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ZUSAMMENFASSUNG

Neuronale Wachstumskegel werden durch attraktivd wvepulsive Signale gelenkt. Im
retinotektalen System bewirken gradiert verteilphiihe und Eph-Rezeptoren den Aufbau einer
topografischen, d.h. nachbarschaftstreuen, Projektin vitro-Versuche mithilfe von
elaborierten mikrostrukturierten Substraten zeig#gss retinale Wachstumskegel gegentber
dem repulsiven Lenkungssignal Ephrin-A5 desensitenn und resensitivieren kénnen. Diese
Eigenschaft erscheint jedoch kontraintuitiv, da deelfindung im Tektum auf einer
zuverlassigen Bestimmung absoluter Konzentratidrezaht.

In dieser Arbeit wurde zunachst ein einfachereraftentwickelt, mit dem die Desensitivierung
untersucht werden kann. Es konnte gezeigt werdess die Zugabe von 0,25 pg/ml Ephrin-A5
ins Kulturmedium topografisch differenziell einerollaps bei temporalen, jedoch nicht bei
nasalen Wachstumskegeln ausldst. Die kollabierteachAtumskegel nehmen trotz der
Gegenwart des repulsiven Signals das Wachstum wemafeund zeigen nach 120 min eine
intakte Morphologie. Da die Wachstumskegel auf Altsdkonzentrationen und nicht nur auf
Konzentrationsanderungen reagieren, ist diesesalferhals Desensitivierung zu werten.

Das zentrale Thema der vorliegenden Arbeit war Uistersuchung der molekularen
Adaptationsmechanismen. Mithilfe der oben genannt€oilaps-Assays und Substrat-
gebundenen Ephrin-Mustern wurde die Adaptation g@ger Ephrin-A5 untersucht. Ein
naheliegender Adaptationsmechanismus beruht auMdelulation des Rezeptorlevels in der
Wachstumskegelmembran. Immunhistochemische Farbund®nnten jedoch keine
Verédnderung der Oberflachenkonzentration an Eph&ZeRtoren wahrend der Adaptation
nachweisen. Versuche mit dem Endocytose-Inhibitpnd3ore unterstiitzen diese Ergebnisse:
die Clathrin-vermittelte Endocytose von Eph-Rezemtoist an der Adaptation gegentber
Ephrin-A5 nicht beteiligt.

Auch die lokale Proteinsynthese im Wachstumsketelk@inen Einfluss auf die genannten
Phanomene aus. Nach einer Behandlung mit Anisonsioit retinale Wachstumskegel nach
wie vor in der Lage, gegeniiber dem Ephrin-Signadaptieren.

Experimente mit dem Protein-Tyrosin-Phosphataséitdn Peroxovanadat zeigen, dass die
Modulation der Ephrin-A5-Signalkaskade an der Adaph beteiligt ist. Die Behandlung mit
dem Inhibitor verhindert die Wiederaufnahme des Mwachstums nach dem Ephrin-A5-
vermittelten Kollaps und das Wachstum auf hohen s8abgebundenen Ephrin-A5-
Konzentrationen. Die Ergebnisse zeigen sowohl eliafluss des Inhibitors auf das primare
Ephrin-A5-Signal, als auch einen Einfluss auf diagtive Modulation des Signals. Adaptation
ist demzufolge ein integraler Bestandteil der Sigaasduktion der Lenkungsinformation bei

der Ausbildung der topografischen Projektion.
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1 EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Mechanismen der axonalen Lenkung

Ein funktionierendes Nervensystem setzt hoch sigehié Verbindungen zwischen Neuronen
voraus. Diese Verbindungen gewahrleisten die satdar Signallibertragung ins Gehirn, die
Signalverarbeitung in verschiedenen Hirnarealen diadUbermittlung motorischer Befehle in
die Peripherie. Eine auflergewothnliche Eigensche$t eimbryonalen Nervensystems ist in
diesem Zusammenhang seine Fahigkeit zur Selbsisegiam. Wahrend der Entwicklung wird
die Verschaltung der Neurone durch einen Prozefgebaut, der als ,axonale Lenkung"
bezeichnet wird. Aus dem Zellkérper einer Nervelezeldchst ein Axon aus, das an seiner
Spitze einen sog. Wachstumskegel tragt. Der Wagisitegel ist eine autonome und
bewegliche Struktur, die Uber Rezeptoren in demzhbran mit ihrer Umwelt kommuniziert

und auf attraktive und repulsive Lenkungsmolekékegieren kann.

Der Wachstumskegel besteht aus drei Bereichersidedurch den individuellen Aufbau des
Cytoskeletts unterschieden. Die periphere Zone dfeYX besteht aus langen Biindeln
filamentdsen Aktins (F-Aktin), die die sog. Filoped ausbilden. Die Filopodien sind durch
Membranbereiche voneinander getrennt, die als Lgradien bezeichnet werden und in denen
F-Aktin in Form eines dichten Netzwerks angeordisét Die zentrale Zone (C-Zone) des
Wachstumskegels enthalt hauptsachlich stabile Mikndibliindel, die sich aus dem Axonschaft
bis in den Wachstumskegel fortsetzen. Zwischen@eund der P-Zone befindet sich eine
Ubergangszone (T-Zone). In dieser sind kontral&ké&n-Myosin-Filamente senkrecht zu den
peripheren Aktinbindeln angeordnet (Abb. 1.1). Bévegung eines Wachstumskegels erfolgt
Uber die Polymerisation und Depolymerisation de®\kihs in den Filopodien und
Lamellipodien. Dynamische Mikrotubuli, die sich garzelt in die P-Zone hinein fortsetzen,
stabilisieren eingeschlagene Bewegungsrichtungendam fortgesetzte Wachstum in diese
Richtung zu gewahrleisten. Die kontraktilen Aktinddin-Bogen regulieren die Mikrotubuli-
Dynamik und sind an der Aufrechterhaltung einebitta C-Zone beteiligt (Burnettet al,
2008; Schaefeet al, 2008). Wahrend des gerichteten Wachstums iritgeag F-Aktin und



1 EINLEITUNG

Mikrotubuli verstarkt sowohl miteinander als aucht @ytoskelett-bindenen Proteinen (Zhou
und Cohan, 2004; Kalil und Dent, 2005).

Abb. 1-1. Der neuronale

<

% Wachstumskegel.

2 Schematische Darstellung eines
Lamellipodium neuronalen Wachstumskegels. F-

Aktin-Bundel bilden Filopodien aus,
mit deren Hilfe der Wachstumskegel
die Umgebung sondiert. Dazwischen
befinden sich Lamellipodien in denen
Aktinfasern in Form eines dichten
Netzwerks angeordnet sind. Die
Bewegung in eine bestimmte
Richtung oder der Riickzug erfolgen
Uber die Polymerisation bzw. De-
polymerisation der Aktinfilamente.
Dynamische  Mikrotubuli  helfen
dabei, eine eingeschlagen Bewe-
gungsrichtung  zu  stabilisieren.
[J c-zone Kontraktile Aktin-Myosin-Bogen
[] T-zone regulieren die Mikrotubuli-Dynamik.
Stabile Abbildung modifiziert nach: Lowery
Mikrotubuli-Biindel D P-Zone und Van Vactor, 2009.

F-Aktin-
Biindel

F-Aktin-

Dynamische Mikrotubuli
Netzwerk

Kontraktile
Aktin-Myosin-
Bogen

Axonschaft

Auf dem Weg zur Zielzelle werden Wachstumskegelhdatiraktive und repulsive Signale
gelenkt. Diese Lenkungssignale binden an Rezeptoreder Wachstumskegelmembran und
initiieren Signalkaskaden, die letztendlich Ver&magen am Cytoskelett hervorrufen (Dickson,
2002; Erskine und Herrera, 2007). Dadurch wirdRidymerisationsdynamik der Aktinfasern
verandert und entweder ein Wachstum in Richtung Sigeals (attraktive Signale) oder ein
Ruckzug (repulsive Signale) ermdglicht. Axonale kemgssignale konnen in verschiedenen
Formen auftreten: Sie werden entweder sekretierteden sich durch Diffusion und wirken aus
der Losung (Chemoattraktion, Chemorepulsion) odet an Komponenten der extrazellularen
Matrix bzw. an Zellmembranen verankert (kontaktmwigtelte Attraktion, kontakt-vermittelte
Repulsion). Sind Lenkungsmolekille an Axonmembragebunden, kann dies Axon-Axon-
Wechselwirkungen, wie beispielsweise eine Fasziiarna hervorrufen und schlie3lich die
Ausbildung eines Nervs nach sich ziehen. Abb. Ib2&jnen Uberblick tiber die verschiedenen
Lenkungsmechanismen.
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Mechanismen der axonalen Lenkung

Kontakt-vermittelte Repulsion

Chemorepulsion

.-  EHEEEE

- B s e - P8 4 Chemoattraktion

==

Kontakt-vermittelte Attraktion

Abb. 1-2. Mechanismen der axonalen Lenkung.

Bei der Lenkung von neuronalen Wachstumskegeln lespievier Mechanismen eine Rolle:
Chemorepulsion, Chemoattraktion, kontakt-vermigteRepulsion und kontakt-vermittelte Attraktion.
Wachstumskegel konnen durch sekretierte Lenkungaskg von einer Quelle abgestoRen
(Chemorepulsion, dargestellt in rot), und von eirmgrderen Quelle angezogen (Chemoattraktion,
dargestellt in griin) werden. Molekile, die an Zelter Umgebung oder an anderen Axonen verankert
sind, leiten die Axone entlang bestimmter BahnenmZielzelle (kontakt-vermittelte Attraktion, kontak
vermittelte Repulsion). Das Zusammenwirken der Mechanismen gewahrleistet die korrekte Lenkung.
Abbildung modifiziert nach: Tessier-Lavigne und @own, 1996.

Eine Form der axonalen Lenkung, die Uber langecksre wirken kann, ist die Lenkung durch
gradiert verteilte Signale. Derartige Signalvettielen entstehen, indem sekretierte
Morphogene von einer Quelle wegdiffundieren undKlezentration des Morphogens mit der
Entfernung abnimmt. Sie binden an Zelloberflachespeoren und l6sen intrazellulare
Signalkaskaden aus, was zu einer konzentrationeglggn Veranderung der Genexpression,
z.B. von membranstidndigen Lenkungsmolekilen, fuhtuf diese Weise werden

Diffusionsgradienten von Morphogenen in Gradienteembranverankerter Lenkungsmolekiile
umgesetzt (Shigetaet al, 1997; Sansom und Livesey; 2009). Solche Grageiibermitteln

sowohl positionale als auch direktionale Informaéio (Abb. 1-3). Durch das Auslesen
absoluter Konzentrationen wird die aktuelle Positiom Gradient bestimmt. Der

Konzentrationsvergleich Uber die Lange eines Wachskegels legt hingegen eine Richtung
fest. Je nachdem, ob es sich um den Gradientes aiti@ktiven oder repulsiven Molekils

handelt, erfolgt das Wachstum in Richtung der hémeder der niedrigeren Konzentration.
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A .

Position / Konz. 2

Position / Konz. 1
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Abb. 1-3. Axonale Lenkung durch gradiert verteilteSignale.

Konzentrationsgradienten axonaler Lenkungsmolekilbermitteln sowohl positional¢A) als auch
direktionale (B) Information. Das Auslesen absoluter Konzentration@Konz.) ermdglicht die
Bestimmung der aktuellen Position im Gradi¢A). Der Konzentrationsvergleich tber die Lange des
Wachstumskegels legt eine Richtung féB). Somit ist eine Unterscheidung zwischen héheret un
niedrigerer Konzentration moglich und damit einiggetes Wachstum zur Quelle hin oder von der
Quelle weg.

1.2 Axonale Lenkung durch Ephrine und Eph-Rezeptore

Proteine der Netrin-, Slit-, Semaphorin- und Epfitamilie bilden die vier Hauptklassen
axonaler Lenkungssignale (Dickson, 2002; Guan uad, R003). In der vorliegenden Arbeit
wird die Reaktion neuronaler Wachstumskegel gegeniBphrinen untersucht, die im
Folgenden naher beschrieben werden.

Ephrine werden anhand ihres molekularen Aufbauzwei Klassen eingeteilt. Ephrin-A-
Molekile sind durch einen Glycosylphosphatidylinolsi(GPI) -Anker an der Zell- oder
Wachstumskegelmembran verankert. Ephrin-B-Molekiggitzen eine Transmembran-Doméne
sowie eine kurze cytoplasmatische Doméane mit eif®Z-Bindemotiv (PDZ:PSD95/Disc
large/Zona occludens)}1(Abb. 1-4). Bisher sind sechs Vertreter der Ké&as\ und drei

Vertreter der Klasse B bekannt.

Ephrine binden an Eph-Rezeptoren. Diese Rezepssdlavurde 1987 bei der Suche nach
Rezeptortyrosin-Kinasen identifiziert, die mdglicleise eine Rolle bei der Krebsentwicklung
spielen (Hiraiet al, 1987). Ihren NameB&rythropoietinroducingHepatocellular carcinoma
verdanken sie der Zelllinie, aus der ihre cDNAimwlwurde. Es sind zehn verschiedene EphA-
und sechs EphB-Rezeptoren bekannt. Die Zuordnundolger einerseits durch

Sequenzhomologien und andererseits durch die hayterzBindung an Ephrin-A- oder Ephrin-

-4 -
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B-Molekule. Eph-Rezeptoren bestehen im extrazebuléBereich aus einer globularen, N-
terminalen Ephrin-Bindedoméne, einem Cystein-reiddetiv sowie zwei Fibronektin Typ IlI-
Sequenzwiederholungen. Daran schliel3en sich diensimreambrandoméne, eine Kinase-
Domane, einsterile a-motif (SAM) und ein PDZ-bindendes Motiv an (Pasquale0530
Abbildung 1-4 zeigt schematische Darstellungen met¢ekularen Aufbaus der Ephrine und
Eph-Rezeptoren.

rin- rin-
Ephrin-A Ephrin-B
1
PDZ —
GPI-Anker — Abb. 1-4. Molekularer
Aufbau der Ephrine und
Eph-Rezeptoren.

Wahrend Ephrin-A-Molekile
durch einen GPI-Anker an die
Zellmembran gebunden sind,
besitzen  Ephrin-B-Molekile
eine Transmembrandomane

Ephrin-Bindung —>

Cystein-reiches Motiv —> und einen kurzen cyto-
plasmatischen Anteil. Eph-

: ; Rezeptoren enthalten eine
Flronektin Typ Il < Ephrin-Bindedoméne, ein

Cystein-reiches Motiv und
Ze"memb,-an zwei Fibronektin  Typ IlI-

Sequenzwiederholungen im
Kinase —> extrazellularen Bereich. Daran
schliet sich die Trans-
membrandoméne an, gefolgt
SAM —> von einer Kinase-Domane,
PDZ —> einer SAI_\/I—Doméne und einem

1 PDZ-Motiv. GPI, Glycosyl-

phosphatidylinositol; SAM,
sterile a-motif, PDz,

Eph-Rezeptor PSD95/Disc large/Zona
occludens-1

Ephrin-A-Moleklle binden an EphA-Rezeptoren und iEpB-Molekiile an EphB-Rezeptoren.
Jeder Vertreter der A-Familie (Ephrin-Al-6) kannit mnterschiedlicher Affinitat, an alle

EphA-Rezeptoren (EphA1-10) binden. Gleiches giltdig Vertreter der Ephrin-B- und EphB-
Familie. Eine Bindung von A-Ephrinen an EphB-Repegn ist fir Ephrin-A5 bekannt, das den
EphB2-Rezeptor erkennt. Dartberhinaus kann EphAZpimin-B2 und Ephrin-B3 binden

(Galeet al, 1996; Himanemet al, 2004).

Eph-Rezeptoren gehoren zur Klasse der Rezeptortykasasen. Die Ephrin-Bindung an den

zugehdrigen Rezeptor fuhrt zunachst zur Dimerisigruder Rezeptoren. Durch die

-5-
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Dimerisierung nahern sich die katalytischen intlaZ&gen Domé&nen einander an und
phosphorylieren sich gegenseitig an Tyrosin-Restndie phosphorylierten Tyrosine binden
cytoplasmatische Adapterproteine, die das Signatevieiten und GTPasen der Rho-Familie
aktivieren oder inaktivieren (Walek al, 2000; Noren und Pasquale, 2004; Satial, 2005).
Diese Molekiille tGiben einen Einfluss auf das Cytetkedus, indem sie beispielsweise die
Polymerisationsdynamik der Aktin- oder Mikrotubakkern verandern. An die Rezeptor-
Dimerisierung schlief3t sich die laterale Assoziatieeiterer aktivierter Rezeptoren und damit
die Bildung eines Clusters an (Himanenal, 2007; Himaneret al, 2010). Die GroRRe der
Cluster kann den Bereich des eigentlichen Zell-Kelhtakts Ubersteigen (Wimmer-Kleikamp
et al, 2004). Da die Initiation der Ephrin-Eph-Signattsduktion im Wesentlichen von der
Rezeptor-Dimerisierung abhangt, werden geldste iB@hin vitro stets in dimerisierter oder

geclusterter Form angeboten (Dawisal, 1994; Egeat al, 2005).

Eine besondere Eigenschaft der Ephrin/Eph-Fanstialie bidirektionale Signalweiterleitung.
Kommt es zum Kontakt zwischen einer Ephrin-exprigtielen und einer Eph-Rezeptor-
exprimierenden Zelle, so kann ein Signal in beideh®ngen Ubermittelt werden. Die
Signalweiterleitung tUber die RezeptortyrosinkinAgévitat der Rezeptoren wird aferward
signalingbezeichnet. Beimeverse signalingvird ein Signal in die Ephrin-exprimierende Zelle
geleitet. Im Falle der Ephrin-B-Molekile erfolgtedi Giber die Tyrosin-Phosphorylierung der
intrazellularen Domane und die Signalweiterleitalugch Adapterproteine. Ephrin-A-Molekile
hingegen besitzen keine Transmembrandoméane undkauoén cytoplasmatischen Anteil. Die
Signaliibertragung erfolgt daher tiber Co-Rezeptdpéam.Neutrophin-Rezeptoren p¥5 und
TrkB wurden als mogliche Co-Rezeptoren identifiz{erm et al, 2008; Marleret al, 2008). In
den meisten Fallen fuhrt die Bindung von EphrinenEph-Rezeptoren zu einem repulsiven
Signal. Zellen, die Eph-Rezeptoren exprimieren, mesden den Kontakt zu Ephrin-
exprimierenden Zellen und umgekehrt. Dieses Veghalsetzt voraus, dass der initiale,
Eph/Ephrin-vermittelte Zell-Zell-Kontakt aufgelosterden muss. Bei B-Ephrinen und EphB-
Rezeptoren erfolgt dies lber eine bidirektionaleddtiytose des gesamten Eph-Ephrin-
Komplexes. Dieser Vorgang entfernt Eph-Rezeptoramd wEphrin-Liganden aus der
Zellmembran, sodass sich die interagierenden Zelbewinander trennen kénnen (Marsttn
al.,, 2003; Zimmeret al, 2003). Ephrin-A/EphA-Komplexe werden aufgeldstdem das
gebundene Ephrin-A durch die membranstandigen Metatease ADAM10 proteolytisch
gespalten wird (Hattoet al, 2000; Janest al, 2005).

Ephrine und Eph-Rezeptoren erflllen vielfaltige gaien wahrend der Entwicklung und im
adulten Organismus. Sie spielen beispielsweisedeei Angiogenese (Zhang und Hughes,

2006), der Zellmigration (Poliakost al, 2004) oder der Abgrenzung von Keimblatternén d
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frihen Embryonalentwicklung (Rohaet al, 2011) eine Rolle. Auch die Metastasierung von
Krebszellen wird stark durch Eph/Ephrin-Signale ibiesst (Kandouz, 2012). Im

Nervensystem sind sie an der Ausbildung dendrigis€lortsatze, der Kommunikation zwischen
Neuronen und Gliazellen und an der Regulation geapgtischen Plastizitat beteiligt, um nur
wenige Beispiele zu nennen (Yamaguchi und PasqRa®). Dartiber hinaus spielen sie eine
Rolle bei der Entwicklung des olfaktorischen SysigiMombaerts, 2006) und der Ausbildung

auditorischer Regelkreise (Cramer, 2005).

Eine entscheidende Funktion kommt den Ephrinen HpH-Rezeptoren bei der axonalen
Lenkung wahrend der Ausbildung der retinotektabemy. retinocollicularen Projektion zu. Auf

diesen Aspekt wird im folgenden Kapitel eingegangen

1.3 Die retinotektale Projektion

Als retinotektale oder retinocolliculare Projektitiezeichnet man die Axon-Verbindung der
Wirbeltier-Retina mit den primaren visuellen Zentredes Gehirns. Axone retinaler
Ganglienzellen (RGCs) verlassen das Auge am oplischervaustritt. Bei niederen
Wirbeltieren und Végeln kreuzen sich die Axone beitRetinae anChiasma opticunund
wachsen in die jeweils kontralateral liegenden @Gdd@reiche. Das Sehzentrum wird bei diesen
TierenTectum opticungenannt. Eine besondere Eigenschaft der retiradegki/erbindung ist
die topografische Organisation. Das bedeutet, di@sSrtsbeziehungen der RGCs in Form ihrer
Axon-Verknipfungen im Tektum beibehalten werdenedei Eigenschaft gewdahrleistet eine
korrekte Reprasentation von Objekten im Gehirn. &miang der temporal-nasal-Achse der
Retina liegenden RGCs werden entlang der antedstepior-Achse des Tektums verknlpft.
Temporale RGCs entsenden Axone ins anteriore Tektasale RGCs terminieren hingegen im
posterioren Tektum. Die retinale dorso-ventrale geckvird entlang der tektalen latero-medial-
Achse abgebildet. Dorsal liegende RGCs projiziéneraterale Tektum, ventral liegende RGCs

ins mediale Tektum.

Die Entwicklung der retinotektalen bzw. retinocaliidren Projektion ist u.a. im Zebrafisch
(Danio rerio), dem Krallenfrosch Xenopus laevis)dem HaushuhnQallus Gallus)und der
Maus (Mus musculys untersucht worden (McLaughlin und O’Leary, 2008B). Zebrafisch
(Kaethner und Stirmer, 1992) und im Krallenfrosétarfis et al, 1987) wachsen Axone
retinaler Ganglienzellen direkt zur korrekten Terationszone und bilden dort Verzweigungen

aus. In der Maus wachsen die Axone zunachst weit ilfven Projektionsort hinaus. An der
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eigentlichen Terminationszone bilden sich zu eingpéteren Zeitpunkt Verzweigungen am
Axonschaft aus. Der Teil des Axons, der Uber diemligationszone hinausgewachsen ist, wird
abgebaut (Simon und O’Leary, 1992). Im Hihnchewiekelt sich die retinotektale Projektion
durch eine Kombination beider Mechanismen (Nakamurd O'Leary, 1989; Yatest al,
2001).

Roger Sperry postulierte bereits im Jahr 1963, tgssgrafische Projektionen durch gradierte
Verteilungen von Lenkungsmolekdlen und deren Rezept entstehen
(Chemoaffinitatshypothese, Sperry, 1963). Ersteeldile, die im retinotektalen System fir
eine Lenkung in Frage kamen, konnten 1995 in deéyeifsgruppen von Friedrich Bonhoeffer
(Ephrin-A5, fruhere Bezeichnung: RAGS) und John nk@gmn (Ephrin-A2, frihere
Bezeichnung: ELF-1) identifiziert werden (Cheegal, 1995; Drescheet al, 1995). Diese
Molekile zeigenin vitro repulsive Eigenschaften: Werden retinale Axone getostem
Ephrin-A5 konfrontiert, fihrt die Behandlung zu ein Kollaps der Wachstumskegel (Watl
al., 2000). Im sog. Streifenassay vermeiden tempokalene das Wachstum auf posterioren
tektalen Membranen bzw. auf Substrat-gebundenerrireBlreifen (Walteret al, 1987;
Hornbergeret al, 1999). In vivo bilden Ephrin-A2 und Ephrin-A5 von anterior nachsfasior
ansteigende Gradienten im Tektum (Abb. 1-5). Digehirigen EphA-Rezeptoren werden in
einem von nasal nach temporal ansteigenden Gradieint der Retina exprimiert. Diese
Verteilung konnte erklaren, warum nasale RGC-Axdme Ephrin-A-reichen posterioren

Tektum terminieren und temporale Axone im Ephriasnen anterioren Tektum.

Die beschriebene Verteilung der Ephrine und EpheBexen ist jedoch unvollstandig.
Ephrin-A-Moleklle werden nicht nur im Tektum expi@m, sondern auch in einem von
temporal nach nasal ansteigenden Gradienten ifiRe@na (Hornbergeet al, 1999). Ebenso
liegen im Tektum zusétzlich Eph-Rezeptoren in eivemn posterior nach anterior ansteigenden
Gradienten vor (Connaet al, 1998; Abb. 1-5). Auch diese Gradienten leistéren Beitrag
zum Aufbau retinotektaler Verbindungen. Durch eapulsivesreverse signalingzwischen
tektalen Eph-Rezeptoren und axonalen Ephrinen wendsale Axone ins posteriore Tektum
gelenkt (Rashi@t al, 2005). Knock-out- und Uberexpressionsstudiemegnen die Expression
der Ephrine oder Eph-Rezeptoren veréndert wurdgereverénderte retinotektale, bzw.
retinocolliculare Projektionen (Nakamoéb al., 1996; Friséret al, 1998; Brownet al, 2000;
Feldheimet al, 2000; Feldheinet al, 2004).
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Retina Optisches Tektum

e il Ephrin-A
-A Ephrin-A g EphA

Abb. 1-5. Ephrin-A- und EphA-Gradienten in der Retina und im Tektum.

Die entlang der temporal-nasal-Achse der Retirgelieen RGCs werden entlang der anterior-posterior-
Achse des Tektums verknipft. Sowohl in der Retisaach im Tektum werden Ephrin-As und EphAs in
Form von Gegengradienten exprimiert. Die Ephrin-8rentration steigt in der Retina von temporal
nach nasal, und im Tektum von anterior nach pastem (dargestellt in rot). Die EphA-Konzentration
steigt in der Retina von nasal nach temporal, umd@ éktum von posterior nach anterior an (dargestell
blau). Diese Gradienten sind wesentlich an der Adishg der topografischen Projektion beteiligt.
Temporale Wachstumskegel, die hohe Mengen an EpbgReren exprimieren, terminieren im
Ephrin-A-armen anterioren Tektum. Nasale Wachstwgsk die geringe Rezeptormengen exprimieren,
hingegen im Ephrin-A-reichen posterioren Tektum.

Die Coexpression von Ephrinen und Eph-Rezeptorerddn Retina ermoglicht einerseits
Wechselwirkungen zwischen projizierenden Neuroned andererseits die Interaktion von
Ephrinen und Eph-Rezeptoren in derselben Memlwigrirteraktion). Der Einfluss von Axon-
Axon-Wechselwirkungen beim Aufbau der retinotektal@rojektion ist hinreichend belegt
(Brownet al, 2000; Rebeet al, 2004). Ebenso existieren Hinweise auf aiisdnteraktion der
Bindungspartner und deren Bedeutung fur den Aufid@a Projektion: Die Ephrin-A-

Uberexpression in temporalen Axonen reduziert d&emsitivitit gegeniiber externem Ephrin
A in vitro und in vivo. Die enzymatische Abspaltung der nasalen EphriMélekile fihrt
hingegen zur Erhdhung der Sensitivitat (Duttetgal, 1999; Hornbergeet al, 1999). Wie
genau diecis-Interaktion allerdings wirkt, ist nicht im Detailufgeklart: Experimente an nicht-
neuronalen Zellen zeigen einés-Interaktion, die didrans-Aktivierung der EphA-Rezeptoren
verhindert (Yinet al, 2004; Carvalhcet al, 2006). Diese Experimente filhrten zu einer
Modellvorstellung, in der retinales Ephrin-A denzBptorgradient verschéarft, in dem es die
Konzentration an funktionellem Rezeptor verring&ebhardtet al, 2012 schlagen hingegen

einen Mechansimus vor, in dem die interagierenderBindungspartner als funktionelle
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Lenkungsrezeptoren fungieren und sich ein repuisieeward und ein attraktivegeverse

signalingausbalancieren.

An der Ausbildung der topografischen Projektionlarg der dorso-ventralen, bzw. latero-
medialen Achse ist das Ephrin-B/EphB-System beteilAllerdings ist dieser Prozess nur
teilweise verstanden. Hindgetal, 2002 postulierten, dass ein tektaler, von lateaah medial
ansteigender Ephrin-B1-Gradient im Hidhnchen und ddaus attraktiv auf die
Seitenastausbildung ventraler RGCs wirkt. Diese meapulation exprimiert aufgrund eines
von dorsal nach ventral ansteigenden Rezeptorgradiegroe Mengen an EphB-Rezeptoren.
Sehr hohe Ephrin-B1-Konzentrationen werden jedooh axonalen Seitendsten gemieden
(McLaughlinet al, 2003) und l6sein vitro einen Kollaps bei retinaledenopusAxonen aus
(Mannet al, 2003). Das zeigt, dass Ephrin-B1 nicht nur ktivasondern im gleichen System
auch repulsiv, d.h. bifunktionell, wirkt. Die kon#eationsabhangige Attraktion bzw. Repulsion

soll eine wesentliche Rolle bei der Ausbildung Begjektion spielen.

Die Rolle des Ephrin/Eph-System bei der Ausbildutgr retinotektalen Projektion ist
unumstritten und anerkannt. Allerdings sind Ephiimel deren Rezeptoren nicht die einzigen
Molekile, die an der retinotektalen Lenkung beajeikind. Die Bindung des Neurotrophins
BDNF an seinen Rezeptor TrkB wirkt bei retinalXenopusAxonen an der Ausbildung
terminaler Verzweigungen im Zielgebiet mit (Coheor und Fraser, 1995; Alsinat al,
2001). Ebenso nimmt eine extrazellulare Funktios Tenskriptionsfaktors Engrailed (En) eine
zentrale Rolle ein. Wahrend der frihen Mittelhinwéoklung werden Enl und En2 in von
anterior nach posterior ansteigenden Gradientenireigst (Hemmati-Brivanlouet al, 1991;
Wurstet al, 1994). Bruneet al, 2005 konnten eine repulsive Wirkung von En-2tauiporale,
und eine attraktive Wirkung auf nasalenopusAxone nachweisen. Werden Enl oder En2 an
ektopischen Stellen im Tektum exprimiert, vermeitemporale Axone diese Bereiche wahrend
nasale Axone dort gezielt terminieren (Friedman niteary, 1996; Itasaki und Nakamura,
1996). Daruiber hinaus fihrt die Inkubation mit eneeutralisierenden En-Antikdrper zu einer
veréanderten Projektion entlang der anterio-postemioAchse und zu einem Verlust der
repulsiven Aktivitat posteriorer tektaler Membranervitro (Wizenmanret al, 2009). Entlang
der dorso-ventralen Achse scheint neben dem E@iEphB-System ein von lateral nach
medial ansteigender und repulsiv wirkender Wnt3dlignat beteiligt zu sein. Der zugehorige
Rezeptor Ryk wird in der Retina in einem von donsath ventral ansteigenden Gradienten
exprimiert (Schmitet al, 2006).
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1.4 Adaptation im retinotektalen System

Adaptation kann als ,Veranderung der Antwort auf @éfiniertes Signal in Abhangigkeit der
Signalstatistik® definiert werden (Borst al, 2005). Signalstatistik bezeichnet in diesem
Zusammenhang raumliche oder zeitliche Mittelwerte® veranderlichen Signals. Adaptation
ist ein allgemeines Phanomen und tritt in versamed Systemen auf. Bei der Navigation von
Zellen zur Quelle oder Senke von chemotaktisch vakti Gradienten scheinen
Adaptationsvorgange sinnvoll. Die Zellen bewegeoh sielativ zu einem extrazellularen
Gradienten und sind wechselnden KonzentrationenSipsals ausgesetzt. Verdnderungen der
Sensitivitdt, um die Signalanderungen an verschieePositionen im Gradienten effizient
auslesen zu konnen und sich daraufhin zur Quelieoter von der Quelle weg zu bewegen,
sind daher plausibel. Bei der bakteriellen Chemstest diese Form der Adaptation verbreitet
(Koshland, 1980; Aloet al, 1999)

Auch wéhrend der axonalen Lenkung sind Adaptati@tsranismen nachgewiesen worden.
Ming et al, 2002 konnten zeigen, dass Wachstumskegel vorkdRimarksneuronen aus
Xenopus gegeniber den Lenkungssignalen Netrin-1 und BDNé#sedsitivieren und
resensitivieren. Auch retinakenopusAxone desensitivieren und resensitivieren gegender
Lenkungssignalen Netrin-1 und Sema3A (Pigteal, 2005).

Im retinotektalen System scheint das Phanomen daptation nicht mit der Ausbildung einer
topografischen Projektion vereinbar zu sein. Dasteé3y aus Ephrin- und Eph-Gegengradienten
bewirkt hier nicht die stetige Migration zu hoéhereder niedrigen Proteinkonzentrationen,
sondern legt einen fur jeden Wachstumskegel sgehin Projektionsort im Tektum fest. Es ist
nicht klar, wie Wachstumskegel quantitative Prdtenmzentrationen auslesen und ihr exaktes
Zielgebiet finden kdnnen, wenn sie die Sensitivgégeniber den dafir nétigen Molekilen
verandern. Dennoch existieren Hinweise auf adapBvezesse im retinotektalen System:
Wachstumskegel retinaler Ganglienzellen halten pazifischen Positionen in Substrat-
gebundenen Ephrin-A5-Gradienten an. Wenn sie lsereitdem Einwachsen in den Gradienten
Kontakt zum repulsiven Signal hatten, ist die StBpgition im Gradient in Richtung hdherer

Ephrin-Konzentrationen verschoben (Rosentrete., 1998).

Anne von Philipsborn untersuchte das Phanomen deptation bei retinalen Ganglienzellen
des Huhnchens gezielt mithilfe Substrat-gebund®hester (von Philipsborn, 2007). Sie nutzte
die Methode des Microcontact Printing (LCP) (votlip$bornet al, 2006a), um das repulsive
Lenkungssignal Ephrin-A5 in definierter geometrimctAnordnung auf einer Oberflache zu

verankern. Wachsen temporale Axone auf einer Larv@berflache aus und treffen initial auf
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1 EINLEITUNG

das gestempelte Muster, bilden sie eine Stoppfvontdem Muster aus. Werden temporale
Retina-Explantate hingegen auf dem Muster ausgedegreigt sich, dass die Axone auf den
hohen Ephrin-A5-Konzentrationen wachsen konnen,m&e unmittelbar nach Verlassen des
Explantats damit konfrontiert werden. Axone, di¢ den Ephrin-A5-Mustern wachsen, zeigen
zwei interessante Eigenschaften: Zum einen reagisre nicht mehr auf die Zugabe von
gelostem Ephrin-A5, das normalerweise einen Kolldes Wachstumskegel ausldst (von
Philipsborn, 2007). Zum anderen Uberwachsen dien@x@ne Front aus Ephrin-A5, die sich
nach einer 50-75 um breiten Liicke im Muster betijdeb. 1-6). Dieses Verhalten belegt eine
Desensitivierung gegentber dem repulsiven Lenkugigals Bei zunehmender Lickenbreite
tritt eine Resensitivierung ein. Dies aulRert sicheiner Stoppreaktion an der Oberkante der
Licke (von Philipsborn, 2007; Abb. 1-6). Ein zusidber Hinweis auf adaptive
Verhaltensweisen ergibt sich aus folgendem Sachiterffremporale Axone, die normalerweise
hoch sensitiv gegentiber dem repulsiven Ephrin-Af&i sind, wachsen in Gegenwart von
gelostem Ephrin-A5 aus einem Explantat aus undereigeine Reaktion auf Substrat-
gebundene Ephrin-A5-Muster mehr (von Philipsbetral, 2006b; von Philipsborn, 2007).

A B

=== 1==
% II 50pum ! ’[ 7"5|Jm= I 100pr=n‘ 200u|;nl !

Abb. 1-6. Adaptation in Substrat-gebundenen EphrinA5-Mustern.

Temporale Axone wachsen auf Substrat-gebundenenrEps-Mustern aus, wenn sie unmittelbar nach
dem Verlassen des Explantats mit dem repulsivemabidonfrontiert werden. Sie Uberwachsen
daruberhinaus Ephrin-A5-Fronten, die sich nach 5Qivh breiten Licken im Muster befinden. Dieses
Verhalten belegt eine Desensitivierung gegeniben &phrin-Signal. Bei zunehmender Liickenbreite
tritt eine Resensitivierung in der Liicke ein. Diesgt sich an Stoppreaktionen nach dem Uberquesan v
100 pm- und 200 um breiten Luckd€A) Schematische Darstellung der gestempelten EphriMAster
und der Positionierung der Retina-Explantate wakhrées VersuchgB) Darstellung von temporalen
Axonen beim Uberqueren verschieden breiter Liickda. Phalloidin gefarbten Axone sind in schwarz
dargestellt, das gestempelte Ephrin-A5 in rot. Ahbig modifziert nach: von Philipsborn, 2007.

Die von Anne von Philipsborn beobachteten Phanomnzergen, dass die Adaptation auch im
retinotektalen System auftritt. Uber die genauen cihdmismen, die einer De- und
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1 EINLEITUNG

Resensitivierung gegeniiber Ephrin-A5 zugrunde fiege allerdings noch nichts bekannt. Sie

sind Thema dieser Arbeit.

1.5 Fragestellung und Herangehensweise

1.5.1 Fragestellung

Die in Abschnitt 1.4 beschriebenen Sachverhaltgergidass topografisch organisierte Axone
die Fahigkeit zur Adaptation gegeniber Faktoreritdams die entscheidend am Aufbau der
Projektion beteiligt sind. Uber die molekularen Manismen, die an diesen Vorgéangen beteiligt
sind, ist allerdings noch nichts bekannt. Die Usiiehung dieser Mechanismen ist das zentrale

Thema dieser Arbeit.

Es sind mehrere Adaptationsmechanismen vorstelllg®i der Desensitivierung, d.h.

beispielsweise wéahrend des Axonwachstums auf Slggtbundenen Ephrin-Mustern, muss
dem repulsiven Ephrin-A5-Signal entweder entgegemngiewerden, oder es muss durch einen
bestimmten Mechanismus vollstandig blockiert s@res konnte z.B. auf folgende Weisen

geschehen:

(1) Die Eph-Rezeptoren werden aus der Wachsturetkegnbran entfernt. Damit stehen
keine Rezeptoren mehr fiir die Ubertragung deslsimem Signals zur Verfiigung. Ein
entsprechender Mechanismus ist z.B. an der Des@msing gegentber Netrin-1 und
Sema3A beteiligt und wird tUber die Clathrin-vetelie Endocytose reguliert (Piper
et al, 2005).

(2) Die Menge an Eph-Rezeptoren in der Wachstugekeembran veréndert sich nicht,
stattdessen werden die Rezeptoren inaktivierteidkem solchen Mechanismus koénnte
z.B. die Protein-Tyrosin-Phosphatase Rezeptor T9p (PTPRO) beteiligt sein.
Shintani et al, 2006 konnten zeigen, dass diese Phosphatase -Eppdptoren in
retinalen Hihnchenwachstumskegeln dephosphoryietdamit inaktiviert. Eine weitere
Moglichkeit der Rezeptor-Inaktivierung bestiinde der Neusynthese von Ephrin-A-
Liganden. Eineis-Interaktion von Eph-Rezeptoren und Ephrin-Ligandeerhindert  die
trans-Aktivierung der Eph-Rezeptoren und damit die Utzgying des Signals.

Der an der Desensitivierung gegentber Ephrin-Ailigte Mechanismus wird in Gegenwart

hoher Ephrin-A5-Konzentrationen an- und wéahrend Resensitivierung in 100 um- und
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1 EINLEITUNG

200 um breiten Licken abgeschalten. Eine Reseesitivg konnte sich beispielsweise durch

folgende Mechanismen ereignen:

(1) Eph-Rezeptoren werden verstarkt in die Wachskexgelmembran eingebaut. Entweder
durch Neusynthese von Rezeptormolekiilen oder dredycling von zuvor endocytierten
Rezeptoren. Die Resensitivierung von retinadenopusVachstumskegeln gegentber
Netrin-1 und Sema3A geht beispielsweise einher dem Membraneinbau derer
Rezeptoren DCC und Neuropilin-1 (Pigtral, 2005).

(2) Umwandlung von inaktiven in aktive Eph-RezeptorDies kdnnte beispielsweise durch
die Inaktivierung der PTPRO oder anderer Phosphatgeschehen, die mdglicherweise an
der Inaktivierung der Eph-Rezeptoren beteiligtdsiBbenso wére eine Endocytose von
coexprimierten Ephrin-A-Liganden denkbar. Dies adirdie cis-Interaktion zwischen

Rezeptoren und Liganden und damit eine Rezeptdnerung verhindern.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, diese Hlgpsen experimentell zu tberprifen und so
die zellularen Mechanismen zu untersuchen, dieDésensitivierung und der Resensitivierung
von retinalen Ganglienzellen gegeniiber Ephrin-Agrande liegen. Die Mechanismen spielen
moglicherweise beim Einwachsen ins optische Tek&ime entscheidende Rolle und leisten
daher einen wertvollen Beitrag zum korrekten Auflubar retinotektalen Projektion. Da die
retinotektale Projektion als Modell fir die Aushilty weiterer topografischer Projektionen
herangezogen wird, kbnnen die Erkenntnisse besspidée Hinweise auf die Entwicklung des
auditorischen oder des somatosensorischen Systezheng die ebenfalls topografisch

organisiert sind.

1.5.2 Herangehensweise

Die Mechanismen der Desensitivierung und Reseresitimg von retinalen Ganglienzellen
gegeniber Ephrinen werden am Modellsystem des Hh@msc Gallus gallus domesticis
untersucht. Am 6. Embryonaltag (Hamburger-Hamil&tadium 29) beginnen Axone retinaler
Ganglienzellen mit der Ausbildung von VerkniipfungenZielgebiet (Thanos und Mey, 2001).
Das Auge und das optische Tektum sind in diesemiBtabereits sehr prominent ausgepragt
und erreichen GrolRen von mehreren Millimetern (Ab). Retinale Ganglienzellen lassen

sich daher leicht explantieren und kultivieren.
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] Optisches Tektum
< " Mittelhirndach)

Abb. 1-7. Huhnerembryo am
6. Entwicklungstag.

Die Abbildung zeigt einen sechs
Tage alten Huhnerembryo. Zur
Praparation retinaler Ganglien-
zellen wurden in der
vorliegenden Arbeit sechs bis
sieben Tage alte Embryonen
verwendet. Beschriftet sind die
fur  die  Ausbildung der

5 m m retinotektalen Projektion

wichtigen Strukturen und deren

] Orientierung. A, anterior; P,

posterior; N, nasal; T, temporal

Die bisher von Anne von Philipsborn erzielten Emgebe zur Adaptation gegentiber Ephrin-A5
wurden anhand Substrat-gebundener Muster erhétteiieser Arbeit sollte zunachst untersucht
werden, ob sich die Hinweise zur Adaptation aucpegéber geldstem Ephrin-A5 bestéatigen
lassen. Da Ephrin-ASn vivo Membran-gebunden vorliegt, entspricht die Verankgraes
Molekils an einer Oberflache zwar eher der bioldgs Realitat, jedoch sind Experimente mit
dem gelosten Lenkungssignal einfacher durchzufiilwesh weitaus weniger zeitaufwandig.
Daher werden in der vorliegenden Arbeit stets b&inlenen untersucht. Auch unterstiitzen sich

die Ergebnisse mdglicherweise gegenseitig, wasesigd die Gesamtaussage festigt.

Der Hauptteil dieser Arbeit beschaftigt sich mitrdenolekularen Mechanismus der Adaptation
von retinalen Wachstumskegeln. Dabei wird das Aoggek zunadchst auf eine eventuelle
Modulation des Rezeptorlevels in der Wachstumskegelbran gelegt. Dieser Mechanimsus
ist bereits am ModellsysteXenopus laevisls zentraler Bestandteil der Adaptation gegenuber
Netrin-1 und Sema3A identifiziert worden (Pigral,, 2005). Die Untersuchung erfolgt sowohl
auf biochemischem Weg als auch mittels immunhistotilcher Farbungen. Durch Isolierung
und Nachweis des EphA3-Rezeptors mittels Immunebdotl Gberprift werden, ob sich der
Rezeptorgehalt im desensitivierten und unbeeinfimsZustand unterscheidet. Das gleiche Ziel
wird durch immunhistochemische Rezeptorfarbungen ulie anschlieBende quantitative

Ausmessung der Immunfluoreszenz verfolgt.

Zur Untersuchung der zellularen Mechanismen werdarsatzlich Experimente mit

pharamakologischen Inhibitoren durchgefiihrt. Daléid vorangig mit den Inhibitoren
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1 EINLEITUNG

Dynasore, Anisomycin (AIM) und Peroxovanadat (Peadat) gearbeitet (Abb. 1-8). Diese
inhibieren essenzielle Signalwege, die moglicheseebei der Desensitivierung oder der
Resensitivierung eine Rolle spielen. Verandert sicach der Inhibitor-Zugabe das

Adaptationsverhalten der Wachstumskegel, so kanmmmdausgegangen werden, dass der

betreffende Mechanismus am untersuchten Phanonteifidiast.

Das Membran-permeable MolekiiB-Hydroxynaphtalen-2-carboxylsaure (3,4-dihydroxy-
benzyliden)hydrazidDynasore) wird zur Hemmung der Clathrin-vermigel Endocytose
eingesetzt. Es blockiert spezifisch und nicht-kotitipedie Aktivitat der kleinen GTPasen
Dynaminl und Dynamin2, die fur die Abschnirung vamdocytotischen Vesikeln

verantwortlich sind (Maciat al, 2006).

A B C
o OH 0:( OCH, /0 f
J@ HO, 9 P | O O] O
N OH, J OH,
OH H L
Dynasore Anisomycin Pervanadat

Abb. 1-8. Molekulstruktur der verwendeten Inhibitor en.

(A) 3-Hydroxynaphtalen-2-carboxylsaure (3,4-dihydroxybgiden)hydrazid (Dynasore) zur nicht-
kompetitiven Hemmung der Clathrin-vermittelten Eoglose. Der Inhibitor blockiert die Aktivitat der
kleinen GTPasen Dynaminl und Dynamin2, die fir Aieschnirung der endocytotischen Vesikel
notwendig sind.(B) Anisomycin, das zur Inhibition der lokalen Prowminthese im Wachstumskegel
eingesetzt wird, hemmt reversibel die fir die Alding von Peptidbindungen notwendige
Peptidyltransferase(C) Pervanadat zur Inhibition von Protein-Tyrosin-Rifeetasen. Es exisitieren
verschiede Komplexe, die sich durch die Inkubation Vanadaten und Wasserstoffperoxid bilden. In
der Abbildung ist die Monoperoxo- und die Diperdxaorm gezeigt. Abbildung (c) aus Huyet al,
1997.

AIM (u.a. bekannt als Flagecidin) ist ein auch Algibiotikum eingesetzter Proteinsynthese-
Inhibitor. Das Pyrrolidin-Derivat hemmt die fur didusbildung von Peptidbindungen
notwendige Peptidyltransferase reversibel und dnfiekt in einer Konzentration von 40 uM
die lokale Proteinsynthese im Wachstumskegel (Ripat, 2005; Pipeet al,, 2006).

Pervanadat oder Peroxovanadat ist die BezeichniingKbmplexe aus Vanadaten und
Wasserstoffperoxid. Es inhibiert Protein-TyrosimeBphatasen irreversibel durch die Oxidation
des katalytischen Cysteins 1997). die

im aktiven Zentrum (Huyet al, Spielt
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1 EINLEITUNG

Dephosphorylierung der Eph-Rezeptoren eine Rolle d& Desensitivierung gegeniber
Ephrin-A5, so kdnnen retinale Axone nach Inhibitaér Phosphatasen nicht mehr gegeniber

dem Lenkungssignal desensitivieren.

Zur Untersuchung des Adaptationsverhaltens werdemls! Kollaps-Assay-Experimente (Cox
et al, 1990; Raper und Kapfhammer, 1990) als auch IsifeCP hergestellte, Substrat-
gebundene Ephrin-A5-Muster eingesetzt (von Phitipskt al, 2006a; von Philipsborn, 2007).
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Tab. 2-1.Verwendete Chemikalien

Name Details Bezugsquelle
Aceton >99,8 % p.a. (viv) Carl Roth
Acrylamid/Bisacrylamid Rotiphorese 37,5:1 Carl Roth
Ammoniak (NH) > 25 % p.a. (vIv) Carl Roth
Ammoniumpersulfat (APS) > 99,8 % (wiw) GE Healthcare
Anisomycin (AIM) 20 mM in DMSO Sigma-Aldrich
Bovines Serum Albumin (BSA) 1% in PBS (w/v) Sigrakhich

Bromphenolblau

Complete Mini Protease Inhibitor

Chicken Serum (CS)

keine Angaben
1 Tablette in tnb
ddH,O l6sen

keine Angaben

Riedel-de Haén

Roche

Gibco Life Tecbgials

Dimethylsulfoxid (DMSO) keine Angaben Sigma-Aldrich
Dynasore 100 mM in DMSO Tocris Bioscience
Ethanol (EtOH) >99 % p.a. (vIv) Carl Roth

F12 Nutrient Mixture (Ham) keine Angaben Invitrogen
Fotales Kalber Serum (FCS) keine Angaben Dianova

L-Glutamin

200 mM

Gibco Life Technologies

Glutaraldehyd (GA) 25 % in ddi® (v/v) AppliChem
Glycerin > 86 % p.a. (v/v) Carl Roth

Glycin keine Angaben Carl Roth

HALT Protease Inhibitor 100 x Thermo Scientific
HEPES keine Angaben Carl Roth
Magermilchpulver keine Angaben Fluka
B-Mercaptoethanol 99 % p.a. (V/v) Carl Roth
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Tab. 2-1.Verwendete Chemikalien (Fortsetzung)

Name Details Bezugsquelle
Methanol (MeOH) keine Angaben Carl Roth
Monodansylcadaverin (MDC) 10 mM in DMSO Sigma-Adtri
Methylcellulose (MZ) keine Angaben Carl Roth
Natriumchlorid (NacCl) keine Angaben Carl Roth
Natriumdodecylsulfat (SDS) keine Angaben Carl Roth
Natriumhydrogencarbonat (NaHGO  keine Angaben Carl Roth
Natriumhydroxid (NaOH) 1N,10N Carl Roth
Natriumorthovanadat (N¥O,) 100 mM in ddHO Sigma-Aldrich
n- Propylgallat 1 Spatelspitze auf 10 mISigma-Aldrich
Mowiol
Paraformaldehyd (PFA) 4 % in PBS (w/v) Merck
Penicillin-Streptomycin Penicillin: 10.000 U/ml Invitrogen

Streptomycin: 10 mg/ml

Polydimethylsiloxan (PDMS) Sylgard 184 Dow Corning
D-Saccharose >95 % p.a. (w/w) Carl Roth
Salzsaure (HCI) > 25 % p.a. (vIv) Carl Roth
Schwefelsaure ($50y) >95 % p.a. (v/v) Carl Roth
Stickstoff (N) Reinheit 5.0 Linde Gas
Tetramethylen-ethylendiamin keine Angaben Carl Roth
(TEMED)

Tris-Base keine Angaben Carl Roth
Triton X-100 keine Angaben Sigma-Aldrich
Wasser (ddkD) zweifach destilliert TKA MicroLab
Wasserstoffperoxid (3D.) 30 %, stabilisiert (v/v) Carl Roth

2.1.2 Medien, Puffer und Losungen

Blot-Puffer

50 mM Tris, pH 8,3; 0,1 % SDS (wW/v); 20 % MeOH (v/v
Blockierungslosung fur PVDF-Membranen

5 % Magermilchpulver in TBS (w/v)
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Einbettmittel (Mowiol)

16,67 % Mowiol (w/v) (Calbiochem); 33,3 % Glyceriv/v), 0,1 % Thimerosal (v/v);
1 Spatelspitze n-Propylgallat; in PBS; pH 8-8,5

Elektrodenpuffer fur die SDS-PAGE (10x)
0,25 M Tris; 1,92 M Glycin; 1 % SDS (w/v); pH 8,3
F12-Kulturmedium (F12-KM)

1 x F12 Nutrient Mixture; 1,176 g/l NaHGO10 % FCS (v/v); 2 % CS (viv); 10 U/ml

Penicillin/Streptomycin; 2 mM L-Glutamin

F12-MZ-Kulturmedium (F12-MZ)

1 x F12-KM; 0,4 % Methylzellulose (w/v)

Fixierungslésung

4 % PFA (w/v); 0,33 M D-Saccharose; 0,1 % Glutaghid (v/v); in PBS; pH 7,4
Hanks -Puffer (ohne C&*/Mg?")

8 g/l NaCl; 0,4 g/l KCI; 60 mg/l NajPO,; 60 mg/l NaHPO, - 2 HO; 0,35 g/l NaHC@Q
1 g/l Glucose; 7,76 g/l HEPES; 10 mg/l Phenolrét; 4

Ladepuffer fur die SDS-PAGE (5x)

10 % SDS (w/v); 25 % p-Mercaptoethanol (viv); 25 % Glycerin (v/v); 0,5%

Bromphenolblau (w/v)
Lyse-Puffer

RIPA-Puffer (Thermo Scientific); HALT Protease uRtosphatase Inhibitor (1:100); Complete
Mini Protease Inhibitor (1:7)

Peroxovanadat (Pervanadat)-Losung

12 mM Natriumorthovanadat; 12 mM,8,; 25 mM HEPES-Puffer, pH 7,4
Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS, ohne EaMg?)

8 g/l NaCl; 0,2 g KCI; 1,15 g/l N&IPO, - 2H,0; 0,2 g/l KHPOy; pH 7,4
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Piranha-Ldsung

50 % HSO, (VIV); 15 % HO, (VIV)
Sammelgelpuffer fir die SDS-PAGE (4x)
1 M Tris/HCI, pH 6,8; 0,8 % SDS
Tris-gepufferte Salzlésung (TBS)

50 mM Tris/HCI, pH 7,3; 150 mM NacCl
Trenngelpuffer fur die SDS-PAGE

1,5 M Tris/HCI, pH 8,8; 0,4 % SDS

2.1.3 Proteine und Enzyme

Tab. 2-2.Verwendete Proteine und Enzyme

Protein / Enzym Organismus  Eingesetzte Konzentratio ~ Bezugsquelle

Ephrin-A2/Fc Chimare  Maus/Mensch 8 ugmPBS R&D Systems
Ephrin-A5/Fc Chimare  Mensch 0,25 pg/mlin F1Z-M R&D Systems
8 ug/mlin PBS
IgG, Fc Fragment Mensch 0,25 pg mlin F12-MZ Calbiochem
8 pg/mlin PBS
Katalase Rind ca. 500 pg/mlin 25 mM HEPES  Signriéh
Laminin Maus 20 pg/mlin Hanks™-Puffer limepen
Transferrin-Alexa594 Mensch 20 pg/mlin AZ Invitrogen
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2.1.4 Antikorper und Farbesubstanzen

Tab. 2-3.Verwendete Antikdrper und Farbesubstanzéfonoklonale (mkl) Antikérper wurden aus
der Maus gewonnen, polyklonale (pkl) Antikrpes @em Kaninchen.

Antigen / Name KoTn)J{Eg;at Sléiﬁ]r:g Verdinnung Bezugsquelle
Primarantikérper

EphA3 mkl, 1gG keine Angabe 1:2500 Iwamasal, 1999
EphA3 (L-18) pkl, 1gG 0,2 mg/ml 1:200 Santa £ru
GAPDH pkl, IgG 1 mg/ml 1:1000 Invitrogen

B3- Tubulin (Tuj)  pkl, IgG 0,3 mg/ml 1:300 Abcam
Sekundarantikdrper

Human IgG Alexa-594 2 mg/ml 1:80 - 1:200 btllar Probes
Kaninchen 1gG Alexa-488 1 mg/ml 1:200 MoleruProbes
Kaninchen 1gG HRP 10 mg/mi 1:200 Thermo Sdiient
Maus IgG Cy3 1 mg/mi 1:500 Dianova

Maus IgG Alexa-488 1 mg/mi 1:200 Invitrogen
Andere Féarbesubstanzen

Phalloidin Alexa-488 200 U/ml 1:20 - 1:50 Ineigen
Phalloidin Alexa-546 200 U/ml 1:20 - 1:50 Ineigen
Phalloidin Alexa-647 200 U/ml 1:20 Invitrogen

DAPI 1 mg/ml 1:1000 Sigma-Aldrich

2.1.5 Versuchstiere

Zur Durchfihrung der Experimente mit Axonen retamaGanglienzellen werden Retinae aus
Huhner-Embryonen préapariert. Die Bruteier (Kreuzaieg Hihner-Rassen ,Rhode Island Red
X* und ,White Rock", Gallus gallus domestichiisverden von der Gefliigelzucht Hockenberger
in 75031 Eppingen bezogen. Bis zum Gebrauch werdienEier bei 18 °C gelagert und
anschlieBend in einem Brutschrank (60 % Luftfeh#it, automatisches Wenden im 6-
stindigen Rhythmus) bei 37 °C inkubiert. Zur Prapan der Retinae werden sechs- bis sieben

Tage alte Embryonen verwendet.
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2.1.6 Zelllinien

In dieser Arbeit werden fur Kontrollexperimente rieicht-neuronale, adharente Zelllinien

untersucht:

(1) Ab49-Zellen(American Type Culture Collectip@CL-185)

)

®3)

(4)

Hierbei handelt es sich um humane Alveolarepithielme die 1972 aus dem

Lungenkarzinomgewebe eines mannlichen Patientéierisewurden (Giarcet al, 1973).
B16-Zellen(American Type Culture Collectip@CL-6323)

Diese nicht-epithelialen Zellen entstammen dem mealanom einer C57BL/6-Mau$/(s
musculus) Sie wurden 1954in vitro kultiviert und produzieren Melanin (Fidler und
Kripke, 1977).

HeLa-Zellen (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zeilikeh, ACC 57)

HeLa-Zellen sind humane Epithelzellen eines Zewmigimoms, die 1951 der 31-jahrigen

Patentin ,Henrietta Lacks" in Baltimore entnommeurden.
Embryonale Maus-Fibroblasten (MEF)

Fibroblasten von Wildtyp-Mausen wurden am Embrytampl9 isoliert undin vitro
kultiviert. Die Zellen wurden von W. Ziegler (Inthsziplinares Zentrum fir klinische

Forschung, IZKF, in Leipzig) zur Verfigung gestellt

2.1.7 Verbrauchsmaterialien

Tab. 2-4.Bendgtigte Verbrauchsmaterialien

Art Bezugsquelle
6-Well-Kulturplatten Greiner Bio One
Aluminiumoxid-Platten, 10 x 8 cm Techne AG
Chemolumineszenz-Substrat, Super Signal West Pico herrio Scientific
Deckglaser, rund, @ 18 mm Thermo Scientific
Fritten zum Festsaugen der Retinae Werkstadt Ura Je
Gel-Blot-Filterpapiere Schleicher & Schuell
Glasplatten, 10 x 8 cm Amersham

-23-



2 MATERIAL UND METHODEN

Tab. 2-4.Bendétigte Verbrauchsmaterialien (Fortsetzung)

Art

Bezugsquelle

Membranfilter, Cellulose-Mischester, 0,45 um Pgréfie
Metallklétzchen, ca. (0,2 x 0,2 x 1) cm
Mikroliter-Spritze

Objekttrager, 76 x 26 mm

Préaparationsbesteck (Dumont-Pinzetten, kleinerdljff
Petrischalen, @ 35 mm, & 60 mm, @ 145 mm
Protein G Sepharose Beads 4 Fast Flow

PVDF Blot-Membranen, 0,2 um Porengrdf3e
Rontgenfilm-Entwickler

Rontgenfilm-Fixierer

Silizium-Master mit Mikrostrukturen

Sterilfilter, 0,22 pum PorengréiRe

Silikon-Matrizen

Zellschaber

Whatman
KIT Werksta
Hamilton
Carl Roth
Carl Roth, Mercato
Greiner@ie
GE Healthcare
PeglLab
Kodak
Kodak
IPHT, Uni Jena
Millipore, Whatman
AG Bastmeyer, KIT
Sarstedt

2.1.8 Geréate und Software

Bendtigte Gerate

e Analysenwaage
«  Backofen zum Backen der Deckglases) °C
»  Binokulare,Stemi 200@wndStemi SV 11
*  Brutschrank zur Inkubation der Bruteier
37 °C, 60 % Luftfeuchtigkeit
e Brutschrank zur Inkubation retinaler GanglienzellHgren
37°C,4%CQ
e Elektrophorese-Kammeklighty Small SE 245
*  Elektrophorese Power SuppEPS 60QundEPS 3500
e Gewebeschneideftissue Chopper Mcllwain
e Heizplatten
Dri-Block 3
MR 3001 K
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Sartorius
Binder
Carl Zeiss

Grumbach

Binder

Hoefer
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e Mikroskope:
1) Durchlicht-Mikroskop mit inverser Optilxiovert 40C
2) Fluoreszenz-Mikroskop mit aufrechter Optik Wamera:
ApoTome Imager Z1
AxioCam MRm CCD Farbkamera
3) Hochauflésungs-Mikroskop:
Elyra PS.1, Prototyp
Andor iXON 897 EM CCD Kamera
e Plasma CleaneRlasma System 100-E
e Produktschutzwerkbénke
e Thermomixer compact
«  TKA Wasseraufbereitungssystem,
zur Herstellung von deionisiertem Wass#nlfi20)
e UltraschallgeratRK52H
e Vakuumpumpe mit Kihlfalle:
Edwards 5, BS 2208
Unicryo MC 2L-60
*  Western-Blot-Apparatuffrans-Blot SD, Semi-Dry
e Zentrifugen:
GPR, Rotor GH 3.7
MiniSpin, Rotor F-45-12-11
5417R, Rotor F-45-30-11

Verwendete Analysesoftware

e Bildbearbeitungssoftware:
Adobe Photoshop CS2, Version 9.0
e Messung von Fluoreszenz-Intensitaten:
MetaMorph, 6.2r6
e Mikroskop-Software:
AxioVision, Rel. 4.8
e Auswertung des Streifenassays und der WesternBzlotien
Image J, Version 1.44p
Plugin: JACoP
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«  Software zur Darstellung und statistischen Analyse:
Office Excel 2003 Microsoft

2.2 Methodik

2.2.1 Reinigung der Deckglaser

Bevor die Deckglaser zur homogenen Oberflachenbggcimg mit Laminin oder zur Substrat-
Herstellung mittels pCP genutzt werden, erfolgdgdinde Reinigungsschritte: Die Deckglaser
werden in einer Lésung aus 50 % EtOH und 50 % ,@diir 15 min im Ultraschallbad
behandelt und anschlie3end in einer Losung aus B@é&ton und 50 % EtOH Uber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach drei WaschschritiefD0 % EtOH fir jeweils 30 min werden

die Deckglaser unter dem Abzug getrocknet und Niaeht bei 180 °C gebacken.

2.2.2 Reinigung der Silizium-Master

Die Mikrostrukturierung von Glasoberflachen erfotiytrch die Lift-off-Variante des uCP (von
Philipsbornet al, 2006a). Dabei werden Protein-beschichtete SilQuader auf die Silizium-
Master gelegt und anschliel3end auf ein Deckglagraigen.

Zur Entfernung von organischen Rickstanden werdenMVidster in Piranha-Losung bis zur
Blasenbildung (ca. 80 °C) erhitzt. Daraufhin werdi@ Master mit ddkD abgespdlt und mit

Stickstoff trocken geblasen. Die Sauberkeit wirdhilfe eines Binokulars Uberprift und die
Inkubation in Piranha-Lésung bei Bedarf mehrfaclederholt. Abschlielend werden die
Master in einer Losung aus 25 % NBO % HO, und ddHO (im Verhéltnis 1:1:5) erneut bis
zur Blasenbildung erhitzt, mit dgB abgespuilt und mit Stickstoff getrocknet.

2.2.3 Oberflachenbeschichtung von Deckglasern mitdminin

Die Beschichtung der Deckglaser erfolgt im ,Sandwerfahren.” Dazu werden auf eine
Deckglas-Oberflache ca. 60 pl der Laminin-Losun@ {&/ml in Hanks -Puffer) pipettiert und
ein zweites Deckglas darlber gelegt. Die Beschithterfolgt fir eine Stunde bei 37 °C.
AnschlieRend werden die Deckglaser zweimal in HaRkdfer gewaschen und bis zum
Auflegen der Retina-Explantate bzw. dem Aussden Aidlen bei 37 °C in F12-Medium

aquilibriert.
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2.2.4 Clustern der Ephrin-Konstrukte

Voraussetzung fur die Aktivierung der transmembnakph-Rezeptoren ist die Aggregation,
bzw. ,Clusterbildung”, der Ephrin-Liganden (Davet al, 1994). In dieser Arbeit werden
rekombinante Ephrin-A5- und Ephrin-A2-Konstrukterwendet. Das Ephrin-A5-Konstrukt
besteht aus den ersten 203 Aminosauren des huntgptam-AS5-Proteins, das Ephrin-A2-
Konstrukt aus den Aminosauren 23-184 des Proteims Maus. Die jeweiligen
Aminosaureanteile sind Uber eine IEGRMD-Sequenzas konstante Fragment (Fc) eines
humanen 1gG-Molekiils gekoppelt. Die Ephrin-Konsteukegen als Homodimere vor, indem

zwei Monomere Uber Disulfidbriicken zwischen denréden verbunden sind.

Die Inkubation der Homodimere mit einemhuman-IgG-Antikérper erlaubt eine hdhere
Aggregation zu multimeren Clustern. Dafir wird eib@ésung aus 8 pg/ml des jeweiligen
Ephrin-Konstrukts und 24 pg/ml eines geattuman-Antikorpers (Alexa Fluor594-konjugiert)
in PBS fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkul{ilares Antikérper/Ephrin-Verhaltnis
ca. 2:1). AnschlieRend wird bei 4 °C und 1500 giftimin abzentrifugiert.

2.2.5 Herstellung mikrostrukturierter Ephrin-A5-Sub strate

Die definierte Mikrostrukturierung von Deckglas-Oféchen mit Ephrin-A5/Fc erfolgt durch
die Lift-off-Methode des pCP (von Philipsboenhal, 2006a). Hierzu werden Silizium-Master
bendtigt, in die das zum spateren Stempel inversstdd eingeatzt ist. Ein Silikon-Quader aus
Polydimethylsiloxan (PDMS) wird einheitlich mit d&roteinldsung beschichtet und auf die
mikrostrukturierte Oberflache des Masters gele@. iervorstehenden, nicht geétzten Bereiche
des Masters entfernen dabei das Protein vom Siieader. Der Quader wird daraufhin als

Stempel verwendet, um das verbliebene Proteininaf@&lasoberflache zu tbertragen.
Herstellung der Silikon-Quader

Zur Herstellung der Silikon-Quader wird Sylgard 18din Silikon-Elastomer mittlerer
Viskositat, verwendet. Das Grundmaterial und dagudgsmittel werden im Verhéltnis 10:1
(nach Gewicht) gemischt, in eine Petrischale gegoasnd anschlieRend mit Hilfe einer
Vakuumpumpe (bei einem Vakuum von ca. 500 mTorgast. Die Polymerisation des
Silikons erfolgt entweder Uber Nacht bei 60 °C oder Stunden bei 70 °C.

Mit einem sauberen Skalpell werden kleine Quadean(&nlange ca. 1 cm) aus dem
polymerisierten Silikon geschnitten und diese aefreinigungen gepruft. Bei Bedarf werden
die Wiirfel mit 100 % EtOH gereinigt.
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Substratherstellung

Die Quaderoberflache, die zuvor dem Boden der $dfiaie zugewandt war, wird mit ca. 250 pl
einer geclusterten Ephrin-A5/Fc-Losung (8pg/ml)rgbhkichtet und fir eine Stunde bei 37 °C
inkubiert. AnschlieRend werden die Quader zweimatldHO gewaschen und mit Stickstoff

trockengeblasen. Die Protein-beschichtete Obemldss Quaders wird nun vorsichtig auf die
Mikrostruktur des Masters gelegt und die R&nder Masters auf der Rickseite des Silikon-
Quaders markiert. Der Quader wird vom Master abgenen und das Muster auf ein Deckglas
Ubertragen. Die Markierungen auf dem Silikon-Quadezrden auf der Rickseite des
Deckglases angebracht. Der Quader wird daraufhisiclttig vom Deckglas abgenommen, die
gestempelte Struktur mit ca. 200 pl Laminin-Losuiigerschichtet und fur eine Stunde bei
37 °C inkubiert. Nach zwei Waschschritten mit HarRaffer wird das Substrat in F12-Medium

aquilibriert und bis zum Auflegen der Retina-Exjpéda bei 37 °C gelagert.

Die Silizium-Master werden zunachst mehrfach meeiMischung aus 50 % EtOH und 50 %
ddH,O, und anschlieBend mit 100 % EtOH abgespilt. Uethdr vor der néchsten
Verwendung werden die Master flr ca. eine Minut¢ emem Sauerstoff-Plasma behandelt
(Vakuum von 0,8 torr bei 200 W). Bei zunehmend k&tarVerunreinigungen erfolgt eine
Reinigung in Piranha-Lésung (siehe 2.2.2).

2.2.6 Charakterisierung der Adaptationssubstrate

Um das Adaptationsverhalten von Axonen retinalenglanzellen zu untersuchen, werden
Retina-Explantate auf mittels nCP  hergestellten riBph5/Fc-Substraten  (sog.
sLuckensubstrate”) ausgelegt. Die Substrate wurdem Anne von Philipsborn im Rahmen
ihrer Dissertation (2007) entworfen und bestehers gestempelten, 2,5pum breiten
Ephrin-A5/Fc-Streifen. Dazwischen befinden sichrb preite, nicht-gestempelte Bereiche, die
mit Laminin Uberschichtet werden. Somit entstelnt iuster aus alternierenden Ephrin-A5-
Laminin-Streifen. Das Streifen-Muster ist in bestiten Bereichen durch Licken unterbrochen,
die ebenfalls mit Laminin tberschichtet werden #grmbreiten: 200 um). Eine schematische
Darstellung der verwendeten Substrate sowie dettiBluerung der Retina-Explantate ist in
Abb. 2-1 gezeigt.

Die Silizium-Master, in die die beschriebenen Mus&ngeatzt sind, wurden mittels
standardisierten Methoden der Fotolithografie voimstjtut fir Photonische Technologien®
(IPHT) in Jena hergestellit.
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Abb. 2-1. Schematische Darstellung der verwendetekdaptationssubstrate.

Zur Untersuchung des Adaptations- und Resensitingsverhaltens werden sog. ,Lickensubstrate”
verwendet. Diese bestehen aus alternierend anggerdgn2,5 pm breiten Ephrin-A5/Fc- und 5 pm

breiten Laminin-Streifen. Das Streifenmuster istctiuLicken der Breite 200 um unterbrochen. Retinale
Explantate werden so auf das Streifenmuster galegt die Axone auf die Lucken zu wachsen.

2.2.7 Praparation und Kultivierung retinaler Ganglienzellen des Hilhnchens

Die Praparation und Kultivierung retinaler Gangtielten erfolgt nach Waltest al, 1987 und
wird hier nur in Kirze erlautert: Bruteier werdegcks- bis sieben Tage bei 37 °C inkubiert,
anschlieBend mit 70 % EtOH desinfiziert und mit eeingroben Pinzette vorsichtig
aufgeschlagen. Der Inhalt wird in eine Petrisclaisgegossen und der Embryo mit Hilfe einer
groben Pinzette dekapitiert. Der Kopf des Embryas w kalten Hanks'- Puffer Gberflhrt, die
Augen vorsichtig herausgeldst und mdglichst vafidig von Bindegewebe befreit. Die Augen
werden mit einer Pinzette entlang der optischesufiaufgeschnitten und die Pigmentschicht
entfernt. AnschlieBend werden die Linse und desk&gper herausgeldst, die Retina auf einem
Nitrocellulose-Filter ausgebreitet und festgesaltit.einem Gewebeschneider wird die Retina
entlang der gewlnschten Achse in 275 pum bis 30Mgeite Streifen geschnitten und jeweils
zwei Streifen auf ein mit Laminin beschichtetes kygas gelegt (die retinale Ganglienzell-
Schicht ist dabei dem Deckglas zugewandt). Die &xplstreifen werden mit zwei
Metallklétzchen beschwert und das Deckglas im Ahsshmit ca. 300 ul F12-MZ-Medium
Uberschichtet. Die Kulturen werden, abhangig vonorwachstum, 20 bis 48 Stunden bei 37
°C und 4 % CQ®im Brutschrank inkubiert.
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Werden Medienwechsel vorgenommen, so erfolgen die$esiner vorgewarmten Heizplatte
(837 °C). Die retinalen Ganglien-Zellkulturen werdemrsichtig aus dem Brutschrank

genommen, zligig auf die Heizplatte gestellt unduiéelien mdglichst rasch ausgetauscht.

2.2.8 Fixierung und Phalloidin-Farbung an retinalenGanglienzellen

Vor der Fixierung werden eine Heizplatte und dagerungsmittel (4 % PFA in PBS + 0,33 M
Saccharose + 0,1 % Glutaraldehyd) auf ca. 37 °@ewsérmt. Die retinalen Ganglienzell-
Kulturen werden aus dem Brutschrank genommen ungebend auf die Heizplatte gestellt.
AnschlieRend wird das Kulturmedium zligig abgesacgt,400 pl vorgewarmte Fixierldsung
zugegeben und die Kulturen 30 min bei Raumtempefiiert. Nach drei Waschschritten mit
0,1 % Triton X-100 in PBS (jeweils ca. 5 min) wenddie Kulturen entweder eine Stunde bei
Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4 °C mit Fluooomnarkiertem Phalloidin gefarbt
(Verdinnung 1:20 bis 1:50 in 1 % BSA). AbschlieRenatd weitere dreimal mit PBS

gewaschen und die Praparate in Mowiol eingebettet.

2.2.9 Der Kollaps-Assay

Der Wachstumskegel-Kollaps-Assay (Cetxal, 1990; Raper und Kapfhammer, 1990) ist ein
in vitro-Test, mit dem die spontane Reaktion von Wachstegelk auf l0slich applizierte,
homogen im Medium verteilte Molekile untersucht dviMit diesem Test kann beurteilt
werden, ob Lenkungssignale auf bestimmte Axon-Rgjmren repulsiv - wirken.
Wachstumskegel reagieren auf repulsive Signale eimiem Kollaps, verbunden mit einer
Retraktion des Axonschafts. Sie erscheinen untan déikroskop nur noch als Axon-

Endigungen und weisen keine Lamellipodien und ithen mehr auf.

Zur Durchfihrung eines Kollaps-Assays werden Refirplantate auf mit Laminin
beschichteten Deckglasern ausgelegt und in F12-Mditvin kultiviert. Nach 20-22 Stunden
werden die Kulturen auf eine vorgewarmte Heizpld®@é °C) gestellt, das Medium bis auf
einen kleinen Rest abgesaugt und neues F12-MZ-Medlas die zu untersuchenden Molekiile
enthéalt, zugegeben. Nach der gewlnschten Inkulsaiitnwerden die Kulturen fixiert und mit
Alexa Fluor488-gekoppeltem Phalloidin gefarbt. Diahl der kollabierten und intakten
Wachstumskegel wird (blind fir die Versuchsbedirggn) am Fluoreszenz-Mikroskop
bestimmt und in einem prozentualen Verhaltnis aegeg. Pro Deckglas werden mindestens

100 Wachstumskegel ausgewertet.
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2.2.10 Der Streifen-Assay

Der Streifen-Assay ist, genauso wie der Kollapsafsinin vitro-Test. Mit diesem Assay
werden die Lenkungseigenschaften von Substrat-glimam Molekilen untersucht, wobei die
Molekdle in Form alternierender Streifen angebatenden (Vielmetteet al, 1990). Repulsive
Signale lenken Axone in die alternativen Bahnerhnedd attraktive Molekile ein Wachstum

auf den betreffenden Streifen begulnstigen (Vielenettal, 1990; Dreschegt al, 1995).

Der Streifenassay wird nach Vielmetter al, 1990 durchgefuhrt: Eine Silikonmatrize, die
40 um oder 90 um breite, parallele Kanéale enthétt auf den Boden einer Petrischale gelegt
und angedrickt. Ca. 200 ul einer geclusterten Bph2iFc-Losung (8pg/ml) werden auf den

Einfuhrkanal der Matrize pipettiert und mittels eirPipette durch die Kanalchen gesaugt (fir
die Kontrolle werden 8 pg/ml Fc verwendet). AnseRénd wird die Oberflache samt Matrize
und Ephrin-Lésung fur eine Stunde bei 37 °C inkutbi®ie Kanale werden zweimal mit

Hanks -Puffer gespult und die Matrize vorsichtigg@ommen. Daraufhin wird die Oberflache
mit einer Laminin-Lésung (20 pg/ml) Gberschichtatdieine Stunde bei 37 °C inkubiert. Nach
drei Waschschritten mit Hanks -Puffer wird die Cldsmhe bis zum Auflegen der Retina-

Explantate in F12-Medium &quilibriert. Die Retinagantate werden so auf die Oberflachen

gelegt, dass die Axone parallel zu den Ephrin/Lam8treifen auswachsen.
Auswertung

Nach 20-22 Stunden Inkubation in F12-MZ-Medium vesrdliie Kulturen fixiert und mit Alexa
Fluor488-Phalloidin gefarbt. Aufnahmen des Axonwaums und der Streifen-Oberflache
werden am Fluoreszenz-Mikroskop gemacht. Die Bilderden im TIF-Format in ImageJ
importiert. Mithilfe des Plugins JACoP werden in iden Farbkandlen Intensitats-
Schwellenwerte festgelegt und der Anteil Phalloigigfarbter Axone ausgemessen, der mit den
Alexa Fluor594-markierten Ephrin-A2/Fc-Streifen tlappt.

2.2.11 lIsolierung von EphA3 aus retinalen Wachstunkggeln

Der Boden einer Petrischale (@ 60 mm) wird in ftwg sieben von einander abgegrenzten
Bereichen mit Laminin beschichtet. Pro Laminin-Oldehe werden zwei temporale Retina-
Explantate ausgelegt und mit Metallklétzchen beshviNach ca. 20-22 Stunden Inkubation in
F12-MZ-Medium wird das Medium abgesaugt, die Mé&téatzchen entfernt und die Explantat-
Streifen abgenommen. Damit wird gewdhrleistet, dsish keine Zellkérper mehr auf der
Oberflache befinden, sondern hauptsachlich ausdesgae Axone. Pro Oberflache werden ca.

70 ul Lyse-Puffer zugegeben und die Kulturen fumiib bei 4 °C lysiert. AnschlieRend werden
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die Axone mit einem Zellschaber von der Petrischabgeldst und in Reaktionsgefalien
gesammelt. Die Lysate werden fir 15 min bei 14.@044 °C) zentrifugiert, kurz im

Ultraschallbad inkubiert und der Uberstand vom defjetrennt. Die Uberstande werden in
flussigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °Cagmrt. Um die Proteinmenge zu erhthen

werden Lysate aus ca. 120 Explantat-Kulturen (2€idebalen) gesammelt.

Nach dem Auftauen werden die Lysate vereinigt. éie Vorreinigung werden 50-75 pl der
zuvor in PBS gewaschenen ProteinG-Sepharose zugiegelol 30 min bei Raumtemperatur auf
dem Drehrad inkubiert. AnschlieRend wird die Sepbarbei 600 g fur 30 Sekunden
abzentrifugiert, dreimal in PBS gewaschen und B6i °C gelagert. Das vorgereinigte Lysat
wird fur eine Stunde bei Raumtemperatur mit einefphA3-Antikorper (Santa Cruz, 2 pg
Antikérper pro 100 pg Protein) inkubiert und angs®énd wiederum 50-75 ul ProteinG-
Sepharose zugegeben. Nach einer einstindigen Itidmbaird die Sepharose abzentrifugiert
und vom Uberstand getrennt. Der Uberstand wird-B8i °C gelagert. Die Sepharose wird

dreimal in PBS gewaschen und anschliel3end ebeb&illk0 °C aufbewahrt.

2.2.12 Lyse von Retina-Zellen

Acht temporale bzw. nasale Retinae werden in HaRkffer gesammelt und anschlieBend in
500 pl Lyse-Puffer aufgenommen. Daraufhin werden Zllen mithilfe einer Pipette lysiert.
Der Zellextrakt wird fir 30 min bei 4 °C inkubierkurz im Ultraschallbad behandelt und
anschlielBend abzentrifugiert (ZentrifuddiniSpin, Rotor F-45-12-11 Eppendorf, 13.400
Umdrehungen pro min). Der Uberstand wird abgenomamehbei -20 °C gelagert.

2.2.13 SDS-PAGE und Western Blot

Die auf das Gel aufzutragenden Proben werden mitL&depuffer versetzt, fur 10 min

aufgekocht und kurz zentrifugiert, um Luftblasen entfernen. 20 ul der Proben werden
mithilfe einer Hamilton-Spritze auf ein 0,75 mm ks Gel aufgetragen. Die Acrylamid-
Konzentration des Trenngels betragt 12 %, die dasn&lgels 6 %. Nach dem Auftragen der
Proben wird die Gelelektrophorese bei Raumtemperdialiebiger Spannung und einer
Stromstéarke von 20 mA pro Gel durchgefihrt. DieeGeérden anschliel3end kurz in Blotpuffer

aquilibriert.

Die aufgetrennten Proteine werden vom SDS-Gel ané éolyvinylidenfluorid (PVDF)-
Membran Ubertragen. Der Elektroblot erfolgt in eiBemi-DryApparatur. Die Membran wird

zuvor mit MeOH benetzt und ebenfalls kurz in Bldfpuaquilibriert. Der Transfer erfolgt bei
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Raumtemperatur, beliebiger Spannung und einem &otest Stromfluss (1 mA pro ém

Membranflache).

Die PVDF-Membran wird nach Entnahme aus der Blopa@ptur sofort kurz in D gelegt.
Alle weiteren Schritte erfolgen in einem 50 ml-Reaksrohrchen bei Raumtemperatur. Die
Membran wird zun&chst fur eine Stunde in 5 % Magehtidsung blockiert und anschliel3end
viermal 10 min mit TBS gewaschen. Die Inkubatiot d&@m Priméarantikbrpen{EphA3, Santa
Cruz, Verdunnung 1:200, un@d-GAPDH, Verdinnung 1:1000 in 5 % Magermilchlésung)
erfolgt Uber Nacht. Nach weiteren vier zehnmin(tiy¢aschschritten in TBS wird eine Stunde
mit dem Sekundarantikdrpemn-Kaninchen, Meerrettich-Peroxidase-konjugiert, \{ensung
1:100 bis 1:200 in 5 % Magermilchlésung) inkubi®te Membran wird fir 10 min mit 1 ml
Chemolumineszenz-Substratlosung (Super Signal Riest Thermo Scientific) Uberschichtet
und ein Réntgenfilm aufgelegt. Nach unterschiediitBelichtungszeiten (3 min bis 1 Stunde)

wird dieser entwickelt und fixiert.

2.2.14 Immunhistochemische Farbung des EphA3-Rezaeps

Doppelfarbung von EphA3 und Phalloidin

Die Gewebekulturen werden fur 30 min in 400 ul wwvdrmter Fixierlésung (4 % PFA +
0,33 M Saccharose + 0,1 % GA) inkubiert. Der Austiiudes Mediums gegen die Fixierldsung
erfolgt auf einer vorgewarmten Heizplatte (37 °Q@ach der Fixierung erfolgen drei
funfminltige Waschschritte: abhangig davon, obz#en permeabilisiert werden sollen oder
nicht, wird entweder mit 0,1 % TritonX-100 in PB8es PBS gewaschen. Die Farbung mit
einem monoklonalen-EphA3-Antikorper (Verdinnung 1:2500 in 1 % BSAjodgt tber Nacht
bei 4 °C. Der Antikorper wurde in der Arbeitsgruppen Hideaki Tanaka (Kumamoto
University Graduate School of Medical Science, dapeergestellt und bereits erfolgreich zur
Anfarbung von Nervenfasern am optischen Nervatsiigesetzt (Hornbergest al, 1999;
Iwamaseet al, 1999). Nach der Inkubation mit dem Primaraniiiebrwird weitere dreimal mit
0,1 % TritonX-100 in PBS bzw. PBS gewaschen undcldref3end mit einenmu-Maus-
Antikérper (Verdinnung 1:200 und 1:500 in 1% BSAduFluorophor-markiertem Phalloidin
(1:20 bis 1:50 in 1 % BSA) fur zwei Stunden bei Réemperatur inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen in PBS werden die Préaparate in Mowiol diatiet. Die Auswertung erfolgt entweder
mit dem Fluoreszenz-MikroskopApoTome Imager Zloder mittels hochauflésender SIM-
Mikroskopie étructured illumination microscopyGustafsson, 2000). Dazu wird der Prototyp

des Mikroskop<lyra PS.1der Firma Carl Zeiss verwendet.
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Dreifachfarbung von EphA3, neuronalem@3-Tubulin (Tuj) und Phalloidin

Die Fixierung der Gewebekulturen erfolgt wie bexdieschrieben. Nach der Fixierung werden
die Zellen dreimal in PBS gewaschen und anschle®ahdema-EphA3-Antikorper inkubiert
(Uber Nacht bei 4 °C, Verdiinnung 1:2500 in 1 % B3Zs) folgen drei weitere Waschschritte in
PBS und die zweistiindige Inkubation mit einem Cyg8jlgierten a-Maus-Antikdrper bei
Raumtemperatur (Verdinnung 1:500 in 1 % BSA). AheBlend wird dreimal in PBS
gewaschen und funf Minuten mit 0,1 % TritonX-10(PBS permeabilisiert. Nach drei weiteren
Waschschritten in PBS wird fur eine Stunde bei Rawmperatur mit einena-3-Tubulin-
Antikorper inkubiert (Verdinnung 1:300 in 1% BSA)anach wird erneut dreimal in PBS
gewaschen und anschlieBend sowohl e#anninchen-Antikorper (Alexa488-konjugiert,
Verdinnung 1:200 in 1 % BSA) als auch Alexa647-kgigrtes Phalloidin (Verdinnung 1:20
in 1 % BSA) fur eine Stunde zugegeben. Nach dteida Waschschritten werden die Praparate
in Mowiol eingebettet. Die Auswertung erfolgt miemd Fluoreszenz-MikroskopApoTome

Imager Z) und mittels hochauflésender SIM-Mikroskopie.

2.2.15 Quantitative Auswertung von Fluoreszenzintesitaten

Die Quantifizierung der EphA3-Fluoreszenz dient dsrameter fir die vorliegende
Proteinmenge. Die Retina-Explantate werden hierattels der in 2.2.14 beschriebenen
Methode gefarbt. Aufnahmen von einzelnen Wachstegalk werden, bei gleichbleibender
Belichtungszeit, mit einem Olimmersionsobjektiv {68he VergroRerung) am Fluoreszenz-
Mikroskop (ApoTome Imager Jlgemacht. Die Bilder werden im TIF-Format in Metaigh
importiert. Im Farbkanal, der die Phalloidin-Fluszenz zeigt, erfolgt die Festlegung eines
Intensitats-Schwellenwertes, sodass die Kontur deszumessenden Bereichs (des
Wachstumskegels) erfasst wird. Eine Region umggsminschten Bereich wird anschlieRend
automatisch definiert. Zur Bestimmung der Hintergidrluoreszenz wird diese Region
dupliziert und in unmittelbarer N&he des Wachstwegsks positioniert. Daraufhin wird die
integrierte Fluoreszenz-Intensitdt (Summe Uber Rleel-Intensitaten) in beiden Regionen
gemessen. Die Regionen werden an die entsprechedsitionen im EphA3-Farbkanal
Ubertragen und auch hier die integrierte Fluoresmggnsitat gemessen. Zur Auswertung wird
die jeweils gemessene Hintergrund-Fluoreszenz vpezifischen Signal subtrahiert und der

Quotient aus EphA3-Intensitat und Phalloidin-Intéisangegeben.
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2.2.16 Versuche mit Dynasore zur Inhibition der Endcytose

Versuche zur Adaptation gegenuber geléstem Ephrin-B

Temporale Retina-Explantate werden auf mit Lambe@schichteten Deckglasern ausgelegt und
Uber Nacht in F12-MZ-Medium inkubiert. Nach ca.2®Stunden wird das Medium abgesaugt

und nacheinander folgende Medien zugegeben:

(1) 30 min: F12-MZ + 80 pM/150 pM Dynasore
(2) 20 min oder 120 min: F12-MZ + 80 uM/150 uM Dgnee + 0,25 pg/ml geclustertes
Ephrin-A5/Fc

(Als Kontrollen werden DMSO statt Dynasore und O 2%ml einer geclusterten Fc-Lésung
statt Ephrin-A5/Fc verwendet)

Die Axone werden fixiert, mit Alexa Fluor488-Phatlm gefarbt und die Préparate in Mowiol
eingebettet. Die Auswertung erfolgt am Fluoreszdiiiz-oskop indem die Anzahl an intakten
und kollabierten Wachstumskegeln (blind fur die &(mhsbedingungen) bestimmt und in einem
prozentualen Verhaltnis angegeben wird. Pro Deskgherden mindestens 100 Axone

ausgezabhilt.
Versuche zur Adaptation gegeniber Substrat-gebunderm Ephrin-A5

Temporale Retina-Explantate werden in unterschakdh Weise auf mittels pCP gestempelten
Adaptationssubstraten positioniert: In einer Vehsueihe werden die Explantate vor das
Muster gelegt. Die Axone wachsen in diesem Fallesinér Laminin-Oberflache aus und treffen
frontal auf das gestempelte Streifenmuster. Inzaaiten Versuchsreihe werden die Explantate
gemall Abb. 2-1 auf das Ephrin-A5/Fc-Muster gel&ie Axone wachsen demzufolge auf
erhohten Ephrin-A5-Konzentrationen aus. Die Axorexden Uber Nacht in F12-MZ-Medium
inkubiert, das zusatzlich 80 uM bzw. 150 uM Dynasemthélt. Nach ca. 20-22 Stunden werden
die Axone fixiert, mit Alexa-Fluor488-Phalloidin &bt und die Praparate in Mowiol

eingebettet.

2.2.17 Untersuchung der Rezeptor-vermittelten Endotose von Transferrin

Um die Funktionalitdt des Endocytose-Inhibitors Bgore zu testen, wird ein Transferrin-
Assay durchgefuhrt, der in @hnlicher Art und Weisae Maciaet al, 2006 beschrieben wurde.
A549-Zellen (humane Alveolarepithelzellen eines gemkarzinoms, ca. 40.000 Zellen/ml)

werden auf mit Laminin beschichteten Deckglasesgasiht und Uber Nacht in F12-Medium
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inkubiert. Nach 20-22 Stunden wird das Medium abggs und frisches Medium, das
zusatzlich 80 uM Dynasore (bzw. DMSO) enthalt,egepen. Nach 30 min erfolgt die Zugabe
von Alexa Fluor546-konjugiertem Transferrin in @irEndkonzentration von 20 pg/ml. Nach
weiteren 10 min werden die Zellen dreimal in F12dMien gewaschen und fir 10 min in den
Brutschrank gestellt. Unmittelbar vor der Fixieruaidolgt ein weiterer Waschschritt in einer
sauren Losung aus 50 mM Glycin, pH 3 und 100 mM IN&te Zellen werden mit Alexa

Fluor488-Phalloidin und DAPI gefarbt und Bilder hiite eines Fluoreszenz-Mikroskops

(ApoTome Imager Z1xufgenommen.

Die Bilder werden im TIF-Format in MetaMorph impert. Im Farbkanal, der die Phalloidin-
Fluoreszenz zeigt, erfolgt die Festlegung einesniitats-Schwellenwertes, sodass die Kontur
des auszumessenden Bereichs (der Zelle) erfasdt ®wine Region um den gewlnschten
Bereich wird anschlieBend automatisch definiertraDthin wird die integrierte Fluoreszenz-
Intensitat (Summe Uber alle Pixel-Intensitatendlieser Region sowie die Flache ausgemessen.
Die Regionen werden an die entsprechenden PogitiomeTransferrin-Farbkanal Gbertragen.
Hier erfolgen die Festlegung eines neuen Intess&hwellenwertes zur Isolierung des

spezifischen Signals und das Ausmessen der integriéransferrin-Fluoreszenz.

2.2.18 Versuche mit Anisomycin zur Inhibition der bkalen Proteinsynthese

Versuche zur Adaptation gegenuber geléstem Ephrin-B

Temporale Retina-Explantate werden auf mit Lamiréachichteten Deckglasern ausgelegt und
uber Nacht in F12-MZ-Medium inkubiert. Nach 20-2&ir@&len wird das Medium abgesaugt

und nacheinander folgende Medien zugegeben:

(1) 30 min: F12-MZ + 40 uM AIM
(2) 20 min oder 120 min:  F12-MZ + 40 uM AIM + 0,R%/ml geclustertes Ephrin-A5/Fc

(Als Kontrollen werden DMSO statt AIM und 0,25 pd/mner geclusterten Fc-Losung statt
Ephrin-A5/Fc verwendet)

Danach werden die Kulturen fixiert, mit Alexa Fld8B8-gekoppeltem Phalloidin gefarbt und
die Praparate in Mowiol eingebettet. Die Auswertusidolgt am Fluoreszenz-Mikroskop
(ApoTome Imager J1Die Anzahl an intakten und kollabierten Wachstkegeln wird blind
fur die Versuchsbedingungen bestimmt und in eineozgntualen Verhdltnis angegeben. Pro

Deckglas werden mindestens 100 Wachstumskegel #ildge

-36 -



2 MATERIAL UND METHODEN

Versuche zur Adaptation gegeniber Substrat-gebunderm Ephrin-A5

Temporale Retina-Explantate werden gemalf Abb. @FRAdaptationssubstraten ausgelegt und
uber Nacht in F12-MZ-Medium inkubiert. Nach 20-2&ir@len wird das Medium abgesaugt
und frisches Medium, das zusatzlich 40 pM AIM efithdlr 2 Stunden zugegeben.
AnschlieRend werden die Axone fixiert, mit Alexau&i488-gekoppeltem Phalloidin gefarbt
und die Préaparate in Mowiol eingebettet. Ausgevitevezden nur die Wachstumskegel, die sich
nach der Fixierung auf dem Streifensubstrat befin@@e Anzahl an intakten und kollabierten
Wachstumskegeln wird blind fur die Versuchsbedirggumbestimmt und in einem prozentualen
Verhaltnis angegeben. Die Auswertung erfolgt anofdazenz-MikroskopApoTome Imager
Z1).

2.2.19 Versuche mit Pervanadat zur Inhibition zelllarer Tyrosin-Phosphatasen

Herstellung der Vanadat und Pervanadat-Ldsungen

Die Herstellung der Vanadat-Stammlésung (120 mMriNiorthovanadat in ddi®, pH 10)
erfolgt gemalR der Angaben im zugehérigen Datenlf@igma Aldrich, Produkthummer
S6508). Nach Auflésen des Vanadats erscheint déaihg aufgrund sich spontan ausbildender
Decavanadate gelblich bis orange. Diese depolyiasgis bei pH 10 langsam zum farblosen
Monovanadat. Um die Depolymerisation zu beschleamigird die Losung solange erhitzt, bis
die gelblich-orange Farbe vollstandig verschwundst AnschlieRend wird die Losung

aliquotiert und bei -20 °C eingefroren.

Die Herstellung der Pervanadat-Losung erfolgt n&dstanet al, 1999. Die Vanadat-
Stammlésung wird 1:10 in 25 mM HEPES-Puffer, pH, Avérdinnt und kD, zu einer
Endkonzentration von 12 mM zugegeben. Der Ansatd vi5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieRend wird die Lésung in ein nelReaktionsgefald pipettiert, in das zuvor
eine Spatelspitze (ca. 0,5 mg) Katalase vorgelegdev Zur Inkubation der Zellen wird die
Pervanadat-Lésung 1:1000 in F12-MZ-Medium verdinnt.

Fir eine Kontroll-L6sung wird 0, (Endkonzentration 12 mM) in 25 mM HEPES verdunnt,
diese Losung 15 min bei Raumtemperatur inkubiertd wanschlieend in ein neues

Reaktionsgefald mit vorgelegter Katalase pipettiert.
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Charakterisierung des Auswachsverhaltens

Um das Auswachsverhalten retinaler Ganglienzellaterudem Einfluss des Inhibitors zu
untersuchen, werden temporale Retina-Explantateesidr auf Laminin-Deckgldsern oder auf
gestempelten Adaptationssubstraten ausgelegt. Bmivahdung der Adaptationssubstrate
werden die Explantate schrdg aufgelegt, sodass Teih des Explantats Kontakt zur
Ephrin-A5/Fc-Oberflache, der andere Teil Kontakt zaminin-Oberflache hat. Die Explantate

werden Uber Nacht in folgenden Medien inkubiert:
Wachstum auf Laminin:

(2) F12-MZ + 0,25 pg/ml geclustertes Ephrin-A5#FKontroll-Lésung
(2) F12-MZ + 0,25 pg/ml geclustertes Ephrin-A5#&2 uM Pervanadat
3) F12-MZ + 12 uM Pervanadat

Wachstum auf Adaptationssubstraten:

D F12-MZ + 12 uM Pervanadat
2) F12-MZ + Kontroll-Lésung

Nach ca. 20-22 Stunden werden die Axone fixiert, Axa Fluor488-Phalloidin gefarbt und

die Praparate in Mowiol eingebettet.
Untersuchung des Ephrin-A5-vermittelten Kollaps

Temporale Retina-Explantate werden entweder aufihiarDeckglasern oder auf gestempelten
Adaptationssubstraten ausgelegt und tber Nachtt®iMZ-Medium inkubiert. Nach ca. 20-
22 Stunden wird das Medium abgesaugt und frisch@sMiZ-Medium, das zusatzlich folgende

Bestandteile enthalt, zugegeben:
Wachstum auf Laminin:

(1) 20 min oder 120 min: 0,25 pg/ml geclustertphrih-A5/Fc + Kontroll-Losung
(2) 20 min oder 120 min: 0,25 pug/ml geclustertebriEpAS5/Fc + 12 mM Pervanadat
(3) 20 min oder 120 min: 0,25 pg/ml geclustertes-A2 mM Pervanadat

Wachstum auf Adaptationssubstraten:

(1) 30 min: 12 mM Pervanadat
(2) 30 min:  Kontroll-Lésung
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Nach den angegebenen Inkubationszeiten werden ganeAfixiert, mit Alexa Fluor488-

Phalloidin gefarbt und die Praparate in Mowiol @bgttet. Die Auswertung erfolgt am
Fluoreszenz-Mikroskop indem die Anzahl an intakiex kollabierten Wachstumskegel (blind
fur die Versuchsbedingungen) bestimmt und in eipeozentualen Verhéaltnis angegeben wird.
Bei Verwendung der Adaptationssubstrate werdenMachstumskegel berticksichtigt, die sich

auf dem Streifensubstrat befinden. Pro Deckglasi@emindestens 100 Axone ausgezahlt.
Kontrollexperiment zur Untersuchung der Funktionswese des Inhibitors

Temporale Retina Explantate werden auf mit Lambeschichteten Deckglasern ausgelegt und
Uber Nacht in F12-MZ-Medium kultiviert. Nach ca.-22 Stunden wird das Medium abgesaugt
und frisches F12-MZ-Medium, das zusatzlich folgeBéstandteile enthalt, zugegeben (bei den

Ansatzen 3-5 erfolgt nach 20 min ein weiterer Mediechsel fir 100 min):

(2) 20 min: 0,25 pg/ml geclustertes Ephrin-A5/FE2+mM Pervanadat
(2) 20 min: 0,25 pg/ml geclustertes Fc + 12 mMvBeradat
3 20 min: 0,25 pg/ml geclustertes Ephrin-A5/Fgantroll-L6sung
100 min: 0,25 pg/ml geclustertes Ephrin-A5/Fc
4) 20 min: 0,25 pg/ml geclustertes Fc + 12 mMWBeadat
100 min: 12 mM Pervanadat
(5) 20 min: 0,25 pg/ml geclustertes Fc + 12 mMWwBeadat
100 min: 12 mM Pervanadat

Die Fixierung, Farbung und Auswertung erfolgen teeeits im vorigen Abschnitt beschrieben.

2.2.20 Quantitative Auswertung des Axonwachstums

Das Axonwachstum wird auf zwei verschiedene Artaangfiziert. Eine Methode beruht auf
der subjektiven Einteilung des Wachtsums in folgendlassen: ,kein Wachstum und
schwaches Wachstum®, ,mittleres Wachstum” und Jatar Wachstum® (siehe Abb. 2-2).
Retinale Ganglienzell-Kulturen werden hierzu mételer in 2.2.8 beschriebenen Methode
gefarbt, am Mikroskop blind fur die Versuchsbedingen betrachtet und den einzelnen

Klassen zugeteilt.
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Abb. 2-2. Beurteilung des Axonwachstum:

Das Axonwachstum wird in die drei Klassekein Wadhstum und schwaches Wachstuminks),
.mittleres  Wachstum® Mitte) und ,starkes Wachstum® echts) eingeteilt.Die Abbildung zeig
Phalloidingefarbte Axone in schwar

Bei der zweiten Methode wird die Fluoreszenzintgésier usgewachsenen Axone gemes
Bilder der Phalloidigefarbten Axon werden dazu mit identischer Belichtungsze
aufgenommen (5-6 Bildepro Explantat-Streifen, Objektiv mit 10-facherekgréRerung Die
Bilder werden im TIF-ormat in MetaMorph importiertEs erfolgt die Festlegung ein
IntensitatsSchwellenwertes, sodass die Kontur derzumessendem\xone erfasst wirc In
diesen Bereichen wird die integriertecuoreszenz-Intensitat gemessba. von jedem Explant-
Streifen 56 Bilder aufgenommen werden, wird das arithmetisktigel der entsprechends

Intensitatswerte gebildet, um jedem Streifen ein definierteari’zuordnen zu kdnne

2.2.21 Statistischéatenenalyse

Um quantitative Daten unterschiedlicher Populatiorzer vergleichen, wird die statistisc
Signifikanz mithilfe eines zweiseitigen Stud's t-Test und demy’Test bestimmt. Das
Signifikanz-Niveau o betragt jeweilsa = 0,05. Die Signifikanzwird gemaf3 Tab. 2-5

veranschaulicht.

Tab. 25. Statistische Datenauswertung

Signifikanz-Niveau Darstellung
0,05 <ua n.s. (nicht signifikant)
0,01 <o <0,0¢ *

0,001 <o < 0,01 **
a < 0,001 ok
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3 ERGEBNISSE

Teil I

Desensitivierung von Wachstumskegeln retinaler

Ganglienzellen des Hilhnchens gegentber Ephrin-A5

Bereits publizierte Ergebnisse enthalten Hinweigedf, dass Axone retinaler Ganglienzellen
gegeniuber dem repulsiven Lenkungssignal Ephrin-A&edsitivieren und resensitivieren, d.h.
adaptieren kdnnen. Temporale Axone bilden in ggsééten Ephrin-A5-Gradienten eine stabile
Stoppfront aus, deren Position im Gradienten d@icken Mechanismus aus Summation und
Adaptation kontrolliert zu sein scheint (von Phalyprnet al, 2006b; Langet al, 2008).

Weitere Hinweise ergeben sich unter Anderem agefalen Beobachtungen:

(1) Treffen Axone temporaler retinaler Ganglienzell auf eine Front aus Substrat-
gebundenem Ephrin-A5, so halten sie unmittelbar dieser Front an. Werden retinale
Explantate hingegen direkt auf hoch konzentriefphrin-A5-Oberflachen ausgelegt, so
wachsen die Axone unverdndert aus und reagierent nmiehr auf geléstes Ephrin-A5
(von Philipsborn, 2007).

(2) Werden temporale retinale Ganglienzellen, dienalerweise hoch sensitiv gegentiber dem
repulsiven Ephrin-A5-Signal sind, in Gegenwart vgelostem Ephrin-A5 inkubiert, so
wachsen deren Axone unverédndert aus einem Explangund zeigen keine Reaktion
auf Substrat-gebundenes Ephrin-A5 mehr (von Hitpn et al, 2006b; von
Philipsborn, 2007).

(3) In sog. ,Lickenassays“ wachsen temporale Axawné einer Oberflache mit hoher
Ephrin-A5-Konzentration aus, bevor sie eine Eplinfreie Licke erreichen. Bei einer

Lickenbreite von 50-75 um Uberwachsen die Axome &phrin-Front nach der Licke.
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Werden sie hingegen nach Uberquerung einer Liiokermindestens 200 pm erneut mit
Ephrin-A5 konfrontiert, so halten sie an und bhildeine Stoppfront aus (von
Philipsborn, 2007).

Diese Beobachtungen wurden anhand Substrat-gebemdsgphrin-A5-Muster gemacht. Im
ersten Teil der vorliegenden Arbeit soll zundchst weniger zeit- und materialaufwéndiger
Assay etabliert werden, mit dem die Desensitivigrugegeniber gelostem Ephrin-A5
untersucht werden kann. Dieses Problem wird méhidbn Wachstumskegel-Kollaps-Assays
untersucht und beinhaltet die Bestimmung einergyeten Ephrin-A5-Konzentration (3.1.1.),

Versuche zur Desensitivierung (3.1.2.) und ess#eX@ntrollexperimente (3.1.3).

3.1 Desensitivierung retinaler Wachstumskegel gegéber geldstem
Ephrin-A5

3.1.1 Ephrin-A5-vermittelter Kollaps retinaler Wachstumskegel

Bereits veroffentlichte Experimente legen die Vetumg nahe, dass Axone retinaler
Ganglienzellen des Hihnchens gegenlber Substrattdebem Ephrin-A5 desensitivieren und
resensitivieren kénnen. Dieses Verhalten soll zosweiter untersucht und Gberprift werden,
ob auch eine Desensitivierung gegenuber gelostemi=A5 auftritt. Dies geschieht mithilfe
des Wachstumskegel-Kollaps-Assays. Um zu testen)Vabhstumskegel gegentber geldstem
Ephrin-A5 desensitivieren kdnnen, muss zunachse¢ émitiale Reaktion, d.h. ein Kollaps,
erfolgen. Die Wachstumskegel weisen in diesemKkealie Lamellipodien und Filopodien mehr
auf, sondern sind nur noch als Axonendigungen whten Mikroskop erkennbar (siehe Abb.
3-1 A).

Es stellt sich die Frage, welche Konzentration aldgiem Ephrin-A5 zur Untersuchung des
Desensitivierungsverhaltens eingesetzt werden #df. Grundlage zur Bestimmung einer
geeigneten Konzentration wurde das unterschiedNrdalten temporaler und nasaler Axone
in vitro gewahlt. Abb. 3-1 zeigt das Ergebnis von KollapsadsExperimenten, bei denen
retinale Axone fir 20 min mit 0,25 pg/ml und 1 pb#peclustertem Ephrin-A5/Fc behandelt

wurden.
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Abb. 3-1. Ephrin-A5-vermittelter Kollaps retinaler Wachstumskegel.

Gel6stes Ephrin-A5/Fc fuhrt nach 20 min zu einemld@s bei retinalen Wachstumskegeln. Bei einer
Konzentration von 1 pg/ml reagieren sowohl tempoidb auch nasale Axone mit einem Kollaps. Bei
einer Konzentration von 0,25 pg/ml Ephrin-A5/Fcgtesich ein topografisch differenzielles Verhalten.
(A) Darstellung eines intakten und eines kollabiekémchstumskegels (Phalloidinfarbung in schwarz).
(B) Quantitative Auswertung von intakten und kollatearWachstumskegeln. Die grauen Balken zeigen
den Prozentsatz intakter Wachstumskegel an, digvaselen Balken den Prozentsatz an kollabierten
Wachstumskegeln. Jedes Experiment wurde viermabhérayig voneinander durchgefiihrt und pro
Experiment wurden mindestens 100 Axone ausgezahltg{ml Ephrin-A5, temporal, n=402; 1 pug/ml
Ephrin-A5, nasal, n=424; 0,25 pg/ml Ephrin-A5, temrad, n=452; 0,25 pug/ml Ephrin-A5, nasal, n=417).
Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichun@gmnstatistische Analyse wurde mit dem Student’s t-
Test und dem? -Test durchgefiihrt.

Werden die Axone fir 20 min mit 1 pg/ml Ephrin-Ab/Behandelt, so reagieren temporale und
nasale Axone mit einem Kollaps: 71 % (nasal) bz898 (temporal) der Axone zeigen den in
Abb. 3-1 A dargestellten, kollabierten Phanotyp.rdVdie Ephrin-A5/Fc-Konzentration auf

0,25 pug/ml verringert, so werden Unterschiede zZwdsctemporalen und nasalen Axonen
deutlich: Wahrend 74 % der temporalen Axone eineltakierten Phanotyp zeigen, ist der

Prozentsatz der kollabierten nasalen Axone auf 28caziert.

Ein Unterschied zwischen temporalen und nasalem@x@hnelt dem Verhaltém viva Nasale
Axone terminieren im posterioren Tektum, d.h. inegh Bereich, in dem eine hohe Ephrin-A5-
Konzentration vorliegt (Dreschet al, 1995). Diese Axon-Population ist folglich in deage,
solche Konzentrationen zu tolerieren. Temporale msxdbilden Terminations-Zonen im
anterioren Tektum aus und werden durch das repulsenkungssignal am Einwachsen in
posteriore Bereiche gehindert. Da sich die Wachskegel bei einer Ephrin-A5/Fc-

Konzentration von 0,25 pug/ml topografisch differetizverhalten, wird diese Konzentration als

-44 -



3 ERGEBNISSE

physiologisch betrachtet und fur die weiteren Vehgu zur Desensitivierung gegenuber

|6slichem Ephrin-A5 verwendet.

3.1.2 Desensitivierung nach einem Ephrin-A5-vermittiten Kollaps

Um zu untersuchen, ob Wachstumskegel retinaler liganzgllen an geldstes Ephrin-A5
adaptieren konnen, werden Kollaps-Assays mit tealpor Axonen durchgefihrt und
geclustertes Ephrin-A5/Fc in einer Konzentrationnv0,25 pg/ml eingesetzt. Wie im
vorangehenden Abschnitt aufgezeigt wurde, verhalsich retinale Axone bei dieser
Konzentration topografisch differenziell. Da numigorale Axone mit einem Kollaps auf diese
Ephrin-Konzentration reagieren, werden ausschiibl@émporale Axone untersucht. Abb. 3-2
zeigt den Phéanotyp (A) und die quantitative Auswegt (B) von Axonen, die 20 min und
120 min mit 0,25 pg/ml geclustertem EphrinA5/Fc domdelt wurden. Eine 20-mindtige
Inkubation fihrt zu einem Kollaps der Wachstumskeg® % der Axone zeigen den
kollabierten Phanotyp. Nach einer 120-mindltigenulmtion zeigen die meisten Axone einen
intakten Phanotyp und nur noch 28 % sind kollabi2e es sich beim untersuchten Ephrin-A5-
Konstrukt um eine Ephrin-A5/Fc-Chiméare handelt, ader Kontrollversuche mit einer
geclusterten Fc-Losung durchgefiihrt. Die Zugabeldslichem Fc hat keinen Einfluss auf die

Morphologie der Wachstumskegel.

Dieses Ergebnis ist konsistent mit der Annahmes desporale Axone gegeniber gelostem
Ephrin-A5 desensitivieren. Auf den initialen Kolipfolgt eine Regeneration und die

Wiederaufnahme des Wachstums.
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Abb. 3-2. Desensitivierung temporaleiWachstumskegel gegentiber geléstem Ephi-A5.

Geltstes Ephrin-A5/Fén einer Konzentration von 0,25 pg/ml fihrt zu emeénitialen Kollaps be
temporalen retinalen Wachstumskegeln. Diese nelim&gegenwart von Ephr-A5/Fc das Wachstum
wieder auf und zeigenach 120 min eine intakte Morpholog(A) Darstellung von Phalloid-gefarbten
Axonen, die fur 20 min, bzw. 120 min mit Ept-A5/Fc bzw. Fc behandelt wurde(B) Quantitative
Auswertung der intakten und kollabierten Wachsturgsk Die grauen Balken zeigen den Prozen
intakter Wachstumskegel an, die schwarzen BalkenRtezentsatz an kollabierten Wachstumske(
Jedes Eperiment wurde mindestens vieal unathéngig voneinander durchgefuhrt und pro Experir
wurden mindestens 100 Axone ausgezahlt (E-A5, 20 min, n=663; Fc, 20 min, n=540; Epl-A5,
120 min, n=565; Fc, 120 min, n=689). Die Fehlerbalkzeigen die Standardabweichung an.
statistische Angise wurde mit dem Stude's t-Test und derg®-Test durchgefiihrt.
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3.1.3 Kontrollexperiment zur Desensitivierung gegeiiber geléstem Ephrin-A5

Fur weitere Schlussfolgerungen muss zuvor die Frégantwortet werden, ob die
Wiederaufnahme des Axonwachstums nach einem gritiaEphrin-A5-vermittelten Kollaps
nicht einer eventuellen Degradation des zugegebdtmmin-A5/Fc geschuldet ist. Dieser
Sachverhalt wird folgendermaf3en Uberprift: Temgoadone werden fir 120 min in Medium
inkubiert, dem Ephrin-A5/Fc zugesetzt wurde. Na2l inin wird das Medium abgenommen
und mit dem recycelten Medium ein Kollaps-Assayearer anderen Kultur durchgefuhrt. Nach
einer 20-mindtigen Inkubation mit recyceltem Mediumeigen 75 % der Axone einen
kollabierten Phanotyp. Ein signifikanter Unterschiewischen recyceltem und frisch
angesetztem Medium ist nicht festzustellen. Auchrébyceltes Fc-Medium keinen Einfluss
auf die Wachstumskegel aus (siehe Abb. 3-3); &ehbdi der Ephrin-A5/Fc-Zugabe ausgeldste
Kollaps wird nicht durch den Medienwechsel hervougen.

A B

20 min Ephrin-A5 recycelt n.s. intakt
A \ 100 1 m kollabiert
) \/ 90 |
/ ,/"' — 80 A
4 &
@ 70 1
1 % 60
}/‘ % F{gl‘ 5 50
- 2 |
)~ [ ./ % 40
20 min Fc recycelt g 30 |
,f % | =
/ 5 > 20 -
. £ 10 1
Ay /] Y. ’Q/ o
ll'i * L L 0 4
‘ - r Ephrin-A5 Ephrin-A5 Fc Fc
Pz | V- :“ h/ 20min  recycelt 20min  recycelt
1. A i 20 min 20 min

Abb. 3-3. Kontrollexperiment zur Stabilitat von gelbstem Ephrin-A5/Fc.

Wird Ephrin-A5/Fc-haltiges Medium nach 120 min veiner Axon-Kultur abgenommen und mit diesem
Medium ein Kollaps-Assay an einer anderen Kulturctgefiihrt, so fihrt diese Behandlung zu einem
Kollaps bei temporalen Wachstumskeggla) Darstellung von Phalloidin-gefarbten Axonen, dig f
20 min mit recyceltem, EphrinA5/Fc- bzw. Fc-haltig@edium inkubiert wurden(B) Quantitative
Auswertung der intakten und kollabierten Wachsturgsk Die grauen Balken zeigen den Prozentsatz
intakter Wachstumskegel an, die schwarzen BalkenRtezentsatz kollabierter Wachstumskegel. Jedes
Experiment wurde mindestens viermal unabhangig wvameler durchgefiihrt und pro Experiment wurden
mindestens 100 Axone ausgezahlt (Ephrin-A5, n=@8Bhrin-A5, recycelt, n=416; Fc, n=540; Fc,
recycelt, n=541). Die Fehlerbalken zeigen die Stas@bweichung an. Die statistische Analyse wurde
mit dem Student’s t-Test und dgfrTest durchgefiihrt.
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Das bedeutet, dass das zugesetzte Ephrin-A5/Fcenditdter 120-minutigen Versuchsdauer
nicht degradiert, sondern funktionell verbleibtelWiederaufnahme des Axonwachstums nach
einem Ephrin-A5-vermittelten Kollaps erfolgt dahen Anwesenheit von aktivem
Ephrin-A5/Fc.

Die Ergebnisse des ersten Teils dieser Arbeit kdrsoenit durch zwei Modelle erklart werden:
Einerseits ist es moglich, dass die Wachstumskegelauf Veranderungen der Ephrin-A5-
Konzentration reagieren und nicht auf absolute leotrationen. In diesem Fall ware die
Wiederaufnahme des Axonwachstums in Gegenwart veldsgm Ephrin-A5/Fc nicht
zwingend mit einer Desensitivierung verbunden,idia die Konzentration des Lenkungssignals
in dieser Phase nicht verandert. Bereits verdffdni#t in vitro-Experimente unserer
Arbeitsgruppe zeigen allerdings, dass Axone, di€egenwart von geldstem Ephrin-A5/Fc
wachsen, nicht mehr auf Substrat-gebundene EpltsHviAster reagieren (von Philipsboet

al., 2006b; von Philipsborn, 2007). Daher kann di&sktarungsansatz ausgeschlossen werden.

Eine zweite Erklarungsmoglichkeit besagt, dassAdiene gegenlber dem repulsiven Ephrin-
Signal desensitivieren: Eine Ephrin-A5/Fc-Konzetnra von 0,25 pg/ml [0st bei temporalen
Axonen nach weniger als 20 min einen initialen Ep# der Wachstumskegel aus. Nach dem
Kollaps bewirkt das geléste Ephrin-A5/Fc eine Da#érierung gegeniber dem repulsiven
Signal.

Da der erste Erklarungsansatz, wie beschriebenht nautreffend ist, kann bei der
Wiederaufnahme des Axonwachstums in Gegenwart \@astgm Ephrin-A5/Fc von einer

Desensitivierung ausgegangen werden.
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Teil I

Die Dynamik des EphA3-Rezeptors bei der Desensitivig und

Resensitivierung retinaler Wachstumskegel gegentpkrin-A5

Die im ersten Teil dieser Arbeit vorgestellten Hngisse zeigen, dass Wachstumskegel retinaler
Ganglienzellen gegentber dem repulsive Lenkungakidtphrin-A5 desensitivieren und

resensitivieren konnen. Uber die zellularen Mechraen, die diesen Vorgangen zugrunde
liegen, ist allerdings noch nichts bekannt. Die dosiichung dieser Mechanismen bildet den

Kern der vorliegenden Arbeit und wird in den folden Teilen Il und Il adressiert.

Ein naheliegender Mechanismus, der der Desensitivipund der Resensitivierung gegentber
einem repulsiven Lenkungssignal zugrunde liegennt@nberuht auf der Modulation des
Rezeptorlevels in der Membran der Wachstumskegelrdéh z.B. Rezeptoren, an die das
Lenkungsmolekil binden kann, endocytotisch aufganem so stehen keine Rezeptoren mehr
zur Verflugung, die das Signal vermitteln und dagnie Reaktion auslésen kénnen. Umgekehrt
wirde der Wiedereinbau von Rezeptoren in die Memdia Wachstumskegel sensitivieren. Es
konnte gezeigt werden, dass die initialen Reaktiomen HiUhnchen-Axonen gegeniber den
Lenkungsmolekilen Ephrin-A2 und Sema3A Endocytdd®agig sind (Fourniegt al, 2000;
Jurneyet al, 2002). Auch die Desensitivierung vienopusAxonen gegeniber Netrin-1 und
Sema3A ist abhangig von Endocytose. Die Desersitimg gegenliiber Sema3A geht dartber
hinaus einher mit einer Verringerung des zugehariBezeptorgehalts (Neuropilin-1) in der
Zellmembran (Pipeet al, 2005).

Verdndern Wachstumskegel den Gehalt an transmeewr&tezeptoren, so kdnnen die
Unterschiede gegebenenfalls biochemisch, mithillan Mmmunoblots, oder durch eine
immunhistochemische Féarbung sichtbar gemacht wehdem allen Eph-Rezeptoren der Klasse
A bindet Ephrin-A5 den Rezeptor EphA3 mit der hdehsAffinitat (Monschawet al, 1997;

Flanagan und Vanderhaeghen, 1998). Die Isolierumdj der biochemische Nachweis von
EphA3 sowie dessen immunhistochemische Anfarbung B&achstum auf verschiedenen
Ephrin-A5-Substraten ist das Thema des zweiters Thdser Arbeit. Abschnitt 3.2 befasst sich

zunachst mit den biochemischen Analysen. Die Abisieh®.3 bis 3.5 zeigen die Ergebnisse der
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immunhistochemischen Rezeptorfarbung. Zunachst datoki die Lokalisation des Rezeptors
untersucht und das Farbemuster charakterisier}. (Br&chlie3end werden der Rezeptorgehalt
beim Wachstum auf Adaptationssubstraten (3.4) séiwiatrollfarbungen zur Uberprifung der

Spezifitat der Farbung gezeigt (3.5).

3.2 Biochemischer Ansatz zur Untersuchung des EphA3
Rezeptorgehaltes retinaler Wachstumskegel

Die Frage, ob eine Veranderung der Rezeptorkoret#nrbei der Desensitivierung gegentber
Ephrin-A5 eine Rolle spielt, soll durch eine biogtische Herangehensweise beantwortet
werden. Werden EphA3-Rezeptoren unter bestimmtedinBengen abgebaut, so sind die
Veranderungen unter Umstanden anhand der Gelbarafgmeinem Immunoblot zu erkennen.
Fur diesen Versuch werden EphA3-Rezeptoren ausateti Wachstumskegeln isoliert und
mittels einer SDS-PAGE und Western Blot analysieieé Retina-Explantate werden dazu auf
Laminin-Oberflachen kultiviert. Nach 20-22 Stundearden die Explantatstreifen, auf denen
sich die Zellkdrper der retinalen Ganglienzellefifsken, abgenommen, sodass sich nur noch
Axone und Wachstumskegel auf der Oberflache befinDéeese werden mit RIPA-Puffer lysiert
und die EphA3-Rezeptoren durch eine Immunprézipitatkonzentriert. Um die Proteinmenge

zu erhéhen werden die Lysate aus 120 Explantatieuid.h. 240 Explantatstreifen, vereinigt.

Die Analyse nach der Immunprazipitation mittels SBSGE und Western Blot erbringt jedoch
keinen Nachweis des Rezeptors. Eine EphA3-Banden kaoht detektiert werden. Um
sicherzustellen, dass Retina-Zellen im Stadium EEshA3-Rezeptoren exprimieren, die mit
dem verwendeten Antikorpes-EphA3, L-18, Santa Cruz) detektiert werden konneerden
Lysate kompletter Retinae untersucht. Dazu werdet &etinae prapariert, entlang der
temporal-nasal Achse geteilt und die Gewebehélftehysepuffer aufgenommen. Abb. 3-18
zeigt die Auswertung der Immunoblots nach einemargitigen Belichtung des Rontgenfilms

(A) und die Quantifizierung der Bandenintensité}. (B
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A

temporal nasal
130 kDa =——
L Se— [—
99 kba - IB: a-EphA3
72 kDa =—— -
Abb. 3-4. Isolierung von
~— «s® | |B: o-GAPDH II:Eeph.A3 aus Hihnchen-
36 kDa =—— etinae.
Temporale und nasale Retinae
werden lysiert und die Lysate
B mittels ~ SDS-PAGE und
Western Blot ausgewertet.
5 - Nach einer Rontgenfilm-
m temporal belichtung sind zwei Banden
bei 115 kDa und 72 kDa zu
4 - ® nasal sehen. (A) Darstellung der

EphA3-Banden und der
Banden des Haushaltsproteins
3 1 GAPDH nach einer drei-
mindtigen Belichtung des
Rontgenfilms.(B) Quantitative

Auswertung der Pixel-

intensitdten  der  gezeigten
Banden. Dargestellt ist der
Quotient der integrierten Pixel-
intensitdten aus EphA3 und
GAPDH. Jedes Experiment

wurde viermal unabhangig
115 kDa 72 kDa voneinander durchgefuhrt.

Relative Pixelintensitat
(EphA3/GAPDH)

Das aus der Aminosauresequenz errechnete Molekwaigt des endogenen EphA3-Rezeptors
aus dem HuhncherG@llus Gallug betragt ca. 110 kDa. Werden die Blotmembranereimigm
Antikérper gegen EphA3 (Santa Cruz, L-18) inkubiemd anschlieRend mittels einer
Chemolumineszenz-Reaktion ausgewertet, so zeigelm aivei deutliche Banden bei ca.
115 kDa und 72 kDa. Es fallt auf, dass die Bande7BekDa deutlich starker ausgepragt ist
(Abb. 3-4 A). Zur Auswertung werden die integrierteixelintensitaten der einzelnen Banden
ausgemessen. Normiert auf die Bande des Hauslu#sm GAPDH zeigt die 72 kDa-Bande
eine vier bis fiunfmal hohere Intensitat als die kD&-Bande. Zwar ist der Stichprobenumfang
klein, aber ein Vergleich der 115 kDa-Bande zwisctamporalen und nasalen Retina-Lysaten
ergibt eine leichte Tendenz zu hoheren Pixelintétesi bei temporalen Lysaten. Der Quotient
der Bandenintensitat (temporal/nasal) ergibt dentWg. Die 72 kDa-Bande lasst hingegen

keine Unterschiede erkennen (der Quotient liegOii
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Das Ergebnis dieses Kontrollversuchs lasst vermutiaiss Retina-Zellen im untersuchten
Stadium EphA3-Rezeptoren exprimieren, die mit deschriebenen Methode nachgewiesen
werden konnen. Grunde fir die fehlende Detektiochnder Proteinisolierung aus retinalen
Wachstumskegeln dirften demnach in einer zu gemirgensitivitat der Nachweismethode
liegen. Aus diesem Grunde wird im Folgenden versumrentuelle Veranderungen des EphA3-
Rezeptorlevels  wéhrend der Desensitivierung und eR&8vierung anhand

immunhistochemischer Farbungen nachzuweisen.

3.3 Immunhistochemische Farbung des EphA3-Rezeptoen
Wachstumskegeln retinaler Ganglienzellen des Huhhens

3.3.1 Vergleich zwischen oberflachenstandiger unatrazelluléarer Lokalisation
des Rezeptors

Mit der beschriebenen biochemischen Methode kdmmsnwachstumskegeln isolierte EphA3-
Rezeptoren nicht nachgewiesen werden (Abschni}t B@mzufolge kdnnen auf diesem Weg
auch keine Aussagen daruber getroffen werden, obchgtiamskegel wahrend der
Desensitivierung ihren Gehalt an Rezeptoren veréndsentuelle Verdnderungen am EphA3-

Rezeptorgehalt sollen deshalb anhand immunhistaskler Farbungen erfasst werden.

Zur Anfarbung wird ein monoklonaler Antikorper gggden EphA3-Rezeptor verwendet, der
von Uwe Drescher (MRC Center for Developmental Nbigiogy, King's College, London)

zur Verfuigung gestellt wurde (lwamastal, 1999). Der Antikdrper wurde bereits erfolgreich
zur Farbung von Nervenfasern am optischen Neniftusitngesetzt und erkennt ein Epitop am

N-terminalen Ende des Rezeptors, d.h. im extrdzedin Bereich (Hornbergest al,, 1999).

Zunachst werden Farbungen an retinalen Wachstureskefyirchgeftihrt, die auf Laminin-
Substraten wachsen, um einen generellen Uberbiek die Lokalisation des Rezeptors und die
Spezifitat des Antikdrpers zu erhalten. Um zwiscloderflachenstéandiger und intrazellularer
Lokalisation des Rezeptors unterscheiden zu kénmemgden die Wachstumskegel vor der
Farbung im einen Fall mit TritonX-100 permeabilisielm anderen Fall unterbleibt die
Permeabilisierung. Eine fehlende Permeabilisiersoly das Eindringen des Antikorpers ins

intrazellulare Kompartiment verhindern.

In Abb. 3-5 sind Wachstumskegel gezeigt, die mitoFbphor-markiertem Phalloidin und dem

beschriebenen Antikdrper gegen EphA3 gefarbt dild.auszuschlieRen, dass der konjugierte
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Fluorophor oder der Detektionskanal des Mikroskdps sichtbare Farbemuster beeinflusst,
sind zwei Farbungen mit unterschiedlichen Sekumdi#@pern gezeigt. Im einen Fall handelt
es sich um einen Alexa488-konjugiertesMaus-Antikorper, im anderen Fall um einen Cy3-
konjugierten a-Maus-Antikorper. Die Aufnahmen wurden mit Hilfe nes Fluoreszenz-
Mikroskops (ApoTome Imager Z1) und integrierter k@mera (AxioCam MRm CCD

Farbkamera) gemacht.

Phalloidin-Alexa546 Jir xad
: wus-Alexadé a-Maus-Cy3

nicht nicht
permeabilisiert permeabilisiert permeabilisiert permeabilisiert

Abb. 3-5. Immunhistochemische Farbung des EphA3-Reptors an retinalen Wachstumskegeln.

Die Abbildung zeigt Wachstumskegel temporaler adén Ganglienzellen, die mit Fluorophor-
markiertem Phalloidin und einem Antikdrper gegen &@phA3-Rezeptor gefarbt wurden. Im einen Fall
wurde Alexa546-markiertes Phalloidin und ein Ak&8-konjugierter Sekundarantikdrper zur EphA3-
Farbung eingesetzt (linke Halfte der Abbildung,=/dtin, grin=EphA3). Im anderen Fall wurde
Alexa488-markiertes Phalloidin und ein Cy3-marlg@eSekundarantikdrper eingesetzt (rechte Halfte der
Abbildung, rot=EphA3, griin=Aktin). Werden die Watihnskegel permeabilisiert, so ist eine homogene
Farbung des gesamten Wachstumskegels zu beobathtarbleibt die Permeabilisierung, so treten
EphA3-immunreaktive Patches an scheinbar zufélligetien auf.

Werden die Wachstumskegel permeabilisiert, so iis¢ édomogene Farbung des gesamten
Wachstumskegels zu beobachten. Unterbleibt die @aiisierung, so sind Patches an
scheinbar zufalligen Stellen des Wachstumskegetehen. Dies lasst zunachst vermuten, dass
EphA3-Rezeptoren vor dem Einbau in die Wachstunmekegmbran, d.h. unter Umstéanden
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wahrend des intrazellularen Transports, homogeMiathstumskegel verteilt sind und nach

dem Einbau aggregiert vorliegen.

3.3.2 Analyse der Rezeptorverteilung mittels hochdidsender Mikroskopie

Eph-Rezeptoren liegen unter bestimmten BedingungenForm von Clustern in der
Zellmembran vor (Wimmer-Kleikampt al, 2004; Egeaet al, 2005; Himaneret al, 2010).
Nach der Bindung eines Ephrin-Liganden kann dief38rder sich ausbildenden Cluster die
eigentliche Ephrin/Eph-Kontaktflache Ubersteigeruch konnte gezeigt werden, dass die
Clusterbildung nicht zwangslaufig einen Kontakt gefien Rezeptor und Ligand voraussetzt
(Wimmer-Kleikampet al, 2004).

In den in 3.3.1 beschriebenen Experimenten wurd®bdhtet, dass die EphA3-
Immunreaktivitat (IR) in Form von Patches an schain zufalligen Stellen des
Wachstumskegels auftritt, sofern keine Permeagilisig der Wachstumskegel erfolgt. Die
GroRe dieser Patches betragt stellenweise bis z& 3fer Wachstumskegelflache. Bisher
wurden in neuronalen Wachstumskegeln ausschlieR@bhster im Mikrometer- oder
Submikrometerbereich beobachtet (Egeal, 2005; Marquardet al, 2005).

Um die Lokalisation des EphA3-Rezeptors genauercharakterisieren, werden gefarbte
retinale Wachstumskegel durch ein Hochauflosungsreitopie-Verfahren untersucht.
Eingesetzt wird dabei die SIM-Mikroskopie (Struedrlllumination Microscopy). Der Vorteil
dieser Technik liegt darin, dass laterale Auflosambis zu 100 nm erreicht werden kdnnen. Die

konventionelle Mikroskopie erreicht nur ca. 200 (Bustafsson, 2000).

In Abb. 3-6 sind Wachstumskegel gezeigt, die mixald88-konjugiertem Phallodin und dem
bereits beschriebenen Antikdrper gegen EphA3 geféubden. Wie bereits dargestellt, so sind
auch nach dieser Analyse Unterschiede zwischengadniiisierten und nicht permeabilisierten
Wachstumskegeln zu erkennen. Werden die Wachstgeksksermeabilisiert, so zeigt die
EphA3-IR eine Farbung des gesamten Wachstumske@#isae Permeabilisierung treten
Patches auf. Auffallig ist, dass die EphA3-IR indea Fallen stark mit Aktin kolokalisiert. Das
Aktin-Muster (dargestellt in grin) ist in der EphMA3 (dargestellt in rot) deutlich

wiederzuerkennen. Der gefarbte EphA3-Rezeptor wdaemnach in vielen, dicht

aneinandergereihten Punkten entlang der Aktin-FReeesgerichtet.
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permeabilisiert nicht permeabilisiert

Abb. 3-6. Untersuchung der
EphA3-Farbung mittels hoch-
auflosender SIM-Mikroskopie.

Die Untersuchung weist eine
Kolokalisation der EphA3-
Farbung mit Phallodin-gefarbten
Aktin-fasern nach. Dieses
Phanomen tritt sowohl nach einer
Permeabilisierung als auch ohne
Permeabilisierung der Wachs-
tumskegel auf. Die Abbildung
zeigt zwei Wachstumskegel, die
mit Alexa488-konjugiertem
Phalloidin und dem Antikorper
gegen EphA3 gefarbt wurden. Zur
EphA3-Detektion wurde ein Cy3-
konjugierter a-Maus-Antikorper
verwendet (grin=Aktin,
rot=EphA3). Werden die Axone
permeabilisiert, so zeigt sich eine
Farbung des gesamten Wachs-
tumskegels, erfolgt keine
Permeabilisierung treten Patches
an scheinbar zufalligen Stellen
auf. In beiden Fallen uberlappen
EphA3- und Phalloidin-Farbung

Die Kolokalisation eines Membranrezeptors mit Aktieinem zentralen Bestandteil des
Zytoskeletts, wurde bisher nur wenig beobachtethghveediet al, 2010). Stattdessen gibt es
Hinweise darauf, dass die Diffusion von Rezeptdremer Membran und auch die gezielte
Umverteilung von axonalen Lenkungsrezeptoren egtlam Mikrotubuli erfolgt (Bouziguest
al., 2007; Jagamaet al, 2011). Aus diesem Grund wird auch die Verteildeg Mikrotubuli in
retinalen Wachstumskegeln gemeinsam mit EphA3 sutht. Dazu werden retinale
Wachstumskegel zunachst ohne Permeabilisierungdemt EphA3-Antikérper gefarbt. Nach
erfolgter Inkubation mit dem Sekundarantikdrper dwifir 5 min mit TritonX-100

permeabilisiert und anschliel3end mit einem Antikdrgegen neuronal@8-Tubulin (Tuj) und
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Alexa647-markiertem Phalloidin gefarbt. ExemplanscWachstumskegel sind in Abb. 3-7
dargestellt.

In Abb. A und B ist das angefarbte Aktin in blaigphA3 in rot und Tubulin (=Tuj) in grin
gezeigt. Es ist deutlich zu erkennen, dass dieaafide EphA3-IR nicht mit den Tubulin-
Filamenten kolokalisieren. Auch eine Orientierurgg Mikrotubuli-Filamente in Richtung der
Patches wird nicht beobachtet. Die Mikrotubuli Begm Axonschaft gebtindelt vor und fachern
sich beim Ubergang in den Wachstumskegel gewis®&mauf. Eine spezifische Ausrichtung

in eine bestimmte Richtung kann nicht gezeigt werde

Abb. 3-7. Lokalisation von EphA3 und Mikrotubuli in retinalen Wachstumskegeln.

Die Anfarbung von oberflaichenstédndigem EphA3 @8dTubulin in retinalen Wachstumskegeln zeigt
keine Kolokalisation der beiden Strukturen. In Abund B sind Wachstumskegel gezeigt, die mit
Alexa647-konjugiertem Phalloidin, dem EphA3-Antigér und einem Antikorper gegen neuronglds
Tubulin (=Tuj) gefarbt wurden. Zur EphA3-Detektiovurde ein Cy3-konjugiertea-Maus-Antikérper
und zur Mikrotubuli-Detektion ein Alexa488-konjugier a-Kanninchen-Antikdrper verwendet.
(blau=Aktin, rot=EphA3, grin=Mikrotubuli). Die Faubgen zeigen keine Kolokalisation der EphA3-IR
mit Mikrotubuli. Auch eine Orientierung der Mikrdiuli in Richtung der Patches wird nicht beobachtet.
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Die Ergebnisse der Untersuchungen mittels hochserider SIM-Mikroskopie zeigen sowohl
im permeabilisierten als auch im nicht permealeitisin Fall eine Kolokalisation der EphA3-IR
mit den Phalloidin-gefarbten Aktinfasern im Wacimsskegel. Eine &hnliche Kolokalisation mit

Mikrotubuli kann nicht nachgewiesen werden.

3.3.3 Quantitative Analyse des Rezeptorgehaltes voetinalen Wachstumskegeln

Im Huhnchen werden EphA3-Rezeptoren in einem vosalnaach temporal ansteigenden
Gradienten in der Retina exprimiert (Chestgal, 1995; McLaughlin und O Leary, 2005). Um
Zu testen, ob die Unterschiede im EphA3-Rezeptaigihvitro erfasst werden kénnen, werden
temporale und nasale Axone immunhistochemisch angefAbb. 3-8 zeigt temporale und
nasale Wachstumskegel, die mit Alexa546-konjugmertehalloidin und dem beschriebenen
Antikérper gegen EphA3 gefarbt wurden. Zur EphA3db&on wird ein Alexa488-
konjugiertera-Maus-Antikdrper verwendet. Um die Ergebnisse dtetit zu erfassen wird die
integrierte EphA3- und Phalloidin-Fluoreszenzintgindm Wachstumskegel gemessen. In den

Diagrammen ist jeweils die auf Phalloidin normidfjghA3-Fluoreszenzintensitat dargestellt.

In den Abbildungen 3-8 A und A" sind die Versuclgetmisse nach einer Permeabilisierung der
Wachstumskegel vor der Farbung gezeigt. Wie beiritden Abschnitten 3.3.1 und 3.3.2
beschrieben, zeigt nach einer Permeabilsierunggesamte Wachstumskegel eine homogene
EphA3-IR. Unterschiede zwischen temporalen und leas@/achstumskegeln sind sowohl an
der Farbung (A) als auch nach der quantitativenwauging (A’) zu erkennen. Nasale
Wachstumskegel zeigen eine schwachere Farbung eatpotalen Wachstumskegel. Der
Quotient aus EphA3-Fluoreszenz und Phalloidin-Fdepenz ergibt bei temporalen

Wachstumskegeln einen Wert von 0,87 und bei nas@rhstumkegeln einen Wert von 0,43.

Ahnliches wird auch fiir Wachstumskegel beobackiietyor der Farbung nicht permeabilisiert
wurden (Abb. 3-8 B und B’). Die EphA3-IR zeigt diereits beschriebenen Patches an
scheinbar zufalligen Stellen des WachstumskegelshAach dieser Farbung sind Unterschiede
zwischen temporalen und nasalen Wachstumskegedmmeolar. Nasale Wachstumskegel zeigen
eine schwéchere Farbung als Temporale (B). Der i€uotaus EphA3-Fluoreszenz und
Phalloidin-Fluoreszenz ergibt hier bei temporaleacistumskegeln einen Wert von 0,48 und

bei nasalen Wachstumkegeln einen Wert von 0,27 (B’)
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Abb. 3-8. Analyse des EphA3-Rezeptorgehaltes vomt@oralen und nasalen Wachstumskegeln.
Durch immunhistochemische Farbungen kdnnen Unterdelim EphA3-Rezeptorgehalt von temporalen
und nasalen Wachstumskegeln nachgewiesen werdenF@bung erfolgt dabei entweder nach einer
vorhergehenden Permeabilisierung der Wachstumskégehd A’) oder ohne Permeabilisierung (B und
B") (A und B) Die Abbildungen zeigen temporale und nasale Wadhsitegel retinaler Ganglienzellen,
die mit Alexa546-konjugiertem Phalloidin und einefmtikérper gegen EphA3 gefarbt wurden Zur
EphA3-Detektion wird ein Alexa488-konjugiertera-Maus-Antikorper verwendet (rot=Aktin,
grin=EphA3). (B und B’) Die Diagramme zeigen die quantitativen Auswertungier Immun-
fluoreszenzen. Dargestellt ist der Quotient ausegrierter EphA3-Fluoreszenz und integrierter
Phalloidin-Fluoreszenz im Wachstumskegel. Jedesiignt wurde vier Mal unabhangig voneinander
durchgefiihrt (A°, permeabilisiert, temporal, n=38;, permeabilisiert, nasal, n=40; B’, nicht
permeabilisiert, temporal, n=137; B, nicht permiksibrt, nasal, n=68). Die statistische Analysereau
mit dem Student’s t-Test durchgefiihrt.
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Die beschriebene quantitative Auswertung erfasst Idtensitat der EphA3-Fluoreszenz im
Wachstumskegel. Speziell im Experiment ohne Periiigabung der Wachstumskegel kann
das Farbemuster der EphA3-IR auch auf andere AdtWeise ausgewertet werden. Da die
EphA3-IR ein Patch-férmiges Muster erkennen lasst die Grof3e dieser Patches gemessen.
Auch hier werden signifikante Unterschiede zwischder temporalen und nasalen
Axonpopulation gemessen. Der Quotient aus der Eladdr Patches und der Flache der
Wachstumskegel betragt bei temporalen Wachstumbke®@3 +/- 0,04 und bei nasalen
Wachstumskegeln 0,13 +/- 0,039 (temporal, N=4, 8:hasal, N=4, n=51; Signifikanzniveau
a=0,013).

Diese Versuche zeigen, dass mit dem verwendeteikohpér Unterschiede im EphA3-
Rezeptorgehalt zwischen temporalen und nasalenateti Wachstumskegeln auamh vitro

erfasst werden kénnen.

3.4 Analyse des EphA3-Rezeptorgehaltes von retinale
Wachstumskegeln wahrend des Wachstums auf
Adaptationssubstraten

EphA-Rezeptoren werden in einem von nasal nach demh@nsteigenden Gradienten in der
Retina exprimiert (Chengt al, 1995; McLaughlin und O’Leary, 2005). Diese Vit
erklart, warum nasale Axone weniger auf Substrhtigdenes Ephrin-A5 reagieren (von
Philipsbornet al, 2006b): es stehen zu wenige Rezeptoren zur Yenfji die das repulsive
Signal vermitteln. Desensitivierte temporale Axargigen, ebenso wie nasale Axone, eine
schwachere Reaktion auf Substrat-gebundenes EABriivon Philipsborret al, 2006b; von
Philipsborn, 2007; Abschnitt 1.4 dieser Arbeit).nbmifolge ware ein Adaptationsmechanismus
denkbar, in dem temporale Axone wahrend der Desapsiing ihr Rezeptorniveau dem der
nasalen Axone angleichen und wahrend der Resadasiing das urspriingliche Rezeptorniveau
wieder herstellen. Die in Abschnitt 3.3.3 vorgdstel Ergebnisse zeigen, dass mit dem
verwendeten Antikorper gegen EphA3 derartige Uotaesle erfasst werden kdnnen. Daher
wird der EphA3-Gehalt adaptierter und nicht adafdie temporaler Axone mittels

immunhistochemischer Farbungen untersucht.

Dazu werden temporale Retina-Explantate diagonblAalaptationssubstraten ausgelegt. Ein
Teil jedes Explantats hat somit Kontakt zur Lami@hberflache, der andere Teil zur

Ephrin-A5/Fc-Oberflache. Uber Nacht wachsen Axones aden Explantaten aus, die
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anschlief3end fixiert und sowohl mit Fluorophor-nmertem Phalloidin als auch dem Antikorper
gegen EphA3 gefarbt werden. Da nur die Rezeptaneder Wachstumskegelmembran von

Interesse sind, erfolgt keine PermeabilisierungdesrFarbung.

Werden Retina-Explantate auf die beschriebene AdtWeise auf der Oberflache ausgelegt, so

kénnen drei verschiedene Arten von Wachstumskaggkrschieden werden (siehe Abb. 3-10):

(1) Wachstumskegel, die auf der Laminin-Oberflaanswachsen und keinen Kontakt zum

gestempelten Ephrin-A5/Fc haben.

(2) Wachstumskegel, die auf der gestempelten EgkBifc-Oberflache wachsen und sich,

wie gezeigt wurde, in einem desensitivierten Zustiaefinden.

(3) Wachstumskegel, die in der mit Laminin besctdtdn Licke wachsen und gerade

resensitivieren.

Die Axonpopulation, die auf der Laminin-Oberflachaswéchst, bildet eine Stoppfront aus,
sobald sie das erste Mal auf gestempeltes Ephrint#8. Diese Reaktion weist ein

funktionales Ephrin-Muster nach.

Die Analyse von Axonen dieser drei Kategorien zdiginen Unterschied in der EphA3-IR.
Sowohl unbeeinflusste Wachstumskegel, als auch ndiéisgerte und resensitivierende
Wachstumskegel weisen eine EphA3-IR in der Memlamah Dies ist sowohl phé&notypisch
(Abb. 3-9 A) als auch nach Quantifizierung der Inmihuoreszenz (Abb. 3-9 B) erkennbar. Das
Diagramm im Abbildungsteil B zeigt den Quotientars antegrierter EphA3-Fluoreszenz und

integrierter Phalloidin-Fluoreszenz. Signifikantatekschiede werden nicht detektiert.

Eine Veranderung des EphA3-Rezeptorgehaltes wahreled Desensitivierung und

Resensitivierung kann demzufolge nicht nachgewigssden.
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Abb. 3-9. EphA3-Rezeptorgehalt von retinalen Wachsimskegeln wéhrend des Wachstums auf
Adaptationssubstraten.

Werden unbeeinflusste, desensitivierte und reseiesgnde Wachstumskegel mit dem beschriebenen
EphA3-Antikdrper angefarbt, so sind keine Untersedii in der EphA3-IR zu erkennen. Die Farbung
erfolgt dabei ohne eine vorhergehende Permeabilisieder Wachstumskegéhl) Die Abbildung zeigt
das Versuchsschema und temporale WachstumskegehitiAlexa488-konjugiertem Phalloidin und
dem beschriebenen EphA3-Antikdrper gefarbt wurdem.EphA3-Detektion wurde ein Cy3-konjugierter
a-Maus-Antikorper verwendet (grin=Aktin, rot=EphA3)B) Das Diagramm zeigt die quantitative
Auswertung der EphA3- und der Phalloidin-Fluoregzebargestellt ist der Quotient aus integrierter
EphA3-Fluoreszenz und integrierter Phalloidin-Fegrenz im Wachstumskegel. Jedes Experiment
wurde mindestens siebenmal unabhangig voneinangehgefiuhrt (vor dem Muster, N=8, n=169; auf
dem Muster, N=8, n=209; in der Liicke, N=7, n=87ig Btatistische Analyse wurde mit dem Student’s t-
Test durchgefinhrt.
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3.5 Kontrollfarbungen zur Uberpriifung der Spezifitat des EphA3-
Antikorpers

3.5.1 Kontrollfarbung ohne Primarantikorper

Die Anfarbung des EphA3-Rezeptors mit dem verwestd@tonoklonalen Antikorper flhrt zu

zwei wesentlichen Erkenntnissen:

(1) Werden die retinalen Axone vor der Farbung nicktnpeabilisiert, so ergibt das

Farbemuster Patches an scheinbar zufalligen Stads Wachstumskegels.

(2) Sowohl nach einer vorhergehenden Permeabilisiesishguch ohne Permeabilisierung ist

eine deutliche Kolokalisation der EphA3-IR und éétin-Farbung zu sehen.

Um diese beiden, auf den ersten Blick Uberraschen@egebnisse weiter zu tberprifen und
sicherzustellen, dass die Ergebnisse der vorgesteQuantifizierungen aussagekréftig sind,

werden verschiedene Kontrollexperimente durchgéfihr

Eine Standardkontrolle im Rahmen jeder indirektemunfarbung ist die Farbung ohne den
primaren Antikdrper. Statt einer Inkubation mit détphA3-Antikorper werden die Axone
unter gleichen Bedingungen ausschlieRlich im Bleakngspuffer (1 % BSA in PBS) inkubiert.
Die Inkubation mit dem sekundaren Antikdrper blaiintverandert. Damit wird Gberprift, ob

das Farbemuster durch Artefakte des Sekundarapgk®hervorgerufen wird.

Abb. 3-10 zeigt Axone, die mit Alexa488-konjugientePhalloidin und dem Sekundar-
Antikdrpera-Maus-Cy3 gefarbt wurden.
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permeabilisiert nicht permeabilisiert

Abb. 3-10. Kontrollversuch zur EphA3-Antikdrperfarb ung ohne Priméarantikdrper

Werden Axone retinaler Ganglienzellen statt mit dephA3-Priméarantikbrper in Blockierungspuffer
(1 % BSA in PBS) inkubiert, so ist nach Behandlumig einema-Maus-Cy3-Sekundérantikorper keine
spezifische Farbung zu erkennen. Dieses Ergehttisdwohl nach einer Permeabilisierung (links) als
auch ohne Permeabilisierung (rechts) der Wachstegeskein und weist darauf hin, dass die
beobachteten EphA3-Farbemuster nicht auf Artefdkt Sekundarantikoérpers zuriickzufiihren sind. Die
Abbildung zeigt Axone und Wachstumskegel retindianglienzellen, die mit Alexa488-konjugiertem
Phalloidin und einem a-Maus-Cy3-Antikdrper gefarbt wurden. An Stelle eirfédrbung mit dem
beschriebenen EphA3-Primarantikdrper erfolgte diaubation in 1 % BSA. Das gleiche Ergebnis tritt
bei einer Farbung mit Alexa546-konjugiertem Phdiloiund einemu-Maus-Alexa488-Antikdrper ein.
Jedes Experiment wurde zweimal unabhéngig vonegrand gleichem Ergebnis durchgefihrt.

Es ist zu erkennen, dass der Sekundarantikdrpee lkgirbung der Wachstumskegel hervorruft.
Nur eine Ubliche, leichte Hintergrundfluoreszenzeskennbar. Das gleiche Ergebnis tritt bei
der Verwendung einer anderen Phalloidin/Antikbridembination ein. Auch die Farbung mit
Alexa546-konjugiertem  Phalloidin  und einema-Maus-Alexa488-Antikorper  ergibt

ausschlieBlich eine leichte Hintergrundfluoreszeémzh den Sekundarantikorper.

Daraus kann abgeleitet werden, dass das Patcle-&#idhemuster und die Kolokalisation mit
Aktin nach der EphA3-Féarbung scheinbar nicht aufspazifische Effekte der beiden

verwendeten Sekundarantikorper zurtickzufiihren sind.
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3.5.2 Anféarbung nicht-neuronaler Zellen

Eine weitere Moglichkeit, die bei der Interpretatider EphA3-IR in Betracht gezogen werden
muss, ist eine unspezifische Bindung des primar@mAB-Antikdrpers an das Aktin-

Zytoskelett.

Um dies zu Uberprifen werden EphA3-Farbungen anZ##inien durchgefiihrt, bei denen
eine Expression des Rezeptors bisher nicht nackegewiwurde. Dabei handelt es sich um
embryonale Maus-Fibroblasten (MEF), Hela-Zellen umaimane Epithelzellen eines

Alveolarkarzinoms (B16-Zellen).

Abb. 3-11 zeigt embryonale Fibroblasten, die m#xa488-konjugiertem Phalloidin und dem
verwendeten EphA3-Antikdrper gefarbt wurden. ZurhEB-Detektion wurde ein Cy-3-
konjugierter Sekundarantikérper verwendet. Im limlé&bbildungsteil (permeabilisiert) ist ein
migrierender Fibroblast dargestellt, der sich dudib Ausbildung grof3er Lamellipodien
auszeichnet. Diese Struktur ist hinsichtlich degddisation des Aktin-Zytoskeletts mit einem
Wachstumskegel vergleichbar (Ridley al, 2003; Lowery und Van Vactor, 2009). Die
Farbung mit dem EphA3-Antikorper lasst keine Aldisrn erkennen. Zwar ist eine
Anreicherung der in rot dargestellten EphA3-Farbimd.ammelipodium zu beobachten, aber
eine Kolokalisation mit den auftretenden Aktinfasbzw. eine unspezifische Farbung anderer
definierter zellularer Strukturen kann nicht gex@igrden. Weder nach einer Permeabilisierung
der Zellen noch im unpermeabilisierten Zustand. Bésiche Ergebnis wird auch nach
Anfarbung von Hela- und B16-Zellen beobachtet (Batieht gezeigt).

Eine unspezifische Bindung des primaren EphA3-Anfikrs an das Aktin-Zytoskelett scheint

demzufolge unwahrscheinlich.
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Abb. 3-11. EphA3-Farbung an permeabilisiert nicht permeabilisiert
nicht-neuronalen Zellen.

Werden embryonale Maus :
Fibroblasten (MEF) mit dem Aktin
EphA3-Antikdrper gefarbt, so
ist keine Farbung der Aktin-
fasern oder anderer definierte
zellulérer Strukturen zu
erkennen. Dieses Ergebnis trif]
sowohl nach einer Permea
bilisierung (links) als auch ohne
Permeabilisierung (rechts) de
Zellen ein und deutet daraufhin
dass der EphA3-Antikérper
nicht unspezifisch an Aktin-
fasern des Zytoskeletts binde
Die Abbildung zeigt MEFs, die
mit Alexa488-konjugiertem
Phalloidin und dem beschrie
benen EphA3-Antikdrper
gefarbt wurden. Zur EphA3-
Detektion wurde eino-Maus-
Cy3-Antikorper eingesetzt
(grin=Aktin, rot=EphA3). Die
Farbungen wurden jeweils
zweimal  unabhangig  von-
einander mit gleichem Ergebni
durchgefiihrt. Entsprechende Ergebnisse wurden eld-Hind B16-Zellen erzielt (Daten nicht gezeigt).

3.5.3 Farbung mit einem Antikérper gegen neuronalep3-Tubulin (Tuj)

Die in dieser Arbeit untersuchten retinalen Gamgl@lkulturen wurden vor den jeweiligen
Farbungen fixiert. Die Fixierung erfolgte in eirigisung aus 4 % PFA, 0,33 M Saccharose und
0,1 % Glutaraldehyd. Eine Fixierung in Glutaraldghgann morphologisch sichtbare Schaden
an Wachstumskegelmembranen hervorrufen. Rastamhektimikroskopische Aufnahmen
zeigen Locher in Membranen von Zebrafisch- und @sid-Wachstumskegeln nach einer
Fixierung in 2 % Glutaraldehyd (Bastmeyer, nichblmierte Ergebnisse). Demzufolge wird
Uberprift, ob das Patch-formige Muster nach eingnAB-Farbung durch Membranschaden

hervorgerufen wird, die ein Eindringen des Antikéngpins Zellinnere ermdglichen.

Dieser Test wird mit einem Antikorper gegen neutes@3-Tubulin (Tuj) durchgefihrt. In
Abb. 3-13 sind zwei Wachstumskegel dargestellt, rdie Alexa488-konjugiertem Phalloidin
und dem beschriebenen Tubulin-Antikbrper gefarbt rden (Sekundarantikdrperi-

Kanninchen-Cy3).
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nicht
permeabilisiert permeabilisiert

Abb. 3-12. Kontrollfarbung mit einem

Antikdrper gegen neuronaleg3-Tubulin (Tuj).

Die Anfarbung von Wachstumskegeln retinaler
Ganglienzellen mit einem Antikbrper gegen
neuronalesf3-Tubulin zeigt nach vorhergehender
Permeabilisierung (links) eine Tubulinfarbung im
Axonschaft. Beim Ubergang in den Wachstums-
kegel fachern sich die Mikrotubuli auf. Erfolgt kei
Permeabilisierung (rechts) so treten Patches an
unterschiedlichen Stellen des Wachstumskegels auf.
Die Abbildung zeigt Wachstumskegel retinaler
Ganglienzellen, die mit Alexa488-konjugiertem
Phalloidin und einem polyklonalen Antikdrper
gegen neuronald$3-Tubulin (Tuj) gefarbt wurden.
Zur Tubulin-Detektion wurde eimi-Kanninchen-
Cy3-Antikorper verwendet. Das gleiche Ergebnis
tritt bei einer Farbung mit Alexa546-konjugiertem
Phalloidin und einem a-Kanninchen-Alexa488-
Antikorper ein. Die Farbungen wurden zweimal
unabhéngig voneinander mit gleichem Ergebnis
durchgefiihrt.

Werden die Wachstumskegel permeabilisiert, so ise eeutliche Tubulin-Farbung im

Axonschaft zu erkennen. Beim Ubergang des Axondeim Wachstumskegel fachern sich die
Mikrotubuli auf. Erfolgt keine Permeabilisierungy $reten auch nach der Tubulin-Farbung
Patches an verschiedenen Stellen des Wachstumskagel Diese sind, nach einer ersten
Einschatzung, kleiner als die EphA3-Patches. Daklyt Ergebnis tritt bei der Verwendung
einer anderen Phalloidin/Antikérper-Kombination :eiAuch die Farbung mit Alexa546-

konjugiertem Phalloidin und einem-Kanninchen-Alexa488-Antikdrper zeigt Patches im
Wachstumskegel.

Es ist demzufolge nicht auszuschliel3en, dass dahiiebene Patch-artige EphA3-Farbemuster
durch Schadigungen der Wachstumskegelmembran lyemnuden wird, die ein Eindringen des

Antikorpers in intrazellulare Bereiche ermdglichen.

-66 -



3 ERGEBNISSE

Zusammenfassend kénnen bisher folgende Schlisegayerverden:

Sowohl bereits publizierte Ergebnisse, als auchvdigestellten Ergebnisse im ersten Teill
dieser Arbeit lassen den Schluss zu, dass Wachstgeis retinaler Ganglienzellen des
Huhnchens gegenidber dem repulsiven LenkungssigmairireA5 desensitivieren und
resensitivieren kdnnen. Ein mdglicher Mechanisnies,diesen beiden Phdnomenen zugrunde
liegen konnte, beruht auf der Modulation des Reméptels: Reduzieren Wachstumskegel
wahrend der Desensitivierung ihren Gehalt an EpreR®ren, kann das repulsive Signal nicht
mehr vermittelt werden. Die Frage, ob dieser Meidrans bei der Adaptation gegeniber
Ephrin-A5 eine Rolle spielt, konnte durch biocheshis Analysen des EphA3-Rezeptors nicht
beantwortet werden. Immunhistochemische Untersugdnurdeuten daraufhin, dass sich die
EphA3-Rezeptormenge wahrend der Desensitivierurty dar Resensitivierung nicht &ndert.
Allerdings bleiben Unklarheiten bezlglich der Sfigii der EphA3-Farbung bestehen. Zwar
kénnen mit dem verwendeten Antikdrper Unterschied®ezeptorgehalt zwischen temporalen
und nasalen Wachstumskegeln erfasst werden, jedeziehen sich diese Unterschiede auf
Aktin-assoziierte Farbungen, die auch im permesibitien Zustand sichtbar sind. Nach einer
Rezeptorfarbung ohne Permeabilisierung treten Batclan zufélligen Stellen des
Wachstumskegels auf, die zumindest teilweise diieimbranschaden hervorgerufen werden
konnten.
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Teil ll:

Untersuchung des molekularen Mechanismus der
Desensitivierung und Resensitivierung gegenuberig#b bei
Wachstumskegeln retinaler Ganglienzellen mithilfe

pharmakologischer Inhibitoren

In Teil Il der vorliegenden Arbeit wurde die Fragatersucht, ob Wachstumskegel retinaler
Ganglienzellen wahrend der Adaptation gegenuberrigg#d ihren Gehalt an EphA3-
Rezeptoren verdndern. Immunhistochemische Farbudgeten daraufhin, dass ein solcher
Mechanismus bei der Desensitivierung und der Résgéesing keine Rolle spielt.
Desensitivierte und resensitivierende Wachstumglksagdeeinen keine Unterschiede hinsichtlich

des EphA3-Rezeptorgehaltes aufzuweisen (siehe AE8M).

Um die bisherigen Ergebnisse weiter zu festigen umdzu untersuchen, welche zelluléaren
Mechanismen bei der Adaptation eine Rolle spielemrden zusatzlich Versuche mit
pharmakologischen Inhibitoren durchgefihrt. Mithitfieser Hemmstoffe werden intrazellulare
Signalwege blockiert, die bei Adaptationsvorgangéme Rolle spielen kdénnten. Verandern
Axone retinaler Ganglienzellen nach Zugabe einesezifipchen Inhibitors ihr
Adaptationsverhalten, so ist eine Beteiligung destensuchten Sighalweges an
Desensitivierungs- oder Resensitivierungsvorgangehrscheinlich. Eingesetzt werden dabei
Dynasore zur Blockierung der Dynamin-vermitteltendg&cytose, Anisomycin (AIM) zur
Hemmung der lokalen Proteinsynthese und Peroxowr{@grvanadat) als Inhibitor zellularer
Protein-Tyrosin-Phosphatasen. Diese Inhibitoren demr bereits erfolgreich bei retinalen
XenopusAxonen oder Zelllinien eingesetzt (Casetral, 1999; Pipeet al, 2005; Pipeet al,
2006; Maciaet al, 2006). Auch konnte eine Beteiligung der adrest=me Signalwege an
Reaktionen gegeniber axonalen Lenkungssignalergaaatsen werden (Fourniet al, 2000;
Jurneyet al., 2002; Ming.et al, 2002; Pipeet al, 2005; Shintanét al, 2006).

In Abschnitt 3.6 ist zun&chst die Untersuchung [dgnamin-vermittelten Endocytose bei der

Desensitivierung gegenuiber geldstem (3.6.1) undstgatbgebundenem (3.6.2) Ephrin-A5
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gezeigt. Abschnitt 3.7 beschaftigt sich mit ddwlen Proteinsynthese durch den Einsatz von
AIM und in Abschnitt 3.8 erfolgt die Untersuchungrdnhibition zellularer Protein-Tyrosin-

Phosphatasen.

3.6 Einfluss der Endocytose auf die Adaptation retialer
Wachstumskegel

3.6.1 Endocytose bei der Desensitivierung gegenulglostem Ephrin-A5

Die zellularen Mechanismen, die der Desensitivigrumd der Resensitivierung gegenuber
Ephrin-A5 zugrunde liegen, sind noch voéllig unbeMartin vorstellbarer Mechanismus beruht
auf der Modulation des Rezeptorlevels in der Washskegelmembran. Die im zweiten Teil
dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse deuten danay dass Wachstumskegel wahrend der
Desensitiverung und der Resensitivierung ihren @Geha oberflachenstandigen EphAS3-
Rezeptoren nicht verandern. Allerdings konnte ggzeierden, dass die initialen Reaktionen
von Hihnchen-Axonen gegeniiber den Lenkungsmolekepdmin-A2 und Sema3A, und auch
die Desensitivierung vorXenopusAxonen gegenuber Netrin-1 abh&ngig von Endocytose-
Mechanismen sind (Fourniet al, 2000, Jurnegt al, 2002; Pipeet al., 2005).

Um diesen scheinbaren Widerspruch weiter zu urteesy wird der Einfluss der Endocytose
auf die Adaptation retinaler Wachstumskegel auchctdupharmakologische Inhibition
bestimmt. Dies geschieht mithilfe des InhibitorsnBgore, der die Aktivitdt der GTPasen
Dynaminl und Dynamin2 blockiert (Mace al, 2006; Kirchhauseet al, 2008). Dynamine
sind fur die Abschnirung von endocytotischen Vdaikedhrend der Clathrin-vermittelten
Endocytose verantwortlich (Takei al, 2005; Doherty und McMahon, 2009).

Soll der Einfluss der Endocytose auf die Deseneitilg retinaler Wachstumskegel untersucht
werden, muss zunachst geprift werden, ob nach dkubation mit dem Inhibitor
Verédnderungen an der initialen Reaktion auftretdm. dies zu testen werden Kollaps-Assays
mit geclustertem Ephrin-A5/Fc, bei gleichzeitigargadbe von 80 uM oder 150 uM Dynasore
durchgefuhrt. Treten Verdnderungen am Ephrin-ASnieelten Kollaps auf, so sind die
Wiederaufnahme des Wachstums nach Zugabe desttwkihind die Kontrollsituation nicht

vergleichbar.

Im Gegensatz zu anderen Lenkungsmolekilen ist gemrif=A5-vermittelte Kollaps von

temporalen Wachstumskegeln unabhéngig von Clatlaimittelter Endocytose. Fir dieses
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Experiment werden temporale Axone zunachst 30 mial2-MZ-Medium mit 80 uM/150 pM
Dynasore vorinkubiert. Anschliel3end wird das Mediaibgenommen und neues Medium, das
zusatzlich zum Inhibitor 0,25 pg/ml geclustertehiipAS5/Fc enthalt fir 20 min zugegeben.
Nach der Fixierung und Phalloidinfarbung zeigen #Aieone einen kollabierten Phéanotyp.
Morphologische Unterschiede zur Kontrollsituatiom,der DMSO statt Dynasore verwendet
wird, sind nicht zu erkennen (Abb. 3-13 A). Aucle djuantitative Auswertung (Abb. 3-13 B)
zeigt keine signifikanten Unterschiede zwischen déontrolle (73 % kollabierte
Wachstumskegel) und den Anséatzen, in denen Dynasmyegeben wurde (80 uM Dynasore:
75 % kollabierte Wachstumskegel, 150 uM Dynasdbe¥okollabierte Wachstumskegel).

A B

Ephrin-A5 . n.S. , intakt
Ephrin-A5 + Dynasore 1009
Dynasore

m kollabiert

n.s.
80

70 .
80

40

30 1 1 '

20 4

10 A

0 . r T

Ephrin-A5 Ephrin-A5 Ephrin-A5 150 uM
+ +

80 UM 150 UM

Dynasore Dynasore

% Wachstumskegel

Dynasore

Abb. 3-13. Einfluss der Clathrin-vermittelten Endogytose auf den Ephrin-A5-vermittelten Kollaps.
Dynasore beeinflusst den initialen Ephrin-A5-vetatien Kollaps nicht(A) Darstellung von Phalloidin-
gefarbten Axonen nach einem Ephrin-A5/Fc-vermiielKollaps. Die Zugabe von Dynasore fihrt zu
keiner morphologischen Verénderun(B) Quantitative Auswertung der intakten und kollataer
Wachstumskegel. Die grauen Balken zeigen den Presienintakter Wachstumskegel an, die schwarzen
Balken den Prozentsatz kollabierter Wachstumskegetles Experiment wurde mindestens viermal
unabhéngig voneinander durchgefiihrt und pro Exmmrinwurden mindestens 100 Wachstumskegel
ausgezahlt (Ephrin-A5, n=521; Ephrin-A5+80 uM Dymas n=473; Ephrin-A5+150 uM Dynasore,
n=491; 150 uM Dynasore, n=518). Die Fehlerbalkdgeredie Standardabweichung an. Die statistische
Auswertung wurde mit dem Student’s t-Test und gefrest durchgefiihrt.

Da der initiale Ephrin-A5-vermittelte Kollaps unadirtgig von Clathrin-vermittelter Endocytose
ist, kann nun gefragt werden, ob die Wiederaufnade®e Wachstums nach dem Kollaps, d.h.
die Fahigkeit gegentber dem Lenkungssignal zu g@séaren, vom Inhibitor beeinflusst wird.
Um dies zu Uberprifen werden temporale Axone fum80in F12-MZ-Medium, das zusatzlich

150 uM Dynasore enthélt, vorinkubiert. AnschlieRevicd das Medium abgesaugt und neues
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Medium, das zusatzlich zum Inhibitor 0,25 pg/mligstertes Ephrin-A5/Fc enthélt, zugegeben.
Nach 120 min werden die Axone fixiert und mit Aleixmor488 Phalloidin gefarbt. Abb. 3-14

ist zu entnehmen, dass sich die WiederaufnahmeéAtieshstums nach Zugabe von 150 pM

Dynasore nicht signifikant von der Kontrollsituationterscheidet. Nach 120 min zeigen 60 %

der Wachstumskegel einen intakten Phanotyp. WirdSOMstatt Dynasore zugegeben zeigen

64 % einen intakten Phanotyp. Sowohl nach Zugale D®ISO als auch nach Zugabe von

Dynasore zeigen sich signifikante Unterschiede @dwea der 20-mindtigen Inkubation mit

Ephrin-A5 und der 120-minitigen Inkubation.

A
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Abb. 3-14. Einfluss der Clathrin-
vermittelten Endocytose auf die
Desensitivierung gegeniber geléstem
Ephrin-A5.

Dynasore verhindert nicht die Wieder-
aufnahme des Axonwachstums nach
einem Ephrin-A5-vermittelten Kollaps.
(A) Darstellung von Axonen, die fur
120 min in Medium mit 0,25 pg/mi
Ephrin-A5/Fc+DMSO oder 0,25 pg/mi
Ephrin-A5/Fc+150 UM Dynasore
inkubiert wurden (Phalloidinfarbung in
schwarz).(B) Quantitative Auswertung
der intakten und kollabierten
Wachstumskegel. Die grauen Balken
zeigen den  Prozentsatz intakter
Wachstumskegel an, die schwarzen
Balken den Prozentsatz kollabierter
Wachstumskegel. Pro  Experiment
wurden  mindestens 100  Axone
ausgezahlt (Ephrin-A5+Dynasore, 20
min, N=3, n=355; Ephrin-A5+DMSO,
120 min, N=2, n=219; Epbhrin-
A5+Dynasore, 120 min, N=4, n=457,
Fc+Dynasore, 120 min, N=2, n=233).
Die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung an. Die statistische
Auswertung wurde mit dem Student’s t-
Test und demy*Test durchgefiihrt.
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Diese Experimente zeigen, dass die Desensitivierwomg retinalen Wachstumskegeln des
Huhnchens gegenitber geléstem Ephrin-A5 nicht vomth@h-vermittelter Endocytose
abhéngig ist. Die Wiederaufnahme des Wachstums eiaeim Ephrin-A5-vermittelten Kollaps

unterscheidet sich nach Zugabe des Inhibitors Dyneasicht von der Kontrollsituation.

3.6.2 Endocytose bei der Adaptation gegeniiber Subst-gebundenem Ephrin-A5

Ephrin-A5 liegtin vivoin Membran-gebundener Form vor. Daher beschrdibgrerimente, in
denen Ephrin-A5 geldst angeboten wird, die bioldggsRealitat nur unzureichend. Ihr Vorteil
liegt zwar in der einfacheren, weitaus weniger adivandigen Durchfihrung und dem
geringeren Bedarf an Verbrauchsmaterialien, jedsiehenin-vitro-Systeme, die es erlauben,
Ephrin-A5 fest an einer Oberflache zu verankernim@ivo-Situation ndherAus diesem Grund
werden in der vorliegenden Arbeit stets beide Fornder Adaptation untersucht - die
Adaptation gegeniber l6slichem Ephrin-A5 und die aptdtion gegenlber Substrat-
gebundenem Ephrin-A5.

Die Tatsache, dass die initiale Reaktion und dieseDsitivierung gegeniber geldstem
Ephrin-A5 nicht von Clathrin-vermittelter Endocygoabhangig sind, schliel3t nicht aus, dass
die Reaktionen gegeniber Substrat-verankertem @i Clathrin-vermittelte Endocytose

erfordern.

Um dies zu testen, wird das Verhalten retinaler Ngagnskegel auf den in 2.2.6 beschriebenen
Adaptationssubstraten untersucht. Abb. 3-15 zaigss sowohl die initiale Reaktion auf
Substrat-gebundenes Ephrin-A5/Fc, als auch die gkéahi auf hohen Ephrin-A5/Fc-
Konzentrationen auszuwachsen, nicht von Clathrimaitéelter Endocytose beeinflusst werden.
Das Auswachsen auf hohen Ephrin-A5-Konzentrationerrd als Indiz fur eine
Desensitivierung gegenuber dem repulsiven Lenkugiggk gewertet. Zwar lasst dieses
Wachstum noch nicht zwangslaufig auf eine Desemmsiting schlieRen, aber in
vorangegangenen Experimenten konnte bereits gezergen, dass temporale Axone nach dem
Auswachsen auf Ephrin-Substraten in der Lage €m# Ephrin-Front nach 50-75 um breiten
Lucken zu ignorieren. Solche Ephrin-Fronten wirdenmalerweise, bei einem Auswachsen
auf Laminin, eine Stoppreaktion auslésen (von Pélidorn, 2007; siehe Abschnitt 1.4). Das
zeigt, dass sich die Axone nach dem AuswachsedemufEphrin-Muster tatsachlich in einem

desensitivierten Zustand befinden.
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A Initiale Reaktion
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Abb. 3-15. Einfluss der Clathrin-vermittelten Endogytose auf die initiale Reaktion und das
Auswachsverhalten gegeniiber Substrat-gebundenem Eph-A5.

Die Zugabe von Dynasore beeinflusst weder diedileitStopp-Reaktion noch das Auswachsverhalten von
temporalen Axonen gegeniuiber Substrat-gebundenemnBgl-c. (A) Darstellung von Axonen, die auf
einer Laminin-Oberflache ausgewachsen sind undtdtomuf ein gestempeltes Ephrin-A5/Fc-Muster
treffen. Jedes Experiment wurde mindestens dreimabhangig voneinander durchgefiihrt (Dynasore,
80 uM, n=5, Stoppreaktionen: 5; Dynasore, 150 uM3,nStoppreaktionen: 2; DMSO, n=3,
Stoppreaktionen: 3)B) Darstellung von Axonen, die unmittelbar auf eingestempelten Ephrin-A5/Fc-
Muster ausgewachsen sind. Jedes Experiment wuraelestens viermal unabhéngig voneinander
durchgefiihrt (Dynasore, 80 uM, n=9, Axonwachsturh Bphrin-A5/Fc in sieben Fallen; Dynasore,
150 uM, n=7, Axonwachstum auf Ephrin-A5/Fc in fuRéllen; DMSO, n=4, Axonwachstum auf
Ephrin-A5 in drei Fallen).

Die Retina-Explantate wurden tber Nacht in F12-Mgeiim inkubiert, dem entweder Dynasore oder
DMSO zugegeben wurde. Die Phalloidin geféarbten Ax@mnd in schwarz dargestellt, das in einer
Konzentration von 8 pg/ml geclustert gestempelteriBpAS5/Fc in rot.

Werden temporale Retina-Explantate vor das gestiéenfidaptationssubstrat gelegt, sodass die
Axone auf Laminin auswachsen und frontal auf dakriBpA5/Fc-Muster auftreffen (A), so
halten sie vor dem Muster an und bilden eine Stoppfaus - unabhangig davon, ob dem
Medium Dynasore oder DMSO zugegeben wurde. WerderRdtina-Explantate stattdessen
unmittelbar auf dem Muster ausgelegt (B), so wachde Axone auch bei inhibierter
Endocytose auf den hohen Ephrin-A5/Fc-Konzentrationaus. Ein Unterschied zur
Kontrollsituation ist nicht festzustellen. Ein vegertes Auswachsen oder eine verénderte

Wachstumsgeschwindigkeit wird nicht beobachtet. [Rigone (berwachsen nach einer
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Inkubation Uber Nacht bei inhibierter Endocytose dlieiche Strecke wie im nicht inhibierten
Fall.

Um die Ergebnisse zu bestétigen werden die Expetenén identischer Art und Weise
zusatzlich mit einem weiteren Inhibitor der Clathviermittelten Endocytose durchgefihrt.
Dabei handelt es sich um Monodansylcadaverin (Mgser Inhibitor blockiert das aktive
Zentrum einer Transglutaminase, die fur die Aushilgider endocytotischen Vesikel essenziell
ist (Ray und Samanta, 1996; Schigral, 1999). MDC inhibiert in einer Konzentration v
UM die Desensitivierung von Xenopus-Axonen gegeniilen Lenkungsmolekilen Sema3A
und Netrin-1 (Pipeet al., 2005).

Analog zu den Ergebnissen, die mit dem Inhibiton&sore erzielt wurden, kann auch nach
Zugabe von MDC keine Veranderung der initialen Reakund des Auswachsverhaltens

beobachtet werden.

Die Ergebnisse der durchgefuhrten Versuche verndbatl demzufolge, dass die Clathrin-
vermittelte Endocytose auch bei der initialen Reskund der Fahigkeit, auf hohen Substrat-

gebundenen Ephrin-A5-Konzentrationen auszuwaclséme Rolle spielt.

Um die Abhangigkeit der Resensitivierung von Cletvermittelter Endocytose zu
untersuchen, werden temporale Retina-Explantatenfalle auf Adaptationssubstraten
ausgelegt. Bei nicht inhibierter Endocytose wach$ienAxone auf den hohen Ephrin-A5/Fc-
Konzentrationen aus. Uberwachsen sie anschliedaadEphrin-freie Licke, so resensitivieren
sie in Abhangigkeit der Liickenbreite: Nach Ubervsssheiner 200 um breiten Liicke, bilden
die Axone eine Stoppfront aus, sobald sie erneuSabstrat-gebundenes Ephrin treffen (siehe
1.4). Wird dem Medium nach Auslegen des Retina-&xalts 150 uM Dynasore zugegeben, so
andert sich an diesem Verhalten nichts. Abb. 3.4i§tz dass temporale Axone auch bei
inhibierter Clathrin-vermittelter Endocytose nachbedquerung der 200 pm-Licke eine
Stoppfront ausbilden, sobald sie erneut auf Epneiifien. Ein Unterschied zur Kontrollsituation

ist nicht festzustellen.
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Resensitivierung

Dynasore

Abb. 3-16. Einfluss der Clathrin-vermittelten Endog/tose auf die Resensitivierung gegentiiber
Substrat-gebundenem Ephrin-A5.

Die Abbildung zeigt Axone, die auf mit Ephrin-A5/Bestempelten Adaptationssubstraten ausgewachsen
sind und eine 200 um breite Liicke Uberquert habénZugabe von 150 uM Dynasore beeinflusst das
Verhalten der Axone nicht. Die Axone halten nactetdjpierung der Liicke an und bilden eine Stoppfront
aus, sobald sie erneut auf Ephrin-A5/Fc treffededeExperiment wurde mindestens zweimal unabhangig
voneinander durchgefiihrt (Dynasore, n=5, Stoppi@akiach der Licke in funf Féllen; DMSO, n=2,
Stoppreaktion nach der Licke in zwei Fallen). DiealPidin gefarbten Axone sind in schwarz
dargestellt, das in einer Konzentration von 8 pgjedlustert gestempelte Ephrin-A5/Fc in rot.

Das gleiche Ergebnis wird nach Zugabe von 10 uM MiDgielt.

Zusammenfassend kann folglich gezeigt werden, dams Zugabe von Dynasore oder MDC
scheinbar keinen Einfluss auf die initiale Reaktiodie Desensitivierung und die
Resensitivierung gegentiber Substrat-gebundenemirEpbr ausiibt. Eine Beteiligung der

Clathrin-vermittelten Endocytose an den genannte&mBmenen ist nicht nachzuweisen.

3.6.3 Untersuchung der Funktionalitat des Inhibitols Dynasore

Die in Teil 1l und in diesem Kapitel vorgestellt&ngebnisse deuten an, dass Wachstumskegel
retinaler Ganglienzellaxone des Huhnchens ihrenalbetn EphA3-Rezeptoren wahrend der
Adaptation nicht verandern. Sowohl die initialeraRB&onen gegeniber geléstem und Substrat-
gebundenem Ephrin-A5/Fc, als auch die Wiederaufealdes Wachstums nach einem
Ephrin-A5-vermittelten Kollaps und das Auswachserfi laohen Ephrin-A5-Konzentrationen
gehen nicht mit der Endocytose von EphA3-Rezeptagrher. Dies steht teilweise im
Widerspruch zu einer Studie der Arbeitsgruppe vtavé&McLoon aus dem Jahr 2002: Jurney
et al konnten nach der Behandlung mit Ephrin-A2 einemstfeg der Racl-Aktivitat in
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Huhnchen-Wachstumskegeln beobachten. Racl wurdausl$ser der Endocytose und diese

als Voraussetzung fir einen Ephrin-vermitteltenl&m identifiziert.

Um die in diesem Kapitel erzielten Ergebnisse weidte unterstutzen, wird die Funktionalitat
des eingesetzten Inhibitors Dynasore in einem s&gaiExperiment Uberprift. Dafir wird ein
Transferrin-Assay durchgefihrt. Transferrin ist @lycoprotein, das bei Wirbeltieren fur den
Eisentransport verantwortlich ist und von Zellenratu Clathrin-vermittelte Endocytose
aufgenommen wird (Hanovet al, 1984; Ehrlichet al, 2004). Um zu prufen, ob Dynasore die
Clathrin-vermittelte Endocytose in dem verwenddt@2-Medium unterdriickt, werden A594-
Zellen in F12-Medium kultiviert und Fluorophor-maites Transferrin zugegeben. Abb. 3-17
zeigt A594-Zellen, die fur 10 min mit 20 pg/ml AkexFluor546-konjugiertem Transferrin
inkubiert wurden. In einer Versuchsreihe wurde w&l&dh 80 UM Dynasore zugegeben, in der

anderen Versuchsreihe ein entsprechendes VolumBiVi&O.

Dynasore

Phalloidin Transferrin DAPI Phalloidin Transferrin DAPI

Abb. 3-17. Transferrin-Assay zur Untersuchung der finktionalitat des Inhibitors Dynasore.

Dynasore unterdriickt die endocytotische Aufnahme ¥dexa Fluor546-konjugiertem Transferrin.
(A) Darstellung von A594-Zellen, die fir 10 min mitahsferrin inkubiert, und zusétzlich entweder mit
DMSO oder Dynasore behandelt wurdé®) VergroRerte Darstellung des kernnahen Somas Ab@#-
Zelle, die fur 10 min mit Transferrin inkubiert, dirzuséatzlich entweder mit DMSO oder Dynasore
behandelt wurde.

Grun: Phalloidin; Rot: Transferrin; Blau: DAPI
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Bei Zugabe von DMSO ist eine deutliche rote Farbdeg Transferrin-Konjugates im Soma zu
erkennen. Wird stattdessen 80 uM Dynasore zugegsbem spezifisches rotes Signal nicht zu
sehen. Diese Unterschiede spiegeln sich auch dmiantivieder: Werden die integrierten
Fluoreszenz-Intensitaten des Alexa Fluor546-komjugn Transferrins ausgemessen, so zeigen
sich Unterschiede in beiden Anséatzen (Abb. 3-18).

Abb. 3-18. Quantitative

o Auswertung des Transferrin-
e %007 Assays.
S 450 - as iagramm  zeigt ie
D Di i di
: 400 - durchschnittliche  Transferrin-
B Intensitat pro  Zellflache in
T 350 1 Abhangigkeit des zugegebenen
S 300 A Reagenzes und reprasentiert
o g p
250 damit das Ausmall  der
= Transferrin-Endocytose.  Jedes
N 200 - ! :
c Experiment  wurde  dreimal
ﬂi 150 - unabhéngig voneinander
8 100 - durchgefuihrt und pro Experiment
3 wurden mindestens 30 Zellen
S 997 ausgewertet (DMSO, n=102;
TH 0 T ,  Dynasore, n=97). Die statistische
DMSO Dynasore Analyse wurde mit dem

Student’s t-Test durchgefihrt.

Die Intensitdt der Transferrin-Fluoreszenz ist nZestyabe von Dynasore im Vergleich zur
Kontrollsituation signifikant reduziert. Eventualicht-endocytiertes Transferrin, das an die
Rezeptoren der Zellmembran gebunden ist, wurde deor Fixierung durch einen sauren
Waschschritt entfernt. Daher kann davon ausgegawegetien, dass das rote Signal tatsachlich

von endocytiertem Transferrin herrihrt.

Dieser Versuch zeigt, dass Dynasore in einer Kanzgon von 80 pM die Endocytose

unterdrickt und in F12-Medium funktional ist.
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3.7 Einfluss der lokalen Proteinsynthese auf die Aaptation retinaler
Wachstumskegel

3.7.1 Lokale Proteinsynthese bei der Desensitivieng gegentber geldstem
Ephrin-A5

In Studien der Arbeitsgruppen von Christine Holt Whu-Ming Poo wurde festgestellt, dass die
initiale Reaktion und die Resensitivierung voRenopusNeuronen gegentber den
Lenkungsmolekilen Netrin-1 und Sema3A von lokalmtéinsynthese abhéngig ist (Mimg
al., 2002; Pipeet al, 2005). Aus diesem Grund wird der Einfluss déwlen Proteinsynthese

im Wachstumskegel auch fiir die Adaptation gegenkiparin-A5 untersucht.

In ihrer Dissertation konnte Anne von Philipsbomerdits zeigen, dass der initiale Ephrin-A5-

vermittelte Kollaps von temporalen retinalen Waghstkegeln des Hihnchens unabhangig von
lokaler Proteinsynthese ist. Auch die Resensitimigrscheint von lokaler Proteinsynthese nicht
beeinflusst zu sein: Werden retinale Explantate laidkenmustern ausgelegt, so bilden die
Axone auch nach Zugabe der Inhibitoren AIM und Ghiekimid eine Stoppfront aus, wenn sie

nach Uberqueren einer 200 pm breiten Liicke erneutSabstrat-gebundenes Ephrin-A5/Fc

treffen (von Philipsborn, 2007).

Die Tatsache, dass die initiale Reaktion und diseRsitivierung unabhangig von lokaler
Proteinsynthese sind, schliel3t nicht aus, daskokiide Proteinsynthese im Wachstumskegel fiir
den Prozess der Desensitivierung eine Rolle spiktt. dies zu Uberprifen werden Kollaps-
Assays mit geclustertem Ephrin-A5/Fc, bei gleichger Zugabe von 40 pM AIM,
durchgefuhrt. AIM inhibiert eine Peptidyl-Transfeea die fur die Ausbildung von
Peptidbindungen wahrend der Proteinsynthese veoatiivh ist. Die Konzentration von 40 uM
wurde bereits in vorangegangenen Studien erfolgreie Inhibition verwendet. Zudem zeigen
Wachstumskegel bis zu vier Stunden nach 40 pM AlMabe keine verdnderte Morphologie
und auch eine Reduktion der Wachstumsgeschwindigdteibei dieser Konzentration nicht zu
beobachten (Campbell und Holt, 2001; von Philipsl2307).

Temporale Wachstumskegel werden zunachst fur 30im&lM-enthaltendem Medium pra-
inkubiert. AnschlieBend wir das Medium abgesaugt @nmsches Medium, das 0,25 pg/ml
geclustertes Ephrin-A5/Fc und AIM (bzw. DMSO) erithéir die in Abb. 3-19 angegebenen

Zeitspannen zugegeben.

Wie bereits von Anne von Philipsborn gezeigt werklennte, verhindert AIM den Ephrin-A5-

vermittelten Kollaps nach 20 min nicht (Abb. 3-19. BAuch die Wiederaufnahme des
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Wachstums unterscheidet sich nicht signifikant wter Kontrollsituation: Bei Zugabe von
Ephrin-A5/Fc und AIM zeigen 48 % der Wachstumskegath 120 min einen intakten
Phanotyp. Wird DMSO statt AIM zugegeben sind 52186 Wachstumskegel intakt. Sowohl
bei Zugabe von DMSO als auch bei Zugabe von AlMyeeisich signifikante Unterschiede
zwischen der 20-mindtigen Inkubation mit Ephrin-A&/und der 120-minutigen Inkubation:
Nach 20 min zeigen 24 % der Wachstumskegel einaktan Ph&notyp, gegenuber 48 %, bzw.
52 % nach 120 min. Es fallt auf, dass das Ausmal Mesensitivierung unter
Kontrollbedingungen in diesem Experiment geringst, als in den zuvor beschriebenen
Experimenten. Nach der 120-minltigen Inkubatio®,B % DMSO (v/v) zeigen nur 48 % der

Wachstumskegel einen intakten Phanotyp.

A

120 min Ephrin-A5 + DMSO 120 min Ephrin-A5 + AIM

‘X ) \\ Abb. 3-19. Einfluss der lokalen
Eol \7) b S ol S & \ Proteinsynthese auf den initialen
7t TN X { DA \ Kollaps und die Desensitivierung
|7/ A ; Y SN gegeniber geldostem Ephrin-A5.
\ T e LR \\ AIM verhindert weder den initialen
SN XS A I R N ; Ephrin-A5-vermittelten Kollaps noch
b 50pumtN | .~ - N | die Wiederaufnahme des Axon-
PN e RSOUR® ) \{. wachstums nach dem KollapgA)
: d 4] Darstellung von Axonen, die fir
120 min in Medium mit 0,25 pg/ml
Ephrin-A5/Fc+DMSO oder
B 0,25 pg/ml  Ephrin-A5/Fc+40 uM
AIM inkubiert wurden (Phalloidin-
*x . farbung in schwarz)B) Quantitative
H intakt Auswertung der intakten und
90 1 mkollabiert  Kollabierten  Wachstumskegel. Die
80 - grauen Balken zeigen den Prozentsatz
70 - intakter Wachstumskegel an, die
schwarzen Balken den Prozentsatz

60 1 kollabierter Wachstumskegel. Jedes
50 - Experiment wurde mindestens
40 - viermal unabhangig voneinander
durchgefuihrt und pro Experiment
30 1 wurden mindestens 100 Axone
20 ausgezahlt (Ephrin-A5+AIM, 20 min,
10 4 n=672; Ephrin-A5+DMSO, 120 min,
04 n=447; Ephrin-A5+AIM, 120 min,

n=1196; AIM, 120 min, n=407). Die
Ephr|n-A5 Ephr|n-A5 Eph“”'A5 AIM Fehlerbalken zeigen die Standard-
N * * abweichung an. Die statistische
AlM DMSO AlM Auswertung wurde mit dem Student’s
20min  120min  120min 120 min t-Test und demy®Test durchgefiihrt.

100 -

% Wachstumskegel
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Dieses Experiment verdeutlicht folgenden Sachverliie Wiederaufnahme des Wachstums
nach einem Ephrin-A5-vermittelten Kollaps untersdbe sich bei inhibierter Proteinsynthese
nicht vom unbeeinflussten Fall. Das legt den Schhahe, dass die Desensitivierung gegentber

geléstem Ephrin-A5 nicht von lokaler Proteinsynthabhangig ist.

3.7.2 Lokale Proteinsynthese bei der Desensitivieng gegeniber Substrat-
gebundenem Ephrin-A5

Um den Einfluss der lokalen Proteinsynthese auf @ésensitivierung gegeniber Substrat-
gebundenem Ephrin-A5 zu untersuchen, werden die 2r2.6 beschriebenen
Adaptationssubstrate verwendet und temporale Re&xpdantate unmittelbar auf dem
gestempelten Muster ausgelegt. Wie bereits in 26Rirt wurde, wird das Auswachsen auf
hohen Ephrin-A5-Konzentrationen normalerweise iadhzl flir eine Desensitivierung gegeniuber
dem repulsiven Lenkungssignal gewertet. Allerdikgsn die Fahigkeit, auf hohen Ephrin-A5-
Konzentrationen auszuwachsen, in diesem Fall mehBeantwortung der Frage, ob die lokale
Proteinsynthese einen Einfluss auf die Desengitinig austbt, herangezogen werden. Eine
Inkubation Uber Nacht in AIM-enthaltendem Mediunthiadert generell das Auswachsen der
Axone. Aus diesem Grund wird ein alternatives Expent durchgefuhrt: Temporale Retina-
Explantate werden auf Adaptationssubstraten augigeled in F12-MZ-Medium ohne AIM
inkubiert, um ein Auswachsen der Axone auf dem EpRAB-Substrat zu ermdglichen. Die
desensitivierten Axone werden anschlieRend firi@ Medium inkubiert, dem 40 puM AIM
zugegeben wurde, um zu uberprufen ob sich Veranderuam Desensitivierungsverhalten
zeigen. Abb. 3-20 zeigt die Morphologie (A) und digantitative Auswertung (B) von intakten
und kollabierten Wachstumskegeln, die wahrend dessiths auf dem Adaptationssubstrat

wuchsen.

Die Auswertung zeigt, dass fur zwei Stunden zugegeb AIM keinen Einfluss auf
desensitivierte Axone ausubt. Ein signifikanter édathied zwischen den Ansatzen, in denen
AIM zugegeben wurde und der DMSO-Kontrolle ist nid¢lstzustellen: Nach zweistundiger
Zugabe von AIM zeigen 68 % der Wachstumskegel arh dEphrin-Substrat eine intakte
Morphologie. Bei Zugabe von DMSO zeigen 71 % eiriekte Morphologie. Die Funktionalitat
des Inhibitors wird Uberprift, indem Retina-Expltet unmittelbar nach der Praparation in
AlM-enthaltendem Medium inkubiert werden. Eine dtge Behandlung verhindert ein

Auswachsen der Axone.
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Abb. 3-20. Einfluss der lokalen

Proteinsynthese auf die Desensitivierung
gegeniber Substrat-gebundenem Ephrin-A5.
Desensitivierte Axone, die auf hohen Substrat-
gebundenen Ephrin-A5-Konzentrationen
wachsen, werden durch die zweistiindige
Zugabe von AIM nicht beeinflusst.(A)
Darstellung von Axonen nach zweistindiger
Inkubation mit 40 puM AIM oder DMSO. Die
Phallodidinfarbung ist in schwarz dargestellt,
das geclustert gestempelte Ephrin-A5/Fc in rot.
(B) Quantitative Auswertung intakter und
kollabierter Wachstumskegel. Die grauen
Balken zeigen den Prozentsatz intakter
Wachstumskegel an, die schwarzen Balken den
Prozentsatz kollabierter Wachstumskegel. Wird
AIM (ber Nacht (U.N.) zugegeben, so wachsen
keine Axone aus. Jedes Experiment wurde
funfmal unabhéngig voneinander durchgefihrt
und pro Experiment wurden mindestens 100
Axone ausgezahlt (AIM, 2h, Ephrin-A5, n=576;
DMSO, 2 h, Ephrin-A5, n=946). Die
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung
an. Die statistische Analyse wurde mit dem
Student's t-Test und degh-Test durchgefiihrt.

Ein Einfluss der lokalen Proteinsynthese auf diefréehterhaltung der Desensitivierung

retinaler Wachstumskegel kann in diesem Fall melthgewiesen werden.

3.8 Einfluss der Inhibition von Protein-Tyrosin-Phasphatasen auf
die Desensitivierung retinaler Wachstumskegel

3.8.1 Einfluss der Phosphatase-Inhibition auf die Bsensitivierung gegenuber
gel6stem Ephrin-A5

Eph-Rezeptoren

gehoren

Zur

Gruppe der Rezeptortykasasen (Flanagan und

Vanderhaeghen, 1998; Klein, 2004). Charakteristiiclliese Rezeptoren ist die Dimerisierung
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(bzw. Oligomerisierung) nach Bindung ihres Ligandend eine wechselseitige Tyrosin-
Phosphorylierung der intrazelluldaren Rezeptordom@medie phosphorylierten Tyrosin-Reste

binden cytoplasmatische Adapterproteine, die dgaabintrazellular weiterleiten.

Eine Moglichkeit, die Sensitivitat gegenliiber demputsiven Lenkungssignal Ephrin-A5 zu
regulieren, bestiinde darin, in dessen intrazeuignalkaskade einzugreifen. Damit wirde die
Bindung des Liganden an die Rezeptoren normal fomieren und auch die Anzahl an
Rezeptoren in der Membran bliebe unveréndert. dihgs konnte das spezifische Signal
intrazellular nicht mehr korrekt weitergeleitet, dureine Reaktion demzufolge nicht mehr
ausgelost werden. In der Arbeitsgruppe von Andréake3 konnte 1999 gezeigt werden, dass
retinale Ganglienzellen des Huhnchens die transmemb Protein-Tyrosin-Phosphatase
Rezeptor Typ O (PTPRO, vormals CRYP-2) exprimianad diese sowohl in Zellkdrpern als
auch in Axonen und Wachstumskegeln vorliegt (Lestigal, 1999). Diese Phosphatase ist in
der Lage, Eph-Rezeptoren zu dephosphorylieren enghdSignaltransduktion zu unterbinden:
Wird PTPRO in retinalen Ganglienzellen Uberexprimniso verlieren temporale Axone die
Sensitivitat gegeniber Ephrin-A2 und UberwachsemiBgA2-Streifen im Streifenassay. Nach
Uberexpression einer dominant-negativen Mutanteinbeg nasale Axone auf Substrat-
gebundenes Ephrin-A2 zu reagieren (Shinédrdl, 2006). Damit ist ein Beispiel gegeben, wie
die Sensitivitat von retinalen Axonen durch die Mladion der Signalkaskade reguliert werden

kann.

Um zu untersuchen, ob Modulationen der intrazaliaSignalkaskade eine Rolle bei der
Adaptation gegeniber dem Lenkungssignal Ephrin-pelen, wird mit dem Phosphatase-
Inhibitor Peroxovanadat (Pervanadat) gearbeitetrvadP@dat inhibiert Protein-Tyrosin-
Phosphatasen irreversibel durch die Oxidation d#sal)ischen Cystein-Restes im aktiven
Zentrum des Enzyms (Huyet al, 1997). Spielt beispielsweise eine Dephosphatyhig der

Eph-Rezeptoren und die damit verbundene Blockiedergintrazellularen Signalweiterleitung
eine Rolle bei der Desensitivierung gegeniber Bphl, so kdnnen retinale Axone nach

Inhibition der Phosphatasen nicht mehr gegenibarldmkungssignal desensitivieren.

Der Einfluss von Dephosphorylierungs-Ereignissen Hder Desensitivierung gegenuber
gelostem Ephrin-A5 wird in Kollaps-Assays unterdudremporale Axone werden fiir 20 min
oder 120 min in Medium inkubiert, dem 0,25 pg/mtlgstertes Ephrin-A5/Fc und entweder
12 uM Pervanadat oder eine Kontroll-Losung zugegeberden. Pervanadat-Konzentrationen
von 10 pM und 12 pM wurden bereits erfolgreich hoinibition der Insulin-vermittelten
Lipogenese bei Ratten eingesetzt (Faetual, 1989; Castaet al, 1999). Abb. 3-21 zeigt die
Auswirkungen der Pervanadat-Zugabe auf die MorgheldA) und die Kollaps-Rate (B)
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temporaler Wachstumskegel. Die Zugabe von 12 pMdPadat hat keinen Einfluss auf die
initiale Reaktion gegentber |6slichem Ephrin-A5/Femporale Wachstumskegel reagieren mit
einem Kollaps auf das zugegebene Lenkungsmolelgil VErgleich nach 120 Minuten zeigt
jedoch signifikante Unterschiede: Im Experiment eHnhibitor-Zugabe nehmen temporale
Axone das Wachstum in Gegenwart von Ephrin-A5/Feder auf. Nach 120 min zeigen 58 %
der Wachstumskegel einen intakten Pha&notyp. Wirth ddedium zusétzlich Pervanadat
zugegeben, so ist dieser Anteil auf 25 % verrindgrt signifikanter Unterschied zwischen der
20-mindtigen (79 % kollabierte Wachstumskegel) wuled 120-mindtigen (75 % kollabierte

Wachstumskegel) Inkubation ist unter diesen Bediggu nicht mehr festzustellen.

Abb. 3-21. Einfluss der
Phosphatase-Inhibition auf den
initialen Kollaps und die

A Ephrin-A5 Desensitivierung gegeniber

. geldstem Ephrin-A5.
Ephrin-AS + Pervanadat Eine Zugabe von 12 puM Per-

Pervanadat vanadat verhindert die Wieder-
A aufnahme des Axonwachstums in
Gegenwart von geldstem
Ephrin-A5. (A) Darstellung von
Axonen, die fur 20 min oder
120 min in Medium inkubiert
wurden, dem 0,25 ug/ml
Ephrin-A5/Fc+Kontroll-Lésung
oder 0,25 pg/ml Ephrin-A5/Fc
+12 uM Pervanadat zugegeben
wurden (Phalloidinfarbung in
schwarz). (B) Quantitative
Auswertung der intakten und
kollabierten Wachstumskegel.
Die grauen Balken zeigen den
Prozentsatz intakter Wachstums-
B kegel an, die schwarzen Balken
n.s. intakt den Prozentsatz kollabierter
. Wachstumskegel. Jedes  Ex-

20 min

120 min

100 1 n.s.

o0 | mkollabiert periment wurde sechsmal

unabhéangig voneinander durch-

%k
80 I gefiihrt. Pro Experiment wurden
701 L mindestens 100 Axone ausgezahlt
60 1 I (Ephrin-A5, 20 min, n=656;
50 1 Ephrin-A5+Pervan.,, 20 min,
40 1 n=792; Pervan., 20 min, n=749;
30 1 I 1 I I [ Ephrin-A5, 120 min, n=711;

20 A Ephrin-A5+Pervan., 120 min,
10 A n=656; Pervan., 120 min, n=760).
Die Fehlerbalken zeigen die
Ephrin-A5 Ephrin-A5 Pervan. Ephrin-AS Ephrin-A5 Pervan. Standardabweichung an. Die
y y statistische Auswertung wurde

mit dem Student’s t-Test und dem
20min 20min 20 min 120 min 120 min 120 min Xz-TeSt durchgefiihrt.

% Wachstumskegel

Pervan. Pervan.
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Pervanadat verhindert demzufolge durch die Inlbbitvon Protein-Tyrosin-Phosphatasen die

Wiederaufnahme des Axonwachstums nach einem Epiarivermittelten Kollaps.

Die Vermutung, dass intrazellulare Dephosphoryhigan die Adaptation gegeniiber geldstem
Ephrin-A5 beeinflussen, wird zuséatzlich in einemitereen Experiment Uberprift. Werden
Retina-Explantate auf mit Laminin beschichtetenkgésern ausgelegt und tber Nacht in F12-
MZ-Medium inkubiert, das 0,25-0,5 pg/ml geclustergphrin-A5/Fc enthélt, so kdnnen Axone
an das repulsive Signal adaptieren und auswachseses Verhalten ist vergleichbar mit der
Beobachtung, dass retinale Axone auf hohen Sulggiaindenen Ephrin-A5/Fc-
Konzentrationen auswachsen kodnnen, wenn sie utlipattenach dem Verlassen des
Explantatstreifens damit konfrontiert werden (vdmliBsborn, 2007; siehe Abschnitt 1.4.). Es
stellt sich die Frage, ob die Zugabe von Pervanaddteine damit verbundene Inhibition der
Dephosphorylierung, Veranderungen am Axonwachstaemadnruft. Abb. 3 22 zeigt Axone, die
in Medium ausgewachsen sind, dem Pervanadat, EpBfific oder ein Kombination dieser

Molekiile zugegeben wurde.

Die Zugabe von 12 uM Pervanadat ins Kulturmediurhrtflzu keiner Veranderung des
Auswachsverhaltens, verglichen mit dem Wachstumaitivem F12-MZ-Medium (Abb. 3-22
A). Flr eine Quantifizierung des Axonwachstums (AB22 B) wird die Fluoreszenz-Intensitat
der Phalloidin-gefarbten Axone ausgemessen. Deittetra Wert nach alleiniger Zugabe von
Pervanadat wird als 100 % definiert (Positivkod&pl Wird dem Medium 0,25 pg/ml
geclustertes Ephrin-A5/Fc ohne Pervanadat zugegaloewachsen temporale Axone aus dem
Explantat aus. Allerdings ist das Wachstum gegendbe Positivkontrolle deutlich reduziert.
Die Auswertung der Phalloidin-Intensitaten ergibhem Wert von 36 %. Wird dem
Kulturmedium sowohl geclustertes Ephrin-A5/Fc alstaPervanadat zugegeben, so zeigt sich
ein signifikant verringertes Axonwachstum gegenuttem Versuchsansatz ohne Pervanadat
(16 % gegenlber 36 %).

Um beim Auswachsen in Gegenwart von gelostem Ephbitrc von einem adaptiven
Verhalten ausgehen zu kdnnen, muss sichergestelif dass das zugegebene Ephrin-A5/Fc
wahrend der gesamten Versuchszeit seine Funktandlehalt. Dies wird durch folgendes
Experiment Uberpruft: Retina-Explantate werden UNecht in F12-MZ-Medium inkubiert,
dem 0,25 pg/ml geclustertes Ephrin-A5/Fc zugegelerd. Das Medium wird am
darauffolgenden Tag abgenommen und eine zweitediedgpAxonkultur fir 20 min in diesem
Medium inkubiert. Abb. 3-22 C zeigt, dass die Waahskegel mit einem Kollaps auf diese
Behandlung reagieren. Das bedeutet, dass das heyege&phrin-A5/Fc wéhrend der gesamten

Versuchsdauer nicht degradiert, sondern funktiorezlbleibt und einen Kollaps auslésen kann.
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Abb. 3-22 Einfluss der Phosphatas-Inhibition auf das Axonwachstum in Gegenwart von gkstem
Ephrin-A5.

Die Anwesenheit von 12 uM Pervanadal Kulturmediumwahrend der gesamten Kultur: fihrt zu
einem verringerterAxonwachstum in Gegenwart von geldés Ephrin-A5/Fc. (A) Darstellung von
Axonen, die in Gegenwart von 12 uM Pervanadat @j2b pg/ml geclustertem hrin-A5/Fc oder
12uM Pervanadat+0,25 pg/ml geclustertem Ef-A5/Fc ausgewachsen sind (Phalloidinfarbung
schwarz). (B) Quantitative Auswertung der Fluoresz-Intensitdt Phalloidirgefarbter Axone. De
ermittelte Wert bei Zugabe von 12 uM Pervanadird als 100 % definiert. Pro Deckglas wurden z
Explantatstreifen ausgelegt und die Mittelw aus beiden Streifen gebildetedes Eperiment wurde
mindestens funfid durchgefihrt (Pervanadat, n=5; Ep-A5, n=5; EphrinA5+Pervanadat, n=6). D
Fehlertalken zeigen die Standardabweichung an. Die stafist Auswertung wurde mit dem Stuc's t-
Test durchgefuhrt(C) Quantitative Auswertung eines KolleAssays mit Uber Nacht inkubierte
Kulturmedium, das 0,25 pg/ml geclustertes Ef-A5/Fc enthalt. Diegrauen Balken zeigen di
Prozentsatz intakter Wachstumskegel an, die sclwarBalken den Prozentsatz kollabie
Wachstimskegel. Das Experiment wurde viermunabhangig voneinander durchgefihrt.
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichun

Die in diesem Kapitel besclebenen Versuche zeigen demzufolge, dass sowoh
Wiederaufnahme des Axonwachstums in Gegenwart edistgm Ephri-A5/Fc als auch de
Auswachsen in Ephriab/Fc-haltigem Medium nach der Zugabe von Pervanadat, aldo

nach Inhibition von Proteifiyrosir-Phosphatasen, unterdriickt sind.
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3.8.2 Einfluss der Phosphatase-Inhibition auf die Bsensitivierung gegenuber
Substrat-gebundenem Ephrin-A5

Temporale retinale Axone wachsen aus Explantates, alie auf hohen Ephrin-A5-
Konzentrationen ausgelegt werden. Wie in den Abgiefm1.4 und 3.6.2 erlautert, kann dieses
Verhalten als Desensitivierung gegeniber diesenkwayssignal gewertet werden. An dieser
Stelle wird deshalb zunachst untersucht, ob sick Wachstum auf hohen Ephrin-A5-
Konzentrationen nach Zugabe von Pervanadat veraridanporale Retina-Explantate werden
fur dieses Experiment diagonal auf ein gestempd&fawin-A5/Fc-Substrat gelegt, sodass ein
Teil des Explantats Kontakt zur Laminin-Oberflactder andere Teil zur Ephrin-A5/Fc-
Oberflache hat. Abb. 3-23 zeigt, dass Axone nacbala einer Kontroll-Losung aus dem
kompletten Explantat-Streifen auswachsen, sowohldaun Laminin-Oberflache als auch auf
den hohen Ephrin-A5/Fc-Konzentrationen. Die auf lamausgewachsenen Axone bilden eine
Stoppfront aus, sobald sie das erste Mal mit dehriifBSubstrat konfrontiert werden. Nach der
Phosphatase-Inhibition durch Pervanadat andert aith Wachstum auf Laminin nichts,
allerdings verlieren die Axone die Fahigkeit, aehdgestempelten Ephrin-A5/Fc-Substrat zu
wachsen.

Kontroll-L6sung Pervanadat

Ephrin-A5 .
Phalloidin

Abb. 3-23. Einfluss der Phosphatase-Inhibition auflas Axonwachstum auf Substrat-gebundenem
Ephrin-A5-Mustern.

Die Anwesenheit von 12 uM Pervanadat im Kulturmedierhindert das Auswachsen von temporalen
Axonen auf gestempelten Ephrin-A5/Fc-Substrater. Bbbildung zeigt das Axonwachstum aus einem
Retina-Explantatstreifen, der diagonal auf ein gagteltes Ephrin-A5/Fc-Substrat gelegt wurde. Die
Retina-Explantate wurden Uber Nacht in F12-MZ-Mediinkubiert, dem entweder 12 uM Pervanadat
oder eine Kontroll-Losung zugegeben wurde. Die Blthh-gefarbten Axone sind in schwarz dargestellt,
das in einer Konzentration von 8 pg/ml geclustedtgmpelte Ephrin-A5/Fc in rot.
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Um die Ergebnisse quantitativ zu erfassen, wird da®nwachstum aus den diagonal

aufgelegten Retina-Explantaten, geman Kapitel @,2i2 drei Kategorien eingeteilt:

Q) kein Wachstum, schwaches Wachstum
2) mittleres Wachstum

3) starkes Wachstum

In Tabelle 3-1 ist der prozentuale Anteil der Expente wiedergegeben, in denen die drei

Wachstumskategorien auftreten.

Tab. 3-1.Bewertung des Axonwachstums in Anwesenheit vondadat - Temporale Retina-Explantate
werden diagonal auf ein gestempeltes Adaptatiosssatbgelegt und das Axonwachstum auf der
Laminin- und der Ephrin-A5/Fc-Oberflaiche beurteibngegeben ist der prozentuale Anteil an
Experimenten, in denen die Wachstumskategoriemedeft (Pervanadat, n=46; Kontroll-Losung, n=28).

Laminin-Substrat Ephrin-A5-Substrat

Wachstumskategorie| Kontroll-Lésung Pervanadat | Kontroll-Lésung Pervanadat

kein Wachstum,

0% 10,9 % 3,6 % 44.4 %
schwaches Wachstum
mittleres Wachstum 10,7 % 21,7 % 17,8 % 33,3%
starkes Wachstum 89,3 % 67,4 % 78,6 % 22,2 %

Die Auswertung verdeutlicht den Effekt, dass temafmiAxone nach Zugabe von Pervanadat

die Fahigkeit verlieren, auf hohen Ephrin-A5/Fc-Kentrationen zu wachsen.

Ein Versuchsansatz, mit dem diese Beobachtung muaitierstiitzt werden soll, wurde bereits
zur Untersuchung der lokalen Proteinsynthese (sBehe) herangezogen. Temporale Retina-
Explantate werden auf gestempelten Adaptationssibatausgelegt, sodass die Axone auf den
hohen Ephrin-A5/Fc-Konzentrationen auswachsen. Aarauffolgenden Tag wird das
Kulturmedium abgenommen und neues Medium, das eletw&2 uM Pervanadat oder eine
Kontroll-Ldsung enthalt fir 30 min zugegeben. ABH4 zeigt die Morphologie (A) und die
quantitative Auswertung (B) der Wachstumskegel, dieh wéahrend der 30-minitigen
Inkubation auf dem Ephrin-A5/Fc-Substrat befandBie Kontroll-L6sung beeinflusst das
Axonwachstum nicht. 74 % der Wachstumskegel zeigeren intakten Phanotyp. Wird
stattdessen Pervanadat zugegeben, so zeigen n& 8&r Wachstumskegel eine intakte
Morphologie, wahrend 69 % kollabiert sind. Die Zbhgaron Pervanadat &ndert am Wachstum

auf einer Laminin-Oberflache nichts.
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Abb. 3-24. Einfluss der Phosphatase-Inhibition aufdie Desensitivierung gegeniiber Substrat-
gebundenem Ephrin-A5.

Desensitivierte Axone, die auf hohen Ephrin-A5-Kemnizationen wachsen, zeigen nach Zugabe von
12 uM Pervanadat einen kollabierten Phanotify) Darstellung von Axonen nach 30-minitiger
Inkubation mit 12 uM Pervanadat. Die Phalloidinfémg ist in schwarz dargestellt, das geclustert
gestempelte Ephrin-A5/Fc in rdB) Quantitative Auswertung intakter und kollabieifgachstumskegel.
Die grauen Balken zeigen den Prozentsatz intaktachatumskegel an, die schwarzen Balken den
Prozentsatz kollabierter Wachstumskegel. Jedes riexpet wurde viermal unabhéngig voneinander
durchgefuhrt und pro Experiment wurden mindeste®@ Axone ausgezahlt (Pervanadat, Ephrin-A5,
n=488; Kontroll-Lésung, Ephrin-A5, n=705; Pervanadaminin, n=459). Die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung an. Die statistische Analysedevumit dem Student’s t-Test und defaTest
durchgefiihrt.

Dieses Experiment zeigt, dass die Zugabe von Padainund eine damit verbundene Inhibition
von Protein-Tyrosin-Phosphatasen eine Rolle beiAldrechterhaltung der Desensitivierung

gegenuber Substrat-gebundenem Ephrin-A5/Fc spielt.
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3.8.3 Einfluss der Phosphatase-Inhibition auf das &halten retinaler Axone im
Streifenassay mit Ephrin-A2

Die bisher in diesem Kapitel vorgestellten Ergebaisind konsistent mit der Idee, dass die
Modulation der Ephrin-A5-Signalkaskade einen zdetraBeitrag zur Adaptation leistet.
Allerdings lassen die durch Pervanadat hervorgaarfeEffekte nicht zwingend auf einen
Adaptationsmechanismus schlieRen. Tyrosin-Phospdratsind ein essenzieller Bestandteil von
Rezeptortyrosin-Kinase-Signalkaskaden. Binden LdganDimere an die zugehorigen
Rezeptor-Dimere, kommt es zur wechselseitigen TyrBlRosphorylierung der intrazellularen
Rezeptordomane. Um den Rezeptor nicht in einemtitoting aktiven Zustand zu belassen, d.h.
um das Signal zu terminieren, kann die Tyrosin-Bhosylierung wieder entfernt werden.
Diese Aufgabe ubernehmen Tyrosin-Phosphatasen. dieser Uberlegung ergibt sich die

Konsequenz, dass die bisher beobachteten Effekth dwei Modelle erklart werden kénnen:

) Pervanadat beeinflusst die adaptive Moduladies Ephrin-A5-Signals ohne einen ge-
nerellen Effekt auf die Signaltransduktion auszanib

2) Pervanadat beeinflusst nicht die Adaptation deom die Signaltermination und
sensitiviert die Rezeptoren. Die Rezeptoren wermganissermalRen in ihrem aktiven

Zustand ,eingefroren.”

Im ersten Fall wirde die durch Ephrin-A5 initiiert8ignaltransduktionskaskade normal
funktionieren. Allein die Modulation des Signals r@dnach Zugabe von Pervanadat
unterbunden. Im zweiten Fall hatte Pervanadat efieftuss auf die direkte Signaltransduktion

und nicht auf einen adaptiven Mechanismus.

Um sich diesem Problem in einem ersten Schritt m&lzern, wird untersucht, ob Pervanadat
einen Einfluss auf das Entscheidungsverhalten wonén retinaler Ganglienzellen gegentber
Ephrinen ausulbt. Es werden Streifenassays mit ggectam Ephrin-A2/Fc durchgefiihrt und

sowohl temporale als auch nasale Retina-Explarstatediesen Streifenteppichen ausgelegt.
Dem Medium wird unmittelbar nach Auslegen der Erfdte entweder 12 uM Pervanadat oder

eine Kontroll-Lésung zugegeben.

Abb. 3-25 zeigt das Verhalten (A) und die quantiAuswertung (B) des Axonwachstums auf
Ephrin-A2/Fc-Streifenteppichen.
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Abb. 3-25. Verhalten retinaler Axone in Streifenasays mit Ephrin-A2 nach Zugabe des Inhibitors
Pervanadat.

Pervanadat erhoht die Sensitivitat nasaler Axongeg@éber Substrat-gebundenem, geclustertem
Ephrin-A2/Fc. (A) Darstellung von temporalen (T) und nasalen (N) mewm auf einer Streifen-
Oberflache, die aus 8 pg/ml geclustertem EphrinFa2hergestellt wurde. Nach Zugabe von 12 uM
Pervanadat vermeiden nasale Axone die Ephrin-AS#tfeifen. Bei temporalen Axonen zeigt sich keine
Veranderung. Die Phalloidinfarbung ist in schwaszgestellt, das geclustert gestempelte Ephrin-A2/Fc
in rot. (B) Quantitative Auswertung des Axonwachstums. Didchse zeigt den Anteil des axonalen
Phalloidin-Signals in % an, der mit dem Signal deslusterten Ephrin-A2/Fc Uberlappt. Die blauen
Balken zeigen die Werte der temporalen Axonpopufatidie roten Balken die Werte der nasalen
Population. Pro Oberfliche werden zwei Explantaifein ausgelegt. Pro Explantatstreifen wird eine
Aufnahme ausgewertet und der Mittelwert aus beldemten gebildet (Kontroll-Lésung, temporal, n=7;
Kontroll-L6sung, nasal, n=6; Pervanadat, tempanall2; Pervanadat, nasal, n=13). Die Fehlerbalken
zeigen die Standardabweichung an. Die statistiskhewertung wurde mit dem Student’'s t-Test
durchgefuhrt.

= temporal

Kontroll-Losung
® nasal

70 4 EX S

60 -
50 A
40 1
30 A
20 A

10 4

% Phalloidin-Signal tiber
Ephrin-A2-Streifen

Kontroll-Losung  Pervanadat

Wird eine Kontroll-Losung zugegeben, so zeigemedél Axone ein topografisch differenzielles
Verhalten: Temporale Axone vermeiden die EphrinF&26treifen und wachsen ausschlief3lich
auf der Laminin-Oberflache zwischen den Streifeasde Axone zeigen keine Praferenz. Nach
Zugabe des Inhibitors sind Veranderungen am Wagissterhalten der nasalen Axone
erkennbar. Wahrend die temporale Axonpopulation &schstum auf den Ephrin-A2/Fc-
Streifen weiterhin vermeidet, reagieren nach ZugairePervanadat auch nasale Axone auf die
Ephrin-Streifen (Abb. 3.25 A). Zur quantitativen gwertung wird der Anteil des axonalen
Phalloidin-Signals ausgemessen, der mit dem Sigieal Ephrin-Streifen Uberlappt. Nach
Zugabe der Kontroll-Lésung Uberlappen 22 % der tmalpn Axone mit den Ephrin-Streifen.
Nasale Axone zeigen eine Uberlappung von 41 %,aufsin gleichmaRiges Wachstum auf der
gesamten Oberflache hindeutet. Da die Ephrin-&meifnd die mit Laminin Uberschichteten
Zwischenstreifen die gleiche Breite haben, istdleichmaligem Wachstum im Idealfall eine

Uberlappung von 50 % zu erwarten. Nach Zugabe deibitors @ndert sich der Wert der

-90 -



3 ERGEBNISSE

temporalen Axone nicht signifikant (18 % statt 2@ @er Wert der nasalen Axone ist auf 21 %

(statt vorher 41 %) verringert.

Diese Versuche bestatigen die Ergebnisse, die &tiiet al, 2006 in Uberexpressionsstudien
mit dominant-negativen PTPRO-Konstrukten erzielenriten. Eine Konzentration von 12 uM
Pervanadat reproduziert das Verhalten bei genetiséfusschaltung der Protein-Tyrosin-
Phosphatase PTPRO. Da der urspriingliche und hrehgefiihrte Streifenassay die primare
Reaktion von Wachstumskegeln auf axonale Lenkuggak untersucht (Vielmettest al,
1990), konnte dies ein Hinweis darauf sein, dassvaPadat zumindest teilweise die
Signaltermination beeinflusst. Allerdings ist nichiszuschlieRen, dass auch im Streiffenassay

Adaptationseffekte eine Rolle spielen.

3.8.4 Kontrollexperiment zur Funktionsweise des Inibitors Pervanadat

Die Ergebnisse, die in den vorgestellten Streifsagd/ersuchen mit Ephrin-A2 erzielt wurden,
deuten darauf hin, dass der Phosphatase-InhibienvaRadat einen Einfluss auf die
Signaltermination von Rezeptortyrosin-Kinasen aesiionnte. Diese Vermutung wird in

einem weiteren Experiment untersucht.

Um unterscheiden zu kénnen, ob Pervanadat die isdaiodulation des Ephrin-A5-Signals
oder eher die Signaltermination von RezeptortyrdSivasen beeinflusst, wird folgender
Versuchsansatz gewdahlt: Temporale Axone werden2fiirmin in Medium inkubiert, das
0,25 pug/ml geclustertes Ephrin-A5/Fc und 12 uM Beadat enthalt. AnschlieRend wird das
Medium gewechselt und neues Medium mit 12 uM Pexdat) allerdings ohne Ephrin-A5/Fc,
fur 100 min zugegeben. Beeinflusst Pervanadat wmiehpriméare Signaltransduktion gegentber
Ephrin-A5, so ist zu erwarten, dass temporale Axaolas Wachstum wahrend der 100-
minutigen Inkubationsdauer rasch wieder aufnehmea, kein Ephrin-A5-Signal mehr
vorhanden ist. Wird der Rezeptor hingegen in eikenstitutiv aktiven Zustand eingefroren, so
konnte eine Wiederaufnahme des Wachstums nichtirsti®in, da die Signalkaskade selbst bei

fehlendem Liganden aktiv wére.

Abb. 3-26 zeigt die Morphologie (A) und die quaatiite Auswertung (B) der Wachstumskegel.
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Abb. 3-26. Kontrollexperiment zur Wirkungsweise desPhosphatase-Inhibitors Pervanadat.

Nach einem durch Ephrin-A5/Fc und Pervanadat végftenh Kollaps nehmen temporale Axone das
Wachstum in Gegenwart von Pervanadat wieder auérdihgs in verringertem Malf3e, verglichen mit
einer 120-minltigen Inkubation in Ephrin-A5/Fc-ligéim Medium.(A) Darstellung von Axonen, die
20 min und anschlieBend 100 min mit den angegeb®teztien inkubiert wurden (Phalloidinfarbung in
schwarz). (B) Quantitative Auswertung der intakten und kollataar Wachstumskegel. Die grauen
Balken zeigen den Prozentsatz intakter Wachstunetkay, die schwarzen Balken den Prozentsatz
kollabierter Wachstumskegel. Pro Experiment wurdaimdesten 100 Axone ausgezdhlt (20 min
Ephrin-A5+Pervanadat, N=4, n=456; 20 min Fc+PerdahaN=4, n=517; 20 min Ephrin-A5+Kontroll-
Lsg/100 min Ephrin-A5, N=4, n=438; 20 min Ephrin-4%ervanadat/100 min Pervanadat, N=5, n=533;
20 min Fc+Pervanadat/100 min Pervanadat, N=4, nr593ie Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung an. Die statistische Auswertmgle mit dem Student's t-Test und dgfTest
durchgefiihrt.
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Die 20-minltige Zugabe von geclustertem Ephrin-AS5(fd Pervanadat fuhrt zunéachst zu
einem initialen Kollaps. Wahrend der anschlieRendigkubation in Pervanadat-haltigem
Medium nehmen die Axone das Wachstum wieder auf.skgjnifikanter Unterschied nach der
20-minutigen Inkubation mit Ephrin-A5/Pervanadatduder anschlieRenden 100-minttigen
Inkubation mit Pervanadat ohne Ephrin-A5/Fc istzestellen. Allerdings nehmen die Axone
das Wachstum nicht in dem MalRRe wieder auf, wignelkontrollexperiment der Fall ist: Nach

120-mindtiger Inkubation in Ephrin-A5-haltigem Meda zeigen 52 % der Wachstumskegel

eine intakte Morphologie. Im beschriebenen Expeninsend 41 % der Wachstumskegel intakt.

Die in den Abschnitten 3.8.1 und 3.8.2 vorgestelltEffekte sind demzufolge nicht
ausschlieRlich auf einen rein adaptiven Mechanismugckzufiihren. Sie scheinen zum Teil in
einer konstitutiven Aktivitat der Eph-Rezeptoremtigdet zu sein, die durch die Unterbindung

der Signal-terminierenden Aktivitat der Phospha&8PRO verursacht sein konnte.

Zusammenfassend konnen aus den Ergebnissen demn dfiils der vorliegenden Arbeit

folgende Schliisse gezogen werden:

Mithilfe pharmakologischer Inhibitoren wurde verBticdie anhand immunhistochemischer
Farbungen in Teil Il vorgestellten Ergebnisse weil unterstiitzen. Diese legen die
Vermutung nahe, dass Wachstumskegel retinaler @azgllen des Hiihnchens wahrend der
Adaptation gegeniiber Ephrin-A5 ihre Oberflachenkotiation an Eph-Rezptoren nicht
verandern. Die Behandlung mit dem Endocytose-Ibhilidynasore bestatigt diese Ergebnisse.
Sowohl die Wiederaufnahme des Axonwachstums nawmneEphrin-A5-vermittelten Kollaps,
als auch das Axonwachstum auf hohen Substrat-gelbendEphrin-A5-Konzentrationen und
die Resensitivierung in Adaptationssubstraten sanch der Dynasore-Zugabe unverandert. Die
Untersuchung weiterer vorstellbarer Mechanismerterdass auch die lokale Proteinsynthese

im Wachstumskegel keinen Einfluss auf die genanRtginomene ausiibt.

Experimente mit dem Phosphatase-Inhibitor Pervanzeigten jedoch deutliche Effekte. Die
Behandlung mit dem Inhibitor verhinderte sowohl Wiéederaufnahme des Axonwachstums
nach einem Ephrin-A5-vermittelten Kollaps, als autdis Wachstum auf hohen Substrat-
gebundenen Ephrin-A5-Konzentrationen. Dies legt\iemutung nahe, dass eine Modulation
der intrazellularen Ephrin-A5-Signalkaskade das nehien der Adaptation beeinflusst.
Allerdings konnte nicht eindeutig aufgeklart werdamwieweit der Inhibitor einen Einfluss auf

die adaptive Modulation des Ephrin-Signals ausuloid uinwieweit er die primare

Signaltransduktion der Rezeptortyrosin-Kinasenfaesst.
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4 DISKUSSION

4.1 Adaptation wahrend der axonalen Lenkung von rehalen
Ganglienzellen

Der Begriff ,Adaptation“ wird in der vorliegendenrBeit als ,Veranderung der Antwort auf ein
definiertes Signal, in Abhangigkeit der Signalstsit’ definiert (Borstet al, 2005). Mit
Signalstatistik sind rdumliche und zeitliche Mitelte eines veranderlichen Signals gemeint.
Signale werden Uber Sensoren, z.B. Oberflachent@zep in der Zellmembran, detektiert,
intrazellular verarbeitet und in spezifischer Weikeantwortet. Die Veranderung dieser
Antwort, d.h. die Adaptation, vergrof3ert demzufobgn dynamischen Bereich des jeweiligen

Sensors und gewabhrleistet eine effizientere Reakdid bestimmte Signale.

Das Phanomen der Adaptation wird in vielen biologé Systemen beobachtet. Im Auge tritt
die sog. Hell-Dunkel-Adaptation auf. Damit kdnnartlka bei verschiedenen Helligkeiten Reize
effizient wahrgenommen werden (GovardovsHtiial, 2000; Fairet al, 2001). Auch bei der
bakteriellen Chemotaxis ist das Phanomen der Ataptdekannt. Das Wechselspiel aus
Methylierung und Demethylierung eines MCP-Rezep{btsthly-akzeptierende€hemotaxis-
Protein) fuhrt beiE. coli zur kontinuierlichen Sensitivierung und Desensttivng gegenuber
chemotaktisch aktiven Signalen. Dieser Mechanisradaubt die stetige Detektion von
Konzentrationsunterschieden und demzufolge in chahktisch aktiven Gradienten das
Auslesen der Gradientenrichtung (Prinzip einesdpeizialdetektors) (Koshland, 1980; Alen
al., 1999). Der Differenzialdetektor ermdglicht dasiskesen der direktionalen Gradienten-

Information und damit eine Bewegung zur Quelle dskemke des gradiert verteilten Molekils.

Auch wahrend der axonalen Lenkung zeigt sich eapades Verhalten von Axonen gegenuber
attraktiven und repulsiven Signalen. Analog zum Meusmus bei der bakteriellen
Chemotaxis, zeigen Riuckenmarksneurone axisnopus abwechselnde Phasen der
Desensitivierung und Resensitivierung gegenuberFatoren Netrin-1 und BDNF (Mingt
al., 2002).
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Im retinotektalen System, d.h. im engeren Sinnerevith des Aufbaus einer topografischen
Projektion, scheinen Adaptationsvorgange jedoch trkortuitiv. Beim Einwachsen von
retinalen Axonen ins optische Tektum oder dé&molliculus superior werden die
Wachstumskegel mit einem System aus unterschiedliggerichteten, repulsiv wirkenden
Ephrin- und Eph-Gradienten konfrontiert (McLaughlimd O’Leary, 2005). Die gradiert
verteilte Information wird von den einwanderndendhstumskegeln mithilfe der zugehdrigen
Rezeptoren beantwortet. Gradienten Ubermitteln negsdée positionelle und direktionale
Informationen und sind demzufolge ideal geeignet einen fir jeden Wachstumskegel
spezifischen Projektionsort zu definieren. Die nalitn Axone wachsen beim Aufbau der
topografischen Projektion nicht zur Quelle oder Kgemler Gradienten, sondern halten an
spezifischen Positionen an, um VerknUpfungen mktaten Zielzellen auszubilden. Die
positionelle Gradienten-Information muss daher ktiffe ausgelesen werden. Wie soll ein
Wachstumskegel diese Information allerdings ausles®nn er seine Sensitivitdt gegeniber

den dafiur nétigen Molekilen veréandert?

Trotz dieser Uberlegung existieren Hinweise auf p#da Verhaltensweisen von

Wachstumskegeln im retinotektalen Systémvitro-Experimente aus den Arbeitsgruppen von
Friedrich Bonhoeffer und Martin Bastmeyer zeigenassl Wachstumskegel retinaler
Ganglienzellen an spezifischen Positionen in Sabgegbundenen Ephrin-A5-Gradienten
anhalten (Rosentretet al, 1998; von Philipsboret al, 2006b). Dabei wird beobachtet, dass
die Wachstumskegel weiter in den Gradienten eing@thwenn sie vor dem Gradienten auf
einem Plateau des repulsiven Signals gewachsen (&odentreteret al, 1998). Dieses

Verhalten deutet auf eine Desensitivierung gegeniloeem Positions-Signal des

Lenkungsmolekdls hin.

Bei genauer Untersuchung lasst sich ein Modell kaiesen, das die Adaptation der Axone

beinhaltet und mit der Ausbildung der topografistReojektion dennoch vereinbar ist:

Das Kennzeichen retinotektaler Verbindungen iste eiopografisch organisierte Punkt-zu-
Punkt-Verbindung von Axonen retinaler Ganglienzellmit deren Zielzellen im optischen
Tektum. Die Zielfindung der Axone im Tektum kannrchu die Lenkung in Richtung eines
Potenzialminimums erklart werden (Gierer, 1981h ¥n posterior nach anterior ansteigender
EphA-Rezeptorgradient im optischen Tektum lenkbbegrs nasale Axone durch die repulsive
Interaktion mit Ephrin-A-Molekilenréverse signalingins posteriore Tektum (Rashet al,
2005). Der von anterior nach posterior ansteigefplerin-A-Gradient verhindert andererseits
durch ein repulsivedorward signaling das Einwachsen temporaler Axone in posteriore
Bereiche (Chengt al, 1995; Drescheet al, 1995). Abh&ngig vom Eph/Ephrin-Besatz der
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Axone, d.h. ihrer Herkunft aus der Retina, balameiesich die repulsiven Signale zwischen
Axonen und tektalen Zellen und auch die Signaleseaen einzelnen Axonfasern an
bestimmten Stellen aus (Gebhaedtal, 2012). In diesen Bereichen entstehen die eiareln
Terminationszonen. Ein in unserer Arbeitsgruppeviekeltes Computermodell zur Entstehung
der retinotektalen Verbindung zeigt, dass einedider topografische Projektion entsteht, wenn
die Wachstumskegel gegeniber demwvard signalingund denreverse signalingn gleicher
Weise adaptieren. In diesem Fall projizieren diehaden Axone an ihre korrekten Stellen im
Zielgebiet (Friebel, 2010; Fiederling, 2012).

Eine Adaptation gegenuber dem Ephrin-A-vermitteltemerse signalingwirde auch Sinn
ergeben. Aufgrund des von posterior nach antenstesgenden EphA-Rezeptorgradienten im
Tektum mussen retinale Axone eine Schwelle erhdbpdrA-Konzentration Uberwachsen, um
ins Zielgebiet zu gelangen. Da EphA-Rezeptoren ldualie Bindung an axonale Ephrine ein
repulsives Signal auslosen (Rashid, 2005; Gebhetrdal, 2012), ist zunéchst nicht zu
verstehen, wie die Axone Uberhaupt ins Zielgeb&ampgen. Eine Desensitivierung gegeniber
demreversesignalingwiirde ein Uberwachsen der EphA-Schwelle und daiitEinwachsen

ins optische Tektum erklaren.

Das beschriebene Beispiel zeigt, dass die Modulatier Sensitivitdit von retinalen
Wachstumskegeln gegeniiber den an der Topografstehining beteiligten Molekilen durchaus
einen wertvollen Beitrag zur Ausbildung der retaiddlen Projektion leisten kann. Die
Untersuchung dieser Mechanismen liefert mdglicheseveentscheidende Einblicke in die

Ausbildung einer topografischen Projektion.

4.2 Verwendeten vitro-Systeme zur Untersuchung des
Adaptationsverhaltens

In dieser Arbeit wird die Adaptation von Wachstuegiln retinaler Ganglienzellen des
Huhnchens untersucht. Das Huhnché&mallus Gallug ist ein beliebtes Modellsystem zur
Aufklarung zellularer Mechanismen bei der Entstghuetinotektaler Verbindungen. Die
Ausbildung der retinotektalen Projektion beginnt 8@ Stunden nach der Befruchtung des Eies
und ist mit dem Schlupfen des Embryos abgeschlos8eone retinaler Ganglienzellen
wachsen ab dem Embryonalstadium E 2-3 (HH-Stadigh2Q) aus der Retina aus und
beginnen ca. am 6. Embryonaltag (HH-Stadium 29)d@itAusbildung von Verknipfungen im
optischen Tektum (Thanos und Mey, 2001). Sowohl Alage als auch das optische Tektum
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sind in diesem Zeitraum bereits sehr prominent gugggt und erreichen Grol3en von mehreren

Millimetern (Abb. 1-7). Retinale Ganglienzellendas sich leicht explantieren und kultivieren.

Das Adaptationsverhalten wird gegenuber gelosted 8obstrat-gebundenem Ephrin-A5
untersucht. Versuche mit geléstem Ephrin-A5 habesn d/orteil, dass sie weniger
zeitaufwandig und dariiber hinaus kostengunstigechdwufihren sind. Die eingesetzten
Ephrin-A5-Mengen sind gegeniiber dem Substrat-gednemd Ansatz weitaus geringer (75 ng
statt ca. 1,5 pg pro Experiment). Ebenso entfélltder Untersuchung von geléstem Ephrin-A5
der aufwandige Stempelvorgang, mit dem das Proa@inder Oberflache verankert wird.
Andererseits muss bedacht werden, dass eine Reageggenlber Substrat-gebundenem
Ephrin-A5 eher der biologischen Realitat entspriétghrine der Klasse A sind vivo durch
einen GPI-Anker an die Zellmembran gebunden (Flanagnd Vanderhaeghen, 1998;
Kullander und Klein, 2002). Sie entfalten ihre Wing nicht durch Sekretion und Diffusion zu
den Zielzellen - dies ware mit dem l6slichen Vehlmamsatz vergleichbar -, sondern lokal
begrenzt an die Zelloberflache gebunden. Dieseatitu wird durch die Verankerung der
Ephrin-Molekile an ein Substrat simuliert. Allergin gilt es zu bertcksichtigen, dass die
Wachstumskegel mit einer undefinierten Substratigdbnen Proteinkonzentration konfrontiert
werden. Beim Stempelvorgang des HCP werden die RRM&RIer zwar mit einer definierten
Proteinlésung beschichtet (8 pg/ml geclustertes rigpghb/Fc), doch welche Ephrin-
Konzentration an die Oberflache bindet, kann micrausgesagt werden.

Da beide Versuchsansatze Vorteile in sich bergemnden in dieser Arbeit stets beide Formen
der Adaptation untersucht.

Die Adaptation gegentuber geldstem Ephrin-A5 wirKimllaps Assay-Experimenten, anhand
der Wiederaufnahme des Axonwachstums nach einenrirefB-vermittelten Kollaps,
beurteilt. Die Zugabe von 1 pg/ml Ephrin-A5/Fc idsllkulturmedium 16st bei retinalen
Axonen einen Kollaps der Wachstumskegel aus. Digsebachtung bestéatigt Ergebnisse
frGherer Studien, in denen sowohl geltstes EphBfFa (Wahl et al, 2000) als auch
Ephrin-A5-transfizierte Membranen (Dreschet al, 1995) oder Ephrin-A5-beschichtete
Latexbeads (Weirgt al, 2003) einen Kollaps bei retinalen Wachstumskegelvorriefen. Um
das Adaptationsverhalten in einem Konzentratioresblerzu untersuchen, der unter Umstanden
physiologisch von Bedeutung ist, wird die Konzeitravon 0,25 pg/ml gewéhlt. Unter diesen
Bedingungen reagieren nur temporale Axone mit eid@thaps, wéhrend nasale Axone intakt
bleiben (Abb. 3-1). Dieses Verhalten ahnelt demhdekenin viva: Nasale Axone terminieren
im posterioren Tektum, in dem hohe Ephrin-A5-Korizaionen vorliegen (Dreschest al,

1995; Goodhill und Richards, 1999). Sie scheines @pulsive Signal in gewissem Umfang
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tolerieren zu kdnnen. Temporale Axone hingegen arenebn hohen Ephrin-Konzentrationen
am Einwachsen in posteriore Bereiche des Tekturhindert und eine Reaktion gegentber

diesem Lenkungssignal ist demzufolge zu erwarten.

Nach einem initialen Ephrin-A5-vermittelten Kollapghmen temporale Axone das Wachstum
in Gegenwart von Ephrin-A5 wieder auf. Nach einewveistiindigen Inkubation in
Ephrin-A5/Fc-haltigem Medium zeigen ca. 72 % dercW&umskegel einen intakten Phanotyp,
gegenuber 23 % nach einer 20-minutigen Inkubati@db. 3.2). Die Funktionalitat des
zugegebenen Ephrin-A5/Fc wurde durch einen Koneaduch nachgewiesen: Ephrin-A5/Fc-
haltiges Medium, mit dem eine Axonkultur fir zweiuSden inkubiert wurde, 16st einen
Kollaps an einer neuen Axonkultur aus. Fc-haltigleslium fihrt unter gleichen Bedingungen
allerdings nicht zu einem Kollaps (Abb. 3.3). Dasgt, dass der Kollaps tatsachlich durch
Ephrin-A5/Fc ausgeldst wird und dieses wahrendwigsuchs seine Funktionalitdt behalt. Die

Wiederaufnahme des Axonwachtums erfolgt daher ge@eart von aktivem Eprin-A5/Fc.

Eine Wiederaufnahme des Axonwachstums in Gegenwamt aktivem Ephrin-A5/Fc ist
grundsétzlich noch kein Beweis fir ein adaptiveshdlten, d.h. eine Desensitivierung. Es muss
die Mdglichkeit in Betracht gezogen werden, dase Bieaktion von Axonen retinaler
Ganglienzellen auf chemotaktische Signale durch Beéazip eines Differenzialdetektors
beschrieben wird. In diesem Fall wirde ein Wachskegel nur auf
Konzentrationsunterschiede reagieren und nicht absolute Konzentrationen. Ein solcher
Mechanismus ermoglicht bé&. coli beispielsweise die Bewegung zur Quelle oder Seines
chemotaktischen Gradienten (Koshland, 1980; Adoml, 1999). Wird dieses Modell fur die
Migration eines Wachstumskegels zugrunde gelegt k&onte der Ephrin-A5-vermittelte
Kollaps durch die Konzentrationsédnderung bei degabe, und die Wiederaufnahme des
Wachstums in Gegenwart des repulsiven Signals digislende Konzentrationsunterschiede
erklart werden. Da sich wahrend der Wiederaufnade® Wachstums die Konzentration des
Lenkungssignals nicht verandert sondern konstagibthlist ein adaptives Verhalten nicht
zwingend erforderlich. Bereits veroffentlichia vitro-Experimente unserer Arbeitsgruppe
zeigen allerdings, dass Axone, die in Gegenwart geldstem Ephrin-A5/Fc wachsen, nicht
mehr auf Substrat-gebundene Ephrin-A5-Muster reagiévon Philipsborret al, 2006b; von
Philipsborn, 2007). In diesen Versuchen werdemaggi Axone, in Anwesenheit von geldstem
Ephrin-A5, mit einem Konzentrationsunterschied konfiert, in dem sie auf ein Substrat-
gebundenes Muster auftreffen. Auf diese Untersehiwidd jedoch nicht mehr reagiert. Das
bedeutet, dass dem Wachstum in Gegenwart von geldSphrin-A5 tatsachlich ein adaptives

Verhalten zugrunde liegt. Deshalb kann davon awsygsn werden, dass temporale retinale
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Wachstumskegel gegenuiber dem repulsiven Ephrinigsab desensitivieren, wenn sie nach

einem Kollaps das Wachstum in dessen Gegenwarewadnehmen.

Das Adaptationsverhalten gegeniber Substrat-gebendeEphrin-A5 wird anhand des
Axonwachstums auf Adaptationssubstraten untersuichhrer Doktorarbeit konnte Anne von
Philipsborn zeigen, dass Axone eine Stoppfront itdeslhy wenn sie auf einer Laminin-
Oberflache auswachsen und frontal auf ein gesteagedtreifenformiges Ephrin-A5-Muster
treffen. Werden retinale Explantate hingegen dieekthoch konzentrierten Ephrin-A5-Mustern
ausgelegt, so wachsen die Axone unverandert aus Rhlipsborn, 2007). Analog zur
Wiederaufnahme des Wachstums nach einem Ephrinef®ittelten Kollaps, ist das
Auswachsen auf hohen Ephrin-Konzentrationen perasd kein Beweis flr eine Adaptation.
Wird das Prinzip des Differenzialdetektors zugrugdkegt, so ware das Auswachsen auch ohne
ein adaptives Verhalten, aufgrund des fehlenden zBuimationsunterschiedes, mdglich.
Allerdings existieren Hinweise, dass die Axone nadem Auswachsen in einem

desensitivierten Zustand vorliegen:

(1) Axone, die auf Substrat-gebundenen Ephrin-AStdin wachsen, reagieren nicht mehr

auf eine Zugabe von geldstem Ephrin-A5 (von Psldgrn, 2007).

(2) Axone, die auf Substrat-gebundenen Ephrin-Astdin wachsen, Uberwachsen
Licken im Muster, die eine Breite von 50-75 pmédralind reagieren nicht auf eine
nachfolgende Ephrin-A5-Front (von Philipsborn, 2D0

In beiden Fallen werden die Axone mit einem Koneignsunterschied konfrontiert. Im ersten
Fall durch die Zugabe von geléstem Ephrin-A5, ineiten Fall durch eine Substrat-gebundene
Ephrin-Front nach der Licke. In beiden Fallen wirauf den herbeigefiihrten
Konzentrationsunterschied nicht reagiert. Dieseddiei Experimente verdeutlichen, dass
Wachstumskegel retinaler Ganglienzellen, die aubs8at-gebundenen Ephrin-A5-Mustern
wachsen, tatsachlich gegenitiber dem repulsiven Ingssignal desensitiviert sind. Das
Auswachsen auf diesen Mustern wird in der vorliegenArbeit folglich als Desensitivierung,

bzw. als ein adaptives Verhalten gewertet.
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4.3 Die Dynamik des EphA3-Rezeptors bei der Adaptain retinaler
Wachstumskegel gegenuber Ephrin-A5

4.3.1 Biochemische Untersuchung des EphA3-Rezeptettalts

Die Untersuchung der zellularen Mechanismen, die Aldaptation gegeniber Ephrin-A5
zugrunde liegen, bildet den Kern dieser Arbeit. #instellbarer Mechanismus beruht in diesem
Zusammenhang auf der Modulation des Rezeptorleivelsler Wachstumskegelmembran.
Stehen weniger Eph-Rezeptoren fir die Signalib8umg zur Verfigung, so fuhrt dies zu
einer Desensitivierung gegentber dem repulsivendbigeine Erhéhung des Rezeptorgehalts
wirde hingegen zu einer Sensitivierung fuhren. Hise, dass ein derartiger Mechanismus
unter Umstanden von Bedeutung sein konnte, stamamender Arbeitsgruppe von Christine
Holt in Cambridge. Pipeet al, 2005 konnten nachweisen, dass die Adaptationrgtinalen
XenopusAxonen gegeniuber den Lenkungssignalen Sema3A uettinNL abh&éngig von
Endocytose-Mechanismen ist. Die Desensitivierunigt ggnher mit einer Verringerung des
zugehoérigen Rezeptorgehalts (Neuropilin-1 und D@C)der Zellmembran. Wé&hrend der
anschlieBenden Resensitivierung erfolgt der Wiedeag des Rezeptors in die Membran (Piper
et al, 2005).

Um zu untersuchen, ob auch die Adaptation von aktim Hihnchen-Wachstumskegeln
gegenuber Ephrin-A5 mit einer Veranderung des Rergghalts verbunden ist, wird zunéchst
ein biochemischer Ansatz verfolgt. Dabei werdenirReExplantate auf Laminin-Oberflachen
ausgelegt um ein Auswachsen der Axone zu gewétenteislach ca. 20-22 Stunden werden die
Explantatstreifen, und damit die Zellkorper der gmvgachsenen Axone, entfernt. Die

Wachstumskegel werden lysiert und die Lysate msitteimunoblot ausgewertet.

Ziel des Versuches war es, den EphA3-Rezeptorgefoalt retinalen Wachstumskegeln zu
bestimmen, die in Gegenwart von geléstem Ephrins&&chsen. Ein Vergleich mit
unbeeinflussten Wachstumskegeln sollte Aufschlussilzer geben, ob desensitivierte
Wachstumskegel einen veradnderten Rezeptorgehalew@mén. Die Analyse des EphA3-
Rezeptors wurde gewahlt, weil EphA3 der bevorzgjtedungspartner fir den verwendeten
Ephrin-A5-Liganden ist (Monschawt al, 1997; Flanagan und Vanderhaeghen, 1998).
Allerdings lie3 sich der Rezeptor selbst beim Wagahsn nativem Kulturmedium nicht mittels
des beschriebenen Verfahrens nachweisen. Um diepRemenge zu erhdhen, wurden die
Lysate aus insgesamt 120 Explantatkulturen, d.8.BR2lantatstreifen, vereinigt und versucht,
EphA3 durch eine Immunprazipitation zu konzentmerAuch diese MalRnahmen erbrachten

keinen Nachweis. Die Mdglichkeit, dass bei der Abma der Explantatstreifen auch Axone
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und Wachstumskegel von der Oberflache entfernt @muréonnte durch die Betrachtung der

Oberflachen mithilfe eines Durchlicht-Mikroskopschader Abnahme ausgeschlossen werden.

Um sicherzustellen, dass die verwendeten retin&amglienzellen nach der Préaparation
EphA3-Rezeptoren enthalten, wurden komplette tealparnd nasale Retinahalften lysiert und
versucht, EphA3-Rezeptoren hieraus zu bestimmee. Analyse der Immunoblots nach
Inkubation mit einemu-EphA3-Antikdrper ergab jeweils zwei Banden bei @2. kDa und
115 kDa. Das Auftreten einer Bande bei 115 kDapeittst, unter Berticksichtigung naturlicher
Schwankungen, dem Molekulargewicht des nicht mpeifien EphA3-Rezeptors beim
Huhnchen von 110 kDa. Ferner wurde in einer frime3audie ein ahnliches Ergebnis erzielt:
nach der Lyse von E 8-Retinae (HH-Stadium 34) déhnidhens bestimmten Conner al,
1998 den EphA3-Rezeptor zu 116 kDa. Deshalb kamordausgegangen werden, dass die
detektierte Bande bei ca. 115 kDa dem intakten BpRAotein entspricht.

Dass bei der Detektion des EphA3-Rezeptors mehfgetbanden auftreten ist keine
ungewdhnliche Beobachtung. Stuldisal, 2000 nutzten zum EphA3-Nachweis aMallaby
Retinae denselben Antikorper, der auch in denligschriebenen biochemischen Experimenten
verwendet wurde (Santa Cruz, L-18). In diesen Mgren wurden ebenfalls zwei Gelbanden
detektiert, wobei eine unspezifische Bande durck Hreuzreaktivitit des verwendeten

Antikorpers erklart wird.

Die Ergebnisse der biochemischen Analyse legenSadrtuss nahe, dass der EphA3-Rezeptor
in Retina-Lysaten mithilfe der vorgestellten Methathchgewiesen werden kann. Ein weiteres
Argument, das diese These unterstiitzt, ist die dendu hoheren Banden-Intensitaten bei
temporalen Retina-Lysaten. Dies entspricht derdaegem anerkannten, differenziellen EphA3-
Expression in der Retina (Cherg al, 1995; McLaughlin und O'Leary, 2005). Die fehlend
Detektion nach der Proteinisolierung aus retinaMfachstumskegeln liegt mit hoher
Wahrscheinlichkeit am zu geringen Protein- bzw.dp¢argehalt, der aus den ausgewachsenen
Axonen und Wachstumskegeln isoliert werden kanme Einfache Schatzung festigt diese
Vermutung: wird davon ausgegangen, dass in jedemchgtiamskegel ca. 500
Rezeptormolekile exprimiert werden und ca. 1500n&xpro Explantatstreifen auswachsen, so
kdnnte man bei einem Molekulargewicht des Rezeptors110-115 kDa eine Rezeptormege
von ungefahr 30 fg pro Explanatstreifen isolier&amit waren ca. 3000 Retinastreifen
erforderlich, um eine Rezeptormenge im Bereich £60 pg zu isolieren. Proteinmengen in
dieser GroRRenordnung konnen mithilfe des hier vedsten Immunoblots nachgewiesen

werden.
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4.3.2 Immunhistochemische Untersuchung des EphA3-Reptorgehaltes

Da der EphA3-Rezeptorgehalt von retinalen Wachdtegein mit dem beschriebenen
biochemischen Verfahren nicht bestimmt werden kenmurde ein alternativer Ansatz verfolgt.
Mithilfe immunhistochemischer Farbungen sollte vetg werden, eventuelle Unterschiede im
Rezeptorgehalt zu erfassen. Die Idee des Versuahsretinale Explantate auf Adaptations-
substraten auszulegen und die retinalen Zellen aimiém Antikbrper gegen den EphA3-
Rezeptor zu farben. Ein Vergleich von Wachstumdkegdie auf dem Muster wachsen (=
desensitiviert), mit solchen, die sich gerade imeei200 um breiten Licke befinden (= im

Stadium der Resensitivierung), sollte Aufschlussrinterschiede im Rezeptorgehalt geben.

Zur Farbung wurde ein Antikdrper verwendet, derelisrin vorangegangenen Studien
erfolgreich eingesetzt wurde. Es handelt es sickeiman monoklonalen Antikdrper gegen den
EphA3-Rezeptor aus dem Huhnchen, der in der Adpeipgpe von Hideaki Tanaka (Kumamoto
University Graduate School of Medical Science, dapeergestellt, und dem Institut von Uwe
Drescher (MRC Center for Developmental Neurobiojodding's College, London) zur
Verfigung gestellt wurde (Iwamasa al, 1999). Zur Herstellung des Antikdrpers wurden
weibliche BALB/c-Mause mit einem rekombinanten ERRKRonstrukt immunisiert. Das
Konstrukt bestand aus der extrazellularen Rezephoéide, die an den Fc-Teil eines humanen
Antikdrpers gekoppelt war. Die Spezifitat des Adtiers wurde durch Farbungen an EphA3-,
EphA4-, Ephrin-A5- und Ephrin-A2-transfizierten HE83 Zellen tberprift (Hornberget al,
1999). Es zeigte sich keine Kreuzreaktivitdt debApAntikorpers zu den nahe verwandten
Mitgliedern der Eph- und Ephrin-Familie. Die Anféirlg von Nervenfasern am optischen
Nervaustritt zeigte dariber hinaus eine differdieieEphA3-Farbung von temporalen

gegenlber nasalen Fasern (Hornbeegei., 1999).

Um das geplante Experiment zuverlassig durchfilztekénnen, war es zunéchst notwendig,
die Spezifitat und die Sensitivitat des Antikdrparsh in unserem System zu uberprufen. Die
Féarbung retinaler Wachstumskegel auf einem Lanfiubstrat ergab dabei zwei wesentliche

Erkenntnisse:

(1) Werden die fixierten Wachstumskegel vor derbb&g permeabilisiert, so zeigt sich eine
homogene Farbung des gesamten WachstumskegetsigtEkeine Permeabilisierung,
sind Patches an scheinbar zufélligen Stellen enemen. Dies ist sowohl nach der
Analyse mittels konventioneller Fluoreszenzmikaggk (Abb. 3-5) als auch nach
Analyse mittels hochauflosender SIM zu beobacfidb. 3-6).
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(2) Das Farbemuster des EphA3-Rezeptors kolokelisewohl nach einer Permeabilisierung
als auch ohne Permeabilisierung, stark mit Ptdifiggefarbten Aktinfasern (Abb. 3-6).
Eine Kolokalisation der EphA3-Farbung mit Mikrotb kann nicht nachgewiesen
werden (Abb. 3-7).

Eine Permeabilisierung der fixierten WachstumskegeWwirkt die spatere Anfarbung von
intrazellularem und zellmembranstdandigem Rezept@hne Permeabilisierung wird
ausschlie3lich der oberflachenstandige Rezept@ssif da die Zellmembran intakt bleiben
sollte und der Antikérper an ein extrazellulareszé&por-Epitop bindet. Die beschriebenen
Beobachtungen lassen zunachst vermuten, dass BHRe2&ptoren moglicherweise entlang von
Aktinfasern transportiert werden und nach dem Hinlbadie Membran aggregiert auftreten.
Dies scheint Uberraschend, da ein vesikularer Rtodesport meist entlang axonaler
Mikrotubuli erfolgt (Grafstein und Forman, 1980;rbkawa, 1997; Hirokawat al, 1998).
Studien aus den Jahren 2007 und 2011 zeigen dahibaus eine Mikrotubuli-abhéangige
Bewegung von Rezeptoren in der Membran. Jaqaghah, 2011 konnten eine Diffusion des
CD36-Rezeptors entlang Mikrotubuli-Bahnen im Zettem beobachten. Bouziguesal., 2007
zeigen, dass die Umverteilung von GABA-Rezeptorem Wachstumskegeln von
Ruckenmarksneuronen abhéngig von Rezeptor-MikrditMauknipfungen ist. Eine
Kolokalisation des EphA3-Rezeptors mit neuronaleikrubuli konnte in der vorliegenden
Arbeit allerdings nicht nachgewiesen werden. Dehrerscheint die beobachtete Kolokalisation
mit Aktinfasern sinnvoll. In migrierenden Wachstlkageln ist der Anteil an F-Aktin in der P-
und T-Zone am hdchsten, wahrend der Gehalt zur i@ Zon abnimmt. Mikrotubuli hingegen
formen dichte, parallele Bindel im Axonschaft urdien nur vereinzelt in die P-Zone des
Wachstumskegels hinein (Forscher und Smith, 1988t Dnd Gertler, 2003). Das bedeutet, der
Uberwiegende Teil des Wachstumskegels ist Aktichseivahrend sich Mikrotubuli vorwiegend
im Axonschaft und in der Ubergangzone zwischen Agbaft und Wachstumskegel befinden.
Ein Rezeptortransport innerhalb des Wachstumskegelswuch eine Diffusion des Rezeptors in
der Membran wirde demzufolge entlang der Aktinfas&imn ergeben, da diese weitaus
prominenter ausgepragt sind als Mikrotubuli. Darilenaus liegen Aktinflamente im
Wachstumskegel gebiindelt und gleichermaf3en ornientie. Die Aktinblindel sind polarisiert
und es kann ihnen ein definiertes (+)-Ende und(giEnde zugeordnet werden. Eine solche

Orientierung ware fir einen gerichteten TranspartWachstumskegel von Vorteil.

Hinweise auf einen Aktin-vermittelten Vesikel- um@rganell-Transport wurden in diversen
Studien erbracht. Speziell fir den Transport Uheréd Distanzen wurde hierzu MyosinV als
notwendiges Motorprotein identifiziert (Desnetsal, 2007; Wanget al, 2008; Puthenveedst

al., 2010). Auffallig ist, dass bei den in dieser dittgezeigten Farbungen nahezu das gesamte
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Aktinnetzwerk (bzw. bei Farbung ohne Permeabilisigr nur bestimmte Teilbereiche)
vollstindig mit dem Rezeptor dekoriert zu sein stheBisherige Beobachtungen lassen
hingegen nur vereinzelt punktférmige Transportvelsérkennen. Zwar zeigt die Auswertung
der Immunfarbungen mittels SIM (Abb. 3-6), dassEpA3-IR auch im vorliegenden System
aus einer Aneinanderreihung einzelner Punkte beshéler die ungewohnlich hohe Punkte-
Dichte auf den Phalloidin-gefarbten Aktinfasernstagweifel an der Spezifitat der Farbung

aufkommen.

Um sich diesem Problem anzunéhern, wurde uberpsifger verwendete EphA3-Antikbrper
unspezifisch an Aktin bindet. Dazu wurden drei tiohuronale Zelltypen, bei denen eine
Expression des EphA3-Rezeptors nicht nachgewiesedenMEFs, Hela-Zellen, B16-Zellen),
mit dem verwendeten Antikdrper gefarbt. Nach eipermeabilisierung der fixierten Zellen ist
eine leichte unspezifische Farbung im Lamellipodizurerkennen. Eine definierte Farbung der
Aktinfasern wird hingegen nicht beobachtet. Allagi muss bericksichtigt werden, dass
zwischen den untersuchten Zelllinien und migrieemilVachstumskegeln Unterschiede in der
Organisation des Aktin-Zytoskeletts bestehen. Migmde Wachstumskegel weisen Filopodien
mit stark gebiindelten Aktinfasern auf (Lowery unanWactor, 2009), die in stationaren, nicht-
neuronalen Zellen in dieser Form nicht auftreteall@&tremet al, 1998). Aus diesem Grund
wurde in der Darstellung der Versuchsergebnisserégrierender Fibroblast gezeigt (Abb.
3-11), der hinsichtlich der Aktinorganisation miinem Wachstumskegel vergleichbar ist
(Ridley et al, 2003; Lowery und Van Vactor, 2009). Da jedocbhhinur migrierende Zellen
betrachtet wurden, ist nicht vollstdndig auszusflén, dass die fehlende Farbung der
Aktinfasern bei MEFs, Hela- und B16-Zellen in einexterschiedlichen Aktin-Organisation
begriindet ist. Ein unspezifischer Anteil der Faduann demzufolge nicht abschlieRend

widerlegt werden.

Die zweite Beobachtung, die die EphA3-Rezeptorfdgberkennen lasst, ist das Auftreten von
Patches an scheinbar zufalligen Stellen des Wartis&egels, sofern keine Permeabilisierung
vor der Farbung erfolgt. Dass Eph-Rezeptoren inmFgon Clustern in der Zellmembran
vorliegen, ist ein Phanomen, das h&aufig beobachtete (Wimmer-Kleikampet al, 2004;
Egeaet al, 2005; Himaneret al, 2010). Nach der Bindung eines Ephrin-Ligandennkéie
GrofRe der sich ausbildenden Cluster die eigentliéplrin/Eph-Kontaktflache tbersteigen.
Auch setzt die Clusterbildung nicht zwangslaufigesi Kontakt zwischen Rezeptor und Ligand
voraus (Wimmer-Kleikampet al, 2004). Die Frage ist, ob die in dieser Arbeifgatretenen
Patches den bereits beobachteten Clustern entsprechuffallig erscheint in diesem
Zusammenhang die GrolRe der EphA3-Patches, die his 3@ % der gesamten

Wachstumskegelflache betragen kénnen. Die beisméde in den Studien von Egea al,
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2005 und Marquardet al, 2005 beobachteten Cluster besitzen hingegerGnifden im Sub-
Mikrometer-Bereich. Aufgrund dieser Unterschiededeudie Spezifitat der Farbung in einem
weiteren Experiment untersucht. Die Farbung miteginAntikbrper gegen neuronal@s$-
Tubulin zeigt, dass das Auftreten der Patches Hifizeelles Farbemuster darstellt. Fur die
Kontrollfarbung wurden die Wachstumskegel nicht npeabilisiert. Da Tubulinfasern, im
Gegensatz zum zellmembranstandigen EphA3-Rezefpgoren Kontakt zum extrazellularen
Raum besitzen, war in diesem Fall keine Farbungrzarten. Abb. 3-12 zeigt jedoch, dass
nach der Inkubation mit einems B3Tubulin-Antikdrper Patches auftreten. Diese Pacdiad
zwar kleiner als die EphA3-Patches, jedoch schesnhach diesem Ergebnis wahrscheinlich,
dass die Antikorper trotz fehlender Permeabiligigrins Zellinnere vordringen. Eine mdgliche
Ursache daftr kdnnte in der verwendeten Fixierumgbode liegen. Vor den Farbungen
wurden die Wachstumskegel in einer Lésung aus 4P4 # 0,33 M Saccharose + 0,1 %
Glutaraldehyd fixiert. Speziell eine Fixierung inu@raldehyd kann sichtbare Schaden an
Wachstumskegelmembranen hervorrufen. Abb. 4-1 baigipielhaft einen retinalen Goldfisch-
Wachstumskegel nach einer Fixierung in 2 % Gluttayd (M. Bastmeyer, unveréffentlichte
Ergebnisse). Es ist ein deutliches Loch erkennbar.

Abb. 4-1. Retinaler Goldfisch-Wachstumskegel nachikierung mit 2 % Glutaraldehyd.

Die Abbildung zeigt eine rasterelektronenmikroskope Aufnahme eines retinalen Goldfisch-
Wachstumskegels nach Fixierung mit 2 % GlutaraldeBs ist ein deutliches Loch im Wachstumskegel
zu erkennen (Bastmeyer, unveréffentlichte Ergelejiss

Zwar ist die in dieser Arbeit verwendete GlutaralgtbKonzentration 20-fach niedriger, jedoch
ist nicht auszuschlieBen, dass die beobachteterAEPhatches durch Schadigungen der
Wachstumskegelmembran hervorgerufen wurden. Dadunélre das Eindringen des
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Antikérpers ins Zellinnere und eine ektopische Bimgl an Wachstumskegel-spezifische

Komponenten mdglich.

Obwohl die beobachteten Patches als eventuellée&idefakt identifiziert wurden, besteht die
Moglichkeit einer spezifischen Farbung aul3erhalbRitches. Aufgrund der hohen Intensitéat
der Patch-Farbung, wéare diese u.U. nicht leicltiitbar. Daher, und aufgrund der Tatsache, dass
der EphA3-Rezeptor mit dem verwendeten Antikorperelts erfolgreich angefarbt werden
konnte (Hornbergeet al, 1999), wurden Versuche zur Bestimmung des EpBABalts von
retinalen Wachstumskegeln unternommen. Zur Komtraler Sensitivitdt des Antikorpers
wurden temporale und nasale Wachstumskegel gei@bdie integrierte EphA3- und Aktin-
Fluoreszenzintensitat im gesamten Wachstumskegéhtrat. Fir die quantitative Auswertung
wurde die EphA3-Fluoreszenz auf den fur Aktin etefién Wert normiert. Dadurch sollten
Fehler vermieden werden, die durch Uberlagerung reneh Wachstumskegel oder von
Wachstumskegeln und Axonen entstehen. Bei diesgmeriirent zeigte sich ein signifikanter
Unterschied zwischen den Axonpopulationen (sowadhneiner Permeabilisierung als auch
ohne Permeabilisierung der Wachstumskegel), dergdatierten Rezeptorverteilurig vivo
entspricht (Abb. 3-8) (Chengt al, 1995; McLaughlin und O’Leary, 2005). Das Venhislt
zwischen temporaler und nasaler EphA3-Fluoreszeigt in etwa einen doppelt so hohen Wert
fur temporale Axone (permeabilisiert: 2,04; unpeabiksiert 1,74). Dieser Wert liegt unter
dem von Rebeet al, 2004 durchn situ-Hybridisierung bestimmten Wert (ca. 2,5). Allergn
sind diese Ergebnisse nur begrenzt vergleichbabeRet al, 2004 untersuchten nicht den
EphA3-Rezeptor, sondern die kumulative Verteilungn vVEphA4, EphA5 und EphA6.
Desweiteren bezieht sich der von Reber ermitteket\Auf den Vergleich der extremen Retina-
Bereiche, d.h. den am weitesten temporal und denwvaitesten nasal gelegenen Bereich. In
dieser Arbeit wurde hingegen nur zwischen temparal nasal unterschieden, jedoch keine
weitere Einteilung hinsichtlich des Ursprungsoresgenommen. Auch untersuchten Reéer
al., 2004 nicht die Protein- sondern die RNA-Verteguder Rezeptoren durcim situ-
Hybridisierung.

Mit dem verwendeten Antikdrper konnten Unterschieddrezeptorgehalt von temporalen und
nasalen Wachstumskegeln ermittelt werden. Zushtztic einer eventuellen unspezifischen
Farbung tritt folglich ein spezifischer Anteil deéarbung auf. Deshalb kann der Antikdrper zur
Untersuchung des Rezeptorgehalts von desensiéimiertund resensitivierenden

Wachstumskegeln verwendet werden. Nasale Wachsagekkeagieren nicht auf Substrat-

gebundene Ephrin-A5-Gradienten (von Philipbsbetnal, 2006). Es wirde folglich Sinn
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ergeben, dass temporale Wachstumskegel wahren®ekensitivierung ihr Rezeptorniveau
dem der Nasalen angleichen und wahrend der Resensihg das urspringliche Niveau
wieder herstellen. Der Vergleich von desensitigerind resensitivierenden Wachstumskegeln
zeigte jedoch keinen Unterschied zwischen beidennpmpulationen. Dieses Ergebnis legt
zunachst den Schluss nahe, dass ein Adaptationamisoius, der auf der Modulation des
Rezeptorlevels beruht, unwahrscheinlich ist. Inseie Punkt wirde sich die Adaptation
gegenuber Ephrin-A5 von der Adaptation gegenibema3é& unterscheiden. Die
Desensitivierung und Resensitivierung gegenitberaSamist mit einer Verringerung bzw.
Erhéhung des Neuropilin-1-Gehalts in der Wachstwgsknembran verbunden (Pipetr al,
2005). Allerdings bleiben bei den in der vorliegendirbeit durchgefiihrten Farbungen Zweifel
an der Spezifitat der Rezeptorfarbung bestehenweigere Untersuchungen erfordern. Das
Patch-artige Auftreten des Rezeptors wurde aldizéeties Farbemuster identifiziert. Ein
weiterer Aspekt, der berlcksichtigt werden mudsdiss mit dem verwendeten Antikdrper nur
der EphA3-Rezeptor untersucht werden kann. Esgtrkeline Farbung weiterer Rezeptoren der
EphA-Familie (Hornbergeet al, 1999). Zwar stellt EphA3 den bevorzugten Bindspagytner

fur den Ephrin-A5-Liganden dar, jedoch werden in déhnchen-Retina auch EphA4, EphA5
und EphA6 exprimiert (McLaughlin and O’Leary, 20065 muss folglich die Moglichkeit in
Betracht gezogen werden, dass sich eventuelle Weréngen des Rezeptorlevels auf andere
Rezeptoren auswirkt. Aus den genannten Griinden evuedsucht, die erzielten Ergebnisse

durch Experimente mit pharmakologischen Inhibitongiter zu festigen.

4.4  Der molekulare Mechanismus der Adaptation vonetinalen
Wachstumskegeln gegentber Ephrin-A5

4.4.1 Einfluss der Endocytose auf die Adaptation genuber Ephrin-A5

Die Frage, ob retinale Wachstumskegel wéahrend ddaptation ihren Rezeptorgehalt
verandern, konnte durch immunhistochemische Fadoungicht zweifelsfrei beantwortet
werden. Deshalb wurden zusétzlich Versuche mitmhbkologischen Endocytose-Inhibitoren
durchgefuhrt, um die erzielten Ergebnisse weitenrzierstiitzen. Eingesetzt wurde der Inhibitor
Dynasore zur Blockierung der GTPasen Dynaminl unghain2 (Maciaet al, 2006;
Kirchhauseret al, 2008). Dynamine sind fur die Abschnirung vonaaytbtischen Vesikeln
wahrend der Clathrin-vermittelten Endocytose vevantlich (Takeiet al, 2005; Doherty und
McMahon, 2009). Die Untersuchung der Adaptation egédper Substrat-gebundenen

Ephrin-A5 erfolgte zsétzlich mit dem Inhibitor MDOieser inhibiert das aktive Zentrum einer
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Transglutaminase, die fur die Ausbildung der entlmteschen Vesikel bendtigt wird (Ray und
Samanta, 1996; Schuteeal, 1999). Spielt die Endocytose von Eph-Rezepterra Rolle bei
der Adaptation gegeniiber Ephrin-A5, so sollten reinkr Inhibitorzugabe Veranderungen am
De- und Resensitivierungsverhalten auftreten. Eomtail dieser Herangehensweise liegt u.a.
darin, dass alle exprimierten Eph-Rezeptoren drf@ssien und nicht nur EphA3, das durch die

Immunhistochemie gezielt untersucht wurde.

Die durchgefiihrten Experimente zeigen zunéchsts dies Clathrin-vermittelte Endocytose
keinen Einfluss auf die initiale Reaktion gegenilbgahrin-A5 austibt - weder gegentiber
geldstem (Abb. 3-13), noch gegenuber Substrat-gidnem (Abb. 3-15) Ephrin-A5. Dieses
Ergebnis steht teilweise im Widerspruch zu vorheegelen Studien. Jurnest al, 2002
konnten einen Anstieg der Racl-Aktivitat in Huhnchachstumskegeln nach drei- bis
funfmindtiger Inkubation mit den gelosten Lenkung$ekillen Ephrin-A2 und Sema3A
beobachten. Dieser Anstieg war mit einer drastiscBehéhung der Dextran-Endocytose
verbunden und wurde als Voraussetzung fur den Bkt bzw. Sema3A-vermittelten Kollaps
identifiziert. Fournieret al, 2000 zeigen daruber hinaus eine erhéhte Degratlocytose nach
Stimulation mit geléstem Ephrin-A5. Allerdings bals¢én Unterschiede in den jeweiligen
Versuchsdurchfiihrungen. Jurnelyal, 2002 arbeiteten mit einer Ephrin-A2/Fc-Konzetiira
von 1 pg/ml wahrend in den vergleichbaren Expertewemer vorliegenden Arbeit 0,25 pg/ml
Ephrin-A5/Fc verwendet wurde. Abb. 3-1 zeigt, dagse Konzentration von 1 pg/ml
Ephrin-A5/Fc einen Kollaps bei temporalen und nasdachstumskegeln hervorruft. Da dies
nicht dem topografisch differenziellen Verhaltenvivo entspricht, wird diese Konzentration
nicht als physiologisch angesehen. Es besteht diglithkeit, dass die mit dem Ephrin-A2-
vermittelten Kollaps einhergehende Endocytose aufdjrder hoheren Ephrin-Konzentration
auftritt, die - wie in dieser Arbeit gezeigt werdi&annte -in vitro veranderte Reaktion bei
retinalen Wachstumskegeln hervorruft. Desweiteressrbertcksichtig werden, dass Juraey
al., 2002 keine unmittelbare Abh&ngigkeit des EpMvermittelten Kollaps von der
Endocytose nachweisen. Es wird stets die Abhangighe Racl untersucht, das letztendlich
als Stimulator der Endocytose identifiziert werdemnte. Die Dextran-Endocytose geht mit
dem Kollaps einher, ob sie allerdings direkt vom iabhangt bleibt unbeantwortet. Auch sind
konzentrationsabhangige Effekte des Ephrin-A2-Lilgam auf retinale Ganglienzellaxonen
(Hansenet al, 2004; Petrogt al, 2010) und eine konzentrationsabhangige Racviskting
durch verschiedene Liganden in verschiedenen Sgstebekannt (Mailletet al, 2003;
Adamsonet al, 2010). Es ist demzufolge nicht ausgeschlossess dlie unterschiedlich
eingesetzten Ephrin-A-Konzentrationen zu verschiedeRacl-Aktivitaten und damit auch zu

verschiedenen Ergebnissen fuhren.
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Die von Fournier at al.,, 2000 durchgefihrten Vehsuevurden, im Unterschied zu dieser
Arbeit, nicht mit rekombinanten Ephrin-Konstrukterdurchgefiihrt, sondern  mit

Membranfragmenten von Ephrin-A5-transfizierten &ell Die eingesetzte Konzentration von
30 pg/ml erlaubt keine Aussage Uber den Gehalt@mik=AS5, sondern bezieht sich auf die
Gesamtproteinkonzentration in den Membranfragmeribamzufolge kénnen die Ergebnisse
nur bedingt mit den hier ermittelten Ergebnissemgiehen werden. Die isolierten Membranen
enthalten nicht ausschliel3lich Ephrin-A5, sondegitave endogene Membranproteine und sind

demzufolge undefiniert zusammengesetzt.

Ein weiterer Punkt, der beim Vergleich der Ergebaiberticksichtig werden muss ist, dass die
hier verwendeten Inhibitoren Dynasore und MDC endwveausschliel3lich die Clathrin-
vermittelte Endocytose inhibieren (MDC) oder nutcke Mechanismen, an denen Dynamin
beteiligt ist. Andere Mechanismen werden nicht hikesst. Nach Doherty und McMahon, 2009
existiert eine Vielzahl weiterer Endocytose-Meckarén, an denen Dynamin nicht beteiligt ist
oder eine Beteiligung noch nicht sicher nachgewieserden konnte. Es ist demzufolge
moglich, dass der von Jurney und Fournier beobtmhtEphrin-A5-vermittelten Endocytose
andere Mechanismen zugrunde liegen, die hier rectatsst wurden. Dies wirde auch Sinn
ergeben, da die Clathrin-vermittelte Endocytose spézifische Signale hin hauptséchlich
Membranrezeptoren internalisiert (LeRoy und Wra2@05; Doherty und McMahon, 2009),
wahrend es bei einem Kollaps retinaler Wachstunedkay erster Linie darauf ankommen

wuirde, unspezifisch Membranen zur Reduktion deristagnskegelflache zu internalisieren.

Die Abhéangigkeit der initialen Reaktionen von Engtose-Mechanismen wurde auch fur
Lenkungsmolekile der Ephrin-B-Klasse untersuchtnffier et al, 2003). Allerdings lassen
diese Versuche vermuten, dass die Endocytose fiicliten initialen Kollaps, sondern fiur die
Retraktion des Wachstumskegels nach Kontakt mierei&phrin-B-exprimierenden Zelle
verantwortlich ist. Diese Situation ist ungefaht her initialen Reaktion gegentuber Substrat-
gebundenem Ephrin-A5 vergleichbar. In beiden Félteffen Wachstumskegel auf Substrat-
bzw. Zell-verankertes Ephrin und in beiden Falkéth €ine repulsive Reaktion auf. Allerdings

ziehen sich die Axone nach unterdriickter Endocymaste zurtick.

Da die in dieser Arbeit beobachtete Unabhangiglaitinitialen Wachstumskegel-Reaktion von
Clathrin-vermittelten Endocytose im Widerspruchventffentlichten Arbeiten steht, wurde die

Funktionalitat der Inhibitoren in einem separateqpétiment tberprift. Damit sollte getestet
werden, ob die Inhibitoren im verwendeten Mediumkaam sind. Dazu wurde die Transferrin-
Endocytose von A594-Zellen untersucht. Abb. 3-1@ Grl8 zeigen, dass Dynasore in einer

Konzentration von 80 uM die endocytotische Aufnahefieektiv unterdriickt und somit im
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verwendeten F12-Medium wirksam ist. Dies bestéatighergehende Studien, die den Inhibitor
in gleichen Konzentrationen einsetzten (Magial, 2006; Kirchhausest al, 2008). Fur den
Inhibitor MDC konnte keine Unterdriickung der endotigchen Transferrin-Aufnahme
nachgewiesen werden. Allerdings wurden die VersumlreAdaptation gegentiber Ephrin-A5
mit der gleichen Konzentration durchgefiihrt, digeits erfolgreich zur Inhibition genutzt
wurden (Pipeet al, 2005).

Da Dynasore unter den eingesetzten Bedingunge@ldtarin-vermittelte Endocytose wirksam
inhibiert, sind die mit diesem Inhibitor erzielt&rgebnisse aussagekraftig. Ein Einfluss der
Clathrin-vermittelten Endocytose auf die initial®eaktionen gegentber Ephrin-A5 konnten
nicht nachgewiesen werden. Dieser Aspekt ist disceeidende Voraussetzung um Einfliisse
auf das De- und Resensitivierungsverhalten unteesuzu kdnnen. Bei der Untersuchung der
Desensitivierung gegenuber Ephrin-A5 konnte keimflgss der Clathrin-vermittelten
Endocytose nachgewiesen werden. Die Wiederaufnaldee Wachstums nach einem
Ephrin-A5-vermittelten Kollaps (Abb. 3-14) und dasuswachsen auf hohen Substrat-
gebundenen Ephrin-A5-Konzentrationen (Abb. 3-15hdsinach Zugabe des Inhibitors

unverandert.

Diese Unabhangigkeit der De- und Resensitivierung Clathrin-vermittelter Endocytose
unterscheidet sich teilweise von Reaktionen andeeskungsmolekile. Die Adaptation von
XenopusiVachstumskegeln gegentber Sema3A und Netrin-hhakét eine schnelle, ungefahr
zwei Minuten dauernde Desensitivierungsphase und &ngsamere Resensitivierung. Die
Desensitivierung ist jeweils abhéngig von Clathrammittelter Endocytose und verbunden mit
einer Verringerung des Rezeptorgehalts in der Wantskegelmembran. Ein Einfluss der
Endocytose bei der Resensitivierung wurde hingeges,in dieser Arbeit, nicht festgestellt
(Piperet al., 2005).

In dieser Arbeit wurde stets die Adaptation gegenidelostem und Substrat-gebundenem
Ephrin-A5 untersucht. Ein Einfluss der Clathriniwgtelten Endocytose konnte in beiden
vitro-Systemen nicht nachgewiesen werden. Diese Tatsacherstitzt die Vermutung
zusatzlich, dass die Clathrin-vermittelte Endocgtdé®inen generellen Einfluss auf die hier
untersuchten Phanomene ausibt. Ein genauer VdrgleicReaktionen zwischen geléstem und
Substrat-gebundenem Ephrin-A5 ist jedoch schwiateggwéhrend des puCP eine undefinierte
Proteinmenge an die Oberflache bindet. D.h. es kacint vorausgesagt werden mit welcher

Ephrin-Konzentration die Wachstumskegel konfrontiegrden.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, das€ldtarin-vermittelte Endocytose keinen

Einfluss auf die Adaptation gegentber geldstem Sualdstrat-gebundenem Ephrin-A5 ausubt.
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Ob Endocytosemechanismen, und damit evtl. Veramderu des Eph-Rezeptorlevels, an den
genannten Phanomenen grundsétzlich nicht betesiigl, kann allerdings nicht beurteilt
werden, da Mechanismen existieren, die mit den eeds&ten Inhibitoren nicht erfasst wurden
(Doherty und McMahon, 2009).

4.4.2 Einfluss der lokalen Proteinsynthese auf diédaptation gegenuber
Ephrin-A5

Neuronale Wachstumskegel enthalten die fur eingelPrtoanslation nétigen Komponenten
(Tennyson, 1970; Bassadt al, 1998) und nutzen diese zur lokalen Proteinswahi{®aviset

al.,, 1992; Crino und Eberwine, 1996). Mechanismemr die Adaptation gegeniiber dem
repulsiven Lenkungssignal Ephrin-A5 erlauben und demen die Translationsmaschinerie
beteiligt ist, sind durchaus vorstellbar. Beispigdise wurde gezeigt, dass die Wirksamkeit von
Ephrin-A-Liganden intrans durch eine cis-Interaktion der zugehérigen Rezeptoren mit
Ephrinen in derselben Membran verringert wird (Hamgeret al, 1999, Gebhardéet al,

2012). Die Synthese von neuen Liganden und eingtdambundene verstarktbs-Interaktion

ware demzufolge ein vorstellbarer Mechanismus etlegr Desensitivierung gegeniiber Ephrin-
A5 zugrunde liegen konnte. Eine Neusynthese vonepemmolekilen ware hingegen ein

Mittel um Wachstumskegel zu (re-)sensitivieren.

Anne von Philipsborn konnte bereits 2007 zeigerssddie initialen Reaktionen und die
Resensitivierung von retinalen Hihnchen-Wachstugelkegegeniber Ephrin-A5 nicht von
lokaler Proteinsynthese abhangen (von Philipsb@®07). Die Ergebnisse zur initialen
Reaktion gegenuber geldstem Ephrin-A5 konnteneseati Arbeit bestatigt werden (Abb. 3-19).
Der Einfluss auf die Desensitivierung wurde hingegech nicht untersucht und daher in dieser
Arbeit thematisiert. Dazu wurde der Inhibitor AlMingesetzt, der die Ausbildung von
Peptidbindungen durch eine Peptidyl-Transferaseki®at. Die verwendete Konzentration von
40 puM wurde bereits in vorangegangenen Studienlgeeich zur Inhibition verwendet.
Wachstumskegel zeigen bis zu vier Stunden nach MIO AIM-Zugabe keine verdnderte
Morphologie und auch keine Verringerung der Waahsgeschwindigkeit (Campbell und
Holt, 2001; von Philipsborn 2007). Die Funktiondlitdes Inhibitors wurde durch folgende
Beobachtungen bestatigt: Die Zugabe des Inhibitomsittelbar nach dem Auslegen der Retina-
Explantate verhindert generell ein Auswachsen desn&. Desweiteren fihrt eine mehr als
vierstiindige Inkubation mit dem Inhibitor zur Beaphg des Axonwachstums und zum

Kollaps der Wachstumskegel.
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Die Untersuchung der Desensitivierung gegeniibesgmin und Substrat-gebundenem
Ephrin-A5 zeigt in beiden Fallen keinen Einflussr dmkalen Proteinsynthese. Die
Wiederaufnahme des Axonwachstums nach dem Ephrinefdittelten Kollaps unterscheidet
sich nach Zugabe von AIM nicht signifikant von dVSO-Kontrolle (Abb. 3-19). Auffallend
bei diesem Experiment ist, dass die Wiederaufnaliee Wachstums selbst in der
Kontrollsituation langsamer verlauft, als in dervaugezeigten Experimenten. Nach 120 min
zeigen nur ca. 51 % der Wachstumskegel einen amiaRhénotyp. Fir die Gesamtaussage hat
diese Veranderung keine Auswirkungen, da zwischer26-minttigen und der 120 minltigen
Inkubation mit Ephrin-A5/Fc trotzdem ein signifiken Unterschied festzustellen ist. Der Grund
fur die langsamere Wiederaufnahme des WachstumstéanU. in der DMSO-Zugabe liegen.
Um eine Vergleichbarkeit zwischen den Versuchsaesat herzustellen, wurde im
Kontrollansatz eine dem Volumen der AIM-L6sung Veichbare Menge an DMSO zugegeben.
Der DMSO-Anteil am Gesamtvolumen betrug in dieseall B,5 %. Im entsprechenden
Experiment mit dem Endocytose-Inhibitor Dynasorebl§A 3-14) betrug dieser Anteil nur
0,15 %. Unter Umstéanden wirkt sich dieser Unteesdghauf die beschriebene Art und Weise

aus.

Die Desensitivierung gegenuber Substrat-gebundeBphmin-A5 kann bei Verwendung von
AIM, im Gegensatz zu Dynasore, nicht anhand des wAdksverhaltens auf
Adaptationssubstraten beurteilt werden. Wie betmtschrieben, fihrt AIM nach vierstindiger
Inkubation zur Beendigung des Axonwachstums undindert bei einer Ubernacht-Inkubation
generell das Auswachsen der Axone. Aus diesem Gwurde ein alternatives Experiment
durchgefihrt. Retinale Explantate wurden auf Adigasubstraten ausgelegt und in F12-MZ-
Medium ohne Inhibitor kultiviert. Unter diesen Bedungen wachsen die Axone auf den hohen
Ephrin-Konzentrationen aus und es kann davon aasgen werden, dass sie sich in einem
desensitivierten Zustand befinden (siehe Absch4iff). Die auf dem Ephrin-A5-Muster
wachsenden Axone wurden mit AIM behandelt. Bei mirt&nfluss der lokalen Proteinsynthese
ware eine Desensitivierung gegeniber Ephrin-A5 moht mehr méglich und ein Kollabieren
der Wachstumskegel wahrscheinlich. Nach Zugabe #dM zeigt sich jedoch keine
Veranderung im Vergleich zur Kontrollsituation. Dénteil an intakten und kollabierten
Wachstumskegeln unterscheidet sich nicht signifik@bb. 3-20). Ein Einfluss der lokalen
Proteinsynthese auf die Desensitivierung scheishae unwahrscheinlich. Allerdings muss
festgestellt werden, dass durch dieses Experimihit mwliie Fahigkeit zur Desensitivierung
erfasst wird, sondern die Aufrechterhaltung desedstivierten Zustandes. Eventuelle
Unterschiede zwischen diesen beiden Mechanismedeweim beschriebenen Versuch nicht

bericksichtigt.
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Die Unabhangigkeit der Desensitivierung gegenubghriB-AS5 von lokaler Proteinsynthese
unterstitzt bereits verffentlichte Versuche. Pgteal, 2005 konnten nach Inkubation mit dem
Proteinsynthese-Inhibitor Cycloheximid keinen His# auf die Desensitivierung von retinalen
XenopusAxonen gegenuber Sema3A und Netrin-1 feststellerchAMing et al, 2002 zeigen
keinen Einfluss der Ilokalen Proteinsynthese auf diBesensitivierung von

Rickenmarksneuronen gegentber Netrin-1 und BDNF.

Allerdings zeigen die beiden genannten Studienrekiafluss der lokalen Proteinsynthese auf
die initiale Reaktion und die Resensitivierung gedeer Sema3A, Netrin-1 und BDNF (Ming
et al, 2002; Piperet al, 2005). In dieser Hinsicht unterscheiden sich Mielekile vom
repulsiven Lenkungssignal Ephrin-A5 (von Philipshd2007; Abschnitt 3.7 dieser Arbeit). Da
jedoch die intrazellularen Mechanismen der Signiésleitung verschieden sind (Guan und
Rao, 2003; Bashaw und Klein, 2010), scheinen awblchiedene Adaptationsmechanismen

maoglich.

Die durchgefiihrten Versuche zeigen, dass die loRatdeinsynthese keinen Einfluss auf die
Desensitivierung gegendber Ephrin-A5 ausibt. Utiters wird dieses Ergebnis durch
Untersuchungen an gelostem und Substrat-gebundekghrin-A5. Allerdings muss
bericksichtigt werden, dass beim Experiment mitsBabgebundenem Ephrin-A5 nicht die
Fahigkeit zur Desensitivierung, sondern die Auftedimltung des desensitivierten Zustandes
untersucht wurde. Sollten beide Ph&nomene Ubersahiedliche Mechanismen verlaufen,

wurden diese nicht erfasst.

4.4.3 Einfluss der Inhibition von Protein-Tyrosin-Fhosphatasen auf die
Desensitivierung gegeniber Ephrin-A5

Eine Mdglichkeit, die Sensitivitdt von retinalen @¥iatumskegeln gegenuber Ephrin-A5 zu
regulieren, besteht darin, in die Signaltransduigi@askade der Eph-Rezeptoren einzugreifen.
Das wirde bedeuten, dass sowohl die Rezeptor-LegaBthdung, als auch der Rezeptorgehalt
in der Membran unverandert bleiben kdnnte. Einedide Signalweiterleitung und damit eine
spezifische Reaktion der Wachstumskegel wéare hemgegicht mehr moglich. Retinale
Ganglienzellen des Huhnchens exprimieren beispeétav in  Zellkdrpern und
Wachstumskegeln die transmembrane Phosphatase P{iPR@re Bezeichnung: CRYP-2,
Ledig et al, 1999), die nachweislich EphA3-Rezeptoren dephaggpiert und deren
Signaltransduktion unterbinden kann (Shinttral, 2006).

Um einen Eindruck davon zu bekommen, ob Modulationérazellularer Signalkaskaden eine

Rolle bei der Adaptation gegentiber Ephrin-A5 spigleurden Experimente mit dem Inhibitor
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Pervanadat durchgefiihrt. Pervanadat inhibiert FPrdtgrosin-Phosphatasen irreversibel durch
die Oxidation des katalytischen Cysteins im aktiZemtrum des Enzyms (Huyet al, 1997).

Da Eph-Rezeptoren zur Klasse der Rezeptortyrosmasén gehoren (Flanagan und
Vanderhaeghen, 1998; Klein, 2004), spielt die wetdeitige Tyrosin-Phosphorylierung von
Rezeptordimeren eine wesentliche Rolle bei der éggiterleitung. Ist beispielsweise eine
Dephosphorylierung der Rezeptoren an Adaptatioggigen beteiligt, so kdnnten Axone nach
Inhibition der Phosphatasen nicht mehr gegenuben Henkungssignal desensitivieren. In
diesem Zusammenhang muss bertcksichtigt werden, etasich beim verwendeten Inhibitor

um einen unspezifischen Protein-Tyrosin-Phosphdtdsbitor handelt.

Die durchgefiihrten Versuche deuten zunéchst ddrguffass die Inhibition von Protein-
Tyrosin-Phosphatasen einen Einfluss auf die Detersiing retinaler Wachstumskegel
gegenlber gelostem Ephrin-A5 ausiiben konnte. Died&vaufnahme des Axonwachstums
nach einem Ephrin-A5-vermittelten Kollaps ist nadar Zugabe von 12 uM Pervanadat
signifikant unterdrickt (Abb. 3-21). Die Fahigkéit Gegenwart von geldstem Ephrin-A5/Fc
das Wachstum wieder aufzunehmen kann, wie in Abigch2 ausfuhrlich erlautert, als Indiz
fur ein adaptives Verhalten gewertet werden (voilialhorn et al, 2006b, von Philipsborn,
2007). Da eine Pervanadat-Zugabe dieses Verhattendniickt, kdnnte dies mit einem Verlust
der Desensitivierung erklart werden. Ein ahnlicl8ghluss kann nach Untersuchung des
Auswachsverhaltens gezogen werden (Abb. 3-22). ®erdetina-Explantate in F12-MZ-
Medium kultiviert, das 0,25 pg/ml geclustertes Epi#AS/Fc enthalt, so wachsen Axone aus
dem Explantat aus. Wird dem Medium zusatzlich Readat zugegeben, so ist der Anteil
auswachsender Axone signifikant reduziert. AuchselieBeobachtung kdnnte mit einer
fehlenden Desensitivierung erklart werden. Axonde dn Gegenwart von geléstem
Ephrin-A5/Fc wachsen, reagieren nicht mehr auf 8abgebundene Ephrin-Muster (von
Philipsborn et al, 2006b; von Philipsborn, 2007). Das zeigt, dass dwuswachsen in
Ephrin-A5/Fc-haltigem Medium mit einer Desensitivirg einher geht. Auffallend an diesem
Experiment ist, dass selbst bei alleiniger Zugabe Ephrin-A5/Fc deutlich weniger Axone
auswachsen als in der Positivkontrolle. Diese Belotbmg unterscheidet sich vom Verhalten
gegenlber Substrat-gebundenem Ephrin-A5. Anne vbilipgborn verglich 2007 das
Auswachsverhalten auf Laminin-Oberflachen mit demaswachsverhalten auf Substrat-
gebundenen Ephrin-A5-Mustern. Dabei wurde nur eicht verringertes Auswachsen auf den
Ephrin-Mustern beobachtet (von Philipsborn, 20@ig Zugabe von geldstem Ephrin-A5/Fc
scheint einen ausgepragteren Effekt auszulben, liclegg mit Substrat-gebundenem

Ephrin-A5/Fc. An der Gesamtaussage des Experinmimdert dieses Verhalten jedoch nichts,
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da ein signifikanter Unterschied zwischen den Areséitmit alleiniger Ephrin-A5/Fc-Zugabe

und denen mit Ephrin-A5/Fc+Pervanadat-Zugabe besteh

Die beschriebenen Ergebnisse deuten darauf hing d@eyvanadat die Fahigkeit zur
Desensitivierung gegenuber Ephrin-A5 beeinflussiclA das Verhalten gegeniiber Substrat-
gebundenen Ephrin-A5-Mustern legt diesen Schluke.nia einem ersten Experiment wurden
Retina-Explantate diagonal auf Adaptationssubsiratesgelegt, sodass ein Teil des Explantats
Kontakt zur Laminin-Oberflache, der andere Teil zuBphrin-Substrat hatte. Unter
Kontrollbedingungen wachsen Axone sowohl auf demingn-Oberflache als auch auf dem
Ephrin-A5-Muster aus (Abb. 3-23). Diese Beobachtimegtatigt vorhergehende Ergebnisse
(von Philipsborn, 2007). Wird dem Medium Pervanadagegeben, so wachsen Axone nur
noch auf der Laminin-Oberflache aus, jedoch nicehmauf dem Ephrin-Substrat (Abb. 3-23).
Dieses Resultat ist konsistent mit einem Verlust agaptiven Verhaltens. Desweiteren zeigen
Wachstumskegel, die auf einem Ephrin-A5-Muster sach eine erhéhte Kollapsrate nach
Zugabe von Pervanadat. Auch dieses Ergebnis kamohdeinen Verlust des adaptiven
Verhaltens erklart werden. Nach Zugabe des Inhibitist eine Aufrechterhaltung des
desensitivierten Zustandes nicht mehr mdglich. i2aachstumskegel auf dem Muster jedoch
mit hohen Konzentrationen des repulsiven Signatdrkatiert sind, fihrt diese Behandlung zu

einem Kollaps.

Die diskutierten Effekte lassen vermuten, dass Dsphorylierungen, moéglicherweise von
Eph-Rezeptoren, einen zentralen Beitrag zur Dethénsiing gegeniiber Ephrin-A5 leisten. Bei
genauerer Betrachtung bleibt allerdings festzustell dass sich Pervanadat nicht
notwendigerweise auf den Adaptationsmechanismuwigdis Tyrosin-Phosphatasen spielen
nicht nur bei der Adaptation eine Rolle, sondemd gjenerell ein zentraler Bestandteil aller
Rezeptortyrosin-Kinase-Signalkaskaden. Um die durclrazellulare Phosphorylierung
aktivierten Rezeptoren nicht in einem konstitutktigen Zustand zu belassen, d.h. um das
Signal zu terminieren, ist die Entfernung der Timd3hosphorylierung erforderlich. Diese
Aufgabe Ubernehmen Tyrosin-Phosphatasen (Elcregldy, 1999; Schlessinger, 2000). Daraus
ergibt sich die Konsequenz, dass die bisher bedmmen Effekte durch zwei Modelle erklart

werden kénnen:

(2) Pervanadat beeinflusst die Modulation des EphB-Signals; d.h. die intrazellulare
Signalweiterleitung funktioniert normal und nurrdkontinuierliche und adaptive
Eingriff in die Signalkaskade ist unterbunden.

2) Pervanadat beeinflusst nicht die Adaptatimndern die Signaltermination der Eph-

Rezeptoren. Die Rezeptoren werden in ihrem akt&usiand eingefroren.
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Um zu uberprifen, welcher der beiden Mechanismaptsachlich beeinflusst wird, wurde das
Verhalten retinaler Axone im Streifenassay mit Ep#2 untersucht. Der Streifenassay
(Vielmetter et al, 1990) untersucht in erster Linie nicht das adepW¥erhalten, sondern
adressiert die primare Signaltransduktion im Waghskegel. Shintaret al, 2006 konnten
zeigen, dass nasale Axone auf Substrat-gebundemenE®-Streifen reagieren, wenn sie mit
einem dominant-negativen PTPRO-Konstrukt trangfizieerden. Die Idee des in dieser Arbeit
durchgefuhrten Versuchs war es, zu uberprufen, iebed Ergebnis durch die Phosphatase-
Inhibition mit Pervanadat bestatigt werden kann. rdfga nasale Axone unter
Kontrollbedingungen mit alternierenden Ephrin-A2ttiain-Streifen konfrontiert, so zeigen sie
keine Reaktion auf das Substrat-gebundene Lenkurigkiil. Temporale Axone hingegen
wachsen vorwiegend in den Laminin-Bahnen. Diesgmdmafisch differenzielle Verhalten
ahnelt dem Verhaltem vivo (Chenget al, 1995; McLaughlin und O Leary, 2005). Wird dem
Kulturmedium Pervanadat zugegeben, so veranddrtdsis Wachstum der temporalen Axone
nicht, wohingegen nasale Axone die Ephrin-Streif@rmeiden (Abb. 3-25). Pervanadat
beeinflusst demzufolge das Verhalten der nasaleon@&xm Streifenassay. Es kdnnte daher
davon ausgegangen werden, dass der Inhibitor teretgnie die primare Signaltransduktion
und nicht den adaptiven Mechanimsus beeinflusstetUtieser Annahme wére das Verhalten
wie folgt zu erklaren: Da nasale Axone im Verglemhtemporalen weniger Eph-Rezeptoren
exprimieren (Chengt al, 1995; McLaughlin und O Leary, 2005) und die Reaeen einer,
moglicherweise durch PTPRO vermittelten, Signalteation unterliegen, reicht die
Rezeptoraktivierung unter Kontrollbedingungen niabs, um eine Reaktion auszuldsen. Nach
Zugabe von Pervanadat wird die Signalterminaticiennunden und die Sensitivitat gegenuber
Ephrin-A2 erhoht. Allerdings ist das beobachtetegebnis auch durch eine endogene
Adaptation der nasalen Axone erklarbar: Nasale A&xerprimieren nur geringe Mengen an
Eph-Rezeptoren und stattdessen Uberwiegend Eplgémtlen. Angesichts des geringen
Rezeptorbesatzes reichen maoglicherweise wenigeemdiate Berihrungen mit den Substrat-
gebundenen Ephrin-Streifen aus um den Adaptatiocisamismus auszulésen. Das
beschriebene Experiment kann die urspringlich biestérage nach dem Wirkmechanismus

von Pervanadat daher nicht eindeutig beantworten.

Deshalb wurde ein weiterer Ansatz verfolgt um dgieln Problematik anzunéhern. Temporale
Wachstumskegel wurden fir 20 min in Medium inkubieias Ephrin-A5/Fc und Pervanadat
enthielt. Diese Behandlung fuhrt zu einem Kollaps Wachstumskegel (Abb 3.21 und Abb.
3.26). AnschlieRend wurde das Medium gewechseltnges Medium mit Pervanadat, jedoch
ohne Ephrin-A5/Fc fiur zwei Stunden zugegeben. Jeh néerhalten der Wachstumskegel

bestehen zwei Interpretationsansatze:
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1. Mdglichkeit:

Die Axone nehmen in Gegenwart von Pervanadat dash$Wam wieder auf und zeigen nach
zwei Stunden einen intakten Phanotyp. Da das E#tGifc-haltige Medium nach dem Kollaps

entfernt wurde, ist keine Adaptation an das EpBigmnal erforderlich. Trotz Anwesenheit des
Inhibitors kann daher eine Wiederaufnahme des Wastissstattfinden. Dieses Ergebnis wirde
darauf hindeuten, dass Pervanadat vorwiegend daptailonsmechanismus beeinflusst. Es ist

in diesem Fall zu erwarten, dass die Wiederaufnadwsé/Nachstums sogar schneller verlauft.
2. Mdglichkeit:

Die Wachstumskegel verbleiben in Gegenwart von &egat in einem kollabierten Zustand.
Das wiirde bedeuten, dass der Inhibitor im Weséatticdie Signaltermination beeinflusst, da

die Rezeptoren nach dem initialen Ephrin-Signadktiven Zustand eingefroren werden.

Abb. 3.26 zeigt, dass temporale WachstumskegeleigeGwart von Pervanadat das Wachstum
wieder aufnehmen. Allerdings nicht im gleichen Mal8e unter Kontrollbedingungen. Dieses

Ergebnis kann verschiedene Ursachen haben: Zum Eshevahrscheinlich, dass Pervanadat
die Signaltermination der Rezeptoren beeinflusste Derringerte Wiederaufnahme des
Wachstums geht in diesem Fall moglicherweise miemi Austausch von Membranfragmenten
und Proteinen im Wachstumskegel einher. Die imvaktiZustand eingefrorenen Rezeptoren
werden fur eine Wiederaufnahme des Wachstums niehittigt. Stattdessen entsteht
gewissermalien ein neuer Rezeptorbesatz durch Reryoh Komponenten aus intrazellularen
Speichern oder durch Proteinsynthese. Da die Reagféme in diesem Experiment nicht in

Gegenwart von Ephrin-A5/Fc stattfindet und der Wsaiginskegel somit nicht desensitiviert,

widerspricht diese Hypothese den Ergebnissen awgsehiitt 3.7 nicht, die zeigen, dass die

lokale Proteinsynthese im Wachstumskegel fuir digebsitivierung nicht erforderlich ist.

Unter dieser Annahme muss jedoch die Frage beatettweerden, warum der héhere Anteil an
kollabierten Wachstumskegeln gegeniber dem eingefem Signal nicht desensitiviert, wie es
in Anwesenheit von EphrinA5/Fc der Fall ist. DieSnkte daran liegen, dass das Signal
aufgrund einer Pervanadat-vermittelten Sensitivigrder Rezeptoren verstarkt ist. Dies ist ein
charakteristisches Phanomen von Rezeptortyrosiag€in bei inhibierten Signaltermination
(Elchebly et al, 1999; Schlessinger, 2000). Gegen dieses Argusgatht jedoch, dass die
Anwesenheit von Pervanadat zu keiner Erhéhung diialen Kollapsrate bei retinalen
Wachstumskegeln fuhrt (Abb. 3-21).

Ein weiterer Interpretationsansatz besteht dadssdlie Fahigkeit zur Desensitivierung durch

Pervanadat blockiert ist. Dies wird auch durch éolde Uberlegung gestiitzt: Da neuronale
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Wachstumskegel sensibel auf Veranderungen der Hgltingungen reagieren, werden bei
Medienwechseln grundsatzlich geringe Mengen des dtlediums zuriickgelassen um einen
schonenden Ubergang zu gewébhrleisten; d.h. es desfasich wahrend der Wiederaufnahme
des Wachstums zusatzlich zum Inhibitor evtl. gezifdengen an Ephrin-A5/Fc im Medium,
die die Aufrechterhaltung des Adaptationsmechanssidorderten. Unterdriickt Pervanadat
allerdings die Adaptation an das Ephrin-Signal, evéme unvollstandige Regeneration der
Wachstumskegel verstandlich. Diese Mdglichkeit dedarauf hin, dass Pervanadat auch einen

Einfluss auf den Adaptationsmechanismus austibt.

Zusammenfassend kénnen die mit Pervanadat erziEligabnisse folgendermallen bewertet

werden:

Die Ergebnisse sind konsistent mit der Vorstelludgss die Modulation der intrazellularen
Ephrin-A5-Signalkaskade an der Adaptation gegenid®mmn Lenkungssignal beteiligt ist.

Allerdings ist es wahrscheinlich, dass die durchv®sadat hervorgerufenen Effekte zumindest
teilweise von einem Einfluss auf die primare Sitaalsduktion herriihren. Es lasst sich nicht
vollstandig aufklaren, inwieweit der Inhibitor deadaptiven Mechanismus beeinflusst und
inwieweit er sich auf die Signaltermination auswirPie teilweise Wiederaufnahme des
Axonwachstums im zuletzt vorgestellten Experimeigst ein Zusammenwirken mehrerer
Faktoren vermuten. Die Modulation des Ephrin-Sigrial dabei ein wichtiger Bestandteil der
Adaptation. Unter Umstéanden sind weitere Mechanismde beispielsweise die Rezeptor-

Endocytose, beteiligt, die in dieser Arbeit nictfaest werden konnten.
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In der vorliegenden Arbeit wurde der molekulare Kerismus der Adaptation von
Wachstumskegeln retinaler Ganglienzellen gegendiyer axonalen Lenkungssignal Ephrin-A5
untersucht. Die erzielten Ergebnisse deuten darguftass die Modulation der Ephrin-A5-
Signalkaskade eine entscheidende Rolle bei der riBd#isgerung gegeniber diesem
Lenkungssignal spielt. Um die Ergebnisse zu festiged um den Einfluss der Adaptation beim
Aufbau der retinotektalen Projektion besser einerdnu kdnnen, sollten, ankniipfend an diese
Arbeit, weitere Experimente durchgefiihrt werdenedeis Kapitel gibt einen Uberblick iber
funf Themen, die im Rahmen dieses Projekts weitearlieitet werden sollten, um das

Verstandnis der Adaptation im retinotektalen Systemrertiefen.

1.) Inwieweit beeinflusst Pervanadat den adaptiveMechanismus gegeniber

Ephrin-A5 und inwieweit die primare Signaltransduktion im Wachstumskegel?

Die Inhibition von Protein-Tyrosin-PhosphatasenctiuPervanadat fiihrt zu Effekten, die durch
eine blockierte Fahigkeit zur Desensitivierung &rkiwerden kdnnen. Allerdings lassen die
erzielten Ergebnisse nicht notwendigerweise autreiddaptationsmechanismus schlieen.
Moglicherweise beeinflusst Pervanadat nicht die pada Modulation des repulsiven
Ephrin-A5-Signals, sondern hauptsachlich die Signadination der Eph-Rezeptoren. Es
mussen demzufolge Anstrengungen unternommen werden, zwischen diesen beiden
Mechanismen zu unterscheiden. Eine solche Untediaig ist jedoch schwer, da Pervanadat
erstens unspezifisch auf viele Phosphatasen wirkt mweitens nicht klar ist, ob beide
Mechanismen gar identisch sind. Moglicherweise sindler Adaptation gegeniber Ephrin-A5
dieselben Phosphatasen und Phosphorylierungsstelieteiligt, die auch bei der
Signaltermination eine Rolle spielen. Das folgertigeriment kdnnte helfen, sich diesem

Problem weiter anzunéhern:

Ein charakteristisches Phanomen bei inhibiertern&@tgrmination ist die Erhéhung der
Sensitivitdt gegentber dem betreffenden Signalhg@ily et al., 1999; Schlessinger, 2000).
Zunachst misste eine Ephrin-A5/Fc-Konzentratiortitmest werden, die in Anwesenheit von
Pervanadat einen Kollaps bei temporalen Wachstugeske jedoch nicht bei nasalen

Wachstumskegeln, auslést. Da Pervanadat, wie irchiiit 4.4.3 diskutiert, wahrscheinlich
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einen Einfluss auf die Signaltermination der Reazept ausibt, wird diese Konzentration
vermutlich niedriger sein, als die ohne Pervandmstimmte Konzentration von 0,25 pg/ml
(Abb. 3-1). Mit der ermittelten Ephrin-A5/Fc-Konzestion wird das in Abschnitt 3.8.4

vorgestellte Experiment durchgefihrt. Beeinflussern/nadat die Signaltermination
vorwiegend, so wird das Ephrin-Signal u.U. auf eiméfektiven Wert verstarkt, der mit der
ohne Pervanadat bestimmten Konzentration von O@#nluvergleichbar ist. Das hétte zur
Folge, dass die Wiederaufnahme des Wachstums irer@&gt von Pervanadat &hnlich
verlaufen miuisste, wie in Anwesenheit von 0,25 pgémeklusterter Ephrin-A5-Lésung.

Beeinflusst Pervanadat hingegen vorwiegend den tatapsmechanismus, so ware eine
langsamere Wiederaufnahme des Wachstums, gemalfin débschnitt 4.3.3 vorgestellten

Erklarung zu erwarten.
2.) Was passiert in der Phase der Resensitivierung?

An der Desensitivierung gegenuiber Ephrin-A5 ist liethgrweise eine Dephosphorylierung von
Signalmolekilen beteiligt. Das konnte bedeutensddie dafir notwendigen Phosphatasen
wahrend der Resensitivierung inaktiviert werdenciNdiesem Modell wirde eine Blockade der
Phosphatase-Inaktivierung die Resensitivierungimdern und damit eine veranderte Reaktion
auf gestempelte Adaptationssubstrate bei tempokakerhstumskegeln auslosen. Mit Hilfe von
Zeitraffer-Aufnahmen ist es moglich, dem Kulturmeadi wahrend des Axonwachstums in den
Licken bestimmte Substanzen zuzugeben (von Philips2007). Flhrt diese Zugabe zu einer
Phosphatase-Aktivierung oder verhindert sie denaktlvierung, so sollten temporale Axone
nicht mehr auf eine Ephrin-Front nach der 200 peitén Licke reagieren. Im nativen Zustand
resensitivieren die Axone in diesen Licken unddriletine Stoppfront an der Oberkante der
Licke aus. Mengt al, 2002 konnten zeigen, dass Protein-Tyrosin-Phaisgknn vivo durch
reaktive Sauerstoffspezies oxidiert, und dadurciktimiert werden. Die Oxidation erfolgt
moglicherweise durch eine Hydroxylierung von CystResten (Claibornet al, 1999). Es
mussten demzufolge Substanzen gefunden werdengides solche Oxidation verhindern.
Temporale Retina-Explantate werden auf Adaptatidostsaten ausgelegt und die Substanzen
wahrend des Wachstums in einer 200 um breiten Licigegeben. Ausgewertet wird die

Reaktion an der Oberkante der Licke.

3.) Welche Signalmolekule werden wahrend der Desdtigierung gegebenenfalls

dephosphoryliert?

Die Phosphatase PTPRO ist ein interessanter Kandida Regulation der Sensitivitat
gegeniuber Ephrin-A5. PTPRO wird wahrend der Emhaemtwicklung in retinalen

Ganglienzellen exprimiert und sollte in den Staddie in dieser Arbeit untersucht wurden, in
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den Wachstumskegeln vorhanden sein (Ledigl, 1999). Shintanet al, 2006 konnten zeigen,
dass diese Phosphatase in der Lage ist, EphA3-Reeapzu dephosphorylieren und damit

deren Aktivitat zu verringern.

In einer Versuchsreihe sollte untersucht werdenwéhrend der Desensitivierung gegenuber
Ephrin-A5 Veréanderungen am Phosphorylierungszusti@scEphA3-Rezeptors auftreten. Diese
Fragestellung ist mittels biochemischer Verfahrdressierbar. Eph-Rezeptoren kdnnen isoliert
und der Phosphorylierungsgrad mittels Immunoblastimmt werden (Conncet al, 1998;
Seiradakeet al, 2010). Dazu werden die Blot-Membranen mit Antg€in gegen den Eph-
Rezeptor und gegen phosphorylierte Tyrosin-Restéharmelt. Der Vergleich von
unbeeinflussten und desensitivierten Wachstumskeddinnte einen Aufschluss (ber
Veranderungen am Phosphorylierungsmuster geben.dldses Experiment durchfihren zu
kdnnen, bedarf es einer sensitiven Nachweismethddedem in dieser Arbeit beschriebenen
Verfahren kann der EphA3-Rezeptor bislang nichthgawiesen werden. Entweder missen
grolRere Proteinmengen aus retinalen Wachstumskdgeliert, oder die Sensitivitdt des
Immunoblot-Nachweises erhtht werden. Ersteres lbduatch Vereinigung mehrerer Zelllysate
erreicht werden. In dieser Arbeit wurden Lysate d0 Explantatkulturen, d.h. 240
Explantatstreifen, verwendet. Diese reichen flreeirephA3-Nachweis offensichtlich noch
nicht aus. Letzteres kdnnte durch eine Variation Raifferkomponenten oder eine sensitivere

Chemolumineszenzdetektion durch neue Reagenziehcm&gin.
4.) Genetische Manipulation retinaler Ganglienzelle

Die genetische Manipulation retinaler Ganglienzellwirde sowohl die Aufklarung der
molekularen Adaptationsmechanismen, als auch di&l@&ung von generellen Mechanismen
bei der Gradientendetektion erleichtern. Durch Wiesrexpression von Fluorophor-markierten
Ephrinen und Eph-Rezeptoren oder durch einen RMNAittelten Knock-Down kdnnte der
Einfluss dieser Komponenten bei der Detektion elBglsrin-Gradienten oder beim Wachstum
auf Adaptationssubstraten beobachtet werden. VosaNau Noda wurde uns ein dominant-
negatives Konstrukt der PTPRO zur Verfugung gedstdlls bereits erfolgreich in retinalen
Ganglienzellen des Hihnchens exprimiert wurde ¢&hiret al, 2006). Dieses Konstrukt kann
durch in ovoElektroporation in RGCs eingebracht werden. Wirds dVerhalten von
Wachstumskegeln transfizierter Zellen auf Adaptessubstraten untersucht, so kann gezielt
festgestellt werden, ob die PTPRO einen Einflust die De- oder Resensitivierung der

Wachstumskegel ausibt.

-122 -



5 AUSBLICK

5.) Adaptieren retinale Wachstumskegel auch gegenébdemreverse signaling?

In vitro und in vivo-Untersuchungen zeigen, dass das Ephrin-A verneittel’erse signaling
repulsiv auf Wachstumskegel retinaler Ganglienreliérkt (Rashidet al, 2005; Gebhardét

al., 2012). Mdoglicherweise werden nasale Axone, dmheh Ephrin-A-Konzentrationen
exprimieren, durch die repulsive Interaktion mikteden EphA-Rezeptoren ins posteriore
Tektum gelenkt (Rashi@t al, 2005). Es ist durchaus méglich, dass auch eidaptation
gegenuber den EphA-Rezeptorereverse signaling auftritt, die fir den Aufbau der
topografischen Projektion von Bedeutung ist. Dadudite die Frage beantwortet werden, ob die
Phanomene der De- und Resensitivierung gegenilmeEpk-Rezeptoren beobachtet werden.
Ein in unserer Arbeitsgruppe entwickeltes Computeteti sagt eine solche Adaptation voraus
(Friebel, 2010; Fiederling, 2012). Eine experimbaté vitro-Analyse des Wachstums auf
Adaptationssubstraten war allerdings lange Zeithtnimdglich. Das untersuchte Protein
(EphA3) verliert wahrend des Stempelvorgangs seikgvitat und konnte bislang nicht
funktionell auf einer Oberflache verankert werden.Rahmen einer Masterarbeit wurde der
EphA3-Rezeptor in einem abgewandelten Verfahren uimd Mustern, die den
Adaptationssubstraten dhneln, aktiv auf epoxy-&ilarte Deckglaser aufgebracht. Erste Daten
zeigen, dass Wachstumskegel retinaler Axone gegendémreverse signalingn gleicher
Weise adaptieren, wie gegentber démmward signaling (Fiederling, 2012). In weiteren
Versuchen sollte getestet werden, ob sich dieselBigse bestétigen lassen. Dartiberhinaus ist
die Frage nach dem molekularen Mechanismus inemgsder der Adaptation gegeniber dem
reverse signalingzugrunde liegt. Gibt es Parallelen zur Adaptatyimgeniber denfiorward
signaling? Mithilfe pharmakologischer Inhibitoren oder geseter Manipulation der RGCs

konnte diese Frage beantwortet werden.
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ANHANG

Abkurzungsverzeichnis

A594 Humane Alveolarepithel-Zelllinie MEF Mouse embryonic fibroblast

ADAM10 A disintegrin and metalloproteinase MDC Monodansylcadaverin
domain 10 mkl monoklonal

AIM Anisomycin puCP Microcontact Printing

B16 Maus Melanom-Zelllinie Mz Methylzellulose

BDNF Brain derived neurotrophic factor n.s. nicht significant

BSA Bovine serum albumin PBS Phosphate buffered saline

Cs Chicken serum PDMS Polydimethylsiloxan

DAPI 4’ ,6-diamidino-2-phenylindole PFA Paraformaldehyd

ddH,0 doppelt destilliertes Wasser Pervanadat Peroxovanadat

DMSO Dimethylsulfoxid pkl polyklonal

F12 Zellkultur-Medium fur RGCs PTPRO Protein tyrosine

F-Aktin Filamenttses Aktin phosphatase receptor

Fc Fragment constant type O

FCS Fetal calf serum RGC Retinale Ganglienzellen

GA Glutaraldehyd SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulfate-

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase Polyacrylamide gel

GPI Glycosylphosphatidylinositol electrophoresis

HH Hamburger-Hamilton Tuj Neuronen-spezifischd3-

1gG Immunglobulin G Tubulin

IR Immunreaktivitat
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