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1 ZUSAMMENFASSUNG

1 Zusammenfassung

Die Entwicklung und funktionelle Verschaltung des Nervensystems erfordern eine prazise zeitli-
che und rdumliche Feinjustierung zellularer Interaktionen. Komplexe Wechselwirkungen zwischen
einer Vielzahl von Rezeptoren und ihren Liganden bilden die Grundlage dafiir. An diesen Vorgan-
gen ist auch das neuronale Zelladhasionsmolekiil NCAM1 beteiligt. Neben der reinen Zell/Zell-
Adhasion spielt es auch bei Signaltransduktionsprozessen wahrend der axonalen Lenkung eine
Rolle. Die Interaktionen von NCAM1 werden durch die Modifikation mit Polysialinsdure (polySia)
beeinflusst, wobei NCAM1 von einem adhdsionsvermittelndem zu einem antiadhisiven Molekiil
werden kann. Wahrend Sdugetiere nur ein ncam1-Gen besitzen, finden sich im Genom der Teleo-
stier aufgrund einer Genomdupliation zwei Kopien, ncamla und ncam1b. Die Genomduplikation
fiihrte zur Subfunktionalisierung der Paraloge. Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass beide
Paraloge polySia tragen, aber nur ein teilweise iiberlappendes Expressionsmuster haben und
unterschiedliche Funktionen in der Entwicklung des Zebrafischs ausiiben.

Das Interaktom von Ncam1l stand im Zentrum dieser Arbeit. Primédre Fragestellung war dabei,
ob die Ncam1-Paraloge homophile und heterophile Wechselwirkungen miteinander eingehen.
Zusatzlich wurden auch andere Zelladhdsionsmolekiile in die Analysen mit einbezogen. Diese
Fragestellungen wurden an Motoneuronen untersucht. Ihre Axone wachsen in einem stereotypen
Muster in ihre Zielregionen ein. Auf diesem Weg miissen sie mit anderen Neuronen und mit nicht-
neuronalen Zellen interagieren.

Morpholino-Knockdown-Studien bestdtigten, dass die Ncam1-Paraloge unterschiedliche Funk-
tionen beim Auswachsen von Motoraxonen austiben. Wahrend der Knockdown von ncamla
zur Defaszikulation der Axonbiindel fiihrt, induziert der Verlust von ncam1b ein ausgepragtes
Branching der Axone und die Bildung aberranter Projektionen. Wird die Synthese von polySia
verhindert, fithrt dies, wie beim ncam1a-Knockdown, zur Defaszikulation der Axonbiindel.

Welche Protein-Protein-Wechselwirkungen diesen Effekten zugrunde liegen, wurde durch ver-
schiedene in vitro-Assays untersucht. Es konnte mittels Bead-Aggregation gezeigt werden, dass
Ncamla und Ncam1b sowohl homophil als auch heterophil miteinander in Wechselwirkung treten.
In Overlay-Assays konnte polySia ein entscheidender Einfluss auf diese Interaktionen zugespro-
chen werden, indem homophile Interaktionen von Ncamla aufgehoben sowie die Bindung von
Ncamla an Ncam1b reduziert werden. Die homophile Interaktion von Ncam1b dagegen wird nicht
durch die Polysialylierung abgeschwacht. Es gibt zusatzlich auch Unterschiede in den Interaktio-
nen von Ncamla und Ncam1b mit anderen Mitgliedern der Immunglobulin-Superfamilie. Beide
binden an Neurolin, aber nur Ncam1b kann mit Tag-1 interagieren.

Um die unterschiedlichen Funktionen in einem definierten in vitro System zu untersuchen, wurden
Primarzellkulturen von Motoneuronen aus Zebrafischembryonen etabliert. Laminin, Ncam1a und
Ncam1b dienten den Zellen als Wachstumsubstrat. Der Knockdown von ncam1a fiihrt dazu, dass
die Motoneuronen auf Laminin keine Axone mehr bilden. Auch Ncam1a und Ncam1b als Substrat
konnen das Auswachsen dieser Axone nicht induzieren. Der Knockdown von ncaml1b bewirkt
auf Laminin die Ausbildung aufiergewohnlich stark verzweigter Axone; wachsen diese Axone auf
Ncam1a bilden sie keine Neuriten mehr aus. Auf Ncam1b bilden sie lange, unverzweigte Projek-
tionen wie in unbehandelten Kontrollen. Hierbei sind offensichtlich heterophile Interaktionen
der extrazelluliren Domédne von Ncam1b involviert, der postulierte Interaktionspartner konnte
allerdings im Rahmen dieser Arbeit nicht identifiziert werden.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die Funkionen der Paraloge Ncam1a und Ncam1b im Zebrafisch
auf unterschiedlichen Wechselwirkungen basieren miissen. Ncam1a und polySia haben eine wichti-
ge Rolle bei der Bildung von Neuriten und ihrer Faszikulation. Ncam1b ist fiir die Wegfindung und
Selbsterkennung der Axone von Bedeutung. Letzteres stellt eine bisher noch nicht beschriebene
Funktion von NCAM1 dar. Evolutionar betrachtet scheint die Erhaltung beider Paraloge von gro-
er Wichtigkeit, da Ncam1a und Ncam1b so verschiedene Funktionen erlangt haben, dass beide
unabdingbar geworden sind.







2 EINLEITUNG

2 Einleitung

Der korrekte Aufbau und die daraus resultierende minuzidse Verschaltung des Nervensystems sind
davon abhdngig, dass Axone in Richtung ihrer vorgesehenen Zielregionen wachsen, diese finden
und erkennen. Die Zellen navigieren dafiir auf genau festgelegten Wegen und nutzen zur Erken-
nung der Umgebung eine hoch spezialisierte Struktur an der Spitze des Axons als Navigator, den
Wachstumskegel (Ubersichtsartikel: Lowery & Van Vactor, 2009).

Der Weg zu ihrem Bestimmungsort besteht aus vielen kiirzeren Teilstrecken. An diesen Intermedi-
arzielen oder choice points werden den Wachstumskegeln bestimmte richtungsweisende Informa-
tionen geliefert, um dann zum néchsten choice point bis hin zu ihrem Endziel zu gelangen (Uber-
sichtsartikel: Tessier-Lavigne & Goodman, 1996).

Wachstumskegel interagieren mit ihrer Umgebung tiber vielféltige Mechanismen. Man kann prin-
zipiell zwischen zwei verschiedenen Mechanismen unterscheiden, durch die die axonale Wegfin-
dung beeinflusst werden kann. Molekiile konnen hierbei als long-range cues tiber lange oder als
short-range cues Uber kurze Distanzen wirken. long-range cues beeinflussen das Axonwachstum
tiber Chemo-Repulsion oder -Attraktion. Netrine (abhangig vom Zelltyp) oder sezernierte Sema-
phorine kénnen solche long-range cues darstellen.

short-range cues sind kontaktabhdngige Signale, sie werden durch verschiedenste Familien von
Wegfindungsmolekiilen vermittelt. Neben repulsiv wirkenden Signalen transmembranener Sema-
phorinen und Eph-Liganden, werden attraktive Signale unter anderem durch Laminine und neuro-
nale Zellerkennungsmolekiile der Immunglobulin-Superfamilie (Ig-Superfamilie) vermittelt (Uber-
sichtsartikel: Tessier-Lavigne & Goodman, 1996; Dickson, 2002).

2.1 Neuronale Zellerkennungsmolekiile der Ig-Superfamilie

Der Einfluss und die Funktion neuronaler Zellerkennungsmolekiile sowie deren posttranslationale
Modifikationen sind in der Entwicklung des Nervensystems, aber auch im adulten Nervensystem
sehr vielfaltig. Neben der Migration und Zielfindung beeinflussen sie auch Prozesse wie die Proli-
feration, die Differenzierung und die Regeneration (Rutishauser & Jessell, 1988; Crossin & Krushel,
2000; Y. Zhang et al., 2008).

Zell-Zell /Zell-Substrat Interaktionen kénnen von homophiler (gleiche Molekiile miteinander) oder
heterophiler (unterschiedliche Molekiile miteinander) Weise sein und regulieren dynamisch die
Wechselwirkung mit anderen Zellen (Ubersichtsartikel: Brummendorf & Rathjen, 1996, Seidenfa-
den etal,, 2006). Schlussendlich aktivieren diese Wechselwirkungen intrazelluldre Signalkaskaden,
die zur Reorientierung des Zytoskeletts und zu verdnderter Genexpression fithren (Crossin & Krus-
hel, 2000; Juliano, 2002; Rougon & Hobert, 2003; Maness & Schachner, 2007). Eine weitere
Modularitat bieten posttranslationale Modifikationen wie Phosphorylierung, Sialylierung oder
Palmitoylierung (Ubersichtsartikel: Nagaraj & Hortsch, 2006; Niethammer et al., 2002; Schnaar et
al,, 2014). Zellerkennungsmolekiile sind membranassoziierte Zelloberflachen-Glykoproteine. Sie
lassen sich in vier Klassen unterteilen. Zu ihnen gehoéren die Integrine, Selektine, die Cadherine
sowie die Mitglieder der Ig-Superfamilie (Reichardt & Tomaselli, 1991; Lasky, 1995; Takeichi,
1990; Homrich et al., 2016; Aplin et al., 1998).

Die Ig-Superfamilie stellt die grofdte Gruppe evolutionar verwandter Molekiile dar (Barclay, 2003).
Diese Proteinklasse zeichnet sich durch ein oder mehrere extrazellulaire Immunglobulin-dhnliche
Domadnen (Ig-Domanen) aus. Es handelt sich dabei um eine konservierte Struktur, die aus 55 - 75
Aminosduren besteht die in zwei antiparallelen -Faltblattern angeordnet sind (A. F. Williams &
Barclay, 1988). In vielen Féllen enthalt die Extrazellulirdoméne auflerdem noch ein oder mehrere
Fibronektin-IlI-dhnliche Doménen (FN-III-Domanen). Strukturell sind FN-III-Domé&nen vergleich-
bar mit den Ig-Domanen. Sie bilden ein 5-Sandwich, das aus zwei antiparallelen S-Faltblattern be-
steht (Main etal., 1992). Viele Mitglieder der Ig-Superfamilie sind iiber eine Transmembrandomaéne
in der Membran verankert und haben eine intrazellulire Domane, die der Signaltransduktion dient.
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Manche sind iiber einen Glykosylphosphatidyl-Inositol-Anker (GPI-Anker) mit der Membran assozi-
iert (Vaughn & Bjorkman, 1996; Homrich et al., 2016). Das erste Molekiil, das der Ig-Superfamilie zu-
geordnet wurde, ist das neurale Zellerkennungsmolekiil-1 neural cell adhesion moleculel (NCAM1)
(Thiery et al., 1977). NCAM1 ist eines der bestuntersuchten und prominentesten Molekiile dieser
grofden Proteinfamilie (Edelman, 1983; Maness & Schachner, 2007).

2.2 Das neurale Zelladhasionsmolekiil NCAM1

NCAM1 wird ubiquitdr im zentralen und peripheren Nervensystem auf Neuronen (Jorgensen &
Bock, 1974) und Gliazellen (Noble et al., 1985) exprimiert, aufderdem wurde es in Muskelzellen
nachgewiesen (Grumet et al., 1982). NCAM1 wurde zunichst aus Hirnen von Ratten isoliert und
als synaptisches Membranprotein D2 beschrieben (Jorgensen & Bock, 1974). Es wurde als erstes
Protein den Zelladhdsionsmolekiilen zugeordnet (Thiery et al., 1977). Es ist ein evolutionar hoch
konserviertes Molekiil, dessen Homologe sowohl in Invertebraten als auch in Vertebraten vorkom-
men (Garcia-Alonso et al.,, 1995 Drosophila; Thompson et al.,, 1996 Aplysia; Mizuno et al,, 2001
Zebrafisch; Balak et al., 1987 Xenopus; Hemperly et al.,, 1986 Huhn; Chuong et al., 1982 Maus und
Ratte; Nguyen et al., 1986 Mensch).

2.2.1 Molekularer Aufbau von NCAM1

Durch alternatives Spleifsen der NCAM1 pra-mRNA kénnen bis zu 27 Isoformen generiert werden
(Reyes et al., 1991). NCAM120, NCAM140 und NCAM180 sind die drei Hauptisoformen. Sie wer-
den entwicklungsabhingig gebildet und nach ihrem Molekulargewicht in Kilodalton (kDa) benannt
(Hemperly et al., 1990). Die vierte Ig-Doméane von NCAM1 kann zuséatzlich durch sehr kurze varia-
ble Exons, die so genannten variable alternatively spliced exons (VASE) durch alternatives Spleifden
modifiziert werden (Small et al., 1988; Mizuno et al., 2001). Die drei Hauptisoformen haben eine
identische Extrazellulirdoméne, bestehend aus fiinf I[g-Doménen und zwei FN-III-Domanen, sie un-
terscheiden sich durch unterschiedliche Membranverankerungen (Santoni et al.,, 1989) (Abb. 1).
NCAM140 und NCAM180 sind transmembrane Molekiile mit unterschiedlich langer intrazellula-
rer Domane (Small et al., 1987; Barthels et al., 1988). NCAM120 hat keine Transmembrandomane,
sondern ist an die Membran liber einen GPI-Anker gebunden (Hemperly et al., 1986). Neben die-
sen drei Hauptisoformen kénnen zudem ldsliche Isoformen gebildet werden, die keine Membran-
verankerungen besitzen. Diese entstehen unter anderem durch ein alternatives Stopcodon in der
Sequenz von NCAM120 (Barthels et al., 1987) oder durch ADAM-Metalloprotease-vermitteltes en-
zymatisches shedding der Ektodomane von NCAM140 (Hinkle et al., 2006).
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Abbildung 1: Spleiflisoformen von NCAM. Ent-
wicklungsabhdngig und Zelltypspezifisch kon-
nen unterschiedliche NCAM Isoformen durch al-
ternatives Spleifden gebildet werden. Die drei
Hauptisoformen sind NCAM180, NCAM140 und
NCAM120. Sie sind benannt nach ihrem Moleku-
largewicht in kDa. Alle drei haben eine identi-

ECD sche extrazelluldire Doméne (ECD) die aus fiinf
Ig-Domaénen und zwei FN-III-Doménen besteht.
Sie unterscheiden sich in der Art ihrer Mem-
branverankerung. NCAM180 und NCAM140 ha-
ben beide eine Transmembrandoméane (TMB).
NCAM180 hat eine langere intrazelluldre Doma-
ne als NCAM140 (ICD) und NCAM120 ist liber ei-
nen GPI-Anker in der Membran verankert. Abkiir-
zungen: Ig: Ig-Domane, FN: FN-III-Domane, ECD:
extrazelluldare Doméane, TMB: Transmembrando-
mane, ICD: intrazelluldre Domaéne. Struktur der
ECD aus Nelson et al. (1995).
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Die Isoformen werden Zelltyp-spezifisch und -entwicklungsabhdngig exprimiert und fiihren dort
unterschiedliche Funktionen aus. NCAM 140 wird hauptsachlich auf auswachsenden Neuronen und
deren migrierenden Wachstumskegeln und auf Gliazellen exprimiert, wohingegen NCAM180 ver-
mehrt auf bereits entwickelten Neuronen Zell-Zell-Kontakte herstellt (Polo-Parada et al., 2004).
Uber die identische extrazellulire Doméine der drei Isoformen vermittelt NCAM1 homophile und
heterophile Interaktionen. Als Ligand spielt die extrazelluldre Doméne eine wichtige Rolle in der Ak-
tivierung spezifischer Signalkaskaden, die fiir Axonlenkung und -wachstum wichtig sind (Doherty
et al.,, 1989). Aufderdem kann NCAM1 {liber die intrazellulire Doméane der Isoformen 140 und 180
auch Signaltransduktionskaskaden aktivieren (Ubersichtsartikel: Panicker et al., 2003). Losliche
Isoformen von NCAM1 werden mit Proliferation und Differenzierung neuronaler Vorlauferzellen
in Verbindung gebracht. Dosisabhdngig reduzieren sie die Proliferation und férdern die Differen-
zierung (Shin et al., 2002).

2.2.2 Die Glykanmodifikation Polysialinsdure

Sialinsduren sind eine Gruppe C9-Zucker die als Monomere, Oligomere und Polymere eine he-
terogene Gruppe von Zelloberflachen-Glykanen bilden (Sato & Kitajima, 2013). Die Diversitat
erlangt das Molekiil durch unterschiedliche N- und O-Substitutionen der zwei Grundbausteine
N-Acetylneuraminsidure (Neu5Ac) und N-Glykolylneuraminsdure (Neu5Gc). Die iiblichste Ver-
kniipfung der Sialinsduren ist die O-Acetylatierung, bevorzugt an der Hydroxygruppe des C9
Kohlenstoffs. Uber verschiedene glykosidische Bindungen wird die Komplexitit der Glykanketten
noch zusatzlich erhoht (Colley et al,, 2014). Abhédngig vom Polymerisationsgrad (DP) spricht man
von Di- (DP 2), Tri- (DP 3), Oligo- (DP 4-7) oder Polysialinsdure (polySia) (DP >8) (Sato & Kitajima,
2013). Entsprechend der Zusammensetzung und Verkniipfung regulieren sie unterschiedlichste
biologische Interaktionen wie Zelladhasion, Anheftung von Viren, Proliferation, Zellteilung oder
Bindung von Neurotrophinen (Ubersichtsartikel: Colley et al., 2014).
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Im Gehirn von Vertebraten kommt polySia hauptsachlich als «-2-8-Neu5Ac Polymer vor. Es ist
eine der bedeutsamesten Modifikation von NCAM1 (Ubersichtsartikel: Hildebrandt et al., 2007;
Hildebrandt & Dityatev, 2015). Alle NCAM1 Isoformen kénnen mit polySia posttranslational modi-
fiziert werden (Kolkova, 2010). Dies findet hauptsachlich in frithesten Entwickungsstadien statt.
In spateren Entwicklungsstadien ist die Modifikation mit polySia auf Areale beschrankt, die mit
synaptischer Plastizitét in Verbindung gebracht werden. Prozesse wie die Reorganisation und die
synaptische Neuverschaltung bleiben in diesen Arealen Zeitlebens erhalten (Rothbard et al., 1982;
Cox etal., 2009).

Die langen Homopolymere wurden zu Beginn hauptsachlich als zelladhasions-verhindernder Fak-
tor beschrieben. Dies ist durch die negative Ladung und das grofde Hydrationsvolumen bedingt
(Johnson et al., 2005). polySia an NCAM1 kann dessen adhdsive Eigenschaften vermindern und
fordert so Neuritenwachstum und damit einhergehende dynamische Verdnderungen (Rutishauser
& Landmesser, 1996).

In daran anschlieféenden Untersuchungen konnten dem Molekiil neben der sterischen Blockade
auch unterschiedliche regulatorische Funktionen zugewiesen werden (Ubersichtsartikel: Hilde-
brandt et al.,, 2007; Schnaar et al,, 2014). Beispielsweise ist polySia in der Lage Neurotrophine wie
den brain-derived neurotrophic factor (BDNF) zu binden und dient hier als Reservoir (Kanato et
al,, 2008). Aufderdem beeinflusst es die Axonlenkung kommissuraler Axone (Marx et al,, 2001).
Weiterhin reguliert es die rdumliche Orientierung und die Langzeit-Potenzierung (Becker et al,,
1996). Es fordert auch im adulten Nervensystem Zellmigration und Axonlenkung und spielt so eine
Rolle in der synaptischen Plastizitat (Rutishauser, 1996).

Die Synthese von polySiaan NCAM1 erfolgt mit der core-Glykosylierung an N-Glykosylierungsstellen
(Asn-499 und Asn-478) der flinften Ig-Domaéne (Abb. 2) . Es konnen bis zu 400 Neu5Ac-Monomere
an die Ig5-Domine gebunden werden (Nelson et al., 1995; Ubersichtsartikel: Angata & Fukuda,
2003; Nakata & Troy, 2005).

polySia-NCAM o

Igl

Abbildung 2: Schematische Dar-
stellung von polySia-NCAM nach
Schnaar et al,, 2014. PolySia ist eine
spezielle Zuckermodifikation von
NCAML1. Es gibt zwei Glykosylierungs-
stellen an der fiinften Ig-Domédne

ECD (Pfeilspitzen), die mit polySia mo-
difiziert werden koénnen. Aufgrund
der negativen Ladung und seiner
Wasserbindekapazitit kann es die
NCAM1-vermittelten Interaktionen
sterisch unterbinden. Abkiirzungen:
Ig: Ig-Domane, FN: FN-III-Domane,
ECD: extrazellulire Doméne, TMB:
Transmembrandomaine, ICD: intra-
zelluldre Domaéne. Struktur der ECD
aus Nelson et al. (1995).
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Die Polymerisierung der Neu5Ac-Monomere und damit die Synthese von polySia an NCAM1 wird
in Vertebraten durch zwei Golgi-assoziierte Enzyme katalysiert, die Polysialyltransferasen St8Siall
und St8SialV (Angata et al., 1997; Ubersichtsartikel: Angata & Fukuda, 2003; Angata & Fukuda,
2003). Es handelt sich um hoch konservierte Proteine unter den Vertebraten (Harduin-Lepers
et al., 2005). Sie unterscheiden sich hinsichtlich des zeitlichen Expressionsmusters (Angata et
al,, 1997; Eckhardt et al, 2000). St8Siall zeigt eine erhohte Aktivitit wahrend der Embryonal-
entwicklung, wohingegen St8SialV verstarkt im adulten Nervensystem auftritt. Knockouts der
Polysialyltransferasen in der Maus haben gezeigt, dass beide Enzyme unabhingig voneinander
polySia synthetisieren konnen (Eckhardt et al., 2000). Auch im Zebrafisch erfolgt die Synthese von
polySia durch beide Enzyme und sie unterscheiden sich auch hier in ihrer temporalen Aktivitit
(Marx et al., 2007; Langhauser et al., 2012).

Verschiedene Polymere der Sialinsdure treten sowohl in Pro- als auch in Eukaryoten mit unter-
schiedlichsten Funktionen auf. Gram-negative Bakterien, die hohere Vertebraten als Wirt bendti-
gen, tragen polySia und verursachen hiufig schwere Krankheiten (Ubersichtsartikel: Varki, 2008).
Beispielsweise sind neuroinvasive Bakterien wie Neisseria meningitidis (Serogruppe B) oder E. coli
K1 bekannte Trager von polySia (E. R. Vimr et al., 2004). Die Kapseln der Bakterien, die strukturell
der polySia des Wirts gleichen, verhindern dessen Immunantwort (E. Vimr & Lichtensteiger, 2002;
Ziak et al., 1996).

Echinodermen gelten als die primitivsten Tiere, bei denen polySia beschrieben wurde. Die Eier der
Seegurke sind umbhiillt von sialinsdurereichen Glykoproteinen. Diese sind hier verantwortlich fiir
die Akrosomreaktion (SeGall & Lennarz, 1979). Spermien der Seegurke tragen ebenfalls polySia.
polySia-Flagellasialin reguliert iiber die intrazellulire Ca?>*Konzentration die Bewegung der Sper-
mien (Kambara et al,, 2011).

Auch Eier der Salmonidae tragen die Glykanmodifikation. Polysialoglycoproteine (PSGP) sind die
Tragermolekiile. polySia-PSGP schiitzt unter anderem das Gelege vor Bakterien, da die O-acetylier-
ten Sialinsduren nicht durch bakterielle Sialidasen abgebaut werden kdnnen (Sato et al., 1993).
Auch humane Tumorzellen unterschiedlichster Herkunft exprimieren vermehrt polySia. Dies ver-
bessert das Tumorwachstum und bedingt dadurch eine schlechte Prognose fiir Krebspatienten.
Allerdings wird die verstarkte polySia-Expression inzwischen auch als potentielles Ziel fiir thera-
peutische Ansitze verfolgt (Ubersichtsartikel: Bull et al., 2014).

Im Vertebratengehirn sind neben NCAM1 auch andere Glykoproteine als Akzeptoren von polySia
beschrieben. Eines der Aktuellsten ist das in der Maus beschriebene synaptische Zelladhdsionsmo-
lekiil SynCAM1 (Galuska et al., 2010). Zudem tragt die a-Untereinheit eines spannungsabhdngigen
Natriumkanals der Ratte polySia (Zuber et al.,, 1992). In humaner Muttermilch kommt polySia
gebunden an CD36 vor (Yabe et al., 2003). AufRerdem tragen humane Dendriten polySia assoziiert
an Neuropilin-2 (Curreli et al., 2007). Es konnte zudem gezeigt werden, dass die polyST St8Siall
und St8SialV tliber Autopolysialylierung selbst Akzeptoren von polySia sind (Miihlenhoff et al.,
1996; Close & Colley, 1998).

2.2.3 Wechselwirkungen von NCAM1

NCAM1 moduliert die Adhdsion und die Navigation von Neuronen tiber homophile und heterophile
Wechselwirkungen. Diese Interaktionen kénnen sowohl zwischen zwei Molektilen innerhalb einer
Membran (cis) als auch zwischen Molekiilen zweier angrenzender Membranen (trans) stattfinden
(Ubersichtsartikel: Soroka et al., 2010; Nielsen et al., 2010).
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Modelle zu homophilen Wechselwirkungen der extrazellulairen Domédnen von NCAM1 Der
Mechanismus der homophilen Interaktion wird seit Jahren kontrovers diskutiert (Ubersichts-
artikel: Soroka et al., 2010; Walmod et al,, 2004). Gangige Vorstellungen sind eine antiparallele
Dimerisierung aller fiinf Ig-Doméanen (Ranheim et al.,, 1996), eine antiparallele Bindung der dritten
Ig-Domanen (Rao et al,, 1994) sowie ein Bindemechanismus der ersten an die zweite [g-Domane
paralleler und antiparalleler Molekiile (Kiselyov et al., 1997; Kasper et al., 2000; Soroka et al., 2003).

Fiir trans-Interaktionen sind aufierdem eindimensionale, reifdverschlussartige (Zipper-) Mechanis-
men die sogenannten compact- und flat-Zipper beschrieben worden (Soroka et al.,, 2003). Diese
konnen zusatzlich miteinander zu einem zweidimensionalen Zipper kombiniert werden (Kiselyov
et al,, 2005). Um die Zipper auszubilden, ist zuvor eine kreuzférmige cis-Dimerisierung der Ig1l an
die Ig2 zweier paralleler NCAM1 Molekiile in cis notig (Kasper et al., 2000; Soroka et al., 2003).
Der compact-Zipper wird zwischen der ersten Ig-Domédne von Molekiil A und der dritten Ig-Domaéne
von Molekiil B, beziehungsweise zusatzlich zwischen den beiden zweiten Ig-Doméanen gebildet. Die-
ser trans-Mechanismus erlaubt groflere Distanzen zwischen den Zellen. Im flat-Zipper bindet die
zweite [g-Domane von Molekiil A an die dritte Ig-Doméne des gegeniiberliegenden Molekiils B.
Die Kombination beider Zipper fiihrt zur Formation des sehr komprimierten, zweidimensionalen
Zippers (Kiselyov et al., 2005). Ein interessanter Aspekt dieses Bindemodells ist, dass vermutlich
polysialyliertes NCAM1 an der zweidimensionalen Formation nicht teilnehmen kann, da hier die
Molekiile zu dicht gepackt sind und polySia zu viel Platz einnehmen wiirde. So wird vermutet, dass
in Abwesenheit von polySia, NCAM1-Molekiile starke zweidimensionale Zipper ausbilden, die zur
Zelladhasion fiihren, wohingegen in Anwesenheit von polySia die schwécheren eindimensionalen
compact- oder flat-Zipper ausgebildet werden und so Interaktionen von NCAM1 weiterhin moglich
sein konnten (Soroka et al., 2003; Kiselyov et al., 2005).

2.2.4 Heterophile Interaktionspartner von NCAM1

Neben den klassischen homophilen Interaktionen wurden iiber die Jahre auch viele heterophile
Interaktionspartner von NCAM1 identifiziert. Hierbei dient NCAM1 sowohl als Ligand als auch als
Rezeptor (Nielsen et al.,, 2010).

Die Forderung der Neuritogenese kann nicht allein durch die adhdsions-vermittelnde Funktion
von NCAM1 erklart werden. Vielmehr ist diese Funktion den NCAM1 vermittelten Signaltransduk-
tionskaskaden zuzuschreiben (Aonurm-Helm et al., 2010; Ubersichtsartikel: Walsh et al., 1997).
Ein wichtiger Interaktionspartner von NCAM1 und polySia-NCAM1 ist der fibroblast growth fac-
tor (FGF)-Rezeptor1 (E.]. Williams et al., 1994; Kiselyov et al., 2005). Die Ausbildung von Neuriten
kann durch die Wechselwirkung zwischen den beiden Molekiilen unabhéngig vom FGF-Liganden
reguliert werden (E. J. Williams et al., 1994). Die extrazelluldre Doméane von NCAM1 tritt hierbei
direkt in Wechselwirkung mit dem FGF-Rezeptor und erhoht die Zell-Matrix-Adhasion. Der Verlust
von NCAM1 spielt dadurch vermutlich auch eine Rolle in der Bildung von Metastasen (Cavall-
aro et al, 2001). NCAM1 kann zelluldre Antworten, wie Signaltransduktion und Zellteilung, die
durch FGF vermittelt werden, unterdriicken und ist somit ein wichtiger regulierender Faktor der
FGF/FGF-Rezeptor Interaktion (Galve-Roperh et al., 2013). Innerhalb der extrazellularen Domane
des FGF-Rezeptors konnte eine kurze Aminosauresequenz (CAM homology domain) identifiziert
werden, die den direkten Kontakt zu NCAM1 herstellen kann. Alternatives Spleifden der VASE Exons
von NCAM1 reguliert diese Bindung (E. J. Williams et al., 1994).

Auflerdem konnen NCAM1 und polySia-NCAM1 mit verschiedenen Neurotrophinen und deren
Rezeptoren in Wechselwirkung treten. Beispielsweise wurde gezeigt, dass BDNF und sein Re-
zeptor (Vutskits et al,, 2001), der glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF) und dessen
GDNFRezeptora (Paratcha et al., 2003) sowie der platelet-derived growth factor (PDGF) (H. Zhang
etal, 2004), mit NCAM1 interagieren.
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NCAM1 geht auch heterophile Interaktionen mit anderen Mitgliedern der Ig-Superfamilie ein.
Unter anderem hat NCAM1 eine grofde Affinitdt zu dem transient axonal glycoprotein-1 (TAG-1)
(Milev et al., 1996). Die biologische Relevanz dieses Zusammenspiels ist bisher noch nicht bekannt.
Ein weiterer Interaktionspartner der Ig-Superfamilie ist der synergistische cis-Bindepartner L1-
cell adhesion molecule (L1CAM) (Horstkorte et al., 1993; Kadmon et al., 1990). Die Interaktion von
NCAM1 und L1CAM Funterstiitzt die L1CAM vermittelte Signaltransduktion (Kadmon et al., 1990).
Die Bindung wird iiber eine Lektin-dhnliche Sequenz der vierten Ig-Doméne von NCAM1 vollzogen.
Sie induziert damit die Phosphorylierung von L1CAM und férdert damit das Neuritenwachstum
(Horstkorte et al., 1993; Heiland et al., 1998).

NCAM1 interagiert auflerdem mit dem Prion-Protein PrP (protease resistant protein) (Hu et al,,
2007). Diese Interaktion hat eine wichtige Funktion in der Férderung von Neuritenwachstum. Das
GPI-verankerte Protein ist hauptsachlich in lipid rafts lokalisiert. Es wird davon ausgegangen, dass
die Interaktion zwischen NCAM1 und PrP nétig ist, um NCAM1 in lipid rafts zu organisieren und
dadurch Fyn-abhidngiges Neuritenwachstum zu initiieren (Santuccione et al., 2005).

Laminin ist eine der Hauptkomponenten der extrazelluliren Matrix. Es wurde gezeigt, dass es
Zellmigration und Auswachsen von Neuriten unterstiitzt (Luckenbill-Edds, 1997; Z. Chen et al,,
2013). Strukturanalysen von NCAM1 gaben den Hinweis darauf, dass es eine direkte Interaktion
zwischen den beiden Proteinen geben kénnte (Cole & Schachner, 1987).

Indem NCAM1 tber Heparin an das Strukturprotein Kollagen bindet, wird aufierdem die Zell-
Matrix-Adhasion erhoht (Kiselyov et al., 1997).

2.2.5 Funktionen von NCAM1

NCAM1 wird mit mannigfaltigen, teils kontraren zelluldren Prozessen in Verbindung gebracht. Zell-
migration, Zelladhasion, Neuritenwachstum, Axonfaszikulation und -wegfindung sind nur einige
Beispiele, in die NCAM1 durch Aktivierung unterschiedlichster Signaltransduktionsprozesse invol-
viert ist. Diese Prozesse sind sowohl bedeutsam in der Entwicklung des Nervensystems als auch
in der synaptischen Plastizitit verbunden mit Lern- und Erinnerungsprozessen (Ubersichtsartikel:
Aplin et al., 1998; Maness & Schachner, 2007; Homrich et al., 2016).

Abhingig von der NCAM1-Isoform, vermitteln diese teils unterschiedliche Prozesse. NCAM140
kann beispielsweise Neuritenwachstum tber die Aktivierung zweier verschiedener Signalkaska-
den steuern. Zum einen kann es durch clustering die Rezeptortyrosinkinase Fyn aktivieren, was
wiederum den MAP-Kinase Signalweg aktiviert (Kolkova et al., 2000). Unabhéngig davon kann
Neuritogenese auch iiber ein Co-Signaling zwischen NCAM140 und dem FGF-Rezeptor reguliert
werden (Niethammer et al., 2002).

Entgegengesetzt dazu wird NCAM180 hauptsachlich als Vermittler von Zell-Zell-Kontakten be-
schrieben und vermittelt den Kontakt zum Zytoskelett indem der zusatzliche 40kDa grof3e intra-
zelluldre Bereich mit dem Aktin-bindenden Protein Spektrin interagiert (Pollerberg et al., 1987).
Die intrazellularen Dominen beider Isoformen konnen aufierdem an «- und $-Tubulin, sowie an
a-Actininl binden und induzieren so auf unterschiedliche Weise Neuritenwachstum iiber unter-
schiedliche Signalwege (Biittner et al., 2003).

NCAM140 konnte aufierdem eine Funktion in der Reifung von synaptischen Vesikeln nachgewiesen
werden (Polo-Parada et al., 2004), wohingegen Neurotranmission durch die Interaktion des PDZ-
dhnlichen Motivs (KENESKA) der NCAM180 Isoform fiir die Aktivierung der Myosin light chain
kinase (MLCK) notwendig ist (Polo-Parada et al., 2005). Auf3erdem wurde gezeigt, dass NCAM180
mit dem Linker-Protein Spektrin interagieren kann und mafdgeblich an der Stabilisierung von
Zellkontakten beteiligt ist (Pollerberg et al.,, 1987). NCAM120 wird vornehmlich auf Gliazellen
exprimiert (Homrich et al., 2016). Es wurde gezeigt, dass es hauptsachlich an lipid rafts assoziiert
vorliegt und es hier zu einer indirekten Bindung an Spektrin iiber Fettsduren kommt. Die daraus
resultierende Funktion konnte noch nicht gezeigt werden (Leshchyns’ka et al.,, 2003).
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Eine Reduktion von polySia-NCAM1 im Hippocampus fiihrt zu einer verringerten synaptischen Plas-
tizitdt und wird mit neuronalen Erkrankungen wie Schizophrenie in Zusammenhang gebracht (Bar-

beau et al.,, 1995).

Die Bedeutung von NCAM1 auf Entwicklung und Funktion des Nervensystems wurde an NCAM1-
defizienten Mausen betrachtet. Die NCAM1-Knockout-Méause sind vital und lebensféhig. Sie haben
ein um etwa 10 % verringertes Hirnvolumen und einen um 40 % verkleinerten olfaktorischen Bul-
bus. Sie haben Defekte in der Neurotransmission und ein vermindertes Lern- und Erinnerungs-
vermdgen (Polo-Parada et al.,, 2004; Cremer et al., 1994). Diese eher subtilen Phanotypen konnen
dadurch erkldrt werden, dass es homologe Molekiile gibt, die die Funktion von NCAM1 in Teilen
libernehmen kénnen und so schwere Defekte ausbleiben (Alenius & Bohm, 1997; Aonurm-Helm et

al, 2010).

2.2.6 Ncamlaund Ncam1lb: NCAM1-Paraloge im Zebrafisch

Eine Teleostei-spezifische Genomduplikation hat
dazu gefiihrt, dass die meisten Gene des Zebra-
fischs im Duplikat vorliegen. Nach einer Genom-
duplikation sind die Tochter-Gene (Paraloge) an-
fangs vollkommen identisch. Sie konnten dann
als dosage-sensitive-Gene etabliert werden. Das
bedeutet, dass die Expressionslevel an das Vor-
handensein zweier Paraloge angepasst und da-
mit reduziert wurden. Im Laufe der weiteren Ent-
wicklung konnen die Paraloge jedoch auch un-
terschiedliche Schicksale annehmen. Ist die Mu-
tation eines der Paraloge zu drastisch, kann dies
zum Expressionsverlust und der so genannten
non-Funktionalisierung fithren, sodass es schluss-
endlich zum Verlust des einen Tochter-Paralogs
kommt. Mit dem Begriff Neofunktionalisierung
wird es bezeichnet, wenn eines der Paraloge eine
komplett neue Funktion erlangte, die sich fiir den
Organismus als Vorteil herausstellte. Das andere
Paralog behielt die urspriingliche Funktion. Zu ei-
ner Subfunktionalisierung kommt es, wenn beide
Paraloge sich gleichermafien weiterentwickelten
und Teilfunktionen des urspriinglichen Gens be-
hielten (Ubersichtsartikel: Glasauer & Neuhauss,
2014).

Das Maus NCAM1-Gen wird im Zebrafisch durch
zwei Paraloge reprasentiert. Die Aminosaurese-
quenzen von Ncamla und Ncamlb sind zu et-
wa 62 % homolog mit Maus NCAM1. Die Ami-
nosauresequenzen zwischen den Paralogen sind
zu 66 % homolog und unterscheiden sich haupt-
sdchlich in der intrazelluliren Doméane (Mizuno
et al,, 2001) (Abb. 3). Sequenzanalysen, Expressi-
onsstudien und Funktionsanalysen deuten darauf
hin, dass es zu einer Subfunktionalisierung von
Ncam1laund Ncam1b gekommen ist (Mizuno et al,,
2001; Langhauser et al,, 2012).

Ncamla Ncamlb —

ECD

FN1

FN2

TMB

ICD

Abbildung 3: Aufbau der Ncam-Paraloge im Zebrafisch.
Durch eine zusétzliche Genomduplikation der Teleostei
liegen die meisten Gene des Zebrafischs im Duplikat vor.
Das Maus-Ortholog wird im Zebrafisch durch die zwei
Paraloge Ncam1la und Ncam1b représentiert. Sie haben
eine etwa 62 %ige Homologie mit dem Maus-Ortholog
und die Paraloge sind untereinander zu 66 % Homolog.
Die unterscheiden sich hauptsachlich in ihrer intrazellu-
laren Domane voneinander. Die intrazelluldire Doméne
von Ncam1bistldnger als die von Ncam1a. Abkiirzungen:
Ig: Ig-Domaéne, FN: FN-III-Domaéne, ECD: extrazellulare
Doméne, TMB: Transmembrandomane, ICD: intrazellula-
re Domane. Struktur der ECD aus Nelson et al. (1995).
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Ncamla und Ncamlb haben unterschiedliche

Expressionsmuster, die sich nur in Teilen iliberschneiden. Beide Ncam1-Paraloge kénnen post-
translational mit polySia modifiziert werden. polySia ist nicht immer zu gleichen Teilen auf beide
Paraloge verteilt. Funktionelle Studien haben ergeben, dass es entscheidende Unterschiede zwi-
schen den Paralogen gibt. Diese beziehen sich insbesondere auf die posteriore Kommissur, das
Seitenlinienorgan sowie die Motoraxone (Langhauser et al., 2012; Heiny, 2012; laufende Doktorar-
beit R. Dries).

Die posteriore Kommissur bildet sich aus Neuronenpopulationen im Bereich von Vorder- und
Mittelhirn und verbindet die beiden Gehirnhemisphiren miteinander (Chitnis & Kuwada, 1990).
Immunfarbungen mit fiir Ncam1a und Ncam1b spezifischen Antikérpern in 36 hpf alten Embryo-
nen im Bereich um die posteriore Kommissur zeigten deutliche Expressionsunterschiede. Ncam1la
wird hauptsachlich auf den Axonen der posterioren Kommissur exprimiert und nur sehr schwach
auf den darunterliegenden Zellkérpern/Geweben. Ncam1b wird nicht auf der posterioren Kom-
missur, allerdings auf den darunterliegenden Zellkérpern exprimiert. Die Expression von polySia
gleicht der von Ncamla und ist an der posterioren Kommissur hauptsachlich auf den Axonen
lokalisierbar (Langhauser et al.,, 2012). Diese unterschiedlichen Expressionsmuster legen nahe,
dass hier paralogspezifische Funktionen vorliegen. Nach einem Morpholino-Knockdown konnten
unterschiedliche Phianotypen im Bereich der posterioren Kommissur beobachtet werden. Durch
einen ncam1a- oder st8siall-Morpholino-Knockdown kommt es hauptsachlich zur Defaszikulation
der Kommissur, demgegeniiber steht der ncam1b-Knockdown, der zu einem Wachstumsstopp der
Axone fithrt (Marx et al.,, 2001; Langhauser et al., 2012).

Das Seitenlinienorgan dient Fischen der sensorischen Verarbeitung von Wasserbewegung (Chitnis
et al., 2012). Auch hier haben Ncam1la und Ncam1b voneinander abweichende Funktionen, da es
neben dem unterschiedlichen Expressionsmuster auf3erdem auch zu unterschiedlich ausgepragten
Phanotypen nach einem Morpholino-Knockdown kommt (Heiny, 2012; laufende Doktorarbeit R.
Dries).

Die Studie von Langhauser (2012) ergibt erste Hinweise darauf, dass sich eine Subfunktionali-
sierung von Ncamla und Ncaml1b auch anhand der Motoneurone im Riickenmark nachweisen
lasst. Beide Paraloge werden in diesen Zellen exprimiert. Ihr Mopholino-Knockdown hat aber
unterschiedliche Effekte.

11
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2.3 Tag-1: das CNTN2-Ortholog im Zebrafisch

TAG-1 ist Mitglied der Ig-Superfamilie. Es
gehort in die Familie der Contactine. TAG-1
ist mit etwa 135 kDa ein verhaltnismaflig
grofdes Protein der Ig-Superfamilie. Die ex-
trazelluldire Domédne von TAG-1 besteht aus
sechs Ig-Doménen und vier FN-III-Doméanen.
Mit einem GPI-Anker ist TAG-1 mit der Zell-
membran verankert (Zuellig et al, 1992)
(Abb. 4). Zusatzlich kann eine 1sliche Isoform
gebildet werden (Furley et al.,, 1990). TAG-1
wird auf Axonen von sensorischen und mo-
torischen Nerven sowie auf Schwannschen
Zellen exprimiert (Karagogeos et al, 1991;
Traka et al., 2002). Das transient exprimierte
Protein wird hauptsichlich auf Axonen des
sich entwickelnden Nervensystems und ver-
mehrt auf migrierenden Wachstumskegeln
gebildet (Denaxa et al., 2001). Dies lasst
darauf schlief3en, dass es an Prozessen wie
der Bildung, der Wegfindung und und der
Faszikulation von Axonen beteiligt ist. Es geht
dabei sowohl homophile als auch heterophile
Mechanismen ein (Wolman et al., 2008; Bae-
riswyl & Stoeckli, 2008). Ein bereits bekannter
Interaktionspartner aus dem Saugetiersystem
ist NCAM1 (Milev et al, 1996). Auflerdem
konnte auch gezeigt werden, dass TAG-1
mit L1CAML1 interagieren kann (Pavlou et
al, 2002). Fiir TAG-1 wurde gezeigt, dass es
Neuritenwachstum fordert. Dafiir muss es in
einem Ko-Rezeptorkomplex mit L1CAM und
Integrin interagieren (Felsenfeld et al.,, 1994).

Neben Orthologen wie beispielsweise Axonin-
1 aus dem Huhn, gibt es auch ein Zebrafisch-
Ortholog genannt Contactin-2, Cntn2 oder Tag-
1. Im Zebrafisch hat Tag-1, als eines der Aus-
nahmen, kein weiteres Paralog (Warren et al.,
1999). Im adulten Zebrafisch ist Tag-1 an der
Regeneration des Riickenmarks beteiligt (Lin
etal, 2012).

Igl

g2

Ig3

Ig4

Ig5
ECD

Igb
FN1
FN2

FN3

FN4

TMB
ICD

Abbildung 4: Struktur des Tag-1-Orthologs im Zebra-
fisch. Tag-1 ist ein Mitglied der Ig-Superfamilie und wird
dortzu den Contactinen gezahlt. Das grofde Glykoprotein
hat sechs Ig-Doménen und vier FN-III-Doméne. Es wird
iber einen GPI-Anker mit der Membran assoziiert. Ab-
kiirzungen: Ig: Ig-Domaéne, FN: FN-III-Domane, ECD: ex-
trazelluldre Doméane, TMB: Transmembrandomane, ICD:
intrazellulare Domaéne. Struktur der ECD aus Nelson et
al. (1995).

2.4 Neurolin: das ALCAM-Ortholog des Zebrafischs

Ein weiteres neuronales Zellerkennungsmolekiil aus der Ig-Superfamilie ist Neurolin. Es wurde im
Goldfisch als Glykoprotein auswachsender retinaler Axone identifiziert und spielt dort eine Rolle
wahrend der axonalen Regeneration (Paschke et al., 1992). Neurolin aus Goldfisch oder Zebrafisch
hat ein Molekulargewicht von 87 kDa und beide zeigen eine 51 % Homologie mit dem Hiithner
Ortholog DM-GRASP/SC-1/BEN (Laessing et al., 1994). Es ist ein Mitglied der Ig-Superfamilie. Die
extrazelluldre Doméane von Neurolin besteht aus flinf [g-Doménen gefolgt von einer transmembran
und einer kurzen cytoplasmatischen Domane (Abb. 5).

12



2 EINLEITUNG

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., 1995). Das Hiih-
ner Ortholog DM-GRASP fordert beispielsweise
das Wachstum und die Faszikulation von Axonen
(Burns et al, 1991; Pollerberg & Mack, 1994).
ECD Uber homophile Wechselwirkungen kann Neuro-
lin wachstumsférdernden Einfluss auf Axone reti-
naler Ganglienzellen nehmen (Tanaka et al., 1991;
El-Deeb et al., 1992; DeBernardo & Chang, 1995).
Neben homophilen sind auch heterophile Wechsel-
wirkungen mit dem neuronal cell adhesion mole-
cule (NgCAM) (DeBernardo & Chang, 1996) be-

Neurolin —

TMB kannt. Heterophile Interaktionen mit NCAM1 wur-
2 den noch nicht beschrieben.
1CD Im Zebrafisch gibt es zwei Paraloge, Neurolin-a

und Neurolin-b (Diekmann & Stuermer, 2009). In
der vorliegenden Arbeit wurde auf die Funktion
Abbildung 5: Struktur des Neurolin-Orthologs im Zebra- von Neurolin-a einge.gangen. Im Folgenden Wird
fisch. Neurolin besteht aus fiinf Ig-Doménen auf der ex- hur noch von 'Neurolin’ gesprochen. Im Zebrafisch
trazelluldren Seite. Es hat eine transmembran Domdne wird es wihrend der embryonalen Entwicklung
und eine kurze mtrazellular? Domane. Abkurzungen: 12 des Nervensystems auf retinalen Ganglienzellen
Ig-Domane, FN: FN-III-Doméne, ECD: extrazellulare Do- d sekundi M .. Esh

mane, TMB: Transmembrandomane, ICD: intrazellulare undse }ln aren _Otoneuronen (::-Xpr.lmlert. S a_t
Doméne. Struktur der ECD aus Nelson et al. (1995). entscheidenden Einfluss auf Projektion und Faszi-
kulation beider Neuronentypen (Ott et al., 1998;

Ottetal,, 2001).

2.5 Spinale Motoneurone des Zebrafischs

Die Entwicklung und die Ausbildung komplexer Strukturen wie etwa des Nervensytems, unter-
liegen vielschichtigen Mechanismen. Die spinalen Motoneurone des Zebrafischs sind eine ideale
Zellpopulation zur Untersuchung der Funktionen von Ncamla und Ncam1b, da sie seit mehr als
drei Jahrzehnten als exemplarisches Modell dienen, um motoneuronales Wachstum und axonale
Zielfindung in vivo und in vitro zu untersuchen (P. Z. Myers, 1985; Kuwada, 1986; Eisen et al., 1986;
P. Z. Myers et al., 1986; Z. Chen et al., 2013; Andersen, 2001; Ubersichtsartikel: Eisen, 1994). Die
Muskulatur ist segmental aufgebaut und die Neurone projizieren entlang stereotyper Wege. Sie
haben, verglichen mit hoheren Vertebraten, weniger Neurone deren Projektionsmuster zudem
sehr gut beschrieben sind (Ubersichtsartikel: Beattie, 2000). Weiter zeichnen sie sich durch ein
grofdes Wachstumspotential in der Zellkultur aus (Z. Chen et al., 2013).

Die Determination der Motoneurone beginnt zum Ende der Gastrulation (9-10 hpf), etwa acht
Stunden bevor sie mit der Axogenese beginnen (Myers et al.,, 1986). Sie werden durch spezifi-
sche Gradienten im sich entwickelnden Neuralrohr aus Motoneuronen-Vorlauferzellen gebildet,
wobei unterschiedliche Mengen an Transkriptionsfaktoren deren Identitit wiedergeben (Jes-
sell, 2000). Innerhalb der Motoneuronen-Vorlduferdomine werden motoneuronen-spezifische
Transkriptionsfaktoren wie Hb9 (Mnx1) exprimiert (Ferrier et al., 2001). In der transgenen Ze-
brafischlinie Tg(hb9::GFP) exprimieren die Motoneurone GFP unter dem spezifischen Promotor
hb9. Tg(hb9::GFP) wurde in der vorliegenden Arbeit verwendet, um die Motoneurone spezifisch
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zu visualisieren. Auch 10 Tage nach der Befruchtung days post fertilization (dpf) exprimieren die
Larven noch GFP.

Tg(hb9::GFP)

Abbildung 6: Tg(hb9::GFP): Expression von GFP unter dem motoneuronen-spezifischen Promotor hb9. Die Abbildung
zeigt die Konfokalaufnahme einer 10 Tage alte Zebrafischlarve, cranial ist links positioniert. GFP exprimierende Moton-
eurone projizieren ihre Axone in einem stereotypen Muster in die Somiten. Der Maf3stabsbalken entspricht 100 pm.

Nachdem die Motoneurone differenziert sind, projizieren die Axone in die Somiten. Ihre Zellkdrper
befinden sich geschiitzt im Riickenmark und ihre langen Axone innervieren die Muskulatur. Moto-
neurone als efferente Nervenzellen steuern die Aktivitat der Muskulatur. Im Entwicklungsprozess
navigieren auswachsende Axone auf festgelegten Wegen in ihre entsprechende Zielregion, wobei
sie mit unterschiedlichen Zelltypen interagieren (Ubersichtsartikel: Eisen, 1998).

In Invertebraten und Vertebraten interagieren primare Motoneurone mit neuronalen und nicht-
neuronalen Zellen und finden so zu ihrer Zielregion (Bate, 1976; Singer et al,, 1979). Primaére
Motoneurone legen dabei als Pioniere den Weg fest und sekundire Motoneurone kénnen ihnen
folgen, wobei die primdren Motoneurone die sekundaren Motoneurone bei der korrekten Weg-
findung unterstiitzen (Raper et al., 1983). Experimente, in denen primédre Motoneurone entfernt
wurden zeigten aber, dass diese in der Zielfindung der sekunddren Motoneurone nur bedingt
notwendig sind (Pike & Eisen, 1990).

Alle Axone, die in einem Segment aus dem Riickenmark auswachsen folgen zunachst fiir ein kurzes
Stiick einem gemeinsamen Weg, dem common path, dann trennen sich die drei Projektionen nach
einem kurzen Wachstumsstopp am horizontalen Myoseptum und entsenden ihre Wachstumskegel
nach anterior, ventral oder dorsal. Dies spricht dafiir, dass es generelle Wachstumssignale (gui-
dance cues) gibt denen alle Motoneuronen folgen und auféerdem spezielle Wachstumssignale, die
spezifisch von den Subtypen erkannt werden. Neben attraktiven und repulsiven Signalen die liber
eine Distanz wirken, kénnen auch neuronale Zellerkennungsmolekiile vom NCAM1-Typ die in der
Umgebung oder auf der Zelloberflache exprimiert werden, eine Rolle im axonalen Wachstum und
der Wegfindung spielen (Rutishauser, 1985; Pollerberg et al.,, 2013; Eisen, 1994).

Die Zellkorper unterschiedlicher Motoneuronen-Subtypen sind in verschiedenen Positionen in-
nerhalb der einzelnen Somiten-Segmente angesiedelt und topographisch organisiert. Sie kdnnen
neben der rostrocaudalen Position der Zellkdrper innerhalb des Neuralrohrs (Westerfield et al.,
1986; P. Z. Myers et al., 1986) auch wegen des spezifischen Projektionsmusters (Westerfield et al.,
1986; Eisen et al.,, 1986) und bereits vor der Axogenese aufgrund unterschiedlicher Membranpo-
tentiale (Moreno & Ribera, 2009) unterschieden werden.

Entsprechend ihrer Zugehorigkeit projizieren sie in unterschiedliche Bereiche der Muskulatur
(Eisen et al., 1986). Wird deren Position durch eine Transplantation vor der Axogenese verandert,
projizieren die Transplantate in Somitenbereiche, die durch die Position des Zellkorpers vorgege-
ben ist (Tsuchida et al., 1994).

Es gibt drei primdre Motoneurone, die nach der Lage ihrer Somata innerhalb des Neuralrohrs
benannt sind (Abb. 7; Eisen et al.,, 1986). Primdre Motoneurone, deren Zellkérper am weitesten
caudal liegen, werden caudal primary neuron (CaP) genannt. Die Zellkdrper der rostralen priméare
Motoneurone sind sehr weit rostral positioniert (rostral primary neuron (RoP)). In der Mitte dieser
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beiden Subtypen liegen die Zellkorper der middle primary neuron (MiP) (Eisen et al., 1986; P. Z.
Myers et al.,, 1986; Westerfield et al., 1986). Jedes Hemisegment wird von allen drei Subtypen
innerviert. Die Zellkorper befinden sich relativ weit dorsal innerhalb des Neuralrohrs. Sie zeichnen
sich aufderdem durch grofde Durchmesser von Zellkorpern (etwa 11 um) und Axonen (etwa 2 um)
aus (P. Z. Myers, 1985). Sie migrieren mit einer durchschnittlichen Geschwindigkeit von etwa 7
um/Stunde (P. Z. Myers et al.,, 1986).

Die primdren Motoneurone projizieren in determinierter Reihenfolge und einem genauen Muster
in die Hemisegmente (Eisen etal., 1986). Alle drei Subtypen wachsen zundchst nach ventral entlang
des common path, bis sie an eine wichtige Landmarke, dem horizontalen Myoseptum gelangen. Hier
treffen sie eine Zelltyp-spezifische Entscheidung, von wo aus sie in die entsprechenden Bereiche
der Myotome projizieren. CaP beginnen mit der Axogenese als erste der drei primidren Moton-
eurone nach 18hpf. Axone der CaP projizieren mittig und entlang der medialen Oberflache der
Myotome. Am horizontalen Myoseptum pausieren die Wachstumskegel fiir teilweise bis zu zwei
Stunden und liberwachsen anschliefiend das horizontale Myoseptum weiter ventraler Richtung.
Nach 20 hpf folgen MiP und RoP Axone der Projektion der CaP. Beide pausieren am horizontalen
Myoseptum, bevor sie zellspezifisch andere Wege selektionieren und somit andere Regionen des
Myotoms innervieren. Axone der MiP entsenden nach 23 hpf einen zusatzlichen, nach dorsal
gerichteten, Wachstumskegel. Die ventrale Kollaterale wird nach 25 hpf zurtickgebildet, sodass
zu diesem Zeitpunkt die dorsale Projektion des MiP abgeschlossen ist. Wachstumskegel der RoP
projizieren hier lateral und wachsen in das horizontale Myoseptum zur lateralen Oberfliche des
Muskelsegments. Weitere Studien haben gezeigt, dass die Wege der MiP und RoP nach Laserabla-
tion der CaP nicht beeinflusst werden. Der Wachstumskegel eines jeden primiren Motoneurons
verldsst 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 weiterhin
entlang des stereotypen Weges nach ventral, MiP nach dorsal und RoP in lateraler Richtung (Eisen
et al.,, 1989; Pike & Eisen, 1990).

Wihrend alle Segmente von primdren Motoneuronen innerviert werden, gibt es einen weiteren
Subtyp, die nur in etwa der Halfte aller Segmente vorkommen. Die Position der Zellkorper der
variable primary neuron (VaP) innerhalb des Neuralrohrs kann sehr unterschiedlich sein, meistens
befinden sie sich rostral oder caudal der CaP. Die Axogenese der VaP beginnt zeitgleich mit derer
der CaP. Sie verzweigen sich in Bereiche, die nicht von den anderen drei primadren Motoneuronen
innerviert werden. VaP sterben noch innerhalb von 36 hpf ab (Eisen et al., 1990). Auch die Weg-
selektion der anderen primiren Motoneuronen wird nicht durch An- oder Abwesenheit der VaP
beeinflusst (Pike & Eisen, 1990).

Jedes Hemisegment wird auféerdem durch eine Vielzahl sekundarer Motoneurone innerviert (Abb.
fig:ModellMotoraxone; P. Z. Myers, 1985). Die Axogenese startet nach etwa 26 hpf, etwa sechs Stun-
den nach den primadren Motoneuronen. Es entstehen etwa 20-30 sekundire Motoneurone (Pike
et al,, 1992; Kimmel et al.,, 1994). Der Durchmesser der Zellkérper (6,7 +1,0 pum) und der Axone
(0,5 pum) sind deutlich kleiner als derer der primdren Motoneurone. Die Projektionswege von pri-
maren und sekundiren Motoneuronen sind sehr dhnlich. Allerdings breiten sich die sekundaren
Motoneurone weniger stark innerhalb des Myotoms aus. Axonales Branching ist in sekundaren Mo-
toneuronen im Vergleich mit primaren Motoneuronen deutlich reduziert und tritt kaum auf (P. Z.
Myers et al., 1986; Eisen et al., 1986).

Es wurden Laserablationen der primdren Motoneuronen durchgefiihrt, um eine Abhéangigkeit der
sekundiren Motoneurone in der Wegfindung zu untersuchen. Ablation der CaP fiihrt zu keiner mor-
phologischen Veranderung der Neurone, die den Ventralnerv bilden und ausschliefilich zu einer
leicht verspateten Ausbildung. Ablation der MiP verdndert das Projektionsmuster der Neurone, die
den Dorsalnerv bilden. Die Wachstumkegel projizieren auf stark veranderten Wegen und bilden ab-
errante synaptische Kontakte. Offensichtlich ist die Wegfindung zwischen den beiden Nerven sehr
unterschiedlich organisiert (Pike et al., 1992).
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Abbildung 7: Projektionsmuster primarer und sekundédrer Motoraxone im Zebrafisch. Links: die primiren Motoneurone
RoP, MiP und Cap projizieren ihre Axone aus dem Riickenmark. Diese wachsen zunachst entlang des common path und
projizieren anschlief3end in die determinierten Regionen eines jeden Hemisegments. Rechts: Die Axone der sekundaren
Motoneurone folgen den Wegen der priméaren Motoraxone. Modell nach McWhorter et al. (2003).

2.6 Zielsetzung

Die vorliegende Dissertation baut auf einer Publikation auf, die erste Hinweise auf eine funktionelle
Divergenz der Ncam1-Paraloge im Nervensystem des Zebrafisch lieferte (Langhauser et al.,, 2012).
Auflerdem scheint die Polysialylierung ein modulativer Faktor beider Ncam1-Paraloge zu sein, auf
den Bezug genommen werden sollte (Marx et al., 2001; Langhauser et al., 2012).

Unter Verwendung von in situ und in vitro Analysen sollten die molekularen Interaktionen der
Zellerkennungsmolekiile Ncam1la und Ncam1b untersucht und ihre Funktionen in verschiedenen
experimentellen Ansatzen miteinander verglichen werden. Weiterhin wurde beleuchtet, wie sich
die Polysialylierung als modulativer Faktor auf diese Interaktionen und Funktionen auswirkt.
Diese Fragestellungen wurden in spinalen Motorneuronen untersucht, deren Axone in einem
charakteristischen repetitiven Muster aus dem Riickenmark in die Muskulatur projizieren.

Zuerst sollten die phanotypischen Veranderungen der Motoraxone dokumentiert und kategorisiert
werden, die sich nach einem ncamla-, ncam1b- oder st8siall-Knockdown im Zebrafischembryo
ergeben. st8siall codiert fiir die Polysialyltransferase, die die Synthese der Polysialinsdure kataly-
siert.

Welche Protein/Protein-Wechselwirkungen den beobachteten Effekten zugrunde liegen, wurde
anschlieflend mit Hilfe von rekombinant exprimiertem Ncamla/b in Bead Aggregations- und
Zell-Overlay-Assays untersucht. Dazu wurden zuerst die Gene isoliert und die Proteinexpression,
-gewinnung und -aufreinigung erstmals etabliert. Tag-1 und Neurolin wurden als potenzielle he-
terophile Interaktionspartner aus der Ig-Superfamilie von neuronalen Erkennungsmolekiilen in
die Untersuchungen mit einbezogen. Die hierdurch identifizierten Wechselwirkungen wurden
anschliefiend in situ getestet indem Fc-Fragment-gekoppelte Bindungsdoménen der Zellerken-
nungsmolekiile eingesetzt wurden, um die nativen Bindungsorte im Gewebe zu identifizieren.

Um die Wechselwirkungen von auf den Motoraxonen exprimiertem Ncamla und Ncam1b unter
definierten Bedingungen zu untersuchen, wurden abschlief3end Primarzellkulturen von Moto-
neuronen aus Rickenmarksexplantaten etabliert. In diesem Zellkultursystem wurde zuerst der
Phéanotyp nach Morpholino-Knockdown auf Laminin-Substraten charakterisiert. Fiir die funktionel-
len Analysen wurde anschlief3end das Auswachsverhalten auf Ncam1a oder Ncam1b beschichteten
Substraten untersucht.
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3 Material & Methoden

3.1 Chemikalien,Puffer,Antibiotika und Kulturmedien

Standard-Chemikalien wurden von den Firmen Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) und Sigma-
Aldrich (St. Louis MO, USA) mit hochstem analytischem Reinheitsgrad (p.a.) bezogen. Chemikalien
anderer Hersteller sind Tab. 1 zu entnehmen. Als Losemittel wurde hochreines Wasser einer
Reinstwasser-Anlage von TKA entnommen und autoklaviert (H,0”). Fiir Arbeiten mit RNA wurde
dieses mit DEPC behandelt (DEPC-H,0P).
Alle Puffer (Tab. 2) und Lésungen (Tab. 3) wurden autoklaviert, sterilfiltriert oder aus sterilen
Stammldsungen angesetzt. Falls nicht anders angegeben, wurde als Lésungsmittel H,0” verwen-
det. Antibiotika wurden in Gebrauchsmengen eingefroren (Tab. 4). Kulturmedien wurden steril
gekauft und verwendet oder aus sterilen Stamml6sungen angesetzt (Tab. 5, Tab. 6, Tab. 7, Tab. 8).

Tabelle 1: Chemikalien anderer Hersteller

Chemikalie

Hersteller / Artikelnummer

Endkonzentration (Losemit-
tel)

Bovine Growth Serum Supple-
mented Calf HyClone (FCS)

Thermo Fisher Scientific
Art-Nr.: SH30541.03

10 % (DMEM)

EDAC-HCI]

Thermo Fisher Scientific
Art-Nr.: E2247

8 ug/ul

Mowiol 4-88 [31 g/mol]

Merck Millipore
Art-Nr.:: 475904

20 % (PBS:Glycerin, 2:1)

Tabelle 2: Puffer

Bezeichnung

Zusammensetzung

Verwendung

Blotpuffer

¢ 146,5 mM Glycin-HCl
¢ 19,8 mM Tris
e Hy0:Methanol (3:1)

Blotten von SDS-Gelen im Wes-
tern Blot

Deyolking-Puffer

¢ 17,7 ul/ml 4 M NaCl
¢ 0,55 ul/ml 1 M KCI
e 1,2 pl/ml 1 M NaHCO3

Mechanochemisches
entdottern

Dulbecco’s Phosphat Buffered
Saline (DPBS)
w/o Calcium/Magnesium

PAN Biotech
Art-Nr.: P04-36500

Waschen von Zellen

Hi Trap Bindepuffer e 20 mM PBS
pH7

Hi Trap Elutionspuffer « 0.1 M Glycin-HCl
pH 2,7

Hi Trap Neutralisationspuffer | « 1 M Tris-HCl
pH 9,0

Puffer zur Gewinnung
rekombinanter Proteine aus
Zellkulturiiberstand

Laemmli [10x]

¢ 250 mM Tris

¢ 192 mM Glycin
* 1% SDS (v/v)
pH 8,2

Elektrophorese-Puffer
fiir SDS-PAGE
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Fortsetzung Tabelle 2

Bezeichnung

Zusammensetzung

Verwendung

MMR

¢ 100 mM NaCl

e 2 mM KCI

e 1 mM MgS0,

e 2 mM CaCl,

¢ 5 mM HEPES

« 0,1 mM EDTA

* 1 % Penicillin-Steptomycin
v/v)

pH 7,8

Dissektion von
Riickenmarken

Phosphatpuffer [4x]

« 98 mM NaH,P0, x1 H,0
pH 7,4

Immunfarbung von
Whole Mount Embryonen

Ringer [10x]

¢ 115 mM NaCl

[sotonische Losung.

e 2,6 mM KCl Bestandteil
e 2 mM CaCl, Motoneuronenmedium
¢ 10 mM HEPES
pH 7,6
Sammelgelpuffer [4x] « 0,5 M Tris/HCl Bestandteil von Acrylamid-
* 0,4 % SDS Sammelgelen
pH 6,8

SDS-Probenpuffer [3x]

¢ 187,5 mM Tris/HCI

* 6 % SDS (v/v)

* 30 % Saccharose (v/w)

¢ 0,01 % Bromphenolblau
(v/w)

¢ 15 % f3-Mercaptoethanol
v/v)

pH 6,8

Probenpuffer fiir SDS-PAGE

TAE [10x]

¢ 40 mM Tris

¢ 20 mM NaOAc
e 1 mM EDTA
pH8

Elektrophorese-Puffer
fiir Agarose-Gele

Trenngelpuffer [4x]

¢ 1,5M Tris/HCI
* 0,4 % SDS
pH 8,8

Bestandteil von
Acrylamid-Trenngelen
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Tabelle 3: Lésungen

Bezeichnung

Zusammensetzung

Verwendung

Acrylamid-Sammelgel

¢ 10 % Acrylamid Rotiphorese
Gel [30 %]

¢ 15 % Sammelgelpuffer [4x]

* 0,06 % APS [10 %]

* 0,015 % TEMED

Acrylamid-Trenngel [10 %]

* 33 % Acrylamid Rotiphorese
Gel [30 %]

¢ 25 % Trenngelpuffer [4x]

* 0,1 % APS [10 %]

0,006 % TEMED

Protein Gelelektrophorese

Agarose [1 %]

*1 % Agarose Ultra-Qualitat

(w/v)
in 1x TAE

vor Gebrauch:
¢ 0,005 % Roti GelStrain
(Carl Roth Art-Nr.: 3865.1)

DNA/RNA Gelelektrophorese

ATV * 136,8 mM NaCl Dissoziation von Riickenmar-
* 5,4 mM KCl ken
° 5,5 mM N32C03
* 0,6 mM EDTA
¢ 0,05 % Trypsin (v/v)
* 1 % Penicillin-Streptomycin
(v/v)
BSA/DMSO/PBS « 1% BSA (w/v) Antikorperinkubation
« 1% DMSO (v/v) Whole Mount Embryonen
in 1x PBS
BSA [1 %] « 1% BSA (w/v) Antikorperinkubation Zellen
in 1x PBS
Blockierlosung «5 9% Magermilchpulver | Antikérperinkubation
(w/v) Western Blot
in 1x PBST
Mowiol [20 %] mit n-| «20 9% Mowiol 4-88 (w/v) Konservieren von WholeM-
Propylgallat « 0,2 % Thimerosal (v/v) ount- und Zellpraparaten
in 1x PBS:Glycerin (2:1)
pH 8-8,5
vor Gebrauch:
« Spatelspitze n-Propylgallat
Natriumborhydrid e 1 ug/ml NaBH, Reduktion von Doppelbindun-
in 1x PBS gen nach PFA Fixierung
PBST (PBS-Tween20) « 0,05 % Tween-20 Waschen von Western Blots
in 1x PBS
pH 7,4
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Fortsetzung Tabelle 3

Bezeichnung Zusammensetzung Verwendung

PBS-T (PBS-Triton X-100) ¢ 0,1 % Triton X-100 Permeabilisieren von Zellen
in 1x PBS
pH 7,4

PFA [4 %] e 4 9% PFA Fixieren von Whole Mounts
in Phosphatpuffer oder PBS bzw. Zellen
pH 7,4

PFA/GA/Saccharose e 4 9% PFA Fixieren von Motoneuronen-

¢ 0,15 % Glutaraldehyd
¢ 0,33 M Saccharose

in PBS

pH 7,4

Primarkulturen

PTU [0,3 %]

0,2 mM PTU (Phenylthio-
harnstoff) Endkonzentrati-
on 0,003 %

verhindert Melanogenese ab
24 hpf

in E3
Reinigungslosung Vivaf- | « 0,5 M NaOH Reinigen der Tangentialfluss-
low200 e 0,5 mM NaOCl kassette
RotiBlue Farbel6sung «20 % RotiBlue [5X] (Carl | Coomassie-Farbung
Roth, Art-Nr.: A1522)
¢ 20 % Methanol
¢ 60 % Wasser
Tabelle 4: Antibiotika
Handelsname Hersteller / Artikelnummer | Endkonzentration
Ampicillin Natriumsalz Carl Roth 100 pg/ml
[100 mg/ml] Art-Nr.: HP62.1
Kanamycin Carl Roth 50 mg/ml
[50 mg/ml] Art-Nr.: T832.1
Penicillin-Streptomycin Sigma 0,1U/ml - 100 pg/ml

[10U/ml - 10 mg/ml]

Art-Nr.: P-0781 oder P4333

Geneticin Thermo Fisher Scientific 750 pg/ml
[50 mg/ml] Art-Nr.: 11811023

Zeocin Thermo Fisher Scientific 750 ug/ml
[100 mg/ml] Art-Nr.: R25001
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Tabelle 5: Kulturmedien fiir Zelllinien

Bezeichnung Zusammensetzung

Verwendung

DMEM-FCS e Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM); PAN Bio-
tech, Art-Nr.: P04-3590

* 10 % FCS (v/v)

optional:
e Zeocin [750 pg/ml]
e Geneticin [750 pg/ml]

Standard Kultur- und Selekti-
onsmedium

Opti-MEM Opti-MEM  without phenol
red (Thermo Fisher Scientific,
Art-Nr.: 11058-021)

Transfektionsmedium

Opti-CHO e CD OptiCHO Medium
(Thermo Fisher Scientific,
Art-Nr.: 12681-011)

e L-Glutamin [4 mM]
(Thermo Fisher Scientific,
Art-Nr.: 25030-024)

Expressionsmedium Protein-
und Serum-frei

Tabelle 6: Kulturmedium fiir Primarzellen

Bezeichnung Zusammensetzung Verwendung
Kulturmedium Motoneuronen | ¢ 49 04 ,-15 modifiziert nach
Primarzellkultur (Thermo Fisher Scientific, Andersen, 2001

Art-Nr.: 11415-049)
¢ 49 9% Ringer
* 1% FCS
¢ 1 % Penicillin-Streptomycin

Tabelle 7: Kulturmedium fiir Embryonen

Bezeichnung Zusammensetzung Verwendung
Danieau [50x] e 58 mM NaCl Bestandteil Morpholino Lo-
« 0,7 mM KCl sungen und Halterung von

¢ 0,4 mM MgSO4
¢ 0,6 mM Ca(NOs)-
e 5 mM HEPES

zu 1x Danieau:
¢ 0,1 % Methylenblau

Embryonen wéihrend der
Injektion

E3 [60x] e 294 mM NaCl
« 10 mM KCl

e 26,1 mM CaCl,
e 41 mM MgS0,

zu 1x E3:
¢ 0,1 % Methylenblau

Aufzucht von Embryonen
nach Haffter et al., 1996
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Tabelle 8: Kulturmedien fiir Bakterien

Bezeichnung Zusammensetzung Verwendung
LB-Miller « 10 g/1 Bacto-Trypton 1 % komplexes Nahrmedium zur
(Medium/Agarplatten) « 5 g/l Hefeextrakt 0,5 % Kultivierung von Bakterien
*«10g/INaCl 1,5 %
pH7
Plattenkulturen:

e +15 g/l Agar-Agar

Optional:
e Ampicillin (100 pg/ml)
e Kanamycin (50 pg/ml)

SOC e 2 % Trypton komplexes Nahrmedium fiir
e 0,5 % Hefeextrakt Bakterien nach Transformati-
e 10 mM NaCl on
* 2,5mM KCl

¢ 10 mM MgCl,

e 10 mM MgS04
¢ 20 mM Glukose
pH7

3.2 Nukleinsiduren

Nukleotide
Tabelle 9: Nukleotide fiir DNA Synthese
Name Hersteller Zusammensetzung / End-
Kkonzentration
peqGOLD dNTP-Mix Peqlab VWR je 0,2 mM dNTP
(10 mM zu gleichen Teilen) Art-Nr.: 20-3010

Oligonukleotide

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden iiber die Firma eurofins genomics ohne Modifikationen
bezogen (Tab. 10). Fiir die Erststrangsynthese aus mRNA wurden genspezifische Oligonukleotide
verwendet. In der Tabelle sind diese nach dem folgenden Muster markiert: Schnittstellen (kursiv),
Targetbinding (Unterstrichen; bei Schnittstellenprimern), Start/Stopcodon (fett).

Tabelle 10: Oligonukleotide - ,,Primer*

Gen Bezeichnung Sequenz

ncamla N1a_ECD_Nhel F 5 TAGGCTAGCATGCTTCAAATACGGGATCTCA 3’

N1a-ECD-BamHI-R 5" TAAGGATCCACTTACCTGTTGGGATGGCGGTGGGTTCTG 3’

N1a_CDS_BamHI_F“ 5" TAAGGATCCATGCTTCAAATACGGGATCTCA 3’

Nla- 5 TAATCTAGATGCTTTGCTCTCGTTGCCGT 3’
CDS_w/oStop_Xbal_R

131f TGGAGATGCTAAGGAAATAG

ncamla 422f 5’ CACCACCCCCAACTATCATC 3’

ncamla 873r 5" CACTCCTCTCTCCAGCCTTG 3’

1420f 5 TTTGTGGTTCCGGGATGGCC 3’
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Fortsetzung Tabelle 10

Gen Bezeichnung Sequenz

ncamla 1897f 5" CCGCCAGGACTGGAAGCCTG 3
2451f 5’ GGCGGAGGTGAAGACAGTCC 3’
2647r 5 TTGTACTTTTCATTTGTTAT 3’

ncamlb N1b_ECD_Nhel F 5 TGGGCTAGCATGTTTCCGACCAAGGCGAT 3
N1b_ECD_Bcl1_R 5" ATGTGATCAACTTACCTGTTGTGGTGGCTGTGGGCTCTG 3’
N1b_CDS_HindIII_F 5 TAAAAGCTTATGTTTCCGACCAAGGCGAT 3’
N1b- 5" TAACTCGAGTGCTTTACTTTCAATGTTTG 3’
CDS_w/oStop_Xhol_R
211f CGCAACGACGAGACGTCCTC
898f 5 CTGGCCTGTGATCCTGATGGA 3’
1040r 5" CCCTCGTCCAGCTTTGTCACATC 3’
1480f 5" AACCCGGCCAACATCAGCTG 3’
2035f 5 GTGGCAGAGAACCAACAGGGC 3’
2535f 5’ CAACCCAAAGGCAATTCTCTC 3’
3306r 5 AGAGTTTCTACAAGAGCATt 3’
ncam1b_Stop_R 5" TCATGCTTTACTTTCAATGT 3’

tag-1 ZF_cntn2_#2_F 5" ATGAGGATGAGGATTCTGTTG 3’
cntn2_grofd_Rev 5 TCACAGTCCTGATGAGCCAATGAG 3’
c2_ECD_Nhel _F 5" TAAGCTAGCATGAGGATGAGGATTCTGTT 3’
cntn2_ECD_BamHI_R | 5 TAAGGATCCACTTACCTGTGTTCTGGACCATCATTCCAG 3’
cntn2_CDS_HindlIlI_F 5" TAAAAGCTTATGAGGATGAGGATTCTGTT 3’
cntn2-CDSw/o 5 TAATCTAGACAGTCCTGATGAGCCAATGAG 3’
Stop_Xba_R
ZF_cntn2_R_519b 5 GAAGTTAGGGAACTCGTTGA 3’
ZF_cntn2_R_1019b 5" TCCACCTCAGAGTCACTCAT 3’
ZF_cntn2_R_1519b 5" TGACAGACAGGTGTCCAGTG 3’
ZF_cntn2_R_2015b 5" CACACGTGCAGATTCAGCAT 3
cntn2_R_Seq_2519b 5" AGGTGTTGAATGGGCTCCCA 3’

neurolin | ZF_alcamA_F 5’ ATGCATTCGGTTATCTGC 3’
ZF_alcamA_R 5 GGCTCTCTCCACTCTTAGACATC 3’
alcA_ECD_Nhel_F 5 TAAGCTAGCATGCATTCGGTTATCTGCCT 3’
alcA_ECD_BamHI_R 5 TTAGGATCCACTTACCTGTTTTGGCTTGGTCTGCGCCAT 3’
alcA_CDS_HindlIlI_F 5 TAAAAGCTTATGCATTCGGTTATCTGCCT 3’
alcA- 5 TAATCTAGAGACATCTGCTTTATGATTGT 3’
CDSw/oStop_Xbal_R
alcA-Fnest 5 CTCTATTGAGACTGTCGCCG 3’
alcA-Rnest 5 GATGTCTAAGAGTGGAGAGAGCC 3’
alcamA_Seq455 5" AAATGGCAAACTGACGCAGTTGGG 3’
alcamA_SeqR735 5 GGTGCTGGACAGACCGGTGA 3’
alcamA_Seq1089 5 AAAGTGACGTGGACTAAGGATAAC 3’
alcamA_Seq1392 5 AAACTGACGGTGGTCCCGAGTAAG 3’

neurolin | ZF-alcamB_2_F 5’ ATGCAGCGGACCGCCTTT 3’

like ZF_alcamB_2_R 5’ CATTCAACAGCAACGGAGGT 3’

alcB_ECD_Nhel F

5'TAAGCTAGCATGCATTCGGTTATCTGCCT 3’

alcB_ECD_Bam_R

5’ TAAGGATCCACTTACCTGTTGTGATCTTTCCATTCACATG 3’

alcB_CDS_KpnlI_F

5" TAAGGTACCATGCAGCGGACCGCCTTTTT 3’

alcB_CDS
w/oStop_Xba_R

5 TAATCTAGACACTCCAGCTTTTTGGCTCT 3’
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Fortsetzung Tabelle 10

Gen Bezeichnung Sequenz
neurolin | alcB_Fnest 5’ GACGCTCGTTAGGCAAGGATA 3’
like alcB_Rnest 5" TGACGCTCAAGGAGAAACGC 3’
alcamB_Seq419 5" ACCACTGCGATGGAAATCGG 3’
alcamB_SeqR494 5 TTGTTCTTGAACCACGTGAT 3’
alcamB_Seq1099 5 GTTGGCCCTCCTAAATTTGC 3’
alcamB_StopR 5’ TAACACTTCAGCTTTTTGGC 3’
Nadl1.1 nadll.1-Fnest 5" ATGTTTGCTCCAGAATGC 3’
LiCam1 nadl1.1-Rnest 5" TTAATTAGGCCCCAGGATCC 3’
Nadl1.2 nadl1.2-Fnest 5" ACAGTGCTCTTCTCTGAGTGGA 3’
L1Cam2 | nadll.2-Rnest 5’ CTAGTCAAGGAGGGCGGCGGA 3’
human humlIgG-Fc_F 5 GGAGGGAGGGTGTCTGCTGG 3’
IgGFc humlgG-Fc_R 5" TGCAGAGAGAAGATTGGGAG 3’

Morpholino-Nukleotide

Bei den verwendeten Morpholinos handelt es sich um translations-hemmende Morpholinos. Sie
wurden iiber die Firma Gene Tools LCC, USA bezogen.

Tabelle 11: Morpholino-Nukleotide

Bezeichnung Sequenz Referenz Endkonzen-
tration
standard control 5’-CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA-3" | Gene Tools | 1ng/nl
Kontroll-Morpholino LLC
Ncamla 5’'UTR 5-GTTTACTGTTTGTTTTTGCCTTCCG-3" | (Langhauser | 1ng/nl
etal, 2012)
Ncam1b Startcodon | 5-AGATTATCGCCTTGGTCGGAAACAT-3" | (Langhauser | 1ng/nl
etal, 2012)
Tag-1 (cntn2) 5’-CCACACCCAGACCAGACACTTATTT-3’ | (Liu & Hall- | 2 ng/nl
oran, 2005)
Neurolin-a 5’-GTCCGGCGACAGTCTCAATAGAGAG-3’ | (Diekmann | 1ng/nl
& Stuermer,
2009)
St8Siall Morpholino | 5-AAAAGACATGACTTGACCGATGCG-3’ (Marx et al., | je 1 ng/nl
1 2007)
St8Siall Morpholino | 5-AGAAATGTGTTCTCCTCTTTCACG-3’
2
Ausgangsvektoren
Tabelle 12: Ausgangsvektoren
Name Resistenzen /| Modifikation Bezugsquelle Verwendung
Eukaryotischer
Promotor
pCR-BluntlI- Kanamycin Topoisomerasel | Thermo Fisher | Klonierung CDS
Topo - Scientific Matritze fiir
Art-Nr.: Expressionsvek-
K280020 toren
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Fortsetzung Tabelle 12

Name Resistenzen /| Modifikation Bezugsquelle Verwendung
Eukaryotischer
Promotor
pcDNA3.1/Zeo Ampicillin humanes IgG | Arbeitsgruppe Expression ECD
»3150 Zeocin Fc-Fragment Gerady-Schahn solubel
(CH1CH2) 3’ | MHH
CMV MCS
pcDNA3.1(A) Ampicillin Myc/6x His | Arbeitsgruppe: Expression CDS
Myc/6xHis Geneticin 3'MCS Foulkes, KIT w/o S membran-
»3151“ D. Vallone gebunden
CMV
Expressionsvektoren

Der Erststrang wurde in einer PCR amplifiziert und die kodierenden Bereiche (CDS; teilweise mit
untranslatierenden Bereichen UTR) in den pCR-Blunt I[I-Topo Vektor ligiert. Zur Expression rekom-
binanter Proteine wurden die entsprechenden Bereiche der extrazelluldre Doméne (ECD) oder CDS
ohne Stopcodon (w/o S) in korrekter 5’3’ Orientierung in die Vektoren 3150 bzw. 3151 ligiert. Wenn
nicht anders vermerkt, wurden die Plasmide im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit hergestellt

(MS).
Tabelle 13: Expressionsvektoren
Name Enthaltene Sequenz | bp Insert Bezugsquelle
NCAM-140 CDS Ncam1a-140 - Institut, |B, lag zu be-
ginn der Arbeit vor
3150A Ncamla ECD 2037 MS
3151A Ncamla CDS w/oStop | 2511 MS
PCAM CDS Ncam1b - Institut, JB, lag zu be-
ginn der Arbeit vor
PCAM 5 Mutationen CDS Ncamlb mit | - Institut, ML, lag zu be-
fiinf Mutationen ginn der Arbeit vor
in Morpholino-
Bindestelle
3150B Ncam1b ECD 2112 MS
3151B Ncamlb CDS w/o | 3093 MS
Stop
Topo-c2 Tag-1 CDS 3164 MS
3150c2 Tag-1 ECD vor omega- | 3042 MS
Splice Site
3151c2 Tag-1 CDS w/o Stop 3120 MS
Topo-alcA Neurolin CDS 1764 MS
3150alcA Neurolin ECD 1512 MS
3151alcA Neurolin CDS w/o | 1692 MS
Stop
Topo-alcB Neurolin Like CDS 2860 MS
3150alcB Neurolin Like ECD 1509 MS
3151alcB Neurolin Like CDS | 1686 MS
w/o Stop
Topo-nadll L1.1 CDS 3835 MS
Topo-nadl2 L1.2 CDS 3889 MS
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3.3 Proteine

Proteine zur Oberflichenfunktionalisierung

Tabelle 14: Proteine zur Oberflichenfunktionalisierung

Bezeichnung Hersteller EndKkonzentration; ng/mm?
Fibronektin (human plasma) | Sigma-Aldrich 100 pg/ml; 0.5 pg/mm
Art-Nr.: F2006
Laminin (mouse) Thermo Fisher Scientific 20 pg/ml, 8 ng/mm?
Art-Nr.: 23017-015

Rekombinante Proteine (Eigenproduktion)

Flir Interaktionsstudien wurden rekombinante Proteine mit Hilfe eukaryotischer Zellen (CHO Zel-
len) synthetisiert (Tab. 15). Informationen zur Methode sind Abschnitt 3.9 zu entnehmen. Soluble
Proteine enthalten am C-Terminus ein humanes Fc. Diese Fc-Chiméaren wurden in der genetisch
komplementadren Gruppe CHO-2A10 hergestellt, um eine posttranslationale Modifikation mit Poly-
sialinsdure auszuschlief3en (Eckhardt et al., 1995). Membrangebundene Proteine enthalten bis auf
das Stopcodon die gesamte Proteinsequenz (w/o Stop). Als Markierung dienten ein cMyc-Tag und
ein 6xHis-Tag .

Tabelle 15: Rekombinante Proteine

Proteinname Abschnitt Tag

Ncamla ECD (AS1-AS679) Solubel Human IgG Fc CH1Ch2
CDS (AS1-AS837 w/o Stop) | Myc/6x His
Membrangebunden

Ncam1b ECD (AS1-AS704) Solubel Human IgG Fc CH1Ch2
CDS (AS1-AS1031 w/o Stop) | Myc/6x His
Membrangebunden

Tag-1 ECD (AS1-AS1014) Solubel Human IgG Fc CH1Ch2
CDS (AS1-AS1040 w/o Stop) | Myc/6x His
Membrangebunden

Neurolin ECD (AS1-AS504) Solubel Human IgG Fc CH1Ch2
CDS (AS1-AS564 w/o Stop) | Myc/6x His
Membrangebunden

Mittels SDS-PAGE/Coomassiefairbung und Western Blot wurde die Reinheit beziehungsweise Spe-
zifitat der aus Zellkultur-Uberstinden gewonnenen Proteinen ermittelt (Abb. 8) Ncamla-Fc und
Ncam1b-Fc haben je eine Grofde von etwa 140 kDa. Tag-1-Fc ist etwa 240 kDa grofd und Neurolin-
Fc hat eine Grofde von etwa 115 kDa. Die Grofdenangaben beinhalten je die extrazellulare Domane
und den Fc-Tag und wurden mit protParam aus der Aminosduresequenz berechnet.
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55
|

Abbildung 8: Expressionsnachweis rekombinanter Proteine aus dem Zellkulturiiberstand. Abkiirzungen: (A) Ncam1a-Fc,
(B) Ncam1b-Fc, (T1) Tagl-Fc und (N) Neurolin.

Die verwendete Endkonzentration der rekombinanten Fc-Chiméaren richtete sich nach der Art der
Anwendung. Als Kontroll-Protein wurde humanes IgG Fc Protein [1,7 mg/ml] von Merck Millipore
Art-Nr.: AG100 verwendet.

e Beschichtung von Glasoberflachen 2 ng/mm?
¢ Pulldownassays/Bead-Aggregationen 10 pg/20 pl Beads

Affinititssonden:
o Zell-Overlay-Assays 3 ug/100 Zellen

¢ Whole Mount Overlay Assay 10 pg/25 Embryonen

Enzyme

Alle Enzyme wurden gemafd dem Herstellerprotokoll eingesetzt und verwendet.

Polymerasen
Tabelle 16: Polymerasen
Spezifitit Name Bezug/Artikelnummer
RNA-abhidngige DNA Polyme- | RevertAid HMinus FirstStrand | Thermo Fisher Scientific
rase cDNA Synthesis Kit Art-Nr: K1631
Superscript III Reverse Tran- | Thermo Fisher Scientific
skriptase Art-Nr.: 18080044
DNA-abhingige DNA Polyme- | DreamTaq Green DNA- | Thermo Fisher Scientific
rase Polymerase Art-Nr.: EP0712
Phusion HotStart II DNA- | Thermo Fisher Scientific
Polymerase Art-Nr.: F-549L
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Fortsetzung Tabelle 16

Spezifitit Name Bezugsquelle/ Artikelnum-
mer
DNA-abhdngige RNA Polyme- | mMESSAGE mMACHINE Kit Thermo Fisher Scientific

rase

Art-Nr.: AM1340/AM1344

Restriktionsendonukleasen

Die verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden von der Firma Thermo Fisher Scientific be-

zogen.
Tabelle 17: Restriktionsendonukleasen
Enzym Artikelnummer Puffer
BamHI ER0051 1x Puffer BamHI
Bcll ER0721 1x Puffer G
EcoRI ER0271 1X Puffer EcoRI
HindIII ER0501 1X Puffer R
Kpnl 15232010 1X Puffer L
Notl ER0591 1x Puffer O
Nhel ER0971 1X Tango Puffer
Stul ER0421 1X Puffer B
Xhol ER0691 1X Puffer R
Sonstige Enzyme
Tabelle 18: Sonstige Enzyme
Bezeichnung Hersteller Verwendung
cOmplete Mini Roche Protease Inhibitor Cocktail

Art-Nr.: 04693124001

HALT Protease and Phospha-
tase Inhibitor Cocktail

Thermo Fisher Scientific
Art-Nr.: 78440

Protease und Phosphatase In-
hibitor Mix

RiboLock RNase Inhibitor

Thermo Fisher Scientific
Art-Nr.: 00382

RNase Inhibitor

Art-Nr.: EL0011

RNase H Thermo Fisher Scientific Verdau von RNA in RNA/DNA
Art-Nr: Hybriden
Thermo Fisher Scientific
Art-Nr.:
RNase A Thermo Fisher Scientific Verdau von RNA
Art-Nr.: EN0531
recombinant human R&D Systems rekombinante Sialyltransfera-
ST8SIAII Protein Art-Nr.: 6590-GT se Bead Aggregations Assays
T4 DNA Ligase Thermo Fisher Scientific Ligationen von Sticky-End

3.4 Antikorper und Farbstoffe

Primarantikérper

Alle verwendeten Antikérper entsprechen dem Isotypen Immunglobulin G (IgG).
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Tabelle 19: Primdrantikérper

Antigen Name Klonalitit / | Endkonzen- | Referenz Bezugsquelle
Herkunft tration
ZF Ncamla Ncamla pkl Hase 0,4 ng/ml LLanghauser | Yoshihiro
[0,4 pg/ml] etal. (2012) Yoshihara
ZF Ncam1b Ncam1b pkl Hase 0,4 ng/ml Miyasaka et | Yoshihiro
[0,4 pg/ml] al. (2005) Yoshihara
Ncamla/1b Ncam 704 mkl Maus 10 pg/ml Marx et al.| Zell-und Neu-
[20 mg/ml] (2001) robiologie
KIT
polySia m735 mkl Maus 2 pg/ml Frosch et al.| AG Gerardy-
[2 mg/ml] (1985) Schahn, MHH
Tag-1 T741 pkl Hase 3 pg/ml Lang et al.| UniKonstanz
[10 mg/ml] (2001)
L1CAM E17 mkl Maus 50 pg/ml Weiland et al. | Uni Konstanz
[10 mg/ml] (1997)
Neurolin N518 mKkl Maus 25 pg/ml Ott et al. | Uni Konstanz
[1,5 mg/ml] (2001)
IgG, Goat-a- pkl Ziege 10 pg/ml (Maurer et al., | Jackson
Fcy- human IgG 2012) Immuno
Fragment [2 mg/ml] Research
spezifisch Art-Nr:
109-005-008
Laminin Anti-Laminin | pkl Hase 5 pg/ml - Sigma  Ald-
[0,5 mg/ml] rich Art-Nr:
L9393
Anti-6xHis HIS.H8 mKkl Maus 5 pg/ml Panter et al. | abcam
Tag [1 mg/ml] (2012) Art-Nr.:
ab18184
Sekundirantikérper
ZK Immunhistochemie von Zellen ZF Immunhistochemie von Whole Mounts
Tabelle 20: Sekundarantikorper
Antigen | Name Fluoreszenzfarbstoff | Endkonzen- Hersteller
(Ex nm / Em nm) / | tration
Enzym
Maus Goat a-Mouse IgG | Cy3 (Ex554/Em 568) | 3 ug/ml Jackson Immuno
Cy3 ZF & ZK Research
[1,5 mg/ml] Art-Nr.: 115-165-
146
Goat a-Mouse IgG | Cy3 (Ex554/Em 568) | 3 ug/ml Dianova
Cy3 Preadsorbed ZF & ZK Art-Nr: 111-165-
Rabbit 166
[1,5 mg/ml]
Goat a-Mouse IgG | Cy5 (Ex 649/Em 666) | 7,5 ug/mlZK Dianova
Cy5 3 pug/ml ZF Art-Nr.: 115-175-
[1,5 mg/ml] 146
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Fortsetzung Tabelle 20

Antigen | Name Fluoreszenzfarbstoff | Endkonzen- Hersteller
(Exnm /Emnm) / En- | tration
Zym
Hase Goat a-Rabbit IgG | Cy3 (Ex 554/Em 568) | 3,75 pg/ml ZK | Dianova
Cy3 3 ug/ml ZF Art-Nr.: 111-165-
[1,5 mg/ml] 144
Goat a-Rabbit IgG | Alexa Fluor 647 3,75 ug/ml ZK | Dianova
A647 (Ex 650/Em 665) 1,5 pg/ml ZF Art-Nr: 111-606-
[750 pg/ml] 045
Donkey-a-Rabbit Meerrettichperoxidase | 40 ng/ml Jackson Immuno
IgG (Horseradish Research
[400 pg/ml] Peroxidase, HRP) Art-Nr.: 711-036-
152
Anti 6xHis tag HRP 200 ng/ml Abcam
[1 mg/ml] Art-Nr.: ab1187
Ziege Rabbit-a-Goat IgG | HRP 80 ng/ml Jackson Immuno
[800 pg/ml] Research
Art-Nr.: 305-035-
008
Mensch | Goat-a-Human IgG | Alexa Fluor 594 10 pg/ml Jackson Immuno
A594 (Ex590/Em 617) Research
[2 mg/ml] Art-Nr.: A-11014
Goat-a-Human IgG | Alexa Fluor 546 10 pg/ml Thermo Fisher
A546 (Em 556/Ex573) Scientific
[2 mg/ml] Art-Nr.: A-21089
Farbstoffe
Tabelle 21: Farbstoffe
Name Fluoreszenz Verdiinnung Hersteller

(Ex nm/Em nm)

4’ 6-Diamidino-2-

DAPI/DNA Komplex

0,5 pg/ml

Sigma-Aldrich

phenylindole (DAPI) | (Ex 364/Em 454) Art-Nr.: D9542
[1 mg/ml]

Phalloidin Alexa 647 | AlexaFluor 647 0,02 Units/pl Thermo Fisher
[200 Units/ml] (Ex 650 / Em 665) Scientific

Art-Nr.: A-22287

3.5 Kit-Systeme verschiedener Hersteller

In Tabelle 22 sind die fiir verschiedene Anwendungsbereiche verwendeten Herstellerpakete aufge-
listet. Es wurde nach der Vorschrift des Herstellers verfahren.

Tabelle 22: Kit-Systeme

Bezeichnung

Hersteller

Verwendung

Coomassie (Bradford) Protein

Assay Kit

Thermo Fisher Scientific
Art-Nr.: 23200

Konzentrationsbestimmung
von Proteinen

Lipofectamine 2000 Transfec-
tion Reagent

Thermo Fisher Scientific
Art-Nr.: 1668027

Transfektionsreagenz euka-

ryotischer Zellen
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Fortsetzung Tabelle 22

Bezeichnung

Hersteller

Verwendung

peqGOLD TriFast

VWR (peqLab)
Art-Nr.: 30-2010

Extraktion von RNA und Pro-
teinen aus Gewebehomogena-
ten

QIAprep Spin Miniprep Kit QIAGEN Plasmidpréparation aus Uber-
Art-Nr.: 27104 nachtkulturen
QIAquick Gel Extraction Kit QIAGEN Extraktion von PCR-
Art-Nr.: 28704 Amplifikaten aus Agarose-
gelen

RevertAid™H Minus First
Strand cDNA Synthesis Kit

Thermo Fisher Scientific
Art-Nr.: K1631

Erststrangsynthese aus tota-
ler RNA

SigmaSpin™ Sequencing Reac-
tion Clean-Up

Sigma-Aldrich
Art-Nr.: S5059-70EA

Aufreinigung enzymatischer
Reaktionen

SuperSignal West Pico Che-
miluminescent Substrate

Thermo Fisher Scientific
Art-Nr.: 34080

Chemilumineszent HRP Sub-
strat

Zero Blunt® TOPO® PCR
Cloning Kit with One Shot®
TOP10 Chemically Competent
E.coli

Thermo Fisher Scientific
Art-Nr.: K2800-02

Blunt-End Ligation und Trans-
formation

3.6 Lingenstandards,Arbeitsmittel,Gerite,Programme

Tabelle 23: Ldngenstandards

Bezeichnung Hersteller Verwendung
peqGOLD 1kb DNA Leiter Peqlab DNA Langenstandard
Art-Nr.: 25-2030 Grofdenbereich:

250-10000 bp
14 Fragmente

Protein Marker V

Peglab
Art-Nr.: 27-2210

Gefarbter Proteinmarker
Grofienbereich: 10-250 kDa
9 Fragmente

Tabelle 24: Arbeitsmittel

Bezeichnung

Hersteller

Verwendung

Amicon Ultra-0,5 ml (50K) Ul-
tracel 50K Membrane

Merck Millipore
Art-Nr.: UFC505008

Konzentration und Umpuffern
rekombinanter Proteinen

Coated Fluorescent Polystyre-
ne Particles 0,55 um Protein A
coated Purple

Kisker Biotech GmbH & Co KG
Art-Nr.: PC-PAFPU-0.5

Bead Aggregations Assays
Farbe (Ex/Em): Texas Rot
(590-620)

beschichtet mit Protein A

Coated Fluorescent Polystyre-

Kisker Biotech GmbH & Co KG

Bead Aggregations Assays

ne Particles 0,55 um Protein A | Art-Nr.: PC-PAFY Farbe (Ex/Em): gelb-griin
coated Yellow (470/480)

beschichtet mit Protein A
Corning CellBIND Surface HY- | Corning Proteinsynthese

PERFlask cell culture vessels
M

Art-Nr.: 10020
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Fortsetzung Tabelle 24

Bezeichnung

Hersteller

Verwendung

FluoSpheres carboxylate-
modified microspheres, 1,0 um
red (580/605)

Thermo Fisher Scientific
Art-Nr.: F-8821

Bead Aggregations Assays
Farbe (Ex/Em): rot (580/605)

FluoSpheres carboxylate-

Thermo Fisher Scientific

Bead Aggregations Assays

modified microspheres, 1,0 um | Art-Nr.: F-8823 Farbe (Ex/Em): gelb-griin

yellow-green (505/515) (505/515)

HiTrap™ Protein G HP Sdulen | GE Healthcare Life Sciences Gewinnung rekombinanter
Art-Nr: 17-0404-01 Proteine aus ultrafiltriertem

Zellkulturiiberstand

Immun-Blot PVDF Membran BIO-RAD Blotten von Proteinen im Wes-
Art-Nr: 162-0177 tern Blot

PDMS Streifen Matritzen 40 | Eigenproduktion Matritzen fiir Streifenassays

um

AG Bastmeyer

Protein G Sepharose 4 Fast | GE Healthcare Pulldown Assays
Flow Art-Nr.: 17-0618-01
Vivaflow 200 10,000 MWCO | Sartorius stedim biotech Ultrafiltration
PES Art-Nr.: VF20P0
p-Slide 18 Well Ibidi Beadaggregation

Art-Nr.: 81821

Tabelle 25: Gerate

Bezeichnung Hersteller Verwendung
Amersham Imager 600 GE Health Care Geldokumentation
Mini Protean 3 Biorad SDS-PAGE und Westernblot
Nanodrop ND-1000 peqlab Spektralphotometrie Nuklein-

sauren und Proteine

Peristaltic Pump P-1

GE Health Care Art-Nr.:
1110-91

18-

Peristaltikpumpe zur Absorp-
tion rekombinanter Proteine
an ProteinG

Peristaltic Masterflex L7S | sartorius stedim biotech Peristaltikpumpe zur Konzen-

economy drive mit easy-load | Art-Nr.: VFA012, 7518-00 tration rekombinanter Prote-

Pumpenkopf 16 ine seggregiert in Zellkultur-
medium

Picospritzer General Valve Cooperation Injektor (60psi High,9psi low,

20ms)

Thermocycler PTC-200 DNA
Engine Peltier Thermal Cycler

M] Research

Standard PCR-Amplifikation,
Gradienten-PCR

Vertical Pipette Puller 700c David Kopf Instruments Needle Puller
ZebTEC Tecniplast Aquarienanlage
Tabelle 26: Mikroskope und Objektive
Bezeichnung Objektive Funktionalitit
Apotome Imager Z1 EC Plan NEOFLUAR 20x/0.50 | strukturierte Beleuchtung
Carl Zeiss EC Plan NEOFLUAR 40x/0.75 | mittels optischem Gitter;

Plan APOCHROMATE 63x/1.4
01

aufrecht
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Fortsetzung Tabelle 26

Bezeichnung Objektive Funktionalitit
Colibri Plan-Apochromate 40x/ DIC Fluoreszenzmikroskop  mit
Carl Zeiss Colibri-LED Inkubationskam-

mer

LSM 510 Meta

Plan Apochromat 10x/0.45

konfokales Laser Scanning Mi-

Carl Zeiss Plan-Apochromat 40x/0.95, | kroskop; invers
corr
Plan-Apochromat 63x/1.4 O],
DIC

SteREO.Lumar.V12 - Stereomikroskop mit Fluores-

Carl Zeiss zenzlicht

Textverarbeitung
e LaTeX

e TeXnicCenter

¢ OpenOffice 4.0.1 (Calc)

Bildverarbeitung
¢ Zen Imaging Software Zeiss
« Fiji (Fiji Is Just Image])
¢ Paint Shop Pro x7

¢ Inkscape

Sequenzanalyse
¢ CLC Sequence Viewer
¢ SnapGene Viewer
¢ FinchTV Geospiza

¢ ProtParam ExPASy

Bildauswertung: Bead Aggregation

¢ Matlab

3.7 Organismen

Modellorganismus
¢ Familie: Cyprinidae
* Unterfamilie: Danionidae
¢ Gattung: Danio
e Art:

(Flanagan-Steet et al., 2005)

Danio rerio (Zebrabarbling) Transgene Linie: Tg(hb9::GFP)
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Zelllinien
e CHO-K1 AG Franz, KIT

e CHO-2A10 AG Gerardy-Schahn, MHH

Bakterienstamm

kompetente E.coli,,One Shot TOP10 Competent Cells“, Thermo Fisher Scientific Art-Nr.: C4040-03

3.8 Embryonen: Hilterung, Manipulation, Immunhistochemie

In der vorliegenden Arbeit wurden Zebrafische (Danio rerio) der transgenen Zebrafischlinie
Hb9::GFP als Modell genutzt. Durch die Expression von GFP unter dem motoneuronen spezifischen
Transkriptionsfaktor Hb9 ermoglicht diese Linie die Beobachtung motoneuronaler Projektions-
muster in Whole Mount Embryonen und in der Primarzellkultur (Flanagan-Steet et al., 2005).

Neben einer hohen Humanrelevanz eignet sich der Zebrafisch durch eine Vielzahl experimenteller
Vorteile wie leichte Zugadnglichkeit der Embryonen, Transparenz von Chorion und Zellen, einfach
zu bewerkstelligende molekularbiologische Modifikationen durch Morpholino-Injektion, sowie ein
vollstandig sequenziertes Genom.

Hilterung adulter Zebrafische

Die adulten Linien wurden in einer Aquarienanlage (ZebTech) bei konstanten Bedingungen (26 °C,
pH 7,4 ; Licht-/Dunkelphase 12h/12h) gehalten.

Gewinnung und Hilterung von Embryonen

Zur Paarung der Zebrafische wurden adulte Paare am Vorabend voneinander getrennt in Ablaichbe-
cken gehalten. Als Ddmmerungslaicher benotigen sie einen Lichtimpuls zur Stimulation. Die Eiab-
lage erfolgt 20-30 Minuten nach der Paarung. Das Gelege wurde mit einem Sieb von groben Verun-
reinigungen befreit und in E3-Embryonenmedium in Petrischalen bei konstanten 28,5 °C bzw. 24.5
°C (Andersen, 2001) gehéltert. Um die Melaninbildung (Pigmentierung) zu verhindern wurden die
Embryonen ab 24 Stunden nach der Befruchtung hpf mit 0,003 % PTU behandelt.

Die Entwicklungsstadien wurden nach genau definierten Kriterien bestimmt (Kimmel et al., 1994).
Es wurden 18, 24, 48 hpf sowie 10 Tage dpf alte Embryonen fiir die immunhistochemische Farbung
fixiert (Tab. 27). Zur Auswertung motoneuronaler Projektionen wurden die Embryonen zu 48 hpf
fixiert.

Embryonen die der Praparation von Motoneuronen dienten, wurden fiir 24 Stunden bei 24,5 °C ge-
héltert und entsprechend dem Entwicklungsstadium 18 - 20 Somiten préapariert (Andersen, 2001).

Morpholino-Injektion von Embryonen

Die verwendeten Morpholinos blockieren die Translation der Ziel-mRNA (Tag. 11). Der transiente
Knockdown der Polysialyltransferase St8Siall erfordert eine Kombination aus zwei verschiedenen
Morpholino (Marx et al., 2007). Ansonsten wurde nur ein spezifischer Morpholino eingesetzt. Die
Morpholino-Lésungen wurden in einer Morpholino-Endkonzentration von 1 ng/nl bzw. 2 ng/nl
(Tag-1) angesetzt und innerhalb einer Woche verwendet.

¢ 1ng/nl Morpholino [8 ng/nl]

¢ 1x Danieau-Puffer [50x]
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¢ 50 % Phenolrot Losung

in DEPC-H50; anschliefdend: 5 min, 65 °C

Die Injektionsnadeln wurden aus Glaskapillaren (Borosilikat; World Precision Instrument Art-Nr.:
1B100-4) gefertigt (Heater 80, Solenoid 85). Zur Injektion wurden die Embryonen in 1x Danieau-
Puffer tiberfiihrt und in einer Silikonform aufgereiht. Es wurden 3 - 4 nl der Morpholinolésung in
den Dotter von Zebrafischembryonen im 1-Zell-Stadium injiziert.

Immunhistochemische Firbung von Embryonen (,, Whole Mounts*)

Die Embryonen wurden zum gewiinschten Entwicklungsstadium dechorioniert und anésthesiert.
Anschlieflend wurden sie in Netze (in Tabelle mit * gekennzeichnet) tiberfithrt und nach dem Proto-
koll Tabelle27 prozessiert. Die Embryonen wurden mit Minutiennadeln entdottert und zur mikro-
skopischen Dokumentation in Mowiol lateral positioniert und eingebettet. Als Platzhalter zwischen
den Deckgldsern dienten zwei Glasplattchen.

Tabelle 27: Fixieren und Farben von Whole Mount Embryonen

Vorgang Loésung / Puffer Dauer Tempe- | Gefafd
ratur
Fixieren 4 % PFA in Phosphatpuf- | 4:30 h 4°C 2 ml*
fer (PP) [Drehrad]
Waschen PP [Drehrad] 3x 5 min 4°C 2 ml*
Optional: Lagerung | PP mit 0,02 Thimerosal UN o. UWo 4°C 2 ml*
Spilen ddH>0 5s RT 2 ml*
Permeabilisieren Aceton « 18 hpf: 1 min -20°C 2 ml*
e 24 hpf: 2 min
* 48 hpf: 6 min
¢ 10 dpf: 10 min
e MO: —30s
Spiilen H,0P 5s RT Netz
Waschen PP 3x 5 min 4°C 2 ml*
Inkubation Natriumborhydrid- 2x 5 min RT 6Well*
LOsung
[Embryonen mit LOsung
liberspiilen]
Waschen PBS [Spritzflasche] 3-6 min RT 2 ml*
Inkubation PBS/BSA/DMSO 15 min RT 2 ml*
Primarantikorper in PBS/BSA/DMSO Uber Nacht (UN) 4°C 250 ul
[langsam, horizontal dre-
hend]
Waschen in PBS/BSA/DMSO 3x 15 min 4°C 2 ml
Sekundarantikérper | in PBS/BSA/DMSO 2h RT 250 pl
[langsam, horizontal dre-
hend]
Waschen PBS/BSA/DMSO + 1/100 | UN 4°C 2 ml
2 % Thimerosal
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Proteinextraktion aus Zebrafisch Embryonen

Die Embryonen wurden andsthesiert und mit Deyolking-Puffer entdottert. AnschliefRend wurden
die Embryonen in RIPA-Puffer (250 pul/50 Embryonen; Thermo Fisher Scientific, Art-Nr.: 89900)
nach Angaben des Herstellers homogenisiert.

3.9 Zellkultur: Primérzellkulturen & Zelllinien
Isolation und Kultivierung von Motoneuronen Primérzellkulturen

Die Embryonen wurden entsprechend des Protokolls gewonnen und fiir 24 Stunden bei 24,5 °C ge-
halten. Diese Temperatur verlangsamt das Wachstum der Embryonen auf ein moderates Level und
ermoglicht die Praparation nach 24 Stunden im 18 - 20 Somiten Stadium. Priméarzellkulturen spi-
naler Motoneurone haben zwischen 20 und 24 Somiten das grofdte Wachstumspotential (Z. Chen
etal, 2013).

Die Isolation der Motoneurone erfolgte weitgehend nach dem Protokoll von Andersen (2001). Fol-
gende Optimierungen des Protokolls wurden in der vorliegenden Doktorarbeit oder in einer in die-
sem Rahmen betreuten Masterarbeit (Sauer, 2013) vorgenommen:

¢ Halterung und Vorbereitung der Embryonen:
Die Embryonen wurden in Penicillin-Streptomycin (1 %)-haltiges E3 Medium tiberfiihrt und
dort manuell dechorioniert.

e Praparation:
Bei der Dissektion des Riickenmarks wurde darauf geachtet, das Epithel vollstindig zu ent-
fernen. Dies ermdglicht einen grofderen Anteil an Motoneuronen:Gesamtzellzahl. (Richtwert:
60 % Motoneuronen).

o Zellzahl:
700 Zellen/mm? erschienen mit Hinblick auf Viabilitit der Zellen und Ausbleiben von Zell-
Zell-Kontakten als geeignet (Grofdenordnung: 1 - 2 Rickenmarke/Deckglas). Es wurden
26500 Zellen/ ein 12-Well (18 mm Deckglas, 700 Zellen/mm?) ausgesit (Sauer, 2013).
Dies entspricht bereits publizierter Daten fiir ein ermitteltes Wachstumsoptimum fiir die
Primarzellkultur spinaler Motoneurone (Z. Chen et al., 2013).

e Substrat:
Die Motoneuronenkulturen wurden auf Laminin, Ncam1a, Ncam1b und humanem Fc ausge-
sat.

¢ Inkubationszeit:
Die Zellen wurden fiir zwei Tage in COz-unabhingigen Medium bei Raumtemperatur inku-
biert. Fiir Lebendbeobachtung (Zeitrafferaufnahmen) wurde die Inkubationskammer der Co-
libri auf 25 °C eingestellt.

Das Protokoll im Uberblick:

e 2x waschen mit 1 % P/S E3 Medium

Sortieren nach hb9::GFP+

Dechorionieren in 1 % P/S E3 Medium

Uberfiihren in MMR (4 °C) 4 5 Embryonen

entfernen des Dottersacks

entfernen des Epithels
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» Dissektion des Riickenmarks

e Dissoziation: Uberfiihren in ATV / Trypsin

e 2x 10 min Inkubation bei 24,5 °C, dazwischen vortexen
¢ Zentrifugieren (soft): 5 min, 1000g, 4 °C

 abnehmen des Uberstandes

¢ resuspendieren in MN-Medium

¢ 1 ml MN-Medium in 12-Well Platte vorlegen

e Zellzahl: 26500 Zellen / ein 12-Well

¢ Inkubation: RT 2 Tage. Mediumwechsel nach 24 h

Isolation von Motoneuronen mittels Fluoreszenz Durchflusszytometrie (FACS)

Die GFP+ Motoneuronen wurden mit Hilfe des FACS Aria II flow Cytometer (BD Biosciences) de-
tektiert und sortiert. Es wurde ein 488 nm Laser fiir die Belichtung verwendet und die GFP+ und
GFP— Zellen iiber ein Bandpassfilter-Set fiir FTIC (530/30 nm) detektiert. Zelldubletts wurden
liber ein Forwadscatter-Profil ausgeschlossen. Beide Prozeduren wurden wiederholt um deren
Zellmorphologie zu bestadtigen und anschlieffend GFP+ und GFP— Zellen separat voneinander
gesammelt. Die anschliefenden Analysen konnten einen Reinheitsgrad der GFP+ Zellen besta-
tigen (FlowJo Version 7.6.5; Flow]o, LLC). Die Sortierung sowie die Analysen wurden von Yuya
Yahashi (Aarhus Universitit, Abteilung flir Molecular Biology and Genetics; Molecular Intervention,
Danemark/Forschungsaufenthalt KIT Campus-Nord) durchgefiihrt.

Transfektion & Selektion von Zelllinien

CHO-Zellen sind eine immortalisierte Zelllinie aus den Ovarien des Chinesischen Hamsters (Crice-
tulus griseus). CHO-K1 entsprechen der parentalen Gruppe der CHO Zellen. CHO-2A10 reprasentie-
ren eine genetisch komplementire Gruppe, die aufgrund einer Mutation der polySia-Transferase
St8SialV nicht in der Lage sind Proteine zu polysialylieren (Eckhardt et al., 1995).

Beide Zelllinien wurden unter Standardbedingungen (37 °C, 5 % CO> und 98 % Luftfeuchtigkeit)
kultiviert und passagiert.

Die Transfektion der Zellen erfolgte mittels Lipofektion (Lipofectamine 2000 Transfection Reagent,
Thermo Fisher Scientific, Art-Nr.: 11668-027) nach dem Herstellerprotokoll.

membrangebundene Proteine

1 ug Plasmid DNA / 8x10* Zellen (18 mm Deckgliser)

nach 24 h: Fiir 3 Tage in Selektionsmedium gehalten (DMEM Medium , 750 ug/ml Geneticin)

soluble Fc-Chimiren Proteine

4 ug Plasmid DNA / 200x10* Zellen (75 ccm Zellkulturflaschen)

nach 24 h: Fiir 10 Tage bzw. bis zur vollstindigen Konfluenz in Selektionsmedium (DMEM
Medium, 750ug/ml Zeocin)

Langzeitkultivierung : CD OptiCHO (serumfrei; 4mM L-Glutamin) w/o Zeocin in HYPERFlasks
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Fixieren & Fiarben Primarzellen und Zelllinien
Motoneuronen und transfizierte CHO-Zellen wurden nach folgendem Protokoll fixiert und gefarbt.

Tabelle 28: Farbeprotokoll Zellkultur

Vorgang Losung / Puffer Dauer
Waschen PBS 3x 5 min
Fixieren Motoneurone: 10 min

4 % PFA/GA/Saccharose in

PBS

Zellkultur: 4 % PFA in PBS
Waschen PBS 3x 5 min
Reduzieren von NaBH4 3x 4 min
Doppelbindungen
Permeabilisieren PBS-T 5 min
Waschen PBS 2x 5 min
Primarantikorper 1. Antikorper in 1 % BSA 1h
Waschen PBS 3x 5 min
Sekundarantikdérper 2. Antikorper in 1 % BSA 1h
Waschen PBS 3x 5 min
Waschen H50 1s
Einbetten 20 % Mowiol -

3.10 Mikrobiologie: Transformation und Minipriaparation
Transformation chemisch kompetenter E.coli

Die chemisch kompetenten E.coli wurden mit Hitzeschock transformiert.

¢ Inkubation mit dem Vektor: 4 °C, 30 min
e Hitzeschock: 42 °C,30s
e 4°C,5min

e + 250 pl SOC-Medium, 37°C1h

Rekombinante Klone wurden auf antibiotikahaltigen LB-Agarplatten selektioniet. Die Validierung
rekombinanter Klone erfolgte mit einer Kolonie-PCR. Kultivierung positiver Klone erfolgte bei
37 °C iiber Nacht in Fliissig-LB mit Antibiotikum.

Glycerinstock

Langzeitlagerung der Klone erfolgte in 70 % Glycerin/LB ohne Zugabe von Antibiotikum bei -80
°C.

Minipraparation

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA wurde nach Anleitung des QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN
Art-Nr.: 27104) verfahren. Zur Minipraparation wurden 5 ml Ubernachtkultur angesetzt. Eluiert
wurde mit einem Volumen von 50 pl H,0%.

38




3 MATERIAL & METHODEN

3.11 Synthese von Nukleinsiduren: RNA, Erststrang, PCR und Plasmide
RNA: Isolation und Synthese

Besonderheiten im Umgang mit RNA

Alle Losungen wurden mit 0,001 % Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandelt und anschlief3end
autoklaviert.

Hitzeinstabile Losungen wurden mit DEPC behandeltem Wasser angesetzt. Verbrauchsmaterialien
wurden Nuklease-frei geliefert und original verpackt verwendet. Oberflaichen wurden mit RNase
AWAY (Carl Roth, Art-Nr.: A998) gereinigt.

RNA Isolation aus Whole Mount Embryonen Totale RNA wurde aus 2 dpf Whole Mount Em-
bryonen gewonnen (50 Stiick/ml TriFast). Alle Schritte wurden unter Beriicksichtigung des
Herstellerprotokolls von Peqlab durchgefiihrt (Art-Nr.: 30-2010).

Das RNA-Prizipitat wurde in 10 pl DEPC-H,0” aufgenommen und mit 1 ul RNase Inhibitor verse-
hen. Die Lagerung der RNA erfolgte bei -80 °C.

Synthese von Rescue RNA Es wurden Rescue Experimente durchgefiirt, die es durch die zu-
satzliche Injektion von RNA mit dem Morpholino erméglichen, den Effekt eines Knockdowns
auszugleichen. Die Injektion von Rescue RNA dient dem Ausschluss von so genannten ,off-target”
Effekten. Ermittelt wurde eine Menge von 1,8-3,2 ng ncamla- bzw. ncam1b-mRNA bei einem
Einsatz von 3-5 ng Morpholino.

Zur Synthese der mRNA wurde das mMESSAGE mMACHINE Kit (Thermo Fisher Scientific; Art-Nr.:
AM1340,AM1344) verwendet und nach dessen Angaben verfahren. Als Matritze dienten Plasmide
die die kodierende Sequenz des Zielgens enthielten. Fiir Ncam1b wurde ein Plasmid als Matritze
verwendet, der im Bereich der Morpholino Bindestelle fiinf stille Mutationen enthélt (Langhauser
et al,, 2012). Der ncamla Morpholino bindet im untranslatierten Bereich von dem Startcodon
(5’'UTR). Daher bendétigte es keiner weiteren Modifikation.

Je 2 pg der Vektoren wurden in einem Restriktionsverdau linearisiert (Ncamla: Stul; Ncam1b:
Notl) und die RNA mit einer RNA-Polymerase synthetisiert (Ncam1la: T7; Ncam1b: Sp6).

Um die DNA zu entfernen wurden die Reaktionen wurden fiir 15 Minuten bei 37 °C mit DNase
behandelt. Die mRNA wurden anschlieféend mit Lithiumchlorid/Ethanol Fallung isoliert und bei
-80 °C gelagert.

Lithiumchlorid/Ethanolfidllung von RNA zur Injektion RNA wurde durch Zugabe einer salzhalti-
gen Losungen (4 M LiC') und eines 3-fachen Volumens an eiskalten 100 % EtOH quantitativ gefallt.

¢ Fallung: 1v/v LiCl (4M), 3v/v Ethanol (100 %)

¢ Pelletion: 13000g, 20 m, 4 °C

e Waschen: 2x Ethanol (75 %)
Der Uberstand wurde abgenommen, da Pellet in 20 ul DEPC-H,0” aufgenommen und die RNA bei
-80 °C gelagert.
Erststrangsynthese (cDNA)

cDNA wurde aus isolierter, totaler RNA synthetisiert. Die dafiir verwendeten genspezifischen Pri-
mer binden selektiv an die Ziel-mRNA.

Es wurde nach der Anleitung des RevertAid™H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit

(Thermo Fisher Scientific Art-Nr.: K1631) verfahren. Eingesetzt wurden 3 pg totale RNA.

Die synthetisierte cDNA wurde mit RNaseH (Thermo Fisher Scientific Art-Nr.:) nach Herstelleran-
gaben verdaut und in einer daran anschlieféenden PCR verwendet.
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Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Phusion Hot Start II

Um die kodierenden Sequenzen unterschiedlicher NCRM aus Erststrang zu amplifizieren, wurden
in einem 50 pl Ansatz (Phusion Hot Start Polymerase I, Thermo Fisher Scientific Art-Nr.: F-549L)
10 ng der synthetisierten cDNA eingesetzt. Um die Sequenzen der zu exprimierenden CAMs in Ex-
pressionsvektoren zu klonieren, wurden 1 ng Plasmid DNA eingesetzt. AufSerdem wurden Primer
verwendet an deren 5’ Ende Schnittstellen zugefiigt wurden (2-Step PCR). Die Zusammensetzung
der PCR-Reaktion entspricht den Empfehlungen des Herstellers. Tabelle 29 und 30 beinhalten
die verwendeten PCR-Programme. Sie unterscheiden sich hinsichtlich eines zuséatzlichen Hybri-
disierungszykulus. Im Standard PCR-Programm wurde analog zum Herstellerprotokoll verfahren.
Tabelle 29 gibt die verwendeten Zeiten der einzelnen Schritte wieder. Die 2-Step PCR dient der
Synthese von 5’ Schnittstellen an das zu klonierende Template. Hierbei wurde die Hybridisierungs-
temperatur so gewahlt, dass die Primer zunéchst nur an die Zielsequenz binden um die Spezifitat
zu erhohen (I). Ein zweiter Hybridisierungszyklus diente anschliefRend dazu, das gesamte Produkt

zu amplifizieren (1I).

Standard PCR-Programm Phusion Hot Start Il

Tabelle 29: Standard PCR-Programm Phusion Hot Start I

PCR-Schritt Temperatur [°C] Dauer
1 Initiale Denaturierung 98 30s
2 Denaturierung 98 10s
3 Hybridisierung Primer > 20 nt: Tm +3 °C der nied-| 10s
rigsten Primer Tm
Primer < 20 nt: Tm des niedrigsten
Primers
4 Elongation 72 15s/kb
30 Zyklen Wiederholung Schritte 2-4
Finale Elongation 72 10 min
Lagerung 4 00
2-Step Programm fiir die Synthese von Schnittstelleniiberhdangen
Tabelle 30: 2-Step Programm fiir die Synthese von Schnittstellentiberhdngen
PCR-Schritt Temperatur [°C] Dauer
1 Denaturierung 98 30s
2 Denaturierung (I) 98 10s
3 Hybridisierung an Template (I) Tm des niedrigsten Primers; Hypridi- | 60 s
sierung Template spezifisch
4  Elongation (I) 72 15s /kb
5 3 Zyklen Wiederholung Schritte 2-4
6 Denaturierung (II) 98 10s
7  Hybridisierung mit Schnittstelle (II) Tm des gesamten Primer +3 °C des | 60s
niedrigstens Primers
8 Elongation (II) 72 30s
9 30 Zyklen Wiederholung Schritte 6-8
10 Finale Elongation 72 10 min
11 Lagerung 4 o0
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DreamTaq Polymerase

Flir die qualitative Analyse einzelner Bakterienkolonien wurden Kolonie-PCRs mit der DreamTaq
Polymerase durchgefiihrt (Thermo Fisher Scientific Art-Nr.: EP0712). Ein Teil der Kolonie wurde in
5 ul Hy0P resuspendiert und zur Lyse der Zellen fiir fiinf Minuten auf 95 °C erhitzt und anschlieRend
eine Minute bei 130000g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde direkt in einer Standard-PCR
als Template verwendet. Es wurden die vom Hersteller empfohlenen PCR-Konditionen verwendet.

Klonierung

Restriktionsverdau

Um die PCR-Produkte gerichtet in die Expressionsvektoren zu klonieren, wurden die Produkte mit
Schnittstellenprimern synthetisiert, die die entsprechenden Erkennungssequenzen umfassten.
Die Polyklonierungsstelle des verwendeten Plasmid 3150 (Expression Fc-Tag markierter Proteine)
ist restriktiert auf drei Erkennungssequenzen (Nhel & HindIII 5’ sowie BamHI 3°).

Da in Ncam1b die Erkennungssequenz fiir BamHI vorliegt, wurde das PCR-Amplifikat mit Bcll
geschnitten, welches einen 5" GATC Uberhang hinterlésst. Es konnte dann an Fragmente ligiert
werden die durch BamHI geschnitten wurden.

Der Verdau von 1 ug DNA erfolge in einem 10x Uberverdau bei 37 °C iiber Nacht. Es wurde das von
Thermo Fisher Scientific vorgeschlagene Puffersystem verwendet. Um unspezifische Reaktionen
der Enzyme zu vermeiden (,Star-Activity“), wurden die Restriktionsverdaue separat voneinander
durchgefiihrt. Zwischen den Schritten wurde der Einzelverdau iiber SigmaSpin Sdulen (Sigma-
Aldrich Art-Nr.: S5059-70EA ) gereinigt.

Die Reaktion wurde in einem 1 % igen Agarosegel auf Vollstandigkeit tiberpruft.

Ligation

Fir die Ligationsreaktion kamen drei unterschiedliche Vektoren zum Einsatz (Tab. 12). Fiir die
direkte Klonierung aus PCR-Amplifikaten (blunt-end) ohne vorherigen Restriktionsverdau diente
der pCR II-Blunt-Topo Vektor. Um Expressionsvektoren zu synthetisieren wurden die Plasmide
3150 (pcDNA3.1-Zeo-hFc) bzw. 3151 (pcDNA3.1-(A)-Myc/His) verwendet.

Die Blunt-End Ligation erfolgte nach Anleitung des Zero Blunt Topo PCR Cloning Kit (22). Es
wurden 3 pl des PCR Produkts eingesetzt.

Die Ligation liber Sticky-Ends erfolgte in einem molaren Verhaltnis Insert zu Vektor von 3:1 . Es
wurden 50 ng linearisierter Vektor verwendet.

Das molare Verhaltnis errechnet sich wie folgt: 227 V;ﬁj’zk’;jf Insert , 3/1

Weitere Komponenten der Ligationsreaktion wurden nach dem Herstellerprotokoll der T4Ligase
eingesetzt (vgl. 18)

Die Inkubation erfolgte bei 11 °C tiber Nacht.

Spektralphotometrie: Quantitative & Qualitative Analyse von Nukleinsauren und Proteinen

Konzentration und Reinheit von Nukleinsduren wurden spektralphotometrisch tliber die Optische
Dichte (OD) bei 260 und 280 nm bestimmt. Fiir reine Nukleinsduren liegt dieser Wert fiir DNA bei
1,8 und 2 fiir RNA bei 2,0.

Agarose-Gelelektrophorese

Nukleinsduren wurden elektrophoretisch iiber 1 % ige TAE-Agarosegele aufgetrennt. Um die Nu-
kleinsduren zu fairben wurden den Gelen 0,05 % RotiSafe Gel Stain zugesetzt. Die Proben wurden
mit 1/5 eines 5x Ladepuffers versetzt. Die Elektrophorese erfolgte bei 80 Volt fiir 55 Minuten. RNAs
wurden zuvor mit 50 % Formamid bei 99°C fiir 3 Minuten denaturiert.
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Sequenzierung

Sequenzierungen der Plasmidkonstrukte wurden von der Firma LGC Genomics durchgefiihrt (Flexi
Run & Ready2Run).

3.12 Proteinbiochemie: Proteinsynthese, SDS-PAGE/Western Blot, Oberflachen
Gewinn rekombinanter Proteine aus Zellkulturiiberstinden

Zur Synthese solubler Fc-Chimédren Proteine wurden CHO-2A10 Zellen mit Plasmiden aus Tabelle
13 nach dem oben beschriebenen Protokoll transfiziert. Die transfizierten Zellen sondern durch das
in der Sequenz enthaltene Signalpeptid die rekombinanten Proteine in das Medium ab. Es wurden
alle drei Tage 400 ml Medium Uberstand (US) abgenommen und durch frisches CD OptiCHO ersetzt.
Der US wurde bei 4000g und 4°C zentrifugiert um grobe Partikel zu entfernen und anschlieRend
sterilfiltriert.

Ultrafiltration: Tangentialfluss-Filtration (Vivaflow200) 2,5 Bar, 4 °C

Affinitdtschromatographie: Protein G Sepharose (HiTrap Protein G HP) 1 ml/min, 4°C

Waschen: 10 ml PBS pH 7, 1 ml/min, 4 °C

Elution: 25 ml Elutionspuffer pH 2.7, 1 ml/min, 4 °C

Neutralisation: Neutralisationspuffer pH 9

Konzentration/Umpuffern: Amicon Ultra-Filtrationssdule nach Herstellerangaben

Die Quantitiat wurde mittels Coomassiefirbung und Messung am Nanodrop gemessen. Die Reinheit
der Proteine wurde in einer SDS-PAGE mit anschliefiendem Western Blot liberpriift.

Isolation rekombinanter Proteine aus Zellmembranen

¢ Waschen des Monolayers: 3x PBS

Inkubation mit 1x SDS-Ladepuffer: 5 Minuten

Abschaben und iiberfiihren in Reaktionsgefaf3

Sonifizieren: 5 Minuten

Erhitzen: 5 Minuten, 95 °C

Nachdem die Zellfragmente zentrifugiert wurden, konnte der Proteiniiberstand in einem SDS-PAGE
mit anschlieffendem Western Blot analysiert werden.

Bradford Assay: Quantitative und Qualitative Analyse von Proteinen

Konzentration und Reinheit von Proteinen wurden spektralphotometrisch mit Bradford Re-
agenz bestimmt (Coomassie Reagenz, Thermo Fisher Scientific). Als Standard diente eine BSA-
Verdiinnungsreihe (0-2mg/ml). Es wurde hierbei nach den Herstellerangaben verfahren.
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SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)/ Western Blot

Es wurde nach einem Standardprotokoll verfahren angelegt an Laemmli (1970)

¢ Probenvorbereitung: Denaturation: 5 min, 9 5°C; Zentrifugation: 10 min, 4 °C, 13000g

Inkubation mit 1x SDS-Ladepuffer: 5 min, 4 °C

Konzentration im Sammelgel: etwa 20 min, 50 V

Auftrennen im Trenngel: 1 h, 180 V

Semiquantitative Analyse: UN RotiBlue Fiarbelosung, Entfirben mit 25 % Methanol

Zur Uberpriifung der Zellkulturiiberstinde wurden Dot-Blots verwendet. Hierzu wurden 10 ul der
des Uberstandes auf eine aktivierte PVDF Membran aufgebracht und iiber Nacht bei Raumtem-
peratur getrocknet. Anschliefdend wurde nach dem Protokoll fiir Western Blot verfahren. Hierbei
wurde jeweils nur eine Stunde mit Priméar- und Sekundarantikérper inkubiert.

Zur qualitativen Analyse wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran transferiert und mit Anti-
korpern nachgewiesen.

¢ Aktivierung PVDF: 1 min, Methanol
e Aquilibrierung PVDF: 5 min, Blotpuffer

e Blot-Transfer: 2 h, 150 mA

Tabelle 31: Western Blot Antikdrperinkubation

Vorgang Losung / Puffer Dauer Temperatur
Blockierung 5 % Milchpulver in PBS-T | 1h 4°C
Primarantikérper Antikérper in 5 % Milch- | UN 4°C
pulver in PBS-T
Waschen 5 % Milchpulver in PBS-T 15 min RT
Waschen PBS-T 2x 15 min RT
Sekundarantikérper Antikoérper in 5 % Milch-| 2h RT
pulver in PBS-T
Waschen PBS-T 3x 15 min RT
Waschen PBS 3x 10 min RT
Lumineszensreaktion Chemilumineszens 5 min RT
Substrat
Thermo Fisher Scientific

Dokumentation im Amersham Imager 600

Funktionalisierung von Oberflichen

Reinigen von Deckglisern

Fiir die Standard-Zellkultur wurden 18mm Deckglaser in Deckglashalterungen aufgereiht und au-
toklaviert.

Fiir die Kultivierung von Motoneuronen wurden die Deckgldser nach folgendem Schema gereinigt.

¢ Ultraschallbad Ethanol (50 %), 15 min
« Ethanol:Aceton (1:1), UN
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e Ethanol (100 %), 5 min

o Sterilisation: 200 °C Inkubationsofen UN

Fiir fixierte Zellkulturen wurden 18mm Deckgldser verwendet. Zur Lebendzellbeobachtung wur-
den 24 mm Deckgladser verwendet, die in einer Magnethalterung eingefasst wurden.

Beschichten von Deckglasern fiir Zellkultur und Motoneuronen Primirzellkultur
Homogene Beschichtung: Sandwich
¢ 80 bzw. 100 pl Proteinlésung zwischen zwei Deckglaser (18mm bzw. 24mm)
e 1h,37°C
¢ Waschen mit PBS
Strukturierte Proteinbeschichtung mit Streifenmustern erfolgte nach dem an unserem Institut eta-
blierten System (Weschenfelder et al.,, 2013).
3.13 Assays: Bead-Aggregation, Affinitits-Sonden und Pulldown
Bead-Aggregation

Es wurde nach dem Protokoll von Galuska et al. (2010) verfahren. Abweichend hiervon wurden
bereits Protein A beschichtete Partikel verwendet.

Vorbereiten der Partikel:

Waschen der Partikel: 20 pl Partikel (2 %) 3x 0,5 % BSA

Zentrifugation: 13000g, 5 min

Aufnehmen in 200 pl 0,5 % BSA Losung

e Sonifizieren im Ultraschallbad: 30 s
Proteinbeschichtung:

e Zugabe von 10 pg rekombinanter Fc-Chimédren
¢ Absorption an Protein A: iiber Nacht, RT (leicht schiittelnd).
¢ Zentrifugation: 13000g, 5 min

e Waschen: 3x 0,5 % BSA Losung

Die Aggregation wurde in einer 1:12 Verdiinnung in p-Wells dokumentiert.

Die Abhangigkeit von polySia wurde mittels in vitro Polysialylierung untersucht. Es wurde nach
dem Protokoll von Miihlenhoff et al. (1996) verfahren.

Nach der Protein-Beschichtung der Partikel wurde der Ansatz halbiert. Ansatz 1 diente der Prote-
ininteraktion ohne polySia, Ansatz 2 wurden polysialyliert.

Die Aggregation wurde liber einen Zeitraum von 1-3 Stunden beobachtet. Nach einer Stunde wur-
den fiinf zufillig gewihlte Ausschnitte aufgenommen (40x Olimmersion) und fiir die qualitative
Analyse verwendet. Ein reprisentativer Ausschnitt wurde mit einem 63x Olimmersionsobjektiv
aufgenommen.
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Computergestiitzte Auswertung
Das fiir die Datenanalyse verwendete Programm wurde von Michael Schwan in Matlab program-
miert.

1. Bild mit Mikroskopaufnahme laden (Matlab-Funktion: imread)
2. Bild in Graustufen mit Farbwerten von [0-255] umwandeln (Matlab-Funktion: rgbZ2gray)
3. Konturen der Bead-Aggregate bei Farbwert 20 berechnen (Matlab-Funktion: contour)

4. Flache der einzelnen Aggregat-Konturen berechnen (Matlab-Funktion: polyarea). Ein Bild-
punkt entspricht 0,04818025 pm?.

Fliche Aggregat in um?
Flache in pym? pro 1 Bead’

eines Beads 2772 mit 7 = 0.25 um angenommen wird. Das Ergebnis wird gerundet (Matlab-
Funktion: round).

5. Anzahl der Beads pro Aggregat berechnen mit wobei fiir die Flache

6. Die Flachen aller Aggregate mit gleicher Anzahl Beads aufsummieren

7. Die Flachen der Aggregate mit gleicher Anzahl Beads mit der Gesamtflache aller Aggregate
normieren

Schritte 1 - 7 werden fiir alle Bilder wiederholt und der Durchschnitt berechnet (Matlab-Funktion
mean)

Pulldown-Assay

Es 50 Embryonen nach 18 hpf betdubt 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 anschlief?end mit 250 ul RIPA Puffer homogenisiert. Die Zell-
reste wurden pelletiert und der Uberstand in ein neues Gefif {iberfiihrt.

1. Vorbereitung der Protein G Sepharose 4 Fast Flow (GE Healthcare Art-Nr.: 17-0618-01 )

¢ Waschen: 100 pl der Sepharose-Suspension: 3x mit PBS
¢ Resuspension: 200 pul PBS

2. Praadsorption des RIPA-Lysats (unspezifische Bindungen an Protein G):

¢ Praadsorption: RIPA-Lysat mit 50 ul Sepharose-Suspension, 1 Stunde drehend, 4°C

o Uberstand (Preclear-US) in neues ReaktionsgefaR iiberfiihren
3. Prazipitation des Antikorpers oder rekombinanten Proteins und Pulldown:
« Adsorption an Interaktionspartner: 5 pg Fc-Chimarenprotein mit Preclear-US, UN dre-
hend, 4 °C
¢ Pulldown: 100 pl Partikel zugegeben, 3 h drehend, 4 °C
¢ Waschen: 3x PBS

¢ Elution des Proteinkomplex: 2x SDS Puffer ohne Bromphenolblau

Die Proteinkonzentration wurde spektralphotometrisch gemessen. Zur Analyse im SDS-PAGE /Western
Blot wurde die Probe auf 1xSDS Puffer verdiinnt und mit Bromphenolblau und 5 % f3-Mercaptoethanol
versetzt.
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Affinitits-Sonden

Affinitats-Sonden dienen dem Nachweis von Proteininteraktionen im Gesamtsystem. Hierzu wur-
den zwei unterschiedliche Ansatze verfolgt. Die Zell-Overlay-Assays und die Whole Mounts Overlay
Assays.

Zellen Overlay Assay

Die Zell-Overlay-Assays dienen dem Interaktionsnachweis neuronaler Zellerkennungsmolekiile so-
wie die Abhadngigkeit dieser Interaktionen von polySia. Hierfiir wurden CHO-2A10 und CHO-K1 Zel-
len nach oben beschriebenen Protokoll transfiziert und selektioniert.

¢ Aussahen: 24 hvor Assay, 25000 Zellen, homogenen Fibronektinsubstraten (18mm)
e Waschen: 3x 5 min PBS gewaschen
¢ Adsorption: 100 pl (20 pg/ml) Fc-Chimaren Protein 1 Stunde RT

e Waschen: 3x PBS.

Die Fixierung und Farbung der Zellen erfolgte nach oben beschriebenen Protokoll (Tab. 28).

Whole Mount Overlay-Assay Die Affinititssonde wurde nach dem Protokoll von Ott et al. (2001)
eingesetzt.

Die Embryonen wurden nach oben beschriebenen Protokoll behandelt (27). Die Inkubation der
Embryonen mit rekombinantem Protein erfolgte dquivalent zum Priméarantikérper bei 4 °C fiir 2
Tage. Ein Primarantikdrper wurde wenn notig nach einem Tag zu der Losung zugegeben.
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4 Ergebnisse

Wachstumskegel miissen auf dem Weg zu ihrer Zielregion mit unterschiedlichen Zellen interagie-
ren, die die Wegfindung der Neurone beeinflussen. Viele unterschiedliche Molekiile und Mechanis-
men sind an diesem Prozess beteiligt (Ubersichtsartikel: Tessier-Lavigne & Goodman, 1996. Neuro-
nale Zell Erkennungsmolekiile vom NCAM-Typ spielen hierbei eine entscheidende Rolle. Beispiels-
weise beeinflusst NCAM1 Axonwachstum, Wegfindung und Faszikulation von Axonbiindeln (Rutis-
hauser & Landmesser, 1996; Seidenfaden et al., 2006; Tessier-Lavigne & Goodman, 1996). NCAM1
ist der Haupttrager der Glykanmodifikation Polysialinsdure (Schnaar et al., 2014). Axonales Wachs-
tum und Faszikulation wird durch an NCAM gebundenes polySia sterisch sowie regulatorisch be-
einflusst (Ubersichtsartikel: Hildebrandt et al., 2007; Schnaar et al., 2014).

4.1 Ncam1l-Paraloge und Polysialinsdure werden in vivo fiir geordnetes Auswach-
sen spinaler Motoneurone bendétigt

Wird im Zebrafisch die Expression der Ncam1-Paraloge durch Morpholino-Knockdown gestort,
fiihrt dies zu einer morphologischen Verdnderung des Spinalnervs (Langhauser et al., 2012). Wird
durch Knockdown der Sialyltransferase St8Siall nur polySia-freies Ncam1 exprimiert, fithrt dies zu
keiner augenscheinlichen Verdnderung spinaler Nerven. Beispielsweise kommt es aber zur starken
Defaszikulation der posterioren Kommissur im Gehirn (Marx et al., 2001).

Diese vorausgegangenen Arbeiten waren Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit. Es wurden
die Ncam1-Paraloge, sowie in Teilen auch Tag-1 und Neurolin hinsichtlich ihrer Interaktionen
untersucht. Welche Bedeutung diese neuronale Zellerkennungsmolekiile bei der Entwicklung des
Nervensystems haben und welchen Einfluss polySia auf diese Protein-Protein Wechselwirkungen
nimmt, war zentrale Fragestellung dieser Arbeit. Sie wurde am Beispiel der Wegfindung spinaler
Motoneuronen iiber funktionelle Studien mittels Morpholino-Knockdown an Whole Mount Em-
bryonen untersucht. Dazu wurde eine detaillierte Beschreibung der Motoneuronen Phanotypen
angefertigt und Veranderungen, die sich nach einem Knockdown ergaben, statistisch evaluiert.
Auflerdem wurden Rescue Experimente durchgefiihrt, um die Spezifitit der verwendeten Ncam1-
Morpholinos zu zeigen und Off-Target Effekte auszuschlief3en.

Um die Expression der neuronalen Zellerkennungmolekiile zu inhibieren, wurden 3 - 4 ng des Mor-
pholios in das Einzell-Stadium hb9::GFP transgener Zebrafische injiziert. Die Auswertung der Moto-
neuronenbiindel erfolgte fluoreszensmikroskopisch aller injizierten Embryonen ohne Bewertung
der Knockdowneffizienz. Die auftretenden Kategorien sind durch eine Reihe von Zwischenformen
verbunden, sodass die morphologischen Beobachtungen jeweils der hierarchisch héheren Katego-
rie zugeordnet werden.

4.1.1 Charakterisierung der auftretenden Motoneuronen Phéinotypen im Whole Mount Em-
bryo

Im Zebrafisch projizieren ab dem 18 - 20 Somiten-Stadium primare Motoraxone (RoP, MiP und
CaP) in einem stereotypen Muster zu den unterschiedlichen Zielregionen im Myotom (P. Z. Myers
et al.,, 1986). Zwischen 24 und 72 hpf folgen die sekunddren Motoraxone zunichst entlang des
Common Path bis zum horizontalen Septum. An diesem Entscheidungspunkt bilden Gruppen von
Axonen eine ventrale, eine rostrale und eine dorsale Projektion (Eisen, 1991).
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Um diese Projektionsmuster zu kategorisieren und Veranderungen nach einem Morpholino-
Knockdown zu beschreiben, wurden vier Kategorien definiert. Die motoneuronalen Phinotypen
lassen sich hierarchisch in (A) Unverdndert, (B) Defaszikuliert, (C) Aberrante Seitenaste und
(D) Aberrante Ventralprojektion kategorisieren (Abb. 9). Augenmerk lag auf dem Verlauf des
Common Path sowie der Rostral- und Ventralprojektion. In etwas verdanderter Form wurden die
hier etablierten Kategorien in einer von mir eng betreuten Masterarbeit bereits beschrieben
(Walter, 2014).

T

Unverandert Defaszikuliert

Aberrante Seitenéste Aberrante Ventralprojektion

Abbildung 9: Motoneuronen-Phanotypen im Whole Mount Embryo. GFP exprimierende Motoneurone projizieren ihre
Axone in die Somiten (griin, Tg(hb9::GFP)). Lateralausschnitte von Konfokalaufnahmen 48 hpf alter Embryonen, cranial
ist links. Die Projektionsmuster wurden vier hierarchischen Kategorien zugeordnet. (A) Die Motoraxone projizieren un-
verandert in die Zielregion. (B) Sind die Axonbiindel aufgespalten, werden sie der Kategorie Defaszikuliert zugeordnet.
(C) Aberrante Seiteniste verlassen den Hauptpfad und (D) die Motoraxone projizieren mit ungewohnlichem Verlauf in
die Peripherie. Der Maf3stabsbalken gilt fiir alle Abbildungen und entspricht 20 um.

Bei Motoneuronen, die der Kategorie Unverdndert zugeordnet wurden, verlaufen die Axone auf
stereotypen Wegen aus dem Riickenmark und innervieren die Myotome. Das dicht gepackte Axon-
biindel beschreibt einen bogenférmigen Verlauf nach caudal (Abb. 9 A). Sind die Axonbiindel wenig
gepackt, zeigt die Projektion ansonsten aber die charakteristische Bogenform, zdhlen sie zu der Ka-
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tegorie Defaszikuliert (Abb. 9 B). Verlassen einzelne Axone oder Biindel den typischen Verlauf,
projizieren caudal oder rostral davon und erscheinen verzweigt entsprechen diese der Kategorie
Aberrante Seitendste (Abb. 9 C). Tritt eine Missprojektion der Ventralprojektion auf und das Axon-
biindel projiziert nicht mehr medial in das jeweilige Hemisegement, wird von einer Aberranten
Ventralprojektion gesprochen (Abb. 9 D).

4.1.2 Auftreten der Kategorien in Kontrollen

Alle vier Kategorien treten in uninjizierten Kontrollen (w/o I) zu unterschiedlichen prozentualen
Anteilen auf (Abb. 10). Der Anteil an unveranderten Projektionen in uninjizierten Kontrollen tritt
zu 87 % =+ 10 auf und représentiert den Hauptphanotypen (N = 8, n = 235). Injiziert man ohne
(w/o MO; 79 % + 3, N = 3, n = 99) oder mit Kontroll-Morpholino (C-MO; 76 % £+ 7, N =13, n =
311 ) verandert sich die prozentuale Verteilung der Kategorien marginal (w/o I vs. w/o MO: x?:
ns., p > 0,01 bzw. w/o I vs. C-MO: x2: n.s., p > 0,01 ). In der C-MO Injektion treten die Kategorien
Defaszikuliert zu 8 % + 6, Aberrante Seitendste zu 11 % + 6 und Aberrante Ventralprojektion zu
5 % =+ 5 auf und machen damit insgesamt nur etwa 1/4 der Phanotypen aus. In den folgenden
Kapiteln wird die C-MO Injektion als Vergleichsgruppe verwendet.
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Abbildung 10: Quantifizierung des Projektionsmusters von Motoraxonen in unterschiedlichen Kontrollen. Dargestellt
ist der Mittelwert der prozentualen Phinotypen-Verteilung. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. x?-Test bei
einem Signifikanzniveau von p > 0, 01 (n.s.). Abkiirzungen: w/o I: ohne Injektion, w/o0 MO: Injektion ohne Morpholino, C-
MO: Kontroll-Morpholino-Injektion, N: Anzahl unabhéngiger Replikate, n: Anzahl ausgewerteter Embryonen, n.s. : nicht
signifikant.
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4.1.3 ncamla-Knockdown fiihrt in Whole Mounts zur Defaszikulation von Motoneuronen

Ncam1la wird nach 48 hpf auf Zellkdrpern des Riickenmarks (rm), auf der Floorplate (fp) und auf
Motoraxonen (ma) exprimiert (Lateralansicht C-MO (Abb. 11 A, magenta; siehe auch Langhauser
etal,, 2012). In der Kontrolle projizieren die GFP exprimierenden Motoneurone ihre Axone fasziku-
liert und leicht bogenférmig in die Zielregionen des Myotoms (Abb. 11 A”, griin). Wird die Expressi-
on von Ncam1a durch einen spezifischen Knockdown blockiert, kann dies durch einen Immunnach-
weis bestatigt werden. Die Ncam1a Expression auf den Zellkérpern des Riickenmarks, der Floorpla-
te und auf den Motoneuronen ist nahezu vollstandig unterdriickt (Abb. 11 B’). ncam1a-defiziente
Motoneurone verlieren die typische Bogenform und projizieren ungeordnet in die Myotome (Abb.
11 B” griin). Ein ncam1b-Knockdown inhibiert nicht die Expression seines Paralogs. Ncam1a wird
weiterhin auf Zellen des Riickenmarks, der Floorplate und auf Motoneuronen exprimiert (Abb. 11
C; fiir ncam1b-Knockdown vergleiche auch Abb. 13 Abschnitt 4.1.4).

ncam1b-Morpholino | ncamla-Morpholino [ Kontroll-Morpholino

Abbildung 11: Der ncamla-Knockdown verhindert spezifisch die Expression von Ncam1a und fiihrt im Whole Mount zu
einem veranderten Motoraxon-Phinotypen. Die Motoneurone exprimieren GFP unter dem motoneuronen spezifischen
Promotor hb9. Die Immunfarbung wurde mit einem Ncam1la-spezifischen Antikdrper durchgefiihrt (Langhauser et al.,
2012). Lateralausschnitte von Konfokalaufnahmen 48 hpf alter Embryonen, cranial ist links.(A) Kontroll-Morpholino-
Injektion mit Ncam1la Immunnachweis auf GFP exprimierenden Motoneuronen. (B) Die ncam1a-Morpholino-Injektion
fithrt zu veranderten Projektionen der Motoraxone. (C) Ein spezifischer ncam1b-Knockdown verdndert die Expression
von Ncam1la nicht. Der Maf3stabsbalken gilt fiir alle Abbildungen und entspricht 50 um. Abkiirzungen: rm: Riickenmark,
fp: Floorplate, ma: Motoraxon.
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Der ncamla-Knockdown fiihrt augenfillig zur morphologischen Verdnderung motoneuronaler
Projektionen. Dies wurde bereits beschrieben, allerdings nicht unter dem Aspekt der Funktio-
nalitdit von Ncamla (Langhauser et al, 2012). Betrachtet man die Verdnderungen hinsichtlich
der aufgestellten Kriterien fithrt der Knockdown von ncamla zu einem ausgeprigten Anstieg
defaszikulierter Motoraxonbiindel (30 % =+ 7; Zweistichproben-t-Test: p < 0,001) mit einer daran
gebundenen Reduktion des unverdnderten Phdnotypen (45 % =+ 7). Aberrante Seitendste (18
% =+ 5; Zweistichproben-t-Test, zweiseitig: p > 0,01) und aberrante Ventralprojektionen (8 %
=+ 7; Zweistichproben-t-Test, zweiseitig: p > 0,01) treten kaum vermehrt auf. Der Unterschied
zwischen Kontrolle und Ncamla-Morphanten (A-MO: N = 10, n = 427) ist hoch signifikant (Abb.
12; x2: p < 0,001). Die Verteilung der Phinotypen nach Koinjektion mit 0,6 ng/nl ncamla Rescue
mRNA (A-Rescue) bestitigt die Spezifitdt des ncam1a-Morpholinos. Die Verteilung der Phdnotypen
entspricht der in der Kontrolle (x?: p > 0,01).
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Abbildung 12: Quantifizierung des Projektionsmusters Ncam1a-defizienter Motoraxone im Vergleich mit Kontrolle und
Rescue im Whole Mount. Dargestellt ist der Mittelwert der prozentualen Verteilung der Phdnotypen. Fehlerbalken zei-
gen die Standardabweichung. x?-Test bei einem Signifikanzniveau von p > 0,01 (n.s.) bzw. p < 0,001 (***). Abkiirzun-
gen: C-MO: Kontroll-Morpholino-Injektion, A-MO: ncam1a-Morpholino-Injektion, A-Rescue: ncamla Rescue, N: Anzahl
unabhdngiger Replikate, n: Anzahl ausgewerteter Embryonen, n.s.: nicht signifikant.
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4.1.4 Knockdown von ncam1b fithrt im Whole Mount zu aberranten Projektionsmustern
von Motoraxonen

Ahnlich wie Ncam1a wird auch das Paralog Ncam1b nach 48 hpf auf Zellen des Riickenmarks (rm)
und auf Motoraxonen (ma) exprimiert (Lateralansicht Kontroll-Morpholino, Abb. 13 A, magenta;
siehe auch Langhauser et al., 2012). Ein Unterschied besteht darin, dass Ncam1b auch auf den um-
liegenden Geweben wie auf den Myotomen (m) vorhanden ist, allerdings nicht auf der Floorplate
exprimiert wird. Die Motoraxone wachsen gerichtet in die Myotome ein (Abb. 13 A”, griin). Der
ncam1b-spezifische Knockdown blockiert die Expression von Ncam1b auf allen Strukturen (Abb.
13 B’) und fiihrt zu einer deutlichen morphologischen Verdnderung der Projektion der Motoraxo-
ne (Abb. 13 B”). Die Expression von Ncam1b wird durch einen ncam1a-spezifischen Knockdown
nicht beeinflusst (Abb. 13 C; fiir ncam1a-Knockdown vergleiche auch Abb. 11, Abschnitt 4.1.3).

eamib ———  TTg(hbo:GFP)

B on !f -! | II
EA * 3

ncamla-Morpholino [ ncam1b-Morpholino | Kontroll-Morpholino

Abbildung 13: ncam1b-Knockdown verhindert spezifisch die Expression von Ncam1b und fithrt im Whole Mount zu ei-
nem stark veranderten Motoraxon-Phdnotypen. Die Motoneurone exprimieren GFP unter dem motoneuronen spezifi-
schen Promotor hb9. Die Immunfiarbung wurde mit einem Ncam1b-spezifischen Antikérper durchgefiihrt (Langhauser
et al, 2012). Gezeigt ist ein konfokaler Lateralausschnitt eines 48 hpf alten Embryos, cranial ist links. (A) Ncam1b Ex-
pression auf GFP exprimierenden Motoneuronen im Whole Mount Embryo nach Kontroll-Morpholino-Injektion. (B) Die
ncam1b-Morpholino-Injektion fithrt zum Expressionsverlust von Ncam1b und die Motoraxone projizieren in ungeord-
netem Muster in die Myotome. (C) Eine ncamla-Morpholino-Injektion beeinflusst die Expression von Ncam1b nicht.
Maf3stabsbalken gilt fiir alle Abbildungen und entspricht 50 um. Abkiirzungen: rm: Riickenmark, ma: Motoraxon.
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Wird die Expression von Ncam1b inhibiert, kommt es zu einer hoch signifikanten Verdanderung
der Kategorienverteilung im Vergleich mit der Kontrolle (Abb. 14, B-MO: N = 12, n = 382, x?:
p < 0,001). Der Knockdown fiihrt zu einem hoch signifikanten Anstieg aberranter Seitenaste
(36 % + 12; Zweistichproben-t-Test p < 0,001) und aberranter Ventralprojektionen (25 % + 9;
Zweistichproben-t-Test p<0,001). Der Expressionverlust von Ncam1b hat keinen Einfluss auf die
Faszikulation von Motoraxonen (10 % =+ 8; Zweistichproben-t-Test, zweiseitig: p > 0,01). Die durch
die Morpholino-Injektion hervorgerufenen Effekte sind spezifisch. Sie kdnnen mittels Koinjektion
von Morpholino und ncam1b Rescue-RNA (B-Rescue) kompensiert werden (x%: p > 0,01).
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Abbildung 14: Quantifizierung des Projektionsmusters Ncam1b-defizienter Motoraxone im Whole Mount. Dargestellt ist
der Mittelwert der prozentualen Verteilung der Phianotypen. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. x*-Test bei
einem Signifikanzniveau von p > 0,01 (n.s.) bzw. p < 0,001 (***) . Abkiirzungen: C-MO: Kontroll-Morpholino-Injektion,
B-MO: ncam1b-Morpholino-Injektion, B-Rescue: ncam1b Rescue, N: Anzahl unabhéngiger Replikate, n: Anzahl ausgewer-
teter Embryonen, n.s.: nicht signifikant.
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4.1.5 Knockdown der Polysialyltransferase St8Siall bewirkt im Whole Mount die Defaszi-
kulation von Motoraxonen.

Das Projektionsmuster der Motoraxone wird durch den Knockdown von Ncamla und Ncam1b be-
einflusst, unklar war jedoch auf welchen Effekten diese Beobachtungen beruhen. Da Ncam1a und
Ncam1b die Haupttriger der Polysialinsdure (polySia) sind (Langhauser et al., 2012), konnen die
beobachteten Verdnderungen im Phanotyp sowohl auf der Elimination der Ncam1-Proteine als auf
der des Verlustes der polySia beruhen. Um dies zu untersuchen wurden Morpholino-Knockdowns
durchgefiihrt, die spezifisch die Expression der Polysialyltransferase St8Siall blockieren.

polySia wird nach 48 hpf auf den Zellen des Riickenmarks (rm), der Flooplate (fp) und auf den Mo-
toraxonen (ma) gebildet (Lateralansicht C-MO; Abb. 15 A, magenta; siehe auch Marx et al,, 2001).
Die Projektion der Motoraxone ist in der Kontrolle unverandert (Abb. 15 A”, griin). Da polySia im Ze-
brafisch hauptsachlich durch St8Siall gebildet wird (Marx et al., 2007), verhindert ein Knockdown
von st8siall die Bildung von polySia (Abb. 15 B’). Die Motoraxone defaszikulieren, projizieren den-
noch in ihre Zielregion (Abb. 15 B”).
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Abbildung 15: Verlust der Glykanmodifikation Polysialinsdure im Whole Mount Embryo fithrt zu veranderten motoraxo-
nalen Projektionen. Die Motoneurone exprimieren GFP unter dem motoneuronen-spezifischen Promotor hb9. Gezeigt
ist ein lateraler Konfokalausschnitt zu 48 hpf, cranial ist links. (A) Immunnachweis der Glykanmodifikation polySia auf
Zellen des Riickenmarks (rm), der Floorplate (fp) und auf den Motoneuronen sowie deren Axone (ma) nach Injektion
des Kontroll-Morpholinos. (B) Die Injektion des st8siall-Morpholinos verhindert die Synthese von polySia wodurch sich
die Projektionsmuster der Motoraxone verandern. Der Maf3stabsbalken gilt fiir alle Abbildungen und entspricht 50 pm.
Abkiirzungen: rm: Riickenmark, fp: Floorplate, ma: Motoraxon.
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Augenscheinlich beeinflusst auch der Wegfall der Sialyltransferase und damit die Synthese der po-
lySia, das Projektionsmuster der Motoraxone. Der Unterschied zwischen Kontrolle und st8siall-
Knockdown ist hoch signifikant (Abb. 16, st8siall-MO: N = 6, n = 193, xz: p < 0,001). Der Verlust
der Glykanmodifikation fiihrt in 36 % 4 7 zur hoch signifikanten Defaszikulation der Motoraxone
im Vergleich mit der Kontrolle (Zweistichproben-t-Test: p < 0,001), wohingegen die Zielfindung
unbeeinflusst bleibt (Zweistichproben-t-Test, zweiseitig: Aberrante Seitenéste: p > 0,01; Aberran-
te Ventralprojektion: p > 0,01).

Rescue-Experimente haben gezeigt, dass die zusatzliche Injektion von polySia die auftretenden Pha-
notypen retten kann (Marx et al., 2001).
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Abbildung 16: Quantifizierung des Projektionsmusters polySia defizienter Motoraxone Whole Mount. Dargestellt ist der
Mittelwert der prozentualen Verteilung der Phinotypen. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. x2-Test bei ei-
nem Signifikanzniveau von p < 0,001 (***). Abkiirzungen: C-MO: Kontroll-Morpholino-Injektion, st8siall-MO: st8siall-
Morpholino-Injektion, N: Anzahl unabhéngiger Replikate, n: Anzahl ausgewerteter Embryonen.

4.1.6 Effekte von Tag-1 und Neurolin auf die Projektionen von Motoraxonen

Nachdem die Effekte der Ncam1-Paraloge und polySia untersucht wurden, konnten offensichtli-
che funktionelle Unterschiede zwischen Ncamla und Ncam1b festgestellt werden. Wohingegen
Ncam1la die Faszikulation von Motoneuronen beeinflusst, steuert Ncam1b Wegfindungsprozesse.
Die Funktion von polySia scheint tendenziell eher mit Ncam1a assoziiert zu sein und beeinflusst
die Faszikulation. Dies widerspricht den Angaben von Marx et al,, 2001.

Um mogliche Interaktionspartner der Ig-Superfamilie von Ncam1a und Ncam1b eingrenzen zu kon-
nen, wurde exemplarisch der Einfluss von Tag-1 und Neurolin als Mitglieder der Ig-Superfamilie
auf deren Funktionen in Auswachsen und Wegfindung von Motoneuronen zu ermitteln, um diese
spater mit Interaktions-Assays als potentielle Bindepartner der Ncam1-Paraloge zu identifizieren.

55



4 ERGEBNISSE

Knockdown von Tag-1 im Whole Mount hat nur milde Effekte auf Motoraxonprojektionen
Das GPI-verankerte Transient Axonal Glycoprotein-1 (Tag-1) wird iiber die Dauer der Axogenese
auf den meisten motoneuronalen Axonen exprimiert (Dodd et al., 1988). Es ist ein aus dem Huhn
bekannter Interaktionspartner von NCAM1 (Milev et al., 1996). Funktionelle Studien hinsichtlich
motoneuronaler Wegfindung in der Entwicklung sind bisher nicht erfolgt, allerdings spielt es ei-
ne essenzielle Rolle im initialen Aussenden von Wachstumskegeln sowie dem Wachstum und der
Faszikulation von Axonen des Mittelhirns (Wolman et al., 2008). Aufserdem wird Tag-1 eine rege-
nerative Funktion adulter Riickenmarke nach einer Lasion zugesprochen (Lin et al,, 2012).

Tag-1 wird nach 48 hpf auf Motoraxonen (ma) exprimiert (Lateralansicht C-MO; Abb.17 A, magen-
ta). Wie zuvor beschrieben, wachsen die GFP exprimierenden Motoraxone der Kontrolle fasziku-
liert und leicht bogenférmig in die Zielregionen ein (Abb. 17 A", griin). Die Effizienz des tag-1-
Knockdowns, kann durch einen Immunnachweis mit einem Tag-1 Antikorper bestitigt werden
(Abb. 17 B'). Tag-1-defiziente Motoneurone projizieren weiterhin in die Myotome (Abb.17 B”, griin).
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Abbildung 17: Ein tag-1-Knockdown im Whole Mount Embryo fiihrt zu keinen augenscheinlichen Verdnderungen mo-
toraxonaler Projektionen. Die Motoneurone exprimieren GFP unter dem motoneuronen-spezifischen Promotor hb9. Ge-
zeigt ist ein lateraler Konfokalausschnitt zu 48 hpf, cranial ist links. (A) Tag-1 wird auf Axonen der Motoneurone (ma)
exprimiert. (B) Die Injektion von 6-8 ng des tag-1-Morpholinos verhindert die Synthese des Proteins was zu keiner of-
fensichtlichen Verdnderung der axonalen Projektion fiihrt. Der Maf3stabsbalken gilt fiir alle Abbildungen und entspricht
50 um. Abkiirzungen: ma: Motoraxon.

Im Gegensatz zu den Effekten der Ncam1-Paraloge, fithrt der Expressionsverlust von Tag-1 zu
keiner signifikanten Veridnderung der Kategorienverteilung. Ein y2-Test zwischen Kontroll-
Morpholino-Injektion und tag-1-Morpholino-Injektion ergibt keinen signifikanten Unterschied
auf dem Niveau von p > 0,01 (Abb. 18, Tag1-MO: N = 6, n = 197, x?: p > 0,01). Wird das Signifi-
kanzniveau auf p > 0,04 verringert, sind tritt ein statistisch errechenbarer Wert auf, der durch
den tag-1-Knockdown erzielt wird. Deutlich ist allerdings, dass der Knockdown zu einem hoch
signifikanten Anstieg defaszikulierter Axonbtiindel (20 % = 8; Zweistichproben-t-Test: p < 0,001),
wobei die anderen Kategorien nahezu unbeeinflusst bleiben (Zweistichproben-t-Test, zweiseitig:
p > 0,01 gilt fiir Unverdndert, Aberrante Seitendste, Aberrante Ventralprojektion).
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Abbildung 18: Quantifizierung des Projektionsmusters Tag-1 defizienter Motoraxone Whole Mount. Dargestellt ist
der Mittelwert der prozentualen Verteilung der Phinotypen. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. x?-Test
bei einem Signifikanzniveau von p > 0,01 (n.s.). Abkiirzungen: C-MO: Kontroll-Morpholino-Injektion, Tagl-Mo: tag1-
Morpholino-Injektion, N: Anzahl unabhéngiger Replikate, n: Anzahl ausgewerteter Embryonen, n.s. : nicht signifikant.

Die tag-1-Knockdown Embryonen wurden auflerdem auch mit einem L1CAM spezifischen Antikor-
per Antikérper gefirbt um neben den Motoneuronen auch auch Auffilligkeiten der Kommissuren
betrachten zu konnen. Hierbei viel auf, dass es zu einer dosisabhadngigen Verdnderung der poste-
rioren Kommissur kommt. Diese Kommissur ist am Ubergang zwischen Vorderhirn und Mittelhirn
lokalisiert (Chitnis et al., 1992). Wird im Zebrafisch polySia (Marx et al., 2001), Ncam1a (Langhau-
ser et al,, 2012) oder das E587-Antigen (L1CAMlike) (Weiland et al., 1997) entfernt kommt es zur
Defaszikulation der posterioren Kommissur. Der Verlust von Ncam1b hat einen Wachstumsstopp
der kreuzenden Axone zur Folge (Langhauser et al,, 2012). Wurden 6-8 ng Mopholino injiziert, fithr-
te das zu einer Aufspaltung der posterioren Kommissur in mehrere Biindel. Bei einer Injektion von
9-12 ng defaszikuliert die Kommissur.

Kontroll-Morpholino tag-1-Morpholino 6-8 ng | tag-1-Morpholino 9-12 ng

Abbildung 19: Der tag-1-Knockdown fiihrt dosisabhdngig zu einer faszikulierten posterioren Kommissur. Eine Immun-
farbung mit L1CAM Antikérper farbt die posteriore Kommissur. Gezeigt ist ein dorsaler Konfokalausschnitt zu 48 hpf,
cranial ist oben. (A) Die posteriore Kommissur der Kontrolle ist faszikuliert und kreuzt die Mittellinie. (B) Die Injektion
von 6-8 ng spaltet die posteriore Kommissur auf. (C) Werden 9-12 ng des Morpholinos injiziert, 1asst dies die Kommissur
vollstandig defaszikulieren. Maf3stabsbalken gilt fiir alle Abbildungen und entspricht 20 um.
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Knockdown von Neurolin im Whole Mount fiihrt zu Defaszikulation und Bildung aberranter
Seitendste Neurolin ist ein transmembranes Glykoprotein der Ig-Superfamilie im Zebrafisch
(Denzinger et al., 1999). Es wird auf sekundiaren Motoneuronen, nicht aber auf primaren Moto-
neuronen exprimiert (Fashena & Westerfield, 1999). Vorrausgegangene Studien mit Funktions-
Blockierenden Antikérpern an Motoneuronen des Zebrafischs haben ergeben, dass Neurolin
insbesondere im Bereich des common path bei der axonalen Wegfindung von grofser Wichtigkeit
ist (Ott et al., 2001).

Neurolin wird nach 48 hpf auf Zellsomata (s) und Axonen (ma) von Motoneuronen exprimiert
(Lateralansicht Kontroll-Morpholino, Abb. 20 A’ ; magenta ; siehe auch (Fashena & Westerfield,
1999). Das es sich hierbei ausschliefilich um sekundiare Motoneurone handelt, wurde in umfas-
senden Studien bereits gezeigt (Fashena & Westerfield, 1999). Die Motoraxone wachsen geordnet
entsprechend dem Unveradndert-Phinotypen in die Myotome ein (Abb. 20 A”; griin). Der neu-
rolin-spezifische Knockdown blockiert die Expression des Proteins (Abb. 20 B’) und fiihrt zu
morphologischen Verdnderung der Projektion der Motoraxone (Abb. 20 B”).
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Abbildung 20: Der neurolin-Knockdown fithrt zur Defaszikulation und zur Ausbildung aberranter Seiteniste von Moto-
neuronen im Whole Mount Embryo. Die Motoneurone exprimieren GFP unter dem motoneuronen-spezifischen Promo-
tor hb9. Gezeigt ist ein lateraler Konfokalausschnitt zu 48 hpf, cranial ist links. (A) Immunnachweis von Neurolin auf
Motoneuronen. (B) Die Injektion des neurolin-Morpholinos verdndert die Projektionsmuster der Motoraxone. Der Maf3-
stabsbalken gilt fiir alle Abbildungen und entspricht 50 um. Abkiirzung: zk: Zellkérper der Motoraxone, sma: sekundére
Motoraxone.

Vergleichbar mit den Ncam1-Paralogen, fiihrt der Expressionsverlust von Neurolin zu einer hoch
signifikanten Verdnderung der Motoneuronenprojektion (Abb. 21, Neu-MO: N =4, n = 67, X2 p>
0,01). Der Knockdown fiihrt zu einem hoch signifikanten Anstieg defaszikulierter Axonbiindel, dass
hauptsachlich den common path betrifft (33 % 4+ 11; Zweistichproben-t-Test: p < 0,001), sowie
vermehrt zu Aberranten Seitendsten (37 % =+ 3; Zweistichproben-t-Test: p < 0,001).

58



4 ERGEBNISSE

~

Aberrante Ventralprojektion
— 1| B Aberrante Seiteniste
T Defaszikuliert

100 |- || @ Unverindert
| ) N n
C-MO 13 311
Neu-MO 4 67

Phanotypen in %

C-MO Neu-MO

\

Abbildung 21: Quantifizierung des Projektionsmusters Neurolin defizienter Motoraxone Whole Mount. Dargestellt ist
der Mittelwert der prozentualen Verteilung der Phianotypen. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. x2-Test bei
einem Signifikanzniveau von x? ***: p<0,001. Abkiirzungen: C-MO: Kontroll-Morpholino-Injektion, Neu-Mo: neurolin-
Morpholino-Injektion, N: Anzahl unabhéngiger Replikate, n: Anzahl ausgewerteter Embryonen.

4.2 Interaktionen zwischen den Ncam1-Paralogen und der Einfluss von polySia

Es sind bereits viele Interaktionspartner von NCAM1 bekannt (Maness & Schachner, 2007). Hier-
bei spielen sowohl Wachstumsfaktoren-Rezeptoren wie FGFR in der Signaltransduktion als auch
Molekiile innerhalb der Immunglobulin Superfamilie als Adhdsion-vermittelnder Interaktionspart-
ner eine Rolle. Aus unterschiedlichen Studien héherer Vertebraten ist bekannt, dass NCAM1 ho-
mophil interagieren kann und eine cis-Dimerisierung von NCAM1 mafdgebend fiir die Induktion
intrazelluldrer Signalkaskaden ist (Ubersichtsartikel: Kiselyov et al., 2005; Maness & Schachner,
2007). Homophile und a/b-heterophile Interaktionen der Ncam1-Paraloge sind im Fisch bisher
nicht untersucht. Gerade im Bezug auf die Genomduplikation und damit einhergehende Prasenz
zweier Ncam1-Paraloge sind solche Untersuchungen von grofder Wichtigkeit. Teilfunktionen von
Ncam1 und der Einfluss von polySia konnen im Fisch differenziert betrachtet und auf NCAM1 ho-
herer Vertebraten libertragen werden.

4.2.1 Die Ncam1-Paraloge interagieren homophil und A/B-heterophil

Um mogliche homophile und A/B-heterophile Interaktionen zwischen den Ncam1l-Paralogen
nachzuweisen, wurden Bead-Aggregations-Assays verwendet. Mit dieser in vitro Methode wurden
rekombinante Proteine liber den Fc-Tag an Protein A beschichtete, fluoreszente Partikel gebun-
den und es wurde die Aggregation beobachtet. Als Kontrolle diente humanes Fc (humFc). Die
homophilen Wechselwirkungen wurden quantifiziert, indem die Partikel pro Aggregat mit einer
daflir entwickelten Software dokumentiert wurden (Kooperation Michael Schwan). Es wurden
10 Zufallsbilder (224.78 pm x 224.78 pum) einer Reaktion aufgenommen, mit Hilfe der Software
quantifiziert und in einem Spektrum aufgetragen. Die Spektren zeigen die Anzahl der Beads pro
Aggregat bezogen auf die Gesamtflache in Prozent.
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Ncam1la beschichtete Partikel konglomerieren und bilden grof3e Aggregate (Abb. 22 A, griin). Das
Spektrum zeigt, dass Aggregate einer durchschnittlichen Grofde von etwa 200 - 1000 Partikeln und
bis maximal etwa 1700 Partikeln auftreten (Abb. 22 A”, n = 10). Partikel die mit Ncam1b beschich-
tet sind bilden ebenfalls grofse Aggregate (Abb.22 B’, magenta). Diese aggregieren durchschnittlich
mit etwa 300 - 1500 Partikeln und mit einer maximalen Grofie von etwa 3600 Partikeln in etwas
grofderen Konglomeraten miteinander, als die der Ncam1a beschichteten Partikel (Abb. 22 B”, n =
10). Daraus lasst sich schlief3en, dass sowohl Ncam1a als auch Ncam1b homophile Bindungen ein-
gehen konnen.

Sind die Partikel wie in der Kontrolle mit humFc beschichtet treten hauptsachlich separierte Parti-
kel auf (Abb. 22 C’, weif3). Das Spektrum tliber die Aggregationsgrofien zeigt, dass sich die Aggregati-
on hauptsachlich zwischen einem und etwa 30 Partikeln/Aggregation bewegt. Zwei Maximalwerte
von etwa 50 und 80 Beads/Aggregat sind vermutlich auf einen Resuspension-Fehler zurtickzufiih-
ren (Abb. 22 C", n=9).
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Abbildung 22: Die Ncam1-Paraloge des Zebrafischs konnen homophil interagieren. Mit homophilen Bead-Aggregations
Assays konnen diese Wechselwirkungen nachgewiesen werden. (A) Ncam1a kann homophil interagieren. Das Spektrum
Ncam1la beschichteter Beads zeigt, dass Aggregate mit einer durchschnittlichen Grofde von 200 - 1000 Partikeln auf-
treten. (B) Auch Ncam1b interagiert homophil. Das Spektrum Ncam1b beschichteter Beads zeigt, dass diese mit einer
durchschnittlichen Anzahl von 300 - 1500 Partikeln grofiere Aggregate als Ncam1a ausbilden. (C) Die Kontrollpartikel
sind mit humanem Fc beschichtet und bilden keine Aggregate. Der Mafdstabsbalken gilt fiir Abbildungen (A-C) und ent-
spricht 10 um.

Um die Ncam1-Paraloge auf A/B-heterophile Interaktionen zu testen, wurden griin-fluoreszente
Partikel mit Ncam1a beschichtet und mit einer zweiten Population Ncam1b beschichteter, rotfluo-
reszenter Partikel gemeinsam inkubiert. Dies fiihrt zu der Bildung grofder, heterophiler Aggregate
(Abb. 23 A, Ncam1la griin, Ncam1b magenta). In der Kontrolle bildet Ncam1a (griin) grofde Aggre-
gate, wohingegen die Population der humFc beschichteten Partikel (magenta) grofdenteils einzeln
vorliegen (Abb. 23 B, Ncam1a griin, humFc magenta). Auch Ncam1b beschichtete Partikel (griin)
bilden homophile Cluster aus (Abb. 23 C, Ncam1b magenta, humFc griin). Teilweise werden in die-
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ser Kontrollreaktion humFc beschichtete Partikel (magenta) in die Aggregation mit involviert (Abb.
23).

Ncam1la-Fc

homophil

Ncam1la/humFc heterophil

A/B heterophil

Ncam1la-Fc

humanes Fc , humFc

Cni
—

Abbildung 23: Die Ncam1-Paraloge des Zebrafischs konnen A/B-heterophil interagieren. (A) Ncam1a (griin) und Ncam1b
(magenta) beschichtete Partikel bilden jeweils grofde Aggregate aus. In einer Reaktion mit beiden Populationen an Par-
tikeln, bilden Ncam1a und Ncam1b grofe A/B-heterophile Konglomerate aus. (B) & (C) In den Kontrollen bilden nur
die Ncam1la (B’; griin) und die Ncam1b (C’; magenta) beschichteten Partikel Aggregate. HumFc-Partikel liegen grofdten-
teils einzeln vor. Sie werden allerdings in einer Reaktion mit Ncam1b-Partikeln mit in die Reaktion involviert und bilden
kleinere Aggregate. Der Maf3stabsbalken gilt fiir (A-C) und entspricht 10 pm.
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Der Mechanismus der homophilen trans-Interaktion von NCAM1 wird seit langer Zeit kontrovers
diskutiert. Verschiedene Studien zeigen unterschiedliche Beteiligung der Ig-Domédnen an dieser
Wechselwirkung (Rao et al., 1994; Ranheim et al., 1996; Kiselyov et al., 1997). Mehrere Publika-
tionen weisen auf eine Interaktion zwischen der ersten Ig-Domdane und der zweiten Ig-Domaéne
hin. Eine neuere Studie vergleicht in einem Modell die homophile trans-Interaktion von NCAM1
unterschiedlicher Spezies. Die Publikation beschreibt den Mechanismus der trans-Interaktion zwi-
schen der ersten Ig-Doméne des Molekiils A und der zweiten Ig-Doméane des Molekiils B. Wichtigs-
ter Bestandteil der homophilen NCAM1 Interaktion ist unter anderem die aromatische Aminosaure
Tyrosin 65 (Y A65) von Molekiil A der Igl-Domane. Der aromatische Benzolring von Y A65 interka-
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liert in eine benachbarte Tasche (Isoleucin B180 und Phenylalanin B182), welche von Seitenketten
der Ig2-Doméine von Molekiil B gebildet wird. Aufderdem bildet die Hydroxygruppe von Y A65 Was-
serstoffbriicken mit der Seitenkette von Glutaminsaure B171 (E B171). Eine weitere Stabilisierung
dieser Verbindung wird durch Salzbriicken der verbindenden Region der Igl und Ig2-Domé&nen
(Glu A16 und Lys B98 und umgekehrt) erzielt (Kasper et al,, 2000). Ncam1a/b aus dem Zebrafisch
wurden in dieser Untersuchung nicht beriicksichtigt. Ein Sequenzvergleich zeigt, dass die Amino-
sauren auch bei Zebrafisch Ncam1a und Ncam1b vorkommen. Dies lasst darauf schliefien, dass die
fiir diesen Bindemechanismus wichtigen Aminosduren zwischen den Spezies und innerhalb der
Ncam1-Paraloge konserviert sind (Abb. 24).

20 %0 60 80 100
| I I | |
NCAM1 [Homo sapiens] LQVDIVPSQG [E|I SVGESKFF LCQVAGDAKD KDISWFSPNG EKLTPNQQGRI SVVWNDD TLTIYNANID DAGIYKCVVT GEDGSESEAT VNVKIFGKLM
Ncam1 [Rattus norvegicus] LQVD I VPSQG [E[I SVGESKFF LCQVAGDAKD KDISWFSPNG EKLSPNQQRI SVVWNDDD LTIYNANID DAGIYKCVVT AEDGTQSEAT VNVKIFGKLM
Ncam1 [Mus musculus] LQVD IVPSQG [E[I SVGESKFF LCQVAGDAKD KDISWFSPNG EKLSPNQQRI SVVWNDDD LTIYNANID DAGIYKCVVT AEDGTQSEAT VNVKIFQKLM
Ncam 1-A [Xenopus laevis] LEVNIVPDQG [EI SLGESKFF LCQVSGEATD --ISWYSPTG EKLV- I SVVRSDD LTI[YNA DAGIYKCVAS NEAEGESEGT VNLKIYQKL
Ncam 1-B [Xenopus laevis] LEVNIVPDQG [EISLGESKFF LCQVSGEATD --1SWYSPTG EKLL I SVVKNDE LTIYNV DAGIYKCVAS SETEGESEGT VNLKIYGKL
Ncam1a [Danio rerio)] LQVE I TPTQG [E[I SVGESKFF LCEVVGDAKE - - IDWFAPNG EKLLPGRPDI SISKTDE TLTIYNANVD HAGMYKCVAK S-GEKESQGT IIVKIFQKL
Ncam1b [Danio rerio)] LQVD | TPAHG [E[I SVGESRFF LCEVIGGAKE --|DWFAPAG EKIEPGRPDI SVIRNDET LTIYNAKVD NAGTYRCVAS S-GDGDAEAT VNLKIYQK|I
Consensus LQVD1VPSQG E|I SVGESKFF LCQVAGDAKD --|SWFSPNG EKLXPNQQRI SVVWNDDXSS TLTIYNANID DAGIYKCVAX SEDXXESEAT VNVKIFQKLT
120 10 1 " 20
NCAM1 [Homo sapiens] FKNAPTPQEF REGEDAVIVC DVVSSLPPTI IWKHKGRDVI LKKDVRFIVL LQIRGI KKTDEGTYRC [EGRILARGEI| NFKDIQVIVN VPPTIQAR
Ncam1 [Rattus norvegicus] FKNAPTPQEF KEGEDAVIVC DVVSSLPPTI IWKHKGRDVI LKKDVRFIVL LQIRGI KKTDEGTYRC [EGRILARGEI| NFKDIQVIVN VPPTVQAR
Ncam1 [Mus musculus] FKNAPTPQEF KEGEDAVIVC DVVSSLPPTI IWKHKGRDFI LKKDVRFIVL S LQIRGI KKTDEGTYRC [EGRILARGEI| NFKDIQVIVN VPPTVQAR
Ncam 1-A [Xenopus laevis] FKNAPTPQEF KEGEDAVIIC DV IPSI1 TWRHKGKDVI FKKDVRFVVL ANNYLQIRGI KKTDEGTYRC [EGRILARGEI KDIQVIVN VPPTIGQARGL
Ncam 1-B [Xenopus laevis] FKYAPTPQEF TEGEDAVIIC DV IPS11 TWRHKGKDVI FKKDVRFVVL ANNYLQIRGI KKTDEGNYRC [EGRILARGEI KDIQVIVN VPPLIQARQI
Ncam1a [Danio reri)] FQYAPSPQEF NEGDDADIIC DVISSPPPTI IWRYKKMRIQ PETDVRLKVL HLQIRGI KKTDEGDYTC |EGRIMARGEI| DLRVIKVIVN VLPSIRTRYT
Ncam(b [Danio rerio] FTNVPSPQEF TEGDNAIIVC DVISSPPPTV LWKYKGAKIQ FDKDVRFKTL HLQIRGI RKTDEGV EGRIKARGEV| DFRSIKVVVN VLPTIRIRQA

Consensus FKNAPTPQEF KEGEDAVIVC DVVSSLPPTI IWKHKGRDVI XKKDVRFIVL SNNYLQIRGI KKTDEGTYRC EGRILARGEI| NFKDIQVIVN VPPTIQARQS

Abbildung 24: NCAM1 Sequenzvergleich Ig1-Ig2 unterschiedlicher Spezies. Ein publizierter homophiler Bindemechanis-
mus von NCAM1 wurde um die Zebrafisch Ncam1-Orthologe erweitert. Magenta umrandet sind Aminosduren, die an der
Interaktion beteiligt sind.

Die Paraloge Ncam1a und Ncam1b kdnnen homophil in Wechselwirkung treten und verhalten sich
dies beziiglich wie ihre Orthologe (Kiselyov et al., 2005). Die Bead-Aggregation gemischter Ncam1a-
und Ncam1b-Populationen an Partikeln ldsst vermuten, dass diese auch A/B-heterophil miteinan-
der Interagieren kénnen. Die Sequenzanalyse der ersten beiden Ig-Doméanen bekriftigt diese Ver-
mutung.

4.2.2 Die Ncamla/Ncamla Interaktion wird durch Polysialinsdure-Modifikation beein-
flusst

Fiir NCAM1 hoherer Vertebraten ist bekannt, dass homophile Bindungen durch Modifikation mit
polySia verhindert werden (Angata & Fukuda, 2003; Eckhardt et al,, 2000). Aufderdem wurde ge-
zeigt, dass beide Ncam1-Paraloge im Zebrafisch polysialyliert werden kénnen (Langhauser et al.,
2012). Welchen Einfluss die polySia auf Ncam1a und Ncam1b homophile Interaktionen hat, wurde
bisher noch nicht untersucht.

Zellen-Overlay Assays ermoglichen die in der Bead-Aggregation nachgewiesenen homophilen und
A/B-heterophilen Wechselwirkungen auf den Einfluss von polySia hin zu untersuchen. Transmem-
branes, His-Tag markiertes Ncamla oder Ncam1b wurde von CHO-Zellen exprimiert. Diese wur-
den mit rekombinanten Fc-Chimaren inkubiert, anschlief3end fixiert und gegen die Tags gefarbt.
Wechselwirkungen zwischen den Molekiilen wurde fluoreszensmikroskopisch iiber eine Koloka-
lisation nachgewiesen. Neben homophilen Interaktionen wurden auch heterophile Interaktionen
aufgezeigt. Beide Ansitze wurden aufierdem genutzt, um den Einfluss von Polysialinsdure auf die
Interaktionen zu untersuchen. CHO-2A10 Zellen kénnen kein polySia synthetisieren (Eckhardt et
al,, 1995) und dienten dem polySia-unabhidngigen Interaktionsnachweis. CHO-K1 Zellen entspre-
chen dem genetisch unverdnderten Wildtypen und dienten dem Nachweis polySia-abhangiger In-
teraktionen.

Die Polysialyltransferase negativen CHO-2A10 Zellen exprimieren kein polySia auf der Zelloberfla-
che (Abb. 25 A; polySia orange, DAPI blau), wohingegen polySia auf CHO-K1 Zellen nachgewiesen
werden kann (Abb. 25 B; polySia orange, DAPI blau). Zusatzlich wurde der Immunnachweis aus Zell-
lysaten iiber Western Blots mit einem a-His-Antikorper bzw. einem «a-polySia Antikdrper durchge-
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fiihrt. Inkubation mit dem «-His-Antikorper zeigt, dass Ncam1a-His gleichermaf3en von CHO-2A10
Zellen als auch von CHO-K1 Zellen exprimiert wird. Es ist jeweils eine Bande bei circa 140 kDa zu
erkennen. Bereits dieser Blot deutet darauf hin, dass CHO-K1 Zellen das Protein polysialylieren, da
die Bande hier etwas grofier erscheint. Wird ein Antikorper gegen polySia verwendet, zeigt sich
nur bei CHO-K1 Zellen eine polySia-typische, verbreiterte Bande aufgrund des unterschiedlichen
Grades an Polysialylierung zwischen 140 und 250 kDa.
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Abbildung 25: Expressionsnachweis von Ncam1a und polySia-Ncam1a in Zellkulturen. Die Abbildung zeigt vergleichen-
de Immunfarbungen und Western Blots der polySia-Expression in CHO-2A10 und CHO-K1 Zellen. (A) CHO-2A10 Zellen
konnen kein polySia auf der Zelloberflache synthetisieren. Die Immunfiarbung mit einem polySia-spezifischen Antikor-
per zeigt keine Immunreaktion (orange). Teilweise konglomeriert der Antikdrper in der Ndhe des Zellkerns (blau). (B)
polySia-positive CHO-K1 Zellen zeigen eine deutliche Farbung auf der Zelloberflache (orange). Die Zellkerne sind in blau
dargestellt. Die Western Blots zeigen Zelllysate von CHO-2A10 und CHO-K1 Zellen. Der Inmunnachweis erfolgte in zwei
separaten Blots. Die Inkubation einem «-His Antikorper zeigt, dass sowohl CHO-2A10 als auch CHO-K1 Zellen Ncam1a-
His exprimieren. CHO-2A10 Zellen exprimieren ein Protein mit einer Gréfse von etwa 140 kDa, welches der erwarteten
Grofie von Ncam1la-His entspricht. Daneben erscheint zusatzlich eine etwas kleinere Bande, die auf ein Abbauprodukt
schliefien ldsst. Die verbreiterte Bande der CHO-K1 Zellen gibt einen ersten Hinweis auf mogliche Polysialylierung. Der
Immunnachweis mit einem «a-polySia Antikérper ist nur in CHO-K1 Zellen positiv. Diese polysialylieren das exprimierte
Ncam1la-His, das durch eine verbreiterte Bande zwischen 130 und 250 kDa nachgewiesen werden kann. Der Maf3stabs-
balken entspricht 20 um.

Die Uberlagerung von CHO-2A10 Zellen, welche Ncamla transmembran exprimieren (griin) mit
Ncam1la-Fc-Chimaren Protein (magenta) zeigt deutlich, dass beide Proteine kolokalisieren (Abb. 26
A). Dies bestatigt die Beobachtung aus der Bead-Aggregation, dass Ncam1a homophil interagiert.
Um Zellumrisse auch untransfizierter Zellen zu visualisieren, wurden zusitzlich die Aktinfilamente
(Phalloidin, dunkelrot) und der Zellkern (DAPI, blau) gefiarbt. Uberlagertes Ncam1a bindet nicht an
untransfizierte Zellen (Abb. 26 A). Wird Ncam1a transmembran in CHO-K1 Zellen (griin) exprimiert
und inkubiert man diese mit Ncam1a-Fc-Chimaren (magenta), kolokalisieren die beiden Proteine
nicht. Eine homophile Interaktion von Ncam1a nach Polysialylierung ist nicht mehr méglich (Abb.
26 B). Auch untransfizierte Zellen binden nicht an das iiberlagerte Ncam1a (Abb. 26 B).

In einer Kontrollreaktion mit humFc wird verdeutlicht, dass die Wechselwirkungen von Ncam1a,
nicht aber vom Fc-Tag ausgehen. Ncam1a transfizierte Zellen binden kein humFc (Abb. 26 C, D)

63



4 ERGEBNISSE

Neam1a-His (Neamla Fe ] Merge
% i
R P g A

%

homophil 2A10

homophil K1

o
—
<
o\
)
=
o
~
+~
=
o
(2

Kontrolle K1

Abbildung 26: Die Homophile Wechselwirkung von Ncam1la wird in Anwesenheit von polySia verhindert. (A) polySia
negative CHO-2A10 Zellen exprimieren Ncam1a-His auf ihrer Oberflache (griin). Werden die Zellen mit Ncam1a-Fc iiber-
lagert, bindet dieses nur an Ncam1a-His exprimierende Zellen (magenta). Die Zellumrisse wurden mit einer Aktin- und
DAPI-Farbung visualisiert (rot, blau). Ncam1a interagiert homophil (Merge). (B) Die polySia-positiven CHO-K1 Zellen ex-
primieren Ncam1a-His auf ihrer Oberflache (griin). Dies hat zur Folge, dass Ncam1a-Fc nicht mehr an die Zellen binden
kann (magenta). Die Ncam1a homophile Interaktion wird durch die Anwesenheit von polySia gechemmt (Merge).(C) & (D)
Die Fc-Markierung des iiberlagerten Proteins hat keinen Einfluss auf die homophilen Wechselwirkungen. Sowohl CHO-
2A10 Zellen als auch CHO-K1 Zellen die Ncam1a-His auf ihrer Oberfldche exprimieren (griin), binden nicht an humanes
Fc (magenta). Es kommt zu keiner Kolokalisation der beiden Proteine (Merge). Maf3stabsbalken gilt fiir alle Abbildungen
und entspricht 20 pm.

64



4 ERGEBNISSE

Der Einfluss der Polysialylierung auf homophile Interaktionen von Ncam1la bestatigt sich auch
in Bead-Aggregation-Assays. Fluoreszente Partikel wurden mit Ncam1a beschichtet und anschlie-
end die Halfte der Reaktion in vitro mit rekombinanter Polysialyltransferase St8Siall und Sialin-
sdure inkubiert. Ncam1a Partikel bilden homophile Cluster (Abb. 27 A; vgl. zudem Abschnitt 4.2.1).
Die homophile Bindung von Ncamla wird durch St8Siall-vermittelte in vitro Polysialylierung
aufgeldst und die Partikel liegen grofdtenteils vereinzelt vor (Abb. 27 B).

polySia-Ncama-Fc
.
Abbildung 27: In vitro Polysialylierung verhindert die homophile Ncam1a/Ncam1a Interaktion. (A) Ncam1a-Fc Partikel

bilden wie erwartet Aggregate. (B) polySia gebunden an Ncam1la verhindert, dass die Ncaml1a-beschichteten Partikel
Aggregate bilden. Der Maf3stabsbalken gilt fiir Abbildungen A und B und entspricht 10 pm.
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4.2.3 Die Modifikation mit Polysialinsaure hat keinen Einfluss auf die Ncam1b homophile
Interaktion

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Polysialylierung die homophile Interaktion von Ncam1a ver-
hindert, wurde untersucht ob die Ncam1b homophile Interaktion durch Modifikation mit polySia
ebenso unterbunden wird. Hierfiir wurde His-markiertes Ncam1b auf der Membran von polySia-
negativen CHO-2A10 und polySia-positiven CHO-K1 Zellen exprimiert. Der Western Blot zeigt eine
diskrete Bande bei circa 180 kDa und entspricht damit der Grof3e von Ncam1b-His. Ein Western
Blot mit einem Antikoérper gegen polySia zeigt nur fiir CHO-K1 Zelllysate einen polySia-spezifischen
Upshift zwischen circa 180 kDa und 250 kDa. Ncam1b wird folglich von CHO-K1 Zellen in polysia-
lylierter Form gebildet (Abb. 28B).
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Abbildung 28: Expressionsnachweis von Ncam1b und polySia-Ncam1b in Zellkulturen. Beide Zelltypen exprimieren
Ncam1b-His. Der Blot zeigt mit einem Antikérper gegen die His-Markierung in beiden Spuren eine Bande bei 180 kDa.
Der Nachweis der Polysialylierung Ncam1b-His transfizierter Zellen mit einem «-polySia Antikdrper ist nur in CHO-K1
Zellen positiv. Diese polysialylieren das exprimierte Ncam1b-His, sodass ein typisches Bandenmuster zwischen 170 und
250 kDa entsteht.

In Zellen Overlay-Assays wurde Ncamlb von CHO-2A10 Zellen exprimiert und mit exogenen
Ncam1b-Fc-Chiméren inkubiert. Eine ausgepridgte Kolokalisation der Ncamlb-Proteine zeigt
die homophile Interaktion von Ncam1b (Abb. 29 A). Das bestitigt die Beobachtungen der Bead-
Aggregation. Die Farbung samtlicher Zellen des Ansatzes mit Phalloidin (Aktinfilamente; dunkelrot)
und DAPI (Zellkern; blau) zeigt, dass Ncam1b nicht an untransfizierte Zellen bindet (Abb. 29 A
Aktin/DAPI bzw. Merge). Entgegen der Beobachtung zur homophilen Interaktion von Ncam1la
in CHO-K1 Zellen (vgl. Abb. 26), fiihrt eine Expression von Ncam1b in CHO-K1 Zellen nicht zur
Reduktion der homophilen Ncam1b Interaktion. Das bedeutet, dass auch polysialyliertes Ncam1b
homophil bindet (Abb. 29 B). Untransfizierte Zellen binden kein Ncam1b (Abb. 29 B). Die homo-
phile Ncam1b-Interaktion ist kein Artefakt, da humanes Fc nicht an die transfizierten Zellen bindet
(Abb. 29 C, D).
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Abbildung 29: Polysialylierung hat keinen Einfluss auf die homophile Interaktion von Ncam1b. (A) CHO-2A10 Zellen ex-
primieren Ncam1b-His auf ihrer Oberflache (griin). Werden die Zellen mit Ncam1b-Fc liberlagert, bindet dieses nur an
Ncam1b-His exprimierende Zellen (magenta). Die Zellumrisse wurden mit einer Aktin- und DAPI-Farbung visualisiert
(rot, blau). Auch Ncam1b interagiert homophil (Merge). (B) Die polySia-positiven CHO-K1 Zellen exprimieren Ncam1b-
His auf ihrer Oberflache (griin). Dies hat keinen Einfluss auf die Ncam1b homophile Wechselwirkung (magenta). Die
Ncam1b homophile Interaktion ist polySia unabhangig (Merge). (C)& (D) Die Fc Markierung des iiberlagerten Prote-
ins hat keinen Einfluss auf diese homophile Wechselwirkung. CHO-2A10 und CHO-K1 Zellen die Ncam1b-His auf ihrer
Oberflache exprimieren (griin), binden nicht an humanes Fc (magenta). Es kommt zu keiner Kolokalisation der beiden
Proteine (Merge). Der Mafsstabsbalken gilt fiir alle Abbildungen und entspricht 20 pm.
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Werden fluoreszente Partikel mit Ncam1b-Fc Protein beschichtet kommt es, wie bereits beschrie-
ben, zur Aggregation der Partikel (Abb. 30 A; vgl. auch Abschnitt 4.2.1). Nach St8Siall-vermittelter
in vitro Polysialylierung bilden die Ncam1b-Partikel weiterhin grofde Cluster. Die homophile Inter-
aktion von Ncam1b wird also durch polySia nicht aufgehoben (Abb. 30 B).

.
Abbildung 30: In vitro Polysialylierung hat keinen Einfluss auf die Ncam1b/Ncam1b Interaktion. (A) Ncam1b-Fc Partikel

bilden Aggregate. (B) Auch polySia-Ncam1b beschichtete Partikel kdnnen Aggregate bilden. Der Mafstabsbalken gilt fiir
Abbildungen A und B und entspricht 10 um.
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4.2.4 Die Polysialinsauremodifikation schwicht die A/B-heterophile Interaktion

Die heterophile Bead-Aggregation gab bereits Hinweise darauf, dass eine A/B-heterophile Inter-
aktion zwischen den beiden Paralogen mdglich ware (vgl. Abb. 23). Auch die Sequenzanalyse be-
kraftigte diese Aussage. Da die Bead-Aggregation fiir einen heterophilen Interaktionsnachweis we-
niger gut geeignet erschien, wurde diesen Hinweisen in Zellen Overlay-Assays nachgegangen. Au-
f3erdem wurde der Einfluss der polySia-Modifikation auf diese A/B-heterophile Wechselwirkung
untersucht, um weitere Indikatoren fiir eine Subfunktionalisierung der Paraloge zu erhalten.

Die in der Bead-Aggregation beobachtete heterophile Interaktion von Ncam1a mit Ncam1b kann in
Zell-Overlay Assays bestatigt werden. CHO-2A10 Zellen, die Ncam1a transmembran (griin) expri-
mieren, binden l6sliches Ncam1b (magenta) an ihrer Oberflache. Das zeigt sich durch Kolokalisati-
on nach einer Immunfarbung (Abb. 31 A). Wird das transmembrane Ncam1a-Konstrukt in CHO-K1
Zellen exprimiert, wird es von den Zellen polysialyliert. Nach Inkubation mit Ncam1b treten die
beiden Proteine kaum mehr in Wechselwirkung. Die Intensitit der Cy3 Fluoreszenz (Ncam1b Uber-
lagerung) ist stark abgeschwacht (Abb. 31 B; gleiche Aufnahmeintensitat wie in Abb. 31 A).
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Abbildung 31: Die Heterophile Ncam1la Interaktion mit Ncam1b wird durch polySia stark reduziert. (A) Ncam1a-His
wird auf der Oberfldche von CHO-2A10 Zellen exprimiert (griin) und rekombinantes Ncam1b-Fc bindet an diese Zel-
len (magenta). Die Zellumrisse wurden mit einer Aktin- und DAPI-Farbung visualisiert (rot, blau). Die Inkubation der
Ncam1la-His exprimierenden CHO-2A10 Zellen mit Ncam1b-Fc fithrt zu einer heterophilen Bindung zwischen Ncam1la
und Ncam1b (Merge). (B) Die polySia-positiven CHO-K1 Zellen exprimieren Ncamla-His auf ihrer Oberfldche (griin).
Rekombinantes Ncam1b-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 geschwacht (Merge). Der Mafdstabsbalken gilt fiir alle

Abbildungen und entspricht 20 pum.

Auch in umgekehrter Konstellation, wobei Ncam1b-His (griin) von CHO-2A10 Zellen exprimiert
und mit Ncam1a-Fc (magenta) inkubiert wird, kdnnen beide Proteine aneinander binden. (Abb. 32
A). Wird transmembranes Ncam1b-His durch Expression in CHO-K1 Zellen polysialyliert, vermin-
dert dies ebenso die A-B-heterophile Interaktion (Abb. 32).

69



4 ERGEBNISSE

Neam1b-His (Ncamiafc  JO0 DAPL_— YMerge ]

heterophil 2A10

i
i
=
=
o
—
Q
-
()
<

Abbildung 32: Heterophile Ncam1b Interaktion mit Ncam1a in Abhadngigkeit von polySia. (A) polySia-negative CHO-2A10
Zellen exprimieren Ncam1b-His auf der Zelloberflache (griin). Diese Zellen wurden mit rekombinantem Ncam1a-Fc inku-
biert (magenta). Die Zellumrisse wurden mit einer Aktin- und DAPI-Farbung visualisiert (rot, blau). Auch in umgekehrter
Konstellation, wobei CHO-2A10 Zellen Ncam1b-His exprimieren, bindet Ncam1a-Fc A-B-heterophil. Der Merge zeigt die
Kolokalisation der beiden Proteine. (B) Polysialyliertes Ncam1b-His wird auf CHO-K1 Zellen exprimiert (griin). Rekombi-
nantes Ncamla-Fc bindet schwach an die Zellen (magenta). Die A-B-heterophile Interaktion wird durch die Anwesenheit
von polySia geschwicht (Merge). Der Mafdstabsbalken gilt fiir alle Abbildungen und entspricht 20 um.

Aus vorher Erlautertem lasst sich schlief3en, dass sich die Ncam1-Paraloge des Zebrafischs in gro-
3en Teilen analog zu den NCAM1-Orthologen anderer Vertebraten verhalten (Kiselyov et al., 2005).
Ncam1la und Ncam1b kénnen sowohl in einem homophilen also auch in einem A/B-heterophilen
Mechanismus in Wechselwirkung treten. PolySia beeinflusst diese Interaktionen auf unterschied-
liche Weise. polySia-Ncam1la kann keine homophilen- oder Ncam1b-Bindungen eingehen. Die Si-
tuation fiir Ncam1b weicht in Teilen davon ab, sodass eine homophile Bindung von Ncam1b trotz
Modifikation mit polySia eingegangen wird. Ist Ncam1a in diese heterophile polySia-Ncam1b Wech-
selwirkung mit einbezogen, kommt es zu keiner Interaktion.

Diese Beobachtungen lassen schlussfolgern, dass sich Ncam1a und Ncam1b auch auf Ebene homo-
philen Interaktion unterscheiden. Daraus lésst sich ein weiterer Hinweis auf eine Subfunktionali-
sierung ableiten.

4.3 Heterophile Interaktionen der Ncam1-Paraloge mit Tag-1 und Neurolin

Aus anderen Vertebraten ist bekannt, dass NCAM1 auch an andere neuronale Zellerkennungsmole-
kiile aus der Ig-Superfamilie bindet (Ubersichtsartikel: Nielsen et al., 2010). Um zu untersuchen, ob
das auch im Zebrafisch gilt und ob sich die Paraloge Ncam1a und Ncam1b in dieser Hinsicht &hneln
oder unterscheiden, wurden exemplarisch zwei Mitglieder der Ig-Superfamilie ausgewahlt und auf
heterophile Interaktion mit den Ncam1-Paralogen untersucht.

Flir das GPI-verankerte Transient Axonal Glycoprotein-1 (Tag-1) ist bekannt, dass es im Huhn mit
NCAM1 in Wechselwirkung tritt (Milev et al., 1996). Funktionelle Analysen der vorliegenden Arbeit
zeigten Tendenzen auf, dass es auch in der Wegfindung von Motoraxonen eine gewisse Rolle spie-
len kénnte (vergleiche Abschnitt 4.1.6).

Fiir das transmembrane Neurolin ist gibt es noch keine Beobachtungen hinsichtlich einer Interak-
tion mit NCAM1. Allerdings zeigen vorausgegangene Studien, dass Neurolin im Zebrafisch im Pro-
zess der axonalen Wegfindung retinaler Ganglienzellen (Ott et al., 1998) als auch von Motoraxonen
(Ott et al., 2001) von grofder Wichtigkeit ist. Funktionelle Studien unter Einsatz von Morpholino-
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Injektion der vorliegenden Arbeit bestitigen diese Arbeiten (vergleiche auch 4.1.6).

4.3.1 Tag-1 interagiert schwach homophil und heterophil mit Ncam1b

Fiir TAG-1 ist mehrfach beschrieben, dass es homophile Bindungen eingeht (Tsiotra et al., 1996;
Kunz et al,, 2002). Die Tag-1 homophile Interaktion des Zebrafisch-Orthologs wurde noch nicht un-
tersucht. Um diese Frage zu beantworten, wurden Bead-Aggregationen und Zellen-Overlay-Assays
durchgefiihrt.

Tag-1 beschichtete Partikel treten untereinander wenig ausgepragt in Wechselwirkung (Abb. 33 A’).
Die Auswertung von 10 Zufallsbilder ist in einem Spektrum aufgetragen. Der Grofsteil der Flache
wird von singuldren Partikeln eingenommen. Kleinere Aggregate entsprechen einer durchschnitt-
lichen Grofde zwischen zwei und 250 Partikeln und einer maximalen Grofde 700 Partikeln (Abb. 33
A).

Partikel beschichtet mit humanem Fc bilden keine Aggregate, sodass die Partikel hauptsachlich ver-
einzelt vorliegen (Abb. 33 B’). Es werden in der Kontrolle durchschnittlich 30 Beads/Aggregat do-
kumentiert (Abb. 33 B”).

71



4 ERGEBNISSE

humanes Fc

=
a,
S
=
S

<

A Aggregationsspektrum Tagl (n=10) B” Aggregationsspektrum humanes Fc (n=9)
Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il
20 e 20 | i
15 B 15 -
X X
= £
Q Q.)
£ £
s 10 e @ 10 | B
23 29
5 E 5 B
0 m_lrl_\_‘_h—ul T T | 0 ﬁ | | T T T T T T T

T T
100 200 300 400 500 600 700 100 200 300 400 500 600 700
Anzahl der Beads pro Aggregat Anzahl der Beads pro Aggregat

Abbildung 33: Tag-1 des Zebrafischs bildet nur schwache homophile Aggregate aus. (A) Tag-1-beschichtete fluoreszente
Partikel aggregieren mit einer durchschnittlichen Grofde von etwa zwei bis 300 Partikeln und einer maximalen Gréfe
etwa 730 Partikeln (n = 10 Zufallsaufnahmen). (B) Die Kontrolle aggregiert nicht. Das Spektrum {iber die Aggregations-
grofien zeigt, dass sich die Aggregation hauptsachlich zwischen einem und 30 Partikeln/Aggregation bewegt. Zwei Maxi-
malwerte von etwa 50 und 80 Beads/Aggregat lassen auf einen Fehler der Resuspension schliefen. Der Maf3stabsbalken

entspricht 10 pm.

In einem homophilen Interaktionsnachweis von Tag-1 liber Overlay Assays sollte die schwache
Tag-1 Interaktion aus der Bead-Aggregation iiberpriift werden. Tag-1-His wird von CHO-K1 Zellen
in der Zellmembran exprimiert (griin) und mit Tag-1-Fc iiberlagert (magenta) (Abb. 34 A). Uberla-
gertes Tag-1 bindet kaum an exprimiertes Tag-1.

Die Negativkontrolle mit iiberlagertem humFc zeigt keine Kolokalisation (Abb. 34 B).
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Abbildung 34: Tag-1 interagiert in Zellen Overlay-Assays sehr schwach homophil. CHO-K1 Zellen exprimieren Tag-1-His
aufder Zellmembran (griin). Werden diese Zellen mit rekombinantem Tag-1-Fc inkubiert (magenta), konnen die Proteine
in sehr geringem Maf3e aneinander binden (Merge). (B) Die Kontroll-Inkubation Tag-1-exprimierender Zellen (griin) mit
humanem Fc (magenta) fiihrt zu keiner Bindung. Die Zellumrisse wurden mit einer Aktin- und DAPI-Farbung visualisiert
(rot, blau). Der Mafsstabsbalken gilt fiir alle Abbildungen und entspricht 20 pm.

Ein aktuelles Interaktionsmodell beschreibt die homophile trans Interaktion von humanem Tag-1
(Mortl et al,, 2007). Hierbei treten die antiparallelen 5-Stréange der beiden Ig2-G-Strdnge miteinan-
der in Wechselwirkung. Ausschlaggebend fiir eine Dimerisierung der Strange sind die hydrophoben
Taschen, die durch die Benzolringe der drei Phenylalanine (F143, F185 und F194) gebildet werden
(Mortl et al,, 2007). Ein Sequenzvergleich unterschiedlicher Spezies miteinander zeigt, dass ent-
sprechend dieses Modells die Bereiche zwischen Mensch, Maus und Huhn konserviert sind. Allein
der Zebrafisch besitzt an Stelle des F185 ein Valin (V185) und an Stelle F194 ein Alanin (A194).
Die fiir die Dimerisierung wichtigen Benzolringe fehlen.

Aus anderen Vertebraten ist bereits bekannt, dass TAG-1 heterophile Bindungen mit einigen neu-
ronalen Zellerkennungsmolekiilen eingehen kann. Hierzu gehéren unter Anderem L1 (Kuhn et al,,
1991), NgCAM (Buchstaller et al., 1996), SIntegrin (Felsenfeld et al,, 1994) und NCAM1 (Milev et
al,, 1996). Ob sich Tag-1 des Zebrafischs auch heterophil mit Ncam1la oder Ncam1b interagieren
kann, ist bisher nicht untersucht. Da es aber transient auf Motoraxonen exprimiert wird (Dodd et
al,, 1988) und das Projektionsverhalten von Wachstumskegeln beeinflusst (Wolman et al., 2008)
stellt es in jeder Hinsicht einen potentiellen Bindepartner fiir die Ncam1-Paraloge dar.

In Overlay-Assays wurden CHO-2A10 Zellen mit Ncamla (griin) transfiziert und mit rekom-
binantem Tag-1 (magenta) iiberlagert. Beide Proteine kolokalisieren miteinander (Abb. 35 A).
Exprimieren die Zellen Ncam1b auf ihrer Oberfldche (griin), findet auch hier eine Assoziation von
Tag-1 (magenta) an Ncam1b statt (Abb. 35 B).
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Abbildung 35: Tag-1 interagiert nicht mit Ncamla aber heterophil mit Ncam1b. (A) CHO-2A10 Zellen exprimieren
Ncam1la-His auf der Zelloberfldche (griin). Diese Zellen wurden mit rekombinantem Tag-1 inkubiert (magenta). Es
kommt zu keiner Kolokalisation von Ncam1a mit Tag-1 (Merge). Die beiden Proteine kénnen nicht miteinander in Wech-
selwirkung treten. (B) Auch Ncam1b wurde auf CHO-2A10 Zellen exprimiert (griin). Die Inkubation mit Tag-1 (magenta)
fithrt zu einer heterophilen Bindung an Ncam1b (Merge). Die Zellumrisse wurden mit einer Aktin- und DAPI-Farbung
visualisiert (rot, blau). Der Maf3stabsbalken gilt fiir alle Abbildungen und entspricht 20 pm.

Diese Untersuchungen lassen den Schluss zu, dass beziiglich der heterophilen Interaktion mit Tag-1
ein weiterer Unterschied zwischen den Paralogen Ncam1a und Ncam1b vorliegt. Ncam1b kann he-
terophil mit Tag-1 interagieren. Dies stimmt mit der beschriebenen Situation der Orthologe Ncam1
und Axonin-1 im Huhn {iberein. Eine heterophile Interaktion zwischen Ncam1la und Tag-1 bleibt
aus.

4.3.2 Neurolin interagiert homophil mit sich selbst und heterophil mit den Ncam1-
Paralogen

Neurolin im Zebrafisch ist das humane ALCAM-Ortholog. Fiir ALCAM ist bekannt, dass es homo-
phile Wechselwirkungen eingeht (Kempen et al.,, 2001). Neben der homophilen Interaktion gibt es
auch beschriebene heterophile Bindepartner von ALCAM, beispielsweise mit dem L1-verwandten
NrCAM (DeBernardo & Chang, 1996). Eine heterophile Interaktion zwischen ALCAM und NCAM1
ist bisher noch nicht beschrieben.

Ob auch das Zebrafisch Ortholog Neurolin homophile Interaktionen oder heterophil mit Ncam1la
oder Ncam1b in Wechselwirkung tritt, ist bisher noch nicht bekannt. Um diese Fragestellung zu
untersuchen, wurden Bead-Aggregationen und Overlay-Assays angefertigt.

In der Bead-Aggregation bilden Neurolin beschichtete Partikel homophile Aggregate. Die Aggregats-
grofde bewegt sich zwischen einem und 300 Beads, es treten aber auch vereinzelt einige grofiere
Cluster mit maximal 880 Beads auf.(Abb. 36 A). Es verhailt sich also in diesem Bezug wie sein hu-
manes Ortholog. Diese Reaktion ist spezifisch fiir Neurolin, da die Kontroll-Partikel beschichtet mit
humFc nicht aggregieren (Abb. 36 B).
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Abbildung 36: Neurolin interagiert homophil. (A) Neurolin-beschichtete Partikel bilden Aggregate zwischen zehn und
300 Beads aus. Neurolin verhélt sich wie sein humanes Ortholog. (B) Partikel die mit humanem Fc in einer Kontrollreak-
tion beschichtet wurden aggregieren nicht. (C) Der Maf3stabsbalken gilt fiir A und B und entspricht 10 um.

Um die heterophilen Interaktionen von Neurolin mit den Ncam1-Paralogen zu untersuchen, wur-
den CHO-2A10 Zellen mit Ncam1a bzw. Ncam1b transfiziert. Werden die Zellen in den Overlay-
Assays mit Neurolin inkubiert, kann dieses nur sehr schwach mit Ncam1a (Abb. 37 A) und etwas
stidrker mit Ncam1b interagieren (Abb. 37 B).
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Abbildung 37: Neurolin interagiert schwach heterophil mit Ncam1a und Ncam1b. (A) polySia-negative CHO-2A10 Zellen
exprimieren Ncam1a-His auf der Zelloberflache (griin). Diese Zellen wurden mit rekombinantem Neurolin inkubiert (ma-
genta). Der Merge zeigt die Kolokalisation der beiden Proteine. Neurolin bindet in einer heterophilen Reaktion schwach
an Ncam1la. (B) Auch Ncam1b wurde auf CHO-2A10 Zellen exprimiert (griin). Die Inkubation mit Neurolin (magenta)
fithrt ebenso zu einer schwachen heterophilen Bindung an Ncam1b (Merge). Die Zellumrisse wurden mit einer Aktin
und DAPI Farbung visualisiert (rot, blau). Der Maf3stabsbalken gilt fiir alle Abbildungen und entspricht 20 pm.

4.4 Native Interaktionspartner der Ncam1-Paraloge

In den bisher durchgefiihrten Experimenten wurden immer definierte Komponenten, d.h. rekom-
binant exprimierte Proteine auf ihre Wechselwirkungen miteinander untersucht. In den weiterfiih-
renden Untersuchungen lag der Fokus auf der Identifizierung von Wechselwirkungen mit nativen
Bindungspartnern. Hierfiir wurden die rekombinanten Proteine als Sonde in Affinity-Probes, bzw.
als immobilisierten bait in Pulldown-Assays verwendet.

4.4.1 Hinweise auf Interaktionspartner von Ncamla und Ncam1b

In Whole-Mount Affinity-Probes wurden rekombinantes Ncamla-Fc und Ncam1b-Fc als Sonde
verwendet um die Lokalisation von Bindungspartnern im Embryo in situ zu ermitteln. Da die Far-
bungen haufig unzureichende Qualitdt hatten, wurden die Ergebnisse schriftlich zusammengefasst
und nur einige reprasentative Konfokalbilder aufgenommen.

Die Ncam1a-Sonde bindet native freie Interaktionspartner auf den Somiten die den Rumpf ober-
flachlich durchziehen. Zu den Entwickungsstadien von 24, 30 und 48 hpf ist diese diffuse Bindung
in unterschiedlicher Auspriagung zu beobachten. Abbildung 38 A zeigt einen Embryo zu 24 hpf,
der GFP unter dem Seitenlinienorgan-spezifischen ClaudinB Promotor (Tg(cldB::GFP)). Im Rumpf
kann ein gradueller Bindepartner von Ncam1la detektiert werden. Dieser beginnt bei 24 hpf sehr
weit cranial auf Hohe des vierten Somiten. Mit fortschreitendem Alter wird die craniale Grenze
immer weiter nach caudal verschoben und befindet sich nach 30 hpf auf Hohe des 12. Somiten.
Nach 48 hpf befindet sie sich in Ndhe der Schwanzspitze bei etwa dem 22. Somiten. Diese Beobach-
tungen korrelieren mit der Wachstumsbewegung des Primordium (Chitnis et al.,, 2012). Wird die
polySia-Expression durch einen Knockdown verhindert, wird die Position des Bindepartners von
Ncam1la nach cranial in Richtung des 14. Somiten verschoben (Abb. 38 B). Auch diese Beobachtung
stimmen mit dem Verhalten des Primordiums tberein (Heiny, 2012; laufende Doktorarbeit R.
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Dries).

Wird eine Ncam1b-Sonde verwendet, kann ein ebenso den Rumpf durchziehendes, unspezifisches
Muster detektiert werden. Allerdings verdndert sich diese weder temporal noch durch einen
st8siall-Knockdown und durchzieht den Embryo im beobachteten Zeitraum (24 - 48 hpf) von
cranial bis caudal (Daten nicht gezeigt).

Daraus ergibt sich, dass Ncam1a einen moéglichen Einfluss auf die Migration des Primordiums ha-
ben konnte.

Tg(cldB::GFP)

= 24hpf Control

T ———— 30hpf Control
Primordium
H— e 48hpf Control Ncamla-Fc

I A - 48hpf STXMo

Abbildung 38: Native Bindepartner von Ncam1la sind auf dem Rumpf lokalisiert. (A) Ncam1a-Fc bindet nach 24 hpfin
einem graduellen und punktférmigen Muster an den Rumpf 24 hpf alter Embryonen (magenta). Die Embryonen expri-
mieren GFP unter dem Seitenlinien-spezifischen Promotor ClaudinB (griin). (B) Betrachtet man Zeitpunkte von 24, 30
und 48 hpf reduziert sich der Bindepartner immer weiter Richtung Schwanzspitze. Ein Knockdown von st8siall verbrei-
tert das Bindemuster von Ncam1a. Alle Beobachtungen korrelieren mit dem Wachstumsverhalten des Primordiums (p).
Der Maf3stabsbalken aus A entspricht 50 pm.

Der Verlust von polySia legt fiir Ncam1a auf3erdem auch native Bindepartner auf den Zellen des
Riickenmarks, auf der Floorplate sowie auf muskuldren Strukturen frei (Abb. 39 A). Diese Bindeaf-
finitat ist spezifisch fiir Ncam1a, da der Fc-Tag allein zu keiner Bindung fiihrt (Abb 39 B).

Ncam1b hat weder freie Bindepartner zu 48 Stunden noch nach einem st8siall-Knockdown (Daten
nicht gezeigt).
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Abbildung 39: Ncam1a-Affinititssonden detektieren native Bindepartner von Ncam1a auf Zellen des Riickenmarks, der
Floorplate und auf muskuldren Strukturen st8Siall-Knockdown. Lateralausschnitte von Konfokalaufnahmen 48 hpf alter
Embryonen, cranial ist links. (A) Nach einem Knockdown der Sialyltransferase kann die Ncam1a-Sonde an den Zellkor-
pern des Riickenmarks und an den Somiten freie Bindungspartner lokalisieren. (B) Die Kontroll-Sonde aus humanem Fc
allein, fithrt zu keiner Affinitit. Der Maf3stabsbalken gilt fiir beide Abbildungen und entspricht 50 um.

Eine Problematik dieses Experimenteaufbaus ist die Tatsache, dass die Sonde nur dann an native
Bindungspartner assoziieren kann, wenn diese nicht bereits durch andere Bindepartner okkupiert
oder beispielsweise durch polySia nicht fiir andere Molekiile zugadnglich sind.

Daher wurden in einem weiteren Ansatz die Tg(hb9::GFP) Larven erst zu 10 dpf fixiert um diese
Optionen zu minimieren. Die konfokalen Aufnahmen zur Bindung der Affinitdtssonden zeigen
einen Lateralausschnitt 10 dpf (Lateralansicht 10 dpf, Abb. 40). Die Ncamla-Sonde bindet an
keine spezifische Struktur (Lateralansicht 10 dpf, Abb. 40 A, magenta). Es treten lediglich einige
diffuse Farbungen auf den Somiten auf. Diese befinden sich aber in unmittelbarer Nahe zum Mo-
toraxonbiindel (griin). PolySia wird auch noch nach 10 Tagen auf den Axonen von Motoneuronen
exprimiert. Auflerdem ist in dieser Aufnahmeposition auch die Expression von polySia auf dem
Seitenliniennerv zu erkennen. Die Zellkorper tragen die Glykanmodifikation zu diesem Zeitpunkt
nicht mehr (blau).

Die Ncam1b-Sonde (Abb. 40 B, magenta) trifft auf einen freien Interaktionspartner sowohl auf
Motoraxonen (griin) als auch auf dem Seitenliniennerv. Die Affinitdt der Ncam1b-Fc Sonde wird
durch die Anwesenheit von polySia (blau) nicht verhindert.

Um die Moglichkeit auszuschlief3en, dass die Effekte durch den Fc-Tag hervorgerufen wurden,
diente humanes Fc als Kontrollsonde. Dieses kann an keine der Strukturen binden (Abb. 40 C).
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Abbildung 40: Native Bindungspartner von Ncam1la und Ncam1b auf den Motoraxonen und dem Seitenliniennerv. Late-
ralausschnitte von Konfokalaufnahmen 10 dpf alter Larven, cranial ist links. (A) Ncam1a bindet in diffusem Muster an
die Somiten (magenta). Die Motoneurone exprimieren GFP (griin) und tragen polySia (blau). Dieses ist auch auf dem
Seitenliniennerv vorzufinden. (B) Ncam1b (magenta) lokalisiert native Bindepartner auf den Motoraxonen (griin) und
dem Seitenliniennerv. Diese Interaktion ist unabhangig von polySia, da sie auf beiden Strukturen stattfindet (blau). (C)
Die humFc Kontrolle zeigt keinerlei Bindeaffinitdt. Der Mafdstabsbalken gilt fiir alle Abbildungen und entspricht 50 pm.

Zusammenfassend ladsst sich sagen, dass es fiir Ncam1a auf nicht ndher zu definierende Struktu-
ren auf dem Rumpf gibt. Auffillig war, dass sich die scheinbar unspezifische Affinitit der Ncam1a-
Sonde mit fortschreitendem Alter immer weiter nach caudal verschiebt. Die Grenze des Bindepart-
ners korreliert mit der Position des Primordiums. Der st8siall-Knockdown fiihrt neben den bereits
beschriebenen Effekten aufierdem zu einer Wachstumsverzoégerung des Primordiums. Zudem ver-
schiebtsich die Grenze des Ncam1a-Bindepartners weiter nach cranial, was ebenso mit der Position
des Primordiums tlibereinstimmt (Heiny, 2012; laufende Doktorarbeit R. Dries). Unabhidngig vom
Primordium zeigt eine Detailaufnahme, dass es nach einem st8siall-Knockdown zusatzlich freie
Bindungspartner auf Zellkérpern des Riickenmarks, der Floorplate sowie auf den Somiten native
Bindungspartner gibt. Aufderdem konnte nach 10 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 Ncam1la-Sonde aufgrund dessen vermutlich nicht binden. Die Ncam1a-Interaktion
wird also auch unter nativen Bedingungen von polySia beeintrachtigt.

Die Ncam1b-Sonde hat zu 48 hours post fertilization (hpf) keine freien Bindepartner. Erst nach
10 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 nativen
Bedingungen nicht zu beeintrachtigen.
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4.4.2 Pulldown Assays bestitigen Interaktion von Ncam1b mit Tag-1

In Pulldown Assays wurden die nativen Bindungspartner von Ncam1b untersucht und versucht
ndher zu beschreiben. Dazu wurde mit einer Praparation angereicherter Motoneuronen (GFP+)
und einer Prdparation nicht-motoneuronaler Zellen(GFP—) gearbeitet. Diese wurden tiber Fluo-
reszenzflusssortierung (fluorescence-activated cell sorting (FACS)) voneinander getrennt (FACS
Kooperation mit Yuya Hayashi) und anschlief3end fiir 48 Stunden auf Laminin inkubiert. Zellhomo-
genate wurde mit Ncam1b-Fc inkubiert, um native Interaktionspartner zu isolieren. Als Kontrolle
diente humanes Fc. Der Proteinkomplex wurde iiber Protein-G-Sepharose extrahiert und in einem
Western Blot mit einem Tag-1 spezifischen Antikérper ausgewertet.

Wurden die Zellhomogenate mit Ncam1b-Fc Protein inkubiert, kann im Western Blot mit einem An-
tikorper Tag-1 spezifischen Antikérper sowohl in GFP— als auch GFP+ Fraktionen eine Bande bei
etwa 25 kDa und eine bei etwas mehr als 130 kDa nachgewiesen werden. Das 25 kDa grofie Prote-
in kommt in allen Fraktionen vor und entspricht vermutlich dem Protein-G des Substrats. Tag-1 ist
ein verhéltnismaflig grofdes Molekiil der Ig-Superfamilie mit etwa 135 kDa (Dodd et al., 1988) und
entspricht damit der Gréf3e der oberen Bande. Da Tag-1 neben Motoraxonen auch auf anderen Axo-
nen des Nervensystems exprimiert wird, kann diese Inmunreaktion sowohl in GFP— als auch GFP+
nachgewiesen werden. Die Spezifitit dieses Effekts kann dadurch gezeigt des Fc-Tags ist, zeigt die
Inkubation der Zellhomogenate mit humFc. Dies fithrt im Western Blot zu keiner Immunreaktion.
Tag-1 konnte Uber einen Pulldown Assay als nativer, heterophiler Interaktionspartner von Ncam1b
bestatigt werden.
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Abbildung 41: Pulldown-Assay bestitigt Tag-1 als nativen Interaktionsparter Ncam1b. Der Western Blot zeigt die Im-
munreaktion eines Tag-1 spezifischen Antikdérpers auf einen Pulldown von Ncam1b-Fc bzw. humanem Fc GFP-negativer
(GFP —) und -positiver (GFP +) Zellhomogenate. Es treten zwei Banden auf. Das 25 kDa grofde Fragment entspricht ver-
mutlich dem Protein G der Sepharose-Partikel und kommt in allen Fraktionen vor. Die 130 kDa grofde Bande tritt nur bei
Fraktionen mit Ncam1b-Pulldown auf und entspricht Tag-1.
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Der Pulldown-Assay bestatigt die Annahme, dass Ncam1b mit Tag-1 in Wechselwirkung treten kann
und er6ffnet einen neuen, interessanten Aspekt in Bezug auf neuronale Wegfindung in der Ncam1b
eine wichtige Rolle einzunehmen scheint.

4.5 Spinale Motoneurone im Zellkultursystem

Bisherige Untersuchungen zur Funktion von Ncamla und Ncam1b beim Auswachsen von spina-
len Motoneuronen wurden stets in vivo, d.h. im kompletten Embryo durchgefiihrt. In diesem Sys-
tem ist es moglich, Gene durch Mutation oder Morpholino-Knockdown auszuschalten, nicht aber
den auswachsenden Axonen definierte Bedingungen in ihrer Umgebung zu prasentieren. Um das
zu ermoglichen, wurden Primarzellkulturen etabliert, in denen hb9::GFP-markierte Motorneurone
aus Embryonen im 18 - 20 Somiten-Stadium isoliert und anschlief3end auf Deckgldsern ausgesat
wurden, die mit Laminin oder Ncam1a/b beschichtet waren. Nach 48 Stunden wurden die Moton-
eurone fixiert und durch GFP- und Immunfluoreszenz ausgewertet. Es wurden dabei nur Neurone
ausgewertet, die isoliert vorlagen und keine Kontakte zu anderen Zellen hatten.

4.5.1 Phéanotypische Kategorien in Motoneuronen Primirzellkulturen

Motoneurone in der Primarzellkultur wurden nach der Morphologie auswachsender Axone in drei
phédnotypische Kategorien unterteilt (Abb. 42). Der Outgrowth Phanotyp reprasentiert die Grup-
pe der Motoneurone mit einem Zellkorper dem ein oder zwei unverzweigte axonale Projektionen
entspringen (Abb. 42 A). Der Branched Phanotyp entspricht Motoneuronen von deren Zellkérper
ein oder mehrere stark verzweigte Projektionen ausgehen (Abb. 42 B). Hat ein Motoneuron keine
Neuriten, ist aber nach der Zellkernfirbung zu urteilen vital, entspricht dies dem No Outgrowth
Phanotypen (Abb. 42 C).

In dieser Form wurden die von mir etablierten Kategorien in einer eng betreuten Masterarbeit be-
reits verwendet (Walter, 2014).

Tg(hb9::GFP) ,

Outgrowth Branched No Outgrowth

Abbildung 42: Motoneuronen-Phéanotypen isoliert auf Laminin. GFP exprimierende Motoneurone zeigen unterschiedli-
che Phanotypen in der Primarzellkultur. Die Zellkerne der Neuronenkulturen wurden nach dem fixieren mit DAPI gefarbt
(blau). (A) Motoneurone, die dem Outgrowth Phinotypen entsprechen, entsenden ein oder zwei Axone in die Periphe-
rie. (B) Dem Branched Phéanotypen entsprechen Motoneurone deren axonale Projektion stark verzweigt ist. (C) Bilden
die Motoneurone keine Neuriten aus, entsprechen sie dem No Outgrowth Phanotypen. Der Mafdstabsbalken gilt fiir alle
Abbildungen und entspricht 10 pm.
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Alle drei Kategorien kommen sowohl in Zellpopulationen uninjizierter Kontrollen (w/o I: N = 6,
n = 965) als auch in Kontroll-Morpholino-injizierten Kontrollen (C-MO: N = 9, n = 2463) vor (Abb.
43). Nach statistischem Vergleich der Kontrollgruppen fiihrt die Mikroinjektion in der Zellkultur zu
keiner signifikanten Verdnderung der prozentualen Verteilung der Kategorien (y2-Test: p > 0,01).
Die Kontroll-Morpholino-injizierten Zellpopulationen dienen in den weiteren Analysen als Kontroll-
gruppe. Mit 49 % + 13 wird der Outgrowth-Phéanotyp in Kontroll-Morphanten mit 50 % =+ 10 re-
prasentiert. Der Branched-Phanotyp tritt mit 18 % 4 8 und der No Outgrowth-Phanotyp mit 32 %
=+ 4 auf.
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Abbildung 43: Quantifizierung der Projektionsmuster von Motoneuronen unterschiedlicher Kontrollen auf Laminin. Dar-
gestellt ist der Mittelwert der prozentualen Verteilung der Phianotypen. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung.
x?-Test bei einem Signifikanzniveau von p > 0,01 (n.s.). Abkiirzungen: w/o I Laminin: ohne Injektion auf Laminin, C-MO
Laminin: Kontroll-Morpholino-Injektion auf Laminin, n.s.: nicht signifikant, N: Anzahl unabhéngiger Replikate, n: Anzahl
ausgewerteter Zellen.

Das Auswachsverhalten eines isolierten Motoraxons (C-MO injiziert) auf Laminin ist in Abb. 44 in
Momentaufnahmen aus einer Zeitrafferserie dargestellt. (Videodatei M 1 auf angehdngter CD ; n =
8 von 12). Das Motoneuron adhériert innerhalb von fiinf Minuten auf der Oberfliche und erkundet
mit den Wachstumskegeln die Umgebung. Dabei werden bis zum Abschluss der Dokumentation (75
Minuten) zwei unverzweigte Neuriten ausgebildet, der Zellkorper verlasst nachdem er die Zellkon-
takte ausgebildet hat, die urspriingliche Position kaum.
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2

Abbildung 44: Zeitrafferaufnahme eines Kontroll-Motoneurons auf Laminin. Das Motoneuron wurde im Fiinfminuten-
takt iber 75 Minuten dokumentiert (n = 12). Nachdem das GFP exprimierende Motoneuron auf Laminin adhériert hat,
projiziert es zwei Neuriten in die Peripherie (n = 8 von 12 beobachteten Zellen). Auch nach 75 Minuten befindet sich
der Zellkorper an seiner Ursprungsposition. Lediglich die Neuriten werden verldangert. Der Maf3stabsbalken gilt fiir alle
Abbildungen und entspricht 20 pm.

4.5.2 Motoneurone aufunterschiedlichen Substraten: Ncam1a und Ncam1b sind permissiv

Um Neuritenwachstum in vitro, d.h. in der Primarzellkultur zu ermdéglichen, werden neben Nahr-
stoffen im Zellkulturmedium auch spezielle wachstumsfordernde Substanzen benétigt. Hierzu zah-
len Zelladhasionsmolekiile und Komponenten der extrazellularen Matrix (ECM) (Clark et al., 1993).
Das Standardsubstrat fiir das Neuritenwachstum in Zellkulturen ist das permissiv wirkende quer-
vernetzte ECM Protein Laminin. Laminin schafft die nétige Umgebung fiir neuronales Wachstum
(Manthorpe et al.,, 1983; Clark et al., 1993; Bonner & O’Connor, 2001). Laminin ist ein standardi-
siertes Wachstumssubstrat fiir Neuronenkulturen. Es verbessert das Neuritenwachstum gegeniiber
Fibronektin und Poly-L-Lysin signifikant (Z. Chen et al., 2013). Diese Daten konnten durch eine be-
treute Masterarbeit der vorliegenden Arbeit bestitigt werden (Sauer, 2013).
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Der experimentelle Ansatz, isolierte Neurone auf Ncam1-funktionalisierten Oberflachen auswach-
sen zu lassen erlaubt es zu untersuchen, welchen Einfluss die Interaktion mit Proteinen in der Um-
gebung haben. Dabei konnen rekombinantes Ncam1a und Ncam1b sowohl in homogener Beschich-
tung als auch in Streifenbeschichtung Laminin/Ncam1 verwendet werden.

Es lassen sich auf diese Weise Axon/Axon trans-Interaktionen und trans-Interaktionen zwischen
den Axonen und den Geweben in das sie einwandern simulieren. Aufierdem kann der gleichzeiti-
ge Einsatz von Morpholino-Knockdowns Hinweise darauf geben ob das Zielprotein innerhalb der
Membran (in cis) fiir eine Ncam1-vermittelte Signalweiterleitung notig ist oder ob die Interaktion
auf einer trans-Bindung basiert und damit eine Signalkaskade nur durch die extrazellulare Doméne
von Ncam1 stimuliert wird.

Die Motoraxone aus Kontrollen auf Laminin entsprechen mit 50 % 4+ 10 dem Outgrowth-
Phdnotypen (C-MO Laminin; N = 9, n = 2463). Werden Motoneuronen aus C-MO injizierten Popu-
lationen auf Ncam1la (C-MO Ncam1aFc) oder Ncam1b (C-MO Ncam1bFc) homogen beschichteten
Substraten ausgesat, verandert sich die Verteilung der Phanotypenkategorien nicht signifikant
(Abb. 45; C-MO Ncam1laFc: N = 4, n = 684, yx%: p > 0,01; C-MO Ncam1bFc: N = 5, n = 787 x%: p
> 0,01). Da es sich bei den rekombinanten Proteinen um Chiméaren mit einem humanem Fc-Tag
handelt, wurde humanes Fc als Kontroll-Substrat verwendet. In diesen Kontrollen weisen 91 % =+
4 der Neurone den no outgrowth Phanotypen auf. Die Ausbildung von Neuriten auf humanem Fc
als Wachstumssubstrat ist reduziert und unterscheidet sich hoch signifikant zur Kontrolle (C-MO
humFc: N =4, n = 1053, x%: p<0,001).
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Abbildung 45: Quantifizierung des Projektionsmusters von Motoneuronen auf unterschiedlichen Substraten. Dargestellt
ist der Mittelwert der prozentualen Verteilung auftretender Phanotypen. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung.
x*-Test bei einem Signifikanzniveau von p > 0,01 (n.s.) bzw. p < 0,001 (***). Abkiirzungen: C-MO Laminin: Kontroll-
Morpholino-Injektion auf Laminin, C-MO Ncam1aFc: Kontroll-Morpholino-Injektion auf rekombinantem Ncam1a-Fc Pro-
tein, C-MO Ncam1bFc: Kontroll-Morpholino-Injektion auf rekombinantem Ncam1b-Fc Protein, C-MO humFc: Kontroll-
Morpholino-Injektion auf humanem Fc, n.s. : nicht signifikant, N: Anzahl unabhéngiger Replikate, n: Anzahl ausgewerte-
ter Zellen
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Wird den Motoneuronen in Streifenassays neben Laminin auch Ncam1b angeboten, zeigen diese
keine Praferenz fiir Laminin oder das Ncam1-Paralog. Sie sind gleichermaféen auf Laminin (51 % £
7; N=4,n=112) wie auf Ncam1b (49 % + 5; N =4, n = 122) vorzufinden (Zweistichproben-t-Test,
zweiseitig: p < 0,01).

Stellvertretend zeigt die Zeitrafferaufnahme ein Kontroll-Motoneuron auf alternierenden Streifen
von Laminin (orange) und Ncam1b (nicht gefirbte Bereiche) (Abb. 46). Uber einen Zeitraum von
75 Minuten zeigt das Motoneuron keine Praferenz und iiberwachst mit dem Wachstumskegel beide
Proteine (n= 5 von 7 beobachteter Zellen).

2

Abbildung 46: Zeitrafferaufnahme eines Kontroll-Motoneurons auf alternierenden Laminin und Ncam1b-Fc Streifen. Die
Motoneurone wurden in Intervallen a fiinf Minuten {iber einen Zeitraum von 75 Minuten dokumentiert (n = 7). Der Maf3-
stabsbalken gilt fiir alle Abbildungen und entspricht 40 pm. Nachdem das GFP exprimierende Motoneuron auf Laminin
adhariert hat, projiziert je eines der Neuriten auf Laminin und auf Ncam1b-Fc. Der Zellkérper bleibt dabei an gleicher
Position (n = 5 von 7 beobachteter Zellen).
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4.5.3 Der Knockdown von ncam1a verhindert die Bildung axonaler Projektionen von Mo-
toneuronen in der Zellkultur

Ncam1la-defiziente und isolierte Neurone in einem definierten System zu analysieren, ermdglicht
es die Funktion die Ncam1la auf Motoneuronen und auf den umliegenden Zellen zu untersuchen.
Den Knockdown-Zellen kann exogenes Ncamla als Substrat prasentiert werden. Dies simuliert
benachbarte Axone und damit die Wechselwirkungen zwischen diesen.

I[solierte Motoneurone (griin) in der Zellkultur exprimieren Ncam1a (magenta) auf dem Soma und
auf den Neuriten (Abb. 47 A). Das entspricht dem Expressionsmuster von Ncamla in den Whole
Mount Farbungen (vgl. Abschnitt 4.1.3 Abb. 11).

Diese Expression lasst sich durch Morpholino-Injektion unterbinden. Der Verlust von Ncam1a auf
den Motorneuronen beeintrachtigt die Ausbildung axonaler Projektionen (Abb. 47 B).

Nons  Jigbore)  JoAPL Mg )
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Abbildung 47: Ncam1la wird auf Motoneuronen in der Zellkultur exprimiert. (A & B) Konfokale Aufnahme von Moton-
euronen nach Kontrollbehandlung und ncam1a-Morpholino-Injektion. (A) Ncamla (magenta) wird auf Motoneuronen
Primarzellkulturen (griin) exprimiert. Der Zellkern wurde mit DAPI gefarbt (blau). (B) Nach ncam1a-Knockdown wird
die Ncam1la Expression auf Motoneuronen reduziert. Der Maf3stabsbalken gilt fiir alle Abbildungen und entspricht 20
pm.

ncamla Morpholino | Kontroll Morpholino

Welche Rolle Ncam1a auf Motoneuronen in Bezug auf die Ausbildung derer Axone hat, wird durch
Morpholino-Knockdowns gezeigt.

Die Motoraxone der Kontrollen auf Laminin entsprechen mit 50 % 4+ 10 dem Outgrowth-
Phéanotypen und 32 % + 6 der Motoneurone bilden keine Axone aus (C-MO Laminin; N =9, n
= 2463). Wird die Expression von Ncamla durch Morpholino-Injektion gestort (A-MO Laminin)
unterscheidet sich die Verteilung der phanotypischen Kategorien signifikant zu der Situation in
der Kontrolle (A-MO auf Laminin N= 9, n = 2540, x?: p < 0,005). Es bilden jetzt 52 % + 11 der
Ncam1la-defizienten Motoneurone keine Axone mehr auf Laminin aus (Abb. 48). Dieser Phanotyp
nimmt im Vergleich zur Kontrolle auf Laminin signifikant zu (Zweistichproben-t-Test: p < 0,001).

Nachdem gezeigt werden konnte, dass der Knockdown von ncam1a zur Reduktion neuronaler Pro-
jektionen fiihrt, stellte sich die Frage, durch was dieser Effekt begriindet ist. Ncam1a kann von den
Motoneuronen innerhalb der Zellmembran in cis bendtigt werden und der Ncam1la-vermittelten
Signaltransduktion dienen. Es kann aber auch méglich sein, dass eine trans-Interaktion ausreicht,
um Neuritenwachstum zu férdern. Um diese Frage zu beantworten kann den ncam1a-Morphanten
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anstelle von Laminin, Ncam1a als Wachstumssubstrat angeboten werden. Wird das Neuritenwachs-
tum nicht wieder hergestellt, ist eine trans-Interaktion nicht ausreichend.

Werden ncamla-Morphanten Ncam1la als Substrat angeboten, kann die Ausbildung von Axonen
nicht wieder hergestellt werden und (A-MO Ncam1laFc). Es gibt keinen signifikanten Unterschied
verglichen mit ncamla-Morphanten auf Laminin (Abb. 48; A-MO NcamlaFc: N =7,n =1296, A-MO
Ncam1aFc vs. A-MO Laminin y2: p > 0,01).

Ncam1b als Wachstumssubstrat stort die Bildung der Ncam1a-defizienten Motoneurone, sodass
92 % =+ 2 der Motoneurone keine Neuriten mehr ausbilden (Abb. 48 A-MO Ncam1bFc). Verglichen
mit der Situation auf Laminin stort Ncam1b als Substrat die Ausbildung von Neuriten signifikant
(A-MO auf Ncam1bFc: N = 4, n = 1655, A-MO Ncam1bFc vs. A-MO Laminin x?: p < 0,001). Wird
den Motoneuronen humanes Fc angeboten, bilden 92 % =+ 6 der Ncam1a defizienten Motoneurone
keine Neuriten mehr aus. Das Auswachsverhalten der Motoneurone ist verglichen mit A-MO auf La-
minin signifikant reduziert (A-MO auf humFc: N = 4, n = 450, A-MO humFc vs. A-MO Laminin x2: p
< 0,001).
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Abbildung 48: Quantifizierung des Projektionsmusters ncam1a-defizienter Motoneurone auf unterschiedlichen Substra-
ten. Dargestellt ist der Mittelwert der prozentualen Verteilung der Phanotypen. Fehlerbalken zeigen die Standardab-
weichung. x?-Test bei einem Signifikanzniveau von p > 0,01 (n.s.), p < 0,005 (**) bzw. p < 0,001 (***). Abkiirzungen:
C-MO Laminin: Kontroll-Morpholino-Injektion auf Laminin, A-MO Laminin: ncam1-Morpholino-Injektion Laminin, A-MO
Ncam1laFc: ncam1-Morpholino-Injektion auf rekombinantem Ncam1la-Fc Protein, A-MO Ncam1bFc: ncam1-Morpholino-
Injektion auf rekombinantem Ncam1b-Fc Protein, A-MO humFc: ncam1-Morpholino-Injektion auf humanem Fc, n.s.: nicht
signifikant, N: Anzahl unabhéngiger Replikate, n: Anzahl ausgewerteter Zellen.

Zusammenfassend ladsst sich sagen, dass etwa 50 % der Kontroll-Morpholino-injizierte Zellpopu-
lationen auf Laminin dem Outgrowth-Phanotypen entsprechen. Ncam1la als Zellsubstrat hat auf
Kontroll-Morpholino-injizierte Zellpopulationen keinen Effekt und entspricht der Phdnotypenver-
teilung auf Laminin. Der Verlust von Ncam1a fiihrt zu einer signifikanten Reduktion des Outgrowth-
Phédnotypen auf etwa 25 % und einem zeitgleichen Anstieg des No Outgrowth-Phanotypen um etwa
20 %. Wird ncam1a-Morphanten Ncam1a als Substrat angeboten, hat dies keinen Einfluss auf das
Auswachsen der Axone, wohingegen Ncam1b als Substrat den Effekt des Knockdowns verscharft
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und etwa 92 % der Motoneurone keine Axone mehr ausbilden.
Ncamla wird innerhalb der Zellmembran, d.h. in cis bendtigt, um Neuritenwachstum zu fordern.

4.5.4 Der Knockdown von ncam1b fithrt zum Branching von Motoraxonen in der Zellkultur

Ncam1b wird im Whole Mount sowohl auf Motoneuronen als auch auf dem umliegenden Gewebe
exprimiert. Analysiert man Motoneuronen Zellkulturen von ncami1b-Morphanten in einem defi-
nierten System, ermdglicht das die Funktion Ncam1b bei der axonalen Wegfindung zu untersuchen.
Exogenes Ncam1b als Wachstumssubstrat simuliert zum einen die Umgebung, in die die Axone
einwandern und zum anderen Ncam1b das von benachbarten Axonen prasentiert wird.

Ncam1b (magenta) wird von Motoneuronen (griin) auf dem Soma (Zellkernfiarbung, blau) und auf
den Neuriten exprimiert (Abb. 49 A). Die Immunfarbung mit einem Ncam1b-spezifischen Antikor-
per entspricht der Situation in den Whole Mount Farbungen (vgl. Abschnitt 4.1.4 Abb. 13). Ein
Ncam1b spezifischer Knockdown verhindert die Expression von Ncam1b (Abb. 49 B).

[Ncamib — JTg(hbO:GFP)

Abbildung 49: Ncam1b wird auf Motoneuronen in der Zellkultur exprimiert. (A) Ncam1b (magenta) wird auf Moton-
euronen Primarzellkulturen (griin) exprimiert. Der Zellkern wurde mit DAPI gefarbt (blau). (B) Bei der Injektion eines
ncam1b-spezifischen Morpholinos wird die Ncam1b Expression auf Motoneuronen reduziert. Diese projizieren ihr Axon
daraufhin stark verdndert in die Peripherie. Der Maf3stabsbalken gilt fiir alle Abbildungen und entspricht 20 pm.

ncam1b Morpholino | Kontroll Morpholino

Welchen Einfluss Ncam1b in auswachsenden Motoneuronen hat, zeigen die Auswertungen funk-
tioneller Studien (Abb. 50). Werden Kontroll-Morphanten auf Laminin ausgesat, entsprechen 50
% + 10 der Axone dem Outgrowth-Phdnotypen und nur 18 % + 8 dem Branched-Phanotypen
(C-MO Laminin; N =9, n = 2463). Der Knockdown von ncam1b beeinflusst das Projektionsmuster
der auswachsenden Motoraxone hoch signifikant (B-MO Laminin: N = 11, n = 1576, C-MO Lami-
nin vs. B-MO Laminin y?: p < 0,001). Auf Laminin verringert sich der Outgrowth-Phénotyp in
Ncam1b-Morphanten auf 22 % =+ 5, wohingegen der Branched-Phanotyp mit 39 % =+ 9 den Haupt-
phéanotypen reprasentiert. Dies entspricht einem deutlichen Anstieg des Branched-Phdnotypen im
Vergleich mit der Kontrolle auf Laminin (Zweistichproben-t-Test: p < 0,001) und sogar mit dem
Ncamla Knockdown auf Laminin (Zweistichproben-t-Test: p < 0,001).

Der Verlust von Ncam1la hat die Reduktion neuronaler Projektionen zur Folge, wohingegen der
Knockdown von ncam1b zu starken Defekten neuronaler Projektionen, ausgepragtem Axonbran-
ching und vermutlich auch den Verlust der Selbsterkennung (self-avoidance) fiihrt.
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Auch hier stellt sich die Frage, ob Ncam1b von den Motoneuronen dafiir auch innerhalb der Zell-
membran in cis benotigt wird oder ob eine trans-Interaktion ausreicht. Um das zu ermitteln wur-
den ncam1b-Morphanten auf Ncam1b als Substrat ausgesit.

Wird fiir Ncam1b-defiziente Motoneurone Ncam1b als homogenes Wachstumssubstrat verwendet,
beeinflusst das die Verteilung der phanotypischen Kategorien (Abb. 50; B-MO auf Ncam1bFc: N =
6, n = 831). Ein Vergleich mit Kontrollen auf Laminin macht deutlich, dass morphologische Ver-
dnderungen, die durch den ncam1b-Knockdown hervorgerufen werden, durch exogenes Ncam1b
gerettet werden kénnen (B-MO Ncam1bFc vs. C-MO Ncam1bFc y%: p > 0,01).

Ncam1la als Wachstumssubstrat verschlimmert das Wachstum Ncam1b-defizienter Motoneurone
(B-MO Ncam1aFc: N = 3,n = 611, B-MO Laminin vs. B-MO Ncam1aFc y?: p < 0,001). Auch auf huma-
nem Fc wachsen die Ncam1b-Morphanten schlecht aus (B-MO humFc: N = 4, n = 394, B-MO Laminin
vs. B-MO humFc: x?: p < 0,001).

*xk B No Outgrowth
Branched
. M Outgrowth
n.s.
*okk N n
S T | Laminin 0 2463
© 100] I . |
£ | | | B-MO
5 l Laminin 1 1576
a. 801 |
I B-MO
°©
g i 1 | NcamlbFc 6 831
=
~ 60 | R
B-MO 3 611
+ 4 | NcamlaFc
40 + -{ | B-MO
| | | humFc 4 394
i - 7
0 =
C-MO B-MO B-MO B-MO B-MO
Laminin Laminin  NcamlbFc NcamlaFc humFc

Abbildung 50: Quantifizierung des Projektionsmusters ncam1b-defizienter Motoneurone auf unterschiedlichen Sub-
straten. Dargestellt ist der Mittelwert der prozentualen Verteilung der Phanotypen. Fehlerbalken zeigen die Standard-
abweichung. x2-Test bei einem Signifikanzniveau von p > 0,01 (n.s.) bzw. p < 0,001 (***). Abkiirzungen: C-MO La-
minin: Kontroll-Morpholino-Injektion auf Laminin, C-MO Ncam1bFc: Kontroll-Morpholino-Injektion auf rekombinan-
tem Ncam1b-Fc Protein, C-MO Ncam1aFc: Kontroll-Morpholino-Injektion auf rekombinantem Ncam1a-Fc Protein, C-MO
humFc: Kontroll-Morpholino-Injektion auf humanem Fc, n.s.: nicht signifikant, N: Anzahl unabhangiger Replikate, n: An-
zahl ausgewerteter Zellen.

Das stark ausgepragte Axonbranching nach Knockdown von ncam1b lasst sich auch in Zeitrafferauf-
nahmen darstellen. Die Momentaufnahmen zeigen eine Zelle nach einem ncam1b Knockdown auf
Laminin. Diese hat einen Defekt in der Axonstabilisierung, der Zellkérper wandert auf dem eigenen
kurzen Axon auf und ab. Die gebildeten Axone zeigen auffilliges und unkontrolliertes Branching.
(Abb. 51, Videodatei M2 auf angehdngter CD ; n = 4 von 10).
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Abbildung 51: Zeitrafferaufnahme eines ncam1b-defizienten Motoneurons auf Laminin iber einen Zeitraum von 75 Mi-
nuten. Die Motoneurone wurden im fiinf Minuten Abstand dokumentiert (n = 10). Das GFP exprimierende Motoneuron
projiziert stark verzweigte Neuriten in die Peripherie. Der Zellkérper wird entlang des gerade ausgebildeten Axons be-
wegt, woraufhin dieses kollabiert (n = 4 von 10 beobachteten Zellen). Der Maf3stabsbalken gilt fiir alle Abbildungen und
entspricht 20 pm.

In Streifenassays werden Ncam1b-funktionalisierte Streifen von Ncam1b defizienten Motoneuro-
nen gegeniiber Laminin bevorzugt (Graph nicht gezeigt). 69 % £ 11 der Ncam1b defizienten Mo-
toneurone halten sich zum Zeitpunkt der Fixierung auf Ncam1bFc auf. Im Vergleich dazu befinden
sich 31 % =+ 11 der Motoneuronen auf Laminin. Dies entspricht einer hochsignifikanten Praferenz
der Ncam1b defizienten Motoneuronen von Ncam1bFc (N = 3, n = 299, Zweistichproben-t-Test: p <
0,001). Ncam1b-defiziente Motoneurone migrieren aktiv auf Streifen die mit Ncam1b beschichtet
sind und werden gegeniiber Laminin bevorzugt.

In Zeitrafferaufnahmen lasst sich das Migrieren Ncam1b-defizienter Motoneurone ausgesat auf
Laminin/Ncam1b-Streifen nachvollziehen. Zu Beginn der Aufnahme befindet sich das Motoneuron
auf einem Laminin-Streifen (Abb. 52). Dort teilt es sich und wandert innerhalb von 95 Minuten auf
einen Ncam1b-Streifen (n = 10 von 12 beobachteten Zellen).
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Abbildung 52: Migration eines ncam1b-defizienten Motoneurons von Laminin auf einen Ncam1b-Streifen in einer Zeit-
rafferaufnahme. Nachdem das Motoneuron auf Laminin adhdriert hat teilt es sich zundchst. Anschlief}end wandert sie
innerhalb von 95 Minuten auf den dariiberliegenden Ncam1b-Streifen (n = 10 von 12 beobachteten Zellen). Der Maf3-
stabsbalken gilt fiir alle Abbildungen und entspricht 40 um.

Auf dem Ncam1b-Streifen hélt sich das Motoneuron fiir 75 Minuten auf und erkundet mit seinem
Axon den Ncam1b-Streifen (nicht gezeigt). Von dieser Position (170 Minuten) aus startet die zwei-
te Zeitrafferaufnahme (Abb. 53). Das Motoneuron projiziert ein Axon liber den Laminin-Streifen
hinweg. Solange sich der Wachstumskegel auf Laminin aufhalt, verbleibt der Zellkdrper auf dem
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Ncam1b-Streifen. Sobald das Axon einen anderen Ncam1b-Streifen erreicht, wird der Zellkérper
dorthin transloziert (n = 5 von 12 beobachteten Zellen).

N

Abbildung 53: Migration eines ncam1b-defizienten Motoneurons das Ncam1b-Streifen bevorzugt in Zeitrafferaufnahmen.
Der Zellkorper befindet sich auf dem Ncam1b-Streifen, dort halt es sich fiir 75 Minuten auf. Mit diesem Zeitpunkt (170
Minuten; Zeitpunkt 0 Minuten vgl. Abb. 52) startet die Zeitrafferaufnahme . Das Motoneuron sendet ein Axon in die
Peripherie. Nachdem das Axon den Laminin-Streifen tiberwachsen hat trifft der Wachstumskegel auf einen weiteren
Ncam1b-Streifen. Das fiihrt dazu, dass der Zellkorper nachgezogen wird und die Zelle nun auf dem zweiten Ncam1b-

Streifen adhdriert (n = 5 von 12 beobachteten Zellen). Der Maf3stabsbalken gilt fiir alle Abbildungen und entspricht 40
pm.
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Zusammenfassend lassen sich folgende Ergebnisse flir Ncam1b herausstellen. Ncam1b als Zellsub-
strathatin Kontroll-Morpholino-injizierten Zellpopulationen keinen Effekt auf das Projektionsmus-
ter der Motoraxone. Wie in der Kontrolle reprasentieren etwa 50 % der Zellen den Outgrowth-
Phdnotypen. Auf strukturierten Substraten alternierender Laminin und Ncam1b Streifen zeigen
die Kontroll-Neurone keine Praferenz fiir die Substrate. Der Verlust von Ncam1b fithrt zu ausge-
pragtem Axonbranching und womdéglich zu einer Verminderung der self-avoidance. Wird ncam1b-
Morphanten Ncam1b als Substrat angeboten, was eine trans-Interaktion simuliert, kann der Effekt
des ncam1b-Knockdowns kompensiert werden. Haben die Ncam1b-defizienten Zellen die Wahl zwi-
schen Laminin und Ncam1b durch alternierende Streifen, bevorzugen die Morphanten Ncam1b als
Substrat. Wird den Ncam1b-defizienten Zellen Ncam1a als Substrat angeboten, fiihrt dies zu einer
Verschlimmerung und weniger Neurone projizieren Axone.

Ncam1b erfiillt sowohl innerhalb der Zellmembran, d.h. in cis, als auch auferhalb in trans seine
Funktion im Neuritenwachstum.

4.5.5 Der Einfluss von Polysialinsdure wird von Motoneuronen beim Ausbilden von Axonen
benotigt

Nachdem sich gezeigt hat, wie Ncam1la und Ncam1b das Auswachsen von Axonen aus isolierten
Motorneuronen beeinflussen, wurde untersucht, wie sich die Ncam1-spezifische Zuckermodifika-
tion Polysialinsdure (polySia) darauf auswirkt.

polySia lasst sich auch auf den Zellkérpern und auswachsenden Axonen von Motoneuronen in
der Zellkultur nachweisen und die Synthese der polySia wird mit einem Knockdown der Poly-
sialyltransferase St8Siall verhindert. Der Knockdown hat keine hundertprozentige Effektivitat:
Nicht alle Motoneurone tragen nach st8siall-Knockdown keine Polysialinsdure mehr. Es handelt
sich um gemischte Populationen unterschiedlicher Effizienzraten. Abbildung 54 zeigt zwei Mo-
toneurone. Die Immunfarbung gemischter Populationen eines St8Siall-Knockdowns mit einem
polySia-spezifischen Antikdrper markiert polySia (magenta) auf Soma und Neuriten eines der
Motoneurone (griin mit magenta). Wird ihre Synthese durch Morpholino-Knockdown der St8Siall
unterdriickt, wird kein polySia mehr synthetisiert und verhindert so die Polysialylierung des
anderen Motoneurons (griin ohne magenta). Die Zellkerne sind liber eine DAPI-Farbung in blau
dargestellt. Beide Beobachtungen stimmen mit der Whole Mount Situation iiberein (vgl. Abschnitt
4.1.5, Abb. 15).
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, Tg(hb9::GFP) ,

Abbildung 54: polySia wird auf Motoneuronen in der Zellkultur exprimiert. Gezeigt ist eine Immunfiarbung mit einem
polySia spezifischen Antikérper (magenta) zweier Motoneurone eines st8siall-Knockdowns. Nicht jeder Morpholino-
Knockdown ist zu 100% effizient. Es kommt zu Mischkulturen. polySia (magenta, A) wird auf einem der beiden Moton-
euronen (griin, B) exprimiert. Der Zellkern wurde mit DAPI gefarbt (blau, C). (D) Der Merge zeigt deutlich, dass polySia
nur noch auf dem rechten Motoneuron exprimiert wird. Der Maf3stabsbalken gilt fiir alle Abbildungen und entspricht 10
pm.

Verhindert man die Synthese von polySia, beeinflusst dies das Auswachsverhalten der Motoraxo-
ne nicht signifikant (Abb. 55; st8siall-MO Laminin: N = 4, n = 569, C-MO Laminin vs. st8siall-MO
Laminin XQ: p > 0,01). Es lasst sich allerdings eine leichte Tendenz hin zu einem verminderten Aus-
wachsen feststellen. Nur noch 34 % =+ 9 der Neuriten werden nach dem Outgrowth-Phéinotypen
gebildet, was einer Reduktion von 11 % entspricht. Diese Beobachtung ist allerdings nicht signifi-
kant. Vergleicht man jedoch polySia-defiziente Zellkulturen mit Ncam1a-Morphanten Zellkulturen
auf Laminin, unterscheiden sich auch diese nicht signifikant voneinander (y?: p > 0, 01). In dieser
Hinsicht gleichen sich der Verlust von Ncam1la und polySia. Neben einem tendenziellen Einfluss
von polySia auf die Motoneuronenzellkultur, sind aufderdem vermutlich beide Molekiile funktional
miteinander assoziiert.
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Abbildung 55: Quantifizierung des Projektionsmusters polySia-defizienter Motorneurone auf Laminin. Dargestellt ist
der Mittelwert der prozentualen Verteilung auftretender Phdnotypen. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung.
x*-Test bei einem Signifikanzniveau von p > 0,01 (n.s.) bzw. p<0,005 (*¥). Abkiirzungen: C-MO Laminin: Kontroll-
Morpholino-Injektion auf Laminin, st8siall-MO Laminin: st8siall-Morpholino-Injektion auf Laminin, A-MO Laminin:
ncamla-Morpholino-Injektion auf Laminin, n.s.: nicht signifikant, N: Anzahl unabhangiger Replikate, n: Anzahl ausge-
werteter Zellen.

Mit dieser Studie konnte erstmals anhand von Motoneuronen in Zellkulturen und im Whole Mount
Embryo gezeigt werden, dass sich die Zebrafisch-Paraloge Ncam1a und Ncam1b funktionell unter-
scheiden.

Ncamla steuert das initiale Aussenden von Neuriten und wird benétigt um Motoneuronenbiin-
del zu faszikulieren. Hierin dhnelt sich auch die Funktion der Glykanmodifikation polySia. Diese
kann nicht nur an Ncamla gebunden werden sondern verhindert zudem die homophile Ncam1a-
Interaktion. Ncam1b unterstiitzt die neuronale Wegfindung auch in Bezug auf Selbsterkennung der
Axone. Ncam1b kann polysialyliert werden, dennoch geht Ncam1b homophile Wechselwirkungen
ein.
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5 Diskussion

Neuronale Zellerkennungsmolekiile wie NCAM1 steuern in der Entwicklung des Nervensystems ad-
hasive Vorgiange und stofden intrazelluldre Signalkaskaden an. Sie regulieren dabei zahlreiche Pro-
zesse wie Axogenese, Wegfindung und Faszikulation von Axonbiindeln. Die Wachstumskegel aus-
wachsender Axone miissen auf dem Weg zu ihrer Zielregion mit unterschiedlichen Zellen iiber Li-
ganden und Rezeptorkomplexe interagieren, woran verschiedenste Molekiile und fein abgestimmte
Mechanismen beteiligt sind (Ubersichtsartikel: Dickson, 2002; Bashaw & Klein, 2010).

Durch die Teleostei-spezifische Genomduplikation wird NCAM1 im Zebrafisch durch die beiden Par-
aloge Ncam1la und Ncam1b reprasentiert (Mizuno et al., 2001). Auf Grundlage von Sequenz- und
Expressionsanalyse sowie Funktionsstudien wurde in einer vorausgegangenen Arbeit von einer
Subfunktionalisierung der Ncam1-Paraloge ausgegangen (Langhauser et al., 2012). Die molekula-
ren Grundlagen der Subfunktionalisierung sollten in der vorliegenden Arbeit an spinalen Motoneu-
ronen untersucht werden.

5.1 Ncamlaund Ncam1b sind an unterschiedlichen Aspekten der axonalen Projek-
tion von Motoneuronen beteiligt

Motoneurone des Zebrafischs sind ein hervorragendes System, um Axogenese, Wegfindung und
Faszikulation zu untersuchen. Die verhaltnismaflig wenigen Neurone sind sehr leicht zuganglich
und projizieren in eine segmental aufgebaute Muskulatur. Zudem sind die stereotypen Wege der
Axone sehr gut dokumentiert (Ubersichtsartikel: Beattie, 2000). Desweiteren ist es méglich, Mo-
toneurone durch ihr grofles Wachstumspotential auf Einzelzellebene in der Primarzellkultur zu
untersuchen (Z. Chen et al,, 2013).

Die Funktionen von Ncamla/Ncam1b und polySia auf den Motoneuronen wurden unter der Ver-
wendung von Morpholino-Knockdowns im Whole Mount Embryo (in situ) genauer untersucht und
charakterisiert. Die beobachteten Auswachsmuster kdnnen in die vier Kategorien (A) Unverandert,
(B) Defaszikuliert, (C) Aberrante Seitenaste und (D) Aberrante Ventralprojektion eingeteilt werden.
Die Phanotypen gehen graduell ineinander tiber (vgl. Abb. 9). Axonbiindel der Kontrolle entspre-
chen vornehmlich dem unveranderten Phanotyp. Diese verlaufen in einer leichten Bogenform nach
caudal. Sowohl der Knockdown von Ncam1a als auch der der Sialyltransferase St8Siall fithren zu
einem Anstieg defaszikulierter Motoraxonbiindel, die Axone projizieren dennoch in ihre Zielregio-
nen (vgl. Abb. 12 bzw. 14). Der Effekt, der durch einen Knockdown von Ncam1b hervorgerufen
wird, ist mit Bezug auf die Wegfindung drastischer. Die Motoraxone verzweigen stark und bilden
aberrante Seitenaste oder erreichen ihre Zielregion nicht (vgl. Abschnitt 4.1.4).

Diese Ergebnisse untermauern die Schlussfolgerungen der Arbeiten von Langhauser (2012) und
Walter (2014; von mir betreute Masterarbeit) mit einer detaillierteren Beschreibung der Effek-
te und ihrer Quantifizierung. Langhauser (2012) hat beobachtet, dass der Effekt eines ncam1b-
Knockdowns deutlich starker ausfallt als der eines ncam1a-Knockdowns. Eine differenzierte mor-
phologische Kategorisierung wurde in dieser Studie jedoch nicht durchgefiihrt. Walter (2014) be-
schreibt eine ‘reduzierte Zellzahl’ als Konsequenz des ncam1b-Knockdowns. Auch wenn beide Stu-
dien nicht detailliert auf die Phinotypen eingehen, lisst sich eine Ubereinstimmung im Hinblick
auf die Effekte des ncam1b-Knockdowns feststellen. Langhauser (2012) spricht Ncam1a, aufgrund
der nicht so offensichtlichen Effekte des Knockdowns nur eine unbedeutende Rolle beim Auswach-
sen der Motoneurone zu. Die vorliegende Arbeit zeigt jedoch, dass Ncam1a fiir die Faszikulierung
der Axone notwendig ist. Im Hinblick auf die Situation im adulten Fisch kann davon ausgegangen
werden, dass die Ncam1b-vermittelte Zielfindung der Axone der primar wichtigere Effekt ist. Eine
finale Bedeutung im adulten Organismus der Ncam1la-vermittelten Faszikulierung dagegen abzu-
wagen, ist mit Hilfe der bisherigen Daten nicht mdglich.

Beobachtungen, dass der Verlust von polySia durch einen st8siall-Knockdown zur Defaszikulation
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und zur Faszikulation von Axonen fiihren kann, werden kontrovers diskutiert.

Marx et al. (2001) zufolge verursacht der st8siall-Knockdown, dass die posteriore Kommissur
defaszikuliert. Marx (2002) beschreibt zusatzlich, dass auch retinale Axone durch den Verlust von
polySia defaszikulieren. Dies entspricht den in der vorliegenden Arbeit gezeigten Ergebnissen (vgl.
Abb. 16).

Allerdings wird polySia in den meisten Fallen als Zuckermodifikation beschrieben, die NCAM1-
vermittelte Adhédsion verhindert und damit zu einer erhéhten Zell-Zell-Adhésion fiihrt (Ubersichts-
artikel Hildebrandt & Dityatev, 2015). Wenn Motoraxone des Huhns das Neuralrohr verlassen,
faszikulieren sie. Dies geht einher mit einer kurzfristigen Reduktion von polySia. Gelangen sie
aber an ihre Zielregion, defaszikulieren sie durch einen Anstieg der polySia-Expression und inner-
vieren die Muskulatur (Landmesser et al., 1990). Wird polySia zum Zeitpunkt der Innervierung
der Muskeln entfernt, sind die Axonbiindel nicht mehr in der Lage zu defaszikulieren und die
Wachstumskegel konnen die Verkniipfungen mit der Muskulatur nicht mehr herstellen (Tang et al.,
1994).

Marx et al. (2001) gehen sehr detailiert auf die beschriebene Kontroverse ein. Es wird zu dem
Schluss gekommen, dass der Verlust von polySia zu zwei unterschiedlichen Effekten - Faszikulati-
on und Defaszikulation von Axonen - fithren kann. Diese ist abhdngig von der Menge an polySia auf
den Axonen zu der Adhasivitat der Umgebung. Ist die Umgebung stark adhasiv und die der Axone
relativ gesehen schwicher, fiihrt der Verlust von polySia dazu, dass die Axone eher defaszikuliert
auswachsen, da sie dann mehr mit ihrer Umgebung in Kontakt treten konnen. Umgekehrt ist die
Situation fiir eine schwach adhasive Umgebung, wenn die Adhéasivitidt der Axonbiindel stdrker ist.
Hier kommt es nach Entfernen der polySia zu einer erhéhten Faszikulation (Marx et al., 2001).
Auch beschreibt Marx (2002), dass der st8siall-Knockdown nicht zu einer Defaszikulation der
Motoraxone fiihrt.

In dieser Arbeit wurde jedoch nicht mit einer transgenen Linie, sondern mit Immunfiarbung von
Tag-1 gearbeitet (Marx, 2002). Tag-1 wird auf Axonen und Schwannschen Zellen exprimiert (Ka-
ragogeos et al., 1991; Traka et al.,, 2002). Axone sensorischer und motorischer Neurone sowie
Schwannsche Zellen werden gleichermafien mit einer Immunfarbung detektiert. Dies konnte zu
einem verbreiterten Erscheinungsbild der spinalen Motoraxone fiithren, welches mildere Effekte
nicht eindeutig erkennen lasst. In der vorliegenden Arbeit wurde mit transgenen Embryonen der
Linie hb9::GFP gearbeitet. Diese exprimieren GFP unter dem motoneuronen-spezifischen Promotor
hb9 (Ferrier et al., 2001; Flanagan-Steet et al., 2005). Verglichen mit der Tag-1-Antikérper-Farbung
des Spinalnervs erscheint die GFP Expression auf den Motoraxonen der transgenen Linie deutlich
filigraner (vgl. Abb. 17 A).

Es kann durchaus in Erwagung gezogen werden, dass die Effekte die durch einen st8siall-
Knockdown entstehen, erst dann zur Geltung kommen, wenn keine umgebenen Zellen durch
Antikorperfarbung das Erscheinungsbild verfalschen.

Der hier beschriebene Effekt, dass der Knockdown der Sialyltransferase zur Defaszikulation
der Motoraxone fiihrt, ist also nicht ausgeschlossen, sondern kann mit diesen Annahmen eher
bekraftigt werden.

Diese Ergebnisse zeigen, dass Ncam1la und Ncam1b unterschiedliche Funktionen mit Hinblick auf
die Ausbildung motoneuronaler Trakte haben. Ncam1a ist ein wichtiger Faktor in der Faszikulation.
Fehlt Ncam1a auf den Axonen, kdnnen diese weniger stark faszikulieren (Abb. 56). Dafiir kdnnte
eine homophile Interaktion von Ncam1la verantwortlich sein. Die Faszikulation von Axonbiindeln
wird durch eine homophile NCAM1-Interaktion vermittelt (Rutishauser et al., 1982; Acheson et al,,
1991).

Ncam1b beeinflusst die Wegfindung von Motoraxonen. Fehlt Ncam1b, erreichen die Motoraxone
nicht ihre vorbestimmte Region und es kommt zu Stérungen in der Wegfindung der Axone. Ent-
weder verlassen einzelne Axone oder kleine Biindel den Haupttrakt oder die Ventralprojektion
wird nicht mehr ordnungsgeméfi ausgebildet. Welches die Interaktionspartner sind, die fiir die
Ncam1b-vermittelte Wegfindung von Bedeutung sind, ist noch nicht bekannt (Abb. 56).
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Ncam1la: Faszikulation ncamla-Knockdown: Defaszikulation
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Ncam1b: Wegfindung ncam1b-Knockdown: Wegfindungsfehler
® ®

Abbildung 56: Modell zur Funktion von Ncamla und Ncam1lb im Whole Mount. Ncam1la ist notwendig um Axone zu
faszikulieren. Dafiir sind vermutlich homophile Wechselwirkungen von Ncam1a verantwortlich. Ncam1b unterstiitzt die
Wegfindung der Axone. Ein heterophiler Interaktionspartner dafiir kann nicht ndher beschrieben werden.

Beide Effekte, Faszikulation und Wegfindung, sind fiir NCAM1-vermittelte Funktionen bereits in
hoheren Vertebraten beschrieben worden und konnten in dieser Arbeit um die Ncam1-Paraloge
des Zebrafischs erweitert werden (Cremer et al., 1997; Rolf et al., 2002; Ubersichtsartikel: Walmod
etal., 2004).

5.2 Unterschiedliche Interaktionen der Ncam1-Paraloge

Die Ausbildung motoneuronaler Netzwerke basiert auf den unterschiedlichen Funktionen von
Ncamla und Ncam1b. Um diese zu verstehen, ist es wichtig, die Interaktionspartner zu kennen. Es
wurden die Wechselwirkungen zwischen den Ncam1-Paralogen sowie die Interaktion mit Tag-1
und Neurolin untersucht. Viele dieser Interaktionen werden primar iiber die Extrazellulirdoméane
vermittelt (Kiselyov et al., 2005; Walmod et al., 2004). Bead-Aggregations-Assays zeigen homophile
und heterophile Wechselwirkungen zwischen Ncamla und Ncamlb, Zell-Overlay-Assays zeigen
den Einfluss von Polysia auf diese Interaktionen.

5.2.1 Homophile und heterophile Interaktionen zwischen den Ncam1-Paralogen

In Bead-Aggregations-Assays wurden die extrazelluldren Domédnen von Ncamla und Ncamlb
an fluoreszente Partikel gekoppelt, um homophile Interaktionen nachzuweisen. Die Grofie der
gebildeten Aggregate wurde mit einem speziell fiir diese Anwendung entwickelten Programm
dokumentiert.

Es werden homophile Interaktionen von Ncamla und Ncam1b eingegangen, wobei die Wechsel-
wirkungen von Ncam1b starker ausgeprégt sind (vgl. Abschnitt 4.2.1).

Die homophile Interaktion von Ncamla wird durch Polysialylierung aufgehoben (vgl. Abb 26),
wohingegen die homophile Bindung von Ncam1b davon nicht betroffen war (vgl. Abb. 29), auch
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interagieren sie heterophil, deren Interaktion durch Polysialylierung abgeschwéacht wird (vgl. Abb.
31, 32).

Diese Daten weisen darauf hin, dass die Ncam1-Paraloge unterschiedliche homophile Bindungsar-
ten eingehen. Die homophile Bindung von Ncam1b ist so stark, dass sie auch nach Anheftung der als
sterisch inhibierend beschriebenen polySia noch moglich ist. Dariiber, welche der extrazellularen
Domaénen daran beteiligt sind, kann zu diesem Zeitpunkt nur spekuliert werden.

Es gibt verschiedene Ansitze die beschreiben, welche der Ig-Domanen die homophile Interaktion
von NCAM1 vermitteln konnen (Soroka et al., 2010). Es wurde gezeigt, dass die ersten und zweiten
Ig-Domdanen reziprok aneinander binden (Kiselyov et al., 1997). Aufserdem kdnnen auch die drit-
ten Ig-Domanen aneinander binden (Rao et al., 1994; Soroka et al., 2003) oder es kénnen alle fiinf
Ig-Domdanen beteiligt sein (Ranheim et al., 1996).

Mit Hilfe eines Sequenzvergleich verschiedener NCAM1 Orthologe wurde dariiber spekuliert, wel-
che der Aminosduren an der homophilen Bindung zwischen der ersten und zweiten Ig-Domane
beteiligt sind (Kasper et al., 2000). Dieser Vergleich wurde um die Ncam1-Paraloge erweitert (vgl.
Abschnitt 4.2.1). Wichtige an der Interaktion beteiligte Aminosduren, sind zwischen den Spezies
und auch innerhalb der Ncam1-Paraloge konserviert. Eine homophile und heterophile Interaktion
zwischen den Ncam1-Paralogen erscheint unter Einbeziehung dieses Modells plausibel.

Betrachtet man, dass polySia die Ncam1a-homophile Interaktion verhindert, aber auf die Ncam1b-
homophile Interaktion keinen Einfluss hat, kann man durchaus erahnen, dass es optionale Binde-
mechanismen geben muss.

Die unterschiedlichen NCAM1 Isoformen kénnen verschiedene Konzentrationen von polySia an
ihrer extrazellularen Domaéne tragen (Edelman & Chuong, 1982). NCAM1 kann aufierdem homo-
phile Bindungen in Form von Zippern eingehen (Ubersichtsartikel Walmod et al., 2004). An einem
zweidimensionalen Zipper kann nur NCAM1 partizipieren, dass nicht mit polySia modifiziert ist,
weil die NCAM1-Molekiile zu dicht gepackt sind (Kiselyov et al., 2005). In Anwesenheit von polySia
konnten die NCAM1-Molekiile dann schwachere eindimensionale compact- oder flat-Zipper ausbil-
den.

Es wire denkbar, dass auch Ncamla und Ncam1b unterschiedlich stark polysialyliert werden.
Wenn davon ausgegangen wird, dass Ncamla andere homophile Zipper ausbildet als Ncam1b,
konnte die Interaktion trotz Anwesenheit von polySia fiir Ncam1b weiterhin méglich sein (Soroka
etal,, 2003; Kiselyov et al., 2005).

Es wird aufderdem auch dartiber berichtet, dass je nach polySia-Konzentration unterschiedliche
Zipper-unabhingige Bindungen eingegangen werden konnen (Kiselyov et al.,, 1997). Wenn kein
polySia an NCAM1 gebunden ist, binden alle fiinf I[g-Doméanen aneinander, wohingegen die ersten
und die zweiten Ig-Domanen reziprok aneinander binden, wenn NCAM1 stirker polysialyliert
ist. Ein solcher oder dhnlicher Mechanismus wére auch fiir die Ncam1-Paraloge denkbar. Um eine
abschlief3ende Aussage dariiber treffen zu konnen, miissten die an diesen Interaktionen beteiligten
Domadnen identifiziert werden. Beispielsweise ware ein Zell-Overlay-Assay, der die Interaktionen
der einzelnen Ig-Domédnen von Ncamla und Ncam1b betrachtet, ein Ansatz dies zu untersuchen.
Auch konnte der Polymerisationsgrad von polySia beider Molekiile gemessen werden, um detail-
liert auf die funktionellen Unterschiede einzugehen (Nakata & Troy, 2005).

Das Modell verdeutlicht die unterschiedlichen Bindeeigenschaften der Ncam1-Paraloge und eben-
so, wie diese durch polySia moduliert werden (Abb. 57). Ncam1a und Ncam1b kénnen homophil
in Wechselwirkung treten. Die Anwesenheit von polySia verhindert die homophile Interaktion von
Ncam1la und reduziert die heterophile Bindung zwischen Ncam1a und Ncam1b. Die homophile In-
teraktion von Ncam1b ist nicht betroffen.
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Abbildung 57: Modell zur homophilen und heterophilen Interaktion der Ncam1-Paraloge. Ncam1a und Ncam1b kénnen
homophile und miteinander heterophile Wechselwirkungen ausbilden. Die Polysialylierung verhindert die homophile In-
teraktion von Ncam1a, wohingegen polySia-Ncam1b weiterhin homophil binden kann. Die Interaktion zwischen polySia-
Ncam1la/polySia-Ncam1b wird geschwacht; die Molekiile kdnnen aber weiterhin in Wechelwirkung treten.

5.2.2 Native Bindepartner von Ncam1a und Ncam1b

In den bisher durchgefiihrten Experimenten konnte ein unterschiedliches Interaktionsverhalten
der Ncam1-Paraloge gezeigt werden. In den weiterfithrenden Untersuchungen lag der Fokus auf
der Identifikation nativer Bindungspartner. In Affinity-Assays wurden die rekombinanten Prote-
ine als Affinitdts-Sonden verwendet, um potentielle Interaktionspartner spezifischen Strukturen
zuzuordnen. Eine Einschrankung dieses Experiments stellt sich dadurch, dass Interaktionspart-
ner nur dargestellt werden kénnen, wenn sie fiir die Proteinsonde frei zugianglich sind. Dies ist
nicht der Fall, wenn dieser durch andere Bindepartner abgesittigt ist oder eine Bindung durch
Anwesenheit von polySia sterisch gehemmt wird. polySia muss dann durch einen Knockdown der
Sialyltransferase entfernt werden. Welche Nebeneffekte ein st8siall-Knockdown mit sich tragt ist
nicht bekannt. Beispielsweise konnte Ncam1a, das zuvor polysialyliert war, nach einem st8siall-
Knockdown nun mit anderen Molekiilen in Wechselwirkung treten, da polySia fehlt. Es kann also
nicht ausgeschlossen werden, dass selbst der Verlust von polySia nicht unbedingt dazu fiihren
muss, dass anschliefdend freie Bindungsstellen vorhanden sind.

Die Ncamla-Proteinsonden binden in Anwesenheit von polySia nicht an spezifische Struktu-
ren sondern detektieren etwas, das an einen zeitlich-abhdngigen Gradienten erinnert. Wahrend
Ncamla zu 24 hpf noch in einem durchgingigen Strahl den Rumpf durchzieht, reduziert sich
der Strahl nach 48 hpf auf Bereiche der Schwanzspitze (vgl. Abb. 38). Wird die Synthese von
polySia durch Knockdown der Sialyltransferase gehemmt, verschiebt sich das Bindemuster der
Ncam1la-Proteinsonde wieder weiter cranial. In einer Masterarbeit konnte gezeigt werden, dass
das Migrationsverhalten des Primordiums - eine Struktur des Seitenliniensystems - verlangsamt
wird, wenn polySia fehlt (Heiny, 2012; laufende Doktorarbeit R. Dries). So wurde in der vorlie-
genden Arbeit fiir diese Experimente eine andere transgene Fischlinie genutzt, um die Migration
des Primordiums zu beobachten. GFP wird in dieser Linie unter einem Promotor exprimiert, der
spezifisch fiir das Seitenliniensystem ist. Wird die Ncam1la-Proteinsonde unter dem Aspekt der
Migration des Primordiums betrachtet, korreliert die Position des Primordiums mit dem Versatz
der Ncam1la-Proteinsonde (Chitnis et al., 2012). Der Bindepartner kénnte also durchaus mit der
Ausbildung des Seitenliniensystems in Verbindung gebracht werden.

Die Migration des Primordiums wird durch verschiedene Signalkaskaden gesteuert. Beispielswei-
se wird entlang des Zebrafisch-Rumpfs der Chemotaxis- induzierende Gradient Sdf-1« aufgebaut
und auf dem Primordium dessen Rezeptoren Cxcr4 und Cxcr7 exprimiert (Li et al.,, 2004). Das
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Primordium legt durch spezifische Expression der Chemokin-Rezeptoren die Migrationsrichtung
fest. Cxcr4b wird in der Leading-Zone des Primordiums exprimiert und durch Aktivierung des Che-
mokins Sdfl«a wird eine G-Protein gekoppelte Signalkaskade ausgeldst. Diese fordert die Migration
in Richtung des Chemokins. Die Training-Zone des Primordiums exprimiert Cxcr7. Dieser baut
das Chemokin durch Endozytose ab, wodurch ein Chemokin-Gradient in Richtung der Schwanz-
spitze ensteht (Aman & Piotrowski, 2008; Dona et al,, 2013). Eine Interaktion zwischen NCAM1
und Sdf-1a konnte bisher noch nicht gezeigt werden. Die Vorstellung ware diesbeziiglich, dass
polySia-Ncam1la den Liganden bindet und damit eine Signalweiterleitung durch Cxcr4b fordert.
Beispielsweise ist bekannt, dass polySia-NCAM1 Wachstumsfaktoren bindet, um sie so fiir ihre
Rezeptoren zuganglich zu machen (Kanato et al., 2008). Fehlt polySia auf Ncam1a, wiirde dies also
im Umkehrschluss zu einer reduzierten Wachstumsgeschwindigkeit des Primordiums fiihren; der
Chemokin-Gradient wird entweder nicht ausreichend schnell an der Leading-Zone des Primordi-
ums erkannt, oder aber der Sdf-1« Ligand wird nicht schnell genug an der Trailing-Zone abgebaut,
sodass der Gradient nicht weiter aufgebaut werden kann.

Ncam1a kann nach dem Verlust von polySia durch den Knockdown der Sialyltransferase aufderdem
an Zellen des Riickenmarks, der Floorplate und an muskulare Strukturen binden (vgl. Abb. 39). Da
dieses Affinitditsmuster nur in Abwesenheit von polySia Auftritt, kann daraus geschlossen werden,
dass die Bindung an den nativen Interaktionspartner durch polySia inhibiert wird. Dieser Inter-
aktionspartner konnte natives Ncam1a selbst sein. Dafiir spricht, dass natives Ncam1a auf diesen
Strukturen exprimiert wird (vgl. Abb. 11A) und homophile Ncam1a/Ncam1la-Bindungen in den in
vitro-Assays gezeigt werden konnte (vgl. Abb. 22 sowie 26). Desweiteren haben Studien im Sau-
gersystem ergeben, dass NCAM1 auch in vivo homophile Wechelwirkungen eingehen kann (Uber-
sichtsartikel: Walmod et al., 2004).

Dass sich keine Bindung der Ncam1a-Proteinsonde an die Ncam1a exprimierenden Motoraxone be-
obachten lasst konnte mehrere Griinde haben. Zum einen kdnnten alle Ncam1a-Molekiile auf den
Motoneuronen durch Bindungen abgesattigt sein, z.B. durch die homophilen Bindungen, die fiir die
Faszikulierung der Axone notwendig sind. Zum anderen ist die Hintergrundfarbung in diesem Be-
reich so stark, dass eine schwache Bindung an die diinnen Motoraxone dadurch iiberlagert werden
konnte.

Auch fiir Ncam1b wurden die Affinity-Assays durchgefiihrt. Zu 48 hpf waren keine aussagekraf-
tigen Bindemuster zu erkennen. Vermutlich sind die nativen Interaktionspartner der Ncam1b-
Proteinsonde noch durch native Interaktionspartner gebunden, sodass es zu keiner Bindung der
Proteinsonde kommen kann.

Es bleibt fraglich, warum die Ncam1a-Proteinsonde zu diesem Zeitpunkt (zumindest nach st8siall-
Knockdown) einen Interaktionspartner findet und Ncam1b nicht. Eine letztendlich schliissige
Erklarung dafiir gibt es nicht. Es ware denkbar, dass alle potentiellen Bindepartner durch andere
Interaktionen abgesattigt sind.

In 10 dpf alten Larven lasst sich jedoch eine Bindung der Ncam1b-Proteinsonde an die Moton-
eurone nachweisen. Diese Bindung ist unabhéngig davon, ob polySia gebildet wird oder nicht
(vgl. Abb.40B). Als Interaktionspartner kdmen u.a. beide Ncam1-Paraloge, aber auch die Zeller-
kennungsmolekiile Neurolin und Tag-1 in Frage. Sie alle werden zu diesem Zeitpunkt auf den
Motoneuronen exprimiert (Daten nicht gezeigt). Zudem kénnen natiirlich auch andere Proteine
unabhdangig von der Ig-Superfamilie an Ncam1b binden. Spekulationen wiirden zu diesem Punkt
zu weit fithren und kénnen nicht abschliefdend geklart werden.

Da die Entwicklung der Motoneurone nach 10 dpf weitgehend abgeschlossen ist, ware denkbar,
dass nun nicht mehr alle potenziellen Ncam1b-Bindepartner durch andere Interaktionen abgesat-
tigt sind. Das konnte damit erklart werden, dass zur axonalen Wegfindung andere Interaktionen
bendtigt werden als zur Aufrechterhaltung der Projektionen.

Um die nativen Bindungspartner von Ncam1b zu isolieren, wurden Pulldown-Assays aus einem
Homogenat aus isolierten Motoneuronen durchgefiihrt. Dabei wurde das Zellerkennungsmolekiil
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Tag-1 als Interaktionspartner von Ncam1b identifiziert (vgl. Abb. 41). TAG-1 ist ein transient expri-
miertes Protein der Ig-Superfamilie (Karagogeos et al,, 1991). Es wird auf Axonen, Schwannschen
Zellen und Glia exprimiert (Karagogeos et al., 1991; Traka et al., 2002). Im Huhn ist NCAM1 ein
Interaktionspartner von TAG-1/Axonin-1 und moduliert so Zelladhdsion und Migration (Milev et
al,, 1996). Im Zebrafisch ist eine Interaktion zwischen Ncam1b und Tag-1 bisher nicht beschrieben
worden. Es ist durchaus denkbar, dass eine vergleichbare Rolle auch zwischen Ncam1b und Tag-1
im Zebrafisch eingenommen wird und die Interaktion zwischen beiden der Axonlenkung und
Zelladhasion dient.

5.2.3 Tag-1: Funktion und Interaktionen

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Tag-1 ein Interaktionspartner von Ncam1b ist. Daher
wurden die funktionellen Studien um Tag-1 erweitert.

Der tag-1-Knockdown fiihrt zur Defaszikulation der Axonbiindel im Whole Mount (statistische
Analyse im Einzelvergleich dieser Kategorie), allerdings ist die Veranderung auf alle Phanotypen
insgesamt nicht signifikant (vgl. Abschnitt 4.1.6). Aufierdem fiihrt der tag-1-Knockdown auch zu
einer dosisabhdngigen Defaszikulation der posterioren Kommissur (vgl. Abb. 19).

In retinalen Ganglienzellen im Goldfisch hat die Injektion polyklonaler Antikérper gegen Tag-1
keinen Effekt (Ott (2000) hier Anm. zu Diplomarbeit C. Klisa). Zellkulturen legten aber nahe, dass
Funktionen wie Axonlenkung und Faszikulation tiber TAG-1 vermittelt werden kdonnen (Rader et
al,, 1993).

Warum es im Zebrafisch nach einem tag-1-Knockdown nicht zu einem ausgeprigten morpholo-
gischen Effekt kommt, kann zu diesem Zeitpunkt keine genauere Aussage gemacht werden. Die
Menge an injiziertem Morpholino sollte ausreichend gewesen sein, da mit einer Injektion von etwa
6-8 ng Morpholino keine Tag-1 Expression mehr vorhanden ist (vgl. Abb. 17).

Bead-Aggregations-Assays zeigen, dass Tag-1 eine schwach homophile Bindung eingeht (vgl. Abb.
33). Uber die Bindungskonstante von anderen TAG-1 Orthologen ist nichts beschrieben, sodass ein
Vergleich nicht moglich ist. Die homophile Interaktion von humanem TAG-1 beruht auf aromati-
schen Aminosauren zweier Ig2-G-Strange, die ausschlaggebend fiir eine Dimerisierung sind (Mortl
et al,, 2007). Der Sequenzvergleich zeigt, dass die an diesem Mechanismus beteiligten Aminoséu-
ren zwischen Huhn, Maus und Mensch konserviert, im Zebrafisch aber ausgetauscht sind (vgl.
Abschnitt 4.3.1). Das konnte ein Hinweis dafiir sein, dass Tag-1 im Zebrafisch im Gegensatz zum
Maus Ortholog nur schwache homophile Wechselwirkungen eingeht. Genauere Untersuchungen
wie beispielsweise beziiglich der Bindekonstante konnten diese Kontroverse genauer beleuchten.

Im Huhn kénnen TAG-1/Axonin-1 und NCAM1 heterophil interagieren und modulieren so die
Zelladhdsion und die Migration (Milev et al., 1996). Als potenzieller Interaktionspartner wurde
Zebrafisch Tag-1 mit den Ncam1-Paralogen auf heterophile Interaktion untersucht. So konnte ein
weiterer Unterschied zwischen Ncam1a und Ncam1b aufgedeckt werden. Ncam1a interagiert nicht
mit Tag-1 (vgl. Abb 35A). Andererseits stellte sich heraus, dass Ncam1b und Tag-1 miteinander in-
teragieren konnen. Diese Wechselwirkung konnte sowohl in vitro iiber heterophile Overlay-Assays
(vgl. Abb. 35B) und wie bereits erwdhnt auch als nativer Interaktionspartner tiber Pulldown-Assays
gezeigt werden (vgl. Abb. 41).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Tag-1 im Zebrafisch nicht so ausgepragte Funktionen er-
fiillt, als die aus Huhn oder Maus beschriebenen. Zebrafisch Tag-1 vermittelt Neuritenwachstum,
Axonpolaritidt und Axonlenkung sowie Faszikulation (Wolman et al., 2008). Obwohl es als eines der
typischen Axonlenkungs-Molekiile gilt, beeinflusst es die Motoraxon-Lenkung im Zebrafisch nicht.
Im Whole Mount Embryo ist Tag-1 ausschliefilich an der Faszikulation beteiligt, nicht aber an der
Axonlenkung und -wegfindung.

Im Zebrafisch geht Tag-1 zudem nur geringe homophile Wechselwirkungen ein. Dariiber hinaus
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bindet Tag-1 an Ncam1b nicht aber an Ncam1a (Abb. 58).

Tag-1/Tag-1 Tag-1/Ncamla Tag-1/Ncam1b )
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Abbildung 58: Modell zur homophilen und heterophilen Interaktion von Tag-1. Tag-1 kann im Zebrafisch nur schwach ho-
mophil interagieren. Mit Ncam1a geht Tag-1 keine Wechselwirkung ein, wohingegen Ncam1b als ein Interaktionspartner
fiir Tag-1 sowohl in vitro als auch im nativen System nachgewiesen werden konnte.

5.2.4 Neurolin: Funktion und Interaktionen

Neurolin wird im Zebrafisch auf sekundiren Motoneuronen und auf retinalen Ganglienzellen ex-
primiert. Es ist ein wichtiger Faktor fiir Motoraxonwachstum und -lenkung dieser Neuronentypen
(Ottetal., 1998; Ott et al.,, 2001).

Wird die Expression von Neurolin inhibiert, defaszikulieren die Axone und bilden viele aberrante
Projektionen aus. Der common path defaszikuliert. Vermutlich tritt hier ein Fehler in der Axonweg-
findung auf, woraufhin die Axone an dieser Landmarke nicht mehr weiter wachsen (vgl. Abschnitt
4.1.6).

Diese Ergebnisse bestitigen grofdenteils Antikdrper-Injektionen, die zur Blockade von Neurolin
in Zebrafischembryonen injiziert wurden (Ott et al.,, 2001). Die Blockade von Neurolin fiihrt zu
Wegfindungsstérungen und aberranten Projektionen der Motoraxone. Die Motoraxone defasziku-
lieren allerdings nicht. In der Gesamtheit wird aber auch von einer Verbreiterung des common path
gesprochen, die mit der hier vorgetragenen Defaszikulation des common path iibereinstimmen
kénnte (Ott et al,, 2001).

Neurolin aus Zebrafisch kann homophile Bindungen eingehen (vgl. Abb. 36). Damit dhnelt es
seinem humanen Homolog, fiir das ebenfalls homophile Wechselwirkungen beschrieben wurden
(Kempen et al., 2001).

Ncam1la und Ncam1b sind schwach heterophile Interaktionspartner von Neurolin (Abb. 59; vgl.
auch Abb. 37). Heterophile Interaktionen mit NCAM1 waren bisher noch nicht bekannt. Neurolin
wird wie Ncamla/1b auf den sekundiaren Motoneuronen exprimiert. Die heterophile Interaktion
von Neurolin mit Ncaml1a/1b kénnte eine Funktion in der Wegfindung sekundéarer Motoraxone
haben.

Neurolin/Neurolin Neurolin/Ncam1la Neurolin/Ncam1b )
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Abbildung 59: Modell zur homophilen und heterophilen Interaktion von Neurolin. Wie das humane Homolog kann Zebra-
fisch Neurolin homophil binden. Auch heterophile Interaktionen von Neurolin mit Ncamla und Ncam1b wurden nach-
gewiesen, allerdings sind diese nicht stark ausgepragt.
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5.3 Funktionsanalysen von Ncam1a und Ncam1b in der Primarzellkultur

Vor dem Hintergrund unterschiedlicher Funktionen der Ncam1-Paraloge, wurden diese beziiglich
des Axonwachstums in Primarzellkulturen untersucht. In diesem Ansatz wurden die Motoneurone
aus Riickenmarksexplantaten von Zebrafischembryonen aus der nativen Umgebung isoliert, in
der sie durch das umgebende Gewebe mit einer Vielzahl von Einfliissen konfrontiert sind. Die
Primarzellkultur ermdéglicht es, stattdessen Zellen unter definierten Wachstumsbedingungen zu
beobachten. Unter Einbezug von Morpholino-Knockdowns und der Verwendung unterschiedlicher
Oberflachensubstrate kann der Einfluss der einzelnen Faktoren differenziert betrachtet werden.
Als Substrate wurden neben Laminin, auch Ncam1a und Ncam1b verwendet.

Beim Auswachsen der Axone lassen sich drei unterschiedliche Phdnotypen beobachten: Outgrowth
(einfaches unverzweigtes Axon), Branched (iibermaf3ig stark verzweigtes Axon) sowie No Out-
growth (Ausbleiben der Bildung von Neuriten) (vgl. Abb. 42).

Axone aus Kontrollen auf Laminin zeigen iiberwiegend den Outgrowth-Phéanotyp. Laminin férdert
im gewissen Mafde das Wachstum isolierter Neurone aus dem Vorder- und Hinterhirn sowie reti-
naler Ganglienzellen und Motoneuronen von Zebrafischen (Z. Chen et al., 2013). Einer der wohl
bekanntesten Laminin-Rezeptoren ist die Integrin-Familie (Hynes, 2002). Integrine konnen eine
Vielzahl zytosolischer Signalproteine binden und regulieren so die Dynamik von Wachstumske-
geln. Indem Axonlenkungs-Molekiile und Wachstumsfaktoren die Integrin-vermittelte Adhasion
regulieren konnen, werden Integrin-Laminin Wechselwirkungen mit axonaler Wegfindung in Zu-
sammenhang gebracht (]. P. Myers et al,, 2011).

Auch Kontrollen die auf Ncam1a oder Ncam1b auswachsen verandern die Morphologie ihrer Axone
nicht. Sie wachsen lang und unverzweigt aus (vgl. Abb. 45). NCAM1 hat auf Neuronenkulturen aus
dem Mittelhirn von Mausen im Vergleich zu Fibronektin eine wachstumsférdernde Eigenschaft
(Garcia-Pena et al., 2014). Sauer (2013) konnte im Rahmen einer von mir betreuten Masterarbeit
diese Ergebnisse fiir Motoneuronen-Primarzellkulturen aus dem Zebrafisch bestatigen.

Es gibt Hinweise darauf, dass es eine direkte Interaktion zwischen NCAM1 und Laminin geben
konnte (Cole & Schachner, 1987). NCAM1 besitzt eine Heparin-Bindestelle und interagiert damit
liber Heparin mit Laminin (Kiselyov et al., 1997). Ob die hier beobachtete permissive Wirkung von
Laminin auf direkten Wechselwirkungen mit Ncam1a oder Ncam1b auf den Axonen beruht, kann
nicht gesagt werden. Es ist nicht bekannt ob die Ncam1-Paraloge mit Laminin interagieren kénnen.
Ncam1la und Ncam1b als Wachstumssubstrat haben die gleichen Effekte auf die Neuronen wie La-
minin, sodass die Axone ungehindert auswachsen kdnnen. Haben die Zellen auf Streifensubstraten
die Wahl zwischen Laminin und Ncam1b, zeigen die Neurone keine Priferenz fiir die Substrate (vgl.
Abb. 46). Diese Wachstumssubstrate fordern vermutlich gleichermafien das Neuritenwachstum
(Edgar et al.,, 1984; Cole & Schachner, 1987).

Die Schemazeichnung fasst die Ergebnisse noch einmal zusammen. Zur Vereinfachung sind nur die
Interaktionen abgebildet, auf die im spateren Verlauf noch eingegangen wird (Abb. 60).
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Kontroll Morpholino

Ausschnitt

Abbildung 60: Modell zum Wachstum von Motoneuronenkulturen auf unterschiedlichen Oberflachensubstraten. Lami-
nin, Ncam1a und Ncam1b férdern das Wachstum von Motoneuronen in der Zellkultur. ® Ncam1a, ® Ncam1b, @ Unbe-
kannter Interaktionspartner.

Nach Morpholino-Knockdown von ncamla werden auf Laminin weniger Neuriten gebildet als in
Kontrollen; derselbe Phanotyp wird beobachtet, wenn die Ncam1a-defizienten Axone auf Ncamla
auswachsen. Das zeigt, dass Ncam1a auf den Neuronen innerhalb der Zellmembran in cis benotigt
wird, um die Neuritenbildung zu ermdéglichen. Exogen angebotenes Ncamla fordert das Axon-
wachstum nicht. Ncam1b hingegen verhindert die Bildung von Axonen, sodass keine Zellen mehr
auswachsen kénnen (vgl. Abb. 48).

Dies konnte dafiir sprechen, dass die Interaktionen der Ncam1-Paraloge unterschiedliche Auswir-
kungen auf die Zelle haben. Es kdnnte moglich sein, dass Ncam1b an freigewordene Interaktions-
partner von Ncam1a bindet und damit anderweitige Effekte innerhalb der Zelle auslost.

Ausbilden von Neuriten ist eines der mannigfaltigen Funktionen die fiir die NCAM1 Orthologe be-
schrieben sind (E. J. Williams et al,, 1994). Auch das Zebrafisch Ortholog Ncam1a unterstiitzt die
Zellen bei der Bildung von Neuriten. Um diese Funktion auszufiihren, muss es innerhalb der Zell-
membran in cis lokalisiert sein, da eine Ncam1a-Oberflache den Ncam1a-Defizit nicht retten kann.
Ncam1b hat eine negative Wirkung auf Ncam1la-defiziente Motoneurone, sodass keine Neuriten
mehr gebildet werden (Abb. 61).
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Abbildung 61: Modell zum Wachstum Ncam1la-defizienter Motoneuronenkulturen auf unterschiedlichen Oberfladchen-
substraten. Der ncam1a-Knockdown bewirkt, dass auf Laminin und Ncam1a weniger Axone ausgebildet werden. Ncam1b
auf der Oberfliche verhindert das Wachstum Ncam1a-defizienter Motoneurone in der Zellkultur. ® Ncam1a, ® Ncam1b,
@® Unbekannter Interaktionspartner.

Der Knockdown von ncam1b bewirkt, dass die Zellen auf Laminin besonders stark verzweigt
auswachsen. Wird Ncam1b-defizienten Zellen Ncam1b als Wachstumssubstrat angeboten, rettet
das den Phanotyp und die Neurone bilden unverzweigte Axone wie in den Kontrollen aus. Ncam1a
als Substrat kann das Auswachsen der Axone nicht induzieren (vgl. Abb. 50).

Mit Zeitrafferaufnahmen Ncam1b-defizienter Motoneurone auf Laminin ist es moglich, den auftre-
tenden Branched-Phanotyp genauer zu betrachten. Die stark verzweigten Fortsidtze der Neurone
werden kurzzeitig aufgebaut und kollabieren unmittelbar darauthin wieder. Die einzelnen Bran-
ches binden an sich selbst und projizieren aneinander, bis sie verschmelzen und kollabieren. Auch
der Zellkorper wandert an den Neuriten auf und ab (vgl. Abb. 51).

Werden Ncam1b-defiziente Motoneurone auf Ncam1b-Oberflachen ausgesat, verhalten sie sich wie
Kontrollneurone. Dieser Rescue-Effekt muss von einem heterophilen Interaktionspartner ausgelost
werden, da in der Membran von ncam1b-Knockdown Zellen kein Ncam1b vorhanden ist, mit dem
exogenes Ncamlb interagieren kénnte. Der heterophile Interaktionspartner 16st durch Bindung
der extrazelluliren Doméane von Ncam1b eine Signalkaskade in der Zelle aus, die dazu fiihrt, dass
unverzweigte Neuriten gebildet werden. Ncam1b ist in nativen Situation der Kontrolle dafiir in cis
lokalisiert. Dies wird damit belegt, dass die Kontroll-Neuronen auf Laminin ohne Verzweigungen
auswachsen. Hier liegt Ncam1b ausschlief3lich innerhalb der Zelle in cis vor und verhindert so das
Branchen der Axone. Wird die heterophile cis Interaktion durch einen ncam1b-Knockdown gestort,
reicht eine heterophile trans-Interaktion aus, um darauf eine Reaktion in der Zelle auszul6sen. Es
ist folglich nur die extrazelluldre Domédne in Form eines Liganden und nicht Ncam1b-vermitteltes
Signaling notwendig, um eine Signalkaskade zu aktivieren.

Aus Beobachtungen von Zeitrafferaufnahmen Ncam1b-defizienter Motoneuronen auf Streifen-
substraten mit Ncam1b und Laminin kdnnen noch weitere Schlussfolgerungen gezogen werden.
Ncam1b-defiziente Motoneurone haben eine Priferenz fiir die Ncam1b-Streifen. Befinden sich die
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Zellen auf einem Laminin-Streifen, migrieren sie aktiv auf einen Ncam1b-Streifen (vgl. Abb. 52).
Weiter noch vermeiden die Ncam1b-defizienten Motoneurone aktiv die Laminin-Streifen, wenn
ein solches Motoneuron bereits auf Ncam1b positioniert ist (vgl. Abb. 53). Das legt nahe, dass der
heterophile Interaktionspartner von Ncam1b auf den Wachstumskegeln exprimiert sein muss, in
dem eine Interaktion der Beiden stattfindet und zu einer Reaktion in der Zelle fiihrt.

Diese Daten lassen darauf schliefien, dass Ncam1b neben der wachstumsfordernden Eigenschaft
auch teilweise eine axonlenkende Wirkung auf Motoneurone hat. Zellkulturanalysen mit Neuronen
aus dem Mittelhirn von Mausen belegen eine solche Vermutung (Garcia-Pena et al.,, 2014).

Ncam1b hat einen entscheidenden Einfluss auf die Axonlenkung von Motoneuronen. Der Knock-
down von Ncam1b fiihrt auf Laminin zur Bildung verzweigter Axone. Dieser Phanotyp kann durch
exogenes Ncam1b gerettet werden, sodass die Axone wieder unverzweigt wachsen. Ncam1la als
Substrat fiir Ncam1b-defiziente Motoneurone reduziert die Bildung von Neuriten (Abb. 62).

_____

ncam1b Morpholino

Ncamlb Ncamla

£ | |
= x el |
2 | | | @ X v ®© :
= L (I |
<< : | : | :

E Laminin E Ncamlb E Ncamla |

Abbildung 62: Modell zum Wachstum Ncam1b-defizienter Motoneuronenkulturen auf unterschiedlichen Oberflachen-
substraten. der ncam1b-Knockdown fiihrt zur Ausbildung stark verzweigter Axone. Ncam1b auf der Oberfldche kann die
Kontrollsituation wieder herstellen. Dafiir bindet das exogene Ncam1b an einen noch unbekannten Interaktionspartner.
ncamlb-Knockdown Zellen auf exogenem Ncam1a bilden keine Neuriten aus. ® Ncamla, ® Ncam1b, @ Unbekannter
Interaktionspartner.

Zusammengefasst ergibt sich folgendes Bild: Fiir ein korrektes Auswachsen benétigen die Mo-
toraxone in vitro sowohl Ncam1la als auch Ncam1b. Ncamla muss auf den Motoraxonen selbst
exprimiert sein. Ob diese Interaktion von homophiler oder heterophiler Natur ist, bleibt spekulativ.
Es zeigt aber, dass Ncam1a als Rezeptor fiir einen Liganden fungiert, der durch diesen Assay nicht
identifiziert werden kann.

Ncam1b ist fiir ein Auswachsen der Axone sowohl auf den Axonen selbst hinreichend als auch,
wenn es exogen prasentiert wird. Das lasst vermuten, dass Ncam1b hier Ligand fiir einen heterophi-
len Interaktionspartner ist, der sowohl durch cis- als auch durch trans-Wechselwirkungen aktiviert
werden kKann.

Diese Daten untermauern also, dass Ncam1a und Ncam1b in der Evolution eine funktionelle Diver-
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sifizierung erfahren haben.

Deterministische Faktoren, wie Axonlenkung entlang eines vorgegebenen Weges, sind nicht die
einzigen Mechanismen, die zu der Ausbildung einer hoch komplexen Struktur wie die des Ner-
vensystems flihren. Indem sich die Schwesterneuriten einer Zelle gegenseitig erkennen und sich
selbst vermeiden haben sie eine repulsive Wirkung aufeinander, das dazu fiihrt, dass sich Neuriten
der gleichen Zelle normalerweise nicht iberlappen. Diese Prozesse werden isoneuronale Selbster-
kennung und Selbstvermeidung bzw self-recognition / self-avoidance genannt (Kise & Schmucker,
2013).

Erstmals wurde diese Beobachtung an mechanosensorischen Neuronen von Blutegeln gemacht
(Kramer & Kuwada, 1983). Inzwischen sind viele molekularen Aspekte der self-recognition /
self-avoidance aufgedeckt worden. Der wohl prominenteste Effektor in diesem Prozess ist der Zell-
oberflachenrezeptor down syndrome cell adhesion molecule (DSCAM). Es ist mit 220 kDa eines der
grofdten Proteine der Ig-Superfamilie. Es enthalt zehn Ig-Doméanen und sechs FN-III-Domaénen. Es
konnen etwa 38000 verschiedene Spleifdisoformen von DSCAM gebildet werden, die den einzelnen
Zellen eine Identitdt zuweisen und so als molekularer Code fiir eine Zelle dienen (Schmucker et
al,, 2000). DSCAM spielt sowohl eine entscheidende Rolle in der zellautonomen self-recognition als
auch in der self-avoidance von Neuriten von Invertebraten und Vertebraten (Matthews et al., 2007;
Fuerst et al., 2008, Ubersichtsartikel: Schmucker & B. Chen, 2009; Montesinos, 2014). Auch im
Zebrafisch konnte ein Ortholog von DSCAM identifiziert werden. Der Knockdown von Zebrafisch
Dscam fiihrtin unterschiedlichen Neuronenpopulationen zu einer Reduktion der Neuronenzellzahl
sowie missgeleiteter Axone die nicht mehr den stereotypen Wegen folgen (Yimlamai et al., 2005).
Neben DSCAM sind bereits auch weitere Zelloberflichenmolekiile wie Protocadherine identifiziert
worden, die fiir zellautonomes self-avoidance retinaler Neuriten verantwortlich sind (Lefebvre et
al,, 2012). Auch Slit2 und dessen Rezeptor Robo2 nehmen eine Rolle in self-avoidance ein, sodass
ein Knockout zu ausgeprigtem branching zerebraler Purkinjezellen fiihrt und mit verdnderter
Motorik in Verbindung steht (Gibson et al., 2014). Ein siRNA-Knockdown von DSCAM in Hithnern
und Mausen fiihrt zu einer reduzierten Interaktion zwischen DSCAM und Netrin-1 und bewirkt
ein verandertes Wachstum kommissuraler Axone (Palmesino et al., 2012). So kénnen einzelne
Molekiile ein solch komplexes und zellautonomes System modular beeinflussen.

Der Effekt, der durch den ncam1b-Knockdown verursacht wird, erinnert an Defekte in DSCAM-
Knockout Mausen (Fuerst et al., 2009; Hutchinson et al., 2014) und dscam-Knockdown in Zebrafi-
schen (Yimlamai et al., 2005). Dscam konnte ein potentieller Interaktionspartner von Ncam1b sein.
Auch Tag-1 kénnte an einem Ncam1b-abhingigen Signalweg beteiligt sein, der die self-avoidance
vermittelt und synergetisch steuert. Die molekularen Grundlagen dafiir, dass sie miteinander inter-
agieren konnen ist sowohl in Ratten beschrieben (Milev et al., 1996) als auch in der vorliegenden
Arbeit fiir Zebrafisch Tag-1/Ncam1b-Interaktion gezeigt worden.

Die Teleostei haben vor etwa 320 - 350 Millionen Jahren eine zusitzliche Genomduplikation in ihrer
Entwicklung erfahren (Glasauer & Neuhauss, 2014). Es ist sicher, dass die Genomduplikation dazu
beigetragen hat, dass sich die Teleostei zu einer sehr komplexen Klasse entwickelt haben (Uber-
sichtsartikel: Glasauer & Neuhauss, 2014). Welche Vorteile sich den Fischen bietet, beide Ncam1-
Paraloge zu behalten, kann nicht abschliefsend geklart werden. Ncam1a und Ncam1b haben neben
einem nur teilweise iberlappenden Expressionsmuster sehr grofle funktionelle Unterschiede in
der Entwicklung des Nervensystems und im Speziellen der Ausbildung motoneuronaler Verbindun-
gen.

Ncam1a unterstiitzt die Faszikulation der Motoraxone. Dies stellt eine strukturelle Fortsetzung der
Neuritogenese dar. Faszikulation ist durch das Auftreten auswachsender Neuriten bedingt. Ncam1b
ist an der Wegfindung beteiligt. Eine Funktion bei der self-avoidance, wie sie fiir Ncam1b im Ze-
brafisch hier diskutiert wird, ist bisher fiir NCAM1 im Sauger noch nicht beschrieben worden. Es
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konnte sein, dass Ncam1b diese Rolle als Neofunktionalisierung nach der Genomduplikation erwor-
ben hat. Alternativ konnte es sich um eine Funktion handeln, die schon das singuldre Ncam1 des
Vorfahren der Teleostier und der Tetrapoden hatte, die nur bisher fiir das NCAM1 der Tetrapoden
noch nicht nachgewiesen werden konnte. Ncam1a hatte diese Funktion nach der Genomduplikation
dann verloren. Die Aufteilung von wichtigen Funktionen, die ein NCAM1-Vorlaufer hatte, auf zwei
Paraloge in den Teleostiern wiirde erkldaren, warum beide, Ncam1a und Ncam1b, in der Evolution
erhalten geblieben sind.

5.4 Ausblick

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Subfunktionalisierung der Ncam1-Paraloge in der motoneu-
ronalen Entwickung des Zebrafischs. Es wurden dafiir die Expression rekombinanter Proteine und
die Primarzellkultur von Motoneuronen aus Zebrafischembryonen etabliert. Aufderdem konnten
eine Reihe von Assays entwickelt werden, die es ermdéglichten Protein-Protein-Wechselwirkungen
zu untersuchen. Es konnten phanotypische Kategorien erstellt werden, um die Funktionen der
Paraloge in situ und in vitro beschreiben zu kénnen. Es wurde gezeigt, dass beide Paraloge ho-
mophil und heterophil miteinander interagieren konnen. Gemeinsam ist beiden Paralogen auch,
dass sie mit polySia modifiziert werden konnen. Diese Modifikation beeintrachtigt aber nur die
Ncam1a Bindung. polySia-Ncam1b kann homophil in Wechselwirkung treten. Als Interaktionspart-
ner konnte Neurolin fiir Ncamla und Ncam1b identifiziert werden. Tag-1 ist ausschliefdlich ein
Interaktionspartner von Ncam1b. Funktionelle Unterschiede zeigten sich deutlich im Bilden und
Auswachsen von Axonen sowie in der Wegfindung. Neuritogenese und axonale Faszikulation sind
Prozesse, denen Ncam1la zuteil wird. Ncam1b steuert Prozesse wie axonale Wegfindung und die
damit verbundene self-avoidance.

Es war im Rahmen dieser Arbeit nicht moglich einen Interaktionspartner fiir Ncam1b zu identi-
fizieren, der an axonaler Wegfindung und self-avoidance beteiligt ist. In diesem Zusammenhang
sollten Dscam und Protocadherine ndher betrachtet werden.
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