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ALCAM activated leukocyte-cell adhesion molecule

BDNF brain-derived neurotrophic factor

CaP caudal primary neuron

dpf days post fertilization

DSCAM down syndrome cell adhesion molecule

FGF ϔibroblast growth factor

FACS ϔluorescence-activated cell sorting

FN-III-Domäne Fibronektin-III-ähnliche Domäne
GDNF glial cell line-derived neurotrophic factor
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Ig-Superfamilie Immunglobulin-Superfamilie
kDa Kilodalton
LͳCAM Lͳ-cell adhesion molecule
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NCAMͳ neural cell adhesion moleculeͷ

NeuͷAc N-Acetylneuraminsäure
NeuͷGc N-Glykolylneuraminsäure
NgCAM neuronal cell adhesion molecule

PDGF platelet-derived growth factor

polySia Polysialinsäure
RoP rostral primary neuron

TAG-ͳ transient axonal glycoprotein-ͳ
VaP variable primary neuron

VASE variable alternatively spliced exons
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ͳ ZUSAMMENFASSUNG
ͳ ZusammenfassungDie Entwicklung und funktionelle Verschaltung des Nervensystems erfordern eine präzise zeitli-che und räumliche Feinjustierung zellulärer Interaktionen. KomplexeWechselwirkungen zwischeneiner Vielzahl von Rezeptoren und ihren Liganden bilden die Grundlage dafür. An diesen Vorgän-gen ist auch das neuronale Zelladhäsionsmolekül NCAMͳ beteiligt. Neben der reinen Zell/Zell-Adhäsion spielt es auch bei Signaltransduktionsprozessen während der axonalen Lenkung eineRolle. Die Interaktionen von NCAMͳ werden durch die Modiϐikation mit Polysialinsäure (polySia)beeinϐlusst, wobei NCAMͳ von einem adhäsionsvermittelndem zu einem antiadhäsiven Molekülwerden kann. Während Säugetiere nur ein ncamͷ-Gen besitzen, ϐinden sich im Genom der Teleo-stier aufgrund einer Genomdupliation zwei Kopien, ncamͷa und ncamͷb. Die Genomduplikationführte zur Subfunktionalisierung der Paraloge. Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass beideParaloge polySia tragen, aber nur ein teilweise überlappendes Expressionsmuster haben undunterschiedliche Funktionen in der Entwicklung des Zebraϐischs ausüben.Das Interaktom von Ncamͳ stand im Zentrum dieser Arbeit. Primäre Fragestellung war dabei,ob die Ncamͳ-Paraloge homophile und heterophile Wechselwirkungen miteinander eingehen.Zusätzlich wurden auch andere Zelladhäsionsmoleküle in die Analysen mit einbezogen. DieseFragestellungen wurden an Motoneuronen untersucht. Ihre Axone wachsen in einem stereotypenMuster in ihre Zielregionen ein. Auf diesem Weg müssen sie mit anderen Neuronen und mit nicht-neuronalen Zellen interagieren.Morpholino-Knockdown-Studien bestätigten, dass die Ncamͳ-Paraloge unterschiedliche Funk-tionen beim Auswachsen von Motoraxonen ausüben. Während der Knockdown von ncamͷazur Defaszikulation der Axonbündel führt, induziert der Verlust von ncamͷb ein ausgeprägtesBranching der Axone und die Bildung aberranter Projektionen. Wird die Synthese von polySiaverhindert, führt dies, wie beim ncamͷa-Knockdown, zur Defaszikulation der Axonbündel.Welche Protein-Protein-Wechselwirkungen diesen Effekten zugrunde liegen, wurde durch ver-schiedene in vitro-Assays untersucht. Es konnte mittels Bead-Aggregation gezeigt werden, dassNcamͳa und Ncamͳb sowohl homophil als auch heterophil miteinander inWechselwirkung treten.In Overlay-Assays konnte polySia ein entscheidender Einϐluss auf diese Interaktionen zugespro-chen werden, indem homophile Interaktionen von Ncamͳa aufgehoben sowie die Bindung vonNcamͳa an Ncamͳb reduziert werden. Die homophile Interaktion von Ncamͳb dagegen wird nichtdurch die Polysialylierung abgeschwächt. Es gibt zusätzlich auch Unterschiede in den Interaktio-nen von Ncamͳa und Ncamͳb mit anderen Mitgliedern der Immunglobulin-Superfamilie. Beidebinden an Neurolin, aber nur Ncamͳb kann mit Tag-ͳ interagieren.Um die unterschiedlichen Funktionen in einem deϐinierten in vitro System zu untersuchen, wurdenPrimärzellkulturen von Motoneuronen aus Zebraϐischembryonen etabliert. Laminin, Ncamͳa undNcamͳb dienten den Zellen als Wachstumsubstrat. Der Knockdown von ncamͷa führt dazu, dassdie Motoneuronen auf Laminin keine Axone mehr bilden. Auch Ncamͳa und Ncamͳb als Substratkönnen das Auswachsen dieser Axone nicht induzieren. Der Knockdown von ncamͷb bewirktauf Laminin die Ausbildung außergewöhnlich stark verzweigter Axone; wachsen diese Axone aufNcamͳa bilden sie keine Neuriten mehr aus. Auf Ncamͳb bilden sie lange, unverzweigte Projek-tionen wie in unbehandelten Kontrollen. Hierbei sind offensichtlich heterophile Interaktionender extrazellulären Domäne von Ncamͳb involviert, der postulierte Interaktionspartner konnteallerdings im Rahmen dieser Arbeit nicht identiϐiziert werden.Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die Funkionen der Paraloge Ncamͳa und Ncamͳb im Zebraϐischauf unterschiedlichenWechselwirkungen basierenmüssen. Ncamͳa und polySia haben einewichti-ge Rolle bei der Bildung von Neuriten und ihrer Faszikulation. Ncamͳb ist für die Wegϐindung undSelbsterkennung der Axone von Bedeutung. Letzteres stellt eine bisher noch nicht beschriebeneFunktion von NCAMͳ dar. Evolutionär betrachtet scheint die Erhaltung beider Paraloge von gro-ßer Wichtigkeit, da Ncamͳa und Ncamͳb so verschiedene Funktionen erlangt haben, dass beideunabdingbar geworden sind. ͳ
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ʹ EINLEITUNG
ʹ EinleitungDer korrekte Auϐbau und die daraus resultierendeminuziöse Verschaltung desNervensystems sinddavon abhängig, dass Axone in Richtung ihrer vorgesehenen Zielregionen wachsen, diese ϐindenund erkennen. Die Zellen navigieren dafür auf genau festgelegten Wegen und nutzen zur Erken-nung der Umgebung eine hoch spezialisierte Struktur an der Spitze des Axons als Navigator, denWachstumskegel (Uǆ bersichtsartikel: Lowery & Van Vactor, ʹͲͲͻ).Der Weg zu ihrem Bestimmungsort besteht aus vielen kürzeren Teilstrecken. An diesen Intermedi-ärzielen oder choice points werden den Wachstumskegeln bestimmte richtungsweisende Informa-tionen geliefert, um dann zum nächsten choice point bis hin zu ihrem Endziel zu gelangen (Uǆ ber-sichtsartikel: Tessier-Lavigne & Goodman, ͳͻͻ͸).Wachstumskegel interagieren mit ihrer Umgebung über vielfältige Mechanismen. Man kann prin-zipiell zwischen zwei verschiedenen Mechanismen unterscheiden, durch die die axonale Wegϐin-dung beeinϐlusst werden kann. Moleküle können hierbei als long-range cues über lange oder als
short-range cues über kurze Distanzen wirken. long-range cues beeinϐlussen das Axonwachstumüber Chemo-Repulsion oder -Attraktion. Netrine (abhängig vom Zelltyp) oder sezernierte Sema-phorine können solche long-range cues darstellen.
short-range cues sind kontaktabhängige Signale, sie werden durch verschiedenste Familien vonWegϐindungsmolekülen vermittelt. Neben repulsiv wirkenden Signalen transmembranener Sema-phorinen und Eph-Liganden, werden attraktive Signale unter anderem durch Laminine und neuro-nale Zellerkennungsmoleküle der Immunglobulin-Superfamilie (Ig-Superfamilie) vermittelt (Uǆ ber-sichtsartikel: Tessier-Lavigne & Goodman, ͳͻͻ͸; Dickson, ʹͲͲʹ).
ʹ.ͳ Neuronale Zellerkennungsmoleküle der Ig-SuperfamilieDer Einϐluss und die Funktion neuronaler Zellerkennungsmoleküle sowie deren posttranslationaleModiϐikationen sind in der Entwicklung des Nervensystems, aber auch im adulten Nervensystemsehr vielfältig. Neben der Migration und Zielϐindung beeinϐlussen sie auch Prozesse wie die Proli-feration, die Differenzierung und die Regeneration (Rutishauser & Jessell, ͳͻͺͺ; Crossin & Krushel,ʹͲͲͲ; Y. Zhang et al., ʹͲͲͺ).Zell-Zell/Zell-Substrat Interaktionen können von homophiler (gleiche Moleküle miteinander) oderheterophiler (unterschiedliche Moleküle miteinander) Weise sein und regulieren dynamisch dieWechselwirkung mit anderen Zellen (Uǆ bersichtsartikel: Brummendorf & Rathjen, ͳͻͻ͸, Seidenfa-den et al., ʹͲͲ͸). Schlussendlich aktivieren dieseWechselwirkungen intrazelluläre Signalkaskaden,die zur Reorientierung des Zytoskeletts und zu veränderter Genexpression führen (Crossin & Krus-hel, ʹͲͲͲ; Juliano, ʹͲͲʹ; Rougon & Hobert, ʹͲͲ͵; Maness & Schachner, ʹͲͲ͹). Eine weitereModularität bieten posttranslationale Modiϐikationen wie Phosphorylierung, Sialylierung oderPalmitoylierung (Uǆ bersichtsartikel: Nagaraj & Hortsch, ʹͲͲ͸; Niethammer et al., ʹͲͲʹ; Schnaar etal., ʹͲͳͶ). Zellerkennungsmoleküle sind membranassoziierte Zelloberϐlächen-Glykoproteine. Sielassen sich in vier Klassen unterteilen. Zu ihnen gehören die Integrine, Selektine, die Cadherinesowie die Mitglieder der Ig-Superfamilie (Reichardt & Tomaselli, ͳͻͻͳ; Lasky, ͳͻͻͷ; Takeichi,ͳͻͻͲ; Homrich et al., ʹͲͳ͸; Aplin et al., ͳͻͻͺ).Die Ig-Superfamilie stellt die größte Gruppe evolutionär verwandter Moleküle dar (Barclay, ʹͲͲ͵).Diese Proteinklasse zeichnet sich durch ein oder mehrere extrazelluläre Immunglobulin-ähnlicheDomänen (Ig-Domänen) aus. Es handelt sich dabei um eine konservierte Struktur, die aus ͷͷ - ͹ͷAminosäuren besteht die in zwei antiparallelen β-Faltblättern angeordnet sind (A. F. Williams &Barclay, ͳͻͺͺ). In vielen Fällen enthält die Extrazellulärdomäne außerdem noch ein oder mehrereFibronektin-III-ähnliche Domänen (FN-III-Domänen). Strukturell sind FN-III-Domänen vergleich-bar mit den Ig-Domänen. Sie bilden ein β-Sandwich, das aus zwei antiparallelen β-Faltblättern be-steht (Main et al., ͳͻͻʹ). VieleMitglieder der Ig-Superfamilie sind über eineTransmembrandomänein derMembran verankert und haben eine intrazelluläre Domäne, die der Signaltransduktion dient.
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ʹ EINLEITUNGManche sind über einenGlykosylphosphatidyl-Inositol-Anker (GPI-Anker)mit derMembran assozi-iert (Vaughn&Bjorkman, ͳͻͻ͸;Homrich et al., ʹͲͳ͸). Das ersteMolekül, das der Ig-Superfamilie zu-geordnet wurde, ist das neurale Zellerkennungsmolekül-ͳ neural cell adhesion moleculeͷ (NCAMͳ)(Thiery et al., ͳͻ͹͹). NCAMͳ ist eines der bestuntersuchten und prominentesten Moleküle diesergroßen Proteinfamilie (Edelman, ͳͻͺ͵; Maness & Schachner, ʹͲͲ͹).
ʹ.ʹ Das neurale Zelladhäsionsmolekül NCAMͳNCAMͳ wird ubiquitär im zentralen und peripheren Nervensystem auf Neuronen (Jorgensen &Bock, ͳͻ͹Ͷ) und Gliazellen (Noble et al., ͳͻͺͷ) exprimiert, außerdem wurde es in Muskelzellennachgewiesen (Grumet et al., ͳͻͺʹ). NCAMͳ wurde zunächst aus Hirnen von Ratten isoliert undals synaptisches Membranprotein Dʹ beschrieben (Jorgensen & Bock, ͳͻ͹Ͷ). Es wurde als erstesProtein den Zelladhäsionsmolekülen zugeordnet (Thiery et al., ͳͻ͹͹). Es ist ein evolutionär hochkonserviertes Molekül, dessen Homologe sowohl in Invertebraten als auch in Vertebraten vorkom-men (Garcia-Alonso et al., ͳͻͻͷ Drosophila; Thompson et al., ͳͻͻ͸ Aplysia; Mizuno et al., ʹͲͲͳZebraϐisch; Balak et al., ͳͻͺ͹ Xenopus; Hemperly et al., ͳͻͺ͸ Huhn; Chuong et al., ͳͻͺʹ Maus undRatte; Nguyen et al., ͳͻͺ͸ Mensch).
ʹ.ʹ.ͳ Molekularer Auϐbau von NCAMͳDurch alternatives Spleißen der NCAMͳ prä-mRNA können bis zu ʹ͹ Isoformen generiert werden(Reyes et al., ͳͻͻͳ). NCAMͳʹͲ, NCAMͳͶͲ und NCAMͳͺͲ sind die drei Hauptisoformen. Sie wer-den entwicklungsabhängig gebildet und nach ihremMolekulargewicht in Kilodalton (kDa) benannt(Hemperly et al., ͳͻͻͲ). Die vierte Ig-Domäne von NCAMͳ kann zusätzlich durch sehr kurze varia-ble Exons, die so genannten variable alternatively spliced exons (VASE) durch alternatives Spleißenmodiϐiziert werden (Small et al., ͳͻͺͺ; Mizuno et al., ʹͲͲͳ). Die drei Hauptisoformen haben eineidentische Extrazellulärdomäne, bestehend aus fünf Ig-Domänen und zwei FN-III-Domänen, sie un-terscheiden sich durch unterschiedliche Membranverankerungen (Santoni et al., ͳͻͺͻ) (Abb. ͳ).NCAMͳͶͲ und NCAMͳͺͲ sind transmembrane Moleküle mit unterschiedlich langer intrazellulä-rer Domäne (Small et al., ͳͻͺ͹; Barthels et al., ͳͻͺͺ). NCAMͳʹͲ hat keine Transmembrandomäne,sondern ist an die Membran über einen GPI-Anker gebunden (Hemperly et al., ͳͻͺ͸). Neben die-sen drei Hauptisoformen können zudem lösliche Isoformen gebildet werden, die keine Membran-verankerungen besitzen. Diese entstehen unter anderem durch ein alternatives Stopcodon in derSequenz von NCAMͳʹͲ (Barthels et al., ͳͻͺ͹) oder durch ADAM-Metalloprotease-vermitteltes en-zymatisches shedding der Ektodomäne von NCAMͳͶͲ (Hinkle et al., ʹͲͲ͸).
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ʹ EINLEITUNG

ECD

TMBICD

NCAMͳͶͲNCAMͳͺͲ NCAMͳʹͲ

FNʹ
FNͳ
Igͷ
IgͶ
Ig͵
Igʹ
Igͳ Abbildung ͳ: Spleißisoformen von NCAM. Ent-wicklungsabhängig und Zelltypspeziϐisch kön-nen unterschiedliche NCAM Isoformen durch al-ternatives Spleißen gebildet werden. Die dreiHauptisoformen sind NCAMͳͺͲ, NCAMͳͶͲ undNCAMͳʹͲ. Sie sind benannt nach ihrem Moleku-largewicht in kDa. Alle drei haben eine identi-sche extrazelluläre Domäne (ECD) die aus fünfIg-Domänen und zwei FN-III-Domänen besteht.Sie unterscheiden sich in der Art ihrer Mem-branverankerung. NCAMͳͺͲ und NCAMͳͶͲ ha-ben beide eine Transmembrandomäne (TMB).NCAMͳͺͲ hat eine längere intrazelluläre Domä-ne als NCAMͳͶͲ (ICD) und NCAMͳʹͲ ist über ei-nenGPI-Anker in derMembranverankert. Abkür-zungen: Ig: Ig-Domäne, FN: FN-III-Domäne, ECD:extrazelluläre Domäne, TMB: Transmembrando-mäne, ICD: intrazelluläre Domäne. Struktur derECD aus Nelson et al. (ͳͻͻͷ).

Die Isoformen werden Zelltyp-speziϐisch und -entwicklungsabhängig exprimiert und führen dortunterschiedliche Funktionen aus. NCAMͳͶͲwird hauptsächlich auf auswachsendenNeuronen undderen migrierenden Wachstumskegeln und auf Gliazellen exprimiert, wohingegen NCAMͳͺͲ ver-mehrt auf bereits entwickelten Neuronen Zell-Zell-Kontakte herstellt (Polo-Parada et al., ʹͲͲͶ).Uǆ ber die identische extrazelluläre Domäne der drei Isoformen vermittelt NCAMͳ homophile undheterophile Interaktionen. Als Ligand spielt die extrazelluläreDomäne einewichtigeRolle in derAk-tivierung speziϐischer Signalkaskaden, die für Axonlenkung und -wachstum wichtig sind (Dohertyet al., ͳͻͺͻ). Außerdem kann NCAMͳ über die intrazelluläre Domäne der Isoformen ͳͶͲ und ͳͺͲauch Signaltransduktionskaskaden aktivieren (Uǆ bersichtsartikel: Panicker et al., ʹͲͲ͵). LöslicheIsoformen von NCAMͳ werden mit Proliferation und Differenzierung neuronaler Vorläuferzellenin Verbindung gebracht. Dosisabhängig reduzieren sie die Proliferation und fördern die Differen-zierung (Shin et al., ʹͲͲʹ).
ʹ.ʹ.ʹ Die Glykanmodiϐikation PolysialinsäureSialinsäuren sind eine Gruppe Cͻ-Zucker die als Monomere, Oligomere und Polymere eine he-terogene Gruppe von Zelloberϐlächen-Glykanen bilden (Sato & Kitajima, ʹͲͳ͵). Die Diversitäterlangt das Molekül durch unterschiedliche N- und O-Substitutionen der zwei GrundbausteineN-Acetylneuraminsäure (NeuͷAc) und N-Glykolylneuraminsäure (NeuͷGc). Die üblichste Ver-knüpfung der Sialinsäuren ist die O-Acetylatierung, bevorzugt an der Hydroxygruppe des CͻKohlenstoffs. Uǆ ber verschiedene glykosidische Bindungen wird die Komplexität der Glykankettennoch zusätzlich erhöht (Colley et al., ʹͲͳͶ). Abhängig vom Polymerisationsgrad (DP) spricht manvon Di- (DP ʹ), Tri- (DP ͵), Oligo- (DP Ͷ-͹) oder Polysialinsäure (polySia) (DP≥ͺ) (Sato & Kitajima,ʹͲͳ͵). Entsprechend der Zusammensetzung und Verknüpfung regulieren sie unterschiedlichstebiologische Interaktionen wie Zelladhäsion, Anheftung von Viren, Proliferation, Zellteilung oderBindung von Neurotrophinen (Uǆ bersichtsartikel: Colley et al., ʹͲͳͶ).
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ʹ EINLEITUNGIm Gehirn von Vertebraten kommt polySia hauptsächlich als α-ʹ-ͺ-NeuͷAc Polymer vor. Es isteine der bedeutsamesten Modiϐikation von NCAMͳ (Uǆ bersichtsartikel: Hildebrandt et al., ʹͲͲ͹;Hildebrandt & Dityatev, ʹͲͳͷ). Alle NCAMͳ Isoformen können mit polySia posttranslational modi-ϐiziert werden (Kolkova, ʹͲͳͲ). Dies ϐindet hauptsächlich in frühesten Entwickungsstadien statt.In späteren Entwicklungsstadien ist die Modiϐikation mit polySia auf Areale beschränkt, die mitsynaptischer Plastizität in Verbindung gebracht werden. Prozesse wie die Reorganisation und diesynaptische Neuverschaltung bleiben in diesen Arealen Zeitlebens erhalten (Rothbard et al., ͳͻͺʹ;Cox et al., ʹͲͲͻ).Die langen Homopolymere wurden zu Beginn hauptsächlich als zelladhäsions-verhindernder Fak-tor beschrieben. Dies ist durch die negative Ladung und das große Hydrationsvolumen bedingt(Johnson et al., ʹͲͲͷ). polySia an NCAMͳ kann dessen adhäsive Eigenschaften vermindern undfördert so Neuritenwachstum und damit einhergehende dynamische Veränderungen (Rutishauser& Landmesser, ͳͻͻ͸).In daran anschließenden Untersuchungen konnten dem Molekül neben der sterischen Blockadeauch unterschiedliche regulatorische Funktionen zugewiesen werden (Uǆ bersichtsartikel: Hilde-brandt et al., ʹͲͲ͹; Schnaar et al., ʹͲͳͶ). Beispielsweise ist polySia in der Lage Neurotrophine wieden brain-derived neurotrophic factor (BDNF) zu binden und dient hier als Reservoir (Kanato etal., ʹͲͲͺ). Außerdem beeinϐlusst es die Axonlenkung kommissuraler Axone (Marx et al., ʹͲͲͳ).Weiterhin reguliert es die räumliche Orientierung und die Langzeit-Potenzierung (Becker et al.,ͳͻͻ͸). Es fördert auch im adulten Nervensystem Zellmigration und Axonlenkung und spielt so eineRolle in der synaptischen Plastizität (Rutishauser, ͳͻͻ͸).Die SynthesevonpolySia anNCAMͳerfolgtmit der core-GlykosylierunganN-Glykosylierungsstellen(Asn-Ͷͻͻ und Asn-Ͷ͹ͺ) der fünften Ig-Domäne (Abb. ʹ) . Es können bis zu ͶͲͲ NeuͷAc-Monomerean die Igͷ-Domäne gebunden werden (Nelson et al., ͳͻͻͷ; Uǆ bersichtsartikel: Angata & Fukuda,ʹͲͲ͵; Nakata & Troy, ʹͲͲͷ).
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Igͳ Abbildung ʹ: Schematische Dar-stellung von polySia-NCAM nachSchnaar et al., ʹͲͳͶ. PolySia ist einespezielle Zuckermodiϐikation vonNCAMͳ. Es gibt zwei Glykosylierungs-stellen an der fünften Ig-Domäne(Pfeilspitzen), die mit polySia mo-diϐiziert werden können. Aufgrundder negativen Ladung und seinerWasserbindekapazität kann es dieNCAMͳ-vermittelten Interaktionensterisch unterbinden. Abkürzungen:Ig: Ig-Domäne, FN: FN-III-Domäne,ECD: extrazelluläre Domäne, TMB:Transmembrandomäne, ICD: intra-zelluläre Domäne. Struktur der ECDaus Nelson et al. (ͳͻͻͷ).
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ʹ EINLEITUNGDie Polymerisierung der NeuͷAc-Monomere und damit die Synthese von polySia an NCAMͳ wirdin Vertebraten durch zwei Golgi-assoziierte Enzyme katalysiert, die Polysialyltransferasen StͺSiaIIund StͺSiaIV (Angata et al., ͳͻͻ͹; Uǆ bersichtsartikel: Angata & Fukuda, ʹͲͲ͵; Angata & Fukuda,ʹͲͲ͵). Es handelt sich um hoch konservierte Proteine unter den Vertebraten (Harduin-Leperset al., ʹͲͲͷ). Sie unterscheiden sich hinsichtlich des zeitlichen Expressionsmusters (Angata etal., ͳͻͻ͹; Eckhardt et al., ʹͲͲͲ). StͺSiaII zeigt eine erhöhte Aktivität während der Embryonal-entwicklung, wohingegen StͺSiaIV verstärkt im adulten Nervensystem auftritt. Knockouts derPolysialyltransferasen in der Maus haben gezeigt, dass beide Enzyme unabhängig voneinanderpolySia synthetisieren können (Eckhardt et al., ʹͲͲͲ). Auch im Zebraϐisch erfolgt die Synthese vonpolySia durch beide Enzyme und sie unterscheiden sich auch hier in ihrer temporalen Aktivität(Marx et al., ʹͲͲ͹; Langhauser et al., ʹͲͳʹ).Verschiedene Polymere der Sialinsäure treten sowohl in Pro- als auch in Eukaryoten mit unter-schiedlichsten Funktionen auf. Gram-negative Bakterien, die höhere Vertebraten als Wirt benöti-gen, tragen polySia und verursachen häuϐig schwere Krankheiten (Uǆ bersichtsartikel: Varki, ʹͲͲͺ).Beispielsweise sind neuroinvasive Bakterien wieNeisseria meningitidis (Serogruppe B) oder E. coliKͳ bekannte Träger von polySia (E. R. Vimr et al., ʹͲͲͶ). Die Kapseln der Bakterien, die strukturellder polySia des Wirts gleichen, verhindern dessen Immunantwort (E. Vimr & Lichtensteiger, ʹͲͲʹ;Ziak et al., ͳͻͻ͸).Echinodermen gelten als die primitivsten Tiere, bei denen polySia beschrieben wurde. Die Eier derSeegurke sind umhüllt von sialinsäurereichen Glykoproteinen. Diese sind hier verantwortlich fürdie Akrosomreaktion (SeGall & Lennarz, ͳͻ͹ͻ). Spermien der Seegurke tragen ebenfalls polySia.polySia-Flagellasialin reguliert über die intrazelluläre Ca2+Konzentration die Bewegung der Sper-mien (Kambara et al., ʹͲͳͳ).Auch Eier der Salmonidae tragen die Glykanmodiϐikation. Polysialoglycoproteine (PSGP) sind dieTrägermoleküle. polySia-PSGP schützt unter anderem das Gelege vor Bakterien, da die O-acetylier-ten Sialinsäuren nicht durch bakterielle Sialidasen abgebaut werden können (Sato et al., ͳͻͻ͵).Auch humane Tumorzellen unterschiedlichster Herkunft exprimieren vermehrt polySia. Dies ver-bessert das Tumorwachstum und bedingt dadurch eine schlechte Prognose für Krebspatienten.Allerdings wird die verstärkte polySia-Expression inzwischen auch als potentielles Ziel für thera-peutische Ansätze verfolgt (Uǆ bersichtsartikel: Bull et al., ʹͲͳͶ).Im Vertebratengehirn sind neben NCAMͳ auch andere Glykoproteine als Akzeptoren von polySiabeschrieben. Eines der Aktuellsten ist das in der Maus beschriebene synaptische Zelladhäsionsmo-lekül SynCAMͳ (Galuska et al., ʹͲͳͲ). Zudem trägt die α-Untereinheit eines spannungsabhängigenNatriumkanals der Ratte polySia (Zuber et al., ͳͻͻʹ). In humaner Muttermilch kommt polySiagebunden an CD͵͸ vor (Yabe et al., ʹͲͲ͵). Außerdem tragen humane Dendriten polySia assoziiertan Neuropilin-ʹ (Curreli et al., ʹͲͲ͹). Es konnte zudem gezeigt werden, dass die polyST StͺSiaIIund StͺSiaIV über Autopolysialylierung selbst Akzeptoren von polySia sind (Mühlenhoff et al.,ͳͻͻ͸; Close & Colley, ͳͻͻͺ).
ʹ.ʹ.͵ Wechselwirkungen von NCAMͳNCAMͳmoduliert die Adhäsion und die Navigation vonNeuronen über homophile und heterophileWechselwirkungen. Diese Interaktionen können sowohl zwischen zwei Molekülen innerhalb einerMembran (cis) als auch zwischen Molekülen zweier angrenzender Membranen (trans) stattϐinden(Uǆ bersichtsartikel: Soroka et al., ʹͲͳͲ; Nielsen et al., ʹͲͳͲ).
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ʹ EINLEITUNG
Modelle zu homophilen Wechselwirkungen der extrazellulären Domänen von NCAMͳ DerMechanismus der homophilen Interaktion wird seit Jahren kontrovers diskutiert (Uǆ bersichts-artikel: Soroka et al., ʹͲͳͲ; Walmod et al., ʹͲͲͶ). Gängige Vorstellungen sind eine antiparalleleDimerisierung aller fünf Ig-Domänen (Ranheim et al., ͳͻͻ͸), eine antiparallele Bindung der drittenIg-Domänen (Rao et al., ͳͻͻͶ) sowie ein Bindemechanismus der ersten an die zweite Ig-Domäneparalleler und antiparallelerMoleküle (Kiselyov et al., ͳͻͻ͹; Kasper et al., ʹͲͲͲ; Soroka et al., ʹͲͲ͵).Für trans-Interaktionen sind außerdem eindimensionale, reißverschlussartige (Zipper-) Mechanis-men die sogenannten compact- und ϔlat-Zipper beschrieben worden (Soroka et al., ʹͲͲ͵). Diesekönnen zusätzlich miteinander zu einem zweidimensionalen Zipper kombiniert werden (Kiselyovet al., ʹͲͲͷ). Um die Zipper auszubilden, ist zuvor eine kreuzförmige cis-Dimerisierung der Igͳ andie Igʹ zweier paralleler NCAMͳ Moleküle in cis nötig (Kasper et al., ʹͲͲͲ; Soroka et al., ʹͲͲ͵).Der compact-Zipperwird zwischen der ersten Ig-Domäne vonMolekül A und der dritten Ig-DomänevonMolekül B, beziehungsweise zusätzlich zwischen den beiden zweiten Ig-Domänen gebildet. Die-ser trans-Mechanismus erlaubt größere Distanzen zwischen den Zellen. Im ϔlat-Zipper bindet diezweite Ig-Domäne von Molekül A an die dritte Ig-Domäne des gegenüberliegenden Moleküls B.Die Kombination beider Zipper führt zur Formation des sehr komprimierten, zweidimensionalen
Zippers (Kiselyov et al., ʹͲͲͷ). Ein interessanter Aspekt dieses Bindemodells ist, dass vermutlichpolysialyliertes NCAMͳ an der zweidimensionalen Formation nicht teilnehmen kann, da hier dieMoleküle zu dicht gepackt sind und polySia zu viel Platz einnehmen würde. So wird vermutet, dassin Abwesenheit von polySia, NCAMͳ-Moleküle starke zweidimensionale Zipper ausbilden, die zurZelladhäsion führen, wohingegen in Anwesenheit von polySia die schwächeren eindimensionalen
compact- oder ϔlat-Zipper ausgebildet werden und so Interaktionen von NCAMͳweiterhin möglichsein könnten (Soroka et al., ʹͲͲ͵; Kiselyov et al., ʹͲͲͷ).
ʹ.ʹ.Ͷ Heterophile Interaktionspartner von NCAMͳNeben den klassischen homophilen Interaktionen wurden über die Jahre auch viele heterophileInteraktionspartner von NCAMͳ identiϐiziert. Hierbei dient NCAMͳ sowohl als Ligand als auch alsRezeptor (Nielsen et al., ʹͲͳͲ).Die Förderung der Neuritogenese kann nicht allein durch die adhäsions-vermittelnde Funktionvon NCAMͳ erklärt werden. Vielmehr ist diese Funktion den NCAMͳ vermittelten Signaltransduk-tionskaskaden zuzuschreiben (Aonurm-Helm et al., ʹͲͳͲ; Uǆ bersichtsartikel: Walsh et al., ͳͻͻ͹).Ein wichtiger Interaktionspartner von NCAMͳ und polySia-NCAMͳ ist der ϔibroblast growth fac-
tor (FGF)-Rezeptorͳ (E. J. Williams et al., ͳͻͻͶ; Kiselyov et al., ʹͲͲͷ). Die Ausbildung von Neuritenkann durch die Wechselwirkung zwischen den beiden Molekülen unabhängig vom FGF-Ligandenreguliert werden (E. J. Williams et al., ͳͻͻͶ). Die extrazelluläre Domäne von NCAMͳ tritt hierbeidirekt inWechselwirkungmit dem FGF-Rezeptor und erhöht die Zell-Matrix-Adhäsion. Der Verlustvon NCAMͳ spielt dadurch vermutlich auch eine Rolle in der Bildung von Metastasen (Cavall-aro et al., ʹͲͲͳ). NCAMͳ kann zelluläre Antworten, wie Signaltransduktion und Zellteilung, diedurch FGF vermittelt werden, unterdrücken und ist somit ein wichtiger regulierender Faktor derFGF/FGF-Rezeptor Interaktion (Galve-Roperh et al., ʹͲͳ͵). Innerhalb der extrazellulären Domänedes FGF-Rezeptors konnte eine kurze Aminosäuresequenz (CAM homology domain) identiϐiziertwerden, die den direkten Kontakt zuNCAMͳherstellen kann. Alternatives Spleißen der VASE Exonsvon NCAMͳ reguliert diese Bindung (E. J. Williams et al., ͳͻͻͶ).Außerdem können NCAMͳ und polySia-NCAMͳ mit verschiedenen Neurotrophinen und derenRezeptoren in Wechselwirkung treten. Beispielsweise wurde gezeigt, dass BDNF und sein Re-zeptor (Vutskits et al., ʹͲͲͳ), der glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF) und dessenGDNFRezeptorα (Paratcha et al., ʹͲͲ͵) sowie der platelet-derived growth factor (PDGF) (H. Zhanget al., ʹͲͲͶ), mit NCAMͳ interagieren.ͺ



ʹ EINLEITUNG
NCAMͳ geht auch heterophile Interaktionen mit anderen Mitgliedern der Ig-Superfamilie ein.Unter anderem hat NCAMͳ eine große Afϐinität zu dem transient axonal glycoprotein-ͳ (TAG-ͳ)(Milev et al., ͳͻͻ͸). Die biologische Relevanz dieses Zusammenspiels ist bisher noch nicht bekannt.Ein weiterer Interaktionspartner der Ig-Superfamilie ist der synergistische cis-Bindepartner Lͳ-
cell adhesion molecule (LͳCAM) (Horstkorte et al., ͳͻͻ͵; Kadmon et al., ͳͻͻͲ). Die Interaktion vonNCAMͳ und LͳCAM Funterstützt die LͳCAM vermittelte Signaltransduktion (Kadmon et al., ͳͻͻͲ).Die Bindungwird über eine Lektin-ähnliche Sequenz der vierten Ig-Domäne von NCAMͳ vollzogen.Sie induziert damit die Phosphorylierung von LͳCAM und fördert damit das Neuritenwachstum(Horstkorte et al., ͳͻͻ͵; Heiland et al., ͳͻͻͺ).NCAMͳ interagiert außerdem mit dem Prion-Protein PrP (protease resistant protein) (Hu et al.,ʹͲͲ͹). Diese Interaktion hat eine wichtige Funktion in der Förderung von Neuritenwachstum. DasGPI-verankerte Protein ist hauptsächlich in lipid rafts lokalisiert. Es wird davon ausgegangen, dassdie Interaktion zwischen NCAMͳ und PrP nötig ist, um NCAMͳ in lipid rafts zu organisieren unddadurch Fyn-abhängiges Neuritenwachstum zu initiieren (Santuccione et al., ʹͲͲͷ).Laminin ist eine der Hauptkomponenten der extrazellulären Matrix. Es wurde gezeigt, dass esZellmigration und Auswachsen von Neuriten unterstützt (Luckenbill-Edds, ͳͻͻ͹; Z. Chen et al.,ʹͲͳ͵). Strukturanalysen von NCAMͳ gaben den Hinweis darauf, dass es eine direkte Interaktionzwischen den beiden Proteinen geben könnte (Cole & Schachner, ͳͻͺ͹).Indem NCAMͳ über Heparin an das Strukturprotein Kollagen bindet, wird außerdem die Zell-Matrix-Adhäsion erhöht (Kiselyov et al., ͳͻͻ͹).
ʹ.ʹ.ͷ Funktionen von NCAMͳNCAMͳwirdmit mannigfaltigen, teils konträren zellulären Prozessen in Verbindung gebracht. Zell-migration, Zelladhäsion, Neuritenwachstum, Axonfaszikulation und -wegϐindung sind nur einigeBeispiele, in die NCAMͳ durch Aktivierung unterschiedlichster Signaltransduktionsprozesse invol-viert ist. Diese Prozesse sind sowohl bedeutsam in der Entwicklung des Nervensystems als auchin der synaptischen Plastizität verbundenmit Lern- und Erinnerungsprozessen (Uǆ bersichtsartikel:Aplin et al., ͳͻͻͺ; Maness & Schachner, ʹͲͲ͹; Homrich et al., ʹͲͳ͸).Abhängig von der NCAMͳ-Isoform, vermitteln diese teils unterschiedliche Prozesse. NCAMͳͶͲkann beispielsweise Neuritenwachstum über die Aktivierung zweier verschiedener Signalkaska-den steuern. Zum einen kann es durch clustering die Rezeptortyrosinkinase Fyn aktivieren, waswiederum den MAP-Kinase Signalweg aktiviert (Kolkova et al., ʹͲͲͲ). Unabhängig davon kannNeuritogenese auch über ein Co-Signaling zwischen NCAMͳͶͲ und dem FGF-Rezeptor reguliertwerden (Niethammer et al., ʹͲͲʹ).Entgegengesetzt dazu wird NCAMͳͺͲ hauptsächlich als Vermittler von Zell-Zell-Kontakten be-schrieben und vermittelt den Kontakt zum Zytoskelett indem der zusätzliche ͶͲkDa große intra-zelluläre Bereich mit dem Aktin-bindenden Protein Spektrin interagiert (Pollerberg et al., ͳͻͺ͹).Die intrazellulären Domänen beider Isoformen können außerdem an α- und β-Tubulin, sowie an
α-Actininͳ binden und induzieren so auf unterschiedliche Weise Neuritenwachstum über unter-schiedliche Signalwege (Büttner et al., ʹͲͲ͵).NCAMͳͶͲ konnte außerdemeine Funktion in der Reifung von synaptischenVesikeln nachgewiesenwerden (Polo-Parada et al., ʹͲͲͶ), wohingegen Neurotranmission durch die Interaktion des PDZ-ähnlichen Motivs (KENESKA) der NCAMͳͺͲ Isoform für die Aktivierung der Myosin light chainkinase (MLCK) notwendig ist (Polo-Parada et al., ʹͲͲͷ). Außerdem wurde gezeigt, dass NCAMͳͺͲmit dem Linker-Protein Spektrin interagieren kann und maßgeblich an der Stabilisierung vonZellkontakten beteiligt ist (Pollerberg et al., ͳͻͺ͹). NCAMͳʹͲ wird vornehmlich auf Gliazellenexprimiert (Homrich et al., ʹͲͳ͸). Es wurde gezeigt, dass es hauptsächlich an lipid rafts assoziiertvorliegt und es hier zu einer indirekten Bindung an Spektrin über Fettsäuren kommt. Die darausresultierende Funktion konnte noch nicht gezeigt werden (Leshchyns’ka et al., ʹͲͲ͵). ͻ



ʹ EINLEITUNG
EineReduktionvonpolySia-NCAMͳ imHippocampus führt zu einer verringerten synaptischenPlas-tizität undwirdmit neuronalen Erkrankungenwie Schizophrenie in Zusammenhang gebracht (Bar-beau et al., ͳͻͻͷ).Die Bedeutung von NCAMͳ auf Entwicklung und Funktion des Nervensystems wurde an NCAMͳ-deϐizienten Mäusen betrachtet. Die NCAMͳ-Knockout-Mäuse sind vital und lebensfähig. Sie habenein um etwa ͳͲ% verringertes Hirnvolumen und einen um ͶͲ% verkleinerten olfaktorischen Bul-bus. Sie haben Defekte in der Neurotransmission und ein vermindertes Lern- und Erinnerungs-vermögen (Polo-Parada et al., ʹͲͲͶ; Cremer et al., ͳͻͻͶ). Diese eher subtilen Phänotypen könnendadurch erklärt werden, dass es homologe Moleküle gibt, die die Funktion von NCAMͳ in Teilenübernehmen können und so schwere Defekte ausbleiben (Alenius & Bohm, ͳͻͻ͹; Aonurm-Helm etal., ʹͲͳͲ).
ʹ.ʹ.͸ Ncamͳa und Ncamͳb: NCAMͳ-Paraloge im Zebraϐisch
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Abbildung ͵: Auϐbau der Ncam-Paraloge im Zebraϐisch.Durch eine zusätzliche Genomduplikation der Teleosteiliegen die meisten Gene des Zebraϐischs im Duplikat vor.Das Maus-Ortholog wird im Zebraϐisch durch die zweiParaloge Ncamͳa und Ncamͳb repräsentiert. Sie habeneine etwa ͸ʹ %ige Homologie mit dem Maus-Orthologund die Paraloge sind untereinander zu ͸͸ % Homolog.Die unterscheiden sich hauptsächlich in ihrer intrazellu-lären Domäne voneinander. Die intrazelluläre DomänevonNcamͳb ist länger als die vonNcamͳa. Abkürzungen:Ig: Ig-Domäne, FN: FN-III-Domäne, ECD: extrazelluläreDomäne, TMB:Transmembrandomäne, ICD: intrazellulä-re Domäne. Struktur der ECD aus Nelson et al. (ͳͻͻͷ).

Eine Teleostei-speziϐische Genomduplikation hatdazu geführt, dass die meisten Gene des Zebra-ϐischs im Duplikat vorliegen. Nach einer Genom-duplikation sind die Tochter-Gene (Paraloge) an-fangs vollkommen identisch. Sie konnten dannals dosage-sensitive-Gene etabliert werden. Dasbedeutet, dass die Expressionslevel an das Vor-handensein zweier Paraloge angepasst und da-mit reduziert wurden. Im Laufe der weiteren Ent-wicklung können die Paraloge jedoch auch un-terschiedliche Schicksale annehmen. Ist die Mu-tation eines der Paraloge zu drastisch, kann dieszum Expressionsverlust und der so genanntennon-Funktionalisierung führen, sodass es schluss-endlich zum Verlust des einen Tochter-Paralogskommt. Mit dem Begriff Neofunktionalisierungwird es bezeichnet, wenn eines der Paraloge einekomplett neue Funktion erlangte, die sich für denOrganismus als Vorteil herausstellte. Das andereParalog behielt die ursprüngliche Funktion. Zu ei-ner Subfunktionalisierung kommt es, wenn beideParaloge sich gleichermaßen weiterentwickeltenund Teilfunktionen des ursprünglichen Gens be-hielten (Uǆ bersichtsartikel: Glasauer & Neuhauss,ʹͲͳͶ).Das Maus NCAMͳ-Gen wird im Zebraϐisch durchzwei Paraloge repräsentiert. Die Aminosäurese-quenzen von Ncamͳa und Ncamͳb sind zu et-wa ͸ʹ % homolog mit Maus NCAMͳ. Die Ami-nosäuresequenzen zwischen den Paralogen sindzu ͸͸ % homolog und unterscheiden sich haupt-sächlich in der intrazellulären Domäne (Mizunoet al., ʹͲͲͳ) (Abb. ͵). Sequenzanalysen, Expressi-onsstudien und Funktionsanalysen deuten daraufhin, dass es zu einer Subfunktionalisierung vonNcamͳa undNcamͳb gekommen ist (Mizuno et al.,ʹͲͲͳ; Langhauser et al., ʹͲͳʹ).ͳͲ



ʹ EINLEITUNGNcamͳa und Ncamͳb haben unterschiedlicheExpressionsmuster, die sich nur in Teilen überschneiden. Beide Ncamͳ-Paraloge können post-translational mit polySia modiϐiziert werden. polySia ist nicht immer zu gleichen Teilen auf beideParaloge verteilt. Funktionelle Studien haben ergeben, dass es entscheidende Unterschiede zwi-schen den Paralogen gibt. Diese beziehen sich insbesondere auf die posteriore Kommissur, dasSeitenlinienorgan sowie die Motoraxone (Langhauser et al., ʹͲͳʹ; Heiny, ʹͲͳʹ; laufende Doktorar-beit R. Dries).Die posteriore Kommissur bildet sich aus Neuronenpopulationen im Bereich von Vorder- undMittelhirn und verbindet die beiden Gehirnhemisphären miteinander (Chitnis & Kuwada, ͳͻͻͲ).Immunfärbungen mit für Ncamͳa und Ncamͳb speziϐischen Antikörpern in ͵͸ hpf alten Embryo-nen im Bereich um die posteriore Kommissur zeigten deutliche Expressionsunterschiede. Ncamͳawird hauptsächlich auf den Axonen der posterioren Kommissur exprimiert und nur sehr schwachauf den darunterliegenden Zellkörpern/Geweben. Ncamͳb wird nicht auf der posterioren Kom-missur, allerdings auf den darunterliegenden Zellkörpern exprimiert. Die Expression von polySiagleicht der von Ncamͳa und ist an der posterioren Kommissur hauptsächlich auf den Axonenlokalisierbar (Langhauser et al., ʹͲͳʹ). Diese unterschiedlichen Expressionsmuster legen nahe,dass hier paralogspeziϐische Funktionen vorliegen. Nach einem Morpholino-Knockdown konntenunterschiedliche Phänotypen im Bereich der posterioren Kommissur beobachtet werden. Durcheinen ncamͷa- oder st8siaII-Morpholino-Knockdown kommt es hauptsächlich zur Defaszikulationder Kommissur, demgegenüber steht der ncamͷb-Knockdown, der zu einemWachstumsstopp derAxone führt (Marx et al., ʹͲͲͳ; Langhauser et al., ʹͲͳʹ).Das Seitenlinienorgan dient Fischen der sensorischen Verarbeitung vonWasserbewegung (Chitniset al., ʹͲͳʹ). Auch hier haben Ncamͳa und Ncamͳb voneinander abweichende Funktionen, da esneben demunterschiedlichen Expressionsmuster außerdemauch zu unterschiedlich ausgeprägtenPhänotypen nach einem Morpholino-Knockdown kommt (Heiny, ʹͲͳʹ; laufende Doktorarbeit R.Dries).Die Studie von Langhauser (ʹͲͳʹ) ergibt erste Hinweise darauf, dass sich eine Subfunktionali-sierung von Ncamͳa und Ncamͳb auch anhand der Motoneurone im Rückenmark nachweisenlässt. Beide Paraloge werden in diesen Zellen exprimiert. Ihr Mopholino-Knockdown hat aberunterschiedliche Effekte.

ͳͳ



ʹ EINLEITUNG
ʹ.͵ Tag-ͳ: das CNTNʹ-Ortholog im ZebraϐischTAG-ͳ ist Mitglied der Ig-Superfamilie. Esgehört in die Familie der Contactine. TAG-ͳist mit etwa ͳ͵ͷ kDa ein verhältnismäßiggroßes Protein der Ig-Superfamilie. Die ex-trazelluläre Domäne von TAG-ͳ besteht aussechs Ig-Domänen und vier FN-III-Domänen.Mit einem GPI-Anker ist TAG-ͳ mit der Zell-membran verankert (Zuellig et al., ͳͻͻʹ)(Abb. Ͷ). Zusätzlich kann eine lösliche Isoformgebildet werden (Furley et al., ͳͻͻͲ). TAG-ͳwird auf Axonen von sensorischen und mo-torischen Nerven sowie auf SchwannschenZellen exprimiert (Karagogeos et al., ͳͻͻͳ;Traka et al., ʹͲͲʹ). Das transient exprimierteProtein wird hauptsächlich auf Axonen dessich entwickelnden Nervensystems und ver-mehrt auf migrierenden Wachstumskegelngebildet (Denaxa et al., ʹͲͲͳ). Dies lässtdarauf schließen, dass es an Prozessen wieder Bildung, der Wegϐindung und und derFaszikulation von Axonen beteiligt ist. Es gehtdabei sowohl homophile als auch heterophileMechanismen ein (Wolman et al., ʹͲͲͺ; Bae-riswyl & Stoeckli, ʹͲͲͺ). Ein bereits bekannterInteraktionspartner aus dem Säugetiersystemist NCAMͳ (Milev et al., ͳͻͻ͸). Außerdemkonnte auch gezeigt werden, dass TAG-ͳmit LͳCAMLͳ interagieren kann (Pavlou etal., ʹͲͲʹ). Für TAG-ͳ wurde gezeigt, dass esNeuritenwachstum fördert. Dafür muss es ineinem Ko-Rezeptorkomplex mit LͳCAM undIntegrin interagieren (Felsenfeld et al., ͳͻͻͶ).Neben Orthologen wie beispielsweise Axonin-ͳ aus dem Huhn, gibt es auch ein Zebraϐisch-Ortholog genannt Contactin-ʹ, Cntnʹ oder Tag-ͳ. Im Zebraϐisch hat Tag-ͳ, als eines der Aus-nahmen, kein weiteres Paralog (Warren et al.,ͳͻͻͻ). Im adulten Zebraϐisch ist Tag-ͳ an derRegeneration des Rückenmarks beteiligt (Linet al., ʹͲͳʹ).
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Abbildung Ͷ: Struktur des Tag-ͳ-Orthologs im Zebra-ϐisch. Tag-ͳ ist ein Mitglied der Ig-Superfamilie undwirddort zu den Contactinen gezählt. Das große Glykoproteinhat sechs Ig-Domänen und vier FN-III-Domäne. Es wirdüber einen GPI-Anker mit der Membran assoziiert. Ab-kürzungen: Ig: Ig-Domäne, FN: FN-III-Domäne, ECD: ex-trazelluläre Domäne, TMB: Transmembrandomäne, ICD:intrazelluläre Domäne. Struktur der ECD aus Nelson etal. (ͳͻͻͷ).
ʹ.Ͷ Neurolin: das ALCAM-Ortholog des ZebraϐischsEin weiteres neuronales Zellerkennungsmolekül aus der Ig-Superfamilie ist Neurolin. Es wurde imGoldϐisch als Glykoprotein auswachsender retinaler Axone identiϐiziert und spielt dort eine Rollewährend der axonalen Regeneration (Paschke et al., ͳͻͻʹ). Neurolin aus Goldϐisch oder Zebraϐischhat ein Molekulargewicht von ͺ͹ kDa und beide zeigen eine ͷͳ % Homologie mit dem HühnerOrtholog DM-GRASP/SC-ͳ/BEN (Laessing et al., ͳͻͻͶ). Es ist ein Mitglied der Ig-Superfamilie. Dieextrazelluläre Domäne von Neurolin besteht aus fünf Ig-Domänen gefolgt von einer transmembranund einer kurzen cytoplasmatischen Domäne (Abb. ͷ).
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Abbildung ͷ: Struktur des Neurolin-Orthologs im Zebra-ϐisch. Neurolin besteht aus fünf Ig-Domänen auf der ex-trazellulären Seite. Es hat eine transmembran Domäneund eine kurze intrazelluläre Domäne. Abkürzungen: Ig:Ig-Domäne, FN: FN-III-Domäne, ECD: extrazelluläre Do-mäne, TMB: Transmembrandomäne, ICD: intrazelluläreDomäne. Struktur der ECD aus Nelson et al. (ͳͻͻͷ).

Das humane Ortholog ist activated leukocyte-cell
adhesion molecule (ALCAM), das nach seiner Ex-pression auf aktivierten Leukozyten benannt wur-de. Es hat viele Funktionen im sich entwickeln-den Nervensystem (Bowen et al., ͳͻͻͷ). Das Hüh-ner Ortholog DM-GRASP fördert beispielsweisedas Wachstum und die Faszikulation von Axonen(Burns et al., ͳͻͻͳ; Pollerberg & Mack, ͳͻͻͶ).Uǆ ber homophile Wechselwirkungen kann Neuro-lin wachstumsfördernden Einϐluss auf Axone reti-naler Ganglienzellen nehmen (Tanaka et al., ͳͻͻͳ;El-Deeb et al., ͳͻͻʹ; DeBernardo & Chang, ͳͻͻͷ).Nebenhomophilen sind auchheterophileWechsel-wirkungen mit dem neuronal cell adhesion mole-
cule (NgCAM) (DeBernardo & Chang, ͳͻͻ͸) be-kannt. Heterophile Interaktionenmit NCAMͳwur-den noch nicht beschrieben.Im Zebraϐisch gibt es zwei Paraloge, Neurolin-aund Neurolin-b (Diekmann & Stuermer, ʹͲͲͻ). Inder vorliegenden Arbeit wurde auf die Funktionvon Neurolin-a eingegangen. Im Folgenden wirdnur noch von ’Neurolin’ gesprochen. Im Zebraϐischwird es während der embryonalen Entwicklungdes Nervensystems auf retinalen Ganglienzellenund sekundärenMotoneuronen exprimiert. Es hatentscheidenden Einϐluss auf Projektion und Faszi-kulation beider Neuronentypen (Ott et al., ͳͻͻͺ;Ott et al., ʹͲͲͳ).

ʹ.ͷ Spinale Motoneurone des ZebraϐischsDie Entwicklung und die Ausbildung komplexer Strukturen wie etwa des Nervensytems, unter-liegen vielschichtigen Mechanismen. Die spinalen Motoneurone des Zebraϐischs sind eine idealeZellpopulation zur Untersuchung der Funktionen von Ncamͳa und Ncamͳb, da sie seit mehr alsdrei Jahrzehnten als exemplarisches Modell dienen, um motoneuronales Wachstum und axonaleZielϐindung in vivo und in vitro zu untersuchen (P. Z. Myers, ͳͻͺͷ; Kuwada, ͳͻͺ͸; Eisen et al., ͳͻͺ͸;P. Z. Myers et al., ͳͻͺ͸; Z. Chen et al., ʹͲͳ͵; Andersen, ʹͲͲͳ; Uǆ bersichtsartikel: Eisen, ͳͻͻͶ). DieMuskulatur ist segmental aufgebaut und die Neurone projizieren entlang stereotyper Wege. Siehaben, verglichen mit höheren Vertebraten, weniger Neurone deren Projektionsmuster zudemsehr gut beschrieben sind (Uǆ bersichtsartikel: Beattie, ʹͲͲͲ). Weiter zeichnen sie sich durch eingroßes Wachstumspotential in der Zellkultur aus (Z. Chen et al., ʹͲͳ͵).Die Determination der Motoneurone beginnt zum Ende der Gastrulation (ͻ-ͳͲ hpf), etwa achtStunden bevor sie mit der Axogenese beginnen (Myers et al., ͳͻͺ͸). Sie werden durch speziϐi-sche Gradienten im sich entwickelnden Neuralrohr aus Motoneuronen-Vorläuferzellen gebildet,wobei unterschiedliche Mengen an Transkriptionsfaktoren deren Identität wiedergeben (Jes-sell, ʹͲͲͲ). Innerhalb der Motoneuronen-Vorläuferdomäne werden motoneuronen-speziϐischeTranskriptionsfaktoren wie Hbͻ (Mnxͳ) exprimiert (Ferrier et al., ʹͲͲͳ). In der transgenen Ze-braϐischlinie Tg(hbͻ::GFP) exprimieren die Motoneurone GFP unter dem speziϐischen Promotorhbͻ. Tg(hbͻ::GFP) wurde in der vorliegenden Arbeit verwendet, um die Motoneurone speziϐisch
ͳ͵



ʹ EINLEITUNGzu visualisieren. Auch ͳͲ Tage nach der Befruchtung days post fertilization (dpf) exprimieren dieLarven noch GFP. Tg(hbͻ::GFP)

ͳͲ dpf
Abbildung ͸: Tg(hbͻ::GFP): Expression von GFP unter dem motoneuronen-speziϐischen Promotor hbͻ. Die Abbildungzeigt die Konfokalaufnahme einer ͳͲ Tage alte Zebraϐischlarve, cranial ist links positioniert. GFP exprimierende Moton-eurone projizieren ihre Axone in einem stereotypen Muster in die Somiten. Der Maßstabsbalken entspricht ͳͲͲ µm.Nachdem dieMotoneurone differenziert sind, projizieren die Axone in die Somiten. Ihre Zellkörperbeϐinden sich geschützt im Rückenmark und ihre langen Axone innervieren die Muskulatur. Moto-neurone als efferente Nervenzellen steuern die Aktivität der Muskulatur. Im Entwicklungsprozessnavigieren auswachsende Axone auf festgelegten Wegen in ihre entsprechende Zielregion, wobeisie mit unterschiedlichen Zelltypen interagieren (Uǆ bersichtsartikel: Eisen, ͳͻͻͺ).In Invertebraten und Vertebraten interagieren primäre Motoneurone mit neuronalen und nicht-neuronalen Zellen und ϐinden so zu ihrer Zielregion (Bate, ͳͻ͹͸; Singer et al., ͳͻ͹ͻ). PrimäreMotoneurone legen dabei als Pioniere den Weg fest und sekundäre Motoneurone können ihnenfolgen, wobei die primären Motoneurone die sekundären Motoneurone bei der korrekten Weg-ϐindung unterstützen (Raper et al., ͳͻͺ͵). Experimente, in denen primäre Motoneurone entferntwurden zeigten aber, dass diese in der Zielϐindung der sekundären Motoneurone nur bedingtnotwendig sind (Pike & Eisen, ͳͻͻͲ).Alle Axone, die in einem Segment aus dem Rückenmark auswachsen folgen zunächst für ein kurzesStück einem gemeinsamen Weg, dem common path, dann trennen sich die drei Projektionen nacheinem kurzenWachstumsstopp am horizontalen Myoseptum und entsenden ihreWachstumskegelnach anterior, ventral oder dorsal. Dies spricht dafür, dass es generelle Wachstumssignale (gui-
dance cues) gibt denen alle Motoneuronen folgen und außerdem spezielle Wachstumssignale, diespeziϐisch von den Subtypen erkannt werden. Neben attraktiven und repulsiven Signalen die übereine Distanz wirken, können auch neuronale Zellerkennungsmoleküle vom NCAMͳ-Typ die in derUmgebung oder auf der Zelloberϐläche exprimiert werden, eine Rolle im axonalen Wachstum undder Wegϐindung spielen (Rutishauser, ͳͻͺͷ; Pollerberg et al., ʹͲͳ͵; Eisen, ͳͻͻͶ).Die Zellkörper unterschiedlicher Motoneuronen-Subtypen sind in verschiedenen Positionen in-nerhalb der einzelnen Somiten-Segmente angesiedelt und topographisch organisiert. Sie könnenneben der rostrocaudalen Position der Zellkörper innerhalb des Neuralrohrs (Westerϐield et al.,ͳͻͺ͸; P. Z. Myers et al., ͳͻͺ͸) auch wegen des speziϐischen Projektionsmusters (Westerϐield et al.,ͳͻͺ͸; Eisen et al., ͳͻͺ͸) und bereits vor der Axogenese aufgrund unterschiedlicher Membranpo-tentiale (Moreno & Ribera, ʹͲͲͻ) unterschieden werden.Entsprechend ihrer Zugehörigkeit projizieren sie in unterschiedliche Bereiche der Muskulatur(Eisen et al., ͳͻͺ͸). Wird deren Position durch eine Transplantation vor der Axogenese verändert,projizieren die Transplantate in Somitenbereiche, die durch die Position des Zellkörpers vorgege-ben ist (Tsuchida et al., ͳͻͻͶ).Es gibt drei primäre Motoneurone, die nach der Lage ihrer Somata innerhalb des Neuralrohrsbenannt sind (Abb. ͹; Eisen et al., ͳͻͺ͸). Primäre Motoneurone, deren Zellkörper am weitestencaudal liegen, werden caudal primary neuron (CaP) genannt. Die Zellkörper der rostralen primäreMotoneurone sind sehr weit rostral positioniert (rostral primary neuron (RoP)). In der Mitte dieser
ͳͶ



ʹ EINLEITUNGbeiden Subtypen liegen die Zellkörper der middle primary neuron (MiP) (Eisen et al., ͳͻͺ͸; P. Z.Myers et al., ͳͻͺ͸; Westerϐield et al., ͳͻͺ͸). Jedes Hemisegment wird von allen drei Subtypeninnerviert. Die Zellkörper beϐinden sich relativ weit dorsal innerhalb des Neuralrohrs. Sie zeichnensich außerdem durch große Durchmesser von Zellkörpern (etwa ͳͳ µm) und Axonen (etwa ʹ µm)aus (P. Z. Myers, ͳͻͺͷ). Sie migrieren mit einer durchschnittlichen Geschwindigkeit von etwa ͹µm/Stunde (P. Z. Myers et al., ͳͻͺ͸).Die primären Motoneurone projizieren in determinierter Reihenfolge und einem genauen Musterin dieHemisegmente (Eisen et al., ͳͻͺ͸). Alle drei Subtypenwachsen zunächst nach ventral entlangdes commonpath, bis sie an einewichtige Landmarke, demhorizontalenMyoseptumgelangen. Hiertreffen sie eine Zelltyp-speziϐische Entscheidung, von wo aus sie in die entsprechenden Bereicheder Myotome projizieren. CaP beginnen mit der Axogenese als erste der drei primären Moton-eurone nach ͳͺhpf. Axone der CaP projizieren mittig und entlang der medialen Oberϐläche derMyotome. Am horizontalen Myoseptum pausieren die Wachstumskegel für teilweise bis zu zweiStunden und überwachsen anschließend das horizontale Myoseptum weiter ventraler Richtung.Nach ʹͲ hpf folgen MiP und RoP Axone der Projektion der CaP. Beide pausieren am horizontalenMyoseptum, bevor sie zellspeziϐisch andere Wege selektionieren und somit andere Regionen desMyotoms innervieren. Axone der MiP entsenden nach ʹ͵ hpf einen zusätzlichen, nach dorsalgerichteten, Wachstumskegel. Die ventrale Kollaterale wird nach ʹͷ hpf zurückgebildet, sodasszu diesem Zeitpunkt die dorsale Projektion des MiP abgeschlossen ist. Wachstumskegel der RoPprojizieren hier lateral und wachsen in das horizontale Myoseptum zur lateralen Oberϐläche desMuskelsegments. Weitere Studien haben gezeigt, dass die Wege der MiP und RoP nach Laserabla-tion der CaP nicht beeinϐlusst werden. Der Wachstumskegel eines jeden primären Motoneuronsverlässt das Neuralrohr autonom am richtigen Austrittspunkt und sie sind in der Lage den common
path in Richtung des horizontalen Myoseptums zu projizieren. CaP projizieren darauf weiterhinentlang des stereotypenWeges nach ventral, MiP nach dorsal und RoP in lateraler Richtung (Eisenet al., ͳͻͺͻ; Pike & Eisen, ͳͻͻͲ).Während alle Segmente von primären Motoneuronen innerviert werden, gibt es einen weiterenSubtyp, die nur in etwa der Hälfte aller Segmente vorkommen. Die Position der Zellkörper der
variable primary neuron (VaP) innerhalb des Neuralrohrs kann sehr unterschiedlich sein, meistensbeϐinden sie sich rostral oder caudal der CaP. Die Axogenese der VaP beginnt zeitgleich mit dererder CaP. Sie verzweigen sich in Bereiche, die nicht von den anderen drei primären Motoneuroneninnerviert werden. VaP sterben noch innerhalb von ͵͸ hpf ab (Eisen et al., ͳͻͻͲ). Auch die Weg-selektion der anderen primären Motoneuronen wird nicht durch An- oder Abwesenheit der VaPbeeinϐlusst (Pike & Eisen, ͳͻͻͲ).Jedes Hemisegment wird außerdem durch eine Vielzahl sekundärer Motoneurone innerviert (Abb.ϐig:ModellMotoraxone; P. Z. Myers, ͳͻͺͷ). Die Axogenese startet nach etwa ʹ͸ hpf, etwa sechs Stun-den nach den primären Motoneuronen. Es entstehen etwa ʹͲ-͵Ͳ sekundäre Motoneurone (Pikeet al., ͳͻͻʹ; Kimmel et al., ͳͻͻͶ). Der Durchmesser der Zellkörper (͸,͹ ±1, 0 µm) und der Axone(Ͳ,ͷ µm) sind deutlich kleiner als derer der primären Motoneurone. Die Projektionswege von pri-mären und sekundären Motoneuronen sind sehr ähnlich. Allerdings breiten sich die sekundärenMotoneuroneweniger stark innerhalb desMyotoms aus. Axonales Branching ist in sekundärenMo-toneuronen im Vergleich mit primären Motoneuronen deutlich reduziert und tritt kaum auf (P. Z.Myers et al., ͳͻͺ͸; Eisen et al., ͳͻͺ͸).Es wurden Laserablationen der primären Motoneuronen durchgeführt, um eine Abhängigkeit dersekundärenMotoneurone in derWegϐindung zu untersuchen. Ablation der CaP führt zu keinermor-phologischen Veränderung der Neurone, die den Ventralnerv bilden und ausschließlich zu einerleicht verspäteten Ausbildung. Ablation derMiP verändert das Projektionsmuster der Neurone, dieden Dorsalnerv bilden. DieWachstumkegel projizieren auf stark verändertenWegen und bilden ab-errante synaptische Kontakte. Offensichtlich ist die Wegϐindung zwischen den beiden Nerven sehrunterschiedlich organisiert (Pike et al., ͳͻͻʹ).
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Abbildung ͹: Projektionsmuster primärer und sekundärer Motoraxone im Zebraϐisch. Links: die primären MotoneuroneRoP, MiP und Cap projizieren ihre Axone aus dem Rückenmark. Diese wachsen zunächst entlang des common path undprojizieren anschließend in die determinierten Regionen eines jeden Hemisegments. Rechts: Die Axone der sekundärenMotoneurone folgen den Wegen der primären Motoraxone. Modell nach McWhorter et al. (ʹͲͲ͵).
ʹ.͸ ZielsetzungDie vorliegendeDissertation baut auf einer Publikation auf, die ersteHinweise auf eine funktionelleDivergenz der Ncamͳ-Paraloge im Nervensystem des Zebraϐisch lieferte (Langhauser et al., ʹͲͳʹ).Außerdem scheint die Polysialylierung ein modulativer Faktor beider Ncamͳ-Paraloge zu sein, aufden Bezug genommen werden sollte (Marx et al., ʹͲͲͳ; Langhauser et al., ʹͲͳʹ).Unter Verwendung von in situ und in vitro Analysen sollten die molekularen Interaktionen derZellerkennungsmoleküle Ncamͳa und Ncamͳb untersucht und ihre Funktionen in verschiedenenexperimentellen Ansätzen miteinander verglichen werden. Weiterhin wurde beleuchtet, wie sichdie Polysialylierung als modulativer Faktor auf diese Interaktionen und Funktionen auswirkt.Diese Fragestellungen wurden in spinalen Motorneuronen untersucht, deren Axone in einemcharakteristischen repetitiven Muster aus dem Rückenmark in die Muskulatur projizieren.Zuerst sollten die phänotypischen Veränderungen derMotoraxone dokumentiert und kategorisiertwerden, die sich nach einem ncamͷa-, ncamͷb- oder st8siaII-Knockdown im Zebraϐischembryoergeben. st8siaII codiert für die Polysialyltransferase, die die Synthese der Polysialinsäure kataly-siert.Welche Protein/Protein-Wechselwirkungen den beobachteten Effekten zugrunde liegen, wurdeanschließend mit Hilfe von rekombinant exprimiertem Ncamͳa/b in Bead Aggregations- undZell-Overlay-Assays untersucht. Dazu wurden zuerst die Gene isoliert und die Proteinexpression,-gewinnung und -aufreinigung erstmals etabliert. Tag-ͳ und Neurolin wurden als potenzielle he-terophile Interaktionspartner aus der Ig-Superfamilie von neuronalen Erkennungsmolekülen indie Untersuchungen mit einbezogen. Die hierdurch identiϐizierten Wechselwirkungen wurdenanschließend in situ getestet indem Fc-Fragment-gekoppelte Bindungsdomänen der Zellerken-nungsmoleküle eingesetzt wurden, um die nativen Bindungsorte im Gewebe zu identiϐizieren.Um die Wechselwirkungen von auf den Motoraxonen exprimiertem Ncamͳa und Ncamͳb unterdeϐinierten Bedingungen zu untersuchen, wurden abschließend Primärzellkulturen von Moto-neuronen aus Rückenmarksexplantaten etabliert. In diesem Zellkultursystem wurde zuerst derPhänotypnachMorpholino-Knockdownauf Laminin-Substraten charakterisiert. Für die funktionel-len Analysenwurde anschließend das Auswachsverhalten auf Ncamͳa oder Ncamͳb beschichtetenSubstraten untersucht.
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͵ MATERIAL & METHODEN
͵ Material & Methoden

͵.ͳ Chemikalien,Puffer,Antibiotika und KulturmedienStandard-Chemikalien wurden von den Firmen Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) und Sigma-Aldrich (St. Louis MO, USA) mit höchstem analytischem Reinheitsgrad (p.a.) bezogen. Chemikalienanderer Hersteller sind Tab. ͳ zu entnehmen. Als Lösemittel wurde hochreines Wasser einerReinstwasser-Anlage von TKA entnommen und autoklaviert (H2OD). Für Arbeiten mit RNA wurdedieses mit DEPC behandelt (DEPC-H2OD).Alle Puffer (Tab. ʹ) und Lösungen (Tab. ͵) wurden autoklaviert, sterilϐiltriert oder aus sterilenStammlösungen angesetzt. Falls nicht anders angegeben, wurde als Lösungsmittel H2OD verwen-det. Antibiotika wurden in Gebrauchsmengen eingefroren (Tab. Ͷ). Kulturmedien wurden sterilgekauft und verwendet oder aus sterilen Stammlösungen angesetzt (Tab. ͷ, Tab. ͸, Tab. ͹, Tab. ͺ).Tabelle ͳ: Chemikalien anderer Hersteller
Chemikalie Hersteller / Artikelnummer Endkonzentration (Lösemit-

tel)
Bovine Growth Serum Supple-
mented Calf HyClone (FCS) Thermo Fisher ScientiϐicArt-Nr.: SH͵ͲͷͶͳ.Ͳ͵ ͳͲ % (DMEM)EDAC-HCl Thermo Fisher ScientiϐicArt-Nr.: EʹʹͶ͹ ͺ µg/µlMowiol Ͷ-ͺͺ [͵ͳ g/mol] Merck MilliporeArt-Nr.: Ͷ͹ͷͻͲͶ ʹͲ % (PBS:Glycerin, ʹ:ͳ)

Tabelle ʹ: Puffer
Bezeichnung Zusammensetzung VerwendungBlotpuffer • ͳͶ͸,ͷ mM Glycin-HCl• ͳͻ,ͺ mM Tris• H2O:Methanol (͵:ͳ) Blotten vonSDS-Gelen imWes-tern Blot
Deyolking-Puffer • ͳ͹,͹ µl/ml Ͷ M NaCl• Ͳ,ͷͷ µl/ml ͳ M KCl• ͳ,ʹ µl/ml ͳ M NaHCO3

Mechanochemischesentdottern
Dulbecco’s Phosphat Buffered
Saline (DPBS)w/o Calcium/Magnesium PAN BiotechArt-Nr.: PͲͶ-͵͸ͷͲͲ Waschen von Zellen
Hi Trap Bindepuffer • ʹͲ mM PBSpH ͹ Puffer zur Gewinnungrekombinanter Proteine ausZellkulturüberstandHi Trap Elutionspuffer • Ͳ.ͳ M Glycin-HClpH ʹ,͹Hi Trap Neutralisationspuffer • ͳ M Tris-HClpH ͻ,ͲLaemmli [ͳͲx] • ʹͷͲ mM Tris• ͳͻʹ mM Glycin• ͳ % SDS (v/v)pH ͺ,ʹ

Elektrophorese-Pufferfür SDS-PAGE
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Fortsetzung Tabelle ʹ

Bezeichnung Zusammensetzung VerwendungMMR • ͳͲͲ mM NaCl• ʹ mM KCl• ͳ mMMgSO4• ʹ mM CaCl2• ͷ mM HEPES• Ͳ,ͳ mM EDTA• ͳ % Penicillin-Steptomycin(v/v)pH ͹,ͺ

Dissektion vonRückenmarken

Phosphatpuffer [Ͷx] • ͻͺ mM NaH2PO4 xͳ H2OpH ͹,Ͷ Immunfärbung von
Whole Mount EmbryonenRinger [ͳͲx] • ͳͳͷ mM NaCl• ʹ,͸ mM KCl• ʹ mM CaCl2• ͳͲ mM HEPESpH ͹,͸
Isotonische Lösung.BestandteilMotoneuronenmedium

Sammelgelpuffer [Ͷx] • Ͳ,ͷ M Tris/HCl• Ͳ,Ͷ % SDSpH ͸,ͺ Bestandteil von Acrylamid-SammelgelenSDS-Probenpuffer [͵x] • ͳͺ͹,ͷ mM Tris/HCl• ͸ % SDS (v/v)• ͵Ͳ % Saccharose (v/w)• Ͳ,Ͳͳ % Bromphenolblau(v/w)• ͳͷ % ß-Mercaptoethanol(v/v)pH ͸,ͺ

Probenpuffer für SDS-PAGE

TAE [ͳͲx] • ͶͲ mM Tris• ʹͲ mM NaOAc• ͳ mM EDTApH ͺ
Elektrophorese-Pufferfür Agarose-Gele

Trenngelpuffer [Ͷx] • ͳ,ͷ M Tris/HCl• Ͳ,Ͷ % SDSpH ͺ,ͺ Bestandteil vonAcrylamid-Trenngelen
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Tabelle ͵: Lösungen

Bezeichnung Zusammensetzung VerwendungAcrylamid-Sammelgel • ͳͲ%AcrylamidRotiphoreseGel [͵Ͳ %]• ͳͷ % Sammelgelpuffer [Ͷx]• Ͳ,Ͳ͸ % APS [ͳͲ %]• Ͳ,Ͳͳͷ % TEMED
Protein Gelelektrophorese

Acrylamid–Trenngel [ͳͲ %] • ͵͵%AcrylamidRotiphoreseGel [͵Ͳ %]• ʹͷ % Trenngelpuffer [Ͷx]• Ͳ,ͳ % APS [ͳͲ %]• Ͳ,ͲͲ͸ % TEMEDAgarose [ͳ %] • ͳ % Agarose Ultra-Qualität(w/v)in ͳx TAEvor Gebrauch:• Ͳ,ͲͲͷ % Roti GelStrain(Carl Roth Art-Nr.: ͵ͺ͸ͷ.ͳ)

DNA/RNA Gelelektrophorese

ATV • ͳ͵͸,ͺ mM NaCl• ͷ,Ͷ mM KCl• ͷ,ͷ mM Na2CO3• Ͳ,͸ mM EDTA• Ͳ,Ͳͷ % Trypsin (v/v)• ͳ % Penicillin-Streptomycin(v/v)

Dissoziation von Rückenmar-ken

BSA/DMSO/PBS • ͳ % BSA (w/v)• ͳ % DMSO (v/v)in ͳx PBS Antikörperinkubation
Whole Mount EmbryonenBSA [ͳ %] • ͳ % BSA (w/v)in ͳx PBS Antikörperinkubation ZellenBlockierlösung • ͷ % Magermilchpulver(w/v)in ͳx PBST AntikörperinkubationWestern BlotMowiol [ʹͲ %] mit n-Propylgallat • ʹͲ %Mowiol Ͷ-ͺͺ (w/v)• Ͳ,ʹ % Thimerosal (v/v)in ͳx PBS:Glycerin (ʹ:ͳ)pH ͺ-ͺ,ͷvor Gebrauch:• Spatelspitze n-Propylgallat

Konservieren von WholeM-
ount- und Zellpräparaten

Natriumborhydrid • ͳ μg/ml NaBH4in ͳx PBS Reduktion von Doppelbindun-gen nach PFA FixierungPBST (PBS-TweenʹͲ) • Ͳ,Ͳͷ % Tween-ʹͲin ͳx PBSpH ͹,Ͷ Waschen vonWestern Blots
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Fortsetzung Tabelle ͵

Bezeichnung Zusammensetzung VerwendungPBS-T (PBS-Triton X-ͳͲͲ) • Ͳ,ͳ % Triton X-ͳͲͲin ͳx PBSpH ͹,Ͷ Permeabilisieren von Zellen
PFA [Ͷ %] • Ͷ % PFAin Phosphatpuffer oder PBSpH ͹,Ͷ Fixieren von Whole Mountsbzw. ZellenPFA/GA/Saccharose • Ͷ % PFA• Ͳ,ͳͷ % Glutaraldehyd• Ͳ,͵͵ M Saccharosein PBSpH ͹,Ͷ

Fixieren von Motoneuronen-Primärkulturen
PTU [Ͳ,͵ %] • Ͳ,ʹ mM PTU (Phenylthio-harnstoff) Endkonzentrati-on Ͳ,ͲͲ͵ %in E͵

verhindert Melanogenese abʹͶ hpf
Reinigungslösung Vivaf-lowʹͲͲ • Ͳ,ͷ M NaOH• Ͳ,ͷ mM NaOCl Reinigen der Tangentialϐluss-kassetteRotiBlue Färbelösung • ʹͲ % RotiBlue [ͷX] (CarlRoth, Art-Nr.: Aͳͷʹʹ)• ʹͲ %Methanol• ͸Ͳ %Wasser

Coomassie-Färbung

Tabelle Ͷ: Antibiotika
Handelsname Hersteller / Artikelnummer EndkonzentrationAmpicillin Natriumsalz[ͳͲͲ mg/ml] Carl RothArt-Nr.: HP͸ʹ.ͳ ͳͲͲ µg/mlKanamycin[ͷͲ mg/ml] Carl RothArt-Nr.: Tͺ͵ʹ.ͳ ͷͲ mg/mlPenicillin-Streptomycin[ͳͲ U/ml - ͳͲ mg/ml] SigmaArt-Nr.: P-Ͳ͹ͺͳ oder PͶ͵͵͵ Ͳ,ͳ U/ml - ͳͲͲ µg/mlGeneticin[ͷͲ mg/ml] Thermo Fisher ScientiϐicArt-Nr.: ͳͳͺͳͳͲʹ͵ ͹ͷͲ µg/mlZeocin[ͳͲͲ mg/ml] Thermo Fisher ScientiϐicArt-Nr.: RʹͷͲͲͳ ͹ͷͲ µg/ml

ʹͲ



͵ MATERIAL & METHODEN
Tabelle ͷ: Kulturmedien für Zelllinien

Bezeichnung Zusammensetzung VerwendungDMEM-FCS • Dulbecco’s Modiϔied Eagle’s
Medium (DMEM); PAN Bio-tech, Art-Nr.: PͲͶ-͵ͷͻͲ• ͳͲ % FCS (v/v)optional:• Zeocin [͹ͷͲ µg/ml]• Geneticin [͹ͷͲ µg/ml]

Standard Kultur- und Selekti-onsmedium

Opti-MEM Opti-MEM without phenolred (Thermo Fisher Scientiϐic,Art-Nr.: ͳͳͲͷͺ-Ͳʹͳ) Transfektionsmedium
Opti-CHO • CD OptiCHO Medium(Thermo Fisher Scientiϐic,Art-Nr.: ͳʹ͸ͺͳ-Ͳͳͳ)• L-Glutamin [Ͷ mM](Thermo Fisher Scientiϐic,Art-Nr.: ʹͷͲ͵Ͳ-ͲʹͶ)

Expressionsmedium Protein-und Serum-frei

Tabelle ͸: Kulturmedium für Primärzellen
Bezeichnung Zusammensetzung VerwendungKulturmediumMotoneuronenPrimärzellkultur • Ͷͻ % L-ͳͷ(Thermo Fisher Scientiϐic,Art-Nr.: ͳͳͶͳͷ-ͲͶͻ)• Ͷͻ % Ringer• ͳ % FCS• ͳ % Penicillin-Streptomycin

modiϐiziert nachAndersen, ʹͲͲͳ

Tabelle ͹: Kulturmedium für Embryonen
Bezeichnung Zusammensetzung VerwendungDanieau [ͷͲx] • ͷͺ mM NaCl• Ͳ,͹ mM KCl• Ͳ,Ͷ mMMgSO4• Ͳ,͸ mM Ca(NO3)2• ͷ mM HEPESzu ͳx Danieau:• Ͳ,ͳ %Methylenblau

Bestandteil Morpholino Lö-sungen und Hälterung vonEmbryonen während derInjektion
E͵ [͸Ͳx] • ʹͻͶ mM NaCl• ͳͲ mM KCl• ʹ͸,ͳ mM CaCl2• Ͷͳ mMMgSO4zu ͳx E͵:• Ͳ,ͳ %Methylenblau

Aufzucht von Embryonennach Haffter et al., ͳͻͻ͸
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Tabelle ͺ: Kulturmedien für Bakterien

Bezeichnung Zusammensetzung VerwendungLB-Miller(Medium/Agarplatten) • ͳͲ g/l Bacto-Trypton ͳ %• ͷ g/l Hefeextrakt Ͳ,ͷ %• ͳͲ g/l NaCl ͳ,ͷ %pH ͹Plattenkulturen:• + ͳͷ g/l Agar-AgarOptional:• Ampicillin (ͳͲͲ µg/ml)• Kanamycin (ͷͲ µg/ml)

komplexes Nährmedium zurKultivierung von Bakterien

SOC • ʹ % Trypton• Ͳ,ͷ % Hefeextrakt• ͳͲ mM NaCl• ʹ,ͷ mM KCl• ͳͲ mMMgCl2• ͳͲ mMMgSO4• ʹͲ mM GlukosepH ͹

komplexes Nährmedium fürBakterien nach Transformati-on

͵.ʹ Nukleinsäuren

Nukleotide

Tabelle ͻ: Nukleotide für DNA Synthese
Name Hersteller Zusammensetzung / End-

konzentrationpeqGOLD dNTP-Mix(ͳͲ mM zu gleichen Teilen) Peqlab VWRArt-Nr.: ʹͲ-͵ͲͳͲ je Ͳ,ʹ mM dNTP
OligonukleotideAlle verwendeten Oligonukleotide wurden über die Firma euroϐins genomics ohne Modiϐikationenbezogen (Tab. ͳͲ). Für die Erststrangsynthese aus mRNA wurden genspeziϐische Oligonukleotideverwendet. In der Tabelle sind diese nach dem folgenden Muster markiert: Schnittstellen (kursiv),Targetbinding (Unterstrichen; bei Schnittstellenprimern), Start/Stopcodon (fett).Tabelle ͳͲ: Oligonukleotide -

”
Primer“

Gen Bezeichnung Sequenz
ncamͷa Nͳa_ECD_NheI_F ͷ’ TAGGCTAGCATGCTTCAAATACGGGATCTCA ͵’Nͳa-ECD-BamHI-R ͷ’ TAAGGATCCACTTACCTGTTGGGATGGCGGTGGGTTCTG ͵’Nͳa_CDS_BamHI_F“ ͷ’ TAAGGATCCATGCTTCAAATACGGGATCTCA ͵’Nͳa-CDS_w/oStop_XbaI_R ͷ’ TAATCTAGATGCTTTGCTCTCGTTGCCGT ͵’ͳ͵ͳf TGGAGATGCTAAGGAAATAGncamͳa Ͷʹʹf ͷ’ CACCACCCCCAACTATCATC ͵’ncamͳa ͺ͹͵r ͷ’ CACTCCTCTCTCCAGCCTTG ͵’ͳͶʹͲf ͷ’ TTTGTGGTTCCGGGATGGCC ͵’
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Fortsetzung Tabelle ͳͲ

Gen Bezeichnung Sequenz
ncamͷa ͳͺͻ͹f ͷ’ CCGCCAGGACTGGAAGCCTG ͵’ʹͶͷͳf ͷ’ GGCGGAGGTGAAGACAGTCC ͵’ʹ͸Ͷ͹r ͷ’ TTGTACTTTTCATTTGTTAT ͵’
ncamͷb Nͳb_ECD_NheI_F ͷ’ TGGGCTAGCATGTTTCCGACCAAGGCGAT ͵’Nͳb_ECD_Bclͷ_R ͷ’ ATGTGATCAACTTACCTGTTGTGGTGGCTGTGGGCTCTG ͵’Nͳb_CDS_HindIII_F ͷ’ TAAAAGCTTATGTTTCCGACCAAGGCGAT ͵’Nͳb-CDS_w/oStop_XhoI_R ͷ’ TAACTCGAGTGCTTTACTTTCAATGTTTG ͵’ʹͳͳf CGCAACGACGAGACGTCCTCͺͻͺf ͷ’ CTGGCCTGTGATCCTGATGGA ͵’ͳͲͶͲr ͷ’ CCCTCGTCCAGCTTTGTCACATC ͵’ͳͶͺͲf ͷ’ AACCCGGCCAACATCAGCTG ͵’ʹͲ͵ͷf ͷ’ GTGGCAGAGAACCAACAGGGC ͵’ʹͷ͵ͷf ͷ’ CAACCCAAAGGCAATTCTCTC ͵’͵͵Ͳ͸r ͷ’ AGAGTTTCTACAAGAGCATt ͵’ncamͳb_Stop_R ͷ’ TCATGCTTTACTTTCAATGT ͵’
tag-ͷ ZF_cntnʹ_#ʹ_F ͷ’ ATGAGGATGAGGATTCTGTTG ͵’cntnʹ_groß_Rev ͷ’ TCACAGTCCTGATGAGCCAATGAG ͵’cʹ_ECD_NheI_F ͷ’ TAAGCTAGCATGAGGATGAGGATTCTGTT ͵’cntnʹ_ECD_BamHI_R ͷ’ TAAGGATCCACTTACCTGTGTTCTGGACCATCATTCCAG ͵’cntnʹ_CDS_HindIII_F ͷ’ TAAAAGCTTATGAGGATGAGGATTCTGTT ͵’cntnʹ-CDSw/oStop_Xba_R ͷ’ TAATCTAGACAGTCCTGATGAGCCAATGAG ͵’ZF_cntnʹ_R_ͷͳͻb ͷ’ GAAGTTAGGGAACTCGTTGA ͵’ZF_cntnʹ_R_ͳͲͳͻb ͷ’ TCCACCTCAGAGTCACTCAT ͵’ZF_cntnʹ_R_ͳͷͳͻb ͷ’ TGACAGACAGGTGTCCAGTG ͵’ZF_cntnʹ_R_ʹͲͳͷb ͷ’ CACACGTGCAGATTCAGCAT ͵’cntnʹ_R_Seq_ʹͷͳͻb ͷ’ AGGTGTTGAATGGGCTCCCA ͵’
neurolin ZF_alcamA_F ͷ’ ATGCATTCGGTTATCTGC ͵’ZF_alcamA_R ͷ’ GGCTCTCTCCACTCTTAGACATC ͵’alcA_ECD_NheI_F ͷ’ TAAGCTAGCATGCATTCGGTTATCTGCCT ͵’alcA_ECD_BamHI_R ͷ’ TTAGGATCCACTTACCTGTTTTGGCTTGGTCTGCGCCAT ͵’alcA_CDS_HindIII_F ͷ’ TAAAAGCTTATGCATTCGGTTATCTGCCT ͵’alcA-CDSw/oStop_XbaI_R ͷ’ TAATCTAGAGACATCTGCTTTATGATTGT ͵’alcA-Fnest ͷ’ CTCTATTGAGACTGTCGCCG ͵’alcA-Rnest ͷ’ GATGTCTAAGAGTGGAGAGAGCC ͵’alcamA_SeqͶͷͷ ͷ’ AAATGGCAAACTGACGCAGTTGGG ͵’alcamA_SeqR͹͵ͷ ͷ’ GGTGCTGGACAGACCGGTGA ͵’alcamA_SeqͳͲͺͻ ͷ’ AAAGTGACGTGGACTAAGGATAAC ͵’alcamA_Seqͳ͵ͻʹ ͷ’ AAACTGACGGTGGTCCCGAGTAAG ͵’
neurolin
like

ZF-alcamB_ʹ_F ͷ’ ATGCAGCGGACCGCCTTT ͵’ZF_alcamB_ʹ_R ͷ’ CATTCAACAGCAACGGAGGT ͵’alcB_ECD_NheI_F ͷ’TAAGCTAGCATGCATTCGGTTATCTGCCT ͵’alcB_ECD_Bam_R ͷ’ TAAGGATCCACTTACCTGTTGTGATCTTTCCATTCACATG ͵’alcB_CDS_KpnI_F ͷ’ TAAGGTACCATGCAGCGGACCGCCTTTTT ͵’alcB_CDSw/oStop_Xba_R ͷ’ TAATCTAGACACTCCAGCTTTTTGGCTCT ͵’
ʹ͵



͵ MATERIAL & METHODEN
Fortsetzung Tabelle ͳͲ

Gen Bezeichnung Sequenz
neurolin
like

alcB_Fnest ͷ’ GACGCTCGTTAGGCAAGGATA ͵’alcB_Rnest ͷ’ TGACGCTCAAGGAGAAACGC ͵’alcamB_SeqͶͳͻ ͷ’ ACCACTGCGATGGAAATCGG ͵’alcamB_SeqRͶͻͶ ͷ’ TTGTTCTTGAACCACGTGAT ͵’alcamB_SeqͳͲͻͻ ͷ’ GTTGGCCCTCCTAAATTTGC ͵’alcamB_StopR ͷ’ TAACACTTCAGCTTTTTGGC ͵’
Nadlͷ.ͷ
LͷCamͷ

nadlͳ.ͳ-Fnest ͷ’ ATGTTTGCTCCAGAATGC ͵’nadlͳ.ͳ-Rnest ͷ’ TTAATTAGGCCCCAGGATCC ͵’
Nadlͷ.͸
LͷCam͸

nadlͳ.ʹ-Fnest ͷ’ ACAGTGCTCTTCTCTGAGTGGA ͵’nadlͳ.ʹ-Rnest ͷ’ CTAGTCAAGGAGGGCGGCGGA ͵’
human
IgGFc

humIgG-Fc_F ͷ’ GGAGGGAGGGTGTCTGCTGG ͵’humIgG-Fc_R ͷ’ TGCAGAGAGAAGATTGGGAG ͵’
Morpholino-NukleotideBei den verwendeten Morpholinos handelt es sich um translations-hemmende Morpholinos. Siewurden über die Firma Gene Tools LCC, USA bezogen.Tabelle ͳͳ: Morpholino-Nukleotide
Bezeichnung Sequenz Referenz Endkonzen-

tration
standard controlKontroll-Morpholino ͷ´-CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA-͵´ Gene ToolsLLC ͳng/nlNcamͳa ͷ’UTR ͷ´-GTTTACTGTTTGTTTTTGCCTTCCG-͵´ (Langhauseret al., ʹͲͳʹ) ͳng/nlNcamͳb Startcodon ͷ´-AGATTATCGCCTTGGTCGGAAACAT-͵´ (Langhauseret al., ʹͲͳʹ) ͳng/nlTag-ͳ (cntnʹ) ͷ’-CCACACCCAGACCAGACACTTATTT-͵’ (Liu & Hall-oran, ʹͲͲͷ) ʹ ng/nlNeurolin-a ͷ’-GTCCGGCGACAGTCTCAATAGAGAG-͵’ (Diekmann& Stuermer,ʹͲͲͻ) ͳng/nl
StͺSiaII Morpholinoͳ ͷ´-AAAAGACATGACTTGACCGATGCG-͵´ (Marx et al.,ʹͲͲ͹) je ͳ ng/nlStͺSiaII Morpholinoʹ ͷ´-AGAAATGTGTTCTCCTCTTTCACG-͵´

Ausgangsvektoren

Tabelle ͳʹ: Ausgangsvektoren
Name Resistenzen /

Eukaryotischer
Promotor

Modiϐikation Bezugsquelle Verwendung

pCR-BluntII-Topo Kanamycin- Topoisomerase I Thermo FisherScientiϐicArt-Nr.:KʹͺͲͲʹͲ
Klonierung CDSMatritze fürExpressionsvek-toren
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Fortsetzung Tabelle ͳʹ

Name Resistenzen /
Eukaryotischer
Promotor

Modiϐikation Bezugsquelle Verwendung

pcDNA͵.ͳ/Zeo„͵ͳͷͲ“ AmpicillinZeocinCMV
humanes IgGFc-Fragment(CHͳCHʹ) ͵’MCS

ArbeitsgruppeGerady-SchahnMHH Expression ECDsolubel
pcDNA͵.ͳ(A)Myc/͸xHis„͵ͳͷͳ“ AmpicillinGeneticinCMV

Myc/͸x His͵’MCS Arbeitsgruppe:Foulkes, KITD. Vallone Expression CDSw/o S membran-gebunden
ExpressionsvektorenDer Erststrang wurde in einer PCR ampliϐiziert und die kodierenden Bereiche (CDS; teilweise mituntranslatierenden Bereichen UTR) in den pCR-Blunt II-Topo Vektor ligiert. Zur Expression rekom-binanter Proteinewurden die entsprechendenBereiche der extrazelluläre Domäne (ECD) oder CDSohneStopcodon (w/oS) in korrekter ͷ’͵’ Orientierung indieVektoren͵ͳͷͲbzw. ͵ͳͷͳ ligiert.Wennnicht anders vermerkt, wurden die Plasmide imRahmen der vorliegendenDoktorarbeit hergestellt(MS). Tabelle ͳ͵: Expressionsvektoren
Name Enthaltene Sequenz bp Insert BezugsquelleNCAM-ͳͶͲ CDS Ncamͳa-ͳͶͲ - Institut, JB, lag zu be-ginn der Arbeit vor͵ͳͷͲA Ncamͳa ECD ʹͲ͵͹ MS͵ͳͷͳA Ncamͳa CDSw/oStop ʹͷͳͳ MSPCAM CDS Ncamͳb - Institut, JB, lag zu be-ginn der Arbeit vorPCAM ͷ Mutationen CDS Ncamͳb mitfünf Mutationenin Morpholino-Bindestelle

- Institut, ML, lag zu be-ginn der Arbeit vor
͵ͳͷͲB Ncamͳb ECD ʹͳͳʹ MS͵ͳͷͳB Ncamͳb CDS w/oStop ͵Ͳͻ͵ MSTopo-cʹ Tag-ͳ CDS ͵ͳ͸Ͷ MS͵ͳͷͲcʹ Tag-ͳ ECD vor omega-Splice Site ͵ͲͶʹ MS͵ͳͷͳcʹ Tag-ͳ CDS w/o Stop ͵ͳʹͲ MSTopo-alcA Neurolin CDS ͳ͹͸Ͷ MS͵ͳͷͲalcA Neurolin ECD ͳͷͳʹ MS͵ͳͷͳalcA Neurolin CDS w/oStop ͳ͸ͻʹ MSTopo-alcB Neurolin Like CDS ʹͺ͸Ͳ MS͵ͳͷͲalcB Neurolin Like ECD ͳͷͲͻ MS͵ͳͷͳalcB Neurolin Like CDSw/o Stop ͳ͸ͺ͸ MSTopo-nadlͳ Lͳ.ͳ CDS ͵ͺ͵ͷ MSTopo-nadlʹ Lͳ.ʹ CDS ͵ͺͺͻ MS
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͵.͵ Proteine

Proteine zur Oberϐlächenfunktionalisierung

Tabelle ͳͶ: Proteine zur Oberϐlächenfunktionalisierung
Bezeichnung Hersteller Endkonzentration; ng/mm2Fibronektin (human plasma) Sigma-AldrichArt-Nr.: FʹͲͲ͸ ͳͲͲ µg/ml; Ͳ.ͷ µg/mmLaminin (mouse) Thermo Fisher ScientiϐicArt-Nr.: ʹ͵Ͳͳ͹-Ͳͳͷ ʹͲ µg/ml, ͺ ng/mm2

Rekombinante Proteine (Eigenproduktion)Für Interaktionsstudien wurden rekombinante Proteine mit Hilfe eukaryotischer Zellen (CHO Zel-len) synthetisiert (Tab. ͳͷ). Informationen zur Methode sind Abschnitt ͵.ͻ zu entnehmen. SolubleProteine enthalten am C-Terminus ein humanes Fc. Diese Fc-Chimären wurden in der genetischkomplementären Gruppe CHO-ʹAͳͲ hergestellt, um eine posttranslationale Modiϐikation mit Poly-sialinsäure auszuschließen (Eckhardt et al., ͳͻͻͷ). Membrangebundene Proteine enthalten bis aufdas Stopcodon die gesamte Proteinsequenz (w/o Stop). Als Markierung dienten ein cMyc-Tag undein ͸xHis-Tag . Tabelle ͳͷ: Rekombinante Proteine
Proteinname Abschnitt TagNcamͳa ECD (ASͳ-AS͸͹ͻ) Solubel Human IgG Fc CHͳChʹCDS (ASͳ-ASͺ͵͹ w/o Stop)Membrangebunden Myc/͸x HisNcamͳb ECD (ASͳ-AS͹ͲͶ) Solubel Human IgG Fc CHͳChʹCDS (ASͳ-ASͳͲ͵ͳ w/o Stop)Membrangebunden Myc/͸x HisTag-ͳ ECD (ASͳ-ASͳͲͳͶ) Solubel Human IgG Fc CHͳChʹCDS (ASͳ-ASͳͲͶͲ w/o Stop)Membrangebunden Myc/͸x HisNeurolin ECD (ASͳ-ASͷͲͶ) Solubel Human IgG Fc CHͳChʹCDS (ASͳ-ASͷ͸Ͷ w/o Stop)Membrangebunden Myc/͸x His

Mittels SDS-PAGE/Coomassiefärbung und Western Blot wurde die Reinheit beziehungsweise Spe-ziϐität der aus Zellkultur-Uǆ berständen gewonnenen Proteinen ermittelt (Abb. ͺ) Ncamͳa-Fc undNcamͳb-Fc haben je eine Größe von etwa ͳͶͲ kDa. Tag-ͳ-Fc ist etwa ʹͶͲ kDa groß und Neurolin-Fc hat eine Größe von etwa ͳͳͷ kDa. Die Größenangaben beinhalten je die extrazelluläre Domäneund den Fc-Tag und wurden mit protParam aus der Aminosäuresequenz berechnet.
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ͷͷ
͹Ͳ
ͳͲͲ
ͳ͵Ͳ
ʹͷͲkDa A B Tͳ N

Abbildung ͺ: Expressionsnachweis rekombinanter Proteine aus demZellkulturüberstand. Abkürzungen: (A) Ncamͳa-Fc,(B) Ncamͳb-Fc, (Tͳ) Tagͳ-Fc und (N) Neurolin.Die verwendete Endkonzentration der rekombinanten Fc-Chimären richtete sich nach der Art derAnwendung. Als Kontroll-Protein wurde humanes IgG Fc Protein [ͳ,͹ mg/ml] von Merck MilliporeArt-Nr.: AGͳͲͲ verwendet.• Beschichtung von Glasoberϐlächen ʹ ng/mm2• Pulldownassays/Bead-Aggregationen ͳͲ µg/ʹͲ µl BeadsAfϐinitätssonden:• Zell-Overlay-Assays ͵ µg/ͳͲͲ Zellen• Whole Mount Overlay Assay ͳͲ µg/ʹͷ Embryonen
EnzymeAlle Enzyme wurden gemäß dem Herstellerprotokoll eingesetzt und verwendet.
Polymerasen

Tabelle ͳ͸: Polymerasen
Speziϐität Name Bezug/ArtikelnummerRNA-abhängige DNA Polyme-rase RevertAid HMinus FirstStrandcDNA Synthesis Kit Thermo Fisher ScientiϐicArt-Nr.: Kͳ͸͵ͳSuperscript III Reverse Tran-skriptase Thermo Fisher ScientiϐicArt-Nr.: ͳͺͲͺͲͲͶͶDNA-abhängige DNA Polyme-rase DreamTaq Green DNA-Polymerase Thermo Fisher ScientiϐicArt-Nr.: EPͲ͹ͳʹPhusion HotStart II DNA-Polymerase Thermo Fisher ScientiϐicArt-Nr.: F-ͷͶͻL
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Fortsetzung Tabelle ͳ͸

Speziϐität Name Bezugsquelle/ Artikelnum-
merDNA-abhängige RNA Polyme-rase mMESSAGE mMACHINE Kit Thermo Fisher ScientiϐicArt-Nr.: AMͳ͵ͶͲ/AMͳ͵ͶͶ

RestriktionsendonukleasenDie verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden von der Firma Thermo Fisher Scientiϐic be-zogen. Tabelle ͳ͹: Restriktionsendonukleasen
Enzym Artikelnummer PufferBamHI ERͲͲͷͳ ͳx Puffer BamHIBclI ERͲ͹ʹͳ ͳx Puffer GEcoRI ERͲʹ͹ͳ ͳX Puffer EcoRIHindIII ERͲͷͲͳ ͳX Puffer RKpnI ͳͷʹ͵ʹͲͳͲ ͳX Puffer LNotI ERͲͷͻͳ ͳx Puffer ONheI ERͲͻ͹ͳ ͳX Tango PufferStuI ERͲͶʹͳ ͳX Puffer BXhoI ERͲ͸ͻͳ ͳX Puffer R

Sonstige Enzyme

Tabelle ͳͺ: Sonstige Enzyme
Bezeichnung Hersteller VerwendungcOmplete Mini RocheArt-Nr.: ͲͶ͸ͻ͵ͳʹͶͲͲͳ Protease Inhibitor CocktailHALT Protease and Phospha-tase Inhibitor Cocktail Thermo Fisher ScientiϐicArt-Nr.: ͹ͺͶͶͲ Protease und Phosphatase In-hibitor MixRiboLock RNase Inhibitor Thermo Fisher ScientiϐicArt-Nr.: ͲͲ͵ͺʹ RNase InhibitorRNase H Thermo Fisher ScientiϐicArt-Nr.:Thermo Fisher ScientiϐicArt-Nr.:

Verdau von RNA in RNA/DNAHybriden
RNase A Thermo Fisher ScientiϐicArt-Nr.: ENͲͷ͵ͳ Verdau von RNA
recombinant humanSTͺSIAII Protein R&D SystemsArt-Nr.: ͸ͷͻͲ-GT rekombinante Sialyltransfera-se Bead Aggregations AssaysTͶ DNA Ligase Thermo Fisher ScientiϐicArt-Nr.: ELͲͲͳͳ Ligationen von Sticky-End
͵.Ͷ Antikörper und Farbstoffe

PrimärantikörperAlle verwendeten Antikörper entsprechen dem Isotypen Immunglobulin G (IgG).
ʹͺ



͵ MATERIAL & METHODEN
Tabelle ͳͻ: Primärantikörper

Antigen Name Klonalität /
Herkunft

Endkonzen-
tration

Referenz BezugsquelleZF Ncamͳa Ncamͳa[Ͳ,Ͷ µg/ml] pkl Hase Ͳ,Ͷ ng/ml LLanghauseret al. (ʹͲͳʹ) YoshihiroYoshiharaZF Ncamͳb Ncamͳb[Ͳ,Ͷ µg/ml] pkl Hase Ͳ,Ͷ ng/ml Miyasaka etal. (ʹͲͲͷ) YoshihiroYoshiharaNcamͳa/ͳb Ncam ͹ͲͶ[ʹͲ mg/ml] mkl Maus ͳͲ µg/ml Marx et al.(ʹͲͲͳ) Zell- und Neu-robiologieKITpolySia m͹͵ͷ[ʹ mg/ml] mkl Maus ʹ µg/ml Frosch et al.(ͳͻͺͷ) AG Gerardy-Schahn, MHHTag-ͳ T͹Ͷͳ[ͳͲ mg/ml] pkl Hase ͵ µg/ml Lang et al.(ʹͲͲͳ) Uni KonstanzLͳCAM Eͳ͹[ͳͲ mg/ml] mkl Maus ͷͲ µg/ml Weiland et al.(ͳͻͻ͹) Uni KonstanzNeurolin Nͷͳͺ[ͳ,ͷ mg/ml] mkl Maus ʹͷ µg/ml Ott et al.(ʹͲͲͳ) Uni KonstanzIgG,Fcγ-Fragmentspeziϐisch
Goat-a-human IgG[ʹ mg/ml] pkl Ziege ͳͲ µg/ml (Maurer et al.,ʹͲͳʹ) JacksonImmunoResearchArt-Nr.:ͳͲͻ-ͲͲͷ-ͲͲͺLaminin Anti-Laminin[Ͳ,ͷ mg/ml] pkl Hase ͷ µg/ml - Sigma Ald-rich Art-Nr.:Lͻ͵ͻ͵Anti-͸xHisTag HIS.Hͺ[ͳ mg/ml] mkl Maus ͷ µg/ml Panter et al.(ʹͲͳʹ) abcamArt-Nr.:abͳͺͳͺͶ

SekundärantikörperZK Immunhistochemie von Zellen ZF Immunhistochemie vonWhole MountsTabelle ʹͲ: Sekundärantikörper
Antigen Name Fluoreszenzfarbstoff

(Ex nm / Em nm) /
Enzym

Endkonzen-
tration

Hersteller

Maus Goat a-Mouse IgGCy͵[ͳ,ͷ mg/ml] Cy͵ (Ex ͷͷͶ/Em ͷ͸ͺ) ͵ µg/mlZF & ZK Jackson ImmunoResearchArt-Nr.: ͳͳͷ-ͳ͸ͷ-ͳͶ͸Goat a-Mouse IgGCy͵ PreadsorbedRabbit[ͳ,ͷ mg/ml]
Cy͵ (Ex ͷͷͶ/Em ͷ͸ͺ) ͵ µg/mlZF & ZK DianovaArt-Nr.: ͳͳͳ-ͳ͸ͷ-ͳ͸͸Goat a-Mouse IgGCyͷ[ͳ,ͷ mg/ml] Cyͷ (Ex ͸Ͷͻ/Em ͸͸͸) ͹,ͷ µg/ml ZK͵ µg/ml ZF DianovaArt-Nr.: ͳͳͷ-ͳ͹ͷ-ͳͶ͸
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͵ MATERIAL & METHODEN
Fortsetzung Tabelle ʹͲ

Antigen Name Fluoreszenzfarbstoff
(Ex nm/Emnm) / En-
zym

Endkonzen-
tration

Hersteller

Hase Goat a-Rabbit IgGCy͵[ͳ,ͷ mg/ml] Cy͵ (Ex ͷͷͶ/Em ͷ͸ͺ) ͵,͹ͷ µg/ml ZK͵ µg/ml ZF DianovaArt-Nr.: ͳͳͳ-ͳ͸ͷ-ͳͶͶGoat a-Rabbit IgGA͸Ͷ͹[͹ͷͲ µg/ml] Alexa Fluor ͸Ͷ͹(Ex ͸ͷͲ/Em ͸͸ͷ) ͵,͹ͷ µg/ml ZKͳ,ͷ µg/ml ZF DianovaArt-Nr.: ͳͳͳ-͸Ͳ͸-ͲͶͷDonkey-a-RabbitIgG[ͶͲͲ µg/ml] Meerrettichperoxidase(Horseradish
Peroxidase, HRP) ͶͲ ng/ml Jackson ImmunoResearchArt-Nr.: ͹ͳͳ-Ͳ͵͸-ͳͷʹAnti ͸xHis tag[ͳ mg/ml] HRP ʹͲͲ ng/ml AbcamArt-Nr.: abͳͳͺ͹Ziege Rabbit-a-Goat IgG[ͺͲͲ µg/ml] HRP ͺͲ ng/ml Jackson ImmunoResearchArt-Nr.: ͵Ͳͷ-Ͳ͵ͷ-ͲͲͺMensch Goat-a-Human IgGAͷͻͶ[ʹ mg/ml] Alexa Fluor ͷͻͶ(Ex ͷͻͲ/Em ͸ͳ͹) ͳͲ µg/ml Jackson ImmunoResearchArt-Nr.: A-ͳͳͲͳͶGoat-a-Human IgGAͷͶ͸[ʹ mg/ml] Alexa Fluor ͷͶ͸(Em ͷͷ͸/Exͷ͹͵) ͳͲ µg/ml Thermo FisherScientiϐicArt-Nr.: A-ʹͳͲͺͻ

Farbstoffe

Tabelle ʹͳ: Farbstoffe
Name Fluoreszenz

(Ex nm/Em nm)
Verdünnung HerstellerͶ’,͸-Diamidino-ʹ-phenylindole (DAPI)[ͳ mg/ml] DAPI/DNA Komplex(Ex ͵͸Ͷ/Em ͶͷͶ) Ͳ,ͷ µg/ml Sigma-AldrichArt-Nr.: DͻͷͶʹPhalloidin Alexa ͸Ͷ͹[ʹͲͲ Units/ml] AlexaFluor ͸Ͷ͹(Ex ͸ͷͲ / Em ͸͸ͷ) Ͳ,Ͳʹ Units/µl Thermo FisherScientiϐicArt-Nr.: A-ʹʹʹͺ͹

͵.ͷ Kit-Systeme verschiedener HerstellerIn Tabelle ʹʹ sind die für verschiedene Anwendungsbereiche verwendeten Herstellerpakete aufge-listet. Es wurde nach der Vorschrift des Herstellers verfahren.Tabelle ʹʹ: Kit-Systeme
Bezeichnung Hersteller VerwendungCoomassie (Bradford) ProteinAssay Kit Thermo Fisher ScientiϐicArt-Nr.: ʹ͵ʹͲͲ Konzentrationsbestimmungvon ProteinenLipofectamine ʹͲͲͲ Transfec-tion Reagent Thermo Fisher ScientiϐicArt-Nr.: ͳ͸͸ͺͲʹ͹ Transfektionsreagenz euka-ryotischer Zellen
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͵ MATERIAL & METHODEN
Fortsetzung Tabelle ʹʹ

Bezeichnung Hersteller VerwendungpeqGOLD TriFast VWR (peqLab)Art-Nr.: ͵Ͳ-ʹͲͳͲ Extraktion von RNA und Pro-teinen aus Gewebehomogena-tenQIAprep Spin Miniprep Kit QIAGENArt-Nr.: ʹ͹ͳͲͶ Plasmidpräparation aus Uǆ ber-nachtkulturenQIAquick Gel Extraction Kit QIAGENArt-Nr.: ʹͺ͹ͲͶ Extraktion von PCR-Ampliϐikaten aus Agarose-gelenRevertAid™H Minus FirstStrand cDNA Synthesis Kit Thermo Fisher ScientiϐicArt-Nr.: Kͳ͸͵ͳ Erststrangsynthese aus tota-ler RNASigmaSpin™ Sequencing Reac-tion Clean-Up Sigma-AldrichArt-Nr.: SͷͲͷͻ-͹ͲEA Aufreinigung enzymatischerReaktionenSuperSignal West Pico Che-miluminescent Substrate Thermo Fisher ScientiϐicArt-Nr.: ͵ͶͲͺͲ Chemilumineszent HRP Sub-stratZero Blunt® TOPO® PCRCloning Kit with One Shot®TOPͳͲ Chemically Competent
E.coli

Thermo Fisher ScientiϐicArt-Nr.: KʹͺͲͲ-Ͳʹ Blunt-End Ligation und Trans-formation
͵.͸ Längenstandards,Arbeitsmittel,Geräte,Programme

Tabelle ʹ͵: Längenstandards
Bezeichnung Hersteller VerwendungpeqGOLD ͳkb DNA Leiter PeqlabArt-Nr.: ʹͷ-ʹͲ͵Ͳ DNA LängenstandardGrößenbereich:ʹͷͲ-ͳͲͲͲͲ bpͳͶ FragmenteProtein Marker V PeqlabArt-Nr.: ʹ͹-ʹʹͳͲ Gefärbter ProteinmarkerGrößenbereich: ͳͲ-ʹͷͲ kDaͻ Fragmente

Tabelle ʹͶ: Arbeitsmittel
Bezeichnung Hersteller VerwendungAmicon Ultra-Ͳ,ͷ ml (ͷͲK) Ul-tracel ͷͲK Membrane Merck MilliporeArt-Nr.: UFCͷͲͷͲͲͺ Konzentration undUmpuffernrekombinanter ProteinenCoated Fluorescent Polystyre-ne Particles Ͳ,ͷͷ µm Protein Acoated Purple Kisker Biotech GmbH & Co KGArt-Nr.: PC-PAFPU-Ͳ.ͷ Bead Aggregations AssaysFarbe (Ex/Em): Texas Rot(ͷͻͲ-͸ʹͲ)beschichtet mit Protein ACoated Fluorescent Polystyre-ne Particles Ͳ,ͷͷ µm Protein Acoated Yellow Kisker Biotech GmbH & Co KGArt-Nr.: PC-PAFY Bead Aggregations AssaysFarbe (Ex/Em): gelb-grün(Ͷ͹Ͳ/ͶͺͲ)beschichtet mit Protein ACorning CellBIND Surface HY-PERFlask cell culture vesselsM CorningArt-Nr.: ͳͲͲʹͲ Proteinsynthese
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͵ MATERIAL & METHODEN
Fortsetzung Tabelle ʹͶ

Bezeichnung Hersteller VerwendungFluoSpheres carboxylate-
modiϔied microspheres, ͳ,Ͳ µmred (ͷͺͲ/͸Ͳͷ) Thermo Fisher ScientiϐicArt-Nr.: F-ͺͺʹͳ Bead Aggregations AssaysFarbe (Ex/Em): rot (ͷͺͲ/͸Ͳͷ)FluoSpheres carboxylate-
modiϔied microspheres, ͳ,Ͳ µmyellow-green (ͷͲͷ/ͷͳͷ) Thermo Fisher ScientiϐicArt-Nr.: F-ͺͺʹ͵ Bead Aggregations AssaysFarbe (Ex/Em): gelb-grün(ͷͲͷ/ͷͳͷ)HiTrap™ Protein G HP Säulen GE Healthcare Life SciencesArt-Nr.: ͳ͹-ͲͶͲͶ-Ͳͳ Gewinnung rekombinanterProteine aus ultraϐiltriertemZellkulturüberstandImmun-Blot PVDF Membran BIO-RADArt-Nr.: ͳ͸ʹ-Ͳͳ͹͹ Blotten von Proteinen imWes-tern BlotPDMS Streifen Matritzen ͶͲµm EigenproduktionAG Bastmeyer Matritzen für StreifenassaysProtein G Sepharose Ͷ FastFlow GE HealthcareArt-Nr.: ͳ͹-Ͳ͸ͳͺ-Ͳͳ Pulldown AssaysVivaϐlow ʹͲͲ ͳͲ,ͲͲͲ MWCOPES Sartorius stedim biotechArt-Nr.: VFʹͲPͲ Ultraϐiltrationµ-Slide ͳͺ Well IbidiArt-Nr.: ͺͳͺʹͳ Beadaggregation

Tabelle ʹͷ: Geräte
Bezeichnung Hersteller VerwendungAmersham Imager ͸ͲͲ GE Health Care GeldokumentationMini Protean ͵ Biorad SDS-PAGE undWesternblotNanodrop ND-ͳͲͲͲ peqlab Spektralphotometrie Nuklein-säuren und ProteinePeristaltic Pump P-ͳ GE Health Care Art-Nr.: ͳͺ-ͳͳͳͲ-ͻͳ Peristaltikpumpe zur Absorp-tion rekombinanter Proteinean ProteinGPeristaltic Masterϐlex L͹Seconomy drive mit easy-loadPumpenkopf ͳ͸ sartorius stedim biotechArt-Nr.: VFAͲͳʹ, ͹ͷͳͺ-ͲͲ Peristaltikpumpe zur Konzen-tration rekombinanter Prote-ine seggregiert in Zellkultur-mediumPicospritzer General Valve Cooperation Injektor (͸Ͳpsi High,ͻpsi low,ʹͲms)Thermocycler PTC-ʹͲͲ DNAEngine Peltier Thermal Cycler MJ Research Standard PCR-Ampliϐikation,Gradienten-PCRVertical Pipette Puller ͹ͲͲc David Kopf Instruments Needle PullerZebTEC Tecniplast Aquarienanlage

Tabelle ʹ͸: Mikroskope und Objektive
Bezeichnung Objektive FunktionalitätApotome Imager ZͳCarl Zeiss EC Plan NEOFLUAR ʹͲx/Ͳ.ͷͲEC Plan NEOFLUAR ͶͲx/Ͳ.͹ͷPlan APOCHROMATE ͸͵x/ͳ.ͶOǆ l

strukturierte Beleuchtungmittels optischem Gitter;aufrecht
͵ʹ
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Fortsetzung Tabelle ʹ͸

Bezeichnung Objektive FunktionalitätColibriCarl Zeiss Plan-Apochromate ͶͲx/ DIC Fluoreszenzmikroskop mitColibri-LED Inkubationskam-merLSM ͷͳͲ MetaCarl Zeiss Plan Apochromat ͳͲx/Ͳ.ͶͷPlan-Apochromat ͶͲx/Ͳ.ͻͷ,corrPlan-Apochromat ͸͵x/ͳ.Ͷ Oǆ l,DIC
konfokales Laser Scanning Mi-kroskop; invers

SteREO.Lumar.VͳʹCarl Zeiss - Stereomikroskop mit Fluores-zenzlicht
Textverarbeitung• LaTeX• TeXnicCenter• OpenOfϐice Ͷ.Ͳ.ͳ (Calc)
Bildverarbeitung• Zen Imaging Software Zeiss• Fiji (Fiji Is Just ImageJ)• Paint Shop Pro x͹• Inkscape
Sequenzanalyse• CLC Sequence Viewer• SnapGene Viewer• FinchTV Geospiza• ProtParam ExPASy
Bildauswertung: Bead Aggregation• Matlab
͵.͹ Organismen

Modellorganismus• Familie: Cyprinidae• Unterfamilie: Danionidae• Gattung: Danio• Art: Danio rerio (Zebrabärbling) Transgene Linie: Tg(hbͻ::GFP)(Flanagan-Steet et al., ʹͲͲͷ) ͵͵



͵ MATERIAL & METHODEN
Zelllinien• CHO-Kͳ AG Franz, KIT• CHO-ʹAͳͲ AG Gerardy-Schahn, MHH
Bakterienstammkompetente E.coli „One Shot TOPͳͲ Competent Cells“ , Thermo Fisher Scientiϐic Art-Nr.: CͶͲͶͲ-Ͳ͵
͵.ͺ Embryonen: Hälterung, Manipulation, ImmunhistochemieIn der vorliegenden Arbeit wurden Zebraϐische (Danio rerio) der transgenen ZebraϐischlinieHbͻ::GFP als Modell genutzt. Durch die Expression von GFP unter demmotoneuronen speziϐischenTranskriptionsfaktor Hbͻ ermöglicht diese Linie die Beobachtung motoneuronaler Projektions-muster inWhole Mount Embryonen und in der Primärzellkultur (Flanagan-Steet et al., ʹͲͲͷ).Neben einer hohen Humanrelevanz eignet sich der Zebraϐisch durch eine Vielzahl experimentellerVorteile wie leichte Zugänglichkeit der Embryonen, Transparenz von Chorion und Zellen, einfachzu bewerkstelligendemolekularbiologischeModiϐikationen durchMorpholino-Injektion, sowie einvollständig sequenziertes Genom.
Hälterung adulter ZebraϐischeDie adulten Linien wurden in einer Aquarienanlage (ZebTech) bei konstanten Bedingungen (ʹ͸ °C,pH ͹,Ͷ ; Licht-/Dunkelphase ͳʹh/ͳʹh) gehalten.
Gewinnung und Hälterung von EmbryonenZur Paarung der Zebraϐischewurden adulte Paare amVorabend voneinander getrennt in Ablaichbe-cken gehalten. Als Dämmerungslaicher benötigen sie einen Lichtimpuls zur Stimulation. Die Eiab-lage erfolgt ʹͲ-͵Ͳ Minuten nach der Paarung. Das Gelege wurde mit einem Sieb von groben Verun-reinigungen befreit und in E͵-Embryonenmedium in Petrischalen bei konstanten ʹͺ,ͷ °C bzw. ʹͶ.ͷ°C (Andersen, ʹͲͲͳ) gehältert. Um die Melaninbildung (Pigmentierung) zu verhindern wurden dieEmbryonen ab ʹͶ Stunden nach der Befruchtung hpf mit Ͳ,ͲͲ͵ % PTU behandelt.Die Entwicklungsstadien wurden nach genau deϐinierten Kriterien bestimmt (Kimmel et al., ͳͻͻͶ).Eswurden ͳͺ, ʹͶ, Ͷͺ hpf sowie ͳͲ Tage dpf alte Embryonen für die immunhistochemische Färbungϐixiert (Tab. ʹ͹). Zur Auswertung motoneuronaler Projektionen wurden die Embryonen zu Ͷͺ hpfϐixiert.Embryonen die der Präparation vonMotoneuronen dienten, wurden für ʹͶ Stunden bei ʹͶ,ͷ °C ge-hältert und entsprechend dem Entwicklungsstadium ͳͺ - ʹͲ Somiten präpariert (Andersen, ʹͲͲͳ).
Morpholino-Injektion von EmbryonenDie verwendeten Morpholinos blockieren die Translation der Ziel-mRNA (Tag. ͳͳ). Der transienteKnockdown der Polysialyltransferase StͺSiaII erfordert eine Kombination aus zwei verschiedenenMorpholino (Marx et al., ʹͲͲ͹). Ansonsten wurde nur ein speziϐischer Morpholino eingesetzt. DieMorpholino-Lösungen wurden in einer Morpholino-Endkonzentration von ͳ ng/nl bzw. ʹ ng/nl(Tag-ͳ) angesetzt und innerhalb einer Woche verwendet.• ͳng/nl Morpholino [ͺ ng/nl]• ͳx Danieau-Puffer [ͷͲx]
͵Ͷ



͵ MATERIAL & METHODEN• ͷͲ % Phenolrot Lösungin DEPC-H2O; anschließend: ͷ min, ͸ͷ °CDie Injektionsnadeln wurden aus Glaskapillaren (Borosilikat; World Precision Instrument Art-Nr.:ͳBͳͲͲ-Ͷ) gefertigt (Heater ͺͲ, Solenoid ͺͷ). Zur Injektion wurden die Embryonen in ͳx Danieau-Puffer überführt und in einer Silikonform aufgereiht. Es wurden ͵ - Ͷ nl der Morpholinolösung inden Dotter von Zebraϐischembryonen im ͳ-Zell-Stadium injiziert.
Immunhistochemische Färbung von Embryonen („Whole Mounts“)Die Embryonen wurden zum gewünschten Entwicklungsstadium dechorioniert und anästhesiert.Anschließendwurden sie in Netze (in Tabellemit * gekennzeichnet) überführt und nach demProto-koll Tabelleʹ͹ prozessiert. Die Embryonen wurden mit Minutiennadeln entdottert und zur mikro-skopischenDokumentation inMowiol lateral positioniert und eingebettet. Als Platzhalter zwischenden Deckgläsern dienten zwei Glasplättchen.Tabelle ʹ͹: Fixieren und Färben vonWhole Mount Embryonen
Vorgang Lösung / Puffer Dauer Tempe-

ratur
GefäßFixieren Ͷ % PFA in Phosphatpuf-fer (PP) [Drehrad] Ͷ:͵Ͳ h Ͷ °C ʹ ml*Waschen PP [Drehrad] ͵x ͷ min Ͷ °C ʹ ml*

Optional: Lagerung PP mit Ͷ,Ͷ͸ Thimerosal ÜN o. ÜWo 4 °C ͸ ml*Spülen ddH2O ͷ s RT ʹ ml*Permeabilisieren Aceton • ͳͺ hpf: ͳ min• ʹͶ hpf: ʹ min• Ͷͺ hpf: ͸ min• ͳͲ dpf: ͳͲ min• MO:−͵Ͳ s
-ʹͲ °C ʹ ml*

Spülen H2OD ͷ s RT NetzWaschen PP ͵x ͷ min Ͷ °C ʹ ml*Inkubation Natriumborhydrid-Lösung[Embryonen mit Lösungüberspülen]
ʹx ͷ min RT ͸Well*

Waschen PBS [Spritzϐlasche] ͵-͸ min RT ʹ ml*Inkubation PBS/BSA/DMSO ͳͷ min RT ʹ ml*Primärantikörper in PBS/BSA/DMSO[langsam, horizontal dre-hend] Uǆ ber Nacht (Uǆ N) Ͷ °C ʹͷͲ µl
Waschen in PBS/BSA/DMSO ͵x ͳͷ min Ͷ °C ʹ mlSekundärantikörper in PBS/BSA/DMSO[langsam, horizontal dre-hend] ʹ h RT ʹͷͲ µl
Waschen PBS/BSA/DMSO + ͳ/ͳͲͲʹ % Thimerosal Uǆ N Ͷ°C ʹ ml
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͵ MATERIAL & METHODEN
Proteinextraktion aus Zebraϐisch EmbryonenDie Embryonen wurden anästhesiert und mit Deyolking-Puffer entdottert. Anschließend wurdendie Embryonen in RIPA-Puffer (ʹͷͲ µl/ͷͲ Embryonen; Thermo Fisher Scientiϐic, Art-Nr.: ͺͻͻͲͲ)nach Angaben des Herstellers homogenisiert.
͵.ͻ Zellkultur: Primärzellkulturen & Zelllinien

Isolation und Kultivierung von Motoneuronen PrimärzellkulturenDie Embryonen wurden entsprechend des Protokolls gewonnen und für ʹͶ Stunden bei ʹͶ,ͷ °C ge-halten. Diese Temperatur verlangsamt dasWachstum der Embryonen auf ein moderates Level undermöglicht die Präparation nach ʹͶ Stunden im ͳͺ - ʹͲ Somiten Stadium. Primärzellkulturen spi-naler Motoneurone haben zwischen ʹͲ und ʹͶ Somiten das größte Wachstumspotential (Z. Chenet al., ʹͲͳ͵).Die Isolation der Motoneurone erfolgte weitgehend nach dem Protokoll von Andersen (ʹͲͲͳ). Fol-gende Optimierungen des Protokolls wurden in der vorliegenden Doktorarbeit oder in einer in die-sem Rahmen betreuten Masterarbeit (Sauer, ʹͲͳ͵) vorgenommen:• Hälterung und Vorbereitung der Embryonen:Die Embryonen wurden in Penicillin-Streptomycin (ͳ %)-haltiges E͵ Medium überführt unddort manuell dechorioniert.• Präparation:Bei der Dissektion des Rückenmarks wurde darauf geachtet, das Epithel vollständig zu ent-fernen. Dies ermöglicht einen größeren Anteil an Motoneuronen:Gesamtzellzahl. (Richtwert:͸Ͳ %Motoneuronen).• Zellzahl:͹ͲͲ Zellen/mm2 erschienen mit Hinblick auf Viabilität der Zellen und Ausbleiben von Zell-Zell-Kontakten als geeignet (Größenordnung: ͳ - ʹ Rückenmarke/Deckglas). Es wurdenʹ͸ͷͲͲ Zellen/ ein ͳʹ-Well (ͳͺ mm Deckglas, ͹ͲͲ Zellen/mm2) ausgesät (Sauer, ʹͲͳ͵).Dies entspricht bereits publizierter Daten für ein ermitteltes Wachstumsoptimum für diePrimärzellkultur spinaler Motoneurone (Z. Chen et al., ʹͲͳ͵).• Substrat:Die Motoneuronenkulturen wurden auf Laminin, Ncamͳa, Ncamͳb und humanem Fc ausge-sät.• Inkubationszeit:Die Zellen wurden für zwei Tage in CO2-unabhängigen Medium bei Raumtemperatur inku-biert. Für Lebendbeobachtung (Zeitrafferaufnahmen) wurde die Inkubationskammer der Co-libri auf ʹͷ °C eingestellt.Das Protokoll im Uǆ berblick:• ʹx waschen mit ͳ % P/S E͵ Medium• Sortieren nach hbͻ::GFP+• Dechorionieren in ͳ % P/S E͵ Medium• Uǆ berführen in MMR (Ͷ °C) á ͷ Embryonen• entfernen des Dottersacks• entfernen des Epithels͵͸



͵ MATERIAL & METHODEN• Dissektion des Rückenmarks• Dissoziation: Uǆ berführen in ATV / Trypsin• ʹx ͳͲ min Inkubation bei ʹͶ,ͷ °C, dazwischen vortexen• Zentrifugieren (soft): ͷ min, ͳͲͲͲg, Ͷ °C• abnehmen des Uǆ berstandes• resuspendieren in MN-Medium• ͳ ml MN-Medium in ͳʹ-Well Platte vorlegen• Zellzahl: ʹ͸ͷͲͲ Zellen / ein ͳʹ-Well• Inkubation: RT ʹ Tage. Mediumwechsel nach ʹͶ h
Isolation von Motoneuronenmittels Fluoreszenz Durchϐlusszytometrie (FACS)Die GFP+ Motoneuronen wurden mit Hilfe des FACS Aria II ϐlow Cytometer (BD Biosciences) de-tektiert und sortiert. Es wurde ein Ͷͺͺ nm Laser für die Belichtung verwendet und die GFP+ undGFP− Zellen über ein Bandpassϐilter-Set für FTIC (ͷ͵Ͳ/͵Ͳ nm) detektiert. Zelldubletts wurdenüber ein Forwadscatter-Proϐil ausgeschlossen. Beide Prozeduren wurden wiederholt um derenZellmorphologie zu bestätigen und anschließend GFP+ und GFP− Zellen separat voneinandergesammelt. Die anschließenden Analysen konnten einen Reinheitsgrad der GFP+ Zellen bestä-tigen (FlowJo Version ͹.͸.ͷ; FlowJo, LLC). Die Sortierung sowie die Analysen wurden von YuyaYahashi (Aarhus Universität, Abteilung für Molecular Biology and Genetics; Molecular Intervention,Dänemark/Forschungsaufenthalt KIT Campus-Nord) durchgeführt.
Transfektion & Selektion von ZelllinienCHO-Zellen sind eine immortalisierte Zelllinie aus den Ovarien des Chinesischen Hamsters (Crice-
tulus griseus). CHO-Kͳ entsprechen der parentalen Gruppe der CHO Zellen. CHO-ʹAͳͲ repräsentie-ren eine genetisch komplementäre Gruppe, die aufgrund einer Mutation der polySia-TransferaseStͺSiaIV nicht in der Lage sind Proteine zu polysialylieren (Eckhardt et al., ͳͻͻͷ).Beide Zelllinien wurden unter Standardbedingungen (͵͹ °C, ͷ % CO2 und ͻͺ % Luftfeuchtigkeit)kultiviert und passagiert.Die Transfektion der Zellen erfolgtemittels Lipofektion (Lipofectamine ʹͲͲͲ Transfection Reagent,Thermo Fisher Scientiϐic, Art-Nr.: ͳͳ͸͸ͺ-Ͳʹ͹) nach dem Herstellerprotokoll.

membrangebundene Proteine• ͳ µg Plasmid DNA / ͺxͳͲ4 Zellen (ͳͺ mm Deckgläser)• nach ʹͶ h: Für ͵ Tage in Selektionsmedium gehalten (DMEMMedium , ͹ͷͲ µg/ml Geneticin)
soluble Fc-Chimären Proteine• Ͷ µg Plasmid DNA / ʹͲͲxͳͲ4 Zellen (͹ͷ ccm Zellkulturϐlaschen)• nach ʹͶ h: Für ͳͲ Tage bzw. bis zur vollständigen Konϐluenz in Selektionsmedium (DMEMMedium, ͹ͷͲµg/ml Zeocin)• Langzeitkultivierung : CDOptiCHO (serumfrei; ͶmML-Glutamin)w/o Zeocin in HYPERFlasks͵͹



͵ MATERIAL & METHODEN
Fixieren & Färben Primärzellen und ZelllinienMotoneuronen und transϐizierte CHO-Zellen wurden nach folgendem Protokoll ϐixiert und gefärbt.Tabelle ʹͺ: Färbeprotokoll Zellkultur
Vorgang Lösung / Puffer DauerWaschen PBS ͵x ͷ minFixieren Motoneurone:Ͷ % PFA/GA/Saccharose inPBSZellkultur: Ͷ % PFA in PBS

ͳͲ min
Waschen PBS ͵x ͷ minReduzieren vonDoppelbindungen NaBH4 ͵x Ͷ minPermeabilisieren PBS-T ͷ minWaschen PBS ʹx ͷ minPrimärantikörper ͳ. Antikörper in ͳ % BSA ͳ hWaschen PBS ͵x ͷ minSekundärantikörper ʹ. Antikörper in ͳ % BSA ͳ hWaschen PBS ͵x ͷ minWaschen H2O ͳ sEinbetten ʹͲ %Mowiol -
͵.ͳͲ Mikrobiologie: Transformation und Minipräparation

Transformation chemisch kompetenter E.coliDie chemisch kompetenten E.coliwurden mit Hitzeschock transformiert.• Inkubation mit dem Vektor: Ͷ °C, ͵Ͳ min• Hitzeschock: Ͷʹ °C, ͵Ͳ s• Ͷ °C, ͷ min• + ʹͷͲ µl SOC-Medium, ͵͹ °C ͳ hRekombinante Klone wurden auf antibiotikahaltigen LB-Agarplatten selektioniet. Die Validierungrekombinanter Klone erfolgte mit einer Kolonie-PCR. Kultivierung positiver Klone erfolgte bei͵͹ °C über Nacht in Flüssig-LB mit Antibiotikum.
GlycerinstockLangzeitlagerung der Klone erfolgte in ͹Ͳ % Glycerin/LB ohne Zugabe von Antibiotikum bei -ͺͲ°C.
MinipräparationZur Gewinnung von Plasmid-DNA wurde nach Anleitung des QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGENArt-Nr.: ʹ͹ͳͲͶ) verfahren. Zur Minipräparation wurden ͷ ml Uǆ bernachtkultur angesetzt. Eluiertwurde mit einem Volumen von ͷͲ µl H2OD .
͵ͺ



͵ MATERIAL & METHODEN
͵.ͳͳ Synthese von Nukleinsäuren: RNA, Erststrang, PCR und Plasmide

RNA: Isolation und Synthese

Besonderheiten im Umgang mit RNAAlle Lösungen wurden mit Ͳ,ͲͲͳ % Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandelt und anschließendautoklaviert.Hitzeinstabile Lösungen wurdenmit DEPC behandeltemWasser angesetzt. Verbrauchsmaterialienwurden Nuklease-frei geliefert und original verpackt verwendet. Oberϐlächen wurden mit RNaseAWAY (Carl Roth, Art-Nr.: Aͻͻͺ) gereinigt.
RNA Isolation aus Whole Mount Embryonen Totale RNA wurde aus ʹ dpf Whole Mount Em-bryonen gewonnen (ͷͲ Stück/ml TriFast). Alle Schritte wurden unter Berücksichtigung desHerstellerprotokolls von Peqlab durchgeführt (Art-Nr.: ͵Ͳ-ʹͲͳͲ).Das RNA-Präzipitat wurde in ͳͲ µl DEPC-H2OD aufgenommen und mit ͳ µl RNase Inhibitor verse-hen. Die Lagerung der RNA erfolgte bei -ͺͲ °C.
Synthese von Rescue RNA Es wurden Rescue Experimente durchgefürt, die es durch die zu-sätzliche Injektion von RNA mit dem Morpholino ermöglichen, den Effekt eines Knockdownsauszugleichen. Die Injektion von Rescue RNA dient dem Ausschluss von so genannten „off-target“Effekten. Ermittelt wurde eine Menge von ͳ,ͺ-͵,ʹ ng ncamͷa- bzw. ncamͷb-mRNA bei einemEinsatz von ͵-ͷ ng Morpholino.Zur Synthese der mRNA wurde das mMESSAGE mMACHINE Kit (Thermo Fisher Scientiϐic; Art-Nr.:AMͳ͵ͶͲ,AMͳ͵ͶͶ) verwendet und nach dessen Angaben verfahren. Als Matritze dienten Plasmidedie die kodierende Sequenz des Zielgens enthielten. Für Ncamͳb wurde ein Plasmid als Matritzeverwendet, der im Bereich der Morpholino Bindestelle fünf stille Mutationen enthält (Langhauseret al., ʹͲͳʹ). Der ncamͳa Morpholino bindet im untranslatierten Bereich von dem Startcodon(ͷ’UTR). Daher benötigte es keiner weiteren Modiϐikation.Je ʹ µg der Vektoren wurden in einem Restriktionsverdau linearisiert (Ncamͳa: StuI; Ncamͳb:NotI) und die RNA mit einer RNA-Polymerase synthetisiert (Ncamͳa: T͹; Ncamͳb: Sp͸).Um die DNA zu entfernen wurden die Reaktionen wurden für ͳͷ Minuten bei ͵͹ °C mit DNasebehandelt. Die mRNA wurden anschließend mit Lithiumchlorid/Ethanol Fällung isoliert und bei-ͺͲ °C gelagert.
Lithiumchlorid/Ethanolfällung vonRNA zur InjektionRNAwurde durch Zugabe einer salzhalti-gen Lösungen (ͶMLiCl) und eines ͵-fachen Volumens an eiskalten ͳͲͲ%EtOH quantitativ gefällt.• Fällung: ͳv/v LiCl (ͶM), ͵v/v Ethanol (ͳͲͲ %)• Pelletion: ͳ͵ͲͲͲg, ʹͲ m, Ͷ °C• Waschen: ʹx Ethanol (͹ͷ %)Der Uǆ berstand wurde abgenommen, da Pellet in ʹͲ µl DEPC-H2OD aufgenommen und die RNA bei-ͺͲ °C gelagert.
Erststrangsynthese (cDNA)cDNA wurde aus isolierter, totaler RNA synthetisiert. Die dafür verwendeten genspeziϐischen Pri-mer binden selektiv an die Ziel-mRNA.Es wurde nach der Anleitung des RevertAid™H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit(Thermo Fisher Scientiϐic Art-Nr.: Kͳ͸͵ͳ) verfahren. Eingesetzt wurden ͵ µg totale RNA.Die synthetisierte cDNA wurde mit RNaseH (Thermo Fisher Scientiϐic Art-Nr.:) nach Herstelleran-gaben verdaut und in einer daran anschließenden PCR verwendet.
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͵ MATERIAL & METHODEN
Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Phusion Hot Start IIUm die kodierenden Sequenzen unterschiedlicher NCRM aus Erststrang zu ampliϐizieren, wurdenin einem ͷͲ µl Ansatz (Phusion Hot Start Polymerase II, Thermo Fisher Scientiϐic Art-Nr.: F-ͷͶͻL)ͳͲ ng der synthetisierten cDNA eingesetzt. Um die Sequenzen der zu exprimierenden CAMs in Ex-pressionsvektoren zu klonieren, wurden ͳ ng Plasmid DNA eingesetzt. Außerdem wurden Primerverwendet an deren ͷ’ Ende Schnittstellen zugefügt wurden (ʹ-Step PCR). Die Zusammensetzungder PCR-Reaktion entspricht den Empfehlungen des Herstellers. Tabelle ʹͻ und ͵Ͳ beinhaltendie verwendeten PCR-Programme. Sie unterscheiden sich hinsichtlich eines zusätzlichen Hybri-disierungszykulus. Im Standard PCR-Programm wurde analog zum Herstellerprotokoll verfahren.Tabelle ʹͻ gibt die verwendeten Zeiten der einzelnen Schritte wieder. Die ʹ-Step PCR dient derSynthese von ͷ’ Schnittstellen an das zu klonierende Template. Hierbei wurde die Hybridisierungs-temperatur so gewählt, dass die Primer zunächst nur an die Zielsequenz binden um die Speziϐitätzu erhöhen (I). Ein zweiter Hybridisierungszyklus diente anschließend dazu, das gesamte Produktzu ampliϐizieren (II).Standard PCR-Programm Phusion Hot Start IITabelle ʹͻ: Standard PCR-Programm Phusion Hot Start II
PCR-Schritt Temperatur [°C] Dauerͳ Initiale Denaturierung ͻͺ ͵Ͳ sʹ Denaturierung ͻͺ ͳͲ s͵ Hybridisierung Primer> ʹͲ nt: Tm +͵ °C der nied-rigsten Primer TmPrimer≤ ʹͲ nt: Tm des niedrigstenPrimers

ͳͲ s
Ͷ Elongation ͹ʹ ͳͷ s/kb͵Ͳ Zyklen Wiederholung Schritte ʹ-ͶFinale Elongation ͹ʹ ͳͲ minLagerung Ͷ ∞ʹ-Step Programm für die Synthese von SchnittstellenüberhängenTabelle ͵Ͳ: ʹ-Step Programm für die Synthese von Schnittstellenüberhängen
PCR-Schritt Temperatur [°C] Dauerͳ Denaturierung ͻͺ ͵Ͳ sʹ Denaturierung (I) ͻͺ ͳͲ s͵ Hybridisierung an Template (I) Tmdes niedrigsten Primers; Hypridi-sierung Template speziϐisch ͸Ͳ sͶ Elongation (I) ͹ʹ ͳͷ s /kbͷ ͵ Zyklen Wiederholung Schritte ʹ-Ͷ͸ Denaturierung (II) ͻͺ ͳͲ s͹ Hybridisierung mit Schnittstelle (II) Tm des gesamten Primer +͵ °C desniedrigstens Primers ͸Ͳ sͺ Elongation (II) ͹ʹ ͵Ͳ sͻ ͵Ͳ Zyklen Wiederholung Schritte ͸-ͺͳͲ Finale Elongation ͹ʹ ͳͲ minͳͳ Lagerung Ͷ ∞
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͵ MATERIAL & METHODEN
DreamTaq PolymeraseFür die qualitative Analyse einzelner Bakterienkolonien wurden Kolonie-PCRs mit der DreamTaqPolymerase durchgeführt (Thermo Fisher Scientiϐic Art-Nr.: EPͲ͹ͳʹ). Ein Teil der Koloniewurde inͷµlH2OD resuspendiert undzurLysederZellen für fünfMinutenauf ͻͷ °Cerhitzt undanschließendeineMinute bei ͳ͵ͲͲͲͲg und Ͷ °C zentrifugiert. Der Uǆ berstandwurde direkt in einer Standard-PCRals Template verwendet. Es wurden die vom Hersteller empfohlenen PCR-Konditionen verwendet.
Klonierung

RestriktionsverdauUm die PCR-Produkte gerichtet in die Expressionsvektoren zu klonieren, wurden die Produkte mitSchnittstellenprimern synthetisiert, die die entsprechenden Erkennungssequenzen umfassten.Die Polyklonierungsstelle des verwendeten Plasmid ͵ͳͷͲ (Expression Fc-Tag markierter Proteine)ist restriktiert auf drei Erkennungssequenzen (NheI & HindIII ͷ’ sowie BamHI ͵’).Da in Ncamͳb die Erkennungssequenz für BamHI vorliegt, wurde das PCR-Ampliϐikat mit BclIgeschnitten, welches einen ͷ´ GATC Uǆ berhang hinterlässt. Es konnte dann an Fragmente ligiertwerden die durch BamHI geschnitten wurden.Der Verdau von ͳ µg DNA erfolge in einem ͳͲx Uǆ berverdau bei ͵͹ °C über Nacht. Es wurde das vonThermo Fisher Scientiϐic vorgeschlagene Puffersystem verwendet. Um unspeziϐische Reaktionender Enzyme zu vermeiden („Star-Activity“), wurden die Restriktionsverdaue separat voneinanderdurchgeführt. Zwischen den Schritten wurde der Einzelverdau über SigmaSpin Säulen (Sigma-Aldrich Art-Nr.: SͷͲͷͻ-͹ͲEA ) gereinigt.Die Reaktion wurde in einem ͳ% igen Agarosegel auf Vollständigkeit überprüft.
LigationFür die Ligationsreaktion kamen drei unterschiedliche Vektoren zum Einsatz (Tab. ͳʹ). Für diedirekte Klonierung aus PCR-Ampliϐikaten (blunt-end) ohne vorherigen Restriktionsverdau dienteder pCR II-Blunt-Topo Vektor. Um Expressionsvektoren zu synthetisieren wurden die Plasmide͵ͳͷͲ (pcDNA͵.ͳ-Zeo-hFc) bzw. ͵ͳͷͳ (pcDNA͵.ͳ-(A)-Myc/His) verwendet.Die Blunt-End Ligation erfolgte nach Anleitung des Zero Blunt Topo PCR Cloning Kit (ʹʹ). Eswurden ͵ µl des PCR Produkts eingesetzt.Die Ligation über Sticky-Ends erfolgte in einem molaren Verhältnis Insert zu Vektor von ͵:ͳ . Eswurden ͷͲ ng linearisierter Vektor verwendet.Das molare Verhältnis errechnet sich wie folgt: 50 ng V ektor ∗ bp Insert

bp V ektor
∗ 3/1Weitere Komponenten der Ligationsreaktion wurden nach dem Herstellerprotokoll der TͶLigaseeingesetzt (vgl. ͳͺ)Die Inkubation erfolgte bei ͳͳ °C über Nacht.

Spektralphotometrie: Quantitative & Qualitative Analyse von Nukleinsäuren und ProteinenKonzentration und Reinheit von Nukleinsäuren wurden spektralphotometrisch über die OptischeDichte (OD) bei ʹ͸Ͳ und ʹͺͲ nm bestimmt. Für reine Nukleinsäuren liegt dieser Wert für DNA beiͳ,ͺ und ʹ für RNA bei ʹ,Ͳ.
Agarose-GelelektrophoreseNukleinsäuren wurden elektrophoretisch über ͳ % ige TAE-Agarosegele aufgetrennt. Um die Nu-kleinsäuren zu färben wurden den Gelen Ͳ,Ͳͷ % RotiSafe Gel Stain zugesetzt. Die Proben wurdenmit ͳ/ͷ eines ͷx Ladepuffers versetzt. Die Elektrophorese erfolgte bei ͺͲ Volt für ͷͷMinuten. RNAswurden zuvor mit ͷͲ % Formamid bei ͻͻ°C für ͵ Minuten denaturiert.
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͵ MATERIAL & METHODEN
SequenzierungSequenzierungen der Plasmidkonstruktewurden von der Firma LGCGenomics durchgeführt (FlexiRun & ReadyʹRun).
͵.ͳʹ Proteinbiochemie: Proteinsynthese, SDS-PAGE/Western Blot, Oberϐlächen

Gewinn rekombinanter Proteine aus ZellkulturüberständenZur Synthese solubler Fc-Chimären Proteine wurden CHO-ʹAͳͲ Zellen mit Plasmiden aus Tabelleͳ͵nachdemobenbeschriebenenProtokoll transϐiziert. Die transϐizierten Zellen sonderndurchdasin der Sequenz enthaltene Signalpeptid die rekombinanten Proteine in das Medium ab. Es wurdenalle drei Tage ͶͲͲmlMediumUǆ berstand (Uǆ S) abgenommenund durch frisches CDOptiCHO ersetzt.Der Uǆ S wurde bei ͶͲͲͲg und Ͷ°C zentrifugiert um grobe Partikel zu entfernen und anschließendsterilϐiltriert.• Ultraϐiltration: Tangentialϐluss-Filtration (VivaϐlowʹͲͲ) ʹ,ͷ Bar, Ͷ °C• Afϐinitätschromatographie: Protein G Sepharose (HiTrap Protein G HP) ͳ ml/min, Ͷ°C• Waschen: ͳͲ ml PBS pH ͹, ͳ ml/min, Ͷ °C• Elution: ʹͷ ml Elutionspuffer pH ʹ.͹, ͳ ml/min, Ͷ °C• Neutralisation: Neutralisationspuffer pH ͻ• Konzentration/Umpuffern: Amicon Ultra-Filtrationssäule nach HerstellerangabenDie Quantität wurdemittels Coomassiefärbung undMessung amNanodrop gemessen. Die Reinheitder Proteine wurde in einer SDS-PAGE mit anschließendemWestern Blot überprüft.
Isolation rekombinanter Proteine aus Zellmembranen• Waschen des Monolayers: ͵x PBS• Inkubation mit ͳx SDS-Ladepuffer: ͷ Minuten• Abschaben und überführen in Reaktionsgefäß• Soniϐizieren: ͷ Minuten• Erhitzen: ͷ Minuten, ͻͷ °CNachdemdie Zellfragmente zentrifugiertwurden, konnte der Proteinüberstand in einemSDS-PAGEmit anschließendemWestern Blot analysiert werden.
Bradford Assay: Quantitative und Qualitative Analyse von ProteinenKonzentration und Reinheit von Proteinen wurden spektralphotometrisch mit Bradford Re-agenz bestimmt (Coomassie Reagenz, Thermo Fisher Scientiϐic). Als Standard diente eine BSA-Verdünnungsreihe (Ͳ-ʹmg/ml). Es wurde hierbei nach den Herstellerangaben verfahren.
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͵ MATERIAL & METHODEN
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)/Western BlotEs wurde nach einem Standardprotokoll verfahren angelegt an Laemmli (ͳͻ͹Ͳ)• Probenvorbereitung: Denaturation: ͷ min, ͻ ͷ°C; Zentrifugation: ͳͲ min, Ͷ °C, ͳ͵ͲͲͲg• Inkubation mit ͳx SDS-Ladepuffer: ͷ min, Ͷ °C• Konzentration im Sammelgel: etwa ʹͲ min, ͷͲ V• Auftrennen im Trenngel: ͳ h, ͳͺͲ V• Semiquantitative Analyse: Uǆ N RotiBlue Färbelösung, Entfärben mit ʹͷ %MethanolZur Uǆ berprüfung der Zellkulturüberstände wurden Dot-Blots verwendet. Hierzu wurden ͳͲ µl derdes Uǆ berstandes auf eine aktivierte PVDF Membran aufgebracht und über Nacht bei Raumtem-peratur getrocknet. Anschließend wurde nach dem Protokoll für Western Blot verfahren. Hierbeiwurde jeweils nur eine Stunde mit Primär- und Sekundärantikörper inkubiert.Zur qualitativen Analyse wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran transferiert und mit Anti-körpern nachgewiesen.• Aktivierung PVDF: ͳ min, Methanol• Aǆ quilibrierung PVDF: ͷ min, Blotpuffer• Blot-Transfer: ʹ h, ͳͷͲ mA

Tabelle ͵ͳ: Western Blot Antikörperinkubation
Vorgang Lösung / Puffer Dauer TemperaturBlockierung ͷ %Milchpulver in PBS-T ͳh Ͷ °CPrimärantikörper Antikörper in ͷ % Milch-pulver in PBS-T Uǆ N Ͷ °CWaschen ͷ %Milchpulver in PBS-T ͳͷ min RTWaschen PBS-T ʹx ͳͷ min RTSekundärantikörper Antikörper in ͷ % Milch-pulver in PBS-T ʹ h RTWaschen PBS-T ͵x ͳͷ min RTWaschen PBS ͵x ͳͲ min RTLumineszensreaktion ChemilumineszensSubstratThermo Fisher Scientiϐic ͷ min RT

Dokumentation im Amersham Imager ͸ͲͲ
Funktionalisierung von Oberϐlächen

Reinigen von DeckgläsernFür die Standard-Zellkultur wurden ͳͺmm Deckgläser in Deckglashalterungen aufgereiht und au-toklaviert.Für die Kultivierung von Motoneuronen wurden die Deckgläser nach folgendem Schema gereinigt.• Ultraschallbad Ethanol (ͷͲ %), ͳͷ min• Ethanol:Aceton (ͳ:ͳ), Uǆ N Ͷ͵



͵ MATERIAL & METHODEN• Ethanol (ͳͲͲ %), ͷ min• Sterilisation: ʹͲͲ °C Inkubationsofen Uǆ NFür ϐixierte Zellkulturen wurden ͳͺmm Deckgläser verwendet. Zur Lebendzellbeobachtung wur-den ʹͶ mm Deckgläser verwendet, die in einer Magnethalterung eingefasst wurden.
Beschichten von Deckgläsern für Zellkultur und Motoneuronen PrimärzellkulturHomogene Beschichtung: Sandwich• ͺͲ bzw. ͳͲͲ µl Proteinlösung zwischen zwei Deckgläser (ͳͺmm bzw. ʹͶmm)• ͳ h, ͵͹ °C• Waschen mit PBSStrukturierte Proteinbeschichtung mit Streifenmustern erfolgte nach dem an unserem Institut eta-blierten System (Weschenfelder et al., ʹͲͳ͵).
͵.ͳ͵ Assays: Bead-Aggregation, Afϐinitäts-Sonden und Pulldown

Bead-AggregationEs wurde nach dem Protokoll von Galuska et al. (ʹͲͳͲ) verfahren. Abweichend hiervon wurdenbereits Protein A beschichtete Partikel verwendet.Vorbereiten der Partikel:• Waschen der Partikel: ʹͲ µl Partikel (ʹ %) ͵x Ͳ,ͷ % BSA• Zentrifugation: ͳ͵ͲͲͲg, ͷ min• Aufnehmen in ʹͲͲ µl Ͳ,ͷ % BSA Lösung• Soniϐizieren im Ultraschallbad: ͵Ͳ sProteinbeschichtung:• Zugabe von ͳͲ µg rekombinanter Fc-Chimären• Absorption an Protein A: über Nacht, RT (leicht schüttelnd).• Zentrifugation: ͳ͵ͲͲͲg, ͷ min• Waschen: ͵x Ͳ,ͷ % BSA LösungDie Aggregation wurde in einer ͳ:ͳʹ Verdünnung in µ-Wells dokumentiert.Die Abhängigkeit von polySia wurde mittels in vitro Polysialylierung untersucht. Es wurde nachdem Protokoll von Mühlenhoff et al. (ͳͻͻ͸) verfahren.Nach der Protein-Beschichtung der Partikel wurde der Ansatz halbiert. Ansatz ͳ diente der Prote-ininteraktion ohne polySia, Ansatz ʹ wurden polysialyliert.Die Aggregation wurde über einen Zeitraum von ͳ-͵ Stunden beobachtet. Nach einer Stunde wur-den fünf zufällig gewählte Ausschnitte aufgenommen (ͶͲx Oǆ limmersion) und für die qualitativeAnalyse verwendet. Ein repräsentativer Ausschnitt wurde mit einem ͸͵x Oǆ limmersionsobjektivaufgenommen.
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͵ MATERIAL & METHODEN
Computergestützte AuswertungDas für die Datenanalyse verwendete Programm wurde von Michael Schwan in Matlab program-miert.ͳ. Bild mit Mikroskopaufnahme laden (Matlab-Funktion: imread)ʹ. Bild in Graustufen mit Farbwerten von [Ͳ-ʹͷͷ] umwandeln (Matlab-Funktion: rgb͸gray)͵. Konturen der Bead-Aggregate bei Farbwert ʹͲ berechnen (Matlab-Funktion: contour)Ͷ. Fläche der einzelnen Aggregat-Konturen berechnen (Matlab-Funktion: polyarea). Ein Bild-punkt entspricht Ͳ,ͲͶͺͳͺͲʹͷ µm2.ͷ. Anzahl der Beads pro Aggregat berechnen mit Fläche Aggregat in µm2

Fläche in µm2 pro 1 Bead
, wobei für die Flächeeines Beads 2πr2 mit r = Ͳ.ʹͷ µm angenommen wird. Das Ergebnis wird gerundet (Matlab-Funktion: round).͸. Die Flächen aller Aggregate mit gleicher Anzahl Beads aufsummieren͹. Die Flächen der Aggregate mit gleicher Anzahl Beads mit der Gesamtϐläche aller AggregatenormierenSchritte ͳ - ͹ werden für alle Bilder wiederholt und der Durchschnitt berechnet (Matlab-Funktion

mean)
Pulldown-AssayEs ͷͲ Embryonen nach ͳͺ hpf betäubt und dechorioniert. Der Dotter wurde mechanisch und enzy-matisch mit Hilfe von Deyolkingbuffer entfernt. Die Embryonen wurden mit Proteinase- und Phos-phatase Inhibitoren gewaschen und anschließend mit ʹͷͲ µl RIPA Puffer homogenisiert. Die Zell-reste wurden pelletiert und der Uǆ berstand in ein neues Gefäß überführt.ͳ. Vorbereitung der Protein G Sepharose Ͷ Fast Flow (GE Healthcare Art-Nr.: ͳ͹-Ͳ͸ͳͺ-Ͳͳ )• Waschen: ͳͲͲ µl der Sepharose-Suspension: ͵x mit PBS• Resuspension: ʹͲͲ µl PBSʹ. Präadsorption des RIPA-Lysats (unspeziϐische Bindungen an Protein G):• Präadsorption: RIPA-Lysat mit ͷͲ µl Sepharose-Suspension, ͳ Stunde drehend, Ͷ°C• Uǆ berstand (Preclear-Uǆ S) in neues Reaktionsgefäß überführen͵. Präzipitation des Antikörpers oder rekombinanten Proteins und Pulldown:• Adsorption an Interaktionspartner: ͷ µg Fc-Chimärenprotein mit Preclear-Uǆ S, Uǆ N dre-hend, Ͷ °C• Pulldown: ͳͲͲ µl Partikel zugegeben, ͵ h drehend, Ͷ °C• Waschen: ͵x PBS• Elution des Proteinkomplex: ʹx SDS Puffer ohne BromphenolblauDieProteinkonzentrationwurde spektralphotometrischgemessen. ZurAnalyse imSDS-PAGE/WesternBlotwurdedieProbeauf ͳxSDSPuffer verdünnt undmitBromphenolblauundͷ%ß-Mercaptoethanolversetzt.
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͵ MATERIAL & METHODEN
Afϐinitäts-SondenAfϐinitäts-Sonden dienen dem Nachweis von Proteininteraktionen im Gesamtsystem. Hierzu wur-den zwei unterschiedliche Ansätze verfolgt. Die Zell-Overlay-Assays und dieWhole Mounts OverlayAssays.
Zellen Overlay AssayDie Zell-Overlay-Assays dienen dem Interaktionsnachweis neuronaler Zellerkennungsmoleküle so-wie die Abhängigkeit dieser Interaktionen von polySia. Hierfür wurden CHO-ʹAͳͲ und CHO-Kͳ Zel-len nach oben beschriebenen Protokoll transϐiziert und selektioniert.• Aussähen: ʹͶ hvor Assay, ʹͷͲͲͲ Zellen, homogenen Fibronektinsubstraten (ͳͺmm)• Waschen: ͵x ͷ min PBS gewaschen• Adsorption: ͳͲͲ µl (ʹͲ µg/ml) Fc-Chimären Protein ͳ Stunde RT• Waschen: ͵x PBS.Die Fixierung und Färbung der Zellen erfolgte nach oben beschriebenen Protokoll (Tab. ʹͺ).
Whole Mount Overlay-Assay Die Afϐinitätssonde wurde nach dem Protokoll von Ott et al. (ʹͲͲͳ)eingesetzt.Die Embryonen wurden nach oben beschriebenen Protokoll behandelt (ʹ͹). Die Inkubation derEmbryonen mit rekombinantem Protein erfolgte äquivalent zum Primärantikörper bei Ͷ °C für ʹTage. Ein Primärantikörper wurde wenn nötig nach einem Tag zu der Lösung zugegeben.
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Ͷ ERGEBNISSE
Ͷ ErgebnisseWachstumskegel müssen auf dem Weg zu ihrer Zielregion mit unterschiedlichen Zellen interagie-ren, die die Wegϐindung der Neurone beeinϐlussen. Viele unterschiedliche Moleküle und Mechanis-men sind an diesem Prozess beteiligt (Uǆ bersichtsartikel: Tessier-Lavigne & Goodman, ͳͻͻ͸. Neuro-nale Zell Erkennungsmoleküle vom NCAM-Typ spielen hierbei eine entscheidende Rolle. Beispiels-weise beeinϐlusst NCAMͳ Axonwachstum, Wegϐindung und Faszikulation von Axonbündeln (Rutis-hauser & Landmesser, ͳͻͻ͸; Seidenfaden et al., ʹͲͲ͸; Tessier-Lavigne & Goodman, ͳͻͻ͸). NCAMͳist der Hauptträger der Glykanmodiϐikation Polysialinsäure (Schnaar et al., ʹͲͳͶ). AxonalesWachs-tum und Faszikulation wird durch an NCAM gebundenes polySia sterisch sowie regulatorisch be-einϐlusst (Uǆ bersichtsartikel: Hildebrandt et al., ʹͲͲ͹; Schnaar et al., ʹͲͳͶ).
Ͷ.ͳ Ncamͳ-Paraloge und Polysialinsäure werden in vivo für geordnetes Auswach-

sen spinaler Motoneurone benötigtWird im Zebraϐisch die Expression der Ncamͳ-Paraloge durch Morpholino-Knockdown gestört,führt dies zu einer morphologischen Veränderung des Spinalnervs (Langhauser et al., ʹͲͳʹ). Wirddurch Knockdown der Sialyltransferase StͺSiaII nur polySia-freies Ncamͳ exprimiert, führt dies zukeiner augenscheinlichen Veränderung spinaler Nerven. Beispielsweise kommt es aber zur starkenDefaszikulation der posterioren Kommissur im Gehirn (Marx et al., ʹͲͲͳ).Diese vorausgegangenen Arbeiten waren Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit. Es wurdendie Ncamͳ-Paraloge, sowie in Teilen auch Tag-ͳ und Neurolin hinsichtlich ihrer Interaktionenuntersucht. Welche Bedeutung diese neuronale Zellerkennungsmoleküle bei der Entwicklung desNervensystems haben und welchen Einϐluss polySia auf diese Protein-Protein Wechselwirkungennimmt, war zentrale Fragestellung dieser Arbeit. Sie wurde am Beispiel der Wegϐindung spinalerMotoneuronen über funktionelle Studien mittels Morpholino-Knockdown an Whole Mount Em-bryonen untersucht. Dazu wurde eine detaillierte Beschreibung der Motoneuronen Phänotypenangefertigt und Veränderungen, die sich nach einem Knockdown ergaben, statistisch evaluiert.Außerdem wurden Rescue Experimente durchgeführt, um die Speziϐität der verwendeten Ncamͳ-Morpholinos zu zeigen und Off-Target Effekte auszuschließen.Um die Expression der neuronalen Zellerkennungmoleküle zu inhibieren, wurden ͵ - Ͷ ng des Mor-pholios in das Einzell-Stadiumhbͻ::GFP transgener Zebraϐische injiziert. Die Auswertung derMoto-neuronenbündel erfolgte ϐluoreszensmikroskopisch aller injizierten Embryonen ohne Bewertungder Knockdownefϐizienz. Die auftretenden Kategorien sind durch eine Reihe von Zwischenformenverbunden, sodass die morphologischen Beobachtungen jeweils der hierarchisch höheren Katego-rie zugeordnet werden.
Ͷ.ͳ.ͳ Charakterisierungder auftretendenMotoneuronenPhänotypen imWholeMount Em-

bryoIm Zebraϐisch projizieren ab dem ͳͺ - ʹͲ Somiten-Stadium primäre Motoraxone (RoP, MiP undCaP) in einem stereotypen Muster zu den unterschiedlichen Zielregionen im Myotom (P. Z. Myerset al., ͳͻͺ͸). Zwischen ʹͶ und ͹ʹ hpf folgen die sekundären Motoraxone zunächst entlang des
Common Path bis zum horizontalen Septum. An diesem Entscheidungspunkt bilden Gruppen vonAxonen eine ventrale, eine rostrale und eine dorsale Projektion (Eisen, ͳͻͻͳ).
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Ͷ ERGEBNISSEUm diese Projektionsmuster zu kategorisieren und Veränderungen nach einem Morpholino-Knockdown zu beschreiben, wurden vier Kategorien deϐiniert. Die motoneuronalen Phänotypenlassen sich hierarchisch in (A) Unverändert, (B) Defaszikuliert, (C) Aberrante Seitenäste und(D) Aberrante Ventralprojektion kategorisieren (Abb. ͻ). Augenmerk lag auf dem Verlauf des
Common Path sowie der Rostral- und Ventralprojektion. In etwas veränderter Form wurden diehier etablierten Kategorien in einer von mir eng betreuten Masterarbeit bereits beschrieben(Walter, ʹͲͳͶ).
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Abbildung ͻ: Motoneuronen-Phänotypen im Whole Mount Embryo. GFP exprimierende Motoneurone projizieren ihreAxone in die Somiten (grün, Tg(hbͻ::GFP)). Lateralausschnitte von Konfokalaufnahmen Ͷͺ hpf alter Embryonen, cranialist links. Die Projektionsmuster wurden vier hierarchischen Kategorien zugeordnet. (A) Die Motoraxone projizieren un-verändert in die Zielregion. (B) Sind die Axonbündel aufgespalten, werden sie der Kategorie Defaszikuliert zugeordnet.(C) Aberrante Seitenäste verlassen den Hauptpfad und (D) die Motoraxone projizieren mit ungewöhnlichem Verlauf indie Peripherie. Der Maßstabsbalken gilt für alle Abbildungen und entspricht ʹͲ µm.Bei Motoneuronen, die der Kategorie Unverändert zugeordnet wurden, verlaufen die Axone aufstereotypen Wegen aus dem Rückenmark und innervieren die Myotome. Das dicht gepackte Axon-bündel beschreibt einen bogenförmigen Verlauf nach caudal (Abb. ͻ A). Sind die Axonbündel weniggepackt, zeigt die Projektion ansonsten aber die charakteristische Bogenform, zählen sie zu der Ka-
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Ͷ ERGEBNISSEtegorie Defaszikuliert (Abb. ͻ B). Verlassen einzelne Axone oder Bündel den typischen Verlauf,projizieren caudal oder rostral davon und erscheinen verzweigt entsprechen diese der Kategorie
Aberrante Seitenäste (Abb. ͻ C). Tritt eineMissprojektion der Ventralprojektion auf und das Axon-bündel projiziert nicht mehr medial in das jeweilige Hemisegement, wird von einer Aberranten
Ventralprojektion gesprochen (Abb. ͻ D).
Ͷ.ͳ.ʹ Auftreten der Kategorien in KontrollenAlle vier Kategorien treten in uninjizierten Kontrollen (w/o I) zu unterschiedlichen prozentualenAnteilen auf (Abb. ͳͲ). Der Anteil an unveränderten Projektionen in uninjizierten Kontrollen trittzu ͺ͹ % ± ͳͲ auf und repräsentiert den Hauptphänotypen (N = ͺ, n = ʹ͵ͷ). Injiziert man ohne(w/o MO; ͹ͻ % ± ͵, N = ͵, n = ͻͻ) oder mit Kontroll-Morpholino (C-MO; ͹͸ % ± ͹, N = ͳ͵, n =͵ͳͳ ) verändert sich die prozentuale Verteilung der Kategorien marginal (w/o I vs. w/o MO: χ2:n.s., p≥ 0, 01 bzw. w/o I vs. C-MO: χ2: n.s., p≥ 0, 01 ). In der C-MO Injektion treten die KategorienDefaszikuliert zu ͺ % ± ͸, Aberrante Seitenäste zu ͳͳ % ± ͸ und Aberrante Ventralprojektion zuͷ % ± ͷ auf und machen damit insgesamt nur etwa ͳ/Ͷ der Phänotypen aus. In den folgendenKapiteln wird die C-MO Injektion als Vergleichsgruppe verwendet.
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Abbildung ͳͲ: Quantiϐizierung des Projektionsmusters von Motoraxonen in unterschiedlichen Kontrollen. Dargestelltist der Mittelwert der prozentualen Phänotypen-Verteilung. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. χ2-Test beieinemSigniϐikanzniveau von p≥ 0, 01 (n.s.). Abkürzungen:w/o I: ohne Injektion, w/oMO: Injektion ohneMorpholino, C-MO: Kontroll-Morpholino-Injektion, N: Anzahl unabhängiger Replikate, n: Anzahl ausgewerteter Embryonen, n.s. : nichtsigniϐikant.
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Ͷ ERGEBNISSE
Ͷ.ͳ.͵ ncam1a-Knockdown führt inWhole Mounts zur Defaszikulation von MotoneuronenNcamͳa wird nach Ͷͺ hpf auf Zellkörpern des Rückenmarks (rm), auf der Floorplate (fp) und aufMotoraxonen (ma) exprimiert (Lateralansicht C-MO (Abb. ͳͳ A’, magenta; siehe auch Langhauseret al., ʹͲͳʹ). In der Kontrolle projizieren die GFP exprimierendenMotoneurone ihre Axone fasziku-liert und leicht bogenförmig in die Zielregionen des Myotoms (Abb. ͳͳ A”, grün). Wird die Expressi-on vonNcamͳa durch einen speziϐischen Knockdown blockiert, kann dies durch einen Immunnach-weis bestätigt werden. Die Ncamͳa Expression auf den Zellkörpern des Rückenmarks, der Floorpla-te und auf den Motoneuronen ist nahezu vollständig unterdrückt (Abb. ͳͳ B’). ncamͷa-deϐizienteMotoneurone verlieren die typische Bogenform und projizieren ungeordnet in die Myotome (Abb.ͳͳ B” grün). Ein ncamͷb-Knockdown inhibiert nicht die Expression seines Paralogs. Ncamͳa wirdweiterhin auf Zellen des Rückenmarks, der Floorplate und auf Motoneuronen exprimiert (Abb. ͳͳC; für ncamͷb-Knockdown vergleiche auch Abb. ͳ͵ Abschnitt Ͷ.ͳ.Ͷ).
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Abbildung ͳͳ: Der ncamͳa-Knockdown verhindert speziϐisch die Expression von Ncamͳa und führt imWhole Mount zueinem veränderten Motoraxon-Phänotypen. Die Motoneurone exprimieren GFP unter dem motoneuronen speziϐischenPromotor hbͻ. Die Immunfärbung wurde mit einem Ncamͳa-speziϐischen Antikörper durchgeführt (Langhauser et al.,ʹͲͳʹ). Lateralausschnitte von Konfokalaufnahmen Ͷͺ hpf alter Embryonen, cranial ist links.(A) Kontroll-Morpholino-Injektion mit Ncamͳa Immunnachweis auf GFP exprimierenden Motoneuronen. (B) Die ncamͷa-Morpholino-Injektionführt zu veränderten Projektionen der Motoraxone. (C) Ein speziϐischer ncamͷb-Knockdown verändert die Expressionvon Ncamͳa nicht. Der Maßstabsbalken gilt für alle Abbildungen und entspricht ͷͲ µm. Abkürzungen: rm: Rückenmark,fp: Floorplate, ma: Motoraxon.
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Ͷ ERGEBNISSEDer ncamͷa-Knockdown führt augenfällig zur morphologischen Veränderung motoneuronalerProjektionen. Dies wurde bereits beschrieben, allerdings nicht unter dem Aspekt der Funktio-nalität von Ncamͳa (Langhauser et al., ʹͲͳʹ). Betrachtet man die Veränderungen hinsichtlichder aufgestellten Kriterien führt der Knockdown von ncamͷa zu einem ausgeprägten Anstiegdefaszikulierter Motoraxonbündel (͵Ͳ % ± ͹; Zweistichproben-t-Test: p < Ͳ,ͲͲͳ) mit einer darangebundenen Reduktion des unveränderten Phänotypen (Ͷͷ % ± ͹). Aberrante Seitenäste (ͳͺ% ± ͷ; Zweistichproben-t-Test, zweiseitig: p ≥ Ͳ,Ͳͳ) und aberrante Ventralprojektionen (ͺ %
± ͹; Zweistichproben-t-Test, zweiseitig: p ≥ Ͳ,Ͳͳ) treten kaum vermehrt auf. Der Unterschiedzwischen Kontrolle und Ncamͳa-Morphanten (A-MO: N = ͳͲ, n = Ͷʹ͹) ist hoch signiϐikant (Abb.ͳʹ; χ2: p < Ͳ,ͲͲͳ). Die Verteilung der Phänotypen nach Koinjektion mit Ͳ,͸ ng/nl ncamͷa RescuemRNA (A-Rescue) bestätigt die Speziϐität des ncamͷa-Morpholinos. Die Verteilung der Phänotypenentspricht der in der Kontrolle (χ2: p≥ Ͳ,Ͳͳ).
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Abbildung ͳʹ: Quantiϐizierung des Projektionsmusters Ncamͳa-deϐizienter Motoraxone im Vergleich mit Kontrolle undRescue im Whole Mount. Dargestellt ist der Mittelwert der prozentualen Verteilung der Phänotypen. Fehlerbalken zei-gen die Standardabweichung. χ2-Test bei einem Signiϐikanzniveau von p ≥ Ͳ,Ͳͳ (n.s.) bzw. p < Ͳ,ͲͲͳ (***). Abkürzun-gen: C-MO: Kontroll-Morpholino-Injektion, A-MO: ncamͷa-Morpholino-Injektion, A-Rescue: ncamͷa Rescue, N: Anzahlunabhängiger Replikate, n: Anzahl ausgewerteter Embryonen, n.s.: nicht signiϐikant.

ͷͳ



Ͷ ERGEBNISSE
Ͷ.ͳ.Ͷ Knockdown von ncam1b führt im Whole Mount zu aberranten Projektionsmustern

von MotoraxonenAǆ hnlich wie Ncamͳa wird auch das Paralog Ncamͳb nach Ͷͺ hpf auf Zellen des Rückenmarks (rm)und auf Motoraxonen (ma) exprimiert (Lateralansicht Kontroll-Morpholino, Abb. ͳ͵ A’, magenta;siehe auch Langhauser et al., ʹͲͳʹ). Ein Unterschied besteht darin, dass Ncamͳb auch auf den um-liegenden Geweben wie auf den Myotomen (m) vorhanden ist, allerdings nicht auf der Floorplateexprimiert wird. Die Motoraxone wachsen gerichtet in die Myotome ein (Abb. ͳ͵ A”, grün). Der
ncamͷb-speziϐische Knockdown blockiert die Expression von Ncamͳb auf allen Strukturen (Abb.ͳ͵ B’) und führt zu einer deutlichen morphologischen Veränderung der Projektion der Motoraxo-ne (Abb. ͳ͵ B”). Die Expression von Ncamͳb wird durch einen ncamͷa-speziϐischen Knockdownnicht beeinϐlusst (Abb. ͳ͵ C; für ncamͷa-Knockdown vergleiche auch Abb. ͳͳ, Abschnitt Ͷ.ͳ.͵).
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Abbildung ͳ͵: ncamͷb-Knockdown verhindert speziϐisch die Expression von Ncamͳb und führt imWhole Mount zu ei-nem stark veränderten Motoraxon-Phänotypen. Die Motoneurone exprimieren GFP unter dem motoneuronen speziϐi-schen Promotor hbͻ. Die Immunfärbung wurde mit einem Ncamͳb-speziϐischen Antikörper durchgeführt (Langhauseret al., ʹͲͳʹ). Gezeigt ist ein konfokaler Lateralausschnitt eines Ͷͺ hpf alten Embryos, cranial ist links. (A) Ncamͳb Ex-pression auf GFP exprimierenden Motoneuronen imWhole Mount Embryo nach Kontroll-Morpholino-Injektion. (B) Die
ncamͷb-Morpholino-Injektion führt zum Expressionsverlust von Ncamͳb und die Motoraxone projizieren in ungeord-netem Muster in die Myotome. (C) Eine ncamͷa-Morpholino-Injektion beeinϐlusst die Expression von Ncamͳb nicht.Maßstabsbalken gilt für alle Abbildungen und entspricht ͷͲ µm. Abkürzungen: rm: Rückenmark, ma: Motoraxon.
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Ͷ ERGEBNISSEWird die Expression von Ncamͳb inhibiert, kommt es zu einer hoch signiϐikanten Veränderungder Kategorienverteilung im Vergleich mit der Kontrolle (Abb. ͳͶ, B-MO: N = ͳʹ, n = ͵ͺʹ, χ2:p < Ͳ,ͲͲͳ). Der Knockdown führt zu einem hoch signiϐikanten Anstieg aberranter Seitenäste(͵͸ % ± ͳʹ; Zweistichproben-t-Test p < Ͳ,ͲͲͳ) und aberranter Ventralprojektionen (ʹͷ % ± ͻ;Zweistichproben-t-Test p<Ͳ,ͲͲͳ). Der Expressionverlust von Ncamͳb hat keinen Einϐluss auf dieFaszikulation vonMotoraxonen (ͳͲ%± ͺ; Zweistichproben-t-Test, zweiseitig: p≥ Ͳ,Ͳͳ). Die durchdie Morpholino-Injektion hervorgerufenen Effekte sind speziϐisch. Sie können mittels Koinjektionvon Morpholino und ncamͷb Rescue-RNA (B-Rescue) kompensiert werden (χ2: p≥ Ͳ,Ͳͳ).
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Abbildung ͳͶ: Quantiϐizierung des Projektionsmusters Ncamͳb-deϐizienter Motoraxone imWhole Mount. Dargestellt istder Mittelwert der prozentualen Verteilung der Phänotypen. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. χ2-Test beieinem Signiϐikanzniveau von p ≥ Ͳ,Ͳͳ (n.s.) bzw. p < Ͳ,ͲͲͳ (***) . Abkürzungen: C-MO: Kontroll-Morpholino-Injektion,B-MO: ncamͷb-Morpholino-Injektion, B-Rescue: ncamͷbRescue, N: Anzahl unabhängiger Replikate, n: Anzahl ausgewer-teter Embryonen, n.s.: nicht signiϐikant.
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Ͷ ERGEBNISSE
Ͷ.ͳ.ͷ Knockdown der Polysialyltransferase StͺSiaII bewirkt im Whole Mount die Defaszi-

kulation von Motoraxonen.Das Projektionsmuster der Motoraxone wird durch den Knockdown von Ncamͳa und Ncamͳb be-einϐlusst, unklar war jedoch auf welchen Effekten diese Beobachtungen beruhen. Da Ncamͳa undNcamͳb die Hauptträger der Polysialinsäure (polySia) sind (Langhauser et al., ʹͲͳʹ), können diebeobachteten Veränderungen im Phänotyp sowohl auf der Elimination der Ncamͳ-Proteine als aufder des Verlustes der polySia beruhen. Um dies zu untersuchen wurden Morpholino-Knockdownsdurchgeführt, die speziϐisch die Expression der Polysialyltransferase StͺSiaII blockieren.polySia wird nach Ͷͺ hpf auf den Zellen des Rückenmarks (rm), der Flooplate (fp) und auf den Mo-toraxonen (ma) gebildet (Lateralansicht C-MO; Abb. ͳͷ A’, magenta; siehe auch Marx et al., ʹͲͲͳ).Die Projektion derMotoraxone ist in der Kontrolle unverändert (Abb. ͳͷ A”, grün). Da polySia im Ze-braϐisch hauptsächlich durch StͺSiaII gebildet wird (Marx et al., ʹͲͲ͹), verhindert ein Knockdownvon st8siaII die Bildung von polySia (Abb. ͳͷ B’). Die Motoraxone defaszikulieren, projizieren den-noch in ihre Zielregion (Abb. ͳͷ B”).
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Abbildung ͳͷ: Verlust der Glykanmodiϐikation Polysialinsäure imWhole Mount Embryo führt zu veränderten motoraxo-nalen Projektionen. Die Motoneurone exprimieren GFP unter dem motoneuronen-speziϐischen Promotor hbͻ. Gezeigtist ein lateraler Konfokalausschnitt zu Ͷͺ hpf, cranial ist links. (A) Immunnachweis der Glykanmodiϐikation polySia aufZellen des Rückenmarks (rm), der Floorplate (fp) und auf den Motoneuronen sowie deren Axone (ma) nach Injektiondes Kontroll-Morpholinos. (B) Die Injektion des st8siaII-Morpholinos verhindert die Synthese von polySia wodurch sichdie Projektionsmuster der Motoraxone verändern. Der Maßstabsbalken gilt für alle Abbildungen und entspricht ͷͲ µm.Abkürzungen: rm: Rückenmark, fp: Floorplate, ma: Motoraxon.

ͷͶ



Ͷ ERGEBNISSEAugenscheinlich beeinϐlusst auch der Wegfall der Sialyltransferase und damit die Synthese der po-lySia, das Projektionsmuster der Motoraxone. Der Unterschied zwischen Kontrolle und st8siaII-Knockdown ist hoch signiϐikant (Abb. ͳ͸, stͺsiaII-MO: N = ͸, n = ͳͻ͵, χ2: p < Ͳ,ͲͲͳ). Der Verlustder Glykanmodiϐikation führt in ͵͸ % ± ͹ zur hoch signiϐikanten Defaszikulation der Motoraxoneim Vergleich mit der Kontrolle (Zweistichproben-t-Test: p < Ͳ,ͲͲͳ), wohingegen die Zielϐindungunbeeinϐlusst bleibt (Zweistichproben-t-Test, zweiseitig: Aberrante Seitenäste: p ≥ Ͳ,Ͳͳ; Aberran-te Ventralprojektion: p≥ Ͳ,Ͳͳ).Rescue-Experimente haben gezeigt, dass die zusätzliche Injektion vonpolySia die auftretendenPhä-notypen retten kann (Marx et al., ʹͲͲͳ).

C-MO stͺsiaII-MO0

20

40

60

80

100

∗∗∗

Phänot
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Abbildung ͳ͸: Quantiϐizierung des Projektionsmusters polySia deϐizienter MotoraxoneWhole Mount. Dargestellt ist derMittelwert der prozentualen Verteilung der Phänotypen. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. χ2-Test bei ei-nem Signiϐikanzniveau von p < Ͳ,ͲͲͳ (***). Abkürzungen: C-MO: Kontroll-Morpholino-Injektion, stͺsiaII-MO: st8siaII-Morpholino-Injektion, N: Anzahl unabhängiger Replikate, n: Anzahl ausgewerteter Embryonen.
Ͷ.ͳ.͸ Effekte von Tag-ͳ und Neurolin auf die Projektionen von MotoraxonenNachdem die Effekte der Ncamͳ-Paraloge und polySia untersucht wurden, konnten offensichtli-che funktionelle Unterschiede zwischen Ncamͳa und Ncamͳb festgestellt werden. WohingegenNcamͳa die Faszikulation von Motoneuronen beeinϐlusst, steuert Ncamͳb Wegϐindungsprozesse.Die Funktion von polySia scheint tendenziell eher mit Ncamͳa assoziiert zu sein und beeinϐlusstdie Faszikulation. Dies widerspricht den Angaben von Marx et al., ʹͲͲͳ.Ummögliche Interaktionspartner der Ig-Superfamilie vonNcamͳa undNcamͳb eingrenzen zu kön-nen, wurde exemplarisch der Einϐluss von Tag-ͳ und Neurolin als Mitglieder der Ig-Superfamilieauf deren Funktionen in Auswachsen und Wegϐindung von Motoneuronen zu ermitteln, um diesespäter mit Interaktions-Assays als potentielle Bindepartner der Ncamͳ-Paraloge zu identiϐizieren.
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Ͷ ERGEBNISSE
Knockdown von Tag-ͳ im Whole Mount hat nur milde Effekte auf MotoraxonprojektionenDas GPI-verankerte Transient Axonal Glycoprotein-ͳ (Tag-ͳ) wird über die Dauer der Axogeneseauf den meisten motoneuronalen Axonen exprimiert (Dodd et al., ͳͻͺͺ). Es ist ein aus dem Huhnbekannter Interaktionspartner von NCAMͳ (Milev et al., ͳͻͻ͸). Funktionelle Studien hinsichtlichmotoneuronaler Wegϐindung in der Entwicklung sind bisher nicht erfolgt, allerdings spielt es ei-ne essenzielle Rolle im initialen Aussenden von Wachstumskegeln sowie dem Wachstum und derFaszikulation von Axonen des Mittelhirns (Wolman et al., ʹͲͲͺ). Außerdem wird Tag-ͳ eine rege-nerative Funktion adulter Rückenmarke nach einer Läsion zugesprochen (Lin et al., ʹͲͳʹ).Tag-ͳ wird nach Ͷͺ hpf auf Motoraxonen (ma) exprimiert (Lateralansicht C-MO; Abb.ͳ͹ A’, magen-ta). Wie zuvor beschrieben, wachsen die GFP exprimierenden Motoraxone der Kontrolle fasziku-liert und leicht bogenförmig in die Zielregionen ein (Abb. ͳ͹ A”, grün). Die Efϐizienz des tag-ͷ-Knockdowns, kann durch einen Immunnachweis mit einem Tag-ͳ Antikörper bestätigt werden(Abb. ͳ͹ B’). Tag-ͳ-deϐizienteMotoneurone projizierenweiterhin in dieMyotome (Abb.ͳ͹ B”, grün).
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Abbildung ͳ͹: Ein tag-ͷ-Knockdown im Whole Mount Embryo führt zu keinen augenscheinlichen Veränderungen mo-toraxonaler Projektionen. Die Motoneurone exprimieren GFP unter demmotoneuronen-speziϐischen Promotor hbͻ. Ge-zeigt ist ein lateraler Konfokalausschnitt zu Ͷͺ hpf, cranial ist links. (A) Tag-ͳ wird auf Axonen der Motoneurone (ma)exprimiert. (B) Die Injektion von ͸-ͺ ng des tag-ͷ-Morpholinos verhindert die Synthese des Proteins was zu keiner of-fensichtlichen Veränderung der axonalen Projektion führt. Der Maßstabsbalken gilt für alle Abbildungen und entsprichtͷͲ µm. Abkürzungen: ma: Motoraxon.Im Gegensatz zu den Effekten der Ncamͳ-Paraloge, führt der Expressionsverlust von Tag-ͳ zukeiner signiϐikanten Veränderung der Kategorienverteilung. Ein χ2-Test zwischen Kontroll-Morpholino-Injektion und tag-ͷ-Morpholino-Injektion ergibt keinen signiϐikanten Unterschiedauf dem Niveau von p ≥ Ͳ,Ͳͳ (Abb. ͳͺ, Tagͳ-MO: N = ͸, n = ͳͻ͹, χ2: p ≥ Ͳ,Ͳͳ). Wird das Signiϐi-kanzniveau auf p ≥ Ͳ,ͲͶ verringert, sind tritt ein statistisch errechenbarer Wert auf, der durchden tag-ͷ-Knockdown erzielt wird. Deutlich ist allerdings, dass der Knockdown zu einem hochsigniϐikanten Anstieg defaszikulierter Axonbündel (ʹͲ % ± ͺ; Zweistichproben-t-Test: p < Ͳ,ͲͲͳ),wobei die anderen Kategorien nahezu unbeeinϐlusst bleiben (Zweistichproben-t-Test, zweiseitig:p≥ Ͳ,Ͳͳ gilt für Unverändert, Aberrante Seitenäste, Aberrante Ventralprojektion).
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Ͷ ERGEBNISSE
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Phänot
ypenin

%
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Abbildung ͳͺ: Quantiϐizierung des Projektionsmusters Tag-ͳ deϐizienter Motoraxone Whole Mount. Dargestellt istder Mittelwert der prozentualen Verteilung der Phänotypen. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. χ2-Testbei einem Signiϐikanzniveau von p ≥ Ͳ,Ͳͳ (n.s.). Abkürzungen: C-MO: Kontroll-Morpholino-Injektion, Tagͳ-Mo: tagͷ-Morpholino-Injektion, N: Anzahl unabhängiger Replikate, n: Anzahl ausgewerteter Embryonen, n.s. : nicht signiϐikant.Die tag-ͷ-Knockdown Embryonenwurden außerdem auchmit einem LͳCAM speziϐischen Antikör-per Antikörper gefärbt um neben den Motoneuronen auch auch Auffälligkeiten der Kommissurenbetrachten zu können. Hierbei viel auf, dass es zu einer dosisabhängigen Veränderung der poste-rioren Kommissur kommt. Diese Kommissur ist am Uǆ bergang zwischen Vorderhirn und Mittelhirnlokalisiert (Chitnis et al., ͳͻͻʹ). Wird im Zebraϐisch polySia (Marx et al., ʹͲͲͳ), Ncamͳa (Langhau-ser et al., ʹͲͳʹ) oder das Eͷͺ͹-Antigen (LͳCAMlike) (Weiland et al., ͳͻͻ͹) entfernt kommt es zurDefaszikulation der posterioren Kommissur. Der Verlust von Ncamͳb hat einen Wachstumsstoppder kreuzendenAxone zur Folge (Langhauser et al., ʹͲͳʹ).Wurden ͸-ͺ ngMopholino injiziert, führ-te das zu einer Aufspaltung der posterioren Kommissur in mehrere Bündel. Bei einer Injektion vonͻ-ͳʹ ng defaszikuliert die Kommissur.
Kontroll-MorpholinoA tag-ͳ-Morpholino ͸-ͺ ngB tag-ͳ-Morpholino ͻ-ͳʹ ngC

Abbildung ͳͻ: Der tag-ͳ-Knockdown führt dosisabhängig zu einer faszikulierten posterioren Kommissur. Eine Immun-färbung mit LͳCAM Antikörper färbt die posteriore Kommissur. Gezeigt ist ein dorsaler Konfokalausschnitt zu Ͷͺ hpf,cranial ist oben. (A) Die posteriore Kommissur der Kontrolle ist faszikuliert und kreuzt die Mittellinie. (B) Die Injektionvon ͸-ͺ ng spaltet die posteriore Kommissur auf. (C)Werden ͻ-ͳʹ ng desMorpholinos injiziert, lässt dies die Kommissurvollständig defaszikulieren. Maßstabsbalken gilt für alle Abbildungen und entspricht ʹͲ µm.
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Ͷ ERGEBNISSE
Knockdown von Neurolin imWhole Mount führt zu Defaszikulation und Bildung aberranter
Seitenäste Neurolin ist ein transmembranes Glykoprotein der Ig-Superfamilie im Zebraϐisch(Denzinger et al., ͳͻͻͻ). Es wird auf sekundären Motoneuronen, nicht aber auf primären Moto-neuronen exprimiert (Fashena & Westerϐield, ͳͻͻͻ). Vorrausgegangene Studien mit Funktions-Blockierenden Antikörpern an Motoneuronen des Zebraϐischs haben ergeben, dass Neurolininsbesondere im Bereich des common path bei der axonalen Wegϐindung von großer Wichtigkeitist (Ott et al., ʹͲͲͳ).Neurolin wird nach Ͷͺ hpf auf Zellsomata (s) und Axonen (ma) von Motoneuronen exprimiert(Lateralansicht Kontroll-Morpholino, Abb. ʹͲ A’ ; magenta ; siehe auch (Fashena & Westerϐield,ͳͻͻͻ). Das es sich hierbei ausschließlich um sekundäre Motoneurone handelt, wurde in umfas-senden Studien bereits gezeigt (Fashena & Westerϐield, ͳͻͻͻ). Die Motoraxone wachsen geordnetentsprechend dem Unverändert-Phänotypen in die Myotome ein (Abb. ʹͲ A”; grün). Der neu-
rolin-speziϐische Knockdown blockiert die Expression des Proteins (Abb. ʹͲ B’) und führt zumorphologischen Veränderung der Projektion der Motoraxone (Abb. ʹͲ B”).
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Abbildung ʹͲ: Der neurolin-Knockdown führt zur Defaszikulation und zur Ausbildung aberranter Seitenäste von Moto-neuronen imWhole Mount Embryo. Die Motoneurone exprimieren GFP unter dem motoneuronen-speziϐischen Promo-tor hbͻ. Gezeigt ist ein lateraler Konfokalausschnitt zu Ͷͺ hpf, cranial ist links. (A) Immunnachweis von Neurolin aufMotoneuronen. (B) Die Injektion des neurolin-Morpholinos verändert die Projektionsmuster der Motoraxone. Der Maß-stabsbalken gilt für alle Abbildungen und entspricht ͷͲ µm. Abkürzung: zk: Zellkörper der Motoraxone, sma: sekundäreMotoraxone.Vergleichbar mit den Ncamͳ-Paralogen, führt der Expressionsverlust von Neurolin zu einer hochsigniϐikanten Veränderung der Motoneuronenprojektion (Abb. ʹͳ, Neu-MO: N = Ͷ, n = ͸͹, χ2 : p ≥Ͳ,Ͳͳ). Der Knockdown führt zu einemhoch signiϐikantenAnstieg defaszikulierter Axonbündel, dasshauptsächlich den common path betrifft (͵͵ % ± ͳͳ; Zweistichproben-t-Test: p < Ͳ,ͲͲͳ), sowievermehrt zu Aberranten Seitenästen (͵͹ %± ͵; Zweistichproben-t-Test: p< Ͳ,ͲͲͳ).
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Abbildung ʹͳ: Quantiϐizierung des Projektionsmusters Neurolin deϐizienter Motoraxone Whole Mount. Dargestellt istder Mittelwert der prozentualen Verteilung der Phänotypen. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. χ2-Test beieinem Signiϐikanzniveau von χ
2 ***: p<Ͳ,ͲͲͳ. Abkürzungen: C-MO: Kontroll-Morpholino-Injektion, Neu-Mo: neurolin-Morpholino-Injektion, N: Anzahl unabhängiger Replikate, n: Anzahl ausgewerteter Embryonen.

Ͷ.ʹ Interaktionen zwischen den Ncamͳ-Paralogen und der Einϐluss von polySiaEs sind bereits viele Interaktionspartner von NCAMͳ bekannt (Maness & Schachner, ʹͲͲ͹). Hier-bei spielen sowohl Wachstumsfaktoren-Rezeptoren wie FGFR in der Signaltransduktion als auchMoleküle innerhalb der Immunglobulin Superfamilie als Adhäsion-vermittelnder Interaktionspart-ner eine Rolle. Aus unterschiedlichen Studien höherer Vertebraten ist bekannt, dass NCAMͳ ho-mophil interagieren kann und eine cis-Dimerisierung von NCAMͳ maßgebend für die Induktionintrazellulärer Signalkaskaden ist (Uǆ bersichtsartikel: Kiselyov et al., ʹͲͲͷ; Maness & Schachner,ʹͲͲ͹). Homophile und a/b-heterophile Interaktionen der Ncamͳ-Paraloge sind im Fisch bishernicht untersucht. Gerade im Bezug auf die Genomduplikation und damit einhergehende Präsenzzweier Ncamͳ-Paraloge sind solche Untersuchungen von großer Wichtigkeit. Teilfunktionen vonNcamͳ und der Einϐluss von polySia können im Fisch differenziert betrachtet und auf NCAMͳ hö-herer Vertebraten übertragen werden.
Ͷ.ʹ.ͳ Die Ncamͳ-Paraloge interagieren homophil und A/B-heterophilUm mögliche homophile und A/B-heterophile Interaktionen zwischen den Ncamͳ-Paralogennachzuweisen, wurden Bead-Aggregations-Assays verwendet. Mit dieser in vitroMethode wurdenrekombinante Proteine über den Fc-Tag an Protein A beschichtete, ϐluoreszente Partikel gebun-den und es wurde die Aggregation beobachtet. Als Kontrolle diente humanes Fc (humFc). Diehomophilen Wechselwirkungen wurden quantiϐiziert, indem die Partikel pro Aggregat mit einerdafür entwickelten Software dokumentiert wurden (Kooperation Michael Schwan). Es wurdenͳͲ Zufallsbilder (ʹʹͶ.͹ͺ µm x ʹʹͶ.͹ͺ µm) einer Reaktion aufgenommen, mit Hilfe der Softwarequantiϐiziert und in einem Spektrum aufgetragen. Die Spektren zeigen die Anzahl der Beads proAggregat bezogen auf die Gesamtϐläche in Prozent.
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Ͷ ERGEBNISSE
Ncamͳa beschichtete Partikel konglomerieren und bilden große Aggregate (Abb. ʹʹ A’, grün). DasSpektrum zeigt, dass Aggregate einer durchschnittlichen Größe von etwa ʹͲͲ - ͳͲͲͲ Partikeln undbis maximal etwa ͳ͹ͲͲ Partikeln auftreten (Abb. ʹʹ A”, n = ͳͲ). Partikel die mit Ncamͳb beschich-tet sind bilden ebenfalls große Aggregate (Abb.ʹʹ B’, magenta). Diese aggregieren durchschnittlichmit etwa ͵ͲͲ - ͳͷͲͲ Partikeln und mit einer maximalen Größe von etwa ͵͸ͲͲ Partikeln in etwasgrößeren Konglomeraten miteinander, als die der Ncamͳa beschichteten Partikel (Abb. ʹʹ B”, n =ͳͲ). Daraus lässt sich schließen, dass sowohl Ncamͳa als auch Ncamͳb homophile Bindungen ein-gehen können.Sind die Partikel wie in der Kontrolle mit humFc beschichtet treten hauptsächlich separierte Parti-kel auf (Abb. ʹʹ C’, weiß). Das Spektrum über die Aggregationsgrößen zeigt, dass sich die Aggregati-on hauptsächlich zwischen einem und etwa ͵Ͳ Partikeln/Aggregation bewegt. Zwei Maximalwertevon etwa ͷͲ und ͺͲ Beads/Aggregat sind vermutlich auf einen Resuspension-Fehler zurückzufüh-ren (Abb. ʹʹ C”, n = ͻ).

Ncamͳa-FcA’ Ncamͳb-FcB’ humanes FcC’

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

Anzahl der Beads pro Aggregat

Fläche
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Abbildung ʹʹ: Die Ncamͳ-Paraloge des Zebraϐischs können homophil interagieren. Mit homophilen Bead-AggregationsAssays können dieseWechselwirkungen nachgewiesen werden. (A) Ncamͳa kann homophil interagieren. Das SpektrumNcamͳa beschichteter Beads zeigt, dass Aggregate mit einer durchschnittlichen Größe von ʹͲͲ - ͳͲͲͲ Partikeln auf-treten. (B) Auch Ncamͳb interagiert homophil. Das Spektrum Ncamͳb beschichteter Beads zeigt, dass diese mit einerdurchschnittlichen Anzahl von ͵ͲͲ - ͳͷͲͲ Partikeln größere Aggregate als Ncamͳa ausbilden. (C) Die Kontrollpartikelsind mit humanem Fc beschichtet und bilden keine Aggregate. Der Maßstabsbalken gilt für Abbildungen (A-C) und ent-spricht ͳͲ µm.Um die Ncamͳ-Paraloge auf A/B-heterophile Interaktionen zu testen, wurden grün-ϐluoreszentePartikel mit Ncamͳa beschichtet und mit einer zweiten Population Ncamͳb beschichteter, rotϐluo-reszenter Partikel gemeinsam inkubiert. Dies führt zu der Bildung großer, heterophiler Aggregate(Abb. ʹ͵ A, Ncamͳa grün, Ncamͳb magenta). In der Kontrolle bildet Ncamͳa (grün) große Aggre-gate, wohingegen die Population der humFc beschichteten Partikel (magenta) großenteils einzelnvorliegen (Abb. ʹ͵ B, Ncamͳa grün, humFc magenta). Auch Ncamͳb beschichtete Partikel (grün)bilden homophile Cluster aus (Abb. ʹ͵ C, Ncamͳb magenta, humFc grün). Teilweise werden in die-
͸Ͳ



Ͷ ERGEBNISSEser Kontrollreaktion humFc beschichtete Partikel (magenta) in die Aggregationmit involviert (Abb.ʹ͵).
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Abbildungʹ͵:DieNcamͳ-Paralogedes Zebraϐischs könnenA/B-heterophil interagieren. (A)Ncamͳa (grün) undNcamͳb(magenta) beschichtete Partikel bilden jeweils große Aggregate aus. In einer Reaktion mit beiden Populationen an Par-tikeln, bilden Ncamͳa und Ncamͳb große A/B-heterophile Konglomerate aus. (B) & (C) In den Kontrollen bilden nurdie Ncamͳa (B’; grün) und die Ncamͳb (C’; magenta) beschichteten Partikel Aggregate. HumFc-Partikel liegen größten-teils einzeln vor. Sie werden allerdings in einer Reaktion mit Ncamͳb-Partikeln mit in die Reaktion involviert und bildenkleinere Aggregate. Der Maßstabsbalken gilt für (A-C) und entspricht ͳͲ µm.Der Mechanismus der homophilen trans-Interaktion von NCAMͳ wird seit langer Zeit kontroversdiskutiert. Verschiedene Studien zeigen unterschiedliche Beteiligung der Ig-Domänen an dieserWechselwirkung (Rao et al., ͳͻͻͶ; Ranheim et al., ͳͻͻ͸; Kiselyov et al., ͳͻͻ͹). Mehrere Publika-tionen weisen auf eine Interaktion zwischen der ersten Ig-Domäne und der zweiten Ig-Domänehin. Eine neuere Studie vergleicht in einem Modell die homophile trans-Interaktion von NCAMͳunterschiedlicher Spezies. Die Publikation beschreibt den Mechanismus der trans-Interaktion zwi-schen der ersten Ig-Domäne des Moleküls A und der zweiten Ig-Domäne des Moleküls B. Wichtigs-ter Bestandteil der homophilenNCAMͳ Interaktion ist unter anderemdie aromatische AminosäureTyrosin ͸ͷ (Y A͸ͷ) vonMolekül A der Igͳ-Domäne. Der aromatische Benzolring von Y A͸ͷ interka-
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Ͷ ERGEBNISSEliert in eine benachbarte Tasche (Isoleucin BͳͺͲ und Phenylalanin Bͳͺʹ), welche von Seitenkettender Igʹ-Domäne vonMolekül B gebildet wird. Außerdem bildet die Hydroxygruppe von Y A͸ͷWas-serstofϐbrückenmit der Seitenkette von Glutaminsäure Bͳ͹ͳ (E Bͳ͹ͳ). Eine weitere Stabilisierungdieser Verbindung wird durch Salzbrücken der verbindenden Region der Igͳ und Igʹ-Domänen(Glu Aͳ͸ und Lys Bͻͺ und umgekehrt) erzielt (Kasper et al., ʹͲͲͲ). Ncamͳa/b aus dem Zebraϐischwurden in dieser Untersuchung nicht berücksichtigt. Ein Sequenzvergleich zeigt, dass die Amino-säuren auch bei Zebraϐisch Ncamͳa und Ncamͳb vorkommen. Dies lässt darauf schließen, dass diefür diesen Bindemechanismus wichtigen Aminosäuren zwischen den Spezies und innerhalb derNcamͳ-Paraloge konserviert sind (Abb. ʹͶ).

Abbildung ʹͶ: NCAMͳ Sequenzvergleich Igͳ-Igʹ unterschiedlicher Spezies. Ein publizierter homophiler Bindemechanis-mus von NCAMͳwurde umdie Zebraϐisch Ncamͳ-Orthologe erweitert. Magenta umrandet sind Aminosäuren, die an derInteraktion beteiligt sind.Die Paraloge Ncamͳa und Ncamͳb können homophil in Wechselwirkung treten und verhalten sichdies bezüglichwie ihreOrthologe (Kiselyov et al., ʹͲͲͷ). Die Bead-Aggregation gemischterNcamͳa-und Ncamͳb-Populationen an Partikeln lässt vermuten, dass diese auch A/B-heterophil miteinan-der Interagieren können. Die Sequenzanalyse der ersten beiden Ig-Domänen bekräftigt diese Ver-mutung.
Ͷ.ʹ.ʹ Die Ncamͳa/Ncamͳa Interaktion wird durch Polysialinsäure-Modiϐikation beein-

ϐlusstFür NCAMͳ höherer Vertebraten ist bekannt, dass homophile Bindungen durch Modiϐikation mitpolySia verhindert werden (Angata & Fukuda, ʹͲͲ͵; Eckhardt et al., ʹͲͲͲ). Außerdem wurde ge-zeigt, dass beide Ncamͳ-Paraloge im Zebraϐisch polysialyliert werden können (Langhauser et al.,ʹͲͳʹ). Welchen Einϐluss die polySia auf Ncamͳa und Ncamͳb homophile Interaktionen hat, wurdebisher noch nicht untersucht.Zellen-Overlay Assays ermöglichen die in der Bead-Aggregation nachgewiesenen homophilen undA/B-heterophilen Wechselwirkungen auf den Einϐluss von polySia hin zu untersuchen. Transmem-branes, His-Tag markiertes Ncamͳa oder Ncamͳb wurde von CHO-Zellen exprimiert. Diese wur-den mit rekombinanten Fc-Chimären inkubiert, anschließend ϐixiert und gegen die Tags gefärbt.Wechselwirkungen zwischen den Molekülen wurde ϐluoreszensmikroskopisch über eine Koloka-lisation nachgewiesen. Neben homophilen Interaktionen wurden auch heterophile Interaktionenaufgezeigt. Beide Ansätze wurden außerdem genutzt, um den Einϐluss von Polysialinsäure auf dieInteraktionen zu untersuchen. CHO-ʹAͳͲ Zellen können kein polySia synthetisieren (Eckhardt etal., ͳͻͻͷ) und dienten dem polySia-unabhängigen Interaktionsnachweis. CHO-Kͳ Zellen entspre-chen dem genetisch unveränderten Wildtypen und dienten dem Nachweis polySia-abhängiger In-teraktionen.Die Polysialyltransferase negativen CHO-ʹAͳͲ Zellen exprimieren kein polySia auf der Zelloberϐlä-che (Abb. ʹͷ A; polySia orange, DAPI blau), wohingegen polySia auf CHO-Kͳ Zellen nachgewiesenwerden kann (Abb. ʹͷB; polySia orange, DAPI blau). Zusätzlichwurde der Immunnachweis aus Zell-lysaten über Western Blots mit einem α-His-Antikörper bzw. einem α-polySia Antikörper durchge-
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Ͷ ERGEBNISSEführt. Inkubationmit dem α-His-Antikörper zeigt, dass Ncamͳa-His gleichermaßen von CHO-ʹAͳͲZellen als auch von CHO-Kͳ Zellen exprimiert wird. Es ist jeweils eine Bande bei circa ͳͶͲ kDa zuerkennen. Bereits dieser Blot deutet darauf hin, dass CHO-Kͳ Zellen das Protein polysialylieren, dadie Bande hier etwas größer erscheint. Wird ein Antikörper gegen polySia verwendet, zeigt sichnur bei CHO-Kͳ Zellen eine polySia-typische, verbreiterte Bande aufgrund des unterschiedlichenGrades an Polysialylierung zwischen ͳͶͲ und ʹͷͲ kDa.
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Abbildung ʹͷ: Expressionsnachweis von Ncamͳa und polySia-Ncamͳa in Zellkulturen. Die Abbildung zeigt vergleichen-de Immunfärbungen und Western Blots der polySia-Expression in CHO-ʹAͳͲ und CHO-Kͳ Zellen. (A) CHO-ʹAͳͲ Zellenkönnen kein polySia auf der Zelloberϐläche synthetisieren. Die Immunfärbung mit einem polySia-speziϐischen Antikör-per zeigt keine Immunreaktion (orange). Teilweise konglomeriert der Antikörper in der Nähe des Zellkerns (blau). (B)polySia-positive CHO-Kͳ Zellen zeigen eine deutliche Färbung auf der Zelloberϐläche (orange). Die Zellkerne sind in blaudargestellt. Die Western Blots zeigen Zelllysate von CHO-ʹAͳͲ und CHO-Kͳ Zellen. Der Immunnachweis erfolgte in zweiseparaten Blots. Die Inkubation einem α-His Antikörper zeigt, dass sowohl CHO-ʹAͳͲ als auch CHO-Kͳ Zellen Ncamͳa-His exprimieren. CHO-ʹAͳͲ Zellen exprimieren ein Protein mit einer Größe von etwa ͳͶͲ kDa, welches der erwartetenGröße von Ncamͳa-His entspricht. Daneben erscheint zusätzlich eine etwas kleinere Bande, die auf ein Abbauproduktschließen lässt. Die verbreiterte Bande der CHO-Kͳ Zellen gibt einen ersten Hinweis auf mögliche Polysialylierung. DerImmunnachweis mit einem α-polySia Antikörper ist nur in CHO-Kͳ Zellen positiv. Diese polysialylieren das exprimierteNcamͳa-His, das durch eine verbreiterte Bande zwischen ͳ͵Ͳ und ʹͷͲ kDa nachgewiesen werden kann. Der Maßstabs-balken entspricht ʹͲ µm.Die Uǆ berlagerung von CHO-ʹAͳͲ Zellen, welche Ncamͳa transmembran exprimieren (grün) mitNcamͳa-Fc-Chimären Protein (magenta) zeigt deutlich, dass beide Proteine kolokalisieren (Abb. ʹ͸A). Dies bestätigt die Beobachtung aus der Bead-Aggregation, dass Ncamͳa homophil interagiert.UmZellumrisse auch untransϐizierter Zellen zu visualisieren, wurden zusätzlich die Aktinϐilamente(Phalloidin, dunkelrot) und der Zellkern (DAPI, blau) gefärbt. Uǆ berlagertes Ncamͳa bindet nicht anuntransϐizierte Zellen (Abb. ʹ͸A).WirdNcamͳa transmembran inCHO-KͳZellen (grün) exprimiertund inkubiert man diese mit Ncamͳa-Fc-Chimären (magenta), kolokalisieren die beiden Proteinenicht. Eine homophile Interaktion von Ncamͳa nach Polysialylierung ist nicht mehr möglich (Abb.ʹ͸ B). Auch untransϐizierte Zellen binden nicht an das überlagerte Ncamͳa (Abb. ʹ͸ B).In einer Kontrollreaktion mit humFc wird verdeutlicht, dass die Wechselwirkungen von Ncamͳa,nicht aber vom Fc-Tag ausgehen. Ncamͳa transϐizierte Zellen binden kein humFc (Abb. ʹ͸ C, D)
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Abbildung ʹ͸: Die Homophile Wechselwirkung von Ncamͳa wird in Anwesenheit von polySia verhindert. (A) polySianegative CHO-ʹAͳͲ Zellen exprimieren Ncamͳa-His auf ihrer Oberϐläche (grün). Werden die Zellenmit Ncamͳa-Fc über-lagert, bindet dieses nur an Ncamͳa-His exprimierende Zellen (magenta). Die Zellumrisse wurden mit einer Aktin- undDAPI-Färbung visualisiert (rot, blau). Ncamͳa interagiert homophil (Merge). (B) Die polySia-positiven CHO-Kͳ Zellen ex-primieren Ncamͳa-His auf ihrer Oberϐläche (grün). Dies hat zur Folge, dass Ncamͳa-Fc nicht mehr an die Zellen bindenkann (magenta). DieNcamͳahomophile Interaktionwird durchdieAnwesenheit vonpolySia gehemmt (Merge).(C)& (D)Die Fc-Markierung des überlagerten Proteins hat keinen Einϐluss auf die homophilen Wechselwirkungen. Sowohl CHO-ʹAͳͲ Zellen als auch CHO-Kͳ Zellen die Ncamͳa-His auf ihrer Oberϐläche exprimieren (grün), binden nicht an humanesFc (magenta). Es kommt zu keiner Kolokalisation der beiden Proteine (Merge). Maßstabsbalken gilt für alle Abbildungenund entspricht ʹͲ µm.
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Ͷ ERGEBNISSEDer Einϐluss der Polysialylierung auf homophile Interaktionen von Ncamͳa bestätigt sich auchin Bead-Aggregation-Assays. Fluoreszente Partikel wurden mit Ncamͳa beschichtet und anschlie-ßend die Hälfte der Reaktion in vitro mit rekombinanter Polysialyltransferase StͺSiaII und Sialin-säure inkubiert. Ncamͳa Partikel bilden homophile Cluster (Abb. ʹ͹ A; vgl. zudem Abschnitt Ͷ.ʹ.ͳ).Die homophile Bindung von Ncamͳa wird durch StͺSiaII-vermittelte in vitro Polysialylierungaufgelöst und die Partikel liegen größtenteils vereinzelt vor (Abb. ʹ͹ B).
homop

hil

Ncamͳa-FcA polySia-Ncamͳa-FcB

Abbildung ʹ͹: In vitro Polysialylierung verhindert die homophile Ncamͳa/Ncamͳa Interaktion. (A) Ncamͳa-Fc Partikelbilden wie erwartet Aggregate. (B) polySia gebunden an Ncamͳa verhindert, dass die Ncamͳa-beschichteten PartikelAggregate bilden. Der Maßstabsbalken gilt für Abbildungen A und B und entspricht ͳͲ µm.
Ͷ.ʹ.͵ Die Modiϐikation mit Polysialinsäure hat keinen Einϐluss auf die Ncamͳb homophile

InteraktionNachdem gezeigt werden konnte, dass Polysialylierung die homophile Interaktion von Ncamͳa ver-hindert, wurde untersucht ob die Ncamͳb homophile Interaktion durch Modiϐikation mit polySiaebenso unterbunden wird. Hierfür wurde His-markiertes Ncamͳb auf der Membran von polySia-negativen CHO-ʹAͳͲ und polySia-positiven CHO-Kͳ Zellen exprimiert. Der Western Blot zeigt einediskrete Bande bei circa ͳͺͲ kDa und entspricht damit der Größe von Ncamͳb-His. Ein WesternBlotmit einemAntikörper gegen polySia zeigt nur für CHO-Kͳ Zelllysate einen polySia-speziϐischen
Upshift zwischen circa ͳͺͲ kDa und ʹͷͲ kDa. Ncamͳb wird folglich von CHO-Kͳ Zellen in polysia-lylierter Form gebildet (Abb. ʹͺB).
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Abbildung ʹͺ: Expressionsnachweis von Ncamͳb und polySia-Ncamͳb in Zellkulturen. Beide Zelltypen exprimierenNcamͳb-His. Der Blot zeigt mit einem Antikörper gegen die His-Markierung in beiden Spuren eine Bande bei ͳͺͲ kDa.Der Nachweis der Polysialylierung Ncamͳb-His transϐizierter Zellen mit einem α-polySia Antikörper ist nur in CHO-KͳZellen positiv. Diese polysialylieren das exprimierte Ncamͳb-His, sodass ein typisches Bandenmuster zwischen ͳ͹Ͳ undʹͷͲ kDa entsteht.In Zellen Overlay-Assays wurde Ncamͳb von CHO-ʹAͳͲ Zellen exprimiert und mit exogenenNcamͳb-Fc-Chimären inkubiert. Eine ausgeprägte Kolokalisation der Ncamͳb-Proteine zeigtdie homophile Interaktion von Ncamͳb (Abb. ʹͻ A). Das bestätigt die Beobachtungen der Bead-Aggregation.Die Färbung sämtlicher ZellendesAnsatzesmit Phalloidin (Aktinϐilamente; dunkelrot)und DAPI (Zellkern; blau) zeigt, dass Ncamͳb nicht an untransϐizierte Zellen bindet (Abb. ʹͻ AAktin/DAPI bzw. Merge). Entgegen der Beobachtung zur homophilen Interaktion von Ncamͳain CHO-Kͳ Zellen (vgl. Abb. ʹ͸), führt eine Expression von Ncamͳb in CHO-Kͳ Zellen nicht zurReduktion der homophilen Ncamͳb Interaktion. Das bedeutet, dass auch polysialyliertes Ncamͳbhomophil bindet (Abb. ʹͻ B). Untransϐizierte Zellen binden kein Ncamͳb (Abb. ʹͻ B). Die homo-phile Ncamͳb-Interaktion ist kein Artefakt, da humanes Fc nicht an die transϐizierten Zellen bindet(Abb. ʹͻ C, D).
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Abbildung ʹͻ: Polysialylierung hat keinen Einϐluss auf die homophile Interaktion von Ncamͳb. (A) CHO-ʹAͳͲ Zellen ex-primieren Ncamͳb-His auf ihrer Oberϐläche (grün). Werden die Zellen mit Ncamͳb-Fc überlagert, bindet dieses nur anNcamͳb-His exprimierende Zellen (magenta). Die Zellumrisse wurden mit einer Aktin- und DAPI-Färbung visualisiert(rot, blau). Auch Ncamͳb interagiert homophil (Merge). (B) Die polySia-positiven CHO-Kͳ Zellen exprimieren Ncamͳb-His auf ihrer Oberϐläche (grün). Dies hat keinen Einϐluss auf die Ncamͳb homophile Wechselwirkung (magenta). DieNcamͳb homophile Interaktion ist polySia unabhängig (Merge). (C)& (D) Die Fc Markierung des überlagerten Prote-ins hat keinen Einϐluss auf diese homophile Wechselwirkung. CHO-ʹAͳͲ und CHO-Kͳ Zellen die Ncamͳb-His auf ihrerOberϐläche exprimieren (grün), binden nicht an humanes Fc (magenta). Es kommt zu keiner Kolokalisation der beidenProteine (Merge). Der Maßstabsbalken gilt für alle Abbildungen und entspricht ʹͲ µm.
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Ͷ ERGEBNISSEWerden ϐluoreszente Partikel mit Ncamͳb-Fc Protein beschichtet kommt es, wie bereits beschrie-ben, zur Aggregation der Partikel (Abb. ͵Ͳ A; vgl. auch Abschnitt Ͷ.ʹ.ͳ). Nach StͺSiaII-vermittelter
in vitro Polysialylierung bilden die Ncamͳb-Partikel weiterhin große Cluster. Die homophile Inter-aktion von Ncamͳb wird also durch polySia nicht aufgehoben (Abb. ͵Ͳ B).
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Abbildung ͵Ͳ: In vitro Polysialylierung hat keinen Einϐluss auf die Ncamͳb/Ncamͳb Interaktion. (A) Ncamͳb-Fc Partikelbilden Aggregate. (B) Auch polySia-Ncamͳb beschichtete Partikel können Aggregate bilden. Der Maßstabsbalken gilt fürAbbildungen A und B und entspricht ͳͲ µm.
Ͷ.ʹ.Ͷ Die Polysialinsäuremodiϐikation schwächt die A/B-heterophile InteraktionDie heterophile Bead-Aggregation gab bereits Hinweise darauf, dass eine A/B-heterophile Inter-aktion zwischen den beiden Paralogen möglich wäre (vgl. Abb. ʹ͵). Auch die Sequenzanalyse be-kräftigte diese Aussage. Da die Bead-Aggregation für einen heterophilen Interaktionsnachweis we-niger gut geeignet erschien, wurde diesen Hinweisen in Zellen Overlay-Assays nachgegangen. Au-ßerdem wurde der Einϐluss der polySia-Modiϐikation auf diese A/B-heterophile Wechselwirkunguntersucht, um weitere Indikatoren für eine Subfunktionalisierung der Paraloge zu erhalten.Die in der Bead-Aggregation beobachtete heterophile Interaktion von Ncamͳamit Ncamͳb kann inZell-Overlay Assays bestätigt werden. CHO-ʹAͳͲ Zellen, die Ncamͳa transmembran (grün) expri-mieren, binden lösliches Ncamͳb (magenta) an ihrer Oberϐläche. Das zeigt sich durch Kolokalisati-on nach einer Immunfärbung (Abb. ͵ͳ A). Wird das transmembrane Ncamͳa-Konstrukt in CHO-KͳZellen exprimiert, wird es von den Zellen polysialyliert. Nach Inkubation mit Ncamͳb treten diebeiden Proteine kaummehr inWechselwirkung. Die Intensität der Cy͵ Fluoreszenz (Ncamͳb Uǆ ber-lagerung) ist stark abgeschwächt (Abb. ͵ͳ B; gleiche Aufnahmeintensität wie in Abb. ͵ͳ A).
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Abbildung ͵ͳ: Die Heterophile Ncamͳa Interaktion mit Ncamͳb wird durch polySia stark reduziert. (A) Ncamͳa-Hiswird auf der Oberϐläche von CHO-ʹAͳͲ Zellen exprimiert (grün) und rekombinantes Ncamͳb-Fc bindet an diese Zel-len (magenta). Die Zellumrisse wurden mit einer Aktin- und DAPI-Färbung visualisiert (rot, blau). Die Inkubation derNcamͳa-His exprimierenden CHO-ʹAͳͲ Zellen mit Ncamͳb-Fc führt zu einer heterophilen Bindung zwischen Ncamͳaund Ncamͳb (Merge). (B) Die polySia-positiven CHO-Kͳ Zellen exprimieren Ncamͳa-His auf ihrer Oberϐläche (grün).Rekombinantes Ncamͳb-Fc kann nicht mehr bzw. nur noch sehr schwach an die Zellen binden (magenta). Die A-B-heterophile Interaktion wird durch die Anwesenheit von polySia geschwächt (Merge). Der Maßstabsbalken gilt für alleAbbildungen und entspricht ʹͲ µm.Auch in umgekehrter Konstellation, wobei Ncamͳb-His (grün) von CHO-ʹAͳͲ Zellen exprimiertundmit Ncamͳa-Fc (magenta) inkubiert wird, können beide Proteine aneinander binden. (Abb. ͵ʹA). Wird transmembranes Ncamͳb-His durch Expression in CHO-Kͳ Zellen polysialyliert, vermin-dert dies ebenso die A-B-heterophile Interaktion (Abb. ͵ʹ).
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Abbildung ͵ʹ: Heterophile Ncamͳb Interaktionmit Ncamͳa in Abhängigkeit von polySia. (A) polySia-negative CHO-ʹAͳͲZellen exprimierenNcamͳb-His auf der Zelloberϐläche (grün). Diese Zellenwurdenmit rekombinantemNcamͳa-Fc inku-biert (magenta). Die Zellumrissewurdenmit einer Aktin- undDAPI-Färbung visualisiert (rot, blau). Auch in umgekehrterKonstellation, wobei CHO-ʹAͳͲ Zellen Ncamͳb-His exprimieren, bindet Ncamͳa-Fc A-B-heterophil. Der Merge zeigt dieKolokalisation der beiden Proteine. (B) Polysialyliertes Ncamͳb-Hiswird auf CHO-Kͳ Zellen exprimiert (grün). Rekombi-nantes Ncamͳa-Fc bindet schwach an die Zellen (magenta). Die A-B-heterophile Interaktionwird durch die Anwesenheitvon polySia geschwächt (Merge). Der Maßstabsbalken gilt für alle Abbildungen und entspricht ʹͲ µm.Aus vorher Erläutertem lässt sich schließen, dass sich die Ncamͳ-Paraloge des Zebraϐischs in gro-ßen Teilen analog zu den NCAMͳ-Orthologen anderer Vertebraten verhalten (Kiselyov et al., ʹͲͲͷ).Ncamͳa und Ncamͳb können sowohl in einem homophilen also auch in einem A/B-heterophilenMechanismus in Wechselwirkung treten. PolySia beeinϐlusst diese Interaktionen auf unterschied-liche Weise. polySia-Ncamͳa kann keine homophilen- oder Ncamͳb-Bindungen eingehen. Die Si-tuation für Ncamͳb weicht in Teilen davon ab, sodass eine homophile Bindung von Ncamͳb trotzModiϐikationmit polySia eingegangenwird. Ist Ncamͳa in diese heterophile polySia-NcamͳbWech-selwirkung mit einbezogen, kommt es zu keiner Interaktion.Diese Beobachtungen lassen schlussfolgern, dass sich Ncamͳa und Ncamͳb auch auf Ebene homo-philen Interaktion unterscheiden. Daraus lässt sich ein weiterer Hinweis auf eine Subfunktionali-sierung ableiten.
Ͷ.͵ Heterophile Interaktionen der Ncamͳ-Paraloge mit Tag-ͳ und NeurolinAus anderen Vertebraten ist bekannt, dass NCAMͳ auch an andere neuronale Zellerkennungsmole-küle aus der Ig-Superfamilie bindet (Uǆ bersichtsartikel: Nielsen et al., ʹͲͳͲ). Um zu untersuchen, obdas auch im Zebraϐisch gilt und ob sich die Paraloge Ncamͳa und Ncamͳb in dieser Hinsicht ähnelnoder unterscheiden, wurden exemplarisch zwei Mitglieder der Ig-Superfamilie ausgewählt und aufheterophile Interaktion mit den Ncamͳ-Paralogen untersucht.Für das GPI-verankerte Transient Axonal Glycoprotein-ͳ (Tag-ͳ) ist bekannt, dass es im Huhn mitNCAMͳ inWechselwirkung tritt (Milev et al., ͳͻͻ͸). Funktionelle Analysen der vorliegenden Arbeitzeigten Tendenzen auf, dass es auch in der Wegϐindung von Motoraxonen eine gewisse Rolle spie-len könnte (vergleiche Abschnitt Ͷ.ͳ.͸).Für das transmembrane Neurolin ist gibt es noch keine Beobachtungen hinsichtlich einer Interak-tion mit NCAMͳ. Allerdings zeigen vorausgegangene Studien, dass Neurolin im Zebraϐisch im Pro-zess der axonalenWegϐindung retinaler Ganglienzellen (Ott et al., ͳͻͻͺ) als auch vonMotoraxonen(Ott et al., ʹͲͲͳ) von großer Wichtigkeit ist. Funktionelle Studien unter Einsatz von Morpholino-
͹Ͳ



Ͷ ERGEBNISSEInjektion der vorliegenden Arbeit bestätigen diese Arbeiten (vergleiche auch Ͷ.ͳ.͸).
Ͷ.͵.ͳ Tag-ͳ interagiert schwach homophil und heterophil mit NcamͳbFür TAG-ͳ ist mehrfach beschrieben, dass es homophile Bindungen eingeht (Tsiotra et al., ͳͻͻ͸;Kunz et al., ʹͲͲʹ). Die Tag-ͳ homophile Interaktion des Zebraϐisch-Orthologs wurde noch nicht un-tersucht. Um diese Frage zu beantworten, wurden Bead-Aggregationen und Zellen-Overlay-Assaysdurchgeführt.Tag-ͳ beschichtete Partikel treten untereinanderwenig ausgeprägt inWechselwirkung (Abb. ͵͵ A’).Die Auswertung von ͳͲ Zufallsbilder ist in einem Spektrum aufgetragen. Der Großteil der Flächewird von singulären Partikeln eingenommen. Kleinere Aggregate entsprechen einer durchschnitt-lichen Größe zwischen zwei und ʹͷͲ Partikeln und einer maximalen Größe ͹ͲͲ Partikeln (Abb. ͵͵A”).Partikel beschichtetmit humanemFc bilden keine Aggregate, sodass die Partikel hauptsächlich ver-einzelt vorliegen (Abb. ͵͵ B’). Es werden in der Kontrolle durchschnittlich ͵Ͳ Beads/Aggregat do-kumentiert (Abb. ͵͵ B”).
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Abbildung ͵͵: Tag-ͳ des Zebraϐischs bildet nur schwache homophile Aggregate aus. (A) Tag-ͳ-beschichtete ϐluoreszentePartikel aggregieren mit einer durchschnittlichen Größe von etwa zwei bis ͵ͲͲ Partikeln und einer maximalen Größeetwa ͹͵Ͳ Partikeln (n = ͳͲ Zufallsaufnahmen). (B) Die Kontrolle aggregiert nicht. Das Spektrum über die Aggregations-größen zeigt, dass sich die Aggregation hauptsächlich zwischen einem und ͵Ͳ Partikeln/Aggregation bewegt. Zwei Maxi-malwerte von etwa ͷͲ und ͺͲ Beads/Aggregat lassen auf einen Fehler der Resuspension schließen. DerMaßstabsbalkenentspricht ͳͲ µm.In einem homophilen Interaktionsnachweis von Tag-ͳ über Overlay Assays sollte die schwacheTag-ͳ Interaktion aus der Bead-Aggregation überprüft werden. Tag-ͳ-His wird von CHO-Kͳ Zellenin der Zellmembran exprimiert (grün) und mit Tag-ͳ-Fc überlagert (magenta) (Abb. ͵Ͷ A). Uǆ berla-gertes Tag-ͳ bindet kaum an exprimiertes Tag-ͳ.Die Negativkontrolle mit überlagertem humFc zeigt keine Kolokalisation (Abb. ͵Ͷ B).
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Abbildung ͵Ͷ: Tag-ͳ interagiert in Zellen Overlay-Assays sehr schwach homophil. CHO-Kͳ Zellen exprimieren Tag-ͳ-Hisauf der Zellmembran (grün).Werdendiese Zellenmit rekombinantemTag-ͳ-Fc inkubiert (magenta), könnendie Proteinein sehr geringemMaße aneinander binden (Merge). (B) Die Kontroll-Inkubation Tag-ͳ-exprimierender Zellen (grün)mithumanemFc (magenta) führt zu keiner Bindung. Die Zellumrissewurdenmit einer Aktin- undDAPI-Färbung visualisiert(rot, blau). Der Maßstabsbalken gilt für alle Abbildungen und entspricht ʹͲ µm.Ein aktuelles Interaktionsmodell beschreibt die homophile trans Interaktion von humanem Tag-ͳ(Mortl et al., ʹͲͲ͹). Hierbei treten die antiparallelen β-Stränge der beiden Igʹ-G-Stränge miteinan-der inWechselwirkung. Ausschlaggebend für eineDimerisierungder Stränge sind die hydrophobenTaschen, die durch die Benzolringe der drei Phenylalanine (FͳͶ͵, Fͳͺͷ und FͳͻͶ) gebildet werden(Mortl et al., ʹͲͲ͹). Ein Sequenzvergleich unterschiedlicher Spezies miteinander zeigt, dass ent-sprechend dieses Modells die Bereiche zwischen Mensch, Maus und Huhn konserviert sind. Alleinder Zebraϐisch besitzt an Stelle des Fͳͺͷ ein Valin (Vͳͺͷ) und an Stelle FͳͻͶ ein Alanin (AͳͻͶ).Die für die Dimerisierung wichtigen Benzolringe fehlen.
Aus anderen Vertebraten ist bereits bekannt, dass TAG-ͳ heterophile Bindungen mit einigen neu-ronalen Zellerkennungsmolekülen eingehen kann. Hierzu gehören unter Anderem Lͳ (Kuhn et al.,ͳͻͻͳ), NgCAM (Buchstaller et al., ͳͻͻ͸), βIntegrin (Felsenfeld et al., ͳͻͻͶ) und NCAMͳ (Milev etal., ͳͻͻ͸). Ob sich Tag-ͳ des Zebraϐischs auch heterophil mit Ncamͳa oder Ncamͳb interagierenkann, ist bisher nicht untersucht. Da es aber transient auf Motoraxonen exprimiert wird (Dodd etal., ͳͻͺͺ) und das Projektionsverhalten von Wachstumskegeln beeinϐlusst (Wolman et al., ʹͲͲͺ)stellt es in jeder Hinsicht einen potentiellen Bindepartner für die Ncamͳ-Paraloge dar.In Overlay-Assays wurden CHO-ʹAͳͲ Zellen mit Ncamͳa (grün) transϐiziert und mit rekom-binantem Tag-ͳ (magenta) überlagert. Beide Proteine kolokalisieren miteinander (Abb. ͵ͷ A).Exprimieren die Zellen Ncamͳb auf ihrer Oberϐläche (grün), ϐindet auch hier eine Assoziation vonTag-ͳ (magenta) an Ncamͳb statt (Abb. ͵ͷ B).
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Ͷ ERGEBNISSE
heterop

hilʹAͳ
Ͳ Ncamͳa-HisA Tag-ͳ-Fc Aktin , DAPI Merge

heterop
hilʹAͳ

Ͳ Ncamͳb-HisB Tag-ͳ-Fc Aktin , DAPI Merge

Abbildung ͵ͷ: Tag-ͳ interagiert nicht mit Ncamͳa aber heterophil mit Ncamͳb. (A) CHO-ʹAͳͲ Zellen exprimierenNcamͳa-His auf der Zelloberϐläche (grün). Diese Zellen wurden mit rekombinantem Tag-ͳ inkubiert (magenta). Eskommt zu keiner Kolokalisation von Ncamͳamit Tag-ͳ (Merge). Die beiden Proteine können nicht miteinander inWech-selwirkung treten. (B) Auch Ncamͳbwurde auf CHO-ʹAͳͲ Zellen exprimiert (grün). Die Inkubationmit Tag-ͳ (magenta)führt zu einer heterophilen Bindung an Ncamͳb (Merge). Die Zellumrisse wurden mit einer Aktin- und DAPI-Färbungvisualisiert (rot, blau). Der Maßstabsbalken gilt für alle Abbildungen und entspricht ʹͲ µm.DieseUntersuchungen lassen den Schluss zu, dass bezüglich der heterophilen Interaktionmit Tag-ͳein weiterer Unterschied zwischen den Paralogen Ncamͳa und Ncamͳb vorliegt. Ncamͳb kann he-terophil mit Tag-ͳ interagieren. Dies stimmtmit der beschriebenen Situation der Orthologe Ncamͳund Axonin-ͳ im Huhn überein. Eine heterophile Interaktion zwischen Ncamͳa und Tag-ͳ bleibtaus.
Ͷ.͵.ʹ Neurolin interagiert homophil mit sich selbst und heterophil mit den Ncamͳ-

ParalogenNeurolin im Zebraϐisch ist das humane ALCAM-Ortholog. Für ALCAM ist bekannt, dass es homo-phile Wechselwirkungen eingeht (Kempen et al., ʹͲͲͳ). Neben der homophilen Interaktion gibt esauch beschriebene heterophile Bindepartner von ALCAM, beispielsweise mit dem Lͳ-verwandtenNrCAM (DeBernardo & Chang, ͳͻͻ͸). Eine heterophile Interaktion zwischen ALCAM und NCAMͳist bisher noch nicht beschrieben.Ob auch das Zebraϐisch Ortholog Neurolin homophile Interaktionen oder heterophil mit Ncamͳaoder Ncamͳb in Wechselwirkung tritt, ist bisher noch nicht bekannt. Um diese Fragestellung zuuntersuchen, wurden Bead-Aggregationen und Overlay-Assays angefertigt.In derBead-AggregationbildenNeurolin beschichtete Partikel homophileAggregate. DieAggregats-größe bewegt sich zwischen einem und ͵ͲͲ Beads, es treten aber auch vereinzelt einige größereCluster mit maximal ͺͺͲ Beads auf.(Abb. ͵͸ A). Es verhält sich also in diesem Bezug wie sein hu-manes Ortholog. Diese Reaktion ist speziϐisch für Neurolin, da die Kontroll-Partikel beschichtet mithumFc nicht aggregieren (Abb. ͵͸ B).
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Ͷ ERGEBNISSE
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Abbildung ͵͸: Neurolin interagiert homophil. (A) Neurolin-beschichtete Partikel bilden Aggregate zwischen zehn und͵ͲͲ Beads aus. Neurolin verhält sich wie sein humanes Ortholog. (B) Partikel die mit humanem Fc in einer Kontrollreak-tion beschichtet wurden aggregieren nicht. (C) Der Maßstabsbalken gilt für A und B und entspricht ͳͲ µm.Um die heterophilen Interaktionen von Neurolin mit den Ncamͳ-Paralogen zu untersuchen, wur-den CHO-ʹAͳͲ Zellen mit Ncamͳa bzw. Ncamͳb transϐiziert. Werden die Zellen in den Overlay-Assays mit Neurolin inkubiert, kann dieses nur sehr schwach mit Ncamͳa (Abb. ͵͹ A) und etwasstärker mit Ncamͳb interagieren (Abb. ͵͹ B).
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Ͷ ERGEBNISSE
heterop

hilʹAͳ
Ͳ Ncamͳa-HisA Neurolin-Fc Aktin , DAPI Merge
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Abbildung ͵͹: Neurolin interagiert schwach heterophil mit Ncamͳa und Ncamͳb. (A) polySia-negative CHO-ʹAͳͲ ZellenexprimierenNcamͳa-His auf der Zelloberϐläche (grün). Diese Zellenwurdenmit rekombinantemNeurolin inkubiert (ma-genta). Der Merge zeigt die Kolokalisation der beiden Proteine. Neurolin bindet in einer heterophilen Reaktion schwachan Ncamͳa. (B) Auch Ncamͳb wurde auf CHO-ʹAͳͲ Zellen exprimiert (grün). Die Inkubation mit Neurolin (magenta)führt ebenso zu einer schwachen heterophilen Bindung an Ncamͳb (Merge). Die Zellumrisse wurden mit einer Aktinund DAPI Färbung visualisiert (rot, blau). Der Maßstabsbalken gilt für alle Abbildungen und entspricht ʹͲ µm.
Ͷ.Ͷ Native Interaktionspartner der Ncamͳ-ParalogeIn den bisher durchgeführten Experimenten wurden immer deϐinierte Komponenten, d.h. rekom-binant exprimierte Proteine auf ihreWechselwirkungenmiteinander untersucht. In den weiterfüh-renden Untersuchungen lag der Fokus auf der Identiϐizierung von Wechselwirkungen mit nativenBindungspartnern. Hierfür wurden die rekombinanten Proteine als Sonde in Afϐinity-Probes, bzw.als immobilisierten bait in Pulldown-Assays verwendet.
Ͷ.Ͷ.ͳ Hinweise auf Interaktionspartner von Ncamͳa und NcamͳbIn Whole-Mount Afϔinity-Probes wurden rekombinantes Ncamͳa-Fc und Ncamͳb-Fc als Sondeverwendet um die Lokalisation von Bindungspartnern im Embryo in situ zu ermitteln. Da die Fär-bungen häuϐig unzureichende Qualität hatten, wurden die Ergebnisse schriftlich zusammengefasstund nur einige repräsentative Konfokalbilder aufgenommen.Die Ncamͳa-Sonde bindet native freie Interaktionspartner auf den Somiten die den Rumpf ober-ϐlächlich durchziehen. Zu den Entwickungsstadien von ʹͶ, ͵Ͳ und Ͷͺ hpf ist diese diffuse Bindungin unterschiedlicher Ausprägung zu beobachten. Abbildung ͵ͺ A zeigt einen Embryo zu ʹͶ hpf,der GFP unter dem Seitenlinienorgan-speziϐischen ClaudinB Promotor (Tg(cldB::GFP)). Im Rumpfkann ein gradueller Bindepartner von Ncamͳa detektiert werden. Dieser beginnt bei ʹͶ hpf sehrweit cranial auf Höhe des vierten Somiten. Mit fortschreitendem Alter wird die craniale Grenzeimmer weiter nach caudal verschoben und beϐindet sich nach ͵Ͳ hpf auf Höhe des ͳʹ. Somiten.Nach Ͷͺ hpf beϐindet sie sich in Nähe der Schwanzspitze bei etwa dem ʹʹ. Somiten. Diese Beobach-tungen korrelieren mit der Wachstumsbewegung des Primordium (Chitnis et al., ʹͲͳʹ). Wird diepolySia-Expression durch einen Knockdown verhindert, wird die Position des Bindepartners vonNcamͳa nach cranial in Richtung des ͳͶ. Somiten verschoben (Abb. ͵ͺ B). Auch diese Beobachtungstimmen mit dem Verhalten des Primordiums überein (Heiny, ʹͲͳʹ; laufende Doktorarbeit R.͹͸



Ͷ ERGEBNISSEDries).Wird eine Ncamͳb-Sonde verwendet, kann ein ebenso den Rumpf durchziehendes, unspeziϐischesMuster detektiert werden. Allerdings verändert sich diese weder temporal noch durch einen
st8siaII-Knockdown und durchzieht den Embryo im beobachteten Zeitraum (ʹͶ - Ͷͺ hpf) voncranial bis caudal (Daten nicht gezeigt).Daraus ergibt sich, dass Ncamͳa einen möglichen Einϐluss auf die Migration des Primordiums ha-ben könnte.Ncamͳa-Fc Tg(cldB::GFP)A

B

Abbildung ͵ͺ: Native Bindepartner von Ncamͳa sind auf dem Rumpf lokalisiert. (A) Ncamͳa-Fc bindet nach ʹͶ hpf ineinem graduellen und punktförmigen Muster an den Rumpf ʹͶ hpf alter Embryonen (magenta). Die Embryonen expri-mieren GFP unter dem Seitenlinien-speziϐischen Promotor ClaudinB (grün). (B) Betrachtet man Zeitpunkte von ʹͶ, ͵Ͳund Ͷͺ hpf reduziert sich der Bindepartner immer weiter Richtung Schwanzspitze. Ein Knockdown von st8siaII verbrei-tert das Bindemuster von Ncamͳa. Alle Beobachtungen korrelieren mit demWachstumsverhalten des Primordiums (p).Der Maßstabsbalken aus A entspricht ͷͲ µm.Der Verlust von polySia legt für Ncamͳa außerdem auch native Bindepartner auf den Zellen desRückenmarks, auf der Floorplate sowie auf muskulären Strukturen frei (Abb. ͵ͻ A). Diese Bindeaf-ϐinität ist speziϐisch für Ncamͳa, da der Fc-Tag allein zu keiner Bindung führt (Abb ͵ͻ B).Ncamͳb hat weder freie Bindepartner zu Ͷͺ Stunden noch nach einem st8siaII-Knockdown (Datennicht gezeigt).
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Ͷ ERGEBNISSE
Ncamͳa-FcA humanes FcB

Abbildung ͵ͻ: Ncamͳa-Afϐinitätssonden detektieren native Bindepartner von Ncamͳa auf Zellen des Rückenmarks, derFloorplate und aufmuskulären Strukturen st8SiaII-Knockdown. Lateralausschnitte von Konfokalaufnahmen Ͷͺ hpf alterEmbryonen, cranial ist links. (A) Nach einem Knockdown der Sialyltransferase kann die Ncamͳa-Sonde an den Zellkör-pern des Rückenmarks und an den Somiten freie Bindungspartner lokalisieren. (B) Die Kontroll-Sonde aus humanem Fcallein, führt zu keiner Afϐinität. Der Maßstabsbalken gilt für beide Abbildungen und entspricht ͷͲ µm.Eine Problematik dieses Experimenteauϐbaus ist die Tatsache, dass die Sonde nur dann an nativeBindungspartner assoziieren kann, wenn diese nicht bereits durch andere Bindepartner okkupiertoder beispielsweise durch polySia nicht für andere Moleküle zugänglich sind.Daher wurden in einem weiteren Ansatz die Tg(hbͻ::GFP) Larven erst zu ͳͲ dpf ϐixiert um dieseOptionen zu minimieren. Die konfokalen Aufnahmen zur Bindung der Afϐinitätssonden zeigeneinen Lateralausschnitt ͳͲ dpf (Lateralansicht ͳͲ dpf, Abb. ͶͲ). Die Ncamͳa-Sonde bindet ankeine speziϐische Struktur (Lateralansicht ͳͲ dpf, Abb. ͶͲ A, magenta). Es treten lediglich einigediffuse Färbungen auf den Somiten auf. Diese beϐinden sich aber in unmittelbarer Nähe zum Mo-toraxonbündel (grün). PolySia wird auch noch nach ͳͲ Tagen auf den Axonen von Motoneuronenexprimiert. Außerdem ist in dieser Aufnahmeposition auch die Expression von polySia auf demSeitenliniennerv zu erkennen. Die Zellkörper tragen die Glykanmodiϐikation zu diesem Zeitpunktnicht mehr (blau).Die Ncamͳb-Sonde (Abb. ͶͲ B, magenta) trifft auf einen freien Interaktionspartner sowohl aufMotoraxonen (grün) als auch auf dem Seitenliniennerv. Die Afϐinität der Ncamͳb-Fc Sonde wirddurch die Anwesenheit von polySia (blau) nicht verhindert.Um die Möglichkeit auszuschließen, dass die Effekte durch den Fc-Tag hervorgerufen wurden,diente humanes Fc als Kontrollsonde. Dieses kann an keine der Strukturen binden (Abb. ͶͲ C).
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Ͷ ERGEBNISSE
Ncamͳa FcA Tg(hbͻ::GFP) polySia Merge

Ncamͳb FcB Tg(hbͻ::GFP) polySia Merge

humanes FcC Tg(hbͻ::GFP) polySia Merge

Abbildung ͶͲ: Native Bindungspartner von Ncamͳa und Ncamͳb auf den Motoraxonen und dem Seitenliniennerv. Late-ralausschnitte von Konfokalaufnahmen ͳͲ dpf alter Larven, cranial ist links. (A) Ncamͳa bindet in diffusem Muster andie Somiten (magenta). Die Motoneurone exprimieren GFP (grün) und tragen polySia (blau). Dieses ist auch auf demSeitenliniennerv vorzuϐinden. (B) Ncamͳb (magenta) lokalisiert native Bindepartner auf den Motoraxonen (grün) unddem Seitenliniennerv. Diese Interaktion ist unabhängig von polySia, da sie auf beiden Strukturen stattϐindet (blau). (C)Die humFc Kontrolle zeigt keinerlei Bindeafϐinität. Der Maßstabsbalken gilt für alle Abbildungen und entspricht ͷͲ µm.Zusammenfassend lässt sich sagen, dass es für Ncamͳa auf nicht näher zu deϐinierende Struktu-ren auf dem Rumpf gibt. Auffällig war, dass sich die scheinbar unspeziϐische Afϐinität der Ncamͳa-Sonde mit fortschreitendem Alter immer weiter nach caudal verschiebt. Die Grenze des Bindepart-ners korreliert mit der Position des Primordiums. Der st8siaII-Knockdown führt neben den bereitsbeschriebenen Effekten außerdem zu einer Wachstumsverzögerung des Primordiums. Zudem ver-schiebt sichdieGrenzedesNcamͳa-Bindepartnersweiter nach cranial,was ebensomit der Positiondes Primordiums übereinstimmt (Heiny, ʹͲͳʹ; laufende Doktorarbeit R. Dries). Unabhängig vomPrimordium zeigt eine Detailaufnahme, dass es nach einem st8siaII-Knockdown zusätzlich freieBindungspartner auf Zellkörpern des Rückenmarks, der Floorplate sowie auf den Somiten nativeBindungspartner gibt. Außerdem konnte nach ͳͲ dpf eine diffuse Bindung um den Bereich der Mo-toraxone detektiert werden. Da zu diesem Zeitpunkt noch polySia auf den Axonen exprimiert wird,kann hier die Ncamͳa-Sonde aufgrund dessen vermutlich nicht binden. Die Ncamͳa-Interaktionwird also auch unter nativen Bedingungen von polySia beeinträchtigt.Die Ncamͳb-Sonde hat zu Ͷͺ hours post fertilization (hpf) keine freien Bindepartner. Erst nachͳͲ dpf sind kann die Sonde auf den Motoraxonen und auf dem Seitenliniennerv native Interakti-onspartner binden. Die Anwesenheit von polySia scheint die Wechselwirkung auch unter nativenBedingungen nicht zu beeinträchtigen.
͹ͻ



Ͷ ERGEBNISSE
Ͷ.Ͷ.ʹ Pulldown Assays bestätigen Interaktion von Ncamͳbmit Tag-ͳIn Pulldown Assays wurden die nativen Bindungspartner von Ncamͳb untersucht und versuchtnäher zu beschreiben. Dazu wurde mit einer Präparation angereicherter Motoneuronen (GFP+)und einer Präparation nicht-motoneuronaler Zellen(GFP−) gearbeitet. Diese wurden über Fluo-reszenzϐlusssortierung (ϔluorescence-activated cell sorting (FACS)) voneinander getrennt (FACSKooperation mit Yuya Hayashi) und anschließend für Ͷͺ Stunden auf Laminin inkubiert. Zellhomo-genate wurde mit Ncamͳb-Fc inkubiert, um native Interaktionspartner zu isolieren. Als Kontrollediente humanes Fc. Der Proteinkomplex wurde über Protein-G-Sepharose extrahiert und in einemWestern Blot mit einem Tag-ͳ speziϐischen Antikörper ausgewertet.Wurden die Zellhomogenatemit Ncamͳb-Fc Protein inkubiert, kann imWestern Blot mit einemAn-tikörper Tag-ͳ speziϐischen Antikörper sowohl in GFP− als auch GFP+ Fraktionen eine Bande beietwa ʹͷ kDa und eine bei etwas mehr als ͳ͵Ͳ kDa nachgewiesen werden. Das ʹͷ kDa große Prote-in kommt in allen Fraktionen vor und entspricht vermutlich dem Protein-G des Substrats. Tag-ͳ istein verhältnismäßig großes Molekül der Ig-Superfamilie mit etwa ͳ͵ͷ kDa (Dodd et al., ͳͻͺͺ) undentspricht damit der Größe der oberen Bande. Da Tag-ͳ nebenMotoraxonen auch auf anderen Axo-nen desNervensystems exprimiertwird, kann diese Immunreaktion sowohl in GFP− als auch GFP+nachgewiesen werden. Die Speziϐität dieses Effekts kann dadurch gezeigt des Fc-Tags ist, zeigt dieInkubation der Zellhomogenate mit humFc. Dies führt imWestern Blot zu keiner Immunreaktion.Tag-ͳ konnte über einen Pulldown Assay als nativer, heterophiler Interaktionspartner von Ncamͳbbestätigt werden.

ʹͷ
͵ͷ
ͷͷ͹Ͳ
ͳͲͲͳ͵ͲʹͷͲ

Ncamͳ
b-FcPu

ll

kDa GFP− GFP+

ʹͷ
͵ͷ
ͷͷ͹Ͳ
ͳͲͲͳ͵ͲʹͷͲ

human
esFcP

ull

kDa GFP− GFP+

Abbildung Ͷͳ: Pulldown-Assay bestätigt Tag-ͳ als nativen Interaktionsparter Ncamͳb. Der Western Blot zeigt die Im-munreaktion eines Tag-ͳ speziϐischen Antikörpers auf einen Pulldown von Ncamͳb-Fc bzw. humanem Fc GFP-negativer(GFP−) und -positiver (GFP+) Zellhomogenate. Es treten zwei Banden auf. Das ʹͷ kDa große Fragment entspricht ver-mutlich dem Protein G der Sepharose-Partikel und kommt in allen Fraktionen vor. Die ͳ͵Ͳ kDa große Bande tritt nur beiFraktionen mit Ncamͳb-Pulldown auf und entspricht Tag-ͳ.
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Ͷ ERGEBNISSEDerPulldown-Assaybestätigt dieAnnahme, dassNcamͳbmit Tag-ͳ inWechselwirkung treten kannund eröffnet einen neuen, interessanten Aspekt in Bezug auf neuronaleWegϐindung in der Ncamͳbeine wichtige Rolle einzunehmen scheint.
Ͷ.ͷ Spinale Motoneurone im ZellkultursystemBisherige Untersuchungen zur Funktion von Ncamͳa und Ncamͳb beim Auswachsen von spina-len Motoneuronen wurden stets in vivo, d.h. im kompletten Embryo durchgeführt. In diesem Sys-tem ist es möglich, Gene durch Mutation oder Morpholino-Knockdown auszuschalten, nicht aberden auswachsenden Axonen deϐinierte Bedingungen in ihrer Umgebung zu präsentieren. Um daszu ermöglichen, wurden Primärzellkulturen etabliert, in denen hbͻ::GFP-markierte Motorneuroneaus Embryonen im ͳͺ - ʹͲ Somiten-Stadium isoliert und anschließend auf Deckgläsern ausgesätwurden, die mit Laminin oder Ncamͳa/b beschichtet waren. Nach Ͷͺ Stunden wurden die Moton-eurone ϐixiert und durch GFP- und Immunϐluoreszenz ausgewertet. Es wurden dabei nur Neuroneausgewertet, die isoliert vorlagen und keine Kontakte zu anderen Zellen hatten.
Ͷ.ͷ.ͳ Phänotypische Kategorien in Motoneuronen PrimärzellkulturenMotoneurone in der Primärzellkultur wurden nach der Morphologie auswachsender Axone in dreiphänotypische Kategorien unterteilt (Abb. Ͷʹ). Der Outgrowth Phänotyp repräsentiert die Grup-pe der Motoneurone mit einem Zellkörper dem ein oder zwei unverzweigte axonale Projektionenentspringen (Abb. Ͷʹ A). Der Branched Phänotyp entspricht Motoneuronen von deren Zellkörperein oder mehrere stark verzweigte Projektionen ausgehen (Abb. Ͷʹ B). Hat ein Motoneuron keineNeuriten, ist aber nach der Zellkernfärbung zu urteilen vital, entspricht dies dem No OutgrowthPhänotypen (Abb. Ͷʹ C).In dieser Form wurden die von mir etablierten Kategorien in einer eng betreuten Masterarbeit be-reits verwendet (Walter, ʹͲͳͶ).
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Abbildung Ͷʹ: Motoneuronen-Phänotypen isoliert auf Laminin. GFP exprimierende Motoneurone zeigen unterschiedli-che Phänotypen in der Primärzellkultur. Die Zellkerne derNeuronenkulturenwurdennach dem ϐixierenmit DAPI gefärbt(blau). (A) Motoneurone, die dem Outgrowth Phänotypen entsprechen, entsenden ein oder zwei Axone in die Periphe-rie. (B) Dem Branched Phänotypen entsprechen Motoneurone deren axonale Projektion stark verzweigt ist. (C) Bildendie Motoneurone keine Neuriten aus, entsprechen sie dem No Outgrowth Phänotypen. Der Maßstabsbalken gilt für alleAbbildungen und entspricht ͳͲ µm.
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Ͷ ERGEBNISSEAlle drei Kategorien kommen sowohl in Zellpopulationen uninjizierter Kontrollen (w/o I: N = ͸,n = ͻ͸ͷ) als auch in Kontroll-Morpholino-injizierten Kontrollen (C-MO: N = ͻ, n = ʹͶ͸͵) vor (Abb.Ͷ͵). Nach statistischemVergleich der Kontrollgruppen führt dieMikroinjektion in der Zellkultur zukeiner signiϐikanten Veränderung der prozentualen Verteilung der Kategorien (χ2-Test: p ≥ Ͳ,Ͳͳ).DieKontroll-Morpholino-injiziertenZellpopulationendienen indenweiterenAnalysen alsKontroll-gruppe. Mit Ͷͻ % ± ͳ͵ wird der Outgrowth-Phänotyp in Kontroll-Morphanten mit ͷͲ % ± ͳͲ re-präsentiert. Der Branched-Phänotyp tritt mit ͳͺ %± ͺ und der No Outgrowth-Phänotyp mit ͵ʹ %
± Ͷ auf.
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Abbildung Ͷ͵: Quantiϐizierung der Projektionsmuster vonMotoneuronen unterschiedlicher Kontrollen auf Laminin. Dar-gestellt ist der Mittelwert der prozentualen Verteilung der Phänotypen. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung.
χ
2-Test bei einem Signiϐikanzniveau von p≥ Ͳ,Ͳͳ (n.s.). Abkürzungen: w/o I Laminin: ohne Injektion auf Laminin, C-MOLaminin: Kontroll-Morpholino-Injektion auf Laminin, n.s.: nicht signiϐikant, N: Anzahl unabhängiger Replikate, n: Anzahlausgewerteter Zellen.Das Auswachsverhalten eines isolierten Motoraxons (C-MO injiziert) auf Laminin ist in Abb. ͶͶ inMomentaufnahmen aus einer Zeitrafferserie dargestellt. (Videodatei M ͳ auf angehängter CD ; n =ͺ von ͳʹ). Das Motoneuron adhäriert innerhalb von fünf Minuten auf der Oberϐläche und erkundetmit denWachstumskegeln dieUmgebung. Dabeiwerden bis zumAbschluss derDokumentation (͹ͷMinuten) zwei unverzweigte Neuriten ausgebildet, der Zellkörper verlässt nachdem er die Zellkon-takte ausgebildet hat, die ursprüngliche Position kaum.
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Ͷ ERGEBNISSE
Tg(hbͻ::GFP), DICͲ’ ͷ’ ͳͲ’ ͳͷ’
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Abbildung ͶͶ: Zeitrafferaufnahme eines Kontroll-Motoneurons auf Laminin. Das Motoneuron wurde im Fünfminuten-takt über ͹ͷ Minuten dokumentiert (n = ͳʹ). Nachdem das GFP exprimierende Motoneuron auf Laminin adhäriert hat,projiziert es zwei Neuriten in die Peripherie (n = ͺ von ͳʹ beobachteten Zellen). Auch nach ͹ͷ Minuten beϐindet sichder Zellkörper an seiner Ursprungsposition. Lediglich die Neuriten werden verlängert. Der Maßstabsbalken gilt für alleAbbildungen und entspricht ʹͲ µm.
Ͷ.ͷ.ʹ Motoneurone auf unterschiedlichen Substraten: NcamͳaundNcamͳb sindpermissivUm Neuritenwachstum in vitro, d.h. in der Primärzellkultur zu ermöglichen, werden neben Nähr-stoffen im Zellkulturmedium auch spezielle wachstumsfördernde Substanzen benötigt. Hierzu zäh-len Zelladhäsionsmoleküle und Komponenten der extrazellulärenMatrix (ECM) (Clark et al., ͳͻͻ͵).Das Standardsubstrat für das Neuritenwachstum in Zellkulturen ist das permissiv wirkende quer-vernetzte ECM Protein Laminin. Laminin schafft die nötige Umgebung für neuronales Wachstum(Manthorpe et al., ͳͻͺ͵; Clark et al., ͳͻͻ͵; Bonner & O’Connor, ʹͲͲͳ). Laminin ist ein standardi-siertesWachstumssubstrat fürNeuronenkulturen. Es verbessert dasNeuritenwachstumgegenüberFibronektin und Poly-L-Lysin signiϐikant (Z. Chen et al., ʹͲͳ͵). Diese Daten konnten durch eine be-treute Masterarbeit der vorliegenden Arbeit bestätigt werden (Sauer, ʹͲͳ͵).

ͺ͵



Ͷ ERGEBNISSEDer experimentelle Ansatz, isolierte Neurone auf Ncamͳ-funktionalisierten Oberϐlächen auswach-sen zu lassen erlaubt es zu untersuchen, welchen Einϐluss die Interaktion mit Proteinen in der Um-gebung haben. Dabei können rekombinantes Ncamͳa und Ncamͳb sowohl in homogener Beschich-tung als auch in Streifenbeschichtung Laminin/Ncamͳ verwendet werden.Es lassen sich auf diese Weise Axon/Axon trans-Interaktionen und trans-Interaktionen zwischenden Axonen und den Geweben in das sie einwandern simulieren. Außerdem kann der gleichzeiti-ge Einsatz von Morpholino-Knockdowns Hinweise darauf geben ob das Zielprotein innerhalb derMembran (in cis) für eine Ncamͳ-vermittelte Signalweiterleitung nötig ist oder ob die Interaktionauf einer trans-Bindung basiert und damit eine Signalkaskade nur durch die extrazelluläre Domänevon Ncamͳ stimuliert wird.Die Motoraxone aus Kontrollen auf Laminin entsprechen mit ͷͲ % ± ͳͲ dem Outgrowth-Phänotypen (C-MO Laminin; N = ͻ, n = ʹͶ͸͵). Werden Motoneuronen aus C-MO injizierten Popu-lationen auf Ncamͳa (C-MO NcamͳaFc) oder Ncamͳb (C-MO NcamͳbFc) homogen beschichtetenSubstraten ausgesät, verändert sich die Verteilung der Phänotypenkategorien nicht signiϐikant(Abb. Ͷͷ; C-MO NcamͳaFc: N = Ͷ, n = ͸ͺͶ, χ2: p ≥ Ͳ,Ͳͳ; C-MO NcamͳbFc: N = ͷ, n = ͹ͺ͹ χ2: p
≥ Ͳ,Ͳͳ). Da es sich bei den rekombinanten Proteinen um Chimären mit einem humanem Fc-Taghandelt, wurde humanes Fc als Kontroll-Substrat verwendet. In diesen Kontrollen weisen ͻͳ % ±Ͷ der Neurone den no outgrowth Phänotypen auf. Die Ausbildung von Neuriten auf humanem Fcals Wachstumssubstrat ist reduziert und unterscheidet sich hoch signiϐikant zur Kontrolle (C-MOhumFc: N = Ͷ, n = ͳͲͷ͵, χ2: p<Ͳ,ͲͲͳ).
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Abbildung Ͷͷ: Quantiϐizierung des Projektionsmusters vonMotoneuronen auf unterschiedlichen Substraten. Dargestelltist der Mittelwert der prozentualen Verteilung auftretender Phänotypen. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung.
χ
2-Test bei einem Signiϐikanzniveau von p ≥ Ͳ,Ͳͳ (n.s.) bzw. p < Ͳ,ͲͲͳ (***). Abkürzungen: C-MO Laminin: Kontroll-Morpholino-Injektion auf Laminin, C-MONcamͳaFc: Kontroll-Morpholino-Injektion auf rekombinantemNcamͳa-Fc Pro-tein, C-MO NcamͳbFc: Kontroll-Morpholino-Injektion auf rekombinantem Ncamͳb-Fc Protein, C-MO humFc: Kontroll-Morpholino-Injektion auf humanem Fc, n.s. : nicht signiϐikant, N: Anzahl unabhängiger Replikate, n: Anzahl ausgewerte-ter Zellen
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Ͷ ERGEBNISSEWird den Motoneuronen in Streifenassays neben Laminin auch Ncamͳb angeboten, zeigen diesekeine Präferenz für Laminin oder das Ncamͳ-Paralog. Sie sind gleichermaßen auf Laminin (ͷͳ%±͹; N = Ͷ, n = ͳͳʹ) wie auf Ncamͳb (Ͷͻ %± ͷ; N = Ͷ, n = ͳʹʹ) vorzuϐinden (Zweistichproben-t-Test,zweiseitig: p< Ͳ,Ͳͳ).Stellvertretend zeigt die Zeitrafferaufnahme ein Kontroll-Motoneuron auf alternierenden Streifenvon Laminin (orange) und Ncamͳb (nicht gefärbte Bereiche) (Abb. Ͷ͸). Uǆ ber einen Zeitraum von͹ͷMinuten zeigt dasMotoneuron keine Präferenz und überwächstmit demWachstumskegel beideProteine (n= ͷ von ͹ beobachteter Zellen).
Ͳ’Tg(hbͻ::GFP), Laminin, DICͷ’ ͳͲ’ ͳͷ’

ʹͲ’ ʹͷ’ ͵Ͳ’ ͵ͷ’

ͶͲ’ Ͷͷ’ ͷͲ’ ͷͷ’

͸Ͳ’ ͸ͷ’ ͹Ͳ’ ͹ͷ’

Abbildung Ͷ͸: Zeitrafferaufnahme eines Kontroll-Motoneurons auf alternierenden Laminin und Ncamͳb-Fc Streifen. DieMotoneurone wurden in Intervallen á fünf Minuten über einen Zeitraum von ͹ͷMinuten dokumentiert (n = ͹). Der Maß-stabsbalken gilt für alle Abbildungen und entspricht ͶͲ µm. Nachdem das GFP exprimierende Motoneuron auf Lamininadhäriert hat, projiziert je eines der Neuriten auf Laminin und auf Ncamͳb-Fc. Der Zellkörper bleibt dabei an gleicherPosition (n = ͷ von ͹ beobachteter Zellen).
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Ͷ ERGEBNISSE
Ͷ.ͷ.͵ Der Knockdown von ncam1a verhindert die Bildung axonaler Projektionen von Mo-

toneuronen in der ZellkulturNcamͳa-deϐiziente und isolierte Neurone in einem deϐinierten System zu analysieren, ermöglichtes die Funktion die Ncamͳa auf Motoneuronen und auf den umliegenden Zellen zu untersuchen.Den Knockdown-Zellen kann exogenes Ncamͳa als Substrat präsentiert werden. Dies simuliertbenachbarte Axone und damit die Wechselwirkungen zwischen diesen.Isolierte Motoneurone (grün) in der Zellkultur exprimieren Ncamͳa (magenta) auf dem Soma undauf den Neuriten (Abb. Ͷ͹ A). Das entspricht dem Expressionsmuster von Ncamͳa in den Whole
Mount Färbungen (vgl. Abschnitt Ͷ.ͳ.͵ Abb. ͳͳ).Diese Expression lässt sich durch Morpholino-Injektion unterbinden. Der Verlust von Ncamͳa aufden Motorneuronen beeinträchtigt die Ausbildung axonaler Projektionen (Abb. Ͷ͹ B).
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Abbildung Ͷ͹: Ncamͳa wird auf Motoneuronen in der Zellkultur exprimiert. (A & B) Konfokale Aufnahme von Moton-euronen nach Kontrollbehandlung und ncamͷa-Morpholino-Injektion. (A) Ncamͳa (magenta) wird auf MotoneuronenPrimärzellkulturen (grün) exprimiert. Der Zellkern wurde mit DAPI gefärbt (blau). (B) Nach ncamͷa-Knockdown wirddie Ncamͳa Expression auf Motoneuronen reduziert. Der Maßstabsbalken gilt für alle Abbildungen und entspricht ʹͲµm.Welche Rolle Ncamͳa auf Motoneuronen in Bezug auf die Ausbildung derer Axone hat, wird durchMorpholino-Knockdowns gezeigt.Die Motoraxone der Kontrollen auf Laminin entsprechen mit ͷͲ % ± ͳͲ dem Outgrowth-Phänotypen und ͵ʹ % ± ͸ der Motoneurone bilden keine Axone aus (C-MO Laminin; N = ͻ, n= ʹͶ͸͵). Wird die Expression von Ncamͳa durch Morpholino-Injektion gestört (A-MO Laminin)unterscheidet sich die Verteilung der phänotypischen Kategorien signiϐikant zu der Situation inder Kontrolle (A-MO auf Laminin N= ͻ, n = ʹͷͶͲ, χ2: p < Ͳ,ͲͲͷ). Es bilden jetzt ͷʹ % ± ͳͳ derNcamͳa-deϐizienten Motoneurone keine Axone mehr auf Laminin aus (Abb. Ͷͺ). Dieser Phänotypnimmt im Vergleich zur Kontrolle auf Laminin signiϐikant zu (Zweistichproben-t-Test: p< Ͳ,ͲͲͳ).Nachdem gezeigt werden konnte, dass der Knockdown von ncamͷa zur Reduktion neuronaler Pro-jektionen führt, stellte sich die Frage, durch was dieser Effekt begründet ist. Ncamͳa kann von denMotoneuronen innerhalb der Zellmembran in cis benötigt werden und der Ncamͳa-vermitteltenSignaltransduktion dienen. Es kann aber auch möglich sein, dass eine trans-Interaktion ausreicht,um Neuritenwachstum zu fördern. Um diese Frage zu beantworten kann den ncamͷa-Morphanten
ͺ͸



Ͷ ERGEBNISSEanstelle von Laminin, Ncamͳa alsWachstumssubstrat angebotenwerden.Wird dasNeuritenwachs-tum nicht wieder hergestellt, ist eine trans-Interaktion nicht ausreichend.Werden ncamͷa-Morphanten Ncamͳa als Substrat angeboten, kann die Ausbildung von Axonennicht wieder hergestellt werden und (A-MO NcamͳaFc). Es gibt keinen signiϐikanten Unterschiedverglichen mit ncamͷa-Morphanten auf Laminin (Abb. Ͷͺ; A-MO NcamͳaFc: N = ͹, n = ͳʹͻ͸, A-MONcamͳaFc vs. A-MO Laminin χ2: p≥ Ͳ,Ͳͳ).Ncamͳb als Wachstumssubstrat stört die Bildung der Ncamͳa-deϐizienten Motoneurone, sodassͻʹ %± ʹ der Motoneurone keine Neuriten mehr ausbilden (Abb. Ͷͺ A-MO NcamͳbFc). Verglichenmit der Situation auf Laminin stört Ncamͳb als Substrat die Ausbildung von Neuriten signiϐikant(A-MO auf NcamͳbFc: N = Ͷ, n = ͳ͸ͷͷ, A-MO NcamͳbFc vs. A-MO Laminin χ2: p < Ͳ,ͲͲͳ). WirddenMotoneuronen humanes Fc angeboten, bilden ͻʹ%± ͸ der Ncamͳa deϐizienten Motoneuronekeine Neuritenmehr aus. Das Auswachsverhalten der Motoneurone ist verglichenmit A-MO auf La-minin signiϐikant reduziert (A-MO auf humFc: N = Ͷ, n = ͶͷͲ, A-MO humFc vs. A-MO Laminin χ2: p
< Ͳ,ͲͲͳ).

C-MOLaminin A-MOLaminin A-MONcamͳaFc A-MONcamͳbFc A-MOhumFc0

20

40

60

80

100

∗∗∗

∗∗∗

n.s.

∗∗

Phänot
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Abbildung Ͷͺ: Quantiϐizierung des Projektionsmusters ncamͷa-deϐizienter Motoneurone auf unterschiedlichen Substra-ten. Dargestellt ist der Mittelwert der prozentualen Verteilung der Phänotypen. Fehlerbalken zeigen die Standardab-weichung. χ2-Test bei einem Signiϐikanzniveau von p ≥ Ͳ,Ͳͳ (n.s.), p < Ͳ,ͲͲͷ (**) bzw. p < Ͳ,ͲͲͳ (***). Abkürzungen:C-MOLaminin: Kontroll-Morpholino-Injektion auf Laminin, A-MOLaminin: ncamͷ-Morpholino-Injektion Laminin, A-MONcamͳaFc: ncamͷ-Morpholino-Injektion auf rekombinantem Ncamͳa-Fc Protein, A-MO NcamͳbFc: ncamͷ-Morpholino-Injektion auf rekombinantemNcamͳb-FcProtein, A-MOhumFc:ncamͷ-Morpholino-Injektion auf humanemFc, n.s.: nichtsigniϐikant, N: Anzahl unabhängiger Replikate, n: Anzahl ausgewerteter Zellen.Zusammenfassend lässt sich sagen, dass etwa ͷͲ % der Kontroll-Morpholino-injizierte Zellpopu-lationen auf Laminin dem Outgrowth-Phänotypen entsprechen. Ncamͳa als Zellsubstrat hat aufKontroll-Morpholino-injizierte Zellpopulationen keinen Effekt und entspricht der Phänotypenver-teilung auf Laminin. Der Verlust vonNcamͳa führt zu einer signiϐikanten Reduktion des Outgrowth-Phänotypen auf etwa ʹͷ%und einemzeitgleichenAnstieg desNoOutgrowth-Phänotypen umetwaʹͲ %. Wird ncamͷa-Morphanten Ncamͳa als Substrat angeboten, hat dies keinen Einϐluss auf dasAuswachsen der Axone, wohingegen Ncamͳb als Substrat den Effekt des Knockdowns verschärft
ͺ͹



Ͷ ERGEBNISSEund etwa ͻʹ % der Motoneurone keine Axone mehr ausbilden.Ncamͳa wird innerhalb der Zellmembran, d.h. in cis benötigt, um Neuritenwachstum zu fördern.
Ͷ.ͷ.Ͷ DerKnockdown von ncam1b führt zumBranching vonMotoraxonen in der ZellkulturNcamͳb wird imWhole Mount sowohl auf Motoneuronen als auch auf dem umliegenden Gewebeexprimiert. Analysiert man Motoneuronen Zellkulturen von ncamͷb-Morphanten in einem deϐi-nierten System, ermöglicht das die Funktion Ncamͳb bei der axonalenWegϐindung zu untersuchen.Exogenes Ncamͳb als Wachstumssubstrat simuliert zum einen die Umgebung, in die die Axoneeinwandern und zum anderen Ncamͳb das von benachbarten Axonen präsentiert wird.Ncamͳb (magenta) wird von Motoneuronen (grün) auf dem Soma (Zellkernfärbung, blau) und aufden Neuriten exprimiert (Abb. Ͷͻ A). Die Immunfärbung mit einem Ncamͳb-speziϐischen Antikör-per entspricht der Situation in den Whole Mount Färbungen (vgl. Abschnitt Ͷ.ͳ.Ͷ Abb. ͳ͵). EinNcamͳb speziϐischer Knockdown verhindert die Expression von Ncamͳb (Abb. Ͷͻ B).
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Abbildung Ͷͻ: Ncamͳb wird auf Motoneuronen in der Zellkultur exprimiert. (A) Ncamͳb (magenta) wird auf Moton-euronen Primärzellkulturen (grün) exprimiert. Der Zellkern wurde mit DAPI gefärbt (blau). (B) Bei der Injektion eines
ncamͷb-speziϐischenMorpholinos wird die Ncamͳb Expression auf Motoneuronen reduziert. Diese projizieren ihr Axondarauϐhin stark verändert in die Peripherie. Der Maßstabsbalken gilt für alle Abbildungen und entspricht ʹͲ µm.Welchen Einϐluss Ncamͳb in auswachsenden Motoneuronen hat, zeigen die Auswertungen funk-tioneller Studien (Abb. ͷͲ). Werden Kontroll-Morphanten auf Laminin ausgesät, entsprechen ͷͲ% ± ͳͲ der Axone dem Outgrowth-Phänotypen und nur ͳͺ % ± ͺ dem Branched-Phänotypen(C-MO Laminin; N = ͻ, n = ʹͶ͸͵). Der Knockdown von ncamͷb beeinϐlusst das Projektionsmusterder auswachsenden Motoraxone hoch signiϐikant (B-MO Laminin: N = ͳͳ, n = ͳͷ͹͸, C-MO Lami-nin vs. B-MO Laminin χ2: p < Ͳ,ͲͲͳ). Auf Laminin verringert sich der Outgrowth-Phänotyp inNcamͳb-Morphanten auf ʹʹ %± ͷ, wohingegen der Branched-Phänotyp mit ͵ͻ %± ͻ den Haupt-phänotypen repräsentiert. Dies entspricht einem deutlichen Anstieg des Branched-Phänotypen imVergleich mit der Kontrolle auf Laminin (Zweistichproben-t-Test: p < Ͳ,ͲͲͳ) und sogar mit demNcamͳa Knockdown auf Laminin (Zweistichproben-t-Test: p< Ͳ,ͲͲͳ).Der Verlust von Ncamͳa hat die Reduktion neuronaler Projektionen zur Folge, wohingegen derKnockdown von ncamͷb zu starken Defekten neuronaler Projektionen, ausgeprägtem Axonbran-ching und vermutlich auch den Verlust der Selbsterkennung (self-avoidance) führt.ͺͺ



Ͷ ERGEBNISSEAuch hier stellt sich die Frage, ob Ncamͳb von den Motoneuronen dafür auch innerhalb der Zell-membran in cis benötigt wird oder ob eine trans-Interaktion ausreicht. Um das zu ermitteln wur-den ncamͷb-Morphanten auf Ncamͳb als Substrat ausgesät.Wird für Ncamͳb-deϐiziente Motoneurone Ncamͳb als homogenesWachstumssubstrat verwendet,beeinϐlusst das die Verteilung der phänotypischen Kategorien (Abb. ͷͲ; B-MO auf NcamͳbFc: N =͸, n = ͺ͵ͳ). Ein Vergleich mit Kontrollen auf Laminin macht deutlich, dass morphologische Ver-änderungen, die durch den ncamͷb-Knockdown hervorgerufen werden, durch exogenes Ncamͳbgerettet werden können (B-MO NcamͳbFc vs. C-MO NcamͳbFc χ2: p≥ Ͳ,Ͳͳ).Ncamͳa als Wachstumssubstrat verschlimmert das Wachstum Ncamͳb-deϐizienter Motoneurone(B-MONcamͳaFc: N = ͵, n = ͸ͳͳ, B-MO Laminin vs. B-MONcamͳaFcχ2: p< Ͳ,ͲͲͳ). Auch auf huma-nemFcwachsen die Ncamͳb-Morphanten schlecht aus (B-MOhumFc: N = Ͷ, n = ͵ͻͶ, B-MOLamininvs. B-MO humFc: χ2: p< Ͳ,ͲͲͳ).
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Abbildung ͷͲ: Quantiϐizierung des Projektionsmusters ncamͷb-deϐizienter Motoneurone auf unterschiedlichen Sub-straten. Dargestellt ist der Mittelwert der prozentualen Verteilung der Phänotypen. Fehlerbalken zeigen die Standard-abweichung. χ2-Test bei einem Signiϐikanzniveau von p ≥ Ͳ,Ͳͳ (n.s.) bzw. p < Ͳ,ͲͲͳ (***). Abkürzungen: C-MO La-minin: Kontroll-Morpholino-Injektion auf Laminin, C-MO NcamͳbFc: Kontroll-Morpholino-Injektion auf rekombinan-temNcamͳb-Fc Protein, C-MO NcamͳaFc: Kontroll-Morpholino-Injektion auf rekombinantemNcamͳa-Fc Protein, C-MOhumFc: Kontroll-Morpholino-Injektion auf humanem Fc, n.s.: nicht signiϐikant, N: Anzahl unabhängiger Replikate, n: An-zahl ausgewerteter Zellen.Das stark ausgeprägte Axonbranching nachKnockdownvonncamͳb lässt sich auch in Zeitrafferauf-nahmen darstellen. Die Momentaufnahmen zeigen eine Zelle nach einem ncamͷb Knockdown aufLaminin. Diese hat einen Defekt in der Axonstabilisierung, der Zellkörperwandert auf dem eigenenkurzen Axon auf und ab. Die gebildeten Axone zeigen auffälliges und unkontrolliertes Branching.(Abb. ͷͳ, Videodatei Mʹ auf angehängter CD ; n = Ͷ von ͳͲ).
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Ͷ ERGEBNISSE
Tg(hbͻ::GFP), DICͲ’ ͷ’ ͳͲ’ ͳͷ’

ʹͲ’ ʹͷ’ ͵Ͳ’ ͵ͷ’
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Abbildung ͷͳ: Zeitrafferaufnahme eines ncamͷb-deϐizienten Motoneurons auf Laminin über einen Zeitraum von ͹ͷ Mi-nuten. Die Motoneurone wurden im fünf Minuten Abstand dokumentiert (n = ͳͲ). Das GFP exprimierende Motoneuronprojiziert stark verzweigte Neuriten in die Peripherie. Der Zellkörper wird entlang des gerade ausgebildeten Axons be-wegt, worauϐhin dieses kollabiert (n = Ͷ von ͳͲ beobachteten Zellen). Der Maßstabsbalken gilt für alle Abbildungen undentspricht ʹͲ µm.In Streifenassays werden Ncamͳb-funktionalisierte Streifen von Ncamͳb deϐizienten Motoneuro-nen gegenüber Laminin bevorzugt (Graph nicht gezeigt). ͸ͻ % ± ͳͳ der Ncamͳb deϐizienten Mo-toneurone halten sich zum Zeitpunkt der Fixierung auf NcamͳbFc auf. Im Vergleich dazu beϐindensich ͵ͳ %± ͳͳ der Motoneuronen auf Laminin. Dies entspricht einer hochsigniϐikanten Präferenzder Ncamͳb deϐizientenMotoneuronen von NcamͳbFc (N = ͵, n = ʹͻͻ, Zweistichproben-t-Test: p<Ͳ,ͲͲͳ). Ncamͳb-deϐiziente Motoneurone migrieren aktiv auf Streifen die mit Ncamͳb beschichtetsind und werden gegenüber Laminin bevorzugt.In Zeitrafferaufnahmen lässt sich das Migrieren Ncamͳb-deϐizienter Motoneurone ausgesät aufLaminin/Ncamͳb-Streifen nachvollziehen. Zu Beginn der Aufnahme beϐindet sich das Motoneuronauf einem Laminin-Streifen (Abb. ͷʹ). Dort teilt es sich und wandert innerhalb von ͻͷ Minuten aufeinen Ncamͳb-Streifen (n = ͳͲ von ͳʹ beobachteten Zellen).ͻͲ



Ͷ ERGEBNISSE
Ͳ’Tg(hbͻ::GFP), Laminin, DICͷ’ ͳͲ’ ͳͷ’

ʹͲ’ ʹͷ’ ͵Ͳ’ ͵ͷ’
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Abbildung ͷʹ: Migration eines ncamͷb-deϐizienten Motoneurons von Laminin auf einen Ncamͳb-Streifen in einer Zeit-rafferaufnahme. Nachdem das Motoneuron auf Laminin adhäriert hat teilt es sich zunächst. Anschließend wandert sieinnerhalb von ͻͷ Minuten auf den darüberliegenden Ncamͳb-Streifen (n = ͳͲ von ͳʹ beobachteten Zellen). Der Maß-stabsbalken gilt für alle Abbildungen und entspricht ͶͲ µm.Auf dem Ncamͳb-Streifen hält sich das Motoneuron für ͹ͷ Minuten auf und erkundet mit seinemAxon den Ncamͳb-Streifen (nicht gezeigt). Von dieser Position (ͳ͹Ͳ Minuten) aus startet die zwei-te Zeitrafferaufnahme (Abb. ͷ͵). Das Motoneuron projiziert ein Axon über den Laminin-Streifenhinweg. Solange sich der Wachstumskegel auf Laminin auϐhält, verbleibt der Zellkörper auf dem
ͻͳ



Ͷ ERGEBNISSENcamͳb-Streifen. Sobald das Axon einen anderen Ncamͳb-Streifen erreicht, wird der Zellkörperdorthin transloziert (n = ͷ von ͳʹ beobachteten Zellen).
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Abbildungͷ͵:Migration einesncamͷb-deϐizientenMotoneurons dasNcamͳb-Streifen bevorzugt in Zeitrafferaufnahmen.Der Zellkörper beϐindet sich auf dem Ncamͳb-Streifen, dort hält es sich für ͹ͷ Minuten auf. Mit diesem Zeitpunkt (ͳ͹ͲMinuten; Zeitpunkt Ͳ Minuten vgl. Abb. ͷʹ) startet die Zeitrafferaufnahme . Das Motoneuron sendet ein Axon in diePeripherie. Nachdem das Axon den Laminin-Streifen überwachsen hat trifft der Wachstumskegel auf einen weiterenNcamͳb-Streifen. Das führt dazu, dass der Zellkörper nachgezogen wird und die Zelle nun auf dem zweiten Ncamͳb-Streifen adhäriert (n = ͷ von ͳʹ beobachteten Zellen). Der Maßstabsbalken gilt für alle Abbildungen und entspricht ͶͲµm.
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Ͷ ERGEBNISSEZusammenfassend lassen sich folgende Ergebnisse für Ncamͳb herausstellen. Ncamͳb als Zellsub-strat hat inKontroll-Morpholino-injiziertenZellpopulationenkeinenEffekt auf das Projektionsmus-ter der Motoraxone. Wie in der Kontrolle repräsentieren etwa ͷͲ % der Zellen den Outgrowth-Phänotypen. Auf strukturierten Substraten alternierender Laminin und Ncamͳb Streifen zeigendie Kontroll-Neurone keine Präferenz für die Substrate. Der Verlust von Ncamͳb führt zu ausge-prägtem Axonbranching und womöglich zu einer Verminderung der self-avoidance. Wird ncamͷb-Morphanten Ncamͳb als Substrat angeboten, was eine trans-Interaktion simuliert, kann der Effektdesncamͷb-Knockdownskompensiertwerden.HabendieNcamͳb-deϐizientenZellendieWahl zwi-schen Laminin und Ncamͳb durch alternierende Streifen, bevorzugen die Morphanten Ncamͳb alsSubstrat. Wird den Ncamͳb-deϐizienten Zellen Ncamͳa als Substrat angeboten, führt dies zu einerVerschlimmerung und weniger Neurone projizieren Axone.Ncamͳb erfüllt sowohl innerhalb der Zellmembran, d.h. in cis, als auch außerhalb in trans seineFunktion im Neuritenwachstum.
Ͷ.ͷ.ͷ DerEinϐluss vonPolysialinsäurewirdvonMotoneuronenbeimAusbildenvonAxonen

benötigtNachdem sich gezeigt hat, wie Ncamͳa und Ncamͳb das Auswachsen von Axonen aus isoliertenMotorneuronen beeinϐlussen, wurde untersucht, wie sich die Ncamͳ-speziϐische Zuckermodiϐika-tion Polysialinsäure (polySia) darauf auswirkt.polySia lässt sich auch auf den Zellkörpern und auswachsenden Axonen von Motoneuronen inder Zellkultur nachweisen und die Synthese der polySia wird mit einem Knockdown der Poly-sialyltransferase StͺSiaII verhindert. Der Knockdown hat keine hundertprozentige Effektivität:Nicht alle Motoneurone tragen nach st8siaII-Knockdown keine Polysialinsäure mehr. Es handeltsich um gemischte Populationen unterschiedlicher Efϐizienzraten. Abbildung ͷͶ zeigt zwei Mo-toneurone. Die Immunfärbung gemischter Populationen eines StͺSiaII-Knockdowns mit einempolySia-speziϐischen Antikörper markiert polySia (magenta) auf Soma und Neuriten eines derMotoneurone (grün mit magenta). Wird ihre Synthese durch Morpholino-Knockdown der StͺSiaIIunterdrückt, wird kein polySia mehr synthetisiert und verhindert so die Polysialylierung desanderen Motoneurons (grün ohne magenta). Die Zellkerne sind über eine DAPI-Färbung in blaudargestellt. Beide Beobachtungen stimmen mit derWhole Mount Situation überein (vgl. AbschnittͶ.ͳ.ͷ, Abb. ͳͷ).
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Ͷ ERGEBNISSE
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Abbildung ͷͶ: polySia wird auf Motoneuronen in der Zellkultur exprimiert. Gezeigt ist eine Immunfärbung mit einempolySia speziϐischen Antikörper (magenta) zweier Motoneurone eines st8siaII-Knockdowns. Nicht jeder Morpholino-Knockdown ist zu ͳͲͲ% efϐizient. Es kommt zu Mischkulturen. polySia (magenta, A) wird auf einem der beiden Moton-euronen (grün, B) exprimiert. Der Zellkern wurde mit DAPI gefärbt (blau, C). (D) Der Merge zeigt deutlich, dass polySianur noch auf dem rechtenMotoneuron exprimiert wird. Der Maßstabsbalken gilt für alle Abbildungen und entspricht ͳͲµm.Verhindert man die Synthese von polySia, beeinϐlusst dies das Auswachsverhalten der Motoraxo-ne nicht signiϐikant (Abb. ͷͷ; stͺsiaII-MO Laminin: N = Ͷ, n = ͷ͸ͻ, C-MO Laminin vs. stͺsiaII-MOLaminin χ2: p≥ Ͳ,Ͳͳ). Es lässt sich allerdings eine leichte Tendenz hin zu einem verminderten Aus-wachsen feststellen. Nur noch ͵Ͷ % ± ͻ der Neuriten werden nach dem Outgrowth-Phänotypengebildet, was einer Reduktion von ͳͳ % entspricht. Diese Beobachtung ist allerdings nicht signiϐi-kant. Vergleicht man jedoch polySia-deϐiziente Zellkulturen mit Ncamͳa-Morphanten Zellkulturenauf Laminin, unterscheiden sich auch diese nicht signiϐikant voneinander (χ2: p≥ 0, 01). In dieserHinsicht gleichen sich der Verlust von Ncamͳa und polySia. Neben einem tendenziellen Einϐlussvon polySia auf die Motoneuronenzellkultur, sind außerdem vermutlich beide Moleküle funktionalmiteinander assoziiert.
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Ͷ ERGEBNISSE
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Abbildung ͷͷ: Quantiϐizierung des Projektionsmusters polySia-deϐizienter Motorneurone auf Laminin. Dargestellt istder Mittelwert der prozentualen Verteilung auftretender Phänotypen. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung.
χ
2-Test bei einem Signiϐikanzniveau von p ≥ 0, 01 (n.s.) bzw. p<Ͳ,ͲͲͷ (**). Abkürzungen: C-MO Laminin: Kontroll-Morpholino-Injektion auf Laminin, stͺsiaII-MO Laminin: st8siaII-Morpholino-Injektion auf Laminin, A-MO Laminin:ncamͳa-Morpholino-Injektion auf Laminin, n.s.: nicht signiϐikant, N: Anzahl unabhängiger Replikate, n: Anzahl ausge-werteter Zellen.Mit dieser Studie konnte erstmals anhand von Motoneuronen in Zellkulturen und imWhole MountEmbryo gezeigt werden, dass sich die Zebraϐisch-Paraloge Ncamͳa und Ncamͳb funktionell unter-scheiden.Ncamͳa steuert das initiale Aussenden von Neuriten und wird benötigt um Motoneuronenbün-del zu faszikulieren. Hierin ähnelt sich auch die Funktion der Glykanmodiϐikation polySia. Diesekann nicht nur an Ncamͳa gebunden werden sondern verhindert zudem die homophile Ncamͳa-Interaktion. Ncamͳb unterstützt die neuronaleWegϐindung auch in Bezug auf Selbsterkennung derAxone. Ncamͳb kann polysialyliert werden, dennoch geht Ncamͳb homophile Wechselwirkungenein.

ͻͷ



ͻ͸



ͷ DISKUSSION
ͷ DiskussionNeuronale ZellerkennungsmolekülewieNCAMͳ steuern in der Entwicklung desNervensystems ad-häsive Vorgänge und stoßen intrazelluläre Signalkaskaden an. Sie regulieren dabei zahlreiche Pro-zesse wie Axogenese, Wegϐindung und Faszikulation von Axonbündeln. Die Wachstumskegel aus-wachsender Axone müssen auf dem Weg zu ihrer Zielregion mit unterschiedlichen Zellen über Li-gandenundRezeptorkomplexe interagieren,woran verschiedensteMoleküle und fein abgestimmteMechanismen beteiligt sind (Uǆ bersichtsartikel: Dickson, ʹͲͲʹ; Bashaw & Klein, ʹͲͳͲ).DurchdieTeleostei-speziϐischeGenomduplikationwirdNCAMͳ imZebraϐischdurchdie beidenPar-aloge Ncamͳa und Ncamͳb repräsentiert (Mizuno et al., ʹͲͲͳ). Auf Grundlage von Sequenz- undExpressionsanalyse sowie Funktionsstudien wurde in einer vorausgegangenen Arbeit von einerSubfunktionalisierung der Ncamͳ-Paraloge ausgegangen (Langhauser et al., ʹͲͳʹ). Die molekula-ren Grundlagen der Subfunktionalisierung sollten in der vorliegenden Arbeit an spinalenMotoneu-ronen untersucht werden.
ͷ.ͳ NcamͳaundNcamͳb sind anunterschiedlichenAspektender axonalenProjek-

tion von Motoneuronen beteiligtMotoneurone des Zebraϐischs sind ein hervorragendes System, um Axogenese, Wegϐindung undFaszikulation zu untersuchen. Die verhältnismäßig wenigen Neurone sind sehr leicht zugänglichund projizieren in eine segmental aufgebaute Muskulatur. Zudem sind die stereotypen Wege derAxone sehr gut dokumentiert (Uǆ bersichtsartikel: Beattie, ʹͲͲͲ). Desweiteren ist es möglich, Mo-toneurone durch ihr großes Wachstumspotential auf Einzelzellebene in der Primärzellkultur zuuntersuchen (Z. Chen et al., ʹͲͳ͵).Die Funktionen von Ncamͳa/Ncamͳb und polySia auf den Motoneuronen wurden unter der Ver-wendung von Morpholino-Knockdowns imWhole Mount Embryo (in situ) genauer untersucht undcharakterisiert. Die beobachteten Auswachsmuster können in die vier Kategorien (A) Unverändert,(B) Defaszikuliert, (C) Aberrante Seitenäste und (D) Aberrante Ventralprojektion eingeteilt werden.Die Phänotypen gehen graduell ineinander über (vgl. Abb. ͻ). Axonbündel der Kontrolle entspre-chen vornehmlich demunveränderten Phänotyp. Diese verlaufen in einer leichten Bogenform nachcaudal. Sowohl der Knockdown von Ncamͳa als auch der der Sialyltransferase StͺSiaII führen zueinem Anstieg defaszikulierter Motoraxonbündel, die Axone projizieren dennoch in ihre Zielregio-nen (vgl. Abb. ͳʹ bzw. ͳͶ). Der Effekt, der durch einen Knockdown von Ncamͳb hervorgerufenwird, ist mit Bezug auf die Wegϐindung drastischer. Die Motoraxone verzweigen stark und bildenaberrante Seitenäste oder erreichen ihre Zielregion nicht (vgl. Abschnitt Ͷ.ͳ.Ͷ).Diese Ergebnisse untermauern die Schlussfolgerungen der Arbeiten von Langhauser (ʹͲͳʹ) undWalter (ʹͲͳͶ; von mir betreute Masterarbeit) mit einer detaillierteren Beschreibung der Effek-te und ihrer Quantiϐizierung. Langhauser (ʹͲͳʹ) hat beobachtet, dass der Effekt eines ncamͷb-Knockdowns deutlich stärker ausfällt als der eines ncamͷa-Knockdowns. Eine differenzierte mor-phologische Kategorisierung wurde in dieser Studie jedoch nicht durchgeführt. Walter (ʹͲͳͶ) be-schreibt eine ’reduzierte Zellzahl’ als Konsequenz des ncamͷb-Knockdowns. Auch wenn beide Stu-dien nicht detailliert auf die Phänotypen eingehen, lässt sich eine Uǆ bereinstimmung im Hinblickauf die Effekte des ncamͷb-Knockdowns feststellen. Langhauser (ʹͲͳʹ) spricht Ncamͳa, aufgrundder nicht so offensichtlichen Effekte des Knockdowns nur eine unbedeutende Rolle beim Auswach-sen der Motoneurone zu. Die vorliegende Arbeit zeigt jedoch, dass Ncamͳa für die Faszikulierungder Axone notwendig ist. Im Hinblick auf die Situation im adulten Fisch kann davon ausgegangenwerden, dass die Ncamͳb-vermittelte Zielϐindung der Axone der primär wichtigere Effekt ist. Eineϐinale Bedeutung im adulten Organismus der Ncamͳa-vermittelten Faszikulierung dagegen abzu-wägen, ist mit Hilfe der bisherigen Daten nicht möglich.Beobachtungen, dass der Verlust von polySia durch einen st8siaII-Knockdown zur Defaszikulation
ͻ͹



ͷ DISKUSSIONund zur Faszikulation von Axonen führen kann, werden kontrovers diskutiert.Marx et al. (ʹͲͲͳ) zufolge verursacht der st8siaII-Knockdown, dass die posteriore Kommissurdefaszikuliert. Marx (ʹͲͲʹ) beschreibt zusätzlich, dass auch retinale Axone durch den Verlust vonpolySia defaszikulieren. Dies entspricht den in der vorliegenden Arbeit gezeigten Ergebnissen (vgl.Abb. ͳ͸).Allerdings wird polySia in den meisten Fällen als Zuckermodiϐikation beschrieben, die NCAMͳ-vermittelte Adhäsion verhindert und damit zu einer erhöhten Zell-Zell-Adhäsion führt (Uǆ bersichts-artikel Hildebrandt & Dityatev, ʹͲͳͷ). Wenn Motoraxone des Huhns das Neuralrohr verlassen,faszikulieren sie. Dies geht einher mit einer kurzfristigen Reduktion von polySia. Gelangen sieaber an ihre Zielregion, defaszikulieren sie durch einen Anstieg der polySia-Expression und inner-vieren die Muskulatur (Landmesser et al., ͳͻͻͲ). Wird polySia zum Zeitpunkt der Innervierungder Muskeln entfernt, sind die Axonbündel nicht mehr in der Lage zu defaszikulieren und dieWachstumskegel können die Verknüpfungenmit der Muskulatur nicht mehr herstellen (Tang et al.,ͳͻͻͶ).Marx et al. (ʹͲͲͳ) gehen sehr detailiert auf die beschriebene Kontroverse ein. Es wird zu demSchluss gekommen, dass der Verlust von polySia zu zwei unterschiedlichen Effekten - Faszikulati-on und Defaszikulation von Axonen - führen kann. Diese ist abhängig von der Menge an polySia aufden Axonen zu der Adhäsivität der Umgebung. Ist die Umgebung stark adhäsiv und die der Axonerelativ gesehen schwächer, führt der Verlust von polySia dazu, dass die Axone eher defaszikuliertauswachsen, da sie dann mehr mit ihrer Umgebung in Kontakt treten können. Umgekehrt ist dieSituation für eine schwach adhäsive Umgebung, wenn die Adhäsivität der Axonbündel stärker ist.Hier kommt es nach Entfernen der polySia zu einer erhöhten Faszikulation (Marx et al., ʹͲͲͳ).Auch beschreibt Marx (ʹͲͲʹ), dass der st8siaII-Knockdown nicht zu einer Defaszikulation derMotoraxone führt.In dieser Arbeit wurde jedoch nicht mit einer transgenen Linie, sondern mit Immunfärbung vonTag-ͳ gearbeitet (Marx, ʹͲͲʹ). Tag-ͳ wird auf Axonen und Schwannschen Zellen exprimiert (Ka-ragogeos et al., ͳͻͻͳ; Traka et al., ʹͲͲʹ). Axone sensorischer und motorischer Neurone sowieSchwannsche Zellen werden gleichermaßen mit einer Immunfärbung detektiert. Dies könnte zueinem verbreiterten Erscheinungsbild der spinalen Motoraxone führen, welches mildere Effektenicht eindeutig erkennen lässt. In der vorliegenden Arbeit wurde mit transgenen Embryonen derLinie hbͻ::GFP gearbeitet. Diese exprimierenGFPunter demmotoneuronen-speziϐischenPromotorhbͻ (Ferrier et al., ʹͲͲͳ; Flanagan-Steet et al., ʹͲͲͷ). Verglichenmit der Tag-ͳ-Antikörper-Färbungdes Spinalnervs erscheint die GFP Expression auf den Motoraxonen der transgenen Linie deutlichϐiligraner (vgl. Abb. ͳ͹ A).Es kann durchaus in Erwägung gezogen werden, dass die Effekte die durch einen st8siaII-Knockdown entstehen, erst dann zur Geltung kommen, wenn keine umgebenen Zellen durchAntikörperfärbung das Erscheinungsbild verfälschen.Der hier beschriebene Effekt, dass der Knockdown der Sialyltransferase zur Defaszikulationder Motoraxone führt, ist also nicht ausgeschlossen, sondern kann mit diesen Annahmen eherbekräftigt werden.Diese Ergebnisse zeigen, dass Ncamͳa und Ncamͳb unterschiedliche Funktionen mit Hinblick aufdie Ausbildungmotoneuronaler Trakte haben. Ncamͳa ist einwichtiger Faktor in der Faszikulation.Fehlt Ncamͳa auf den Axonen, können diese weniger stark faszikulieren (Abb. ͷ͸). Dafür könnteeine homophile Interaktion von Ncamͳa verantwortlich sein. Die Faszikulation von Axonbündelnwird durch eine homophile NCAMͳ-Interaktion vermittelt (Rutishauser et al., ͳͻͺʹ; Acheson et al.,ͳͻͻͳ).Ncamͳb beeinϐlusst die Wegϐindung von Motoraxonen. Fehlt Ncamͳb, erreichen die Motoraxonenicht ihre vorbestimmte Region und es kommt zu Störungen in der Wegϐindung der Axone. Ent-weder verlassen einzelne Axone oder kleine Bündel den Haupttrakt oder die Ventralprojektionwird nicht mehr ordnungsgemäß ausgebildet. Welches die Interaktionspartner sind, die für dieNcamͳb-vermittelte Wegϐindung von Bedeutung sind, ist noch nicht bekannt (Abb. ͷ͸).
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ͷ DISKUSSION
Ncamͳa: Faszikulation ncam1a-Knockdown: Defaszikulation

Ncamͳb: Wegϐindung ncam1b-Knockdown: Wegϐindungsfehler

Abbildung ͷ͸: Modell zur Funktion von Ncamͳa und Ncamͳb im Whole Mount. Ncamͳa ist notwendig um Axone zufaszikulieren. Dafür sind vermutlich homophileWechselwirkungen vonNcamͳa verantwortlich. Ncamͳb unterstützt dieWegϐindung der Axone. Ein heterophiler Interaktionspartner dafür kann nicht näher beschrieben werden.Beide Effekte, Faszikulation und Wegϐindung, sind für NCAMͳ-vermittelte Funktionen bereits inhöheren Vertebraten beschrieben worden und konnten in dieser Arbeit um die Ncamͳ-Paralogedes Zebraϐischs erweitert werden (Cremer et al., ͳͻͻ͹; Rolf et al., ʹͲͲʹ; Uǆ bersichtsartikel: Walmodet al., ʹͲͲͶ).
ͷ.ʹ Unterschiedliche Interaktionen der Ncamͳ-ParalogeDie Ausbildung motoneuronaler Netzwerke basiert auf den unterschiedlichen Funktionen vonNcamͳa und Ncamͳb. Um diese zu verstehen, ist es wichtig, die Interaktionspartner zu kennen. Eswurden die Wechselwirkungen zwischen den Ncamͳ-Paralogen sowie die Interaktion mit Tag-ͳund Neurolin untersucht. Viele dieser Interaktionen werden primär über die Extrazellulärdomänevermittelt (Kiselyov et al., ʹͲͲͷ; Walmod et al., ʹͲͲͶ). Bead-Aggregations-Assays zeigen homophileund heterophile Wechselwirkungen zwischen Ncamͳa und Ncamͳb, Zell-Overlay-Assays zeigenden Einϐluss von Polysia auf diese Interaktionen.
ͷ.ʹ.ͳ Homophile und heterophile Interaktionen zwischen den Ncamͳ-ParalogenIn Bead-Aggregations-Assays wurden die extrazellulären Domänen von Ncamͳa und Ncamͳban ϐluoreszente Partikel gekoppelt, um homophile Interaktionen nachzuweisen. Die Größe dergebildeten Aggregate wurde mit einem speziell für diese Anwendung entwickelten Programmdokumentiert.Es werden homophile Interaktionen von Ncamͳa und Ncamͳb eingegangen, wobei die Wechsel-wirkungen von Ncamͳb stärker ausgeprägt sind (vgl. Abschnitt Ͷ.ʹ.ͳ).Die homophile Interaktion von Ncamͳa wird durch Polysialylierung aufgehoben (vgl. Abb ʹ͸),wohingegen die homophile Bindung von Ncamͳb davon nicht betroffen war (vgl. Abb. ʹͻ), auch
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ͷ DISKUSSIONinteragieren sie heterophil, deren Interaktion durch Polysialylierung abgeschwächt wird (vgl. Abb.͵ͳ, ͵ʹ).Diese Daten weisen darauf hin, dass die Ncamͳ-Paraloge unterschiedliche homophile Bindungsar-ten eingehen. Die homophile Bindung vonNcamͳb ist so stark, dass sie auch nachAnheftung der alssterisch inhibierend beschriebenen polySia noch möglich ist. Darüber, welche der extrazellulärenDomänen daran beteiligt sind, kann zu diesem Zeitpunkt nur spekuliert werden.Es gibt verschiedene Ansätze die beschreiben, welche der Ig-Domänen die homophile Interaktionvon NCAMͳ vermitteln können (Soroka et al., ʹͲͳͲ). Es wurde gezeigt, dass die ersten und zweitenIg-Domänen reziprok aneinander binden (Kiselyov et al., ͳͻͻ͹). Außerdem können auch die drit-ten Ig-Domänen aneinander binden (Rao et al., ͳͻͻͶ; Soroka et al., ʹͲͲ͵) oder es können alle fünfIg-Domänen beteiligt sein (Ranheim et al., ͳͻͻ͸).Mit Hilfe eines Sequenzvergleich verschiedener NCAMͳ Orthologe wurde darüber spekuliert, wel-che der Aminosäuren an der homophilen Bindung zwischen der ersten und zweiten Ig-Domänebeteiligt sind (Kasper et al., ʹͲͲͲ). Dieser Vergleich wurde um die Ncamͳ-Paraloge erweitert (vgl.Abschnitt Ͷ.ʹ.ͳ). Wichtige an der Interaktion beteiligte Aminosäuren, sind zwischen den Speziesund auch innerhalb der Ncamͳ-Paraloge konserviert. Eine homophile und heterophile Interaktionzwischen den Ncamͳ-Paralogen erscheint unter Einbeziehung dieses Modells plausibel.Betrachtet man, dass polySia die Ncamͳa-homophile Interaktion verhindert, aber auf die Ncamͳb-homophile Interaktion keinen Einϐluss hat, kann man durchaus erahnen, dass es optionale Binde-mechanismen geben muss.Die unterschiedlichen NCAMͳ Isoformen können verschiedene Konzentrationen von polySia anihrer extrazellulären Domäne tragen (Edelman & Chuong, ͳͻͺʹ). NCAMͳ kann außerdem homo-phile Bindungen in Form von Zippern eingehen (Uǆ bersichtsartikel Walmod et al., ʹͲͲͶ). An einemzweidimensionalen Zipper kann nur NCAMͳ partizipieren, dass nicht mit polySia modiϐiziert ist,weil die NCAMͳ-Moleküle zu dicht gepackt sind (Kiselyov et al., ʹͲͲͷ). In Anwesenheit von polySiakönnten die NCAMͳ-Moleküle dann schwächere eindimensionale compact- oder ϔlat-Zipper ausbil-den.Es wäre denkbar, dass auch Ncamͳa und Ncamͳb unterschiedlich stark polysialyliert werden.Wenn davon ausgegangen wird, dass Ncamͳa andere homophile Zipper ausbildet als Ncamͳb,könnte die Interaktion trotz Anwesenheit von polySia für Ncamͳb weiterhin möglich sein (Sorokaet al., ʹͲͲ͵; Kiselyov et al., ʹͲͲͷ).Es wird außerdem auch darüber berichtet, dass je nach polySia-Konzentration unterschiedliche
Zipper-unabhängige Bindungen eingegangen werden können (Kiselyov et al., ͳͻͻ͹). Wenn keinpolySia an NCAMͳ gebunden ist, binden alle fünf Ig-Domänen aneinander, wohingegen die erstenund die zweiten Ig-Domänen reziprok aneinander binden, wenn NCAMͳ stärker polysialyliertist. Ein solcher oder ähnlicher Mechanismus wäre auch für die Ncamͳ-Paraloge denkbar. Um eineabschließende Aussage darüber treffen zu können, müssten die an diesen Interaktionen beteiligtenDomänen identiϐiziert werden. Beispielsweise wäre ein Zell-Overlay-Assay, der die Interaktionender einzelnen Ig-Domänen von Ncamͳa und Ncamͳb betrachtet, ein Ansatz dies zu untersuchen.Auch könnte der Polymerisationsgrad von polySia beider Moleküle gemessen werden, um detail-liert auf die funktionellen Unterschiede einzugehen (Nakata & Troy, ʹͲͲͷ).Das Modell verdeutlicht die unterschiedlichen Bindeeigenschaften der Ncamͳ-Paraloge und eben-so, wie diese durch polySia moduliert werden (Abb. ͷ͹). Ncamͳa und Ncamͳb können homophilin Wechselwirkung treten. Die Anwesenheit von polySia verhindert die homophile Interaktion vonNcamͳa und reduziert die heterophile Bindung zwischen Ncamͳa und Ncamͳb. Die homophile In-teraktion von Ncamͳb ist nicht betroffen.
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Abbildung ͷ͹: Modell zur homophilen und heterophilen Interaktion der Ncamͳ-Paraloge. Ncamͳa und Ncamͳb könnenhomophile undmiteinander heterophileWechselwirkungen ausbilden. Die Polysialylierung verhindert die homophile In-teraktion vonNcamͳa, wohingegen polySia-Ncamͳbweiterhin homophil binden kann. Die Interaktion zwischen polySia-Ncamͳa/polySia-Ncamͳb wird geschwächt; die Moleküle können aber weiterhin in Wechelwirkung treten.
ͷ.ʹ.ʹ Native Bindepartner von Ncamͳa und NcamͳbIn den bisher durchgeführten Experimenten konnte ein unterschiedliches Interaktionsverhaltender Ncamͳ-Paraloge gezeigt werden. In den weiterführenden Untersuchungen lag der Fokus aufder Identiϐikation nativer Bindungspartner. In Afϔinity-Assays wurden die rekombinanten Prote-ine als Afϐinitäts-Sonden verwendet, um potentielle Interaktionspartner speziϐischen Strukturenzuzuordnen. Eine Einschränkung dieses Experiments stellt sich dadurch, dass Interaktionspart-ner nur dargestellt werden können, wenn sie für die Proteinsonde frei zugänglich sind. Dies istnicht der Fall, wenn dieser durch andere Bindepartner abgesättigt ist oder eine Bindung durchAnwesenheit von polySia sterisch gehemmt wird. polySia muss dann durch einen Knockdown derSialyltransferase entfernt werden. Welche Nebeneffekte ein st8siaII-Knockdown mit sich trägt istnicht bekannt. Beispielsweise könnte Ncamͳa, das zuvor polysialyliert war, nach einem st8siaII-Knockdown nun mit anderen Molekülen in Wechselwirkung treten, da polySia fehlt. Es kann alsonicht ausgeschlossen werden, dass selbst der Verlust von polySia nicht unbedingt dazu führenmuss, dass anschließend freie Bindungsstellen vorhanden sind.Die Ncamͳa-Proteinsonden binden in Anwesenheit von polySia nicht an speziϐische Struktu-ren sondern detektieren etwas, das an einen zeitlich-abhängigen Gradienten erinnert. WährendNcamͳa zu ʹͶ hpf noch in einem durchgängigen Strahl den Rumpf durchzieht, reduziert sichder Strahl nach Ͷͺ hpf auf Bereiche der Schwanzspitze (vgl. Abb. ͵ͺ). Wird die Synthese vonpolySia durch Knockdown der Sialyltransferase gehemmt, verschiebt sich das Bindemuster derNcamͳa-Proteinsonde wieder weiter cranial. In einer Masterarbeit konnte gezeigt werden, dassdas Migrationsverhalten des Primordiums - eine Struktur des Seitenliniensystems - verlangsamtwird, wenn polySia fehlt (Heiny, ʹͲͳʹ; laufende Doktorarbeit R. Dries). So wurde in der vorlie-genden Arbeit für diese Experimente eine andere transgene Fischlinie genutzt, um die Migrationdes Primordiums zu beobachten. GFP wird in dieser Linie unter einem Promotor exprimiert, derspeziϐisch für das Seitenliniensystem ist. Wird die Ncamͳa-Proteinsonde unter dem Aspekt derMigration des Primordiums betrachtet, korreliert die Position des Primordiums mit dem Versatzder Ncamͳa-Proteinsonde (Chitnis et al., ʹͲͳʹ). Der Bindepartner könnte also durchaus mit derAusbildung des Seitenliniensystems in Verbindung gebracht werden.Die Migration des Primordiums wird durch verschiedene Signalkaskaden gesteuert. Beispielswei-se wird entlang des Zebraϐisch-Rumpfs der Chemotaxis- induzierende Gradient Sdf-ͳα aufgebautund auf dem Primordium dessen Rezeptoren CxcrͶ und Cxcr͹ exprimiert (Li et al., ʹͲͲͶ). Das
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ͷ DISKUSSIONPrimordium legt durch speziϐische Expression der Chemokin-Rezeptoren die Migrationsrichtungfest. CxcrͶb wird in der Leading-Zone des Primordiums exprimiert und durch Aktivierung des Che-mokins Sdfͳαwird eine G-Protein gekoppelte Signalkaskade ausgelöst. Diese fördert die Migrationin Richtung des Chemokins. Die Training-Zone des Primordiums exprimiert Cxcr͹. Dieser bautdas Chemokin durch Endozytose ab, wodurch ein Chemokin-Gradient in Richtung der Schwanz-spitze ensteht (Aman & Piotrowski, ʹͲͲͺ; Dona et al., ʹͲͳ͵). Eine Interaktion zwischen NCAMͳund Sdf-ͳα konnte bisher noch nicht gezeigt werden. Die Vorstellung wäre diesbezüglich, dasspolySia-Ncamͳa den Liganden bindet und damit eine Signalweiterleitung durch CxcrͶb fördert.Beispielsweise ist bekannt, dass polySia-NCAMͳ Wachstumsfaktoren bindet, um sie so für ihreRezeptoren zugänglich zu machen (Kanato et al., ʹͲͲͺ). Fehlt polySia auf Ncamͳa, würde dies alsoim Umkehrschluss zu einer reduzierten Wachstumsgeschwindigkeit des Primordiums führen; derChemokin-Gradient wird entweder nicht ausreichend schnell an der Leading-Zone des Primordi-ums erkannt, oder aber der Sdf-ͳα Ligand wird nicht schnell genug an der Trailing-Zone abgebaut,sodass der Gradient nicht weiter aufgebaut werden kann.Ncamͳa kann nach demVerlust von polySia durch den Knockdown der Sialyltransferase außerdeman Zellen des Rückenmarks, der Floorplate und an muskuläre Strukturen binden (vgl. Abb. ͵ͻ). Dadieses Afϐinitätsmuster nur in Abwesenheit von polySia Auftritt, kann daraus geschlossen werden,dass die Bindung an den nativen Interaktionspartner durch polySia inhibiert wird. Dieser Inter-aktionspartner könnte natives Ncamͳa selbst sein. Dafür spricht, dass natives Ncamͳa auf diesenStrukturen exprimiert wird (vgl. Abb. ͳͳA) und homophile Ncamͳa/Ncamͳa-Bindungen in den in
vitro-Assays gezeigt werden konnte (vgl. Abb. ʹʹ sowie ʹ͸). Desweiteren haben Studien im Säu-gersystem ergeben, dass NCAMͳ auch in vivo homophile Wechelwirkungen eingehen kann (Uǆ ber-sichtsartikel: Walmod et al., ʹͲͲͶ).Dass sich keine Bindung der Ncamͳa-Proteinsonde an die Ncamͳa exprimierendenMotoraxone be-obachten lässt könnte mehrere Gründe haben. Zum einen könnten alle Ncamͳa-Moleküle auf denMotoneuronen durch Bindungen abgesättigt sein, z.B. durch die homophilen Bindungen, die für dieFaszikulierung der Axone notwendig sind. Zum anderen ist die Hintergrundfärbung in diesem Be-reich so stark, dass eine schwache Bindung an die dünnenMotoraxone dadurch überlagert werdenkönnte.Auch für Ncamͳb wurden die Afϔinity-Assays durchgeführt. Zu Ͷͺ hpf waren keine aussagekräf-tigen Bindemuster zu erkennen. Vermutlich sind die nativen Interaktionspartner der Ncamͳb-Proteinsonde noch durch native Interaktionspartner gebunden, sodass es zu keiner Bindung derProteinsonde kommen kann.Es bleibt fraglich, warum die Ncamͳa-Proteinsonde zu diesem Zeitpunkt (zumindest nach st8siaII-Knockdown) einen Interaktionspartner ϐindet und Ncamͳb nicht. Eine letztendlich schlüssigeErklärung dafür gibt es nicht. Es wäre denkbar, dass alle potentiellen Bindepartner durch andereInteraktionen abgesättigt sind.In ͳͲ dpf alten Larven lässt sich jedoch eine Bindung der Ncamͳb-Proteinsonde an die Moton-eurone nachweisen. Diese Bindung ist unabhängig davon, ob polySia gebildet wird oder nicht(vgl. Abb.ͶͲB). Als Interaktionspartner kämen u.a. beide Ncamͳ-Paraloge, aber auch die Zeller-kennungsmoleküle Neurolin und Tag-ͳ in Frage. Sie alle werden zu diesem Zeitpunkt auf denMotoneuronen exprimiert (Daten nicht gezeigt). Zudem können natürlich auch andere Proteineunabhängig von der Ig-Superfamilie an Ncamͳb binden. Spekulationen würden zu diesem Punktzu weit führen und können nicht abschließend geklärt werden.Da die Entwicklung der Motoneurone nach ͳͲ dpf weitgehend abgeschlossen ist, wäre denkbar,dass nun nicht mehr alle potenziellen Ncamͳb-Bindepartner durch andere Interaktionen abgesät-tigt sind. Das könnte damit erklärt werden, dass zur axonalen Wegϐindung andere Interaktionenbenötigt werden als zur Aufrechterhaltung der Projektionen.Um die nativen Bindungspartner von Ncamͳb zu isolieren, wurden Pulldown-Assays aus einemHomogenat aus isolierten Motoneuronen durchgeführt. Dabei wurde das Zellerkennungsmolekül
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ͷ DISKUSSIONTag-ͳ als Interaktionspartner von Ncamͳb identiϐiziert (vgl. Abb. Ͷͳ). TAG-ͳ ist ein transient expri-miertes Protein der Ig-Superfamilie (Karagogeos et al., ͳͻͻͳ). Es wird auf Axonen, SchwannschenZellen und Glia exprimiert (Karagogeos et al., ͳͻͻͳ; Traka et al., ʹͲͲʹ). Im Huhn ist NCAMͳ einInteraktionspartner von TAG-ͳ/Axonin-ͳ und moduliert so Zelladhäsion und Migration (Milev etal., ͳͻͻ͸). Im Zebraϐisch ist eine Interaktion zwischen Ncamͳb und Tag-ͳ bisher nicht beschriebenworden. Es ist durchaus denkbar, dass eine vergleichbare Rolle auch zwischen Ncamͳb und Tag-ͳim Zebraϐisch eingenommen wird und die Interaktion zwischen beiden der Axonlenkung undZelladhäsion dient.
ͷ.ʹ.͵ Tag-ͳ: Funktion und InteraktionenDie Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Tag-ͳ ein Interaktionspartner von Ncamͳb ist. Daherwurden die funktionellen Studien um Tag-ͳ erweitert.Der tag-ͷ-Knockdown führt zur Defaszikulation der Axonbündel im Whole Mount (statistischeAnalyse im Einzelvergleich dieser Kategorie), allerdings ist die Veränderung auf alle Phänotypeninsgesamt nicht signiϐikant (vgl. Abschnitt Ͷ.ͳ.͸). Außerdem führt der tag-ͷ-Knockdown auch zueiner dosisabhängigen Defaszikulation der posterioren Kommissur (vgl. Abb. ͳͻ).In retinalen Ganglienzellen im Goldϐisch hat die Injektion polyklonaler Antikörper gegen Tag-ͳkeinen Effekt (Ott (ʹͲͲͲ) hier Anm. zu Diplomarbeit C. Klisa). Zellkulturen legten aber nahe, dassFunktionen wie Axonlenkung und Faszikulation über TAG-ͳ vermittelt werden können (Rader etal., ͳͻͻ͵).Warum es im Zebraϐisch nach einem tag-ͷ-Knockdown nicht zu einem ausgeprägten morpholo-gischen Effekt kommt, kann zu diesem Zeitpunkt keine genauere Aussage gemacht werden. DieMenge an injiziertemMorpholino sollte ausreichend gewesen sein, da mit einer Injektion von etwa͸-ͺ ng Morpholino keine Tag-ͳ Expression mehr vorhanden ist (vgl. Abb. ͳ͹).Bead-Aggregations-Assays zeigen, dass Tag-ͳ eine schwach homophile Bindung eingeht (vgl. Abb.͵͵). Uǆ ber die Bindungskonstante von anderen TAG-ͳ Orthologen ist nichts beschrieben, sodass einVergleich nicht möglich ist. Die homophile Interaktion von humanem TAG-ͳ beruht auf aromati-schen Aminosäuren zweier Igʹ-G-Stränge, die ausschlaggebend für eine Dimerisierung sind (Mortlet al., ʹͲͲ͹). Der Sequenzvergleich zeigt, dass die an diesem Mechanismus beteiligten Aminosäu-ren zwischen Huhn, Maus und Mensch konserviert, im Zebraϐisch aber ausgetauscht sind (vgl.Abschnitt Ͷ.͵.ͳ). Das könnte ein Hinweis dafür sein, dass Tag-ͳ im Zebraϐisch im Gegensatz zumMaus Ortholog nur schwache homophile Wechselwirkungen eingeht. Genauere Untersuchungenwie beispielsweise bezüglich der Bindekonstante könnten diese Kontroverse genauer beleuchten.Im Huhn können TAG-ͳ/Axonin-ͳ und NCAMͳ heterophil interagieren und modulieren so dieZelladhäsion und die Migration (Milev et al., ͳͻͻ͸). Als potenzieller Interaktionspartner wurdeZebraϐisch Tag-ͳ mit den Ncamͳ-Paralogen auf heterophile Interaktion untersucht. So konnte einweiterer Unterschied zwischen Ncamͳa undNcamͳb aufgedeckt werden. Ncamͳa interagiert nichtmit Tag-ͳ (vgl. Abb ͵ͷA). Andererseits stellte sich heraus, dass Ncamͳb und Tag-ͳ miteinander in-teragieren können. Diese Wechselwirkung konnte sowohl in vitro über heterophile Overlay-Assays(vgl. Abb. ͵ͷB) undwie bereits erwähnt auch als nativer Interaktionspartner über Pulldown-Assaysgezeigt werden (vgl. Abb. Ͷͳ).Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Tag-ͳ im Zebraϐisch nicht so ausgeprägte Funktionen er-füllt, als die aus Huhn oder Maus beschriebenen. Zebraϐisch Tag-ͳ vermittelt Neuritenwachstum,Axonpolarität und Axonlenkung sowie Faszikulation (Wolman et al., ʹͲͲͺ). Obwohl es als eines dertypischen Axonlenkungs-Moleküle gilt, beeinϐlusst es die Motoraxon-Lenkung im Zebraϐisch nicht.ImWhole Mount Embryo ist Tag-ͳ ausschließlich an der Faszikulation beteiligt, nicht aber an derAxonlenkung und -wegϐindung.Im Zebraϐisch geht Tag-ͳ zudem nur geringe homophile Wechselwirkungen ein. Darüber hinausͳͲ͵



ͷ DISKUSSIONbindet Tag-ͳ an Ncamͳb nicht aber an Ncamͳa (Abb. ͷͺ).
Tag-ͳ/Tag-ͳ Tag-ͳ/Ncamͳa Tag-ͳ/Ncamͳb

Abbildung ͷͺ:Modell zur homophilen und heterophilen Interaktion vonTag-ͳ. Tag-ͳ kann imZebraϐisch nur schwach ho-mophil interagieren.Mit Ncamͳa geht Tag-ͳ keineWechselwirkung ein, wohingegenNcamͳb als ein Interaktionspartnerfür Tag-ͳ sowohl in vitro als auch im nativen System nachgewiesen werden konnte.
ͷ.ʹ.Ͷ Neurolin: Funktion und InteraktionenNeurolin wird im Zebraϐisch auf sekundären Motoneuronen und auf retinalen Ganglienzellen ex-primiert. Es ist ein wichtiger Faktor für Motoraxonwachstum und -lenkung dieser Neuronentypen(Ott et al., ͳͻͻͺ; Ott et al., ʹͲͲͳ).Wird die Expression von Neurolin inhibiert, defaszikulieren die Axone und bilden viele aberranteProjektionen aus. Der common path defaszikuliert. Vermutlich tritt hier ein Fehler in der Axonweg-ϐindung auf, worauϐhin die Axone an dieser Landmarke nicht mehr weiter wachsen (vgl. AbschnittͶ.ͳ.͸).Diese Ergebnisse bestätigen großenteils Antikörper-Injektionen, die zur Blockade von Neurolinin Zebraϐischembryonen injiziert wurden (Ott et al., ʹͲͲͳ). Die Blockade von Neurolin führt zuWegϐindungsstörungen und aberranten Projektionen der Motoraxone. Die Motoraxone defasziku-lieren allerdings nicht. In der Gesamtheit wird aber auch von einer Verbreiterung des common pathgesprochen, die mit der hier vorgetragenen Defaszikulation des common path übereinstimmenkönnte (Ott et al., ʹͲͲͳ).Neurolin aus Zebraϐisch kann homophile Bindungen eingehen (vgl. Abb. ͵͸). Damit ähnelt esseinem humanen Homolog, für das ebenfalls homophile Wechselwirkungen beschrieben wurden(Kempen et al., ʹͲͲͳ).Ncamͳa und Ncamͳb sind schwach heterophile Interaktionspartner von Neurolin (Abb. ͷͻ; vgl.auch Abb. ͵͹). Heterophile Interaktionen mit NCAMͳ waren bisher noch nicht bekannt. Neurolinwird wie Ncamͳa/ͳb auf den sekundären Motoneuronen exprimiert. Die heterophile Interaktionvon Neurolin mit Ncamͳa/ͳb könnte eine Funktion in der Wegϐindung sekundärer Motoraxonehaben.

Neurolin/Neurolin Neurolin/Ncamͳa Neurolin/Ncamͳb

Abbildung ͷͻ:Modell zur homophilen und heterophilen Interaktion vonNeurolin.Wie das humaneHomolog kann Zebra-ϐisch Neurolin homophil binden. Auch heterophile Interaktionen von Neurolin mit Ncamͳa und Ncamͳb wurden nach-gewiesen, allerdings sind diese nicht stark ausgeprägt.
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ͷ DISKUSSION
ͷ.͵ Funktionsanalysen von Ncamͳa und Ncamͳb in der PrimärzellkulturVor dem Hintergrund unterschiedlicher Funktionen der Ncamͳ-Paraloge, wurden diese bezüglichdes Axonwachstums in Primärzellkulturen untersucht. In diesem Ansatz wurden die Motoneuroneaus Rückenmarksexplantaten von Zebraϐischembryonen aus der nativen Umgebung isoliert, inder sie durch das umgebende Gewebe mit einer Vielzahl von Einϐlüssen konfrontiert sind. DiePrimärzellkultur ermöglicht es, stattdessen Zellen unter deϐinierten Wachstumsbedingungen zubeobachten. Unter Einbezug vonMorpholino-Knockdowns und der Verwendung unterschiedlicherOberϐlächensubstrate kann der Einϐluss der einzelnen Faktoren differenziert betrachtet werden.Als Substrate wurden neben Laminin, auch Ncamͳa und Ncamͳb verwendet.Beim Auswachsen der Axone lassen sich drei unterschiedliche Phänotypen beobachten:Outgrowth(einfaches unverzweigtes Axon), Branched (übermäßig stark verzweigtes Axon) sowie No Out-
growth (Ausbleiben der Bildung von Neuriten) (vgl. Abb. Ͷʹ).Axone aus Kontrollen auf Laminin zeigen überwiegend den Outgrowth-Phänotyp. Laminin fördertim gewissen Maße das Wachstum isolierter Neurone aus dem Vorder- und Hinterhirn sowie reti-naler Ganglienzellen und Motoneuronen von Zebraϐischen (Z. Chen et al., ʹͲͳ͵). Einer der wohlbekanntesten Laminin-Rezeptoren ist die Integrin-Familie (Hynes, ʹͲͲʹ). Integrine können eineVielzahl zytosolischer Signalproteine binden und regulieren so die Dynamik von Wachstumske-geln. Indem Axonlenkungs-Moleküle und Wachstumsfaktoren die Integrin-vermittelte Adhäsionregulieren können, werden Integrin-Laminin Wechselwirkungen mit axonaler Wegϐindung in Zu-sammenhang gebracht (J. P. Myers et al., ʹͲͳͳ).AuchKontrollen die auf Ncamͳa oderNcamͳb auswachsen verändern dieMorphologie ihrer Axonenicht. Sie wachsen lang und unverzweigt aus (vgl. Abb. Ͷͷ). NCAMͳ hat auf Neuronenkulturen ausdem Mittelhirn von Mäusen im Vergleich zu Fibronektin eine wachstumsfördernde Eigenschaft(Garcı́a-Pena et al., ʹͲͳͶ). Sauer (ʹͲͳ͵) konnte im Rahmen einer von mir betreuten Masterarbeitdiese Ergebnisse für Motoneuronen-Primärzellkulturen aus dem Zebraϐisch bestätigen.Es gibt Hinweise darauf, dass es eine direkte Interaktion zwischen NCAMͳ und Laminin gebenkönnte (Cole & Schachner, ͳͻͺ͹). NCAMͳ besitzt eine Heparin-Bindestelle und interagiert damitüber Heparin mit Laminin (Kiselyov et al., ͳͻͻ͹). Ob die hier beobachtete permissive Wirkung vonLaminin auf direkten Wechselwirkungen mit Ncamͳa oder Ncamͳb auf den Axonen beruht, kannnicht gesagt werden. Es ist nicht bekannt ob die Ncamͳ-Paralogemit Laminin interagieren können.Ncamͳa und Ncamͳb als Wachstumssubstrat haben die gleichen Effekte auf die Neuronen wie La-minin, sodass die Axone ungehindert auswachsen können. Haben die Zellen auf StreifensubstratendieWahl zwischen Laminin und Ncamͳb, zeigen die Neurone keine Präferenz für die Substrate (vgl.Abb. Ͷ͸). Diese Wachstumssubstrate fördern vermutlich gleichermaßen das Neuritenwachstum(Edgar et al., ͳͻͺͶ; Cole & Schachner, ͳͻͺ͹).Die Schemazeichnung fasst die Ergebnisse noch einmal zusammen. Zur Vereinfachung sind nur dieInteraktionen abgebildet, auf die im späteren Verlauf noch eingegangen wird (Abb. ͸Ͳ).
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Abbildung ͸Ͳ: Modell zum Wachstum von Motoneuronenkulturen auf unterschiedlichen Oberϐlächensubstraten. Lami-nin, Ncamͳa und Ncamͳb fördern das Wachstum von Motoneuronen in der Zellkultur. Ncamͳa, Ncamͳb, Unbe-kannter Interaktionspartner.Nach Morpholino-Knockdown von ncamͷa werden auf Laminin weniger Neuriten gebildet als inKontrollen; derselbe Phänotyp wird beobachtet, wenn die Ncamͳa-deϐizienten Axone auf Ncamͳaauswachsen. Das zeigt, dass Ncamͳa auf den Neuronen innerhalb der Zellmembran in cis benötigtwird, um die Neuritenbildung zu ermöglichen. Exogen angebotenes Ncamͳa fördert das Axon-wachstum nicht. Ncamͳb hingegen verhindert die Bildung von Axonen, sodass keine Zellen mehrauswachsen können (vgl. Abb. Ͷͺ).Dies könnte dafür sprechen, dass die Interaktionen der Ncamͳ-Paraloge unterschiedliche Auswir-kungen auf die Zelle haben. Es könnte möglich sein, dass Ncamͳb an freigewordene Interaktions-partner von Ncamͳa bindet und damit anderweitige Effekte innerhalb der Zelle auslöst.Ausbilden von Neuriten ist eines der mannigfaltigen Funktionen die für die NCAMͳ Orthologe be-schrieben sind (E. J. Williams et al., ͳͻͻͶ). Auch das Zebraϐisch Ortholog Ncamͳa unterstützt dieZellen bei der Bildung von Neuriten. Um diese Funktion auszuführen, muss es innerhalb der Zell-membran in cis lokalisiert sein, da eine Ncamͳa-Oberϐläche den Ncamͳa-Deϐizit nicht retten kann.Ncamͳb hat eine negative Wirkung auf Ncamͳa-deϐiziente Motoneurone, sodass keine Neuritenmehr gebildet werden (Abb. ͸ͳ).
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Abbildung ͸ͳ: Modell zum Wachstum Ncamͳa-deϐizienter Motoneuronenkulturen auf unterschiedlichen Oberϐlächen-substraten.Derncamͷa-Knockdownbewirkt, dass auf LamininundNcamͳawenigerAxoneausgebildetwerden.Ncamͳbauf der Oberϐläche verhindert dasWachstumNcamͳa-deϐizienterMotoneurone in der Zellkultur. Ncamͳa, Ncamͳb,Unbekannter Interaktionspartner.Der Knockdown von ncamͷb bewirkt, dass die Zellen auf Laminin besonders stark verzweigtauswachsen. Wird Ncamͳb-deϐizienten Zellen Ncamͳb als Wachstumssubstrat angeboten, rettetdas den Phänotyp und die Neurone bilden unverzweigte Axone wie in den Kontrollen aus. Ncamͳaals Substrat kann das Auswachsen der Axone nicht induzieren (vgl. Abb. ͷͲ).Mit Zeitrafferaufnahmen Ncamͳb-deϐizienter Motoneurone auf Laminin ist es möglich, den auftre-tenden Branched-Phänotyp genauer zu betrachten. Die stark verzweigten Fortsätze der Neuronewerden kurzzeitig aufgebaut und kollabieren unmittelbar darauϐhin wieder. Die einzelnen Bran-ches binden an sich selbst und projizieren aneinander, bis sie verschmelzen und kollabieren. Auchder Zellkörper wandert an den Neuriten auf und ab (vgl. Abb. ͷͳ).WerdenNcamͳb-deϐizienteMotoneurone auf Ncamͳb-Oberϐlächen ausgesät, verhalten sie sichwieKontrollneurone. DieserRescue-Effektmuss von einemheterophilen Interaktionspartner ausgelöstwerden, da in der Membran von ncamͷb-Knockdown Zellen kein Ncamͳb vorhanden ist, mit demexogenes Ncamͳb interagieren könnte. Der heterophile Interaktionspartner löst durch Bindungder extrazellulären Domäne von Ncamͳb eine Signalkaskade in der Zelle aus, die dazu führt, dassunverzweigte Neuriten gebildet werden. Ncamͳb ist in nativen Situation der Kontrolle dafür in cislokalisiert. Dies wird damit belegt, dass die Kontroll-Neuronen auf Laminin ohne Verzweigungenauswachsen. Hier liegt Ncamͳb ausschließlich innerhalb der Zelle in cis vor und verhindert so dasBranchen der Axone.Wird die heterophile cis Interaktion durch einen ncamͷb-Knockdown gestört,reicht eine heterophile trans-Interaktion aus, um darauf eine Reaktion in der Zelle auszulösen. Esist folglich nur die extrazelluläre Domäne in Form eines Liganden und nicht Ncamͳb-vermitteltesSignaling notwendig, um eine Signalkaskade zu aktivieren.Aus Beobachtungen von Zeitrafferaufnahmen Ncamͳb-deϐizienter Motoneuronen auf Streifen-substraten mit Ncamͳb und Laminin können noch weitere Schlussfolgerungen gezogen werden.Ncamͳb-deϐiziente Motoneurone haben eine Präferenz für die Ncamͳb-Streifen. Beϐinden sich die
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ͷ DISKUSSIONZellen auf einem Laminin-Streifen, migrieren sie aktiv auf einen Ncamͳb-Streifen (vgl. Abb. ͷʹ).Weiter noch vermeiden die Ncamͳb-deϐizienten Motoneurone aktiv die Laminin-Streifen, wennein solches Motoneuron bereits auf Ncamͳb positioniert ist (vgl. Abb. ͷ͵). Das legt nahe, dass derheterophile Interaktionspartner von Ncamͳb auf den Wachstumskegeln exprimiert sein muss, indem eine Interaktion der Beiden stattϐindet und zu einer Reaktion in der Zelle führt.Diese Daten lassen darauf schließen, dass Ncamͳb neben der wachstumsfördernden Eigenschaftauch teilweise eine axonlenkendeWirkung auf Motoneurone hat. Zellkulturanalysenmit Neuronenaus demMittelhirn von Mäusen belegen eine solche Vermutung (Garcı́a-Pena et al., ʹͲͳͶ).Ncamͳb hat einen entscheidenden Einϐluss auf die Axonlenkung von Motoneuronen. Der Knock-down von Ncamͳb führt auf Laminin zur Bildung verzweigter Axone. Dieser Phänotyp kann durchexogenes Ncamͳb gerettet werden, sodass die Axone wieder unverzweigt wachsen. Ncamͳa alsSubstrat für Ncamͳb-deϐiziente Motoneurone reduziert die Bildung von Neuriten (Abb. ͸ʹ).
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Abbildung ͸ʹ: Modell zum Wachstum Ncamͳb-deϐizienter Motoneuronenkulturen auf unterschiedlichen Oberϐlächen-substraten. der ncamͷb-Knockdown führt zur Ausbildung stark verzweigter Axone. Ncamͳb auf der Oberϐläche kann dieKontrollsituation wieder herstellen. Dafür bindet das exogene Ncamͳb an einen noch unbekannten Interaktionspartner.ncamͳb-Knockdown Zellen auf exogenem Ncamͳa bilden keine Neuriten aus. Ncamͳa, Ncamͳb, UnbekannterInteraktionspartner.Zusammengefasst ergibt sich folgendes Bild: Für ein korrektes Auswachsen benötigen die Mo-toraxone in vitro sowohl Ncamͳa als auch Ncamͳb. Ncamͳa muss auf den Motoraxonen selbstexprimiert sein. Ob diese Interaktion von homophiler oder heterophiler Natur ist, bleibt spekulativ.Es zeigt aber, dass Ncamͳa als Rezeptor für einen Liganden fungiert, der durch diesen Assay nichtidentiϐiziert werden kann.Ncamͳb ist für ein Auswachsen der Axone sowohl auf den Axonen selbst hinreichend als auch,wenn es exogen präsentiertwird. Das lässt vermuten, dass Ncamͳb hier Ligand für einen heterophi-len Interaktionspartner ist, der sowohl durch cis- als auch durch trans-Wechselwirkungen aktiviertwerden kann.Diese Daten untermauern also, dass Ncamͳa und Ncamͳb in der Evolution eine funktionelle Diver-
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ͷ DISKUSSIONsiϐizierung erfahren haben.Deterministische Faktoren, wie Axonlenkung entlang eines vorgegebenen Weges, sind nicht dieeinzigen Mechanismen, die zu der Ausbildung einer hoch komplexen Struktur wie die des Ner-vensystems führen. Indem sich die Schwesterneuriten einer Zelle gegenseitig erkennen und sichselbst vermeiden haben sie eine repulsiveWirkung aufeinander, das dazu führt, dass sich Neuritender gleichen Zelle normalerweise nicht überlappen. Diese Prozesse werden isoneuronale Selbster-kennung und Selbstvermeidung bzw self-recognition / self-avoidance genannt (Kise & Schmucker,ʹͲͳ͵).Erstmals wurde diese Beobachtung an mechanosensorischen Neuronen von Blutegeln gemacht(Kramer & Kuwada, ͳͻͺ͵). Inzwischen sind viele molekularen Aspekte der self-recognition /
self-avoidance aufgedeckt worden. Der wohl prominenteste Effektor in diesem Prozess ist der Zell-oberϐlächenrezeptor down syndrome cell adhesion molecule (DSCAM). Es ist mit ʹʹͲ kDa eines dergrößten Proteine der Ig-Superfamilie. Es enthält zehn Ig-Domänen und sechs FN-III-Domänen. Eskönnen etwa ͵ͺͲͲͲ verschiedene Spleißisoformen von DSCAM gebildet werden, die den einzelnenZellen eine Identität zuweisen und so als molekularer Code für eine Zelle dienen (Schmucker etal., ʹͲͲͲ). DSCAM spielt sowohl eine entscheidende Rolle in der zellautonomen self-recognition alsauch in der self-avoidance von Neuriten von Invertebraten und Vertebraten (Matthews et al., ʹͲͲ͹;Fuerst et al., ʹͲͲͺ, Uǆ bersichtsartikel: Schmucker & B. Chen, ʹͲͲͻ; Montesinos, ʹͲͳͶ). Auch imZebraϐisch konnte ein Ortholog von DSCAM identiϐiziert werden. Der Knockdown von ZebraϐischDscam führt in unterschiedlichenNeuronenpopulationen zu einer Reduktion derNeuronenzellzahlsowie missgeleiteter Axone die nicht mehr den stereotypen Wegen folgen (Yimlamai et al., ʹͲͲͷ).Neben DSCAM sind bereits auch weitere Zelloberϐlächenmoleküle wie Protocadherine identiϐiziertworden, die für zellautonomes self-avoidance retinaler Neuriten verantwortlich sind (Lefebvre etal., ʹͲͳʹ). Auch Slitʹ und dessen Rezeptor Roboʹ nehmen eine Rolle in self-avoidance ein, sodassein Knockout zu ausgeprägtem branching zerebraler Purkinjezellen führt und mit veränderterMotorik in Verbindung steht (Gibson et al., ʹͲͳͶ). Ein siRNA-Knockdown von DSCAM in Hühnernund Mäusen führt zu einer reduzierten Interaktion zwischen DSCAM und Netrin-ͳ und bewirktein verändertes Wachstum kommissuraler Axone (Palmesino et al., ʹͲͳʹ). So können einzelneMoleküle ein solch komplexes und zellautonomes Systemmodular beeinϐlussen.Der Effekt, der durch den ncamͷb-Knockdown verursacht wird, erinnert an Defekte in DSCAM-Knockout Mäusen (Fuerst et al., ʹͲͲͻ; Hutchinson et al., ʹͲͳͶ) und dscam-Knockdown in Zebraϐi-schen (Yimlamai et al., ʹͲͲͷ). Dscam könnte ein potentieller Interaktionspartner von Ncamͳb sein.Auch Tag-ͳ könnte an einem Ncamͳb-abhängigen Signalweg beteiligt sein, der die self-avoidancevermittelt und synergetisch steuert. Die molekularen Grundlagen dafür, dass sie miteinander inter-agieren können ist sowohl in Ratten beschrieben (Milev et al., ͳͻͻ͸) als auch in der vorliegendenArbeit für Zebraϐisch Tag-ͳ/Ncamͳb-Interaktion gezeigt worden.DieTeleostei habenvor etwa͵ʹͲ–͵ͷͲMillionen Jahreneine zusätzlicheGenomduplikation in ihrerEntwicklung erfahren (Glasauer & Neuhauss, ʹͲͳͶ). Es ist sicher, dass die Genomduplikation dazubeigetragen hat, dass sich die Teleostei zu einer sehr komplexen Klasse entwickelt haben (Uǆ ber-sichtsartikel: Glasauer & Neuhauss, ʹͲͳͶ). Welche Vorteile sich den Fischen bietet, beide Ncamͳ-Paraloge zu behalten, kann nicht abschließend geklärt werden. Ncamͳa und Ncamͳb haben nebeneinem nur teilweise überlappenden Expressionsmuster sehr große funktionelle Unterschiede inder Entwicklung desNervensystems und im Speziellen der Ausbildungmotoneuronaler Verbindun-gen.Ncamͳa unterstützt die Faszikulation der Motoraxone. Dies stellt eine strukturelle Fortsetzung derNeuritogenese dar. Faszikulation ist durchdasAuftreten auswachsenderNeuriten bedingt. Ncamͳbist an der Wegϐindung beteiligt. Eine Funktion bei der self-avoidance, wie sie für Ncamͳb im Ze-braϐisch hier diskutiert wird, ist bisher für NCAMͳ im Säuger noch nicht beschrieben worden. Es
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ͷ DISKUSSIONkönnte sein, dassNcamͳbdiese Rolle als Neofunktionalisierung nach der Genomduplikation erwor-ben hat. Alternativ könnte es sich um eine Funktion handeln, die schon das singuläre Ncamͳ desVorfahren der Teleostier und der Tetrapoden hatte, die nur bisher für das NCAMͳ der Tetrapodennochnicht nachgewiesenwerdenkonnte.Ncamͳahätte diese FunktionnachderGenomduplikationdann verloren. Die Aufteilung von wichtigen Funktionen, die ein NCAMͳ-Vorläufer hatte, auf zweiParaloge in den Teleostiern würde erklären, warum beide, Ncamͳa und Ncamͳb, in der Evolutionerhalten geblieben sind.
ͷ.Ͷ AusblickDie vorliegende Arbeit beschreibt die Subfunktionalisierung der Ncamͳ-Paraloge in der motoneu-ronalen Entwickung des Zebraϐischs. Es wurden dafür die Expression rekombinanter Proteine unddie Primärzellkultur von Motoneuronen aus Zebraϐischembryonen etabliert. Außerdem konnteneine Reihe von Assays entwickelt werden, die es ermöglichten Protein-Protein-Wechselwirkungenzu untersuchen. Es konnten phänotypische Kategorien erstellt werden, um die Funktionen derParaloge in situ und in vitro beschreiben zu können. Es wurde gezeigt, dass beide Paraloge ho-mophil und heterophil miteinander interagieren können. Gemeinsam ist beiden Paralogen auch,dass sie mit polySia modiϐiziert werden können. Diese Modiϐikation beeinträchtigt aber nur dieNcamͳa Bindung. polySia-Ncamͳb kann homophil inWechselwirkung treten. Als Interaktionspart-ner konnte Neurolin für Ncamͳa und Ncamͳb identiϐiziert werden. Tag-ͳ ist ausschließlich einInteraktionspartner von Ncamͳb. Funktionelle Unterschiede zeigten sich deutlich im Bilden undAuswachsen von Axonen sowie in der Wegϐindung. Neuritogenese und axonale Faszikulation sindProzesse, denen Ncamͳa zuteil wird. Ncamͳb steuert Prozesse wie axonale Wegϐindung und diedamit verbundene self-avoidance.Es war im Rahmen dieser Arbeit nicht möglich einen Interaktionspartner für Ncamͳb zu identi-ϐizieren, der an axonaler Wegϐindung und self-avoidance beteiligt ist. In diesem Zusammenhangsollten Dscam und Protocadherine näher betrachtet werden.
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