort wihrend einer erneuten Prisentation des CS™. Hin-
gegen fithrte eine Injektion zum Zeitpunkt 24 h zu keiner Beeintrachtigung der Konsolidierung
und Rekonsolidierung des tonabhéngigen Furchtgedichtnisses im Vergleich zur Vehikelgrup-
pe. Die Werte sind dargestellt als MW & SFM. % p < 0,05; *x p < 0,01; % % % p < 0,001 im
Vergleich zu der gepaarten Vehikelgruppe

FEine univariate Varianzanalyse bestétigte, dass eine Phalloidin-Behandlung wéhrend der
Zeitpunkte 0,5h (Fj 34 = 7,408; p = 0,011) und 6h (Fy130 = 13,636; p = 0,001),
aber nicht wéhrend des 24 Stunden-Zeitpunktes (Fj 28 = 0,324; p = 0,574 n.s.), das
tonabhingige Furchtgedéchtnis signifikant beeinflusste. Dabei konnte fiir alle drei Zeit-
punkte kein Unterschied zwischen der Konsolidierung und der Rekonsolidierung des to-
nabhéngigen Furchtgedichtnisses durch eine Behandlung mit Phalloidin beobachtet wer-
den. Eine genauere Betrachtung der Daten belegte eine signifikante Reduktion des Furcht-
verhaltens, wenn Phalloidin 6h nach dem Training (Phalloidin: 22,19 + 7,86 Vehikel:
44,38 + 5,33; Fischer s PLSD, p = 0,022), also wihrend der Konsolidierungsphase appli-
ziert wurde. Auch Injektionen in der Rekonsolidierungsphase, 0,5h (Phalloidin: 20,83 + 7,5
Vehikel: 44,44 + 6,28; p = 0,039) oder 6 h (Phalloidin: 18,92 + 4,56 Vehikel: 46,07 + 8,07;
p = 0,01) nach dem ersten Abruf des Furchtgedichtnisses, hatten einen solchen Effekt.
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Eine Behandlung mit Phalloidin 0,5h (Phalloidin: 37,19 + 10,18 Vehikel: 59,69 + 7,17;
p = 0,078) oder 24 h nach dem Training (Phalloidin: 47,81 + 10,50 Vehikel: 35,31 + 8,90;
p = 0,377 n.s.) bzw. 24 h nach dem ersten Abruf (Phalloidin: 41,67 4+ 9,78 Vehikel:
42,08 + 12,96; p = 0,979 n.s.) hatte indes keinen Einfluss auf das Furchtgedéchtnis.

4.1.5.3 Phalloidin-behandelte Tiere zeigten innerhalb der vier Prisentationen
keine keine Gewdhnung an den CS™

Um eine mogliche Gewdhnung der 6 h nach dem Training bzw. ersten Abruf mit Phal-
loidin behandelten Tiere an den CS™ ausschlieflen zu kénnen, wurden die Werte der
Furchtantwort fiir alle vier Stimuluspréisentationen (Abb. mit einer univariaten Va-
rianzanalyse fiir wiederholte Messungen gezielt weiter analysiert. Dabei stellten die ein-
zelnen Priisentationen des CS*(,CST1%, /CST2% CSt3“, ,CST4“) die Innersubjektfak-
toren und der Zwischensubjektfaktor Behandlung die Phalloidin- oder Vehikelgruppe dar.
Hier zeigte sich fiir die Konsolidierung des tonabhéngigen Furchtgedichtnisses, dass eine
Behandlung mit Phalloidin signifikant die Ausprigung des Furchtverhaltens beeinflusste
(F1,14 = 5,456; p = 0,035), die wiederholte Présentation des CS* (F3 42 = 0,437;
p = 0,727 n.s.) jedoch keinen Effekt hatte. Auch zeigte sich keine Interaktion zwischen
der Behandlung und den Stimulusprasentationen (F3 42 = 0,96; p = 0,420 n.s.). Fiir die
Rekonsolidierung des tonabhéngigen Furchgedichtnisses konnte indes eine Gewthnung an
den CS™* beobachtet werden. Diese war aber gleich fiir beide Behandlungsgruppen, da
sich keine Interaktion zwischen der Behandlung und den Stimulusprésentationen zeigte
(F3,36 = 0,196; p = 0,899 n.s.). Neben einer Behandlung mit Phalloidin (F} 12 = 8,574;
p = 0,013) beeinflussten auch die einzelnen Prisentationen des CST signifikant die Re-
konsolidierung des tonabhéngigen Furchtgedéchtnisses (F3 36 = 4,339; p = 0,01).

100 - Konsolidierung 100 1 Rekonsolidierung
--Vehikel
80 1 80 1 -=-Phalloidin
=® ®
< 60 - < 60 1
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e @
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Ccs*1 cs*2 Ccs*3 cs*4 Ccs*1 cs*2 Cs*3 cs*4

Abbildung 4.26: Furchtantwort auf die einzelnen Prisentationen des CS™

Tiere die eine Phalloidin- bzw. Vehikel-Injektion 6 h nach dem Training erhielten hatten,
zeigten keine Verdnderung in der Ausprigung ihrer Furchtantwort wahrend der vier hin-
tereinander folgenden Prisentation des CST(CST1, CS*2, CS*3, CST4). Hingegen konnte
wahrend des zweiten Abrufs des Furchtgedéchtnisses eine Reduktion der Furchtantwort nach
der Priisentation des CS*2 fiir Phalloidin- bzw. Vehikel-behandelte Tiere beobachtet wer-
den. Aufgrund der Verminderung der Furchantwort in beiden Behandlungsgruppen, konnte
auch wihrend des 2. Abrufs des Furchtgediichtnisses eine Gewdhnung an den Stimulus CS™

durch eine Behandlung mit Phalloidin ausgeschlossen werden. Die Werte sind dargestellt als
MW + SFM.
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4.1.5.4 Eine Behandlung mit Phalloidin zeigte einen Effekt innerhalb der
frithen Konsolidierungs- bzw. Rekonsolidierungsphase des generali-
sierten tonabhingigen Furchtgedichtnisses

Eine univariate Varianzanalyse zeigte eine signifikante Beeintréichtigung des Furchtverhal-
tens auf den CS~ (Abb. , wenn Phalloidin zum Zeitpunkt 0,5h (F} 34 = 18,713;
p = 0,000) nach dem Training bzw. nach dem ersten Abruf des Furchtgedichtnisses in
die BLA appliziert wurde. Eine Injektion zu den spéteren Zeitpunkten 6 h (Fy 30 = 1,150;
p = 0,293 n.s.) und 24h (F1 08 = 0,170; p = 0,684 n.s.) hatte jedoch keinen Einfluss
auf die Konsolidierung bzw. Rekonsolidierung des generalisierten Furchtgeddchtnisses. Wie
fiir das tonabhéngige Furchtgedéchtnis konnte fiir alle drei Injektionszeitpunkte kein Un-
terschied zwischen der Konsolidierung und der Rekonsolidierung des Furchtgedichtnisses
beobachtet werden. Eine genauere Betrachtung der Daten der Ausprigung des Furcht-
gedéchtnisses zeigte, dass die Furchtantwort auf den CS™ signifikant reduziert war, wenn
Phalloidin 0,5h nach dem Training (Phalloidin: 17,50 + 4,43 Vehikel: 46,56 + 7,33; Fi-
scher “s PLSD, p = 0,007) bzw. nach dem ersten Gedéchtnisabruf (Phalloidin: 6,67 + 2,86
Vehikel: 37,78 + 10,27; p = 0,003) injiziert wurde, jedoch nicht zu den spéteren Zeit-
punkten 6h (p > 0,080) und 24h (p > 0,198). Diese Ergebnisse zeigen wie eine Inhibie-
rung der Dynamik des Aktinzytoskelettes innerhalb einer frithen Konsolidierungs- bzw.
Rekonsolidierungsphase zu einer Beeinflussung des generalisierten tonabhingigen Furcht-
gedéchtnisses fiihrt.
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Abbildung 4.27: Phalloidin-Injektionen vermindern die Furchtantwort auf den
CS~—

Phalloidin-behandelte Tiere zeigten eine reduzierte Furchtantwort auf den CS™, wenn eine
Injektion dreiffig Minuten nach dem Training bzw. nach dem ersten Abruf erfolgte, jedoch
nicht zu den spéteren Zeitpunkten 6h und 24 h. Somit beeintréchtigt eine Inhibierung der
Aktinzytoskelettdynamik die Bildung des generalisierten tonabhingigen Furchtgedéchtnisses
nur innerhalb einer frithen Konsolidierungs- bzw. Rekonsolidierungsphase. Die Werte sind
dargestellt als MW £ SFM. % p < 0,05; #x p < 0,01; * %% p < 0,001 im Vergleich zu der
gepaarten Vehikelgruppe

4.1.5.5 Phalloidin beeinflusste das kontextuelle Furchtgedéchtnis nur in einer
frithen Phase der Rekonsolidierung

Eine univariate Varianzanalyse zeigte fiir die Ausprigung eines Furchtverhaltens auf den
Hintergrundkontext (Abb. [4.28)), d.h. die Umgebung in welcher die Konditionierung auf
den Tonstimulus CST erfolgte, dass dieses nur wihrend der Rekonsolidierung (Fi,04 =
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8,877; p = 0,005), nicht aber wahrend der Konsolidierung (Fi,48 = 0,142; p = 0,708
n.s.) des Furchtgedichtnisses durch eine Injektion mit Phalloidin in die BLA beeintréchtigt
wurde. Eine paarweise Analyse der Gruppen zeigte eine Reduktion der Furchtantwort auf
den Kontext, wenn Phalloidin 0,5h nach dem ersten Abruf (Phalloidin: 10,46 + 2,81
Vehikel: 38,80 £+ 7,11; Fischer’s PLSD, p = 0,001) in die BLA appliziert wurde. Eine
Behandlung mit Phalloidin wéhrend der spéteren Zeitpunkte 6h (Phalloidin: 19,52 +
7,77 Vehikel: 30,95 + 3,97; p = 0,242 n.s.) und 24h (Phalloidin: 28,75 + 4,99 Vehikel:
37,36 + 11,18; p = 0,413 n.s.) hatte indes keinen Effekt. Somit fithrte eine Blockade der
Aktinzytoskelettdynamik wahrend eines frithen Zeitpunktes der Rekonsolidierung zu einer
Beeintrachtigung des kontextuellen Furchtgedachtnisses.
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Abbildung 4.28: Spezifische Wirkung von Phalloidin-Injektionen auf die Rekon-
solidierung des Hintergrundkontextgedichtnisses

Tiere, die 0,5h, 6h und 24 h nach dem Training eine Phalloidin-Injektion erhielten, zeigten
keine Verdnderung in ihrer Furchtantwort auf den Hintergrundkontext im Vergleich zu Tieren
der Vehikelgruppe. Jedoch konnte ein reduzierte Auspragung des Furchtverhaltens Erstarren
in Tieren beobachtet werden, wenn diese 0,5 h nach dem ersten Gedéachtnisabruf mit Phalloi-
din behandelt wurden. Somit hatte eine durch Phalloidin induzierte Blockade der Dynamik
des Aktinzytoskelettes in der BLA lediglich einen Einfluss auf eine frithe Phase der Rekonso-
lidierung, nicht aber auf die Konsolidierung des kontextuellen Furchtgedéchtnisses. Die Werte
sind dargestellt als MW + SFM. * p < 0,05; xx p < 0,01; * * x p < 0,001 im Vergleich zu der
gepaarten Vehikelgruppe

4.1.5.6 Phalloidin-behandelte Tiere zeigten keine Verédnderung des angstihn-
lichen Verhaltens in einem Erhdhten-Plus-Labyrinth-Test

Mithilfe eines Erhohten-Plus-Labyrinths wurde das angstéhnliche Verhalten von Mausen
iiberpriift, die eine Injektion von Phalloidin- bzw. einer Vehikellosung in die basolaterale
Amygdala 6 h nach dem Training erhalten hatten (Abb.[4.29). Wie anhand der Gesamtzahl
der Begehungen aller Arme und Begehungen der offenen Arme im prozentualen Verhéltnis
zur Gesamtzahl zu sehen ist, zeigten Phalloidin-behandelte Tiere weder eine verdnderte
Aktivitdt noch ein gesteigertes angstihnliches Verhalten gegeniiber Vehikel-behandelter
Tiere (Gesamtzahl aller Begehungen: Phalloidin: 15,40 + 2,42 Vehikel: 14,20 + 2,76; p =
0,752; Begehungen der offenen Arme (%): Phalloidin: 56,75 + 7,72 Vehikel: 54,01 + 11,88;
p = 0,852).
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Abbildung 4.29: Phalloidin-behandelte Tiere weisen ein unverindertes Angstver-
halten in einem Erhéhten-Plus-Labyrinth auf

A Miuse die 6h nach dem Training eine Phalloidin-Injektion in die BLA erhielten hatten,
zeigten in einem Erhohten-Plus-Labyrinth-Test im Vergleich zu Vehikel-behandelten Tieren
weder eine Verdnderung der lokomotorischen Aktivitdt (angezeigt durch die Anzahl der Be-
gehungen aller Arme) noch ihres angstédhnlichen Verhaltens (angezeigt durch das prozentuale
Verhiiltnis der Begehungen der offenen Arme). Die Positionen der bilateral in die BLA im-
plantierten Kaniilen aller im Erhohten-Plus-Labyrinth getesteten Tiere sind in der Abb. 4.29
B schematisch wiedergegeben. Werte sind dargestellt als MW + SFM. % p < 0,05; #x p < 0,01;
* % % p < 0,001 im Vergleich zu der gepaarten Vehikelgruppe

4.1.6 Biochemische und histochemische Untersuchung der Integration
von Phalloidin in die Zelle und dessen intrazellulire Wirkung auf
die Stabilitidt der Aktinfilamente

4.1.6.1 Phalloidin erh6hte zwei Stunden nach der Injektion den Gehalt an
F-Aktin in den Zellen

Durch unterschiedliche Prézipitationsschritte konnte aus dem Gewebe des basolateralen
Unterkernes der Amygdala (BLA) das hoch verzweigte F-Aktin (HV F-Aktin) und das
schwach verzweigte F-Aktin (SV F-Aktin) von dem globuldren Aktin (G-Aktin) getrennt
werden und dessen Gehalt in den einzelnen Fraktionen untersucht werden (siche Abb.
A). Dabei zeigte sich im Vergleich zu Vehikel-injiziertem Kontrollgewebe, dass sich der Ge-
halt an HV F-Aktin, SV F-Aktin und G-Aktin im Gewebe der BLA von Tieren, welche
10 min, 30 min oder 6 h zuvor mit einer Phalloidin-Injektion behandelt wurden, nicht un-
terschied. Weiterhin konnte beobachtet werden, dass fiir beide Behandlungen (Phalloidin
und Vehikel) der Gehalt an hoch verzweigten (HV) sowie schwach verzweigten (SV) F-
Aktin viel geringer war als der Gehalt an G-Aktin. Eine Aufreinigung des Gewebes zwei
Stunden nach einer Phalloidin-Injektion zeigte jedoch eine deutliche Zunahme des Gehal-
tes an hoch verzweigtem F-Aktin (HV) in der BLA im Vergleich zu der Kontrollfraktion.
Da eine Aufreinigung der einzelnen Aktinfraktionen zu den unterschiedlichen Zeitpunkten
nach einer Vehikel-Injektion in die BLA keine Verénderung im Gehalt an HV F-Aktin, SV
F-Aktin und G-Aktin zeigte, wurden in der Abbildung A nur die Ergebnisses des 2h
Zeitpunktes dargestellt, da zu diesem Zeitpunkt eine Blockierung der Depolymerisation
von Aktinfilamenten durch Phalloidin beobachtet wurde.
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Abbildung 4.30: Zeitliche Analyse der Wirkung von Phalloidin

A Mithilfe unterschiedlicher Zentrifugationsgeschwindigkeiten wurde zelluléires Aktin in hoch
verzweigtes F-Aktin (HV F-Aktin), schwach verzweigtes F-Aktin (SV F-Aktin) und globuléres
Aktin (G-Aktin) aufgetrennt. Dabei konnte zu den Zeitpunkten 10 min, 30 min und 6 h nach
einer Injektion mit Phalloidin in der BLA keine Verdnderungen in dem Gehalt an HV F-Aktin,
SV F-Aktin und G-Aktin im Vergleich zu Vehikel-injizierten Kontrollgewebe beobachtet wer-
den. Jedoch zeigte eine Aufreinigung des Gewebes 2h nach einer Phalloidin-Injektion im
Vergleich zu der Kontrollfraktion eine Erh6hung des Gehaltes an hoch verzweigtem F-Aktin
in der BLA. B Zehn Minuten nach einer Phalloidin-Rhodamin-Injektion konnte auf zelluléarer
Ebene beobachtet werden, dass Phalloidin-Rhodamin bereits gebunden an Aktinfilamente (A)
vorlag. Jedoch zeigte sich anhand einer Fiarbung mit Alexa 488-gekoppelten Phalloidin (B),
dass zu diesem Zeitpunkt viele Bereiche des Gewebes nur mit Alexa 488-gekoppelten Phal-
loidin und nur wenige mit Phalloidin-Rhodamin (A) markiert waren (siche Pfeile). Dariiber
hinaus wies eine hohe Uberlappung beider farbstoffgekoppelter Phalloidine (C) darauf hin,
dass die Aktinfilamente nur teilweise mit Phalloidin-Rhodamin gebunden vorlagen und somit
Alexa 488-gekoppeltes Phalloidin sich zusétzlich anlagern konnte. Zwei Stunden nach einer
Phalloidin-Rhodamin-Injektion konnte allerdings nur noch ein schwaches Fluoreszenzsignal
des mit Alexa 488-gekoppelten Phalloidins (E) beobachtet werden. Somit lag Phalloidin-
Rhodamin zu diesem Zeitpunkt an fast alle Aktinfilamente (D & F) gebunden vor. Diese
Beobachtung bestétigte die biochemischen Befunde iiber den Zeitpunkt der zelluldren Wir-
kung von Phalloidin auf die Polymerisation/Depolymeristation der Aktinfilamente. Mafstab:
A-F 20 ym

4.1.6.2 Phalloidin bindete bereits 10 min nach der Injektion an Aktin-
filamente

Um zu tiberpriifen wie schnell und effizient Phalloidin nach einer Injektion in die Zel-
len der BLA aufgenommen wurde und an das intrazellulire Aktinzytoskelett gebunden
vorlag, wurden Hirnschnitte von Tieren nach einer Phalloidin-Rhodamin-Injektion mit
Alexa 488-gekoppelten Phalloidin gefarbt. Aktinfilamente, die zuvor nicht mit dem im
roten Wellenldngenbereich emittierenden Phalloidin-Rhodamin geséttigt wurden, konnten
nun mit dem im griinen Bereich emittierenden Alexa 488-gekoppelten Phalloidin markiert
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werden. Es zeigte sich, dass bereits 10 min nach der Injektion Phalloidin an Aktinfilamen-
ten gebunden vorlag. Es war jedoch nur ein gewisser Teil des F-Aktins in den Zellen mit
Phalloidin-Rhodamin markiert da, wie in der Abbildung [4.30| B gut zu erkennen ist, viele
Bereiche des Gewebes entweder nur mit Alexa 488-gekoppelten Phalloidin markiert wa-
ren oder mit dem Fluoreszenzsignal von Phalloidin-Rhodamin eine Uberlappung zeigten.
Im Vergleich dazu konnte zwei Stunden nach der Injektion nur noch ein schwaches Fluo-
reszenzsignal mit Alexa 488-gekoppelten Phalloidin beobachtet werden. Somit lagen zu
diesem Zeitpunkt fast alle Aktinfilamente mit Phalloidin-Rhodamin gebunden vor. Diese
Beobachtung bestétigte die biochemischen Befunde, dass Phalloidin zu diesem Zeitpunkt
massiv auf die Dynamik des Aktinzytoskeletts einwirkt.
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Anhand der Untersuchungen im Rahmen meiner Doktorarbeit konnte ich belegen, dass die
murine Ndr2-Kinase, dhnlich wie dies bereits fiir ihre Invertebratenhomologe beschrieben
worden ist, die Verzweigung der Dendriten und das Auswachsen der Axone von Neuronen
reguliert. Dariiber hinaus konnte ich nachweisen, dass Ndr2 diese Differenzierungsprozesse
iiber eine Regulation der Integrin-abhéngigen Zelladhésion beeinflusst. Die Erhéhung ak-
tivierten S1-Integrins in auswachsenden Strukturen sowie die Assoziation der Kinase mit
dem Endozytose/Exozytose-Signalweg der Integrine legen nahe, dass Ndr2 die Aktivitét
der Zelladhésionsmolekiile iiber einen intrazelluldren Transport und iiber eine mdogliche
Beteiligung an einem inside-out-Signalweg reguliert und so das Auswachsen von Dendri-
ten und Axonen im sich entwickelnden Nervensystem kontrolliert. Mit der Generierung
und Charakterisierung von konditional transgenen M&usen gelang mir der Nachweis ei-
ner solchen Ndr2-Funktion im hippokampalen Moosfasersystem in vivo und die Erstellung
eines Modells fiir die Untersuchung komplexer Ndr2-vermittelter neuronaler Funktionen,
zum Beispiel im Rahmen der Gedéchtnisbildung.

5.1 Die Serin/Threonin-Kinase Ndr2 reguliert wihrend der
Entwicklung das Auswachsen und die Verzweigung von
Dendriten und Axonen

Wéihrend der Entwicklung des zentralen Nervensystems werden viele der morphologi-
schen Differenzierungsvorginge von Neuronen wie beispielsweise das initiale Auswachsen
von Neuriten, die nachfolgende Elongation der Axone und die Verzweigung der Dendri-
ten iiber Proteinkinasen reguliert, deren Aktivierung wiederum im Rahmen komplexer
Signalkaskaden koordiniert wird. Die in D. melanogaster vorkommenden Ndr-Kinasen
Tricornered und Warts, sowie die in C. elegans vorkommende Kinase SAX-1 sind Ho-
mologe der Serin/Threonin-Kinase Ndr2. Fiir diese Kinasen konnte bereits eine wichtige
Rolle in der Differenzierung von Neuronen, insbesondere in der Kontrolle des Auswach-
sens und des Verzweigens der Dendriten, nachgewiesen werden (Hergovich et al., 2006).
Mutationsstudien in D. melanogaster offenbarten, dass Tricornered iiber die Prozesse ti-
ling und self-avoidance die Ausbreitung der Dendriten kontrolliert, da ein vollstindiger
funktioneller Verlust der Kinase eine Erhohung der dendritischen Verzweigung induzier-
te. Warts hingegen reguliert die Aufrechterhaltung der dendritischen Felder sensorischer
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Neurone, da ein Verlust der Funktion von Warts einerseits zu einer Reduktion der Verzwei-
gungen und andererseits zu einer Verkiirzung der Dendriten fiithrte (Emoto et al., 2004;
Emoto et al., 20006).

5.1.1 Ndr2 kontrolliert iiber eine Regulation der Aktivitit von Integri-
nen das Wachstum und die Verzweigung der Dendriten in Neuro-
nen

In dieser Studie konnte ich in akut transfizierten hippokampalen Primérneuronen beobach-
ten, dass eine Uberexpression von Ndr2 die Verzweigung der Dendriten erhhte, wohinge-
gen eine Inhibierung der endogenen Expression der Ndr2-Kinase das Dendritenwachstum
sowie die Dendritenverzweigung massiv reduzierte. Demzufolge wird die Ausbildung der
Dendritenbdume von Neuronen auch in Sdugetieren iiber eine Ndr-Kinase kontrolliert.
Aufgrund der gleichartigen Effekte der funktionellen Verluste von Warts und Ndr2 in Be-
zug auf die Verzweigung von Dendriten ist zu vermuten, dass Ndr2 dhnlich wie Warts in
der Fruchtfliege einen entscheidenden Anteil an der Aufrechterhaltung der dendritischen
Felder von Neuronen im zentralen Nervensystem von Sdugetieren hat. Gleichzeitig gilt es
jedoch zu beachten, dass die beiden untersuchten Modelle nicht ohne weiteres ineinander
iiberfithrt werden kénnen. So ist die Funktion der aus der Fliege D. melanogaster stam-
menden Ndr-Kinase Warts anhand sensorischer Neuronen eines adulten und vergleichs-
weise einfachen Organismus untersucht worden, wohingegen die funktionelle Rolle von
Ndr2 bei der Verzweigung von Dendriten in Kulturen dissoziierter, unreifer hippokampa-
ler Primérneuronen des murinergen ZNS analysiert worden ist.

In der Entwicklung des zentralen Nervensystems wird die Differenzierung der Neurone
wie das Auswachsen und die Verzeigung der Dendriten iiber extrazellulire Stimuli und
intrazellular ablaufenden Signalkaskaden koordiniert. Innerhalb dieser morphologischen
Wachstumsprozesse iiben die Zelladhésionsmolekiile der Integrin-Familie essentielle Funk-
tionen aus (Clegg et al., 2003). Moresco et al. (2005)| und Marrs et al. (2006) konnten
bereits zeigen, dass eine durch Integrine vermittelte Zelladhision fiir das Auswachsen und
die Verzweigung von Dendriten sowie fiir die Aufrechterhaltung der Struktur des Dendri-
tenbaumes von grofier Bedeutung ist. Als Folge einer funktionellen Blockierung der Inte-
grine konnten sie eine Reduktion bzw. eine Destabilisierung der dendritischen Fortsétze
neuronaler Zellen beobachten.

In der Tat konnte ich in dieser Arbeit mit Hilfe des Disintegrin Echistatin nachweisen,
dass eine Inaktivierung der Integrine auch die Ndr2-vermittelte Verzweigung der Dendri-
ten hippokampaler Primédrneurone blockierte. In meinen Versuchen wurden die Neurone
24 Stunden nach der Transfektion (DIV4) mit Echistatin behandelt. Vorversuche mit ei-
nem pEGFP-C1-Vektor hatten bereits zu diesem Zeitpunkt eine Expression von EGFP in
hippokampalen Primérneuronen gezeigt. Da die Expression von EGFP und mCherry-Ndr2
iiber die Aktivitdt des CAG-Promotors reguliert wird, gehe ich davon aus, dass mCherry-
Ndr2 in hippokampalen Primérneuronen ein dhnliches Expressionsprofil aufwies. Somit
kann angenommen werden, dass die Wirkung des Disintegrins zeitgleich mit der Aktivitat
von Ndr2 in der Regulation des Auswachsens und der Verzweigung der Dendriten einsetz-
te. Neben einer Blockierung der stimulierenden Wirkung von Ndr2 auf die Verzweigung
der Dendritenbdume induzierte Echistatin eine Reduktion der nahe am Soma liegenden
kurzen (20 — 60 um) dendritischen Fortsidtze in Ndr2-iiberexprimierende Neuronen. Dies
ldasst vermuten, dass Ndr2 gleichermaflen abhéngig von einer Integrin-vermittelten Zel-
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ladh#sion nicht nur die Verzweigung des Dendritenbaumes, sondern auch das Auswachsen
der dynamischen somanahen kurzen Fortsétze reguliert.

Doch tiber welche Mechanismen beeinflusst Ndr2 die Funktion der Integrine?

Fiir die Untersuchung einer Ndr2-vermittelten Regulation der Aktivitéit der Integrine ver-
wendete ich stabil-transfizierte Zellen der neuronalen Zelllinie PC12. In diesen Zellen konn-
te ich fiir Ndr2 ebenfalls eine Abhingigkeit von einer Integrin-vermittelten Zelladh#sion
beobachten. Interessanterweise blockierte eine Adhésion der Zellen auf Kollagen IV die
auf PDL beobachtete, durch Ndr2 induzierte Erhohung des Neuritenldngenwachstums.
PC12-Zellen binden iiber a1f81-Integrine an Kollagen IV, ein fiir die Zellen natiirlicher
Bestandteil der extrazelluldiren Matrix (Tomaselli et al., 1988 Hynes, 2002), wohingegen
sich die Zellen aufgrund negativer Ladungen in ihrer Zellmembran nur durch elektrosta-
tische Wechselwirkungen an das positiv geladene Polypeptid PDL anheften (Jacobson
and Branton, 1977)). Demzufolge deutet der beobachtete Effekt der Aktivitdt von Ndr2
auf Kollagen IV auf eine Abhéngigkeit von der alf1-Integrin-vermittelten Zelladhésion
hin. Jedoch hatte eine Blockierung der Ligandenbindung von alg1-Integrinen durch das
KTS-Disintegrin Obtustatin keinen Einfluss auf das Ndr2-vermittelte Neuritenwachstum.
Eine Stimulierung der Integrin-Ligandenbindung wiederum zeigte nur einen unspezifischen
Effekt, da sowohl Kontrollzellen als auch Zellen, die eine phosphorylierungsunabhéngige
Form von Ndr2 iiberexprimierten, eine Steigerung des Neuritenldngenwachstums aufwie-
sen. Somit hatte die extrazelluldire Beeinflussung der Aktivitdt der alf1-Integrine, die
auf eine outside-in-Signaltransmission hindeuten wiirde, keinen Effekt auf die Integrin-
abhéngige Aktivitdt von Ndr2.

Interessanterweise induzierte eine Uberexpression von Ndr2 in stabil-transfizierten PC12-
Zellen unabhéngig von einer Kultivierung auf PDL oder Kollagen IV eine Akkumulation
aktivierten S1-Integrins in den Wachstumskegeln von Neuriten. Fiir diesen Nachweis ver-
wendete ich einen Antikdrper, welcher spezifisch die phosphorylierte Form von Threonin”®8
im zytosolischen Bereich von S1-Integrin erkannte, da eine Phosphorylierung dieses Ami-
noséurerestes essentiell fiir die Aktivitdt von [Sl-Integrin als Zelladh#sionsmolekiil ist
(Wennerberg et al., 1998]). Nilsson et al. (2006) konnten anhand von Mutationsstudien
zeigen, dass die Phosphorylierung von Threonin™® in einem inside-out-Signalweg durch
eine noch unbekannte Kinase vermittelt wird und zu einer Aktivierung von S1-Integrin
fithrt. Als potentielle Aktivatoren werden in diesem Zusammenhang die Serin/Threonin
Kinasen CamKII und PKC vermutet (Suzuki and Takahashi, 2003} |[Stawowy et al., 2005).
Demzufolge weist die durch Ndr2 induzierte Erhchung von Threonin”®8-phosphoryliertem
B1l-Integrin in PC12-Zellen, die sowohl auf dem Integrin-unabhéngigen Substrat PDL als
auch auf dem Integrin-abhéngigen Substrat Kollagen IV zu beobachten war, darauf hin,
dass Ndr2 die Aktivierung von Sl-Integrin iiber eine Beteiligung in einem inside-out-
Signalweg kontrolliert.

Es stellt sich allerdings die Frage, warum eine erhthte Aktivitdt von [l-Integrin das
Ndr2-vermittelte Neuritenldngenwachstum auf Kollagen IV inhibiert. Nilsson et al. (2006)
konnten durch eine Uberexpression einer konstitutiv aktiven Form von Bl-Intetgrin ei-
ne Akkumulation des Rezeptors in fokalen Adhésionskontakten beobachten, die zu einer
Verringerung der Integrin-abhéingigen Zellmigration fithrte. In meiner Arbeit konnte ich
ebenfalls in stabil-transfizierten PC12-Zellen eine Ndr2-induzierte Akkumulation aktiven
B1-Integrins in den Wachstumskegeln von auswachsenden Neuriten beobachten. Da eine
Blockierung der Zelladhésion durch das Disintegrin Obtustatin keinen Einfluss auf das
Ndr2-vermittelte Lingenwachstum der Neuriten nahm, resultierte die Anh&ufung von ak-
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tiviertem (1-Integrin von Anfang an in einer verstirkten Adhésion der Zellen auf Kollagen
IV und damit in einer Inhibierung des Wachstums der Neuriten.

Doch warum inhibierte eine Uberexpression von Ndr2 in hippokampalen Primérneuronen
nicht das Auswachsen und die Verzweigung der Dendriten sondern férderte diese stattdes-
sen?

Dies konnte auf die zelltypspezifische Expression von Integrinsubtypen zuriickzufithren
sein, da die fiir diese Untersuchungen verwendeten hippokampalen Primérkulturen mit ei-
nem Astrogliazellrasen kokultiviert worden sind. Hippokampale Primérkulturen sind keine
reinen Neuronenkulturen (siehe Abb. [3.1]), sondern stellen Mischkulturen aus iiberwiegend
Neuronen, aber auch einem geringen Anteil an Gliazellen dar. Dabei ist die Anwesen-
heit von Astrogliazellen durchaus erwiinscht, da diese die Ausbildung einer natiirlichen
extrazelluldiren Matrix vermitteln (John et al., 2006; Ruoslahti, 1996), so dass die Neu-
rone in einer natiirlichen Umgebung ausdifferenzieren kénnen. Aufgrund der so generier-
ten komplexen extrazelluliren Matrix wird auch die Zell-Matrix-Adhésion in den Neu-
ronen iiber zahlreiche verschiedene Integrine vermittelt. Somit wurde die Funktion von
Ndr2 in der neuronalen Differenzierung, im Gegensatz zu einer selektiven Abhéngigkeit
von alf1-Integrinen in PC12-Zellen, in hippokampalen Primé&rneuronen abhéngig von
der Aktivitdt vieler verschiedener Integrine untersucht. In hippokampalen Neuronen wer-
den unter anderem a581-, avf33- und avfl-Integrine exprimiert (Pinkstaff et al., 1998;
Schuster et al., 2001}, Pinkstaff et al., 1999; |Cingolani et al., 2008)). Echistatin bindet iiber
seine RGD-Sequenz an die Ligandenstelle dieser Integrine und blockiert so deren Akti-
vitdt als Zelladhésionsmolekiile (Williams, 1992). In der Tat konnte ich in der hier vor-
liegenden Arbeit nachweisen, dass eine Inhibition der Integrin-vermittelten Zelladhésion
in hippokampalen Primérneuronen zu einer Blockade der Ndr2-induzierten Erhchung der
Dendritenverzweigung fithrte. Meine gewonnenen Daten lassen daher vermuten, dass Ndr2
in Neuronen neben 1-Integrin auch die Aktivitdt anderer Integrine regulieren kénnte und
dariiber das Auswachsen und die Verzweigung der Dendriten kontrolliert.

5.1.2 Ndr2 reguliert iiber Endozytose/Exozytose-Signalwege die Akti-
vitidt von Integrinen

Durch eine stédndige Umverteilung von Integrinen in der Plasmamembran auswachsender
Strukturen wird das Wachstum und die Differenzierung von Neuriten in Neuronen reguliert
(Grabham et al., 2000; Eva et al., 2010). Vorhergehende Arbeiten von Stork et al. (2004)
und Devroe et al. (2004) beschrieben bereits fiir die endogene und die transgene Ndr2-
Kinase eine punktierte zytoplasmatische Verteilung in der Zelle. Diese Beobachtung konnte
ich in meiner Arbeit in hippokampalen Primérneuronen fiir beide Expressionsformen von
Ndr2 bestétigen. Diese Verteilung dhnelt der von Rab-GTPasen, die an Endosomen binden
und in Endozytose/Exozytose-Signalwegen den Gehalt von Oberflichenrezeptoren in der
Plasmamembran regulieren (Eva et al., 2010; Satoh et al., 2008; |Zerial and McBride,
2001). [Eva et al. (2010)| konnten nachweisen, dass [l-Integrin in die Wachstumskegel
auswachsender Axone iiber Rabl1-positive Vesikel transportiert wird.

In der Tat konnte ich ebenfalls eine Kolokalisation von Ndr2 und g1-Integrin sowohl an
frithen Endosomen als auch an Recycling-Endosomen nachweisen. Aufgrund meiner Daten
iiber die zytosolische Verteilung von Ndr2 und die Ndr2-vermittelte Regulation der Vertei-
lung aktivierten S1-Integrins in Wachstumskegeln stellte ich die Vermutung auf, dass die
Kinase wéhrend der Differenzierung neuronaler Zellen die Verteilung der Integrine iiber ei-
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ne Rekrutierung in auswachsende Strukturen reguliert. Um dies zu iiberpriifen untersuchte
ich die Beteiligung von Ndr2 an Integrin-Endozytose/Exozytose-Signalwegen iiber poten-
tielle Bindungspartner. Wahrend Ndr2 keine direkte Interaktion mit den Rab-GTPasen
Rabb und Rabll zeigte, konnte ich eine Bindung von Ndr2 an die GTPase Dynamin
nachweisen. In Sdugetieren werden drei verschiedene Isoformen von Dynamin exprimiert.
Fiir Ndr2 konnte ich eine Bindung an die ausschliefilich im Gehirn exprimierte Isoform
Dynaminl sowie an die im ganzen Organismus exprimierte Isoform Dynamin2 zeigen. Dy-
namind wird in erster Linie in den Hoden synthetisiert und kommt in nur sehr geringem
Mafle in der Lunge und im Gehirn vor (Hinshaw, 2000). Eine mégliche direkte Interaktion
von Ndr2 mit Dynamin3 wurde von mir daher nicht untersucht.

Dynaminl und Dynamin2 spielen im zentralen Nervensystem eine essentielle Rolle in der
Vesikelbildung wahrend der Rezeptor-vermittelten Endozytose, wie zum Beispiel bei der
Internalisierung von Integrinen, aber auch wéahrend des Recyclings synaptischer Vesikel.
Dabei lagern sich mehrere GTPasen an den Hals einer vesikuldren Einstiilpung an und in-
duzieren somit die Abschniirung des Vesikels von der Plasmamembran (Roux et al., 2006;
Caswell et al., 2009; Eva et al., 2010). Trotz der Ubereinstimmung in ihren Funktio-
nen sind beide Dynamin-Isoformen oft in unterschiedlichen strukturellen Subdoménen in
der Plasmamembran anzutreffen (Altschuler et al., 1998). Des Weiteren wird ihre Be-
deutung durch ihr Expressionslevel im Gehirn von Méusen bestimmt. Dynaminl ist die
iiberwiegende Isoform im zentralen Nervensystem und in Neuronenkulturen erhoht sich
ihr Proteingehalt parallel mit dem Beginn der Ausbildung von Synapsen. Zudem konnten
Ferguson et al. (2007) beobachten, dass Dynaminl-defiziente Mause innerhalb der ersten
zwei Wochen nach der Geburt sterben und in den Tieren die Endozytose synaptischer
Vesikel massiv beeintrichtigt war. Somit scheint die Funktion von Dynaminl essentiell
fiir die synaptische Signaltransmission und das zugrunde liegende Recycling synaptischer
Vesikel zu sein. Es stellt sich daher die Frage, ob Ndr2 iiber eine Interaktion mit Dyna-
minl auch in der Synapse in Endozytoseprozessen involviert ist. Tatséchlich konnte ich in
hippokampalen Primérneuronen beobachten, dass Ndr2 (Daten wurden in dieser Arbeit
nicht gezeigt) mit den préi- bzw. postsynaptischen Proteinen Synaptophysin bzw. PSD-95
kolokalisierte. Somit ist eine Rolle von Ndr2 in der Endozytose synaptischer Vesikel nicht
auszuschliefen.

Doch weisen die in dieser Arbeit gewonnen Daten darauf hin, dass Ndr2 wihrend der
Differenzierung neuronaler Zellen die Oberflichenexpression und dabei die Aktivitdt der
Integrine reguliert. In diesem Zusammenhang vermute ich, dass Ndr2 zusammen mit Dy-
namin die Internalisierung der Integrine induziert (siehe Abb. , um iiber ein Recycling
der Zelladhiisionsmolekiile deren Rekrutierung in auswachsende Strukturen zu kontrollie-
ren. Funktionell involviert im Integrin-Endozytose/Exozytose-Signalweg koordiniert Ndr2
somit die Integrin-vermittelte Zelladhésion um das Auswachsen und die Verzweigung der
Dendriten von Neuronen zu regulieren.
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Abbildung 5.1: Modell der Interaktion von Ndr2 mit dem Endozytose/Exozytose-
Signalweg der Integrine

Wihrend des Auswachsens der Dendriten liegt Ndr2 an der Plasmamembran aktiviert vor
und reguliert iiber eine Bindung an die GTPase Dynamin die Internalisierung der Integrine.
Die internalisierten Zelladh&sionsmolekiile werden nun zunéchst zu den frithen Endosomen
transportiert, bevor sie iiber Rabl1-positive Recycling-Endosomen wieder zuriick an die Zel-
loberfliche gebracht werden, um sich dort erneut iiber eine Exozytose in die Plasmamembran
zu integrieren, z. B. in einem Wachstumskegel. Wahrend dieses Zyklus reguliert Ndr2 dabei
moglicherweise direkt oder indirekt iiber bislang unbekannte Interaktionspartner die Aktivie-
rung der Integrine und férdert so das Wachstum und die Verzweigung der Dendriten.

5.1.3 Ndr2 reguliert das Auswachsen und die Verzweigung der supra-
pyramidalen Moosfaserprojektionen im Hippokampus

Fiir die Untersuchung der Bedeutung der Serin/Threonin-Kinase Ndr2 in vivo wurde ein
konditionales Ndr2-transgenes Mausmodell generiert. Dieses wurde gewéhlt, da die Expres-
sion von Ndr2 wihrend der Konsolidierung eines Furchtgedéchtnisses in der BLA furcht-
konditionierter Mause erhoht wird und somit eine funktionelle Relevanz von Ndr2 in Lern-
prozessen vermuten lasst. Hinzu kommt, dass unsere Arbeitsgruppe in Ndr2-iiberexprimie-
renden PC12-Zellen bereits einen Einfluss der Kinase auf die neuronale Differenzierung
der Zellen beobachten konnte (Stork et al., 2004). Aufgrund dessen stellen die zwei kon-
ditionalen transgene Mauslinien Ndr2/°#/19%% und Ndr2!°#/*9%9 in der iiber das Cre/loxP-
Rekombinasesystem eine gewebe-, zelltyp- bzw. entwicklungs- und altersspezifische Induk-
tion der Expression von transgenem Ndr2 ermdglicht wird (Utomo et al., 1999), jeweils ein
hervorragendes Modell fiir eine Untersuchung der Funktion der Kinase in vivo dar. Fir
diese Arbeit wurden die Ndr2-transgenen Mause mit CamKII-CRE-transgenen M&ausen
verpaart. Letztere exprimieren die Cre-Rekombinase unter dem CamKIla-Promotor. So-
mit wird die Expression von transgenem Ndr2 in doppelt-transgenen Nachkommen erst ab
dem postnatalen Tag 15 und ausschliefflich in exzitatorischen Neuronen des Vorderhirns
induziert (Minichiello et al., 1999).
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Bei der Generierung des Ndr2-trangenen Mausmodells wurden drei unabhéngige Mauslini-
en erzeugt, jedoch konnte nur in CamKII-CRE/ Ndr2ter/ t9_transgenen Miusen der Linien
Ndr2tor/t955 ynd Ndr2!o*/t989  nicht aber in der Linie Ndr2!o#/t968  eine Expression von
EGFP-Ndr2 im Gehirn nachgewiesen werden. In den Ndr2-trangenen Méausen liegt die
Expressionskassette durch eine Insertion an zufélliger Stelle im Genom der Maus einge-
baut vor. In den Chromosomen gibt es Bereiche, in denen die DNA-Doppelhelix sehr stark
kondensiert vorliegt. Die als Heterochromatin bezeichneten Regionen sind schwer oder gar
nicht fiir RNA-Polymerasen zugénglich und somit werden Gene, die dort lokalisiert sind,
kaum bzw. gar nicht transkribiert (Lodish, 2007)). Es ist moglich, dass im Fall der Mauslinie
Ndr2/o#/t968 die Insertion der Expressionskassette im Heterochromatin eines Chromosoms
geschah und somit entweder die Cre-Rekombinase erst gar nicht das Gen der CAT kata-
lytisch entfernen konnte oder eine Transkription des EGFP-Ndr2-Gens strukturell inhi-
biert wurde. Daher wurde die Charakterisierung nur mit CamKII-CRE/Ndr2/®/t955_ und
CamKII-CRE/Ndr2!o#/19%9_Mzusen fortgesetzt.

Eine Betrachtung der Expression von EGFP-Ndr2 in Hirnschnitten liefl erkennen, dass
eine zelltypspezifische sowie spit postnatale Uberexpression von Ndr2 keine schwerwie-
genden morphologischen Verinderungen im Gehirn induzierte. In CamCre-Méusen liegt
das Enzym Cre-Rekombinase, welches unter dem CamKIIa-Promotor ab einem Alter von
P15 in den Tieren transkribiert wird, ab P20 stark exprimiert im Kortex, im Striatum, im
Hippokampus sowie in der Amygdala vor (Minichiello et al., 1999). In adulten CamKII-
CRE/Ndr2!°*/t955_ und CamKII-CRE/Ndr2!°*/t989_Miusen konnte ich ebenfalls eine Ex-
pression von EGFP-Ndr2 in diesen Vorderhirnregionen beobachten. Interessanterweise lag
transgenes Ndr2 dabei verstédrkt in den axonalen und dendritischen Fasern und weniger
in den Somata der Neurone vor. Besonders im Hippokampus zeigte sich eine sehr hohe
Expression des Fusionsproteins in den Axonen der Kornerzellen, welche als Moosfasern
bezeichnet werden und sich in die suprapyramidalen und in die infra-intrapyramidalen
Moosfaserprojektionen auftrennen (Faulkner et al., 2007). In der Maus sind die supra-
pyramidalen Moosfasern im Alter von P21 vollstdndig ausgereift, hingegen wachsen die
infra-intrapyramidalen Moosfaseraxone wahrend der Entwicklung zunéchst sehr lang aus,
bilden sich dann aber im Alter zwischen P20 und P30 sehr stark zuriick — ein Prozess der
als ,,pruning* bezeichnet wird und im Alter von P45 abgeschlossen ist (Bagri et al., 2003;
Amaral and Dent, 1981). In den fiir diese Arbeit verwendeten Ndr2-trangenen Mausen lag
EGFP-Ndr2 an P20 in den Koérnerzellen des Hippokampus stark exprimiert vor. Folglich
wére eine Beteiligung von Ndr2, dhnlich wie bei der Differenzierung der Dendriten hip-
pokampaler Prim#rneuronen, auch wiahrend des Wachstums der Axone der Koérnerzellen
moglich. In der Tat ergab eine Analyse der Terminaliendichte der Moosfasern fiir CamKII-
CRE/ Ndr2!#/t9_Mzuse eine Verringerung in der Dichte der suprapyramidalen Projektio-
nen, wahrend die Dichte der infra-intrapyramidalen Moosfaseraxone in den Tieren kei-
ne Verinderung aufwies. Aufgrund dieser Daten nehme ich an, dass Ndr2 eine wichtige
Funktion, dhnlich derer wie sie bereits fiir die Differenzierung von Dendriten beschrieben
wurde, in der Regulation des Auswachsens und der Verzweigung der Axone des supra-
pyramidalen Moosfaserbandes hat. Da transgenes Ndr2 ab dem postnatalen Tag P20 in
den Kornerzellen des Hippokampus von CamKII-CRE/ Ndr2tor/ta_Mzuse stark exprimiert
wird, kann ich in der vorliegenden Studie einen moglichen Einfluss von Ndr2 sowohl auf
das Auswachsen als auch auf das pruning der infra-intrapyramidalen Moosfasern nicht
ausschlieflen.

Ferner konnte im Gehirn von CamKII-CRE/Ndr2/°#/%_transgenen Miusen keine Beein-
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flussung der Morphologie und der Dichte anderer axonaler Fasern, im Besonderen der
Faserbiindel des Corpus callosum und der Commissura anterior, beobachtet werden. Es
stellt sich daher die Frage, ob eine friiher in der Entwicklung induzierte Uberexpression von
Nd2 die Ausbildung anderer axonaler Faserstrukturen ebenso beeinflussen wiirde oder ob
Ndr2 spezifisch nur das Wachstum und die Verzweigung der Moosfasern im Hippokampus
reguliert.

In Ratten, die eine hohe Risikobereitschaft gegeniiber der Erkundung eines neuen Rei-
zes aufwiesen, konnte eine verringerte Dichte der suprapyramidalen Moosfasertermina-
lien im Vergleich zu Ratten mit einer geringen Risikobereitschaft beobachtet werden
(Isgor et al., 2004). In Ubereinstimmung mit diesen Daten konnte mein Kollege Jorge
R. Bergado-Acosta im Rahmen einer Verhaltensanalyse von CamKH—CRE/NdrT"x/ t9.
Miusen ein erhéhtes Explorationsverhalten von CamKIT-CRE/Ndr2!°*/*9-Miusen in ei-
nem Offenfeld-Test beobachten (siche Anhang Abb. . Somit kénnte die verringerte
Dichte der suprapyramidalen Moosfaserterminalien in Ndr2-transgenen M&usen ebenfalls
einen Einfluss auf die Risikobereitschaft der Tiere nehmen. Andere Studien konnten zu-
dem mithilfe einer morphologischen und verhaltensbiologischen Analyse verschiedener In-
zuchtstdmme zeigen, dass die Dichte der infra-intrapyramidalen Moosfasern auch mit der
Ausprigung des Explorationserhaltens von Mé&usen in einem Offenfeld korreliert (Crusio
and Schwegler, 1987)). Weiterhin zeigten diese Analysen einen Zusammenhang zwischen der
Terminaliendichte der infra-intrapyramidalen Moosfaserprojektionen und der Ausbildung
eines Arbeitsgedéchtnisses bzw. eines rdumlichen Gedéchtnisses. Ebenfalls konnte eine
Korrelation der Dichte dieser Fasern mit der Ausprigung eines aktiven Vermeidungslernens
sowie des mannlichen Aggressionsverhaltens gegeniiber gleichgeschlechtlichen Artgenossen
beobachtet werden (Schwegler et al., 1988a; [Schwegler and Lipp, 1983; Prior et al., 2004;
Guillot et al., 1994; Schwegler and Crusio, 1995). Somit kénnte eine Analyse des Ver-
haltens von CamKII-CRE/ Ndr2/o/t9_Mzuse in weiteren hippokampusabhéngigen Lern-
paradigmen wie zum Beispiel in einem Shuttle-Box-Test oder einem Acht-Arm-Radial-
Labyrinth-Test weiteren Aufschluss tiber einen Zusammenhang der in Ndr2-transgenen
Tieren beobachteten morphologischen Verdnderungen der Moosfaserterminalien mit Pro-
zessen der Gedéachtnisbildung geben.

Das konditionale Ndr2-transgene Mausmodell stellt somit vor dem Hintergrund der bishe-
rigen Ergebnisse ein hervorragendes System zur weiteren Analyse Ndr2-abhéngiger Funk-
tionen im sich differenzierenden Nervensystem dar. Insbesondere frithere Arbeiten unserer
Arbeitsgruppe, die eine Induktion der Ndr2-Expression 6 Stunden nach einer klassischen
Furchtkonditionierung zeigten, weisen dariiber hinaus auch auf mogliche Funktionen im
adulten Nervensystem hin. Um die Grundlagen fiir eine gezielte Untersuchung solcher lern-
bezogener Prozesse zu schaffen, untersuchte ich daher parallel zu den oben beschriebenen
Entwicklungsprozessen die Bedeutung einer — potentiellen Ndr2-abhéingigen — Aktinfila-
mentdynamik fiir die Gedéchtnisbildung.

5.1.4 Die Konsolidierung und Rekonsolidierung eines Furchtgedéchtnis-
ses ist abhingig von der Dynamik des Aktinzytoskeletts in der
BLA

Zahlreiche Befunde der letzten Jahre haben die besondere Bedeutung des Aktinzytoskeletts
fiir die synaptische Plastizitdt und fiir die Informationsspeicherung im Nervensystem be-
legt (Lamprecht and LeDoux, 2004; (Cingolani and Goda, 2008). Dabei konnte unter ande-
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rem gezeigt werden, dass eine strukturelle Reorganisation der Aktinfilamente in der Amyg-
dala essentiell fiir die Ausbildung eines Langzeitgedichtnisses ist (Mantzur et al., 2009).
Jedoch blieb bislang ungeklért, in welcher zeitlichen Phase der Gedéchtniskonsolidierung
eine Dynamik der Aktinfilamente in der Amygdala entscheidend fiir die Informationsspei-
cherung ist. Weiterhin war bisher unbekannt, ob eine Reorganisation des Aktinzytoskeletts
ebenfalls eine entschiedene Rolle in der Rekonsolidierung von Gedéchtnisinhalten spielt.

Um diese Fragen zu beantworten, wurde in dieser Arbeit das Toxin Phalloidin, welches
die Polymerisierung/Depolymerisierung von Aktinfilamenten blockiert, an drei verschie-
denen Zeitpunkten in die BLA injiziert. Zwei Zeitpunkte stellten eine frithe (30 Minuten)
sowie eine spite (6 Stunden) Phase der Gedéichtniskonsolidierung bzw. - rekonsolidierung
dar, wihrend ein dritter (24 Stunden) als Kontrolle diente, da die Ged&chtnisbildung
in der Amygdala zu diesem Zeitpunkt bereits abgeschlossen war. Fiir die Analyse der
Wirkung einer Phalloidin-Behandlung auf das Furchtverhalten von M#usen wurde ein in
unserem Labor etabliertes Paradigma verwendet, das eine Kombination aus einer Ton-
/Hintergrundkontext-Furchtkonditionierung darstellte (Laxmi et al., 2003). Dieses Para-
digma ermoglichte es, innerhalb einer Trainingseinheit bzw. innerhalb eines Gedéchtnis-
abrufs den Einfluss der Aktindynamik auf die Konsolidierung bzw. Rekonsolidierung eines
tonabhéngigen sowie eines kontextabhéngigen Furchtgedéchtnisses gleichzeitig zu untersu-
chen und miteinander zu vergleichen. Dabei ist zu beachten, dass ein kontextuelles Furcht-
geddchtnis neben der Amygdala auch von der Aktivitdt des Hippokampus abhéngig ist.

5.1.5 Eine Blockade der Aktindynamik in der BLA sechs Stunden nach
der Akquisition beeintrichtigt die Konsolidierung eines tonabhén-
gigen Furchtgedichtnisses

In der hier vorliegenden Arbeit konnte ich zeigen, dass eine Blockade der Aktindynamik
in der BLA durch eine Behandlung mit Phalloidin nur zum Zeitpunkt sechs Stunden
nach dem Training selektiv zu einer Beeintriachtigung des tonkonditionierten, nicht aber
eines generalisierten sowie kontextkonditionierten Furchtgedéchtnisses fithrte. Eine Inak-
tivierung oder Lision der Amygdala kann sich ebenfalls in dem Verlust einer Furchtant-
wort ausdriicken (Maren and Quirk, 2004), doch konnte ich fiir meine Untersuchung eine
andauernde Stérung der Amygdala durch Phalloidin ausschlieen, da eine Behandlung
mit dem Toxin zum Zeitpunkt 24 Stunden die Konsolidierung des tonabhingigen Furcht-
gedédchtnisses nicht beeinflusste. Ebenso konnte mithilfe eines Erhéhten-Plus-Labyrinth-
Tests nachgewiesen werden, dass eine Injektion von Phalloidin in die BLA keine generelle
Verdnderung des Angstverhaltens der Tiere verursachte. Eine Behandlung mit Phalloi-
din sechs Stunden nach dem Training fithrte nur zu einer verringerten Ausprigung der
Furchtantwort auf den CS™, nicht aber auf den CS™ sowie den Kontext. Diese Beobach-
tungen weisen folglich darauf hin, dass in der BLA in einer bestimmten zeitlichen Phase
eine Inhibierung der strukturellen Reorganisation des Aktinzytoskeletts die Konsolidierung
eines tonabhéngigen Furchtgedichtnisses stark beeintrédchtigt, jedoch nicht die Funktion
der BLA in der Informationsspeicherung der kontextuellen (Gale et al., 2004) und nicht-
assoziativen (Siegmund and Wotjak, 2006) Komponenten des Furchtgedéichtnisses beein-
flusst. Lediglich eine Verringerung in der Ausprigung der Furchtantwort auf den CS™,
induziert durch eine Applikation von Phalloidin 30 Minuten nach dem Training, konnte
beobachtet werden. Hingegen wurde das ton- bzw. kontextkonditionierte Furchgedéchtnis
durch eine Blockade der Aktinfilamentdynamik zu diesem Zeitpunkt nicht beeintrichtigt.
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Dies spricht gegen eine Generalisierung der Furchtantwort auf einen neutralen Tonreiz. ei-
ne Storung der Speicherung der nicht-assoziativen Informationen in der BLA konnte diese
selektive Storung der Furchtantwort auf den CS™ jedoch erklédren.

Im Gegensatz zu einer sofort im Anschluss an eine Fruchtkonditionierung erfolgten Ap-
plikation des die Aktinfilamente destabilisierenden Toxins Cytochalasin D (Mantzur et
al., 2009), hatte in dieser Studie, wie bereits erwiahnt, eine Behandlung mit Phalloidin
dreilig Minuten nach dem Training, keinen Effekt auf die Konsolidierung eines tonabhén-
gigen Furchtgedichtnisses. Hinweise fiir eine Erkldrung fiir diesen Effekt gibt die Studie
von Fukazawa et al. (2003), in der bereits 20 Minuten nach einer hochfrequenten Sti-
mulation des Tractus perforans eine Erhchung des F-Aktinlevels in dendritischen Spines
der Kornerzellen im Hippokampus nachgewiesen werden konnte. Interessanterweise wur-
de zusétzlich gezeigt, dass eine Blockade der Aktinpolymerisation nur eine Inhibition der
spaten Phase einer LTP im Gyrus dentatus zur Folge hatte, wenn eine Behandlung mit La-
trunculin A 8 Stunden, jedoch nicht direkt 30 Minuten nach der Stimulation erfolgte. Dabei
wird die LTP durch eine Verstidrkung der synaptischen Signaliibertragung induziert. Diese
wiederum wird unter anderem durch Aktin-abhéngige Prozesse reguliert, zum Beispiel in-
duziert eine Stimulation der Aktinpolymerisation die Aktivierung inaktiver Synapsen (Yao
et al., 2006|). Weiterhin wird iiber eine Reorganisation der Aktinfilamente die strukturelle
Neu- bzw. Umbildung von dendritischen Spines vermittelt (Matus, 2000). Somit bilden
diese Prozesse eine der zelluldren Grundlagen der Gedéchtnisbildung im adulten Gehirn
(Lamprecht and LeDoux, 2004)). Freir et al. (2010) konnten bereits darauf hinweisen, dass
innerhalb des Zeitraums von 6 bis 12 Stunden nach einer Konditionierung strukturelle
Verédnderungen von Synapsen an der Gedéchtniskonsolidierung beteiligt sind. Anhand der
Ubereinstimmungen meiner Beobachtungen mit den von Fukazawa et al. (2003) und Freir
et al. (2010) beschriebenen Daten kann ich somit bestétigen, dass eine strukturelle Reorga-
nisation des Aktinzytoskeletts in der BLA in der spdten Phase 6 bis 12 Stunden nach einer
tonassoziierten Furchtkonditionierung essentiell fiir die Gedéchtniskonsolidierung ist. Da-
bei vermute ich, dass in diesem Zeitraum Prozesse aktiviert werden, die iiber eine Dynamik
der Aktinfilamente die Neubildung bzw. den strukturellen Umbau von Spines sowie die Ak-
tivierung von Synapsen regulieren und somit die Grundlage fiir die Gedéchtnisspeicherung
bilden.

5.1.6 Die Rekonsolidierung eines tonabhingigen Furchtgedichtnisses un-
terliegt ebenfalls einer strukturellen Reorganisation der Aktinfila-
mente in der BLA

Es ist seit langerem bekannt, dass die Rekonsolidierung eines Furchtgedéchtnisses mit
einer selektiven Reaktivierung kiirzlich modifizierter Signalkreise in der Amygdala ein-
hergeht (Doyere et al., 2007). Des Weiteren unterliegt sie — ebenso wie die initiale Kon-
solidierung — einer amygdaléren Plastizitdt (Nader and Hardt, 2009). In der hier vorlie-
genden Arbeit konnte ich wie schon zuvor fiir die Konsolidierung zeigen, dass spezifisch
nur das tonabhéngige Furchtgeddchtnis beeintréichtigt wurde, wenn sechs Stunden nach
dessen Reaktivierung eine Blockade der Aktindynamik in der BLA durch Phalloidin in-
duziert wurde. Eine Behandlung mit dem Toxin zum Zeitpunkt 24 Stunden nach dem
Furchtgeddchtnisabruf hatte indessen keinen Effekt auf die Rekonsoliderung, so dass an
diesem Zeitpunkt die von einer Aktindynamik abh#ngige sensitive Phase wéhrend der
Gedéchtnisspeicherung bereits voriiber war. Gewiss kann die verringerte Furchantwort der
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Tiere, die eine Injektion mit Phalloidin zum Zeitpunkt 6 Stunden erhalten hatten, statt auf
einer Stérung der Rekonsolidierung des Furchtgedéchtnisses auch auf eine erhdhte Extink-
tion hindeuten. Dies ist jedoch sehr unwahrscheinlich, da aufgrund einer Blockierung der
Aktinfilamentdynamik wihrend der Extinktion eine die Gedichtnisauspragung férdernde
Wirkung zu erwarten gewesen wire (Fischer et al., 2004)), in dieser Studie aber nur ein
gegensitzlicher verringernder Effekt beobachtet worden ist.

Ferner konnte eine Beeintrichtigung der Rekonsolidierung in der Ausprigung des tonab-
héngigen, aber auch des kontextuellen und generalisierten Furchgedéchtnisses durch eine
Behandlung mit Phalloidin 30 Minuten nach dessen Reaktivierung beobachtet werden.
Diese generalisierte Furchtantwort der mit Phalloidin behandelten Tiere weist darauf hin,
dass in einer frithen Phase der Rekonsolidierung, in der bereits eine Destabilisierung der
Gedéachtniskomponenten induziert wurde, eine Blockade der Aktinfilamendynamik in der
BLA die erneute Speicherung der assoziativen, nicht-assoziativen und kontextuellen Infor-
mationen des Furchtgedéchtnisses moglicherweise inhibierte.

5.1.7 Phalloidin erh6ht den Gehalt komplexer Aktinfilamente zwei Stun-
den nach der Injektion

Fiir die Untersuchung des Einflusses einer Inhibition der Aktinfilamentdynamik auf die
Konsolidierung bzw. Rekonsolidierung eines Furchtgedéchtnisses wurde Phalloidin zu un-
terschiedlichen Zeitpunkten nach der Akquisition bzw. Reaktivierung des Gedéachtnisses
in die BLA injiziert. Dabei konnte ich beobachten, dass Tiere, die zum Zeitpunkt 6 Stun-
den nach dem Training bzw. dem Abruf des Furchtgedéichtnisses mit Phalloidin behandelt
wurden, eine verringerte Furchtantwort auf den konditionierten Stimulus zeigten.

Doch zu welchem Zeitpunkt blockierte Phalloidin die Polymersation/Depolymersation der
Aktinfilamente in den Neuronen der BLA?

Eine Betrachtung auf zelluldrer Ebene zeigte, dass Phalloidin bereits 10 Minuten nach
einer Injektion in den Zellen an einigen Aktinfilamenten gebunden vorlag. Eine genauere
Betrachtung auf Proteinebene offenbarte, dass zwei Stunden nach der Injektion Phalloidin
den Gehalt des hoch verzweigten F-Aktins in den Zellen stark erhohte. Indessen konnte fiir
die Zeitpunkte 10 Minuten, 30 Minuten oder 6 Stunden keine Verdnderung in den unter-
schiedlichen Aktinfraktionen gegeniiber der Vehikelkontrolle beobachtet werden. Phalloi-
din erreichte folglich in den Neuronen innerhalb von zwei Stunden seine vollstdndige, die
Polymerisation/Depolymersiation der Aktinfilamente blockierende Wirkung, welche in-
nerhalb von 4 weiteren Stunden wieder nachliel und schliellich nicht mehr nachzuweisen
war. Somit verursachte eine Blockade der Reorganisation der Aktinfilamente in der BLA in
dem Zeitraum von 6 bis 12 Stunden nach der Akquisition bzw. Reaktivierung eine Stérung
der Konsolidierung bzw. Rekonsolidierung eines tonabhéngigen Furchtgedéchtnisses (siehe

Abb. f2).

Interessanterweise konnte unsere Arbeitsgruppe innerhalb dieser von der Aktindynamik
abhéngigen, kritischen Phase wihrend der Konsolidierung eines tonabhéngigen Furcht-
gedéichtnisses eine erhohte Expression von [-Aktin, aber auch von der Serin/Thronin-
Kinase Ndr2 in der BLA nachweisen (Stork et al., 2004; Stork et al., 2001). Ndr2 wieder-
um bindet an S-Aktin und kénnte demzufolge in der BLA wihrend der Gedéchtnisbildung
eine Rolle bei der Reorganisation der Aktinfilamente spielen. In der Amygdala ist die Kon-
solidierung eines Furchtged&chtnisses sowohl abhéingig von der Transkription als auch der
Translation bestimmter Proteine, wohingegen die Rekonsolidierung nur von der Trans-
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lation abhéngig ist (Parsons et al., 2006). Folglich konnte die Ndr2-Kinase wihrend der
Rekonsolidierung iiber eine Translation ihrer innerhalb der initialen Konsolidierung gebil-
deten mRNA neben der Gedéchtnisbildung ebenso eine wichtige Funktion in der erneuten
Speicherung der Inhalte eines Furchtgedichtnisses besitzen. In dieser Arbeit konnte ich
wihrend der Differenzierung von Neuronen zeigen, dass Ndr2 iiber eine Regulation von
Integrinen das Auswachsen und die Verzweigung von Dendriten kontrolliert. Im adulten
Gehirn wird die strukturelle Neu- bzw. Umbildung von Spines iiber eine Reorganisation
der Aktinfilamente induziert. Diese wiederum ist abhéingig von Integrinen in den Spine-
synapsen (Lynch et al., 2007; McGeachie et al., 2011)). Es ist seit langem bekannt, dass die
Plastizitiat der Spines den Prozessen der Gedéchtnisbildung zugrunde liegt. Somit kénnte
die auch in Synapsen vorliegende Ndr2-Kinase iiber eine Regulation der Aktivitdt der
Integrine in der BLA in der Furchtgedéchtnisbildung involviert sein.

Injektion: 0,5 h Gruppe 6 h Gruppe 24 h Gruppe
I |
Zeit nach dem Training: 0 h 6h 12h 18 h 24 h 30 h
L e
5 -
ko I
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3 .
> 1
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1
|
1
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1
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\J \/

Konsolidierung  CS- cs* kein Effekt
Rekonsolidierung Kontext cs* kein Effekt

(CS-, CS*)

Abbildung 5.2: Modell des zeitlichen Verlaufs der Wirkung von Phalloidin in der
BLA auf die Konsolidierung bzw. Rekonsolidierung des tonabhingigen, kontex-
tuellen bzw. generalisierten Furchtgedichtnisses

Phalloidin lag bereits 10 Minuten nach der Injektion gebunden an Aktinfilamenten in den Neu-
ronen vor. Eine die Aktinfilamentdynamik blockierende massive Wirkung des Toxins konnte
indes durch eine Erhohung des Anteils hoch verzeigter Aktinfilamente (HV F-Aktin) in den
Neuronen der BLA 2 Stunden nach einer Behandlung mit Phalloidin bestétigt werden. Somit
beeintrichtigt eine Blockade der Aktinfilamentdynamik in einer kritischen Phase zwischen 6
und 12 Stunden nach dem Training bzw. dem 1. Abruf des Furchtgeddchtnisses die Konso-
lidierung bzw. Rekonsolidierung der Informationen {iber den konditionierten Stimulus CS*,
nicht aber iiber den Kontext bzw. den CS™.

Ferner konnte fiir die mit Ndr2 verwandte Ndr-Kinase LATS1 gezeigt werden, dass diese
an die Kinase LIMK1 bindet und dabei deren Aktivitét inhibiert. Dies hat zur Folge, dass
Cofilin, ein Aktin-depolymerisierendes Protein, nicht mehr durch LIMK1 phosphoryliert
und damit inaktiviert wird, so dass der Abbau von Aktinfilamente verstiarkt wird (Yang et
al., 2004). Wiahrend der von einer Reorganisation des Aktinzytoskeletts abhéangigen, kriti-
schen Phase der Konsolidierung eines Furchtgedéichtnisses wird Ndr2 in der BLA verstéarkt
exprimiert. Aufgrund der hohen Konservierung der Ndr-Kinasen in ihren Funktionen stellt
Ndr2 ebenfalls einen potentiellen negativen Regulator von LIMK1 dar und kénnte somit
wéhrend der Gedéchtnisbildung {iber eine Stimulation der Aktindepolymerisation ent-
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scheidend an der Regulation der Dynamik der Aktinfilamente beteiligt sein.

Mit einer Verhaltensanalyse von CamKII-CRE/Ndr2/°#/*_Miusen iiberpriifte mein Kol-
lege Jorge R. Bergado-Acosta eine mogliche derartige Beteiligung von Ndr2 in Prozes-
sen der Furchtgedédchtnisbildung. Nach einer auditorischen Furchtkonditionierung konnte
er jedoch keine Verdnderungen in der Ausprigung eines Furchtgedichtnisses der Tiere
beobachten (sieche Anhang Abb. . Die Uberexpression von Ndr2 in vivo beeinfluss-
te dabei weder die Gedéchtniskonsolidierung noch deren Rekonsolidierung. Es ist jedoch
zu beriicksichtigen, dass in der Amygdala von CamKII-CRE/Ndr2*/%9-Miusen, neben
einer starken Expression transgener Ndr2-Kinase im zentralen Unterkern, nur eine sehr
schwache in der lateralen und basolateralen Amygdala nachzuweisen war (siehe Kapitel
Ergebnisse Abb. . Dies konnte erkliren warum CamKII-CRE/Ndr2/%/%9-Mzuse kei-
ne Verdnderung in der Gedéichtnisausprigung nach einer Furchtkonditionierung zeigten.
Eine iiber Viruspartikel induzierte lokale Expression transgener Ndr2-Kinase in der BLA
konnte daher Aufschluss dariiber geben, ob eine Uberexpression von Ndr2 méglicherweise
doch Einfluss auf die Prozesse der Gedéchtnisbildung nimmt.

5.1.8 Schlussfolgerungen und zukiinftige Perspektiven

Mit der hier vorliegenden Arbeit konnte ich fiir die in Sdugetieren vorkommende Ndr-
Kinase Ndr2 eine Schliisselfunktion in der Differenzierung von Neuronen wihrend der
Entwicklung des zentralen Nervensystems nachweisen. An hippokampalen Primérkulturen
konnte ich dabei zeigen, dass Ndr2 insbesondere abhéingig von einer Integrin-vermittelten
Zelladhésion das Auswachsen und die Verzweigung der Dendriten kontrolliert. Wahrend
dieser morphologischen Prozesse reguliert Ndr2 zudem iiber eine funktionelle Beteiligung
in einem inside-out-Signalweg in auswachsenden Strukturen wie Wachstumskegeln die Ak-
tivitdt der Integrine. Des Weiteren bindet Ndr2 an die GTPase Dynamin und kolokalisiert
in den Neuronen mit den Endosomen des Endoztose/Exozytose-Signalweges der Integri-
ne. Aufgrund dieser Ergebnisse vermute ich, dass Ndr2 iiber zwei funktionelle Wege die
Aktivitdt der Integrine wahrend des Auswachsens und der Verzweigung von Dendriten
reguliert. Uber eine Interaktion mit Dynamin induziert Ndr2 zum einen die Endozyto-
se der Integrine und vermittelt dadurch eine Rekrutierung der Zelladh&sionsmolekiile in
die Wachstumskegel der Dendriten. Zum anderen stimuliert Ndr2 wihrend des Recyclings
der Zelladh#sionsmolekiile iiber eine Beteiligung in einem inside-out-Signalweg die Ak-
tivierung der Integrine. Somit kontrolliert Ndr2 in Neuronen iiber eine Regulation der
Verteilung aktivierter Integrine in der Plasmamembran die lokale Integrin-vermittelten
Zelladhésion und damit das Auswachsen und die Verzweigung der Dendriten.

Ausgehend von der Annahme einer funktionellen Beteiligung von Ndr2 in dem Endo-
zytose/Exozytose-Signalwege der Integrine bedarf es weiterer Untersuchungen in der Zu-
kunft. Dabei wire ein erster Schritt iiber eine Stimulation von Endozytose- bzw. Exozytose-
Prozessen eine mogliche Einflussnahme von Ndr2 auf die Oberflichenexpression der In-
tegrine zu iiberpriifen. Ein weiterer Schritt fiir die genaue funktionelle Positionierung
von Ndr2 im Endoztose/Exozytose-Signalweg der Integrine stellt die Untersuchung einer
moglichen direkten Phosphorylierung von Dynamin durch Ndr2 dar. Ferner konnte die
Analyse einer potentiellen Phosphorylierung der Integrinuntereinheiten 51 und $3 durch
Ndr2 Aufschluss dariiber geben, ob die Kinase iiber eine direkte inside-out-Aktivierung
die Aktivitat der Zelladhisionsmolekiile wiahrend der Differenzierung von Neuronen regu-
liert. Systematisch sollten dann Ndr2-aktivierende Signalwege untersucht werden, welche
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die Aktivitdt von Ndr2 in verschiedenen neuronalen Zelltypen steuern.

Anhand eines konditionalen Ndr2-transgenen Mausmodells konnte zudem eine Rolle von
Ndr2 in der Regulation des Auswachsen und der Verzweigung von Axonen nachgewiesen
werden. Es ist anzunehmen, dass Ndr2 auch das axonale Wachstum iiber eine Regulation
der Integrin-vermittelten Zelladhésion kontrolliert. Synthetische RGD-Peptide sowie das
Schlangentoxin Echistatin besitzen die gleiche Ligandenbindungssequenz fiir verschiede-
ne Integrine und blockieren somit die Aktivitdt der Integrine als Zelladhisionsmolekiil.
Daher konnte eine intraventrikuldre Applikation eines RGD-Peptids in Ndr2-transgenen
M&usen und eine sich daran anschliefende Analyse der Dichte der Moosfaserterminalien
im Hippokampus Aufschluss dariiber geben, ob Ndr2 das Auswachsen der suprapyrami-
dalen Fasern ebenfalls abhéingig von einer Integrin-vermittelten Zelladhésion reguliert.
Dariiber hinaus bietet die Behandlung mit einem RGD-Peptid in vivo die Moglichkeit,
die in dieser Arbeit dargelegte Integrin-abhingige Funktion von Ndr2 in der neuronalen
Differenzierung von hippokampalen Primérkulturen nun auf die Entwicklung des zentralen
Nervensystems zu iibertragen. Zum Beispiel konnte hierfiir die Analyse einer immunhisto-
chemischen Farbung des Dendritenmarkerproteins Map2 in den verschiedenen Schichten
des Hippokampus (Stratum oriens, Stratum radiatum, Stratum lacunosum-moleculare und
Stratum moleculare) von RGD-Peptid-behandelten Ndr2-transgenen M#usen Aufschluss
iiber die regulatorische Funktion von Ndr2 in der Verzeigung der Dendriten in vivo geben.

Ferner konnte ebenfalls anhand Ndr2-transgener M&use untersucht werden, ob Ndr2,
ghnlich wie ihre Homologen Tricornered und SAX-1, iiber eine Regulation der Prozesse
tiling und self-avoidance die Verzweigung der Dendriten sensorischer Neurone kontrolliert.
Hierbei kénnte die Analyse der Dendritenbdume von Ganglienzellen in der Retina der Tie-
re Aufschluss iiber eine mogliche Funktion von Ndr2 in der Ausbildung ihrer rezeptiven
Felder geben. Mithilfe des konditionalen Ndr2-transgenen Mausmodells kénnte auch eine
mogliche Rolle von Ndr2 in neuronalen Regenerationsprozessen untersucht werden. In der
Literatur wird seit langem diskutiert, ob dhnlich wie in peripheren Nerven eine Regene-
ration der Axone sensorischer Neurone des ZNS in vivo ebenfalls {iber die Aktivitit von
Integrinen reguliert wird (Lemons and Condic, 2008). [Eva et al. (2010) vermuten zum
Beispiel, dass aufgrund einer Storung des Transports bzw. der Aktivierung der Integrine
in verletzten Axonen des Riickenmarks Regenrationsprozesse in vivo inhibiert werden. In
der hier vorgelegten Arbeit konnte ich zeigen, dass Ndr2 die Aktivitdt der Integrine in
auswachsenden Strukturen reguliert. Weiterhin legen meine Daten eine mégliche Funktion
von Ndr2 in Endoztose/Exozytose-Signalwege der Integrine nahe. Daher vermute ich, dass
eine Uberexpression von Ndr2 in trangenen Miusen die Aktivierung und den Transport
von Integrinen in beschidigten Axonen, z. B. des Riickenmarks, stimulieren und dadurch
moglicherweise die Regeneration von Nerven des ZNS fordern konnte.

In einem weiteren Teil dieser Arbeit konnte ich die Relevanz einer strukturellen Reorga-
nisation des Aktinzytoskeletts wiahrend einer kritischen Phase in der Konsolidierung bzw.
Rekonsolidierung fiir ein tonabhéngiges Furchtgedéchtnisses nachweisen. Dabei fithrte eine
Blockade der Aktindynamik in der BLA durch eine Behandlung mit Phalloidin im Zeit-
raum zwischen 6 und 12 Stunden nach der Akquisition bzw. der Reaktivierung zu einer Be-
eintréchtigung eines tonkonditionierten Furchtgeddchtnisses. Interessanterweise konnte un-
sere Arbeitsgruppe in fritheren Studien zeigen, dass innerhalb dieses Zeitraums nach einer
tonassoziierten Furchtkonditionierung sowohl 8-Aktin als auch Ndr2 in der BLA vermehrt
exprimiert wird. Daher stellt eine zukiinftige quantitative Erfassung des Proteingehaltes
der Kinase in der BLA wihrend der von einer Aktindynamik abhingigen kritischen Phase
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der Gedéchtniskonsolidierung bzw. -rekonsolidierung zunéchst einen wichtigen Schritt zur
Bestimmung der funktionellen Bedeutung von Ndr2 wihrend dieser Prozesse dar. Darauf
aufbauend konnte in einem néchsten Schritt untersucht werden, ob ein funktioneller Ver-
lust von Ndr2 in der BLA, dhnlich wie die Blockade der Dynamik von Aktinfilamenten,
die Konsolidierung bzw. Rekonsolidierung eines tonabhéngigen Furchtgedichtnisses be-
eintrachtigen wiirde. So wire es moglich, mittels einer shRNA-vermittelten Inhibierung
der Expression von Ndr2 in der BLA durch eine Injektion kiirzlich in unserer Arbeits-
gruppe erzeugter lentiviraler Vektoren, lokal eine massive Reduktion des Gehaltes der
Ndr2-mRNA zu induzieren. Weiterhin konnte mithilfe der konditionalen Ndr2-transgenen
Mauslinie ein méglicher Einfluss einer lokalen Uberexpression von Ndr2 in der BLA auf die
Ausbildung eines Furchtgeddchtnisses untersucht werden. Dabei wire zu klaren, ob Ndr2
an der Regulation der Aktinfilamentdynamik wéhrend der Gedéchtniskonsolidierung bzw.
-rekonsolidierung beteiligt ist. Diese Untersuchung wiirde ebenfalls {iber eine lokale Appli-
kation von lentiviralen Partikeln in die BLA ermdoglicht werden, die durch Expression einer
Cre-Rekombinase eine Aktivierung des Transgens und damit eine lokale Uberexpression
von Ndr2 beschrinkt auf dieses Kerngebiet hervorrufen wiirde.
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Abbildung 5.3: Erhéhtes Explorationsverhalten von CamKII—CRE/Ndr2l°"’”/t9—
Maiuse in einem Offenfeldtest

Vor dem Beginn der Verhaltensanalyse wurden adulte (9-12 Wochen) ménnliche CamKII-
-CRE/Ndr2'°*/t_Miuse (n = 9) und wt/Ndr2!*/t9-Miuse (n = 12) eine Woche lang ein-
zeln gehalten. Anschlieend wurde in einem Offenfeld (50cm x 50 cm x 50 cm) und unter
geringen Lichtverhéltnissen (10Lux) an zwei Tagen fiir jeweils 20 min mithilfe der Software
ANY-Maze Videotracking System V 4.50 die Bewegungen der Tiere aufgenommen und das
Explorationsverhalten analysiert. A CamKII-CRE/Ndr2'°*/*-Miuse zeigten gegeniiber und
wt/Ndr2lo#/t9_Mzusen iiber den ganzen Zeitverlauf hinweg in beiden Testdurchgingen ein
kontinuierlich erhohte Aktivitdt (RANOVA, F; 35 = 16,320; p = 0,000). B Eine verringerte
Angstlichkeit von CamKII-CRE/ Ndr2to*/t9-Mausen konnte dabei gegeniiber wt/ Ndr2toz/tg.
Mausen anhand der Aufenthaltsdauer in der Mitte des Offenfelds in beiden Testdurchgéingen
ausgeschlossen werden (RANOVA, Fq 35 = 2,063; p = 0,159). Werte sind dargestellt als
MW+SFM. * p < 0,05; % p < 0,01; * % % p < 0,001 im Vergleich zu Wt/Nerlm‘/tg—Méusen
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Abbildung 5.4: CamKII-CRE/Ndr2/°*/!9-M#use zeigen keine Verinderung in der
Konsolidierung bzw. Rekonsolidierung eines tonassoziierten Furchtgedichtnisses
Eine Woche vor Beginn der auditorischen Furchtkonditionierung wurden adulte (9-12 Wochen)
minnliche CamKIT-CRE/Ndr2°*/t9-Miuse (n = 8) und wt/Ndr2/°%/t9-Mzuse (n = 8) ein-
zeln gehalten. In einer Furchtkonditionierungsapparatur (sieche Kapitel Methoden Abs.
konnten die Tiere sich zunéchst in zwei Adaptationsphasen, die an zwei aufeinanderfolgenden
Tagen stattfanden, an den Trainingskontext (Plexiglaskammer mit Metallgitter, sensorische
Reize) habituieren. Wihrend der Adaptation wurde den Méusen mit einem Abstand von 20s
sechsmal aufeinanderfolgend der CS™, ein 2,5 kHz hoher und 85 dB lauter Ton, fiir jeweils 10s
vorgespielt. Am darauffolgenden Tag fand die Furchtkonditionierung der M&use statt. Dabei
wurde den Tieren dreimal hintereinander der CS™ in Form eines Tones (10kHz, 85dB, 9s)
zusammen mit einem US (elektrischer Fufischock, 0,4 mA, 1s) gepaart priisentiert. Vierund-
zwanzig Stunden spéter wurde die Ausprigung des Furchtgedéichtnisses durch eine erneute
dreimalige Priisentation des CS* abgerufen. Mithilfe von Lichtschranken wurde dabei das Be-
wegungsverhalten der Tiere aufgezeichnet und {iber die TSE Fear Conditioning Software das
Erstarrungsverhalten analysiert. Um fiir den Abruf des Furchtgedéchtnisses einen neutralen
Kontext zu erzeugen, wurde ein Standardkéfig mit Einstreu in der Furchtkonditionierungs-
box positioniert. Eine Woche spéter wurde das Furchtgedéchtnis erneut durch dreimaliges
prisentieren des CS™ in dem neutralen Kontext getestet.

A CamKII-CRE/Ndr2*/t9-Mizuse zeigten gegeniiber wt/Ndr2!°*/t9-Mzusen keine signifi-
kante Verdnderung in der Ausprigung eines tonassoziierten Fruchtgedichtnisses (RANOVA,
F1,14 = 1,011; p = 0,332 n.s.). Dabei zeigten die Tiere keinen Unterschied sowohl in der
Konsolidierung als auch in der Rekonsolidierung des Furchtgeddchtnisses.

B Wie zu erwarten konnte sowohl fiir CamKII-CRE/Ndr2'°®/*-Mzuse als auch fiir
wt/Nerl‘”/ t9_Miusen keine Auspriagung eines Furchtgedichtnisses fiir den CS™ beobach-
tet werden (Konsolidierung: Fy 14 = 0,892; p = 0,361 n.s., Rekonsolidierung: Fy 14 = 0,217;
p = 0,648 n.s.). Werte sind dargestellt als MW+ SFM.
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