Charakterisierung der Lenkungseigenschaften
von EphrinAS in vitro in verschiedenen Spezies
(Frosch, Fisch, Huhn)

DISSERTATION

der Fakultit fur Chemie und Pharmazie

der Eberhard-Karls-Universitdt Tiibingen

zur Erlangung des Grades eines Doktors

der Naturwissenschaften

2002

vorgelegt von

Christine Weinl



Tag der miindlichen Priifung: 18.12.2002
Dekan: Prof. Dr. H. Probst

1. Berichterstatter: Prof. Dr. F. Bonhoeffer
2. Berichterstatter: Prof. Dr. G. Gauglitz



Inhaltsverzeichnis I

Inhaltsverzeichnis
L. ETRICTHURG «e.ucennnnneereorssnneniicssssnnsnscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 1
1.1 Das NervenSYSTEI cccccvueeccccsssaneecsssssnseecssssassssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssnas 1
1.2 Ziel@ebietSTINAUNE .........ueeeevvueieivniiiisnninssnnicssniissssnicssnsressssessssssssssssssssssssssssssses 1
1.3 LenKungSmOIEKUIE ......ceiieeivnniiiciissnniicssisnnnicsssnnencsssssnsnessssssssssssssssssssssssssssssans 4
INCIIINC ...ttt ettt e e et e et e e s tae et e eteeeseessseessseensseesaeenseesnseessseessseensseensnenns 6
SEMAPNOTINE......eiiiiiiiiiiieciee e et e et e e s taeeenbeeesebeeeenne 6
INEUIOLTOPRNINE ....vvieiiiieeeiiie ettt e e ee et e e et ee et eeeenbeeesnsseeenseeesnsaeennnseanns 7
STHE/RODO-SYSTEIM ....eeiiiiiieiiieeiiie ettt ettt et e et e e raeeeseaeeesreeesntbeeesnbeeesanaeeennns 8
RezeptortyrosinphoSphatasen............c.eevuieiiieiiieiie e 9
Rezeptortyrosinkinasen: Eph-Rezeptoren und Ephrine.........cccccooceeviiiiiiiincnnnnne. 9
RGM ettt sttt et sttt e st e st 12
1.4 Die retinotektale Projektion im Hilhnchen..........cueeecieiicneinssnnnccsnencccnnnes 13
1.5 Die retinotektale Projektion in Xenopus........ccccceereercsscnnicscnnecssnnccssnsncsnsees 15
1.6 Die retinotektale Projektion im Zebrafisch .........ccccceevveicicurccssnnicssnerccsnnees 16
1.7 Modelle zur Entstehung retinotektaler Projektionen..........ccceeevueeeccsccnnnreces 18
2. ZEl AeF AFDEIL.ncneneenneneveosnnvinssnnrosssaniosssasiossssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssnsssse 21
3. Material Und MeEtROAEn ............uuueneeevoonnneicsnneicsinnenssnniisssnsrosssssssssssesssnssses 23
3.1 ChemiKALICN couuueeiierirnnnricssssnnnicssssnnecssssnssecssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 23
3.2 Puffer und Medien ......cccoeeiecinrrnniccssssannecsssssnsecssssassessssssssssssssssssssssssssssssssnases 24
Puffer und LOSUNZEN ........ccoouiiiiiiiiciiie et e 24
IMEAICI.....eiiiiieeiie ettt et e e et e e et e e e abeeessbaeesstbaeesnbeeeensaeeennneas 25
R TRV N 11417 C) § 01 N 26
3.4 VerbrauchSmaterial ..........icciiveeiicnsisnniccssssnniecsssssssecssssssssessssssssssssssssssssssssass 26
3.5 MIKFOSKOPE ccceeueiiiniiiinnninintinsnnicssnnncsssnessssnsssssessssssessssessssnssssssssssssssssssesses 26
3.0 SOTEWATC..uuceieeeineiineicniicnnisaessntessnecssnisssnsssseesssessssesssseesssessssssssassssssssssssssasssns 26
3.7 SONSLIZE GEIALe....uuueiirsvericssercssnrissssnisssssnessssessssssssssssosssssessssssssssssssssssssssssssses 27
R IR T B 1) o RN 27

HURNNCHEN .ot e e e e e e e e e e e e e e e e e aeaaaaeeeas 27



II Inhaltsverzeichnis
XENOPUS LACVIS ..o eeiee et e ettt e e ette e st e e e e e e ssaeeessbeeesseeesnsaeeensseeenssaeenns 28
Zebrafisch Brachydanio rerio..............cccooecueeeciieeiciieeeiiieeciee e sveeesvae e 28
3.9 PriparationSmethoden ..........ccoceieeivneicssnicsssnnecssnnissssnsssssssssssssssssssssssassssssssss 29

4.

Priparation und Kultivierung retinaler Ganglienzellen embryonaler Hithnchen ..29

Priparation und Kultivierung retinaler Ganglienzellen von Xenopusembryonen.29

Praparation und Kultivierung retinaler Ganglienzellen des Zebrafisches............. 30
Verschiedene Substrate zur Kultivierung der Neuronen ...........cccceccvveeeevieeennneenns 30

3.10 Firbung mit Fusionsproteinen aus alkalischer Phosphatase und EphrinAS

auf Zellen und Wachstumskegeln in Kultur ..........cccovvvniiicsicnnrcccscnneeccan 31
311 KOIAPSTESL...iirnrrunriiisissnnrecssssanrncsssssnssscssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssses 31
3.12 Modifizierter Streifentest ... iieivceicsiviicisenicssnecsssnnecssnnesssseesssssecsssssessssens 33
3.13 Test mit beschichteten Latexkiigelchen .........couueececuerinineicscercnsnnicscnnnccsnnnes 34
Beschichtung der carboxylierten Latex-Kiigelchen...........c.ccoeveiniiiniiiniennnen. 34
Herstellung der Explantate fiir Versuche mit beschichteten Latexkiigelchen....... 34
Funktionsweise der optischen PInzette...........ccceveveecienciiecciieeieeeeeeee e, 35
3.14 Herstellung des Diffusionsgradienten loslicher Proteine..............coueeeuneee.. 38
Herstellung der Mikrokapillaren............occvieeiiiieiiiieeiiie e 38
Herstellung des Diffusionsgradienten.............ccccevcieeiieniiieniienieeeeeeee e 38
ETGODRISSO.cuuuveeeiesssrraniiessssransiessssssnsscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnaasass 42
4.1 Die retinotektale Projektion in Xenopus......ccceceeercueressarccscnnressasecssssscsssssees 42
Farbung von Axonen und Wachstumskegeln mit EphrinA5-AP zur
Expressionsanalyse der EphA-Rezeptoren .........ccccoecveevviiiiniieiiniieeeieeeiee e 42
Reaktion retinaler Ganglienzellaxone des Xenopus im Kollaps-experiment........ 43
Wachstum von Axonen des Xenopus im Streifentest..........ccceccveeerieieniieeenveeennne. 46
Lenkung von Axonen des Xenopus an EphrinA5-Fc beschichteten Kiigelchen...47
Wachstum retinaler Axone des Xenopus im Diffusionsgradienten 16slicher
PIOTEINE ...ttt et et 51
Zusammenfassung der Experimente an Xenopusaxonen...........ceeeeeesseccsncesns 57
4.2 Die retinotektale Projektion im Huhn.........ccoueienveicnirnricssnicssneccssnnicscnnnenes 58

Lenkung von Axonen des Hithnchens an EphrinA5-beschichteten Kiigelchen....58

Wachstum retinaler Axone des Huhns im Diffusionsgradienten 16slicher Proteine



Inhaltsverzeichnis 111

Zusammenfassung der Experimente an Hiithnchenaxonen ..........cceeeeveeecnnnnen. 82
4.3 Die retinotektale Projektion im Zebrafisch .......c.cievvveiicicnicivnrccscnnecccnncnns 84
Wachstum retinaler Axone des Zebrafisches im Streifentest ............cccccceveeieennen. 84

Zusammenfassung der Experimente an Zebrafischaxonen...........cccceecvunerccccnnnes 86
5. DiSKUSSION...uuuueieseunsiosssriosssresssssosssssiosssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 87
5.1 Die retinotektale Projektion in Xenopus.........ccceeccerecrcnrcssnnecssnnncssneecssssecnes 87
Expressionsanalyse der EphA-Rezeptoren in Xenopus.......ccceeeveeeeeiveeenveeennneenns 87

Verhalten retinaler Ganglienzellaxone des Xenopus im Kollapstest mit 16slichem
EPRIINAS .ottt e e et e e e tae e e nbe e e e raeeennneas 88
Wachstum retinaler Ganglienzellaxone des Xenopus im Streifentest................... 88
Lenkung von retinalen Ganglienzellaxonen des Xenopus an EphrinAS-
beschichteten KUgeIChen ..........cc.cioiiiiiiiiiiiiiiceeeee e 89
Verhalten retinaler Ganglienzellaxone des Xenopus im Diffusionsgradient
10SIIChEr PIOteINE....c..eeviiiiiiiiiiiiiccicceet e 91

Verhalten retinaler Ganglienzellaxone des Xenopus im Netrin-Diffusionsgradient

.............................................................................................................................. 92
Verhalten retinaler Ganglienzellaxone des Xenopus im BDNF-Diffusionsgradient
.............................................................................................................................. 93
Verhalten retinaler Ganglienzellaxone des Xenopus im EphrinA5-
DiffusionSgradient...........cccuveeeuieiiiieriieie e 94
5.2 Die retinotektale Projektion im Hilhnchen..........cioceeicncnicnserccssnecccnncnne 97

Lenkung von retinalen Ganglienzellaxonen des Hithnchens an EphrinAS-

beschichteten Kiigelchen (Kiigelchen direkt vor dem Wachstumskegel plaziert)

.............................................................................................................................. 98
Lenkung von retinalen Ganglienzellaxonen des Hithnchens an EphrinAS-

beschichteten Kiigelchen (Kiigelchen seitlich plaziert) ..........cccoecveeeviiieennnnnnne. 99
Abhingigkeit der Lenkung vom Reizort (Kiigelchen am Axonschatft) ............... 100
Reizung retinaler Ganglienzellwachstumskegel des Hithnchens mit zwei

Kiigelchen gleiChZeiti@ . .......oeouiieiiiiiieeiieceee e 102

Verhalten retinaler Ganglienzellaxone des Hithnchens im EphrinAS-

Diffusionsgradienten ..........coouiiiiiiiiiiiie e 103



v Inhaltsverzeichnis

Vergleich des Verhaltens von Axonen im EphrinAS5- und EphrinA2-

Diffusionsgradienten .........cccuiieiiiiiiiiiiieciieeeiee et e 104
Auswirkung verschiedener Entwicklungsstadien auf die Sensitivitit temporaler

Axone gegeniiber Netrin im Diffusionsgradienten ............ccocevveevvenienieeniencns 105

5.3 Die retinotektale Projektion im Zebrafisch..........ccccvvvuericcsccnnrcccccsnnnnccens 107

5.4 Zusammenfassender Vergleich der verschiedenen Spezies (Frosch, Fisch

UNA HURDN) ccciiniiiiininnniicnnnnnniicssnssnnicsssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssnases 108

5.5 Modell der Lenkung durch EPhrinAS.........cicieicninnicssnnicssnnccssnsscssnenes 110
0. ZUSAMMEHSASSUNG.c..cuuvvverieessrsnriesssssanseessssssssassssssasssssssssssssssssssasssssssssssssssss 115
7o LiterQturVErZOICHIIS uuecesevvereeessssssereessssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanes 117
8. ANNANG ...cnnaaaaeeiiinraerinnsianerinssssnniessssssssiessssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssassas 131
ADbKUrzungsverZeiChmis ......ccveiceceiccssnnicnsnicsssnrisssanicsssnnessssssssssssssssssssssssssssssssnss 131
DanKSAGUINEG c.ccuuuerriiiiisnnniicsissnricsssssssrecsssssssncsssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssse 133

| I 0 73 1 1 B 11 N 137



1. Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Das Nervensystem

Das Nervensystem des Menschen besteht aus einem Netzwerk von ca. 10"
Nervenzellen, auch Neuronen genannt, wobei die einzelnen Nervenzellen mit
bis zu 10* anderen Neuronen iiber Synapsen verbunden sind. Aufgabe des
Nervensystems ist es, Informationen der Aussenwelt oder Signale des Korpers
aufzunehmen, weiterzuleiten und zu verarbeiten.

Das Neuron als Grundbaustein des iiberaus komplexen Nervensystems besteht
aus verschiedenen Elementen: Der Zellkérper oder das Soma enthélt neben dem
Zellkern noch andere fiir den Stoffwechel der Zelle wichtige Kompartimente.
Dendriten leiten Nervenimpulse von Sinneszellen oder von Axonen anderer
Neuronen zum Zellkdrper hin, wihrend das Axon fiir deren Fortleitung in Form
von Anderungen des elektrischen Membranpotentials (Aktionspotential) sorgt.
Ort der Signaliibertragung sind die Synapsen.

Um ein reibungsloses Funktionieren dieses hochkomplexen Systems zu
gewihrleisten, miissen die Verschaltungen der Synapsen untereinander und der
Sinnesorgane mit den Zielgebieten im Gehirn duBlerst spezifisch und prézise

gebildet werden.

1.2 Zielgebietsfindung

Wiéhrend der Embryonalentwicklung miissen Axone aus den Sinnesorganen
zuverldssig lber lange Distanzen und auf komplexen Pfaden durchs Gewebe
wachsen, um das korrekte Zielgebiet zu erreichen. Proteine in der Umgebung
der Wachstumspfade helfen den Axonen dabei, ihren richtigen Weg zu finden.
Diese Lenkungsmolekiile konnen membranverankert oder I6slich sein, sie
konnen attraktiv oder repulsiv auf die wachsenden Axone wirken. Man unter-
scheidet vier Mechanismen der Axonlenkung: Chemoattraktion bzw. Chemo-
repulsion iiber lange Distanzen hinweg, oder kontaktabhingige Attraktion bzw.
Repulsion iiber kurze Distanzen (Tessier-Lavigne und Goodman, 1996; Miiller
1999) (sieche Abbildung 1).
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Abb. 1: Vier Krifte bei der Axonlenkung: man unterscheidet Chemoattraktion bzw.
—repulsion und kontaktabhédngige Attraktion bzw. Repulsion. Ein Beispiel fiir eine
Chemoattraktion iiber grosse Distanzen hinweg ist sekretiertes Netrin, das iiber den
Rezeptor DCC (Deleted in Colorectal Cancer) wirkt. Chemorepulsiv wirken sekretierte
Semaphorine und Netrine (in Wechselwirkung mit UNC-5-Rezeptoren). Kontakt-
abhingige Attraktion und Adhésion 16sen Molekiile der extrazelluldren Matrix wie
Laminin aus. Ein Beispiel fiir kontaktabhéngige Repulsion ist das System Ephrin/Eph-
Rezeptoren (Abbildung nach Tessier-Lavigne und Goodman, 1996).

Verschiedene Mechanismen konnen Axone auf ihrem Weg durch das Gewebe in
ihre speziellen Zielgebiete lenken. Proteine, die beidseitig des Wegs exprimiert
sind, konnen Korridore bilden, an denen sich die Axone orientieren konnen.
Gradienten mit steigender oder sinkender Konzentration an Lenkungsmolekiilen
oder Proteine, die Stopsignale bilden, konnen Axone auf ihrem Wachstumspfad
helfen, ihr korrektes Zielgebiet zu finden und auf ihr Zielgebiet beschrianken, so
dass sie kein inkorrektes Gewebe innervieren. Quellen diffusibler attraktiver
Substanzen koénnen Axone zu Zwischenzielen leiten. Durch Reduktion der
Sensitivitit gegeniiber diesem attraktiven Signal oder aufgrund einer
Hochregulierung repulsiv wirkender Rezeptoren, die mit den Liganden auf den
Axonen in Wechselwirkung treten, konnen Axone diese attraktiven
Zwichenziele wieder verlassen. Durch Modulation intrazelluldrer Botenstoffe
wie cAMP, c¢cGMP oder Ca®’, durch einen Substratwechsel oder durch
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Festlegung  unterschiedlicher = Hierachien in  der  Rezeptorantwort
(Komplexbildung der Rezeptoren) kann ein Wechsel von attraktivem zu
repulsivem Verhalten induziert werden. Das gleiche Lenkungsmolekiil kann in
unterschiedlichen Neuronentypen verschiedene Verhaltensweisen auslésen. Erst
ein préazises Zusammenspiel verschiedener Faktoren (Neurontyp, Substrat,
Ausstattung des Axons mit Rezeptoren/Liganden, Sensitivitit gegeniiber
Lenkungsmolekiilen, intrazelluldrer Zustand des Axons) kann eine korrekte
Projektion der Axone zu den Synapsen ihres Zielgebiets gewidhrleisten.

Der sensorische Teil des Axons, der die Lenkungsmolekiile auf dem Pfad ins
Zielgebiet detektieren kann, ist der sogenannte Wachstumskegel oder ,,growth
cone”. Er stellt die Spitze des Axons dar und besteht aus einer zentralen
Doméne, dem Lamellipodium und den fingerartigen hochmotilen Antennen, den
Filopodien. Eine Phasenkontrastaufnahme eines Wachstumskegels einer

retinalen Ganglienzelle des Hiihnchens ist in Abbildung 2 zu sehen.

Abb. 2:

Wachstumskegel einer retinalen Ganglienzelle
des Hiithnchens:

Man sieht den Axonschaft und die Bestand-
teile eines Wachstumskegels, das Lamelli-
podium und die Filopodien, die wie Antennen
die Umgebung nach Lenkungsmolekiilen
absuchen.

Der Wachstumskegel ist nur eine voriibergehende Struktur wihrend der Phase
des Axonwachstums ins Zielgebiet. Nach Erreichen der topographisch korrekten

Position wird der Wachstumskegel ein Teil einer Synapse.
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1.3 Lenkungsmolekiile

Lenkungsmolekiile sind Proteine, die die Wachstumskegel bei der Wegfindung
in ihr Zielgebiet leiten. An Lenkungsmolekiile werden bestimmte
Voraussetzungen gestellt: sie sollten zur richtigen Zeit am richtigen Ort
exprimiert sein, d.h. einerseits auf dem Wachstumspfad der Axone und
andererseits im Zielgebiet, in dem sie terminieren, spitestens dann, wenn die
ersten Axone ihr Zielgebiet erreichen, und sie sollten inhomogen verteilt sein,
denn eine homogene Verteilung beinhaltet keine Lenkungsinformation. Wird die
Funktion des Lenkungsmolekiils durch verschiedene Techniken (knockout des
Gens, Injektion dominant negativer Konstrukte) gestort, so dass der
Wachstumskegel eine Lenkungsinformation des Lenkungsmolekiils nicht mehr
auslesen kann, sollten sich in vivo Navigationsfehler der untersuchten
Neuronklasse ergeben. In vitro sollte das Protein seine Lenkungseigenschaften
in verschiedenen Testsystemen unter Beweis stellen (vgl. den Review von Song
und Poo, 2001), wie fiir das Beispiel EphrinAS in dieser Arbeit noch

beschrieben werden wird.

Die meisten Lenkungsmolekiile sind bifunktional, d.h. sie konnen abhidngig von
Umgebungsfaktoren sowohl Attraktion als auch Repulsion des Wachstums-
kegels auslosen. Aufgrund der Richtungswahl der Axone, die durch die
verschiedenen Lenkungsmolekiile induziert wird, wurden die Lenkungs-
molekiile in zwei Gruppen eingeteilt: eine cAMP- (Gruppe 1) und eine zweite
cGMP- (Gruppe II) abhiingige Gruppe (Abbildung 3).
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Group | Group 1l
Netrin-1 NGF
MAG S 11
BONE 3 v; e
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Abb. 3: Einteilung der Lenkungsmolekiile in zwei Gruppen: Zur Gruppe I gehoren
Acetylcholin (Ach), BDNF (brain derived neutrotrophic factor), Netrin-1, MAG
(myelin associated glycoprotein) und NGF (nerve growth factor). Die
Signaltransduktion dieser verschiedenen Proteine miindet in den gleichen Signalweg,
obwohl sie verschiedene Rezeptoren benutzen. Die Richtungsédnderung, die durch
diese Lenkungsmolekiile ausgelost wird, wird durch Ca*" und eine Modulation des
cAMP-Spiegels hervorgerufen. Ein anderer Signalweg, den Gruppe II zugehorende
Lenkungsmolekiile benutzen, ist unabhingig von Ca* und wird durch cGMP
moduliert. In diese Gruppe fallen Semalll und NT-3 (Neurotrophin-3) (Zeichnung
nach Song und Poo, 1999).

In den folgenden Kapiteln werden die wichtigsten bekannten Klassen von
Lenkungsmolekiilen und solcher Proteine, die bei der Lenkung der Axone ins
Zielgebiet helfen, selbst aber (noch) nicht als Lenkungsmolekiile bezeichnet
werden konnen (z.B. weil die Liganden der Rezeptoren (noch) nicht bekannt
sind), kurz charakterisiert und ihre Zuordnung zu den hier beschriebenen zwei

Gruppen (wenn moglich) angegeben.
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Netrine

Netrine sind sekretierte Proteine, die von Marc Tessier-Lavigne und
Mitarbeitern zum ersten Mal in Hiithnchen isoliert und charakterisiert werden
konnten (Kennedy et al., 1994; Serafini et al., 1994). Netrine stellen das
Paradebeispiel jener Klasse von Axonlenkungsmolekiilen dar, deren Lenkungs-
eigenschaft einerseits vom exprimierten Rezeptortyp abhidngt, mit dem es eine
Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung ausfiihrt, und andererseits unter dem Einfluss
von zyklischen Nukleotiden steht. Eine Wechselwirkung des Netrins mit dem
DCC (deleted in colorectal cancer)-Rezeptor bewirkt eine attraktive Wirkung
auf Axone, eine Wechselwirkung mit UNC-5 im Komplex mit DCC dagegen
fiihrt zu einer Repulsion (vgl. Reviews von Miiller, 1999; Song und Poo, 1999).
Die zweite Eigenschaft der Lenkungsmolekiile, dass die Richtungswahl vom
internen Zustand des Wachstumskegels abhingt, konnte ebenfalls an Netrin
gezeigt werden. Abhingig vom Substrat und damit dem internen Spiegel
zyklischer Nukleotide (cCAMP) kann eine Attraktion in Repulsion umgewandelt
werden (Hopker et al., 1999). Damit gehort Netrin zur Gruppe I der cAMP-
abhédngigen Lenkungsmolekiile (siche Abbildung 3).

Semaphorine

Semaphorine bilden aufgrund ihrer Ahnlichkeit in einer Sema-Domine (ca. 500
Aminosduren) am NH,-Terminus eine Familie von Lenkungsmolekiilen, die
sowohl sekretiert als auch membrangebunden existieren. Sie wurden
urspriinglich in Insekten (Grashiipfer) (Kolodkin et al., 1993) und im Hiihnchen
(Fan und Raper, 1995) gefunden (vgl. den Review von He et al., 2002).
Verschiedene Isoformen eines Semaphorins konnen auf den gleichen
Neuronentyp unterschiedliche Wirkung ausiiben: kortikale Axone von Ratten
reagieren z.B. mit Repulsion auf Sema3A, auf Sema3C mit Attraktion (Bagnard
et al.,, 2000). Das gleiche Semaphorin kann aber auch unterschiedliche
Wirkungen auf verschiedene Neuronstrukturen haben: Dendriten kortikaler
Neuronen von Méusen reagieren attraktiv auf Sema3A, Axone dieser Neuronen
reagieren dagegen mit Repulsion (Polleux et al., 1998; Polleux et al., 2000;
Strittmatter 2000). Semaphorine gehdren in die Gruppe I der
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Lenkungsmolekiile, da sie cGMP-abhidngige Lenkung auslésen (Song et al.,
1998). Sema3A kann altersabhingig Kollapsreaktionen in retinalen
Ganglienzellaxonen des Xenopus auslosen und bewirkt eine repulsive Antwort

der Wachstumskegel im Diffusionsgradient (Campbell et al., 2001).

Neurotrophine

Zur Gruppe der Neurotrophine werden NGF (nerve growth factor), BDNF (brain
derived neurotrophic factor) und NT-3, NT-4, NT-5 (neurotrophin-3-5)
gerechnet. Sie aktivieren zwei unterschiedliche Rezeptorklassen: Trk-
Rezeptoren (tropomyosin related kinase) und p75, ein Mitglied der TNF (tumor
necrosis factor)- Rezeptorsuperfamilie (Patapoutian und Reichardt, 2001). Bei
den meisten Neuronen bewirkt eine Rezeptor-Ligand-Wechselwirkung eine
gesteigerte Uberlebensrate (daher auch der Name ,Neurotrophin®). Ob
Neurotrophine als eine eigene Lenkungsmolekiilklasse definiert werden kann, ist
fraglich. Bisher gibt es nur Hinweise auf bei der Axonlenkung unterstiitzende
Eigenschaften und einen Nachweis einer Lenkung in vitro im
Diffusionsgradienten. Dabei gehdren die verschiedenen Neutrotrophine
unterschiedlichen Gruppen von Lenkungsmolekiilen an: NGF und BDNF sind
cAMP-abhingige Proteine und fallen damit in Gruppe I, wihrend NT-3 durch
cGMP beeinflusst werden kann und somit Gruppe II angehort (vgl. den Review
von Song und Poo, 1999).

Riickenmarksneuronen des Xenopus kultiviert auf Glas zeigen eine attraktive
Antwort im Diffusionsgradienten von BDNF. Durch Kultivierung auf Laminin
kann diese Attraktion in eine Repulsion umgekehrt werden (Hopker et al. 1999).
Durch Zusatz von BDNF ins Medium konnen Axone desensitiviert werden, so
dass sie einem BDNF-Gradienten ausgesetzt keine Richtungsdnderung mehr
zeigen (Ming et al., 2002). Fiir eine dauerhafte Desensitivierung muss BDNF
kontinuierlich im Medium vorhanden sein, denn bei Auswaschen von BDNF
erhalten die Wachstumskegel ihre Sensitivitit zuriick (Resensitivierung).
Bestimmte Lenkungsmolekiile innerhalb einer Gruppe konnen sich gegenseitig
desensitivieren, z.B. verhindert NGF im Medium eine chemotaktische Antwort

von Wachstumskegeln in einem Netrin- oder BDNF-Gradient, wihrend
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Molekiile, die verschiedenen Gruppen angehdren, sich nicht gegenseitig
beeinflussen konnen, d.h. dass gemeinsame Signalwege innerhalb einer Gruppe
existieren, aber voneinander unabhingige Signaliibertragung in den zwei

Gruppen stattfindet (Ming et al., 1999).

Slit/Robo-System

Dieses Axonlenkungssystem wurde erstmals in Drosophila gefunden (Seeger et
al., 1993; Tear et al., 1996). Es hat wichtige Funktionen beim Aufbau der
Bilateralsymmetrie des Korpers. Um die beiden Korperhélften miteinander zu
verbinden, existieren sogenannte kommissurale Axone, die zur Mittellinie
wachsen, die die beiden Korperhilften trennt. Man unterscheidet dabei zwei
Arten: ipsilaterale Axone bleiben bei Kontakt mit dieser Mittellinie auf der
gleichen Korperseite, kontralaterale Axone kreuzen iiber die Mittellinie auf die
andere  Korperseite. Ipsilaterale und kontralaterale Axone werden
gleichermassen durch eine sekretierte Netrinquelle zur Mittellinie gelenkt.
Ipsilaterale Axone diirfen die Mittellinie nicht passieren, kontralaterale Axone
miissen dagegen kreuzen. Die Entscheidung, welche Axone nun die Mittellinie
passieren, wird mit Hilfe des Slit/Robo-Systems getroffen. Der Ligand Slit ist
ein von der Mittellinie sekretiertes repulsiv wirkendes Protein, der iiber
Wechselwirkung mit dem Robo-Rezeptor (Robo = Roundabout) wirkt. Die
Axone sind mit unterschiedlichen Rezeptoren ausgestattet, deren Expression
zeitlich reguliert wird. Ipsilaterale Axone exprimieren bei Erreichen der
Mittellinie ein hohes Mass an Robo, so dass sie durch Slit von der Mittellinie
abgestossen werden und sie nicht kreuzen. Kontralaterale Axone dagegen
exprimieren vor und wihrend des Kreuzens nur wenig Robo, so dass sie die
Mittellinie passieren konnen. Haben sie aber gekreuzt, wird die Roboexpression
erhoht und die Axone werden abgehalten, die Mittellinie erneut zu kreuzen
(Kaprielan et al., 1999 und 2000). Die Wahl des Pfades nach Kreuzen der
Mittellinie wird ebenfalls durch die unterschiedliche Ausstattung der Axone mit
Roborezeptoren vorgegeben (Rajagopalan et al., 2000, Simpson et al., 2000,
Guthrie 2001). Je mehr Roborezeptoren die Axone exprimieren, desto weiter

von der Mittellinie entfernte Pfade wéhlen sie, da die Slitrepulsion wirksam ist.
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In vitro kann Slit eine Kollapsreaktion in retinalen Ganglienzellaxonen des
Hiihnchens induzieren (Niclou et al., 2000). In Diffusionsgradienten wurde die

lenkende Eigenschaft von Slit noch nicht untersucht.

Rezeptortyrosinphosphatasen

Die Rezeptortyrosinhosphatasen werden eingeteilt in zytoplasmatische und
transmembranverankerte Proteine. Uber die zytoplasmatischen Phosphatasen ist
noch wenig bekannt, fiir Axonlenkung und —wachstum sind besonders die
transmembrangebundenen RTPTs bedeutend (Bixby 2000). Sie wurden erstmals
in Drosophila gefunden, in denen Mutanten Defekte in der Motoraxonlenkung
zum Zielmuskel oder ein komplettes Vorbeiwachsen am Zielgebiet zeigten
(Stoker 2001). Die Fiahigkeit zur Axonlenkung wurde im Diffusionsgradient mit
retinalen Ganglienzellaxonen des Hiihnchens getestet. PTPp wirkt repulsiv und
gehort zur Gruppe II der Lenkungsmolekiile (Stepanek et al., 2001). Dagegen
bewirkt PTPO eine Attraktion im Pulsationsgradient und kann weder Gruppe I
noch Gruppe II zugeordnet werden, sondern bildet eine neue Gruppe von
Lenkungsmolekiilen, die weder cAMP- noch cGMP-abhéngig sind (Sun et al.,
2000). Auch in Xenopus sind mittlerweile RTPTs bekannt, die eine Rolle bei der
Entstehung der retinotektalen Projektion haben (Johnson und Holt, 2000;
Johnson et al., 2001). Allerdings sind die zu den Rezeptortyrosinphosphatasen
zugehdrigen Liganden noch nicht identifiziert, weshalb ihre Einordnung in eine

Klasse von ,,Lenkungsmolekiilen* fraglich ist.

Rezeptortyrosinkinasen: Eph-Rezeptoren und Ephrine

Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) sind Transmembranproteine, die nach Eingang
eines externen Stimulus dieses Signal ins Innere der Zelle weiterleiten (,,forward
signalling ), aber (wie weiter unten gesagt wird) auch in der Lage sind, eine
reverse Signaltransduktion auszufiihren (,,reverse signalling®).

Unter den RTKSs bilden die Eph-Rezeptoren die grosste Familie (13 Mitglieder).
Der Name ,,Eph* leitet sich ab von einer erythropoietin producing hepatoma
Zell-Linie, in der erstmals ein Eph-Rezeptor kloniert werden konnte (Hirai et al.,
1987). Im Hiihnchen wurde der Ligand EphrinA5 von Drescher und
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Mitarbeitern entdeckt und charakterisiert (Drescher et al., 1995). Die Liganden
der Eph-Rezeptoren, die Ephrine, werden in zwei Untergruppen eingeteilt: die
A-Ephrine sind GPI- (Glycosylphosphatidylinositol) verankerte Proteine
(EphrinA1-EphrinAS, kiirzlich wurde ein neues Protein dieser Familie,
EphrinA6, gefunden, Menzel et al., 2001), die Ephrine der B-Klasse besitzen
eine  Transmembrandoméne  (EphrinB1-EphrinB3).  Aufgrund  ihrer
Sequenzihnlichkeiten und ihrer Ligandenaffinitit werden die Eph-Rezeptoren
ebenfalls in eine A- und eine B-Klasse untergliedert: EphAl1-EphA8 und
EphB1-EphBB4, EphB6. Rezeptoren der A-Klasse binden A-Ephrine,
Rezeptoren der B-Klasse entsprechend die B-Ephrine. Eine Ausnahme bildet der
EphA4-Rezeptor, der A- und B-Ephrine binden kann (Wilkinson, 2000;
Flanagan und Vanderhaeghen, 1998; Kullander und Klein, 2002).

Die Signaltransduktion beginnt mit der Bindung der Ephrinliganden an die
Rezeptoren. Dabei kommt es zur Immobilisierung der Liganden und
nachfolgend zu einer Aggregierung (,,Clusterbildung®) der Rezeptoren in der
Membran. Dies ermdoglicht eine Eph-Rezeptor-Autophosphorylierung und eine
gesteigerte Kinaseaktivitit (Kalo und Pasquale, 1999). Je nachdem, ob dimere,
tetramere oder multimere Ephrine an den Rezeptor binden, werden verschiedene
Signalwege eingeschlagen (Stein et al., 1998). Auch monomere Ephrine kénnen
an die Rezeptoren binden, 16sen jedoch keine intrazelluldre Signalkaskade aus
und blockieren damit die Rezeptoren in ihrer Funktion (dominant negativ

wirkende Monomere) (Davis et al., 1994).

Neben der vermuteten axonlenkenden Eigenschaft der Ephrine sind sie noch an
weiteren Prozessen bei der Entwicklung eines Organismus beteiligt, z.B. der
Axonfaszikulation, der Bildung der Kommissuren im Gehirn, bei der Lenkung
von Motoraxonen und wandernden Neuralleistenzellen, bei der Stabilisierung
von Mustern (Segmenten, Rhombomeren) im Neuralepithelium und bei der
Entstehung des Blutgefasssystems (Wilkinson, 2000). Auch im adulten Stadium
wirken Ephrine in Plastizitdtsprozessen und LTP (long term potentiation) mit,
sind in Synapsen des Hippokampus anzufinden, lenken Migration und

Verbindungsbildung von neuen Neuronen, die von Stammzellen im
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erwachsenen Gehirn generiert wurden und spielen bei der adulten Angiogenese
eine wichtige Rolle (Frisen et al., 1999). Die Ephrine sind bei der Entstehung
sogenannter topographischer Projektionen beteiligt, deren bekanntester Vertreter
die in dieser Arbeit untersuchte retinotektale Projektion von der Retina ins
optische Tektum ist. Daneben sind Ephrine aber auch am Aufbau anderer
Projektionen beteiligt, wie die vomeronasale Projektion (Kndll et al., 2001), die
thalamo-kortikale, die septo-hippokampale, die nigro-striatale Projektion und
die Projektion von Motorneuronen zu den Muskeln (Donoghue et al., 1996; Gao
etal., 1996; 1998; Yue et al., 1999; Yue et al., 2002).

Eine wichtige Aufgabe der Ephrine ist die Zellrepulsion und Bildung von
Grenzen, die auf der repulsiven Eigenschaft der Ephrine beruhen. Es wurden
jedoch auch attraktive bzw. adhésive Eigenschaften der Ephrine gefunden
(Holmberg und Frisen, 2002). So wurde eine chemoattraktive Wirkung von
EphrinAl gegeniiber Endothelzellen (Pandey et al., 1995) und eine
neurotrophische Aktivitit in Kulturen von Rattenriickenmarksneuronen (Magal
et al., 1997) gefunden. Ein weiteres Beispiel wurde bei der Entwicklung des
Nervensystems in der Maus gefunden. Beim Schliessen der Neuralfalten kehren
bestimmte Formen des EphA7-Rezeptors das repulsive EphrinA5-Signal um in
ein Adhésionssignal (Holmberg et al.,, 2000). Die Beobachtung, dass
Pyramidalneuronen ihre Verzweigungspunkte vorwiegend in Zielgebieten
ausbilden, in denen EphrinAS stark exprimiert ist, deutet ebenfalls auf eine
nicht-repulsive  Wechselwirkung hin (Castellani et al., 1998). Eine
adhasive/attraktive Aktion des EphrinAS bei der Entstehung einer
topographischen Projektion wurde (wie oben erwidhnt) von Knoll et al., 2001 in
der vomeronasalen Projektion der Maus gefunden. Hier projizieren Axone mit
hoher Ligandexpression in Gebiete mit hoher Rezeptorexpression und
umgekehrt, was nur mittels einer adhisiven oder attraktiven Eigenschaft der
Ephrinwechselwirkung erkldrt werden kann. Diese These wurde mit Hilfe von in
vitro Tests (Streifentest) untermauert: die Axone des Vomeronasalorgans
bevorzugten Bahnen, die EphA7 enthielten (Knéll et al., 2001). In Xenopus
konnte eine attraktive Wirkung des EphrinB/EphB-Systems bei der Entstehung
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der retinotektalen Projektion in dorso-ventraler Richtung durch Verwendung
ahnlicher in vitro und in vivo assays gezeigt werden (Mann et al., 2002).

Eine herausragende Eigenschaft der Proteine der Ephrin-Klasse ist die Fahigkeit
der bidirektionalen Signalweiterleitung. Das Signal wird nicht nur in die
Rezeptor-exprimierende Zellen geleitet (,forward signaling, ,inside-out®),
sondern auch iiber den Liganden in die Zellen zuriick gesendet (,reverse
signaling®, ,outside-in*). Das gemeinsame Auftreten beider Signalarten nennt
man bidirektionale Signalleitung (bidirectional signaling). Damit wird die
klassische Definition von ,,Liganden* und ,,Rezeptoren* in Frage gestellt, da bei
der bidirektionalen Signalweiterleitung Ephrine und Eph-Rezeptoren sowohl als
Liganden als auch als Rezeptoren fungieren konnen.

Diese Art der bidirektionalen Signalleitung kann man sich nur in der EphrinB-
Klasse leicht vorstellen, da hier die fiir die Signalweiterleitung in die Zelle
hinein notwendige intrazellulire Doméne vorhanden ist. Neueste Arbeiten
zeigen jedoch auch fiir die Ephrine der A-Klasse eine solche bidirektionale
Signalleitung (Davy et al., 1999; Davy et al., 2000; Huai und Drescher, 2001;
Knoéll et al.,, 2001). Die Ephrine der A-Klasse sind in sogenannten ,raft*
Mikrodoménen versammelt, die eine lokale Plattform fiir die Signaltransduktion
bilden (Boyd und Lackmann, 2001; Tsui-Pierchala et al., 2002). Spezielle
Proteine wie z.B. Integrine iibernehmen dabei das Signal, das von den Ephrinen

ausgesendet wurde.

RGM
Neben EphrinA5 und EphrinA2 wurde von Bernhard Miiller und Mitarbeitern

ein 33 kDa Protein im Tektum von Hiihnchen gefunden, das die Kriterien eines
potentiellen Lenkungsmolekiils ebenso erfiillt wie die Proteine der Ephrinklasse:
es ist im Tektum gradiert verteilt, ist zum Zeitpunkt des Einwachsens der Axone
in ihr Zielgebiet exprimiert und zeigt in ersten in vitro Tests auf seine
Lenkungseigenschaften hin einen repulsiven Effekt. Dieses Protein wurde als
RGM (repulsive guidance molecule) bezeichnet. Kollaps- und Streifentests mit
RGM-exprimierenden Zellen ergaben eine dosisabhéingige kollapsinduzierende

Wirkung der Membranen und ein Vermeiden der RGM-enthaltenden
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Membranbahnen temporaler Axone (Monnier et al.,, 2002). Durch gezielte
Zerstorung des Proteins iiber CALI (chromophore assisted laser inactivation)
konnte im Bereich der Inaktivierung durch den Laser die Entscheidung
aufgehoben werden, so dass temporale Axone nun auf beiden Streifenarten

gleich gut wuchsen (Miiller et al., 1996).

1.4 Die retinotektale Projektion im Huhnchen

Die retinotektale Projektion ist ein bekanntes Beispiel einer sogenannten
topographischen Projektion. Dabei bleibt die Nachbarschaftsbeziehung, die
unter reifenden Zellen in der Retina besteht, auch bei deren Axonen im
Zielgebiet erhalten (Willshaw und Malsburg, 1976). Temporale bzw. nasale
Axone projizieren ins anteriore bzw. posteriore Tektum, die gleiche Beziehung
gilt fiir die dorsale/ventrale Achse.

Das Hiihnchen bietet als Modellsystem einige Vorteile. Es besitzt ein
hochentwickeltes visuelles System. Die Entstehung der retinotektalen Projektion
beginnt sehr friih in der Entwicklung 30 Stunden nach der Befruchtung des Eies
und ist zur Zeit des Schliipfens des Hithnchens abgeschlossen. Einige Aspekte
der retinotektalen Projektion konnen leicht in vitro nachgebildet werden. In vitro
Kulturen von Retina und Tektum konnen leicht prépariert und in kiinstlichen
Medien am Leben gehalten werden (Thanos 2001).

Rein schematisch kann die retinotektale Projektion im Hiithnchen wie in
Abbildung 4 dargestellt werden. Zusitzlich aufgefiihrt sind die Konzentrations-
verteilungen der beteiligten Proteine der EphA/EphrinA-Familie. Auf der Retina
sind Liganden und Rezeptoren koexprimiert (Hornberger et al., 1999), im
Tektum geben zwei iiberlagerte Gradienten von EphrinA2 und EphrinAS die
Zielpositionen der Axone entlang der anterior-posterioren Achse an. Gradienten
der EphB/EphrinB-Familie, die die dorsoventrale Achse markieren, sind hier

nicht dargestellt.
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Abb. 4: Die retinotektale Projektion im Hithnchen. Temporale Axone der Retina
projizieren in den anterioren, nasale in den posterioren Teil des optischen Tektums.
Lenkungsmolekiile, die am Aufbau der Projektion beteiligt zu sein scheinen, sind
Ephrine und ihre entsprechenden Eph-Rezeptoren. Auf der Retina sind Ephrinliganden
und Rezeptoren koexprimiert, im Tektum bilden EphrinA2 und EphrinA5 Gradienten
unterschiedlicher Steigung aus (Zeichnung nach Flanagan und Vanderhaeghen, 1998).

Der Wachstumspfad, den retinale Ganglienzellaxone in vivo einschlagen, um ihr
Zielgebiet, das optische Tektum, zu erreichen, ist in Abbildung 5 an einem
horizontalen Gefrierschnitt durch einen Hithnchenkopf zu verfolgen. Zwischen
E2-E3 verlassen erste Axone das Auge, kreuzen an E4 am Chiasma auf die
kontralaterale Gehirnseite und erreichen an E6 das anteriore Tektum. Zwischen
E7-E12 erfolgt die Innervation des posterioren Teils. An E10-E11 sind sich
verzweigende Axone im anterioren Tektum zu erkennen (Mey und Thanos,
1992). Zwischen E12-E16 kommt es in 30-40% zum Zelltod, der iiberschiissige
retinale Ganglienzellen eliminiert (vgl. den Review von Mey und Thanos,
2000). An E11 konnen erste postsynaptische Potentiale nach Stimulation des

optischen Nerven abgeleitet werden.
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Abb. 5: Die retinotektale Projektion in vivo, gezeigt an einem horizontalen Schnitt
durch einen Hiithnchenkopf am 11. Tag der Embryonalentwicklung. Nasale Axone
retinaler Ganglienzellen (RGZs) sind gelb, temporale Axone rot dargestellt. Sie
wachsen intraretinal zur optischen Fissur (F), bilden den optischen Nerv (ON), kreuzen
am Chiasma (CH) auf die kontralaterale Gehirnseite und wachsen ins optische Tektum
(OT) ein, wo sie entlang der anterior-posterioren Achse (A-P) ihre topograpisch
korrekten Zielgebiete innervieren (Abbildung nach Antje Feucht, Diplomarbeit 1997).
Weitere Abkiirzungen: R Retina, BM Basalmembran, SO Stratum opticum, SGFS
Stratum griseum et fibrosum superficiale, CT Commissura tectalis.

In verschiedenen Versuchen konnte gezeigt werden, dass sich Retina und
Tektum unabhingig voneinander entwickeln. Das Tektum exprimiert auch in
Abwesenheit der Augen die Lenkungsmolekiile. Nach Entfernung des Tektums
wachsen die Axone der Retina zuerst in ihr ehemaliges Zielgebiet, in der sich
das Tektum befunden hatte, ein (Thanos 2001). Fiir ein nachfolgendes
Uberleben der Neurone ist eine Ausschiittung von Neurotrophinen (BDNF brain

derived neurotrophic factor, CNTF ciliar neurotrophic factor) notwendig.

1.5 Die retinotektale Projektion in Xenopus

Im afrikanischen Krallenfrosch Xenopus /aevis verlassen die ersten Axone der
dorsozentralen Retina im Stadium 28 (entspricht 32 Stunden nach der
Befruchtung) die Retina, kreuzen im Stadium 32 (40 Stunden) das optische
Chiasma und erreichen 19 Stunden nach Verlassen des Auges den anterioren
Teil des Tektums (Stadium 37/38) (siche Abbildung 6).
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Abb. 6: Die retinotektale Projektion am
Beispiel des Xenopus: Gezeigt ist die
schematische Darstellung eines Schnitts
durch ein rechtes Auge und Tektum. Die
Buchstaben A-I bezeichnen bestimmte
Positionen auf dem Weg ins Zielgebiet.
(A) Im Stadium 28 bilden retinale
Ganglienzellen der dorsozentralen Retina
die ersten Axone. (B) Diese sogenannten
Pionieraxone wachsen ventral nahe der
Glaskorperoberfliche des Auges zum
ONH (optic nerve head). (C) Am ONH
bilden die Wachstumskegel eine hoch-
komplexe Form aus, wahrend sie in den
optischen Nerv eintauchen. (D) Wéhrend
des Wachstums im optischen Nerv nehmen die Wachstumskegel eine Keulenform an.
(E) Im Stadium 32 erreichen die ersten Wachstumskegel das optische Chiasma, an
dem sie auf die kontralaterale Seite des Gehirns kreuzen. (F) Axone navigieren auf
dem Neuroepithelium. Im Stadium 35/36 vollziehen sie eine Ablenkung in posteriorer
Richtung, so dass sie in (G) weiter auf der Tektumoberfliche weiterwachsen. (H) Die
ersten Axone erreichen das anteriore Tektum im Stadium 39. (I) Haben die Axone
thre korrekte Position im Tektum erreicht, bilden sie Verzweigungen aus, die die
topographische Projektion ergeben. (Zeichnung nach Dingwell et al., 2000)

Um dem erwachsenen Frosch ein binokulares Sehen zu ermdglichen, miissen die
Augen wihrend der Metamorphose von der Kaulquappe zum erwachsenen
Frosch aus ihrer lateralen Stellung in der Kaulquappe in ihre dorsofrontale
Position im Frosch wandern. Eine zweite Voraussetzung fiir binokulares Sehen
ist das Vorhandensein einer ipsilateralen Projektion der retinalen
Ganglienzellaxone. Deshalb erfolgt die Projektion im erwachsenen Frosch nicht
ausschliesslich in die kontralaterale Gehirnhilfte (wie z.B. im Hiihnchen), eine
kleine Untergruppe von Axonen erhilt ihre ipsilaterale Projektion aufrecht
(Hutson et al., 2002).

1.6 Die retinotektale Projektion im Zebrafisch

Der Zebrafisch besitzt kein binokulares Sehen, die Axone kreuzen vollstindig
auf die kontralatrale Gehirnseite, es besteht keine ipsilaterale Projektion (Hutson
et al., 2002). Erste Axone verlassen 34-35 Stunden nach Befruchtung die Retina
und erreichen nach 46-48 Stunden das Tektum. Nach 54-56 Stunden ist der

anteriore Teil des Tektums vollstindig mit Axonen bedeckt, widhrend der
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posteriore Teil zuerst noch frei ist von terminierenden Axonen. 70-72 Stunden

nach der Befruchtung ist das gesamte Tektum innerviert (Stiirmer 1988).

Abb. 7: Schematische Ansicht der retinotektalen
Projektion im Zebrafisch (5 Tage alt). Gezeigt ist
der dorsale Blick auf den Kopf des Fisches, das
optische Tektum ist gepunktet umrahmt. Axone
der nasal-dorsalen Retina (griin) projizieren in
die posterior-ventrale Region des Tektums,
Axone der temporal-ventralen Retina (rot) in den
anterior-dorsalen Teil des Tektums (Abbildung
nach Baier et al., 1996; Karlstrom et al., 1997).

Die anfinglich gebildete Projektion im Zebrafisch ist im Vergleich zu den
beschriebenen Projektionen im Xenopus und im Hithnchen die priziseste (Chien
et al., 1995). Im Zebrafisch und im Xenopus besteht wihrend der gesamten
Entwicklung eine weitere Grossenzunahme des Tektums. Deshalb muss die
Projektion immer wieder neu angepasst werden. Im Hiihnchen dagegen ist das
Tektum schon in sehr frithen Stadien zu seiner endgiiltigen Grdsse herangereift.
Zur Bildung der endgiiltigen korrekten Projektion werden falsche synaptische
Verbindungen im Zusammenspiel mit kontrolliertem Zelltod (Apoptose)
eliminiert. In Méusen schiessen die Wachstumskegel {iber ihr eigentliches Ziel
hinaus. Die korrekte Projektion entsteht durch extensives Backbranching
(Bildung von Seitenverzweigungen am Axonschaft) und Elimination der
iberschiissigen Axone. Bei der Bildung aller beschriebenen retinotektaler
Projektionen ist die anfiangliche Bildung unabhidngig von neuronaler Aktivitit,
erst die Verfeinerung der synaptischen Verbindungen bendétigt elektrische
Aktivitdt (Stiirmer 1988; Gniigge et al., 2001).
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1.7 Modelle zur Entstehung retinotektaler Projektionen

Bevor erste Lenkungsmolekiile auf dem Weg der retinalen Ganglienzellaxone in
ihr Zielgebiet und im Tektum, dem Zielgebiet, gefunden worden waren, gab es
die Auffassung, dass das Tektum eine Quelle globaler Positionsinformation
darstellt und diffusible Faktoren aussendet, durch die die Axone angezogen
werden. Diese Hypothese konnte jedoch durch Experimente widerlegt werden.
Ektopisch implantierte Tekten wurden nur dann von Axonen innerviert, wenn
diese nahe ihres eigentlichen Weges lagen. Eine Entfernung des Tektums in sehr
friihen Entwicklungsstadien storte das Wachstum der Axone keinesfalls, die
Aoxne wuchsen unbeeeinflusst auf das ,,Phantomtektum® zu (Holt und Harris,
1993). Es mussten also andere Mechanismen bei der Entstehung der Projektion
beteiligt sein.

Erste Versuche von Bonhoeffer und Huf (1982) ergaben, dass temporale Axone
eine Priferenz fiir anteriore Tektumzellen zeigen, wenn sie die Wahl zwischen
zwel unterschiedlichen Zellmonolayern bestehend aus anterioren oder
posterioren Tektumzellen haben. Diese Priaferenz kann durch eine Adhésion an
anteriore Tektumzellen oder durch repulsive Eigenschaften posteriorer Zellen
zustande kommen. In spateren Versuchen konnten die Membraneigenschaften
auf einen repulsiven Mechanismus der posterioren Tektumzellen zuriickgefiihrt
werden, da eine Hitzeinaktivierung der posterioren Tektumzellen zu einer
Aufhebung des Streifenwachstums fiihrte (Walter et al., 1987).

Auf diesen Experimenten aufbauend wurde im gleichen Labor die Technik der
Herstellung von sogenannten Streifenteppichen entwickelt. Auswachsende
Axone werden mit alternierenden Bahnen aus anterioren und posterioren
Tektenmembranen konfrontiert. Temporale Axone vermieden posteriore Bahnen
(ein Gebiet, in das sie in vivo nicht einwachsen) und wuchsen bevorzugt auf den
anterioren Bahnen (entsprechend ihrem Zielgebiet in vivo). Hiermit war ein
erster Hinweis geschaffen, dass die Axonlenkung im Tektum beziiglich der

anterior-posterioren Zielposition auf einem repulsiven Mechanismus basiert.

Drescher und Mitarbeiter fanden in EphrinAS und EphrinA2 zwei Kandidaten,

die im Tektum inhomogen entlang der anterior-posterioren Achse verteilt sind
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und die in Streifentestexperimenten repulsiv auf temporale Axone wirken
(Drescher et al., 1995). Damit hatte die urspriinglich von Sperry formulierte
Chemoaffinititshypothese, nach der den einwachsenden Axonen durch eine
geringe  Anzahl an  gradiert verteilten = Lenkungsmolekiilen ein
zweidimensionales Koordinatensystem auf dem Tektum angeboten wird,
zumindest flir diese eine Dimension in den Ephrinen ihre molekulare
Entsprechung gefunden (Sperry 1963). Durch Arbeiten von Gierer und
Bonhoeffer konnte diese These in ein mathematisches Modell eingebunden
werden (Gierer 1981, 1983, 1987; Bonhoeffer und Gierer, 1984). Eine
urspriingliche Hypothese, dass jedes Axon eine spezifische Ausstattung mit
einem Rezeptor besitzt, der nur mit einem einzigen Ligand im Zielgebiet
wechselwirken kann, war aufgrund der grossen Vielzahl der hierfiir benétigten
Kodierung, die die Kapazitit des Genoms iibersteigen wiirde, unwahrscheinlich

geworden und konnte durch die Gradiententheorie ersetzt werden.

Es bleibt die Frage, welche Proteine zur Markierung des Zielgebiets geeignet
sind. Vorstellbar sind repulsive oder attraktive Gradienten von
Lenkungsmolekiilen oder ein Zusammenspiel aus beiden. Das Axon wiirde
gemdss einem Modell an der Position stoppen, an der sich repulsive und
attraktive Krifte genau auftheben. Das sogenannte ,,Kompetitionsmodell* schldgt
eine Kombination aus repulsivem Gradient mit Kompetition im Zielgebiet vor.
Temporale Axone konnen nicht ins posteriore Tektum einwachsen, da sie von
einem repulsiven Gradienten, der in Richtung posterior ansteigt, abgehalten
werden. Nasale Axone, die weniger vom repulsiven Gradienten beeinflusst
werden, terminieren im posterioren Gebiet, da sie im anterioren Gebiet eine zu
grosse Konkurrenz von bereits eingewachsenen temporalen Fasern erfahren
(Feldheim et al., 2000).

Ein weiteres Modell, das zuerst in Maus, spiter auch im Hiihnchen, verfolgt
wurde, basiert auf einem anfinglichen Uberschiessen der Axone iiber ihr
eigentliches Zielgebiet hinaus. Die korrekte Projektion entsteht anschliessend

durch Backbranching (seitliche Verdstelungen) am Axonschaft, bevorzugtes
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Arborisieren in der richtigen Terminationszone und Riickzug des

iiberschiessenden Axons (Yates et al., 2001; Hindges et al., 2002).

Im Hiihnchen ergibt sich nach Beriicksichtigung der Ergebnisse von Hornberger
et al., 1999 folgendes Bild: in der Retina sind Liganden und Rezeptoren auf den
Ganglienzellen koexprimiert. Diese Koexpression hat einen Einfluss auf die
Zielfindung der Axone. Die Rezeptoren werden in ihrer Funktion durch die
Liganden moduliert. Der EphA4-Rezeptor ist uniform in der Retina exprimiert,
beide Liganden EphrinAS5 und EphrinA2 sind nasal hoher exprimiert als
temporal. Durch Wechselwirkung der Liganden mit den koexprimierten
Rezeptoren konnte die Konzentration an funktionellem Rezeptor verringert
werden: bei nasal liegen also weniger freie funktionelle Rezeptoren vor als bei
temporalen Axonen. Im Tektum sind die Liganden EphrinAS und EphrinA2 in
einem nach posterior ansteigenden Gradienten vorhanden. Temporale Axone,
die noch eine hohe Konzentration an freien Rezeptoren besitzen, werden durch
den repulsiven Ephringradient abgestossen und am Weiterwachsen gehindert.
Auf nasalen Axonen mit einer hohen Ligandexpression sind weniger freie
funktionelle EphA-Rezeptoren vorhanden, wodurch die Axone weniger sensitiv
werden, so dass sie erst bei hoheren Konzentrationen im Tektum abgestossen
werden und ins posteriore Tektum einwachsen konnen (Diitting et al., 1999).
Der zusitzlich gradiert verteilte Rezeptor EphA3 (hoch auf temporal) bewirkt
eine Schiarfung und Modulation der Rezeptorgradienten. Nach neueren
Untersuchungen bei der Diskussion der Entstehung der Projektion muss auch im
Hiihnchen ein Uberschiessen der Axone iiber ihr eigentliches Ziel hinaus und
anschliessendes Backbranching als Verfeinerung der topographischen

Projektion beriicksichtigt werden (Yates et al., 2001; Sakurai et al., 2002).
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2. Ziel der Arbeit

Das retinotektale System als ein gut untersuchtes Beispiel einer topographischen
Projektion soll an drei verschiedenen Modellorganismen (Fisch, Frosch und
Huhn) untersucht werden. Charakterisiert werden soll die Rolle speziell des
EphrinAS5 und weiterer Lenkungsmolekiile (Netrin, BDNF, EphrinA2) beim
Aufbau der retinotektalen Projektion. Angewendet werden verschiedene in vitro
Testsysteme, mit deren Hilfe unterschiedliche Fragestellungen beantwortet

werden sollen.

e Firbungen an kultivierten Axonen und Wachstumskegeln sollen Aufschluss

geben liber die Expression der Eph-Rezeptoren.

e Resultate aus Kollapsexperimenten gewonnen mit 16slichen Formen des
EphrinA5 geben einen ersten Anhaltspunkt {iiber kollapsinduzierende

Eigenschaften.

o Der Streifentest soll iiber repulsive oder attraktive Wirkungsweisen

substratgebundener Proteine aufkléren.

e Lokale Applikation von Proteinen iiber Bindung an Kiigelchen kann folgende
Fragen zu beantworten helfen: Welche Konzentrationen werden vom
Wachstumskegel noch wahrgenommen? Welchen Einfluss hat das Substrat
auf die Richtungswahl? Ist die Richtungswahl abhéngig vom Reizort? Ist der
Axonschaft noch sensitiv gegeniiber Reizung oder liegt die ganze
Informationsverarbeitung im Wachstumskegel? Welche Reaktion bewirkt
eine gleichzeitige Reizung mit Kiigelchen auf beiden Seiten des
Wachstumskegels? Ist eine Reizung mit einem 30% beschichteten Kiigelchen

addquat zu einer Reizung mit zwei 15% beschichteten Kiigelchen?
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e FEine sehr wichtige Frage, die es mit Hilfe des Diffusionsgradienten loslicher
Proteine zu kldren gilt, ist: Kann EphrinAS5 Axone in vitro lenken, d.h. eine
Richtungsdnderung induzieren? Kann auch die kiinstlich 16slich gemachte
Form des Proteins (EphrinAS-Fc) diese Funktion ausiiben? Hinweise, dass
EphrinAS5 an der Zielgebietsfindung und Lenkung der retinalen Axone
beteiligt ist, gibt es viele, gewonnen aus in vitro und in vivo Daten. Der
leztendliche Beweis einer Lenkungseigenschaft des EphrinAS in vitro ist

aber noch nicht erbracht.

e Abschliessend sollen die resultierenden Effekte der drei Tiermodelle
untereinander auf Gemeinsamkeiten und Unterschiede hin verglichen

werden, um so Aussagen iiber mogliche Mechanismen treffen zu kdnnen.
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3.1 Chemikalien

BCIP (5'-Bromo-4'-chloro-3"-indoylphosphat) ...............
BDNF (brain derived neurotrophic factor) .......................
Carbodiimid-Kit .........cccccveiiiiiiiiiiiieeeeeece e,
zur Beschichtung von carboxylierten Mikropartikeln
Carboxylierte Latex-Mikropartikel ............ccccoeeveveeeennnnnn.
2,5%ige Suspension, 4,5 um Durchmesser

Concanavalin A (Lectin) .........cccoovvieiiieiiiiiiieeeeeiieeee e,
EphrinA2/Fc-Konstrukt (human) ...........ccccoevevveeenienennee.
EphrinAS/Fc-Konstrukt (human) ..........ccccoeeeivenieeennennee.
FCS (fotales Kalberserum) ..........cccoveeeeevieeeecnieeeeiieeeee,
Fibronektin .........cccvveiiiiiiiieiieeeeeeee e
FIUOTESZEIN .o
Formaldehyd .........ccoooiiiiiii e,
GENtAMYCIN ..eeiieiiiiieeiiiieeeiiee e e eere e e e ere e e eereeeesneseeeenes

GIULAIMIN oot e e e ee e e e e e e e eeaeeeaaan

HOmMOArginin ..........cccoeeveviieeriiiieeeiiee e e
LamInin ....ooooueeeniiiiieeeiee e
LetbovitZ L15 ..o
MatriZEl .o e
MethylzZelluloSe .......coeevieeiiiieiieeeceeee e
NBT (Nitroblau-Tetrazoliumchlorid) ..........ccccocveeuneennnen.
POLYy=-D-LYSIN ..ovviiiiiiiiiiiiieecee et
PeniCillin c...oooiiiiiiiii
Protein A (von S. aureus, 16slich) .........cccccoeeeevieiinnnennnne.
SEEPLOMYCIN ....evvieeeiiiie ettt e e
Trypsin/EDTA-Gemisch (10X) ....ccocvvveeviiieeeiieeeeiiee e,

Promega
Gibco

Polysciences

Polysciences

Serva
R&D-Systems
R&D-Systems
PAA Laboratories

Sigma
Becton Dickinson
Sigma
Becton Dickinson

Dow Chemicals
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3.2 Puffer und Medien

Puffer und Léosungen

AP-Puffer .......cccovevvviiiiiiiieee, 0,1 M Tris/HCI pH 9,5
0,1 M NaCl
5 mM MgCl,
in Aqua dest.
Hanks .....c.oovveeiiiieiieeeeeee 8,0 g/l NaCl
(ohne Ca*"/Mg™") 0,4 g/l KCI
60 mg/l NaH,PO,
60 mg/l Na,HPO, x 2 H,O
0,35 g/l NaHCO;
1,0 g/l Glucose
20 mM HEPES
10mg/1 Phenolrot
pH 7,4
HBHA-Puffer .........ccoceeeviieniiene, 0,5 mg/ml BSA
0,1% Natriumazid
20 mM HEPES pH 7,0
in Hanks A
HBS-Puffer ......ccoooeeeeiieiiieeee 20 mM HEPES pH 7,0
150 mM NaCl
in Aqua dest.
PBS ., 137 mM NacCl
2,7 mM KCI
1,5 mM KH,PO,
6,5 mM Na,PO,
pH 7,4
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Medien

E3 (Fischmedium)

..................................................

MBSH-Medium

....................................

5 mM NaCl

0,17 mM KCl

0,33 mM Cac(Cl,

0,33 mM MgSO,

10°% Methylenblau

50 ml FCS

10 ml Hithnchenserum

5 ml 200 mM L-Glutamin
500 pl Penicillin/Streptomycin
435 ml F12-Medium
F12KM-Medium

0,4% Methylzellulose

6 ml Leibovitz L15-Medium
4 ml H,O

100 ul FCS

20 pl Streptomycin

50 pl Gentamycin

88 mM NaCl

1 mM KCl

2,4 mM NaHCO;

0,82 mM MgSO,x 7 H,O
0,33 mM Ca(NOs), x 4 H,O
0,41 mM CaCl, x 2 H,O

10 mM HEPES

10 mg/1 Benzylpenicillin

10 mg/1 Streptomycin

pH 7,4
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3.3 Antikorper

Ziege anti-humanes IgG (Fc spezifisch) ........cccevvviieiiieeiieennnennne, Sigma
Ziege anti-humanes IgG (Fc spezifisch) FITC-konjugiert ............ Sigma

3.4 Verbrauchsmaterial

Deckgldschen (Stirke 1) @40 mm ..................... Knittel Glaser
Nitrozellulose (Protran, 0,2 pm) ..........ccvveenneeee. Schleicher & Schuell
Pap Pen ..o Science Service
ReaktionsgefaBle 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml ................. Eppendorf

TiSSUE TEK wooveeeviieeiiieeeieeeee e, Sakura

Petrischalen @ 6 cm, @ 10 cm ....c.ooeevvvnvveeeennnnn. Greiner

Glaskapillaren (1,0 mm O.D x 0,58 1.D standard Clark Electromedical
wall, without filament), Borosilikatglas ............. Instruments
Membranfilter ME 25/31, & 47 mm, 0,45 pm ... Schleicher & Schuell
BM TGSSIZ .oovvveeeiiieeiiecieecee e Biomed

Elastosil Silikonkautschuk ............ccccooevvvenneennnen. Wacker-Chemie GmbH
Metallklotzchen, 2 mm x 2 mm, 10 mm lang ..... Werkstatt, eigene Herstellung
Glasklotzchen .........coooevviiiiiiiiiiciieeceeeiee Eigene Herstellung

3.5 Mikroskope

Préaparationsstereolupe .........ccccccveeeecieeeencneeennne. Zeiss
AXIOVErt 10 .ooeiiiiiiiee e Zeiss
mit computergesteuertem Objekttisch ................ Mairzhauser
und C2400-72 CCD Kamera .........cceceeveervennnenn Hamamatsu
Filtersatz fiir FITC-Anregung ..........cccceveevnnennnn. Zeiss

BP 450-490, FT 510, LP 520

3.6 Software

ANALYSIS ceeevieeeiiee e Soft Imaging Systems GmbH
Photoshop 5,0 ..c.cccvveeeeiieeeeeeee e Adobe
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SigmaStat 2,0 .....cooeeiiiieiiie e, SPSS, Inc.
Steuerungssoftware .........ccccceeeveeeeecieeeerieee e, Jirgen Loschinger
NIH Image (Makros)

PC-Steuerung des Mikroskopiertischs
PC-Steuerung der Videodisk
Word, EXCEl ..cooovviiiiiiiiiiceeeeeeeeeeeeeeeeeee e Microsoft

3.7 Sonstige Gerate

ANAlYSEWAAZE ....oeeeeeriieeeiiiee et Mettler
Brutschrank fiir primére Zellkultur ...............c......... Heraeus

(37°C, 4% CO,, 100% Luftfeuchtigkeit)

Gewebehacker ... Mc Ilwain
Kapillarziehgerdt, Model P-87 .........cccccoviiiinnnnene. Sutter Instruments
Optische Pinzette (Laserfalle) .........ccccoeevievneeennnnn. PALM

Diodengepumpter Festkorperlaser
Laserleistung ca. 600 mW
Wellenldnge 1200 nm

Spektrometer UV-160A .........ccceeeeeiiieeiieeeeieens Shimadzu
Steril-Werkbank (laminar flow) ........ccccccvvveennnennns Heraeus
Wasserbad Lauda B ..........cccoviiiiiiiiieee Lauda GmbH
Zentrifuge S8I0 R ..o Eppendorf
3.8 Tiere

Huhnchen

(3

Fiir die Priparation der Retinae werden Embryonen aus ,,White Leghorn
(HISEX-Bruteier) verwendet, die bis zur Inkubation im Kiihlschrank bei 4°C
gelagert und anschliessend in einem Inkubator fiir Bruteier bei 37°C mit 65%

Luftfeuchtigkeit bebriitet werden.
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Xenopus laevis

Embryonen des afrikanischen Krallenfrosches Xenopus /laevis werden durch
kiinstliche Befruchtung erhalten (Banker and Goslin, 1993). Weibliche Frosche
werden durch eine einmalige Injektion von HCG (human chorionic
gonadotropin hormone, von Sigma) zur Eiablage stimuliert. Froschhoden des
mannlichen Tieres werden zerkleinert und in 0,1% MBSH-Medium belassen,
um die Spermien beweglich zu halten. Die Spermien werden zu den abgelegten
Eiern gegeben. Nach 10-15 Minuten ist die Befruchtung beendet, sichtbar durch
eine Drehung der Eier, so dass der pigmentierte animale Pol oben zu liegen
kommt. Anschliessend werden die Eier 10 Minuten mit 2% Cystein behandelt,
um die Gallerthiille, die die Eier umgibt, zu zerstoren. Nach mehrmaligem
Waschen werden die Eier in 0,1% MBSH-Medium tiberfiihrt, die unbefruchteten
und beschédigten Eier aussortiert und die sich entwickelnden Embryonen in
0,1% MBSH-Medium bis zur Priparation belassen. Durch die Wahl der
Temperatur kann die Entwicklungsgeschwindigkeit beeinflusst werden, bei
13°C halbiert sich die Entwicklungsgeschwindigkeit gegeniiber Raum-

temperatur.

Zebrafisch Brachydanio rerio

Embryonen des Zebrafisches Brachydanio rerio werden durch natiirliche
Befruchtung erhalten (Miiller und Hassel, 1999). Je ein Minnchen und ein
Weibchen werden in einen Laichbehilter gesetzt, dessen Boden mit einem Gitter
versehen ist. Durch das Gitter fallen die Eier auf den Boden des Behilters, so
dass sie nicht von den gefrdssigen Miannchen erreicht werden konnen. Pro
Laichakt kénnen bis zu 100 Embryonen erhalten werden. Das Weibchen braucht
dann eine Woche Erholungszeit. Die Eier werden in E3-Fischmedium, dem zur
Unterdriickung von Schimmelwachstum Methylenblau zugesetzt wird (Haffter
et al., 1996), in einem Inkubator bei 28°C gehalten, um eine definierte
Entwicklungsgeschwindigkeit zu gewéhrleisten (Westerfield 1994) (Stadien-

bestimmung nach Kimmel et al., 1995).
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3.9 Praparationsmethoden

Praparation und Kultivierung retinaler Ganglienzellen embryonaler
Huhnchen

Embryonale Hiihnchen aus ,,White Leghorn® (HISEX) Bruteiern werden am
Tag 6 dekapitiert, die Augen entnommen und diese in Hanks Losung bis zur
Praparation gelagert. Entlang der Fissur wird in das Auge eingestochen, die
Pigmentschicht und der Glaskorper entfernt und die intakte Schicht der retinalen
Ganglienzellen auf einem mit Concanavalin A beschichteten Rundfilter
ausgebreitet (siche Abbildung 8). Mit einem Gewebehacker wird die Retina in
275 um breite Streifen gehackt, so dass rein temporale und rein nasale
Explantate entstehen, in die beschichteten Videoschalen gelegt und an den
Enden mit Metallkl6tzchen beschwert. Als Medium dient F12KM (1ml) ohne
Zusatz von Methylzellulose. Die Explantate werden bei 37,5°C bei 4%CO, im
Inkubator iiber Nacht kultiviert (Baier und Bonhoeffer, 1992).

Abb. 8: Die Retina eines linken Auges
ausgebreitet auf einem mit Concanavalin A
beschichteten Rundfilter. Bei einem linken
Auge ist die linke Seite die temporale, die
rechte Seite die nasale Halfte der Retina. Die
Streifen werden so gehackt, dass rein
temporale bzw. nasale Streifen entstehen.

Fissur

Praparation und Kultivierung retinaler Ganglienzellen von Xenopus-
embryonen

Zur Préaparation der retinalen Ganglienzellen werden Xenopus [laevis-
Embryonen im Stadium 32 verwendet (Stadienbestimmung nach Nieuwkoop
und Faber, 1956). Die Augen werden entnommen, in 30 ml Hanks Lésung mit
30 ul Gentamicin gewaschen und in die beschichteten Videoschalen {iberfiihrt.
Das Kulturmedium besteht aus 60% Leibovitz L15, 40% Wasser, 1% fotalem
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Kélberserum und 0,01% Gentamicin. Die Explantate konnen ausserhalb eines

Inkubators bei Raumtemperatur kultiviert werden (nach Harris et al., 1985).

Praparation und Kultivierung retinaler Ganglienzellen des
Zebrafisches

Drei Tage alten Embryonen des Zebrafisches Brachydanio rerio werden die
Augen in Ringers Losung entnommen, die Pigmentschicht und die Linse
entfernt und die verbleibende durchsichtige Ganglienzellschicht pro Auge in
vier Stiicke zerteilt. Acht Explantatstiickchen pro Schale werden zur besseren
Adsorption leicht ans Substrat (Laminin) angedriickt und bei Raumtemperatur
ausserhalb eines Inkubators in L15-Medium analog Xenopus kultiviert (Dr.

Suresh Jesuthasan, personliche Mitteitlung, Singapur).

Verschiedene Substrate zur Kultivierung der Neuronen

Die Kaultivierung der Neuronen erfolgt in sogenannten ,,Videoschalen®,
Petrischalen mit einem Durchmesser von 60 mm, in die im Zentrum ein 20 mm
im Durchmesser grosses Loch gestanzt wurde, das mit einem Deckgldaschen der
Starke 1 beklebt wird. Dieser Aufbau ermdglicht die Beobachtung im
Phasenkontrast, die bei Verwendung unbehandelter Petrischalen aufgrund der
schlechteren Optik nicht moglich wire. Auf das Deckglischen werden die
Zellen ausgesit.

Um ein gutes Wachstum der Neuronen auf den Videoschalen zu erméglichen,
werden die aufgeklebten Deckgldschen mit unterschiedlichen wachstums-
fordernden Proteinen beschichtet. Verwendet werden Poly-D-Lysin in
Kombination mit Laminin (20 pg/ml), Poly-D-Lysin bzw. Laminin oder
Fibronektin (20 pg/ml). Die Beschichtungen erfolgen mindestens 1 Stunde im
Inkubator bei 37,5°C in 4% CO,-Atmosphire.

Will man eine Beschichtung verwenden, die eher die in vivo Situation
widerspiegelt, ist Basallamina als Substrat zu empfehlen (Préparation
beschrieben in Ledig et al., 1999, und Halfter et al., 1997). Sie wird aus 7 Tage
bebriiteten Hiihnchenretinae priapariert. Die explantierte Retina wird auf einem

unbeschichteten Rundfilter ausgebreitet und mit der Retinaseite nach unten auf
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ein mit Poly-D-Lysin (20 pg/ml) beschichtetes Deckgldschen aufgelegt. Nach
10 Minuten Inkubation bei 37°C und 4% CO,-Atmosphire kann der Filter
abgenommen werden, die Basallamina bleibt als Unterlage auf dem Deckglas
haften. Bis zur Explantierung der retinalen Ganglienzellen wird die Basallamina
in F12KM-Medium gelagert.

3.10 Farbung mit Fusionsproteinen aus alkalischer
Phosphatase und EphrinAS5 auf Zellen und
Wachstumskegeln in Kultur

Retinale Ganglienzellen des Xenopus im Stadium 28 werden explantiert und auf

Matrigel fiir 48 Stunden bei Raumtemperatur kultiviert. Vor der Farbung wird

das Kulturmedium abgenommen und die Explantate einmal mit PBS und

anschliessend 3x 10 Minuten in HBHA gewaschen. Die Férbung mit

Konstrukten der alkalischen Phosphatase werden analog den Protokollen von

Cheng wund Flanagan (1994) durchgefiihrt. Die Inkubation mit dem

Fusionsprotein aus alkalischer Phosphatase und EphrinAS (EphrinAS-AP)

erfolgt fiir 2 Stunden. Nichtgebundenes Protein wird durch Waschen mit HBS (4

x 5 Minuten) entfernt und das gebundene Protein fiir 1,5 Minuten fixiert (in 60

% Aceton, 3,7 % Formaldehyd, 20 mM HEPES pH 7,0 in HBS). Nach

mehrmaligem Waschen mit HBS (6 x 5 Minuten) werden die Phosphatasen

endogener Herkunft bei 65°C im Wasserbad fiir 1 Stunde inaktiviert. Nach 10

miniitigem Waschen mit AP-Puffer werden die Schnitte in AP-Puffer mit 10

mM Homoarginin inkubiert und zuletzt im Dunkeln mit Substratpuffer bis zur

gewlinschten Farbtiefe gefdarbt (4,5 ul NBT/3,4 ul BCIP je ml AP-Puffer). Die

Farbung wird durch Waschen mit PBS gestoppt.

3.11 Kollapstest

Im Kollapstest wird das Verhalten der Wachstumskegel vor und nach Zugabe
eines loslichen, im Medium homogen verteilten Proteins oder einer Losung
suspendierter Membranpartikel in Zeitrafferaufnahmen untersucht. Die Methode

wurde von Cox et al. (1990) und Raper und Kapthammer (1990) etabliert.
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Videoschalen mit Explantaten retinaler Ganglienzellaxone von Huhn bzw.
Xenopus werden 24 Stunden nach Explantierung in einem inversen Mikroskop
(Axiovert 10) eingesetzt und mit einem 63x Objektiv beobachtet. Experimente
mit Hithnchenaxonen miissen in einem auf 37°C vorgeheizten Wirmezelt
durchgefiihrt werden, um ein Uberleben der Axone wihrend des Versuchs zu
gewihrleisten. Bei Verwendung von Xenopusneuronen konnen die Versuche bei
Raumtemperatur durchgefiihrt werden.

Im Kollapsexperiment konnen 10-15 Wachstumskegel parallel beobachtet und
Zeitrafferfilme von ihrem Wachstumsverhalten aufgenommen werden. Ein
computergesteuerter Objekttisch ermoglicht es, beliebige Positionen zu
speichern und mit 0,1 um Positioniergenauigkeit wiederholt anzufahren. Alle 3
Minuten werden einzelne Bilder von jeder Position gespeichert. Die einzelnen
Wachstumskegel werden 30 Minuten vor und nach Zugabe der interessierenden
Substanz beobachtet. Ein Wachstumskegel wird als ,,kollabiert™ gewertet, wenn
die beweglichen Strukturen (Lamellipodium und Filopodien) verschwunden sind
und ein Wachstumsstop eintritt. Oft ist die Kollapsreaktion mit einem Riickzug
des ganzen Axonschaftes verbunden.

Das im Kollapsexperiment zugegebene Hithnchen-EphrinAS-Fc wird in einer
Konzentration von 1 pg/ml Endkonzentration in der Videoschale eingesetzt.
EphrinA5 in vivo ist iiber einen GPI (Glycosylphosphatidylinositol)-Anker in
der Membran verankert. Fiir die Experimente in vitro wurde der GPI-Anker
durch den Fc-Teil eines IgG-Antikorpers ersetzt und damit 16slich gemacht. Im
Kontrollexperiment wird nur der Fc-Teil in der Konzentration 1 pg/ml
zugegeben, von dem bekannt ist, dass er keinen Kollaps auslost.

Im Experiment mit retinalen Ganglienzellaxonen des Xenopus wird dasselbe
Hiihnchenkonstrukt EphrinAS5-Fc eingesetzt, da zu erwarten ist, dass die
Proteine in verschiedenen Spezies hochkonserviert sind und damit auch

Xenopusaxone ein Hithnchenkonstrukt erkennen konnen.
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3.12 Modifizierter Streifentest

Der modifizierte Streifentest dient zur Untersuchung der Lenkungseigenschaften
16slicher Proteine, die ans Substrat gebunden werden. Hierbei werden nicht wie
im Streifentest Tektenmembranen verwendet, sondern aufgereinigte Proteine
(nach Vielmetter et al., 1990, Hornberger et al., 1999). Als Substrat dient
Nitrozellulose (5 cm auf 5 cm Nitrozellulose in 12 ml Methanol gel6st, 660 ul
dieser Losung in & 6 cm Petrischalen getropft und {iber Nacht das
Losungsmittel verdampft). Eine Silikonmatrize, die 90 um breite Kanéle enthilt,
wird auf das Substrat gedriickt und die erste Proteinlosung mit Hilfe einer
Hamiltonspritze in die Kanile injiziert. 100 ul einer Proteinlosung, die 8 pg/ml
EphrinAS-Fc geclustert mit 80 pg/ml anti-Fc-Antikorper (FITC-konjugiert)
enthdlt, werden in die Kanéle injiziert und 30 Minuten bei 37°C inkubiert.
Anschliessend wird iiberschiissige Proteinlosung durch Spiilen der Kandle mit
Hanks A verdrdngt und die Matrizen vorsichtig entfernt. Fiir die zweite Sorte an
Proteinstreifen werden 80 pl einer Losung von 3 pg/ml Fe-Protein geclustert mit
30 pg/ml anti-Fc-Antikorper auf die zuvor durch die Matrize bedeckte
Oberflache aufgebracht. Der zweite Antikdrper ist nicht an ein Chromophor
konjugiert, so dass aufgrund der einfachen Markierung der einen Streifensorte
die beiden Arten von Proteinstreifen voneinander zu unterscheiden sind. In
Kontrollexperimenten bestehen beide Streifen aus geclustertem Fc-Protein,
wovon wiederum nur der erste der beiden Streifen markiert wird. Nach weiteren
30 Minuten Inkubation wird mit Hanks gewaschen und die gesamte Fliache mit
Laminin (20 pg/ml) tberschichtet, um ein besseres Wachstum der Axone zu
erhalten. Nach einer Stunde Inkubation wird mit Hanks gewaschen und der
entstandene Streifenteppich bis zur Aussaat der Explantate in Medium
aufbewahrt (zum besseren Wachstum wird Medium mit 4% Methylzellulose
verwendet). Nach 48 Stunden Wachstum konnten die Explantate mit 4%
Paraformaldehyd in PBS fixiert und im Hinblick auf gestreiftes Wachstum

analysiert werden.
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3.13 Test mit beschichteten Latexkiigelchen

Beschichtung der carboxylierten Latex-Kuigelchen

Die Beschichtung der Kiigelchen erfolgt nach Kuhn et al., 1995. Fiir die
Experimente werden carboxylierte Latexkiigelchen mit einem Durchmesser von
4,5 um eingesetzt. Die Beschichtung der Kiigelchen erfolgt in zwei Schritten.

Im ersten Schritt werden die Kiigelchen mit Protein A mit Hilfe des
Polysciences Kit (Data Sheet # 238F) beschichtet. Wichtig ist die Einwirkung
von Carbodiimid, das als Kondensationsmittel wirkt und die direkte Veresterung
einer OH-Gruppe des Protein A mit einer Carboxylgruppe an der
Kiigelchenoberfliche beschleunigt. Das Protein A wird dadurch kovalent
gebunden, die iibrigen freien Bindungsstellen des Kiigelchens werden durch
BSA abgesittigt. Die mit Protein A beschichteten Kiigelchen werden in einem
zweiten Schritt iber Nacht bei 4°C mit einem anti-Fc-Antikorper geclusterten
EphrinA5-Fc inkubiert, abzentrifugiert, in PBS gewaschen und bei 4°C gelagert.
EphrinA5-Fc Verdiinnungen auf den Kiigelchen werden durch Inkubieren der
Protein A beschichteten Kiigelchen mit einer Mischlésung von gelcustertem
EphrinA5-Fc und geclustertem Fc erreicht. Eingesetzt werden Kiigelchen mit
Beschichtungsverhéltnissen von EphrinAS5/Fc von 80/20, 50/50, 30/70 und
15/85.

Der Antikérper, mit dem das EphrinA5-Fc geclustert wird, ist
fluoreszenzmarkiert. Durch Untersuchung im Licht der Wellenldnge 450-490
nm kann iberpriift werden, ob die Kiigelchenbeschichtung erfolgreich war.
Versuche werden nur dann als giiltig gewertet, wenn die Kiigelchen im blauen

Licht eine griine Fluoreszenz zeigen.

Herstellung der Explantate fir Versuche mit beschichteten
Latexkligelchen

Nach Zugabe der Latexkiigelchen ins Kulturmedium konnen diese frei
diffundieren, so dass es zu einem unkontrollierten Kontakt der Wachstumskegel
mit den Kiigelchen kommen wiirde. Deshalb miissen Wachstumskegel und

Kiigelchen rdumlich voneinander getrennt werden.
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Im Falle der Hiihnchenkulturen geschieht dies durch Beschweren der
Retinastreifen mit Metallklotzchen bzw. Glasklotzchen. Die Klotzchen wirken
als Barriere fiir die frei diffundierenden Kiigelchen. Das Glasklotzchen
ermOglicht ein Beobachten des Kiigelchens wihrend der Positionierung mit
Hilfe des Lasers (siche Abbildung 9).

Abb. 9: Versuchsanordnung fiir Experimente
mit der optischen Pinzette: Die aus-
wachsenden Axone miissen raumlich von den
zugegebenen Kiigelchen getrennt werden.
Dies geschieht mit Hilfe eines Metall-
klotzchens auf der der Zugabe abgewandten
Seite und einem Glasklotzchen auf der der
Zugabe zugewandten Seite. Das Glasklotz-
chen ermoglicht eine Beobachtung des
Kiigelchens wihrend des Positionierens vor
dem Wachstumskegel.

|
Glaskldtzetien

Damit die Xenopusexplantate, die ohne Beschweren mit Klotzchen ausgesit
werden, nicht mit den diffundierenden Kiigelchen in Beriihrung kommen,
werden die Kiigelchen hier in einen ,,Kifig* aus zwei Filterstreifen und einem
Glasklotzchen pipettiert und das Kiigelchen unter dem Glasklotzchen hindurch

zu den Explantaten gefahren.

Funktionsweise der optischen Pinzette

Das Laser-Mikroskop System ist ein Werkzeug zur beriihrungslosen, vollig
sterilen, optischen Mikromanipulation. Es besteht aus dem Mikroskop, der
optischen Pinzette (auch Laserfalle oder laser tweezer genannt) und einem
geeigneten Laser-Mikroskop-Interface. Mit Hilfe von prizise fokussiertem
Laserlicht lassen sich mikroskopisch kleine Objekte fangen und positionieren
(PALM GmbH, Produktbeschreibungen). Ursache dieses Phdnomens ist der
Strahlungsdruck des Lasers auf die Objekte. Die eintreffenden Photonen
ibertragen einen Impuls, der bei einem fokussierten Laserstrahl ausreichend
grof} ist, um damit die mikroskopisch kleinen Teilchen zu bewegen. Durch

Beugung und Brechung des Laserlichtes an der Partikeloberfliche und der
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daraus resultierenden Umlenkung der Photonenimpulse entstehen Kréfte, die das
Partikel in den Fokuspunkt des Lasers verschieben und dort festhalten (Ashkin,
1997).

_I_ichtintensitét

vErtikales
Intensitatsprofil
durch b a
Laserfokus '
Latex- b d
Kigelchen E
Fokusebene 4.50m ”* fes ultierende kraft
,J " \bL
7 o b
Linse
| Laserstrahl‘ | ‘

Abb. 10: Krifte, die auf ein Mikropartikel, das oberhalb des Fokuspunktes des
Laserstrahls liegt, wirken und es nach unten ziehen (links), bzw. Krifte, die auf ein
unterhalb liegendes Partikel wirken und es nach oben ziehen (rechts). Verfolgt wird
jeweils der Strahlengang zweier Lichtstrahlen a und b und deren resultierenden Krifte
F, und F, bei der Brechung des Strahls. Diese Krifte ergeben iiber ein
Krifteparallelogramm die resultierende Gesamtkraft F quierendes di€ die Kiigelchen in
beiden Fillen in den Fokuspunkt verschiebt.

Diese Krifte sind dafiir verantwortlich, dal} sich das Partikel einmal im Fokus
gefangen nicht mehr nach oben bzw. nach unten verschieben kann.

Da der Laserstrahl ein Lichtintensitdtsprofil besitzt, das vom Rand des Strahls
zum Zentrum hin zunimmt, wird verhindert, dal sich das Partikel nach
links/rechts bzw. nach vorn/hinten verschieben kann. Partikel, die sich nicht im
Zentrum des Strahls befinden, werden durch die verschieden starken Krifte,
hervorgerufen durch verschieden starke Leuchtintensititen, in das Zentrum des
Strahls gezogen. Der starke Intensitdtsgradient des Laserlichtes fixiert somit

kleine Teilchen im Zentrum des Strahls.
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Abb. 11: Mikropartikel im Intensitéts-
profil des Laserstrahls. Durch Eintreffen
eines Strahls mit hoherer Intensitit
(Strahl b) verschiebt sich das Partikel in
