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1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Zelladhasionsmolekile der Immunglobulin-Superfamilie vermitteln und modulieren die
Interaktion zwischen Zellen auf vielfaltige Weise. Ein Mitglied dieser Proteinfamilie ist das
neuronale Zelladhasionsmolekil NCAM1. Es ist durch eine charakteristische
posttranslationale Modifikation gekennzeichnet, die Anheftung des langkettigen
Polysaccharids Polysialinsdure (polySia). PolySia-NCAM1 ist an der Entwicklung des
Nervensystems einschlieBlich der Steuerung des Wachstumsmusters und der
Faszikulierung von Axonen beteiligt. Phylogenetische Analysen zeigen, dass die
Genomduplikation wahrend der Evolution der Teleostier zur Duplikation des ncam1-Gens
geflihrt hat. Tetrapoden hingegen exprimieren nur ein ncami-Gen. Die Funktion von
Ncamia, Ncamib und Polysialinsdure im Nervensystem des Zebrafisches, bilden den
Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit.

Nach der Genduplikation ist es zu einer funktionellen Diversifizierung von ncamia und
ncami1b gekommen. Das zeigt sich unter anderem in ihren Expressionmustern, die nur
partiell Gberlappen. Gemeinsam ist Ncam1a und Ncam1b jedoch die Modifikation durch
Anheftung von Polysialinsdure. PolySia-Ncamia wird hauptséchlich im rostralen Bereich
des Embryos exprimiert wahrend polySia-Ncamib im caudalen Bereich (berwiegt.
Ncamia, Ncamib und ihre polySia-Modifikation regulieren die Ausbildung von
Axontrakten im Zebrafisch-Embryo auf unterschiedliche Weise. So erfordert das
Auswachsen der posterioren Kommissur, eines prominenten Axontrakis an der
Vorderhirn/Mittelhirn-Grenze, die Expression von Ncamib auf den Zellkdrpern des
dorsalen Diencephalons. Die Faszikulierung der Axone ist von polySia-Ncamia auf den
Axonen abhangig. Desweiteren ist die korrekte Expression von Ncamib notwendig fur
das Wachstum cranialer und spinaler Motoraxone. Das zeigt, dass es nicht nur zwischen
Ncamia und Ncamib zu einer funktionellen Differenzierung gekommen ist, sondern dass
beide Paraloge dariiber hinaus verschiedene Funktionen bei der Bildung unterschiedlicher
Axontrakte austben kénnen.

Ncam2, ein weiteres Mitglied der ncam-Genfamilie, liegt bei Teleostiern, wie bei
Tetrapoden, in nur einer Genkopie vor. Ncam2 wird im Zebrafisch erst exprimiert,
nachdem alle wichtigen Axontrakte bereits ausgebildet sind, und ist nicht polysialiert.

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass die Genduplikation bei Teleostiern eine
Grundlage fur die Subfunktionalisierung von Genen bildet. Diese Differenzierung wird in
unterschiedlichen  Expressionsmustern und unterschiedlichen  Funktionen der
Genprodukte sichtbar.
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2 Einleitung

2 Einleitung

Die kontrollierte Expression von Zelladhasionsmolekulen ist eine wichtige Voraussetzung
fir die Entwicklung des Nervensystems (Rutishauser und Jessell, 1988, Shapiro et al.,
2007, Suzuki und Takeichi, 2008). Zelladhasionsmolkile regulieren Zell-Zell- und Zell-
Matrixkontakte und ermdglichen dadurch die Bildung zusammenh&ngender Zellverbande
(Gewebe) (Probstmeier et al., 1989, Acheson et al., 1991, Vieminckx und Kemler, 1999,
Kasper et al., 2000, Thiery, 2003, Seidenfaden et al., 2006). Fir die Funktion des
Nervensystems ist es jedoch wichtig, nicht nur Zellverbindungen aufzubauen, sondern
diese je nach Bedarf auch zu modulieren (Smith et al., 1993, Dityatev et al., 2008,
Muhlenhoff et al.,, 2009). Dies ist insbesondere wéahrend der Entwicklung des
Nervensystems, aber auch fur die Plastizitat des adulten Gehirns von Bedeutung und wird
unter anderem Uber die Modifikation der Adhasionsmolekile auf der Zelloberflache
erreicht (Mayford et al., 1992, Fambrough und Goodman, 1996, Gascon et al., 2007,
Eckhardt et al., 2000). Zelladhdsionsmolekile kdnnen posttranslational modifiziert werden
oder ihre Anzahl bzw. Zusammenstellung auf der Zelloberflache kann im Verlauf der
Entwicklung veréndert werden (Sadoul et al., 1983, Chuong und Edelman, 1984b,
Rougon et al., 1990, Fambrough und Goodman, 1996, Mayford et al., 1992). Mitglieder
verschiedener Familien von Zelladhasionsmolekilen werden auf Nervenzellen exprimiert:
Cadherine, Integrine, Neurexine, Neuroligine und Adhasionsmolekile der Immunglobulin-
Superfamilie (Milner und Campbell, 2002, Shapiro et al., 2007, Craig und Kang, 2007,
Suzuki und Takeichi, 2008). In dieser Studie wurden Zelladhasionsmolekile der NCAM
(,neural cell adhesion molecule®)-Familie im Nervensystem des Zebrafischembryos
untersucht. Die Mitglieder der NCAM-Familie gehdéren zur Immunglobulin-Superfamilie
(Cunningham et al., 1987, Mizuno et al., 2001, Maness und Schachner, 2007).

Zunachst gehe ich auf die Vertreter der NCAM-Familie bei S&ugetieren etc. ein, bis ich
mich auf die speziellen Funktionen im Zebrafisch beziehe. Vertreter der NCAM-Familie
bei Saugetieren sind NCAM1, auch NCAM genannt, und NCAM2, auch OCAM (,,olfactory
cell adhesion molecule®) genannt, da es im olfaktorischen System exprimiert wird (Cremer
et al., 1994, Paoloni-Giacobino et al., 1997, Yoshihara et al., 1997).

12



2 Einleitung

2.1 Das neuronale Zelladhasionsmolekil NCAM1

NCAM1 ist das erste Zelladhasionsmolekil, das bei Saugetieren gefunden wurde. Es
wurde erstmals 1974 aus dem Gehirn von Ratten isoliert und als synaptisches
Membranprotein bezeichnet (Jorgensen und Bock, 1974). Drei Jahre spater wurde es,
prapariert aus Huhnchenretina, als Zelladhasionsmolekdl identifiziert (Thiery et al., 1977).
G.M.Edelman und Kollegen untersuchten in den 80iger Jahren den Aufbau von NCAMH1
und ordneten es aufgrund der Immunglobulin(lg)-Doméanen der Immunglobulin-
Superfamilie zu (Edelman, 1983, Chuong und Edelman, 1984b, Cunningham et al., 1987).

2.1.1 NCAM1: Aufbau und Vorkommen

NCAM1 ist ein transmembranes Protein, das aus finf Ig-Doméanen und zwei
Fibronektin(Typlll)-Domanen auf der extrazellularen Seite, einer Transmembrandoméne
und einer cytoplasmatischen Doméne besteht (siehe Abbildung 1) (Cunningham et al.,
1987, Brimmendorf und Rathjen, 1993, Chothia und Jones, 1997). Durch alternatives
SpleiBen kommt NCAM1 bei S&dugetieren in verschiedenen Isoformen vor (Murray et al.,
1986, Gower et al., 1988, Thompson et al., 1989, Fields und Itoh, 1996).

Abbildung 1: Schematischer Aufbau
der NCAM1-Isoformen in der Maus,
nach Fields und Itoh, 1996

Durch alternatives SpleiBen der ncam1-
mRNA kommt es zur Expression von
verschiedenen Isoformen von NCAM1
in der Maus. Die Isoformen werden
nach ihrem Molekulargewicht
NCAM180, NCAM140 und NCAM120
genannt. Alle drei Isoformen bestehen
aus 5 Ig-Doméanen (Ig 1-5) und 2
Fibronektin(FN)-Typlll-Doménen auf der
extrazellularen Seite. NCAM180 und

NCAM140 besitzen eine
Transmembrandomaéane und eine
intrazellulare Doméne, wéhrend

NCAM120 Uber einen GPI-Anker mit der
Membran verbunden ist.

13



2 Einleitung

Die Hauptisoformen von NCAM1 aus der Maus sind in Abbildung 1 gezeigt:

- 180 kDa (mit langer cytoplasmatischer Domane),
- 140 kDa (mit kurzer cytoplasmatischer Doméne),
- 120 kDa (mit GPI-Verankerung) (Fields und Itoh, 1996).

Exprimiert wird NCAM1 von Neuronen, Glia- und Muskelzellen in adulten und
embryonalen Vertebraten (Grumet et al., 1982, Noble et al., 1985, Covault und Sanes,
1985, Akeson et al., 1988, Palser et al., 2009, Theodosis et al., 2000, Hall und
Rutishauser, 1985). Bei Insekten, Mollusken und Nematoden findet man NCAM1-&hnliche
Molekile (Hall und Rutishauser, 1985). Fasciclin 1l ist das NCAM1-Ortholog in Drosophila
melanogaster, ApCAM in Aplysia californica und LeechCAM in Hirudo medicinalis
(Mayford et al., 1992, Huang et al., 1997, Mao und Freeman, 2009).

2.1.2 NCAM1-Interaktionen

NCAM1 vermittelt Zell-Zell- und Zell-Substrat-Interaktionen Gber homophile oder
heterophile Bindungen (Probstmeier et al., 1989, Acheson et al., 1991, Kasper et al.,
2000). Die homophile Interaktion der NCAM1-Molekile erfolgt sowohl in cis als auch in
trans (Kiselyov et al., 2005). Welche Ig-Doméanen dabei beteiligt sind und in welcher
Weise sie interagieren, wurde schon mit vielen verschiedenen Methoden untersucht, wird
aber immer noch kontrovers diskutiert (Atkins et al., 1999, Atkins et al., 2001, Soroka et
al.,, 2003, Atkins et al.,, 2004, Johnson et al., 2004). Bei einer cis-Interaktion sind
vermutlich nur die ersten beiden Ig-Doménen involviert, dabei sind die NCAM1-Molekule
parallel angeordnet sind (Kasper et al., 2000, Kiselyov et al., 2005). Bei einer trans-
Interaktion der NCAM1-Molekile wird eine reiBverschluBartige Formation angenommen
(Soroka et al., 2003).

Viele heterophile Interaktionen von NCAM1, in cis und trans, wurden bisher beschrieben.
Einige der Bindungspartner sind:
- Fibroblast growth factor” (FGF)-Rezeptor 1 (Williams et al., 1994, Kiselyov et al.,
2005),
- ,glial cell line-derived neurotrophic factor” (GDNF) und GDNF-Rezeptor alpha
(Paratcha et al., 2003),
“pbrain-derived neurotrophic factor” (BDNF) (Vutskits et al., 2001),
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- platelet-derived growth factor“ (PDGF) (Zhang et al., 2004),

- das Zelladhasionsmolekil L1 (Kadmon et al., 1990, Horstkorte et al., 1993),

- das transiente axonale Glykoprotein TAG-1/axonin-1 (Milev et al., 1996),

- die, fur das Nervensystem typischen Chondroitin-Sulfat-Proteoglycane Neurocan
(Friedlander et al., 1994) und Phosphocan (Milev et al., 1994),

- das Heparan-Sulfat-Proteoglycan: Agrin (Storms et al., 1996)...

Far die heterophilen Bindungen sind unterschiedliche Domanen von NCAM1 notwendig.
Uber seine extrazellularen Fibronektin-Doménen geht NCAM1 eine heterophile Bindung
z.B. mit dem ,Fibroblast growth factor*(FGF)-Rezeptor ein und beeinflusst dadurch das
Wachstum von Neuriten (Kiselyov et al., 2003, Anderson et al., 2005, Carafoli et al., 2008,
Kochoyan et al., 2008). Uber die cytoplasmatische Doméne interagiert NCAM1 (Isoform
140 kDa und 180 kDa) mit Proteinen des Zellzytoskeletts, a- und B-Tubulin und a-Actinin1
(Buttner et al., 2003). Die cytoplasmatische Doméane der Isoform NCAM180 bindet weitere
intrazelluldre Zytoskelett- oder Zytoskelett-assoziierte Proteine, wie z.B. B-Aktin,
Tropomyosin, MAP1A (Mikrotubuli-assoziiertes Protein 1A) und RhoA-bindende Kinase a
(BUttner et al., 2003). Ebenso kann NCAM1 mit seiner extrazellularen Doméane Bindungen
mit Bestandteilen der extrazellularen Matrix eingehen, wie z.B. mit Heparan- und
Chondroitin-Sulfat-Proteoglykanen (Cole und Glaser, 1986, Cole et al., 1986, Friedlander
et al., 1994, Milev et al., 1994, Kiselyov et al., 1997).

2.1.3 PolySia, eine posttranslationale Modifikation von NCAM1

NCAM1 kann posttranslational mit einer Polysialinsdurekette (polySia) modifiziert werden
(Finne et al., 1983, Cremer et al., 1994, Hildebrandt et al., 2010, Angata et al., 1998).
PolySia ist ein negativ geladenes, lineares Homopolymer aus a-2,8-verbundenen
N-Acetylneuraminsdure-Bausteinen (Finne, 1982). PolySia liegt bei Saugetieren fast
ausschlieBlich gebunden an das neuronale Zelladh&dsionsmolekil (NCAM1) vor. Dies
konnte durch die nahezu komplette Abwesenheit von polySia bei NCAM1-
Knockout-Mausen bestétigt werden (Cremer et al., 1994). Neben polySia-NCAM1 gibt es
noch sieben weitere polysialylierte Glykoproteine in verschiedenen Organismen zu finden:

- CD836, gefunden in menschlicher Muttermilch (Yabe et al., 2003),

- Neuropilin-2 auf menschlichen dendritischen Zellen (Curreli et al., 2007),
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- alpha-Untereinheit eines spannungsabhangigen Natriumkanals in der Ratte (Zuber

et al., 1992),

- die Polysialyltransferasen St8Sia2 und St8Sia4 (Autopolysialylierung) bei
Séaugetieren (Mihlenhoff et al., 1996, Close und Colley, 1998),

- das synaptische Zelladhasionsmolekil SynCAM1 in der Maus (Galuska et al.,

2010).

Bei Invertebraten tritt polySia insbesondere wahrend der Entwicklung auf (Roth et al.,
1992, Kitazume et al., 1994, Malykh et al., 1999, Seppo und Tiemeyer, 2000). Manche
Bakterien, wie z.B. E.coli K1 und Meningokokken (Gruppe B) besitzen polySia in der

Kapsel (Frosch et al., 1985). Gegen das polySia-Epitop auf E.coli K1 und Meningokokken

(Gruppe B) wurde, der in dieser Arbeit verwendete Antikérper gegen polySia hergestellt

(Frosch et al., 1985).

Die Polysialylierung von NCAM1 beginnt mit der sogenannten ,Core“-Glykosylierung,

einer N-Glykosylierung an den Aminosauren Asparaginsaure(Asn)-449 (bzw. Asn5) und
Asn-478 (Asn6) der flnften Ig-Doméane von NCAM1 (Finne, 1982, Nelson et al., 1995,
Foley et al.,, 2010). AnschlieBend werden im Golgi-Apparat bis zu 400 N-Acetyl-

Abbildung 2: Schema zur Polysialylierung von
NCAM1

Die Enzyme zur Polysialylierung von NCAM1, St8Sia2 (STX)
und St8Sia4 (PST), sitzen in der Membran vom Golgi-Apparat,
wobei sich die katalytische Doméne intraluminal befindet
(Angata and Fukuda, 2003). NCAM1 wird an 2 Asparaginsaure-
Resten der Ig5-Domaéne polysialyliert (Nelson et al., 1995).
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2003). Ein kurzes cytoplasmatisches Segment st verbunden mit einer
Transmembrandomane, gefolgt von einer groBen intralumenalen Domane, die sich in eine
Stammregion und eine katalytische Doméne unterteilen Iasst (Schema in Abbildung 2)
(Angata und Fukuda, 2003). Die katalytische Domane ist in die Bindung von NCAM1 und
die Bindung der Sialinsdurebausteine involviert (Datta und Paulson, 1995, Datta et al.,
1998). Fur die Interaktion der Polysialyltransferasen mit NCAM1 in der Golgi-Membran ist
die Fibronektin1(FN1)-Domane von NCAM1 essentiell (Mendiratta et al., 2005). Eine
Deletion der FN1 eliminiert die N-Glykan-Polysialylierung der Ig5-Doméane (Mendiratta et
al., 2005). Insbesondere die in der FN1-Doméane enthaltene a-Helix und die
Aminosauregruppe QVQ (Glutamin-Valin-Glutamin) sind wichtig fur die Positionierung der
Polysialyltransferasen (Close et al., 2003, Mendiratta et al., 2006, Foley et al., 2010).

2.1.4 Funktion von NCAM1 und deren Modulation durch polySia

Viele Vorgénge im Nervensystem, wie z.B. Differenzierung, Migration, das Uberleben von
Nervenzellen, neuronale Plastizitat (Lernprozesse), Regeneration von peripheren Nerven
und das Auswachsen von Neuriten werden durch polySia-NCAM1 beeinflusst (Cremer et
al., 1994, Vutskits et al., 2001, Prag et al., 2002, Seidenfaden et al., 2006, Gascon et al.,
2007, Rutishauser, 2008, Jungnickel et al., 2009, Kleene et al., 2010, Kochlamazashvili et
al., 2010, Gascon et al., 2010). Wéahrend der Entwicklung des Nervensystems liegt
NCAM1 polysialyliert vor (Rothbard et al., 1982, Chuong und Edelman, 1984a, Mihlenhoff
et al., 2009). Im adulten Gehirn hingegen ist NCAM1 meist nicht polysialyliert (Seki und
Arai, 1993, Bonfanti und Theodosis, 1994, Rousselot et al., 1995, Burgess et al., 2008).
Ausnahmen dazu bilden Hirnareale, die auch im adulten Tier mit Plastizitdt und
Neurogenese verbunden werden, wie z.B. der Hippocampus, der Hypothalamus und der
bulbus olfactorius (Theodosis et al., 1991, Seki und Arai, 1993, Burgess et al., 2008,
Rdéckle et al., 2008, Rutishauser, 2008).

PolySia moduliert die adhé&siven Eigenschaften von NCAM1 (Johnson et al., 2005,
Muhlenhoff et al., 2009, Eggers et al., 2011). Die homophile Bindung von NCAM1 wird
durch die negative Ladung und die sterischen Eigenschaften der Polysialinsdure
abgeschwacht (siehe Schema in Abbildung 3). Beeinflusst wird dadurch die Faszikulation
von Axonen, wie z.B. bei den Motoraxonen im Huhn (Tang et al., 1992, Tang et al., 1994)
oder bei den Axonen der posterioren Kommissur im Zebrafisch (Marx et al., 2001). Durch
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COOH . . )
g intrazellular die  Entfernung von  polySia  mit

Plasmamembran Endoneuraminidase (EndoN; eine

extraze spezifische Glykosidase fir polySia)
M [] kommt es zu Projektionsfehlern der
' | Motoraxone im Fllgel des Huhns bzw. zur

Aufspaltung der posterioren Kommissur in

polySia
|
|

mehrere Axonfaszikel im Zebrafisch (Tang
et al., 1992, Marx et al., 2001).

polySia

| Die Funktion von polysia-NCAM1 bei
é Plasmamembran | g3getieren konnte mit Hilfe der NCAM1-
COOH

intrazellular
Knockout-Maus untersucht werden

Abbildung 3: PolySia moduliert homophile (Cremer et al., 1994). Diese Mause zeigen

Aufgrund  der negativen Ladung und der 1994). Sie besitzen aber einen
Hydratisierung von polySia reduziert sich die
homophile Interaktion von polysialylierten NCAM1-
Molekilen (Johnson et al., 2005). Die AbstoBung aufgrund einer Dysfunktion im
zwischen den Zellen vergr6Bert sich und die .

Zelladhasion wird reduziert (Johnson et al., 2005). Es Hippocampus  Defizite beim  Lernen

wurde gezeigt, dass der Abstand zwischen den Zellen (Cremer et al, 1994). Die Faszikulation
durch polySia um 10-15 nm vergrdBert wird (Yang et v |

al., 1992, Yang et al., 1994). und das Wachstum der ,mossy fibers” im

verkleinerten bulbus olfactorius und zeigen

Hippocampus ist stark verandert und fihrt zu ektopischer Innervation von Cornu Ammonis
Region3(CA3)-Pyramidenzellen (Cremer et al., 1998). Die wiederholte Stimulation von
Glutamat-abhangigen-Synapsen im Gehirn der Knockout-M&use, zeigt eine Reduktion der
Langzeit-Synapsenstabilisierung und damit des Langzeit-Gedachtnisses (Cremer et al.,
1998). Die Defizite des Langzeitgedachtnisses in NCAM1-Knockout-Mausen kénnen
durch die Applikation von BDNF (,brain derived neurotrophic factor®) aufgehoben werden
(Muller et al., 2000). Es wurde gezeigt, dass polysialyliertes NCAM1 direkt an BDNF
bindet und dadurch Neurone gegenlber BDNF sensitiviert (Muller et al., 2000). Dadurch
werden die Modulation der synaptischen Plastizitat, wie auch die Differenzierung und das
Uberleben von Neuronen im Cortex beeinflusst (Muller et al., 2000, Vutskits et al., 2001).
Der olfaktorische Bulbus der Knockout-M&use ist verkleinert, da die Migration der
Neuroblasten, die entlang des sogenannten ,rostral migratory stream® (RMS) zum
olfaktorischen Bulbus wandern, gestort ist (Tomasiewicz et al., 1993, Cremer et al., 1994).
Normalerweise exprimieren die Neuroblasten polySia-NCAM1, das fiir die Migration, das
Uberleben und die Kontrolle der Differenzierung dieser Zellen notwendig ist (Cremer et
al., 1994, Rousselot et al., 1995, Battista und Rutishauser, 2010, Rdckle et al., 2008).
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Wird polySia durch EndoN-Injektion entfernt, stoppen die Neuroblasten ihre Wanderung
bzw. migrieren ins umliegende Gewebe und differenzieren friihzeitig (Ono et al., 1994,
Hu, 2000, Battista und Rutishauser, 2010). Die Tatsache, dass durch die Entfernung von
polySia der selbe Phanotyp wie in den NCAM1-Knockout-Mausen hervorgerufen wird,
lasst darauf schlieBen, dass polySia wichtig fir die Entwicklung des olfaktorischen Bulbus
und die Plastizitat des Gehirns ist (Rutishauser und Landmesser, 1996, Theodosis et al.,
1999, Becker et al., 1996).

Um die Funktion der Polysialinsdure von der Funktion des Zelladhasionsmolekils NCAM1
unterscheiden zu koénnen, wurden zun&chst die cDNAs von Polysialyltransferasen
verschiedener Spezies kloniert und deren Expression untersucht (Nakayama et al., 1995,
Yoshida et al., 1995, Eckhardt et al., 1995, Wood et al., 1997, Kudo et al., 1998). Bei
S&ugetieren wurden zwei Polysialyltransferasen gefunden, die fir die Bildung von polySia
an NCAM1 notwendig sind: St8Sia2 und St8Sia4 (Angata et al., 1998, Nakayama et al.,
1998). St8Sia2 ist wahrend der embryonalen, perinatalen und friilhen postnatalen
Entwicklung fir die polySia-Expression verantwortlich, wahrend St8Sia4 die
vorherrschende Polysialyltransferase im postnatalen und adulten Gehirn ist (Ong et al.,
1998, Hildebrandt et al., 1998b). Der Doppel-Knockout der Polysialyltransferasen St8Sia2
und St8Sia4 fuhrt bei der Maus zu einem schwerwiegenden Phanotyp mit vorzeitigem Tod
der Tiere (Weinhold et al., 2005). Die Mause sind postnatal wachstumsverzbgert,
entwickeln einen progressiven Hydrocephalus, die Bewegungskoordination ist gestort, der
bulbus olfactorius ist verkleinert und sie besitzen keine anteriore Kommissur (Weinhold et
al., 2005, Hildebrandt et al., 2009). Eine Aufhebung dieses Phanotyps ist durch einen
zusatzlichen Knockout von NCAM1 mdglich. Dies zeigt, dass die Hauptfunktion der
Polysialyltransferasen St8Sia2 und St8Sia4 bei der Maus die Modifikation von NCAM1 ist
(Weinhold et al., 2005).

Eine neuere Studie zur Funktion von polySia zeigt, dass die Gehirnverdnderungen an der
anterioren Kommissur, dem corpus callosum und der internen Kapsel durch das
Expressionslevel von nicht polysialylietem NCAM1 wéhrend der Entwicklung bestimmt
wird (Hildebrandt et al., 2009). Je mehr nicht-polysialyliertes NCAM1 wéahrend der
Entwicklung vorliegt, desto gréBer sind die Veranderungen (Hildebrandt et al., 2009). Die
Auffalligkeiten im Gehirn der Mause erinnern an die Veranderungen im Gehirn von
schizophrenen Patienten (Hildebrandt et al., 2009). Méglicherweise fiihrt eine Stérung in
der Koordination der NCAM1-Polysialylierung zu einer Pradisposition flr Schizophrenie
(Vawter, 2000, Hildebrandt et al., 2009). Das Expressionslevel von polySia-NCAM1 ist
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auch im Gehirn von Patienten mit einer bipolaren Stérung oder bei depressiven Patienten
verandert (Varea et al., 2011).

Das polySia-NCAM1-Expressionslevel wird auch im Verlauf von Tumorerkrankungen
einschlieBlich Neuroblastoma, Glioma, Lungentumore, Wilms” Tumor, Schilddriisen- und
Eierstockepithelkarzinom verandert (Roth et al., 1988, Scheidegger et al., 1994,
Hildebrandt et al., 1998a, Tanaka et al., 2001, Suzuki et al., 2005, Yang et al., 2011,
Zecchini et al., 2011). Das Expressionslevel von polySia- wie auch der
Polysialyltransferase st8sia2 dient daher als prognostischer Marker bei den genannten
Tumorarten (Seidenfaden et al., 2003, Cheung et al., 2006, Roth et al., 1988,
Scheidegger et al., 1994, Tanaka et al., 2000). Eine hohe polySia-Konzentration korreliert
meist mit einer schlechten Prognose, da polySia bzw. polySia-NCAM1 die Zelladhasion
reduziert und damit die Migrationsfahigkeit der Tumorzellen steigert (Roth et al., 1988,
Scheidegger et al.,, 1994, Suzuki et al., 2005, Schreiber et al., 2008). Patienten mit
polySia-NCAM1-positivem Neuroblastoma haben haufig Metastasen und die polySia-
NCAM1 Expression korreliert mit einer fortgeschrittenen Erkrankung (Korja et al., 2009).
Das Fehlen einer polySia-NCAM1 Expression im fortgeschrittenen Stadium scheint
dagegen ein sehr unglinstiger Faktor fiir das Uberleben der Patienten zu sein (Korja et al.,
2009). Wodurch dies bedingt ist bleibt bisher unklar (Korja et al., 2009).

Im Bereich der medizinischen Forschung wird ebenfalls untersucht, ob polySia die
Regeneration von verletzten Nerven erleichtert, da es wahrend der Entwicklung des
Nervensystems an dynamischen Prozessen wie Zellmigration und Synapsenbildung
beteiligt ist (Kleene und Schachner, 2004, Rutishauser, 2008). Nach einer Verletzung von
peripheren Nerven adulter Nagetiere wird die polySia-Expression in Neuronen, Schwann-
Zellen und Skelettmuskelzellen hochreguliert (Carratu et al., 1993, Olsen et al., 1995,
Mehanna et al., 2009). Versuche mit Substanzen, die polySia imitieren oder mit
Kolominsaure, einem Homopolymer aus a-2-8 verknipfter N-acetyl-Neuraminsaure,
zeigten eine verbesserte Regeneration von peripheren Nerven durch die Anwesenheit von
polySia (Mehanna et al.,, 2009, Jungnickel et al., 2009). Viral-induzierte polySia-
Expression im Bereich von Nervenverletzungen fihrt zu einem verbesserten Wachstum
der Nerven in den Verletzungsbereichen (Zhang et al., 2007, Mehanna et al., 2009).
Desweiteren werden polySia-beschichtete Netze bzw. Transplantate zur Regeneration
von peripheren Nerven hergestellt (Assmann et al., 2010, Haastert-Talini et al., 2010). In
Zukunft  kdnnten sich daraus Methoden zur Behandlung von peripheren
Nervenverletzungen oder bei Querschnittslahmungen ergeben (Zhang et al., 2007,
Mehanna et al., 2009).
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2.2 Das olfaktorische Zelladhdsionsmolekil NCAM2 (OCAM)

2.2.1 NCAM2: Aufbau und Expression

Das neuronale Zelladhasionsmolekil NCAM2 wurde zun&chst Antigen Rb-8 bzw. R4B12
genannt und als 125 kDa-Membranprotein beschrieben (Fujita et al., 1985, Schwob und
Gottlieb, 1988, Yoshihara et al., 1993, Alenius und Bohm, 1997). 1997 wurde gezeigt,
dass es aufgrund seines Aufbaus zur NCAM-Familie gehért und vermutlich aufgrund einer
Genduplikation groBe Ahnlichkeit mit NCAM1 besitzt (Yoshihara et al., 1997). Auf der
extrazelluldren Seite von NCAM2 befinden sich finf Ig-Doménen und zwei Fibronektin-
Typlll-Doménen (Yoshihara et al., 1997). Durch alternatives Splicen der pra-mRNA
kommt NCAM2 in einer transmembranen und einer GPIl-verankerten Isoform vor
(Yoshihara et al., 1997). Die Aminosauresequenz von NCAM1 und NCAM2 in der Maus
stimmen zu 45 % Uberein (Yoshihara et al., 1997). NCAM2 geht homophile Interaktionen
Uber seine Ig1- und Ig2-Doménen ein, bindet aber nicht an NCAM1 (Yoshihara et al.,
1997, Winther et al., 2012).

NCAM2 wird fast ausschlieBlich im olfaktorischen sensorischen System detektiert, daher
stammt auch der urspringliche Name ,olfaktorisches Zelladh&sionsmolekal* (,olfactory
cell adhesion molecule®/OCAM) (Alenius und Bohm, 1997, Yoshihara et al., 1997). Bei
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Saugetieren wird NCAM2 auf den Axonen sensorischer Neurone des olfaktorischen

Abbildung 4: Zonale Organisation des olfaktorischen Systems in der Maus (Yoshihara et

al., 1997)

Schema einer Dorsalaufsicht des olfaktorischen Systems der Maus. Olfaktorische sensorische Neurone des
olfaktorischen Epithels (OE) (Zonel: gelbgriin, Zone I: tirkis, Zone lllI: hellblau, Zone 1V: blau) projizieren ihre
Axone in verschiedene Zonen des olfaktorischen Bulbus (,main olfactory bulb“/MOB). Sensorische Neurone

des vomeronasalen Epitheliums (VNE) projizieren ihre Axone in den akzessorischen olfaktorischen Bulbus
(AOB).

Yoshihara Y et al. J. Neurosci. 1997;17:5830-5842
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Epithels (OE) exprimiert, die in den ventrolateralen Teil (Zone II-IV, turkis-blau) des
olfaktorischen Bulbus (OB) projizieren und dort Synapsen mit sogenannten
M/T (“mitral/tufted”)-Zellen bilden (siehe Abbildung 4) (Mori und Yoshihara, 1995, Treloar
et al., 2003). Eine voribergehende Expression von NCAM2 zeigt sich auch auf M/T-Zellen
im dorsalen Bereich des olfaktorischen Bulbus (Treloar et al., 2003). Die Expression von
NCAM2 ist asymetrisch (Treloar et al., 2003). NCAM2-positive Axone des olfaktorischen
Epithels bilden Synapsen mit NCAM2-negativen Dendriten von M/T-Zellen und NCAM2-
negative Axone des OEs bilden Synapsen mit NCAM2-exprimierenden M/T-Zellen
(Treloar et al., 2003). Eine ahnliche komplementdre Expression findet man im
akzessorischen olfaktorischen System (Campenhausen et al. 1997). NCAM2 wird im
akzessorischen olfaktorischen System auf Axonen von Vomeronasal-Neuronen
exprimiert, die im apikalen Bereich des Epithels sitzen und in den rostralen Teil des
akzessorischen olfaktorischen Bulbus (AOB) projizieren, deren M/T-Zellen kein NCAM2
exprimieren (Campenhausen et al., 1997(Yoshihara et al., 1997). Im Gegensatz dazu,
bilden NCAM2-negative vomeronasale Axone im basalen Teil des vomeronasalen
Epithels (VNE) Synapsen mit NCAM2-positiven M/T-Zellen in der caudalen Region des
AOBs (Campenhausen et al., 1997).

2.2.2 Funktion von NCAM2

Die Funktion von NCAM2 konnte mit Hilfe der NCAM2-Knockout-Maus bestimmt werden
(Walz et al., 2006). Entgegen der Meinung, dass NCAM2 fir die topographische
Projektion der Neurone des olfaktorischen Epithels zum olfaktorischen Bulbus
verantwortlich sein kénnte, zeigte sich keine Verdnderung dieser Projektion in der
NCAM2-Knockout-Maus (Walz et al., 2006). Es konnte sogar eine Verbesserung der
Projektionen und damit des Geruchssinns bei den Knockout-M&ausen beobachtet werden
(Walz et al., 2006). Veranderungen zeigten sich in der Strukturierung der Dendriten und
Axone innerhalb der einzelnen Glomeruli des olfaktorischen Bulbus, d.h. NCAM2 ist flr
die Organisation der Synapsen innerhalb der Glomeruli notwendig (Walz et al., 2006). Die
Kompartimentierung der Glomeruli ist wichtig fur die Verarbeitung von olfaktorischen
Informationen (Borisovska et al., 2011). In NCAM2-Knockout-M&usen zeigt sich eine
reduzierte Synchronitét neuronaler Aktivitdt von M/T-Zellen innerhalb eines Glomerulus
(Borisovska et al., 2011).
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NCAM2 wird in der Maus nicht polysialyliert (Yoshihara et al., 1997). NCAM1 enthalt im
Gegensatz zu NCAM2 in seiner Fibronektin1(FN1)-Doméane eine a-Helix und die
Aminosaureabfolge QVQ, die wichtig fur die Positionierung der Polysialyltransferasen ist
(Mendiratta et al., 2005, Mendiratta et al., 2006). Genauere Untersuchungen, weshalb
NCAM2 nicht wie NCAM1 polysialyliert wird, wurden mit Hilfe von chimaren Proteinen
untersucht (Foley et al., 2010). Ein Austausch der FN1-Domane zwischen NCAM2 und
NCAM1 zeigte, dass die FN1-Domane von NCAM2 die Polysialylierung nicht unterbindet
(Foley et al.,, 2010). Es konnte aber eine Reduktion der Polysialylierung um 50 %
gegenliber dem Wildtyp-NCAM1 beobachtet werden (Foley et al., 2010). Dies 143t darauf
schlieBen, dass die FN1-Dom&ne von NCAM1 eine bessere Bindung der
Polysialyltransferasen erméglicht (Foley et al., 2010). Der genaue Mechanismus der dazu
fohrt, dass NCAM2 im Gegensatz zu NCAM1 nicht polysialyliert wird ist unklar.

2.3 Die NCAM-Familie im Zebrafischembryo

2.3.1 Duplikation der m7camGene im Zebrafisch

Drei verschiedene Gene, die zur ncam-Familie gehdren, wurden im Zebrafischgenom
gefunden (Mizuno et al., 2001). Bei der Sequenzanalyse stellte sich heraus, dass zwei
dieser Gene den Maushomologen NCAM1 (friiher: NCAM) bzw. NCAMZ2 (friiher: OCAM)
ahneln (Mizuno et al, 2001). Die Aminosauresequenz stimmt zu 62,4 %
(NCAM1/zNCAM) bzw. 61.6 % (NCAM2/zOCAM) mit den Proteinen in der Maus Uberein
(Mizuno et al., 2001). Das dritte gefundene Protein wurde in alphabetischer Reihenfolge
,ZPCAM" genannt, wobei ,z“ fir Zebrafisch steht (Mizuno et al., 2001).

Die Nomenklatur wurde in dieser Dissertation gemaRB der Festlegung des Kommittees fir
die Zebrafisch-Nomenklatur angepaBt. Gennamen werden klein und kursiv geschrieben.
Duplizierte Gene werden mit a bzw. b zusatzlich markiert. Bei Proteinen wird der erste
Buchstabe groB geschrieben und die restlichen Buchstaben klein (siehe Tabelle 1).
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Tabelle 1: NCAM-Proteinnomenklatur:

Zebrafisch-Nomenklatur alt: | Zebrafisch-Nomenklatur neu: | Maus-Nomenklatur:

ZzNCAM Ncamia NCAM bzw. NCAM1
zPCAM Ncamib /
zOCAM Ncam?2 OCAM bzw. NCAM2

2.3.2 Aufbau der Vertreter der NCAM-Familie im Zebrafisch

Ncamia, Ncamib und Ncam2 sind Transmembranproteine und bestehen aus funf Ig-
Domaéanen und zwei Fibronektin(Typlll)-Doménen auf der extrazelluldren Seite und einer
unterschiedlich langen intrazellularen Doméne (Schema siehe Abbildung 5) (Edelman und
Crossin, 1991, Mizuno et al., 2001). Wie im NCAM1-Protein der Ratte kann auch in
Ncamia und Ncamib ein sogenanntes VASE (,variable alternatively spliced exon®) im
Bereich der Ig4-Domane durch alternatives Splicen eingefliigt werden (Small et al., 1988,
Mizuno et al., 2001). Ncam1b besitzt sogar 2 verschieden lange VASE-Exons mit einer
Lange von 30 bzw. 54 Basenpaaren (bp) (Mizuno et al., 2001). Méglicherweise wird die

Funktion von Ncam1a und Ncamib auch durch die Insertion der VASE-Exons reguliert
(Mizuno et al., 2001).

Abbildung 5: Aufbau der Vertreter
der NCAM-Familie im Zebrafisch,

nach Mizuno et al., 2001:

Die 3 Vertreter der NCAM-Familie im
Zebrafisch besitzen 5 Ig-Doménen und
2 Typlll-Fibronektin-Doméanen auf der
extrazellularen  Seite, eine Trans-
membrandoméane und eine
unterschiedlich  lange intrazellulére
Domane. Ncamia und 1b besitzen im
Bereich der vierten Ig-Doméne ein
sogenanntes VASE (variable
alternatively spliced exon), das durch
alternatives Splicen eingefligt werden
kann. Rote Pfeilspitzen markieren
konservierte Glykosilierungsstellen und
weiBe Pfeilspitzen indizieren die nicht-
konservierten Glykosilierungsstellen.
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Die Expression des NCAM1-VASE-Exons wird postnatal im Gehirn von Ratten
hochreguliert (Walsh et al., 1992). Dadurch veradndert sich die Reaktion auf die
Stimulation durch NCAM1 (Doherty et al., 1992). Je héher der Anteil an exprimiertem
NCAM1 mit VASE-Exon, desto geringer ist deren Reaktion auf eine Stimulation mit
NCAM1 zum Wachstum von Neuriten (Doherty et al., 1992, Liu et al., 1993, Saffell et al.,
1994).

Ncam1a wurde im Zebrafisch bisher in 2 Isoformen beschrieben: 140 kDa (Mizuno et al.,
2001) und 170 kDa (Marx et al., 2001, Schober, 2011). Von der 140 kDa-Isoform wurde
die Struktur der cDNA, bestehend aus 16 Exons, und die Aminosauresequenz (838
Aminosauren) bereits verdffentlicht (Mizuno et al., 2001). Die 170 kDa-Isoform konnte mit
dem monoklonalen NCAM-Antikérper D3 aus dem Hihnchen (Bastmeyer et al., 1990) auf
einem Westernblot nachgewiesen werden (Marx et al., 2001). Der monoklonale Antikérper
MG5 gegen humanes NCAM1 (Takamatsu et al., 1994, Gerardy-Schahn et al., 1994)
erkennt ebenfalls die Isoform von 170 kDa im Zebrafisch (Marx, 2002). Die Isoform von
140 kDa besteht im Bereich der intrazellularen Doméane aus den Exons 17 und 18
(Mizuno et al., 2001, Schober, 2011). Mit Hilfe spezifischer Primer konnte gezeigt werden,
dass bei der Ncam1a-Isoform von 170 kDa im Zebrafisch ein zusétzliches Exon, das Exon
17a, verwendet wird (Schober, 2011). Dadurch kommt es zu einem Molekulargewicht von
170 kDa und nicht, wie bei der Maus, zu einem Molekulargewicht von 180 kDa (Schober,
2011).

2.3.3 Spezifisches Expressionsmuster der Mitglieder der NCAM-Familie im
Zebrafischembryo

Die Expressionsmuster von ncamia, ncamib und ncam2 wurden bisher auf mRNA-
Ebene mit Hilfe von in-situ-Hybridisierungen untersucht (Mizuno et al., 2001, Dietzsch,
2008). Ncam1a und ncami1b werden bereits 11 Stunden nach der Befruchtung (,hours
post fertilization: hpf) im Zebrafischembryo exprimiert (Mizuno et al., 2001, Dietzsch,
2008). Ncam1a ist zun&chst vermehrt im cranialen und ncamib im caudalen Bereich des
Nervensystems zu detektieren (Mizuno et al., 2001). Die Expression von ncam1ia breitet
sich auf das komplette zentrale Nervensystem aus, wahrend ncam1b in spezifischen
Neuromeren zu finden ist (Mizuno et al., 2001). 20 Stunden nach der Befruchtung ist eine

Farbung mit der ncam1b-Sonde im dorsalen und ventralen Thalamus, im Pretectum, im
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Rhombencephalon, im otischen Vesikel und im Rickenmark festzustellen (Mizuno et al.,
2001). Im Hinterhirn wird ncam1b Rhombomer-spezifisch exprimiert (Mizuno et al., 2001).
In 20hpf-Embryonen findet man eine starke ncam1b-Farbung in Rhombomer 2 und eine
schwéche Expression in den Rhombomeren 3,4,6 und 7 (Mizuno et al., 2001).

Die Expression von ncam?2 startet, im Gegensatz zu ncam1a und ncam1b, erst 30 hpf und
ist auf sekundare Neuronen des olfaktorischen Systems beschrankt (Mizuno et al., 2001).

2.3.4 PolySia-Expressionsmuster im Nervensystem des Zebrafischembryos

Im zentralen Nervensystem des Zebrafischs wird polySia auf den Zellkérpern und nicht
auf Axonen exprimiert, mit Ausnahme der posterioren Kommissur (Marx et al., 2001). Im
peripheren Nervensystem befindet es sich auf den Motoraxonen der Cranialnerven (V,
VII, IX und X) und auf den sekundaren Motoneuronen im Zebrafischschwanz. Dort ist es
sowohl auf den Zellkérpern als auch auf den Axonen zu finden (Marx et al., 2001). Das
Zebrafischgenom kodiert zwei Polysialyltransferasen vom St8Sia-Typ: St8Sia2 (STX) und
St8Sia4 (PST) (Harduin-Lepers et al., 2005, Marx et al., 2007). Auf der Aminosaureebene
stimmen St8Sia2 und St8Sia4 zu 49,3 % Uberein, und in Bezug auf die menschlichen
Homologe zeigen St8Sia2 und St8Sia4 eine Sequenziibereinstimmung von 63.4 % bzw.
70.2 % (Marx et al., 2007). Die Expression der beiden Polysialyltransferasen ist sehr
unterschiedlich im sich entwickelnden Zebrafisch (Marx et al., 2007, Rieger et al., 2008).
Eine Farbung mit der st8Sia2-Sonde findet man im Gehirnprimordium ab 13 hpf (Marx et
al., 2007). Spater ist eine starke Expression im anterioren Nervensystem und entlang der
Floorplate (,Bodenplatte”) im Rickenmark zu detektieren (Marx et al., 2007). 96 Stunden
nach der Befruchtung zeigt sich ein deutlicher Ruckgang der st8sia2-Expression (Rieger
et al., 2008). Nur im Bereich des Cerebellums und um die Ventrikel sind schwache
Signale zu finden (Rieger et al., 2008). Die st8sia4-Expression im sich entwickelnden
Zebrafisch ist insgesamt schwécher als die st8sia2-Expression (Marx et al., 2007). 48
Stunden nach der Befruchtung wird eine Farbung mit der st8sia4-Sonde in ventralen
Regionen des Vorder-, Mittel- und Hinterhirns und um die Ventrikel sichtbar (Marx et al.,
2007). Im 96 hpf-Stadium ist die Expression zurlickgegangen und nur noch leicht im
Hinterhirn zu detektieren (Rieger et al., 2008). Der adulte Zebrafisch zeigt meist eine
zelltyp- und gewebsspezifische Expression von st8sia2 und st8sia4 (Rieger et al., 2008).
Im Cerebellum exprimieren die Purkinje-Zellen st8sia2 stark und st8sia4 schwach, bei den
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Granulazellen ist es genau umgekehrt (Rieger et al., 2008). Der praoptische Nukleus, die
Thalamusregion, der caudale Bereich des Cerebellums und verschiedene Bereiche des
Hinterhirns exprimieren nur st8sia2 im adulten Zebrafisch (Rieger et al., 2008).

2.3.5 Die Entfernung von polySia flihrt zu verandertem axonalen Wachstum im
Zebrafischembryo

Mit Hilfe von in-situ-Hybridisierungen und Knockdownexperimenten konnte im Zebrafisch
gezeigt werden, dass st8sia2 die Polysialyltransferase ist, die den Hauptanteil der
Polysialinsdure im sich entwickelnden Nervensystem synthetisiert (Marx et al., 2007).
Nach Injektion von Morpholinos gegen st8siaZ ist die polySia-Expression nahezu komplett
unterbunden und es kommt zu Veranderungen im Axonwachstumsmuster an der
posterioren Kommissur und bei kommissuralen Axonen im Hinterhirn (Marx et al., 2007).
Untersuchungen mit EndoN, zum enzymatischen Verdau von polySia, zeigen &hnliche
Effekte im Nervensystem des sich entwickelnden Zebrafischembryos, wie die Knockdown-
Studien (Marx et al., 2001). Zum einen wachsen die Axone der posterioren Kommissur
aufgeteilt in mehrere Bundel, zum anderen kdénnen die kommissuralen Axone des
Hinterhirns nicht mehr Gber die Mittellinie wachsen (Marx et al., 2001). Im Wildtyp-
Zebrafischembryo wachsen die polySia-positiven Axone der posterioren Kommissur in
einer Umgebung von Zellen, die polySia schwécher exprimieren (Marx et al., 2001). Durch
die komplette Entfernung von polySia auf den Axonen und den umgebenden Zellen
wahrend der Entwicklung des Nervensystems werden die Interaktionen mit den
umgebenden Zellen verstarkt und die Wachstumskegel in Richtungen gelenkt, in die sie
normalerweise nicht wachsen wirden (Marx et al., 2001). Die Interaktion der Axone
zueinander wird durch die polySia-Entfernung verstérkt, aber anscheinend ist die
Interaktion mit den umgebenden Zellen starker und fihrt zur Aufspaltung der Kommissur
in mehrere Axonbindel (Marx et al., 2001). Die kommissuralen Axone im Hinterhirn
bendtigen im Wildtyp-Embryo polySia-positive Floorplate-Zellen zum Wachstum Uber die
Mittellinie (Marx et al., 2001). Durch die Entfernung von polySia durch EndoN wird dieses
Wachstum gestoppt (Marx et al., 2001). Dies zeigt eine neue Aufgabe von polySia,
namlich die Verbesserung der Interaktion zwischen Zellen und Axonen und nicht die
Abschwéachung der Interaktion (Marx et al., 2001). Vermutlich bindet polySia eine I6sliche
Komponente, die fiir die Mittellinien-Uberkreuzung notwendig ist (Marx et al., 2001).
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2.3.6 PolySia-Akzeptormolekiile im Zebrafischembryo

Die Datenlage zur Charakterisierung der polySia-Trager im Nervensystem des
Zebrafischembryos war zu Beginn der vorliegenden Dissertation spérlich. Sowohl der
Knockdown von ncam1ia, wie der von ncam1b hatten nicht zur kompletten Reduktion von
polySia im Ruckenmark oder auf den Motoneuronen von Zebrafischembryonen geflihrt
(Dietzsch, 2008). Das wurde als erster Hinweis darauf gedeutet, dass polySia die
posttranslationale Modifikation von Ncam1a, wie auch von Ncam1b ist (Dietzsch, 2008).

Bei Ncam2 ist es ebenfalls unklar, ob eine polySia-Modifikation vorliegt. Versuche wurden
dahingehend bisher nicht durchgeflhrt. In Sdugetieren liegt NCAM2 nicht polysialyliert vor
(Yoshihara et al., 1997).

2.3.7 Wird die polySia-Expression auf den Axonen im Zebrafischembryo lber das
CPE-Motiv reguliert?

Im Nervensystem des Zebrafischembryos tragen nur wenige Axone polySia (Marx et al.,
2001). Im zentralen Nervensystem (ZNS) sind die Axone der posterioren Kommissur
polySia-positiv, und im peripheren Nervensystem tragen die sekundaren Motoraxone im
Schwanz, wie auch die motorischen Komponenten der Cranialnerven polySia (Marx et al.,
2001). Daher stellt sich die Frage, wie die polySia-Expression auf den Axonen im
Zebrafischembryo reguliert wird. Die Sequenzanalyse der mRNA von ncamia, ncam1b
und st8sia2 gab einen Hinweis darauf, dass dieser Vorgang mdoglicherweise Uber das
sogenannte cytoplasmatische Polyadenylierungselement (CPE) erfolgen kann.

2.4 Das cytoplasmatische Polyadenylierungselement (CPE)

Das cytoplasmatische Polyadenylierungselement (CPE) ist ein Sequenzmotiv in der
3'UTR (,untranslated region“/nichttranslatierte Region) einer Reihe von mRNAs (Fox et
al., 1989, McGrew et al., 1989, McGrew und Richter, 1989). Das CPE wurde zunéachst als
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repetitive Sequenz beschrieben und schon Anfang der 80er Jahren in der mRNA von
Seeigel- und Froscheiern gefunden (Costantini et al., 1980, Anderson et al., 1982).
Mittlerweile weiB man, dass Uber das CPE die Translation von mRNAs reguliert werden
kann und dass dieser Vorgang bei vielen Prozessen involviert ist, wie z.B. bei der
Oocyten-Reifung, Zellteilung, Zellalterung und der synaptischen Plastizitdt (Review:
(Villalba et al., 2011). Am besten untersucht ist der Vorgang der cytoplasmatischen
Polyadenylierung Uber das CPE bei der Reifung von Xenopus-Oocyten (Radford et al.,
2008).

2.4.1 Expression maternaler mRNA liber den CPE-Mechanismus

Wahrend der Reifung von Oocyten und in der frihen Embryogenese findet keine mRNA-
Synthese statt (Bachvarova et al., 1966, Newport und Kirschner, 1982). Die
Proteinexpression erfolgt ausschlieBlich aus vorliegender maternaler RNA (Newport und
Kirschner, 1982, Radford et al., 2008). Die maternale RNA liegt zunachst deadenyliert in
verschiedenen Bereichen des Embryos vor und wird dann spezifisch in verschiedenen
Entwicklungstadien polyadenyliert und translatiert (Fox et al., 1989, McGrew et al., 1989,
Radford et al.,, 2008). Die kontrollierte polyadenylierungsabhangige Translation der
maternalen RNA in Xenopus-Oocyten wird unter anderem Uber den CPE-Mechanismus
reguliert (de Moor et al., 2005, Radford et al., 2008). Fir die Kontrolle der CPE-
abhéangigen Translation werden zwei Sequenz-Elemente in der 3"UTR benétigt:

1. das Hexanukleotid AAUAAA bzw. AUUAAA und

2. das CPE UUUUUA,3U (Fox et al., 1989, McGrew et al., 1989, McGrew und

Richter, 1990).

Die Regulation der Translation erfolgt Uber das CPEB, das CPE-bindende-Protein
(Richter, 2007). Dies ist ein Zink-Finger-Protein mit RNA-Erkennungsmotiv (Hake et al.,
1998). CPEB ist sowohl fir die Aktivierung, wie auch fir die Unterdrlickung der
Translation der mRNA verantwortlich (Richter, 2007). CPEBs findet man bei Vertebraten
und bei Invertebraten (Chang et al., 1999, Lamont und Kimble, 2007, Minshall et al., 2007,
Racki und Richter, 2006, Si et al., 2010). Vertebraten besitzen h&ufig vier Gene, die
CPEB-Proteine kodieren und bei einigen Invertebraten gibt es zwei (Richter, 2007). Im
ruhenden Zustand bindet CPEB an die CPE-Sequenz und Uber CPEB bindet Maskin an
den eukariotischen Initiationsfaktor elF4E (Abbildung 6). EIF4E bindet an das 5'Ende der

29



2 Einleitung

mRNA (Mendez und Richter, 2001). Durch die Bindung von Maskin kdnnen keine
weiteren Initiationsfaktoren an elF4E binden, infolgedessen wird die mRNA nicht
translatiert (Mendez und Richter, 2001).

[ UUUUAU AAUAAALA

Translationally dormant Translationally active

Abbildung 6: Kontrolle der Translation iiber das CPEB (Mendez und Richter, 2001)

Stillgelegte mMRNAs besitzen einen kurzen Poly(A)-Schwanz. Die Translation wird durch die Bindung von
Maskin an elF4E und CPEB inhibiert. Es kommt zur Initiation der Translation wenn CPEB phosphoryliert wird,
da Maskin von elF4E dissoziert und der Poly(A)-Schwanz von der Poly(A)-Polymerase verlangert wird
(Mendez und Richter, 2001).

Zur Aktivierung der Translation wird das CPEB am Serinrest 174 durch eine Serin-
Threonin-Proteinkinase phosphoryliert (Mendez et al., 2000, Sarkissian et al., 2004).
Maskin dissoziert und CPSF (,cleavage and polyadenylation specificity factor®) bindet an
das Hexanukleotid (AAUAAA), wodurch die Poly(A)-Polymerase (PAP) rekrutiert wird
(Mendez et al., 2000, Mendez und Richter, 2001). Die Polymerase verlangert den Poly(A)-
Schwanz, so dass PABPs (Poly(A)-bindende Proteine) binden kénnen, die die Interaktion
zwischen elF4E und elF4G stabilisieren (Tarun und Sachs, 1996, Le et al., 1997, Mendez
und Richter, 2001, Barnard et al., 2005). Diese Initiationsfaktoren befinden sich am
5’Ende der mRNA und assemblieren hier den 48S-Komplex des Ribosoms (Gallie, 1991,
Preiss und Hentze, 1998, Mendez und Richter, 2001).

Die CPE/CPEB-abhéangige Translation ist nicht nur bei der Reifung von Oocyten beteiligt,
sondern auch in Funktionen des Nervensystem involviert, wie z.B. das Wachstum von
Dendriten, die Regulation synaptischer Plastizitat, dem Aufbau neuronaler Schaltkreise
und dem Gedachtnis (Si et al., 2003, Huang und Richter, 2007, Zearfoss et al., 2008,
Bestman und Cline, 2008, Si et al., 2010). CPEB-1 Knockout-Mause zeigen ein
reduziertes Langzeitgedachtnis und das Vergessen von Schocksituationen st
verlangsamt (Alarcon et al., 2004, Berger-Sweeney et al., 2006). Die synaptische
Plastizitat der CPEB-1 Knockout-Mause ist vermutlich aufgrund einer reduzierten
Expression des Wachstumhormons (GH/“growth hormon®) eingeschrankt (Zearfoss et al.,
2008).
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Uber die cytoplasmatische Polyadenylierung wird auch die Translation CPE-enthaltender
mRNA an den Synapsen kontrolliert (Wu et al., 1998, Huang et al., 2002, Du und Richter,
2005). Ein Beispiel hierfir ist die CPE-enthaltende aCaMKII-mRNA, deren
Polyadenylierung und Translation tber phosphoryliertes CPEB auf der postsynaptischen
Seite von Neuronen aktiviert wird (Wu et al., 1998, Huang et al., 2002). In Abh&ngigkeit
von der Stimulation der Synapsen wird die mRNA polyadenyliert und anschlieBend
translatiert (Du und Richter, 2005).

Im Modellorganismus Xenopus laevis konnte gezeigt werden, dass die Ausbildung von
Dendriten im optischen Tektum Uber CPEBs reguliert wird, und in der Meeresschnecke
Aplysia californica zeigt sich eine CPEB-abhangige Verteilung von mRNA im Axon und
eine CPEB-abhangige Regulation des Langzeitgedachtnisses (Si et al., 2003, Bestman
und Cline, 2008, Si et al.,, 2010). Das CPE kann also auch eine Rolle beim axonalen
Transport von mRNAs spielen.

2.4.2 Die CPE-abhéangige Translation im Zebrafisch

Beim Zebrafisch wurden vier CPEBs gefunden (Huppert, 2006), wobei CPEB1 bzw.
,Zorba”, bereits 1998 beschrieben wurde (Bally-Cuif et al., 1998). Uber Zor-1/Zorba wird
die mRNA von c-mos, das bei Xenopus in die Oocytenreifung involviert ist, im animalen
Pol von Zebrafisch-Oocyten lokalisiert (Suzuki et al., 2009). Und die Expression der
maternalen cyclinB1-mRNA wird im Zebrafischembryo CPE-abhéngig translatiert (Zhang
und Sheets, 2009).

Die mRNA von ncamia, ncamib und st8sia2 enthélt ebenfalls ein cytoplasmatisches
Polyadenylierungselement (Marx, 2002, Dietzsch, 2008). Die Funktion dieser Sequenz
bezuglich der Expression der Zelladhdsionsmolekile und der Polysialyltransferase st8sia2
ist unklar. Méglicherweise wird Uber das CPE die polySia-Expression im Nervensystem
des Zebrafischembryos reguliert. PolySia wird hauptsachlich auf den Zellkérpern von
Neuronen exprimiert (Marx et al., 2001). Ausnahmen dazu sind die Axone der posterioren
Kommissur, craniale und spinale Motoraxone (Marx et al., 2001). Eine mégliche Erklarung
fiir dieses Phanomen liegt in der Funktion des Axonhiigels. Im Ubergang zwischen dem
Soma eines Neurons und dessen Axon befindet sich der Axonhigel, eine Grenze
zwischen dem organellenreichen Soma und dem Axon (Braun et al., 1993).
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ZNS-Neuron Abbildung 7: Schema zur polySia-

Expression auf den Neuronen im

Zebrafischembryo

Neurone innerhalb des zentralen Nervensystems im
Zebrafischembryo exprimieren polySia (rot) auf dem
Zellkdrper und nicht auf dem Axon. Motoneurone
dagegen zeigen einen polySia-Besatz auf beiden

olySia-Ncam1al/polySia-Ncam1b .
EES o Kompartimenten.

Motoneurone Moglicherweise  erfolgt am  Axonhiigel eine
Sortierung der Proteine, so dass polySia-Ncamia
bzw. polySia-Ncam1b nicht von der Membran des
Zellkérpers ins Axon gelangen. In den Motoneuronen
wird die Sortierung am Axonhiigel umgangen, indem
die ncam1a, ncam1b- und st8sia2-mRNA Uber CPE-
bindende Proteine ins Axon transportiert werden und
dort lokal exprimiert und in die Zellmembran
eingebaut werden.

polySia-Ncam1a/polySia-Ncam1b

Aufgrund der unterschiedlichen Verteilung der Organellen geht man davon aus, dass am
Axonhiigel eine Sortierung stattfindet. Es besteht daher die Méoglichkeit, dass
polysialyliertes Ncam1a bzw. Ncamib im Zellkérper gebildet wird, und normalerweise
nicht von der Membran des Zellkérpers in die Axonmembran gelangt. In den cranialen
und spinalen Motoneuronen kommt es mdglicherweise zuséatzlich zu der Sortierung am

Axonhtgel zu einem CPE-abhangigen Mechanismus (Schema siehe Abbildung 7).

Morpholino-Knockdown-Experimente haben bisher keinen Hinweis auf eine Funktion der
CPE-Motive bei ncam1a und ncam1b ergeben (Dietzsch, 2008). Fir die Regulation einer
Translation von st8sia2 Uber das CPE gibt es jedoch Evidenzen (siehe Abbildung 8). Die

Injektion eines Morpholinos gegen
die CPE-Sequenz der st8sia2-mRNA
fihrt zu einem polySia-Verlust auf
den Axonen der spinalen
Motoneurone, wahrend auf den
Zellkérpern weiterhin polySia
detektiert werden kann (Abbildung 8).

st8sia2-CPE-Mo

Abbildung 8: PolySia-Expression nach CPE-Blockade der st8sia2-mRNA

A-B) Laterale Ansicht eines Abschnitts im Zebrafischschwanz (36 hpf) immungefarbt gegen polySia.
A) PolySia wird im Wildtyp-Embryo auf den Zellen des Rickenmarks (rm) und auf den Motoraxonen
(ma) exprimiert. B) Die polySia-Expression ist nach Injektion des st8sia2-CPE-Morpholinos nur noch
auf den Zellen des Riickenmarks zu detektieren. MaBstabsbalken in A gilt fir A und B). Abklrzungen:
ma: Motoraxon, Mo: Morpholino, rm: Rickenmark, WT: Wildtyp
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2.5 Zielsetzung dieser Studie

Wie in 2.1.4 beschrieben, besitzen NCAM1 und seine posttranslationale Modifikation
polySia bei Saugetieren eine enorme Bedeutung und das nicht nur fir die Entwicklung
des Nervensystems, sondern auch fir die Plastizitdt im adulten Gehirn (Cremer et al.,
1994, Rutishauser und Landmesser, 1996, Rutishauser, 2008, Kochlamazashvili et al.,
2010, Gascon et al., 2010). Im adulten Zebrafisch kann Ncamila ebenfalls mit der
Funktion des Gedachtnisses in Verbindung gebracht werden (Pradel et al., 2000). Uber
die Funktion von Ncamia und Ncam1b wahrend der Entwicklung des Nervensystems im
Zebrafisch ist jedoch nichts Genaues bekannt. In einer vorausgegangenen Dissertation
wurde lediglich gezeigt, dass die Motoraxone nach ncamib-Knockdown
UnregelméBigkeiten aufzeigen (Dietzsch, 2008). Interessant ist z.B. die Frage, was mit
der Funktion von ncam1 nach der Genomduplikation vor ca. 350 Millionen Jahren passiert
ist (Vandepoele et al., 2004, Meyer und Van de Peer, 2005). Wurde die Funktion von
ncam1 auf ncamia und ncam1b verteilt oder wurden Uber Mutationen neue Funktionen
etabliert? Kam es zu einer Konservierung der beiden Gene ncamia und ncam1b aufgrund
einer Subfunktionalisierung (Lynch und Force, 2000, He und Zhang, 2005)? Im Rahmen
dieser Dissertation soll eine genauere Analyse der einzelnen Funktionen von ncamia und
ncam1b wahrend der Entwicklung des Nervensystems im Zebrafischembryo durchgefiihrt
werden. Desweiteren stellt sich natlrlich die Frage, was im Zebrafisch nach der
Genduplikation mit der posttranslationalen Modifikation der Zelladhasionsmolekiile
passiert ist? Werden beide Moleklle polysialyliert oder verliert eines der Proteine die
Modifikation im Verlauf der Evolution? Diesen Fragen wird im Rahmen dieser Arbeit
nachgegangen. Ob Ncam2, das dritte Mitglied der NCAM-Familie im Zebrafisch,
polysialyliert vorliegt wird ebenfalls in dieser Studie analysiert. Die Funktion von Ncam2 im
Zebrafisch wird bereits von einer anderen wissenschaftlichen Gruppe untersucht und ist
deshalb nicht Teil dieser Arbeit (Miyasaka et al., 2009). Zur Ergénzung der in-situ-
Expressionsstudien der NCAM-Familie im Zebrafisch (Mizuno et al., 2001), werden
spezifische Antikérper gegen die Proteine Ncamia, Ncam1b und Ncam2 eingesetzt. Sie
ermdglichen eine detaillierte Analyse der Proteinexpression im Nervensystem des sich
entwickelnden Zebrafischembryos.

Ein weiteres Teilprojekt dieser Arbeit ist die Funktionsanalyse der CPE-Motive in der
3°UTR der st8sia2-, ncam1ia- und ncami1b-mRNA. Die bisherigen Versuche zur Funktion
der CPE-Motive in der st8sia2-, ncamia- und ncam1b-mRNA beschrénken sich auf die
Injektion von Morpholinos gegen die CPE-Sequenzen (Dietzsch, 2008). Es zeigten sich
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keine Auffalligkeiten im Wachstum der Motoraxone bzw. in der Verteilung von polySia
nach Injektion der ncamia- bzw. ncamib-CPE-Morpholinos (Dietzsch, 2008). Die
Blockierung des CPE-Motivs in der st8sia2-mRNA dagegen fihrt zu einem deutlichen
Phanotyp: dem Verlust der polySia-Expression auf den Motoraxonen (Abbildung 8). Dies
ist ein erster Hinweis dafir, dass die Regulation der Polysialylierung auf den Motoraxonen
Uber den CPE-Mechanismus erfolgen kénnte. Zur Erweiterung der Untersuchungen
bezuglich des CPE-Mechanismus werden in dieser Arbeit Reporterkonstrukte kloniert, die
die 3'UTR der mRNAs mit und ohne CPE-Sequenz enthalten. Mdglicherweise zeigt sich
dadurch eine regulatorische Funktion dieser Elemente. Die Regulation von lokaler
Translation Uber das CPE-Motiv in Zebrafisch-Axonen wére ein ganz neuer Aspekt in der

Zebrafisch-Forschung.
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 2: Chemikalienverzeichnis

Chemikalie Hersteller
Aceton (99,5%) Roth

Agar Fluca
Agarose Roth
Ampicillin Roth

H,0 dest. TKA-Anlage
BSA (Rinderserumalbumin) Sigma-Aldrich
Calciumnitrat (Ca(NO3), x 4H,0) Roth
Calciumchlorid (CaCl, x 2H,0) Roth

1kb DNA-Ladder NEB

100bp DNA-Ladder NEB

DMSO (Dimethylsulfoxid) Roth

EDTA Roth
Eisessig Roth
Ethanol (99,8 %) Roth
Ethidiumbromid-Tabletten Sigma
Glycerin Roth
Hefeextract Fluka
HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)- | Roth
ethansulfonsaure)

Isopropanol Roth
Kanamycin Roth
Kaliumchlorid (KCI) Roth
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PQOy,) Roth
Loading Dye (6x) Fermentas
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Methylenblau Roth
Magnesiumchlorid (MgCl,x6H,0) Roth
Magnesiumsulfat (MgSO,4 x 7H,0) Roth
Mowiol 4-88 (Polyvinylalkohol) Calbiochem
MS-222 (3-Aminobenzoesaureethylester) Sigma
Natriumborhydrid (NaBH,) Roth
Natriumchlorid (NaCl) Roth
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO4x1 H,O) | Roth
di-Natriumhydrogenphosphat Roth
(NapHPO4x12H,0)

Natriumhydroxid (NaOH) Roth
Phenolrot Roth
n-Propylgallat Sigma

PBS Dulbecco ohne Ca**, Mg®* Biochrom AG
PFA (Paraformaldehyd) Merck

PTU (1-Phenyl-2-Thiourea) Sigma
Thimerosal (Natriumethylmercuritthiosalicylat) Roth

Tris Roth

3.2 Medien, Puffer und sonst. Lésungen

3.2.1 PBS (Pulver von Biochrom AG)
8¢ NaCl,

0,2g KClI,

1,15 g Na;HPO,,

0,2g KH,PO,

0,1g MgSO, x 7H,0,
0,1 g CaCl, x 2H,0,

in 800 ml H,O dest. lI6sen, pH-Wert mit HCI auf 7,4 bringen. Mit H,O dest. auf 1 | auffiillen.

Die Lésung im Autoklav sterilisieren.
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3.2.2 PBS/1%BSA/1%DMSO-L6sung

50 ml PBS
059 BSA
500 ul DMSO

PBS in ein Becherglas mit Ruhrfisch flllen. BSA-Flocken auf PBS geben. DMSO auf die
BSA-Flocken pipettieren, damit dieses leichter gelést wird. Ruhren, bis BSA geldst ist.
Lésung jeweils frisch ansetzen. Uber Nacht bei 4°C haltbar.

3.2.3 Phosphatpuffer (4x)

5329 NaH,PO,x 1 H,O

52,11 ¢ Na,HPO, x 12 H,O

In 0,4 | H,O dest. l6sen, pH 7,4 kontrollieren, auf 0,5 | mit H,O dest. aufflllen.
Lésung sterilfiltrieren und im Kihlschrank bei 4°C aufbewahren.

Vor Gebrauch 1:4 verdiinnen.

3.2.4 4 % PFA in Phosphatpuffer

10g PFA (Merck)
150 ml H,O dest.
0,5 ml NaOH (1 M)

Die Mischung erhitzen (nicht tGber 60°C) bis sich das PFA geldst hat. Lésung durch einen
Papierfaltenfilter filtrieren. 62,5 ml 4x Phosphatpuffer zugeben, pH 7,4 kontrollieren und
gegebenfalls mit HCI einstellen, auf 250 ml auffillen. Lésung aliquotieren und bei -20°C

einfrieren.
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3.2.5 Danieau-Puffer (50x)

58 mM NaCl

0,7 mM KCI

0,4 mM MgSO,
0,6 mM Ca(NOy),
5 mM HEPES

Mit 10 N NaOH auf pH 7,6 einstellen und sterilfiltrieren.

100 ml fUr eine Injektion ansetzen:

2 ml Stammldsung, 98 ml H,O dest., 100 ul Methylenblau (0,02%).

3.2.6 E3-Embryomedium (Haffter et al., 1996)
(Zum Aufbewahren der Embryonen nach der Injektion)

1 Liter (60x):

17,2 g NaCl

0,76 g KCL

299 CaCl, x 2H.,0
499 MgSO, x 7H,O

Die Lésung wird sterilfiltriert und dann eingefroren. Entnahme der Stammlésung unter der
Sterilbank. Nach der Verdiinnung 0,02%iges Methylenblau zugeben.

500 ml Embryomedium (1x) pro Injektion ansetzen:

8,3 ml Stammlésung, 491,7 ml H,O dest., 400 pl Methylenblau.
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3.2.7 PTU-L6sung (0,3%)

0,3 g PTU in 100 ml H,O dest. riihren lassen bis es sich etwas geldst hat. (PTU I6st sich
schlecht, es wirkt aber trotzdem.) Losung kann bei Raumtemperatur aufbewahrt werden.
Vor der Verwendung 1:100 in E3-Medium verdinnen und Embryonen ab 24 hpf darin
inkubieren, um die Pigmentierung zu verhindern.

3.2.8 Natriumborhydrid-Lésung

1 pug/ml NaBH, in PBS

Lésung jedes Mal frisch ansetzen.

3.2.9 Mowiol mit n-Propylgallat

60 g Mowiol 4-88 (Calbiochem) und 200 ml PBS (ber Nacht rihren, 100 ml Glycerin
dazugeben, weitere 8h rihren, pH-Wert mit 1N NaOH auf 8-8,5 einstellen, 0,3 ml
Thimerosal Lésung (0,2%) zufiigen, 15 min bei 4000 rpm zentrifugieren, aliquotieren und
bei -20°C lagern.

Vor Gebrauch vorsichtig in der Mikrowelle erwdrmen, eine Spatelspitze n-Propylgallat
einrtihren, 10 min bei 4000 rpm zentrifugieren.

N-Propylgallat ist ein Radikalfanger und schitzt Fluoreszenzprgparate vor vorzeitigem
Ausbleichen.

3.2.10 TAE Puffer (50x; Elektrophorese-Puffer fiir Agarose-Gele)

242 g Tris
57,1 ml Eisessig (konzentrierte Essigsaure)
100 ml EDTA (0,5 M, pH 8)

auf 1 | mit H,O dest. auffillen. Zum Gebrauch auf 1x verdiinnen.
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3.2.11 SOC-Medium (von Invitrogen)

2% Trypton

0,5 % Hefeextrakt
10 mM NaCL
2,5mM KCI

10 mM MgCl2

10 mM MgSO4

20 mM Glukose

3.2.12 LB-Medium

10 g/l Bacto-Trypton
59/l Hefeextrakt
5¢g/l NaCl

Bestandteile in 0,8 | H,O dest. 16sen, pH auf 7,0 einstellen und auf 1 | aufflllen. Lésung
autoklavieren und mit den nétigen Antibiotika versehen.

3.2.13 Antibiotika-Stammlésungen

Ampicillin: 100 mg/ml

Kanamycin: 50 mg/ml

3.2.14 LB-Agarplatten fiir BP-Konstrukt mit 50 pg/ml Kanamycin

500 ml LB-Medium mit 7,5 g Agar mischen, autoklavieren, abkuhlen lassen, mit 0,5 ml
Kanamycin-Stammlésung (50 mg/ml) mischen. Platten gieBen und abkihlen lassen, im
Kihlschrank aufbewahren.
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3.2.15 LB-Agarplatten fiir LR-Konstrukt mit 100 pg/ml Ampicillin

500 ml LB-Agar mit 0,5 ml Ampicillin-Stammlésung (100 mg/ml) versetzen. Platten

gieBen, abkuhlen, im Kihlschrank aufbewahren.

3.3 Antikérper

3.3.1 Primarantikorper fir die Immunfarbung
Tabelle 3: Priméarantikorper
Name Herkunft | Typ Spezifitat | Ver- Referenz Bezugs-
diinnung quelle
735 Maus lgG, mkl | PolySia 1:400 (Frosch et | R.Gerardy-
al., 1985) Schahn
T 741 Kaninchen | IgG, pkl | Zebrafisch | 1:3000 (Lang et al., | Uni
Tag-1 2001) Konstanz
T8/9 Maus lgG, mkl | Zebrafisch | 1:500 / Uni
Tag-1 (8 ug/ml) Konstanz
704 Kaninchen | IgG, pkl | Ncam1a, 1:2000 Marx et al., | Zoolog.
Ncamib 2001 Institut
(KIT)
Ncamia | Kaninchen | IgG, pkl | Ncamia 1:500 / Yoshihiro
Yoshihara
Ncamib | Kaninchen | IgG, pkl | Ncamib 1:500 (Miyasaka et | Yoshihiro
(0,4 pg/ml) al., 2005) Yoshihara
Ncam?2 Kaninchen | IgG, pkl | Ncam2 1:500 (Miyasaka et | Yoshihiro
(1,4 pg/mi) | &l 2009) Yoshihara

Die Antikérper gegen Ncamia, Ncam1b und Ncam2 wurden mir von Yoshihiro Yoshihara

(Lab for Neurobiology of Synapse; RIKEN/Japan) zur Verfligung gestellt. Sie wurden von

der Firma Sawaday Technology (Tokyo, Japan) hergestellt. Ein Kaninchen wurde dafir
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mit einem synthetischen C-terminalen Peptid, konjugiert mit einem ,keyhole limpet*

Hamozyanin, immunisiert. Die Aufreinigung erfolgte mittels Immunoaffinitats-

Chromatography mit einem Peptid-gekoppelten Harz (Miyasaka et al., 2005).

Fir den Ncamib Antikdérper wurde das synthetische Peptid nach der C-terminalen
Aminosaurenabfolge 1012-1031 hergestellt (Koide et al., 2009). Die Peptidsequenz fir
das Ncam2- und Ncamia-Serum wurde nicht publiziert.

3.3.2 Sekundarantikorper fur die Inmunfarbung

Tabelle 4: Sekundéarantikérper

Nummer | Herkunft | Gekoppelter | Typ | Spezifitat | Verdiinnung | Bezugs-
Farbstoff quelle
1 Esel Cyanin 3 lgG | Kaninchen | 1:1000 Dianova
lgG
2 Ziege Alexa488 lgG | Kaninchen | 1:1000 Molecular
IgG Probes/
Invitrogen
3 Ziege Cyanin 3 IgG | Maus IgG 1:1000 Dianova
4 Ziege Alexa488 IgG | Maus IgG 1:1000 Molecular
Probes/
Invitrogen

3.4 Konjugat

3.4.1 EndoN-GFP

EndoN-GFP ist eine Verbindung aus dem Enzym Endosialidase N und dem Fluorophor
GFP (Jokilammi et al., 2004). Das Enzym wurde so modifiziert, dass es an sein Substrat,
polySia, binden kann, dieses aber nicht degradiert (Jokilammi et al., 2004). In den
Versuchen dieser Dissertation wurde das Konjugat EndoN-GFP zur Quantifizierung von
polySia in einer Konzentration von 30 pg/ml eingesetzt. Dies entspricht einer 1:500
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Verdinnung der Stocklésung. Das Konjugat wurde mir von Prof. Dr. Jukka Finne
(Department of Biosciences, University of Helsinki/Finland) zur Verfligung gestellt.

3.5 Enzyme

3.5.1 DNA-Polymerasen

Phusion High-Fidelity DNA-Polymerase (NEB)
PFU Turbo DNA-Polymerase (Stratagene)
DreamTaq (Fermentas)

3.5.2 RNA-Polymerasen

T7-RNA-Polymerase (mMessage mMachine kit, Ambion)
Sp6-RNA-Polymerase (mMessage mMachine kit, Ambion)

3.5.3 Multisite Gateway Enzyme (von Invitrogen)

BP-Clonase Il enzyme mix
LR-Clonase Il enzyme mix

Proteinase K solution

3.6 Zellen

One Shot TOP10 Competent Cells E.coli (Invitrogen)

One Shot ccdB Survival T1 Chemically Competent E.coli (Invitrogen)
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3.7 Versuchstiere

Zebrafisch (Danio rerio)

Systematische Einordnung:

Stamm: Chordata (Wirbeltiere)

Klasse: Osteichthyes (Knochenfische)

(
Ordnung: Cypriniformes (Karpfenfischartige)

Familie: Cyprinidae  (Karpfenfische)
Gattung: Danio (Barblinge)
Art: Danio rerio  (Zebrabarbling)

Die Zebrafische werden bei ca. 26°C in einer Aquarienanlage gehalten. Um eine
Steigerung der Eiablage zu erreichen, werden die Zebrafische ein paar Tage vor der
Paarung nach Geschlecht getrennt. 1-2-mal pro Woche werden je sechs Paare zum
Laichen zusammengesetzt. Fir die Versuche wurden Wildtyp-Zebrafische verwendet.

3.8 Aufzucht von Zebrafischen (ZF)

In der ersten Woche nach der Befruchtung werden die ZF-Embryonen in E3-Medium in
Petrischalen im Brutschrank (28,5°C) gehalten. Das Medium muss regelmaBig
gewechselt werden. Ab der zweiten Woche werden die Embryonen mit Paramecien
geflttert. Die Fitterung erfolgt mehrmals taglich in kleinen Portionen. Das Wasser sollte
jetzt taglich gewechselt werden. Die Embryonen kdnnen weiterhin in E3-Medium gehalten
werden. Je nach Platzbedarf werden sie in gréBere Plastikschalen umgesetzt. Die Zugabe
von Methylenblau verhindert das Wachstum von Bakterien. Ab der vierten Woche kann
versucht werden mit Artemien-Larven zu flttern. Die Fltterung erfolgt 4-5x taglich. Ab
einem Alter von 6 Wochen kdnnen die Jungfische in die Zebrafischanlage gebracht
werden. Zunachst wird ein schmaler Behalter verwendet mit 500er Locheinsatz und
Nylonstrumpf um die Offnung zu verdecken. Die Fitterung erfolgt mit geschnittenen
Muckenlarven und Trockenfutter fir Jungfische. Ab einem Alter von 3 Monaten sind
Zebrafische geschlechtsreif und kdnnen fir Paarungen eingesetzt werden.
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3.8.1 Paramecien-Zucht
Weizenkdrner in Wasser kochen und 12 nicht aufgeplatze Kérner in eine 2 Liter Flasche

legen, etwas Paramecien-Kultur in die Flasche flllen und den Rest zur Halfte mit
Leitungswasser und dest. Wasser aufflillen. Flasche im Dunkeln aufbewahren.

3.8.2 Artemien-Zucht

Um Artemien zu zlichten wird Salzwasser in eine flache Glasschale gefullt. Die Artemien-
Eier werden auf das Salzwasser gestreut und mit Alufolie lichtdicht abgedeckt. Mit Hilfe
einer Styroporwand wird der Bereich der Eier von dem Rest der Schale getrennt. Die
Styroporwand muss eine Offnung enthalten durch die die geschliipften Artemienlarven in
Richtung Licht schwimmen kdénnen. Nach etwa 2 Tagen ist dies der Fall und die Artemien
kdénnen verfittert werden.

3.9 Gewinnung von Zebrafischembryonen im gewlinschten Stadium

Um befruchtete Zebrafischeier zu erhalten, werden am Vorabend vor der Injektion
Zebrafischpaare nach Geschlechtern getrennt in 3I-Behélter gesetzt. Die Trennung erfolgt
Uber Plastikbehalter mit Metallgittero6den. Am darauffolgenden Morgen (ca. 9 Uhr), wenn
das Licht durch eine Zeitschaltuhr im Fischlabor angeht, wird das Weibchen zum
Mannchen im unteren Behélter gesetzt. Die abgelaichten Eier fallen durch einen weiteren
Metallgitterboden. Dadurch wird verhindert, dass die Eier von den adulten Tieren
gefressen werden. Die abgelaichten Eier werden in einem kleinen Sieb aufgefangen und
mit 1x Danieau-Puffer in Petrischalen gespllt. Diese Technik ermdglicht es, ZF-Eier in
einem sehr friihen Stadium zu erhalten. Die Injektion erfolgt im 1-2 Zellstadium.

Um eine groBere Anzahl von Injektionen an einem Tag durchzuflhren, werden einige
Zebrafisch-Parchen Uber Nacht blickdicht abgedeckt und am nachsten Morgen erst
zeitverzogert aufgedeckt und zusammengesetzt. Dies ermdglicht zwei Injektionen pro
Vormittag.
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3.10 Mikroinjektion von Zebrafischembryonen

3.10.1 Herstellung und Fiillung der Injektionsnadeln

Die Injektionsnadeln werden aus Glaskapillaren (Lange 150 mm, AuBendurchmesser 1
mm, Helmut Saur Laborbedarf) mit Hilfe des ,David Kopf Instruments Vertical Pipette
Puller Model 700C* mit der Einstellung Heater 80, Solenoid 85 gefertigt. Dazu werden sie
in das Gerat eingespannt, erhitzt und auseinander gezogen. Mit einem Glasschneider
werden sie auf die richtige Léange gebracht. Die Fullung der Injektionsnadeln erfolgt mit
Hilfe von Mikroloader Pipettenspitzen (Eppendorf). Diese Spitzen sind so diinn und lang,

dass sie in die Injektionsnadeln eingeflhrt werden kdnnen.

3.10.2 Mikroinjektion

Far die Mikroinjektion werden die ZF-Eier mit einer abgeschnittenen Pipettenspitze aus
der Petrischale pipettiert und in einer Silikonform mit Vertiefungen aufgereiht. Das
korrekte Aufreihen ist wichtig, um spater alle Eier gut injizieren zu kénnen. Die Danieau-
Lésung sollte soweit abgesaugt werden, dass die Eier in den Vertiefungen liegen bleiben,
im Verlauf der Injektion aber auch nicht austrocken.

Der Transjektor 5246 (Eppendorf) muss fir die Injektion vorbereitet werden:
Gerat anschalten und auf manuellen Injektionsbetrieb stellen

Kanal auswahlen aus dem die Druckluft ausstrémen soll

mit ,set” den Injektionsdruck (Pi) auf 3000 Hekto-Pascal stellen, bestatigen
Kanal schlieBBen

Injektionskapillare befestigen

2 T o

Spitze der Kapillare mit Pinzette auf die richtige Lange bringen,
7. Kanal 6ffnen und injizieren.

Die Abgabe der Injektionslésung wird Uber ein FuBpedal gesteuert und die Menge (ca. 3-4

nl) an Injektionslésung wird Gber ein Binokular kontrolliert.
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3.11 Aufzucht von Zebrafischembryonen, ,Staging®“, Dechorionieren

Die, mit Morpholinos injizierten ZF-Embryonen werden in Petrischalen mit 1x ES3-
Embryomedium 24 Stunden bei 28,5°C im Brutschrank inkubiert. Am zweiten Tag werden
die Embryonen bei Raumtemperatur inkubiert, damit sie sich nach 48 Stunden etwa im
36-hpf-Stadium befinden. Die Bestimmung des genauen Entwicklungsstadiums erfolgt
nach Kimmel et. al. (1995). Im Stadium von 24 hpf wird dem E3-Embryomedium (ca. 50
ml je Petrischale) 500 ul PTU (Stammldsung: 0.3 % PTU in H,O dest.) hinzugefigt. Vor
der Fixierung der Embryonen wird das Chorion mit 2 spitzen Pinzetten unter dem
Binokular entfernt.

3.12 Fixierung und ,Wholemount“-Immunfarbung von Zebrafischembryonen

FOr die Betaubung werden die ZF-Embryonen finf Minuten auf Eis gestellt. Zur
Erleichterung der spateren Waschschritte pipettiert man die Embryonen in Netze, die in
zwei Mililiter ReaktionsgefaBen stehen. Die Fixierung erfolgt mit 4 % PFA in
Phosphatpuffer fir 4,5 Stunden bei 4 °C auf einem Drehrad. AnschlieBend wascht man
die Embryonen 3x 5 min mit 1x Phosphatpuffer bei Raumtemperatur (RT) auf dem
Drehrad. Zur Vorbereitung auf die Permeabilisierung werden die Embryonen kurz mit
dest. Wasser abgespult. Die Permeabilisierung erfolgt mit Aceton (-20 °C) auf Eis und
dauert bei den 36 hpf Embryonen (WT oder Morpholino-injiziert) 6-8 Minuten. Die
Acetonreste werden kurz mit destilliertem Wasser abgespult. AnschlieBend werden die
Embryonen 3x 5 min mit Phosphatpuffer bei RT auf dem Drehrad gewaschen. Um
Doppelbindungen zu reduzieren, die durch die Fixierung entstanden sein kénnen, werden
die Embryonen mit einer frisch angesetzten Natriumborhydrid-PBS-Lésung 1x 5 min bei
RT abgespult. Die Natriumborhydridlésung wird durch Spllen der Embryonen mit PBS
entfernt. Zuséatzlich werden die Embryonen 2x 5 min mit PBS auf dem Drehrad bei RT
gewaschen.

Zur Vorbereitung auf die Antikérperbehandlung werden die ZF-Embryonen in
PBS/1%BSA/1%DMSO Uberfihrt und in 250 pl ReaktionsgefédBe pipettiert. Die
Priméarantikérperlésung besteht aus je 250 pl PBS/BSA/DMSO, einem monoklonalen
Antikérper wie z.B. 735 (1:400, Maus IgG gegen polySia) und einem polyklonalen
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Antikérper wie z.B. T741 (1:3000, Kaninchen 1gG gegen Zebrafisch Tag-1). Die
Embryonen inkubieren Uber Nacht bei 4°C auf einem Drehrad in der Antikérperlésung. Far
eine Farbung der kommissuralen Axone im Hinterhirn empfiehlt es sich die Embryonen
zusatzlich 2 h bei RT in der Antikdrperlésung zu inkubieren und den Dotter vor der

Inkubation im Priméarantikérper zu entfernen.

Um die Primarantikérper zu entfernen, werden die Embryonen 3x15 min in
PBS/BSA/DMSO bei RT gewaschen. Die Sekundarantikérperlésung enthalt je Probe 250
pl PBS/BSA/DMSO, einem Sekundéarantikérper gegen Maus IgGs und einen
Sekundarantikbrper gegen Kaninchen IgGs. Die Inkubation erfolgt in 250 pl
ReaktionsgefaBen 2 h bei RT auf dem Drehrad. Um Uberschiissige Antikérper zu
entfernen, werden die ZF-Embryonen 2x 30 min mit PBS/BSA/DMSO gewaschen und
anschlieBend tbers Wochenende in 2 ml ReaktionsgefaBe mit PBS/BSA/DMSO stehen
gelassen.

Tabelle 5: Protokoll zur Immunfarbung

Schritt Dauer Temperatur ReaktionsgefaB
Fixierung mit PFA in 2 ml Eppi mit Netz,
4,5 Std 4°C
Phosphatpuffer auf Drehrad
Spulen in 1x ) 2 ml Eppi mit Netz,
3 x5 min Raumtemperatur
Phosphatpuffer auf Drehrad
Spiilen mit A. bidest 5 sek Raumtemperatur Netz
Permeabilisieren in . o
siehe Tabelle 5, * -20°C 2 ml Eppi mit Netz
Aceton
Spulen mit A. bidest 5 sek Raumtemperatur Netz
Spilen mit 1x ) 2 ml Eppi mit Netz,
3 x5 min Raumtemperatur
Phosphatpuffer auf Drehrad
Netz, in
Sptilen mit NaBH, 1 x5 min Raumtemperatur .
Petrischalchen
Spulen mit PBS 5 min Raumtemperatur Netz
. ) 2 ml Eppi mit Netz,
Waschen mit PBS 3 x5 min Raumtemperatur
auf Drehrad
Primarantikdrper 250 pl PCR-Eppi,
Y ON 4G M pp
auftragen auf Drehrad
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Spulen mit . 2 ml Eppi, auf
3 x 15 min Raumtemperatur
PBS/BSA/DMSO Drehrad
Sekundarantikdrper 250 pl PCR-Eppi,
2 Std. Raumtemperatur
auftragen auf Drehrad
Spulen mit . 2 ml Eppi, auf
2 x 30 min Raumtemperatur
PBS/BSA/DMSO Drehrad

* Dauer der Permeabilisierung in Abhéngigkeit vom Embryonenalter:

Tabelle 6: Permeabilisierungszeiten in Aceton

Alter der Embryonen Permeabilisierungsdauer
15-19 hpf 1 min
20-24 hpf 2 min
25- 30 hpf 3 min

31- 40 hpf (4 min) bis zu 8 min méglich
41-55 hpf 6 min
> 55 hpf 8 min

3.13 Dottersackentfernung und ,Mounting“ der Zebrafischembryonen

Zur besseren Positionierung der Embryonen wird zundchst der Dottersack mit 2
Minutiennadeln unter dem Binokular entfernt. Dazu pipettiert man die Embryonen mit
einer abgeschnittenen blauen Pipettenspitze in eine Petrischale mit PBS und etwas
PBS/BSA/DMSO. Zum Einbetten der Embryonen wird auf einem beschrifteten Deckglas
(24x60 mm) ein Streifen Mowiol aufgebracht. Mit Hilfe einer Minutiennadel nimmt man die
Embryonen einzeln aus der Petrischale ins Mowiol auf dem Deckglas. Unter dem
Binokular werden die Embryonen so positioniert, dass der Kopf von dorsal und der
Schwanz von lateral betrachtet werden kann. Uberfliissiges Mowiol wird entfernt. Das
Trocknen des Mowiols dauert etwa 30 Minuten, dann kénnen die Embryonen weiter
eingebettet werden. Mit einem Glasschneider werden schmale Streifen (3-5 mm breit) aus
Deckglédsern geschnitten. Je 2 dieser Glasstreifen werden auf jede Seite eines
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Deckglases mit Embryonen gelegt. Sie dienen als Platzhalter, damit die Embryonen nicht
beim Einbetten zerquetscht werden. 500 pl Mowiol werden mit einer abgeschnittenen
Pipettenspitze auf die Embryonen aufgebracht und mit einem weiteren Deckglas bedeckt.

Vor der Auswertung unter dem Mikroskop sollten die Embryonen seit etwa 1 Woche
eingebettet sein. Die Praparate werden bei 4 °C im Dunkeln aufbewahrt.

3.14 Knockdown-Technik mittels Morpholino-Injektion

Morpholinos sind kiinstlich hergestellte Oligonukleotide. Sie besitzen einen Morpholinring
anstatt des Desoxyriboserings, und eine ungeladene Phospordiamidatgruppe anstatt des
Phosphatrests. Aufgrund ihres unnatirlichen Rickgrats kénnen Morpholinos nicht von
Nukleasen abgebaut werden. Sie sind 25 Basen lang und die Sequenz ist komplementéar
zur mRNA-Sequenz eines Zielgens. Sie blockieren entweder das korrekte Splicen oder
die Translation der mRNA.

Zum transienten Knockdown der Expression der Polysialyltransferase st8sia2 im
Zebrafisch ist eine Kombination von 2 verschiedenen Morpholinos notwendig (Marx et al.,
2007). Fir den Knockdown von ncamia und ncami1b wurden ebenfalls 2 verschiedene
Morpholinos getestet. Es wurde aber jeweils nur ein Morpholino eingesetzt.

Die folgenden Morpholinos wurden ohne Modifikation bei GeneTools bestellt:

Tabelle 7: Morpholino-Auflistung

Name Sequenz Position
Morpholino1 5-AAAAGACATGACTTGACCGATGCG-3’ -15 bis +9
St8Sia2

Morpholino2 5-AGAAATGTGTTCTCCTCTTTCACG-3’ -74 bis -51
St8Sia2

Ncamia 5°UTR 5-TTCCGTGTAGAATAGGTAGAGTTGG-3’ -48 bis -24

Ncamia 5-TGAGATCCCGTATTTGAAGCATTGC-3’ -3 bis +22

Startcodon
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Ncamib 5°'UTR 5-GTTTACTGTTTGTTTTTGCCTTCCG-3" -52 bis -28
Ncam1b 5-AGATTATCGCCTTGGTCGGAAACAT-3’ 0 bis +25
Startcodon

Kontroll-Morpholino | 5-CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA-3" /

Beispiel einer Morpholinolésung mit einer Morpholino-Endkonzentration von 2,5 ng/nl:
1yl Morpholino (25 ng/nl)

0,2 ul Danieau-Puffer (50x)

5ul  Phenolrot

3,8 pl dest. Wasser

Die  Morpholinolésungen werden im 1-2 Zellstadium in den Dotter von
Zebrafischembryonen injiziert. Morpholinokonzentrationen von 1,25 ng/nl je Morpholino
und 2,5 ng/nl je Morpholino wurden eingesetzt. Pro Embryo werden ca. 3-4 nl der Lésung

injiziert.

3.15 Umklonierung von ncamia und ncamib zur Durchfihrung der
.,Rescue“-Experimente

Um einen ,off-target” Effekt der Morpholinos auszuschlieBen, wurden sogenannte
,Rescue“-Experimente durchgefiihrt. Dazu wurde die komplette kodierende Sequenz von
ncamia und ncam1b in Vektoren kloniert, die Bindungsstellen der Morpholinos verandert
und nach Linearisierung der Vektoren ,capped‘-mRNA mit dem mMessage mMachine kit
(Ambion, Austin, TX) hergestellt. Ncam1a wurde Uber Kpnl-/Notl-Schnittstellen in den
Vektor pcDNA3.1(+) kloniert. Eine Veranderung der Morpholinobindungsstelle war hier
nicht notwendig, da der Morpholino in der 5°"UTR bindet. Zur Herstellung der mRNA wurde
die T7-RNA-Polymerase verwendet und der Ncami1a/pcDNAS.1 Vektor mit dem Enzym
Stul geschnitten. Ncamib wurde (ber EcoRI-Schnittstellen in den Vektor pCS2(+)
kloniert. Im Bereich des ncam1b-Start-Morpholinos wurden 5 mismatches eingebaut: ATG
TTC CCA ACG AAA GCA ATC.
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Folgende Primer wurden dafur eingesetzt:

Tabelle 8: Primer fiir die Rescue-Experimente

Forward Primer Reverse Primer

Erstes 5-GCC CTT ATG TTC CCG ACG | 5-G CAC CAA GAT TATCGC TTT
Primerpaar | AAA GCG ATAATC TTG GTG C-3° | CGT CGG GAA CAT AAG GGC-3’

Zweites | 5°.C GCC CTT ATG TTC CCA ACG | 5-G CAC CAA GCT TAT TGC TTT
Primerpaar | AAA GCA ATA ATC TTG GTG C-3° | CGT TGG GAA CAT AGG GCG-3'

Zur Herstellung der ncam1b-mRNA wurde der Vektor mit Notl geschnitten und die Sp6-
RNA-Polymerase verwendet. Den Morpholinolésungen wurden 0,1 ng/nl oder 0,2 ng/nl
ncam1ia- bzw. ncam1b-mRNA beigefligt.

3.16 Klonierungen mit dem Multisite Gateway System (Invitrogen) und den
Bausteinen des Tol2kits

Das Multisite Gateway System (Invitrogen) ermdglicht das modulare Kombinieren von
DNA-Fragmenten (5'Promotor / Reportergen / 3’'UTR) in einem Expressionsvektor. Mit
Hilfe von sogenannten ,attachment sites* kénnen die Zielgene spezifisch in einen Vektor
in der gewlnschten Richtung kloniert werden. Das fertige Konstrukt erméglicht, z.B. die
Funktionsanalyse bestimmter DNA-Sequenzen.

Um das Multisite Gateway System erfolgreich im Zebrafisch einzusetzen, wurde der
Tol2kit entwickelt (Kwan et al., 2007). Dieses Kit enthalt Klone mit DNA-Sequenzen aus
dem Zebrafischgenom und einen Expressionsvektor mit Transposon-Ruckgrat. Dadurch
verbessert sich die Integrationsrate der DNA-Konstrukte in das Zebrafischgenom. Der
Tol2kit wurde mir freundlicherweise von Dr. Chi-Bin Chien (University of Utah, Dept. Of
Neurobiology&Anatomy, Salt Lake City/USA) zur Verfligung gestellt.

In dieser Arbeit wurde die Funktion von sogenannten CPE-Sequenzen in der 3'UTR der
ncamia-, ncamib- und st8sia2-mRNA untersucht. Fir die eingesetzten
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Reporterkonstrukte wurde der Hb9-Promotor verwendet, um die DNA in den
Motoneuronen im Zebrafisch zu exprimieren (Arber et al., 1999, Nakano et al., 2005). Die
Reportergene im mittleren DNA-Fragment wurden den untersuchten Sequenzen
angepasst. Fir die Untersuchung der 3'UTR der st8sia2-mRNA wurde St8Sia2-EGFP
verwendet und fir die 3'UTR der ncamia- bzw. ncamib-mRNA prenyliertes EGFP
(Vektor aus dem Tol2kit). St8Sia2-EGFP enthalt die Golgilokalisationssequenz von
st8sia2, so dass EGFP, wie das Enzym St8Sia2, in der Golgimembran exprimiert wird.
Prenyliertes EGFP wird aufgrund des lipophilen Rests in der Membran lokalisiert, &hnlich
wie die Zelladh&dsionsmolekile Ncamia und Ncamib. Die komplette 3"UTR der st8sia2-
mRNA wurde mit und ohne CPE-Sequenz (,UUUUUAU") in den 3 Vektor des Tol2kit
kloniert. Im Rahmen einer von mir angeleiteten Diplomarbeit wurden auch die 3’'UTRs von
ncamia und ncamib mit und ohne die CPE-Elemente in den 3"Vektor aus dem Tol2kit
kloniert (Fischer, 2010).

Folgende Konstrukte wurden mit den einzelnen Komponenten erstellt:

1. [Hb9-Promotor]-[st8sia2-egfp]-[3"UTR von st8siaZ]
[Hb9-Promotor]-[st8sia2-egfp]-[3"UTR von st8sia2 ohne CPE]
[Hb9-Promotor]-[prenyliertes EGFP]-[polyA]
[Hb9-Promotor]-[prenyliertes EGFP]-[3"UTR von ncam1a komplett]
[Hb9-Promotor]-[prenyliertes EGFP]-[3"UTR von ncam1a ohne CPEs]
[Hb9-Promotor]-[prenyliertes EGFP]-[3"UTR von ncam1b]

N o o oA w N

[Hb9-Promotor]-[prenyliertes EGFP]-[3"UTR von ncam1b ohne CPEs].

Zur Herstellung der Konstrukte wurden die Protokolle auf der Internetseite des Tol2kits

(http://chien.neuro.utah.edu/tol2kitwiki/index.php/Protocols) verwendet und die Anleitung
von Invitrogen zum MultiSite Gateway System (,MultiSite Gateway Three-Fragment
Vector Construction Kit").
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3.17 Auswertung der Zebrafischembryonen am Laser-Scanning-Mikroskop
LSM 510 Meta (Zeiss)

Die Besonderheit am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (LSM) ist, dass im
Gegensatz zum Lichtmikroskop, ein Laser die Proben punktweise bestrahlt. Man
bezeichnet deshalb die konfokalen Systeme als Punkiscanner. Ein weiterer wichtiger
Unterschied zum Lichtmikroskop ist der Einsatz einer konfokalen Blende, dem Pinhole.
Uber die Offnung dieser Blende kann bestimmt werden, wieviel Licht von Objektpunkten
auBerhalb der Fokusebene ausgeblendet wird. Die GréBe des Pinholes bestimmt damit
die Dicke des optischen Schnittes. Mit einem konfokalen LSM ist es somit mdglich aus
einer dicken Probe eine dinne Schicht abzubilden, die bei passenden
Aufnahmebedingungen eine z-Ausdehnung von weniger als 500 nm aufweisen kann.
Durch die Aufnahmen von mehreren Schnitten in Ubereinander liegenden Fokusebenen
lassen sich 3D-Rekonstruktionen des Objekts erstellen (http:/www.dpi.physik.uni-
goettingen.de/Praktika/Biophysik/Versuche/2006w/Fluoreszenz_und_konfokale_Mikrosko
pie-Literatur-ZEISSgrundl.pdf).

Das in der vorliegenden Arbeit verwendet LSM 510 Meta wurde 2001 von Zeiss auf den
Markt gebracht. Das Prinzip des konfokalen Laser Scanning Mikroskops wurde bereits
1955 von Marvin Minsky entwickelt (MINSKY, 1988).

Die folgenden Fluoreszenzfarbstoffe wurden bei den Untersuchungen eingesetzt:

Tabelle 9: Verwendete Fluoreszenzfarbstoffe

Fluoreszenzfarbstoffe Immission [nm] Emission [nm]
Cy3 553 575
Alexa488 491 515

Zur Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe, die an die Sekundarantikdrper gekoppelt sind,
mussen zunéachst die richtigen Laser ausgewahlt werden. Fir den Fluoreszenzfarbstoff
Cy3 wurde der DPSS- Laser (561 nm) und fir Alexa 488 der Argon-Laser (488 nm). Zur
Detektion des emittierten Lichts wurde eine Multitrack-Einstellung verwendet. Die
Aufnahmen werden hierbei nicht simultan, sondern sukzessiv durchgeflhrt. Dies flhrt zu
einer héheren Bildqualitat, insbesondere, wenn sich die Immissions- und Emissionswellen

zum Teil Uberschneiden.
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3.17.1 Verwendete Optiken und Software zur Analyse der Praparate

3.17.1.1 Mikroskope und Objektive
Axioplan, Carl Zeiss konventionelles Mikroskop mit Durchlicht und
Fluoreszenzlicht, aufrecht
e Ph1 Plan NEOFLUAR 10x/0.30
e Ph2 Plan NEOFLUAR 20x/0.50

SteREO.Lumar.V12, Carl Zeiss Binokular mit Fluoreszenzlicht

LSM 510 Meta, Carl Zeiss konfokales Laser Scanning Mikroskop, invers
e Plan Apochromat 10x/0.45
e Plan-Apochromat 20x/0.8
e C-Apochromat 40x/1.2 W Korr

3.17.1.2 Verwendete Software zur Analyse und Auswertung

e LSM Image Examiner, Carl Zeiss

3.17.1.3 Verwendete Software zur Darstellung und statistischen Analyse
e Photoshop® CS2, Version 9.0.2, Adobe
e Office Excel 2007, Microsoft
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4.1 Expressionsmuster der Zelladhasionsmolekile der NCAM-Familie

4.1.1 Ncamia und Ncam1b besitzen ein unterschiedliches Expressionsmuster im
Nervensystem des Zebrafischembryos

Die Zelladhasionsmolekiile der NCAM-Familie werden im Zebrafischembryo wahrend der
Entwicklung des Nervensystems rdumlich und zeitlich unterschiedlich exprimiert (Mizuno
et al.,, 2001). In-situ-Hybridisierungsdaten zeigen, dass die mRNA-Expression von
ncamia und ncamib elf Stunden nach der Befruchtung (,hours post fertilization/hpf)
beginnt (Mizuno et al., 2001). Um das Expressionsmuster der Zelladhasionsmolekile auf
dem Proteinlevel im Zebrafischembryo zu detektieren wurden in der vorliegenden Arbeit
spezifische Antikérper eingesetzt. Die polyklonalen Antikérper wurden mir
freundlicherweise von Dr. Yoshihiro Yoshihara (RIKEN Brain Science Institute; Japan) zur
Verflgung gestellt. Zur Expressionsanalyse wurden immunhistochemische Farbungen mit
Wildtyp(WT)-Zebrafischembryonen in verschiedenen Stadien durchgefiihrt und mittels
Konfokalmikroskopie analysiert. Die folgenden Abbildungen sind Totalprojektionen von
Bilderstapeln, die mit dem Laser Scanning Mikroskop 510 Meta (Zeiss) aufgenommen
wurden. Die Immunférbungen gegen die neuronalen Zelladhasionsmoleklle, Ncam1a und
Ncam1b, werden in dieser Arbeit immer in Magenta gezeigt.

Die Expression von ncamia und ncamib beginnt in der Segmentierungsperiode
(10-24 hpf) (Kimmel et al., 1995, Mizuno et al., 2001). Im Verlauf dieser Periode entwickelt
sich aus der Neuralplatte durch eine Einstllpung der ektodermalen Zellen zunachst eine
Struktur, die einem Schiffskiel ahnelt (Hjorth und Key, 2002, Kimmel et al., 1995). Bei der
darauffolgenden Abschniirung der Zellen bildet sich aus dem Kiel ein runder Stab, der
Uber eine Hohlraumbildung zum Neuralrohr wird (Hjorth und Key, 2002). Bereits im
Stadium der Kielbildung (ca. 11-12 hpf) ist die erste Proteinexpression von Ncamia und
Ncamib nachweisbar (Abbildung 9). Bei einem Blick von dorsal auf den Bereich der
Gehirnanlage ist eine Farbung mit dem Antikérper gegen Ncamia zu erkennen
(Abbildung 9 A). Die Immunférbung gegen Ncam1ia ist, wie die Verteilung der ncamia-
mRNA (Mizuno et al., 2001), zun&chst nur im rostralen Bereich des Nervensystems zu
finden. Ncam1b wird in diesem Stadium, wie die ncamib-mRNA, in Form von zwei
Streifen entlang des sich entwickelnden Neuralrohrs exprimiert (Abbildung 9 B).
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11-12 hpf 11-12 hpf

Ncam1a Ncam1b

Abbildung 9: Ncam1a- und Ncam1b-Expression in WT-Zebrafischembryonen (11-12 hpf)

A-B) Konfokale Aufnahmen von ZF-Embryonen (11-12 hpf) mit Immunfarbungen gegen Ncamia (A) oder
Ncamib (B). A) Zebrafischembryo mit Dotter (Ansicht von lateral; rostral liegt links); Ncamia Expression im
anterioren Neuralrohr vorhanden. B) Zebrafischembryo von dorsal ohne Dotter (anterior befindet sich links im

Bild); Ncam1b wird streifenférmig im Neuralrohr exprimiert.

17 Stunden nach der Befruchtung zeigt sich ebenfalls ein rdumlicher Unterschied
bezuglich der Ncam1a- und Ncam1b-Expression (siehe Abbildung 10). Die Immunfarbung
gegen Ncamia ist weiterhin auf den rostralen Teil des Nervensystems beschrankt
(Abbildung 10 A). Wé&hrend sich die Expression von Ncam1b hauptsachlich im caudalen
Teil des Nervensystems zeigt. Dies wird insbesondere bei einem Blick von lateral auf den
Zebrafischembryo deutlich (Abbildung 10 C). Das Rickenmark (rm) und der sich
entwickelnde otische Vesikel (ov) werden mit dem Ncamib-Antikérper detektiert. Das
streifenférmige Expressionsmuster ist im Stadium von 17 hpf in beiden Immunfarbungen,
bei einem Blick von dorsal auf das sich entwickelnde Rickenmark zu erkennen
(Abbildung 10 B und D). Ncam1a und Ncamib werden in Form von drei Streifen entlang
des Neuralrohrs exprimiert (Abbildung 10 D). Im Verlauf der Strukturierung des
Neuralrohrs kommt es von einer Ncam1b-Expression in Form von zwei Streifen (11-
12 hpf) zu einer drei-streifigen Expression 17 hpf.
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Ncamila e ccf it Ncamila

Abbildung 10: Ncam1a- und Ncam1b-Expression im WT-Zebrafischembryo (17 hpf)

A-B) Konfokale Aufnahmen von ZF-Embryonen (17 hpf) mit Immunfarbungen gegen Ncam1a (A, B) oder
Ncamib (C, D). A) ZF-Embryo ohne Dotter (cranial befindet sich links und caudal rechts im Bild):
Ncam1a-Expression im cranialen Teil des sich entwickelnden Nervensystems. B) ZF-Embryo ohne
Dotter; Aufnahme von dorsal auf den Kopfbereich: Ncam1a-Expression im sich entwickelnden Auge und
in Form von drei Streifen entlang des Neuralrohrs. C) ZF-Embryo ohne Dotter (laterale Ansicht);
Immunfarbung gegen Ncamib im Rickenmark (rm) und auf den Zellen des sich entwickelnden otischen
Vesikels (ov) zu erkennen. D) Ncam1ib-Expression in drei Streifen entlang des sich entwickelnden
Neuralrohrs (Blick von dorsal, cranial befindet sich oben im Bild).
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Nach 24 Stunden, gegen Ende der Segmentierungsperiode, ist die Strukturierung der
Gehirnanlage in Prosencephalon (Telencephalon und Diencephalon), Mesencephalon
und Rhombencephalon abgeschlossen (Kimmel et al., 1995). Ncamia wird nun in allen 3
Gehirnbereichen exprimiert (siehe Abbildung 11 A). Eine besonders starke Farbung fallt
im sich entwickelnden olfaktorischen System (os) auf, das im Prosencephalon liegt (siehe
Abbildung 11 A).

Abbildung 11: Ncam1a- und Ncam1b-Expression im WT-Zebrafischembryo (24 hpf)

A-D) Konfokale Aufnahmen von ZF-Embryonen (24 hpf) mit Immunférbungen gegen Ncamia (A, B) oder
Ncamib (C, D). A, C: Dorsale Ansicht des Kopfes; 10er Objektiv; 1xZoom. B, D: Laterale Ansicht des
Schwanzes; 20er Objektiv; 2x Zoom. A) Ncamia-Expression im Pros-, Mes- und Rhombencephalon zu
detektieren, wobei eine verstarkte Expression im Bereich des olfaktorischen Systems (os) auffallt. Leichte
Ncam1a-Expression auf dem posterioren Seitenliniennerv, inklusive dessen Ganglion, erkennbar. B) Die
laterale Aufsicht auf den Schwanz zeigt eine Ncam1a-Expression im Bereich des Riickenmarks (rm), inklusive
der Floorplate (fp, eckige Klammer). C) Ncam1b-Expression im Ubergang zwischen Di- und Mesencephalon
(siehe Pfeil), auf den Zellen des otischen Vesikels (ov) und auf den Neuronen im Rickenmark. D) Detektion
von Ncam1b auf den Zellkdrpern der Neurone im Rickenmark, exklusive der Floorplate.

MaBstabsbalken in C gilt fir die Abbildungen A und C. MaBstabsbalken in D gilt fir die Abbildungen B und D.

Abkirzungen: fp: Floorplate, g: Ganglion des Seitenliniennerv, os: olfaktorisches System,
sIn: Seitenliniennerv, rm: Rickenmark.
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Eine leichte Ncamila-Expression ist im sich entwickelnden Auge zu detektieren
(Abbildung 11 A). Da der Embryo in Abbildung 11 A im Bereich des Rickenmarks leicht
nach lateral verdreht ist, kann man hier auch die Ncam1a-Expression auf dem posterioren
Seitenliniennerv (sln), inklusive dem Ganglion (g), erkennen. Die Farbung mit dem
Ncam1b-Antikdrper weist im WT-Zebrafischembryo (24 hpf) nur im Diencephalon und im
anterioren Teil des Mesencephalons (siehe Pfeil in Abbildung 11 C), im otischen Vesikel
(ov) und auf den Neuronen im Rickenmark (rm) Signale auf (Abbildung 11 C). Die
Immunfarbung entlang des Ruckenmarks ist von einer drei-streifigen zu einer
bandférmigen Ncamib-Expression Ubergegangen. Lediglich im Bereich des Di- und
Mesencephalons ist die drei-streifige Ncamib-Expression noch zu erkennen (Pfeil in
Abbildung 11 C). Die lateralen Ansichten des Zebrafischschwanzes zeigen einen weiteren
spezifischen Unterschied beziiglich der Expression von Ncam1a und Ncam1b (Abbildung
11 B und D). Beide Proteine werden auf den Neuronen im Rickenmark (rm) exprimiert,
die Zellen der Floorplate (fp) werden jedoch nur mit dem Antikdrper gegen Ncamia
detektiert (siehe eckige Klammer in Abbildung 11 B, D).

36 Stunden nach der Befruchtung ist die Expression von Ncam1a und Ncam1b in einem
spezifischen Muster erkennbar und den verschiedenen Strukturen des Nervensystems
zuzuordnen (Abbildung 12). Ncam1a wird relativ gleichmaBig auf allen Zellkérpern des
zentralen Nervensystem (ZNS) exprimiert, wobei die Expression im olfaktorischen Bulbus
(ob) und der olfaktorischen Plakode (op), besonders hervorsticht (Abbildung 12 A). Nur
eine Axonpopulation im ZNS weist eine Ncamila-Expression auf: die posteriore
Kommissur (pK). Sie ist in der Dorsalansicht des Kopfes zu erkennen (siehe Abbildung 12
A). Die Ncamila-Expression innerhalb des Auges (siehe Abbildung 12 A) hat sich
verstarkt, im Vergleich zum 24-hpf-Stadium (Abbildung 10). Im peripheren Nervensystem
wird Ncam1a auf den Motorkomponenten der Cranialnerven V, VIl (siehe Abbildung 12
C), IX und X (siehe Abbildung 13 B) und auf den Motoraxonen (ma) im Schwanz (siehe
Abbildung 12 G) exprimiert. Im rostralen Teil des otischen Vesikels befindet sich eine
Zellpopulation, die ebenfalls eine Ncam1a-Expression aufweist (Abbildung 12 E).

Die Ncam1ib-Expression im zentralen Nervensystem (Abbildung 12 B, H) ist auf
spezifische Bereiche beschrankt: olfaktorischer Bulbus (ob), Epiphyse (e), dorsales
Diencephalon, anteriorer Teil des Mesencephalons, Cerebellumanlage (ca), Hinterhirn (h)
und Ruckenmark (rm). Im peripheren Nervensystem wird Ncam1b auf den Motoraxonen
der Cranialnerven (Abbildung 12 D) und den Motoraxonen im Schwanz (Abbildung 12 H)
exprimiert, wobei die Ncami1b-Immunfarbung hier schwéchere Signale liefert, als die
Ncam1a-Farbung (Abbildung 12 C und G).
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Abbildung 12: Ncam1a- und Ncam1b-Expression in WT-Zebrafischembryonen (36 hpf)

A-H) Konfokale Aufnahmen von ZF-Embryonen (36 hpf) mit Immunfarbungen gegen Ncamia (A, C, E, G)
oder Ncam1b (B, D, F, H). A, B) Dorsalansicht des Kopfes. C-H) Laterale Ansicht des Embryos (cranial
befindet sich links im Bild). A) Ncamia wird auf allen Zellkérpern des ZNS und auf den Axonen der
posterioren Kommissur (pK) exprimiert. B) Die Immunfarbung gegen Ncamib weist ein Signal im
olfaktorischen Bulbus (ob), auf der Epiphyse (e), im dorsalen Mittelhirn, in der Cerebellumanlage (ca) und im
Bereich des Hinterhirns (h) auf. C, D) Auf den Motoraxonen der Cranialnerven ist eine starke Farbung gegen
Ncam1ia (C) und eine schwachere Farbung gegen Ncamib (D) zu erkennen. E, F) Die Zellen des otischen
Vesikels exprimieren hauptsdchlich Ncamib (F). Nur im rostralen Teil wird Ncamia exprimiert (E).
G,H) Ncamia und Ncam1b werden im Rickenmark (rm) und auf den Motoraxonen (ma) exprimiert, mit
Ausnahme der Floorplate (fp), wo nur Ncamia detektiert wird.

Abkirzungen: ca: Cerebellumanlage, e: Epiphyse, fp: Floorplate, h: Hinterhirn, ma: Motoraxone,
rm: Rickenmark, ob: olfaktorischer Bulbus, op: olfakiorische Plakode, pK: posteriore Kommissur,
WT: Wildtyp.
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4.1.2 Expressionsmuster von Ncamia und Ncamilb auf dem posterioren
Seitenlinienorgan

Das Seitenlinienorgan ist ein sensorisches Netzwerk mit dem Fische und manche
Amphibien Wasserbewegungen wahrnehmen (Coombs et al., 2001, Coombs et al., 2002).
Es besteht aus mechanosensorischen Organen, den Neuromasten und dem
Seitenliniennerv der die sensorischen Informationen zum Gehirn weiterleitet bzw.
Informationen vom Gehirn zu den Neuromasten Ubermittelt (Chitnis et al., 2011). Die
Neuromasten sind auf beiden Seiten des Fischs in die Epidermis eingelagert (Ghysen
und Dambly-Chaudiere, 2007). Die Haarzellen in den Neuromasten detektieren die
Wasserbewegungen Uber ihre, in eine gallertartige Cupula, eingelagerten Zilien. Je
nachdem in welche Richtung die Zilien durch die Wasserstrémungen bewegt werden

6ffnen oder schlieBen
sich lonenkanaéle, was
zur De- oder
Hyperpolarisierung
der Haarzelle flhrt
(Hudspeth, 1989).

Ncam1a wird auf dem
Ncam1la Ncamia Seitenliniennerv  und
dem Ganglion in allen
untersuchten Stadien
exprimiert (Abbildung
13 A und B).
Beispielhaft ~ werden
hier die Stadien 24 hpf
und 48 hpf gezeigt.
Ncam1b ist lediglich in

frihen Stadien

Abbildung 13: Ncam1a- und Ncam1b-Expression auf dem Seitenliniennerv

A-D Laterale Ansicht (rostral liegt links und caudal rechts im Bild) des Seitenliniennervs von immungeférbten
WT-Zebrafischembryonen. A, B) Ncam1a-Expression auf dem Seitenliniennerv, inklusive dem Ganglion (g),
in Zebrafischembryonen im Stadium von 24 hpf (A) und 48 hpf (B) erkennbar. Im Stadium von 48 hpf wird
das Ganglion vom N. vagus verdeckt. C) Ncamib-Expression auf dem Seitenliniennerv, inklusive des
Ganglions im Stadium von 22 hpf. D) Keine Signale mit dem Ncam1b-Antikérper auf dem Seitenliniennerv im
Stadium von 48 hpf zu detektieren.

MaBstabsbalken in D gilt fir die Abbildung A-D.
Abkilrzungen: g: Ganglion des Seitenliniennervs, sin: Seitenliniennerv, ov: otischer Vesikel.
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(22 hpf) auf dem posterioren Seitenliniennerv, inklusive dem Ganglion, zu detektieren
(Abbildung 13 C). Bereits im Stadium von 24 hpf ist die Expression deutlich reduziert
(siehe Abbildung 14 A) und im Stadium von 48 hpf ist Ncam1b in diesem Bereich nicht
mehr zu detektieren (Abbildung 13 D). In Abbildung 13 ist ebenfalls zu erkennen, dass
Ncamia und Ncam1b auf dem zehnten Cranialnerv, dem N. vagus, exprimiert werden.

Eine schwache Expression von Ncamib ist 24 hpf auf dem Ganglion (g) des
Seitenliniennervs, wie auch auf dem Neuromasten-Primordium (p, in Abbildung 14 A)
nachweisbar. Die Farbung des Seitenliniennervs gegen Tag-1 zeigt den Verlauf des
Nervs 24 hpf (Abbildung 14 B). Im Overlay der beiden Immunfarbungen wird deutlich,
dass der Seitenliniennerv wahrend dessen Ausbildung in Kontakt mit dem Primordium
steht (Abbildung 14 C).

Abbildung 14: Ncamilb-Expression
auf dem Primordium des

Seitenlinienorgans

A-C) Laterale Ansicht eines WT-
Zebrafischembryos (24 hpf) immungefarbt
gegen Ncamib (A) und Tag-1 (B).
A) Ncam1b-Expression auf dem otischen
Vesikel (ov), sich entwickelnden
Rickenmark, Ganglion (9) des
Seitenliniennervs und Primordium (p) des
Seitenlinienorgans. B) Tag-1-Expression
auf dem Seitenliniennerv, inklusive dem
Ganglion. C) Uberlagerung der beiden
Immunfarbungen. Der sich entwickelnde
Seitenliniennerv steht in Kontakt mit den
Zellen des Primordiums.

MaBstabsbalken in C gilt fur die Bilder A-C.

Abkirzungen: g: Ganglion des
Seitenliniennervs, ov: otischer Vesikel,
p: Primordium des Seitenlinienorgans.

Overlay
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48 Stunden nach der Befruchtung weist die Immunfarbung gegentber 36 hpf keine
weiteren Veranderungen beziglich der Ncamia- bzw. Ncam1b-Expression auf. Da das
Ziel dieser Studie die Untersuchung der Funktion der neuronalen Zelladhasionsmolekdile
wahrend der Entwicklung des Zebrafisch-Nervensystems ist und die Hauptentwicklung
innerhalb der ersten beiden Tagen stattfindet (Kimmel et al., 1995), wurden keine
weiteren Stadien untersucht.

4.1.3 Expression von Ncam2 ist auf das Prosencephalon beschrankt

Die Zelladhdsionsmolekile der NCAM-Familie im Zebrafisch besitzen ein weiteres
Mitglied: Ncam2 (Mizuno et al., 2001). Die bereits publizierten Daten bezlglich der
ncam2-mRNA-Expression im Zebrafischembryo weisen einen deutlichen Unterschied zur
ncamia- und ncamib-Expression auf (Mizuno et al., 2001). Die ncam2-Expression
beginnt erst im Stadium von 30 hpf in kleinen Zellgruppen sekundérer Neurone im Tel-
und Diencephalon (Mizuno et al., 2001). Die Immunfarbungen gegen Ncam2 in dieser
Arbeit bestétigen diesen Unterschied und weisen eine ahnliche Verteilung der Proteine

Abbildung 15: Ncam2 (OCAM)-Expression in WT-Zebrafischembryonen

A-C) Konfokale Aufnahmen von der ventralen Seite des Kopfes verschiedener gegen Ncam2 immungefarbter
WT-Zebrafischembryonen im Alter von 30-48 hpf. Rostral befindet sich oben und caudal unten im Bild.
Immunféarbung mit einem polyklonalen Antikérper gegen Ncam2 (Miyasaka et al, 2009). A) Start der Ncam2-
Expression im Alter von 30 hpf im Telencephalon (tel) und im Diencephalon (di). B) Die Ncam2-Expression
weitet sich aus, Uber die anteriore Kommissur (aK) und im olfaktorischen Bulbus (ob). C) Im 48-hpf-Embryo
ist die Ncam2-Expression komplett ausgebildet. AuBerhalb des olfaktorischen Systems ist keine Ncam2-
Expression zu finden. Der MaBstabsbalken in C gilt fir A-C.

Abkilrzungen: aK: anteriore Kommissur, di: Diencephalon, hpf: hours post fertilization (Stunden nach der
Befruchtung, ob: olfaktorischer Bulbus, tel: Telencephalon.
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auf (siehe Abbildung 15). Die ersten Signale zeigen sich 30 hpf in Zellpopulationen des
Tel- und Diencephalons (Abbildung 15 A). Die Expression breitet sich im Verlauf der
Entwicklung des Embryos weiter aus (Abbildung 15 B und C). Im Stadium von 36 hpf sind
Signale im Bereich der olfaktorischen Bulbi (ob) und auf der anterioren Kommissur (aK)
hinzugekommen. Die Anzahl der Zellen, die im Tel- und Diencephalon Ncam2
exprimieren hat sich vergréBert (Abbildung 15 B und C).

48 Stunden nach der Befruchtung ist eine bilateral-symmetrische Verteilung von Ncam2
im Tel- und Diencephalon zu erkennen (Abbildung 15 C). Neurone im Bereich der
olfaktorischen Bulbi, weitere Zellpopulationen im Telencephalon, die auf HOéhe der
anterioren Kommissur liegen und Neurone im Bereich des Diencephalons exprimieren
Ncam2. Die anteriore Kommissur (aK) zeigt auch im Stadium von 48 hpf eine
Immunfarbung gegen Ncam2 (Abbildung 15 C). Der restliche Koérper des
Zebrafischembryos weist keine Signale in der Immunfarbung mit dem Ncam2-Antikérper
auf (ohne Abbildung). Weitere Stadien wurden nicht analysiert, da die Expression von
Ncam2 erst nach der Entwicklung der wichtigen Axontrakte beginnt und auf sekundare
Neurone im Vorderhirn beschrankt ist (Mizuno et al., 2001).

4.2 Polysialylierung der NCAM-Molekile im Zebrafischembryo

4.2.1 Morpholino-Knockdown von s7camiaund rncam7b

NCAM1 wird in Saugetieren posttranslational mit dem Polysaccharid Polysialinsdure
(polySia) modifiziert (Becker et al., 1996, Angata und Fukuda, 2003, Mihlenhoff et al.,
2009, Hildebrandt et al., 2010, Eggers et al., 2011). Um die Frage zu klaren, ob die beiden
Paraloge Ncamia und Ncamib im Zebrafischembryo posttranslational polysialyliert
werden, wurden Morpholino-Knockdown-Experimente mit ,Wholemount®-Immunfarbungen
gegen polySia kombiniert. Daflir wurde zunachst die Effektivitdt der eingesetzten
Morpholinos beziglich der Inhibition der Proteinexpression mit Hilfe der spezifischen
Antikdrper gegen Ncamia und Ncamib Uberprift. Es wurden jeweils zwei Morpholinos
gegen ncamia und ncamib getestet (siehe Tabelle 7). Einer der Morpholinos bindet
direkt am Start-Codon und ein weiterer an einer Sequenz, die sich ,upstream” vom Start-
Codon in der 5-UTR (,untranslated region“/nicht-translatierter Bereich) befindet. Beide
Morpholinos blockieren die Translation der Ziel-mRNA. Im Fall von ncam1a zeigt sich kein
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Unterschied zwischen den Morpholinos, bezuglich des Knockdown-Effekts und des
Uberlebens der Embryonen. Fiir die folgenden Versuche wurde der ncam1a-Morpholino
verwendet, der in der 5'UTR bindet, da dieser fir die anschlieBenden ,Rescue*
Experimente besonders geeignet ist.

Der ncam1ib 5°-UTR-Morpholino fihrte zu einer stark erhéhten Letalitdt der Embryonen
und keinem deutlichen Phanotyp. Fir den Knockdown von ncamib wurde deshalb in
dieser Studie ein Morpholino eingesetzt, der direkt am Start-Codon bindet (Tabelle 7). Die
spezifische Inhibition der Translation der Ziel-mRNA wurde durch die Injektion der

Morpholinos mit anschlieBender Immunfarbung gegen die Proteine Ncamia bzw. Ncam1b

B '~
|
ncamia Mo ncamib Mo

getestet (siehe Abbildung 16).

Kontroll Mo

E =
k=]
ncamia Mo ncami1b Mo

Abbildung 16: Spezifische Inhibition der Proteinexpression durch die Morpholinos

Kontroll Mo

dgegen ncamiabzw. ncam1b

A-F) Konfokale Aufnahmen von Zebrafischembryonen (36 hpf), nach Morpholino-Injektion und
Immunfarbungen gegen Ncamila (A-C) oder Ncamib (D-F). Es wird jeweils ein Abschnitt im
Zebrafischschwanz von lateral gezeigt (cranial befindet sich links im Bild). A, D) Die Expression von
Ncamia (A) bzw. Ncam1b (D) nach Injektion des Kontroll-Morpholino, zeigt sich wie im WT-Embryo. B,
C) Nach Injektion des ncam1a-Morpholinos kann Ncam1la nicht mehr mit dem spezifischen Antikdrper
detektiert werden (B). Im Gegensatz dazu sind die Signale mit dem Ncam1a-Antikdrper nach Injektion
des ncam1b-Morpholinos weiterhin in den Embryonen zu erkennen (C). E,F) Die Expression von Ncam1b
wird durch den ncami- Morpholino unterdriickt (F), nicht jedoch durch die Injektion des ncam1ia-
Morpholinos (E).

Der MaBstabsbalken in A gilt fur A-F.

Abklrzungen: fp: Floorplate, ma: Motoraxon, Mo: Morpholino, rm: Rickenmark, WT: Wildtyp.
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Nach Injektion eines Standard-Kontrollmorpholinos weist die Immunfarbung gegen
Ncam1ia (siehe Abbildung 16 A) und Ncamib (siehe Abbildung 16 D) Signale wie im
Wildtyp-Embryo auf (siehe Abbildung 12 G, H). Ncamia und Ncamib werden im
RUckenmark (rm) und auf den Motoraxonen (ma) exprimiert, mit Ausnahme der Floorplate
(fp), die nur in der Immunfarbung gegen Ncam1a zu sehen ist (Abbildung 16 A und D).

Anhand der Ncam1a-Immunfarbungen wird gezeigt, dass der Morpholino gegen ncam1ia
erfolgreich die Expression von Ncam1a blockiert (Abbildung 16 B), wahrend die Injektion
des ncam1ib-Morpholinos die Ncam1a-Expression nicht beeinflusst (Abbildung 16 C).
Ebenso zeigt die Immunfarbung gegen Ncamib, dass die Injektion des ncamib-
Morpholinos (Abbildung 16 F), nicht jedoch die Injektion des ncamia-Morpholinos
(Abbildung 16 E), die Expression von Ncam1ib unterdriickt. Mit diesem Versuch konnte
gezeigt werden, dass die beiden eingesetzten Morpholinos, trotz dhnlicher Gensequenz
von ncamia und ncamib, spezifisch die Expression des gewlnschten Proteins
verhindern.

Zur Analyse der Effekte durch die Morpholino-Injektion wurde auch eine Statistik zum
Uberleben der Zebrafischembryonen erstellt (siehe Abbildung 17). In drei verschiedenen
Stadien wurden die lebenden Embryonen gezahlt, um zu erfassen, in welchem Zeitraum
die meisten Embryonen sterben. Die Anzahl der Embryonen zu Beginn der Z&hlung
wurde auf 100 % gesetzt. Wildtyp(WT)-Embryonen wurden in die Statistik mit
aufgenommen, um die Zebrafisch(ZF)-Eier zu erfassen, die z.B. aufgrund fehlender
Befruchtung sterben. Der Vergleich der WT-Embryonen mit den Embryonen, die mit dem
Kontroll-Morpholino injiziert wurden, erméglicht die Erfassung des Effekts der Injektion. Im
Stadium von 36 hpf leben 88,6 % der WT-Embryonen (siehe Abbildung 17). Das
bedeutet, dass 11,4 % der Embryonen aufgrund mangelnder Qualitdt des Geleges
sterben. Von den Embryonen, die mit dem Kontroll-Morpholino injiziert wurden, leben
78,3 % im Stadium von 36 hpf (Abbildung 17). Dies zeigt, dass nur aufgrund des
Vorgangs der Injektion ca. 10 % der Embryonen sterben. Durch die Injektion des ncam1a-
Morpholinos sterben bis zum Stadium von 36 hpf 34,6 % der Embryonen. Ein ahnliches
Ergebnis zeigt die Statistik nach Injektion des ncam1b-Morpholinos, hier sterben 33 % der
Embryonen (Abbildung 17). Nach Injektion beider Morpholinos, in jeweils der halben
Konzentration, sterben 30,4 % der Embryonen (Abbildung 17). Diese Auswertung zeigt,
dass, im Vergleich mit den Kontroll-Embryonen, ca. 10 % der ZF-Embryonen aufgrund der
spezifischen Morpholinos sterben.
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Abbildung 17: Uberlebensstatistik der Zebrafischembryonen

In dieser Abbildung wird die prozentuale Auswertung der lebenden Zebrafischembryonen, nach
Morpholino-Injektion gezeigt. Nicht-injizierte Wildtyp-Embryonen wurden in die Auswertung mit
aufgenommen, da auch nicht befruchtete Eier innerhalb der ersten 24 Stunden nach der Befruchtung
sterben und dies die Statistik verfalschen wirde. Die Injektion der Morpholinos fand jeweils im 1-2
Zellstadium statt, d.h. 0-1 Stunde nach der Befruchtung (hours post fertilization/hpf). Im Stadium von
36 hpf leben noch 88,6 % der WT-Embryonen, 78,3 % der Kontroll-Morpholino injizierten Embryonen,
69,6 % der Embryonen, die mit ncam1a- und ncam1b-Morpholino injiziert wurden, 67 % der Embryonen,
die mit dem ncam1b-Morpholino injiziert wurden und 65,4 % der Embryonen, die mit dem ncamia-
Morpholino injiziert wurden.

Abkirzungen: hpf: ,hours post fertilization“/Stunden nach der Befruchtung, Mo: Morpholino, WT: Wildtyp,
ZF: Zebrafisch.

4.2.2 PolySia, eine posttranslationale Modifikation von Ncam1a und Ncam1ib

Um die Frage zu klaren, ob die Paraloge Ncamia und Ncamib polysialyliert werden,

wurden Morpholino-Knockdown-Experimente mit Immunfarbungen gegen polySia
kombiniert (siehe Abbildung 18). Die Immunfarbungen gegen polySia wurden in dieser
Arbeit immer mit dem monoklonalen Antikérper 735 durchgefuhrt und werden in rot
dargestellt (Abbildung 18, linke Spalte). Der Effekt der Morpholinos in Bezug auf die
Proteinexpression der beiden Zelladhasionsmoleklle wurde mittels Immunfarbung mit
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dem polyklonalen Antikérper 704 detektiert (magenta, Abbildung 18). Die
Immunfarbungen werden in einem Schwanzabschnitt von Morpholino-injizierten
Zebrafischembryonen (36 hpf) gezeigt. Die Injektion eines Standard-Kontrollmorpholinos
verandert die polySia-Verteilung im Vergleich zum WT-Embryo nicht (Abbildung 18 A).

Abbildung 18: PolySia, eine

posttranslationale Modifikation von

polySia Ncam1la+1b

Ncam1a und Ncamib

A-H) Laterale Ansicht eines
Schwanzabschnitts von Morpholino-injizierten
und immungefarbten Zebrafischembryonen
(36 hpf). In der linken Spalte ist die
Immunfarbung mit  dem  monoklonalen
Antikérper (mAk) 735 gegen polySia in rot zu
sehen und in der rechten Spalte die
Immunférbung mit dem polyklonalen Ak 704
gegen Ncamia+1b in magenta. A, B) polySia-
und Ncamia+1b-Expression nach Injektion
des Kontroll-Morpholinos, wie im Wildtyp auf
den Zellen im Ruickenmark, inklusive der
Floorplate (eckige Klammer) und auf den
Motoraxonen. C, D) Nach ncam1a-
Knockdown keine Immunfarbung auf den
Floorplate-Zellen zu detektieren. Die Neurone
im Rickenmark und die Motoraxone werden
weiterhin  angefarbt. E) Die polySia-
Expression im Rickenmark nach dem
ncamib-Knockdown reduziert und auf den

Kontroll Mo

ncamia Mo

ncam1b Mo

Motoraxonen unterhalb des Detektionslevels.
Die polySia-Expression auf den Floorplate-
Zellen ist deutlich zu erkennen. F) Ncamia-
Expression auf den Neuronen im Riickenmark
und auf den Motoraxonen vorhanden. G, H)
Embryonen nach Doppelknockdown weisen
mit beiden Antikérpern keine Signale auf.

Der MaBstabsbalken in Bild A gilt fir die
Bilder A-H.

ncamia+
ncamib Mo

Auf den Zellen im Rickenmark (rm), inklusive der Floorplate (fp, eckige Klammer) und auf
den Motoraxonen (ma) ist eine Immunfarbung gegen polySia erkennbar (rot, Abbildung
18 A). Die gleiche Verteilung zeigt sich auch beziglich der Zelladhasionsmolekdle in der
Immunfarbung mit dem polyklonalen Antikdrper 704 (magenta, Abbildung 18 B).
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Durch die Injektion eines Morpholinos gegen ncamia bzw. ncam1b, entstehen spezifische
polySia-Expressionsmuster im Zebrafischembryo. Dies ist in der lateralen Ansicht des
Zebrafischschwanzes zu erkennen (siehe Abbildung 18, C und E). Nach dem Knockdown
von ncamia werden die Zellen der Floorplate nicht mehr gegen polySia geféarbt (siehe
eckige Klammer in Abbildung 18 C). Die polySia-Expression auf den restlichen Zellen im
Ridckenmark und auf den Motoraxonen (siehe Pfeil in Abbildung 18 C) bleibt bestehen.
Das gleiche Muster findet man mit dem polyklonalen Antikdrper (pAk) 704, der nun nur die
Expression von Ncam1b aufzeigt (Abbildung 18 D). Das Fehlen der Floorplate-Detektion
in beiden Immunfarbungen weist darauf hin, dass nur Ncamia und nicht Ncamib in
diesem Bereich exprimiert wird und, dass Ncam1ia auf den Floorplate-Zellen polysialyliert
vorliegt.

Nach Injektion des ncami1b-Morpholinos ist die Immunfarbung gegen polySia auf den
Motoraxonen nicht mehr zu detektieren und auf den Zellen des Rickenmarks (mit
Ausnahme der Floorplate) deutlich reduziert (Abbildung 18 E). Die Immunféarbung gegen
polySia tritt nach dem ncamib-Knockdown auf den Zellen der Floorplate besonders
deutlich hervor (Abbildung 18 E). Die Immunférbung mit dem Antikérper 704 zeigt nach
dem ncamib-Knockdown die Expression von Ncamia auf. Es ist eine gleichmaBige
Verteilung von Ncamia auf allen Zellen des Rickenmarks, inklusive der Floorplate, und
auf den Motoraxonen erkennbar (Abbildung 18 F). Der Unterschied zur polySia-
Expression in Abbildung E, ist mdglicherweise ein Hinweis dafir, dass nicht alle Ncam1a-
Molekule polysialyliert sind. Durch die Injektion beider Morpholinos wird die Expression
von Ncamia und Ncamib unterdrickt (Abbildung 18 H). Die Farbung mit dem
polyklonalen Antikérper 704 zeigt damit die Effektivitdt der Morpholinos bezlglich der
Inhibition der Expression von Ncamia und Ncamib. In den Doppel-Knockdown-
Embryonen ist keine polySia-Expression im Bereich des Rickenmarks zu detektieren
(Abbildung 18 G). Die leichte Rotfarbung des Embryos ist entweder auf eine
unspezifische Fluoreszenz, die durch den Vorgang der Fixierung entsteht, oder auf
ungebundenen, nicht herausgewaschenen Sekundarantikdrper zurlickzufihren.

Die Ergebnisse dieses Versuchs weisen darauf hin, dass die Ncam1-Paraloge, Ncamia
und Ncam1ib, im Zebrafischembryo polysialyliert vorliegen und, dass sie die Haupttrager
von polySia im Zebrafischembryo sind.
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4.2.3 PolySia-Ncam1a Uberwiegt im cranialen und polySia-Ncam1b im caudalen

Teil des Zebrafisch-Nervensystems

Um eine genaue Vorstellung Uber die raumliche Verteilung von polySia-Ncamia und

polySia-Ncamib zu bekommen, wurde eine Quantifizierung mit Hilfe eines EndoN-GFP-

h EndoN-GFP

COOH

Abbildung 19:
EndoN-GFP Reaktion

Das Schema zeigt ein
Zelladhasionsmolekdl der NCAM-
Familie, aufgebaut aus 5 lg-Doménen

Schema der

(orange), 2 Fibronektin-Domanen
(dunkelgrau), einer Transmembran-
doméane und einer intrazelluldren

Doméane. EndoN-GFP (lila) bindet an
das Ende der polySia-Kette (gelbe
Kreise). Die Detektion erfolgt Gber GFP.

Reporterproteins durchgefihrt, das von A. Jokilammi
hergestellt wurde (Jokilammi et al., 2004). EndoN ist
ein Enzym das spezifisch an die polySia-Kette bindet
und diese degradiert (siehe Schema in Abbildung 19)
(Rutishauser et al., 1985, Hallenbeck et al., 1987).
Das hier verwendete Enzym wurde so modifiziert,
dass es polySia binden kann, dieses jedoch nicht
abbaut. EndoN
Reportermolektl GFP gekoppelt, um die Verbindung

Desweiteren  wurde an das
polySia-EndoN quantitativ auswerten zu kénnen.
Durch die Bindung nur eines Enzymmolekils je
polySia-Modifikation, findet keine Verstarkung des
polySia-Signals, wie bei einer Immunféarbung statt. Die
Reaktion erfolgt im Gegensatz zur Immunfarbung in
nur einem Schritt. Das Signal ist abhangig von der
Konzentration des eingesetzten Enzyms. Um die
Ergebnisse miteinander vergleichen zu kbnnen, wurde
immer die gleiche Konzentration verwendet und die
Versuche wurden jeweils dreimal durchgefihrt. Die
Fluoreszenzintensitatanalyse der injizierten
Zebrafischembryonen erfolgte mit der Software ,LSM
Image Examiner®. Um Schwankungen in der EndoN-

GFP-Konzentration zu egalisieren wurden die Werte

der mit dem Kontroll-Morpholino injizierten ZF-Embryonen (36 hpf) bei jedem Versuch

separat auf 100 % gesetzt.
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Abbildung 20: Quantifizierung der polySia-Expression in verschiedenen

Bereichen des Zebrafisch-Nervensystems (36 hpf)

A, D) Laterale Ansicht des Schwanzes (A) bzw. des Kopfes (D) eines mit Kontroll-Morpholino
injizierten und mit EndoN-GFP inkubierten ZF-Embryos (36 hpf). Die Rechtecke markieren die
ausgewerteten Bereiche. B, C, E, F) Die Auswertung der EndoN-GFP-Fluoreszenz erfolgte mit
der Software LSM-Image-Examiner. Die Fluoreszenzintensitat der, mit dem Kontroll-Morpholino
injizierten, Embryonen wurde auf 100 % gesetzt und ist in den Diagrammen nicht enthalten. Die
schwarzen Balken zeigen die Fluoreszenzintensitat (%) nach Injektion des ncam1a-Morpholinos
und die grauen Balken nach Injektion des ncam1b-Morpholinos B) Im Riickenmark reduziert sich
die Fluoreszenzintensitat auf 50,1 % nach Injektion des ncam1ia-Morpholinos und nach Injektion
des ncamib-Morpholinos auf 28,6 %. C) Im Bereich der Floorplate-Zellen reduziert sich die
Fluoreszenzintensitat auf 7,8 % (ncamia-Mo) bzw. auf 74,4 % (ncamib-Mo). E) Durch die
Injektion des ncamia-Morpholinos reduziert sich die Fluoreszenzintensitdt auf 32.3 % in der
Cerebellumanlage (ca) und durch die Injektion des ncamia-Morpholinos auf 52,5 %. F) Im
otischen Vesikel reduziert sich die Intensitét nach Injektion des ncam1a-Morpholinos auf 85,1 %
und nach Injektion des ncam1a-Morpholinos auf 30,5 %.

In Abbildung 20 A und D, sind die Bereiche gezeigt, die bei der Auswertung untersucht
wurden. Die laterale Ansicht des Zebrafischschwanzes (siehe Abbildung 20 A) eines mit
Kontroll-Morpholino injizierten und mit EndoN-GFP behandelten ZF-Embryos zeigt die
Zellen des Rickenmarks (rm), inklusive der Floorplate (fp). Beide Bereiche wurden
separat analysiert. Im cranialen Teil des Nervensystems wurde die Cerebellumanlage und
der otische Vesikel mit dieser Methode untersucht (siehe Abbildung 20 D). Die
Abbildungen B, C, E und F zeigen jeweils die Auswertungsdiagramme.
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Die schwarzen Balken indizieren die Fluoreszenz-Intensitatswerte in % nach ncamia-
Knockdown und die grauen Balken die %-Werte nach ncam1b-Knockdown.

Im Bereich des Rickenmarks fluhrt die Injektion des ncamib-Morpholinos zu einer
starkeren Reduktion der Fluoreszenzintensitat, im Vergleich zum ncam1a-Morpholino
(siehe Abbildung 20 B). Durch den Knockdown von ncam1a wird die Fluoreszenzintensitat
auf 50,1 % reduziert, wohingegen der Knockdown von ncam1b die Intensitat auf 28,6 %
reduziert. Dies zeigt, dass polySia im Bereich des dorsalen Riickenmarks hauptséchlich
gebunden an Ncamib vorliegt. Auf den Zellen der Floorplate ist nicht Ncam1b sondern
Ncamia das Tragerprotein fir polySia (siehe Abbildung 20 C), da hier die
Fluoreszenzintensitat nach ncamia-Knockdown (auf 7,8 %) starker reduziert wird, als
nach dem ncam1ib-Knockdown (74,4 %). Dies bestatigt die Ergebnisse der Immunfarbung
(Abbildung 18).

In der sich entwickelnden Cerebellumanlage reduziert sich die Fluoreszenzintensitat
starker nach dem Knockdown von ncamia (auf 32,3 %) als nach dem Knockdown von
ncamib (auf 52,5 %) (Abbildung 20 E). PolySia-Ncam1a wird im rostralen Teil des
Nervensystems starker exprimiert, als polySia-Ncam1b. Dies entspricht dem mittels
Immunfarbung detektierten Start der Ncamila-Expression im Alter von 11-12 hpf
(Abbildung 20 A). Die Ausnahme im rostralen Teil des Nervensystems ist der otische
Vesikel. Hier reduziert sich die Fluoreszenzintensitat starker durch den ncamib-
Knockdown (auf 30,5 %) als durch den ncam1a-Knockdown (auf 85,1 %) (Abbildung 20
F).

Die folgende Tabelle soll eine Ubersicht iiber die Expression von Ncamia und Ncam1b,
bzw. deren Modifikation mit polySia im Wildtyp-Zebrafischembryo im Stadium von 36 hpf
geben. Die verschiedenen Koérperbereiche werden von cranial nach caudal angeben. Im
rostralen Teil des Nervensystems Uberwiegt die Expression von polySia-Ncamia.
Wahrend eine deutliche polySia-Ncamib-Expression im cranialen Teil des
Nervensystems lediglich auf den Zellen im Ubergang zwischen Diencephalon und
Mesencephalon und auf den Zellen des otischen Vesikels zu finden ist. Im caudalen
Bereich des Nervensystems Uberwiegt die Expression von polySia-Ncami1b mit
Ausnahme der Floorplate-Zellen. Sie exprimieren ausschlieBlich polySia-Ncam1a.

Im zentralen Nervensystem wird nur auf einem Axontrakt polySia exprimiert, der
posterioren Kommissur. PolySia liegt hier gebunden an Ncamia vor. Im peripheren
Nervensystem wird polySia auf den spinalen Motoraxonen, den Cranialnerven nV, nVII,
nIX und nX und auf dem Seitenliniennerv exprimiert. Auf den Motoraxonen ist Ncam1b
der Haupttrager von polySia, wahrend auf den Cranialnerven und dem Seitenliniennerv
polySia-Ncam1a Uberwiegt.
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Im Verlauf der Evolution kam es zur Aufteilung der Expressionsbereiche und damit zur
Diversifizierung der beiden Ncam1-Paraloge im Zebrafischembryo, die méglicherweise zu

deren Konservierung beigetragen hat.

Tabelle 10: PolySia-Verteilung im Wildtyp-Zebrafischembryo (36 hpf)

Wildtyp- Ncamia/ PolySia- Ncamia/
Zebrafischembryo Ncamib polySia- Ncam1b

(36 hpf)

Olfaktorische Plakode Ncamia vereinzelt polySia-Ncamia

Olfaktorischer Bulbus

Ncam1ia, Ncamib,
Ncam2

polySia vorhanden

Posteriore Kommissur

Ncamia

polySia-Ncam1a

Dorsales Diencephalon/

anteriores Mesencephalon

Ncam1i1b > Ncam1a

polySia-Ncam1b

Cerebellumanlage

Ncamia > Ncam1b

polySia-Ncamia
> polySia- Ncam1b

Cranialnerven

Ncamia > Ncamib

polySia-Ncam1a
> polySia- Ncam1b

Otischer Vesikel

Ncam1b > Ncam1a

polySia-Ncam1b

> polySia- Ncamia

Dorsales Rickenmark

Ncam1b > Ncam1a

polySia-Ncam1b

> polySia- Ncam1a

Floorplate

Ncamia

polySia-Ncamia

Motoraxone

Ncamia, Ncamib

polySia-Ncam1b

> polySia- Ncamia

Seitenliniennerv

Ncam1ia, Ncam1b

polySia-Ncamia
> polySia-Ncam1b

74




4 Ergebnisse

4.2.4 Kein Hinweis fiir eine Polysialylierung von Ncam2 (OCAM)

NCAM2 wird in der Maus nicht polysialyliert (Yoshihara et al., 1997). Um zu untersuchen,
ob Ncam2 das dritte Mitglied der NCAM-Familie im Zebrafisch polysialyliert wird, wurde
ein Doppel-Knockdown von ncamia und ncamib mit anschlieBender Immunfarbung
gegen Ncam2 und polySia durchgefiihrt (siehe Abbildung 21).

Nach dem Doppelknockdown von ncamia und ncam1b weist die Expression von Ncam?2
(gran, Abbildung 21 A) leichte Veranderungen zur WT-Expression im Stadium von 36 hpf
auf (siehe Abbildung 15 B). Vermutlich wird die Entwicklung des Zebrafischembryos durch

Overlay

Overlay

Abbildung 21: Keine Kolokalisation von Ncam2 mit polySia

A)-F) Ventrale Ansicht auf den Kopf von ncamia- und ncam1b-Doppelknockdown-Embryonen (36 hpf) mit
einer Immunféarbung gegen Ncam2 (griin) und polySia (rot). 20x VergrdéBerung in A-C und 40x VergréBerung
in D-F. A) Ncam2 wird im olfaktorischen Bulbus (ob), im Bereich der anterioren Kommissur (aK) und auf
Zellen des Diencephalons (di) exprimiert. B) Die Expression von polySia kann in den Doppelknockdown-
Embryonen nicht mehr im Bereich des Gehirns detektiert werden. Es ist lediglich eine Restfluoreszenz auf
der Oberflaiche der Embryonen zu erkennen, die vermutlich durch unspezifische Ablagerungen des
Sekundarantikérpers hervorgerufen werden. C) Im Overlay wird deutlich, dass keine Kolokalisation von
Ncam2 und polySia vorliegt. D) Ncam2-Expression im olfaktorischen Bulbus und im Bereich des
Diencephalons. E) leichte Rotfarbung auf der Oberfliche des Embryos, vermutlich durch den
Sekundarantikdrper. F) Im Overlay ist keine Kolokalisation von Ncam2 mit polySia zu erkennen.

Der MaBstabsbalken in C gilt fiir die Bilder A-C und der MaBstabsbalken in F fir die Bilder D-F.
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den Doppel-Knockdown verlangsamt, was zu einer Ncam2-Expression fuhrt, die einem
Entwicklungsstadium zwischen 30 hpf und 36 hpf entspricht (Abbildung 15). Im
olfaktorischen Bulbus (ob), im Bereich der anterioren Kommissur (aK) und auf Zellen des
Diencephalons (di) ist eine Ncam2-Farbung zu sehen (Abbildung 21 A). Die
Immunfarbung gegen polySia (Abbildung 21 B) ist durch den Doppel-Knockdown stark
reduziert. Ein leichtes Signal ist noch auf der Oberflache des Embryos zu erkennen, das
vermutlich durch eine unspezifische Ablagerung des Sekundarantikdrpers hervorgerufen
wird. Im Overlay der beiden Farbungen (Abbildung 21 C) ist keine Kolokalisation der
Signale von Ncam2 und polySia zu erkennen.

Ein weiterer Doppelknockdown-Embryo ist in Abbildung 21 D-F zu sehen. Diese
Aufnahmen zeigen eine ventrale Ansicht der Gehirnbereiche mit einer hdheren
VergréBerung (40x). Auch hier ist im Overlay (Abbildung 21 F) keine Kolokalisation von
Ncam2 und polySia zu erkennen. Der immunhistochemische Ansatz gibt keinen Hinweis
fir eine Polysialylierung von Ncam2.

Fir die Polysialylierung von NCAM1 in der Maus sind bestimmte Sequenzen und
Strukturen in der Fibronektin(FN)1-Typlll-Doméane wichtig (Foley et al., 2010). Die
Aminosaurenabfolge Glutamin-Valin-Glutamin, auch QVQ-Sequenz genannt, und die a-
Helix in der FN1-Domé&ne werden z.B. in Verbindung gebracht mit der Positionierung der
Polysialyltransferasen (Foley et al., 2010). Da die a-Helix und die QVQ Sequenz im
NCAM2-Protein in der Maus fehlen und NCAM2 nicht polysialyliert wird, kénnte dies ein
maoglicher Grund fir die fehlende Polysialylierung sein (Foley et al., 2010).

Um die Wahrscheinlichkeit einer polySia-Modifikation fir Ncam2 im Zebrafisch
abzuschatzen, wurde die Aminosduresequenz der FN1-Doméane von Ncam2 mit den
Sequenzen von NCAM2 und NCAM1 der Maus verglichen:

NCAM1 (Maus) DTPSSP.SID QVEPYSSTAQ VQFDEPEATG GVPILKYKAE WRAVGEEVWH
NCAM2 (Maus) DVPSSPRGVK IIELSQTTAK ISFNKPESHG GVPIHHYQVD VMEETSETWK
Ncam2 (Zebrafisch) DVPSNPYSVF LSSVAQRVAT VTIFTKPDSHG GVPISHYLVK VKDISSQDWK

NCAM1 SKWYDAKEAS MEGIVTIVGL KPETTYAVRL AALNGKGLGE ISAASEFKTQ
NCAM2 ....IVRSHG VQTTVVLSSL EPNTTYEVRV AAVNGKGQGD YSKIEIFQTL
Ncam2 ....DVKSLG TQTIVLLTNL EPNTTYEVRV SAVNGKVQGE FSHTESFQTL
NCAM PVQGE
NCAM2 PVRE.
Ncam2 PI...
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Die hier gezeigten Sequenzen verdeutlichen, dass Ncam2 im Zebrafisch die flr die
Positionierung der Polysialyltransferasen notwendigen Aminosauren, wie beim NCAM2-
Protein in der Maus, fehlen. Die Aminosaureabfolge QVQ ist nicht vorhanden, wie auch
die a-Helix mit den Aminosauren AKEASMEG.

Nicht nur die posttranslationale Modifikation der neuronalen Zelladh&sionsmolekile wurde
in der vorliegenden Studie untersucht, sondern auch deren Funktion.

4.3 Die Funktion der Zelladhasionsmolekile der NCAM-Familie im
Zebrafischembryo

4.3.1 Ncamla und Ncamilb besitzen eine unterschiedliche Funktion an der
posterioren Kommissur

Die posteriore Kommissur (pK) ist eine dorsale Kommissur, die am Ubergang zwischen
Vorderhirn und Mittelhirn lokalisiert ist (Chitnis et al., 1992). Sie entsteht 20 bis 24 hpf
und enthalt Axone von Neuronen des anterioren Tegmentums (Chitnis und Kuwada,
1990, Chitnis et al., 1992). Die Neurone des anterioren Tegmentums liegen in 2 Gruppen
vor: dem lateralen und dem ventralen ,Cluster” (Chitnis und Kuwada, 1990, Chitnis et al.,
1992). Ausgehend von diesen beiden Neuronengruppen wachsen Axone in Richtung
dorsal und kreuzen anschlieBend die Mittellinie, den Ubergang zwischen den
Hemispharen (Chitnis und Kuwada, 1990). Im Stadium von 48 hpf besteht die pK aus ca.
1700 Axons (Wilson et al., 1990).

Bisherige Untersuchungen haben gezeigt, dass das Wachstumsmuster der posterioren
Kommissur im Zebrafisch durch die Entfernung von polySia verandert wird (Marx et al.,
2001, Marx et al., 2007). Die Injektion von EndoN (zum enzymatischen polySia-Verdau) in
den Ventrikel von 20 hpf-Embryonen, wie auch der Knockdown der Polysialyltransferase
st8sia2 fuhrt zu einer Aufspaltung der posterioren Kommissur in mehrere Blindel (Marx et
al., 2001, Marx et al.,, 2007). Da Ncami1a und Ncamib im Bereich der Kommissur
exprimiert werden und beide Proteine posttranslational mit polySia modifiziert werden,
wurde zunachst die Verteilung von polySia und den beiden Zelladhdasionsmolekile in
diesem Bereich genauer analysiert. Durch anschlieBende Knockdown-Versuche wurde
die Funktion der beiden Molekile bezlglich der Ausbildung der posterioren Kommissur
untersucht.
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4.3.1.1 Komplementdre Expression von Ncamila und Ncamib im Bereich der
posterioren Kommissur

Die Expression von Ncam1a, Ncam1b und deren Modifikation polySia wurde anhand von
Immunfarbungen in Zebrafischembryonen 36 hpf analysiert. In diesem Stadium ist die
posteriore Kommissur deutlich in einer Dorsalansicht des Gehirns zu erkennen (Abbildung
22 A-l; rostral liegt in den Bildern oben und caudal unten). Eine Immunfarbung mit dem
monoklonalen Antikdrper 735 gegen polySia zeigt, dass polySia auf den Axonen der
posterioren Kommissur (pK) und den darunterliegenden Zellen exprimiert wird (Abbildung
22 A). Im Overlay mit einer Immunférbung gegen Tag-1, ein axonales Glykoprotein, wird
die Lage der Kommissur deutlich. Sie befindet sich posterior der Epiphyse und spannt
sich komplett tiber beide Gehirnhemisphéaren (Abbildung 22 D).

Die Expressionsstudie von Ncamia und Ncamib demonstriert eine unterschiedliche
Verteilung der beiden Proteine im Bereich der posterioren Kommissur (siehe Abbildung
22). Der polyklonale Antikérper gegen Ncam1ia féarbt deutlich die Axone der posterioren
Kommissur und schwécher die darunterliegenden Zellkérper, der Neurone im dorsalen Di-
und Mesencephalon (Abbildung 22 B). Im Overlay mit der Immunfarbung gegen Tag-1
erkennt man eine Kolokalisation von Tag-1 und Ncam1a auf den Axonen (Abbildung 22
E). Ncam1b wird ebenfalls im Bereich der posterioren Kommissur exprimiert (Abbildung
22 (). Die Immunfarbung zeigt sich jedoch nicht auf den Axonen der posterioren
Kommissur, sondern nur auf den Zellkérpern im Ubergang zwischen Di- und
Mesencephalon und auf der Epiphyse (e) (Abbildung 22 C). Im Overlay ist ebenfalls zu
erkennen, dass Ncamib nicht auf den Axonen exprimiert wird, da die Farbung gegen
Tag-1 grin bleibt (Abbildung 22 F).

Um zu ermitteln, ob Ncamia und Ncam1b im Bereich der Kommissur im Stadium von
36 hpf  polysialyliert  vorliegen, wurden  Morpholino-Knockdownversuche  mit
anschlieBender Immunfarbung gegen polySia kombiniert (Abbildung 22 G-1). Da Ncam1a
und Ncam1b die Haupttrager von polySia im Zebrafischembryo sind, l&sst sich durch den
Knockdown von ncamia die Expression von polySia-Ncam1b ermitteln. Nach dem
ncam1a-Knockdown zeigt sich eine polySia-Farbung auf den Zellkérpern der Neurone im
Bereich der Kommissur (Abbildung 20 H). Dies entspricht der Farbung mit dem
polyklonalen Antikérper gegen Ncamib (Abbildung 22 C). Aus diesen Ergebnissen |asst
sich schlieBen, dass Ncam1b auf den Neuronen im Bereich der Kommissur polysialyliert

vorliegt, auf den Axonen der Kommissur aber nicht exprimiert wird.
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Abbildung 22: Komplementire Expression von Ncamia und Ncamib im Bereich der

posterioren Kommissur

A-l) Dorsalansicht des Gehirns (rostral liegt oben im Bild) von Zebrafischembryonen (36 hpf) immungefarbt
gegen polySia (rot), Tag-1 (grin), Ncamia (magenta) oder Ncam1b (magenta). Es handelt sich hierbei um
Wildtyp- (A-F) bzw. Knockdown-Embryonen (G-1). A, D) Eine polySia-Expression wird sowohl auf den
Zellkérpern des Pro- und Mesencephalons, wie auch auf den Axonen der posterioren Kommissur (pK)
detektiert. Der Overlay demonstriert die Kolokalisation von Tag-1 und polySia auf den Axonen der Kommissur
in gelb. B, E) Ncam1a wird auf den Axonen der Kommissur und auf den darunterliegenden Neuronen
exprimiert. C, F) Eine Immunfarbung gegen Ncamib erscheint auf den Zellkérpern der Neurone unter der
Kommissur (siehe eckige Klammern). G) Die Expression von polySia wird durch den st8sia2-Knockdown
nahezu komplett unterdrickt. H) ncam1a-Knockdownembryonen weisen eine polySia Expression auf den
Neuronen im Bereich der Kommissur auf. Da Ncamia und Ncamib die Haupttrdger von polySia im
Zebrafischembryo sind, l&sst sich daraus schlieBen, dass polySia hier gebunden an Ncam1b vorliegt. I) Bei
den ncamib-Knockdownembryonen zeigt sich eine polySia-Ncam1a-Expression auf den Axonen der
Kommissur und auf Zellkérpern von Neuronen im Umfeld der Kommissur.

MaBstabsbalken in A) gilt fur die Bilder A)-1).
Abkirzungen: e: Epiphyse, Mo: Morpholino, pK: posteriore Kommissur, WT: Wildtyp.
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Die Immunfarbung gegen polySia nach dem Knockdown von ncam1b demonstriert die
Verteilung von polySia-Ncamia (Abbildung 22 1). Es ist ein Signal auf den Axonen der
Kommissur, nicht aber auf den darunterliegenden Neuronen zu erkennen (Abbildung 22
). Die Farbung im unteren Bildbereich zeigt Nervenzellkérper im dorsalen
Mesencephalon, die ebenfalls polySia-Ncamia exprimieren und den Bereich der
Kommissur umgeben (Abbildung 22 1).

Der Knockdown von st8sia2, der Polysialyltransferase die wahrend der Entwicklung des
Zebrafischembryos die Produktion von polySia hauptsachlich tGbernimmt (Marx et al.,
2007) fohrt dazu, dass die polySia-Expression auf den Axonen der pK und auf den
darunterliegenden Zellen im Bereich der Kommissur nahezu komplett unterdriickt wird
(Abbildung 22 G).

Durch diese Immunféarbungen konnte gezeigt werden, dass Ncamia, Ncamib und deren
Modifikation polySia komplementére Expressionsmuster im Bereich der posterioren
Kommissur besitzen.

4.3.1.2 PolySia-Ncam1a und Ncam1b besitzen unterschiedliche Funktionen in Bezug auf
die Entwicklung der posterioren Kommissur

Die unterschiedliche Verteilung von polySia-Ncamia und polySia-Ncam1b im Bereich der
Kommissur |asst eine spezifische Funktion der beiden Molekile vermuten. Zur
Untersuchung dieser These wurden Morpholino-Knockdownversuche mit anschlieBender
Immunfarbung gegen Tag-1, zur Analyse der Axone, durchgefihrt. Die Ergebnisse der
Immunfarbung gegen Tag-1 nach dem Knockdown sind in Abbildung 23 A-F gezeigt. Es

wurden drei verschiedene Phanotypen beobachtet:
1. Kommissur liegt faszikuliert vor (siehe blaues Quadrat in Abbildung 23 G),
2. Kommissur liegt aufgespalten in mehrere Biindel vor (rotes Quadrat in Abbildung
23 G),
3. Wachstumsstopp der Axone im lateralen Bereich der Kommissur (griines Quadrat
in Abbildung 23 G).
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Abbildung 23: Ncamia, Ncamib und polySia beeinflussen die Ausbildung der posterioren

Kommissur (pK)

(A-F) Dorsale Ansicht der posterioren Kommissur (rostral liegt oben im Bild) von Zebrafischembryonen (36 hpf)
immungefarbt gegen Tag-1, nach Morpholino-Injektion. MaBstabsbalken in A) gilt fir die Bilder A-F. A) Phanotyp nach
Injektion des Kontroll-Morpholinos: Axone der posterioren Kommissur liegen bei mehr als 75 % der Embryonen faszikuliert
vor. B, E) Phanotyp nach Injektion des ncam?a-Morpholinos: posteriore Kommissur ist aufgespalten in mehrere Axonbindel
bei 56,6 % der Embryonen. C, F) Phanotyp nach Injektion des ncam1b-Morpholinos: die Axone der posterioren Kommissur
stoppen ihr Wachstum in dem Bereich, indem normalerweise polySia-Ncam1b exprimiert wird. G) Statistische Auswertung
der Wachstumsmuster der posterioren Kommissur nach Morpholino-Knockdown in 3 verschiedenen Klassen: faszikuliert
(wie im Wildtyp), defaszikuliert (aufgespalten in mehrere Axonbiindel) und Wachstumsstopp (nur wenige Axone kreuzen die
Mittellinie). Die Signifikanzanalyse wurde mit dem chi*2-Test nach Brandt-Snedecor durchgefiihrt. H) Die Co-Injektion von
ncam1ia- bzw. ncam1b-mRNA in verschiedenen Konzentrationen zeigt einen ,Rescue“-Effekt. Die Signifikanzanalyse wurde
wie bei G) durchgefihrt.
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Die statistische Auswertung der Wachstumsmuster befindet sich ebenfalls in Abbildung
23 G. Nach Injektion des Kontroll-Morpholinos liegen die Axone der posterioren
Kommissur bei 75,4 % der Embryonen (36 hpf) faszikuliert (siehe Abbildung 23 A und G),
wie im Wildtyp-Embryo, vor. Der Unterschied zwischen dem Phé&notyp nach Injektion des
Kontroll-Morpholinos im Vergleich zum Phéanotyp nach ncamia-, ncamib- oder st8sia2-
Knockdown ist signifkant auf dem 0,001 Niveau (siehe Auswertung in Abbildung 23 G).
Die Signifikanzanalyse wurde nach dem chi*2-Test nach Brandt-Snedecor (p<0.001)
durchgefiihrt. Der Knockdown von ncamia fuhrt bei 56,6 % der Embryonen zu einem
defaszikulierten Wachstumsmuster der Axone (siehe Abbildung 23 B und E). Die
Kommissur wird breiter, da die Axone aufgeteilt in mehreren Blndeln vorliegen (siehe
Pfeile in Abbildung 23 B und E).

PolySia-Ncamia, das auf den Axonen der Kommissur exprimiert wird, ist vermutlich
notwendig flr ein faszikuliertes Wachstumsmuster der Axone. Der Phanotyp nach
ncamia-Knockdown ist hochsignifikant in Bezug zum Phanotyp nach Injektion des
Kontroll- oder ncam1b-Morpholinos (siehe Auswertung in Abbildung 23 G). Es besteht
aber kein signifikanter Unterschied in Bezug auf den st8sia2-Knockdown. Die Entfernung
von polySia im kompletten Zebrafischembryo fihrt zum gleichen Effekt wie der
Knockdown von polySia-Ncam1a auf den Axonen der Kommissur.

Bei 54,7 % der Embryonen zeigt sich nach ncamib-Knockdown ein Abbruch des
axonalen Wachstums im lateralen Bereich der Kommissur (siehe Pfeile in Abbildung 23 C
und F). Nur wenige Axone Uberkreuzen die Mittellinie (siehe Pfeilspitze in Abbildung 23 C
und F). Dies demonstriert, dass Ncam1b flir das Wachstum der Axone Uber die Mittellinie
notwendig ist. Der Phé&notyp nach ncamib-Knockdown ist hochsignifikant (p<0,001)
unterschiedlich gegentiber dem Phéanotyp der anderen Morpholino-Injektionen (siehe
Auswertung in Abbildung 23 G).

Zur Absicherung der Ergebnisse durch die Morpholino-Injektion und zum AusschluB eines
,off-target“-Effekts wurden ,Rescue“-Experimente durchgefihrt. Bei diesen Experimenten
wird die Ziel-mRNA in verschiedenen Konzentrationen mit dem Morpholino co-injiziert, um
eine schrittweise Abschwéachung des Phanotyps zu erkennen und um zu zeigen, dass der
Morpholino die Translation der Ziel-mRNA und nicht einer anderen RNA inhibiert. Die
Auswertung der ,Rescue“-Experimente wird in Abbildung 23 H gezeigt. Damit der
Morpholino nicht an die co-injizierte RNA bindet wurden Mutationen in die Bindungsstelle
eingefuhrt. Bei der ncamia-mRNA war dies nicht notwendig, da der Morpholino in der
5°'UTR bindet.

Die Co-Injektion des ncamia-Morpholinos mit 0,1 ng/nl ncamia-mRNA zeigt keine
signifikante Anderung des Phanotyps im Vergleich zur alleinigen Injektion des ncam1a-
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Morpholinos. Der Anteil an Zebrafischembryonen mit defaszikulierter posteriorer
Kommissur liegt noch bei 57,7 % (siehe Abbildung 23 H). Erst mit einer Konzentration von
0,2 ng/nl ncamia-RNA zeigt sich eine signifikante Veranderung der Verteilung der
Phanotypen und der Anteil an Embryonen mit faszikulierter Kommissur steigt auf 72,1 %
(Abbildung 23 H).

Bei der Co-Injektion von 0,1 ng/nl ncami1b-RNA mit dem ncam1b-Morpholino zeigt sich
eine signifikante Veranderung der Phanotypen auf dem 0,01 % Niveau. Der Anteil an
Embryonen mit faszikulierter posteriorer Kommissur steigt auf 52,9 % (Abbildung 23 H).
Durch die Erhéhung des Anteils an ncam1b-RNA in der Injektionslésung auf 0,2 ng/nl,
steigt der Anteil weiter auf 73,7 % (Abbildung 23 H). Diese Veranderung ist signifikant auf
dem 0,001 % Niveau im Vergleich zur ncam1b-Morpholinoinjektion ohne RNA. Die Co-
Injektion von ncamia- bzw. ncami1b- mRNA ,rettet® also den durch die Morpholino-
Injektion hervorgerufenen Phanotyp. Es handelt sich daher nicht um einen unspezifischen
Effekt der Morpholinos.

Im Rahmen dieser Studie wurde nicht nur die Funktion von Ncamia und Ncamib im
Bereich der posterioren Kommissur untersucht, sondern auch deren Funktion beziglich
der Ausbildung der Motoraxone im peripheren Nervensystem.

4.3.2 PolySia-Ncam1b beeinflusst das Wachstum der Motoraxone

Im Zebrafisch gibt es 3 verschiedene Typen (CaP, MiP, RoP) primarer Motoneurone im
Rackenmark (Myers et al., 1986). Die Motoneurone projizieren in unterschiedliche
Regionen der sie umgebenden Muskulatur. Die ersten Motoraxone erscheinen im
Stadium von etwa 18-20 hpf (Myers et al., 1986). Die sekundaren Motoneurone folgen
den primaren Motoneuronen etwa 5-6 Stunden spater (Myers et al., 1986). Mittels
Immunfarbungen konnte gezeigt werden, dass nur die sekundaren Motoneurone im
Zebrafischembryo ab 30 hpf polySia tragen (Marx, 1999). Die Immunfarbungen in der
vorliegenden Studie haben gezeigt, dass Ncamia und Ncam1b auf den nach ventral
projizierenden Motoraxonen im Zebrafischembryo im Alter von 36 hpf exprimiert werden
(Abbildung 12 G und H). Vermutlich handelt es sich hierbei um sekundéare Motoneurone,
da in der Immunférbung im Alter von 24 hpf keine spinalen Axone gefarbt werden
(Abbildung 11). Durch die Kombination von Immunféarbungen mit Morpholino-
Knockdownversuchen wurde ermittelt, dass Ncamib auf den Motoraxonen der
Haupttrager von polySia ist (Abbildung 18). Zur Untersuchung der Funktion von Ncamia
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und Ncamib bezlglich der Ausbildung der Motoraxone wurden ebenfalls
Knockdownversuche mit anschlieBender Immunfarbung der Axone gegen Tag-1
(-fransient axonal glycoprotein®) durchgefihrt. Die statistische Auswertung dieser
Versuche wird in Abbildung 24 gezeigt.

100%

80%

60%

40%

verandert

20%

0%
Kontroll Mo ncamia Mo ncam1b Mo ncamia+ncamib

n=117 n=134 n=132 Mo

n=81

Abbildung 24: Verandertes Wachstumsmuster der spinalen Motoraxone nach ncam1b-
Knockdown

In diesem Diagramm wird die statistische Verteilung der verschiedenen Motoraxon-Phanotypen in %
aufgezeigt. In blauen Balkenabschnitten werden die Embryonen mit leicht gebogenem Verlauf der
Axone erfasst. In rot dargestellt werden die Embryonen mit Axonen, die leichte UnregelméaBigkeiten
aufweisen und in griin zeigen sich die Embryonen mit deutlich auffallig veranderten Axonen. Die
Embryonen, die mit dem Kontroll-Morpholino injiziert wurden, weisen in 25,2 % leicht verénderte
Axonverlaufe auf. Der Anteil an Embryonen mit veranderten Axonverlaufen ist gréBer in den ncam1a-
Knockdownembryonen (64,5 %) und starke Verdnderungen zeigen 7,2 % dieser Embryonen. Die
ncami1b-Knockdownembryonen besitzen in 59,5 % der Félle stark veranderte Axone. Nur 7,6 % der
ncamib-Embryonen zeigen einen unveranderten Verlauf der Motoraxone. Nach dem Doppel-
Knockdown von ncamia und ncamib besitzen 47,4 % der Embryonen starke und 43,1 % leichte
Veranderungen beziglich der Axonverlaufe.

Die Fehlerbalken zeigen die Auswertung der Standardfehler.
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Es wurde zwischen drei Phanotypen unterschieden:
1. Axone beschreiben einen leichten Bogen (siehe in Abbildung 24: ,normal’),
2. Axone weisen leichte UnregelméaBigkeiten im Verlauf auf (siehe Abbildung 24:
Lverandert”) oder
3. Axone zeigen starke Veranderungen (siehe Abbildung 24 ,stark verandert”).

In Wildtyp-Embryonen (36 hpf) beschreiben die Motoraxone einen leichten Bogen nach
caudal. Der Bogen verlauft ohne UnregelméaBigkeiten. Den gleichen Phanotyp besitzen
74,8 % der Zebrafischembryonen nach Kontroll-Morpholinoinjektion. Bei 25,2 % der
Embryonen sind leichte UnregelméaBigkeiten im Bogenverlauf zu erkennen (siehe
Abbildung 24: ,verandert’). Nach dem Knockdown von ncamia sinkt der Anteil an
Zebrafischembryonen mit ,normalem® Verlauf der Motoraxone auf 28,3 % und der Anteil
an Embryonen mit leichten UnregelmaBigkeiten steigt auf 64,5 %. Ein kleiner Anteil an
Embryonen (7,2 %) zeigt sogar stark veranderte Motoraxone. Durch den Knockdown von
ncami1b wird das Wachstumsmuster bei 92,4 % der Embryonen verandert. 32,9 % der
Embryonen zeigen eine leichte und 59,5% eine starke Verdnderung des
Wachstumsmusters der Motoraxone. Durch den Doppelknockdown von ncamia und
ncam1b wird der Phanotyp nicht verstarkt. Die prozentuale Verteilung der verschiedenen
Phanotypen ist &hnlich, wie bei den ncamib-Knockdownembryonen. 43,1 % der
Doppelknockdown-Embryonen besitzen leichte UnregelmaBigkeiten im Wachstumsmuster
der Motoraxone und 47,4 % zeigen eine deutliche Veranderung. Der chi*2-Signifikanz-
Test nach Brandt und Snedecor hat ergeben, dass die Veranderungen nach ncamia-,
ncam1b- bzw. Doppel-Knockdown hoch signifikant unterschiedlich (p<0,001) in Bezug auf
die Veranderungen in den Kontroll-Embryonen sind. Kein signifikanter Unterschied
besteht zwischen den ncam1b- und den Doppel-Knockdownembryonen.

Um den Phénotyp der verdnderten Motoraxonausbildung in den ncamib-
Knockdownembryonen zu verdeutlichen, wurden weitere Aufnahmen der Motoraxone hier
eingefligt (Abbildung 25). Die Motoraxone nach ncami1b-Knockdown weisen
unterschiedliche Veradnderungen der Motoraxone auf. Es kommt haufig zu einem
zickzackartigen Verlauf der Axone (siehe Pfeile in Abbildung 25 A und C), zu aberranten
Verzweigungen (rote Pfeile in Abbildung 25 A und C) oder zu Aufspaltungen der
Axonbtindel (siehe Pfeilspitzen in Abbildung 25 B und C).

Der Phanotyp nach ncam1b-Knockdown ist starker ausgepragt als nach dem Knockdown
von ncamia, moglicherweise weil Ncam1b auf den Motoraxonen starker als Ncamia
exprimiert wird.
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ncamib Mo _20tm B ncam1b Mo ncam1b Mo

Abbildung 25: Verdanderungen an den Motoraxonen nach ncami1b-Knockdown

Laterale Ansicht eines Abschnittes im Zebrafischschwanz; rostral befindet sich links im Bild (20er Objektiv,
2x Zoom). Die ZF-Embryonen wurden mit dem ncam1b-Morpholino injiziert und im Stadium von 36 hpf
fixiert und immungefarbt gegen Tag-1 (,transient axonal glycoprotein®). A-C) Die Axone nach ncamib-
Knockdown weisen unterschiedliche Auffalligkeiten auf:

1. Zickzackartiger Motoraxonverlauf (siehe Pfeile in A und C).

2. Aufspaltung der Axonbindel (siehe Pfeilspitzen in B und C) und

3. Ungewohnliche Verzweigungen (siehe rote Pfeile in A und C).

MaBstabsbalken in A gilt fir die Bilder A-C.
Abklrzung: Mo: Morpholino

In den Knockdownembryonen treten noch weitere Veradnderungen im peripheren
Nervensystem auf. Um die Daten zu vervollstindigen wurden die folgenden
Beobachtungen in die vorliegende Arbeit integriert. Sie konnten jedoch nicht mehr
komplett statistisch ausgewertet werden.

4.3.3 Ganglion des posterioren Seitenliniennervs und Nervus vagus in den
ncamib-Knockdownembryonen verandert

Aufgrund des unterschiedlichen Expressionsmusters von Ncam1a und Ncam1b auf dem
posterioren Seitenliniennerv, inklusive dessen Ganglion (Abbildungen 13 und 14), wurde
dieser Bereich gesondert in den Knockdownembryonen analysiert. Fir diesen Versuch
wurden Zebrafischembryonen im 1-2-Zellstadium mit Morpholinos injiziert und im Stadium
von 36 hpf gegen polySia (rot) und Tag-1(grin) immungefarbt. Die Ausbildung des
Ganglions in den Knockdownembryonen wurde mit dem Phé&notyp in den Embryonen
verglichen, die mit dem Kontroll Morpholino injiziert wurden (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Ganglion des posterioren Seitenliniennervs und N. vagus in den ncam1b-

Knockdownembryonen veréndert

A-C) Laterale Ansicht des Ganglions (g) des posterioren Seitenliniennervs (pSIn) in Zebrafischembryonen
(36 hpf) nach Morpholino-Injektion und Immunfarbung gegen polySia (rot) und Tag-1 (grin).
Totalprojektionen aus Z-Stack-Aufnahmen am LSM 510. A) ZF-Embryo nach Injektion des Kontroll-
Morpholinos zeigt die Ausbildung des Ganglions (g) und des Nervus vagus wie im Wildtyp-Embryo. B) Nach
ncam1a-Knockdown zeigen sich keine signifikanten Unterschiede bezliglich der Ausbildung des Ganglions
und des N.vagus. C) Die Gr6Be des Ganglions des posterioren Seitenliniennervs ist reduziert und der N.
vagus ist haufig aufgespalten in mehrere Axonbiindel in den ncam1b-Knockdownembryonen. D) Statistische
Auswertung der Veranderungen bezlglich der Ausbildung des Ganglions in den Knockdownembryonen.
Signifikanter Unterschied (p<0,001; zweiseitiger T-Test) zwischen Kontroll-Embryonen (n= 114) und
ncam1b-Knockdownembryonen (n= 142). Kein signifikanter Unterschied zwischen Kontroll-Embryonen und
ncam1ia-Knockdownembryonen (n= 103). E) Statistische Auswertung (zweiseitiger T-Test) der
Veranderungen am N.vagus. Signifikanter Unterschied (p<0,01) zwischen den Kontroll-Embryonen (n=69)
und den ncamib-Knockdownembryonen (n=100). Kein signifikanter Unterschied zwischen den Kontroll-
Embryonen und den ncam1a-Knockdownembryonen (n=75).

MaBstabsbalken in A gilt fir die Abbildungen A-C.
Abkirzungen: g: Ganglion, Mo: Morpholino, n: Nervus, ov: otischer Vesikel, pSin: posteriorer

Seitenliniennerv.

Die Embryonen, die mit dem Kontroll-Morpholino (Mo) injiziert wurden (n=114), zeigen
eine Ansammlung von Nervenzellkérpern auf H6he des Nervus vagus, die in Verbindung
mit dem Seitenliniennerv stehen (Abbildung 26 A). Bei diesen Nervenzellkérpern handelt
es sich um das Ganglion (g) des posterioren Seitenliniennervs (pSin).

Die ncam1ia-Knockdownembryonen (n=103) weisen eine leichte Verkleinerung des
Ganglions auf (Abbildung 26 B). Die Veranderungen sind jedoch nicht signifikant im
Vergleich mit den Kontroll-Embryonen (Auswertung in Abbildung 26 D). Die Embryonen
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nach ncam1b-Knockdown (n=142) besitzen ein deutlich verkleinertes Ganglion (Abbildung
26 C). Die Anzahl der Zellkérper innerhalb des Ganglions ist stark reduziert und dessen
Gesamtform ist verandert. Der Phéanotyp in den ncam1b-Knockdownembryonen ist
hochsignifikant (p<0,001) unterschiedlich im Vergleich mit den Kontroll-Embryonen
(Auswertung in Abbildung 26 D). Die statistische Auswertung wurde mit einem
zweiseitigen T-Test durchgefuhrt.

Im Bereich des Ganglions befindet sich im Zebrafischembryo auch der Nervus vagus, der
zu den Cranialnerven gehdért. Auch hier konnte eine Veradnderung in den ncamib-
Knockdownembryonen detektiert werden. Die Faszikulierung der Axone des N. vagus ist
reduziert nach Injektion eines Morpholinos gegen ncam1b (Abbildung 26 C). Es zeigt sich
ein signifikanter Unterschied (p<0,01) in den ncam1b-Knockdownembryonen (n=100). Die
ncam1a-Knockdownembryonen (n=75) weisen ebenfalls zum Teil eine Aufspaltung des
Nervus vagus auf. Der Phanotyp ist aber im Vergleich mit den Kontroll-Embryonen (n=69)
nicht signifikant (Auswertung in Abbildung 26 E). Da Ncamia und Ncam1b ebenfalls auf
den Cranialnerven V, VIl und IX exprimiert werden (Abbildung 12 C, D), stellt sich
natirlich die Frage, ob es auch hier zu einer Aufspaltung der Axonblindel wie beim
Cranialnerv. X (Nervus vagus) kommt. Um dies zu untersuchen wurden

Knockdownembryonen gegen polySia

A VI ), @ {X, immungefarbt, da man mit dieser
- P 7
Abbildung 27: Defaszikulierung der
Auge Cranialnerven V und VIl in den
Knockdownembryonen
Kontrou MO A-C) Laterale Ansicht von Morpholino-injizierten

Zebrafischembryonen (36 hpf) immungefarbt
gegen polySia (rot). Die Cranialnerven V.-X.
befinden sich posterior vom Auge und anterior
bzw. posterior vom otischen Vesikel (ov). A)
Embryonen, die mit dem Kontroll-Morpholino
injiziert wurden, zeigen eine polySia-Expression
auf den Cranialnerven V, VII, IX und X. Die Axone
dieser Nerven liegen faszikuliert vor. B) Nach
ncam1a-Knockdown zeigen sich leichte
Veranderungen an den Cranialnerven V und VII
(Pfeilspitzen). C) In den ncam1b-
Knockdownembryonen sind die Axone der
Cranialnerven deutlich in mehrere Bindel
aufgespalten (Pfeilspitzen in C).

Der MaBstabsbalken in B gilt fiir die Abbildung B
und C.

Abklrzungen: Mo: Morpholino, ov: otischer
Vesikel.

ncam1b Mo
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Immunfarbung gleichzeitig den Knockdown verfolgen kann, wie auch den Verlauf der
Axone sieht (siehe Abbildung 27). Die Embryonen, die mit einem Kontroll-Morpholino
injiziert wurden weisen eine polySia-Expression auf den Cranialnerven V, VII, IX und X
auf. Die Axone liegen faszikuliert vor (siehe Pfeile in Abbildung 27 A). Nach dem
Knockdown von ncamia zeigen sich leichte Aufspaltungen in den Axonbdndeln der
Cranialnerven (siehe Pfeilspitzen in Abbildung 27 B). In den ncamib-
Knockdownembryonen ist das defaszikulierte Wachstumsmuster ausgepragter als nach
ncam1ia-Knockdown. Die Aufspaltungen der Axonbindel sind langer und deutlicher
(Pfeilspitzen in Abbildung 27 C). Eine statistische Auswertung der Phanotypen wurde hier
nicht durchgefiihrt, da dies bereits fir den N.vagus erfolgt ist.

4.3.4 Verandertes Bewegungsmuster nach scarm76-Knockdown

Um den Einfluss von Ncamia bzw. Ncamib auf die Motorik der ZF-Embryonen zu
studieren, wurden Knockdown-Embryonen Uber mehrere Tage bei 28,5 °C in E3-Medium
gehalten. Die Knockdown-Embryonen schllipfen spéater als die Kontroll-Embryonen. Im
Alter von 72 hpf sind 28,6 % der ncamia- (n=105) und 41 % der ncamib- (n=99)
Knockdownembryonen noch nicht geschliipft. Im Vergleich dazu sind 98 % der Kontroll-
Morpholino-Embryonen (n=78) nach 72 Stunden und 100 % der WT-Embryonen (n=148)
nach 48 Stunden geschliipft. Mdglicherweise ist das Schlipfen der Embryonen aus dem
Chorion aufgrund eingeschrankter Beweglichkeit reduziert. Dass auch die Embryonen, die
mit dem Kontroll-Morpholino injiziert wurden eine Verzégerung aufweisen zeigt, dass
durch die Injektion die Entwicklung der Embryonen verlangsamt ist.

Desweiteren wurde das Schwimmverhalten der Knockdown-Embryonen im Stadium von
72 hpf getestet. Die Embryonen wurden mit einer Pinzette berthrt, um eine Fluchtreaktion
auszulésen. Ein Teil der ncamib-Knockdownembryonen zeigt ein kreisférmiges
Schwimmmuster (siehe Abbildung 28 A-1). Nach der Berlihrung schwimmen sie nicht so
schnell wie mdglich, geradlinig davon, sondern in Form eines Kreises. Dieses
Bewegungsmuster ist unterschiedlich ausgepragt und variiert von bogen- bis kreisférmig.
Es wurden auch Embryonen beobachtet, die gar nicht davonschwammen, sondern nur die
Brustflossen bewegten. Diese Phéanotypen wurden in den durchgeflhrten
Langzeitversuchen nie bei ncamia-Knockdownembryonen oder Kontroll-Embryonen
beobachtet. Eine statistische Auswertung der Verteilung der verschiedenen Phénotypen,
wird Teil zukUnftiger Projekte sein.
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Abbildung 28:
Bogenférmiges

Schwimmverhalten

ncamib Mo der ncamib-
Knockdown-
Embryonen
A-l) Digitale Aufnahmen
eines im Kreis
schwimmenden
Zebrafischembryos
(72 hpf) in einer

Petrischale mit E3-
Medium. Die Bilder
wurden im Abstand von
1/500 sec.
aufgenommen. Die roten
Pfeile zeigen die jeweils
vorausgegangene

Schwimmbewegung auf.

Mdglicherweise ist das veranderte Schwimmverhalten auf eine Verdnderung des

Seitenlinienorgans zurtickzufiihren, da hier Ncamia und Ncam1b ein unterschiedliches
Expressionsmuster aufweisen (siehe Abbildung 13 und 14). Um dies zu untersuchen
wurden die ncam1b-Knockdownembryonen, die bogenférmig schwimmen im Stadium von
72 hpf fixiert und immungefarbt gegen Tag-1 (Abbildung 29). Die Embryonen, die mit dem
Kontroll-Morpholino injiziert wurden, weisen ein eiférmiges Ganglion (g) auf (Abbildung 29
A). Es zeigt sich ein deutlicher Unterschied bezlglich der Ausbildung des
Seitenliniennerv-Ganglions in den ncamib-Knockdownembryonen. Die GréBe des
Ganglions ist zum Teil so stark reduziert, dass es in den Bild-Projektionen nicht mehr
erkennbar ist (Abbildung 29 B-C). Der Bereich in dem das Ganglion normalerweise liegt
wurde nochmals vergréBert und ist jeweils unten rechts im Bild eingefligt.

Um eine Erklarung fur das kreisféormige Schwimmverhalten der ncamib-
Knockdownembryonen zu bekommen wurden die Ganglien auf beiden Seiten eines ZF-
Embryos miteinander verglichen. In Abbildung 29 D und D’ sind die beiden Ganglien
eines ncam1b-Knockdownembryos zu sehen. Auf der einen Seite besteht das Ganglion
aus 2-3 Zellkérpern (D) wahrend es auf der anderen Seite (D") deutlich gréBer ausfallt.
Der ncam1b-Knockdownembryo in Abbildung 29 E und E” zeigt ein ahnliches Bild.
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Abbildung 29: Einseitig stark reduziertes Ganglion fithrt 2zu verédndertem

Schwimmverhalten nach ncam1b-Knockdown

A-C) Ubersichtsaufnahmen von lateral, (ber den Bereich caudal vom otischen Vesikel. Die
Zebrafischembryonen wurden mit Morpholinos injiziert und gegen Tag-1 immungefarbt. D-E’) Laterale
Ansicht des Ganglions des posterioren Seitenliniennervs jeweils auf beiden Seiten eines Embryos.

A) In den Embryonen, die mit dem Kontroll Morpholino injiziert wurden, liegt das Ganglion (g) des
posterioren Seitenliniennervs caudal vom Nervus vagus als eiférmige Struktur vor. B, C) In ncam1b-
Knockdownembryonen kommt es zu einer starken Reduktion des Ganglions. Um den Bereich des
Ganglions besser zu erkennen, wurde dieser Bereich vergréBert, siehe kleine Abbildungen jeweils unten
rechts im Bild. D, D’) Die Aufnahmen der Ganglien auf beiden Seiten eines ncam1b-Knockdownembryos
zeigen, dass auf einer Seite das Ganglion bis auf 1-3 Zellkérper reduziert ist (D) wahrend auf der anderen
Seite eine Ansammlung von Nervenzellkérpern (auch unterhalb des N.vagus) vorhanden ist (D). E, E’)
Der hier gezeigte ncam1b-Knockdownembryo besitzt auf einer Seite kein erkennbares Ganglion (E) und
auf der anderen Seite besteht das Ganglion aus kettenférmig aufgereihten Zellkérpern (E’).

MaBstabsbalken in A) gilt fir die Abbildungen A-C) und der MaBstabsbalken in D gilt fiir die Abbildungen
D- E".

Abklrrzungen: g: Ganglion, N.: Nervus, Mo: Morpholino, Sin: Seitenliniennerv.

Auf einer Seite ist das Ganglion so stark reduziert, dass es nicht mehr erkennbar ist (E)
und auf der anderen Seite besteht das Ganglion aus kettenférmig aufgereihten
Zellkérpern (E’). Diese Ergebnisse zeigen, dass ein funktioneller Zusammenhang
zwischen der Ausbildung des Ganglions und dem Schwimmverhalten besteht.

Ncamib wird nicht nur auf dem Ganglion des posterioren Seitenliniennervs exprimiert,
sondern auch auf dem Neuromasten-Primordium (siehe Abbildung 14). Daher besteht die
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Mdoglichkeit, dass auch die Ausbildung der Neuromasten in den Knockdownembryonen
gestort ist. Mit Hilfe der vorliegenden Immunfarbungen kénnen diese jedoch nicht
detektiert werden.

Im Vergleich mit den Kontroll-Embryonen zeigen die ncam1b-Knockdownembryonen auch
eine Verbreiterung des Nervus vagus (Abbildung 29 B und C). Vermutlich kommt es in
Folge der Aufspaltung des N.vagus in mehrere Axonbindel (siehe Abbildung 26 C) zu
dieser Verbreiterung.

4.3.5 Reduzierte Stabilitat der Knockdown-Embryonen

Nach dem Knockdown von ncamia oder ncamib kommt es nicht nur zu einer
Veranderung bezlglich der Axonausbildung, sondern auch zu einer Reduktion der
LStabilitat” der Zebrafischembryonen. Dies fallt insbesondere beim Einbetten der
Embryonen in die zahflissige Lésung Mowiol auf. Bei den Wildtyp- oder Kontroll-
Embryonen bleibt der Kopf als dreidimensionale Struktur beim Einbetten erhalten,
wahrend er bei den Knockdownembryonen weich ist und in sich zusammensinkt. Im
Schwanzbereich féllt die Instabilitdt insbesondere bei den ncam1b-Knockdownembryonen
auf. Bei Ihnen wird der Schwanz h&ufig beim Einbetten verdreht, wahrend er bei den
Wildtyp- oder Kontroll-Embryonen (36 hpf) starr, wie ein Stab, lateral liegen bleibt. Um
einen kleinen Einblick in den vorhandenen Phanotyp zu geben wurden Aufnahmen von
lateral auf  den Schwanz  von morpholino-injizierten, immungeféarbten
Zebrafischembryonen (36 hpf) gemacht. Die Immunfarbung wurde gegen polySia (rot)
und Tag-1 (grtn) durchgefiihrt, um den Knockdown anhand der polySia-Expression zu
verfolgen und in Kombination dazu die Lage der Motoraxone zu detektieren.

Die Zebrafischembryonen, die mit dem Kontroll-Morpholino injiziert wurden, weisen eine
polySia-Expression auf allen Zellen im Rickenmark und auf den Motoraxonen auf
(Abbildung 30 A), wobei sich die Immunférbung der Motoraxone gegen Tag-1 (griin) mit
der polySia-Farbung (rot) Uberlagert. Die Motoraxone ziehen in einem leichten Bogen
nach caudal.
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Abbildung 30: Reduzierte ,,Stabilitat“ entlang des Riickenmarks nach ncam1b-Knockdown

A-C) Laterale Ansicht eines Schwanzabschnitts von Morpholino-injizierten-Zebrafischembryonen (36 hpf)
immungefarbt gegen polySia (rot) und Tag-1 (grtin). A) Embryonen, die mit dem Kontroll-Morpholino injiziert
wurden zeigen eine wildtypartige Immunférbung und eine normale Lage der Motoraxone. B) Ncamia-
Knockdownembryo weist keine Immunfarbung gegen polySia auf den Floorplate-Zellen auf und es zeigen
sich leichte UnregelmaBigkeiten in der Lage der Motoraxone. C) Nach dem ncam1b-Knockdown ist eine
deutliche Veradnderung der Lage des Schwanzes zu erkennen. Die Axone liegen wellenartig im
Schwanzbereich und verschwinden teilweise im Gewebe.

MaBstabsbalken in A gilt fir die Bilder A-C. Abkirzung: fp: Floorplate, Mo: Morpholino.

Nach Injektion des ncamia-Morpholinos fehlt die polySia-Expression auf den
Floorplate(fp)-Zellen im ventralen Teil des Rickenmarks und auf den Motoraxonen ist die
Expression reduziert (Abbildung 30 B). Dadurch tritt die Immunfarbung der Motoraxone
gegen Tag-1 in einem hellen Grin deutlicher, als in Abbildung 30 A, hervor. Desweiteren
wird die Lage der Axone in der Immunfarbung gegen Tag-1 deutlich. Nach dem ncam1a-
Knockdown zeigen sich leichte UnregelmaBigkeiten bei den Axonen, aber der Schwanz
liegt &hnlich wie im Kontroll-Embryo in Abbildung 30 A. Die Stabilitdt ist nur leicht
reduziert, moglicherweise aufgrund der fehlenden ncam1a-Expression auf den Floorplate-
Zellen (siehe Abbildung 30 B). In den ncam1b-Knockdown-Embryonen, dagegen zeigt
sich eine starke Veranderung im Zebrafischschwanz (siehe Abbildung 30 C). Der Verlauf
der Motoraxone ist unregelmaBig, wellenférmig und zum Teil nicht komplett erkennbar.
Sie scheinen manchmal ins Gewebe ,einzutauchen®. Mdglicherweise ist die Expression
von ncami1b auf den Zellen im Rickenmark notwendig, um den Embryo in diesem
Bereich zu stabilisieren.

Die Funktion von Ncam2 im Zebrafisch wurde nicht in der vorliegenden Arbeit untersucht,
da dies bereits von einer anderen Arbeitgruppe analysiert wird (Miyasaka et al., 2009).
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4.4 Funktion der CPE-Sequenzen in der 3'UTR von mRNA im
Zebrafischembryo

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte nicht nur die Funktion der Vertreter der NCAM-
Familie im  Zebrafischembryo untersucht werden, sondern auch deren
Expressionsregulation. Im Nervensystem des Zebrafischembryos bestehen verschiedene
Polysialylierungsmuster. Die meisten Neurone tragen polySia nur auf dem Zellkérper und
nicht auf ihrem Axon. Ausnahmen dazu sind die posteriore Kommissur, die Cranialnerven
V, VII, IX und X und die Motoraxone im Schwanz (Marx et al., 2001). Unklar ist bisher, wie
dieses Expressionsmuster reguliert wird. Einen méglichen Erklarungsansatz hierfur liefert
die Existenz von sogenannten CPE-Sequenzen in der 3'UTR von ncam1ia, ncamib und
der Polysialyltransferase st8sia2 (Marx, 2002, Dietzsch, 2008). Im Huhn wurde bereits
2002 gezeigt, dass die mRNA des EphA2-Rezeptors Uber die CPE-Sequenz ins Axon
transportiert wird, um dort lokal translatiert zu werden (Brittis et al., 2002). Méglicherweise
wird auch im Zebrafisch die mRNA von ncam1a, ncam1b und st8sia2 in manche Axone
Uber das CPE transportiert, wahrend sie in anderen Neuronen ausschlieBlich im
Zellkdrper translatiert wird.

Die Funktion der CPE-Sequenzen wird in dieser Studie mit Hilfe von Reporterkonstrukten
aus dem Tol2kit untersucht werden. Der Tol2kit wurde entwickelt, um transgene
Zebrafischembryonen mit einer hohen Erfolgsrate herzustellen (Kwan et al., 2007). Die
Vektoren enthalten Transposon-Elemente, die fur die Integration der DNA ins
Zebrafischgenom wichtig sind (Kwan et al., 2007). Die Reporterkonstrukte bestehen aus 3
Komponenten: dem 5 Element mit dem Promotor, dem Reportergen in der Mitte und dem
3’Element. In den 5"Bereich wurde der Hb9-Promotor kloniert, damit das Konstrukt in den
Motoneuronen exprimiert wird (Nakano et al., 2005), dem natlrlichen Expressionsort von
ncamia, ncamib und st8sia2 (Mizuno et al., 2001, Marx et al., 2007). Die
Reporterproteine wurden nach ihrem Expressionsort ausgewahlt und im 3’Bereich des
Expressionsvektors wurde die 3'UTR mit oder ohne CPE-Sequenzen eingesetzt.
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4.4.1 Die CPE-Sequenz der 3'UTR von s/8s/22ZmRNA verhindert die Expression

des Reporterkonstrukts

Fir die Funktionsanalyse der CPE-Sequenz der st8sia2-mRNA wurde ein spezifisches
Reportergen eingesetzt. Eine Kombination aus egfp (,enhanced green fluorescent
protein“) und der Golgi-Lokalisationssequenz der Polysialyltransferase st8sia2 wurde
kloniert. Dadurch soll das Reporter-Protein, wie das Enzym St8Sia2, in der Golgi-
Membran exprimiert werden. Im 3"Vektor wurde die komplette 3"UTR der st8sia2-mRNA,

einmal mit und einmal
CPE-Sequenz
eingesetzt.

ohne

Zebrafischembryonen
1-2
Zellstadium mit den

wurden im

Reporterkonstrukten
[Hb9]-{st8sia2-egfo]- [Hb9]-{st8sia2-egfp]- injiziet  und  im
[st8sia2 3'UTR] [st8sia2 3'UTR ohne CPE] .
Stadium von 36 hpf
fixiert und gegen
polySia
immungefarbt. Die
Farbung erleichtert
die Lokalisation des
RlUckenmarks und
20 pym damit der Zellkdrper
[HDb9]-[st8sia2-egfp]- [HbO]-[st8siaz2-egfp]- der Motoneurone.
[st8sia2 3'UTR ohne CPE] [st8sia2 3'UTR ohne CPE] L
Nach der Injektion
: . . des
Abbildung 31: CPE-Sequenz der si8sia2-mRNA blockiert
. Reporterkonstrukts
Translation
A-D) Laterale Ansichten eines Schwanzabschnitts von transfizierten [Hb9-Promotor]-

Zebrafischembryonen (36 hpf) die gegen polySia immungefarbt wurden. A)
Embryonen, die mit dem Reporterkonstrukt [Hb9-Promotor]-[st8sia2-egfp]-
[st8sia2 3°UTR] injiziert wurden zeigen keine grine Fluoreszenz. B)
Embryonen, die mit dem Reporterkonstrukt [Hb9-Promotor]-[st8sia2-egfp]-
[st8siaz 3'UTR ohne CPE] injiziert wurden zeigen eine st8sia2-egfp-
Expression in manchen Motoraxonen. C,D) st8sia2-egfp-Expression im Golgi-
Apparat der Motoraxone sichtbar im Zellkérper (siehe Pfeil) und entlang des
Axons (siehe Pfeilspitze).

Der MaBstabsbalken in A gilt fir A+B und der MaBstabsbalken in C gilt flr
C+D.

[st8siaz-egfp)-[st8sia2
3'UTR] konnte keine

st8sia2-egfp-
Expression in den ZF-
Embryonen festgestellt
werden (Abbildung 31

A). In einer lateralen
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Ansicht eines Abschnitts im Zebrafischschwanz zeigt sich nur die Immunfarbung gegen
polySia auf den Zellen des Riickenmarks und auf den Motoraxonen. Anscheinend wird die
Expression des Reporterproteins St8Sia2-EGFP durch das Anhangen der 3'UTR der
st8sia2-mRNA blockiert.

Nach Injektion des Reporterkonstrukts [Hb9-Promotor]-[st8sia2-egfp)-[st8sia2 3'UTR ohne
CPE] zeigt sich eine st8sia2-egfp-Expression. Grlnleuchtende Zellkérper innerhalb des
mit dem polySia-Antikdrper immungefarbten Rickenmarks sind zunéchst zu erkennen
(Abbildung 31 B). Da der Hb9-Promotor flir das Reporterkonstrukt verwendet wurde, kann
man davon ausgehen, dass es sich um den Zellkérper von Motoneuronen handelt. Um
eine genauere Lokalisation der st8sia2-egfp-Expression zu ermitteln wurden weitere
Embryonen mit einer hoéheren VergréBerung (C-Apochromat 40x/1.2 W Korr)
aufgenommen. Die Aufnahmen zeigen eine st8sia2-egfp-Expression in einem Teil des
Zellkérpers, wobei es sich mdglicherweise um den Golgi-Apparat handelt (siehe Pfeil in
Abbildung 31 C und D). Desweiteren ist eine Fluoreszenz in kleinen Strukturen, die in
Reihen hintereinander zu liegen scheinen, zu erkennen (siehe Pfeilspitzen in Abbildung
31 C und D). Vermutlich wurde St8Sia2-EGFP ebenfalls in Membrankompartimente des
Golgi-Apparates innerhalb des Axons eingebaut.

4.4.2 Funktion der CPEs in der 3'UTR von s7cam7aund r7cam76?

Zur Funktionsanalyse der CPE-Motive in der ncamia- bzw. ncam1b-mRNA wurden in
friiheren Untersuchungen Morpholinos gegen die CPE-Elemente injiziert (Dietzsch, 2008).
Die Zebrafischembryonen zeigten keine Auffalligkeiten bezlglich des Wachstumsmusters
der Motoraxone oder bezlglich der polySia-Expression (Dietzsch, 2008). Um eine
mdogliche Erklarung fur die fehlende Reaktion auf die CPE-Morpholinos zu finden, wurden
die 3'UTR-Sequenzen von mir nochmals genauer analysiert. Im Folgenden sind die
3’'UTR-Sequenzen der ncamia- und ncamib-mRNA gezeigt (Dietzsch, 2008). Die
unterstrichenen Sequenzen zeigen die Bindungsstelle der CPE-Morpholinos und die CPE-
Motive sind rot markiert. CPE-&hnliche Sequenzen werden in grin gezeigt. Fir eine
funktionsfahige CPE-abhangige Regulation der Translation in Xenopus Oocyten ist neben
der CPE-Sequenz auch eine sogenannte Hexanukleotid-Sequenz (AUUAAA bzw.
AAUAAA) notwendig (Kim und Richter, 2006, Richter, 2007). Deshalb wurde in der
folgenden 3°"UTR der ncamia- und ncam1b-mRNA auch die Hexanukleotid-Sequenz in
orange markiert. Da die vorliegende Sequenz aus der Dissertation von M. Dietzsch, 2008
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Ubernommen wurde, ist hier, obwohl es sich um mRNA handelt die Base Uracil (U) durch
Thymidin (T) ersetzt.

Ncam1a-3’'UTR:

TGGGAAATCAGCACGACAGTCGCAGACAGACAGCACCACACCACCACCACTTCTCAGATACAAGGCTTTCAGTAACTGTGTCTTCTTTGA
GTTTCGCAGAACAAAACACATCTGTAGATGTATAGAGCACCTAAAGAGCTCGCACACTTGCCTTTGATTTTGTACTTTTCATTTGTTATC
ACTATTGAAATGTCGTTTCTTTCAAAAAACGCAAGAAGGAAAGATTCTTCACCTCTAGCACAGTCTCCTTGACCTCTGTGAGTAAGACCA
GCATCTTTCAAGTACACTCAGTTTTTGTTTTTTTGAGGAAGAGAAATTTTGCTTTTACACATTCAGCCCAGCGAGATGTTTCAGTTAAGT
CCCGTCTTATAACATGCAGTATTGCCATCATTATTGTCTGCCACATTCTTATTCTTTTGGGAACATTTTTAATGTTTTACTTGTGTTTAA
ATAATGTACAAAAACAACCGCCTTTTTATTTTATTTTTTTCACATGATTTTAGCGCTAGATTTTTAGCACGCTTGCTTTGCAGAATGATT
CCAGCCCTGAGTATTCACAGCATTTTACTTTGATAAAACCTGCTGTTTGCTTCACAGAAGATTACACAAACTAAAGGTCTGAACTAGTGG
TTAGGTTTGA AATCGCCACTTTATTTTCTGTTTTACACATACTTTCATTTTACAACACATGCCGTTTTCTCTGAGCCTCAGGGT
TCCTTCCATTTAGTTTTGGTTTTTAGAGCAGGATTGAGAGTCAAATAGGTCTCCCACAGTGATCTTTGCTTAAAAACGTCCCGCAAGTCC
TTTAAAAAAACATTAGGAACAACTCGGAGCTCTTAGATATGGATCGAATGGCTCCTTGAGAGG

Die CPE-Sequenz wird in der Literatur variabel mit der folgenden Sequenz erwéahnt:
UUUUUA, 35U (Fox et al., 1989, McGrew et al., 1989, McGrew und Richter, 1990). Daher
findet man in der ncam1a-3"UTR ein weiteres vollausgepragtes CPE-Motiv (rot markiert)
und 2 Sequenzen die dem CPE sehr ahneln (grin markiert). Mdglicherweise missen
beide vollstdndigen CPE-Motive in der 3'UTR der ncam1a-mRNA blockiert oder entfernt
werden, um einen Effekt zu erkennen. Dies wird mit dem Einsatz von Reporterkonstrukten
untersucht. Desweiteren gibt es eine Hexanukleotid-Sequenz, auch
Polyadenylierungssequenz genannt, in der ncamia-3’UTR.

Ncam1b-3'UTR:

AACCACCGATGGAGAAGAAAAGTGTCATGATGACCATGAACGTGTTTGTTAATCAGTGCCCTTAAAGATTTTTCTCAAACGAAACGGTGT
ATATTCTATACAGAAGTCTCATTTATAATGTGCATTTTCCTTTTATTTTGGAGTAAAGATTCGAGTAAACTTCCAGAAGCTTCTATTTGA
GGACTTAAATCAAATTCATTTAAAACAAAAATGCTCTTGTAGAAACTCTTGTGTGTTTTTGTATTTTATTTTATTTCTTTTCCTTTGATG
ATCCAACAGGGCAAGCTATTCAGGAGAATTATATATTCAGTAATATGTTTTATTCGCATAAAACATTGTTAAAATGTAAATGATTTCTGA
TATTTTTTTATCTTGAGTGTTTGAGGGCTAGGTTTGGTTTGTCTTTTATTAAATTTTATCATTATGTTTTAATTACACGTAACTGTTTTG
CCTCTTGGATGATATAATTACTCATGATGGCAGTTATGTAAACACAAAAATATCTTAAGATATTTAACATACTGTTATGACCAAGGATCT
G GATTTCAAGTTAGCCATTTGATTGGTTGAAGTCTTTATTAGATCAGTTTTTTACAGTTTGTCGGTGTATTTCTAATATCTGAGA
TTTAATACTTTCAATCATTCTTCCCACGTGC

Die 3'UTR-Sequenz der ncami1b-mRNA enthalt nur ein komplettes CPE-Motiv, an das
auch der verwendete Morpholino bindet (siehe unterstrichene Sequenz). Es gibt aber
noch 6 weitere Sequenzabfolgen, die dem CPE sehr &hneln (grin markiert). Das
Hexanukleotid in der ncam1b-3'UTR ist unvollstandig. Es fehlt eine Adenin-Base am
5’Ende. Eine Mutation fihrte wahrscheinlich zum Austausch der Basen (A -> G). Ob die
Hexanukleotid-Sequenz noch funktionsfahig ist bleibt unklar. Der Abstand zum CPE-Motiv
ist &hnlich wie in der ncam1a-3'UTR. Dies deutet auf eine ehemals funktionierende
Einheit hin.

Die Experimente zur Funktion der CPE-Sequenzen in den 3'UTRs von ncamia und
ncam1b wurden in einer von mir angeleiteten Diplomarbeit durchgefiihrt (Fischer, 2010).
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Mit Hilfe des Tol2-Systems wurden die folgenden Reporterkonstrukte hergestellt: [Hb9-
Promotor]-[prenyliertes EGFP]-[3'UTR der ncamia- bzw. ncam1b-mRNA mit oder ohne
CPE-Sequenzen]. Die posttranslationale Modifikation des Reporterproteins EGFP mit
einem hydrophoben Terpenrest (Prenylierung) fahrt zur Intergration des Proteins in die
Plasmamembran oder in die Membran von Organellen (Amaya et al., 2011). Nach
Injektion der verschiedenen Konstrukte (mit oder ohne CPE-Sequenzen) zeigte sich die
Expression von prenyliertem EGFP immer im Zellkérper und in den Axonen der
Motoneurone (Fischer, 2010). Mdglicherweise weist dies darauf hin, dass die Translation
von ncam1ia- bzw. ncam1b-mRNA nicht tber die CPE-Sequenzen reguliert wird.

Da fir die CPE-Sequenz der st8sia2 bereits eine Blockierung der Translation mittels
Reporterkonstrukte gezeigt wurde (Langhauser, 2008), wurde das Reporterprotein
prenyliertes EGFP auch mit der 3’'UTR von st8sia2-mRNA kombiniert. Die anschlieBende
Injektion des Reporterkonstrukts [Hb9-Promotor]-[prenyliertes EGFP]-[3"UTR der st8sia2-
MRNA] zeigte, dass auch hier keine Inhibition der Expression des Reporterproteins durch
die 3'UTR der st8sia2-mRNA (inklusive CPE-Sequenz) stattfindet (Fischer, 2010).

Im Vergleich mit dem Reporterkonstrukt [Hb9-Promotor]-[st8sia2-egfp]-[3'UTR der
st8sia2-mRNA] dessen Expression durch das Anh&ngen der 3'UTR der st8sia2-mRNA
unterdriickt wird (Abbildung 29), liegt der RickschluB nahe, dass prenyliertes EGFP ein
ungeeignetes Reporterprotein fir die Analyse der CPE-Funktion ist.
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Zelladhasionsmolekile sind nicht nur die Grundlage fir den Aufbau von Geweben,
sondern sie Ubermitteln auch Signale von extra- nach intrazelluldr und beeinflussen damit
die Zellkommunikation, die z.B. fur die Ausbildung des Nervensystems eine wichtige Rolle
spielt (Gumbiner, 1996, Bonfanti, 2006, Hildebrandt et al., 2007). Durch die vorliegende
Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Zelladhdsionsmolekile der NCAM-Familie im
Modellorganismus Zebrafisch spezifische Funktionen bezlglich der Bildung von
Axontrakten im Nervensystem besitzen. Die zwei Paraloge Ncam1a und Ncam1b werden
in einem unterschiedlichen, zum Teil Gberlappenden, Muster wahrend der Entwicklung
des Nervensystems exprimiert. Beide Proteine werden posttranslational mit einem
Polysaccharid, Polysialinsaure (polySia) genannt, modifiziert und besitzen differierende
Funktionen innerhalb des Nervensystems im Zebrafischembryo.

Eine Analyse der homologen NCAM-Gensequenzen und ihrer Entstehung im Verlauf der
Evolution zeigt, dass sie in zwei Gengruppen unterteilt werden kénnen: NCAM1 und
NCAM2 (Abbildung 32). Ein weiterer Duplikationsvorgang fUhrte zu den paralogen Genen
ncamia und ncamib im Genom der Knochenfische (Teleostier). Die Gengruppe NCAM1
kodiert im Zebrafisch fur die Proteine Ncamia (friher: zZNCAM) und Ncam1ib (friher:
zPCAM) wohingegen die Gengruppe NCAM?Z fir das Protein Ncam2 (friher: zOCAM)
kodiert. Die Duplikation des ncam1-Gens fand vermutlich im Rahmen der Strahlenflosser-
spezifischen-Genomduplikation vor ungefahr 350 Millionen Jahren statt (Amores et al.,
1998, Christoffels et al., 2004, Jaillon et al., 2004, Vandepoele et al., 2004, Meyer und
Van de Peer, 2005). Weshalb es zur Konservierung von duplizierten Genen kommt, kann
auf verschiedene Mechanismen beruhen:

e Eines der Gene bekommt eine neue, fiir den Organismus gunstige Funktion und
es kommt deshalb zu einer positiven Selektion, wahrend das andere Gen die alten
Funktionen behélt (Ohno, 1970)

e die Funktionen werden unter den duplizierten Genen aufgeteilt und es kommt
deshalb zur Genkonservierung (Force et al., 1999)

e die Genkonservierung findet aufgrund einer Subfunktionalisierung mit
anschlieBender Etablierung neuer Funktionen statt (Lynch und Force, 2000, He
und Zhang, 2005).
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Abbildung 32: Evolutionsbedingte Verwandtschaftsbeziechungen der homologen NCAIM-

Genfamilie

In dieser Abbildung werden die Verwandschaftsbeziehungen zwischen homologen NCAM-Sequenzen in
Knochenfischen und einigen Tetrapoden nach einer ,unrooted neighbour joining“-Analyse gezeigt. Die Lange
der Aste steht im direkten Verhaltnis zum evolutionsbedingten Verwandschaftsgrad der Gene zueinander
(siehe Skala). Die Zahlen an den Verzweigungsstellen zeigen die sogenannten ,bootstrap” Werte fir
verschiedene Analysemethoden (,neighbour joining®, ,minimum evolution®, ,maximum parsimony“). In
Knochenfischen, wie dem Zebrafisch, besteht die NCAM-Genfamilie aus 3 Mitgliedern: ncamia, ncam1b und
ncam2, wéhrend im Genom von Tetrapoden nur die Sequenzen NCAM1 und NCAM2 vorhanden sind.

Mdglicherweise blieben im Zebrafisch die Gene ncamia und ncami1b aufgrund einer
Subfunktionalisierung im Verlauf der Evolution erhalten. Fur diese Theorie spricht das
unterschiedliche und nur zum Teil Uberlappende Expressionsmuster von ncamia und
ncam1b im Zebrafischembryo. Eine Duplikation des ncam2-Gens konnte nicht gefunden
werden. Dass diese Duplikation nicht stattfand ist eher unwahrscheinlich, da das
komplette Genom dupliziert wurde. Méglicherweise kam es jedoch nach der
Genomduplikation nicht zur Konservierung von ncam2a bzw. ncam2b. Eine mdgliche
Erklarung fur das fehlende, duplizierte ncam2-Gen gibt das sogenannte klassische
Modell. Es geht davon aus, dass eine Akkumulation von degenerativen Mutationen die
Wahrscheinlichkeit der Genkonservierung reduziert (Ohno, 1970, Force et al., 1999).

Die taxonomischen Untersuchungen (Abbildung 32) zur Topologie der NCAM-Gene
zeigen bei einer ,unrooted neighbour joining“-Analyse eine etwas gréBere Homologie von
ncamia bezlglich des Vertebraten NCAM1-Gens, im Gegensatz zu ncamib. Eine
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Analyse zur Syntenie, die ,maximum parsimony analyses®, dagegen demonstriert, dass
genomische Veranderungen etwa gleich h&ufig in der Umgebung beider Gene
stattgefunden haben, im Vergleich zu den NCAM1-Genen in Tetrapoden. Dies wurde als *
bei der Abzweigung zu Zebrafisch Ncamia in Abbildung 32 gekennzeichnet. Man kann
daher davon ausgehen, dass die Gene ncamia und ncamib ungeféhr gleich viele
Unterschiede in Bezug zum Ursprungsgen besitzen, und dass sie den gleichen
evolutionsbedingten Kréaften ausgesetzt wurden. Durch die genetischen Veranderungen
kam es wahrscheinlich zu den unterschiedlichen Expressionsmustern von Ncamia und
Ncam1ib.

5.1 Die Expression von Ncam1a und Ncam1b im Zebrafischembryo

5.1.1 Differierende Expressionsmuster im sich entwickelnden Nervensystem

Der Einsatz spezifischer Antikdrper gegen Ncamia und Ncamib ermdglicht einen
detaillierten Einblick in die raumlich-unterschiedliche Expression der beiden Proteine im
Nervensystem des sich entwickelnden Zebrafischs. Die ersten Signale sind in der
Immunfarbung 11-12 Stunden nach der Befruchtung (hours post fertilization/hpf) in den
Zebrafischembryonen zu detektieren. Die Immunfarbung gegen Ncamia weist ein auf den
anterioren Bereich des Neuralrohrs beschranktes Signal auf, wahrend die Ncamib-
Expression, in Form von zwei parallelen Streifen entlang des Neuralrohrs, nahezu die
komplette Lange des Embryos umfasst.

Auch 17 hpf zeigt sich eine auf den rostralen Bereich des Nervensystems beschréankte
Expression von Ncam1a. Die Immunfarbung gegen Ncam1b dagegen weist Signale im
Bereich des Ruckenmarks und auf den Zellen des otischen Vesikels auf. In der
Dorsalansicht des Neuralrohrs wird deutlich, dass die Expression von Ncamia und
Ncamib streifenféormig entlang des Neuralrohrs erfolgt. Wie es zu diesem
Expressionsmuster kommt, kann durch die verschiedenen Entwicklungsschritte des
Neuralrohrs erklart werden. Wahrend der Bildung der kielférmigen Struktur aus der
Neuralplatte, kommt es im Zebrafischembryo zunachst zu zwei bilateral symmetrischen
Verdickungen, die anschlieBend mit der medialen Verdickung fusionieren und den Kiel
bilden (SCHMITZ et al., 1993). Die beiden bilateral symmetrischen Verdickungen sind
11-12 hpf in der Immunfarbung gegen Ncamib von dorsal aus zu erkennen. Das
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Auftreten einer medialen Verdickung entspricht dem dreistreifigen Expressionsmuster von
Ncam1a und Ncam1b 17 Stunden nach der Befruchtung.

Im Gegensatz zu den vorherigen Immunféarbungen ist die Expression von Ncamia 24 hpf
auf allen Zellkérpern des zentralen Nervensystems (ZNS) zu detektieren, weist jedoch
Unterschiede im Expressionslevel auf. Besonders deutliche Signale sind im Bereich des
olfaktorischen Systems, den Rhombomeren 5-7 des Hinterhirns, dem anterioren Teil des
otischen Vesikels und auf Neuronen im Rickenmark zu erkennen. Eine leichte Farbung
zeigt sich im Bereich des Auges und auf dem posterioren Seitenliniennerv, inklusive
dessen Ganglion. Die Ncam1b-Detektion erfolgt, im Kontrast zu den umfangreichen
Signalen der Ncam1a-Farbung, nur in Teilbereichen des ZNS. Die Neurone im Ubergang
zwischen Di- und Mesencephalon, dem otischen Vesikels und innerhalb des
Ridckenmarks exprimieren Ncamib. In der lateralen Ansicht eines Abschnitts im
Zebrafischschwanz (24 hpf) zeigt sich ebenfalls ein unterschiedliches Expressionsmuster,
das auf eine funktionelle Diversifizierung der beiden Zelladhasionsmolekile hinweist. Die
Floorplate-Zellen im ventralen Bereich des Rickenmarks werden nur mit dem Antikérper
gegen Ncam1ia detektiert. Da diese Zellen in wichtige Prozesse, wie zum Beispiel die
bilateralsymmetrische Anordnung von longitudinalen Axontrakten und die FUhrung
kommissuraler Axone Uber die Mittellinie (Hatta, 1992, Bernhardt et al., 1992, Marx et al.,
2001) involviert sind, besteht hier mdglicherweise eine spezifische Funktion von Ncam1a.

36 Stunden nach der Befruchtung kann die Proteinexpression von Ncam1a und Ncam1b
deutlich den verschiedenen Strukturen im sich entwickelnden Nervensystem zugeordnet
werden. Ncam1a wird relativ gleichmaBig auf den Zellkérpern im zentralen Nervensystem
(ZNS) exprimiert, wobei die Signale im Bereich des olfaktorischen Bulbus und der
olfaktorischen Plakode, wie 24 hpf, etwas starker hervortreten. Die Ncam1b-Expression
ist weiterhin auf spezifische Bereiche im Nervensystem beschrankt. Neuronale Zellkérper
im Bereich des olfaktorischen Bulbus, der Epiphyse, dem dorsalen Di- und
Mesencephalons, der Cerebellumanlage und dem Hinterhirn weisen Signale mit dem
Antikdrper gegen Ncam1b auf. Die axonale Expression der Zelladhdsionsmolekile erfolgt
36 hpf in einem spezifischen Muster. Die Axone der posterioren Kommissur sind die
einzigen Axone im ZNS, die in den Immunfarbungen erfasst werden. Sie werden aber nur
mit dem Antikérper gegen Ncamia detektiert. Im peripheren Nervensystem sind beide
Zelladhasionsmolekile auf den Cranialnerven V, VII, IX und X und den spinalen
Motoraxone vorhanden. Das unterschiedliche Expressionsmuster im Bereich der
posterioren  Kommissur deutet auf eine funktionelle Diversifizierung der

Zelladhasionsmolekile hin.

102



5 Diskussion

Im Bereich des otischen Vesikels ist ein weiterer Unterschied bezlglich der Expression
der Zelladhasionsmolekile zu erkennen. Ncamib wird auf allen Zellen des otischen
Vesikel exprimiert, wahrend Ncamia nur auf Zellen im cranialen Bereich exprimiert wird.
Dies weist ebenfalls auf eine Subfunktionalisierung der Proteine im Verlauf der Evolution
hin.

Mit Hilfe der Immunfarbung gegen Ncam1a und Ncam1b konnte gezeigt werden, dass die
beiden Proteine unterschiedliche Expressionsmuster innerhalb des Nervensystems im
Zebrafischembryo besitzen. Die Ncam1a-Expression beginnt rostral und die Ncam1ib-
Expression entlang des sich entwickelnden Rickenmarks. Ein weiterer Unterschied ist,
dass Ncam1a in den untersuchten Stadien relativ gleichmaBig auf den Zellkérpern des
ZNS exprimiert wird, wahrend Ncamib ein lokal beschranktes Expressionsmuster
aufweist. Spezifische Unterschiede konnten im Bereich der posterioren Kommissur, den
Floorplate-Zellen im ventralen Rickenmark und auf den Zellen des otischen Vesikels
detektiert werden. Ein weiterer Bereich des Nervensystems, das posteriore
Seitenliniensystem, besitzt ebenfalls ein unterschiedliches Expressionsmuster bezlglich
Ncam1a und Ncam1b.

5.1.2 Diversifizierung der Expressionsmuster von Ncamia und Ncamib entlang
des posterioren Seitenlinienorgans

Das Seitenliniensystem des Zebrafischs wird in zwei Bereiche unterteilt, den anterioren
und posterioren Teil (Chitnis et al., 2011). Sichtbar ist in den Immunfarbungen der
vorliegenden Studie nur der posteriore Teil des Seitenliniensystems, da hier eine
Expression von Ncamia und Ncam1b detektiert wurde. Das Seitenliniensystem besteht
aus mechanosensorischen Organen, den Neuromasten sowie dem Seitenliniennerv der
die sensorischen Informationen zum Gehirn weiterleitet bzw. Informationen vom Gehirn zu
den Neuromasten Ubermittelt (Chitnis et al., 2011). Ncam1a wird auf dem posterioren
Seitenliniennerv, inklusive dem Ganglion, 24-48 hpf exprimiert. Die Ncamib-
Immunfarbung auf dem Seitenliniennerv ist nur 22 hpf deutlich zu erkennen. Bereits
24 hpf wird die Expression von Ncamib auf dem Seitenliniennerv herunterreguliert.
Dennoch konnte in diesem Alter eine schwache Ncam1b-Expression auf dem Primordium
des Seitenlinienorgans detektiert werden. Das Primordium des Seitenlinienorgans
entwickelt sich aus der Plakode des posterioren Seitenlinienorgans, die caudal vom
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otischen Vesikel sitzt (Chitnis et al., 2011). Von dort aus wandert das Primordium entlang
des horizontalen Myoseptums bis zur Schwanzspitze des Zebrafischembryos und bildet in
regelméaBigen Abstédnden die Neuromasten. Die Wanderung erfolgt im Zebrafischembryo
20-40 hpf (Chitnis et al., 2011). Der Seitenliniennerv steht in Kontakt mit dem Primordium
und folgt ihm entlang des Embryos (Chitnis et al., 2011). Die Expression von Ncam1b
innerhalb des Seitenlinienorgans, wahrend des Starts der Wanderung des Primordiums

lasst eine spezifische Funktion vermuten.

Die zeitlich und raumlich unterschiedliche Expression von Ncamia und Ncamib im
Bereich des posterioren Seitenliniennervs ist ein weiterer Hinweis flir eine funktionelle

Diversifizierung der beiden Zelladhasionsmolekdle.

5.2 PolySia, die posttranslationale Modifikation von Ncamia und Ncam1ib
im Zebrafischembryo

NCAMT1 ist bei Sdugetieren das Hauptakzeptor-Protein flr polySia. Dies konnte durch die
nahezu komplette Abwesenheit von polySia in NCAM1-Knockoutmausen gezeigt werden
(Cremer et al., 1994). In niederen Vertebraten (Xenopus, Salamander, Scheibenziingler,
HUhnchen) ist NCAM1 ebenfalls polysialyliert, ob dies jedoch das einzige Akzeptorprotein
fir polySia ist, wurde hier nicht untersucht (Sunshine et al., 1987, Becker et al., 1993b,
Becker et al., 1993a, Williams et al., 1996). PolySia-NCAM1 wird bei Sdugetieren und
niederen Vertebraten insbesondere wahrend der Entwicklung des Nervensystems
exprimiert und ist in adulten Stadien nur in Gehirnbereichen zu finden, die mit Plastizitat
und Neurogenese verbunden werden (Rothbard et al., 1982, Chuong und Edelman,
1984a, Sunshine et al., 1987, Theodosis et al., 1991, Seki und Arai, 1993). Im Zebrafisch
findet man ebenfalls ein mit der Entwicklung des Nervensystems korrelierendes polySia-
Expressionsmuster (Marx et al., 2001, Marx, 2002). Ab dem Stadium von 17 hpf, kurz
nach der Ausbildung der ersten Axone, kann polySia im sich entwickelnden
Nervensystem detektiert werden (Trevarrow et al., 1990, Marx et al., 2001). Ab 48 hpf,
nachdem die meisten Axone und Axontrakte ihr Zielgebiet erreicht haben, wird die
polySia-Expression herunterreguliert (Marx et al., 2001, Marx, 2002).

Uber die Akzeptor-Molekiile fiir polySia im Zebrafisch ist zu Beginn dieser Studie nichts
Genaues bekannt. Moégliche Glykosilierungsstellen von Ncamia, Ncamib und Ncam?2
sind vorhanden (Mizuno et al., 2001). Ob diese jedoch polysialyliert sind, wurde noch
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nicht untersucht (Mizuno et al., 2001). Desweiteren wurde eine Kolokalisation von
Ncami1a mit polySia in der Zebrafisch-Retina detektiert (Kustermann et al., 2010).
Bisherige Knockdown-Versuche gegen Ncamia und Ncam1b flhrten nicht zur kompletten
Entfernung von polySia im Nervensystem des Zebrafischembryos (Dietzsch, 2008). Erst
der Einsatz geeigneter Morpholinos und die Kontrolle des Knockdowns mit Hilfe
spezifischer Antikdrper in der vorliegenden Arbeit, ermdglichte eine fundierte
Untersuchung zur Polysialylierung im Zebrafischembryo. Es konnte gezeigt werden, dass
beide Paraloge Ncamia und Ncam1b posttranslational mit polySia modifiziert werden. In
welchen neuronalen Strukturen Ncam1a und/oder Ncam1b polysialyliert vorliegen, wurde
anhand von Immunfarbungen im caudalen Bereich des Nervensystems im
Zebrafischschwanz aufgezeigt und in spezifischen Teilbereichen des Nervensystems im
Zebrafischembryo quantifiziert.

Die Detektion der neuronalen Zelladhasionsmolekile erfolgte mit dem polyklonalen
Antikérper 704 (Marx et al., 2001, Marx, 2002, Dietzsch, 2008) und die Detektion der
Polysialinsaure (polySia) mit dem monoklonalen Antikérper 735 (Frosch et al., 1985). Der
Knockdown von ncamia fihrt im Vergleich zum Kontrollembryo zu einer veranderten
Immunfarbung mit beiden Antikérpern. Die spinalen Motoraxone weisen nur noch
schwache Signale auf und die Floorplate-Zellen im ventralen Teil des Rickenmarks
werden in den ncam1a-Knockdownembryonen Uberhaupt nicht mehr detektiert. Daraus
kénnen mehrere  Schlussfolgerungen  getroffen  werden. Ncamia wird im
Zebrafischembryo polysialyliert und es ist das einzige Protein, das auf den Floorplate-
Zellen polysialyliert vorliegt. Es gibt mindestens ein weiteres Protein das im
Zebrafischembryo polysialyliert wird, da die Immunférbung gegen polySia Signale im
dorsalen Teil des Rickenmarks aufzeigt.

Die ncam1b-Knockdownembryonen besitzen im Vergleich zu den Kontroll-Embryonen
ebenfalls eine differierende Immunfarbung. Der polySia-Antikérper detektiert nach dem
ncam1b-Knockdown die Floorplate-Zellen im ventralen Teil des Riuckenmarks und einen
Teil der Neurone im dorsalen Rickenmark. Dies bedeutet, dass polySia-Ncamib von
Neuronen im dorsalen Rickenmark exprimiert wird, nicht jedoch von den Floorplate-
Zellen. Hier liegt polySia-Ncamia vor. Die spinalen Motoraxone werden in der
Immunfarbung der ncam1b-Knockdownembryonen gegen polySia nicht detektiert. Der
Unterschied im Vergleich zu der Immunfarbung der Motoraxone in den ncamia-
Knockdownembryonen weist darauf hin, dass Ncam1b der Haupttrager von polySia auf
den Motoraxonen ist. Desweiteren fallt der Unterschied zwischen der Immunféarbung mit
dem pAk 704 und dem mAk 735 nach ncam1b-Knockdown auf. Mit dem pAk 704 werden
die Motoraxone angefarbt, wahrend sie in der polySia-Immunférbung nicht erkennbar
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sind. Im Bereich des Rickenmarks entspricht die Farbung gegen polySia nach ncam1b-
Knockdown ebenfalls nicht den Signalen mit dem pAk 704. Mit dem polySia-Antikdrper
wird nur ein Teil der Neurone im dorsalen Ruckenmark angeférbt, wahrend der pAk 704
die meisten Neurone erfasst. Dies deutet daraufhin, dass nicht alle Molekule, die mit dem
polyklonalen Antikdrper 704 detektiert werden polysialyliert vorliegen. Méglicherweise
handelt es sich hierbei um nicht polysialylierte Ncamia-Moleklle. Da im Zebrafisch
verschiedene Isoformen von Ncamia beschrieben wurden (Marx et al., 2001, Mizuno et
al., 2001, Schober, 2011) besteht die Mdglichkeit, dass 36 hpf verschiedene Ncam1a-
Isoformen exprimiert werden, die zum Teil polysialyliert und zum Teil nicht polysialyliert
vorliegen, wie dies auch fir NCAM1 im Gehirn der Maus nachgewiesen wurde (Galuska
et al., 2006, Oltmann-Norden et al., 2008). PolySia liegt in der Maus postnatal gebunden
an die NCAM1-Isoformen 140 und 180 vor (Galuska et al., 2006, Oltmann-Norden et al.,
2008, Muhlenhoff et al., 2009), wahrend die Isoform mit 120 kDa erst im Alter von
funf Tagen in Oligodendrocyten und Myelinscheiden exprimiert und meist nicht
polysialyliert wird (Oltmann-Norden et al., 2008, Muhlenhoff et al., 2009).

Nach dem Doppel-Knockdown von ncamia und ncamib weisen die
Zebrafischembryonen im caudalen Teil des Nervensystems keine Immunfarbungen mit
den verwendeten Antikérpern auf. Dies zeigt, dass der Knockdown durch die Morpholinos
in diesem Bereich vollstéandig erfolgt ist und, dass Ncam1a und Ncamib die Haupttrager
fir polySia im Zebrafischembryo (36 hpf) sind. Diese Ergebnisse demonstrieren ebenfalls,
dass die beiden Gene ncamia und ncam1b nicht dahingehend verandert wurden, dass
beide oder eines der daraus resultierenden Proteine nicht mehr posttranslational mit
polySia modifiziert werden. Aufgrund der Konservierung dieser Modifikation bestehen im
Zebrafisch zwei Akzeptormoleklle fir polySia, wahrend bei Saugetieren nur ein
Hauptakzeptor-Molekl fir polySia, namlich NCAM1, vorhanden ist (Cremer et al., 1994).

Im Kopfbereich der Doppel-Knockdownembryonen konnte teilweise noch Polysialinsaure
detektiert werden. Dies kann auf einen unvollstandigen Knockdown zurlckzuflhren sein
oder es besteht die Moglichkeit, dass hier ein weiteres Molekul polysialyliert vorliegt. In
der Maus wird im Gehirn beispielsweise das polysialylierte Protein SynCAM1 exprimiert
(Galuska et al., 2010). Im Zebrafisch werden ebenfalls synCAM-Gene im Nervensystem
exprimiert (Pietri et al., 2008). Ob diese polysialyliert werden, wurde jedoch noch nicht
untersucht.

Um eine mdglichst quantitative Messung der polySia-Expression nach ncamia- bzw.
ncam1b-Knockdown zu erreichen, wurde das Reporterkonstrukt EndoN-GFP eingesetzt.
Der Einsatz von EndoN-GFP erméglicht die Quantifizierung Uber eine dosisabhangige,
einstufige Reaktion ohne Signalverstarkung (Jokilammi et al., 2004). Die polySia-
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Verteilung nach ncamia- bzw. ncamib-Knockdown demonstriert die Expression von
polySia-Ncamia bzw. polySia-Ncam1b in verschiedenen Bereichen des Zebrafisch-
Nervensystems 36 hpf. Im rostralen Teil des Nervensystems, in der vorliegenden
Quantifizierung im Bereich der Cerebellumanlage gemessen, zeigt sich eine starkere
Reduktion der EndoN-GFP-Expression nach ncam1a-Knockdown. Dies weist darauf hin,
dass im rostralen Teil des Nervensystems mehr polySia-Ncamia als polySia-Ncam1b
exprimiert wird. Eine Ausnahme dazu bildet der otische Vesikel, auf dessen Zellen eine
starkere Expression von polySia-Ncam1b durch die Quantifizierung ermittelt wurde. Im
caudalen Bereich des Nervensystems des Zebrafischembryos kommt es zu einer starken
Reduktion der EndoN-GFP-Expression nach ncam1b-Knockdown, was auf eine deutliche
polySia-Ncamib-Expression zurlickzufihren ist. Auch im caudalen Bereich des
Nervensystems gibt es eine Ausnahme: die Floorplate-Zellen innerhalb des
Rdckenmarks. Hier zeichnet sich eine nahezu ausschlieBliche Ncami1a-Expression ab.
Dieses Ergebnis bestatigt die fehlende polySia-Farbung auf den Floorplate-Zellen nach
ncam1a-Knockdown.

Mit Hilfe der polySia-Quantifizierung konnte eine spezifische Verteilung von polySia-
Ncamia und polySia-Ncam1b innerhalb des Zebrafisch-Nervensystems ermittelt werden.
Ob die posttranslationale Modifikation der Zelladhasionsmoleklle mit Polysialinsdure zu
einer ahnlichen Funktion innerhalb des Nervensystems fihrt, wurde ebenfalls im Rahmen
der vorliegenden Arbeit untersucht.

5.3 Die Funktion von Ncamia und Ncamib im Nervensystem des sich
entwickelnden Zebrafischs

5.3.1 PolySia-Ncamia und Ncamib beeinflussen das axonale Wachstumsmuster
der posterioren Kommissur

NCAM1 wird insbesondere wahrend der Entwicklung des Nervensystems polysialyliert,
und ist z.B. an der Ausbildung des Gedachtnisses, der Migration und Differenzierung von
Nervenzellen, wie auch der Faszikulierung von Axonen beteiligt (Tang et al., 1992, Tang
et al.,, 1994, Becker et al., 1996, Vutskits et al., 2001, Prag et al., 2002, Senkov et al.,
2006, Rockle et al., 2008, Kochlamazashvili et al., 2010). Ncamia wird auch im
Zebrafisch mit der Gedéachtnisfunktion in Verbindung gebracht (Pradel et al., 2000). Zur
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Aufgabe von Ncamia und Ncamib beziglich der Entwicklung des Nervensystems im
Zebrafischembryo ist jedoch zu Beginn der vorliegenden Studie nichts bekannt.

Die Funktion von Polysialinsdure wurde im Zebrafischembryo Uber den Knockdown der
Polysialyltransferase st8sia2 oder durch enzymatischen Verdau von polySia mittels
EndoN-Injektion untersucht (Marx et al., 2001, Marx et al., 2007). Durch die Entfernung
von polySia kommt es zu Veradnderungen verschiedener Axontrakte im Zebrafisch-
Nervensystem (Marx et al., 2001, Marx et al., 2007). Aufgrund dieser Untersuchungen
wurden in der vorliegenden Arbeit insbesondere die dort beschriebenen Axontrakte, wie
z.B. die posteriore Kommissur, untersucht. Die posteriore Kommissur entsteht im
Zebrafischembryo im Alter von 20-22 hpf aus Neuronenpopulationen die lateral im
Ubergang zwischen Vorder- und Mittelhirn sitzen (Chitnis und Kuwada, 1990, Chitnis et
al., 1992). Die Axone dieser Neuronenpopulationen wachsen von lateral aus in Richtung
dorsal Uber beide Gehirnhemisphéaren (Chitnis und Kuwada, 1990, Chitnis et al., 1992). Im
Bereich der posterioren Kommissur konnte eine spezifische Verteilung von polySia-
Ncam1a und polySia-Ncam1b ermittelt werden. Eine schematische Ubersicht lber die
Verteilung von polySia-Ncamia (schwarz) und polySia-Ncam1ib (violett) im Bereich der
posterioren Kommissur ist in Abbildung 33 zu sehen. PolySia-Ncam1a-exprimierende
Axone (Blndel aus schwarzen Strichen) wachsen Uber polySia-Ncam1b-exprimierende
Zellen (violette Kreise) im dorsalen Diencephalon.

Abbildung 33: Schema zur Verteilung von
Mittellinie

polySia-Ncamia und polySia-Ncam1b im

Bereich der posterioren Kommissur

Schema einer dorsalen Ansicht der posterioren
Kommissur (Bundel aus schwarzen Strichen) in
einem Wildtyp-Zebrafischembryo im Stadium von
36 hpf. Die Kommissur spannt sich Uber beide
Gehirnhemisphéaren, sie wird jedoch in dieser
Abbildung nur bis zur Mittellinie gezeigt.

PolySia-Ncam1a wird auf den Axonen der
posterioren Kommissur und auf Zellen (schwarze
Kreise), die sich ausserhalb des Bereichs der
Kommissur befinden, exprimiert. PolySia-Ncam1b

p0|ySi8-NCam1 a befindet sich auf Zellen (violette Kreise) unterhalb
po|y8ia_Ncam1 b der Axone der posterioren Kommissur.

Ein weiteres Zelladhasionsmolekll das auf den Axonen der posterioren Kommissur
exprimiert wird, ist L1, ebenfalls ein Mitglied der Ig-Superfamilie (Weiland et al., 1997).

108



5 Diskussion

Der Einsatz blockierender Antikérper gegen L1 fuhrt zu einer komplett-defaszikulierten,
verbreiterten posterioren Kommissur (Weiland et al., 1997). Die wenig assoziierten Axone
liegen nebeneinander in Form eines einzelnen breiten Trakts (Weiland et al., 1997). Der
Phanotyp nach polySia-Entfernung unterscheidet sich deutlich vom Phanotyp nach L1-
Blockierung. Die Kommissur liegt nach dem Knockdown der Polysialyltransferase st8sia2
oder dem enzymatischem polySia-Verdau aufgespalten in mehrere Blindel und nicht
komplett defaszikuliert vor (Marx et al., 2001, Marx et al., 2007). Dies ist ein eher
unerwartetes Ergebnis nach der Entfernung von polySia, da aufgrund der Polysialylierung
von Zelladhasionsmolekdilen die trans-Interaktion dieser Molekile reduziert wird und der
extrazelluldre Abstand zwischen den Zellmembranen vergréBert wird (Yang et al., 1992,
Yang et al., 1994). Man wirde daher eher davon ausgehen, dass die polySia-Entfernung
zu einer starkeren Zelladhdsion und damit zu einer engeren Verbindung der Axone
zueinander fahrt. In den Publikationen von Marx et al., wird deshalb davon ausgegangen,
dass aufgrund der polySia-Entfernung die adhdsiven Krafte der umgebenden Zellen
steigen, wodurch die ersten kommissuralen Axone auf abweichende Wege gelenkt
werden. Die folgenden Axone faszikulieren mit den ,Pioneer“-Axonen und es kommt zu
der Entstehung von mehreren Axonbiindeln (Marx et al., 2001, Marx et al., 2007). Der
beschriebene Phanotyp nach polySia-Entfernung ahnelt dem Phénotyp nach ncamia-
Knockdown in dieser Studie. Die posteriore Kommissur der ncam1a-Knockdown-
Embryonen liegt aufgespalten in mehrere Bindel vor. Durch den ncamia-Knockdown
kommt es zu einer Reduktion der polySia-Expression ausschlieBlich auf den Axonen der
Kommissur. Dies zeigt, dass die Entfernung von polySia auf den Axonen, genauer gesagt
der Knockdown der polySia-Ncamia-Expression auf den Axonen, ausreicht um die
Kommissur aufzuspalten. Daraus kdnnen mehrere Rilckschlisse gezogen werden. Die
polySia-Expression auf den darunterliegenden Zellen ist nicht notwendig fir das
Wachstum und die Faszikulierung der Axone. Und die Funktion von Ncamia besteht im
Bereich der Kommissur darin, als Akzeptormolekdl fir polySia zu dienen. Durch die
Entfernung von polySia-Ncamia auf den Axonen kommt es wahrscheinlich, wie bei dem
beschriebenen Mechanismus nach enzymatischem polySia-Verdau (Marx et al., 2001),
zu einer starkeren Adhé&sion der Axone an die darunterliegenden Zellen, so dass die
,Pionier“-Axone auf abweichende, unterschiedliche Bahnen gelenkt werden. Die
folgenden Axone bilden Faszikel mit einem der ,Pionier“-Axone und es kommt dadurch zu
mehreren Axonbdndeln.

Der Knockdown von ncamib fihrt an der posterioren Kommissur zu einem neuen
Phanotyp. Die Axone der Kommissur stoppen ihr Wachstum in dem Bereich, in dem im
Wildtyp-Embryo normalerweise polySia-Ncamib exprimiert wird. Nur einzelne oder
wenige Axone in dinnen Faszikeln Gberkreuzen die Mittellinie. Da es nach der Entfernung
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von polySia nicht zu einem Wachstumsstopp der Axone kommt (Marx et al., 2001), besitzt
Ncamib im Bereich der Kommissur eine von polySia unabh&ngige Funktion und
unterscheidet sich damit deutlich von Ncamia. Ncamib ermdglicht das Wachstum der
Axone Uber die Mittellinie. Der Interaktionspartner fir Ncamib auf den Axonen der
Kommissur ist unbekannt. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass Ncamia nicht der
Ligand ist, da die Entfernung von Ncam1a nicht zu einem Wachstumsstopp fihrt. PolySia
gebunden an Ncam1b besitzt eine andere, bisher unbekannte Funktion.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass es zu einer deutlichen
Subfunktionalisierung von ncamia und ncam1ib im Verlauf der Evolution gekommen ist,
ahnlich wie bei den paralogen Genen neurolin-a und neurolin-b. Die beiden, ebenfalls zur
Immunglobulin-Familie gehdérenden, Zelladhdsionsmolekile Neurolin-a und Neurolin-b
werden in unterschiedlichen Entwicklungsstadien von retinalen Ganglienzellen exprimiert
und besitzen divergierende Funktionen bezlglich der Entwicklung, Differenzierung und
Axonwegfindung (Diekmann und Stuermer, 2009).

Vermutlich kommt es zu den verschiedenen Funktionen von Ncamia und Ncamib Gber
die molekularen Unterschiede der cytoplasmatischen Doméne. Dieser Bereich ist
aufgrund eines eingeflgten Exons bei Ncamib lédnger als bei Ncamia und enthalt
wahrscheinlich Bindestellen fir intrazelluldre Interaktionspartner, wie dies fir NCAM1
gezeigt wurde (Buttner et al., 2003, Bittner et al., 2005, Maness und Schachner, 2007,
Kleene et al., 2010). Die Einbindung der beiden Zelladhdsionsmolekile in
unterschiedliche Signalwege schafft damit die Grundlage fur die Umsetzung der
funktionellen Diversifizierung.

5.3.2 Ncam1b reguliert das Wachstumsmuster der spinalen Motoraxone

Nachdem es aus Voruntersuchungen erste Hinweise darauf gegeben hat, dass auch die
Projektionen der spinalen Motoneurone von ncamib abhéngig sind (Dietzsch, 2008)
wurde diese Axonpopulation in der vorliegenden Arbeit eingehender untersucht.

Auf den sekundéren Motoneuronen im Zebrafischembryo (36 hpf) werden die neuronalen
Zelladhasionsmolekile Ncamia und Ncamib exprimiert. Beide Proteine liegen auf den
Motoraxonen polysialyliert vor, wobei polySia hauptsachlich gebunden an Ncam1ib und
nicht an Ncamia vorliegt. Die ventral verlaufenden spinalen Motoraxone bei Wildtyp-
Embryonen (36 hpf) beschreiben einen leichten Bogen in Richtung caudal. Das Auftreten
dieses Phanotyps ist nach ncamia- oder ncami1b-Knockdown reduziert. Die ncam1a-
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Knockdownembryonen zeigen meistens nur leichte UnregelméBigkeiten im Verlauf der
Motoraxone, wahrend bei den ncam1b-Knockdownembryonen deutliche Veranderungen,
wie z.B. Defaszikulierungen der Motoraxonbuindel, aberrante Axonverzweigungen und ein
unregelmaBiger, zickzackartiger Verlauf der Motoraxone auftreten.

Die Entfernung von polySia fihrt nicht zu einem veranderten Wachstumsmuster der
Motoraxone (Marx et al., 2001, Marx et al., 2007). Daher ist Ncam1b und nicht dessen
polySia-Modifikation fiir ein korrektes Wachstumsmuster der Motoraxone in ihre Zielregion
verantwortlich. Der dahinterstehende Mechanismus ist unbekannt. Mdglicherweise
interagiert Ncamib mit Lenkungsmolekilen, die von der umgebenden Muskulatur
exprimiert werden. Semaphorin 5A ist zum Beispiel ein solches Lenkungsmolekil und
wurde bereits mit verandertem Wachstum der Motoraxone im Zebrafisch in Verbindung
gebracht (Hilario et al., 2009). In den Knockdownembryonen kommt es durch die
eingeschrankte Interaktion mit den Lenkungsmolekilen zu einer reduzierten Fihrung der
Wachstumskegel, die zu den stédndigen Richtungswechseln und aberranten
Verzweigungen der Motoraxone fihrt. Die Defaszikulierung der Motoraxone in den
Knockdownembryonen kénnte ebenfalls durch fehlgeleitete Wachstumskegel oder durch
eine gestdrte Interaktion der Axone zueinander bedingt sein. Fir L1, ein weiteres
Zelladhasionsmolekile der Immunglobulin-Familie, wurde bereits gezeigt, dass Uber die
Interaktion mit Semaphorin3D die Faszikulierung von Axonen reguliert werden kann
(Wolman et al., 2007).

5.3.3 Funktion von Ncam1b beziiglich der Axonfaszikulierung des Nervus vagus

Der Nervus vagus ist der zehnte Cranialnerv und er besitzt viele Funktionen,
einschlieBlich der Kontrolle des Herzschlags und der Bewegungen des Magen-Darm-
Trakts in Vertebraten (Taylor et al., 1999, Chandrasekhar, 2004). Die Zellkérper des N.
vagus befinden sich im Zebrafisch in Rhombomer 8 des Hinterhirns (Taylor et al., 1999).
PolySia wird auf dem Nervus vagus, wie auch auf den Cranialnerven lll, V, VII, IX
exprimiert (Marx et al., 2001, Marx, 2002). Hierbei handelt sich um die motorischen
Komponenten der Cranialnerven, da polySia nur auf bestimmten Nervendsten zu finden
ist und eine Kolokalisation mit dem Markergen fur Motoneurone islet-1 detektiert wurde
(Marx et al., 2001, Marx, 2002).

Ncam1a und Ncam1b werden ebenfalls auf den Cranialnerven V, VII, IX und X exprimiert.

Da beide Proteine 36 hpf polysialyliert vorliegen, handelt es sich hier ebenfalls um die
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Motoraxone der Cranialnerven. Die Funktion der Zelladhasionsmolekile bezuglich der
Ausbildung der Cranialnerven wurde Uber Knockdownexperimente untersucht. Der
Knockdown von ncam1b fahrt zu einer Defaszikulierung der Axone des N. vagus, wie
auch der Cranialnerven V und VII. Ob die Funktion des N. vagus dadurch beeintrachtig
ist, wurde nicht untersucht. Die reduzierte Ausbildung des N. vagus wird zum Beispiel in
Verbindung mit dem plétzlichen Kindstod gebracht (Moon et al., 2007). Dies wirde
bedeuten, dass die Sterberate der Zebrafischembryonen innerhalb der ersten Tage erhéht
ist. Bis zum Stadium von 36 hpf konnte dies jedoch nicht festgestellt werden.

Die Defaszikulierung der Axone des N. vagus ist auf die Entfernung von Ncamib und
nicht auf die posttranslationale Modifikation polySia zurlickzufihren, da der Knockdown
der Polysialyltransferase st8sia2 im Zebrafischembryo nicht zu dem hier beschriebenen
Phanotyp fuhrt (Marx, 2002, Marx et al., 2007). Die Defaszikulierung des Nervus vagus
ahnelt dem Phanotyp der nach ncamib-Knockdown an den spinalen Motoraxone
beobachtet wurde. Vermutlich besteht hier ein ahnlicher Mechanismus, der zu der
reduzierten Faszikulierung der Axone zueinander fuhrt.

5.3.4 Mcam7b6-Knockdown fiuhrt zur Reduktion des Seitenliniennerv-Ganglions
infolgedessen kommt es zu einem verdnderten Schwimmverhalten der
Embryonen

Das Seitenlinienorgan wird unterteilt in einen anterioren und einen posterioren Teil
(Chitnis et al., 2011). Die Zelladhasionsmolekile Ncamia und Ncam1b werden nur im
posterioren Teil des Seitenlinienorgans detektiert. Desweiteren ist ihre Expression zeitlich
unterschiedlich auf dem posterioren Seitenliniennerv zu finden. Wé&hrend Ncamia
durchgehend in den untersuchten Stadien von 24-48 hpf auf dem posterioren
Seitenliniennerv, inklusive dessen Ganglion, exprimiert wird, kann Ncam1b nur 22-24 hpf
in diesem Bereich detektiert werden. Desweiteren wird Ncamib (24 hpf) auf dem
Primordium des Seitenlinienorgans exprimiert.

Aufgrund des unterschiedlichen Expressionsmusters der Zelladhdasionsmolekile innerhalb
des Seitenlinienorgans wurde dieser Bereich in den Knockdownembryonen (36 hpf)
genauer analysiert. Die ncam1a-Knockdownembryonen zeigen eine Verkleinerung des
Ganglions des posterioren Seitenliniennervs. Der Anteil an Embryonen mit diesem
Phéanotyp ist jedoch nicht signifikant im Vergleich mit den Embryonen, die mit dem
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Kontroll-Morpholino injiziert wurden. Signifikante Veranderungen konnten aber beziglich
der Ausbildung des Ganglions in den ncam1b-Knockdownembryonen festgestellt werden.
Im Wildtyp-Embryo besteht das Ganglion des Seitenliniennervs aus etwa 20 Zellen
(Chitnis et al., 2011), wahrend es in den ncam1b-Knockdownembryonen teilweise nur aus
2-3 Zellen aufgebaut ist. Desweiteren ist die Anordnung der Nervenzellkérper innerhalb
des Ganglions verandert. In den Kontroll-Embryonen besitzt das Ganglion eine ovale,
abgerundete Form. Im Gegensatz dazu féllt das Ganglion der ncamib-
Knockdownembryonen durch eine unregelmaBige, stark variierende auBere Form auf. Die
Zellkérper kbnnen sogar ,aufgereiht, vergleichbar mit einer Perlenkette, angeordnet sein.

In den st8sia2-Knockdownembryonen wurden keine Veranderungen bezlglich der
Ausbildung des Ganglions beschrieben (Marx, 2002, Marx et al., 2007). Dies lasst darauf
schlieBen, dass Ncam1b fur den hier beschriebenen Phanotyp verantwortlich ist. Ncam1b
reguliert am Ganglion des posterioren Seitenliniennervs die Zelladh&sion der
Nervenzellkérper. Eine a&hnliche Funktion wurde fur die Zelladh&sionsmolekile
Cadherin-4 und -6 im Zebrafischembryo gezeigt (Wilson et al., 2007). Durch den
Knockdown von Cadherin-4 kommt es, wie in den ncam1ib-Knockdownembryonen, zu
einer reduzierten Ausbildung des posterioren Seitenlinienganglions (Wilson et al., 2007).
Die auBere Form ist verandert und es besteht aus weniger Zellkérpern im Vergleich zu
den Kontroll-Embryonen (Wilson et al., 2007). Der Knockdown von Cadherin-6 fuhrt zu
einer reduzierten Ausbildung von cranialen Ganglien und Ganglien des Seitenliniennervs
(Liu et al, 2011). Es wird spekuliert, dass die Reduktion der Ganglien aufgrund
reduzierter Zellproliferation in den Knockdownembryonen zustande kommt (Liu et al.,
2011). Bei Vorlauferzellen im Hippocampus von Saugetieren wird NCAM1 ebenfalls in
Verbindung mit Zellproliferation gebracht (Amoureux et al., 2000). Es wird eine Korrelation
zwischen reduzierter Zellproliferation und heterophilen NCAM1-Interaktionen beschrieben
(Amoureux et al., 2000). Bezlglich der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bedeutet dies,
dass Ncamib vermutlich Uber heterophile Interaktionen die Zellproliferation der
Ganglienzellen beeinflusst.

In der durchgefihrten Bewegungsstudie, konnte eine Veranderung bezlglich des
Schwimmverhaltens bei den ncamib-Knockdownembryonen beobachtet werden. Die
Fluchtreaktion erfolgt bei einem Teil der ncam1b-Knockdownembryonen (72 hpf) durch
eine Schwimmbewegung in Fom eines Kreises, wahrend die Kontroll-Embryonen meist
geradeaus wegschwimmen oder ihre Schwimmrichtung verdndern kénnen. Da die
ncam1b-Knockdownembryonen ein verandertes Ganglion besitzen, liegt die Vermutung
nahe, dass hier ein Zusammenhang zwischen dem Seitenlinienorgan und dem
Schwimmverhalten besteht. Die Immunféarbung der ncam1b-Knockdownembryonen gegen
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Tag-1 bestatigt eine unterschiedliche Entwicklung der Ganglien des posterioren
Seitenliniennervs in den Embryonen, die im Kreis schwimmen. Aufgrund einer
ungleichmaBigen Verteilung des injizierten Morpholinos kommt es auf einer Koérperseite
der ncam1b-Knockdownembryonen zu einer starkeren Reduktion des Ganglions als auf
der anderen Seite. Dies zeigt, dass ein morphologisch-verandertes Ganglion anders
funktioniert, als die nicht beeintrachtige Kontrolle im selben Fisch. Im Ganglion des
posterioren Seitenliniennervs sitzen bipolare sensorische Nervenzellen, die die Haarzellen
in den Neuromasten, den sensorischen Organen des Seitenlinienorgans, innervieren
(Metcalfe, 1985, Chitnis et al., 2011). Vermutlich kommt es in den ncamib-
Knockdownembryonen zu einer einseitig reduzierten Innervation der Neuromasten bzw.
einer eingeschrankten Signalweiterleitung von den Neuromasten zum Gehirn.

Aufgrund einer Ncamilb-Expression auf den Zellen des Primordiums des
Seitenlinienorgans 24 hpf, ist eine weitere Funktion bezlglich der Bildung der
Neuromasten nicht auszuschlieBen. Vermutlich kommt es nicht nur innerhalb des
Seitenliniennerv-Ganglions zu einer reduzierten Zelladh&sion, sondern auch in den
sensorischen Organen des Seitenlinienorgans, den Neuromasten.

Die Beschrankung des hier beschriebenen Phanotyps im Bereich des posterioren
Seitenlinienorgans auf die ncam1b-Knockdownembryonen ist eine weitere Bestatigung fir
die Subfunktionalisierung der beiden paralogen Gene, die wahrscheinlich zu deren
Konservierung gefuhrt hat.

5.3.5 Reduzierte Stabilitat der Zebrafischembryonen

Nicht nur verschiedene Axonpopulationen werden durch den Knockdown der Zell-
adhasionsmolekile Ncamia und Ncamib beeinflusst, sondern auch die Adhé&sion der
neuronalen Zellkérper. Es kommt in den Knockdownembryonen zu einer reduzierten
Gesamtstabilitat. ,Stabilitat” ist, bezogen auf Embryonen, eine schwer messbare
Eigenschaft. Die Verédnderung wird durch eine Deformierung der Embryonen beim
Einbetten in die zahflissige Lésung Mowiol deutlich. Bei den Wildtyp- oder Kontroll-
Morpholino-Embryonen bleibt der Kérper stabil beim Einbetten erhalten, wahrend er bei
den Knockdownembryonen weich ist und in sich zusammensinkt. Die lateralen Ansichten
des Zebrafischschwanzes geben lediglich einen kleinen Einblick beziglich des
vorliegenden Phéanotyps. Die Embryonen nach ncamia-Knockdown zeigen nur leichte
Veranderungen beziglich der Lage des Zebrafischschwanzes nach dem Einbetten,
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wéahrend es bei den ncam1ib-Knockdownembryonen zu deutlichen UnregelmaBigkeiten
kommt. Der Verlauf des Seitenliniennervs beschreibt in den ncamib-
Knockdownembryonen Wellenlinien in der Immunfarbung der Axone gegen Tag-1 und die
Motoraxone scheinen in das Gewebe einzutauchen und treten weiter ventral wieder auf.

Da Zell-Zelladhasion die Grundlage fir den Aufbau von Gewebe ist (Gumbiner, 1996)
kommt es moéglicherweise aufgrund des Knockdowns der Zelladh&asionsmolekille ncamia
bzw. ncam1b zu einer reduzierten Zelladhasion, die zu der eingeschrankten Stabilitat der
Embryonen flhrt. In den Publikationen von Marx et al. wurde keine Reduktion der
Stabilitdt der Embryonen nach polySia-Entfernung erwahnt (Marx et al., 2001, Marx et al.,
2007). Daher ist es wahrscheinlich, dass der vorliegende Phanotyp auf die Entfernung der
neuronalen Zelladhasionsmolekile Ncamia und Ncam1b und nicht auf deren Modifikation
polySia zurickzuflhren ist. Vermutlich kommt es durch den Knockdown von ncamib
innerhalb des Rickenmarks zu einer reduzierten Zelladhasion. Ob dies, wie beim
Seitenliniennerv-Ganglion zu einer Reduktion der Zellen innerhalb des Rickenmarks fihrt
ist unklar. Interessant ware es hierzu, Querschnitte vom Rlckenmark bezlglich der
Anordnung und der Anzahl von Neuronen zu analysieren.

5.4 Das olfaktorische Zelladhasionsmolek(l Ncam2

Ein weiteres Mitglied der NCAM-Familie im Zebrafischembryo ist Ncam2. Die Expression
und Polysialylierung von Ncam2 wurde ebenfalls im Rahmen der vorliegenden Arbeit
untersucht. Eine Funktionsanalyse wurde nicht durchgefihrt, da dies bereits von einer
anderen Arbeitgruppe untersucht wird (Miyasaka et al., 2009).

Die Protein-Expression von Ncam2 startet 30 hpf. Sie ist zun&chst beschrankt auf kleine
Zellpopulationen im Tel- und Diencephalon. Im Stadium von 48 hpf werden Zellkérper im
sich entwickelnden olfaktorischen Bulbus und eine gr6Bere Anzahl an Neuronen im Tel-
und Diencephalon mit dem Ncam2-Antikérper detektiert. Die Ncam2-Expression ist
hauptsachlich auf Zellkérpern und nicht auf Axonen zu finden. Die einzige Ausnahme
dazu sind die Axone der anterioren Kommissur, die Ncam2 ab dem Stadium von 36 hpf
exprimieren. Da die anteriore Kommissur bereits im Stadium von 24-28 hpf im
Zebrafischembryo gebildet wird (Chitnis und Kuwada, 1990), scheint Ncam2 nicht fir ihre
Ausbildung notwendig zu sein.
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Um zu ermitteln, ob die Ncam2-exprimierende-Neurone im Bereich des Tel- und
Diencephalons zum olfaktorischen System gehéren und dessen Signale verarbeiten,
wurden die Immunfarbungen mit den olfaktorischen Strukturen von Sd&ugetieren
verglichen. In der Ratte gelangen die olfaktorischen Informationen vom olfaktorischen
Bulbus Uber den lateralen olfaktorischen Trakt zundchst in den olfaktorischen Cortex
(Haberly, 2001). Er besteht aus dem anterioren olfaktorischen Cortex und dem piriformen
Cortex (Haberly, 2001). Im Zebrafisch werden die olfaktorischen Signale, ebenfalls von
den olfaktorischen Bulbi ausgehend, Gber den medialen und lateralen olfaktorischen Trakt
zu Zellen im Telencephalon weitergeleitet (Miyasaka et al., 2009). Mdglicherweise sind in
der Ncam2-Immunfarbung Neurone des anterioren olfaktorischen Cortex im
Telencephalon gefarbt, da diese Neurone bei S&ugetieren Uber einen Teil der anterioren
Kommissur miteinander verbunden sind (Lledo et al., 2005).

Im rostralen Diencephalon wird Ncam2 von Neuronen im Bereich der postoptischen
Kommissur exprimiert. Ob diese Neurone auch zum olfaktorischen System gehéren kann
nicht abschlieBend beantwortet werden, da sich der Aufbau des Zebrafischgehirns zum
Teil deutlich vom Saugetiergehirn unterscheidet. Bekannt ist, dass im Zebrafisch axonale
Verbindungen, ausgehend von den sogenannten Mitralzellen in den olfaktorischen Bulbi,
zu den Habenulae, den Epiphysenstielen im Diencephalon bestehen (Miyasaka et al.,
2009). Ncam2 wird im sieben-Tage-alten Zebrafisch auf den Habenulae detektiert
(Miyasaka et al., 2009), jedoch nicht 48 Stunden nach der Befruchtung.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Expression von Ncam2 im
Zebrafischembryo (30-48 hpf) auf Nervenzellen im Prosencephalon und auf die Axone der
anterioren Kommissur beschrankt ist. Moglicherweise ist die fehlende Konservierung des
duplizierten ncam2-Gens auch auf das lokal eingeschréankte ncam2-Expressionsmuster
zurickzufuhren.

Ob Ncam2 wie bei Saugetieren unpolysialysiert vorliegt, wurde ebenfalls im Rahmen
dieser Studie analysiert. In ncamia/ncami1b-Doppelknockdownembryonen  mit
Immunfarbung gegen Ncam2 und polySia konnte gezeigt werden, dass nach der
Entfernung der polySia-Akzeptormoleklle Ncam1a und Ncam1b keine Colokalisation von
Ncam2 und polySia im Zebrafischembryo (36 hpf) zu finden ist. Dies ist ein erster Hinweis
daflr, dass Ncam2 im Zebrafisch, wie in der Maus (Yoshihara et al., 1997), nicht
polysialyliert wird. Der Sequenzvergleich zwischen Ncam2 und den neuronalen
Zelladhasionsmolekilen in der Maus, NCAM1 und NCAM2, untermauert dieses Ergebnis.
Es fehlen, die fur die Positionierung der Polysialyltransferasen wichtigen Strukturen, wie
z.B. die a-Helix in der FN1-Doméane (Foley et al., 2010). Die strukturellen Grundlagen, die
fir die Polysialylierung von NCAM1 notwendig sind, werden schon seit vielen Jahren
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untersucht (Close et al., 2003, Mendiratta et al., 2005, Mendiratta et al., 2006, Foley et al.,
2010, Thompson et al., 2011), trotzdem ist es immer noch nicht klar, welcher
Mechanismus die Polysialylierung von Ncam2 in der Maus verhindert. Es konnte gezeigt
werden, dass sogar der Austausch der FN1-Domane zwischen NCAM1 und NCAM2 nicht
die Polysialyierung von NCAM1 verhindert. Es kommt lediglich zu kirzeren polySia-Ketten
(Foley et al., 2010). Mdglicherweise verhindert eine Substruktur der flinften Ig-Doméane
von NCAM2 die Polysialylierung (Dr. Karen J. Colley/Universitat von lllinois, Chicago,
USA; personliche Mitteilung).

5.5 Die Expressionsregulation der neuronalen Zelladhasionsmolekile und
deren polySia-Modifikation tiber die CPE-Sequenz

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde nicht nur die Expression, Glykosylierung und
Funktion der Zelladh&sionsmolekile der NCAM-Familie untersucht, sondern auch deren
Expressionsregulation.

Im zentralen Nervensystem (ZNS) des Zebrafischembryos wird polySia meist nur auf den
Zellkérpern (Somata) von Nervenzellen exprimiert (Marx et al., 2001). Spinale und
craniale Motoneurone hingegen tragen polySia sowohl auf dem Zellkérper als auch auf
dem Axon (Marx et al., 2001). Eine mégliche Ursache fur dieses Phdnomen ist, dass die
Transmembranproteine  Ncamia und Ncamib im ZNS im Zellkdrper in die
Plasmamembran integriert werden und nicht Gber den Axonhulgel in die axonale Membran
gelangen. In den Motoneuronen kommt es zusatzlich zu einem CPE-abhéngigen
Transport der ncamia/1b-mRNA, um eine lokale Expression innerhalb des Axons zu
ermdoglichen.

Das cytoplasmatische Polyadenylierungselement (CPE) ist eine Sequenz in der 3'UTR
einer Reihe von mRNAs. Uber das CPE kann zum Beispiel der Zeitpunkt und der Ort der
Translation wahrend der Entwicklung von Oocyten, aber auch an Synapsen im
Nervensystem reguliert werden (Wu et al., 1998, Si et al., 2003, Alarcon et al., 2004,
Radford et al., 2008, Oe und Yoneda, 2010). Mittels CPE-bindender Proteine wird die
mRNA innerhalb der Nervenzelle transportiert, um eine Translation in bestimmten
Abschnitten der Nervenzelle zu ermdéglichen (Brittis et al., 2002, Oe und Yoneda, 2010).
Dieser Vorgang schafft die Voraussetzung fir Axone auf lokale Signalmolekile schnell
und passend zu reagieren und wurde zum Beispiel in kommissuralen Axonen nach der
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Uberkreuzung der Mittellinie beobachtet (Brittis et al., 2002). Im Zebrafisch wurde die
CPE-abhangige Translation bisher nur bei maternaler mRNA in Oocyten demonstriert
(Suzuki et al., 2009, Zhang und Sheets, 2009). Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte
ncamia-, ncam1b und st8sia2-mRNA enthalt ebenfalls CPE-Sequenzen. Daher liegt die
Vermutung nahe, dass die mRNA der Zelladhdsionsmolekile und der
Polysialyltransferase st8sia2 Uber einen CPE-abhangigen Mechanismus ins Motoraxon
transportiert wird.

Um die Funktion der CPE-Sequenz in der 3'UTR der st8sia2-mRNA zu untersuchen,
wurden Reporterkonstrukte mit dem Tol2kit kloniert. Fir die Konstrukte wurde der Hb9-
Promotor zur Expression der DNA in den Motoraxonen verwendet (Nakano et al., 2005).
Als Reporter wurde die Golgi-Lokalisationssequenz der Polysialyltransferase st8sia2 mit
der egfp-Sequenz kombiniert, damit St8Sia2-EGFP wie das Enzym St8Sia2 in der Golgi-
Membran verankert wird. Im 3’Bereich der Konstrukte wurde die 3'UTR der st8sia2-
mRNA mit oder ohne CPE-Sequenz angehangt.

Mit Hilfe der Reporterkonstrukte konnte gezeigt werden, dass die CPE-Sequenz der
st8sia2-mRNA eine regulatorische Funktion besitzt. Das Reporterkonstrukt mit der 3'UTR
der st8sia2-mRNA, inklusive der CPE-Sequenz, wurde nicht exprimiert. Die Entfernung
der CPE-Sequenz aus dem Reporterkonstrukt hingegen flhrte zur Expression von
St8Sia2-EGFP in der Golgi-Membran von Motoneuronen (Zellkérper und Axon).

Die Expression der Reporterkonstrukte entspricht nicht den vorausgegangenen
Erwartungen. Eigentlich war zu erwarten, dass das Reporterkonstrukt mit der 3"'UTR der
st8sia2-mRNA im Zellkérper und im Axon exprimiert wird, entsprechend dem normalen
st8sia2-Expressionsmuster. Stattdessen wird durch das Anhangen der 3"UTR der st8sia2-
mRNA die Expression des Reporters inhibiert. Desweiteren wurde erwartet, dass das
Reporterkonstrukt ohne CPE-Sequenz ein auf den Zellkérper beschranktes
Expressionsmuster aufweist, wie das Polysialylierungsmuster nach Injektion des CPE-
Morpholinos. Im Gegensatz dazu kommt es durch die CPE-Sequenz in den
Reporterkonstrukten zu einer ,Alles oder Nichts“-Entscheidung. Méglicherweise sind die
Reporterkonstrukte ungeeignet fir den Nachweis der CPE-abhangigen Translation und es
kommt durch den Hb9-Promotor zu einer Uberexpression, die zu den Signalen im
Zellkérper und im Axon fuhrt. Die Klonierung des Promotors der st8sia2 ware daher ein
guter Ansatz flr neue Reporterkonstrukte.

Die Untersuchung der CPE-Sequenzen in der ncamia- und ncamib-mRNA erfolgte
ebenfalls mit Reporterkonstrukten, die im Rahmen einer von mir angeleiteten Diplomarbeit
kloniert wurden. Fir die Reporterkonstrukte wurde, wie bei den Versuchen zur CPE-
Sequenz in der st8sia2-mRNA, der Hb9-Promotor verwendet. Als Reporterprotein wurde
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prenyliertes EGFP eingesetzt, das aufgrund der Prenylierung in die Zellmembran
integriert wird. Im 3'Bereich der Reporterkonstrukte wurde die 3’'UTR der ncamia bzw.
ncam1b-mRNA jeweils mit oder ohne die CPE-Sequenzen eingefiigt (Fischer, 2010).
Nach Injektion der verschiedenen Reporterkonstrukte konnte eine EGFP-Expression
immer im Zellkérper und im Axon der Motoneurone festgestellt werden (Fischer, 2010).
Dies spricht dafiir, dass entweder die CPE-Sequenzen in der ncamia- und ncamib-
mRNA keine regulatorische Funktion bezlglich der Expression von ncamia und ncamib
besitzen oder, dass der Aufbau der Reporterkonstrukte nicht fir die Versuche geeignet
ist. Mdoglicherweise ist die Verwendung des Hb9-Promotors, wie bei den st8sia2-
Konstrukten ungeeignet oder das Reporterprotein gelangt aufgrund der Prenylierung
ungehindert in alle Membranen der Nervenzelle. Um zu testen, ob die Expression von
prenyliertem EGFP Ulber die 3'UTR der st8sia2-mRNA, mit und ohne CPE, beeinflusst
wird, wurden zwei weitere Reporterkonstrukte kloniert und injiziert. Doch auch hier zeigte
sich eine Expression des Reporterproteins im Zellkérper und im Axon (Fischer, 2010).
Dies spricht daflr, dass prenyliertes EGFP nicht Uber die CPE-Sequenzen reguliert
werden kann. Vielleicht gelangt prenyliertes EGFP aufgrund des kurzen lipophilen Rests
ungehindert von der Plasmamembran des Zellkdrpers Uber den Axonhigel ins Axon. Da
Ncamia und Ncamib jedoch transmembrane Proteine sind ldsst sich mit den
vorhandenen Ergebnissen keine Aussage Uber die Kontrolle der ncamia- bzw. ncam1a-
Expression mittels CPE-Sequenz treffen. Eine gute Erganzung zu den erfolgten
Versuchen ware es daher prenyliertes EGFP durch eine Kombination aus dem
Membrananteil der ncam1a- bzw. ncam1b-Sequenz und der egfp-Sequenz zu ersetzen.
Die Kombination erméglicht, dass EGFP mdglichst &hnlich wie Ncamia bzw. Ncam1b
aufgebaut ist, und als transmembranes Protein in die Plasmamembran integriert wird.
Vielleicht erfolgt dann die Expression des Konstrukis [Hb9-Promotor]-[ncam1a/b-egfp]-
[polyA] nur in der Membran des Zellkérpers und kann nicht, wie die Theorie besagt, tber
den Axonhugel in die axonale Membran gelangen. Nur das Konstrukt [Hb9-Promotor]-
[Ncam1a/b-EGFP]-[3'UTR von ncamia/b] sollte im Axon exprimiert werden, da hier eine
CPE-Sequenz in der 3"UTR enthalten ist.
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5.6 Ausblick

Die vorliegende Arbeit beschreibt das Expressionsmuster, die Polysialylierung und die
Funktion von Zelladh&sionsmolekilen der NCAM-Familie im Nervensystem des sich
entwickelnden Zebrafischs. Interessanterweise ist es wahrend der Evolution der
Knochenfische zu einer Duplikation des bei hdheren Vertebraten nur in Einzahl
vorkommenden Gens ncam1 gekommen. Es wird gezeigt, dass sich die Proteine Ncamia
und Ncam1b durch ihr Expressionsmuster und ihre Funktion unterscheiden. Gemeinsam
ist beiden die posttranslationale Modifikation durch Polysialylierung. Insbesondere ist die
Ausbildung einiger wichtiger Axontrakte von der Expression von ncamia und ncamib
sowie von ihrer Polysialylierung abhéngig, z.B. die der posterioren Kommissur, der
spinalen und cranialen Motoraxone. Die vorliegende Arbeit bildet damit die Grundlage fir

weiterflhrende Experimente zur Klarung interessanter Aspekte wie z.B.

1. Die Entwicklung des otischen Vesikels

Die Ncam1b-Expression auf den Zellen des otischen Vesikels spricht fir eine Funktion
von Ncam1b bezlglich der Zelladhasion innerhalb des Vesikels. Mit Hilfe von in-situ
Hybridisierungen gegen anteriore und posteriore Markergene des otischen Vesikels
(Hammond und Whitfield, 2011) kénnten Veranderungen in ncam1ib-Knockdown-

Embryonen in weiterfihrenden Experimenten detektiert werden.

2. Die Entwicklung und Migration des Seitenlinienorgans

Der Einfluss von Ncam1a, Ncam1b und deren Polysialylierung beztglich der Entwicklung
des Seitenlinienorgans kénnte mit Hilfe von transgenen Zebrafischembryonen, die GFP
unter der Kontrolle des claudin-B Promotors exprimieren, untersucht werden (Haas und
Gilmour, 2006). Zusatzliche Immunfarbungen gegen Proteine, die innerhalb der
Neuromasten exprimiert werden, wie z.B. CXCR7b oder CXCR4b (Chitnis et al., 2011),
kénnen einen AufschluB dartber geben, ob der Aufbau bzw. die Zelladhasion nach
ncam1b-Knockdown innerhalb der Neuromasten verandert ist.

3. Die Funktion von Ncam1a auf den Floorplate-Zellen

Kommissurale Axone im Hinterhirn bendtigen die Expression von polySia auf den
Floorplate-Zellen, um Uber die Mittellinie zu wachsen (Marx et al., 2001). Da Ncam1a das
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5 Diskussion

einzige Akzeptormolekdl fir polySia auf den Floorplate-Zellen ist, besteht vermutlich der
gleiche Phénotyp in den ncamia-Knockdownembryonen. Dies kodnnte durch die
Markierung einzelner kommissuraler Axone mit dem Farbstoff Dil in zukinftigen Projekten
aufgezeigt werden.

Um die molekularen Grundlagen erklaren zu kdnnen, die diesen Entwicklungsprozessen
zugrunde liegen, ist es wichtig, die Interaktionspartner von Ncamia und Ncamib zu
identifizieren. Durch Zellaggregations- und Pulldown-Assays kann, wie bei NCAM2
(Yoshihara et al., 1997), untersucht werden, ob Ncamia und Ncam1b homophile oder
heterophile Interaktionen eingehen und wie diese Wechselwirkungen durch
Polysialinsdure beeinflusst werden. Neue Bindungspartner kbnnen zum Beispiel Uber eine
Massenspekirometrieanalyse im AnschluB an eine Proteinkomplexaufreinigung Gber
einen Tag (His-tag, c-Myc-tag, etc.) ermittelt werden (Chang, 2006).

Identifizierte Wechselwirkungen und Bindungspartner kénnen anschlieBend im Zebrafisch
in vivo verifiziert und in naturlichen Kontext untersucht werden.
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7 Anhang

7.1 Abkurzungsverzeichnis

a alpha-, oder anti- | Liter
aK anteriore Kommissur LSM Laser Scanning Mikroskop
°C Grad Celcius M Molar (mol/l)
Hg Mikrogramm (10°g) ma Motoraxone
u Mikroliter (10°°1) max. maximal
pm Mikrometer (10°°m) mbar Millibar (10° bar)
Abb. Abbildung min Minuten
Ak Antikérper mind. mindestens
B beta mkl monoklonaler Antikérper (meist aus Maus)
bidest | zweifach destilliertes Wasser mi Milliliter (10°° 1)
BSA Rinderserumalbumin (engl. bovine serum mM Millimolar (10 M)
albumin)
bzw. beziehungsweise mm Millimeter (10 m)
ca. circa Mo Morpholino
ca Cerebellumanlage NCAM Neural cell adhesion molecule/
neuronales Zelladh&sionsmolekiil
cm Zentimeter (10°m) NH; Ammoniak
CO, Kohlendioxid nm Nanometer (10° m)
DMSO | Dimethylsulfoxid ob Olfaktorischer Bulbus
DNA Desoxyribonucleinséure OCAM | “olfactory cell adhesion molecule”/olfaktorisches
Zelladhdsionsmolekil
e Epiphyse op Olfaktorische Plakode
ECM Extrazelluldre Matrix ov Otischer Vesikel
EDTA | Ethylendiamintetraessigsédure pK Posteriore Kommissur
EGFP | enhanced (verstarkt) griin fluoreszierendes PFA Paraformaldehyd
Protein
engl. englisch pkl AK | polyklonaler Antikérper
evt. eventuell rm Rickenmark
fp Floorplate/ Bodenplatte sec Sekunde
g Ganglion sin Seitenliniennerv
h Hinterhirn Tab. Tabelle
hpf Stunden nach der Befruchtung (hours post u.a. unter anderem
fertilization)
H.O Wasser UTR “untranslated region”/nicht translatierter Bereich
IgG Immunglobulin G z.B. zum Beispiel
Kap. Kapitel ZNCAM | Zebrafisch NCAM
kDa Kilodalton ZF Zebrafisch
z.T. zum Teil
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