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Einleitung 1

1 Einleitung

Im Altertum wurden Nerven als Gange angesehen, die eine vom Gehirn sezernierte Flis-
sigkeit in die Peripherie weiterleiten. Die zelluldre Struktur des Nervensystems wurde erst im
Zuge der sich entwickelnden Zellenlehre (Schleiden, 1842; Schwann, 1839) erkannt. Golgi
(1885) ermdglichte durch seine Farbemethode eine detaillierte Beschreibung von Neuronen
und deren Kontaktstellen (,, Synapsen”, Sherrington um 1900). Dies fuhrte schliefdlich zur
Neuronentheorie, wonach Neuronen die fundamentale Ubertragungseinheit im Nervensystem
sind. Heute ist klar, daB Gber 10™ Synapsen die etwa 10" Nervenzellen des menschlichen
Gehirns verschalten. Fur die Funktionsfahigkeit dieses Systems miissen diese Verbindungen
korrekt geknuipft werden. Diese Verknupfung erfolgt nach einem genauen Muster und kann in
unterschiedliche Abschnitte eingeteilt werden. Nachdem in der frihen Entwicklung des ZNS
die Neurone ihre Positionen eingenommen haben, senden sie gezielt Axone in ihre Zielge-
biete. Dort bildet sich durch eine aktivitétsabhéngige Verfeinerung das adulte Schaltmuster.

Um ihre Ziele korrekt zu innervieren, besitzen Axone eine sehr flexible und sensitive
Struktur an ihrer Spitze, die Ramon y Caja schon 1890 in Hihnerembryonen identifizierte
und als Wachstumskegel bezeichnete. Ramon y Cajal vermutete, dal’ der Wachstumskegel
durch chemische Substanzen geleitet wird, die Natur dieser Substanzen war allerdings zu-
néchst unklar. Anfangs herrschte die Meinung vor, dal3 auswachsende Axone ungerichtet ge-
leitet werden, und dal3 die Schaltmuster der Neuronen allein aufgrund von Stimulation, die
der Organismus durch seine Umwelt erhalt, definiert wird. In spdteren Untersuchungen wurde
jedoch klar, dal3 chemotaktische Mechanismen der Spezifitét neuronaler Projektionen
zugrunde liegen (Sperry, 1963). Nach Untersuchungen an der Retina von Amphibien postu-
lierte Sperry, dal3 eine komplementére Chemoaffinitét die gezielte Verbindung von Axonen
zu ihrem Zielgebiet ermoglicht. Dabei erfolgt die Projektion der Axone nicht zufallig, sondern
wird durch Faktoren auf dem Wachstumskegel, entlang der Wegstrecke und auf den Zielzel-
len gesteuert. Jedoch konnte von Fawcett und Leary (1985) gezeigt werden, dal3 zusétzlich
synaptische Verbindungen in der Retinain Abhangigkeit von ihrer Aktivitét auch neu organi-
siert werden konnen. Es kénnen demnach zwei Mechanismen unterschieden werden, die die
Entwicklung neuronaler Schaltkreise steuern. Zunéchst wird ein Grundmuster axonaler Pro-
jektionen durch einen aktivitatstunabhangigen, genetisch festgelegten Steuerungsmechanis-
mus festgelegt. Anschlief3end wirken aktivitatsabhangige Mechanismen, die meist an spéteren
Vorgéngen der Entwicklung von Synapsen und der Verfeinerung von Projektionsmustern be-
teiligt sind (Goodmann und Shatz, 1993; Tessier-Lavigne und Goodmann, 1996; Mueller,
1999).

Sind einzelne Projektionen von Pionier-Axonen erst einmal festgelegt, so folgt die Mehr-
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zahl der spater auswachsenden Axone diesen Wegen (Harrison, 1910). Das Auswachsen der
Pionieraxone wird teilweise durch Zellen, die als Wegweiser dienen, (Guidepost cells) kon-
trolliert. Guidepost cells werden von den wachsenden Axonen kontaktiert und dienen als Na-
vigationssignale entlang des Weges von Axonen (Bentley und Keshishian, 1982; Ho und
Goodman, 1982). Dabel sind nachwachsende Axone beim Fehlen von bestimmten Pionier-
Axonen in ihrem Wachstum verzégert und zeigen eine hdhere Fehlerquote in der Zielfindung,
die jedoch im Nachfolgenden korrigiert werden kann. Daraus 183 sich schlief3en, dal? Pionier-
Axone zwar das Wachstum erleichtern, jedoch nicht essentiell fur die Projektion von Axonen
sind (Lin et al., 1995).Wachstumskegel haben demnach eine essentielle Funktion wahrend der
Navigation von Axonen.

Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigten, dal? Wachstumskegel zwei Arten von
Zytoskelett-Elementen enthalten. Dabei sind in der zentralen Region des Wachstumskegels
Mikrotubuli lokalisiert, die bis in die Filopodien der Spitze des Wachstumskegel hineinrei-
chen kénnen. Desweiteren sind in der peripheren Doméane des Wachstumskegel hauptséchlich
Aktin-Filamente nachweisbar, die mit Filopodienbtindel und Lamellipoden ein Netzwerk bil-
den, und so die Dynamik und Beweglichkeit des Wachstumskegel gewahrleisten
(Gordon—Weeks und Mansfield, 1996; Tanaka und Sabry, 1995; Ridley et al., 2000; Nobes
und Hall, 2001).

1.1 Molekulare M echanismen der axonalen Wegfindung

Um ihre Zielregionen zu erreichen, bendtigen auswachsende Axone neben einer fir ihr
Wachstum forderlichen Mikroumgebung eine Vielzahl von Signalen. Dabei kann die Art der
Signalwirkung in Chemorepulsion, Chemoattraktion, Kontakt-abhangige Repulsion oder
Kontakt-abhangige Attraktion unterteilt werden (Tessier-Lavigne und Goodmann, 1996;
Miller, 1999; Dickson, 2002; Abb. 1). Diese unterschiedlichen Mechanismen werden durch
permissiv oder instruktiv wirkende Proteine vermittelt. Die Grundlage einer geeigneten Mik-
roumgebung flr auswachsende Axone ist ein permissives Signal. Proteine, wie z.B. das Neu-
ronale Zelladhasions-Molekil (neuronal cell adhesion molecule, N-CAM), N-Cadherin oder
Laminin, sind sowohl auf der Oberfl&che von neuronalen und nicht-neuronalen Zellen als
auch in der extrazelluldren Matrix lokalisiert und stimulieren das axonale Wachstum (Rathjen
und Jessel, 1991). Instruktive Signale hingegen vermitteln die Richtungsinformation fir aus-
wachsende Axone. Dabei kdnnen sie in einem Konzentrationsgradienten wirken, der die ent-
scheidende Information fir das gezielte Auswachsen von Axonen enthdt. Die Axone richten
sich hierbel nach der Richtung und der Steigung des Gradienten, nicht jedoch nach der



Einleitung 3

Chemorepulsion Chemoattraktion
(sekretierte Semaphorine (Netrine)
Netrine) /
O
X
+ +
+ ¥ N

Wachstumskegel

. A
Q/' - + + + + + +\
/ K ontakt-Attraktion
_ (CAMs, Cadherine
Kontakt-Repulsion und ECM-Molekiile)

(Ephrine, Semaphorine,
und ECM-Molekiile)

Abb. 1: Vier verschiedene Signalmechanismen lenken das axonale Wachstum. Kontakt-Attraktion, Chemo-
attraktion, Kontakt-Repulsion und Chemorepulsion lenken die Navigation von Axonen. Die repulsiven Signale
sind mit einem Minuszeichen und attraktive Signale mit einem Pluszeichen dargestellt. Fiir jeden Mechanismus
sind Beispiele von Liganden genannt, die diese vermitteln. CAM: Cell-adhesion molecule; ECM: extra-cellular
matrix (modifiziert nach Tessier-Lavigne und Goodman, 1996).

absoluten Konzentration der Signalmolektile. Dabei kénnen |16sliche, chemoattraktive Stoffe
die Wachstumsrichtung von Axonen beeinflussen. Jedoch kdnnen auch repulsiv oder inhibie-
rend wirkende Molekile die Orientierung von auswachsenden Neuriten steuern. Dabei kon-
nen Axone durch Ausschlul® aus bestimmten Regionen wie durch einen Korridor gelenkt
werden, oder das Eindringen von Axonen in bestimmte Regionen verhindert werden (Tessier-
Lavigne und Goodman, 1996; Caroni und Schwab, 1988; Stahl et al., 1990; Raper und
Kapfhammer, 1990; Keynes et al., 1991).

In den letzten Jahren konnten vier Proteinfamilien identifiziert werden, die eine wesentli-
che Rolle bei der axonalen Wegfindung spielen: die Netrine, die Ephrine, die Slit-Proteine
und die Semaphorine. Alle vier Proteinfamilien sind evolutiondr von Nematoden bis zum
Mensch konserviert und Uben haufig eine ahnliche Funktion wahrend der Wegfindung von
Axonen aus.

Die Wirkung von Signalen der axonalen Wegfindung ist zelltypabhangig. So sind Netrine
oder sekretierte Semaphorine bifunktionelle Proteine, die sowohl attraktiv als auch repulsiv
wirken konnen. lhre Wirkung ist von der Expression der jeweiligen Rezeptoren abhéngig.
Dabel hangt ihre attraktive und repulsive Wirkung nicht nur allein von der Expression des
jeweiligen Rezeptors ab (Tessier-Lavigne und Goodman, 1996), sondern auch von der intra-
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zelluldren Konzentration zyklischer Nukleotide (cGMP oder cAMP) im Wachstumskegel
(Ming et al., 1999; Song et al., 1997). Die Funktion dieser Molekile ist jedoch nicht nur auf
das Auswachsen von Axonen beschrankt. Sie erfillen zum Teil auch noch andere Aufgaben,
auf dieim Folgenden ndher eingegangen wird.

1.2 Molekulare M echanismen der Zellmigration

Die Migration von Zellen ist ein essentieller Vorgang bel der Entwicklung des zentralen
und peripheren Nervensystems. Das periphere Nervensystem (PNS) wird von Neuralleisten-
zellen gebildet, die aus der dorsalen Region des Neurarohrs auswandern (Park et a., 2002).
Im zentralen Nervensystem (ZNS) entspringen neuronale Vorlauferzellen in der Ventrikular-
zone und wandern auf zwei unterschiedliche Weisen in andere Schichten des ZNS, haufig in
radialer Migration entlang von Gliazellen. So bilden die Vorlaufer der Pyramidenzellen des
Cerebellums aus der Ventrikularzone entlang an Gliazellen die Schichten des Cortex. Ebenso
wandern Purkinjezellen entlang der Radialglia zur Oberfléache des Neuroepithels des cerebel -
l&ren Primordiums. Neuronen kénnen auch durch tangentiale Migration parallel zur Oberfl&-
che des Gehirns wandern (Rakic, 1990; Hatten, 1999), wobei sie keine Gliazellen bendtigen.
So wird ein grof3er Teil der Interneuronen wie der GABAergen Neurone des Telencephalons
von tangential migrierenden Neuronen gebildet.

Es konnte in den letzten Jahren gezeigt werden, dal3 die Zellmigration durch Signale ge-
steuert wird, die auch wéhrend der axonalen Wegfindung eine Rolle spielen. Das erste Mole-
kal, fur das ein direkter Einflufd auf die Zellmigration gezeigt wurde, ist das sezernierte Pro-
tein Slit (Wu et al., 1999). Slit wurde zunéchst als repulsives Signal identifiziert, das kommis-
surale Neurone am Uberqueren der Mittellinie des Neuralrohr hindert (Brose et al., 1999;
Kidd et al., 1999; Li et al., 1999). Eine Rolle von Slit in der Zellmigration wurde zun&chst im
olfaktorischen System beschrieben. Die Interneurone des Bulbus olfactorius (BO) werden von
Vorlauferzellen gebildet, die in der rostralen Region entspringen und in die anteriore sub-
ventrikulére Zone (SVZa) einwachsen. Slit hat einen repulsiven Effekt auf Zellen der SVZa
(Loiset al., 1994; Wu et al., 1999). Auch fur andere Proteinfamilien, die wahrend der axona-
len Wegfindung eine Rolle spielen, konnte in vitro und in vivo ein direkter Einflud auf die
ZelImigration nachgewiesen werden (Tab. 1).
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Ligand Rezeptor | Funktion in neuronaler Migration |Referenz
: . Wuet a., 1999
Slit Robo Migration von Zellen der SVZa Zhuetd.. 1999
DCC Attraktiver Effekt auf cerebellare Yietal. 1999
Netrin Neurone Serafini et al., 1996
Unc-5h Repulsiver Effekt auf granule cells Murase et a., 2002
des Cerebellums Alcantaraet a., 2000
.| Nrp-1 Migration von GABAergen Inter- .
Semaphorin Plexin neuronen im Striatum Hamasaki et al., 2001
Ephrin Eph I\S/I\i/gzrgti on von postnatalen Zellen der Marin et a., 2001

Tab. 1: Molekile der axonalen Wegfindung, die auch in dem Prozel? der Zellmigration involviert sind (modifi-
ziert nach Park et al., 2002).

Demnach sind Zellmigration und axonale Wegfindung zwei eng miteinander verwandte
Prozesse, die durch die gleichen Signale und intrazellularen Mechanismen gesteuert werden
(Allen et al., 1998; Weiner 2002; Wong et al., 2002). Die Zellmigration spielt jedoch nicht
nur bei der Entwicklung des Nervensystems eine Rolle, sondern auch bei der Differenzierung
anderer Gewebe, wie z.b. des Blutgefasystems (s. 1.5.1)

1.3 Die Semaphorine

131 Die Proteinfamilie der Semaphorine

Eine der groften Proteinfamilien, die sowohl die axonale Wegfindung als auch die Zell-
migration steuern, sind die Semaphorine. Das erste molekular charakterisierte chemorepul siv-
wirkende Protein war Sema3A (urspringlich Collapsin 1 genannt), das in Membranpraparati-
onen von embryonaem oder adulten Gehirnen von Hihnern identifiziert wurde (Kapfhammer
und Raper, 1987; Raper und Kapfhammer, 1990; Luo et a., 1995). In einem Wachstumskegel
Kollaps-Assay war Sema3A in der Lage, den Kollaps sensorischer Axone zu induzieren. Mit
Hilfe dieses Assays konnte Sema3A biochemisch isoliert und die entsprechende cDNA klo-
niert werden. Sema3A zeigte eine grofie Homologie zu Fascilin IV (spéter in Semala umbe-
nannt), einem Gen, das in einem Screen nach Oberflachenproteinen im zentralen Nervensys-
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tem der Heuschrecke identifiziert wurde (Kolodkin et al., 1992; Kolodkin et al., 1993).
Sema3A/Collapsin 1 und Semala/FascilinlVV waren die ersten Mitglieder einer grof3en
Proteinfamilie, die alle eine konservierte Doméane von 500 Aminosauren (Sema-Domane)
enthalten (Kolodkin et al., 1993; Messersmith et a., 1995; Puschel et al., 1995). Diese Sema-
Domaéne enthalt neben konservierten Sequenzmotiven 14 hochkonservierte Cystein-Reste und
eine potentielle N- Glykolisierungsstelle.

Mehr als 30 Semaphorine konnten bisher identifiziert werden, die anhand der Sequenz-
homologien ihrer Sema-Doméne und einem Klasse-spezifischen C-Terminus in 8 Klassen
unterteilt werden konnen (Mark et al., 1997; Semaphorin Nomenclature Commitee, 1999;
Abb. 2). DieKlassen 1 und 2 werden aleinigin

1 2 3 4 5 6 7
Sema2A Sema3A Sema5A
706 AS TI2AS 1077 AS
SemaBA
Semal SemadA Sema7A
T0AS ! ! 760 AS I 555'5 664 AS
[] signalpeptid I Transmembran-Doméane

B semaphorin-Domane ] Thrombospondien

] !g-Domane [] GPI-Anker

Abb. 2: Die Semaphorin-Familie. Schematische Darstellung der sieben unterschiedlichen Semaphorinklassen.
In D. melanogaster konnten 5 Mitglieder identifiziert werden (Klasse 1, 2 und 5), in C. elegans 3 Mitglieder
(Klasse 1 und 2), und in Vertebraten 20 Mitglieder (Klasse 3-7). Esist jeweils ein Semaphorin stellvertretend fiir
glo% S;Ttsprechende Klasse dargestellt. (AS: Aminoséure; GPI: Glycosylphosphatidylinositol). (Fiore und Pilschel,

Invertebraten gefunden, wahrend die Klassen 3 bis 7 in Vertebraten reprasentiert sind.
Die Klasse V enthdlt virale Semaphorine. Die Semaphorin-Familie beinhaltet sowohl sezer-
nierte (Klasse 2 und 3) al's auch membranstéandige Mitglieder, die durch eine Transmembran-
domaéne (Klasse 1, 4, 5 und 6) oder mit einem GPI-Anker (Klasse 7) in der Plasmamembran
verankert sind (Fiore und Puschel, 2003; Abb. 2). Die extrazelluldre Doméne der meisten Se-
maphorine beinhaltet eine 1g-ahnliche Domane (Klassen 2-4 und 7), auf die ein Klassen-spe-
zifischer C-Terminus folgt. Fir die Klasse 5 Semaphorine sind sieben Typ-1 Thrombospondin
Kassetten typisch, die auch im extrazellularen Matrix Protein Thrombospondin-1und -2 ge-
funden werden (Adams et al., 1996).

Aufgrund ihres rdumlichen und zeitlichen Expressionsmusters ist es wahrscheinlich, daf3



Einleitung 7

Semaphorine as Navigationssignale fur auswachsende Axone fungieren kénnen. Eine Ex-
pressionsanalyse mittels in situ-Hybridisierung zeigt sehr unterschiedliche Verteilungen der
MRNAs von Semaphorinen der Klasse 3 bis 5 (Pischel et la.,, 1995; Adams et al., 1996).
Transkripte verschiedener Semaphorine sind bereits in E9,5 Embryonen nachweisbar und
bleiben auch nach der Geburt detektierbar (Plschel et al., 1995). Sema3a mRNA befindet sich
nur in bestimmten Regionen des Nervensystems, wahrend Semada und Semadb gleichméidig
im gesamten Gehirn exprimiert werden.

Allen Mitgliedern ist jedoch gemein, dal3 ihre Expression nicht auf das Gehirn beschrénkt
ist. Wahrscheinlich spielen die Semaphorine auch eine Rolle wéhrend der Angiogenese (Dis-
sertation von Roberto Fiore, Frankfurt, 2003; Yamada et al., 1997; Brambilla et al., 2000;
Tamagone und Comoglio et al., 2002) und in der Immunabwehr. So konnte fir SemadD ge-
zeigt werden, dal? es auf der Zelloberfldche von aktivierten T-Helferzellen exprimiert wird
und an der Aggregation und Aktivierung von B-Zellen beteiligt ist (Kumanogoh et al., 2002).

1.3.2 Die Funktion von Semaphorinen in der Entwicklung des
Nervensystems

Die physiologische Funktion der Semaphorine ist am besten in der Entwicklung des Ner-
vensystems untersucht, wo sie an der Steuerung und Wegfindung von Axonen und Dendriten,
der axonalen Faszikulation und der Zellmigration beteiligt sind. In vitro wirkt Sema3A als
repulsives Signal u.a. auf sensorische Axone (Koppel et al., 1998; Adams et al., 1997; Kobay-
ashi et al., 1997; Rabacchi et al., 1999; Bagnard et al., 1998; Chedotal et al., 1998; Steup et
al., 1999). Ahnliche Effekte konnten auch fiir andere Mitglieder der Klasse 3 Semaphorine in
vitro beobachtet werden (Adams et al., 1997; Chedotal et al., 1998; Steup et al., 1999). Jedoch
konnten oft keine dieser starken in vitro Effekte entsprechenden Phanotypen in Sema3a
Mausmutanten nachgewiesen werden. Fir Sema3a wurden zwel unabhéngige Mausmutanten
generiert (Behar et al., 1996; Taniguchi et al., 1997). Die Anaysen dieser Mutanten war bis-
her auf embryonale und neonatale Stadien beschrankt, da Sema3a”™ Mé&use kurz nach der Ge-
burt sterben. Der Vergleich der beiden Mauslinien zeigte, dal3 der genetische Hintergrund der
Mé&use einen grof3en Einflufd auf die Art und Stérke des Phénotyps hat (Taniguchi et al., 1997,
Taniguchi et al., 2003). Im ZNS von Sema3a Mutanten waren keine dramatischen Defekte
nachweisbar. Im peripheren Nervensystem (PNS) wurde eine starke Defaszikulierung sensori-
scher Axone in den Mutanten festgestellt, allerdings ohne dal? die Projektion der Axone zu
ihren Zielgebieten veréndert war (Taniguchi et a., 1997). Demnach scheint in vivo Sema3A
nicht als chemorepulsives Signal fur sensorische Axone zu wirken, sondern deren Faszikulie-
rung durch einen als Umgebungsrepulsion bezeichneten Effekt zu vermitteln (Keynes et al.,
1997).
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Zusammenfassend bestétigt der Phanotyp der Sema3a Mutanten, dal3 Axone von einer
Vielzahl von Signalen geleitet werden, die teilweise redundante Funktionen haben. Die Eli-
minierung einzelner Signale fuhrt zu einer erhdhten Fehlerrate in der Projektion von Axonen,
jedoch nicht zu einer vollstandigen Blockierung der Entwicklung des Nervensystems.

Sema3A ist ein bifunktionelles Signal, das einen attraktiven Effekt auf die Dendriten der
Pyramidenzellen des Kortex und einen repulsiven Effekt auf deren Axone hat (Polleux et a.,
1998; Polleux et al., 2000). Es wird vermutet, dal die intrazelluldre cGMP-K onzentration fir
die gegensétzliche Reaktion verantwortlich ist, da die 16sliche Guanylat-Zyklase in den Dend-
riten konzentriert ist. In vitro wandelt eine Erhdhung der cGM P-K onzentration den repulsiven
Effekt von Sema3A in einen attraktiven Effekt um (Song et al., 1998). Semaphorine spielen
aber nicht nur wahrend der axonalen Wegfindung eine wichtige Rolle, sondern auch in der
Migration von Neuralleistenzellen (Eickholt et al., 1999; Feiner et al., 2001) und von Inter-
neuronen des Striatums oder des Cortex (Marin et al., 2001).

Neben den Klasse 3 Semaphorinen werden auch die meisten anderen Semaphorine im
Gehirn exprimiert. Ihre Funktion ist jedoch in vivo bisher im ZNS noch nicht analysiert wor-
den. Esist jedoch vorstellbar, dal sie ebenfalls a's repulsive Signalmolekiile wirken kdnnten.
Allein fur SemadD konnte ein Effekt im Kollaps Assay in vitro nachgewiesen werden
(Swiercz et al., 2002)

133 Semaphorin-Rezeptoren

Die repulsive Wirkung der Klasse 3 Semaphorine wird durch einen Rezeptorkomplex
vermittelt, der Neuropilin-1 (Nrp-1) als Liganden-bindende Untereinheit und Mitglieder der
A-Typ Plexine as Signal-transduzierende Untereinheit enthdlt (Rohm et a., 2000; He and
Tessier Lavigne, 1997; Kolodkin et al., 1997; Takahashi et al., 1999; Abb. 3). Dementspre-
chend zeigen explantierte sensorische Neuronen von Nrp-1 Mutanten keine Reaktion auf
Sema3A (Kitsukawa et al., 1997). Nrp-1 und Nrp-2 weisen weitgehend komplementéare Ex-
pressionsmuster in neuronalen und nicht-neuronalen Geweben auf. Die Bindungsspezifitaten
von Nrp-1 und -2 fir verschiedene Klasse 3 Semaphorine konnen jedoch die Spezifitét der
Semaphorin-Rezeptoren nur teilweise erklaren. Neben ihrer Funktion als Semaphorin-Re-
zeptoren konnen Nrp auch eine heterophile Zelladhasion vermitteln (Takagi et al., 1995;
Shimizu et al., 2000). In Vertebraten konnten bisher neun unterschiedliche Plexine identifi-
ziert werden, die in vier Klassen, A-D, eingeteilt werden (Tamagnone et a., 1999; Maestrini
et al., 1996; Fujisawa, et al., 1997). Die Ektodomane aller Plexine enthélt eine Sema-Doméne,
eine Met- dhnliche Sequenz und Glyzin-Prolin-reiche Motive.
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D-Plexin A Nrp-1 Plexin-B1  Plexin-C1
Plexin-Al

o

O] S

T T
Semala Sema3A Sema4D AHV-Sema

Abb. 3: Die Rezeptoren der Semaphorine. Die bisher identifizierten Semaphorin-Rezeptoren sind schematisch
dargestellt. Das Drosophila melanogaster Semaphorin Semala bindet direkt Drosophila-Plexin A. Das sekre-
tierte Sema3A bindet Neuropilin-1 (Nrp-1) als Liganden-bindende Untereinheit. A-Typ Plexin wirkt als
Signaltransduzierende Untereinheit des Sema3A-Rezeptors. Ein weiterer Bestandteil des Sema3A-Rezeptors ist
das Zell-Adhasionsmolekil L1. Im Gegensatz zu den sekretierten Klasse 3 Semaphorinen bindet SemadD direkt
an Plexin-B1. Fur das virde AHV-Sema (A39R) konnte eine Bindung an Plexin-C1, VESPR (virus-encoded
semaphorin protein receptor) genannt, nachgewiesen werden (Fiore und Piischel, 2003)

Die zytoplasmatische Doméne ist hochkonserviert und zeigt Homologie zu Ras GAPs.
Die verschiedenen Typen von Plexinen fungieren als Rezeptoren fir unterschiedliche Se-
maphorin-Klassen. Das D. melanogaster D-Plexin A dient als Rezeptor fur Semala (Winberg
et al., 1998), wahrend Plexin-B1 als Rezeptor fur SemadD fungieren kann (Tamagone et al.,
1999). Plexin-C1 (VESPR) konnte als Rezeptor fir Semaphorin 7A identifiziert werden
(Sema7A) (Comeau et a., 1998). Im Unterschied zu Semala und SemadD kann Sema3A aber
nicht direkt an die Plexine binden. A-Typ Plexine und Neuropiline bilden unabhangig von
einer Ligandenbindung einen stabilen Komplex (Tamagnone et al., 1999; Takahasi et a.,
1999; Rohm et al., 2000). Analysen von Plexina3” Mausen bestétigten, dad Plexin-A3 als
Rezeptoruntereinheit an der Vermittlung der Effekte von Sema3A und Sema3F beteiligt ist
(Cheng et ., 2001).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dal3 Plexin als Signal-transduzierende Rezeptor-
komponenten der sekretierten und membranstandigen Semaphorine dienen (Abb. 3). Die Re-
zeptoren der Klasse 3 Semaphorine bendtigen neben Nrp-1 als Liganden-bindende Unterein-
heit wahrscheinlich noch weitere Komponenten, z.B. das Zelladh&sionsmolekdl L1, fur die
Ausbildung eines funktionsfahigen Rezeptorkomplexes (Castellani et al., 2000).
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1.34 Signaltransduktions-K askaden der Semaphorin-Rezeptoren

Das Verhaten des Wachstumskegels wird durch Dynamik des Zytoskel etts bestimmt. In-
kubation sensorischer Axone mit Sema3A fuhrt zu einer Depolymerisation des Aktin-Zy-
toskeletts und dem Kollaps des Wachstumskegels (Fan et al., 1993; Fournier et al., 2000).
Bisher konnten nur wenige Proteine identifiziert werden, die Semaphorin-Rezeptoren mit dem
Zytoskelett verbinden. Mehrere Interaktionspartner wurden fur Plexine identifiziert. Ein Inter-
aktionspartner von Plexinen ist die Oxidoreduktase MICAL. Sie ist vermutlich fir die Ver-
mittlung der repulsiven Wirkung notwendig und ist in D. melanogaster fir die Funktion von
D-Plexin A essentiell (Terman, et a., 2002). Der Mechanismus, der dem zu Grunde liegt, ist
jedoch unbekannt. Desweiteren interagieren A-Typ Plexine mit der Tyrosinkinase Fes und
werden von dieser phosphoryliert. Phosphorylierung durch Fes kdnnte ein wesentlicher
Schritt in der Aktivierung der A-Plexine sein (Mitsui et al., 2002). Es st jedoch noch unklar,
wie diese Proteine bel dem durch Sema3A vermittelten Signalweg auf das Zytoskelett wirken.

Die Rho-Familie kleiner GTPasen spielt eine zentrale Rolle in der Organisation des Zy-
toskeletts (Hall, 1998). GTPasen fungieren als molekulare Schalter, deren Aktivitét von zwel
entgegengesetzen Mechanismen reguliert wird, den GEFs (guanine nucleotide exchange fac-
tors) und den GTPase-aktivierenden Proteinen (GAPs). Dabel aktivieren GEFs GTPasen, in-
dem sie den Austausch von GDP zu GTP katalysieren, wahrend GAPs deren intrinsische
GTPase Aktivitét stimulieren und durch den Austausch von GTP zu GDP das G-Protein inak-
tivieren. Zwei wichtige Mitglieder der GTPasen sind Racl und RhoA, deren Aktivitat Zell-
morphologie und -verhalten reguliert (Hall, 1998). Der durch Sema3A-induzierte Kollaps
kann durch dominant-negatives Rac blockiert werden (Jin und Strittmatter, 1997; Fournier et
al., 2000). Aktives Racl interagiert direkt mit der zytoplasmatischen Domane von Plexin-B1,
nicht aber mit der von Plexin-Al (Vikis et al., 2000; Rohm et al., 2000; Driessens et al.,
2001). Plexin-A1l bindet dagegen RhoD und Rndl, zwei weitere Rho-&hnliche GTPasen.
Diese Uiben einen antagonistischen Effekt auf die Aktivitét von Plexin-Al aus. Die Interaktion
mit Rnd1 aktiviert Plexin-A1l, wahrend RhoD Plexin-Al inhibiert (Zanata et al., 2002; Rohm
et al., 2001).

Es wurde eine Vielzahl an Effektoren identifiziert, die die Funktion von Rho-GTPasen
vermitteln. RhoA und Racl aktivieren ROCK (Rho associated coiled coil kinase) bzw. PAK
(p21-associated protein). ROCK wiederum aktiviert die Serin-Threonin Kinase LIM-Kinase
I, die Cofilin phosphoryliert und inhibiert. Cofilin induziert Aktin-Depolymerisation und ist
fur den Sema3A-induzierten Kollaps notwendig (Bamburg, 1999; Aizawa et al., 2001). Ein
weiteres an der Wirkung von Sema3A beteiligtes Protein ist CRMP2 (Goshima et al., 1995),
das ebenfalls ein Substrat von ROCK ist.

Uber die Signalwege, die von membranstandigen Semaphorinen aktiviert werden, ist we-
niger bekannt. Der Sema4D-Rezeptor Plexin-B1 bindet verschiedene RhoGEFs, wie PDZ-
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RhoGEF und LARG, die nach Ligandenbindung RhoA aktivieren (Swiercz et al., 2002).

1.4 Das olfaktorische System

14.1 Die funktionelle Architektur des olfaktorischen Systems

Die Wahrnehmung von Gertichen informiert den Organismus uber die chemische Kom-
position seiner Umwelt (Firestein, 2001). Das olfaktorische Epithel (OE) enthdlt mehrere
Millionen olfaktorische sensorische Neuronen (OSNs), die von Stammzellen standig erneuert
werden. OSNs sind bipolare Neurone mit einzelnen kurzen Dendriten, welche in der Nasen-
schleimhaut enden, und einem unverzweigten Axon, das vom OE in den Bulbus olfactorius
(BO) projiziert. Im BO terminiert das Axon eines OSNs auf den Dendriten der Mitralzellen,
wodurch ein Glomerulus von ungefahr 100 um Durchmesser entsteht, der auch synaptische
Kontakte mit Interneuronen enthdt. Der BO der Maus enthalt ungeféhr 1800 Glomeruli. Ge-
riche werden durch die Stimulation von Geruchsrezeptoren (OR) wahrgenommen. Ein be-
stimmtes OSN in der Maus exprimiert nur eines der etwa 1000 OR Gene und von diesen je-
weils nur ein Allel, so dal3 es im olfaktorischen System zu einer mosaiken Expression von
mutterlichen und véterlichen vererbten Allelen kommt (Chess et al., 2000; Malnic et al., 1999
Strotmann et a., 2000; Ishii et al., 2001). Die Geruchsrezeptoren wurden 1991 von Buck und
Axel identifiziert. Sie kodieren fir G-Protein gekoppelte Rezeptoren mit 7 Transmembran-
Domaénen und représentieren die grofte Genfamilie in Sdugern (Mombaerts, 1999a; Mom-
baerts, 1999b; Glusman et al., 2001). Interessanterweise besitzen OR Gene keine Introns und
sind &hnlich wie der T-Zellrezeptor Locus und die 3-Globin-Genfamilie in Klustern angeord-
net (Mombaerts, 2001; Tsuboi et al., 1999; Bulger et al., 1999). Das OE ist in vier Zonen un-
terteilt, die sich durch die Expression spezifischer ORs unterscheiden (Abb. 4; Ressler et al.,
1993; Vassar et a., 1993). Die in Zonen aufgeteilte Organisation des Epithels ergibt sich nicht
aufgrund physiologischer oder anatomischer Merkmale, sondern ist allein durch die Expressi-
onsmuster der ORs festgelegt. Die Projektion
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Abb. 4: Das olfaktorische System der Vertebraten. Vereinfachte Darstellung der funktionellen Architektur
der Projektion olfaktorischer Axone im Bulbus olfactorius (BO) von Vertebraten. Ein Geruchsstoff bindet spezi-
fisch einen Rezeptor im Riechepithel. Das Riechepithel ist in vier Zonen unterteilt, die durch die Expression
spezifischer olfaktorischer Rezeptoren (ORs) charakterisiert sind. Riechsinneszellen, die den gleichen OR
exprimieren, (OSN), konvergieren auf einen oder wenige Glomeruli im BO. OSN: Olfaktorische Riechsinnes-
zellen; AOB: accessory Bulbus olfactorius; NC: Neocortex. (modifizert nach Mori et a., 1999).

einzelner OSNSs, die einen spezifischen OR exprimieren, kann in Mausen mittels eines trans-
genen IRES-tauLacZ Markers verfolgt werden, der durch eine *Knock-in' Strategie das Fusi-
onsprotein tauLacZ mit Hilfe einer internal ribosomal entry site (IRES) zusammen mit dem
jeweiligen OR von dem endogenen Promoter des ORs exprimiert. Dabei konnte festgestellt
werden, dal3 Axone, die positiv fiir den OR P2 waren (P2"), auf einen oder wenige Glomeruli
konvergierten, wahrend andere ORs Glomeruli innervierten, die eine weitere jeweils fir den
OR spezifische Position einnahmen (Mombaerts et al., 1996; Strotmann et al., 2000). Die Po-
sition der Glomeruli ist sowohl im Vergleich des BOs eines Individuums als auch im
Vergleich verschiedener Individuen weitgehend invariant (Ressler et al., 1994; Vassar et al.,
1994). OSNs projizieren auf Glomeruli derart, dafd in einem BO zwel spiegelbildlich symmet-
rische Reprasentationskarten entstehen (Belluscio und Katz, 2001). Ein Geruchsstoff aktiviert
mehrere unterschiedliche ORs. Entsprechend werden im BO geruchsstoffspezifisch, raumlich
umschriebene Areale neuronaler Aktivitét fir definierte Geruchsreize gefunden (Lancet et al.,
1992; Guthrie et a., 1993; Johnson und Leon, 2000). Die Kombination aktivierter Geruchsre-
zeptoren wird in eine Kombination aktivierter Glomeruli Ubersetzt.

Ob diese raumlich strukturierte glomerulére Représentationskarte des BOs auch in hohe-
ren Ebenen der Informationsverarbeitung erhalten bleibt, ist jedoch wenig erforscht. Erste
Hinweise sprechen jedoch dafur, dal? es zu einer Reduktion des Représentationsumfangs und
eine, im Vergleich zu den scharf voneinander getrennten Glomeruli, diffuseren Organisation
ihrer Projektionsfelder kommt (Zou et a., 2001).
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1.4.2 Axonale Zielfindung im olfaktorischen System

Die spezifische Projektion von OSNs auf einen Zielglomerulus wirft die Frage nach dem
Mechanismus der axonalen Zielfindung auf. Untersuchungen an transgenen Mausen haben
gezeigt, dal? der Geruchsrezeptor selbst an der Zielfindung beteiligt ist und die Position des
Zielglomerulus innerhalb des BOs bestimmt (Mombaerts et a., 1996; Wang et a., 1997). De-
letion des P2 Rezeptorgens der Maus fihrt dazu, da P2* Axone nicht mehr auf ihren
Zielglomerulus konvergieren, sondern in der auf3eren Nervenschicht des BOs verbleiben,
ohne zu faszikulieren, in die glomerulére Schicht einzutreten oder préasynaptische Strukturen
auszubilden (Mombaerts et al., 1996). Der Austausch eines OR-Gens durch ein anderes
mittels homologer Rekombination beeinflusst die Zielfindung der betroffenen Zellen
ebenfalls (Wang et al., 1997). Zellen, die den P3-Geruchsrezeptor unter der Kontrolle des P2-
Rezeptorgenlocus exprimieren, bilden einen ektopischen Glomerulus, der an den P3-
Glomerulus angrenzt, jedoch weit vom urspringlichen P2-Glomerulus entfernt liegt. Die
Identitét des exprimierten Rezeptors ist demnach mal3gebend fir die Position des
Zielglomerulus innerhalb des BO. Die Bedeutung der ORs fir die axonale Zielfindung 18/3t
rezeptorvermittelte neuronale Aktivitét in den OSN als eine mogliche Grundlage dieses
Phé&nomens vermuten. In mehreren Studien wurden daher der Einflufd neuronaler Aktivitat
wahrend der Etablierung des glomerul&ren Musters untersucht (Zheng et al., 2000; Lin et al.,
2000; Zhao und Reed, 2001). Jedoch zeigen Mausmutanten, in denen eine Untereinheit des
CNG-Kanals (cyclic nucleotid-gated channel), einer der wichtigsten Kandle in der
Signaltransduktion des Riechsystems, deletiert ist, eine normale Struktur und Topographie des
glomeruldren Musters. In einer weiteren Studie wurde von der Lokalisation der Untereinheit
des CNG-Kanals auf dem X-Chromosom Gebrauch gemacht. Aufgrund der Inaktivierung des
X-Chromosoms entwickelte sich in Weibchen, die fur die Mutation heterozygot waren, ein
Mosaik inaktiver und aktiver Sinneszellen. So konnte gezeigt werden, dal3 inaktive Zellen von
aktiven verdrangt werden (Zhou und Reed, 2001). Demnach ist wie bei der retinalen
Projektion im Thalamus neuronale Aktivitat fir das Uberleben der OSNs und die Stabilitat
ihrer synaptischen Verbindungen von entscheidender Bedeutung. Dabei ist die Aktivitét aber
nicht per se von Bedeutung, sondern die relativen Unterschiede in der Aktivitét.

Neben den ORs spielen aber auch Signalmolekile der axonalen Wegfindung eine wich-
tige Rolle bei der Entwicklung des BO. Dabei gibt es erste Hinweise, dal? sie auch fur die
Etablierung der topographischen Représentationskarte verantwortlich sind, und die laterome-
diale oder anterior/posteriore Orientierung der Axone beeinflussen (Taniguchi et al., 2003).
Der Sema3A Rezeptor Nrp-1 wird im BO auf den Axonen der OSNs exprimiert. Nrp-1°
Axone sind im rostralen BO in der lateralen Nervenschicht nachweisbar, wahrend sie im cau-
dalen BO in der mediale Region zu finden sind. Sema3A wird komplementér zu Nrp-1*
Axone exprimiert und ist in der ventralen Nervenschicht nachweisbar. Wie durch Analysen
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des olfaktorischen Systems in Sema3a Mutanten gezeigt wurde, hat Sema3A daher eine repul-
sive Wirkung auf OSN Axone in vivo (Schwarting et al., 2000). In Sema3a Mutanten sind
Nrp-1" Axone nicht auf die laterale bzw. mediale Region des BO beschrankt, sondern vertei-
len sich zusétzlich Uber die gesamte ventrale Nervenschicht, was mit einer Ausbildung ekto-
pischer Nrp-1* Glomeruli einhergeht. Es ist unwahrscheinlich, dald Sema3A alein fur die
Etablierung der lateralen und medialen Achse des BO verantwortlich ist, allerdings sind die
beschriebenen Phénotypen ein Hinweis darauf, dal? Sema3A im olfaktorischen System als
chemotropes Signal wirkt. Jedoch ist unklar, ob die Fehlprojektion von Nrp-1* Axonen zu
einem spateren Zeitpunkt der Entwicklung korrigiert wird. So konnten die Effekte, die durch
die Inaktivierung des CNG-Kanals entstanden, erst in adulten Stadien beobachtet werden.

1.5 Die Funktion von Nrp-1im vaskularen System

151 Die Entwicklung des Blutgefaisystems

Nrp-1 ist nicht nur ein Bestandteil des Sema3A Rezeptors, sondern auch an der Funktion
von VEGF (Vascular endothelial growth factor) beteiligt. In den letzten Jahren zeigte sich,
dali’ die Entwicklung des Nerven- und des vaskuléren Systems eng miteinander verbunden ist.
Beide Systeme sind stark hierarchisch organisiert und beeinflussen teilweise gegenseitig ihre
Morphogenese (Shima und Mailhos, 1998). Die Ausbildung des Blutgefal3systems kann in
zwei Phasen eingeteilt werden. In einer frihen Phase der Entwicklung wird durch einen Pro-
zess, der als Vaskulogenese bezeichnet wird, zunachst ein Netzwerk von Kapillaren ausgebil-
det, indem Endothelzellen differenzieren und tubulére Strukturen ausbilden (Risau, 1997,
Y ancopolous et a., 2000; Abb. 5 A, linke Spalte). Diese Kapillaren bilden ein wabenahnli-
ches Muster, das als primérer Plexus bezeichnet wird. Anschlief3end wird in der folgenden
Phase der Angiogenese durch Umstrukturierung des urspriinglichen Netzwerks eine hierar-
chisch-organisierte Struktur gebildet, so dal3 die typische, verzweigte Anordnung des Blut-
gefal3systems entsteht (Abb. 5 A). Gleichzeitig reifen die Blutgefélie, indem Endothelzellen
glatte Muskelzellen und Perizyten rekrutieren und eine extrazellulére Matrix bilden. Avasku-
lare Gewebe wie z.b. das Nervensystem werden durch Sprossung von bestehenden Blutgefa-
[3en vaskularisiert
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152 Regulation der Entwicklung des vaskuléren Systems

Drei Proteinfamilien spielen eine wichtige Rolle wahrend der Blutgefalientwicklung: die
Angiopoietine, die VEGF-Proteinfamilie und die Ephrine. Auf die letzten beiden erwahnten
Proteinfamilien soll im folgenden ndher eingegangen werden.

Die VEGF-Proteinfamilie besteht aus 5 Mitgliedern (VEGF-A bis D, sowie P1GF), die
drei miteinander verwandte Rezeptortyrosinkinasen mit einer hohen Affinitat binden
(VEGFR-1V/FIt-1, VEGFR-2/FIk-1 und VEGFR-3/FIt-4) (Carmeliet und Collen, 1999; Dvorak
et a.; 1999; Ferrara et al., 2000; Neufeld et al.; 1999). Von VEGF-A sind 3 Isoformen be-
kannt (VEGF,,,, VEGF,, VEGF,g), die sich in ihrer physiologischen Funktion unterscheiden
(Rossant and Howard, 2002). Zusétzlich zu den oben beschrieben Rezeptoren wurde auch
Nrp-1 als Rezeptor fur VEGF,; identifiziert (Y ancopolus et a., 2000). Nrp-1 kann als Kore-
zeptor fur VEGF, die Affinitdt von VEGFR-2 erhdhen. VEGF-A induziert durch Aktivie-
rung von VEGFR-2 sowohl die Proliferation und Migration von Endothelzellen als auch das
Auswachsen und die Umstrukturierung existierender Blutgeféal3e (Gale und Y ancopolous,
1999). Damit ist VEGF von essentieller Bedeutung fir Angiogenese

A Priméres Sekundéres B
BlutgefalRsystem Blutgefalsystem
(Vaskulogenese) (Angiogenese) Sem% /VEiFles
5 AR : l —
L A ) . 7
@ «f 8 : !
Vaskulogenese [, 15, s Remodelling z =
VEGF ;(/* s VEGF, Angl, 7 IN_ L |
o & EpinB2 g . L e Nrp-1  KDR/flk-1
Arterie 77 Vene Anen?// \\\ Vene Pix-A1 QEEGFR_ZI
/ | - Angt — ) ; . i i
( = - LS * Axonale Wegfindung  Zellmigration
immatures matures
Gefald — Gefa
__x\\\ VEGFFH/Z ///,/
\/ e - ;f;r/iiBZ ) -
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Abb. 5: Schematische Darstellung der Entwicklung des Blutgefa3systems. (A) Der Entwicklungsprozess, der
zur Ausbildung des maturen BlutgeféRsystems fihrt, ist dargestellt. Wahrend der Vaskulogenese expandieren
und differenzieren Angioblasten, um unter der Kontrolle von VEGF das primére Blutgefal3system zu bilden.
Dieses wird anschlieffend durch Angiogenese umgestaltet. Dieser Prozess wird durch die Faktoren VEGF,
Angiopoetin und den Ephrinen reguliert und fuhrt zu der Etablierung differenzierter BlutgefaRe. (B) VEGF 45
wirkt primér Uber den VEGF-Rezeptor-2 (VEGFR-2). Nrp-1 wirkt dabei as Korezeptor fur VEGFs, bindet au-
Rerdem aber auch mit hoher Affinitét Sema3A und vermittelt zusammen mit Plexin-Al (PIx-A1) dessen Funk-
tion bei der axonalen Wegfindung. VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor; Pix-1: Plexin A-1; Nrp-1:
Neuropilin-1; KDR/flk-1: Rezeptor fir VEGF,g (VEGF-Rezeptor); Ang-1: Angiopoetin-1. (modifiziert nach
Yancopoulos et a., 1999).
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und Vaskulogenese. Entsprechend sterben Vegfa und Vegfr-2 Mausmutanten an E8,5 auf-
grund einer starken Reduktion der Bildung von Endothelzellen und einem nahezu vollstandi-
gen Fehlen einer Vaskulatur (Shalaby et al., 1995).

Die Differenzierung der Blutgefél3e in Arterien und Venen wird von den Ephrinen modu-
liert. Ephrine sind eine Familie von Proteinen, die entweder mittels eines GPI-Ankers (Typ A)
oder einer Transmembrandomane (Typ B) in der Membran verankert sind. Als ihre Rezepto-
ren dienen die Eph Rezeptortyrosinkinasen (Flanagan and Vanderhaeghen, 1998). Ephrin-B2
MRNA (Efnb2) ist selektiv in Endothelzellen von Arterien zu finden, wahrend der Rezeptor
EphB4 in Venen nachweisbar ist (Wang et a., 1998). Analyse von EfnB2 und EphB4 defi-
zienten Mé&usen zeigte, dal3 ihre Interaktion essentiell fur die Segregation von Venen und Ar-
terien ist (Wang et a., 1998; Gerety et a., 1999). Der Phanotyp von Ephb4 Mutanten dhnelt
dem der Angpt und Tie-2 ‘Knock-out’” Mausen, was darauf hin deutet, dai’ die beiden Signal-
wege wahrend der Angiogenese interagieren (Gale and Y ancopoulos, 1999). Die Ephrine sind
die erste Proteinfamilie, fur die sowohl eine Funktion bel Blutgefal}entwicklung und axonaler
Wegfindung nachgewiesen wurde.

153 Die Funktion der Semaphorineim vaskularen System

Genetische Analysen der Semaphorine und ihrer Rezeptoren zeigten, dal? diese Proteine
auch wesentliche Funktionen aufRerhalb des Nervensystems Ubernehmen. Sema3a defiziente
Maéausen leiden an einer Hypertrophie der rechten Herzkammer (Behar et al., 1996). In Sema3c
Mutanten konnten starke kardiovaskulére Defekte festgestellt werden, die auf einer fehler-
haften Separierung des cardialen Bereiches des Blutaustritts zuriickzufihren sind (Feiner et
al., 2001). Dieser Phanotyp kann auf Defekte in der Migration von kardialen Neuralleisten-
zellen beruhen (Brown et a., 2001).

Auch Nrp-1 tbt eine Funktion im vaskuldren System aus. So bindet VEGF-A s heben
VEGFR-1 und -2 auch Nrp-1 (Abb. 5 B). Die Bindungsstellen von VEGF,s; und Sema3A
liegen in der b1/2-Doméane von Nrp-1 und sind Gberlappend, so dal3 VEGF, 4 und Sema3A um
diese Bindungsstelle kompetetieren. So kann die repulsive Wirkung von Sema3A auf
sensorische Axone durch VEGF unterdriickt werden. Desweiteren reguliert das Gleichgewicht
von Sema3A und VEGF,¢ Aktivitét die Migration und Apoptose von neuronalen Vorlaufer-
zellen (Bagnard et al., 2001). Die Uberexpression von Nrp-1 in transgenen Mausen fiihrt zur
Uberproduktion von BlutgefaRen im Nervensystem (Kitsukawa et al., 1997). Nrp-1 defiziente
Mause hingegen zeigen eine verminderte Anzahl an Blutgefal3en im ZNS und starke Defekte
wahrend der Angiogenese bei der Umstrukturierung des priméren Plexus (Kawasaki et al.,
1999). Nrp-2 Mutanten weisen jedoch keine vaskuldren Defekte auf (Chen et al., 2000; Giger
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et al., 2000). Nrp-1"/Nrp-2" Doppelmutanten lassen dhnlich wie Vegf-a und Vegfr-2 defi-
ziente Mause vaskuldre Defekte im Dottersack und avaskulare Regionen im Kopf und Rumpf
erkennen (Takashima et a., 2002). Diese Daten implizieren, dal3 Neuropiline eine wichtige
Funktion wahrend der Angiogenese und Vaskulogenese tbernehmen. Es ist jedoch bisher
unklar, ob die vaskuldren Defekte durch eine Stérung der Funktion von VEGF oder der von
Semaphorinen verursacht werden, und ob Nrp-1 als Rezeptor die von Semaphorinen und
VEGF ubermittelten Signale integriert, oder ob diese unabhangig voneinander tber Nrp-1
wirken.

1.6 Ansétze zur Analyse von Semaphorinen der Klasse 4

Die Funktion der Klasse 4 Semaphorine ist weitgehend unbekannt. Ihre Expression ist im
Nervensystem in zahlreichen Strukturen nachweisbar, jedoch auch in nicht-neuronalen Gewe-
ben kdnnen Transkripte der Klasse 4 Semaphorine nachgewiesen werden. Nur SemadD ist
teilweise funktionell charakterisiert worden. So kann SemadD hippocampale Wachstumske-
gel kollabieren lassen und spielt eine Rolle wéhrend der T-Zellaktivierung. Desweiteren
konnten fur SemadA und Semad4D extrazelluléare Bindungspartner nachgewiesen werden
(Kumanogoh et a., 2002, die Aufschlul Gber die Funktion im Immunsystem geben kdnnten.
Die Analyse der Aminosdure-Sequenzen der Klasse 4 Semaphorine zeigt, dal3, ale bis auf
SemadA und SemadD ein C-terminales PDZ-Bindemotiv enthalten (Abb. 15A). Diese Beo-
bachtung konnte einen Einstieg in die funktionelle Analyse ermdglichen.

PDZ-Domaénen uben in zahlreichen Molekilen sehr unterschiedliche Funktionen aus. So
organisieren sie makromolekulare Komplexe z.b. in synaptischen Verbindungen und Tight
Junctions und verankern diese oft in der Membran durch Interaktion mit integralen Memb-
ranproteinen.

16.1 PDZ-Domanen Proteinein postsynaptischen Spezialisierungen

Die postsynaptische Membran zentralnervoser exzitatorischer Synapsen ist durch eine
elektronendichte Struktur, die als postsynaptische Dichte (PSD) bezeichnet wird, gekenn-
zeichnet. Die PSD dient der Konzentration und Organisation von Rezeptoren und lonenkané-
len und enthalt einen Grof3teil der postsynaptischen Signalkaskade. Ein wichtiger struktureller
Bestandteil der PSD sind Proteine wie PSD-95, die eine PDZ Doméne (PSD-95/SAP-90,
Disc-large, Z0O-1) aufweisen (Kennedy, 1998; Hsueh und Sheng, 1998; Garner et al., 2000;
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Husi et al., 2000; Hoskins et al., 1998). Diese spielen eine zentrale Rolle bei der Synaptoge-
nese, der Bildung von Rezeptorklustern und Signaltransduktionsprozessen. PSD-95 ist eine
membranassoziierte Guanylatkinase (MAGUK). Neben mehreren PDZ-Domanen enthélt es
zusétzlich zwei weitere Protein-Protein Interaktionsdomanen: eine Src-Homologie-3 (SH3)
und eine Guanylatkinase- (GK) Domane (Tavares et a., 2001; Shin et al., 2000).

PDZ-Domanen binden mit hoher Affinitét an kurze Peptidsequenzen, welche in der Regel
am C-Terminus des interagierenden Proteins lokalisiert sind. Es lassen sich drei Klassen von
PDZ-Bindemotiven unterscheiden (Abb. 15 B). Die Bindemotive der ersten Klasse, die z.b.
bei PSD-95 Liganden zu finden sind, haben die Konsensussequenz —-S/T-X-V, wéahrend die
Klasse 2 durch Phenylaanin- oder Tyrosinreste an der -2 Position charakterisiert sind. Klasse
3 PDZ-Bindemotive sind durch eine Konsensussequenz mit einem geladenen Aminosaurerest
gekennzeichnet (Sheng und Sala, 2001). Kristallographische Studien zeigen, dal? die PDZ-
Doméne aus zwei a-Helices und sechs antiparallelen p-Faltbldttern besteht (Morais Cabral et
al., 1996). PDZ-Domanen kdnnen aber auch interne Sequenzmotive in einem p-Finger, z.B.
bei der Interaktion von nNOS mit PSD-95 binden (Brenman et a., 1996).

PDZ-Domanen Proteine spielen unter anderem eine wichtige Rolle bei der synaptischen
Lokalisierung und Funktion von Glutamatrezeptoren, wie AMPA (p, -a.-Amino-3-hydroxy-5-
methyl-isoxazole Propionsdure) und NMDA-Rezeptoren (N-Methyl-D-Aspartat). Durch ihre
Interaktion werden diese in der PSD konzentriert. Diese Rezeptorkluster entstehen durch die
Verankerung von Rezeptoren in hoher Dichte in der Plasmamembran (Topinka und Bredt,
1998). PDZ-Domaénen Proteine wie GRIP/ABP und PICK1 sind zudem an der Endozytose
und Recycling ihrer Zielprotein beteiligt (Rongo et al., 1998). So interagiert die GIuR1-Un-
tereinheit des AMPA-Rezeptors mit SAP-97, wahrend GluR2 die Multi-PDZ-Proteine
GRIP/ABP und PICK 1 bindet (Leonard et al., 1998; Dong et al., 1997; Srivastava et al., 1998;
Xiaet a., 1999). Dabei ist die Interaktion mit PICK1 fur die Lokalisation des AMPA-Rezep-
tors an der PSD verantwortlich (Kim et al., 2001). PSD-95 bindet eine konservierte Sequenz
im C-Terminus der NR2-Untereinheit des NMDA-Rezeptors (Leonard et al., 1998; Kornau et
al. 1995; Kim et al., 1997; Niethammer et al., 1996; Doyle et al., 1996). Uberexpression von
PSD-95 in nicht- neuronalen Zellen fuhrt zur Bildung von Mikroaggregaten heterooligomerer
NMDA-Rezeptoren (Kim et al., 1998; Hsueh et al., 1997). Uber die SH3 und GK-Doméne
kann PSD-95 autoaggregieren, was fur eine Klusterbildung der NMDA-R wichtig ist (Shin et
al., 2000). Allerdings fuhrt die Deletion des Gens fur die NR2-Untereinheit, die den Verlust
der Bindung des NMDA-R an PSD-95 zur Folge hat, oder die Mutation von PSD-95 nur zu
einer geringen Beeintrachtigung der NMDA-R-Aggregation (Sprengel et al., 1998; Mori et
a., 1998; Migaud et al., 1998). PSD-95 spielt nicht nur eine Rolle fir die Struktur sondern
auch bei der Differenzierung und Bildung von synaptischen Spezialisierungen. So ist PSD-95
in hippocampalen Neuronen friher als die NMDA-R in Synapsen nachweisbar (Rao und
Craig, 1998).
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PSD-95 ={=(l)

B
PDz1 PDz2 PDzZ3 SH3 GuK
Kv 1.4 ++ +++ - - -
NR2A ++ +++ - - -
Ca®* ATPase + ++ + - -
nNOS - ++ - - -
CRIPT - - ++ - -
SynGAP + + + - -
Neuroligin - - +++ - -
SAPAPGKAP - - - - ++

Abb. 6: (A) Schematische Darstellung der Struktur von PSD-95. PSD-95 gehdrt zu der Familie der PDZ-
Domanen Proteine, die eine wichtige Rolle bei der Organisation der postsynaptischen Dichte spielen. Es enthélt
drei PDZ-Doménen (gelb), eine SH3-Domane (rot), und eine Guanylatkinase-Doméane (griin). (B) Tabellarische
Auffihrung der Interaktionspartner von PSD-95. PSD-95 interagiert mit verschiedenen Proteine Uber die 5 Pro-
tein-Interaktionsdomanen PDZ, SH3 und GK, und kann so die Proteine an der PSD verankern.

Uberexpression von PSD-95 in hippocampalen Neuronen bewirkt eine schnellere Reifung
exzitatorischer Synapsen (Husseini et al., 2000). Desweiteren organisiert PSD-95 auch die
nachgeschalteten Signalkaskaden. PSD-95 rekrutiert die Calmodulin-abhangige Stickoxid-
Synthetase nNNOS, die nach Ca*-Einstrom durch den NMDA-R aktiviert wird in die PSD. Sie
ist fUr die aktivitatsabhéngige Plastizitét synaptischer Verbindungen wichtig (Sattler et al.,
1999).

1.7 Zielsetzung dieser Arbeit

Um die Funktion von Semaphorinen zu beschreiben, wurden im Rahmen dieser Arbeit
zwei Ansétze verfolgt. Zum einen wurde die physiologische Funktion des sezernierten
Sema3A mit einem genetischen Ansatz untersucht. Zum anderen sollte eine biochemische
Analyse neue Erkenntnisse tber die Funktion der Klasse 4 Semaphorine ergeben.

Um die physiologische Rolle von Sema3A zu charakterisieren, wurden zwei Aspekte n&
her untersucht. Durch Analysen des olfaktorischen Systems konnte gezeigt werden, daf3
Sema3A Expression in der ventralen Nervenschicht des BO die Projektionen von Nrp-1*
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Axonen auf die mediale und laterale Regionen des BO beschrénkt. Demnach ist es von Inte-
resse zu untersuchen, ob Sema3A als Gradient in vivo wirkt. Insbesondere sollte hier eine
Subpopulation von Axonen, die einen spezifischen OR exprimieren, untersucht werden. Nrp-
1 ist ein Rezeptor fur Sema3A und VEGF. Nrp-1 Mutanten zeigen starke Defekte in der Ent-
wicklung des vaskuléren Systems. Es ist wahrscheinlich, daf3 diese tiberwiegend aufgrund der
Funktion als VEGF-Rezeptor entstehen. Es ist jedoch nicht auszuschlief3en, dald Sema3A an
diesen Prozessen ebenfalls beteiligt ist. Aus diesem Grund sollte die Funktion von Sema3A in
der Entwicklung des vaskuléren Systems ndher charakterisiert werden.

Bisher ist die Funktion der membrangebundenen Semaphorine im Nervensystem unbe-
kannt. Esist unklar, ob diese Semaphorine as Liganden, als Rezeptoren oder als Komponen-
ten von Rezeptorenkomplexen fungieren konnen. Die Identifizierung und Analyse von Inter-
aktionspartnern konnte einen Einblick in ihre Funktionen oder die daran beteiligten Signal-
kaskaden geben. Funf Mitglieder der Klasse 4 Semaphorine zeigen ein C-terminales PDZ-
Bindemotiv. Diese Beobachtung sollte als ein Ansatz fur die funktionelle Analyse diese Pro-
teine genutzt werden. Dabei sollte geklért werden, welche PDZ-Doménen Proteine mit Klasse
4 Semaphorinen interagieren, und welche mogliche Funktion diese Bindung hat. Desweiteren
sollte in einem genetischen Ansatz ein Targeting-V ektor fir das membrangebundene SemadG
generiert werden, um eine genetische Analyse der Klasse 4 Semaphorine zu beginnen.
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2 Material und Methoden
2.1 Materialien
2.1.1 Gerate
Axiophot Zeiss, Oberkochen

Bakterien-Inkubatoren
Bakterien-Schiittler

Bio Doc Analyze fir Agarose Gele
Biorad-Micropul ser

French Pressure Cell Press
Heizblock
Horizontal-Elektrophoresekammer
Horizontal schiittler

Image Reader BAS-180

Image Reader LAS-100
Inkubatoren fur die Zellkultur
Kryotom CM 3050

Labofuge GL

Magnetrihrer

Mikrotom

pH-Meter, digital

Thermocycler, Biometra Unol|
Rontgenfilmentwicklungsgerét
Sequenziergerét

Sorvall-Zentrifuge (HB-4,SS34,GSA)

Speedvac Vakuumkonzentrator
Sterile Werkbank
Tischzentrifuge 5412
Transfer-Blotkammer
Uberkopfschiittler
UV-Stratalinker
Vertikal-Elektrophorese-K ammer

Memmert, Schwabach
Memmert, Schwabach
Biometra, Gottingen
Biorad, Minchen

Thermo Spectronic

Stuart Scientific, Omnilab, Munster
Biorad, Munchen
Eppendorf, Hamburg
Fujifilm, Straubenstadt
Fujifilm, Straubenstadt
Kendro, Hanau

Leica, Braunschweig
Heraeus, Hanau

Janke und Kunkel, Staufen
Leica, Braunschweig
Knick, Ominlab, Mlnster
Biometra, Gottingen
Agfa-Gevaert, Leverkusen
ABI Prism, Darmstadt
Megabace,Amersham
Pharmacia, Freiburg
Sorvall Kendro, Dusseldorf
Bachhofer, Reutlingen
Kendro, Hanau

Eppendorf, Hamburg
Roth, Karlsruhe

Heidolph, Keilheim
Stratagene, Heidleberg
Biorad, Munchen
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212 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von den folgen-
den Firmen bezogen: Applichem, Diagonal, Fluka, Gibco-BRL-Invitrogen, Merck, Serva,
Sigma, Roche Diagnostic GmbH und Roth. Wasser zur Herstellung von Ldsungen wurde mit
dem Milli-Q-Water System (Milipore) und dem Reverse Osmosis System (Sartorius) gerei-

nigt.

2.1.3 Medien und Antibiotikaldsungen fir Bakterienkulturen

Zur Sterilisierung wurden die Medien 20 min bel 120 °C autoklaviert.

L B-Flissigmedium
(Luria-Bertani-)

LB-Agar

L B-Topagar

LB-Medium fir A-Phagen

Antibiotika

Bacto-Trypton
Bacto-Hefeextrakt
NaCl

pH 7,5

Bacto-Trypton
Bacto-Hefeextrakt
NaCl

Bacto-Agar

pH 7,5

Bacto-Trypton
Bacto-Hefeextrakt
NaCl

Bacto-Agar

10 %MgSO,

pH 7,5

LB-Medium
0,2% Maltose
10 mM MgSO,

50 ug/ml Ampicillin
50 ug/ml Kanamycin

109/l
59/
109/l

109/l
59/

109/l
159/l

109/l
59/

109/l
159/l
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50 ug/ml Chloramphenicol

2.1.4 Medien und L 6sungen fir die Zellkultur
Trypsin/ EDTA 2,5% Trypsin/EDTA (w/v)
Zurich-PBS 137 mM NaCl
10 mM Na,HPO, x 2 H,0
3mM KH,PO,
pH 7,2

PBS-EDTA 1 mM EDTA in Zurich-PBS

MEM +10% FCS

Minimum Essential Medium
2 mM Glutamin

100 U/ml Penizillin

100 wg/ml Streptomyzin

10% hitzeinaktiviertes fotales Kélberserum (v/v), Biochrom, Berlin

DMEM + 10% FCS

Dubellco’s Modified Eagles Medium
2mM Glutamin

100 U/ml Penizillin

100 wg/ml Streptomyzin

10% hitzeinaktiviertes fotales Kélberserum (v/v), Biochrom, Berlin

Neurobasalmedium

Neurobasalmedium

100 U/ml Penizillin

100 wg/ml Streptomyzin
1 mM Natriumpyruvat
2% B27

Papain-Ldsung fur Primérkultur 15 % Papain (Sigma)

2X BBS

10 mg/ ml DNase
10 mM Glucosein PBS

50 mM N,N-Bis-(2-hydroxyethyl)-2-
Aminoethansulfonséure (BES)
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280 mM NaCl
1,5 mM NaHPQO,

Fugene 6-Transfektionsreagenz Roche Diagnostics, Mannheim

1-p-D-Arabiofuranosid-Cytosin 3 mM, Sigma, Kat. Nr.: C1768
(AraC) Steinhausen

Dimethylsulfoxid (DM SO) Sigma, Steinhausen

Poly-L-Ornithin Sigma, Steinhausen

215 L 6sungen fur molekular biologische M ethoden

Plasmid-Pr &paration (Alkalische Lyse)

Sol A Resuspensionspuffer 50 mM Glukose
25 mM Tris-HCI, pH 8,0
10 mM EDTA, pH 8,0

10 mg/ml RNase
Sol B Lysispuffer 1% SDS
0,2 M NaOH
Sol C Neutralisationspuffer 3 mM Kaliumacetat
2 M Eisessig

Plasmid-Maxi und QI Awell-Pr&par ation (Qiagen)

P1 Resuspensionspuffer 50mM Tris/HCI
10 mM EDTA
100 ug RNase/ml

P2 Lysispuffer 200 mM NaOH
1% SDS

P3 Neutralisationspuffer 2,55 M Kaliumacetat, pH 8,8
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QBT Equilibrierungspuffer

QC Waschpuffer

QFElutionspuffer

50 mM MOPS

1M NaCl

15 % Ethanol

0,15 % Triton X-100
pH 7,0

50 mM MOPS
1M NaCl

15 % Ethanol
pH 7,0

10 mM TrisHCI, pH 8,5

| solierung von genomischer DNA aus L ambda-Phagen und BACs

SM-Puffer

L1

L2

L3

L4
L5
TES

50 mM Tris/HCI, pH 8
8mM MgSO,
0,1 mM NaCl
0,01 % Gelantine (w/v)

300 mM NaCl

100 mM Trig/HCI, pH 7,5
10 mM EDTA

0,2 mg/ml BSA

20 mg/ml RNase A

6 mg/ml DNase |

30 % Polyethylenglykol (PEG 6000)
3M NaCl

100 mM NaCl
100 mM Trig/HCI, pH 7,5
25mM EDTA, pH 8

4% SDS

3 M Kaliumacetat, pH 5,5
10 mM TrispH 7,5

1 mM EDTA, pH 8,0
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DNase freie RNase

QBT, QC, QF

Gelextraktion

PCI

PB Waschpuffer 1
PE Waschpuffer 2
EB Elutionspuffer

0,1 M NaCl
250 ug Lysozym

Roche Diagnostics, Mannheim

siehe Plasmidpréparation

Phenol:Chloroform:soamyla kohol
(vIviv), 25:24:1

50 mM MOPS
1M NaCl

15 % Ethanol
pH 7,0

50 mM Trig/HCI
1,25 M NaCl

80 % Ethanol
pH 8,5

10 mM TrigHCI, pH 8,5

| solierung genomischer DNA aus Schwanzbiopsien und Zellen

Tail-Puffer

DNA-Agar osegelektrophorese

10X TBE

50 mM Trig/HCI, pH 8,0
100 MM EDTA

100 mM NaCl

1% SDS

10 mg/ml Proteinase K

1M Tris/HCI
890 mM Borsaure
10 mM EDTA
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6X DNA-Laufpuffer

1 kb-Ladder

Ethidiumbromidl 6sung

Nukleinsdur etransfer

20X SSC

0,25 N HCI

Transferpuffer

Neutralisationspuffer

Hybridisierung von Nukleinsauren

Hybridisierunglésung

Waschlsung

50 % Glyzerin

15mM EDTA

0,15 % Bromphenolblau
0,15 % Xylencyanol

Eurogentec, KoIn

10 mg/ml in Wasser

3 M NaCl
0,3 M tri-Natriumcitrat-Dihydrat
pH 7,0

0,4 M NaOH
0,6 M NaCl

0,5M Tris/HCl, pH 7,0
1M NaCl

1M NaCl

50 mM Trig/HCI, pH 7,5

10 % Dextran Sulfat

1% SDS

0,5 mg Heringssperm-DNA/ml (sonifiziert)

2X SSC, 0,1 % SDS
0,5X SSC, 0,1 % SDS
0,1X SSC, 0,1 % SDS
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2.1.6 Material fir molekularbiologische M ethoden

QIAvac Manifold 6

Alkalische Phosphatase (CIAP)
DNase, RNase frei

dNTPs (PCR grade)

Tagq DNA-Polymerase
Advantage Tag 2-Polymerase
Restriktionsendonukleasen

Phosphatase aus K& berdarm (CIP)
Polynukleotidkinase (PNK)
T4-DNA-Polymerase

T4-Ligase
Elektroporationskivetten
Ready-to-go-L abelling-Kit

Probe Quant™-50 Micro-Saulchen
Sequencing Kit mit

Fluoreszenz markierten dNTPs
oder

Labelling Kit fur Megabace
Hybond N+ Membran

QIAgen, Hilden

Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Clontechh, Heidleberg

Roche Diagnostics, Mannheim
MBI-Fermentas, St. Leon-Roth

New England Biolabs,

Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Eurogentec, SA, Seraing, Belgien
Amersham Pharmacia LKB, Freiburg
Amersham Pharmacia LKB, Freiburg
ABI Prism, Darmstadt

Amersham Pharmacia, Freiburg
Amersham Pharmacia, Freiburg

2.1.7 L dsungen fur biochemische M ethoden

21.7.1 Puffer flr die Herstellung von Proteinlysaten

CMFH-Puffer (10X)

54 mM KClI

0,3 mM Na,HPO,x 2H,0

0,4 mM KH,PO,

4,2 mM NaHCO,

137 mM NaCl

5,6 mM Glucose

Proteinase Inhibitor Cocktail (Roche)
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pH 7,4
Lysispuffer 1 1 % Triton X-100
0,1 % SDS (w/v)
0,5 % Na-Desoxychol at
Proteinase Inhibitor Cocktail (Roche)
1X PBS
21.7.2 Puffer fir den GST-Pulldown-Assay
TLB-Puffer 50 mM Trig/HCl, pH 7,4

PD-Waschpuffer

150 mM NaCl

1mMDTT

1,5 mM MgCl,

4 mM EDTA

10 % Glycerol

1 % Triton X-100

Complete Proteinase Inhibitor Cocktail (Roche)

50 mM Trig/HCl, pH 7,4

150 mM NaCl

1 mM DTT

1,5 mM MgCl,

4 mM EDTA

10 % Glycerol

0,1 % Triton X-100

Complete Proteinase Inhibitor Cocktail (Roche)

2173 Puffer zur Kultivierung, Expression und Lysisrekombinanter Proteine
Lysis-Puffer 2 2mM MgCl,
2mM DTT
10% Glycerol

Ni-NTA-Puffer B

Proteinase Inhibitor Cocktail (Roche)
1X PBS

8 M Harnstoff
0,1 M NaH,PO,
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0,01 M TrigHCl
pH 8,0

2174 Puffer zur Aufreinigung rekombinanter Proteine

Ni-NTA-Puffer C 8 M Harnstoff
0,1 M NaH,PO,
0,01 M TrigHCl
pH 6,3

Ni-NTA-Puffer D 8 M Harnstoff
0,1 M NaH,PO,
0,01 M TrigHCI
pH 5,9

Ni-NTA-Puffer E 8 M Harnstoff
0,1 M NaH,PO,
0,01 M TrigHCI
pH 4,5

21.75 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Trenngel 7,5 % oder 10 % (v/v) 40 % Acrylamid
0,375 M Trig/HCI
0,1 % SDS (w/v)
4 ul/ml 10% Ammoniumpersulfat
0,72 wl/ml TEMED

Sammelgel 4 % (v/v) 40 % Acrylamid
0,1 % SDS (w/v)
6 ul/ml 10 % Ammoniumpersulfat
0,72 ul/ml TEMED

5X Probenpuffer 15 % SDS (w/v)
50 % Glyceral (v/v)
15 % B-Mercaptoethanol (w/v)
1,5 % Bromphenolblau (w/v)
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High Molecular Weight Marker

Low Molecular Weight Marker

10X PAGE-Laufpuffer

Coomassie-Blau

Entférbel 6sung

2.1.7.6 Western Transfer

Transferpuffer

Ponceau-L 6sung

2.1.7.7 Nachweisvon Proteinen

Blocklosung 1

Blockldsung 2

ECL-System

Sigma Aldrich, Steinhausen
Kat. Nr. M3788

Sigma Aldrich, Steinhausen
Kat. Nr.: L3788

25mM Tris

250 mM Glyzin

0,1 % SDS (w/v)

0,25 % Coomassie-Blau R250 (w/v)
10 % Essigséure (v/v)

50 % Methanol (v/v)

10 % Essigsaure (v/v
50 % Methanol (v/v)

25mM Tris

250 mM Glyzin

0,1 % SDS (w/v)

20 % Methanol (v/v)

0,5 % Ponceau S
1 % Trichloressigsaure

3% BSA
1X PBS

10 % Magermilchpul ver
0,3 % Tween-20
1X PBS

Super Signal, Pierce
Best. Nr.: 34080
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Stripping-Puffer fur Nitrocellulose 0,2 M Glyzin
0,5M NaCl
pH 2,8
2.1.8 Material flr biochemische M ethoden

Nitrocellulose Membran
PVDF-Membran
Glutathione-Sepahorse™
Protein-G-Sepharose
Ni-NTA-Agarose

Quick Lowry Kit

Schleicher & Schill,

Amersham Pharmacia Biotec, Freiburg
Amersham Pharmacia Biotec, Freiburg

Roche Diagnostics, Mannheim
Qiagen, Hilden
Biorad, Minchen

219 Material und L 6sungen fur Immunhistochemie

Fixierungspuffer 1

Fixierungspuffer 2

Fixierungspuffer 3

Gefrierschutz

PL P-Fixierungspuffer

Permeabilisierungspuffer 1

4 % Paraformaldehyd/ 1X PBS

4 % Paraformaldehyd
15 % Saccharose
1X PBS

3,7 % Formaldehyd
0,2 % Glutaraldehyd
1 X PBS

30 % Saccharose/ 1X PBS

2% Paraformaldehyd
75mM L-Lysine

10 mM Natrium-periodate
M NaH,PO4

pH 7.2

0,1 % Triton X-100/ 1X PBS
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Permeablisierungspuffer 2

Blockreagenz 1

Sigma Fast DAB Tabletten

PBSMT

(far Whole mount-Farbungen)

PBT (fur Whole mount-Farbungen)

Férbel6sung 1

Férbel 6sung 2

Blockreagenz 2 (fur Schnitte)

X-Gal-Farbel 6sung

Themanox-Coverdlips

| mmunofluoreszenz-Einbettmedium

0,1 % Triton X-100
0,1 % Na-Citrat
PBS

10 % Fotales Kaberserum/ 1X PBS

10 mg, Sigma, Steinhausen

3 % Magermilchpul ver
0,1 % Triton X-100
1X PBS

0,2% BSA
0,1 Triton X-100
1X PBS

0,3 mg/ml DAB
0,5 % NiCl,
1 X PBSMT

0,3 mg/ml DAB
0,5 % NiCl,
0,03 % H,0O,

1 X PBSMT

3% BSA
0,1 % Tween-20
1X PBS

2mM MgCl,

0,02 % Nonidet P40

5mM K,[Fe(CN)]

5mM K, [Fe(CN)s] X 3H,0

Nunc

Dako, Hamburg
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2.1.10 Bakterienstamme

XL1-Blue recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, lac
[F’ proABIlaclqZM15, TN10 (tet®)], Stratagene, Heidelberg

DH5a F AlacU169(080lacZ), AM15, hsdR17, recAl, endAl, supE44, gyrA96,
thi-1, relAl (Hanahan, 1983)

M15 Plasmid tragend: pREP4 (Km)
nal®str¥rifYacaragal mtl recA*uvr*, Qiagen, Hilden

LE392 eld(McrA) supE44 thi-1 thr-1 leuB6 lacYl tonA21, Stratagene,
Heidelberg

21.11 Phagen

AFixlIPhage-Semadg  Der AFixIl Phage enthalt die genomische Sequenz von
Sema4g und wurde freundlicherweise von Dr. Staffan Bohm,
University Umea (Schweden) zur Verfligung gestellt.

2112 BAC

BAC-C1lund-C2 bacterial artifical chromosome; enthélt die genomische Sequenz
von Sema4b und wurde von der Firma Genome Systems, USA,
bezogen.

2.1.13 Zellinien

HEK 293T Humane Nierenfibroblasten-Zellinie mit stabiler Integration des
large T'-Antigens des SV-40 Virus. Die Zellinie wurde
freundlicherweise von Dr. Stefan Heller, Rockefeller University,
New York, zur Verfligung gestellt.
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Cos-7 Nierenfibroblasten-Zellinie aus der griinen Meerkatze
(ATCC, Best.-Nr.: CRL-1651)

2.1.14 Mausstamme
NMR1 Harlan-Winkelmann, Borchen
CD-1 Harlan-Winkelmann, Borchen
Sema3a™ Diese Mauslinie wurde freundlicherweise von Dr. Jost

Verhaagen, Amsterdam (Holland) zur Verfigung gestellt
(Taniguchi et al., 1997).

or37a2= Diese Mauslinie wurde freundlicherweise von Dr. Jorg
Strotmann, Universitét Hohenheim, zur Verfigung gestellt
(Strotmann et al., 2000).

2.1.15 Rattenstamme
Wistar Ratten Harlan Winkelmann, Borchen
2.1.16 Plasmide und Expressionkonstrukte

Die Plasmide, die fur Klonierungen in dieser Arbeit verwendet wurden, sind in Tabelle 2
aufgefuhrt.

Plasmid GrofRe | Eigenschaften Referenz

pBK-CMV 45kb Neo', Kand, G418 | Stratagene

pBlueskript SK+ 2,9kb Amp Stratagene

FZ%EZ%Q- 021) 4.9 kb Amp' Amersham Pharmacia

pPACN 6,6 kb Amp' Bunting et al., 1999
Fiore und Puschel, un-

pIRES-EGFP 53kb |Kand oubliziert
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pEasy Flox 3,8kb Amp' ﬁ‘;i‘?‘érr][Zhia”C’V’ unpub-
modifiziert,

pPEGFP-C1 (-Notl) 4,7 kb Kand Fiore und Puschel,
unpubliziert
Probst und Puschel, un-

PEGFP-Sema3A 4,7 kb Kand publiziert

pQE30 34 kb Amp' Qiagen

Tabelle 2: Verwendete Plasmide.D

Tabelle 3 aufgefiihrt.

Labornum Plasmide Referenz

mer
284 pBK-CMV Stratagene
860 pPEGFP-C2 Clontechh
817 pBK-HA-Nrp-1 Rohm et al., 2000
948 pBK-HA-Nrp-2(b0) Rohm et al., 2000
832 pBK-Flag-Sema4B Puschel et al., 1995
841 pBK-Flag-SemadBAcyt Plschel, unpubliziert
842 pBK-V SV-Sema4B Puschel, unpubliziert
1412 pBK -Flag-SemadBAPDZ diese Arbeit
1386 pBK-EGFP-SemadBAN diese Arbeit
1332 pBK-myr-EGFP-SemadBcyt diese Arbeit
1417 PQE30-Sema4Bcyt diese Arbeit
785 pBK-Flag-Sema4C Puschel et al., 1995
792 pBK-Flag-SemadCAcyt Puschel, unpubliziert
1418 PQE30-SemadCcyt diese Arbeit
818 pBK-V SV-SemadE Puschel, unpubliziert
1028 pBK-V SV-SemadF Puschel, unpubliziert
1032 pBK -Flag-SemadF Puschel, unpubliziert
993 pBK-Flag-SemadG Plschel, unpubliziert
994 pBK-VSV-SemadG Plschel, unpubliziert
623 pBK-Flag-SemabA Adamset al., 1996
895 pBK-myc-GIPC1 Plschel, unpubliziert
921 pBK-myc-GIPC2 Puschel, unpubliziert
926 pBK-myc-PICK1 Puschel, unpubliziert
913 pBK-myc-PTP-BL1 (2+3) Puschel, unpubliziert
920 pBK-myc-PTP-BL1 (4+5) Puschel, unpubliziert
922 pGWI-myc-PSD-95 Garner et a., 2000
968 PBK-myc-S-Scam Roth, unpubliziert

ie Expressionsvektoren, die in dieser Arbeit verwendet wurden, sind in
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1016 pBK-myc-SAP97 Puschel, unpubliziert
1017 pBK-myc-SAP102 Puschel, unpubliziert
1248 PEGFP-ProSAP1 Boeckerset al., 1999
1265 PEGFP-ProSAP2 PDZ 2-3 (SAM) Boeckerset al., 1999
1266 PEGFP-ProSAP2 PDZ 2-3 KPN Boeckerset al., 1999
1352 PACN™®" diese Arbeit

1416 Semadg Targeting Vektor diese Arbeit

Tabelle 3: Verwendete Expressionsvektoren. Fusionsproteine, cDNA’s mit vollsténdigem Leserahmen und
Mutanten zur eukaryotischen Expression wurden in die Vektoren pBK-CMV, pEGFP-C1 und und pEGFP-
Sema3A kloniert, die eine Expression unter der Kontrolle des Cytomegal ovirus (CMV)-Promotors ermdglichten.
Konstrukte zur bakteriellen Expression fir GST- und 6XHis-Fusionsproteine wurden in den pGEX-4T-2- bzw.
PQE30-Vektor kloniert. Genomische Sequenzen des Sema4g-L okus wurden in den Targeting Vektor pACNFASY
kloniert.

2.1.17 Synthetische Oligonukleotide
Nr. |Bezeichnung | Sequenz Verwendung
Cl1 |P3 5 ATGGTT CTGATA GGT GAG GCA TGG 3 Genotypisierung
C2 (P4 5 GTT CTG CTC CCG GCT CTA AATCTC 3 Genotypisierung
C3 |semac 3 _?_’G%TBTGTCGAC TCATACTGA AGACTCCTC |« \oni erung
C4 |SemadB 5 ?; 1@;’(?? CAT GCC GGC GA CTT CGA GAA GAG | «|oni erung
C5 |SemadG 3 _?_A%T;' GTC GACTCA GACAGA GCT CTCGTC | (i erung
C6 |SemadG 5 i’AG;G GAT CCA GAC GAG GTC GAA GAC GAA | | i erung

5 GT TGTCGACTCA TACCACAGA GTCTCG .
C7 |Sem4B_3 GAT TCT 3 Klonierung
C8 |sem4B 5 !CS: _Igc':l' SSEGATCC CAT CGG GAT GGC ATG AAA Klonierung
C55 |G3A 5 AAGAAGGCCTTCTCCACCTG 3 Genotypisierung
C56 | G63 5 AAGGCT ATGCTGAATGATTGA 3 Genotypisierung
C57 | 797 5 TGGAGCCCGTCA GTATCGGC 3 Genotypisierung
C89 |4B_Dd _?_ cC:;_IZI':(BZ’GCCGGCGTCATACCACAGAGTCTCGGAT Klonierung
C92 | 4B DEL iGG(;I' cE}I_C'EAC?C;:GGCGTCAGTCTCG BATTCT CAG | oni erung
C93 |4B_Dd g TCGAATGAATTCCTGGTGATGTGT ACT Klonierung
C94 |4B_Kpnl 5 GAACCACGCTGATGGTACCCCAGTCAT 3 Klonierung
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C95

4B_XHO

5 GT CTCGAG GTCTCGGATCTCAGAGCC 3

Klonierung

Tabelle 4: Die in dieser Arbeit verwendeten Oli gonukleotide. Synthetische Oligonukleotide wurden entweder zur
Genotypsierung von Sema3a- oder or37a®-*“-Mauslinien oder zur Konstruktion von Expressionkonstrukten

verwendet. Sequenzierungen wurden mit Standardprimern (T3, T7, Uni, Rev) durchgefihrt.

343

2.1.18 Antikor per
Antikorper Verdlnnung Referenz
IF: 1:10000 : -
Maus o-Flag M2, monoklonal, F3165 IB: 110000 Sigma, Steinhati
|P: 1:5000
IF: 1: 500 Roche Di-
Maus a-Myc, monoklonal, 1667149 IB: 1:2000 agnostics, Mann-
|P: 1:500 heim _
Kanichen a-Myc, polyklonal, PRB-150P | IF: 1:500 Babeo, Xichmond,
Ratte a-HA, monoklonal, 1867423 L agnostics, Mann-
IB: 1:330 haim
IF: 1:500 Roche Di-
Maus a-V SV, monoklonal, 1667351 IB: 1:500 agnostics, Mann-
|P: 1:500 heim
IF: 1:2000 Babco, Richmond,
Maus a-GFP, monoklonal, MM S-118P IB" 1:5000 CA, USA
: D1 Amersham Phar-
Ziege a-GST, polyklonal, 27-4577-01 :E 11:(())80 xg% a, Freiburg
Maus a.-PSD-95, monoklonal, MAB-046 IB: 1-500 Al exi’s_, Gottingen
Maus a-NDMR-1, monoklonal MAB363 | IF: 1:250 chemicon, Hof-
Kaninchen a-NDMR-1, polyklonal, IE: 1:250 Chemicon,
AB1516 T Hofheim
. . Roche Dio-
Kaninchen a-Synaptophysin-1, monoklonal IE: 1:100 agnostics, Mann-
heim
. IF: 1:2000 Boeckerset a.,
M eerschweinchen a-ProSAPL, polyklonal IB: 1:2000 1999
. IF: 1:2000 Boeckerset a.,
Kaninchen a-ProSAP1, polyklonal IB-1:2000 1999
Maus a.-Bassoon, monoklonal IF: 1:250 tl%rS8D|eck ad.,
IF: 1:2000
Kaninchen a-SemadB, polyklonal 1B:1:2000 eigene Herstellung
|P: 1:500
IF: 1:4000
Kaninchen a-SemadC, polyklonal IB: 1:3000 eigene Herstellung
|P: 1:500
Kaninchen a-GIPC1, polyklonal :E 113;%% von M. Simmons
Kaninchen a-Neuropilin-1, polyklonal, PC- IE: 1:100 Oncogene, Calbio-

chem, Schwalbach
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Kaninchen a-Neuropilin-2, polyklonal, IE: 1:200 R&D-System,
AF567 T Wiesbaden
Ratte a-Pecam-1 (CD31), polyklona), WM: 1:40 PharMingen Int.,
553370 T San Diego, USA
Maus a-Aktin, monoklonal, 1 Chemicon,

MAB 99874 IB: 1:100 Hofheim
Ziege a-Maus, Peroxidase gekoppelt, 1. ;
115035003 IB: 1:10000 Dianova, Hamburg
Zi ; 9. Roche
iege a-Ratte, Peroxidase gekoppelt, IB: 1:10000 Diaonostics
2013819 WM: 1:400 ypahieie
Ziege a-Kaninchen, Peroxidase gekoppelt, 1 :
205095147 IB: 1:10000 Dianova, Hamburg
Ziege o-Maus, Alexa Fluor 488, A-11010 | IF: 1:1000 g&ﬁlng?n
Ziege o-Maus, Alexa Fluor 350, A-11001 | IF: 1:1000 g&ﬁlng?n
Ziege o-Maus, Alexa Fluor 594, A-11005 | IF: 1:1000 g&ﬁlrgfn
Ziege a-Meerschweinchen, Alexa Fluor IE: 1:1000 MoBiTec,
594, A-11076 T Gottingen
Ziege a-Kaninchen, Alexa Fluor 488, A- g MoBiTec,
11008 IF: 1:1000 Géttingen
Ziege a-Kaninchen, Alexa Fluor 594, A- a. MoBiTec,
11012 IF: 1:1000 Goattingen
Rhodamine-Phalloidin, 300 U, R-415 IF: 1:300 E”&Ehg?n

Tabelle 5: In dieser Arbeit verwendete Antikorper. Diein dieser Tabelle aufgefuhrten Antikorper wurden fur
indirekte Immunfluoreszenz (IF), Immunoblot (IB)-Analysen, Immunprézipitationen (IP) und Whole Mount-
Analysen (WM) verwendet.

2.2 M olekular biologische M ethoden

Die meisten in diesem Kapitel beschriebenen Methoden sind, soweit nicht anders aufge-
fahrt, Variationen der in Sambrook et al. (2000) beschrieben.

221 Prapar ative M ethoden

2211 | solierung von DNA durch alkalische Lyse

Die alkalische Lyse ist eine schnelle und einfache Methode zur 1solierung geringer Men-
gen an Plasmid-DNA aus E. coli. Die durch alkalische Lyse gewonnene DNA eignet sich zur



Material und Methoden 40

Analyse durch Restriktionsverdau oder Hybridisierungen. 1,5 ml Ubernachtkulturen
(LB+Antibiotikum) wurden 1 min bei 132000 rpm in einer Eppendorf (Biofuge) zentrifugiert
und das Pellet in 100 ul Ldsung A resuspendiert. Nach Zugabe von 200 ul Losung B wurde
der Ansatz gut gemischt und fur 5 min bel Raumtemperatur bis zur Lyse der Bakterien inku-
biert. Anschlief3end wurde 150 ul eisgekihlte Lésung C hinzugeflgt, grindlich invertiert und
der Ansatz 5 min auf Eis inkubiert. Danach folgte eine 5-minitige Zentrifugation in einer
Biofuge bei Raumtemperatur, bei der denaturierte Proteine und genomische DNA pelletiert
wurden. Der klare Uberstand wurde abgenommen und in ein neues Eppendorf-Reaktionsge-
fal3 Uberfhrt. Durch Zugabe von 1 ml eisgekihltem 100 % Ethanol und Inkubation fir 2 min
bei Raumtemperatur wurde die DNA gefallt und anschlief?end durch eine weitere Zentrifuga-
tion (13200 rpm, 10 min ) préazipitiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet getrocknet
und zur weiteren Verwendung in 10-50 ul TE + RNase gel 6st.

2212 I solierung von DNA uber QlAwell-Saulen

Diese Verfahren liefert hochreine DNA, die fur die Sequenzierung und Transfektion ge-
eignet ist. Fir eine DNA-Praparation wurden die Bakterien aus 5 ml Ubernachtkultur
(LB+Antibiotikum) durch zwei Zentrifugationen (8000 rpm, 1 min, Biofuge) in einem 2 ml
Reaktionsgefdl’ pelletiert und in 300 wl Puffer 1 resuspendiert. Der Ansatz wurde mit 300 ul
Puffer 2 versetzt, mehrfach invertiert und fir 5 min bel RT inkubiert. Nach Zugabe von 300
ul Puffer 3 und Invertieren wurde das Gefél3 fur 10 min auf Eis gestellt und 15 min in einer
Biofuge bei Raumtemperatur zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand ab-
genommen, auf die Saulen eines QIAwell-8 Streifen gegeben und mittels QlAvac-Vakuum-
vorrichtung (Manifold 6) durch das Saulenmaterial gesaugt. Die an die Matrix gebundene
DNA wurde dreimal mit 1 ml QC-Puffer gewaschen, mit 500 ul QF-Puffer in ein Sammel-
rohrchen eluiert und schliefdlich mit 350 ul 1sopropanol geféllt. Nach einer Zentrifugation von
30 min in einer Biofuge bel RT wurde das Prazipitat mit 70% Ethanol (v/v) gewaschen, ge-
trocknet und fur weitere Anwendungen in 10-50 ul H,O gel0st.

2213 I solierung von DNA im préparativen Mal3stab

Die Gewinnung von Plasmid-DNA im praparativen Mal3stab erfolgte mit Hilfe eines Kits
der Firma Qiagen nach Anleitung des Herstellers. Zur Praparation von Plasmid-DNA wurden
die plasmidtragenden Bakterien Uber Nacht in LB-Medium mit Antibiotikum inkubiert und
am nachsten Morgen bei 4000 rpm fir 10 min abzentrifugiert (4 °C, GSA-Rotor, Sorvall). Das
Pellet wurde in Puffer 2 lysiert, 5 min in Puffer 2 alkalisch lysiert und nach Zugabe von
Puffer 3 30 min auf Eisinkubiert. Die weitere Aufreinigung erfolgte an Affinitéts-Saulen mit
Hilfe von Tip100 oder Tip500-Saulen.
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2214 Praparation von genomischer DNA

Genomische DNA wurde nach einem vereinfachten Protokoll von Laird et a. (1991) ge-
wonnen. Bei diesem Verfahren wurde die Spitze eines Mausschwanzes oder eukaryotische
Zellen mit 500 ul tail-Puffer versetzt und tber Nacht bei 55°C inkubiert. Nach dem Verdau
der Proteine wurden die 16slichen Reste bei 13000 rpm 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde in ein frisches Eppendorf-Gefal transferiert, die genomische DNA mit 500 ul 1sopro-
panol geféllt und 15 min bei 13200 rpm pelletiert. Das Prézipitat wurde in 250 ul 70% Etha-
nol gewaschen und kurz an der Luft getrocknet. Danach wurde die DNA in 300 ul TE-Puffer
aufgenommen und 15 min zur vollstandigen Lésung bei 55°C inkubiert. Die Lagerung geno-
mischer DNA erfolgte bei 4 °C.

2215 Préaparation von BAC-DNA

Zur Gewinnung genomischer DNA aus Bacterial Artifical Chromosomes (BACs) wurde
nach dem Protokoll von Genome Systems verfahren. Die Bakterien aus einer 500 ml Uber-
nacht-Kultur wurden bei 5000 rpm in einer Sorvall-Zentrifuge fur 20 min pelletiert. Das Pellet
wurde in 24 ml TES resuspendiert und die Bakterien mit 25 ml Puffer B lysiert. Nach einer 5-
mindtigen Inkubation auf Eis wurden 24 ml 3 M KAc hinzugefiigt und die Ldsungen durch
vorsichtiges Invertieren gemischt. Danach wurde das Gemisch kurz auf Eis inkubiert und 20
min bei 10000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde Uber einen Filter gegeben und der
Durchfluf3 zweimal mit Phenol extrahiert. Die wassrige L 6sungen wurde mit einem gleichen
Volumen Isopropanol versetzt, und die DNA 30 min bei 4 °C prézipitiert. Das Pellet wurde
zweimal mit 70 % EtOH gewaschen und dann in 1 ml TE resuspendiert. Die gereinigte BAC-
DNA konnte dann bei 4 °C gelagert werden.

2216 Préapar ation von Phagen-DNA

Die Préparation von genomischer DNA aus Phagen erfolgte mit Hilfe eines Kits der
Firma Qiagen nach Anleitung des Herstellers. Hierzu wurden zundchst LE392 Bakterien mit
5X 10" pfu AFixIl Phagen infiziert und auf LB-Platten ausgestrichen. Nach der Bildung von
Plagues wurden die lysierten Bakterien mit 10 ml 10 mM MgSO, eluiert und der Uberstand
fur die weitere Gewinnung der genomischen Phagen-DNA verwendet. Das Protokoll wurde
nach Angaben des Herstellers durchgefihrt.
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2217 Polymer asekettenr eaktion

Die Genotypisierung von Sema3a Mutanten und Or37a™'**-Mauslinien oder die Ampli-
fizierung bestimmter DNA-Sequenzen mit Hilfe spezifischer Primer fir spétere Klonierungs-
reaktionen wurde mittels PCR durchgefuhrt. Die Annealing-Temperatur des PCR-Program-
mes wurde in Abhéngigkeit des Schmelzpunktes der Primersequenzen gewahlt. FUr eine ana-
lytische PCR wurden jeweils 1 ul Losung der in 2.2.1.4 beschriebenen Methode gewonnene
genomischer DNA, 2ul Reaktionspuffer, 1 ul 10 mM dNTP-Gemisch, jeweils 1 ul des 5'-
und 3" Primers (10 pmol/ul), ImM MgCI, und 0,5 ul Tag-Polymerase (1 U/ul; Gibco-Invitro-
gen) gemischt und mit Aqua bidest auf 20 ul aufgefllt.

Fur die praparative Herstellung von Fragmenten durch PCR wurde ein Reaktionsvolumen
von 100 ul mit 500 ng DNA, 5 ul Reaktionspuffer, je 2 ul 5'- und 3'-Primer (10 pmol/ul), 1
ul dNTP-Gemisch und 2,5 U Polymerase (Advantage Taq 2-Polymerase, Clontech) verwen-
det.

Die PCR-Reaktion wurde im Thermocycler durchgefihrt, und es wurden in der Regel 36-
40 Zyklen von Denaturierung, Annealing und Polymerasereaktion durchlaufen. Tabelle 6
fasst die am haufigsten verwendeten Programme zusammen.

Programme

Sema3A-PCR tauLacZ CB_3 clone
Denaturierung 94°Cfur5min |94°Cfur5min |94 °Cflr 5min
Denaturierung 94°Cfurlmin |94°Cfurlmin |94°Cflr 1 min
Annealing 62 °Cfur 30sec |64 °Cfur30sec |54 °Cfur 30 sec
Elongation 72°Cfur2min |72°Cfir2min |68 °C fur 2 min
Elongation (im
Anschluss an letzten 72°Cfur 10 min | 72°Cfur 20 min |68 °C fur 10 min
Zyklus)
Zyklenzahl 36 36 40

1,3 kb +/+ 337 bp +/+
Produkt 600 bp /- 250 bp -/- na

Tabelle 6: PCR-Programme.

Zur Kontrolle und Auswertung der PCR wurden anschlief}end 10 ul der Anséize
elektrophoretisch im Agarosegel aufgetrennt.

2218 | solierung von DNA-Fragmenten

Um DNA-Fragmente (PCR-Produkten oder Plasmid-DNA) von Proteinen, RNA, Salzen
und Nukleotiden zu reinigen, wurde ein Verdau oder PCR-Ansatz zunachst in einem Ethidi-
umbromid-Agarosegel geeigneter Konzentration elektrophoretisch aufgetrennt. Die ge-



Material und Methoden 43

wunschte Bande wurde ausgeschnitten. Die DNA wurde dann mit dem QIAex Gel Extraction
Kit (QIAgen) nach Anleitung des Herstellers aufgereinigt. Diese Methode beruht auf der
Auflésung der Agarose in Anwesenheit von Natriumiodid und der Bindung der DNA an
Glasmilch unter leicht sauren Bedingungen. Anschlief3end wurde die DNA durch einen alkali-
schen Puffer wieder in Losung gebracht. Alternativ wurde das Gelstiick in ein zur Halfte mit
Plastikwolle gefiilltes 0,5-ml-Reaktionsgefald mit durchbohrtem Boden Uberfihrt und in flis-
sigem Stickstoff fur 5 min gefroren. Anschlief3end wurde das Reaktionsgefad in ein 1,5 ml-
Eppendorf-Reaktionsgefal? gestellt. Durch Zentrifugation bei 3000 g fur 10 min gelangte die
zu isolierende DNA in das untere Reaktionsgefél3, wahrend die Agarose durch die Plastik-
wolle zuriickgehalten wurde. Die auf diese Weise isolierte DNA konnte direkt zur Ligation
eingesetzt werden.

2219 Phenol-Extr aktion von DNA

Mit der Phenolextraktion werden Proteine aus der DNA-L 6sung entfernt. 300 ul DNA-
Losung wurde mit 1 Vol. Phenol : Chloroform : Isoamylalkohol (25:24:1) versetzt. Nach Mi-
schung wurden die Phasen durch Zentrifugation bei 15000 g fir 5 min getrennt. Die obere,
wassrige Phase wurde abgenommen und gefallt.

2.2.1.10 Reinigung und Konzentration von DNA auswa&ssrigen L 6sungen

Zur Féllung der DNA aus einer wassrigen Losung wurde diese mit 0,1 Vol. 3 M Na-Ace-
tat (pH 5,2) und 2,5 Vol. 100 % Ethanol (RT) versetzt, gemischt und 30 min bel —20°C gefdllt.
Die Prézipitation erfolgte durch 15 min Zentrifugieren (15000 g). Der Niederschlag wurde
mit 70 % Ethanol (v/v) gewaschen, nach erneutem Zentrifugieren an der Luft oder im
Vakuumtrockner getrocknet, und das DNA-Pellet in einem geeigneten Volumen H,O bzw.
Puffer aufgenommen wurde. Die Fallung kann mit 1 VVol. Isopropanol anstelle von 2,5 Vol.
Ethanol durchgefihrt werden.

2.2.2 Analytische M ethoden

2221 DNA-Restriktionsver dau

Restriktionsverdaue von Plasmiden und PCR-Produkten wurden unter den Bedingungen
durchgefihrt, die vom Hersteller des jeweiligen Enzyms angegeben wurden. In der Regel
wurde die DNA mit /10 Volumen Restriktionspuffer und 2 bis 10 Units pro ug DNA inku-
biert. Das Volumen des eingesetzten Enzyms betrug maximal 1/10 des Endvolumens. Der
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Restriktionsverdau wurde fur 2 bis 12 Stunden bei geeigneter Temperatur durchgefiihrt.
2222 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Zur Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von DNA-Proben wurde die optische
Dichte bei 260 nm und 280 nm gemessen. Fir doppelstrangige DNA entspricht eine OD,,
von 1,0 einer Konzentration von 50 ug/ml. Das Verhaltnis OD,.,/OD,g, gibt Aufschluss tber
den Grad der Verunreinigung der Nukleinsdureprobe durch Proteine. Fir reine Nukleinsduren
sollte der Quotient OD,,,/OD,q, Werte zwischen 1,8 und 2,0 annehmen.

2223 Elektrophor etische Auftrennung von DNA in Agar osegelen

Die préparative und analytische Auftrennung von DNA-Fragmenten anhand ihrer Mole-
kulargewichte erfolgte unter nativen Bedingen in Agarose-Flachbrett-Gelen. Um eine opti-
male Auftrennung der DNA-Fragmente zu erzielen, wurde die Agarosekonzentration zwi-
schen 0,8 und 1,4 % variiert. Als Gel- und Elektrophoresepuffer wurde 0,5 X TBE verwendet.
Zur Herstellung des Gels wurde die Agarose mit 0,5 X TBE-Puffer in einem Mikrowellenge-
rét schlierenfrei aufgekocht, und die Agarosegellésung in eine abgedichtete Horizontalkam-
mer mit eingesetztem Kamm gegossen. Vor dem Gelauftrag wurden die Proben mit 1/6 Vo-
lumen 6X Ladepuffer versetzt. Die Gelelektrophorese erfolgte bei 10-15 V/cm? und dauerte je
nach Gelgréi3e 1-2 Stunden. Anschlief3end wurde das Gel fur 10 min in einer Ethidiumbro-
midl6sung (10 ug/ml) gefarbt und auf einem UV-Transilluminator zur Dokumentation foto-
grafiert.

2224 Nukleinsdur etransfer
Southern-Blot

Zur Analyse genomischer DNA wurde die von Southern entwickelte Transfer-Methode
verwendet (Southern et al., 1975).

Genomische BAC-, Phagen- oder Plasmid-DNA wurde durch Restriktionsanalyse enzy-
matisch verdaut und el ektrophoretisch aufgetrennt. Anschlief3end erfolgte eine partielle Depu-
rinierung der DNA durch Behandlung des Gelsin 0,25 N HCI (10 min). Zur Denaturierung
und Neutralisierung wurde das Gel in Transferpuffer tberfiihrt. Die DNA wurde dann tber
Nacht mittels Kapillarkraften unter Verwendung des Transferpuffers auf eine Nylon-Memb-
ran transferiert. Anschlief3end wurde die Membran 5 min in Neutralisierungspuffer inkubiert
und zur Immobilisierung der DNA 10 min im UV-Crosslinker behandelt.
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Kolonie-Hybridisierung

Diese Technik basiert auf einem abgewandelten Verfahren von Grunstein und Hogness
(1975) und erlaubt die Analyse von Plasmiden in Bakterienkolonien. Nach dem Wachstum
der Bakterien auf festen Medien wurde durch Auflegen von Nylon-Membranen Replikate
erzeugt. Zur Lyse der Bakterien und zur Denaturierung der DNA wurden die Membranen
nacheinander 3 min in einem Mikrowellengerédt auf einem mit 2X SSC durchtrankten What-
mann 3MM Papier inkubiert. Die luftgetrockneten Filter wurden zur Fixierung der DNA im
Stratalinker mit UV-Licht (302 nm) bestrahlt.

2225 Herstellung von radioaktiv markierten Sonden und Hybridisierung

DNA-Sonden wurden mit Hilfe des Ready-to-go-L abelling Kits nach Anleitung des Her-
stellers radioaktiv markiert. Dazu wurden 200 ng DNA in 45 ul Wasser durch 3-minitige
Inkubation bei 94 °C denaturiert. Nach dem Abkihlen auf Eis wurden dem Ansatz 5 ul (50
uCi) [a-*P] dCTP zugegeben. Nach Inkubation fiir 1 h bei 37 °C wurde die radioaktive mar-
kierte Sonde Uber Pharmacia Micro-Spin-Columns aufgereinigt, um tberschtissige Nukleotide
zu entfernen. Die Membran wurde kurz in 2X SSC angefeuchtet und anschlief3end mit 15 ml
der Préhybridisierungsiésung fur 2 h bei 65 °C inkubiert. Nach Denaturierung der markierten
Proben durch kurzes Aufkochen wurde die Sonde zum Prahybridisierungsmix hinzugefigt
und tber Nacht bel 65 °C inkubiert.

Nach der Hybridisierung tber Nacht wurden die Filter kurz in 2X SSC, 0,1% SDS bel RT
gespult und dann zweimal fur 20 min mit 2X SSC, 0,1% SDS bei 42 °C bis 65 °C gewaschen.
Nach zwei weiteren Waschschritten mit jeweils in 1X SSC, 0,1% SDS und in 0,1X SSC,
0,1% SDS fur 20 Minuten wurden die Membranen zum Abtropfen kurz auf Whatmann 3MM
Papier gelegt, in Frischhaltefolie verpackt und nach Auflegen eines Rontgenfilms zur Autora-
diographie in einer Expositionskassette bei —70°C fur 1-4 Tage gelagert. Alternativ wurden
die in Frischhaltefolie verpackten Membranen auf eine Phosphoimager-Screen gelegt und
nach 1-16 Stunden mit einem Fuji-Bas 1000 ausgewertet.

2226 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA erfolgte nach der Didesoxy-K ettenterminations-M ethode
(Sanger et a., 1977). Die DNA-Sequenzierungen wurden mit dem automatischen Sequenzier-
gerdt (Applied Biosystems 373A DNA Sequencer) unter der Verwendung eines geeigneten
Sequencer Kits (Dyedeoxy Terminator Cycle Sequencing Kit, Perkin Elmer) durchgefihrt.
Dabei wurde nach den Angaben des Herstellers verfahren. Die Analyse der Sequenzen er-
folgte in der Regel mit Hilfe der Programme MacV ector, DNA-Star oder DNA-Strider.
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2.2.3 Klonierungstechniken

2231 Dephosphorylierung von DNA

Die Entfernung der endsténdigen 5'-Phosphatgruppe dient zur Vermeidung der intramo-
lekularen Ligation von linearisierten Plasmidvektoren. Dazu wurden 20 ul einer Restriktions-
reaktion mit 2,4 ul zehnfach konzentriertem Phosphatasepuffer und 1,6 ul alkalischer
Phosphatase aus K& berdarm versetzt und 1 h bei 56 °C inkubiert.

2232 Phosphorylierung und Auffillen von 5 -Uber stehenden DNA-Enden (,fill
in)

Bevor uberstehende Enden von DNA-Fragmenten oder PCR-Produkten mit glatten Enden
eines linearisierten Vektors ligiert werden kdnnen, missen diese zunéchst aufgefullt und
phosphoryliert werden. Durch PCI-Extraktion und Fallung aufgereinigte PCR-Produkte oder
Restriktionsfragmente wurden in 13 ul H,O aufgenommen, mit 4 ul T4-DNA-Polymerase-
Puffer, 2 ul Polynukleotidkinase (PNK)-Puffer, 2 ul dATP/ 10 mM dNTP, 0,5 ul T4-DNA-
Polymerase und 0,5 ul PNK versetzt und fir 30 min bei 37 °C inkubiert. Aufgefillte Restrik-
tionsfragmente und PCR-Produkte wurden anschlief3end Uber eine Agarosegel aufgetrennt,
eluiert, gereinigt und dann ligiert.

2233 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation eines Vektors mit einem Passagierfragment wird durch die DNA-Ligase ka-
talysiert. Dieses Enzym verknUpft unter ATP-Verbrauch eine 3'-OH- mit einer 5" -Phosphat-
Gruppe kovalent unter Aushildung eine Phosphodiesterbindung. Fur den Einbau von einem
oder mehreren DNA-Fragmenten in einen Vektor wurden 7 ul einer DNA-Fragment-L 6sung
(200 ng DNA), 1 ul deslinearisierten und ggf. dephosphorylierten Vektors (etwa 50 ng DNA)
und 1 ul Ligase-Puffer gemischt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 ul T4-DNA-Ligase
(1U/ul) gestartet und fur 2 Stunden bei RT oder Uber Nacht bel 16 °C inkubiert.

2234 Kultivierung von Bakterien

Die E. coli-Stdmme wurden auf LB-Agar-Platten bei 37 °C angezogen. Fir die Aufzucht
plasmidtragender Stamme wurden entsprechende Selektionsmedien verwendet, fur FlUssig-
kulturen wurde LB-Medium mit einer Einzelkolonie beimpft und 6 h bzw. Uber Nacht im
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Schiittelinkubator bei 220 UpM und 37 °C inkubiert. Bakterienkolonien wurden auf Agar-
platten bis zu einer Woche bei 4 °C aufbewahrt. Zur dauerhaften Lagerung wurden Glyzerin-
kulturen bei —80 °C aufbewahrt. Dazu wurde Glyzerin zu Endkonzentration von 20 % (v/v) zu
einer Ubernachtkultur gegeben und diese eingefroren. Um eine Kultur aus einer Glyzerinkul-
tur anzuimpfen wurde etwas tiefgefrorenes Material mit einem sterilen Glasstab enthommen,
in ein geeignetes Volumen Flissigmedium tberfuhrt und bei 37 °C tiber Nacht unter schitteln
inkubiert.

2235 Her stellung von kompetenten Zellen fir die Elektroporation

Die hochste Transformationseffizienz erhdlt man mit Zellen, die in der exponentiellen
Wachstumsphase geerntet und durch mehrfaches Waschen in ein Medium moglichst geringer
lonenstérke Gberfuhrt werden.

Eine 1000 ml Bakterienkultur in exponentieller Wachstumsphase (ODg,, = 0,6-0,7) wurde
nach 30 min Abkudhlen auf Eis bei 5000 x g und 4 °C fur 15 min sedimentiert, in 500 ml ste-
rilem eisgekihltem Wasser resuspendiert und wie zuvor pelletiert. Dies wurde wiederholt und
die Zellen jewells in 250 ml Wasser bzw. in 50 ml und schliefdlich 5 ml 10 % (v/v) Glyzerin
resuspendiert und darauf folgend in 50 ul-Portionen aliquotiert. Nach Schockgefrieren bei
—196 °C wurden diese bei —70 °C gelagert.

2236 Her stellung von kompetenten Bakterien fur die
Hitzeschocktransfor mation

Hierbel wurden die Bakterien wiederum wahrend der exponentiellen Phase geerntet. Eine
1000 ml-Bakterienkultur in exponentieller Wachstumsphase (ODgy, = 0,6-0,7) wurde im Eis-
bad 30 min abgekihlt und durch Zentrifugation bei 4000 g fur 10 min bei 4 °C sedimentiert,
anschlief3end mit 20 ml eiskaltem 100 mM CaCl, gewaschen, erneut sedimentiert (4000 g,
4°C, 5min), in 10 ml 100 mM CaCl, resuspendiert und mindestens 30 min auf Eis inkubiert.
Nach einer weiteren Zentrifugation bei 4000 g fir 5 min bei 4 °C wurde das Bakteriensedi-
ment in 2,5 ml 100 mM CaCl,/15 % Glyzerin (v/iv 4 °C ) aufgenommen und die Zellsuspen-
sion in 100 pl-Portionen in vorgekuhlte Eppendorf-Reaktionsgeféfde verteilt. Nach Schockge-
frieren bel -196 °C wurden die Bakterien bei -70 °C gelagert.

2237 Transformation durch Elektroporation

Elektroporation ist eine hocheffiziente Methode zur Transformation einer Vielzahl ver-
schiedener Bakterienspezies. Wie in Dower et al. (1988) beschrieben, erreicht man bei E.coli
eine Transformationsrate von 10" Transformanden pro ug Plasmid-DNA. Die bei der Elektro-
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poration erzeugte lokale Desorganisation der Bakterienmembran erlaubt die Aufnahme von
Plasmiden und anderen hochmolekularen Stoffen. Ein Aliquot kompetente Zellen wurde auf
Eis aufgetaut und mit 1-2 ul Ligationsansatz versetzt. Der Ansatz wurde dann in eine Elektro-
porationskivette mit 1 mm Elektrodenabstand tberfuhrt und im BIO-RAD Micro-Pulser
elektroporiert (Programm EC1: 1,8 kV). Anschlief3end wurde die Zellsuspension in 1 ml LB-
Medium aufgenommen, in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 tberfuhrt und 1 Stunde bei 37 °C auf
einem Schiittler inkubiert. Danach wurden die Bakterien durch Zentrifugation pelletiert, der
Uberstand bis auf 100 ul abgenommen, die Bakterien im verbleibenden Medium resuspen-
diert, auf Selektivmedium ausplattiert und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.2.3.8 Transformation durch Hitzschock

100 ul kompetente Bakterien wurden auf Eis aufgetaut, mit bis zu 500 ng Plasmid-DNA
oder 10 ul eines Ligationsansatzes gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. Anschlief3end
wurde der Ansatz fur 90 s auf 42 °C erwérmt und nach dem Hitzeschock auf 0 °C abgekuhlt.
Nach Zugabe von 800 ul LB-Medium wurde die Bakteriensuspension 1 h bei 37 °C inkubiert.
Anschlief3end wurden 50 ul des Ansatzes auf einem Selektions-Medium ausgestrichen. Bei
Transformation eines Ligationsansatz wurden die Bakterien zunéchst durch Zentrifugation bei
4000 g firr 5 min sedimentiert, 800 ul des Uberstandes wurde verworfen, die Bakterien im
verbliebenen Medium resuspendiert und der gesamte Transformationsansatz auf einem Se-
lektionsmedium ausgestrichen. Die Agarplatte wurde fur 12 bis 16 h bei 37 °C inkubiert

224 Konstruktion von Sema4B Deletionsmutanten

Die Expressionsvektoren fur Flag- oder GFP-Fusionsproteine von SemadB-Deletions-
mutanten wurden auf der Basis der Plasmide pBK-CMV und pEGFP-Sema3A (Probst und
Puschel, unpubliziert) konstruiert (s. Abb. 25 A). Um den Expressionsvektor pBK-Flag-
SemadBAcyt herzustellen, wurde pBK-Flag-Sema4B mit den Restriktionsenzymen
BamHI/Xhol verdaut, um die zytoplasmatische Doméane zu isolieren. Nach elektrophoreti-
scher Auflosung wurde das Vektorriickgrad mit der extrazellul&ren und Transmembran-Do-
mane isoliert und ligiert. Zur Konstruktion von pBK-Flag-SemadBAPDZ wurde die Sequenz,
die fur Transmembran- und zytoplasmatische Domane kodiert, mittels PCR amplifiziert und
in die EcoRV-Schnittstellte von pBS KS+ (Stratagene) kloniert. Dabei wurden die Primer so
gewdahlt, dal3 die kodierende Region fur die letzten drei AS deletiert wurden. Aus diesem
Vektor wurde ein Kpnl/Xhol-Fragment isoliert und in pBK-Flag-SemadB ligiert. Die cDNA,
die fur die Transmembran- und zytoplasmatische Domane kodiert, wurde mittels PCR ampli-
fiziert und in den pEGFP-Sema3A-Vektor ligiert. Zur Konstruktion von pBK-myr-GFP-
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SemadBcyt wurde die Sequenz fir Transmembran- und die zytoplasmatische Doméane durch
einen Bglll/Notl-Verdau aus pBK-Flag-SemadB isoliert und in myr-GFP-SemadA-V ektor
kloniert.

2.2.5 Generierung des Semadg Tar geting-Vektors

Fir die Herstellung des Semadg Targeting-V ektors wurde plRES-EGFP-N1 Vektor ver-
wendet, in dem die Notl-Schnittstelle von pIRES-EGFP (Clontechh) zerstért ist (Fiore und
Plschel, unpubliziert). Ein Xhol/Pmll des 11-1Subklon wurde in die Xhol-Schnittstelle von
pIRES-EGFP*N kloniert (Abb. 7 A), das das 5’ -Ende des Semadg Lokus enthalt. Die ACN-
Kassette wurde Uber einen EcoRI/Sall-Verdau isoliert, aufgefillt und in den durch
BamHI/Xhol-getffneten Vektor pEasyFlox kloniert. Die ACN-Kassette wurde relativ zur
Transkriptionsrichtung von Semadg in entgegengesetzter Orientierung kloniert. Die zur Uber-
prifung der korrekten Integration in das Genom bendtigte Xhol-Schnittstelle wurde durch
eine PCR zwischen die Sfil- und Notl-Schnittstelle eingefligt. Dabei wurde darauf geachtet,
daf3 das Leseraster von Sema4g nicht verandert wurde. Der pEasyFlox-Vektor wurden wegen
seiner Schnittstellen und der vorhanden Thymidin-Kinase (tk)-Kassette verwendet, die fir die
Negativ-Selektion in ES-Zellen bendtigt wird. (Abb. 7 B).

Anschlief3end wurde die 5'-Semadg-IRES-GFP-Kassette als ein Xhol/Afll1-Fragment in
die aufgefullte Notl-Schnittstelle des pEasyFlox*“N-Vektors ligiert (Abb. 7 C). Um das 3'-
Ende des Semadg-L ocus in den Vektor einzufiihren, wurde ein 4,4 kb Spel-Fragment aus dem
10-11-Subklon in die aufgefiillte EcoRI-Schnittstelle von pEasyFlox*“" + 5' Semadg-V ektor
kloniert (Abb. 7 D).
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Abb. 7: Schematische Darstellung der Generierung des Semadg Tar geting-Vektors. Zur Klonierung wurden
teilweise Schnittstellen durch T4-Polymerase aufgefillt und dadurch zerstort. (A.) Zunachst wurde ein
Xhol/PmlI-Fragment, das das 5’ -Ende des Semadg L okusses enthalt, in plRES-EGFP*" kloniert. (B) Die ACN-
Kassette wurde durch EcoRI/Sall isoliert, aufgefiillt, und in pEasyFon kloniert. Anschlie3end wurde mittels
PCR im pEasyFlox*N eine Xhol- Schnittstelle eingefiihrt, die zur Uberprifung der korrekten Integration benétigt
wird. (C) Das 5'- Sema4g IRES-EGFP*™ wurde als ein Xhol/AfllI-Fragment in die aufgefiillte Notl-

Schnittstelle des pEasyFlox“N kloniert. (D) Ein 4,4 kb Spel-Fragment aus dem Subklon 10-11, der das 3'-Ende
von Semadg beinhaltet, wurde in den pEasyFlox"“" + 5'-Sema4g-IRES-EGFP*"*'-V ektor kloniert. In (E) ist der
Targeting-V ektor dargestellt Der Targeting-Vektor kann mit dem Restriktionsenzym Sfil linearisiert werden.
Alle Klonierungsschritte wurden durch Sequenzierung, Southern Blot oder Koloniehybridisierung Uberprift.
Exons sind a's schwarze Balken dargestellt. ACN = ACN-Kassette (beinhaltet kodierende Sequenz fir Neomy-
cin® Kassette und Cre-Rekombinase); tk = Thymidin-Kinase.
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2.3 Proteinbiochemie

23.1 Her stellung von Proteinlysaten

Fir die Aufreinigung und Analyse rekombinanter Membran- und membranassoziierter
Proteine wurden transfizierte Zellen in 1 ml eiskaltem PBS geerntet und in einem Eppendorf-
Reaktionsgefal? bei 3000 rpm pelletiert. Die Zellen wurden in 300-400 ul Lysispuffer 1 (fur
Immunpréazipitation) oder 1 ml TLB-Puffer (fir Pulldown-Assay) lysiert. Hierzu wurde der
Ansatz durch Pipettieren gemischt und zur vollstandigen Solubilisierung fur 30 min bel 4 °C
in einem Rotator inkubiert. Der Uberstand nach 30 min Zentrifugation bei 4 °C enthielt die zu
analysierenden Proteine. Zellysate wurde entweder direkt weiter verwendet oder zur Lagerung
in fltissigem Stickstoff eingefroren und bei —70°C aufbewahrt.

2.3.2 Aufreinigung von Zellmembranen Uber einen Sucrose-Gradien-
ten

Zehn Gehirne neugeborener Mause wurden in 0,5 ml 1X CMFH/ 1X PIC mechanisch ho-
mogenisiert, in ein Eppendorf-Reaktionsgefald tberfuhrt und anschlief3end dreimal mit CMFH
bei 4 °C gewaschen. Fir die Waschschritte wurde das Homogenisat jeweils bei 6000 rpm fir
5 min bei 4 °C zentrifugiert. Um das Zytoplasma und die Zellkerne von der Membranfraktion
zu trennen, wurden die aufgeschlossenen Zellen mit 1 ml 2,25 M Sucrose in PBS versetzt und
vorsichtig mit 10 ml 2,25 M Sucrose/ PBS in einem Corex-Rohrchen Uberschichtet. Anschlie-
3end wurden die Membranpréparationen mit 3 ml 0,8 M Sucrose /PBS Uberschichtet. Nach
einer Zentrifugation fur 60 min bei 10000 rpm (Sorvall-Zentrifuge) bei 4°C waren die Memb-
ranen in einer weil3ich angefarbten Bande im Gradienten angereichert und konnten mit einer
Pipette abgenommen werden. Anschlief3end wurde diese Fraktion dreima mit CMFH/ PIC
bei 4°C gewaschen und bei —70°C gelagert. Zur Gewinnung von membranassoziierten Pro-
teinen aus den so praparierten Zellmembranen wurden diese fir 1 h mit 2 % Triton X-100,
2mM DTT, 1X PIC auf einem Rotator solubilisiert. Die solubiliserten Proteine wurden dann
fur eine Immunprazipitation verwendet.
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2.3.3 Kultivierung und Expression rekombinanter Proteine

Zur Expression rekombinanter Proteine wurden M15-Zellen mit dem entsprechenden
Plasmid (pGEX-4T oder pQE30-V ektor) transformiert und am néchsten Morgen 500 ml LB-
Medium mit Ampicillin und Kanamycin (50 ug/ml) mit 25 ml UN-Vorkultur angeimpft.
Diese Kultur wurde auf einem Schiittler bei 37 °C und 160 rpm bis zu einer ODg,, von 0,4-0,6
inkubiert. Die Induktion der Expression erfolgte durch die Zugabe von 1 mM PTG und Inku-
bation fur 5 h bei 37 °C und 160 rpm. Nach Abschluf? der Inkubation wurden die Zellen fur 15
min bei 6000 rpm (GSA-Rotor, Sorvall) abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 10 ml PBS ge-
waschen und in ein 50 ml Falcon-Gefé&3 tdberfuhrt. Nach einem erneuten Zentrifugati-
onsschritt von 15 min bel 4000 rpm (Megafuge 1.0 R, Heraeus) wurden die Zellen in 10 ml
Lysispuffer 2 aufgenommen und bis zum anschlief3endem Aufschlufd auf Eis gekihlit.

2.34 Aufschlufd von Bakterienzellen

Der Aufschlul® der Bakterienzellen erfolgte mit Hilfe einer French Pressure Cell Press
(Thermo Spectronic). Diese wurde zundchst dreimal mit kaltem Wasser und dann mit etwas
Bakterien-Lysispuffer gespult. Wahrend des Aufschlusses wurden die Zellen mit 500 kPa
aufgebrochen. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt, um einen mdglichst vollstandigen
Aufschluss zu gewéahrleisten. Anschlief3end wurden durch eine Zentrifugation von 30 min bel
16.000 rpm (SS34-Rotor, Sorvall) die Zellreste pelletiert. Der Uberstand, welcher die 16sli-
chen Proteine enthielt, wurde aliquotiert und nach Einfrieren in flissigem Stickstoff bei —70
°C gelagert.

2.35 Kopplung von GST-Fusionsproteinen an Glutathion-Sephar ose

Mit GST (Glutathion S-Transferase) fusionierte Proteine kdnnen durch Bindung an Glu-
tathion-Sepharose immobilisiert werden. Fur die Kopplung wurden 30 ul Glutathion-Sepha-
rose einmal mit 1 ml PBS gewaschen, 1 min bei 2000 rpm pelletiert und anschlief3end mit
einem das GST-Fusionsproteine enthaltenden Lysat (2.3.4) versetzt. Nach 1 h Inkubation auf
einem Rotator bei 4 °C wurde der Uberstand abgenommen und die Sepharose dreimal mit 1
ml TLB (s. 2.1.7.2) gewaschen. Zwischen jedem Waschschritt wurde 1 min bei 2000 rpm bei
4 °C zentrifugiert. Die Lagerung sollte bis zur Verwendung fir den Pulldown-Assay bei 4 °C
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und nicht léanger als 3 Tage erfolgen.

2.3.6 Pulldown-Assay

Im Pulldown-Assay kann man gezielt die Interaktion zweier Proteine untersuchen. Hierzu
wurde zunéchst ein GST-Fusionsprotein an Glutathion-Sepharose gekoppelt und mit dem
Zellysat, das den zu untersuchenden potentiellen Bindungspartner enthdt, versetzt. Der An-
satz wurde fur 1 h bei 4°C auf einem Rotator inkubiert. Danach wurde die Glutathion-Sepha-
rose dreimal mit PD Waschpuffer gewaschen. Zwischen den Waschschritten wurde die Mat-
rix fir 1 min bei 2000 rpm und 4 °C in einer Biofuge pelletiert. Anschlief3end wurde erneut
far 2 min bel 5000 rpm und 4 °C zentrifugiert, um die restliche Flussigkeit zu entfernen.
Durch Inkubation von 25 ul 1x SDS-Probenpuffer fir 5 min auf einem Schiittler wurden die
Proteine eluiert. Anschlieend wurde der Uberstand abgenommen und fiir 5 min bei 95 °C
denaturiert. Die weitere Analyse der Proteine erfolgte mittels SDS-PAGE, Western Blot und
I mmundetektion.

2.3.7 Aufreinigung von His-gekoppelten bakteriell exprimierten
Proteinen

Bakterien aus einer Zwei-Liter LB-Kultur (2.2.3.4) in Ni-NTA-Puffer B lysiert. Eine
chromatographische Saule (2,5 ml Saulen, MoBIiTEc) wurde mit 1,5 ml Ni-NTA-Agarose
(Qiagen) beladen und mit 5 Volumen Ni-NTA-Puffer C/ 20mM Imidazol aquilibriert. Das
Lysat wurde mit Hilfe einer peristalitischen Pumpe mit 0,5 ml/ min auf die Saule aufgetragen.
Der Durchfluf® wurde gesammelt und dreimal erneut aufgetragen. Danach wurde diese Matrix
dreimal mit 5 Volumen Ni-NTA-Puffer D gewaschen. Das His-gekoppelte Protein wurde mit
0,5 ml Ni-NTA-Puffer E eluiert. Die Elution wurde achtmal wiederholt, die Durchflisse ver-
einigt und bei —20°C gelagert.

2.3.8 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Konzentration von Proteinldsungen erfolgte mit Hilfe des Bio-RAD
DC Protein Assay Kits (Lowry-Methode). Hierbei wurde BSA al's Standard benutzt.
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2.39 I mmunprazipitation

Durch Immunpréazipitation konnen Proteinkomplexe z.b. aus Zellextrakten mit spezifi-
schen Antikorpern gereinigt werden. Dabel werden die Antikorper Uber ihre Fc-Regionen an
eine Matrix gekoppelt (Schneider et al., 1982). Als Matrix kann Protein-A Sepharose bzw.
Protein-G Agarose dienen. Bei der Verwendung von monoklonalen Antikdrpern wurde in der
Regel Protein-G Agarose als Matrix genutzt. Antigen und spezifisch gebundene Proteine
wurden mit SDS-Probenpuffer eluiert. Die Antikorper bleiben dabei weitgehend an der Mat-
rix gebunden.

Fir eine Immunprézipitation wurden die transfizierten 293T Zellen von drei 10 cm-Kul-
turschalen mit insgesamt 10 ml gekiihitem PBS geerntet und durch eine Zentrifugation fur 2
min bel 4300 rpm (Megafuge 1.0 R, Hereaus) pelletiert. Ebenso wurde mit drei Kulturschalen
untransfizierter Zellen verfahren. Die Zellen wurden jeweils in 200 ul gekiihltem Lysis-Puffer
1 resuspendiert und fur 30 min auf einem Rotator bel 4 °C inkubiert. Dem schlof? sich eine
30minutige Zentrifugation bei 13.000 rpm und 4 °C an. Fur die Kontrolle der Proteinexpres-
sion wurden danach 20 ul Lysat mit 5 ul 5x SDS-Probenpuffer versetzt und bei —20 °C gela-
gert. Alternativ wurden fur den Nachweis von endogenen Proteinkomplexen 300 ul Memb-
ranpréparationen von neugeborenen Mausen verwendet. Der Uberstand wurde zunachst mit 3
ul a-Flag oder a-SemadB-Serum und —Prammun-Serum, oder 5 ul a-myc oder a-V SV-Anti-
korper fur 5 h auf dem Rotator bei 4 °C inkubiert. Parallel dazu wurde Protein-G Agarose (30
ul pro IP-Ansatz) mit Lysaten von WT-Zellen inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen
abzuséttigen. Danach wurde die Protein-G Agarose fur 5 min bei 6000 rpm sedimentiert und
der Uberstand abgenommen. Zu der Agarose wurden die mit dem Antikorper versetzten Ly-
sate der transfizierten Zellen gegeben und UN erneut auf dem Rotator bei 4 °C inkubiert. Am
néchsten Tag schlol3 sich zunéachst eine Zentrifugation fir 5 min bei 6000 rpm an. Die Pro-
tein-G Agarose wurde in funf Waschschritten mit jeweils 400 ul gekihltem 0,5% Triton X-
100/ PBS gewaschen und durch Zentrifugation bei 2000 rpm fir 1 min bei 4 °C in einer Bio-
fuge pelletiert. Gebundene Proteine wurden dann mit 20 ul 1x SDS-Probenpuffer 5 min auf
einem Schuttler eluiert und die Agarose in einem Zentrifugationsschritt von 5 min bei 13.000
rpm sedimendiert. Nach Denaturierung fir 5 min bel 95°C erfolgte die weitere Analyse mit-
tels SDS-PAGE und Western Blot.

2.3.10 SDS-Polyacrylamid-Gelelektr ophor ese (SDS-Page)

Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE; modifiziert
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nach Shapiro et al., 1967) dient der Auftrennung von denaturierten Proteinen. Die Proteine
werden vor der Auftrennung durch Inkubation in einem SDS-haltigen Probenpuffer bei 95°C
denaturiert.

Fur die SDS-PAGE wurden Trenngele mit 7,5% oder 10% Polyacrylamid und 4%igen
Sammelgele verwendet. Pro Spur wurden 5-20 ug Protein (,Minigele’ mit einer Schichtdicke
von 0.75 mm) aufgetragen. Zur Bestimmung der Grél3en aufgetrennter Proteine wurden High-
oder Low Molecular Weight Marker (Sigma) verwendet. Die elektrophoretische Auftrennung
erfolgte in PAGE-Laufpuffer bel 20-30mA (bel 1 bzw. 2 Gelen). Anschlief3end wurden die
Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert, wo spezifische Proteine mit Hilfe von
Immundetektion nachgewiesen werden konnten. Alternativ wurde das Gel fur 1 h mit Coo-
massie-Blau angeférbt (modifiziert nach Weber und Osborn, 1969) und anschlief3end unspezi-
fisch gebundener Farbstoff fir 3-12 h in Entférbel 6sung entfernt.

23.11 Western-Blot (semi-dry-Blot)

Der elektrophoretische Transfer aufgetrennter Proteine von Polyacrylamid-Gelen auf Nit-
rozellulose-Membranen erfolgte nach Kyshe-Andersen in einer Horizontal blotkammer. Auf
die Anodenplatte der Apparatur wurden 5 Schichten Whatman 3MM-Papier, die zuvor in
Transferpuffer getrankt worden waren, aufgelegt und blasenfrei mit einer feuchten Nitrozel-
lulosemembran (Schleicher & Schill), dem Polyacrylamidgel und 5 weiteren Lagen getrank-
ten SMM-Papiers tberschichtet. Nach dem Auflegen der Kathodenplatte wurden die Proteine
fur 2 h bei einem Strom von 1 mA/cm? auf die Membranflache transferiert. Der erfolgreiche
Transfer wurde durch reversibles Anfarben der Nitrozellulose mit Ponceau S Uberpruft. Die
Membran wurde dazu 5 min mit Ponceau S-L6sung inkubiert und anschlief3end mit Aqua
dest. entfarbt, bis die Proteine durch eine rote Férbung sichtbar waren.

2.3.12 I mmundetektion von Proteinen

Fur den Nachweis von Proteinen mit Hilfe von Antikorpern wurden je nach verwendetem
Antikorper unterschiedliche Blocklésungen eingesetzt, um die unspezifische Bindung von
Antikorpern an die Membran zu verhindern (Tab. 7). Vor der Immundetektion wurde die
Membran fur mindestens 1 h mit Blocklsung 1 oder 2 behandelt und anschlief3end mit einem
in Blockpuffer verdinnten 1. Antikdrper fur 1 h bei Raumtemperatur unter leichtem Schitteln
inkubiert. Zum Entfernen unspezifisch gebundenen Antikorpers wurde die Membran dreimal
fur je 5 min mit PBS oder je 10 min mit PBS + 0,3% Tween-20 gewaschen. Zur Detektion des
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Antikorpers wurden die Membranen dann mit der Verdiinnung eines geeigneten Antikorper-
Peroxidase-Konjugats (2. AK) in Blocklosung 1 oder 2 fir 1 h inkubiert und wie zuvor gewa-
schen. Nach dem letzten Waschschritt wurde der 2. AK Uber eine Chemilumineszenzreaktion
nachgewiesen. Dazu wurde die Membran fur 2 min mit einem Gemisch der Detektions-Rea-
genzien 1 und 2 (1:1) des ECL-Systems gleichm&fdig bedeckt. Nach dem Abtropfen Uber-
schussiger Flissigkeit wurde die Membran in Klarsichtfolie eingeschlagen und die Chemolu-
minszenz-Signale fur Zeitintervalle von 30 sec-30 min aufgenommen. Um anschlief3end zur
Wiederverwendung des Blots die gebundenen Antikorper wieder von der Membran zu entfer-
nen, wurde der Blot 15 min in PBS gewaschen und in " Stripping”-Puffer fir 30 min in einem
37°C Wasserbad inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt in PBS (10 min) konnte mit
der Ublichen Abséttigungs-Reaktion fur den nachsten Antikorper fortgefahren werden.

1. Antikorper Verd. 2. Antikor per Verd. Blockpuffer

o-Flag M2 1: 10000 |Ziege a-Maus HRP 1:10000 |Blocklosung 1
a-HA 1: 500 Ziege a-Ratte HRP 1:10000 |Blocklosung 1
o.-C-myc 1: 10000 | Ziege a.-Maus HRP 1:10000 |Blocklosung 1
a-VSV 1: 3000 |Ziegeo-MausHRP 1:10000 |Blocklosung 1
o-GFP 1: 5000 |Ziegeo-MausHRP 1:10000 |Blocklosung 1
a-GST 1: 4000 |Esd a-Ziege HRP 1:10000 |Blocklosung 2
o-SemadB 1: 4000 |Ziegeo-KaninchenHRP |1:10000 |Blocklosung 2
o-SemadC 1: 3000 |Ziegea-KaninchenHRP |1:10000 |Blocklosung 2
o-PSD-95 1: 200 Ziege a-Maus HRP 1:10000 |Blocklosung 1
o-Aktin 1: 200 Ziege a-Maus HRP 1:10000 |Blocklosung 1

Tabelle 7: Fur die Westernblot-Analyse verwendeten priméren und sekundéaren Antikorper. Ver. = Verdinnung.
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2.4 Zellkultur

241 Auftauen von Zellen

Diein flissigem Stickstoff gelagerten Zellen wurden auf Trockeneis transportiert. Nach
zigigem Auftauen bei 37 °C im Wasserbad wurden die Zellen in ein steriles 15 ml-Kultur-
rohrchen Uberfihrt und mit 10 ml Kulturmedium tropfenweise versetzt. Nach einer Zentrifu-
gation bel 800 rpm fur 3 min (Megafuge 1.0 R, Heraeus) wurde das Medium abgenommen,
das Zellpellet in 6 ml-Kulturmedium resuspendiert und in eine 10 cm-Kulturschal e Gberfihrt.

24.2 Kultivieren von Zdllen

Die Kultur von HEK 293T und Cos-7 Zellen erfolgte in einer 5%igen CO,-Atmosphére
bei 37 °C. Zum Passagieren der adhérent wachsenden Zellen (Lindl und Bauer, 1989) wurden
diese nach Entfernen des Mediums mit PBS gewaschen, pro 10 cm-Kulturschale mit 1 ml
Trypsin/EDTA-L6Gsung (37 °C, 5 min) abgel6st und in einer geeigneten Verdinnung auf neue
Kulturschalen verteilt. HEK 293T Zellen wurden in MEM + 10% FCS, Cos-7-Zellen in
DMEM + 10% FCS kultiviert und alle 3 bis 4 Tage 1:9 passagiert.

Zur Kultivierung von primaren Neuronen wurden zundchst Hippocampi von E18 Ratten
freiprapariert und fur 15 min in 5 ml Papain-Lsg. fur Primérkulturen bei 37°C inkubiert. An-
schlief3end wurde die Protease-Reaktion durch Zugabe von 10 ml DMEM + 10% FCS abge-
stoppt. Die Hippocampi wurden dreimal mit 10 ml DMEM + 10% FCS gewaschen. Im letzten
Waschschritt wurde die gesamte Waschldsung abgenommen und die Hippocampi in 1 ml
DMEM + 10% FCS aufgenommen. Anschlief3end wurden die Zellen durch mehrmaliges Pi-
pettieren mit Hilfe einer blauen Spitze titruiert. Nachdem keine Zellaggregate mehr sichtbar
waren, wurden die Zellen mit DMEM + 10% FCS aufgefllt, in einer Neubauer-Zahlkammer
ausgezahlt und in einer Dichte von 45000-60000 Zellen/ ,Well’ in DMEM + 10% FCS ausge-
sét. Nach 2 h wurde das Medium abgesaugt und durch 600 wl Neurobasalmedium + 10% B27
und 3 mM AraC ausgetauscht. Alle sieben Tage wurden 200 wl des Mediums, das als
konditioniertes Medium bezeichnet wird, durch frisches Neurobasal medium ersetzt.
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24.3 Kryokonservierung von Zellen

Zur Kryokonservierung adharenter Zellen wurde das Medium abgesaugt und die Zellen
einmal mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit 1 ml Trypsin/EDTA-L6sung (37 °C) ab-
gelost, mit 2-3 ml Kulturmedium versetzt und in ein 15 ml-Kulturréhrchen Gberfihrt. Nach
Pelletieren fir 10 min bei 800 rpm und Raumtemperatur (Megafuge 1.0 R, Heraeus) wurde
das Medium abgenommen und das Zellpellet in insgesamt 1 ml eisgekiihltem Einfriermedium
(Kulturmedium und Dimethylsulfoxid im Verh&ltnis 9:1 gemischt) resuspendiert. Diese Zell-
suspension wurde dann in ein auf Eis gelagertes Kryorohrchen Uberfihrt und Gber Nacht in
einem Isopropanolbad langsam auf —70 °C gekihlt, bevor esin flussigem Stickstoff Gberfihrt
wurde.

24.4 Transfektion von Zellen

2441 Calciumphosphat-ver mittelte Transfektion
HEK 293T-Zellen

Zur transienten Expression rekombinanter Proteine wurden HEK 293T-Zellen mittels
Calciumphosphat Koprézipitation transfiziert. Fur dieses Verfahren ist hochreine DNA erfor-
derlich (2.2.1.3). 293T-Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion im Verhaltnis 1:4 pass-
agiert, so dal3 sie am Tag der Transfektion eine 75% Konfluenz erreichten. In einem sterilen
R6hrchen wurden pro 10 cm-Kulturschalen 750 ul H,O mit 12 ug Plasmid und 250 ul 1 M
CaCl, vermischt. Nach Zugabe von 1 ml 2X BBS-Puffer wurde der Ansatz erneut durch-
mischt, fir mindestens 5 min bel Raumtemperatur inkubiert und mit 8 ml MEM + 10% FCS
(37 °C) versetzt. Anschlief3end wurde das Medium einer Kulturschale abgesaugt und durch
den Transfektionsansatz ersetzt. Die Zellen wurden danach fur 5 h und 37°C bel 3% CO, in-
kubiert. Abschlief3end wurde das Transfektionsmedium abgesaugt und nach Waschen mit
PBS durch frisches MEM + 10% FCS ersetzt. Die 293T Zellen wurden bis zur Analyse der
Genexpression fr 24-48 h kultiviert.

Hippocampale Neur onen

Flr Kulturen primérer hippocampaler Neuronen wurden 6 X 10° Zellen pro ,well’ in 600
ul Primarmedium in 24-Well-Platten auf Poly-L-Ornithin-beschichteten Glaspl&ttchen ausge-
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sét und bei 37 °C und 5% CO, inkubiert. Am dritten Tag in Kultur (3 DIV) wurden die Zellen
transfiziert. Dazu wurde in sterilen 1,5 ml Reaktionsgeféf3en 8ug DNA in 37,5 ul Wasser mit
12,5 ul 1 M CaCl, vermischt. Nach Zugabe von 50 ul 2 X BBS-Puffer wurde der Ansatz 2
min bel RT inkubiert. Anschlief3end wurden pro ,Well’ 150 ul , konditioniertes Primérme-
dium abgenommen und durch 25 ul Transfektionsansatz ersetzt. Die Zellen wurden danach
fur 1 h bei 37 °C und 3% CO, inkubiert. Das entnommene Medium wurde in sterilen Rohr-
chen bei 37 °C aufbewahrt. Abschlief3end wurde das Transfektionsmedium abgesaugt und
nach Waschen mit DMEM-Medium + 10% FCS durch 150 ul konditioniertes und 450 ul fri-
sches Medium mit 3 mM AraC ersetzt. Die primaren hippocampalen Kulturen wurden bis zur
Analyse fur 1-21 Tage kultiviert.

24.4.2 Lipofektion mit FuGene6

Cos-7 Zellen wurden in einer Verdiinnung von 1:500 (v/v) in Kulturmedium in 24-Well-
Platten auf Fibronectin-beschichtete Glaspl&ttchen ausgesét und Uber Nacht bel 37 °C und 5%
CO, inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Zellen transfiziert. Dazu wurde in sterilen 1,5 ml
Reaktionsgefaiden eine Gesamtmenge von 1,5 ug DNA vorgelegt, ein Gemisch aus 300 ul
Medium und 0,8 mg/ml FuGene6 tropfenweise zugegeben. Nach 15 min Inkubation wurde
dieses Gemisch auf drei ,Wells' verteilt. Die Zellen wurden anschlief3end fir etwa 48 h bei
37°C und 5% CO, kultiviert.

2.5 | ndirekte lmmunfluor eszenz
251 Immunologischer Nachweis rekombinanter Proteine in Cos-7
Zellen

Zur Analyse transfizierter Cos-7 Zellen wurden diese zweimal mit PBS gewaschen und
fur 15 min mit Fixierungspuffer 1 bei Raumtemperatur inkubiert. Nach zwei weiteren Wasch-
schritten mit PBS fr 1-5 min wurden die Zellen fur den Nachwels intrazellul&rer Proteine mit
1 ml Permeabilisierungspuffer 1 fir 3 min behandelt und erneut einmal mit PBS gewaschen.
Um eine unspezifische Bindung von Antikorpern zu vermeiden, wurden die Deckgl&schen fir
1 h mit 1 ml Blockreagenz 1 bei Raumtemperatur behandelt. Danach wurden die Zellen zu-
néchst fir 90 min mit dem ersten Antikorper, und nach dreimaligem Waschen in PBS (je 5
min) schliefdlich fir 1 h mit dem zweiten Antikorper, der mit einem Fluoreszenzfarbstoff
markiert war, in einer feuchte Kammer inkubiert. Ab diesem Schritt wurden die Zellen stets
abgedunkelt gehalten, um ein Ausbleichen des Farbstoffs zu vermeiden. Abschlief3end wur-
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den die Deckglaschen viermal fir 5 min mit PBS und einmal fir 1 min mit H,O gewaschen
und dann mit , Mounting Medium’ auf Objekttrégern fixiert.

2.5.2 Immunologischer Nachweis rekombinanter und endogener
Proteinein primaren hippocampalen Neuronen

Primére hippocampale Neuronen wurden zweimal mit PBS gewaschen und fir 15 min bei
RT mit Fixierungspuffer 2 inkubiert. Nach zwel weiteren Waschschritten mit PBS fir 1-5 min
wurden die Zellen fur den Nachweis intrazellul&rer Proteine mit 1 ml Permeabilisierungspuf-
fer 2 fur 3 min auf Eis inkubiert und erneut einmal mit PBS gewaschen. Um eine unspezifi-
sche Bindung von Antikorpern zu vermeiden, wurden die Deckgléschen fur 1 h bel Raum-
temperatur mit 1 ml Blockreagenz 1 behandelt. Danach wurden die Zellen zunéchst fir 90
min fir den Nachweis rekombinanter Proteine oder Uber Nacht fur den Nachweis endogener
Proteine mit dem ersten Antikorper in einer feuchten Kammer inkubiert und nach dreimali-
gem Waschen in PBS (je 5 min) schliefdlich fir 1 h mit dem zweiten Antikorper, der mit el-
nem Fluoreszenzfarbstoff markiert war, in einer feuchten Kammer inkubiert. Ab diesem
Schritt wurden die Zellen abgedunkelt gehalten, um ein Ausbleichen des Farbstoffs zu ver-
meiden. Abschlief3end wurden die Deckglaschen viermal fur 5 min mit PBS und einmal fur 1
min mit H,O gewaschen und dann mit , Mounting Mediun’ auf Objekttragern fixiert

25.3 Immunologischer Nachweis von Proteine auf histologischen
Schnitten

Fur die indirekte Immunfluoreszenz wurden ausschliefdlich Kryostat-Schnitte verwendet.
Hierfir wurden Embryonen oder Gehirne von Méusen durch Perfusion mit PLP-Puffer fixiert
(siehe unten), freiprapariert und fir weitere 2 h bei 4 °C nachfixiert. Anschlief3end wurden die
Objekte in 30% Sucrose/PBS bei 4 °C in sterilen Rohrchen inkubiert. Nachdem das Gewebe
mit der LOsung durchtrankt war, was sich durch Absinken zeigte, wurde das Objekt in Tissue
Tek eingebettet und bei —20 °C eingefroren. Mit Hilfe des Kryotoms wurden 12-50 um-
Schnitte bei —20 °C bis—30 °C hergestellt, auf SuperFrost-Objekttréger Ubertragen, 2 h bel RT
getrocknet und bei —70°C gelagert.

Fur die indirekte Immunfluoreszenz wurden die Schnitte aufgetaut und mit , Pap-Pen’
umkreist, um das Uberlaufen der FarbelGsungen zu verhindern. Danach wurden die Objekt-
trager 10 min in PBS gewaschen. Vor der Inkubation mit dem priméren Antikorper wurden
die Schnitte fur 1 h mit Blocklésung 2 benetzt. Die Antikdrper wurden in der Blockldsung
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verdinnt. Die Inkubation erfolgte in einer feuchten Kammer tber Nacht bei 4°C.

Nach dreimaligen Waschen fir 5 min in PBS wurden die sekundéren Antikorper in
Blockldsung 2 verdinnt und auf die Schnitte aufgetragen. Die Inkubation erfolgte im Dunklen
far 1 h. Vor dem Eindecken in Fluoreszenz ,Mounting Medium’ wurden die Schnitte dreimal
fur 5 minim Dunklen in PBS sowie eine 1 min in Aqua bidest. gewaschen.

1. Antikorper Verdunnung 2. Antikor per Verdunnung
Ziege a-Maus Alexa .
> 1:1000
: Fluor 488 (griin)
a-Flag M2 1:5000 Ziege a-Maus Alexa | 1.1 oo
Fluor 594 (rot), :
a-Myc (Maus) 1:5000 Ziege coMausAlexa |4 ;1 000
M : : Ziege a-Kaninchen :
a-Myc (Kaninchen) | 1:500 Alexa-Fluor 594 1:1000
Rhodamine- :
Phalloidin 1:200
. Ziege a-Kaninchen .
a-Sema4B 1:2000 Alexa-Fluor 488 1:1000
a-PSD-95 1:100 Ziege coMausAlexa |4 ;1 000
Ziege a-
o-ProSAP-1 1:500 M eerschweinchen 1:1000
Alexa-Fluor 594
a.-Bassoon 1: 150 Ziege coMausAlexa | ;1 000
Ziege a-Maus Alexa | 4 .
a-NMDR-1 1:200 Fluor 594 L0
' Ziege a-Kaninchen 1-1000
Alexa-Fluor 594 :

" . Ziege a-Kaninchen .
o-Neuropilin-1 1:200 Alexa-Fluor 488 1:1000
a-Neuropilin-2 1:200 giegea Kanachen 111000
a-Galaktosidase | 1:50 Zege ccMaisAlexa | ; 1000

Tabelle 8: Diese Tabelle fasst fir alle endogenen und rekombinanten Proteine die optimale Anférbetechnik
zusammen. Die verwendeten Antikorper sind néher in Tabelle 5 aufgefiihrt.
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2.6 |mmunhistochemie

2.6.1 Whole Mount-Farbung von Embryonen

E9,5, E10,5 oder E11,5 Embryonen wurden aus dem Uterus prépariert und der Dottersack
zur Genotypisierung verwendet. Die Embyronen wurden einmal mit eiskaltem 1 X PBS ge-
waschen und mit Fixierungspuffer 1 tber Nacht bei 4 °C inkubiert. Anschlief3end wurden die
Embryonen dreimal in 1 X PBS gewaschen (5 min, Raumtemperatur), in einer aufsteigenden
Methanolreihe dehydriert (25 %, 50 %, 75 %, 100%) und mit 5 % H,O,/ Methanol (5 h, RT)
behandelt, um endogene Peroxidasen zu inaktivieren. Nach zwei Waschschritten in 100 %
Methanol wurden die Embryonen in einer absteigenden Methanolreihe rehydriert (75 %, 50
%, 25 %, 1 X PBS). Anschlief3end wurden die Embryonen dreimal in PBS-MT gewaschen (1
h, 4°C) und Uber Nacht bei 4°C mit dem in PBS-MT verdinnten 1. Antikdrper inkubiert.
Nach funf Waschschritten mit PBS-MT (1 h, 4°C) wurden die Embryonen tber Nacht bei 4°C
mit dem in PBS-MT verdinnten 2. Antikdrper (HRP-gekoppelt) inkubiert. Anschlief3end
wurden die Embryonen erneut finfmal in PBS-MT gewaschen. Um das Antigen zu detektie-
ren, wurde die Embryonen zunéchst 20 min bei RT in Farbelosung 1 inkubiert. Nach Uber-
fUhren der Embryonen in Farbel6sung 2 wurde die Farbreaktion unter dem Stereomikroskop
verfolgt. Die Reaktion wurde durch dreimaliges Waschen mit PBT gestoppt und die Embryo-
nen bei 4°C gelagert. Die Dokumentation erfolgte mit Hilfe einer Nikon Digitalkamera.

2.6.2 Histologischer Nachweis endogener Proteine auf Schnitten

Zur Analyse der Expression von Neuropilin-1 im Bulbus olfactorius wurden M&use durch
Perfusion in PLP-Puffer fixiert. Die M&use wurden dekaptiert, und die Kopfe fur weitere 2 h
bei 4°C nachfixiert. Die Kopfe wurden enthautet und in 30 % Sucrose/ 1 x PBS Uber Nacht
bei 4°C gelagert. Nachdem das Gewebe abgesunken war wurden Augen und Kieferknochen
sowie storende Gewebe entfernt. Der caudale und der rostrale Bereich des Kopfes wurde bis
zu einem Abstand von 1 mm zum Bulbus olfactorius mittels einer Rasierklinge entfernt. An-
schlief3end wurde das Gewebe auf einem horizontalen sledge Mikrotom auf Trockeneis ein-
gefroren. Es wurden 50 wm Schnitte angefertigt und in 1 X PBS Uberfihrt.
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2.6.3 Whole M ount-lacZ-Féarbung vom Bulbus olfactorius

Méause wurden durch zervikale Dislokation getttet, dekaptiert, und das Gehirn freiprépa-
riert. Das Gewebe wurde kurz in 1 X PBS gewaschen und fur 30 min bei RT in Fixierungs-
puffer 2 inkubiert. Anschlief3end wurde das Gewebe dreimal fur 20 min bei RT mit 1 X PBS
gewaschen. Der Nachweis der (3-Galaktosidase durch eine Farbreaktion wurde durch die Zu-
gabe der X-Gal-Féarbelsung initiiert und Gber Nacht bei 30 °C durchgefiihrt. Nachdem eine
blaue Farbung sichtbar war, wurde die Farbreaktion durch dreimaliges Waschen in 1 X PBS
gestoppt. Die Gehirne wurden mit Hilfe eines Leica-Stereomikroskops analysiert und durch
eine Nikon Digitalkamera dokumentiert.

2.7 Tierversuche

2.7.1 Tierhaltung

Die Tierhaltung erfolgte unter sterilen Bedingungen in einem kunstlichen Tag- und
Nachtrhythmus bel kontrollierter Temperatur von 21 = 1°C und 50-60 % relative
Luftfeuchtigkeit. Jungtiere wurden 4 Wochen nach der Geburt von der Mutter getrennt.

2.7.2 Perfusion

Neugeborene oder 5 Tage alte Mause wurden auf Eis betaubt, der Brustkorb getffnet und
das Herz freigelegt. Anschlief3end wurde die rechte Vorkammer mit einer Feinpinzette perfo-
riert. 30 ml PLP-Fixierungspuffer wurden mit einer 50 ml Spritze mittels einer 22 1/2 Gauche
Kanlle in das linke Ventrikel des Herzens injiziert. Dabel wurde darauf geachtet, dass die
Kantule nicht durch das Septum gestof3en wurde. Nach kompletter Injektion des Fixierungs-
puffers wurde die Maus dekaptiert, Haut und aul3ere Gewebe entfernt, und das Gehirn fir 2 h
bei 4°C nachfixiert.

2.7.3 Immunisierung von Kaninchen

SPF Kaninchen wurden nach dem folgenden Protokoll durch die Firma Eurogentec
(Koln) durchgefihrt. 1 ml Injektionslosung (0,5 ml Antigen in 1 X PBS und 0,5 ml Standard
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Freud' s Adjuvant) wurden intraperitonial an Tag 0 (0,2 mg Antigen), 14, 21, 48, 70 (0,075
mg) injiziert. Blutentnahmen wurden an Tagen O (Praimmun-Serum, 2 ml), 35, 56 (Testblu-
tung, 2 ml), 77 (1. Blutung, 2 X 20 ml) und 91 (2. Blutung, 50 ml) durchgefihrt.
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3 Ergebnisse
3.1 Genetische Analyse des sekretierten Semaphorins
Sema3A

Im ersten Teil dieser Arbeit sollte die Rolle des sekretierten Semaphorins 3A naher cha-
rakterisiert werden. Dabei sollten im besonderen zwei unterschiedliche Systeme im Vorder-
grund stehen, das olfaktorische System und das Blutgefal3system, da der Rezeptor fir
Sema3A, Neuropilin-1, sowohl auf olfaktorischen sensorischen Neuronen des Riechepithels
(Schwarting et al., 2000) als auch auf Endothelzellen exprimiert wird (Miao et al., Serini et
a., Eingereicht). Die Funktion von Sema3A fur die Entwicklung dieser unterschiedlichen
Zelltypen sollte daher durch die Analyse des Phanotyps der Mutation von Sema3a genauer
untersucht werden.

311 Ruckkreuzung der Sema3a Mausliniein den CD1 Hintergrund

Bisher wurden zwei unabhéngige Mausmutanten des Sema3a Gens generiert (Tangiuchi
et a., 1997, Behar et a., 1996). Die beiden Linien unterscheiden sich nicht nur in der Art der
Mutation, sondern auch in ihrem genetischen Hintergrund. Der genetische Hintergrund hat
einen starken Einfluld auf die phanotypische Auspragung der Mutation (Taniguchi et al.,
1997); so sterben Sema3a’ Mé&use im C57BL/6 Hintergrund spatestens einen Tag nach der
Geburt. Um seine Rolle postnatal untersuchen zu kdnnen, wurde die Sema3a Mutation in den
CD1 Hintergrund eingekreuzt (Taniguchi et al., 1997; freundlicherweise von Dr. Verhaagen
zur Verflgung gestellt).

Nach Verpaarung von zwel fur die Sema3a Mutation heterozygoten Weibchen mit CD1
Méannchen zeigte die F1 Generation noch eine bel embryonaler oder perinataler Letalitét zu
erwartende Verteilung der Genotypen (64% WT, 36% heterozygot fir die Sema3a Mutation).
Ab der F3 Generation konnten jedoch bereits unter drei Wochen alten Tieren Sema3a’” Mause
identifiziert werden. Allerdings waren nur 14% der F3 Tiere homozygot fur die Sema3a Mu-
tation (Abb. 8 A).
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A Sema3a

Genotyp +/+ +/- -/-
F1 24 (64 %) | 14 (36 %) -

F3 18 (28 %) | 37 (58 %) | 9 (14 %)
F5 27 (27 %) | 67 (64 %) | 10 (9 %)
>F5 49 (23 %) | 134(65%) | 24 (12 %)

Abb. 8: Sema3a Mutanten zeigen eine verringerte Letalitét nach Einkreuzen in den CD1 Hintergrund. (A)
Im urspriinglichen genetischen Hintergrund der Sema3A Mauslinie kam es zu perinataler Letalité von Sema3a™
Mausen. Aus diesem Grund wurden mannliche M&use, heterozygot fir die Sema3a Mutation, mit CD1 WT
Weibchen verpaart, die Nachkommen 4 Wochen nach der Geburt von den M{ttern getrennt und genotypisiert.
Schon nach der 3. Riickkreuzung konnten tiberlebende Sema3a’ Méause identifiziert werden. Allerdings waren
die homozygoten Mutanten selbst nach der 10. Generation unterreprasentiert. (B) Sema3a Knockout-Mause sind
im Vergleich zu ihren heterozygoten Geschwistern kleiner und steril.

Sema3a’ Mé&use waren wesentlich kleiner als ihre heterozygoten und WT Geschwister
(Abb. 8 B). Verpaarungsversuche homozygoter Nachkommen zeigten, dal? Sema3a’” Mé&use
steril sind. Dies war durchgehend auch in spéteren Generationen zu beobachten. Sema3a™
Maéausen verhielten sich in einfachen Koordinationstests (Ausrichten der Beine nach Hochhe-
ben am Schwanz) und akustischen Reizen (Klatschen) normal und reagierten wie ihre hete-
rozygoten Geschwister. Auch in der F6 und spateren Generationen waren Sema3a’ Tiere mit
einem Anteil von 12% unterreprésentiert.

Erst nach der 20. Generation kann eine Mauslinie als in allen bis auf den selektiv mutier-
ten Loci homozygot betrachtet werden. Aus diesem Grund wurde ab der F2 Generation Linien
fUr die Sema3a Mutation heterozygoter Tiere zum Erhalt mit CD1 WT-Tieren verpaart. Um
homozygote Mutanten fur die phanotypische Analyse zu erhalten, wurden aus dieser Zucht
heterozygote Sema3a Mause untereinander verpaart.

312 Neuropilin-1* Axone sind in Sema3a Mutanten fehlgeleitet

Der Rezeptor von Sema3A, Neuropilin-1 (Nrp-1), wird in einer Subpopulation von senso-
rischen Neuronen in den Zonen 1 und 2 des Riechepithels exprimiert (Schwarting et al.,
2000). Nrp-1* Fasern terminieren in neugeborenen Mausen in der lateralen Hélfte des rostra-
len Bulbus olfactorius (BO) bzw. einer medialen Region im caudalen BO (Schwarting et al.,
2000). Nrp-1 und Sema3a mRNA werden im BO in zueinander komplementéren Regionen
exprimiert und zeigen keine Uberlappung (Abb. 9 B). In neugeborenen M&usen ist Neuropi-
lin-1im rostralen BO in einer lateralen Region exprimiert, im caudalen BO jedoch medial.

Um zu Uberprifen, ob die Verteilung der Nrp-1* Fasern zu einem spéteren Zeitpunkt der
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Entwicklung unverandert ist, wurden zunéchst 50 um Schnitte von WT-Mausen am Tag P5
mit a-Nrp-1 Antikérper geféarbt. Es zeigte sich, dal’3 Nrp-1" Axone die gleich raumliche Ver-
teilung wie in neugeborenen Mausen aufwiesen (Abb. 9 B).

A Rostraler Zentraler Caudaler
BO BO BO
\ Dorsal
Ventral

a-Nrp-1

H Sema3A B NPN-1

Zentraler Caudaler
BO

Rostraler
BO

Abb. 9: Neuropilin-1 Expression im olfaktorischen System. (A, B) 50 um Schnitte des BO von WT-M&usen
wurden mit einem a-Nrp-1 Antikorper geférbt und mit Hilfe des Dako DAB-Kits visualisiert. Die Position der
Nrp-1" Fasern wechselt von der lateralen zur medialen Region in Schnitten von rostral (1) Uber zentral (2) nach
caudal (3). Die Nrp-1 Expression ist demnach komplementéar zur Verteilung der Sema3a mRNA im BO.
Sema3A fihrt daher wahrscheinlich Nrp-1* Axone vom Riechepithel durch die ventrale Nervenschicht in den
Riechkolben. 1. AK: Kaninchen a-Nrp-1; 2. AK: Ziege a-Kaninchen-HRP; BO = Bulbus olfactorius, oe = ol-
faktorisches Epithel; dorsal ist oben, ventral ist unten, medial links, lateral rechts. (Schematische Abbildung
modifiziert nach Schwarting et a., 2000).

Bisher wurde eine Fehlleitung von Nrp-1" Axonen nur in neugeborenen Sema3a Mutan-
ten (Schwarting et al., 2000), nicht jedoch postnatal untersucht. Es blieb unklar, ob fehlgelei-
tet Nrp-1* Axone zu einem spéteren Zeitpunkt der Entwicklung ihre Zielglomeruli finden oder

eliminiert werden. Die Einkreuzung der Sema3a Mutation in den CD1 Hintergrund erlaubte
es nun auch postnatale Stadien zu analysieren.
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50 um-Schnitte von homo- und heterozygoten Sema3a Mutanten desselben Wurfes wur-
den mit a-Nrp-1 Antikdrper angefarbt (Abb. 10). In homozygoten Sema3a Mutanten zeigte
sich eine Fehlleitung von Nrp-1* Fasern im caudalen BO (Abb. 10 B). Die Axone waren im
Vergleich zu heterozygoten Sema3a Mausen (Abb. 10 A) nicht auf die laterale Region be-
schrankt, sondern verteilten sich Uber die gesamte ventrale Nervenschicht des BO. Zusétzlich
war im ventralen Bereich eine deutliche Defaszikulierung der Axone erkennbar (Abb. 10
C,D). Neben der Fehlleitung von Nrp-1* Fasern waren auch ektopische Nrp-1*
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Abb. 10: Nrp-1" Axone sind in Sema3a M utanten fehlgeleitet. 50 um Schnitte von P5 Méausen, die heterozy-
got (+/-) bzw. homozygot (-/- ) fur die Sema3a Mutation waren, wurden wie beschrieben mit einem o-Nrp-1
Antikorper gefarbt. In Sema3a’™ Méusen sind Nrp-1" Axone nicht nur auf die laterale Region des BO einge-
schrankt, sondern verteilen sich GUber den gesamten BO (A, B). Die Vergrofierung der in A und B markierten
Bere|che zeigt die Verteilung von Nrp-1* Axonen in der lateralen Nervenschicht von Sema3a™ Mé&usen (C) und
Sema3a’” Méausen (D). Im Gegensatz zu heterozygoten Sema3a-Mausen (roter Stern), sind Nrp-1" Glomeruli in
Sema3a Mutanten in der medialen Region des BOs sichtbar (gruner Stern). 1. AK.: Kaninchen o-Nrp-1; 2. AK.:
Ziege a-Kaninchen-HRP, dorsal ist oben, lateral links, medial rechts, ventral unten.
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Glomeruli nachweisbar. In heterozygoten Sema3a Mausen waren Glomeruli in der late-
ralen Hélfte des BOs zu erkennen (Abb. 10 A, roter Stern). In Sema3a Mutanten konnten Glo-
meruli dagegen auch in der medialen Region beobachtet werden (Abb. 10 B; griner Stern).
Die Fehlleitung von Nrp-1" Axonen ist daher auch mit einer verénderten Position der von die-
sen innervierten Glomeruli im BO verbunden. Die Ergebnisse zeigen, dal3 die Fehlpositionie-
rung von Nrp-1" Axonen am Tag P5 noch besteht und demnach nicht korrigiert wurde.

3.1.3 Analyse der Projektion von OR37A" olfaktorischen Neuronen
in Sema3a Mutanten

Nrp-1 markiert eine grof3e Subpopulation von Axonen, die zahlreiche Glomeruli innervie-
ren. Um die Navigation olfaktorischer Axone, die durch Expression eines OR charakterisiert
sind, nachvollziehen zu kénnen, wurde ein transgener Marker verwendet. Hierzu wurde eine
Mauslinie genutzt, in der die kodierende Sequenz fiir das Fusionsprotein taulacZ (Mombaerts
et al., 1996), bestehend aus dem Mikrotubuli-bindenden Protein Tau und dem E.coli Enzym
B-Galaktosidase, durch homologe Rekombination in das OR37a Gen eingefiihrt wurde. Die
Verwendung eines IRES (internal ribosomal entry site) ermdglichte die unabhangige Trans-

lation des taulacZ-Fusionsproteins (Abb. 11 A).
A

A-lacZ

OR37a NIRES tau

Abb. 11: Analyse der Navigation olfaktorischer Axone mit Hilfe transgener Marker. (A) Die Struktur der
Or37d*'*Z | oci ist schematisch dargestellt. Das Fusionsprotein taulacZ, bestehend aus dem Mikrotubuli-asso-
ziierten Protein tau und dem Markerprotein lacZ wurde durch homologe Rekombination in das Or37a Gen ein-
gefiihrt, die fir unterschiedliche olfaktorische Rezeptoren kodieren (Mombaerts, 2000). Die Verwendung eines
IRES (internal ribosomal entry site) ermdglicht die unabhangige Translation des taulacZ-Fusionsprotein (modi-
fiziert nach Strotmann et al., 2000). (Grof3e der Kassetten ist nicht mal3stabsgetreu). (B,C) Die Ansicht auf die
ventrale Seite des rechten Bulbus olfactorius nach Entfernen aus der Nasenhohle zeigt, daR Or37a®'* positive
Axone auf einen Glomerulus im Bulbus olfactorius konvergieren. In der Vergrof3erung ist der Glomerulus mit
den konvergierenden Axonen zu erkennen (C). LacZ wurde durch eine Inkubation des fixierten Gewebes mit
dem Substrat X-Gal visualisiert (modifiziert nach Strotmann et al., 2000).
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Mit dieser transgenen Mauslinien kénnen Neuronen, die OR37A exprimieren, durch eine
X-Ga Farbung visualisiert werden. OR37A" Axone konvergieren auf 1-2 Glomeruli pro BO
(Strotmann et al. 2000; Abb. 11 B,C). Fir diese Analyse wurden Sema3a Mause verwendet,
die homozygot fiir das Transgen Or37a* waren. Damit konnte ausgeschloRRen werden, dal3
Unterschiede in der Stérke der Expression des taulacZ Markergens die Analyse des Phanotyps
beeinflusst. Das Gehirn neugeborener Sema3a/Or37ataulacZ™ Mé&use wurde inklusive BO
prépariert und durch den Nachweis der 3-Gal aktosidase-Aktivitét die Projektion von OR37A"
Neuronen sichtbar gemacht.

A

Or37a'wlacZ B Anzahl der
Glomer uli

Sema3a’’* 34 (n=14)
Mittelwert 2,4 pro Tier

Sema3at’*

B Sema3a‘" 41 (n=31)
Q Mittelwert 1,3 pro Tier
S
(7]
Sema3a’” 2 (n=9)
. Mittelwert 0,2 pro Tier
&
<
S
Q
A

Abb. 12: OR37A" Axone zeigen Projektionsdefekte in Sema3a’ M dusen (A) OR37A* Neurone von neugebo-
renen Mé&usen, die homozygot fiir das Or37a"'*# Transgen, und entweder heterozygot (+/-) oder homozygot (- /
) firr die Sema3a Mutation waren, wurden durch Inkubation mit dem X-Gal Substrat visualisiert. In der Sema3a™
Mutante waren OR37A* Axone nicht in der Lage, auf ihre normale Zielglomeruli zu konvergieren. (B) Der Ver-
gleich von WT, heterozygoten und homozygoten Sema3a Tieren zeigte einen Dosis-abhangigen Effekt von
SemadA auf die Navigation von OR37A" Axonen. Im Vergleich zu WT Mausen (Sema3a™) sind in Sema3a’
Mausen im Durchschnitt weniger Glomeruli zu erkennen. In Sema3a”™ Mausen konnten nur bei einem Fall auf
beiden BO je ein Glomerulus beobachtet werden. Dieser war jedoch im Vergleich zum WT kleiner.

In Sema3a* Mausen konnte ein feines Netzwerk an p-Gal* Axonen beobachtet werden,
die im Durchschnitt auf 2-3 Glomeruli pro BO konvergierten (Abb. 12 B). Dies weicht von
den Daten von Strotmann et al. (2000) ab, in denen jeweils nur 1-2 Glomeruli pro BO zu er-
kennen sind. Der Vergleich der Projektion in Sema3a*™ und Sema3a™ Tieren zeigte ausge-
pragte Defekte in Sema3a Mutanten. Es war in 8 von 9 untersuchten Glomeruli keine Kon-
vergenz von OR37A" Neuronen nachzuweisen (Abb. 12 A). AuRerdem war eine starke Ver-
ringerung der Zahl B-Gal* Axone in Sema3a defizienten Mausen sichtbar. Auch Sema3a*’
Méuse zeigten subtile Defekte. Die OR37A" Axone konvergierten auf weniger Glomeruli pro
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BO im Vergleich zu WT-Tieren (Abb. 12). Dies 183 auf einen Gen-Dosis-abhangigen Effekt
von Sema3A schlief3en. Diese Daten zeigen, dal3 Sema3A fur die Navigation und/oder die
Konvergenz von OR37A" Axonen notwendig ist.

314 Vaskulare Defekte in Sema3a M utanten

Die Liganden-bindende Untereinheit des Sema3A Rezeptors, Neuropilin-1, wird nicht nur
in neuronalen Zellen, sondern auch auf Endothelzellen exprimiert (Soker et al., 1998; Gluz-
man-Poltorak et al., 2000). Nrp-1 kann selber VEGF,¢; binden und hat als Ko-Rezeptor fir
VEGFR-1 eine wichtige Funktion fir die Entwicklung des Blutgefal3systems (Y ancopoul os et
al., 1999).

Um die Rolle von Sema3A in der Vaskulogenese und Angiogenese in vivo ndher zu un-
tersuchen, wurde das vaskuldre System von Sema3a’ Embryonen zwischen E9,5 und E11,5
untersucht, da in diesem Zeitrahmen essentielle Prozesse der Blutgefal3entwicklung stattfin-
den. Viele Mutationen, die die Entwicklung des Herzens und der Blutgefalie beeinflussen,
fuhren zu diesem Zeitpunkt zu embryonaler Letalitat (Gale und Y ancopoulos, 1999). Zwi-
schen E9,5 und E11,5 entwickelt sich aus dem priméren vaskul&ren Plexus durch einen Pro-
zel3 der Angiogenese das Blutgeféisystem (Theiler, 1989). Die Blutgefal3e von Sema3a Mut-
anten wurden immunhistochemisch durch Féarbung mit einem a-PECAM-1 Antikorper (pla-
telet endothelial cell adhesion molecule), der spezifisch vaskuldre Endothelzellen erkennt,
untersucht (Baldwin et al., 1994; Adams et al., 1999).

Insgesamt wurden 8 homozygote Sema3a’ Embryonen am Tag E9,5 analysiert. Davon
zeigten 7 Embryonen starke vaskulére Defekte in der Kopfregion (87%), und 6 Embryonen
eine abnormal e Blutgefaf3vildung in den Kiemenbdgen. In heterozygoten Sema3a Embryonen
war ein hierarchisch organisiertes Blutgefal3system erkennbar mit Gefél3en, die von der vorde-
ren Hauptvene des Kopfes auswachsen (Abb. 13 A, weiRe Pfeile). Sema3a’™ Embryonen
zeigten dagegen keine Umbildung des priméren Plexus (Abb. 13 B). In E9, 5 Sema3a*” Emb-
ryonen war in der Rumpfregion die dorsale Aorta (Abb. 13 C, schwarze Pfeile) und vordere
Hauptvene (Abb. 13 C, weile Pfeile) gut erkennbar. In Sema3a’™ Embryonen erschien die
dorsale Aorta normal (Abb. 13 D, schwarze Pfeile), wahrend die vorderen Hauptvenen des
Rumpfes nicht zu erkennen waren (Abb. 13 D). Die intersomitischen Blutgeféal3e der
Schwanzregion bilden ein feinstrukturiertes Netzwerk in den Somiten. In Sema3a’ Embryo-
nen war dieses feine Netzwerk nicht zu erkennen (Abb. 13 E).
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Abb. 13: Vaskuldre Defekte in E9,5 Sema3a’ Embryonen. (A-F) Ganze E9,5 Embryonen wurden mit 4%
Paraformaldehyd fixiert und mit einem a-PECAM-1 Antikdrper immunhistochemisch geférbt, der das embryo-
nale vaskulére System sichtbar macht (A, B; roaral ist oben, dorsal ist links). Kopfregion. Die Verzweigungen
der vorderen Hauptvene konnten in Sema3a’ Mausen (A weifRer Pfeil) nachgewiesen werden, in denen der
primére Plexus zu erkennen ist, Jedoch nicht in Sema3a™ Mausen (B). (C,D) Kiemenbdgen (rostral ist oben,
dorsal ist links). Sowohl in Sema3 als auch in Sema3a’ Embryonen war die dorsale Aorta zu erkennen
(schwarze Pfeile). In Sema3a’™ Embryonen war die vordere Hauptvene nicht zu erkennen (D), wahrend sie in
heterozygoten Embryonen normal war (C, weil3e Pfeile). (E,F) Intersomitische Blutgefalie der Schwanzre-
gion (dorsal ist oben). Das fein strukturierte Netzwerk der Blutgefale, das wahrend des Prozesses der Umstruk-
turierung (Remodelling) der mtersomltlschen Blutgefal?e in der dorsalen Seite entsteht, war im Gegensatz zu
heterozygoten Embryonen (E) in Sema3a’ Embryonen nicht vorhanden (F). 1. AK.: Ratte a-PECAM-1; 2. AK:
Ziege o-Ratte-HRP.

Auch in spédteren embryonalen Stadien waren starke Unterschiede zwischen heterozygo-
ten und homozygoten Sema3a Mutanten zu erkennen, die jedoch auf die Kopfregion be-
schrankt waren. Nach einer a-PECAM-1 Féarbung zeigten E10,5 Sema3a’ Embryonen eine
verringerte Komplexitét des Netzwerkes der Hauptvenen in der Kopfregion. Anstelle des hie-
rarchisch aufgebauten, verzweigten BlutgefaRsystems in Sema3a’”~ Embryonen war in vier
von funf homozygoten Sema3a Mutanten (87%) an E10,5 nur eine einzelne dominante
Hauptvene zu erkennen (Abb. 14 A). Nach Auswertung der Kiemenbogen-Region und inter-
somitischen Blutgefal3e konnten zwischen hetero- und homozygoten Embryonen jedoch keine
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Unterschiede festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).

-/-
A Semasa B Sema3a*’- | Sema3a’
0 Verringerte 8% (n=10) 87% (n=5) || n
S Komplexitét =
w : w

Keine Hauptvene na (n=10) na (n=5)

0 Verringerte 16% (n=6) 100% (n=4) 0
— Komplexitét -
— —
- Keine Hauptvene| na(n=6) 25% (n=4) L

Abb. 14: Vaskulére Defekte in E10,5 und E11,5 Sema3a’™ Embryonen. (A) Ganze E10,5 und E11,5 Embryo-
nen wurden mit 4% Paraformaldehyd fixiert und mit einem o-PECAM-1 Antikdrper immunhistochemisch ge-
farbt. Wahrend in Sema3a’- Embryonen das Netz von Gefélen hierarchisch organisiert war, war in Sema3a’
Embryonen eine dominante Hauptvene nachweisbar. AuRerdem war bei mutanten E10,5 und E11,5 Embryonen
eine verringerte Komplexitét zu erkennen. In Sema3a’™ Embryon fehlte in einem Fall die hintere Hauptvene. Die
Ergebnisse sind tabellarische in (B) zusammengefasst. 1. AK.: Ratte a-PECAM-1; 2. AK: Ziege a-Ratte-HRP.

Auch an E11,5 zeigten homozygote Sema3a’™ Mutanten eine im Vergleich zu Sema3a’™”
Embryonen verringerte Komplexitét der cranialen Blutgefal3e (Abb. 14 A, rechte Spalte). Au-
Rerdem fehlte bei einem von vier E11,5 Sema3a™ Embryonen die Hauptvene an der dorsalen
Seite der Kopfregion (Daten nicht gezeigt). Zusammenfal3end zeigten 87 % der Mutanten eine
verringerte Komplexitét der cranialen Blutgefal3e an E10,5, und E11,5 sogar zu 100%. In he-
terozygoten Sema3a Tieren war nur in 8% (E10,5) bzw. in 16% (E11,5) der untersuchten
Tiere eine verringerte Komplexitat festzustellen (Abb. 14 B).

Die starken Defekte in Sema3a’ Embryonen in frilhen embryonalen Stadien zeigen, dal?
Sema3A eine wichtige Funktion fir die Entwicklung des Blutgeféisystems hat. Insbesondere
die Umstrukturierung des priméren Plexus der Blutgefél3e (Angiogenese) ist massiv gestort.
Erstaunlich ist jedoch, dal? diese Effekte zu spateren Zeitpunkten in den Kiemenbtgen und
der Rumpfregion nicht mehr so dominant erkennbar sind wie an E9,5. Demnach scheint es zu
einer Korrektur der Defekte in spdteren Stadien zu kommen.
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3.2 Biochemische und funktionelle Analyse der
Semaphorine der Klasse 4

Wahrend die Funktion der sekretierten Semaphorine der Klasse 3 durch die Anayse von
Mausmutanten gut charakterisiert ist, ist Uber die Semaphorine der Klasse 4 bisher noch nicht
viel bekannt. Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit durch biochemische und zellbiologische
Ansétze eine funktionelle Analyse der Klasse 4 Semaphorine durchgeftihrt werden. Sequenz-
analysen der zytoplasmatischen Domane zeigten, dal3 5 von 7 Klasse 4 Semaphorinen ein
PDZ-Bindemotiv des Typs 1 enthalten (Abb. 15 A). PDZ-Domanen werden aufgrund der von
ihnen erkannten Konsensus-Sequenzen in drei Klassen unterteilt (Abb. 15 B). Es stellte sich
die Frage, ob die Semaphorine der Klasse 4, wie aufgrund ihrer Sequenz vorausgesagt, direkt
mit PDZ-Doménen Proteinen interagieren konnen, und ob dies fir die Funktion der Semapho-
rine wichtig ist. Um dieser Moglichkeit nachzugehen, galt es, die Interaktion ndher zu unter-
suchen.

A Senma4A - HLGAEVA Abb. 15: PDZ-Bindemotivein Semaphorinen der
Sema4dB - DSVVSVV Klasse 4. (A) Essind die letzten 7 Aminosduren des
Sema4C - NPEESSV C-Terminus der Klasse4 Semaphorine dargestellt.

SemadB, 4C, 4E, 4F und 4G enthalten ein PDZ
Bindemotiv des Typs1 ( B). (B) Diefur diedrei
Typenvon PDZ  -Bindemotiven entscheidenden

Senma4D - DSDADGD
Sema4E - | DDESEI

SemadkF - TCDETSI K onsensus-Sequenzen sind dargestellt ( Sheng und
Sema4G - QLDESSV Salas, 2001) Das PDZ -Bindemotiv des Typs 1 wird
von Proteinen wie PSD -95 und GIPC erkannt. Die
B PDZ-Bindemotiv PDZ-Doménen Proteine  Shank/ProSAP  erkennen
Typl X-SIT-X-VIL Typ 2, und mNOS den PDZ-Bindemotive-Typ 3.

Typ Il X-FIY-X-VII
Typ 1l X-D-X-V

321 Biochemischer Nachweis der Interaktion von Klasse 4
Semaphorinen mit PDZ-Domanen Proteinen

Zur Analyse der Interaktion von PDZ-Doménen Proteinen und Klasse 4 Semaphorinen
wurden zunachst jeweils die Proteine SAP102, SAP97, GIPC1, PTP-BL, S-Scam und PSD-95
mit unterschiedlichen Semaphorinen in HEK 293T-Zellen koexprimiert und durch Im-
munprazipitation und Western Blot auf ihre Interaktion getestet. Die Expressionsvektoren fur
die Klasse 4 Semaphorine enthalten ein N-terminales Flag- oder VSV -Epitop (Puschel et al.,
1995, Puschel, unpubliziert). Es stellte sich allerdings heraus, dal3 die Expression der mit
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V SV-markierten Proteine in HEK 293T-Zellen schwéacher war (Fiore, Hovatta, personliche
Kommunikation). Die PDZ-Doméanen Proteinen waren mit einem N-terminalen myc-Epitop
oder EGFP markiert (Puschel, unpubliziert; Roth, unpubliziert; Garner et al., 2000; Boeckers
et al., 1999). Dabei konnte eine Interaktion von SemadB, SemadC und SemadG mit PSD-95
und mit GIPC1 nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse wurden auch von Wang et a. (1999)
fur SemadC und GIPCL1 bestétigt. Ferner konnte ein Fragment mit den PDZ-Doménen 4 und 5
der Phosphatase PTP-BL und S-Scam Semad4C binden. Aul3erdem wurde eine Bindung von
SemadF und SAP97 nachgewiesen werden. SAP97 gehotrt wie PSD-95 zu der Familie der
MAGUKSs (membrane-associated guanylate kinases) und ist an Synapsen im Nervensystem
nachweisbar (Craven und Bredt, 1998). Von dieser Vielzahl von Interaktion wurde eine fir
weitere Analysen ausgewahlt. Wie in Kapitel 1.6, beschrieben ist PSD-95 eine essentielle
Komponente fur die Organisation der postsynaptischen Dichte (PSD) und organisiert die
Molekule, die an der PSD verankert sind. Fur PSD-95 sind mehrere poly- und monoklonale
Antikorper vorhanden, die eine detaillierte Analyse von PSD-95 in biochemischen und zell-
biologischen Ansétzen zulassen.

Uber die Funktion von Sema4B, 4C und 4F ist bisher noch nicht viel bekannt. Neben
nicht-neuronalen Geweben sind sie vor allen Dingen in verschiedenen Regionen des ZNS
exprimiert (Plschel, 1995) und konnten daher eine Rolle in der axonalen Wegfindung spielen.
Die Interaktion mit einem Protein wie PSD-95 kdnnte jedoch auf eine weitere, neuartige
Funktion von Klasse 4 Semaphorinen bel der Synaptogenese hindeuten. Daher wurde im fol-
genden die Interaktion von PSD-95 mit Klasse 4 Semaphorinen ndher untersucht. PSD-95
wurde mit unterschiedlichen Semaphorinen der Klasse 4 in HEK 293T-Zellen exprimiert, die
Zellen zwel Tage nach der Transfektion lysiert und anschlief3end durch Immunprézipitation
mit einem a-Flag Antikorper auf eine mogliche Interaktion untersucht (Abb. 16).

L ysat P
PSD-95 PSD-95
MW (kD) SemadB 4C 4G 4F - 4B 4C 4G 4F -
_ . IP: a-Flag
o1 - e — — -y WB: a-myc

- _ .'" IP: a-Flag
97— . ey ‘ E . WB: a-Flag

Abb. 16: Sema4B, 4C und 4G interagieren mit PSD-95. pBK-Flag-Sema4B (4B), pBK-Flag-Sema4C (4C),
pBK-Flag-SemadG (4G) und pBK-Flag-SemadF (4F) wurden zusammen mit pGWI-myc-PSD-95 in HEK 293T-
Zellen exprimiert (n= 8). Als Kontrolle wurden die Zellen mit dem Vektor pBK-CMV (-) transfiziert. Die Zellen
wurde 48 h nach der Transfektion geerntet, lysiert, und eine Immunprazipitation (IP) mit einem a-Flag Antikor-
per durchgefihrt. Lysate und Immunprézipitate wurden mittels Western Blot (WB) unter Verwendung von o.-
Flag und a-myc Antikdrpern und anschlieRender Chemolumineszenz-Reaktion analysiert. Semaphorine haben
eine Grofe zwischen 95-99 kD, PSD-95 hat ein Molekulargewicht von 95 kD. 1. AK.: Maus a-Flag, Maus -
myc; 2. AK.: Kaninchen a-Maus-HRP.
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Es konnte gezeigt werden, dald wie erwartet PSD-95 mit Sema4B, Sema4C und Sema4G in-
teragiert. Dabei schien das Signal in der Immunprézipitation von PSD-95 und Sema4B
schwécher zu sein, allerdings war die Expression von SemadB im Vergleich mit den anderen
Semaphorinen der Klasse 4 auch geringer. Erstaunlicherweise konnte reproduzierbar die von
Schutze et al.(2001) beschriebene Bindung von SemadF an PSD-95 nicht bestétigt werden.

Die biochemischen Nachweise zur Interaktion von Klasse 4 Semaphorinen mit PDZ-Do-
méanen Proteine sind in Tab. 9 zusammengefalt.

Sema4B | Sema4C | SemadG | SemadE | SemadF
PSD-95 + + + - -
SAP 102 - - - - -
SAP 97 - - - - +
GIPC1 + + + - -
PTP-BL (2+3) - - - nd nd
PTP-BL (4+5) - + - - -
S-Scam - + nd nd nd

Tabelle 9: Tabellarische Zusammenstellung der Interaktionen von Klasse 4 Semaphorinen mit PDZ-Do-
manen Proteinen. Die aufgefiihrten Semaphorine und PDZ-Domanen Proteine wurden heterolog in HEK 293T-
Zellen exprimiert und durch Immunprézipitation auf ihre Interaktion getestet (n>3). Es konnte gezeigt werden,
dai3 das PDZ-Doménen Protein GIPC1 drei der Klasse 4 Semaphorine bindet. Die PDZ-Doméanen 4 und 5 der
Phosphatase PTP-BL und S-Scam interagieren mit SemadC. PSD-95 interagiert mit drei der fUnf getesteten Se-
maphorine. Ferner konnte eine Interaktion von SAP97 mit SemadF nachgewiesen werden. nd = nicht durchge-
fahrt.

3.2.2 PSD-95 induziert die Klusterbildung von Sema4B, Sema4C und
SemadG in Cos-7 Zellen

PSD-95 induziert die Klusterbildung von koexprimierten Proteinen wie NR-1 in Cos-7
Zellen (Kim et al., 1998; Hsueh et al., 1997). Es stellte sich nun die Frage, ob dies auch fur
die Semaphorine gilt. (Kim et al., 1998; Hsueh et a., 1997).

Nach einer Koexpression von myc-PSD-95 mit Flag-Sema4B, Flag-Sema4C oder Flag-
SemadG wurde in fixierten und permeabilisierten Cos-7 Zellen die Lokalisation der Proteine
durch indirekte Immunfluoreszenz mit a-Flag und a-myc Antikorpern untersucht. Nach
Kotransfektion von pBK-Flag-Sema4B, pBK-Flag-Sema4C und pBK-Flag-SemadG mit pBK-
CMV waren die Semaphorine homogen in der Membran verteilt (Abb. 17 D-F). Die
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Koexpression von PSD-95 induzierte die Bildung von Mikroaggregaten von PSD-95 und von
SemadB, Semad4C und SemadG in Cos-7 Zellen (Abb. 17 A-C).

a-Flag a-myc Merge a-Flag

Flag-Sema4B

myc-PSD-95

Flag-SemadG | | Flag-SemadC | | Flag-Sema4B

Flag-SemadG || Flag-Sema4C

Abb. 17: PSD-95 induziert die Klusterbildung von Sema4B, Sema4C und SemadG in Cos-7 Zellen. Cos-7
Zellen wurden mit pBK-Flag-Sema4B (A,D), pBK-Flag-Sema4C (B,E), pBK-Flag-Sema4G (C,F), pGWI-myc-
PSD-95 (A-C) und pBK-CMV (D-F) transfiziert und nach 48 h in Kultur fixiert (n=4). Nach Permeabilisierung
der Zellen wurden die Proteine mit a-Flag und a-myc Antikérpern nachgewiesen. Nach Koexpression von PSD-
95 kam es zur Klusterbildung von Sema4B, SemadC und SemadG (A-C). Bei der Koexpression von SemadB
(D), Sema4C (E) und SemadG (F) mit dem Leervektor pBK-CMV (D-F) kam es zu einer gleichmafdigen Ex-
pression. 1. AK.: Kaninchen a-myc, Maus a-Flag; 2. AK.: Ziege a-Kaninchen Alexa 594, Ziege a-Maus Alexa
488.

3.2.3 Sema4B bindet die PDZ-Doméanen von PSD-95

Die folgenden Experimente konzentrierten sich auf SemadB. Dies hatte zwei Grinde:
Zum einem konnte ein Antikorper gegen Sema4B generiert werden, der weitergehende Unter-
suchungen ermdglichte (s. 3.2.6). Zum anderen ergab sich die Md&glichkeit, eine Sema4b
Mausmutante zu erhalten. Allerdings stand diese erst nach dem Ende dieser Arbeit zur Verfi-
gung. Wahrend des Verlaufs dieser Arbeit wurden drei Studien publiziert, die eine Interaktion
von Sema4C und SemadF mit PSD-95 beschrieben (Wang et al., 1999; Inagi et al., 2001;
Schultze et al. 2001). Daher bot es sich an, die Interaktion von PSD-95 mit Sema4B in den
Vordergrund zu stellen.

Um die Domane von PSD-95 zu identifizieren, die fur die Bindung von Sema4B verant-
wortlich ist, wurde dessen Interaktion mit Deletionsmutanten von PSD-95 getestet. Dazu
wurden GST-Fusionsproteine der 1., 2., bzw. 1-3. PDZ-Doméne von PSD-95 in E.coli M15-
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Zellen und SemadB in HEK 293T-Zellen exprimiert. Als Negativkontrolle diente ein in M15-
Zellen exprimiertes Par-6-GST-Fusionsprotein, das ebenfalls eine PDZ-Domaéne enthdlt, die
alerdings ein anderes Bindemotiv erkennt (Hung und Kemphuis, 1999). In einem Pulldown-
Assay wurde das jeweilige GST-Fusionsprotein an Glutathion-Sepharose gekoppelt, mit dem
Lysat der transfizierten Zellen inkubiert, und gebundenes Protein eluiert. Die Interaktion
wurde nach SDS-PAGE der eluierten Proteine durch einen Western Blot tberprift. Alle drel
PDZ-Domanen von PSD-95 nicht aber Par-6 binden Sema4B (Abb. 18).

A Lysat SemadB
Sema4B PDz1 PDZ2 PDz1-3 Par-6

5

MW (kD)
— 148

ki '“"-# — 98

WB: a-Flag

- WB: a-GST
- — 36

Abb. 18: Sema4B bindet die PDZ-Doméanen von PSD-95. (A) Die Interaktion der unterschiedlichen PDZ-
Doménen von PSD-95 (PDZ-1, PDZ-2 und PDZ 1-3) mit Sema4B wurde in einem Pulldown-Assay getestet.
GST-Fusionsproteine wurden in E. coli M15 und pBK-Flag-Sema4B in HEK 293T-Zellen exprimiert. Die GST-
Fusionsproteine wurden an Glutathion-Sepharose gebunden, mit dem Lysat transfizierter 293T-Zellen inkubiert,
und die gebundenen Proteine mit Probenpuffer eluiert. Die eluierten Proben wurden mit einem 7,5%igem SDS-
Gel aufgetrennt und Sema4B mittels Western Blot durch einen a-Flag Antikodrper nachgewiesen. Als Negativ-
kontrolle diente ein GST-Fusionsprotein von Par-6 (n=3). (B) Zur Kontrolle der Expression der GST-Fusions-
proteine wurden die Eluate des Pulldown Ansatzes (Verdinnung 1:5) auf einem 10%igem SDS-Gel aufgetrennt
und im Western Blot mit einem a-GST Antikorper nachgewiesen. Die exprimierten Proteine der PDZ-Doménen
von PSD-95 haben ein Molekulargewicht von 40 kD (PDZ1), 36 kD (PDZ2), 72 kD (PDZ1-3) und 48 kD Par-6).
1. AK.: Maus a-Flag, Kaninchen a-GST; 2.AK.: Ziege a-Maus-HRP, Ziege a-Kaninchen-HRP.

Aufgrund der unterschiedlichen Signalintensitéten konnte gezeigt werden, dal3 Sema4B
préferentiell an die PDZ-Doméne 2 bindet. Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Spezifitét der
PDZ-Domane von PSD-95 zu Sema4B nicht néher charakterisiert werden. Ein Konstrukt, das
die PDZ-Doméane 3 von PSD-95 enthalten wirde, konnte einen ndheren Aufschluf auf die
Spezifitét der Bindung geben.
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3.24 Generierung von Sema4B Deletionsmutanten

SemadB ist ein 768 Aminosauren grof3es Protein und enthalt neben der 500 Aminosauren
grof3en Sema-Domane eine Transmembran-Doméne und eine zytoplasmatische Doméne von
99 Aminosauren. Die letzten C-terminalen Aminosauren enthalten das PDZ-Bindemotiv. Um
die Spezifitét der Bindung von SemadB an PSD-95 und deren Funktion zu untersuchen, wur-
den eine Reihe von Deletionsmutanten generiert. Dazu wurde die ganze zytoplasmatische
Domaéne, das PDZ-Bindemotiv oder die extrazelluldre Doméne deletiert (Abb. 19 A, B,CD).
Zusétzlich wurden die zytoplasmatische Doméane mit einem Myristoylierungssignal versehen,
um sie an der Membran zu verankern (Abb. 19 A, E). Die Deletionsmutanten wurden jeweils
mit einem N-terminalen Flag-Epitop versehen oder mit GFP fusioniert. Zur Kontrolle wurden
die einzelnen Sema4B Mutanten heterolog in HEK 293T-Zellen exprimiert, und mittels Wes-
tern Blot analysiert (Abb. 19 B). Die ermittelten Molekulargewichte entsprachen den erwar-
teten GrofRRen von 98 kD (Flag-Sema4B, A), 80 kD (Flag-SemadAcyt, B), 97 kD
(Flag.SemadBAPDZ, C), 45 kD (GFP-Sema4BAN, D) und 50 kD (myr-GFP-SemadBcyt, E).
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Kpnl BamHI Xhol

A A Flag-Sema4B cyt
Kpnl BamHlI

B Flag-Sema4BAcyt

Kpnl BamHI  Xhol

C Flag-Sema4BAPDZ

BamHI Xhol
D GFP-Sem4BAN cyt
BamHI  Xhol
|
E myr-GFP-Sema4Bcyt myr - Cyt
B
98kD —
66 kD ——

Abb. 19: (A) Schematische Darstellung von Sema4B Deletionsmutanten. Die dargestellten Expressionsvek-
toren fur Flag- oder GFP-Fusionsproteine wurden auf der Basis der Plasmide pBK-CMV (A-C,E) und EGFP-
Sema3A (D) (Probst und Pischel, unpubliziert) konstruiert. Eine detaillierte Beschreibung zur Konstruktion der
SemadB-Deletionsmutanten ist in Abschnitt 2.2.4 ndher beschrieben. Alle Konstrukte wurden durch Sequenzie-
rung Uberpriift. N = Extrazellulére Doméne; Sema = Semaphorin-Doméne; TM = Transmembran-Doméne; cyt =
zytoplasmatische Doméne; EGFP = Green Fluorescent Protein; myr = Myristoylierungssequenz.

(B) Western Blot-Analyse heterolog exprimierter SemadB Deletionsmutanten. HEK 293T-Zellen wurden
mit pBK-Flag-Sema4B (A), pBK-Flag-Sema4BAcyt (B), pBK-Flag-SemadBAPDZ (C), EGFP-Sema4BAN (D)
und pBK-myr-GFP-Sema4Bcyt (E) transfiziert, die Zellen nach 48 h in Kultur lysiert. 20 ug Lysat wurden durch
Western Blot mit Hilfe von a-Flag (A-C,E) und a-GFP (D) Antikorpern und anschlief3ender Chemolumines-
zenz-Reaktion analysiert. Die ermittelten Molekulargewichte entsprachen den erwarteten Gréf3en von 98 kD
(Flag-Sema4B, A), 80 kD (Flag-SemadBAcyt, B), 45 kD (Flag-Sema4B APDZ, C), 50 kD (GFP-Sema4B AN,
D) und 97 kD (pBK-myr-GFP-Sema4Bcyt, E). 1. AK.: Maus a-Flag, Maus a-GFP; 2. AK.: Ziege a-Maus-
HRP.
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3.25 Der C-Terminus von Sema4B ver mittelt die Bindung von PSD-
95in Cos-7 Zéellen

Die in 3.2.4 beschriebenen Deletionsmutanten wurden zundchst dazu verwendet, die
Bindung von PSD-95 an Sema4B zu untersuchen. Sowohl Flag-Sema4BAcyt als auch Flag-
SemadBAPDZ waren nach Koexpression mit myc-PSD-95 gleichmaliig an der Oberfléche

a-Flag a-myc Merge

Flag-Sema4BAPDZ|| Flag-Sema4BAcyt|| Flag-Sema4B |

myc-PSD-95

| myr-GFP-4Bcyt ||GFP-Sema4BAN |

Abb. 20: Koexpression von Sema4B und PSD-95 in Cos-7 Zellen. Cos-7 Zellen wurden mit pGWI-myc-PSD-
95 und pBK-Flag-Sem4B (A), pBK-Flag-SemadBAcyt (B), pBK-Flag-Sema4BAPDZ (C), GFP-Sema4BAN (D)
und pBK-myr-GFP-Sema4Bcyt (E) transfiziert (n=3) und nach 48 h Kultur fixiert, permeabilisiert, und anschlie-
Rend mit a-Flag bzw. a-myc Antikérpern geférbt. GFP-myr-SemadBcyt und SemadBAN wurden aufgrund der
Fluoreszenz von EGFP nachgewiesen. Das PDZ-Bindemotiv in der zytoplasmatischen Doméane von Sema4B
ermoglichte eine Bildung von PSD-95/Sema4B-Klustern (A). Die Deletion der zytoplasmatischen Doméne (B)
bzw. des PDZ-Bindemotivs (C) fuhrte zu einer gleichmaigen Verteilung von SemadB in der Zellmembran.
Koexpression von pBK-Sema4BAN und pBK-myc-PSD-95 (D) fuhrte ebenfalls zum Klustern. Allerdings war
die Expression sowohl von GFP-Sema4BAN al's auch pGWI-myc-PSD-95 im Vergleich zu anderen Transfektion
relativ gering. Bel Kotransfektion von pBK-myr-GFP-SemadBcyt und pBK-myc-PSD-95 kam es zu einer gur-
telartigen Anordnung von SemadB (E). 1. AK.: Maus a-Flag, Kaninchen a-myc; 2. AK.: Ziege a-Maus Alexa
488, Ziege a-Kaninchen Alexa 594.
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verteilt (Abb. 20 B, C); es war keine Klusterbildung von Sema4BAcyt oder
SemadBAPDZ zu beobachten (Abb. 20 B, C). PSD-95 bildete jedoch schwache Mikroaggre-
gate (Abb. 20 A). Im Vergleich von Sema4B und SemadBAPDZ ist erkennbar, dai3 die Dele-
tion der letzten drei Aminosauren ausreichend war, eine Klusterbildung von SemadB zu
verhindern. Dagegen zeigte die Deletion der Ektodoméne (GFP-SemadBAN) keinen starken
Einfluf auf die Klusterbildung (Abb. 20 D). Die Expression von GFP-Sema4BAN in Cos-7
Zellen war jedoch im Vergleich zu den anderen Deletionsmutanten relativ schwach, was auch
im Western Blot zu erkennen ist (Abb. 19 B). Erstaunlicherweise fuhrte die Koexpression von
myr-GFP-SemadBcyt und myc-PSD-95 zu einer homogenen Verteilung von PSD-95. myr-
GFP-SemadBcyt ist in Regionen der Zelle konzentriert, die gurtelartig angeordnet sind (Abb.
20 E). Dieses Phanomen war nur bei Koexpression der myristoylierten Deletionsmutante mit
PSD-95 zu beobachten.

Um diesen Effekt von myr-GFP-SemadB ndher zu untersuchen, wurde nach Expression
verschiedener Proteine mit myr-Signal in Cos-7 Zellen mit Rhodamin- Phalloidin Aktin-Fi-
lamente sichtbar gemacht. Damit konnten mdgliche Effekte auf das Zytoskelett beobachten
werden. Zur Kontrolle wurden ein Expressionsplasmid fur eine myristoylierte zytoplasmati-
sche Doméne von SemadA (myr-GFP-SemadAcyt) und als Kontrolle EGFP mit Myristoylie-
rungssignal exprimiert. In den Kontrolltransfektionen mit myr-GFP waren wie in untransfi-
zierten Zellen deutliche Stressfasern zu erkennen (Abb. 21 C). Die Expression von myr-
SemadBcyt (Abb. 21 A), nicht aber von myr-GFP-SemadAcyt fiihrte dagegen zu einer Umor-
ganisation des Zytoskeletts. Es war ein aktinreicher Zellrand zu erkennen, der komplementéar
zur SemadB-Expression verlief.

Diese starke Umorganisation des Aktinzytoskeletts durch myr-GFP-SemadBcyt dhnelt
Effekten einer Uberexpression von einigen Rho-ahnlichen GTPasen. Eine genauere Analyse
dieses Effekts konnte jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht naher durchgefihrt werden.
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Abb. 21: Effekt von pBK-GFP-myr-Sema4Bcyt auf das Zytoskelett. Cos-7 Zellen wurden mit Expressi-
onsplasmiden fur pBK-myr-GFP-Sema4B (A), pBK-myr-myc-GFP-Sema4A (B) und myr-GFP (C) transfiziert
(n=3), nach 48 h in Kultur fixiert und permeabilisiert. Zur Visualisierung des Aktin-Zytoskeletts wurde Rhoda-
min-Phalloidin verwendet. Die GFP-Fluoreszenz zeigte die Expression der Fusionsproteine. Expression von
myr-GFP-SemadBcyt (A), nicht aber myr-myc-GFP-SemadAcyt (B) und myr-GFP (C), fihrte zu einer Umorga-
nisation des Zytoskeletts. Es entstand ein breiter aktinreicher Zellrand, komplementdr zur SemadB-Expression.

3.2.6 Generierung und Charakterisierung des a-Sema4B 09
Antikorpers

Um die Expression von SemadB in Geweben zu charakterisieren, wurde ein Antikorper
gegen die zytoplasmatische Domane (99 AS) von Sema4B generiert. Die zytoplasmatische
Domanen der 7 Mitglieder der Klasse 4 zeigen die geringste Sequenzhomol ogie untereinan-
der. Die kodierende Sequenz der zytoplasmatischen Doméane wurde mittels PCR amplifiziert
und in den Expressionsvektor pQE30 kloniert (QIAgen). Dieser Vektor ermoglicht die
Expression rekombinanter Proteine mit einem N-terminalen 6XHis-Epitop (6 konsekutive
Histidin-Reste), die eine hohe Affinitét fur eine Ni-NTA-Matrix (nickel-nitrilotriacetic metal
affinity matrix, Qiagen) haben und so eine einfache und effektive Aufreinigung von Proteinen
erlauben (Schmitt et al., 1993). Da das 6XHis-Epitop zudem eine geringe Immunreaktivitét
zeigt, kann das rekombinante Protein direkt als Antigen benutzt werden, ohne dal3 das Epitop
entfernt werden muss. 2 mg rekombinantes Sema4B_cyt wurden aus 3 | Bakterienkultur mit
Hilfe einer Ni-NTA-Saule aufgereinigt und als Antigen zur Immunisierung von zwel Kanin-
chen benutzt. Die resultierenden Seren a-Sema4B_09 und a-SemadB_10 wurden zun&chst in
Western Blot-Analysen charakterisiert. In den ersten Analysen zeigte sich, dal3 a-Sema4B_10
in Western Blots von rekombinanten Sema4B zusétzlich mehrere unspezifische Banden er-
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kennt (Daten nicht gezeigt). Aus diesem Grunde wurde fir die weiteren Experimente -
Sema4B_09 verwendet. Um die Spezifitét des a.-SemadB_09 Antikorpers zu testen, wurden
HEK 293T-Zellen mit den Expressionsplasmiden pBK-Flag-SemadB, pBK-Flag-SemadC
oder pBK-CMV transfiziert und die Lysate im Western Blot untersucht. Der a-Sema4B_09
Antikorper reagierte spezifisch mit rekombinanten SemadB, nicht aber mit Sema4C oder an-
dere Proteine in 293T-Zellen (Abb. 22 A). Eine Inkubation der Membran mit o.-Flag Antikor-
per zeigte die Expression vergleichbarer Mengen von SemadB und SemadC (Abb. 22 D). In
einem zweiten Ansatz wurde die Spezifitdt Des a-SemadB_09 Antikorpers durch ein Koma-
petitionsexperiment analysiert. Hierbei wurden Lysate wie oben beschrieben mittels SDS-
PAGE aufgetrennt und im Western Bot analysiert. a-Semad4B_09 wurde jeweils mit 5 ug
bzw. 25 ug mit in E. coli M15-Zellen expramiertem und gereinigtem Antigen fur 2h bei 4 °C
vorinkubiert. Das Antigen/ Antikorper-Gemisch wurde anschlief3end in Blocklésung 1 ver-
dunnt und fur eine Western Blot-Analyse verwendet. Nach Applikation von 5 ug Antigen war
das Signal fur rekombinantes Sema4B noch nachweisbar (Abb. 22 B). Bel der hoheren Anti-
gen-Konzentration war kein Signal mehr fir SemadB detektierbar (Abb. 22 C).

Sema 4B 4C -

A
sko — | WB: a-SemadB_09
B
WB: a-Sema4B_09
B kD — + 5 ug Antigen
C
98 kD — WB: a-Sema4B_09
+ 25 pg Antigen
D
OB KD —— |
WB: a-Flag

Abb. 22: Nachweis der Spezifitét des a-Semad_09 Antikorpers. HEK 293T Zellen wurden mit pBK-Flag-
SemadB, pBK-Flag-Sema4C oder pBK-CMYV (-) transfiziert und 10 ug Lysat nach 48 h Kultur im Western Blot
analysiert. a-SemadB_09 erkennt spezifisch rekombinantes SemadB, nicht aber SemadC oder andere Proteine in
HEK 293T-Zellen. Zum Nachweis der Spezifitét wurde der a-Sema4B_09-Antikdrper mit 5 ug (B) und 25 ug
Antigen (zytoplasmatische Doméne von Sema4B) (C) fur 2 h bei 4°C vorinkubiert. Anschlieend wurden die
Membranen mit diesen Ansédtzen inkubiert (B,C), und die Proteine durch eine Chemolumineszenz-Reaktion
sichtbar gemacht. Bei einer geringen Menge Antigen (5 ug) war noch eine schwache Bande zu erkennen, die bei
einer htheren Konzentration von Antigen (25 ug) nicht mehr sichtbar war. Als Kontrolle fir die Expression
wurden die Proteine mit a-SemadB_09 Antikorper (A) und a-Flag Antikdrper (D) nachgewiesen. 1. AK.: Ka-
ninchen a-Sema4B, Maus a-Flag; 2. AK.: Ziege a-Maus-HRP, Ziege a-Kaninchen-HRP.
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Die Sperzifitét des o.-SemadB_09 Antiserums wurde zusétzlich durch indirekte Immunflu-
oreszenz Uberpruft. Hierzu wurden Cos-7 Zellen mit dem Expressionsplasmid pBK-Flag-
Sema4B transfiziert, und die fixierten, permeabilisierten Zellen mit a.-Sema4B_09 und dem
a-Flag Antikorper geférbt. Das SemadB_09 Serum erkannte spezifisch rekombinantes Flag-
Sema4B (Abb. 23). Untransfizierte Zellen zeigten dagegen keine Farbung (Daten nicht ge-
zeigt). Mit diesen drei Ansétzen ist gezeigt, dald a.-SemadB_09 SemadB, nicht aber andere
Semaphorine erkennt.

a-Flag a-SemadB_09 Merge

Flag-Sema4B

Abb. 23: Analyse der Spezifitat von a-SemadB_09. Cos-7 Zellen wurden mit pBK-Flag-Sema4B transfiziert,
nach 48 h in Kultur fixiert und mit o-Flag Antikdrper und o-SemadB_09 Serum geféarbt. Das SemadB_09 Serum
erkennt spezifisch rekombinantes Flag-Sema4B. 1.AK.: Maus a-Flag, Kaninchen a-SemadB_09; 2. AK.: Ziege
a-Maus-Alexa 488, Ziege a-Kaninchen-Alexa 594.

3.2.7 Die Expression von Sema4B in neur onalen Geweben

Mit Hilfe des a-SemadB_09 Antikérpers wurde die Expression von Sema4B in neurona-
len Geweben und wahrend der Embryonal entwicklung untersucht. Membranen von Cerebel -
lum, Cortex und Ruckenmark unterschiedlicher Entwicklungsstadien wurden prépariert, durch
Solubilisierung und Ultrazentrifugation fraktioniert und mittels Western Blot anaysiert (Abb.
24). In Cerebellum und Ruckenmark konnte SemadB zwischen E14 und P28 nachgewiesen
werden, mit der stérksten Expression zwischen PO und P9 (Abb. 24 A, C). Im Cortex dagegen
war besonders an E14 eine starke Expression nachweisbar. Dain diesem Stadium der Cortex
noch nicht ausgebildet ist, wurde die dorsale Hirnregion von E14 Embryonen fir die Analyse
genommen, diese enthat daher nicht nur cortikale Neurone. Aufféllig ist, dal3 a-Sema4B_09
in allen Lysaten einen Doppelbande detektiert. Dieses Phdnomen war in alen Versuchen zu
beobachten, und kann auf eine posttranslationale Modifizierung oder alternatives Spleif3en
von SemadB zurlckzufihren sein.

Diese Daten bestatigen die durch in situ-Hybridisierung gezeigte neuronale Expression
von SemadB (Puschel, 1995). Es gelang im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht mit dem a-
SemadB_09 Antikdrper Immunférbungen von Schnitten des Gehirns durchzuftihren.
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Abb. 24: Expression von Sema4B in neuronalen Geweben wéhrend der Entwicklung. Cerebellum (A),
Cortex (bei E14 Gehirn) (B) und Rickenmark (C) wurden von Mé&usen unterschiedlicher Entwicklungsstadien
prépariert, homogenisiert, und unl6sliches Material durch eine kurze Zentrifugation bei 2000 rpm pelletiert. Der
Uberstand wurde mit 2% Triton X-100 solubilisiert. Anschlief3end wurden die Zellmembranen und das Zytosol
durch eine weitere Zentrifugation in der Ultrazentrifuge bei 45000 rpm entfernt. Die Verwendung vergleichbarer
Proteinmengen wurden mit einem a-Aktin Antikorper Uberpriift. 10 ug Lysat des Uberstandes wurden mit einem
7,5%igem SDS-Gel aufgetrennt und mittels Western Blot mit dem o-SemadB_09 Antikorper und anschlie3ender
Chemolumineszenz-Reaktion sichtbar gemacht. Neben der Proteinbestimmung nach Lowry wurde al's Kontrolle
fur die Proteinmenge eine Inkubation der Membranen mit einem a-Aktin Antikorper durchgefihrt. SemadB wird
im Cerebellum und Rickenmark wahrend der Entwicklung gleichméiig exprimiert (A, C). Im Cerebellum ist die
stérkste Expression zwischen P6 und P9 zu beobachten (A). Der Cortex ist bei E14 noch nicht so weit
entwickelt, dal3 er eine saubere Praparation zuldf3t. Aus diesem Grunde wurde bei E14 Embryonen die dorsale
Region des Gehirns verwendet. Dort ist eine starke Sema4B Expression zu beobachten; danach ist die
Expression relativ gering (B). 1. AK: Kaninchen a-Sema4B_09, Maus a-Aktin; 2. AK.: Ziege a-Kaninchen-
HRP, Ziege o-Maus-HRP.

3.2.8 PSD-95 und Sema4B interagieren in vivo

Um die Interaktion von PSD-95 und Sema4B auch in vivo nachzuweisen, wurden die
Membranfraktionen des Gehirns neugeborener Mause Uber einen Sucrose-Gradienten isoliert.
Sowohl SemadB als auch PSD-95 waren in der Membran nachzuweisen (Daten nicht ge-
zeigt). Fur Immunprézipitationen wurden die Membranfraktionen mit PBS, a-Sema4B_09, a-
SemadB_10 oder Prammun-Serum inkubiert, und die Antikorper mit Protein-G Agarose préa-
zipitiert. Lysat und Immunprazipitate wurden mittels Western Blot unter Verwendung a-
PSD-95 und a-SemadB_09 analysiert. Immunprazipitationen mit o.-SemadB_09, nicht aber
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mit PBS, PrAimmun-Serum und a-Sema4B_10 koprézipitierte PSD-95 (Abb. 25). Somit
konnte eine Interaktion von PSD-95 und Sema4B auch in vivo nachgewiesen werden.

Lysat IP
PSD-95 - SAB 09 S4B _10Pramm.
v
0BKD— | pmy — WB: a-PSD-95
98 KD — — .—-- p WB: a-SemadB_09

Abb. 25: PSD-95 und Sema4B bilden einen Komplex in vivo. Die Membranfraktion wurde aus den Lysaten
von Gehirnen neugeborener Méause Uber einen Sukrose-Gradienten isoliert, mit PBS (-), Sema4B_09-Serum,
Sema4B_10-Serum und Préimmun-Serum inkubiert, und Antikdrper mit Protein-G Agarose immunpréazipitiert.
Lysate und Immunprézipitate wurden mittels Western Blot unter Verwendung von a-PSD-95 und a-Sema4B_09
Antikdrpern und anschlieRender Chemolumineszenz-Reaktion analysiert. Es konnte eine Interaktion von PSD-95

mit Semad4B nachgewiesen werden. 1. AK.: Maus a-PSD-95, Kaninchen a-Sema4B_09; 2. AK.: Ziege a-Maus-
HRP, Ziege a-Kaninchen-HRP.
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3.29 Sema4B kolokalisiert mit postsynaptischen Markern in
hippocampalen Neuronen

Um die Funktion der Interaktion von SemadB und PSD-95 naher zu untersuchen, wurden
primére Kulturen primérer hippocampaler Kulturen verwendet. Dazu wurde der Hippocampus
aus E18 Ratten prapariert, die Neuronen dissoziiert und in Kultur genommen. Zunéchst wurde
die Verteilung von endogenem PSD-95 und Sema4B in hippocampalen Neuronen untersucht.
Verschiedene pré& und postsynaptische Markern wurden dazu verwendet, um nachzuweisen,
dal? Sema4B in der postsynaptischen Membran lokalisiert ist. a-SemadB_09 farbte in hippo-
campalen Kulturen an 21 Tagen in Kultur (DIV) punktformige Strukturen an (Abb. 26 A). Bei
einer Doppelféarbung war zu erkennen, dal3 Sema4B mit PSD-95 kolokalisierte (Abb. 26 B).
Als zweites postsynaptisch lokalisiertes Protein wurde die Verteilung von ProSAP-1 unter-
sucht. Dies ist ein PDZ-Domaéanen Protein, das an der Organisation der PSD beteiligt ist. Pro-
SAP-1 erkennt ein PDZ-Bindemotiv, das dem C-Terminus von Sema4B dhnelt. Eine Interak-
tion konnte biochemisch verifiziert werden (diese Arbeit; Badde, Molekulare Analysen der
Interaktion von Semaphorinen und PDZ-Doménen Proteinen, Diplomarbeit, WWU, Novem-
ber, 2002). Wie in Abb. 26 C zu erkennen ist, kolokalisieren Sema4B und ProSAP-1 an 21
DIV, wobei 88% der ProSAP-1" Strukturen auch mit a-SemadB_09 geféarbt wurden. Ein
wichtiger Bestandteil hippocampaler Synapsen ist der NMDA-Rezeptor (NMDA-R), der in
der PSD exzitatorischer Synapsen durch PDZ-Doménen Proteine verankert wird (Abb. 6). Bei
der Synaptogenese ist PSD-95 in hippocampalen Neuronen in der Synapse friher nachweis-
bar as der NMDA-R (Rao et al., 1998). Aus diesem Grunde wurde die Kolokalisation des
NMDA-R mit Sema4B ndher untersucht. Bel Quantifizierung der punktformigen Strukturen,
die durch a-SemadB_09 und a-NR-1 angeféarbt wurden, wurden 76 % der NR-1" Strukturen
auch mit a-SemadB_09 gefarbt (Abb. 26 D).

Als ein prasynaptischer Marker wurde die Lokalisation von Bassoon nachgewiesen, ein
Zinkfinger-Protein, das ausschlief3dlich in der aktiven Zone verankert ist (tom Dieck et al.,
1998; Boeckers et a., 1999). Einzelne punktférmige Strukturen von Sema4B* und Bassoon®
Zéellen Uberlappten nur partiell (Abb. 26 E, Vergrolierung). Dieses Bild dhnelte den von Boe-
ckers et al. (1999) veroffentlichten Analysen von ProSAP-1 und Bassoon, die pr& und
postsynaptische Strukturen mit einem &hnlichen Mustern zeigten. Pr& und postsynaptische
Strukturen liegen raumlich dicht beieinander, sind jedoch nicht deckungsgleich.

Aus diesem Daten kann geschlossen werden, dal3 SemadB und PSD-95 in hippocampalen
Neuronen an 21 DIV in postsynaptischen Spezialisierungen kolokalisierten. Sema4B kolokali-
sierte ausschliefdlich mit den postsynaptischen Markern ProSAP-1 und NMDA-R1, nicht aber
mit dem prasynaptischen Marker Bassoon.
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Abb. 26: Sema4B kolokalisiert mit postsynaptischen Markern in hippocampalen Neuronen. Kulturen pri-
maérer hippocampaler Neuronen wurden nach 21 DIV fixiert und mit a-SemadB_09 (A), a.-PSD-95 (B), a-Pro-
SAP-1 (C), a-NMDR-1 (D) und a-Bassoon (E) Antikorpern gefarbt (n=3). (A) SemadB war in punktférmigen
Strukturen lokalisiert und kolokalisierte mit den postsynaptischen Markern PSD-95 (B), ProSAP-1 (C) und NR-
1 (D), jedoch nur partiell mit dem présynaptischen Marker Bassoon (siehe Vergrélzerung, E).
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3.2.10 Interaktion von Sema4B und PSD-95 nach Kotransfektion
hippocampaler Neurone

Wie von Bradke und Dotti beschrieben (2000), kénnen schon an Tag 1 der Kultur (1 DIV)
hippocampaler Neuronen die ersten Auswiichse, die spéter zu Axonen und Dendriten heran-
reifen, beobachtet werden (Abb. 27 A). Zunéchst wurden die Zellen am Tag drei in Kultur (3
DIV) mit den Expressionsplasmiden pBK-Flag-Sema4B und pGW1-myc-PSD-95 transfiziert
und an 4 DIV, 10 DIV und 21 DIV durch indirekte Immunfluoreszenz analysiert (Abb. 27 B).
An 4 DIV war rekombinantes SemadB ausschlief3lich in Wachstumskegeln nachweisbar.
PSD-95 war hingegen in den Neuriten in punktformigen Strukturen lokalisiert. An Tag 10
DIV war SemadB ebenfalls in punktférmigen Strukturen zu finden, die jedoch nicht mit den
PSD-95" Strukturen kolokalisierten. Es konnte von Rao et al. (1998) gezeigt werden, dal
PSD-95 zu diesem Zeitpunkt schon in Synapsen hippocampaler Kulturen lokalisiert ist. Das
konnte in Farbungen mit dem synaptischen Marker Synaptophysin-1 verifiziert werden (Da-
ten nicht gezeigt).

Erst an 21 DIV konnte eine Kolokalisation von PSD-95 und Sema4B nachgewiesen wer-
den. Zu diesem Zeitpunkt ist der Prozess der Synaptogenese abgeschlossen (Bradke und
Dotti, 2000). Diese Ergebnisse zeigen, dal3 eine Kolokalisation von Sema4B und PSD-95 erst
in 21 Tage alten Kulturen zu sehen ist und deuten darauf hin, dal3 SemadB moglicherweise
von PSD-95 in Synapsen rekrutiert werden kénnte.
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Abb. 27: (A) Experimenteller Ansatz zur funktionellen Analyse von Sema4B in priméren hippocampalen
Neuronen. Primére hippocampale Neuronen wurden aus E18 Ratten Embryonen prépariert, dissoziiert und in
Kultur genommen. An Tag 3 der Kultur (3 DIV) wurden die Neuronen mittels Calcium-Phosphat-Transfektion
transfiziert und an Tag 4, Tag 10 oder Tag 21 der Kultur durch indirekte Immunfluoreszenz analysiert (modifi-
ziert nach Bradke und Dotti, 2000). (B) Sema4B und PSD-95 kolokalisieren nach Kotransfektion in hippocam-
palen Kulturen nach 21 DIV. Primére hippocampale Kulturen wurden am Tag 3 der Kultur (DIV) mit Expressi-
onsvektoren fir pBK-Flag-Sema4B und pGWI-myc-PSD-95 transfiziert und nach 4 (A), 10 (B) und 21 Tagen
(C) fixiert und analysiert. Die Expression rekombinanter Proteine wurde mit a-Flag und a-myc Antikdrpern
nachgewiesen. Erst an 21 DIV kolokalisierten Sema4B und PSD-95 in punktférmigen Strukturen (Pfeil). 1. AK.:
Maus a-Flag, Kaninchen a-myc; 2. AK.: Ziege a-Maus Alexa 488, Ziege a-Kaninchen Alexa 594.
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3.211 Sema4B Uberexpression verandert nicht die Zahl NR-1°
Synapsen

Nachdem eine Kolokalisation von Sema4B und PSD-95 in hippocampalen Neuronen ge-
zeigt werden konnte, galt es, die Funktion dieser Interaktion funktionell zu untersuchen. Dazu
wurde getestet, ob die Expression von exogenem Sema4B die Entwicklung und Zahl von Sy-
napsen beeinflussen kann. Hippocampale Neuronen wurden an 3 DIV mit Expressionsplasmi-
den fur myc-PSD-95 und Flag-SemadB oder Deletionskonstrukten von Sema4B (Abb. 19)
transfiziert, und anschlielend die Zahl NR-1" Synapsen an 21 DIV analysiert. Als Kontrolle
wurden die Neuronen mit PSD-95 und pBK-CMYV transfiziert (Abb. 28). Kulturen hippocam-
paler Neuronen zeigen eine hohe Diversitéat. Um den Effekt der exprimierten Proteine zu
analysieren, wurden daher pro Deckglas in vier Quadraten die Zahl der NR-1" Synapsen be-
stimmt. Dabei wurden auch Bereiche unterschiedlicher Zelldichte ausgewertet. Zunéchst
wurde der Grad der Kolokalisation der einzelnen rekombinanten Proteine bestimmt. 78% der
Flag-SemadB"* Strukturen waren auch NR-1" gefarbt. 93% der SemadB* und 95% der NR-1°
Strukturen Uberlappten hierbei auch mit a.-PSD-95 gefarbten punktformigen Strukturen. Es
konnte daher angenommen werden, dald die Synapsen, die positiv fir NR-1 waren, auch
SemadB und PSD-95 enthielten. Nach Quantifizierung der NR-1" Synapsen konnte keine
Verénderung in der Anzahl der Synapsen festgestellt werden. Die Kotransfektion von PSD-95
mit SemadB oder verschiedenen SemadB Deletionsmutanten hatte keinen Einfluld auf die
Entwicklung von Synapsen (Abb. 28).
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Abb. 28: Sema4B und PSD-95 Uberexpression veréndern nicht die Zahl der NR-1* Synapsen in priméaren
hippocampalen Neuronen. Primére hippocampale Neuronen wurden nach 3 DIV mit Expressionsvektoren fir
pBK -Flag-Sema4B (1), pBK-Flag-Sema4BAcyt (2), GFP-Sema4BAN (3), pBK-Flag-Semad4BAPDZ (4), pBK-
CMV (5) und pGWI-myc-PSD-95 (1-5) transfiziert (n=3). Nach 21 DIV wurden die Zellen fixiert und durch
indirekte Immunfluoreszenz mit den Antikérpern a-Flag, a-myc oder a-myc, a-NR-1, oder a-Flag, a-NR-1
analysiert. GFP-SemadAN wurde anhand der GFP-Fluoreszenz nachgewiesen. In den Doppeltransfektionen
kolokalisierten Sema4B und NR-1 zu 78%, Sema4B und PSD-95 zu 93% und PSD-95 und NR-1 zu 95%. Es
konnte daher angenommen werden, da3 NR-1" Synapsen auch Sema4B und PSD-95 positiv waren. Pro Trans-
fektion wurden 4 Ansétze ausgewertet, wobei NR-1" Synapsen in je vier Quadranten ausgezahlt wurden. Der
Mittelwert mit Fehlerbalken ist angegeben. Die Uberexpression von Sema4B und PSD-95 beeinflusste nicht die
Synapsenzahl und ist mit den Kontrollen vergleichbar. 1. AK.: Maus a-Flag, Maus a-myc, Kaninchen a-myc,
Kaninchen a-NDMR-1; 2. AK.: Ziege a-Maus-Alexa 488, Ziege a-Kaninchen Alexa 594.

Die Uberexpression von PSD-95 in hippocampalen Neuronen reicht aus, um die Ent-
wicklung von Synapsen zu beschleunigen (Husseini et al., 2000; Pawson, personliche Kom-
munikation). Um diesen Effekt auszuschlief3en und durch Expression verschiedener Mutanten
die Funktion von endogenem SemadB zu storen, wurden primére hippocampale Neuronen an
3 DIV mit entsprechenden Vektoren transfiziert und an 10 DIV und 21 DIV mit a-Flag und a-
NR-1 Antikérpern analysiert. Dabei konnten die Expressionsplasmide Flag-SemadBAcyt so-
wie Flag-SemadBAPDZ durch das fehlende PDZ-Bindemotiv vermutlich eine Lokalisation in
Synapsen verhindert. Desweiteren wirde GFP-Sema4BAN wahrscheinlich mit endogenem
Sema4B um die Bindung an PSD-95 kompetitieren. Es wurden wie oben beschrieben jeweils
vier Transfektionsansétze ausgewertet und pro Deckglas vier Quadranten ausgezahlt (Abb.
29). Es konnte weder an 10 DIV noch an 21 DIV eine Veranderung in der Anzahl der NR-1*
Synapsen festgestellt werden. Damit konnte kein Effekt von SemadB oder dessen Deletions-
mutanten auf die Entwicklung von Synapsen beobachtet werden .
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Abb. 29: Sema4B Uberexpression verandert nicht die Zahl der NR-1" Synapsen in priméaren
hippocampalen Neuronen nach 10 DIV und 21 DIV. Primére hippocampale Neuronen wurden an 3 DIV mit
Expressionsvektoren fir pBK-Flag-SemadB (1), pBK-Flag-Sema4BAcyt (2), GFP-SemadBAN (3), pBK-Flag-
SemadBAPDZ (4) und pBK-CMYV (5) transfiziert (n=3). Untransfizierte Zellen (6) dienten als Kontrolle. An 10
DIV (A) oder 21 DIV (B) wurden die Zellen fixiert und anhand der Antikorper a-Flag und a-NMDR-1
analysiert. Pro Transfektion wurden 4 Ansédtze ausgewertet, wobei NR-1" Synapsen in je vier Quadranten
ausgezahlt wurden. Semad4B und NR-1 kolokalisierten nach 10 DIV zu 80%, nach 21 DIV zu 83%. Hierbei gab
es keine Unterschiede in der Zahl der Synapsen zwischen den verschiedenen Transfektionen untereinander und
im Vergleich zu untransfizierten Kulturen. 1. AK: Maus a-Flag, Kaninchen a-NMDR-1; 2. AK.: Ziege a-Maus
Alexa 488, Ziege a-Kaninchen 594.
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3.3 Ansatze zur genetischen Analyse von Semaphorinen
der Klasse 4

Um die physiologische Funktion von Semaphorinen der Klasse 4 ndher zu analysieren,
sollte als Alternative zu in vitro-Assays ein genetischer Ansatz verfolgt werden. Dazu sollte
durch homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen eine spezifische Mutation in
das Genom der Maus eingefihrt werden. Zusétzlich zu SemadB wurde hierfir SemadG aus-
gewahlt. Uber SemadG ist bis auf das Expressionsmuster wenig bekannt. Ahnlich wie
SemadB enthélt es ein PDZ-Bindemotiv und zeigt aul3erdem im Gehirn ein spezifisches Ex-
pressionsmuster (Li et al, 1999). So konnten Transkripte von Semadg im BO nachgewiesen
werden.

331 Genomische Organisation von Sema4B und SemadG

Um Vektoren zu generieren, die die Inaktivierung der Gene in der Maus ermdglichen,
wurde zunéchst die genomische Organisation von Sema4B und SemadG untersucht. Zwei
Klone, die das murine Sema4b enthielten, wurden aus einer genomischen Bank von 129/Sv
Méausen in einen BAC (bacterial artificial chromosome)-V ektor isoliert. Ein 6,5 kbp grof3es
Xhol-Fragment konnte durch Shotgun-Klonierung und Koloniehybridisierung mit einer Probe
der ersten 400 bp der Semadb cDNA isoliert und mittels Sequenzierung und Restriktionsana-
lysen analysiert werden (Abb. 30). Dieses Fragment enthielt die Exons 1 bis 6 des Gens, die
der Position 1 bis 1482 der cDNA entsprachen und fir die Aminosauren 1 bis 482 kodierten
(Puschel et al., 1995). Wahrend dieser Arbeit wurde zusétzlich die Sequenz des gesamten
Gens des murinen und humanen Sema4b Gens durch das humane und das Maus-Genompro-
jekt verflgbar. Ein Vergleich der Sequenzen zeigte einige Uberraschende Unterschiede in der
Genstruktur zwischen beiden Spezies. Nicht nur die Grof3en der Introns sondern auch die der
Exons variierten zwischen Maus und Mensch. Wéahrend im humanen Sema4B Gen die Exons
1 bis 10 in einem Kluster tber 14 kb zusammenliegen, ist im murinen Sema4b Gen eine ho-
here Anzahl an Exonklustern zu finden, die sich jedoch auf eine genomische Lange von 12 kb
verteilen.
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Abb. 30: Genomische Organisation des humanen und murinen Sema4b L ocus. Die genomische Organisa-

tion des humanen SEMA4B und murinen Sema4b wurden mit Hilfe der Sequenzen des humanen und Maus-Ge-

nomprojektes ermittelt. Der Subklon 988-C1 wurde anhand eines Xhol-Verdaus aus dem BAC-CL1 isoliert.

Restriktionsverdaus, Southern Blots und Sequenzanalysen ergaben die dargestellte Restriktionskarte, die mit der

Sequenz des Genomprojektes (accession number: X85992) Ubereinstimmt. Der Vergleich mit der murinen

ﬁema42|—|8§quenz zeigte, dal3 der Subklon 988-C1 Exons 1-8 beinhaltete. (Exons sind durch schwarze Balken
argestellt.

Von Dr. Staffan Bohm (Umea University, Schweden) wurde ein Lambda FixIl Phage zur
Verfugung gestellt, der die genomische Sequenz von Sema4g enthielt. Daraus wurden durch
Shotgunklonierung und Koloniehybridisierung drei Subklone im pBluescript KS+-Vektor
isoliert (Abb. 31). Restriktionsanalysen und Sequenzierung zeigten, dal3 der Subklon 11-1 ein
5 kb grofies Xhol-Fragment enthielt, das Exon 1, 2 und einen Teil von Exon 3 enthielt und
den ersten 606 Basenpaaren der cDNA entsprachen, die fir Aminosauren 1 bis 202 kodieren.
Subklon 19-8, war ein EcoRI-Fragment mit einer Gréle von 6 kb, das die Exons 3 bis 6 (Po-
sition 614 bis 949 der cDNA, Aminosdure 204 bis 316) enthielt. Subklon 10-11 war ein Spel-
Fragment von 6,5 kb mit Exons 5 bis 13 ( Position 852 bis 2040; Aminosauren 284 bis 680).
Auch hier wurden wéahrend dieser Arbeit die vollsténdige genomische Sequenz Gber Genom-
projekte verfugbar. Humanes und murines Semadg zeigten eine grof3e Homologie (Exons 4
bis 12). Die Position der Exon/Intron-Grenzen war nahezu identisch.
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Abb. 31: Genomische Organisation des humanen und murinen Semadg L ocus. Die genomische Organisa-
tion des humanen SEMA4G und murinen Semadg wurden mit Hilfe der Sequenzen des humanen und Maus-Ge-
nomprojektes ermittelt. Die Subklone 11-1 (Xhol-Verdau), 19-8 (EcoRI-Verdau) und 10-11 (Spel-Verdau)
wurden aus dem APhage Il isoliert. Restriktionsverdaus, Southern Blot und Sequenzanalysen ergaben die darge-
stellte Restriktionskarte, die mit der Sequenz des Genomprojektes (accession number: NM_011976) Uberein-
stimmt. Der Vergleich mit der Sequenz des murinen Semadg zeigte, dal? die Subklone Exons 1 bis 13 beinhalte-
ten. (Exons sind durch schwarze Balken dargestellt.)

3.3.2 Herstellung eines Targeting-Vektors zur Generierung von
Semadg M utanten

Wahrend dieser Arbeit konnte von der Firma Lexington Genetics eine Semadb Mutante
erworben werden. Daher wurde zunachst nur ein Targeting-Vektor zur Generierung von
Semadg Nullmutanten konstruiert. Zur Inaktivierung des Semadg Gens wurde ein Vektor kon-
struiert, der eine Positiv/Negativ-Selektion transfizierter ES-Zellen erlaubt. Hierbel wurde als
Selektionsmarker eine ACN-Kassette, die aus den zwei Transgenen, ACN-Cre und PGKneo,
besteht, verwendet. Die Kassetten ACN-Cre und PGKneo werden von zwei |oxP Sequenzen
flankiert. Das Neomycin-Phosphotransferase Gen (PGKneo) vermittelt eine Resistenz gegen
das zytotoxische Antibiotikum G418 und dient als positiver Selektionsmarker. Die ACN-Kas-
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sette enthélt den Promoter des murinen Angiotensin Converting Enzyme (ACE), der wahrend
der Spermatogenese die Expression von Cre aktiviert (Bunting et al., 1999). Damit kann die
Cre-Rekombinase wahrend der Spermatogenese die ACN-Kassette entfernen. Dies verhindert
eine mogliche Beeinflul3ung des Phanotyps durch die Aktivitdt des Transgens (Olson et al.,
1996; Colledge et al., 1995); (Abb. 32 A). Die ACN-Kassette wurde in entgegengesetzter
Orientierung zur Transkriptionsrichtung von Semadg kloniert. Uber den Vektor pEasyFlox
wurde durch die Herpes simplex thymidin kinase (tk) ein negativer Selektionsmarker einge-
fuhrt. ES-Zellen, die den Targeting-Vektor tber nicht-homologe Rekombination integrieren,
konnen dadurch eliminiert werden. Mit Hilfe dieser Komponenten wurde ein Targeting-V ek-
tor generiert, der Exon 2 bis 5 von Sema4g durch die ACN-Kassette ersetzt. Zusétzlich wurde
5 der ACN-Kassette eine IRES-GFP-Sequenz eingefihrt, die es ermdglicht, in den mutanten
Maéausen die Zellen zu markieren, in denen der Semadg Promoter aktiv ist. Die Verwendung
eines IRES (internal ribosomal entry site) erlaubt einen vom Semadg Startcodon unabhangi-
gen Trangdlationsstart (Abb. 32 B; detaillierte Beschreibung, s. Abschnitt 2.2.5, Abb. 7). Der
Targeting-Vektor enthielt insgesamt 9,4 kb homologe Sequenz, welches eine homologe Re-
kombination mit guter Frequenz erlauben sollte (Thomas und Capecchi, 1987). Durch diesen
Targeting-Vektor kommt es in dem mutanten Allel zu einem Translationsstop nach 30 Ami-
nosauren. Das kurze Proteinfragment beinhaltet das Signalpeptid und ein kurzes Stiick der
Semaphorine-Doméne, das wahrscheinlich keine biologische Aktivitét hat. Zur Analyse der
korrekten Integration des Targeting-V ektors in ES-Zellen wurde eine externe Sonde (4G-3-1)
fur Southern Blots mittels PCR amplifiziert, die auf3erhalb der im Targeting-V ektor vorhande-
nen Semadg Sequenzen liegt (, externe Probe’). Die Uberpriifung der korrekten Integration in
das Genom erfolgt durch einen Xhol-Verdau und Southern Blot-Analyse. Der Wildtyp
Semadg Locus wird dadurch als ein 8 kb Xhol-Fragment identifiziert, durch homologe Re-
kombination veranderte ES-Zellen zeigen durch die Deletion einer Xhol-Schnittstelle in Exon
3 ein Fragment von 13 kb.
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Abb. 32: Generierung des Targeting-Vektors zur Herstellung von Semadg Mutanten. (A) Als Selektions-
marker wurde eine ACN-Kassette verwendet. Die Transgene ACN-Cre und PGKneo werden von zwei loxP
Sequenzen flankiert. Die ACN-Kassette kontrolliert die Expression von Cre und enthélt den Promoter des muri-
nen Angiotensin Converting Enzyme (ACE), der wahrend der Spermatogenese aktiviert wird (Bunting et al.,
1999). Der Vektor wird in embryonale Stammzellen (ES-Zellen) eingefiihrt, und neo-resistente ES-Zellen in
Blastozysten zur Generierung chimérer Mause injiziert. Wahrend der Spermatogenese méannlicher Chiméren
wird die Cre-Rekombinase aktiviert und entfernt so die Sequenz zwischen den loxP-Sequenzen, ACN-Cre und
PGKneo. (B) Schematische Darstellung des WT-Locus und des rekombinierten Locus in ES-Zellen nach homo-
loger Rekombination des Semadg Targeting-Vektors. Eine detaillierte Beschreibung der Klonierungsschritte zur
Herstellung des Semadg Targeting-Vektros ist in Abschnitt 2.2.5 erlautert. Alle Klonierungsschritte wurden
entweder durch Sequenzierung, Restriktionsanalyse oder Koloniehybridisierung Uberpriift. Zur Linearisierung
des Targeting-Vektors kann das Restriktionsenzym Sfil benutzt werden. Zur Analyse der korrekten Integration
in ES-Zellen wurde eine externe Southern Blot-Sonde (4-G-3-1) mittels PCR amplifiziert. Zur Uberpriifung der
korrekten Integration in das Genom kann die genomische DNA mit dem Restriktionsenzym Xhol verdaut wer-
den. Der WT Semadg Locus wird as ein 8 kb Xhol-Fragment identifiziert, durch homologe Rekombination
verénderte ES-Zellen zeigen durch die Deletion einer Xhol-Restriktionsschnittstelle ein Fragment von 13 kb. P=
loxP-Seguenz. Exons werden durch schwarze Balken dargestellt.

Zur Uberpriifung der Hybridisierungssonde 4G-3-1 wurde genomische DNA von R1 ES-
Zellen, C57BL/6 und CD1 Mausen isoliert, mit dem Restriktionsenzym Xhol verdaut und
mittels Southern Blot analysiert. Die Sensitivitéat einer Hybridisierungssonde ist essentiell fir
die spateren Analysen der durch homologe Rekombination verénderten ES-Zellen. Es konnte
das erwartete WT Fragment von 8 kb nachgewiesen werden (Abb. 33). Damit konnen die
durch homologe Rekombination veranderten ES-Zellen in Zukunft auf die korrekte Integra-
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tion des Sema4g Targeting-V ektors untersucht werden. Die Transfektion der ES-Zellen war
jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr durchfthrbar.

R1 BlI6 CD1

10ug 10ug 20pg 10ug Sug

10kb —

8kb — .

Abb. 33: Southern Blot-Analyse genomischer DNA mit der Hybridisierungssonde 4-G-3-1. Zur Uberprii-
fung der Sonde 4-G-3-1 wurde genomische DNA von R1 Zellen, C57BL/6 Mausen, und CD1 Mausen isoliert
und mit dem Restriktionsenzym Xhol Uber Nacht verdaut. Die DNA wurde el ektrophoretisch aufgetrennt, auf
eine Nitrozellulosemembran transferiert und mit der [a-*P]-dCTP markierten Sonde 4-G-3-1 bei 64 °C hybridi-
siert. Die Auswertung erfolgte Uber den Fuji-LAS1800 Phosphoimager. Die Sonde 4-G-3-1 erkannte ein Frag-
ment mit der erwarteten Grof3e von 8 kb sowohl in genomischer DNA von ES-Zellen (R1) als auch Schwanzbi-
opsien (BL6, CD1).
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4 Diskussion

Wahrend der Entwicklung des Nervensystems wandern Axone lange Strecken, um zu ih-
ren Zielregionen zu gelangen. Dabei reagieren sie auf eine Vielzahl von Signalen, die permis-
siv, inhibierend, repulsiv oder attraktiv wirken kdnnen. Neben den Ephrinen, den Netrinen
und den Slit-Proteinen wurden Mitglieder der Semaphorin-Familie als essentielle Navigati-
onssignale fur auswachsende Axone identifiziert. Die bisherigen Analysen haben sich weitge-
hend auf die fir Axone repulsive Wirkung des sezernierten Sema3A konzentriert. Uber die
Funktion der anderen Mitglieder, insbesondere der membranstandigen Proteine der Semapho-
rin-Familie ist bisher wenig bekannt. So ist unklar, ob diese Proteine auch eine Rolle bei der
Steuerung der axonalen Navigation haben oder andere Funktion austiben.

Um die Rolle von Semaphorinen zu untersuchen, wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei
unterschiedliche Ansétze gewéhlt. Zum einen sollte eine detaillierte Analyse des Phanotyps
der Sema3a Mausmutante weitere Einsichten in dessen Funktion sowohl bei der Entwicklung
des Nervensystems, als auch anderer Gewebe liefern. Zum anderen sollte durch einen bio-
chemischen Ansatz die Funktion der membranstandigen Semaphorine der Klasse 4 charakte-
risiert werden. Durch die Generierung eines Targeting-V ektors zur Mutation des Klasse 4
Semaphorin 4G sollte zusétzlich ein genetischer Ansatz fur die funktionelle Analyse von
membransténdigen Semaphorinen verfolgt werden.

4.1 Genetische Analyse von Sema3A

Der Phénotyp einer Mutation des Sema3a Gens wird stark von dem genetischen Hinter-
grund beeinflusst. Im C57BL/6 oder 129SV Hintergrund sterben Sema3a™ Tiere spatestens
einen Tag nach der Geburt (Taniguchi et a., 1997; Behar et al., 1996). Durch das Einkreuzen
der Sema3a Mutation in CD1 Mause konnte eine Linie generiert werden, die eine geringere
Letalitdt homozygot mutanter Tiere zeigte, und damit eine Analyse postnataler Stadien zulief3.
Homozygote Mutanten waren jedoch weiterhin unterreprasentiert. Dies 183 vermuten, dal3
Sema3A an wichtigen Entwicklungsprozessen beteiligt ist, die nicht durch die Aktivitét ande-
rer Semaphorine der Klasse 3 kompensiert werden konnen.

Der Einflul3 des genetischen Hintergrunds auf den Phanotyp ist ein vielfach beobachtetes
Phanomen. So ist die Mutation des EGF-Rezeptors im CD1 Hintergrund nicht letal, wahrend
die Mutation im C57BL/6 Hintergrund mit einer perinatalen Letalitét verbunden ist (Monta-
gutelli et al., 2000). Die Uberlebensrate von Sema3c’”™ Mutanten im CD1 Hintergrund ist da-
gegen um 46% niedriger alsim C57BL/6 Hintergrund (Feiner et al., 2001). Dies deutet darauf
hin, dal3 die Allelkombinationen anderer Gene die Auspragung des Phanotyps beeinflussen.
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41.1 Sema3A wirkt als repulsives Signalmolekil im olfaktorischen
System

In vitro hat das sezernierte Sema3A eine starke repulsive Wirkung auf sensorische Axone
(Messerschmith et al., 1995; Puschel et al., 1995). Die Analyse von Sema3a Mutanten zeigte
jedoch keinen dieser Wirkung entsprechenden dramatischen Phénotyp. Sema3a’™ M&use wei-
sen hauptsachlich eine starke Defaszikulierung peripherer Nerven auf (Taniguchi et a, 1997).
Die Defekte der axonalen Wegfindung im zentralen Nervensystem (ZNS) waren jedoch ver-
gleichsweise gering (Behar et al., 1996; Catalano et al., 1998; Ulupinar et al., 1999). Genau-
ere Untersuchungen zeigten jedoch auf Dendriten cortikaler Pyramidenzellen, dal3 Sema3A
sogar eine attraktive Wirkung hat (Poulleux et al., 1998; Poulleux et al., 2000). Durch die
Analyse des olfaktorischen Systems konnte zum ersten Mal ein repulsiver Effekt von Sema3A
in vivo beschrieben werden. Die Projektion sensorischer Axone vom olfaktorischen Epithel
(OE) zum BO ist in Sema3a’” Mausen gestort. Nrp-1* Axone, die normalerweise die ventrale
Region des BOs vermeiden, werden in Sema3a’ Tieren fehlgeleitet. Die Fehlpositionierung
von Nrp-1* Axone fihrt zu einer atypischen Lokalisation von Glomeruli im BO (Schwarting
et al., 2000).

Die Analysen der Sema3a Mutanten waren aufgrund der perinatalen Letalitét bisher je-
doch auf neonatale Stadien beschréankt. Die Projektion vom OE zum BO ist perinatal noch
nicht vollstandig entwickelt. Es blieb demnach unklar, ob die atypische Projektion von Nrp-1*
Axonen und die daraus resultierende Fehlpositionierung der Glomeruli dhnlich wie im peri-
pheren Nervensystem zu einem spéteren Zeitpunkt korrigiert wurde (White und Behar, 2000).
Diese Frage konnte nun aufgrund der reduzierten Letalitét der Sema3a Mutation im CD1
Hintergrund untersucht werden. An P5 ist die Nrp-1 Expression mit dem neonatalen Expres-
sionsmuster vergleichbar und ist ebenfalls komplementér zur Verteilung der Sema3a mRNA.
Sema3A wird im olfaktorischen System von den Zellen, die den BO umhdillen (,ensheating
cells'), in der anteromedialen und ventralen Region des BO exprimiert (Giger et al., 1996,
1998; Pasterkamp et al., 1998; Crandall et al., 2000; Schwarting et al., 2000). Bei der Analyse
von P5 Sema3a’”™ Mausen war zu erkennen, da Nrp-1" Axone nicht auf die ventrale Region
des BOs beschrankt sind, sondern sich tber die gesamte ventrale Nervenschicht verteilen.
Dies ist vergleichbar mit den Daten von Schwarting et al. (2000) fir neugeborene Tiere.
AuRerdem waren Nrp-1" Glomeruli im BO fehlpositioniert. Es kommt also zumindest bis P5
zu keiner Korrektur der Navigationsdefekte in Sema3a Mutanten. Analysen adulter Tiere
werden zeigen, ob die Fehlpositionierung auch in spateren Entwicklungsstadien, wenn die
Projektionen vom OE zum BO ausgereift sind, erhalten bleibt.

Die Analyse der Nrp-1" Axone zeigte, dal3 diese im BO durch die repulsive Wirkung von
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Sema3A von einer anteriomedialen und ventralen Region ausgeschlossen werden. Dadurch
werden einwachsende Nrp-1" Axone auf eine laterale Region des anterioren BOs bzw. auf
eine mediale Region des posterioren BOs beschrankt. Sema3A Expression in der ventralen
Region leitet Nrp-1" Axone zusétzlich in die dorsale Region des BOs. In Abwesenheit des re-
pulsiv wirkenden Sema3A konnen Nrp-1" Axone in Regionen einwachsen, die sie normaler-
weise vermeiden und so auch ektopische Glomeruli bilden. Diese Daten zeigen, dal3 die Inter-
aktion von Sema3A und Nrp-1 die raumliche Anordnung einer Gruppe von Glomeruli in der
sensorische Karte des adulten BOs reguliert.

4.1.2 Sema3A beeinflusst die Projektion von OR37A* Axonen im BO

Die Organisation des olfaktorischen Systems ist durch die geordnete Projektion von ol-
faktorischen sensorischen Neuronen (OSN) vom olfaktorischen Epithel (OE) auf spezifische
Glomeruli im BO charakterisiert (Ressler et al., 1993; Bulfone et al., 1998; Wang et al.,
1998). OSNs der Maus exprimieren jeweils nur einen von etwa 1000 olfaktorischen Rezepto-
ren (OR) (Mahnic et a., 1999; Buck und Axel, 1991). Alle OSNs, die den gleichen OR expri-
mieren, projizieren auf einen oder wenige Glomeruli, die weitgehend in verschiedenen Indivi-
duen invariante Positionen einnehmen (Ressler et al., 1994; Vassar et a., 1994; Rodriguez et
a., 1999). Die OR37-Subfamilie, mMOR37A-C, konvergieren jeweils auf einen oder zwei
Glomeruli der ventralen Region des BO (Strotmann et al., 2000). Nrp-1 markiert eine grol3e
Population von Axonen, die verschiedene ORs exprimieren. Um den Einflul® von Sema3A auf
die Position spezifischer Glomeruli, die von Neuronen innerviert werden, die nur einen OR
exprimieren, zu untersuchen, wurde die Projektion von OR37A* Axone in Sema3a Mutanten
untersucht. Im Vergleich zu WT Méusen kam es bereits in heterozygoten Sema3a’’~ M&usen
zu subtilen Defekten in der Projektion der OR37A* Axone. Die Anzahl der OR37A" Glome-
ruli pro BO war in Sema3a*” Tieren geringer (im Durchschnitt 1,3 Glomeruli pro Tier) als die
in WT Méausen (2,4 Glomeruli pro BO). Der Phénotyp zeigte in diesen Tieren eine Gen-Dosis
abhéngige Funktion von Sema3a. In homozygoten Sema3a Mutanten konnte eine starke Ver-
ringerung der Zahl OR37A" Axone im BO festgestellt werden, die auch nicht auf einen kor-
rekt positionierten Glomerulus konvergierten.

Eine Fehlpositionierung von Glomeruli in Sema3a defizienten Mausen konnte auch fir
Neuronen gezeigt werden, die den OR P2 exprimieren (Schwarting, personliche Mitteilung).
P2" Glomeruli sind in Sema3a Mutanten kleiner als in WT oder heterozygot mutanten
Sema3a Mausen. In neugeborenen Sema3a’’/P2taulacZ Mausen sind zwei P2" Glomeruli
nachzuweisen, der eine in der lateralen Hélfte des BOs 400 um caudal der rostralen Spitze,
der andere in der medialen Hélfte bei 750 um. Im Gegensatz hierzu war bel einigen neugebo-
renen Sema3a’” Mausen nur ein Glomerulus auf der medialer Seite zu erkennen, die zwischen
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der Position der P2 Glomeruli im WT lag. Die einwachsenden Axone waren deutlich weniger
geblndelt als bel heterozygoten Sema3a Mutanten. Sema3A beeinflusst also die Positionie-
rung von P2" Glomeruli relativ zu den lateromedialen und den anterioposterioren Achsen.

Die Phanotypen der Or37atauLacZ und P2tauLacZ-Transgene in homozygoten Sema3a
Mutanten unterscheiden sich deutlich. Wahrend die Position von P2" Glomeruli verandert ist,
sind in Sema3a’” Mausen keine OR37A* Glomeruli mehr nachweisbar. Diese Daten zeigen,
daf’3 Sema3A fir die korrekte Projektion von Axonen notwendig ist, wobei der spezifische
Effekt wohl von der Identitét des exprimierten ORs abhéngt. Ahnliche Ergebnisse konnten
von Mombaerts et al. fur die Etablierung der topographischen Mappe, die durch die Identitat
der ORs definiert wird, gezeigt werden (Wang et al., 1998; Mombaerts et al., 1996). Es ist
alerdings unbekannt, ob OR37A" Axone auch Nrp-1" sind. Aufgrund technischer Schwierig-
keiten ist es bisher nicht mdglich gewesen, dies durch eine Doppelfarbung mit a-p-Gal und
o-Nrp-1 Antikorpern zu tUberpriifen. Wegen der ventralen Position der Glomeruli scheint es
allerdings wahrscheinlich, da3 OR37A* Axone Nrp-1 negativ sind. Dies wiirde aber bedeuten,
dai3 die Fehlpositionierung von OR37A* Axonen auf einen indirekten Effekt von Sema3A
zuriickzufthren ist. Ein Grund dafiir konnte sein, dal3 OR37A" Axone durch fehlgeleitete Nrp-
1* Axone verdrangt werden. In Sema3a’/Or37ataulacZ Mausen konnten weniger p-Gal*
Axonein den BO einwandern, dasie in der ventralen Nervenschicht von fehlgeleiteten Nrp-1*
Axone am Einwachsen gehindert werden und so nicht zu ihren Zielregionen projizieren kon-
nen. Alternativ kdnnte Sema3A notwendig sein, um OR37A", nicht aber P2* Axone in den
BO zu leiten, da diese moglicher weise nicht durch die Siebplatte in den BO einwachsen. Die
Veranderung der Position von Glomeruli bedeutet jedoch auch, dal3 Sema3A mehr bewirkt,
als Axone von einer Region auszuschlief3en. Eine Erkléarungsmdglichkeit konnte sein, dal3
Sema3A ein Bestandteil eines Koordinatensystemsim BO ist. Wenn Sema3A als einer dieser
Bestandteile wegfdlt, konnte sich das ganze System verschieben, und so die Projektion von
Nrp-1 OR37A" Axonen beeinflussen.

Ein Modell fur die Wirkung von Sema3A ist, dal3 es als chemotropes Signal einen Gra-
dienten bildet, der die Navigation von Axonen steuert. Die subtilen Defekte in Sema3a*”
/Or37ataulacZ Méausen deuten allerdings auf einen Gen-Dosis-abhangigen Effekt von
Sema3A im olfaktorischen System hin, daim Vergleich zu WT Méausen weniger OR37A"
Glomeruli nachweisbar waren. Diese Haploinsuffizienz wirde bedeuten, dal3 die Verringe-
rung der absoluten Konzentration von Sema3A zu einem Defekt fuhren wirde. Dies spréche
allerdings gegen eine chemotrope Wirkung von Sema3A. Falls aber die Steigung eines putati-
ven Sema3A-Gradienten die Navigationsinformation vermittelt, wirde die Steigung in hete-
rozygoten Sema3a Mutanten verandert sein und konnte so zu einer verdnderten Navigation
von OR37A" Axonen fihren. Wie dies die Zahl der OR37A" Axone beeinflusst, ist jedoch
noch unklar. In Sema3a’" M&usen konnten keine fehlgeleiteten Nrp-1" Axone nachgewiesen
werden. Dies konnte jedoch darauf zurtickzufiihren sein, dal3 die Nrp-1 Antikorper Farbungen
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wesentlich weniger sensitiv sind, als die Visualisierung von Axonen durch einen tauLacZ
Marker.

Ein vergleichbarer Phanotyp konnte in der retinocollicularen Projektion in Ephrin-a2 und
Ephrin-a5 Mutanten beobachtet werden (Feldheim et al., 2000). Die Ephrine wirken fur reti-
nale Axone als chemotrope Signale in der anteriorposterioren Achse des superioren Collicu-
lus. In WT Méuse terminieren temporale Axone, durch EphA4 und EphA2 geleitet, im anteri-
oren Colliculus. Nasale Axone hingegen vermeiden die anteriore Region, da sie weniger sen-
sitiv fur die repulsive Wirkung der Ephrine sind und projizieren in den posterioren Colliculus.
Obwonhl in Ephrin-a2/Ephrin-a5 Doppel mutanten keine nachweisbaren Eph-A Liganden mehr
vorhanden sind, ist noch eine rudimentare topographische Organisation der Projektionen
nachweisbar. Retinale Axone fillen das gesamte Zielgebiet aus. Dies bedeutet, dal die retin-
colliculare Projektion nicht allein durch Gradienten repulsiver Signale bestimmt wird, son-
dern auch durch die Kommpetition um limitierende positive Faktoren oder Wechselwirkung
zwischen Axonen. Demnach kénnte analog die Fehlpositionierung von Nrp-1" Axonen auch
Axone beeinflussen, die nicht selber fir Sema3A sensitiv sind.

4.1.3 M ogliche physiologische Funktion von Sema3A in der
Organisation des olfaktorischen Systems

In Mausen bildet die Projektion der OSN zwei symmetrisch angeordnete sensorische
Karten von Glomeruli, eine im lateralen und eine im medialen BO, die sich aus der nahezu
invarianten, raumlichen Verteilung der ORs ergibt (Johnson et al., 1999; Nagao et al., 2000).
Dementsprechend gibt es eine laterale und mediale Terminationszone von Nrp-1* Axonen, die
durch eine Sema3A exprimierende Region in der ventralen Nervenschicht voneinander ge-
trennt werden (Taniguchi et al., 2003). Sema3A kodnnte also a's repulsives Signal an die Etab-
lierung dieses Projektionsmusters beteiligt sein, indem es fur die Trennung der beiden Termi-
nationsdomanen sorgt.

Diese Schluf3folgerung wird auch in den von Taniguchi et al. (2003) kirzlich veroffentli-
chen Daten bestétigt. In Sema3a’™ Méausen konnte an P28 eine Fehlpositionierung von Nrp'
Axonen in der anteriomedialen Achse nachgewiesen werden. Auch Nrp/OCAM* Axone
zeigten eine Fehlpositionierung. Diese Ergebnisse unterstiitzen ein Modell, wonach die Pro-
jektion von Nrp” Axonen indirekt durch Sema3A beeinflusst werden kann. Dies hat zur Folge,
daR in Sema3a’ Tieren die raumliche Verteilung der durch bestimmte Geruchsstoffe akti-
vierten Glomeruli verandert ist (Taniguchi et al., 2003). Im Unterschied zu den Ergebnissen
von Schwarting et a. (unverdffentlicht) konnten Taniguchi et al. (2003) keine Veranderung
der Position von P2* Glomeruli in Sema3a™ Tieren beobachten. Dies konnte jedoch auf die
unterschiedlichen genetischen Hintergrinde der Sema3a Mause zuriickzufihren sein: wah-
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rend die Analysen der Sema3a Mausen von Taniguchi et al. (2003) im C57BL/6 Hintergrund
durchgefuhrt wurden, war die Sema3a Mauslinie von Schwarting in einem gemischten
C57BL/6-129/SV Hintergrund (Behar et al., 1996).

Ein weiterer Interpretationspunkt des Verhaltens der P2* Axone ist, dal3 der Verlust von
Sema3A die Aufspaltung der Projektion in zwei sensorische Karten verhindert. Auch wenn
der genaue Wirkungsmechanismus noch unklar ist, zeigen diese Daten, da3. Nrp-1" Axone
durch Sema3A zu ihren Zielregionen gelenkt werden, wahrend Nrp-1 negative Axone durch
eine Interaktion mit Nrp-1* Axonen beeinflusst zu werden scheinen.

414 Die Rolle von Sema3A wahrend der Entwicklung des
Blutgefal3systems

Genetische Analysen von Semaphorin-Rezeptoren zeigten, dal3 diese Proteine eine wich-
tige Rolle nicht nur im Nervensystem sondern auch bei der Blutgefal3entwicklung spielen
(Behar et a., 1996; Marin et al., 2001; Brown et a., 2001; Neufeld et al., 2002). Nrp-1 und
Nrp—2 dienen zusétzlich zu ihrer Funktion als Semaphorin-Rezeptoruntereinheit auch als Re-
zeptor fir VEGF,¢ und interagieren mit VEGFR-1 und -R2. Die Uberexpression von Nrp-1in
transgenen Tieren fuhrt zu vaskuldren Defekten, wie zu einem Uberschul an BlutgefaRen im
Nervensystem (Kitsukawa et al., 1997). Nrp-1 defiziente Mause hingegen zeigen eine ver-
minderte Anzahl an Blutgeféen im ZNS und starke Defekte bei der Angiogenese wahrend
der Umstrukturierung des priméren vaskuldren Plexus (Kawasaki et al., 1999). Es stellte sich
die Frage, ob Nrp-1 im vaskularen System nur als VEGF-Rezeptor wirkt, oder auch als Re-
zeptor fir Sema3A, wobel es eine Repulsion von Endothelzellen vermittelt (Miao et al.,
1999). Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher die Rolle des Nrp-1-Liganden Sema3A im
vaskuldren System naher untersucht.

Nach der Bildung des priméren Blutgefal3systems durch die Expansion und Differenzie-
rung von Angioblasten kommt es in der Angiogenese durch Umstrukturierung des priméren
Blutgefaidsystems zur Bildung eines hierarchisch geordnetem Musters von Verzweigungen.
Dieser Prozess ist in Sema3a’ Embryonen in einigen Regionen deutlich gestort. Analyse der
Kopfregion von E9,5 Embryonen zeigte, dak in Sema3a’™ Embryonen der primére Plexus zwar
ausgebildet wird, jedoch die folgenden Reifungsprozesse nicht oder nur verzogert stattfinden.
In der Rumpfregion war die Bildung der dorsalen Aortain Sema3a’™ Embryonen zu erkennen,
jedoch war die anteriore Kardinalvene nicht vollstandig ausgebildet. Besonders auffallend
waren die Defekte in der Vaskularisierung der Somiten der Schwanzregion. Hier war in
mutanten Embryonen das den intersomitischen Blutgefaf3en ausgehende, fein strukturierte
Netz von Blutgeféf3en der Somiten nicht zu beobachten. Diese Defekte deuten auf eine
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Storung der Angiogenese hin. Auch in spateren Embryonal stadien waren Veranderungen in
der Blutgefalientwicklung in Sema3a defizienten Embryonen nachweisbar. In E10,5 und
E11,5 Sema3a’ Embryonen war in der Kopfregion eine geringere Komplexitét des Verzwei-
gungsmusters der Blutgeféle erkennbar. Der Phanotyp der Sema3a Mutanten deutet darauf
hin, dal3 die Umstrukturierung des Blutgefal3systems nach Bildung des priméren Plexus in der
Kopfregion nicht oder nur unvollsténdig stattfindet. Es ist unklar, ob diese Defekte auf eine
verzogerte Entwicklung zurtickzufiihren sind oder Konsequenz der in E9,5 zu beobachtenden
Defekte sind. Analyse der Kiemenbdgen oder der Schwanzregion zeigte dagegen nur geringe
Unterschiede zwischen homo- und heterozygoten Mutanten an E10,5 und E11,5, was vermu-
ten 1803, dal? die an E9 beobachteten Defekte in spédteren Stadien korrigiert wurden.

Die beschriebenen Phanotypen konnten vermuten lassen, dal3 diese Tiere nicht Uberle-
bensfahig sind. Zwar sind Sema3a™ Tiere an PO unterrepréasentiert, aber einige homozygote
Sema3a Mutanten vorhanden. Die Defekte in der Angiogenese konnten wahrend der
Entwicklung korrigiert werden, zum Beispiel indem andere Mitglieder der Klasse 3
Semaphorine die Funktion von Sema3A Ubernehmen. Es konnte auch fur andere sezernierte
Semaphorine der Klasse 3 gezeigt werden, dal sie eine Rolle wahrend der Entwicklung des
Blutgefal3systems spielen (Serini et al., Manuskript eingereicht). Die in dieser Arbeit
beobachtete reduzierte Anzahl an Sema3a’™ Mausen an P21 resultiert moglicherweise aus
verbleibenden vaskularen Defekten.

Es besteht die Moglichkeit, daR die Defekte in Sema3a’™ Embryonen nicht auf einen di-
rekten Einflul? auf die Blutgefalientwicklung zuriickzuf hren, sondern sekundérer Natur sind.
Zwischen dem Nerven- und Blutgefal3system bestehen verschiedene Wechselwirkungen, die
teilweise durch Signalmolekiile vermittelt werden, die in beiden Systemen eine Rolle spielen.
So folgen in der Haut von Mausen Arterien dem Verzweigungsmuster sensorischer Nerven.
Dies wird durch eine neuronale Produktion von VEGF vermittelt (Mukouyama et al., 2002).
Zusétzlich wird das Wachstum sympathischer Axone durch Artemin gesteuert, das von
vaskuldren glatten Muskelzellen gebildet wird (Honma et al., 2002). Es stellte sich daher die
Frage, ob die Defekte der BlutgefaRentwicklung in Sema3a’™ Embryonen eine Konsequenz
axonaler Projektionsfehler sind. Jedoch wird der vaskulére Phénotyp zu einem Zeitpunkt beo-
bachtet, bevor die betroffenen Gewebe innerviert werden. Daher ist anzunehmen, daf? der
Phanotyp in Sema3a’” Embryonen keine K onsequenz von Defekten des Nervensystemsiist.

Wahrend der Vaskulogenese und Angiogenese spielt die Motilitét und Migration von En-
dothelzellen eine essentielle Rolle. Dabel wird die Migration von Endothelzellen durch die
Aktivierung von Integrinen z.B. durch VEGF reguliert (Kiosses et a., 2001; Martin-Bermudo
et a., 1998; Byzova, 2000). In Endothelzellen kolokalisieren Sema3A und Nrp-1 mit einer
speziellen Klasse von avp3 Integrinen (Serini et a., Manuskript eingereicht). Endothelzellen,
die dominant-negatives Nrp-1 oder Plexin-Al exprimieren, zeigen, eine erhthte Persistenz
der Migration. Demnach reguliert Sema3A als autocrines Signal die Migration von Endothel-
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zellen durch seine Effekte auf die Aktivitdt von Integrinen. Esist jedoch nicht geklart, ob In-
tegrine mit diesem Komplex assoziieren. Der Phénotyp von Sema3a defizienten Mausen
zeigt, dal3 diese Regulation physiologisch relevant ist. Die Regulation der Integrin-vermittel-
ten Adhasion spielt auch beim Sema3A-vermittelten Kollaps des Wachstumskegels eine
wichtige Rolle (Mikule et a., 2002) und konnte damit neben den Effekten auf Aktinfilamente
eine generelle Reaktion auf Semaphorine sein.

4.1.5 Axonale Wegfindung und BlutgefalRentwicklung: zwei
miteinander ver bundene Prozesse

Sema3A ist ein weiteres Beispiel dafr, dafl3 wahrend der Entwicklung axonale Wegfin-
dung und Entwicklung von Blutgefal3en von sehr dhnlichen Mechanismen gesteuert werden.
Dabei spielt Nrp-1 eine zentrale Rolle. Nrp-1 kann sowohl Sema3A als auch VEGF,¢ binden.
Strukturelle Analysen zeigen, dal3 die Bindungsstelle von Sema3A und VEGF, 4 Uberlappend
sind (Gu et al., 2002), und so beide Molekile um die Bindung an die B-Subdoméne von Nrp-
1 kompetetieren. Sema3A konnte also wahrend der Entwicklung des Blutgefalisystems tber
verschiedene Mechanismen wirken: Es konnte tber den Nrp-1/PlexinA-1-Komplex
Signalkaskaden aktivieren, die die Aktivitat von Integrinen regulieren. Sema3A konnte aber
auch mittels Nrp-1 auf VEGFR-1 oder —2 wirken. Dabel wirde Sema3A mit VEGF,s; um die
Bindung an Nrp-1 kompetitieren, und dessen Wirkung auf VEGFR-1 oder —2 beeinflussen. So
konnte von Bagnard et al., (2001) gezeigt werden, dal3 Sema3A repulsiv auf neuronale
Vorlauferzellen wirkt und bei langerer Einwirkung Apoptose auslost. Fur die repulsiven
Effekte ist zusétzlich zu Nrp-1 auch VEGFR-1 notwendig. Sowohl Repulsion als auch
Induktion von Apoptose werden inhibiert, indem die Bindung von Sema3A an Nrp-1 von
VEGF, blockiert und/oder ein VEGFR-1 abhangiger Signalweg aktiviert wird. Es ist
vorstellbar, dal3 ein @nlicher Mechanismus auch wéhrend der Angiogenese wirkt, wobei die
raumlich und zeitlich regulierte Prasentation der beiden Signalmolekiile bestimmt, welcher
Effekt dominiert (s. Abb. 34).
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Nrp-1 Nrp-1 Nrp-1
PIx-Al PIx-Al VEGFR-1-2 VEGFR-1
Axonale Wegfindung Inhibierung der Migration/
Zelmigration Proliferation

Abb. 34: Sema3A reguliert die Zellmigration und axonale Wegfindung durch Aktivierung verschiedener
Rezeptorkomplexe. Schematische Darstellung verschiedener Funktionen von Sema3A. Sema3A bindet die
Liganden-bindende Untereinheit Nrp-1. Uber die Signal-transduzierende Untereinheit PIx-A1 wird eine Signal-
kaskade aktiviert, die den repulsiven Effekt auf Axone vermittelt. Sema3A kann auch die Migration von Endo-
thelzellen regulieren, indem es die Affinitdt von Integrinen fir seine Liganden reguliert. Dabei wirkt Sema3A
Uber den Nrp-1/PIx-A1 Komplex, wobei ungeklért ist, ob es zu einer direkten Interaktion mit p-Integrinen
kommt. Sema3A kann auch Uber einen Nrp-1/VEGFR-1/-2 Komplex wirken, VEGF,¢-Bindung an Nrp-1 inhi-
biert diesen Prozef3. Die Bindung von VEGF,¢; an Nrp-1 erhoht die Affinitét von VEGFR-1 fir VEGF und sti-
muliert so die Migration von Endothelzellen. Sema3A und VEGF ¢ kdnnten durch Kommpetition um die Bin-
dung an Nrp-1 die Entwicklung des Blutgefél3systems regulieren.

Neben Sema3A spielen auch Semaphorine wie Sema3C und das membranstandige SemabA
wahrend der Entwicklung des kardiovaskuldren Systems eine Rolle. Sema3C steuert die Mig-
ration von kardialen Neuralleistenzellen (Feiner et al., 2001), wahrend SemabA die Restruktu-
rierung des priméren vaskularen Plexus beeinflusst (Fiore und Puschel, unverdffentlicht). Da-
mit sind die Semaphorine die zweite Proteinfamilie neben den Ephrinen, die sowonhl
neuronale als auch vaskuldre Entwicklungsprozesse steuern (Adams et a., 1999).

4.1.6 Ausblick

Durch die Analyse der Sema3a Mutante konnte ein Einblick in die physiologische Funk-
tion von Sema3A gewonnen werden. Im olfaktorischen System beeinflusst Sema3A die Pro-
jektion von Nrp-1* Axonen und wirkt als chemotropes Signal. Wenn Sema3A durch Bildung
eines Gradienten wirkt, bleibt jedoch zu kl&ren, wie dieser im BO verlauft. Dies konnte durch
eine detaillierte Analyse von Nrp-1" Axonen sowie der Verteilung von Nrp-1" Glomeruli er-
folgen. Desweiteren konnten Effekte von Sema3A auf OSN gezeigt werden, die durch die
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Expression eines spezifischen ORs gekennzeichnet sind. Der Phénotyp der beiden untersuch-
ten Transgene Or37atauLacZ und P2tauLacZ unterschied sich jedoch stark, zudem ist unklar,
worauf dieser Effekt zurlickzufiihren ist. Zunachst misste Uberpriift werden, ob OR37A"
Axone tatsachlich Nrp-1" sind. Darliberhinaus ist auch eine genauere Analyse der Verteilung
von B-Ga* Glomeruli in Sema3a*” Tieren notwendig, um den Phanotyp in heterozygoten
Tieren und damit die Art der Wirkung von Sema3A besser zu verstehen.

Nrp-1 defiziente Mause zeigen starke Defekte in der Blutgefél3entwicklung. Bisher wurde
angenommen, dal3 diese alleinig durch VEGF,¢, vermittelt werden. In dieser Arbeit konnte
nun gezeigt werden, daf? auch Sema3A an diesen Prozessen beteiligt ist. Es ist jedoch noch
unklar, welche Signalmechanismen dieser zugrunde liegen. Zunéchst musste durch biochemi-
sche Ansétze eine mogliche Assoziation von Integrinen im Nrp-1/PIx-Komplex untersucht
werden. Die durch Sema3A-aktivierte Signalkaskade ist bisher nur teilweise aufgeklart. Daher
ist es notwendig, weitere Interaktionspartner von A Typ-Plexinen in Endothel zellen zu identi-
fizieren. Sema3A und VEGF,4 interagieren mit tberlappenden Bindungsstellen in Nrp-1. Um
die Funktion von Nrp-1 als Sema3A und VEGF,s-Rezeptor zu kennen, ist es letztendlich
notwendig Mutanten zu erzeugen, die jeweils nur noch einen der beiden Liganden binden
konnen.

Die Untersuchungen des olfaktorischen und vaskuléren Systems in Sema3a Mutanten
konnten neue RickschlUisse auf die Funktion von Sema3A in vivo geben und beschreiben eine
neue Verbindung zwischen der neuronalen und vaskuléren Entwicklung, die durch Sema3A
vermittelt wird.
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4.2 Biochemische Analyse des membranstandigen Sema4B
42.1 Interaktion von Klasse 4 Semaphorinen mit PDZ-Doméanen
Proteinen

Uber die Funktion der membranstindigen Semaphorine ist bisher nur wenig bekannt. Da
die Expression der 7 Mitglieder der Klasse 4 Semaphorine nicht nur auf das embryonale Ner-
vensystem begrenzt ist, ist es moglich, dal? sich die Funktion dieser Proteine nicht auf die
axonale Wegfindung beschrénkt. Erste Hinweise auf die Funktion dieser Proteine bietet die
Analyse von SemadD, das unter anderem in der immunol ogischen Synapse lokalisiert und an
der T-Zellaktivierung beteiligt ist. Esist jedoch unklar, ob SemadD als Liganden oder Re-
zeptoren in diesem Komplex fungiert. Einen weiteren Hinweis auf mogliche Funktionen der
Klasse 4 Semaphorine liefert die Beobachtung, dal3 mehrere Klasse 4 Semaphorine ein C-
terminales PDZ-Bindemotiv aufweisen und mit PDZ-Doméanen Proteinen interagieren (Wang
et a., 1999; Inagi et al., 2001; Schultze et al., 2001). PDZ-Doméanen Proteine sind wesentlich
an der Organisation der postsynaptischen Dichte (PSD) und der Signallbertragung durch
Zelladhasionsmolekiile beteiligt. Sie kdnnen aber auch den intrazelluléren Transport von
Proteine regulieren.

Um Hinweise auf eine mdgliche Funktion der Semaphorine zu erhalten, wurde daher die
Interaktion von Klasse 4 Semaphorinen mit PDZ-Doménen Proteine mit biochemischen und
zellbiologischen Methoden ndher untersucht. Durch Immunprazipitation konnte die Bindung
von mehreren Klasse 4 Semaphorine an verschiedene PDZ-Doménen Proteine nachgewiesen
werden. Dazu gehorten auch mehrere Mitglieder der SAP/MAGUK -Proteinfamilie. Die PSD-
95/SA P90 Unterfamilie der MAGUK-Proteine besteht aus PSD-95/SAP90, PSD-93/Chapsyn-
110, SAP97/hDlg und SAP102 (Sheng und Sala, 2001). Alle Mitglieder dieser Proteinfamile
enthalten neben einer SH3- und einer GK-Domane drei PDZ-Doméanen. MAGUKSs sind vor
allen Dingen an der Organisation von Zellverbindungen, im speziellen der PSD von exzitato-
rischen Synapsen, beteiligt, indem sie Membran- und zytoplasmatische Proteinen zu ,Mikro-
komplexen’ organisieren (Fanning und Anderson, 1999). Zusétzlich wurden auch PDZ-Do-
méanen Proteine wie GIPC-1, PTP-BL und S-Scam untersucht. Diese tiben neben der Organi-
sation von Membran-Proteinen in Synapsen auch eine Funktion beim intrazelluldrem Trans-
port, z. B. der Endozytose, und dem Recycling ihrer Interaktionspartner aus (Rongo et al.,
1998). Aus der Vielzahl der Interaktionen wurde die mit PSD-95 fir eine weitergehende bio-
chemische und funktionelle Analyse ausgewahlt. PSD-95 wurde zunéchst als Polypeptid
identifiziert, das in der PSD angereichert ist (Hunt et al., 1996), und eine zentrale Rolle bei



Diskussion 112

der Organisation von NMDA-Rezeptoren in der Synapse spielt. NMDA-Rezeptoren sind He-
terotetramere, die aus zwei Arten von Untereinheiten, NR1 und NR2, aufgebaut sind. PSD-95
ist in der Lage, die Bildung von NMDA-Rezeptorklustern in vitro und in vivo zu induzieren
(Kim et a., 1998; Hsueh und Sheng, 1997). Eine Interaktion mit PSD-95 konnte fur drei
Klasse 4 Semaphorine (SemadB, SemadC und SemadG) bestétigt werden. Koexpression die-
ser Semaphorine mit PSD-95 in Cos-7 Zellen induzierte dhnlich wie fir den NMDA-R ge-
zeigt eine Klusterbildung. Ahnliche Ergebnisse wurde fiir SemadC und SemadF wahrend die-
ser Arbeit publiziert, ohne dali3 allerdings funktionelle Analysen durchgefihrt wurden (Wang
et al., 1999; Inagi et al., 2001; Schultze et al. 2001).

Die weiteren Analysen der Interaktion mit PSD-95 konzentrierten sich in dieser Arbeit
auf SemadB. Ein gegen die zytoplasmatische Domane von Sema4B generierter polyklonaler
Antikorper erméglichte den spezifischen Nachweis von endogenem SemadB. Zusétzlich er-
gibt sich durch die Verfugbarkeit einer Semadb Mausmutante die Méglichkeit, die in vivo-
Funktion von Sema4b zu untersuchen. Biochemische Analysen zeigten, dal3 Sema4B nicht
nur im embryonalen Nervensystem, sondern auch postnatal nachweisbar ist. Allerdings
konnte bisher die rdumliche Verteilung von SemadB nicht immunhistochemisch charakteri-
siert werden. Die Bindung von Sema4B an PSD-95 konnte sowohl mit rekombinanten Protei-
nen als auch fur die endogenen Proteinen in Membranfraktionen von Gehirnen neugeborener
Maéause verifiziert werden. Fur die Interaktion sind die drei C-terminalen Aminosauren von
Sema4B essentiell. Jedoch gelang es nicht eindeutig festzustellen, welche PDZ-Doméne von
PSD-95 Sema4B bindet. Es war jedoch eine Préferenz fur die 2. PDZ-Doméne von PSD-95
zu erkennen. Entsprechendes wurde auch fir die Bindung von Sema4C oder SemadF an PSD-
95 gezeigt (Schultze et al., 2001; Wang et al., 1999). Es ist bekannt, dal3 PSD-95 mit NMDA-
Rezeptoren und Kalium-Kanélen mittels der PDZ-Doméanen 1 und 2 interagiert (Sheng, 1996;
Kim et a., 1996; Wang et a., 1999; Brenman et a., 1996; Kornau et a., 1995; Niethammer et
a., 1996). Die 3. PDZ-Domaéne von PSD-95 ist in der Lage mit unterschiedlichen Signal- und
Zelladhasionsmolekillen wie Neuroligin (Irie et a., 1997), dem Mikrotubuli-assoziierten Pro-
tein CRIPT (Niethammer et al., 1998), SynGAP, einem Ras-GAP (Kim et al., 1998) oder
Citron (Zhang et a., 1999) zu interagieren. Mit SemadB konnte ein weiteres Molekll identifi-
ziert werden, dal3 in der Lage ist, an PSD-95 zu binden. Es bleibt aber noch zu kléaren, ob
Sema4B und einige der genannten Proteine gemeinsam mit PSD-95 in einem Komplex zu
finden sind.

Auch fur die Proteinfamilie der Ephrine konnte eine Funktion an der exzitatorischen Sy-
napse nachgewiesen werden. Zum einem interagieren B-Ephrine direkt mit dem NMDA-R
(Dalva et a., 2000), zum anderen konnte eine Interaktion mit PDZ-Doméanen Proteinen an
Synapsen nachgewiesen werden (Wilkinson, 2000). Die Bindung von B-Ephrin-Liganden
induziert die Assoziation von B-Eph mit der NR1-Untereinheit des NMDA-R. Ephb Mutanten
zeigen eine verminderte NMDA-R Aktivitét (Henderson et a., 2001). Demnach scheinen die
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Ephrine nicht die Lokalisation des NMDA-Rs an exzitatorischen Synapsen beteiligt zu sein,
sondern vielmehr deren Aktivitéat durch eine direkte Interaktion zu beeinflussen. Desweiteren
kann die Interaktion von PDZ-Doménen Proteinen mit Ephrinen und dessen Eph-Rezeptoren
die Regulation der durch Ephrine induzierten Signalkaskaden beeinflussen. Bei Interaktion
von Ephrinen und Ephs kann eine bidirektionelle Signaltransduktion ausl6sen. Dabel werden
nicht nur die EphB Rezeptoren aktiviert, sondern auch der EphrinB Ligand wird an mehreren
Tyrosinresten phosphoryliert. Das PDZ-Doméanen Protein PDZ-RGS3 interagiert mit den B-
Ephrinen und vermittelt so durch Aktivierung eines G Protein-gekoppelten Rezeptors die
Zellmigration von Granularzellen des Cerebellums (Lu et al., 2002). Eine Interaktion von B-
Ephrinen mit der Phosphatase PTP-BL, eines oben erwdhnten PDZ-Doménen Proteine, und
Src Kinasen ist ein wesentlicher Bestandteil des bidirektionalen Signalmechanismus (Palmer
et a., 2002). Es ist denkbar, dal3 die Interaktion mit PSD-95 oder anderen PDZ-Domanen
Proteinen auch eine mit SemadB gekoppelten Signalkaskade beeinflusst.

4.2.2 Funktion der I nteraktion von Sema4B mit PSD-95

In hippocampalen Neuronen konnte an 21 DIV eine Kolokalisation von endogenem
Sema4B mit post-, jedoch nicht prasynaptischen Markern nachgewiesen werden. Wéhrend
eine eindeutige Kolokalisation von Sema4B mit PSD-95 und ProSAP-1 festzustellen war, galt
dies nur zu 50-70 % fir NMDR-1. Es kann nicht endgultig ausgeschlossen werden, daf
SemadB auch teilweise in prasynaptischen Spezialisierungen vorhanden ist. Dies kann jedoch
erst durch elektronenmikroskopische Aufnahmen schliissig gezeigt werden. SemadB konnte
eine dhnliche Funktion wie Drosophila Semala ausiiben, das unter anderem in pr& und
postsynaptischen Spezialisierungen zu finden ist, wo es offenbar als Rezeptor fungiert, um die
Bildung eines spezifischen Typs zentraler Synapsen zu steuern (Godenschwege et al., 2002).
Semala wird dabei prasynaptisch als repulsives Signal zur korrekten Innervierung benétigt.
Anschlie3end ist Semala jedoch ausschliefdlich postsynaptisch lokalisiert und wird wahr-
scheinlich zur Organisation der PSD benttigt. Semala hat auch ein putatives Typ 2 PDZ-Bin-
demotiv, was auf einen anderen Signalmechanismus an postsynaptischen Spezialisierungen
schlief3en lassen konnte.

Aufgrund der bisher vorliegenden Daten ist es schwierig, die zu erwartenden Phanotypen
in funktionellen Assays vorherzusagen. Esist fur SemadB noch unklar, mit welchen Proteinen
die Ektodoméne interagieren kann und ob es als Rezeptor oder a's Ligand wirkt. Die Analyse
eines anderen Klasse 4 Semaphorins, Sema4D/CD 100, legt nahe, dal’ Klasse 4 Semaphorine
tatsachlich die Funktion sowohl eines Liganden als auch eines Rezeptorsbestandteils austiben
konnten. SemadD/CD100 ist auf der Oberfléache von T-Lymphozyten exprimiert, ,Crosslin-
king’ von CD100 durch einen monoklonalen Antikorper regt die Proliferation der Zellen an
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(Herold et al., 1995). Sema4d” Mause zeigen eine starke Beeintrachtigung der B-Zellent-
wicklung, die auf einen Defekt in der T-Zellaktivierung zuriickzufthren ist. Hierbei ist der
Ligand von SemadD jedoch unbekannt (Shi et a., 2000). Die zytoplasmatische Domane asso-
ziiert mit einer noch unbekannten Serin oder Threonin-Kinase (Elhabazi et al., 1997). Dies
wrde ebenfalls auf eine Funktion as Rezeptor hindeuten (Swiercz et al., 2002; Vikis et al.,
2000). SemadD hat aber auch eine Funktion als Ligand fur Plexin-B1. Damit kbnnte Sema4D
ahnlich wie die Ephrine als Ligand und Rezeptor fungieren. Es gibt Hinweise dafur, dal3 PSD-
95 bereits eine essentielle Rolle bei der Synaptogenese spielt. So ist PSD-95 in Synapsen hip-
pocampaler Neuronen friiher als NMDA-R nachzuweisen (Rao et al., 1998). PSD-95 war in
den hier verwendeten Kulturen wie beschrieben (Husseini et a., 2000) schon an 10 DIV in
Synapsen nachweisbar (Daten nicht gezeigt), wahrend Sema4B in punktformigen Strukturen
lokalisiert war, die negativ fur synaptische Marker waren. Erst an 21 DIV war SemadB in
Synapsen angereichert. Nach Transfektion hippocampaler Neuronen kolokalisierte rekombi-
nantes SemadB ebenfalls erst an 21 DIV mit synaptischen Markern. Die spéte synaptische
Kolokalisation von Sema4B und PSD-95 lasst darauf schlief3en, dal’ das PDZ-Bindemotiv
nicht allein den Ausschlag fur die Interaktion dieser Proteine gibt. Die Interaktion kann regu-
latorischen Prozessen unterliegen, die durch andere PDZ-Domanen Proteine vermittelt wer-
den koénnten. Neben PSD-95 interagiert SemadB auch mit weiteren PDZ-Doméanen Proteinen,
wie GIPC-1. GIPC-1 besitzt eine zentrale PDZ-Doméne, die auch mit dem fur heterotrimére
GTPasen spezifischen GAP RGS-GAIP und Nrp-1 interagiert (De Vries et al., 1998; Ca und
Reed, 1999). GIPC-1 wird in verschiedenen Regionen des Gehirns exprimiert, wobei es zu-
mindest in cortikalen Neuronen ausschlief3dlich im Zellsoma vorhanden ist (Wang et al., 1999).
DaRGS-GAIP an Clathrin-Vesikeln zu finden ist, konnte es am intrazellularen Transport und
der Sortierung von Proteinen beteiligt sein (Lou et al., 2002). Esist daher vorstellbar, dal3 die
Interaktion von Sema4B mit GIPC-1 und potentiell RGS-GAIP die Bindung von PSD-95 aus-
schlief3t, und so die Lokalisation von SemadB in Synapsen bestimmen konnte.

Expression von SemadB oder dessen Deletionsmutanten fihrte in hippocampalen Neuro-
nen zu keinen Verénderungen in der Morphologie der Zellen oder in der Zahl an exzitatori-
schen Synapsen. Dies galt auch bel einer Kotransfektion von PSD-95. Diese Experimente
flhrten weder zu einer verfriihten Bildung noch zu einer Erhéhung der Anzahl von NR-1*
Synapsen. Im Besonderen zeigte die Expression von rekombinanten Sema4B ohne ein PDZ-
Bindemotiv keinen Einflufd auf die Stabilitét der Synapsen zu haben. Es wére vorstellbar ge-
wesen, dal3 durch die fehlende Bindung von Sema4B an PSD-95 es zu einer verminderten
Anzahl oder GrofRe der NR-1" Synapsen kommen konnte. Auch zeigte die Deletionsmutante
SemadBAN, die mit endogenem Sema4B um die Bindung an PSD-95 kompetitieren sollte,
keinen Effekt auf die Morphologie. Demnach scheinen potentielle Interaktionspartner der
Ektodoméne von Sema4B nicht fur Reifung oder Morphologie der Synapsen notwendig zu
sein. Entsprechend diesen funktionellen Ergebnissen scheint die Interaktion von Sema4B und
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PSD-95 nicht am Aufbau oder der Stabilisierung von Synapsen beteiligt zu sein. Allerdings
bleibt die Frage offen, ob diese Interaktion Konsegquenzen fur die synaptische Aktivitét von
exzitatotischen Synapsen hat. In PSD-95 Mausmutanten ist die Anregungsfrequenz von
NMDA-abhangiger Langzeitpotenzierung und Langzeitdepression verandert; es kommt zu
einer Erhéhung in der Langzeitpotenzierung nach synaptischer Stimulation (Migaud et a.,
1998). Diese Veranderung wird begleitet von Beeintrachtigungen des raumlichen Lernens.
Allerdings sind die Expression und Lokalisation des NMD-R und die Morphologie der Sy-
napsen in PSD-95" Mausen nicht verdndert. PSD-95 scheint daher eine essentielle Rolle we-
niger bei der Lokalisation des NMDA-Rs, sondern eher bei der Verbindung des NMDA-Rs
mit Signalkaskaden der neuronalen Plastizitéat zu spielen. Damit ist vorstellbar, dal3 eine Inter-
aktion von SemadB mit PSD-95 in gereiften exzitatorischen Synapsen in Signalkaskaden der
neuronalen Plastizitét eine Rolle spielt.

4.2.3 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine Interaktion von Sema4B und PSD-95 in vitro und
in Kulturen primérer Neuronen nachgewiesen werden. Die Funktion dieser Interaktion ist je-
doch noch unklar. Erste Ansétze einer funktionellen Analyse brachten keine klaren Auf-
schltif3e Gber die Rolle dieser Interaktion. Es bedarf einer genaueren Analyse des zeitlichen
Verlaufs der Lokalisation von Sema4B und PSD-95 in primaren Neuronen zwischen 10 DIV
und 21 DIV. Aul3erdem misste die Verteilung der einzelnen Deletionsmutanten nach Trans-
fektion in hippocampalen Neuronen genauer beschrieben werden. Ein Ansatz, der die Funk-
tion der Interaktion erhellen kdnnte, wére die Untersuchungen von Semadb defizienten primé-
ren Neuronen. Ein Funktionsverlust von Sema4B konnte durch zwei Methoden erzielt wer-
den. Zum einem konnte endogenes Sema4B durch RNA-Interferenz suprimiert werden. Zum
anderen ist inzwischen eine Semadb Mausmutante verfligbar. Dabei wéare es von Interesse, die
Anregungsfrequenz von NM DA -abhangiger Langzeitpotenzierung und Langzeitdepression zu
untersuchen. Dies wirde einen Einblick in eine potentielle Funktion von Sema4B bei der neu-
ronalen Plastizitét geben. Das Einkreuzen eines in Pyramidenzellen exprimierten Thyl-Y FP
Transgens wirde Einblick in Veranderungen der Morphologie von Pyramidenzellen geben
(Feng et a., 2000). Es wére weiterhin von Interesse, die subzelluldre Verteilung des NMDA-
R in Semadb” Mausen zu analysieren.

Neben der Interaktion von SemadB mit PSD-95 konnte in dieser Arbeit auch ein Effekt
von SemadB auf das Zytoskelett festgestellt werden. So scheint die zytoplasmatische Domane
von SemadB eine Umorganisation des Aktin-Zytoskeletts zu induzieren, jedoch nur wenn sie
durch ein Myristoylierungssignal an der Membran verankert ist. Dies kénnte die Aktivierung
von Sema4B in der Funktion eines Rezeptors nachahmen. Der Phanotyp des Aktin-Zytoske-
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letts nach Transfektion von myr-SemadBcyt dhnelt dem einer Uberexpression von Rho-ahnli-
chen GTPasen. Esist daher denkbar, dal3 Sema4B direkt oder indirekt GTPasen reguliert. Se-
guenzanalysen der zytoplasmatischen Domane von SemadB zeigen jedoch keine Homologien
zu anderen Proteinen, wie es z.B. fur die Plexine gezeigt worden ist (Rohm et al., 2002). Da-
her ist es notwendig, weitere Bindungspartner von SemadB, auch von solchen deren Bindung
unabhéangig vom PDZ-Bindemotiv sind, zu identifizieren.

Es konnte gezeigt werden, dal3 auch SemadG mit PDZ-Domanen Proteinen interagieren
kann. Durch die Generierung des Semadg Targeting-V ektors ist es nun moglich nach Einfuh-
ren des Vektors in embryonale Stammzellen, Sema4g defiziente M&use herzustellen und so
dessen Funktion in vivo zu untersuchen.

Dieim Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente stellen einen ersten Schritt dar,
die Funktion membranstéandiger Semaphorine zu entschlisseln. Die Identifizierung weiterer
Interaktionspartner der Semaphorine der Klasse 4 und die weiterfihrenden Analyse der Bin-
dung der hier untersuchten PDZ-Doménen konnte Riickschlisse auf deren Funktion bel der
Entwicklung des Nervensystems geben.
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5 Zusammenfassung

Das adulte Nervensystem des Menschen ist ein hoch komplexes Netzwerk aus etwa 10
Neuronen mit einer geschétzten Gesamtzahl von 10" Verbindungen. Fur seine Funktionsfa-
higkeit mussen diese Verbindungen in der Entwicklung nach einem genauen Muster gekniipft
werden. Nach der Differenzierung der verschiedenen Zelltypen, die das Nervensystem auf-
bauen, entsteht durch das gezielte Auswachsen von Axonen entlang spezifischer Routen das
adulte Schaltmuster. Es wurden bisher vier Proteinfamilien identifiziert, die diese Prozesse
steuern. Zu ihnen gehdrt auch die Proteinfamilie der Semaphorine, die als Navigationssignale
fur auswachsende Axone fungiert. Die Semaphorine umfassen sowohl sezernierte als auch
membranstandige Mitglieder und werden aufgrund ihrer Primérstruktur in 7 Klassen einge-
teilt. Wahrend die Funktion der sezernierten Semaphorine, im speziellen von Sema3A, schon
relativ genau untersucht worden ist, ist die Funktion der membranstandigen Semaphorine
noch weitgehend unbekannt. In der vorliegenden Arbeit wurde durch genetische und bioche-
mische Ansétze eine funktionelle Analyse sowohl des sezernierten Sema3A als auch des
membransténdigen SemadB durchgefihrt.

Das Riechsystem in Saugern wird durch die Konvergenz von sensorischen Axonen
(OSNs), die jeweils einen einzelnen Geruchsrezeptor (OR) exprimieren und Uber weite Regi-
onen des Riechepithels verteilt sind, auf einen oder wenige OR-spezifische Glomeruli im
Bulbus olfactorius (BO) charakterisiert. Sema3A wird in Mausen in der ventralen Nerven-
schicht des BOs exprimiert, wahrend Axone, die die Sema3A Rezeptor-Untereinheit Nrp-1
exprimieren, in einem zur Sema3A Expressionsdoméane komplementéren Muster verteilt sind.
Es konnte gezeigt werden, daf3 Nrp-1" Axone in neugeborenen Sema3a-defizienten Méausen
fehlgeleitet sind. Die phanotypische Analyse von Sema3a Mutanten war bisher auf embryo-
nale und perinatale Stadien beschrankt, jedoch ist die Projektion vom OE zum BO perinatal
noch nicht vollstandig entwickelt. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal3 in P5
Sema3a Mutanten Nrp-1" Axone defaszikuliert sind, und es zur Ausbildung von atypisch lo-
kalisierten Nrp-1* Glomeruli kommt. Durch eine transgene Mauslinie, die das Reportergen
LacZ, fusioniert mit dem Mikrotubili-assozierten Protein tau, unter der Kontrolle des ORs
OR37A Promoters exprimiert, konnte der Einflufld von Sema3A auf eine kleine Subpopulation
von Axonen, die einen spezifischen OR exprimieren, analysiert werden. Hierbei zeigte sich,
dal3 in Sema3a Mutanten weniger OR37A* Axone im BO vorhanden sind und diese nicht in
der Lage waren, auf ihre Zielglomeruli zu konvergieren. Darliberhinaus zeigte sich in hetero-
zygoten Sema3a Mutanten ein Gen-dosis-abhéngiger Effekt. Sema3A wirkt aber wahrschein-
lich fur olfaktorische Axone als chemotropes Signal und vermittelt die Positionsinformation
fur die Lokalisation der Zielglomeruli.

Nrp-1 ist dartiber hinaus ein Rezeptor fur VEGF und assoziiert mit VEGF-R1 und -R2,
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welche die Entwicklung des Blutgeféisystems steuern. Nrp-1 Mutanten zeigen starke Defekte
in der Entwicklung des vaskuléren Systems. Nach Analysen der vaskuldren Struktur von
Sema3a Mutanten konnten lokal begrenzte Defekte in Etablierung des Blutgefal3systems fest-
gestellt werden. Dabei wirkt Sema3A wahrscheinlich al's autocrines Signal, welches die Mig-
ration von Endothelzellen durch Regulation der Aktivitét von Integrinen inhibiert.

In einem zweiten Teil dieser Arbeit wurden biochemische Ansdtze zur funktionellen
Analyse von Klasse 4 Semaphorinen verfolgt. Einige von ihnen enthalten ein C-terminales
PDZ-Bindemotiv. Neben der Bildung von Tight Junctions und der Signal libertragung durch
Zelladhasionsmolekile sind PDZ-Domanen Proteine an der Organisation der postsynapti-
schen Dichte (PSD) beteiligt. In der vorliegenden Arbeit wurde die Interaktion von Sema4B
und PSD-95 naher untersucht. PSD-95 ist eine essentielle Komponente exzitatorischer Sy-
napsen, die den NMDA-Rezeptor in der PSD verankert. In dieser Arbeit wurde nachgewiesen,
dal? Sema4B mit den PDZ-Doméanen von PSD-95 in vitro und in vivo interagiert, und dal3
Koexpression beider Proteine zu einer Veranderung der subzelluldren Lokalisation von
SemadB in Cos-7 Zellen fihrt. Eine Kolokalisation von Sema4B und PSD-95 konnte an dis-
soziierten hippocampalen Neuronen erst nach 21 Tagen in Kultur nachgewiesen werden. Erste
funktionelle Analysen in hippocampalen Neuronen konnten jedoch bisher keinen Hinweis auf
eine physiologische Bedeutung dieser Interaktion geben. Uberexpression von Sema4B oder
verschiedener Deletionsmutanten fuhrte zu keiner Veranderung der Morphologie oder Ent-
wicklung synaptischer Verbindungen.

Diein dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente stellen einen wichtigen Schritt dar, die
Funktion membranstandiger Semaphorine zu entschliisseln. Weiterfuhrende Ansétze, wie eine
Analyse von Sema4b-defizienten Mausen, werden zu weiteren Erkenntnissen Uber die Funk-
tion membransténdiger Semaphorine bel der neuronalen Entwicklung fuhren.
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7 Anhang

Hiermit versichere ich, dafd ich bisher noch keinen Promotionsversuch unternommen
habe.

M Unster, den 28.04.2003

Hiermit versichere ich, dal3 ich die vorgelegte Dissertation selbst und ohne unerlaubte
Hilfe angefertigt, alle in Anspruch genommenen Quellen und Hilfsmittel in der Dissertation
angegeben habe und die Dissertation nicht bereits anderweitig as Prifungsarbeit vorgelegt
habe.

M Unster, den 28.04.2003
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