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1 Einleitung

1.1 Die Extrazellulare Matrix des ZNS

1.1.1 Definition und Aufgaben

Gewebe und Organe bestehen nicht nur aus Zellen. Ein betrachtlicher Teil ihres Volumens ist
extrazellularer Raum, der weitgehend durch ein komplexes Netzwerk aus Makromolekilen
ausgeflllt wird, welche die Extrazellulare Matrix (ECM) bilden. Diese Matrix setzt sich aus einer
Vielfalt an Proteinen und Polysacchariden zusammen, welche von den umliegenden Zellen
freigesetzt werden und an Zellmembranen gebunden sind oder im Extrazellularraum geordnete
Strukturen ausbilden (wie etwa Bindegewebe). Friher war man der Ansicht, die ECM diene
lediglich als funktionsloses Gerist, um die Gewebestruktur zu stabilisieren. Heute aber weil}
man, dass sie eine viel aktivere und komplexere Rolle innehat. Sie reguliert das Verhalten von
Zellen, die an sie angrenzen, dient dem Transport von lonen, Hormonen und Wachstums-
faktoren und beeinflusst so Uberleben, Entwicklung, Migration, Proliferation, Form und Funktion
der Zellen. Die ECM stellt somit eine dynamische Struktur dar, die insbesondere wahrend der

Entwicklung und im Rahmen pathologischer Prozesse eine wichtige Rolle spielt.

Bis vor nicht allzu langer Zeit herrschte noch groRe Skepsis, ob es im Gehirn Uberhaupt eine
ECM gibt. Mittlerweile weil® man nicht nur, dass es sie gibt; es sind sogar einige Molekile
bekannt, die hauptsachlich in der ECM des Zentralnervensystems (ZNS) vorkommen (lozzo,
1998; Rauch et al., 2005; Ruoslahti, 1996). Die Hauptlieferanten der ECM im Gehirn sind
Astrozyten, Oligodendrozyten (OL) und Neurone. Die Aufgabe des vierten Zelltyps im Gehirn,
der aktivierten Mikroglia, hingegen ist es nicht, ECM zu produzieren, sondern sie durch
Herstellung verschiedener Proteasen zu zerstdéren, um ihre eigene Bewegungsfreiheit zu
sichern. Dies hat zur Folge, dass die ECM nicht statisch ist, sondern standig umgebildet wird
(insbesondere durch Abbau mittels Metalloproteasen) und sich so an Veranderungen ihrer

Umwelt anpasst (Bosman und Stamenkovich, 2003).

1.1.1.1 Spezialisierte ECM-Strukturen im ZNS

Sowohl wahrend der Neurogenese als auch im ausgebildeten neuralen Netzwerk des ZNS bildet
die ECM spezialisierte Strukturen aus, wie zum Beispiel Tunnel, R6hren oder Strallen, welche
von grofler funktioneller Wichtigkeit unter anderem fur das zielgerichtete Wachstum axonaler
Projektionen und die neurale Zellwanderung sind. Im ausgebildeten neuralen Netzwerk

herrschen Topologien vor wie etwa die Ranvierschen Schnirringe im Myelin (Tenascin-R
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akkumuliert in diesen Membranregionen) und Tunnel bzw. Réhren, die periaxonal Nervenfaser-
trakte stabilisieren. Eine bedeutende ECM-Topologie des adulten ZNS stellen die
perineuronalen Netze dar (s. Abb. 1). Diese bestehen aus Hyaluronsaure-Proteoglykan(PG)-
Aggregaten mit einem molekularen Shift von Tenascin-C-Neurocan wahrend der friheren
Entwicklung zu Tenascin-R-Brevican und Phosphacan im adulten Gehirn und deren Assoziation
mit der Membranoberflache durch die Interaktion mit spezifischen zellularen Rezeptoren wie
Integrinen oder neuralen Zelladhdsionsmolekllen. Die molekularen Komponenten der
perineuronalen Netze sind extrasynaptisch lokalisiert und werden um den Zellkdrper erst nach
der Etablierung synaptischer Strukturen gebildet, um der Stabilisierung von Synapsen und der
neuronalen Homoostase zu dienen (Celio et al., 1998).

Abb. 1 Perineuronale Netze um Nervenzellen im ZNS
(A) Nervenzelle mit retikularem Netz (Vorderhorn des Riuckenmarks der Katze) (B) Zwei cerebrale
Zellen mit kurzen Axonen (adulte Katze) (Quelle: Celio et al., 1998).

1.1.2 Molekulare Komponenten der ECM

Die ECM besteht zum groBten Teil aus multimeren Proteinen, welche supramolekulare
Strukturen ausbilden (s. Abb. 2 S. 13). Man kann zwei Hauptklassen von Matrixmolekilen
unterscheiden: (i) Glykosaminoglykane (GAG), die meistens kovalent an Proteine gebunden
sind und so PG bilden, und (ii) Glykoproteine wie Kollagen, Fibronektin (FN), Laminin (LN) und
Tenascine. Die Organisation der ECM im Gehirn basiert auf Aggregaten von Hyaluronsaure und
PG, welche durch oligomere Glykoproteine verbunden sind (Rauch et al., 2005; Yamaguchi,
2000) (s. Abb. 2).
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Abb.2 ECM-Molekiile und supramolekulare ECM-Strukturen des Gehirns
PG, Tenascine, auRerdem NCAM, L1/Ng-CAM, F11, Integrin, PTP-3 als Beispiele fir an der
Zellmembran vorhandene Zelladhasionsmolekiile, die als Rezeptoren fiir ECM-Molekile dienen
kénnen. Rechts die supramolekulare Struktur, welche diese Molekile ausbilden koénnen. CS,
Chrondroitinsulfat; HA, Hyaluronsaure; EGF, epidermaler Wachstumsfaktor; GPI, Glykosyl-
phosphatidyl-Inositol; PTP-B, Phosphotyrosin-Phosphatase . Weitere Erlduterungen im Text.
(Quelle: Rauch, 1997)

1.1.2.1 Glykosaminoglykane

GAG sind lange, unverzweigte Polysaccharidketten aus Disaccharideinheiten (N-Acetyl-
galaktosamin oder N-Acetylglukosamin + Uronsaure = Glukuronat oder Iduronat), die durch ihre
Sulfat- oder Carboxylgruppen stark negativ geladen und zudem auf3erordentlich stabil und
flexibel sind. Unter den GAG werden gemal} der Zucker, den glykosidischen Bindungstypen und
der Anzahl und Lokalisation der Sulfatreste vier Gruppen unterschieden: (i) Hyaluronsaure, (ii)
Chondroitinsulfat (CS) und Dermatansulfat, (iii) Heparansulfat und (iiii) Keratansulfat. Durch ihre
negative Ladung ziehen sie viele Kationen, insbesondere Natrium, an, durch deren osmotische

Aktivitat grole Mengen an Wasser eingelagert werden kénnen (Alberts et al., 2002).

1.1.2.2 Proteoglykane

AuRer Hyaluronsaure sind alle GAG meist kovalent an ein Protein gebunden und bilden so PG.
Die Polypeptidkette, auch Core-Protein genannt, ist reich an Serin und Threonin; bisher sind
Uber 20 verschiedene PG-Proteingertste bekannt. PG haben vielfaltige Funktionen; eine
bedeutende Rolle kommt ihnen bei der Zellerkennung zu. Sie dienen nicht nur Interaktionen

innerhalb der Matrix, sondern sind auch als Rezeptoren auf der Zelloberflache vorhanden, um
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Interaktionen zwischen Zellen und Matrix zu vermitteln. Obwohl eine eindeutige Einteilung der
PG aufgrund ihrer Heterogenitat schwierig ist, kann man sie anhand der gebundenen
Seitenketten zuordnen. Im ZNS kommen vor allem Chondroitinsulfat-Proteoglykane (CSPG) und
Dermatansulfat-Preoteoglykane (DSPG) vor, die hauptsachlich von Gliazellen (i.e. Astrozyten
und OL) synthetisiert werden (Rhodes und Fawcett, 2004).

Zusatzlich zu der Einteilung durch die GAG-Seitenketten werden die PG in verschiedene
Familien untergliedert, von denen die Lektikan-Familie fur das Gehirn die wichtigste ist.
Lektikane oder auch Hyalektikane (lozzo und Murdoch, 1996) sind ein Akronym fur
Hyaluronsdure- und Lektin-dhnliche PG. Sie haben eine Tridomanen-Struktur mit einer N-
terminalen Bindungsstelle fur Hyaluronsaure, einer zentralen Domane mit GAG-Seitenketten
und einer Lektin-dhnlichen Domane im C-Terminus (Day et al., 2004). Die Vertreter dieser
Familie sind Neurocan, Brevican, Aggrecan, Versican und Dermacan, welches erst kirzlich im
Zebrafisch entdeckt wurde (Kang et al., 2004; Rauch et al., 2005).

1.1.2.3 Glykoproteine

Zu den Glykoproteinen der ECM gehéren FN, LN, Kollagen und multimere Moleklle wie die
Tenascine. Sie tragen unterschiedliche Mengen an Oligosacchariden, in der Regel aber keine
GAG. Die Glykosylierung eines einzelnen Molekills kann zudem wahrend der Entwicklung stark
variieren. FN, LN und Kollagene stellen im peripheren Nervensystem (PNS) die
Hauptbestandteile von Basalmembranen dar. Im Gegensatz dazu sind FN und LN im ZNS, wo
sie von Astrozyten exprimiert werden, fast ausschlieBlich wahrend der embryonalen und
frihpostnatalen Entwicklung vorhanden. Im adulten Gehirn findet man eine Expression nur noch
in den Basalmembranen der Blutgefalle, in den Hirnhduten und in Regionen aktiver
Neurogenese. Kollagene auler solche vom Typ XVII findet man im ZNS Uberhaupt nicht
(Seppéanen et al., 2005). Im reifenden und adulten ZNS wird die ECM dominiert von CSPG und
multimeren Glykoproteinen wie Tenascin-R (TNR) (s. Abb. 1 S. 12).

FN und LN sind die adhasiven Glykoproteine des ZNS, d.h. sie fordern die Adhasion und
Migration neuraler Zellen und das axonale Wachstum. Sie stellen multimodulare Molekile dar,
die Bindungsstellen fir verschiedene Liganden sowohl auf der Zelloberflache als auch in der
ECM haben. FN ist ein Dimer aus zwei homologen Polypeptidketten, die Gber Disulfidbricken
miteinander verbunden sind. Laminine, die der Hauptbestandteil von Basalmembranen sind,
bestehen aus drei Polypeptidketten (a, B, y) und formen somit ein Heterotrimer. Sie bilden eine
sehr groRe Genfamilie, von der bisher 5 a-, 3 B- und 3 y-Ketten bekannt sind (Bosman und

Stamenkovic, 2003; Dityatev und Schachner, 2006). Trotz der vielfaltigen genetischen



Variationsmdglichkeiten konnten bisher nur 12 verschiedene Vertreter isoliert werden. Die

Tenascine werden unter 2.2 ndher besprochen.

1.1.3 Zelluldre Rezeptoren fiir ECM-Molekiile

ECM-Interaktionen und Signale, die Uber zelluldre Rezeptoren vermittelt werden, kontrollieren
viele Aspekte des zellularen Lebens, wie etwa Proliferation, Migration, Differenzierung und
Uberleben (Giancotti und Ruoslahti, 1999). Es sind vier Hauptgruppen zellularer Rezeptoren fir
ECM-Moleklle bekannt: Integrine, PG, Mitglieder der Immunglobulin(lg)-Superfamilie und
Glykolipide.

Bei den Integrinen, den haufigsten ECM-Rezeptoren, handelt es sich um heterodimere

Transmembranproteine, die aus einer a- und einer B-Untereinheit zusammengesetzt sind (s.

Abb. 3). RGD: gemeinsame
Bindungssequenz in
Matrixprgteinen

extracellular cell’s
jinding site

R
A

cytoplasm

outer surface

cytoskeletal
pinding site

Abb. 3 Integrine: Heterodimere
Integrine vermitteln die dynamische Verbindung zwischen dem Actin-Cytoskelett im Zellinneren und
molekularen Komponenten der ECM aulerhalb der Zelle. (Quelle:
http://www.univie.ac.at/a202/sg/block3/lernunterlagen/physio)
Die ap-Kombination bestimmt die Affinitat und Spezifitdt von Integrinen flr verschiedene ECM-
Molekdle. Sie kdnnen Signale durch die Zellmembran in beide Richtungen vermitteln: von innen
nach aufden und von auflen nach innen. Dadurch regulieren sie Zelladhasion, Proliferation und
Migration; Integrine vermitteln auch Zell-Zell-Interaktionen sowie die dynamische Verbindung
zwischen dem Actin-Cytoskelett im Zellinneren und molekularen Komponenten der ECM
auBerhalb der Zelle. Der Prototyp des Integrin-Rezeptors ist der FN-Rezeptor, der die
spezifische Aminosauresequenz RGD (Arginin-Glycin-Aspartat) auf verschiedenen ECM-

Glykoproteinen erkennt (Alberts et al., 2002).



16

PG, insbesondere HSPG und CSPG, stellen ebenfalls wichtige zellulare Rezeptoren fir ECM-
Moleklle dar, welche Zell-Matrix-Interaktionen vermitteln. Verschiedene CSPG sind auch

wichtige Rezeptoren fur TNR.

Die Mitglieder der Ig-Superfamilie bestehen aus lg-Domé&nen (40-70 Aminosauren, die durch
Disulfidbriicken in einer B-Faltblattstruktur zusammengehalten werden) und FN IlI-Domanen.
Einige Familienmitglieder sind durch Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol-(GPI-) Bindung (Glykolipid-
anker) an der Zellmembran verankert. Wichtige Vertreter dieser Molekile im Nervensystem sind
NCAM (,neural cell adhesion molecule®), F3/Contactin, MAG (,Myelin associated glycoprotein®)
und L1 (Ng-CAM) (s. Abb. 4).

( Ig region NH2
l Fibronectin Il
GP| membrane anchor

*  Glycosylation NLE

NH? NH?
NH?
)
MAG NCAM  NCAM NCAM  NCAM Fa
180 140 120  Secreteg | 1NGCAM

Abb. 4 Rezeptoren der Ig-Superfamilie: Beispiele fiir neurale Zelladhasionsmolekiile (CAM’s)
Schematische Darstellung von MAG, verschiedenen NCAM-Isoformen, L1 und F3/contactin. (Quelle:
http://www.biologie.uni-regensburg.de/Biochemie/Deutzmann)

Polare Glykolipide (Glykosphingolipide), namentlich Sulfatide und Sialoganglioside, stellen

wichtige Rezeptoren fur ECM-Proteine dar, insbesondere flr Tenascine. Sie sind mit ihrem

hydrophoben Anteil in die Zellmembran eingebettet und ragen mit dem hydrophilen Teil (einer

Zuckerkette) in das extrazellulare Milieu. In der Plasmamembran bilden sie lipide

Mikrodomanen, auch raffs genannt (Simons und Toomre, 2000), die zusammen mit GPI-

verankerten Proteinen (extrazelluldar) und Proteinkinasen (intrazellular) an Signal-

transduktionsmechanismen beteiligt sind. Sulfatide sind sulfatierte Galaktocerebroside und
werden im Gehirn ausschlieRlich von OL exprimiert. Ganglioside bestehen aus zwei Fettsduren

(Ceramiden) und Zuckerketten, welche verschiedene Mengen an Sialinsaureresten tragen. Je

nach Anzahl der Sialinsaurereste unterscheidet man mono-, di-, trisialo (etc.) Ganglioside. Sie
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spielen eine wichtige modulatorische Rolle bei Zellmigration, Axonwachstum und synaptischer
Transmission. Beide, Sulfatide und Ganglioside, sind zudem bei der Myelinisierung von
Bedeutung (Pan et al., 2005).

Die ECM-Molekile des Gehirns spielen eine zentrale Rolle in der zelluldren Kommunikation
nicht nur wahrend normaler Strukturbildung, sondern auch im Verlauf verschiedener
Neuropathologien und wahrend der Gewebereparatur (Clegg et al., 2003; Crespo-Santiago,
2004; Sobel, 2001). Wie ein ECM-Molekul das Zellverhalten beeinflusst, hdngt davon ab, in
welchem molekularen und zellularen Kontext diese Wirkung stattfindet, so z.B. von der
Zusammensetzung der ECM, der topographischen Prasentation der ECM-Molekile, dem
vorhandenen Repertoire an zellularen Rezeptoren und intrazellularen Signalkaskaden oder dem
Differenzierungsstatus einer Zelle. Innerhalb der ECM bilden die Tenascine eine faszinierende
Familie von Glykoproteinen mit unterschiedlichsten Eigenschaften. Im Folgenden soll naher auf

sie eingegangen werden.

1.2 Die Tenascin-Familie

1.2.1 Historischer Hintergrund

1984 entdeckten Kruse und Mitarbeiter nach immunaffinitdtschromatographischen Aufreinigung
von Glykoproteinen des adulten Nagergehirns ein bis dato unbekanntes Molekll mit einem
Molekulargewicht von 160 kD (Kruse et al., 1984). Nachdem sie ein polyklonales Serum gegen
das Molekil erzeugt hatten, fanden sie vier molekulare Komponenten von 220, 200, 180 und
160 kD und nannten sie J1 (Kruse et al., 1985). Die Immunreaktivitat der J1-Antikérper mit
verschiedenen molekularen Komponenten fuhrte zu der Annahme, dass das J1-Glykoprotein in
vier molekularen Formen erscheint, die wahrend der Entwicklung unterschiedlich exprimiert
werden (J1-220 und J1-200 frih, J1-180 und J1-160 spat). Auch Bourdon et al., Grumet et al.
und Chiquet-Ehrismann et al. beschrieben ECM-Proteine in verschiedenen Spezies und
Geweben, welche ahnliche molekulare Komponenten und eine dhnliche differentielle Expression
aufwiesen, wie das J1-200/220-Glykoprotein (Bourdon et al., 1983; Chiquet-Ehrismann et al.,
1986; Grumet et al., 1985). Es entstanden viele verschiedene Bezeichnungen flr die entdeckten
Proteine (Cytotactin, ,myotendinous antigen“, Hexabrachion), darunter auch die Bezeichnung
Tenascin (aus dem Griechischen fir ,der Erstgeborene“) von Chiquet-Ehrismann (Chiquet-
Ehrismann, 1986). 1988 zeigten Faissner und Mitarbeiter die immunochemische Verwandtschaft
von J1-200/220 der Maus mit Tenascin-Cytotactin (TNC) im Huhn (Faissner et al., 1988),
wahrend Pesheva und Kollegen 1989 die J1-160- und -180-Komponenten der Maus als

verschiedene molekulare Spezies identifizierten, die nur im ZNS von OL, nicht aber von
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Fibroblasten und Astrozyten exprimiert werden (Pesheva et al., 1989). Auch Rathjen und
Mitarbeiter beschrieben ein ahnliches ECM-Protein im Hlhner-Nervensystem und nannten es
dank seines raumlich und zeitlich begrenzten Expressionsmusters Restrictin (Rathjen et al.,
1991). Klonierung und Sequenzanalysen all dieser Proteine zeigten, dass sie Spezies-
Homologe und strukturell mit TNC verwandt sind (Fuss et al.,, 1993; Nérenberg et al., 1992).
Nach der Entdeckung eines dritten TNC-ahnlichen Proteins im Bindegewebe, welches TNX
genannt wurde (Bristow et al., 1993), wurde klar, dass es sich um eine Genfamilie handelt,
deren Mitlieder unterschiedliche Expressionsmuster aufweisen (TNC, TNX frih wahrend der
Morphogenese und nicht beschrankt auf das ZNS, TNR hingegen ausschliel3lich im ZNS spat
wahrend der Entwicklung und im adulten Organismus). Erickson gab der Familie 1993 den von
Chiquet-Ehrismann vorgeschlagenen Namen der Tenascine und das J1-160/180-Protein wurde

in Tenascin-Restrictin (TNR) umbenannt (Erickson, 1993).

1.2.2 Struktur

Die Tenascin-Genfamilie von ECM-Glykoproteinen besteht, wie mittlerweile bekannt ist, aus vier
verschiedenen Genen, die flr vier Paraloge kodieren: TNC, TNR, TNX und TNW (Hsia und
Schwarzbauer, 2005). Allen ist eine modulare Struktur gemeinsam, welche aus einer Cystein-
reichen N-terminalen Region, gefolgt von einer variablen Anzahl von Epidermalem
Wachstumsfaktor(EGF)-ahnlichen (zusammen Cys-EGF) und FN Ill-dhnlichen Domanen (FN)
und einer C-terminalen Region mit Homologien zu Fibrinogen (FNG) besteht. Jedes
Familienmitglied hat charakteristische Variationen zwischen den verschiedenen Spezies
bezuglich der Anzahl an EGF- und FN-Domanen (s. Abb. 5 S. 19). Bei allen Familienmitgliedern
aufler TNW kénnen durch alternatives Splei3en in den FN-Doméanen Isoformen gebildet werden.
Nur von TNC werden allerdings Spleillvarianten in bedeutender Anzahl und Vielfalt exprimiert
(Chiquet-Ehrismann, 2004; Jones und Jones, 2000). Die einzelnen Polypeptidketten sind am N-
Terminus Uber Disulfidbriicken miteinander verbunden, um Di- und Trimere (TNR und TNX) und
Hexamere (TNC) zu bilden. Dies geschieht Uber eine Domane, die als Tenascin Assembly (TA)
Doméne bezeichnet wird und aus der Cystein-reichen Region und drei bis vier a-helikalen

»heptad repeats” besteht (Conway und Parry, 1991).
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Abb. 5 Schematische Darstellung der Doméanenstruktur der Tenascin-Familie
Die einzelnen Mitglieder der Tenascin-Familie mit einer schematischen Darstellung ihrer Domanen,
geordnet nach den TN-Hauptformen (Fett) und ihren Unterformen (kursiv, eingeriickt). Der
Ellipsenformige N-Terminus bei TNX und TNY stellt die fehlende Cystein-reiche Region dar. Die
alternativ gespleiRten Doméanen sind mit ,A-D“ (TNC), ,R1* (TNR), ,H1“ (TN-N) oder ,23X-FNIII
domains® (TNX) bezeichnet. Nahere Erklarung im Text unter 2.2.4.

1.2.3 Allgemeine Funktion

Obwohl jedes Mitglied der Tenascin-Familie ein unterschiedliches Expressionsmuster aufweist,
ist allen gemeinsam, dass ihre Genexpression wahrend Entwicklung und Leben des Organismus
streng reguliert wird. Alle Tenascine modulieren Zell-Matrix-Interaktionen, welche die Motilitat,
Proliferation und das weitere Verhalten von Zellen beeinflussen. Somit haben die Tenascine
wichtige Funktionen nicht nur wahrend der Entwicklung, sondern auch wahrend pathologischer
Zustande beim Erwachsenen. Tenascine sind keine klassischen Adhasionsproteine wie z.B. FN.
Statt dessen kdnnen sie zugleich adhasiv und promigratorisch fir den einen Zelltyp, aber
genauso inhibitorisch fur einen anderen sein. Umgekehrt kann der Effekt eines Tenascins auf
eine einzelne Zelle variieren, abhangig unter anderem von dem Kontakt der Zelle mit anderen
ECM-Komponenten (ausfuhrliches Review bei Jones und Jones, 2000). Auch die einzelnen
Domanen der Tenascin-Moleklle haben unterschiedliche funktionelle Eigenschaften (Lochter
und Schachner, 1993; Prieto et al., 1992). Zelloberflachenrezeptoren flir Tenascine sind
Integrine, Zelladhasionsmolekile der Ig-Superfamilie, Phosphacan (ein CSPG), Glykolipide und

Annexin-lIl. Die funktionellen Aktivitaten der Tenascin-Proteine koénnen durch direkte
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Interaktionen mit diesen Rezeptoren auftreten, oder indirekt durch Modulation anderer ECM-

Proteine und Zelladhasionsmolekdle.

1.2.4 Familienmitglieder

1.2.4.1 Tenascin-C (TNC)

TNC, welches das erste entdeckte Tenascin ist, stellt das am besten studierte Familienmitglied
dar. Es kann klassifiziert werden als antiadhasives oder adhasionsmodulierendes ECM-Protein
(Orend und Chiquet-Ehrismann, 2000) und ist das einzige Mitglied der Tenascin-Familie, das
Hexamere formt, weshalb es unter anderem auch den Namen Hexabrachion erhielt (Erickson
und Iglesias, 1984). Seine Grole ist aufgrund unterschiedlicher Glykosylierung der
Untereinheiten zwar variabel (190 — 300 kD), liegt aber meist um 200 kD. TNC besteht aus der
fur die Tenascine typischen Domanenstruktur mit hier 13.5 (Huhn) und 14.5 (Maus und Mensch)
EGF- und 8 FN-Domanen (s. Abb. 5 S.19), wobei durch alternatives SpleiRen von 9
verschiedenen FN-Domanen eine variable Anzahl an Isoformen entstehen kann (Faissner,
1997). Somit hat TNC die groRte Zahl und Diversitat von Isoformen; 27 verschiedene mRNA-
Varianten wurden bisher im sich entwickelnden Maushirn gefunden (Joester und Faissner,
1999). Im Embryo wird TNC wahrend der neuronalen, skeletalen und vaskularen Morphogenese
exprimiert (Chiquet und Fambrough, 1984) und verschwindet im adulten Organismus nahezu
ganz; eine fortbestehende basale Expression ist dann nur noch in Sehnen-assoziierten
Geweben nachweisbar. Eine starke Hochregulation erfahrt das Protein allerdings in Geweben,
welche Remodellierungsprozesse durchlaufen, wie z.B. bei Wundheilung, Neovaskularisierung,
Entzindung, Tumorgenese (Hsia und Schwarzbauer, 2005). Seine morphoregulatorische Rolle
wahrend Entwicklung, Gewebeumwandlung und in pathologischen Situationen spielt es dabei,
indem es die Zelladhasion und die Signaleigenschaften von neuralen und nicht-neuralen Zellen
reguliert. Neueren Beobachtungen zufolge blockiert TNC die focal adhesion kinase (FAK)- und
Rho-vermittelten Signalwege, die durch FN aktiviert werden (Midwood et al., 2004; Wenk et al.,
2000). Zudem stimuliert es Wnt und andere wachstumsférdernde Wege (Orend, 2005; Ruiz et
al., 2004). Fast samtliche Bindungsstellen fur Zelloberflachenrezeptoren, PG, Zelladhasions-
molekule und &hnliche liegen in den FN-Domanen oder in der FNG-Domane. Zusatzlich besitzt
TNC ein HNK-1-Kohlenhydratepitop (Hoffmann et al., 1988) und hat starke Affinitat fir die C-
terminalen Doméanen von Aggrecan, Versican und Neurocan und, im Gegensatz zu TNR, eine
schwachere Affinitat fur Brevican (Day et al., 2004). Eine ausfihrliche Beschreibung von TNC ist

nachzulesen in Faissner et al., 1997.
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1.2.4.2 Tenascin-X (TNX)

Urspriinglich wurde TNX 1993 von Bristow und Mitarbeitern als 400 kD-Protein entdeckt, das
durch ein ungewoéhnliches Gen namens XB im humanen MHCIII-Komplex kodiert wird. Es ist
das grote Mitglied der Tenascin-Familie. TNX besteht aus 18.5 EGF- und nach Ansichten
verschiedener Autoren (Bristow et al., 1993; Elefteriou et al., 1997; Hsia und Schwarzbauer,
2005; lkuta et al., 1998) einer unterschiedlichen Zahl von FN-Doméanen (s. Abb. 5 S.19). Auch
hier folgt am Ende die C-terminale FNG-Domane. TNX kann Trimere bilden (Bristow et al.,
1993), unterscheidet sich allerdings von den anderen Familienmitgliedern dadurch, dass ihm die
N-terminale Cystein-reiche Region fehlt, die eigentlich Teil der TA-Doméane und somit an der
Multimer-Bildung beteiligt ist (Hsia und Schwarzbauer, 2005). TNX ist an vielen
morphogenetischen Prozessen wahrend der Organogenese beteiligt; im adulten Organismus ist
seine Expression begrenzt auf muskuloskeletale, kardiale und dermale Gewebe. Somit stellt es
eine prominente Komponente von Bindegewebe dar (Burch et al., 1995). TNX ist das erste
Mitglied der Tenascin-Familie, dessen Defizienz klar mit einer pathologischen Funktionsstérung
verbunden wurde und das somit eine klinische Relevanz hat. Da es eine wichtige Rolle bei der
Fibrillenbildung des Kollagens spielt (Mao und Bristow, 2001), ist es mitverantwortlich fir die
Bindegewebskrankheit Ehlers-Danlos-Syndrom, welche mit Defekten von fibrilldrem Kollagen
assoziiert ist (Schalkwijk et al., 2001). Mehr zur klinischen Relevanz von TNX ist nachzulesen
bei Matsumoto et al., 2004.

Ein enger Verwandter, der ein dhnliches Expressionsmuster hat, aber mit Untereinheiten von
170 — 220 kD kleiner ist und erheblich weniger EGF-Doméanen hat, wurde von Hagios und
Kollegen 1999 im Huhn identifiziert und als neues Tenascin-Paralog Tenascin-Y (TNY) genannt
(Hagios et al.,, 1999). Innerhalb der FN Ill-Domanen besitzt es eine ungewodhnliche neue
Domane, die in einigen Varianten von TNY gefunden wurde und reich an Ser-Pro-X (X steht fir
irgendeine Aminosaure) ist (Jones und Jones, 2000). TNY wird vornehmlich im embryonalen
Herz- und Skelettmuskel exprimiert; die selbe Arbeitsgruppe zeigte zudem, dass es auch im sich
entwickelnden und adulten Vogel-Nervensystem vorkommt (Tucker et al., 1999). Mittlerweile ist
man aufgrund der Ahnlichkeiten von TNX und TNY und aufgrund der Erkenntnisse der
Arbeitsgruppe Tucker der Meinung, dass TNY ein Vogel-Ortholog von TNX und somit kein
eigenstandiges Mitglied der Tenascin-Familie ist (Chiquet-Ehrismann, 2004; Hsia und
Schwarzbauer, 2005).

1.2.4.3 Tenascin-W (TNW)

Tenascin-W wurde 1998 von Weber und Mitarbeitern aus einer Zebrafisch-cDNA-Bank anhand

seiner EGF-Domanen isoliert (Weber et al., 1998) und ist somit das jingste und am
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schlechtesten charakterisierte Mitglied der Tenascin-Familie. Es bildet Trimere von 130 kD-
Untereinheiten, wobei sich jede Untereinheit aus der Cys-reichen N-terminalen Region, 3.5
EGF- und 5 FN-Domanen sowie der FNG-Domane im C-Terminus zusammensetzt (s. Abb. 5,
S.19). Bisher sind keine durch alternatives Splei3en entstandene Isoformen bekannt. TNW wird
wahrend der Embryogenese von migrierenden Zellen sklerotomaler Herkuft und Zellen der
Neuralleiste in einer Art und Weise ahnlich der von TNC exprimiert (Weber et al., 1998).
Kurzlichen Berichten zufolge wurden mogliche Sauger-Orthologe identifiziert: TNW und TNN in
der Maus (Neidhardt et al., 2003; Scherberich et al., 2004). Eventuell handelt es sich dabei um
redundante Mechanismen bei Saugern, da es bei Mausen, denen andere Mitglieder der
Tenascin-Familie fehlen, nach derzeitigen Erkenntnissen nicht zu einem dramatisch veranderten
Phanotyp kommt (Scherberich et al., 2004).

1.3 Tenascin-R (TNR)

1.3.1 Struktur

Im Gegensatz zu anderen Tenascinen wird TNR, auch bekannt unter den Namen J1-160/180,
Janusin und Restrictin (Pesheva und Probstmeier, 2000), im ZNS verschiedener Vertebraten zu
spateren Entwicklungsstadien exprimiert (Chiquet-Ehrismann, 2004). Obwohl Carnemolla und
Kollegen 1996 zeigten, dass die TNR-mRNA ausschliefilich im ZNS nachzuweisen ist
(Carnemolla et al., 19996), berichteten Probstmeier und Mitarbeiter 2001 zusatzlich von einer
TNR exprimierenden Zelllinie, die aus dem PNS hervorgeht (Probstmeier et al., 2001). Auch bei
TNR findet sich die fir die Tenascine charakteristische Domanenstruktur: Cystein-reiche N-
terminale Region, gefolgt von 4.5 EGF- und 8-9 FN-Domanen und dem FNG-Modul am C-
Terminus (Fuss et al., 1993; Pesheva und Probstmeier, 2000) (s. Abb. 5 S. 19). Im Sauger-ZNS
erscheint das Protein in zwei Formen von 160 (TNR 160) und 180 kD (TNR 180). Am N-
Terminus sind die TNR-Polypeptidketten tber Disulfidbricken verbunden (Pesheva et al., 1989)
und bilden so Homotrimere (TNR 180) und —dimere (TNR 160). TNR 160 entsteht durch
proteolytische Spaltung nahe des N-Terminus aus TNR 180 (Woodworth et al., 2004).
Sequenzanalysen von TNR im Huhn (Nérenberg et al., 1992), in der Ratte (Fuss et al., 1993)
und spater im Menschen (Carnemolla et al., 1996) zeigten die strukturelle Verwandtschaft der
beiden Molekile untereinander und zu TNC. Zudem wurde gezeigt, dass die TNR-Sequenz
phylogenetisch hoch konserviert ist (Homologien der Aminosduresequenzen: Huhn/Ratte 80%,
Mensch/Huhn 75%, Mensch/Ratte 93%).

TNR enthalt viele potentielle Stellen fir N- und O-Glykosylierung; 10 — 20% seines Gewichtes

machen Kohlenhydrate aus (Fuss et al., 1993; Pesheva et al., 1989). Das Protein kann mit drei
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verschiedenen sulfatierten Oligosaccharidstrukturen modifiziert sein: HNK-1 (SO4-3-
GIcUAB1,3GalB1,4GIcNAc; Kruse et al., 1985), GalNAc-4-SO, (SO4-4-GalNAcB1,4GIcNAc;
Woodworth et al., 2004) und CS (Probstmeier et al., 2000a). Die Synthese dieser drei
sulfatierten Strukturen wird wahrend der postnatalen Entwicklung des Kleinhirns unterschiedlich
reguliert. Das Expressionsniveau von HNK-1 steigt und fallt parallel zu dem von TNR. Im
Gegensatz dazu wird das Expressionsniveau von GalNAc-4-SO, unabhdngig vom TNR-Level
reguliert; es steigt spat wahrend der Kleinhirnentwicklung und bleibt bis ins Erwachsenenalter
konstant (Woodworth et al., 2004). Zusétzlich zu den sulfatierten Kohlenhydraten tradgt TNR eine
Fulle von O-gebundenen sialylierten Glykanen, v.a. NeuAca2-3Galf31-3(NeuAca2-6)GalNAc und
Lbrain-type* neutrale N-Glykane (Zamze et al., 1999). AuRerdem exprimiert es niedrige Mengen
von CS-GAG. Da die Modifikation von TNR mit CS-GAG zu unterschiedlichen Entwicklungs-
stadien und in verschiedenen ZNS-Kompartimenten sehr variabel ist, wurde TNR von
Probstmeier und Kollegen (2000a, b) als ,part time CSPG* definiert.

1.3.2 Gewebeverteilung wahrend Entwicklung und Pathologie

TNR wird im sich entwickelnden und adulten ZNS von OL und einigen Neuronen (i.e.
Interneuronen und Motorneuronen) exprimiert (Bartsch et al., 1993; Norenberg et al.,, 1996;
Pesheva et al., 1989). Grolke Mengen an TNR-Protein und -mRNA sind nachweisbar wahrend
der Migration von OL-Vorlauferzellen und in der Phase aktiver Myelinisierung. Wahrend dieser
Prozesse findet eine Induktion der TNR-Expression in den beteiligten neuralen Zellen statt.
Wahrend der neuronalen Reifung, i.e. wahrend der ersten zwei bis drei postnatalen Wochen
beim Sauger, akkumuliert TNR in perineuronalen Netzen von Inter- und Motorneuronen, oft in
Kolokalisation mit TNC (Pesheva und Probstmeier, 2000). In Kulturen von frihpostnatalem
Nagerhirn (Jung et al., 1993; Pesheva et al., 1989, 1997) und optischem Nerv (Bartsch et al.,
1993) wird TNR von OL-Vorlauferzellen und Typ 2-Astrozyten exprimiert und stellt somit einen
Marker fur O-2A-(OL-Typ-2-Astrozyten-) Zellen dar. Nach Beendigung der Myelinisierung
werden sowohl das Protein- als auch das mRNA-Expressionsniveau auf niedrigere adulte Werte
herunterreguliert (Pesheva et al., 1989). TNR ist dann vor allem assoziiert mit der Oberflache
von OL, myelinisierten Axonen, synapsenreichen Regionen, perineuronalen Netzen (Dityatev et
al., 2007) und Ranvier'schen Schnurringen. Die TNR-Expression durch Neurone wird im adulten
Organismus nicht herunterreguliert (Fuss et al., 1993). Auch in humanen Gliomzellen findet sich
eine Expression von TNR, welches flr die Sequenzierung der humanen TNR-Sequenz

verwendet wurde (Carnemolla et al., 1996).

Bei der Regulation der TNR-Expression wahrend pathologischer Zustande (durch verschiedene

Verletzungsmodelle untersucht), deuten sich bereits die unterschiedlichen funktionellen
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Eigenschaften des Moleklls an, wie etwa die neuroprotektive Rolle gegenuber aktivierter
Mikroglia oder die inhibitorische Wirkung auf das axonale Wachstum. Nach Verletzung des N.
facialis wird TNR im korrespondierenden motorischen Hirnstammkern herunterreguliert. Dieser
Vorgang ist reversibel nach einer Nervennaht und irreversibel nach einer Nervenresektion
(Angelov et al., 1998). Die Herunterregulation des Proteins fallt zusammen mit dem Erscheinen
und der Migration von aktivierter Mikroglia in den verletzten Nukleus. Diese mikroglialen Zellen
binden nur an die Stellen der Motorneurone, an denen kein TNR nachweisbar ist. Erst kirzlich
wurde berichtet, dass diese Modulation das Ergebnis eines koordinierten Einflusses der EGF-
und FN-Domanen von TNR auf Mikrogliarezeptoren sein kénnte (Liao et al., 2005). Zudem gab
der Befund Angelov und Mitarbeitern zu der Vermutung Anlass, dass das Protein eine Rolle bei
der neuronalen Protektion spielt (Angelov et al., 1996). Ein weiteres Modell zeigt, dass TNR
nach Transsektion des postcommissuralen Fornix bei der adulten Ratte an der Verletzungsstelle
stabil hochreguliert wird, weshalb sein Beitrag zur Inhibition des axonalen Wachstums und zur
Bildung einer astroglialen Narbe postuliert wurde (Probstmeier et al., 2000a). Im Gegensatz zu
seiner Hochregulation im Sauger wird TNR nach Quetschung des N. opticus beim Salamander
an der Verletzungsstelle herunterreguliert. Dies korreliert mit dem dortigen Wiederauswachsen
von Axonen. Mit fortschreitender Myelinisierung der regenerierten Axone wird TNR sukzessive
wieder hochreguliert (Becker et al., 1999). Da aus dem Maushirn stammende oder rekombinante
Proteine das Neuritenwachstum aus amphibischen retinalen Explantaten in vitro hemmen,
diskutieren Becker und Kollegen, dass eine erfolgreiche axonale Regeneration im amphibischen
N. opticus nach einer Verletzung dank dem Entfernen inhibitorischer Molekile wie etwa TNR
oder einzelnen TNR-Molekllteilen stattfinden kdnnte. Eine neue Phylogenesestudie belegt, dass
Fisch-TNR-Proteine im Gegensatz zu denen héherer Vertebraten nicht abweisend fur Fisch- und
weniger abweisend fir Sduger-Neurone sind (Pesheva et al., 2006). Sduger-TNR hingegen |6st
in Fischneuronen eine axonale Repulsion aus. Demzufolge spielt bei der Regenerationspotenz
des ZNS niederer Vertebraten nicht das Entfernen inhibitorischer Molekile eine entscheidende
Rolle, sondern die Moleklile scheinen bei niederen Vertebraten so verandert, dass sie nicht oder

kaum inhibitorisch wirken.

Diese Beobachtungen deuten bereits die Vielseitigkeit des Molekils an, welches, in vitro als
Substrat angeboten, als (i) adhdsives oder antiadhasives Molekul gegentber verschiedenen
neuronalen und nichtneuronalen Zellen und (ii) als Inhibitor oder Verstarker des axonalen
Wachstums agiert (Goodman, 1996; Song und Poo, 1999). Die unterschiedlichen Funktionen

von TNR sollen im Folgenden ausfihrlicher behandelt werden.
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1.3.3 Antiadhasive Eigenschaften

In vitro Experimente zeigten, dass substratgebundenes TNR keine Langzeitadhasion von
frihpostnatalen Kleinhirnneuronen der Maus unterstitzt. Wenn es in einer Mischung mit
adhasiven Substraten angeboten wurde, verursachte das Protein eine Ablésung der Neurone
und eine starke Faszikulierung ihrer Neuriten (Pesheva et al., 1989, 1991). Zudem fand man
heraus, dass das Protein das axonale Wachstum von permissiven Substraten heraus in TNR-
haltige Substratgebiete inhibiert. In den Wachstumskegeln der Axone erfolgt beim Auftreffen auf
eine solche molekulare Barriere eine Vermeidungsreaktion (Pesheva et al., 1993; Taylor et al.,
1993). Kinetische Studien der neuronalen Zelladhasion zeigten, dass Neurone anfangs an
substratgebundenes TNR oder an TNR exprimierende OL binden, nach einiger Zeit aber die
anfangliche Erkennung in ein Abldsen der neuronalen Zellen umschlagt (Morganti et al., 1990;
Pesheva et al., 1993).

Der inhibitorische Effekt von TNR gegenuber verschiedenen ZNS-Neuronen ist unabhangig von
den anwesenden adhasiven Substraten und auf molekularer Ebene vermittelt durch die
Interaktion mit den Ig-ahnlichen Domanen (Ig2-3) des neuronalen GPl-verankerten Proteins
F3/Contactin (Brimmendorf et al., 1993; Pesheva et al., 1993; Xiao et al., 1997). F3/Contactin
wird vorzugsweise axonal exprimiert und nimmt an der Kontrolle von Axonwachstum und —
lenkung teil (Brimmendorf und Rathjen, 1995). Die Bindungsstelle fur F3/Contactin befindet sich
innerhalb der EGF-Doméanen bei Ratten-TNR (Xiao et al., 1996) und in den FN-Domanen 2-3
von Huhner-TNR (Brimmendorf et al., 1989; Noérenberg et al., 1995). Wo sich die
Bindungsstelle im humanen TNR befindet, ist zu Zeit noch nicht bekannt. Die F3/Contactin-
gesteuerte Inhibition des axonalen Wachstums kdnnte auch im verletzten adulten ZNS eine
Rolle spielen. Der abweisende Stimulus, der durch die Konfrontation von F3/Contactin
exprimierenden regenerierenden Axonen am Lasionsort mit von OL exprimiertem TNR
verursacht wird (Probstmeier et al., 2000a), kdnnte zu der verminderten regenerativen Kapazitat

des ZNS hoherer Vertebraten beitragen.

F3/Contactin ist aber nicht der einzige neuronale Zellrezeptor, der an TNR-induzierten
hemmenden Prozessen beteiligt ist. Wie die meisten anderen ECM-Glykoproteine hat TNR viele
Zellbindungsstellen, welche die initiale neuronale Zelladhasion und/oder die darauf folgende
Repulsion vermitteln (Tabelle 1, S. 28), was unter anderem durch Zelladh&sions- und
Neuritenwachstumsstudien mit definierten (nicht humanen) rekombinanten Fragmenten des
Moleklls gezeigt werden konnte. Solche Zellbindungsstellen befinden sich demnach in den
Domanen FN 8 (fur retinale Zellen des Hiuhnerembryos), FN2-5, FN6-8 und FNG (fir Tektum-
Zellen des Huhnerembryos) und FN1-2, FN6-8 und FNG (fur postnatale Kleinhirnneurone der



26

Maus) (Noérenberg et al., 1996; Volkmer et al., 1998; Xiao et al., 1996). Im Gegensatz zu der
antiadhasiven Wirkung von TNR in Verbindung mit F3/Contactin ist jene mit anderen neuronalen
und nicht-neuronalen Zelltypen (wie diversen Fibroblasten-&hnlichen und neoplastischen glialen
Zellen, OL-Vorlaufern und anderen) abhangig von adhasiven ECM-Molekullen. Wird TNR in vitro
als gemischtes Substrat angeboten, inhibiert es selektiv die FN-vermittelte Zelladhasion und das
Neuritenauswachsen (Pesheva et al., 1994; Probstmeier et al., 1999). Die Interaktionen der
oben genannten Zellen mit FN werden vermittelt Uber Zelloberflichen-PG auf der einen und
Integrine auf der anderen Seite (Pesheva und Probstmeier, 2000). Der inhibitorischen Wirkung
von TNR bezulglich dieser Interaktionen liegen zwei molekulare Mechanismen zu Grunde. Zum
einen interagiert TNR mit FN (i.e. den Heparin/PG- und Integrin-bindenden Fragmenten von
FN), was zu einer sterischen Hinderung und/oder einer Konformationsanderung der
Zellbindungsstellen des Molekuls fiohrt. Zum anderen interagiert TNR mit Zelloberflachen-
Disialogangliosiden (wie GD2 und GD3), was intrazelluldre Signalkaskaden anregt, welche die
Phosphorylierung der FAK beeintrachtigen und zu einer Inhibition der Integrin-abhangigen
Zelladhasion auf FN fuhren (Probstmeier et al., 1999). TNR beeinflusst hier das Zellverhalten

aber nicht, wenn es in Kombination mit adhasiven ECM-Molekilen wie LN angeboten wird.

Die verminderte Regenerationskapazitat des ZNS hdherer Vertebraten ist zum Grofteil mit der
Prasenz regenerationshemmender Molekile verbunden, die von Gliazellen produziert werden.
Im Rahmen der bereits oben beschriebenen phylogenetischen Funktionsanalysen von TNR im
ZNS von Vertebraten (Pesheva et al., 2006) konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass TNR
im ZNS niederer Vertebraten (auch nach einer Lasion) exprimiert wird, dort aber, im Gegensatz
zu den Saugerproteinen, keine inhibitorische Wirkung auf retinale Fisch-Axone und keinen
Einfluss auf die F3/Contactin-vermittelte Zelladhasion und das Axonwachstum von Saugerzellen
hat. Neuere Arbeiten konnten zeigen, dass TNR-defiziente Mause schwere kognitive Stérungen
und Defizite bei der Bewegungskoordination zeigen (Montag-Sallaz und Montag, 2003) und eine
verstarkte neuronale Erregbarkeit in Kortex und Hippocampus aufweisen (Gurevicius et al.,
2004). TNR hat somit auch eine wichtige Funktion bei der Synapsen- und damit
Gedachtnisbildung. Aus diesen Ergebnissen geht hervor, dass sich die Funktionen von TNR
nicht nur auf die am besten studierten Eigenschaften der Antiadhdsion und Adhé&sion

beschranken lassen, sondern dass sie noch vielfaltiger sind, als bis vor kurzem angenommen.

1.3.4 Adhaésive Eigenschaften

Im Gegensatz zu seinen antiadhdsiven Eigenschaften gegeniber Neuronen und mikroglialen
Zellen stellt TNR fur die Gliazellen des ZNS ein adhasives Substrat dar. Es wurde gezeigt, dass

TNR die Bindung, nicht aber die stabile Adhasion von Astrozyten unterstitzt (Pesheva et al.,
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1989). Ansonsten ist die TNR-Expression eng assoziiert mit O4/Sulfatid® OL und Sulfatiden, die
relativ frih wahrend der Vertebraten-Entwicklung in Verbindung mit Myelin erscheinen (Bartsch
et al., 1993; Kishimoto, 1986; Pesheva et al., 1989). TNR férdert hier die Adhasion und
Fortsatzbildung von O4/Sulfatid® OL unabhangig von deren Alter und Abstammung (Pesheva et
al., 1997). Dieser Prozess wird einerseits vermittelt durch membranassoziierte Sulfatide, wie
durch die Hemmung der Bindung von OL an TNR-Substrate durch den O4-Antikérper (der
Sulfatide erkennt; Bansal et al., 1989) und Sulfatide gezeigt werden konnte (Pesheva et al.,
1997). In dieser Hinsicht kdnnte die Fahigkeit von TNR, (i) die Integrin-abhdngige Adh&sion von
OL-Vorladuferzellen durch einen Disialogangliosid-vermittelten  Signalmechanismus zu
modulieren (Probstmeier et al., 1999) und (ii) die OL-Adhasion in einer O4/Sulfatid-abhangigen
Art und Weise zu unterstitzen (Pesheva et al., 1997), einen alternativen molekularen
Mechanismus liefern, der die Migration der ersten GD3" OL-Vorlaufer im Gehirn reguliert oder
die endglltige Positionierung der OL und deren terminale Differenzierung in myelinbildende
Zellen bestimmt. Eine weitere wichtige Folge der TNR-Interaktion mit Sulfatid exprimierenden
OL ist die Stimulation ihrer Reifung, i.e. Hochregulation der Expression von TNR selbst,
Glykolipiden und Myelinproteinen wie MBP (,Myelin Basic Protein®), MAG (,Myelin Associated
Glykoprotein“) und PLP (,Proteolipid Protein“), was einen autokrinen, TNR-induzierten und
Sulfatid-vermittelten Mechanismus der OL-Differenzierung vermuten ldsst (Pesheva et al.,
1997). Dies lasst sich mit der Beobachtung vereinen, dass (i) TNR-mRNA und —Protein reichlich
in der weil3en Substanz wahrend der Myelinisierung vorhanden sind (Fuss et al., 1993; Pesheva
et al., 1989) und (ii) in vitro 04" Vorlauferzellen komplett auf eine terminale Differenzierung
ausgerichtet sind, ohne dass andere Zelltypen anwesend sind (Gard und Pfeiffer, 1989). Eine
durch Sulfatide vermittelte adhasions- und differenzierungsférdernde Wirkung des Molekils auf
OL ist phylogenetisch hoch konserviert (Pesheva et al., 2006). Andererseits ist vermutlich auch
die Interaktion mit F3/Contactin an diesem Effekt beteiligt (Hu et al., 2003). Die Migration von
OL-Vorlauferzellen wird vermutlich ebenfalls reguliert durch TNR-gebundene CS-GAG, was
einen zusatzlichen Mechanismus fir die Migrationskontrolle darstellt, bei dem die differentielle

Glykosylierung von ECM-Proteinen eine Rolle spielt (Probstmeier et al., 2000a).

Die adhasiven Eigenschaften von TNR gegenlber OL macht sich ein kirzlich von Prof. P.
Pesheva entwickeltes und zum Patent angemeldetes Verfahren zunutze, mit der Uber ein
Einschrittverfahren OL selektiv aus Hirngewebe aufgereinigt werden kénnen. Bisher liel3en sich
OL nur uUber relativ komplizierte und langwierige Verfahren gewinnen, wobei zum Beispiel
Gehirnzellen unter definierten Kulturbedingungen gehalten werden, wodurch es nach zwei
Wochen zur Ausbildung eines homogenen, primar aus Astrozyten, aber auch Mikroglia und OL

bestehenden Zellrasens kommt. Durch unterschiedlich starke mechanische Belastung lassen
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sich zuerst die Mikrogliazellen, dann die OL von der Astrozytenunterlage ablésen. Andere
Aufreinigungsverfahren beruhen auf dem Prinzip des Immunopannings oder der Fluoreszenz-
aktivierten Zellsortierung. Diese komplexen Verfahren werden durch die Verwendung einer
TNR-beschichteten Oberflaiche deutlich vereinfacht: Werden auf eine solche Oberflache
Gehirnzellen aufgebracht, haften an diese nach nur eintdgiger Kulturzeit ausschlief3lich OL.
Diese Interaktion hat zusatzlich noch eine differenzierungsférdernde Wirkung. Diese Erfindung
bildete die Basis fur die Grindung der Firma Heraclitus Biosciences, R. Probstmeier & P.

Pesheva, Klinik fir Nuklearmedizin, Universitatsklinikum Bonn.

Zellulare Rezeptoren| Bindungsdoméne ECM-Liganden Bindungsdoméne
F3/Contactin EGF-L, FN2-3 FN CS GAG, unbekannt
B-Untereinheit von | FN1-2, FN6-8 Kollagene unbekannt

Natriumkanalen TN-C CS GAG, Ca” -abhangig
Neurofascin FN2-5 TN-R unbekannt, abhéngig von
CALEB FNG divalenten Kationen

MAG EGF-L, FNG Lektikane FN3-5, Ca’ -abhangig
Sulfatide unbekannt Phosphacan EGF-L, Ca”-abhiangig
Ganglioside unbekannt

Tabelle 1
Bindungsstellen fir zellulare Rezeptoren und ECM-Liganden auf TNR. EGF-L, Cys-EGF-Doméanen;
CALEB, chicken acidic leucine-rich EGF-like domain containing brain protein Nach: Pesheva und
Probstmeier, 2000.

1.4 Voraussetzungen und Ziele der Arbeit

Die in Phylogenesestudien (Pesheva et al., 2006) erarbeiteten Befunde Uber die strukturelle und
funktionelle Verwandtschaft des humanen TNR mit TNR-Proteinen anderer Sauger sind
hinsichtlich der funktionellen Kartierung und Relevanz des Molekils in Bezug auf die axonale

Regeneration und (Re)Myelinisierung im humanen ZNS von besonderer Bedeutung.

In der vorliegenden Arbeit sollten erstmalig relevante Bindungsstellen fir Liganden und
funktionell aktive monoklonale TNR-Antikérper auf dem humanen Protein mit Hilfe eukaryotisch
exprimierter rekombinanter Proteinfragmente identifiziert und funktionell charakterisiert werden.
Ein besonderes Augenmerk sollte hierbei der Klarung der Bindungsstellen (i) fir neuronale
Rezeptoren, die die repulsive/inhibitorische Wirkung von TNR auf neuronale Zellen vermitteln
(i.e. F3/Contactin), einerseits, und (ii) solcher, die fur die Wirkung von TNR auf OL als selektives
Substrat und insbesondere als Differenzierungsfaktor verantwortlich sind (i.e. Sulfatide,
F3/Contactin), andererseits gelten. Zusatzlich sollten die Bindungsstellen der monoklonalen
TNR-Antikorper, welche - wie bereits gezeigt werden konnte - die Wirkung von TNR auf neurale
Zellen hemmen, bestimmt und relevanten Liganden-Interaktionen oder biologischen Funktionen

von TNR zugeordnet werden.
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Das humane TNR-Molekil wurde von Heraclitus Biosciences in sechs Fragmente unterteilt (s.
Abb. 6). Diese wurden so gewahlt, dass sie bereits postulierte Bindungsstellen flr verschiedene

zellulare Rezeptoren und ECM-Liganden enthalten.

hTNR1 hTNR6 hTNR2
NH, T DOOOOMI2EESRIGI7[8] ) COOH
hTNR4 hTNR5 hTNR3

Abb. 6 Domanenstruktur des humanen TNR und Position der einzelnen Fragmente
hTNR1: Cys-EGF
hTNR2: FNG
hTNR3: FN7-8 + FNG
hTNR4: Cys-EGF + FN1-2
hTNR5: FN3-6
hTNR6: FN1-3

In der vorliegenden Arbeit sollten in einem ersten Teil die Fragmente hTNR1, hTNR2 und
hTNR3 hergestellt und anschlieRend in einem zweiten Teil proteinbiochemisch und funktionell
charakterisiert werden. Diese Fragmente wurden entsprechend der Domanentypen von TNR
ausgewahlt, die potentielle Bindungsstellen fir F3/Contactin (hTNR1; fur Ratten-TNR bereits
beschrieben durch Xiao et al., 1996) und Sulfatide (hnTNR2 und hTNR3) in einzelnen oder
Uberlappenden Fragmenten enthalten (s. Abb. 6). Dass in den Fragmenten hTNR2 und hTNR3
eine potentielle Sulfatid-Bindungsstelle enthalten ist, wurde von Heraclitus Biosciences aufgrund
von Sequenzhomologien innerhalb der FNG-Domane von TNR mit der Sufatid-Bindungsstelle

von Laminin vermutet (Timpl et al., 2000; Li et al., 2005).

Dies ist der erste Versuch einer funktionellen Kartierung des humanen TNR Uber die Herstellung
rekombinanter Proteinfragmente in humanen Expressionssystemen, die eine Anbindung an

biomedizinische Anwendungsmaglichkeiten erlauben.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Primer
Primer Sequenz Accession-No. ProduktgroBe
hTNR1 UP: 5 TCC ATG ATC AAG CCT TCA GAG TG 3’
DO: 5" AGG GGC AAC TGC TGA GCA GT 3’ NM_003285 915 bp
hTNR2 UP: 5 ATC ACC TCC ACC GCT TTC ACC 3’ NM_003285 717 b
DO: 5 GAA CTG TAA GGA CTG CCG TTT TCT3 P
hTNR3 UP: 5 GTG CAC ACA GCC ATG GAC AA 3’ NM_003285 1230 b
DO: 5 GAA CTG TAA GGA CTG CCG TTT TC 3 P
. UP: 5 GAT TCC TAT GTG GGC GAC GAG 3’
human B-actin DO: 5 CCA GAC GCA GGA TGG CAT GG 3’ NM_001101 384 bp
. UP: 5 GAG CGT GTT CAG CAAATTCA 3
human Contactin DO: 5' CCC CAG AGG TGC TAA TCT CA 3’ NM_001843 214 bp

Alle Primer wurden von Invitrogen bezogen.

2.1.2 Vektoren und Plasmide

Bezeichnung Zusammensetzung / Vektorkarte Bezugsquelle
pFRT/lacZeo s. 1.3.1. Invitrogen
pOG44 s. 1.3.1. Invitrogen
pSecTag/FRT/V5-His TOPO®TA s. 1.3.1. Invitrogen
TNR-Nukleotide 151-1050 kloniert in . L
hTNR1 oSecTag/FRT/V5-His TOPO®TA Heraclitus Biosciences
TNR-Nukleotide 3463-4155 kloniert in . . .
hTNR2 0SecTag/FRT/V5-His TOPO®TA Heraclitus Biosciences
TNR-Nukleotide 2935-4155 kloniert in . . .
hTNR3 0SecTag/FRT/V5-His TOPO®TA Heraclitus Biosciences

2.1.3 Antibiotika, Enzyme, Kits

Substanz / Kit

Bezugsquelle

Ampicillin ICN MP Biomedicals
Hygromycin B Invitrogen und InvivoGen
Zeocin Invitrogen
Desoxyribonuklease (DNase) Promega

Reverse Transkriptase (Superscript Il) Invitrogen
Ribonuklease (RNase) Promega
GoTaqg-Polymerase Promega

Trypsin PAA

Accutase PAA

N-Glykosidase F Roche Diagnostics
Superscript™" First-Strand Synthesis System for RT-PCR | Invitrogen

TOPO TA Cloning® Kit Invitrogen
Midiprap-Kit Qiagen

Protein Assay BioRad
SilverSNAP® Stain Kit Pierce
ECL-Detection Kit Pierce

SureFIRE™ HRP Conjugation Kit KPL
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primare
Antikorper / Antigen Spezies Bezugsquelle / Referenz
Lektine
mAb R1 TNR Maus IgG Pesheva et al., 1989
mAb R2 TNR Maus IgG Pesheva et al., 1989
mAb R3 TNR Maus IgG Pesheva et al., 2006
mAb R4 TNR Maus IgG Heraclitus Biosciences
mAb R5 TNR Maus IgG Pesheva et al., 2006
mAb R6 TNR Maus IgG Heraclitus Biosciences
a-His-HRP 6x His-COOH Maus IgG Invitrogen
a-V5 V5-Epitop Maus IgG Sigma-Aldrich
a-HNK-1 HNK-1-Kohlenhydrat Maus IgM Sigma-Aldrich
CS-56 CS-GAG Maus IgM Sigma-Aldrich
04 Sulfatide Maus IgM Pesheva et al., 1997
a-MBP MBP Ratten IgG Biozol
a-F3 F3/contactin Kaninchen IgG Pesheva et al., 1993
a-NCAM NCAM Kaninchen IgG Pesheva et al., 1993
Lens culinaris terminale a-D-Mannose- / Lens culinaris Sigma-Aldrich
Lektin (LCL) Glukose
gilf?e?elztl?:gon Kit verschledset?jkﬁc;g:?nhydrat— pflanzliche Lektine Roche Diagnostics
sekundare
Antikorper
a-mouse-AP Maus IgG Ziegen IgG Promega
a-mouse-HRP Maus IgG Ziegen IgG Promega
a-rat-HRP Ratten I1gG Ziegen IgG Promega
a-rabbit-HRP Kaninchen IgG Ziegen IgG Promega
a-mouse-Biotin Maus IgG Ziegen IgG Chemicon
a-mouse-Cyanin 3 Maus IgG Ziegen IgG Chemicon
a-rat-Alexa 488 Ratten IgG Ziegen IgG Invitrogen
a-rat-Biotin Ratten I1gG Ziegen IgG Chemicon
Streptavidin-HRP Biotin Streptomyces avidinii | DakoCytomation

2.1.5 ECM-Molekiile und Glykolipide

Substanz Quelle Bezugsquelle

Fibronektin (FN) Humanes Plasma Harbor Bio-Products

Laminin (LN) Engelbreth-Holm-Swarm murine Sigma-Aldrich
sarcoma

Rinder-Serumalbumin (BSA) Rinderserum Sigma-Aldrich

BSA, lipidfrei (BSA-LF) Rinderserum Sigma-Aldrich

Maus TNR Maus-Gehirn Pesheva et al., 2006

Poly-D-Lysin (PDL) Sigma-Aldrich

Poly-L-Lysin (PLL) Sigma-Aldrich

Sulfatide Rinderhirn Sigma-Aldrich

2.1.6 Haufig verwendete Losungen

Bezeichnung Zusammensetzung

LB-Medium

1% (w/v) Trypton (Gibco, GrofR3britannien), 0.5% (w/v)
Hefeextrakt (Gibco), 1% (w/v) NaCl, pH 7.0

TAE-Puffer

40 mM Tris, 20 mM Essigsaure, 1 mM EDTA, pH 8.0

Nukleinsaure-Probenpuffer

6% (v/v) Glycerin, 50 mM EDTA, 0.001% (w/v)
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Bromphenolblau, 0.001% (w/v) Xylenxyanol

Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS) 1.5 mM KH,PQO,, 2.5 mM Na,HPO,, 150 mM NaCl, pH 7.4

25 mM 2-Amino-2-hydroxymethylpropan-1,3-diol (Tris), pH

Tris-gepufferte Salzlésung (TBS) 7 4. 135 mM NaCl. 25 mM KCl

50 mM Tris, pH 6.8, 6% (v/v) Glycerin, 1.5% (w/v) SDS,

SDS-Probenpuffer 0.2% (v/v) B-ME, 0.05% (w/v) Bromphenolblau

SDS-PAGE-Laufpuffer 1.44% (w/v) Glycin, 0.303% (w/v) Tris, 0.1% (w/v) SDS

Anodenpuffer | flir Western Blot 0,3M Tris, pH 10.4, 20% Methanol

Anodenpuffer Il fiir Western Blot 25mM Tris, pH 10.4, 20% Methanol

Kathodenpuffer fiir Western Blot ﬁ/|5 mM Tris, 40 mM 6-amino-capronsaure), pH 9.2, 20%
ethanol

Ponceau-S-Lésung 0.2% in 0.3% Essigsaure (w/v)

1% Milchpulver, TBS, 0.05% Tween 20 oder

Immunoblot Inkubationspuffer 1% Milchpulver, 1x TBS

TBS, 0.05% Tween 20 oder

Immunoblot Waschpuffer 1x TBS

2% BSA in PBS oder

ELISA Blockierungspuffer 2% BSA-LF in PBS, hitzeinaktiviert (BSA-LF-PBS h.i.)

1% BSA in PBS, 0.05% Tween 20 oder

ELISA Inkubationspuffer 1% BSA-LF-PBS h.i.

PBS, 0.05% Tween 20 oder

ELISA Waschpuffer 1x PBS

0.1M CH3COONa, 0.05M NaH,PQ4.2H,0 (auf pH 4.2
ELISA Acetatpuffer eingestellt mit CH;COOH)

ELISA Entwicklungslésung 19 ml Acetatpuffer, 1 ml 36 mM ABTS, 5,7 pl 30% H,O,

ELISA Stopplésung 0.6% SDS in H,O

10% Fotales Kalberserum (FCS) in DPBS (Dullbeco’s
modified PBS)

Inkubationspuffer fir Immunfluoreszenz

2.1.7 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Sofern nicht anders aufgeflhrt, wurden anorganische und organische Chemikalien und
Lésungsmittel von den Firmen Fluka, MP Biomedicals, Merck oder Sigma-Aldrich bezogen. Es

wurden ausschlieRlich Produkte vom Reinheitsgrad p.A. oder héher verwendet.

Nicht gesondert aufgeflhrte Produkte fur die Molekularbiologie sowie Primer wurden von

Invitrogen bezogen.

Reaktionsgefalle, Kulturflaschen, Petrischalen, Pipetten und andere Plastikmaterialien wurden,

wenn nicht anders aufgefiihrt, von den Firmen Sarstedt, Nunc und Greiner bezogen.

2.1.8 Gerate
Gerit Typ Hersteller
Bakterienschuttler Certomat B. Braun Biotech
Semi-dry electroblotting unit . .
Blotkammer 734.050-2 Sigma-Aldrich
Brutschrank CB 150 Binder
Digitalkamera AxioCam C. Zeiss
ELISA-Reader Milenia Kinetic Analyser DPC
Filmentwickler X-Omat 5000RA Kodak
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Gelelektrophoresekammer fiir

die SDS-PAGE Multigel G44 Biometra
Gelelektrophoresekammer fiir
die Nukleinsaure- GNA 100 Pharmacia Biotech

Gelelektrophorese

Heizblock Uniteq HB 130 Peqlab

Mikroskop Axiovert 200 C. Zeiss

pH-Meter MP 220 Mettler Toledo
Photometer GeneQuant Pharmacia Biotech
Power Supply E844 Consort

Power Supply EPS 600 Pharmacia Biotech
Reinstwasseranlage Milli-Q Biocel Millipore
Thermocycler PTC-200 MJ Research
Wasserbad E100 LAUDA

Ultrazentrifuge

Optima™ LE-80K
Rotor type SW32

Beckman Coulter

UV-Transilluminator GelVue UV-Transilluminator Syngene
Zentrifuge Biofuge 15R Heraeus
Zentrifuge MiniSpin Plus Eppendorf

2.2 Methoden

2.21 RT-PCR-Analysen

Ziel der Reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) ist es, zum einen die
MRNA-Expression eines bestimmten Proteins nachzuweisen und zum anderen aus mRNA DNA
fur Klonierungen herzustellen. Fir RT-PCR-Analysen wird aus Zellen zunachst die Gesamt-RNA
isoliert und diese anschliellend durch eine reverse Transkription (mittels reverser Transkriptase)
in cDNA umgeschrieben. Mit der entstandenen cDNA wird eine Amplifikation mit spezifischen
Primern und einer Taqg-Polymerase durchgeflhrt. Die entstandenen Produkte werden im

Agarosegel sichtbar gemacht.

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus Zellen erfolgte mittels Trizol-Chloroform-Extraktion. Das
Prinzip beruht auf einer Lyse der Zellen, einer Inaktivierung von RNasen und der
anschlieRenden Isolierung der RNA. Die kultivierten Zellen (Flp-In™-Parentalzellen bzw. -
Transfektanten oder SHSY5Y) wurden durch Zugabe von 1 ml Trizol pro 5 x 10° Zellen
homogenisiert. Zum Homogenat wurden 200 ul Chloroform gegeben und sorgfaltig geschuttelt.
Nach Zentrifugation (15 min, 4°C, 12000 x g) wurde die in der wassrigen Phase geldste RNA in
ein neues Eppendorf-Gefald Gberfihrt und mit Isopropanol gefallt. Das Pellet wurde mit 75%

Ethanol gewaschen und in RNase-freiem DEPC-behandeltem H,O geldst.

Zur Herstellung von cDNA wurde der Kit Superscript Il RT™ der Firma Invitrogen verwendet. Die

cDNA-Synthese erfolgte mit Random-Primern nach dem Protokoll des Herstellers.
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Die typische PCR besteht aus einem Denaturierungsschritt, bei dem die beiden Stradnge der
Template-DNA getrennt werden, einem Annealingschritt , bei dem die Temperatur so gesenkt
wird, dass es zu einer Hybridisierung der Primer an die Einzelstrange der Template-DNA kommt
und zuletzt einem Elongationsschritt, bei welchem die Temperatur auf das Optimum der
gewahlten Polymerase erhdht wird, welche dann die Primer verlangert, bis der gewlnschte
Genabschnitt wieder als doppelstrangige DNA vorliegt. Hier erfolgte die Amplifikation von
Zielgenen mittels einer Standard-PCR (2 min. Denaturierung bei 95°C gefolgt von 35 Zyklen
Denaturierung, Annealing und Elongation) mit der GoTag-Polymerase von Promega. Fir jedes
Primerpaar wurden die Annealingtemperaturen mittels Gradienten-PCR-Analysen ausgetestet.
Es wurden die Primer hTNR1-up und -down (fur hTNR1; Annealingtemperatur 61,7°C), hTNR2-
up und -down (fir hTNR2; Annealingtemperatur 62,0°C), hTNR3up und -down (fir hTNR3;
60,8°C) und h-B-Actin-up und -down (Annealingtemperatur 64°C) verwendet. Die PCR erfolgte

nach folgendem Schema:

Komponente Endkonzentration
cDNA 50 pg — 1 ug
dNTP 0.2 mM (jeweils)
Primer up 0.5 pmol/pl

Primer down 0.5 pmol/pl

GoTaq Green PCR-Buffer (5x) 1x
GoTaqg-Polymerase 1U

H.O X Ml
Gesamtansatz: 20 pl

Fur Nachweis und Analyse der PCR-Produkte wurde eine DNA-Gelelektrophorese durchgefihrt.
Diese erfolgte in einprozentigen Agarosegelen mit 0.2 pg/ml Ethidiumbromid in TAE-Laufpuffer.
Die durch den Reaktionspuffer der GoTag-Polymerase bereits mit Nukleinsdureprobenpuffer

versetzten Nukleinsduren wurden auf das Gel aufgetragen und bei 90 V getrennt.

2.2.2 Herstellung der rekombinanten Proteinfragmente

2.2.2.1 TOPO/TA-Klonierungssystem

Da gezeigt werden konnte, dass die humane Neuroblastomzelllinie SHSY5Y TNR mit dem
gleichen Molekulargewicht und Glykosylierungsmuster exprimiert wie das aus dem Gehirn
gewonnene Protein (Woodworth et al., 2004), konnte zur Gewinnung humaner TNR-spezifischer
cDNA die Gesamt-RNA aus diesen Zellen aufgereinigt und zur cDNA-Synthese verwendet
werden. Zur Herstellung der Fragmente hTNR1, hTNR2 und hTNR3 wurden spezifische Primer
verwendet, die in der Linker-Region der entsprechenden Domanen liegen. PCR-Produkte

wurden mit Hilfe einer ,Proofreading“-Polymerase (Phusion) hergestellt und nach Aufreinigung in
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den pcsecTag/FRT/V5-His-TOPO®-Vektor (Invitrogen; s. 2.3.1, S. 44) Uber TA-Klonierung
eingebaut. Chemisch kompetente TOPO-Bakterien (Invitrogen) wurden mit diesem Vektor
transformiert und die Plasmide aus 10 Einzelkolonien amplifiziert und sequenziert. Vektoren mit
fehlerfreien hTNR-Fragmenten und richtiger Insertorientierung und der pOG44-Vektor
(Invitrogen, s. 2.3.1 S. 44), welcher fur die Flp-Rekombinase codiert, wurden zur Kotransfektion
von Flp-In 293™-Zellen (Invitrogen) verwendet. Der pcsecTag/FRT/V5-His-TOPO®-Vektor
erlaubt nach stabiler Integration Uber ein spezifisches Rekombinasesystem in eukaryontische
Flp-In-Zellen (diese enthalten bereits einen integrierten Vektor mit einer spezifischen
Rekombinaseregion) die konstitutive Sekretion des gewunschten Proteinfragments, das am C-
Terminus mit einem 6xHis-Tag versehen ist, welcher zur Aufreinigung Uber
Chelatchromatographie und zum Nachweis der Proteinfragmente genutzt wird. Dieses System
erlaubt die Integration des Zielgens nur an einer definierten Stelle (FRT) im Genom der

Empfangerzelle.

2.2.2.2 Transfektion von Flp-In™ 293-Zellen mit hnTNR1, 2, 3

4 x 10° bzw. 2 x 10° Flp-In™ 293-Zellen wurden im 24-Well-Format mit Hilfe von Lipofectamine™
2000 (Invitrogen) mit 0.32 pg bzw. 0.64 ug phTNR1/2/3 und 2.9 pg bzw. 5.8 ug pOG44
(Verhaltnis 1:9) nach Angaben des Herstellers kotransfiziert. Am folgenden Tag wurden die
Zellen der einzelnen Wells auf jeweils eine 10cm-Schale aufgeteilt. Wiederum einen Tag spater
wurde das Transfektionsmedium (DMEM, 10% FCS, PS, L-Glut) durch Selektionsmedium
(DMEM, 10% FCS, PS, L-Glut, 200 ug/ml Hygromycin) ersetzt. Nach ca. 15 Tagen erfolgte die
Selektion einzelner Klone. Hierzu wurden die Schalen mit PBS gewaschen und
Klonierungszylinder mit Hilfe von Silicon Uber den zuvor markierten Klonen fixiert. Die Zellen
innerhalb der Klonierungszylinder wurden mit 150 pl Accutase geldst, zentrifugiert, in ein Well

einer 24-Well-Platte Gberfuhrt und im gleichen Medium weiterkultiviert.

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1 Affinitditschromatographische Aufreinigung von hTNR1, 2 und 3 aus Flp-In™ 293-

Zellkulturiiberstanden

Die Aufreinigung der drei TNR-Fragmente aus Flp In™ 293-Zellen basierte auf dem Prinizp der
Nickel-Chelat-Affinitatschromatographie mittels des ProBond Purification System (Invitrogen).
Innerhalb einer Agarosematrix sind Nickel-lonen an einen an die Matrix gekoppelten
Chelatliganden gebunden. Diese Nickel-lonen bilden einen Komplex mit dem His-Tag der

aufzureinigenden Proteine. Durch Anderung des pH oder Zugabe von Imidazol werden die
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Proteine eluiert. Das ausfuhrliche Protokoll kann aufgrund eines patentierten Verfahrens hier

nicht dargestellt werden und wird bei Heraclitus Biosciences beschrieben.

2.2.3.2 Immunaffinitdétschromatographische Aufreinigung von TNR-Proteinen aus

Gehirngewebe

Die Gewinnung von TNR aus Gehirngewebe von Maus und Mensch erfolgte nach Angaben von
Heraclitus Biosciences nach Homogenisieren des Hirngewebes in TES-Puffer (versetzt mit
Protease-Inhibitoren) Uber Nacht bei 4°C. Nicht Idsliche Gewebereste wurden durch
Zentrifugation entfernt (100.000 g bei 4°C). Der Uberstand wurde auf eine Immunaffinitatssaule
gegeben, in der der monoklonale R2-Antikdrper kovalent an CNBr-aktivierte Sepharose 4B
(Amersham Biosciences) gekoppelt ist. An diesen TNR-spezifischen monoklonalen Antikdrper
binden die TNR-Proteine, wahrend nicht gebundenes Protein bei den Waschschritten entfernt

wird. Die gereinigten Proteine kbnnen zum Schluss in einem Elutionsschritt gewonnen werden.

2.2.3.3 ELISA

Der ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) dient dem Nachweis und der
Quantifizierung von Proteinen, Peptiden, Antikbrpern und Hormonen. Antigene werden auf einer
festen Oberflache beschichtet und anschlieliend mit einem spezifischen Antikérper komplexiert,
der an ein Enzym gebunden ist. Der Nachweis der Antikérperbindung erfolgt durch Inkubation
des Enzym-Komplexes mit einem Substrat, welches ein nachweisbares Produkt produziert.
Alternativ (bei nicht-gekoppelten Antikérpern) erfolgt der Nachweis der Antikérperbindung durch
Bindung eines Sekundarantikdrpers (welcher an den Primarantikdrper bindet), der wiederum an

ein Enzym gekoppelt ist.

Proteine / Proteinfragmente wurden bei 0.2 - 0.5 pug/ml in PBS (100 ul/well) fir 2 Stunden bei
37°C oder Uber Nacht bei 4°C in 96-wells-Platten der Firma Falcon beschichtet. Nach
einstindigem Blocken mit 2% BSA, PBS (200 pl/well) und dreimaligem Waschen mit PBS,
0.05% Tween 20 (PBS-Tween) wurde der Ansatz mit dem Primarantikdrper fir 2 Stunden bei
37°C inkubiert (100 pl/well). Nach dreimaligem Waschen mit PBS-Tween erfolgte die Inkubation
mit einem HRP-konjugierten Sekundarantikérper fir eine Stunde bei Raumtemperatur im
Dunkeln (100 pl/well). Nach nochmals dreimaligem Waschen mit PBS-Tween wurde die
Reaktion entwickelt (100 pl/well) und durch Zugabe von 0.6% SDS (50 ul/well) gestoppt. Die
Farbreaktion wurde durch Messen der Extinktion (OD 405 nm) im ELISA-Reader bestimmt. Die

statistische Auswertung erfolgte wie unter 2.2.5.2 beschrieben.
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2.2.3.4 Sandwich-ELISA

Diese Methode wurde zur semi-quantitativen Bestimmung der Sekretion humaner TNR-
Fragmente durch verschiedene Flp-In™-Transfektanten genutzt. Das Prinzip beruht darauf, dass
ein erster Antikorper (Capture-Antikdrper) auf einer festen Oberflache beschichtet wird, auf
welchen dann das Proteingemisch mit dem gesuchten Antigen gegeben wird. Durch einen
zweiten direkt markierten Antikérper, der das an den ersten Antikérper gebundene Antigen
bindet, wird durch eine Farbreaktion die Bindung nachgewiesen. Ist der zweite Antikdrper nicht
direkt markiert, kann er Uber einen dritten, Enzym-gekoppelten Antikdrper nachgewiesen

werden.

Der Primarantikdrper (R1 bis R6) wurde bei 20 pg/ml in PBS beschichtet (100 ul/well) und tber
Nacht bei 4°C inkubiert. Nach einstindigem Blockieren mit 2% BSA in PBS (200 ul/well) und
dreimaligem Waschen mit PBS-Tween wurde der Ansatz mit den konditionierten Medien von
FlpIn-Transfektanten fur 2 Stunden bei 37°C inkubiert (100 ul/well). Nach dreimaligem Waschen
mit PBS-Tween erfolgte die Inkubation mit einem HRP-markierten anti-His-Antikorper (anti-His-
HRP; Invitrogen) fir zwei Stunden bei Raumtemperatur im Dunkeln (100 pl/well). Nach
nochmals dreimaligem Waschen mit PBS-Tween wurde die Reaktion entwickelt und die
Extinktion im ELISA-Reader bei 405 nm gemessen. Die statistische Auswertung erfolgte wie

unter 2.2.5.2 beschrieben.

2.2.3.5 HRP-Konjugation der monoklonalen Antikérper R1 und R6

Affinitdtschromatographisch aufgereinigte IgG-Fraktionen der monoklonalen TNR-Antikérper
wurden zuvor mittels ZEBA™ Desalt Spin Columns nach Angaben des Herstellers gegen einen
Carbonat-Bicarbonat-Puffer, pH 9.3, umdialysiert. AnschlieRend erfolgte die Konjugation mit
HRP mittels des SureFIRE™ HRP-Conjugation Kits (KPL) nach dem Protokoll des Herstellers.
Die Aktivitdt und die geeignete Verdinnung der Antikérper-HRP-Konjugate wurden mittels
ELISA ausgetestet.

2.2.3.6 Competition-ELISA

Der Competition-ELISA wurde zur Bestimmung der topographischen Proximitat der Epitope der
monoklonalen TNR-Antikérper auf TNR verwendet. Sein Prinzip beruht darauf, dass zu dem
beschichteten Antigen ein Antikérpergemisch gegeben wird, welches aus einem markierten
Antikérper und einem Uberschuss an einem nicht markierten Antikdrper besteht. Binden beide

Antikdrper dasselbe oder eng benachbarte Epitope, erfolgt eine Kompetition der Bindung des
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markierten Antikérpers durch den nicht markierten Antikdrper und die Extinktion sinkt gegentber

dem Kontrollwert ab.

TNR / TNR-Fragmente wurden bei 0.2 ug/ml in PBS (100 ul/well) beschichtet und Gber Nacht
bei 4°C inkubiert. Nach einstindigem Blockieren mit 2% BSA-LF in PBS h.i. (200 pl/well) und
dreimaligem Waschen mit PBS wurde der Ansatz mit dem HRP-markierten Antikérper, gemischt
mit nicht markierten Antikérpern im 2-, 5- und 10-fachen Uberschuss (100 pl/well), fir 2 Stunden
bei 37°C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurde die Reaktion entwickelt und die
Extinktion (OD 405 nm) im ELISA-Reader gemessen. Die statistische Auswertung erfolgte wie

unter 2.2.5.2 beschrieben.

2.2.3.7 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung wurde nach der Methode von Bradford (1976) durchgefuhrt. Sie beruht
auf dem Prinzip, dass sich das Absorptionsmaximum von Coomassie brilliant blue bei der
Bindung an Proteine von 465 nm nach 595 nm verschiebt. Die Proben wurden mit dem Farbstoff
inkubiert und photometrisch gemessen. Die Proteinkonzentrationen wurden anhand einer
mitgefuhrten Standardkurve ermittelt. Es wurde ein Reagenzkit ,Protein Assay“ der Firma

BioRad verwendet. Die Auswertung erfolgte mittels Softmax-Pro Software (Versio 3.0).

2.2.3.8 SDS-PAGE

Die gelelektrophoretische Auftrennung unter reduzierenden und nicht reduzierenden
Bedingungen erfolgte nach Laemmli (Laemmli, 1970) in 7%- oder 10%igen Flachgelen. Bei
dieser Methode werden die Eigenladungen der Proteine mit dem anionischen Detergens SDS
Uberdeckt, so dass SDS-Protein-Komplexe mit konstanter negativer Ladung pro Masseneinheit
entstehen (1.4 g SDS/g Protein). Auf diese Weise kdénnen Proteine in einem elektrischen Feld

nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden.

Zur Molekulargewichtsbestimmung der nachzuweisenden Proteine wurden Proteinmarker der
Firma Fermentas mitgefuhrt. Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung wurden die Proteine
mit dem SilverSNAP® Stain Kit (Pierce) nach Angaben des Herstellers gefarbt oder mittels

Western Blot weiter analysiert.

2.2.3.9 Western-Blot-Analyse

Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine werden beim Western Blot nach der von Towbin
et al. (Towbin et al., 1979) beschriebenen Methode durch ein elektrisches Feld auf eine

Nitrocellulosemembran Ubertragen. Dadurch kdnnen nach Inkubation der Nitrocellulose mit
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spezifischen Antikérpern die gesuchten Proteine identifiziert und das Molekulargewicht anhand

eines mitgefihrten Markers bestimmt werden.

Der Transfer der Proteine erfolgte hier bei 2 mA/cm?/h. Die Membran wurde nach dem Transfer
zur Abklarung der Transfereffizienz mit Ponceau S angeféarbt. Der Farbstoff wurde anschlieflend
durch Waschen in PBS entfernt. Danach wurde die Membran zunachst fir 1 Stunde bei
Raumtemperatur mit 5% Milchpulver in TBS, 0.05% Tween 20 (MP-TBS) blockiert und mit dem
Primarantikérper, verdinnt in 1% MP-TBS flr weitere 2 Stunden bei Raumtemperatur oder tUber
Nacht bei 4°C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in TBS, 0.05% Tween 20 (TBS-Tween)
wurde die Membran mit einem Sekundarantikdrper (je nach Ansatz HRP-, Biotin- oder AP-
konjugiert), verdinnt in 1% MP-TBS fur 1 Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.
Nach zweimaligem Waschen in TBS-Tween und einmaligem Waschen in TBS wurde die
Nitrocellulose mit ECL-Substratldsung (,Super Signal®, Pierce) nach Angaben des Herstellers
inkubiert und die immunochemische Reaktion durch Exponieren eines Rdntgenfiims (Biomax,
Kodak) bestimmt.

2.2.3.10 Dot-Blot-Analysen

Das Prinzip der Dot-Blot-Analyse ist weitestgehend mit dem des Western Blots identisch, bis auf
den Punkt, dass die Proteine nicht durch SDS-PAGE aufgetrennt, sondern direkt unverdinnt auf

eine Nitrocellulosemembran aufgetragen werden.

Die Proteine / Proteinfragmente / Zellkulturiberstande wurden in 2 ul Spots auf die Membran
aufgetragen. Danach wurde die Membran zuné&chst fir 1 Stunde bei Raumtemperatur mit 5%
Milchpulver in TBS-Tween (MP-TBS) blockiert und wie unter 2.2.3.9 beschrieben weiter-
behandelt.

2.2.3.11 N-Deglykosylierung von Proteinen
Die N-Deglykosylierung erfolgte mittels N-Glykosidase F (Roche Diagnostics) nach Angaben

des Herstellers. Das Prinzip beruht auf der Abspaltung N-glykosidisch gebundener Zuckerreste
des untersuchten Proteins. Durch diese Behandlung ist es mdglich, die Starke der
Glykosylierung eines Proteins nach Durchfihrung von SDS-PAGE durch die Verschiebung des
Molekulargewichtes abzuschatzen.
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2.2.4 Zellkultur

2.2.4.1 Zelllinien

Bezeiﬁ\;\nung Spezies /| Typ Bezugsquelle / Referenz
FI_p-In 293 (Human Embryonic Mensch Invitrogen

Kidney)

CHO (Chinese Hamster Ovary) Hamster Gennarini et al., 1991
F3-Transfektant 1a CHO-Zellen transfiziert mit Maus-F3 Gennarini et al., 1991
F3-Transfektant E12 CHO-Zellen transfiziert mit Maus-F3 Gennarini et al., 1991
SHSY5Y (Neuroblastom-Zelllinie) Mensch Woodworth et al., 2004

U 373 (Glioblastom-Zelllinie) Mensch Ponten et al., 1968

2.2.4.2 Medien

Samtliche Medien wurden entweder von PAA oder von Sigma bezogen. Alle weiteren in der

Zellkultur verwendeten Seren, Antibiotika und Lésungen stammten von PAA.

Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37°C und 5% CO,. Alle Medien enthielten 2 mM L-
Glutamin (L-Glut; PAA) und 100 U/ml Penicillin/Streptomycin (PS; PAA).

Die Flp-In™ 293-Zellen wurden in DMEM, 10% FCS und 100 ug/ml Zeocin kultiviert. Fiir die
Transfektion der Flp-In™ 293-Zellen wurden diese in DMEM mit 10% FCS ausplattiert. Nach der
Transfektion wurden die Zellen in DMEM, 10% FCS und 200 pg/ml Hygromycin kultiviert. Die
Produktion der Proteinfragmente erfolgte unter definierten serumfreien Bedingungen (patentiert;
Heraclitus Biosciences). Die F3-Transfektanten (1a und E12) und die CHO-Parentalzellen
wurden in MEM und 10% FCS kultiviert. Fur Bindungsstudien wurden sie in BME-Medium mit
0.1% BSA-LF-PBS h.i. resuspendiert.

SHSY5Y-Zellen wurden zunachst in MEM, 15% FCS und 1x Nutrient Essential Amino Acids
(NEAA) kultiviert. Fir funktionelle In vitro-Studien wurden sie auf serumfreies Medium

(DMEM/Ham’s F-12 mit B-27-Supplement) gesetzt und neuronal differenziert.

Primarzellkulturen wurden aus Kleinhirnen von 7-8 Tage alten Mausen vom CD1-Stamm (Haus
fur Experimentelle Therapie der Uniklinik Bonn, HET) hergestellt und in definierten serumfreien

Medien (Heraclitus Biosciences) kultiviert.

Zum Passagieren und Ernten der Zellen wurden diese mit PBS gewaschen, mit 0.05%
Trypsin/EDTA gelést und 5 min. bei 500 x g zentrifugiert. Zum Lagern wurden die Zellen
geerntet, in DMEM, 50% FCS, 10% DMSO resuspendiert und in Ampullen langsam auf -80°C

gekuhlt. Langzeitlagerung erfolgte in flissigem Stickstoff.
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2.2.4.3 Zelladhasions- und Neuritenwachstumsstudien

2.2.4.3.1 Zellbindungsstudien mit Erythrozyten

Zur Untersuchung der Sulfatid-vermittelten Interaktion von Erythrozyten mit TNR-
Proteinfragmenten wurden Kurzzeitbindungsstudien durchgefiihrt. Es wurden Kaninchen- und
Ziegen-Erythrozyten, die zur Gewinnung einer proteinfreien Membranoberflache mit 1% Trypsin
in PBS behandelt und anschlieffend in 1% Glutaraldehyd in PBS fixiert wurden (s. Pesheva et
al., 1997), sowie humane Erythrozyten (Sigma-Aldrich) verwendet. Die Fragmente hTNR1,
hTNR2, hTNR3 und natives TNR wurden nach Angaben von Heraclitus Biosciences auf
Zellkulturschalen beschichtet. AnschlieRend wurden die Schalen kurz gewaschen und blockiert.
Fur Kompetitionsansatze wurden entweder die Substrate mit monoklonalen TNR-Antikérpern
(50 pg/ml in PBS) oder Sulfatiden (2 und 5 pg/ml in PBS) oder aber die Erythrozytenlésung mit
dem O4-Antikdrper (1:30 verdunnt) vorinkubiert. Nach nochmaligem Waschen erfolgte die
Zugabe einer 0.1%igen Erythrozytensuspension. Nach 2 h wurden nicht gebundene Erythro-
zyten mit PBS weggewaschen und die Bindung lichtmikroskopisch analysiert. Die
Quantifizierung der Zelladhdsion und die statistische Auswertung erfolgte wie unter 2.2.5.1

beschrieben.

2.2.4.3.2 Zelladhasionsstudien mit F3-Transfektanten

Die Untersuchung der Adhasion der F3-Transfektanten an die TNR-Proteinfragmente erfolgte
mittels Kurzzeit (60 min.) und Langzeit-(20 h) Adh&sionsstudien. Die Fragmente hTNR1, hTNR2,
hTNR3 und natives TNR wurden nach Angaben von Heraclitus Biosciences auf Zellkultur-
schalen beschichtet, die Schalen mit PBS gewaschen und bei den Ansatzen zur
Kurzzeitadhasion blockiert. Fir Kompetitionsansatze wurden die Substrate mit monoklonalen
TNR-Antikorpern (50 pg/ml) vorinkubiert bzw. die Zellen mit dem F3-Antikbrper zusammen-
gegeben (50 pg/ml). Nach nochmaligem Waschen der Schalen wurde die Zellsuspension der
F3-Transfektanten (1 x 10° Zellen/ml) in BME + 0.1% BSA-LF-PBS h.i. zugegeben. Die erfolgte
Adhasion wurde lichtmikroskopisch analysiert. Die Quantifizierung der Zelladhasion und die

statistische Auswertung erfolgte wie unter 2.2.5.1 beschrieben.

2.2.4.3.3 SHSYS5Y-Zellen

Einzelzellsuspensionen von SHSY5Y-Zellen (1 x 10° Zellen/ml) wurden durch Accutase-
Behandlung hergestellt, in serumfreiem Medium und auf mit den Substraten (TNR bzw. TNR-
Fragmente) beschichtete Zellkulturschalen oder -platten gegeben. Jeweils nach 24, 36 und 48

Stunden erfolgte die lichtmikroskopische Analyse der Zelladhasion und des Neuritenwachstums,
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die Quantifizierung der Zellbindung und die statistische Auswertung wie unter 2.2.5.1

beschrieben.

2.2.4.3.4 Kleinhirn-Mikroexplantate

TNR-Proteine (natives TNR und die Fragmente hTNR1, hTNR2, hTNR3) wurden auf mit PDL
(50 pg/ml; 2 Stunden bei 37°C) beschichteten Zellkulturplatten beschichtet. Kleinhirn-
Mikroexplantate (100 ym Durchmesser) wurden von 7-8 Tage alten Mausen prapariert und in
einem definierten serumfreien Medium auf die beschichteten Platten gegeben. Nach 48 h in vitro
wurden die Kulturen mit 4% Parafomaldehyd, 5% Sucrose in PBS (bei 37°C vorgewarmt) fixiert
und anschliefiend mit Crystal Violet (0.005% in H,O, 30 min. bei RT) gefarbt. Nach einmaligem
Waschen mit H,O wurden die Platten getrocknet und das Neuritenwachstum lichtmikroskopisch

analysiert.

2.2.4.4 Kleinhirnkulturen

Kleinhirne wurden von 7 Tage alten Mausen prapariert. Dabei wurden die Hirnhaute unter dem
Mikroskop entfernt und das mit einer Pinzette zerkleinerte Gewebe durch Zugabe von 1%
Trypsin-Lésung fur 10 min. bei RT in Petrischalen dissoziiert. AnschlieRend wurde das Gewebe
nach Zugabe einer gréfleren Menge Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) in ein 15 ml-
Roéhrchen Uberfihrt und fur 10 min. bei 600 x g und 4°C abzentrifugiert. Zur Herstellung einer
Einzelzellsuspension wurde das Pellet mit 2 ml DNase mit einer Pasteurpipette mit verengter
Spitze vorsichtig resuspendiert, mit Medium verdlinnt und nicht dissoziierte Gewebestlicke
durch Sedimentation entfernt. Kleinhirnzellen (hauptséachlich Kleinhirnneurone, Oligodendro-

zyten und Mikroglia) wurden in serumfreiem Kulturmedium Gber mehrere Tage hinweg kultiviert.

2.2.4.5 Oligodendrozytendifferenzierung mittels rekombinanter TNR-Fragmente

In mit PLL beschichtete 4-well-Zellkulturplatten wurden die oben hergestellten Kleinhirn-
zellkulturen (500 wl Zellsuspension/well) gegeben und fir einen Tag bei 37°C kultiviert. Das
Medium wurde abgenommen und in jeweils zwei wells hTNR1, hTNR2 und hTNR1 + hTNR2
(jeweils 10 ug/ml in frischem Medium; zwei Kontrollansatze: nur PBS) gegeben. AnschlieRend
wurden die Zellen in Gegenwart der TNR-Fragmente fur 2-4 Tage bei 37°C kultiviert. Die
Analyse der Zellmorphologie und des Differenzierungsgrades erfolgte mittels Immunfluoreszenz-

farbungen.
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2.2.4.6 Immunfluoreszenzfdrbungen von Kleinhirnkulturen

Die Zellmorphologie und der Differenzierungsgrad der oben hergestellten Kleinhirnzellkulturen
wurden nach 2-4 Tagen in Kultur mittels indirekter Immunfluoreszenz analysiert. Dabei wurden
die Zellen zunachst mit dem O4-Antikorper gefarbt, um OL zu identifizieren und dann mit dem
MBP-Antikdrper doppelmarkiert, um reifende OL sichtbar zu machen. Der O4-Antikdrper wurde
1:2 in Inkubationspuffer (10% FCS in Dullbeco’s modified PBS, DPBS) verdinnt und fiir 20 min.
mit der Monolayer-Zellkultur inkubiert. Nach zwei- bis dreimaligem Waschen mit PBS erfolgte
die Inkubation mit dem Anti-Maus-Cyanin 3-Antikérper (1:200) flr 20 min. Anschlie3iend wurden
die Zellen fir 10 min. mit 4% Formaldehyd + 5% Sucrose in PBS fixiert. Nach zweimaligem
Waschen mit PBS wurden die Zellen mittels einer zehnminutigen Inkubation mit 0.1% Triton X-
100 in PBS permeabilisiert und nach zwei weiteren Waschschritten nochmals fir 5 min. fixiert.
Nach nochmaligem Waschen wurden die Zellen fur 15 min. mit Blockierungspuffer (10% FCS in
DPBS) inkubiert. Anschliel3end erfolgte die Zugabe des MBP-Antikdrpers (1:200) fir 30 min. und
eine weitere Inkubation mit dem Anti-Ratten-Fluoreszenzantikérper (Alexa 488; 1:200) fur 20

min. Die Analysen erfolgten mittels Fluoreszenzmikroskop.

2.2.5 Statistische Auswertung

2.2.5.1 Zellbindungsstudien

Zur Quantifizierung von Zellbindungen wurden pro Ansatz jeweils 6 Quadranten identischer
Grolie (jeweils etwa 50 — 150 Zellen/Quadrant) mit der AxioVision-Software (Zeiss) ausgezahlt.
Es wurden Mittelwerte gebildet, die Standardabweichung berechnet und der jeweilige
Kontrollansatz (Adhasion auf dem Substrat ohne Zugabe von Kompetitoren) als 100% gesetzt.
Von den jeweiligen Mittelwerten der untersuchten Substrate wurde der gemittelte Background
abgezogen (Zellzahl nur auf Zellkulturplastik; ebenfalls 6 ausgezahlte Quadranten) und die
Werte mit den zugehdrigen Kontrollen in prozentuale Relation gesetzt. Die statistische und
graphische Auswertung erfolgte mittels Prism-Software Version 4.0a fur Macintosh (GraphPad
Software, Inc.). Basierend auf der Annahme einer Normalverteilteilung der Messwerte, wurde
bei jeder Quantifizierung ein Student’s t-Test durchgeflihrt und dessen statistische Signifikanz
anhand von p-Werten veranschaulicht. Zur weiteren Absicherung der ermittelten p-Werte
wurden bei den entsprechenden Studien zusatzlich 2-Faktoren-Varianzanalysen (2-way-
ANOVA) durchgefiihrt, welche jederzeit fast identische p-Werte wie diese des t-Tests ergaben.
Aus diesem Grunde wurde auf die Angabe der auf diese Weise ermittelten p-Werte in den

graphischen Darstellungen verzichtet.
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2.2.5.2 ELISA-Studien

Die Mittelwerte von 3- bis 5-fachen Messwerten wurden ausgewertet, wobei die einzelnen
Messerwerte nahezu identisch und die daraus resultierenden Standardabweichungen sehr
gering waren. Die graphische und statistische Auswertung erfolgte mittels Prism-Software
Version 4.0a fur Macintosh (GraphPad Software, Inc.). Auch hier wurden die Messwerte mittels
Student’'s t-Test analysiert und dessen statistische Signifikanz anhand von p-Werten
veranschaulicht. Zur weiteren Absicherung der ermittelten p-Werte wurden bei den
entsprechenden Studien zusatzlich 2-Faktoren-Varianzanalysen (2-way-ANOVA) durchgefuhrt,

welche jederzeit fast identische p-Werte wie diese des t-Tests ergaben.

2.3 Anhang

2.3.1 Vektoren und Plasmide

Comments for pFRT/acZeo
H106 nucleotides

540 early promoter and ongin: bases 27T8-604
ATG inifiafion codon: bases 609-611
FRT site: bases 614-661
LacZ-Zeocin™ fusion gene
LacZ ORF (no ATG): bases 675-3722
Zeocin™ resistance gene {no ATG): bases 35104181
S0 early polyadenylation signal: basss 5102-5425
bia promoter: bases 6201-6289
Ampicillin {bfa) resistance gens: bases 6300-7160
pUC origin: bases 7305-79708
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Comments for pOG44
5785 nucleotides

CMY promoter: bases 234-821

Synthetic intron: bases 871-1175

FLP ORF: basea 1202-2473

5V40 late palyadenylation signal- bases 2587-2732

pUC origin: bases 3327-39%3 {compéementary strand)

hia promoter bases 4938.50%7 (complementany strand)

Ampicillin () resislance gene: bases 4136-43598 {complementary strand)
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3 Ergebnisse

3.1 Erzeugung und Selektion humaner TNR-Transfektanten

Die Produktion der rekombinanten TNR-Proteinfragmente (schematische Darstellung s. Abb. 6
S. 29) erfolgte durch Klonierung der entsprechenden Sequenzen in TOPO-Bakterien, Selektion
und anschlieBende Plasmidaufreinigung. Die die Zielgene in richtiger Orientierung enthaltenden
Plasmide wurden in Flp-In"™-293-Zellen transfiziert, welche daraufhin die Proteinfragmente
konstitutiv. exprimierten. Die TNR-Proteinfragmente wurden anschlie®Bend aus dem

Zellkulturmedium-Uberstand durch Nickel-Chelat-Affinitatschromatographie aufgereinigt.

3.1.1 Herstellung produzierender Transfektanten

Als Produzenten der Proteinfragmente wurden Flp-In 293-Zellen (Invitrogen) verwendet, die sich
von der menschlichen Nierenzelllinie HEK 293 ableiten. In Flp-In-Zellen ist das Plasmid
pFRT/lacZeo (Invitrogen) stabil integriert, welches eine fur die Flp-Rekombinase spezifische
FRT-Stelle enthalt. Bei gleichzeitiger Transfektion der Flp-In 293-Zellen mit dem pOG44-
Plasmid, das die Expression der FIp-Rekombinase ermdglicht, und dem Fremdprotein
kodierenden pSecTag/FRT/V5-His-TOPO®-Vektor (hergestellt durch TOPO/TA-Klonierung)
kommt es praferentiell an der FRT-Stelle zu dessen Einbau. Durch die Spezifitdt der
Vektorintegration kommt es zum Verlust der in Flp-In-Zellen vorhandenen Zeocin- und der
Etablierung einer Hygromycin-Resistenz, was die Selektion relevanter Klone erlaubt. Konstitutiv
exprimierte, polyHis-tragende Proteinfragmente kénnen dann Uber Nickel-Chelat-
Affinitdtschromatographie aus Zellkulturiberstdnden aufgereinigt werden. Genaueres zum
TOPO/TA-Klonierungssystem und zum Flp-In"™-System ist nachzulesen im Kapitel ,Material und
Methoden“ unter 2.2.2, S. 34 f.

Vor der Transfektion wurden die Plasmide durch Sequenzanalysen verifiziert und auf die richtige
Orientierung des eingebauten Zielgens untersucht. Nach erfolgreicher Transfektion und
Selektion standen fir das Fragment hTNR1 sechs, fur hTNR2 zwdlf und fir hTNR3 dreizehn
positiv getestete Klone zur Verfligung, welche anhand von RT-PCR-, ELISA- und Western Blot-
Analysen auf ihre mRNA- bzw. Proteinproduktion gescreent werden konnten. Auf diese Weise
sollte fur jedes Fragment jeweils der Klon identifiziert werden, der am meisten Proteinfragment

exprimiert.
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3.1.2 RT-PCR-Analysen humaner TNR-Transfektanten

Um auf mRNA-Ebene nachzuweisen, dass die Transfektanten tatsachlich den entsprechenden
Vektor in ihr Genom integriert haben, wurden RT-PCR-Analysen mit T7-up/BGH-do-Primern
(zum Nachweis der Gesamtvektorsequenz; nicht gezeigt) und mit Insert-spezifischen Primern
(hTNR1-up/hTNR1-do fir hTNR1, hTNR2-up/hTNR2-do fiir hTNR2 und hTNR3-up/hTNR3-do
fur hTNR3) durchgefihrt. Als Positivkontrolle dienten jeweils SHSY5Y-Zellen, welche TNR
exprimieren und die zur Gewinnung der TNR-spezifischen cDNA flr die Fragmentproduktion
herangezogen worden waren. Die Negativkontrolle stellten die Flp-In 293-Parentalzellen dar.
Aulder den im Rahmen dieser Promotionsarbeit geplanten Experimenten wurden zwei weitere
Transfektionen (mit hTNR 4 und hTNR 6) durchgefihrt (s. Abb. 7), die zur Zeit analysiert

werden.
- -
e
[
600 bp P> wee
M| ATNR1 l SH | Flp hTNR2 | SH | Flp hTNR3 ISH| Flp hTNRS | SH | Flo | hTNR4 | SH | Flp
hTNR1-up & -do hTNR2-up & -do hTNR3-up & hTNR2-do hTNRS-up & -do | hTNR1-up & hTNR4-do

Abb. 7 RT-PCR-Analysen der Klone hTNR1-3, hTNR2-11, hTNR3-12, hTNR4-11 und hTNR6-13 mit

Insert-spezifischen Primern
Die PCR erfolgte mittels GoTag-Polymerase (s. Material und Methoden 2.2.1, S. 33), die Analyse
der PCR-Produkte in einem 1%igen Agarosegel durch DNA-Elektrophorese. M: Marker (100 bp
DNA-Leiter); hTNR1: Transfektant hTNR1-3 (915 bp); SH: SHSY5Y-Zellen; Flp: FlpIn-293-Zellen;
hTNR2: Transfektant hTNR2-11 (717 bp); hTNR3: Transfektant hTNR3-12 (1230 bp); hTNRG:
Transfektant hTNR6-13 (816 bp); hTNR4: Transfektant hTNR4-11 (1449 bp). Die verwendeten
Primer sind in der zweiten Zeile angegeben.

Es konnte gezeigt werden, dass in jedem der untersuchten Klone das gewinschte Fragment
eingebaut wurde. Die PCR-Produktgrofien entsprechen den zu erwartenden Inserts fur die

einzelnen Fragmente.

3.1.3 Immunbiochemische Analysen humaner rekombinanter TNR-Proteinfragmente

Mit Hilfe des pSecTag-Vektors wurden bei jedem Fragment C-terminal zwei Tags exprimiert: das
V5-Epitop und ein Poly-His-Schwanz (6x His) (s. Vektorkarte S. 44 f.). Diese dienten dem
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Nachweis der Fragmente mit Tag-spezifischen Antikérpern und der Aufreinigung auf Nickel-

Agarose (His-Schwanz).

Zur Gewinnung von rekombinanten Proteinfragmenten aus Zellkulturiberstanden wurden Flpin-
293-Tranfektanten unter definierten serumfreien Bedingungen Kkultiviert (nach Angaben von
Heraclitus Biosciences). Mit den konditionierten Medien konnten nun weitergehende Analysen
durchgefihrt werden, um jeweils den Klon zu bestimmen, der das entsprechende Fragment auf
Proteinebene am starksten exprimiert. Diese Untersuchungen geschahen in Parallelansatzen

zum einen mittels ELISA und zum anderen mittels Dot Blot- und Western Blot-Analysen.

In einem ersten Durchgang wurden die produktivsten Klone anhand des Poly-His-Schwanzes
der von ihnen exprimierten Fragmente durch Bindung eines Anti-His-HRP-Antikérpers
identifiziert. Die Produkte der stark positiven Klone wurden anschlielend auf ihre
Kreuzreaktivitdt mit verschiedenen monoklonalen TNR-Antikérpern (R1, R2, R3, R4, R5, R6)
unter reduzierenden und nicht reduzierenden Bedingungen getestet, um schlielich anhand der
gesamten Reaktionen fir jedes Fragment den Klon auszuwahlen, der am meisten

Proteinfragment produziert.

Zusatzlich sollten mit diesem Ansatz die Bindungsstellen der monoklonalen TNR-Antikoérper auf
den drei TNR-Fragmenten identifiziert werden. Die Analysen wurden sowohl mit den
unbehandelten Zellkulturmedium-Uberstdnden als auch mit den (ber Nickel-Chelat-Affinitats-
chromatographie aufgereinigten Proteinen durchgeflhrt, um die Effizienz der Aufreinigung zu

Uberprufen.

Zur Bestimmung der Molekulargewichte der einzelnen Proteinfragmente wurden Western Blot-
Analysen sowohl unter reduzierenden als auch unter nicht reduzierenden Bedingungen
durchgefihrt (s. Abb. 8 S. 49). Da das hTNR1-Fragment dem N-Terminus des TNR-Molekiils
entspricht, sollte auf diese Weise Uberprift werden, ob dieses Fragment an der Multimerbildung

beteiligt ist und die Ergebnisse auf dem Gesamtmolekil bestatigen kann.

Aus den Analysen ging hervor, dass die Klone hTNR1-3, hTNR2-11 und hTNR3-12 am meisten
Proteinfragment herstellen (nicht gezeigt). Sie wurden fiir die weitere Proteinproduktion und
Aufreinigung gezichtet. Die Western Blot-Analysen zeigen, dass sich das Molekulargewicht von
hTNR1 unter nicht reduzierenden Bedingungen nahezu verdreifacht (66 kD vs. 140 kD),
wahrend die anderen beiden Fragmente ihr Molekulargewicht beibehalten (hnTNR2 unverandert
40 kD und hTNR3 67 bzw. 70 kD). Daraus geht hervor, dass hTNR1 Trimere formt (wie das
native TNR 180-Molekdul), hTNR2 und hTNR3 jedoch als Monomere vorliegen. Die auf dem
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Niveau des Gesamtmolekiils erzielten Ergebnisse (Pesheva et al., 1989; Norenberg et al, 1992)

konnten somit bestatigt werden.

hTNR1 hTNR2 hTNR3
140 P L
70
66 p - 64t - -
400 ~ B
2-ME  + - + - + -

Abb. 8 Western Blot-Analysen der TNR-Fragmente hTNR1, hTNR2 und hTNR3
Untersuchung der Fragmente hTNR1, hTNR2 und hTNR3 unter reduzierenden (+ 2-ME) und unter
nicht reduzierenden (- 2-ME) Bedingungen. Fir die Analyse wurden aus konditionierten
Uberstanden der Klone hTNR1-3, hTNR2-11 und hTNR3-12 aufgereinigte Proteinfragmente benutzt.
Der Nachweis erfolgte mit V5-Antikorper. Jeweils links der Banden die entsprechenden
Molekulargewichte in Kilodalton (kD).

Fir Kontrollansatze bei allen immunbiochemischen und anschlieRenden funktionellen Analysen
wurde das native TNR-Protein von unterschiedlichen Spezies (Maus in verschiedenen
Altersstufen und Mensch) verwendet, welches Uber immunaffinitdtschromatographische
Aufreinigung aus Gehirngewebe (s. 2.2.3.2 S. 36) gewonnen wurde. Dass in allen verwendeten
Praparationen die zwei molekularen Hauptformen von TNR (160/180 kD) vorliegt, zeigt der
Western Blot in Abb. 9.

B we- WHRES w

TNR TNR Maus Maus Maus Mensch
160 180 P3 P5  adult

Abb. 9 Western Blot-Analysen verschiedener TNR-Praparationen
Untersuchung der aufgereinigten TNR-Proteine aus Mausegehirnen unterschiedlicher
Entwicklungsstufen und aus menschlichem Hirngewebe mit dem monoklonalen TNR-Antikérper R6.
Das Gehirngewebe adulter Mause zeigt die grote Proteinmenge. Links TNR160 und TNR180 aus
adultem Mausgehirn als Kontrollproteine. P, Postnataltag

3.2  Strukturelle und biochemische Analyse humaner rekombinanter TNR-

Proteinfragmente

3.2.1 Bestimmung der Epitope monoklonaler TNR-Antikorper

In einem ersten Teil der biochemischen Charakterisierung der drei TNR-Fragmente sollten die
Bindungsstellen der monoklonalen TNR-Antikérper R1, R2, R3, R4, R5 und R6 bestimmt

werden. In vorherigen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass einige dieser Antikérper mit
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funktionellen Eigenschaften (insbesondere mit dem inhibitorischen Effekt auf das
Neuritenwachstum) des nativen TNR-Molekils interferieren (Pesheva et al.,, 2006). Diese
Interaktionen koénnten Hinweise darauf liefern, welche TNR-Domé&nen an bestimmten
funktionellen Eigenschaften des Molekils beteiligt sind. In diesem Teil der Arbeit sollte
untersucht werden, in welchen Domanenbereichen von TNR die Bindungsstellen der Antikérper
lokalisiert sind, um in funktionellen Studien spater deren Effekte in den einzelnen TNR-Domanen
zu lokalisieren und zu charakterisieren. Hierfur wurden mit den aufgereinigten Proteinen ELISA-,
Dot Blot- und Western Blot-Analysen sowohl unter reduzierenden als auch unter nicht
reduzierenden Bedingungen durchgefuhrt (falls die Erkennung durch einen der Antikdrper
konformationsabhangig ist). Zusatzlich wurden die Antikdrperbindungen nach einer N-
Deglykosylierung untersucht, um zum einen die Starke der Glykosylierung abschatzen zu
kénnen und zum anderen festzustellen, ob die Antikérper Proteinepitope und nicht etwa
Kohlenhydratstrukturen erkennen. Als Kontrolle dienten Tag-spezifische monoklonale Antikérper
(V5-, His-Tag, die C-terminal an dem rekombinanten Fragment exprimiert wurden — s.

Vektorkarte S. 44 f.). Die Ergebnisse der Analysen sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

Antikorper | hTNR1 hTNR2 hTNR3
Anti-V5 + + +
Anti-His + + +
R1 + - +
R2 - - -
R3 + - -
R4 + + +
R5 + - -
R6 + - -

Tabelle 2. Bindung von Tag- und TNR-spezifischen Antikorpern an hTNR1, hTNR2 und hTNR3
Zusammengefasste Ergebnisse aus ELISA-, Western Blot- und Dot-Blot-Analysen. Antikérper: Anti-
V5, Anti-His-Antikérper (= Tag-spezifische Antikdrper), R1-R6 = monoklonale TNR-Antikérper; +,
Reaktion; -, keine Reaktion

Bei allen Anséatzen wird der Poly-His-Schwanz der Proteinfragmente durch den Anti-His-HRP-
Antikérper erkannt. Es handelt sich somit bei allen untersuchten Fragmenten um die
aufgereinigten rekombinanten Proteine, da sie durch da TOPO/FIp-System mit dem His-Tag
versehen und Uber diesen aufgereinigt wurden. Der V5-Antikdrper erkennt bei allen Fragmenten
das V5-Epitop. Vier aus sechs monoklonalen TNR-Antikdrpern (R1, R3, RS5, R6) binden
reproduzierbar an das hTNR1-Fragment, wobei R1 auch an das hTNR3-Fragment bindet. R4
bindet reproduzierbar an hTNR2 und hTNR3 und erkennt unter nicht reduzierenden
Bedingungen auch das hTNR1-Fragment. Die Bindungsstelle des R2-Antikérpers muss sich

aufgrund der negativen Reaktion mit den drei Fragmenten und weiteren Analysen unabhangig
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der vorliegenden Arbeit in den Ubrigen Domanen des TNR-Moleklls befinden. Da die
monoklonalen TNR-Antikdrper genauso wie der V5-Antikérper auch nach N-Deglykosylierung (s.
22311 S. 39) an die Fragmente binden, ist sichergestellt, dass die TNR-Antikérper

Proteinepitope (und keine Zuckerstrukturen) erkennen.

Die Antikdrperbindung ist mit zwei Ausnahmen unter beiden untersuchten Western Blot-
Bedingungen (reduzierend vs. nicht reduzierend) identisch. Die Ausnahme stellen R3 und R4
dar, welche mit hTNR1 nur unter nicht reduzierenden Bedingungen reagieren. Dies ist ein Indiz
daflr, dass diese beiden Antikdrper ihre Bindung konformationsabhangig entfalten (S-S-Briicken
sind unter nicht reduzierenden Bedingungen noch intakt, was unter anderem anhand der
Trimerbildung bei hTNR1 verdeutlicht wird).

Da R1 und R3 (unter nicht reduzierenden starker als unter reduzierenden Bedingungen) das
Fragment hTNR1 sowie natives TNR 180 erkennen, nicht aber TNR160, stellt sich die Frage, ob
sich die Bindungsstellen der beiden Antikérper an der gleichen oder einer eng benachbarten
Stelle im Molekul befinden. Ahnliche Uberlegungen gab es fiir R5 und R6, da diese sowohl unter
reduzierenden als auch unter nicht reduzierenden Bedingungen hTNR1 und natives TNR160
und TNR180 erkennen. Es wurden deshalb zwei Studien zur topographischen Proximitat
angeschlossen (eine fir R1/R3 und eine fir R5/R6), welche mittels Competition-ELISA mit HRP-
markierten monoklonalen TNR-Antikdrpern erfolgten. Im ersten Ansatz wurde untersucht, ob die
Bindung von R1 (dieser wurde zuvor mit HRP markiert) an hTNR1 durch 5- und 10-fachen
Uberschuss nicht markierter Antikérper R1, R3 und R4 (Kontrolle, da er — wie aus der
biochemischen Charakterisierung hervorgeht — viel schwacher an hTNR1 bindet) kompetierbar
ist (s. Abb. 10 S. 52). Parallel wurde die Bindung von R1-HRP ganz ohne Kompetitor sowohl an

hTNR1 (Positivkontrolle) und an Rinderserumalbumin (BSA; Negativkontrolle) untersucht.

Die Absorption fir die Bindung von R1-HRP, gemischt mit dem nicht markierten R1, nimmt bei
5-fachem Uberschuss des Kompetitors deutlich ab (um etwa 60%) und tendiert bei 10-fachem
Uberschuss gegen Null. Somit hat eine vollstindige Kompetition stattgefunden. Gibt man statt
R1 nun R3 als Kompetitor hinzu, sinkt die Absorption zwar ebenfalls ab, es ist aber kein
wesentlicher Unterschied zwischen 5- und 10-fachem Uberschuss zu erkennen. Es kommt also
zu keiner vollstandigen Kompetition, sondern nur zu einer Abschwachung der Absorption um
etwa 60%. Daraus lasst sich schliefen, dass die Epitope von R1 und R3 auf hTNR1 eng
benachbart liegen, aber nicht identisch sind. Mit R4 ist keinerlei Kompetition zu erkennen (nicht

gezeigt).
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Abb. 10 Competition-ELISA zur Bestimmung der topographischen Proximitit der Epitope fiir R1
und R3 auf hTNR1-Fragment

ODyos-Werte (Mittelwerte von dreifachen Messwerten) fir die Bindung von R1-HRP ohne (- Komp.)
und mit Kompetitoren in 5- und 10-fachem Uberschuss (5x, 10x). Die Antikérper-Bindung in
Abwesenheit von Kompetitor (nach Abzug der Hintergrundbindung auf BSA) wurde gleich 100%

gesetzt. Alle anderen Werte wurden mit diesem Wert in Relation gesetzt. **, p < 0.01 versus
Kontrolle (- Komp).

Im zweiten Ansatz wurde mit der R6-Bindungsstelle auf die gleiche Weise verfahren (R6 mit
HRP markiert, Kompetition durch R6, R1, R3, R4 und R5 in 10-fachem Uberschuss) (s. Abb.
11). In einem weiteren Ansatz wurde auf die gleiche Art und Weise die Bindung an natives

TNR180 bzw. TNR160/180 untersucht (nicht gezeigt), um sicherzugehen, dass die Effekte bei
nativem TNR und hTNR1 vergleichbar sind.

R6-HRP
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Abb. 11 Competition-ELISA zur Bestimmung der topographischen Proximitit der Epitope fiir R6,
R1, R3 und R5 auf hTNR1-Fragment

ODyos-Werte (Mittelwerte von dreifachen Messwerten) fur R6-HRP ohne und mit Kompetitoren in 10-
fachem Uberschuss (10x). Die Antikdrper-Bindung in Abwesenheit von Kompetitor (nach Abzug der
Hintergrundbindung auf BSA) wurde gleich 100% gesetzt. Alle anderen Werte wurden mit diesem
Wert in Relation gesetzt. **, p < 0.01 versus Kontrolle (- Komp).
Auch bei diesem Ansatz nimmt bei Zugabe von nicht markiertem R6 zu dem HRP-markierten R6
in 10-fachem Uberschuss die Absorption um nahezu 100% ab. Bei Zugabe von R1 und R3
hingegen tritt keinerlei Kompetition ein, die Antikérper-Bindung wird nicht abgeschwacht. Bei

dem Kompetitionsansatz mit R5 ist wie bei jenem mit R6 eine fast vollstandige Abnahme der
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Absorption zu beobachten. Die Epitope von R6 und R1 bzw. R6 und R3 liegen somit wie
erwartet nicht benachbart, sondern auf verschiedenen Abschnitten des hTNR1-Fragments. Die

Bindungsstellen von R5 und R6 hingegen liegen sehr eng benachbart oder sind sogar identisch.

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde RS, der an kein anderes Fragment als hTNR1 bindet,
von der weiteren funktionellen Analyse ausgeschlossen, da sich in Kontrollansatzen bestatigte,

dass seine Bindung an hTNR1 die gleichen Effekte nach sich zieht, wie die Bindung von R6.

3.2.2 Analysen der Glykosylierung von humanen TNR-Proteinfragmenten

TNR ist ein stark glykosyliertes Glykoprotein — ca. 20 kD seines Molekulargewichtes machen
Kohlenhydrate aus (Pesheva et al., 1989). In vorangegangenen Studien konnte durch Analysen
mit Lektinen und Kohlenhydrat-spezifischen Antikdrpern gezeigt werden, dass TNR eine Reihe
von komplexen N- und O-Glykanen exprimiert (Pesheva et al., 2006; Woodworth et al., 2004).
Demnach enthalten TNR-Glykane im Vertebraten-ZNS insbesondere terminale Sialinsaure (a(2-
6) oder a(2-3) an Galp oder GalNAc gebunden), Galf3(1-4)GIcNAc und sulfatierte N-gebundene
Oligosaccharidstrukturen wie HNK-1 (GIcUA-3-SO4) und GalNAc-4-SO,. Auf TNR hdherer
Vertebraten finden sich zudem O-gebundene GAG und GalB(1-3)-GalNAc. In diesem Teil der
Arbeit sollte untersucht werden, inwieweit die rekombinanten TNR-Fragmente, welche in
humanen Zellen exprimiert wurden, das Glykosylierungsmuster des nativen Glykoproteins

widerspiegeln.

Zunachst wurde eine N-Deglykosylierung mittels N-Glykosidase F (Roche) der Fragmente
vorgenommen, um die Starke der N-Glykosylierung anhand der Veranderung des
Molekulargewichtes abschatzen zu kénnen. Der Nachweis im Western Blot erfolgte mit den
monoklonalen TNR-Antikdrpern R6 (fur hTNR1; nicht gezeigt) und R4 (fur hTNR2 und hTNR3;
nicht gezeigt) sowie mit dem monoklonalen V5-Antikorper, welcher gegen das V5-Epitop der

rekombinanten Fragmente gerichtet ist (s. Abb. 12 S. 54).

Die Abb. 12 zeigt eine deutliche Anderung im Molekulargewicht nach N-Deglykosylierung bei
hTNR1 (Shift um 14 kD) und hTNR3 (Shift um 11 kD), wahrend hTNR2 nahezu gleich grof3
bleibt. Alle monoklonalen TNR-Antikdrper erkennen die Fragmente auch nach N-
Deglykosylierung (nicht gezeigt), was belegt, dass die Antikérper Proteinepitope und nicht etwa

Kohlenhydratstrukturen erkennen.
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Abb. 12 Western Blot-Analysen der TNR-Fragmente hTNR1, hTNR2 und hTNR3 nach N-
Deglykosylierung
Aufgereinigte Proteinfragmente wurden nach Behandlung in An- und Abwesenheit von Glykosidase-
F im Western Blot analysiert. Der Nachweis erfolgte mit dem V5-Antikérper. Jeweils links der
Banden die entsprechenden Molekulargewichte in kD. - glyko-F, glykosyliert; + glyko-F, nach N-
Deglykosylierung
Die Analyse der Kohlenhydratstrukturen erfolgte mittels Dot Blot- und Western Blot-Analysen mit
Hilfe  verschiedener  Lektine und spezifischer  AntikGrper  gegen bestimmte
Kohlenhydratstrukturen — auch hier unter reduzierenden und nicht reduzierenden Bedingungen,
um eventuelle konformationsabhangige Lektin- und Antikdrperbindungen zu untersuchen. Als
Kontrollproteine dienten auch hier verschiedene native TNR-Praparationen. Die Ergebnisse sind

in Tabelle 3 zusammengefasst.

hTNR1 hTNR2 hTNR3 TNR
Fragment

gl. degl. gl. degl. gl. degl. gl. degl.

Molekulargewicht (kD) 66 | 52 | 40 | 37 | 64 | 56 | 180 | 160

SAa(2-6)-Gal oder SAa(2—-6)- - . " L
GalNAG (SNA)
SAa(2-3)-Gal oder SAa(2-6)-Gal + - ; "

oder SAa(2-6)-GalNAc (MAA)

Galp(1-3)GalNAc (PNA)

+ + + +
Galp-(1-4)GIcNAc (DSA)

terminale a-D-Mannose oder o- - + + +
D-Glukose (LCL)

GIcUA-3-S04 + - + *
(HNK-1-Antikorper)

CS GAG - - - +

(CS-56-Antikorper)

Tabelle 3 Glykosylierung der Fragmente hTNR1, hTNR2 und hTNR3

Zusammenfassung der Ergebnisse aus Western Blot-, ELISA- und Dot-Blot-Analysen. Oben die
Molekulargewichte (in kD) der drei Fragmente hTNR1, hTNR2 und hTNR3 im glykosylierten (gl.) und
im deglykosylierten (degl.) Zustand. Darunter die Reaktionen mit den einzelnen Lektinen und
monoklonalen Antikdrpern (in Klammern) und somit Nachweis von bestimmten Zuckerstrukturen. SA,
Sialinsaure; Gal, Galaktose; GalNAc, N-Acetyl-Galaktosamin; SNA, Sambucus nigra agglutinin; MAA,
Maackia amurensis agglutinin; PNA, Peanut agglutinin; GIcNAc, N-Acetyl-Glukosamin; DSA, Datura
stramonium agglutinin; LCL, Lens culinaris Lektin; HNK-1, HNK-1-Kohlenhydratepitop; CS GAG,
Chrondroitinsulfat-Glykosaminoglykane; +, Reaktion; -, keine Reaktion.
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Unter beiden untersuchten Bedingungen (reduzierend vs. nicht reduzierend) waren die
Reaktionen der Lektine und Antikoérper identisch. Es handelt sich demnach nicht um eine
konformationsabhangige Bindung. Auf hTNR1 finden sich terminale Sialinsdure-Reste, N-
Acetylglukosamin und das HNK-1-Kohlenhydratepitop. hTNR2 exprimiert Galp-GIcNAc und
terminale Mannose (oder Glukose). hTNR3 ist modifiziert mit terminalen Sialinsdure-Resten,
Galp-GIcNAc, terminalen Mannoseresten und dem HNK-1-Kohlenhydratepitop. Keines der
Fragmente tragt N-Acetylgalaktosamin oder CS GAG. Bei allen drei Fragmenten finden sich

demnach komplexe Glykosylierungsmuster wieder, welche jene des nativen TNR widerspiegeln.

3.3  Funktionelle Charakterisierung humaner rekombinanter TNR-

Proteinfragmente
3.3.1 Antiadhasive Eigenschaften

3.3.1.1 Zelladhédsionsstudien mit F3/Contactin-Transfektanten

Vorangegangene In vitro-Experimente haben gezeigt, dass gereinigte TNR-Proteine aus dem
Nagerhirn antiadhasiv fur ZNS-Neurone sind und, angeboten als homogene Substrate
kombiniert mit adhasiven Molekilen (i.e. LN oder poly-L-Lysin (PLL)), Zellablésung und starke
Faszikulation der Neuriten auslésen (Pesheva et al., 1989). Als ein neuronaler Rezeptor, der
diese zellulare Antwort auf TNR auslost, wurde das GPl-verankerte Protein F3/Contactin
identifiziert. Es findet sich als Oberflachenmoleklil am Wachstumskegel und vermittelt ebenfalls

die Inhibition des axonalen Wachstums in TNR-haltige Substratgebiete (Pesheva et al., 1993).

Trotz der grollen Sequenzhomologie zwischen HUhner- und Ratten-TNR wurden bereits
verschiedene Bindungsstellen fir F3/Contactin beschrieben. Xiao et al. (1996) lokalisierten eine
solche innerhalb der EGF-Doméanen bei Ratten-TNR, Norenberg et al. (1995) in den Doméanen
FN2-3 von Hihner-TNR. In diesem Teil der Arbeit sollte untersucht werden, ob die beschriebene
Zellabldsung und Neuritenfaszikulation Uber einen F3/Contactin-abhangigen Mechanismus
vermittelt werden und wo sich die F3/Contactin-Bindungsstelle im humanen TNR-Molekul
befindet. Dies sollte nun in Kurz- und Langzeit-Zelladhasionsstudien untersucht werden. Dabei
wurde die Zelladhasion von F3/Contactin-transfizierten CHO-Zellen auf hTNR1 im Vergleich zu
den nicht transfizierten Parentalzellen zunachst tGber 20 Stunden hinweg beobachtet (s. Abb. 13

S. 56). Natives TNR diente als Vergleich, die unbehandelte Plastikoberflache als Kontrolle.



56

W22 T o\ : SEEON 1 L= e MW g\ ==l
: \“‘Il. f—\ \'i"' ‘ ) 2 \ s i ;:".T:“!/‘" J. ENRY | M,:.,, \:."-l-
é l\. e .'A \.'7 . ‘ﬁ\ - Ko = :""'.'\ﬁ. e "‘/“\ At s ‘\\ \ “’”-‘l{
B Diheiass) 22 N W o RN
- \J‘“‘J’C ' Jheto=22 VilgNas S7774
¥ ey "Wl T 02 WA Ul A SB Yy,
IR S A ) N AT e | TN\
S S 1A VR O R R BA NP
Q L Y\—:‘:."".P';:/" T ¥ e § / I\ ‘f'! ‘."' :’:b‘jl “n., W "‘
b ¢ L DATree I R T b L S VRN
2 K o] e, | AT\ Naa™ <« 7 — e ~ N > o\
e Bl NS S b R e e 23
_‘_“{’.tlf‘.i \}‘]V oo T NN DY RN Y TG
- \&/2, LT N PGS f I\ P g v T ) ™ € 71\ U
S o W B/ -.(\\ - X AR ¢ eyt B VAY S
8 Pl & AN '@/U" = ’Wk' N AT peicns TN &)
N, ~ ~ . ~° ” B -e \ ~
5 e N 2 SE Tl N AN a2 o By |
£ Y A DML, YRS \ ’Q/V"‘ \ ‘%:\ AN 4 ) \‘S /\\\V’}‘\ N
s B i.';’/' X7 e Vg \‘\"0“"": T = ,! ) AR
a = P _ 12 - \ o~ \ A s Y R ST .
.,s', AR 7"‘ ,\\\ ;‘_o.\ ‘\4"‘:.) y \¥l<’:‘ . J{Q\‘Q.:\’ d"’\‘ :\i "“I‘ ) > -‘;
' . ~ - \ =3 ! .0‘. .
NS e AT S 2 T A B NN | T Pk e
Plastik TNR hTNR1 hTNR2 hTNR3

I |<ontr.
B TNR
I hTNR1
I hTNR2
ChTNR3

75

a
o

=
c
2
]
N
)
-
c
o
T
@
=
©
<

N
(<]

F3-Transfektanten Parentalzellen

Abb. 13 Langzeit Zelladhasion der F3-Transfektanten auf den Fragmenten hTNR1, hTNR2 und
hTNR3
(A) Adharente Zellen (F3-Tranfektanten und CHO-Parentalzellen) auf Plastik (Kontrolle), TNR,
hTNR1, hTNR2 und hTNR3. Die Zellen wurden zuvor mit Crystal Violet angefarbt.
(B) Quantifizierung der Zelladhasion (F3-Tranfektanten vs. CHO-Parentalzellen) auf Plastik
(Kontrolle), TNR, hTNR1, hTNR2 und hTNR3. Die Kontrolle wurde gleich 100%, alle anderen Werte
damit in Relation gesetzt. **, p < 0.01 versus Kontrolle (Kontr.).

Es konnte gezeigt werden, dass natives TNR wie in friheren Studien durch Bindung an
F3/Contactin die ZellabstoBung des F3-Transfektanten initiiert, die Adhasion von nicht
transfizierten CHO-Zellen aber unbeeinflusst bleibt (s. Abb. 13). Ahnliches geschieht bei hTNR1,
die ZellabstofRung ist allerdings nicht so ausgepragt wie bei TNR (30% bei hTNR1 vs. 70% bei
TNR). hTNR2 und hTNR3 zeigen keinen Einfluss auf die Zelladhasion. Die Effekte zeigen, dass
es sich um eine F3-vermittelte Zellantwort handelt. Ahnlich wie das Gesamtmolekiil vermittelt
das hTNR1-Fragment eine F3/Contactin-abhangige Inhibierung der Zelladhasion nach langeren

Kultivierungszeiten.
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An die Langzeitstudien wurden Kurzzeitstudien angeschlossen, um zu analysieren, ob die
F3/Contactin-vermittelte Zellerkennung des hTNR1-Fragments auf die Interaktion mit
F3/Contactin an der Zelloberfliche von F3-Transfektanten zurickzufihren ist. In
vorausgegangenen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass auf die Interaktion neuronaler
Zellen mit TNR zunachst eine Adhasion dieser Zellen folgt, welche erst nach einiger Zeit in ein
Ablésen der Zellen umschlagt (Pesheva et al., 1993). Daraus folgte die Vermutung, dass es
primare, F3/Contactin-vermittelte Erkennungsmechanismen gibt, welche Signaltransduktions-
wege einleiten, die dann erst zu den antiadhdsiven Wirkungen flihren. Da mit den oben
beschriebenen Langzeitbindungsstudien die zellulare Antwort nach der Ligand-Rezeptor-
Bindung (also einem extrazelluldren Signal, welches intrazellulare Veranderungen hervorruft)
analysiert wurde, sollten nun mit Kurzzeitbindungsstudien die primaren Zellerkennungs-

mechanismen untersucht werden.

Um zu untersuchen, ob sich auf hTNR1 genau wie auf TNR tatsachlich eine F3/Contactin-
Bindungsstelle befindet, wurde in diesen Kurzzeitadhdsionsstudien die Zelladhdsion der F3-
Transfektanten auf hTNR1 im Vergleich zu den Parentalzellen in An - und Abwesenheit von F3-
und monoklonalen TNR-Antikdrpern untersucht (s. Abb. 14). In vorausgegangenen Studien
konnte gezeigt werden, dass der R6-Antikdrper die Inhibition des axonalen Wachstums bei
humanem TNR aufhebt, die TNR-Antikdrper R1 und R3 jedoch keinen solchen Einfluss haben
(Pesheva et al., 2006). Es sollte hier untersucht werden, ob das R6-Epitop von TNR der

F3/Contactin-Bindungsstelle entspricht und somit an F3/Contactin-vermittelten Mechanismen

beteiligt ist.
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Abb. 14 Einfluss von F3- und TNR-Antikorpern auf die Kurzzeitadhasion (nach 60 min. in vitro)
von F3-Transfektanten auf hTNR1
Adhérente Zellen (F3-Tranfektanten vs. CHO-Parentalzellen) auf hTNR1 ohne Kompetition (-Ab;
Kontrolle) bzw. auf hTNR1 mit Kompetition durch F3-, R6-, R1- und R3-Antikorper (+F3, +R6, +R1,
+R3). Die Kontrolle wurde gleich 100%, alle anderen Werte damit in Relation gesetzt. **, p < 0.01
versus Kontrolle (- Ab).

Die Zellen binden nach einer Stunde in Kultur gut an hTNR1 und TNR als Kontrolle (nicht

gezeigt) (s. Abb. 13 S. 56). Zudem Iasst sich erkennen, dass die F3/Contactin-vermittelte
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Adhasion des F3-Transfektanten an hTNR1 durch den F3-Antikérper stark abgeschwacht wird.
Im Gegensatz dazu zeigt der F3-Antikérper keinen Effekt auf die Bindung der CHO-
Parentalzellen (nicht gezeigt). Die monoklonalen TNR-Antikérper R1, R3 und R6 haben keinen

Einfluss auf die Zellerkennung der F3-Transfektanten und der Parentalzellen.

3.3.1.2 Untersuchung der neuronalen Zelladhdsion und des axonalen Wachstums von

Kleinhirnneuronen

In diesem Teil der Arbeit sollte festgestellt werden, welche Teile des TNR-Molekiils fiir die oben
beschriebenen antiadhasiven Eigenschaften flir ZNS-Neurone verantwortlich sein kénnten und

ob es sich hierbei um einen F3/Contactin-vermittelten Mechanismus handelt.

Zunachst sollte die Langzeitadhasion von Kleinhirnneuronen der Maus auf einem adhasiven
Substrat (PLL oder PDL), welches die verschiedenen TNR-Fragmente enthalt, nach 24 h (nicht
gezeigt) und 48 h in vitro untersucht werden. Im Vergleich wurde die Adhasion auf dem nativen
TNR-Molekdl und nur auf PLL beobachtet (s. Abb. 15). AnschlieBend sollte das Neuriten-
wachstum nach 48 h in vitro anhand von Kleinhirn-Mikroexplantaten untersucht werden, welche
ebenfalls auf PLL + TNR-Fragmente hTNR1, hTNR2 und hTNR3 kultiviert wurden (s. Abb. 16
S. 56).

Abb. 15 Langzeitadhasion von Kleinhirnneuronen auf den Substraten PLL * hTNR1, hTNR2,
hTNR3
Die Zellen wurden unter serumfreien Bedingungen kultiviert und nach 48 h in vitro lichtmikroskopisch
analysiert.

Bei der Zelladhasion der Kleinhirnneurone (s. Abb. 15) sind nach 24 bzw. 48 h in Gegenwart von
adhasiven Substraten (PLL) auf keinem der Fragmente, insbesondere auch nicht auf hTNR1,
inhibitorische Wirkungen zu sehen. Bei der Untersuchung der Kleinhirn-Mikroexplantate (s. Abb.
16 S. 59) zeigt sich nach 48 h in vitro auf PDL ausgepragtes Neuritenwachstum in alle
Richtungen. Auch auf hTNR2 und hTNR3 erfolgt ein uneingeschranktes Wachstum der

Neuriten, welches nicht von jenem auf PDL zu unterscheiden ist. Auf TNR-haltigem PDL-
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Substrat hingegen erfolgt so gut wie kein Wachstum und die wenigen auswachsenden Neuriten
weisen eine sehr starke Faszikulierung auf. Die inhibitorische und faszikulierende Wirkung des
nativen TNR-Molekiils auf das Neuritenwachstum sind somit auch hier reproduzierbar. Auf dem
hTNR1-Molekil erfolgt fast genauso gutes Neuritenwachstum wie auf den anderen Fragmenten

und somit keine Faszikulierung und Inhibition des axonalen Wachstums.

DL N )\ — JLhTNRT

Abb. 16 Neuritenwachstum aus Kleinhirn-Mikroexplantaten auf den Substraten PDL * TNR,
hTNR1, hTNR2 und hTNR3
Jeweils eine (PDL, TNR) bzw. zwei (hTNR1, hTNR2, hTNR3) reprasentative Aufnahmen des
Neuritenwachstums aus Kleinhirn-Mikroexplantaten, die auf PDL + TNR-, hTNR1-, hTNR2- und
hTNR3-Substraten fir 48 h kultiviert wurden. Mikroexplantate wurden zuvor fixiert und mit Crystal
Violet gefarbt.

3.3.1.3 Untersuchung der Zelladhdsion und des axonalen Wachstums neuronal

differenzierter humaner Neuroblastomzellen

In einem nachsten Schritt sollten Zelladhdsion und axonales Wachstum von humanen
neuronalen Zellen untersucht werden, welche F3/Contactin nachgewiesenermalien exprimieren.
Hierfir wurden zunachst humane Neuroblastomzellen (SHSY5Y-Zellen) auf ihre F3/Contactin-
Expression (135 kD) sowohl nach Kultivierung in serumhaltigem Medium als auch nach
neuronaler Differenzierung unter definierten serumfreien Mediumbedingungen mittels RT-PCR-
und Western Blot-Analysen untersucht (s. Abb. 17 S. 60), um festzustellen, ob unter serumfreien
Bedingungen F3/Contactin exprimiert wird. Auf diese Weise sollten die Kulturbedingungen fiir
die funktionellen Studien festgelegt werden. Anschlielend wurde das zelluldre Verhalten und
das Neuritenwachstum auf den TNR-Proteinfragmenten in An- und Abwesenheit (s. Abb. 19 S.

62) eines adhasiven Substrats (PLL) untersucht.
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Abb. 17 RT-PCR und Western Blot-Analysen der F3/Contactin-Expression humaner Neuro-

blastomzellen (SHSY5Y) und humaner Gliomzellen (U373)
Links: RT-PCR-Analysen der F3/Contactin-Expression (214 bp) mittels hContactin-up- und —do-
Primern. Die PCR erfolgte mittels GoTag-Polymerase (s. Material und Methoden 2.2.1), die Analyse
der PCR-Produkte in einem 1%igen Agarosegel. Die Pfeile kennzeichnen die entsprechenden
InsertgréRen. M: Marker (100 bp DNA-Leiter); SH: SHSY5Y-Zellen; U 373: humane Gliomzellen.
Rechts: Western Blot-Analysen der F3/Contactin-Expression (135 KD) mittels Anti-F3-Antikérper.
PLC: Phospholipase-C-Extrakt aus Rinderhirn (enthalt die GPl-verankerten Proteine des Gehirns); U
373: humane Gliomzellen; SH: SHSY5Y-Zellen.

Die RT-PCR und Western Blot-Analysen zeigen, dass die humanen Neuroblastomzellen sowohl
unter normalen Mediumbedingungen als auch unter definierten serumfreien Bedingungen
(welche eine neuronale Differenzierung auslésen) F3/Contactin in vergleichbarer Menge (nur
serumfreie Bedingungen gezeigt) exprimieren, die Gliomzellen hingegen nicht. Die F3/Contactin-
negativen Gliomzellen U373 (Ponten et al., 1968) wurden bei den folgenden Studien als

Kontrolle mitgeflhrt.

Parallel zu diesen Untersuchungen wurde die Kinetik der Zelladhasion auf Plastik + TNR,
hTNR1, hTNR2 und hTNR3 studiert, wobei die Zellzahlung nach 24, 36 und 48 h in vitro erfolgte
(s. Abb. 18 S. 61).

Die Zahl der Zellen auf Plastik (Kontrolle) blieb wahrend des gesamten Beobachtungs-
zeitraumes unverandert (in einem einzigen blauen Balken zusammengefasst). Auch bei den
TNR-Fragmenten hTNR2 und hTNR3 findet keinerlei Inhibition der Zelladhasion statt, die
Zellzahl bleibt in etwa gleich. TNR hat einen eindeutigen inhibitorischen Effekt auf die
Neuroblastomzelladhdsion. hTNR1 entfaltet auf Plastik eine vergleichbare und somit ebenfalls
antiadhasive Wirkung wie TNR. Im Gegensatz hierzu findet bei der Langzeit-Adhasion der
F3/Contactin-negativen U373-Gliomzellen auf TNR- und hTNR1-Substraten keine Zellablésung
statt (nicht gezeigt).
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Abb. 18 Kinetik der SHSY5Y-Zelladhasion auf Plastik * TNR, hTNR1, hTNR2, hTNR3
Adhérente Zellen in Prozent nach 24, 36 und 48 h in vitro. Der Kontrollansatz (nur Plastik) wurde
gleich 100% gesetzt, ebenso die Zahl der adhdrenten Zellen nach 24 h in vitro. Alle anderen Werte
wurden dazu in Relation gesetzt. **, p < 0.01 versus Kontrolle (Plastik).

In Gegenwart von adhdsivem Substrat (PLL) Ubt das Gesamtmolekil weiterhin seine
inhibitorische Wirkung, wobei die Inhibition der Zelladhdsion noch schneller erfolgt, als ohne
adhasives Substrat (bereits nach 24 h sind kaum noch Zellen adhérent; nicht gezeigt). Im
Gegensatz dazu zeigt sich bei hTNR1 in Kombination mit PLL keinerlei Inhibition der
Zelladhasion (s. Abb. 19 S. 62).

Bei beiden Kontrollansatzen (Plastik bzw. PLL; s. Abb. 19) erfolgen ausgepragte Zelladhasion
und deutliches Neuritenwachstum. Wie bei den vorangegangenen Experimenten mit
Kleinhirnneuronen zeigt sich weder auf Plastik noch auf PLL nach 48 h eine inhibitorische
Wirkung von hTNR2 und hTNR3 auf Zelladhdsion und axonales Wachstum. Natives TNR
hingegen zeigt eine deutliche inhibitorische Wirkung sowohl auf Plastik als auch auf PLL. Diese
Wirkung &auBert sich durch verschiedene Aspekte, einerseits durch die verminderte Zahl
adharenter Zellen, andererseits aber auch durch morphologische Veranderungen wie das
Kollabieren von Wachstumskegeln und das Zusammenklumpen und Ablésen der Zellen (s. Abb.
19). hTNR1 entfaltet auf Plastik eine nicht ganz so starke, aber ebenfalls antiadhasive Wirkung,
die mit den gleichen morphologischen Erscheinungen einhergeht wie bei TNR (s. Abb. 19 links).
Bei PLL-Vorbeschichtung hingegen wirkt hTNR1 in keiner Weise inhibitorisch (s. Abb. 19
rechts), ahnlich den Ergebnissen der Untersuchungen mit Kleinhirnneuronen. Die Ergebnisse
hinsichtlich der F3/Contactin-TNR-Interaktion befinden sich derzeit in Vorbereitung zur

Publikation (Baeller et al., in Vorbereitung).
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Abb. 19 Analyse von Zelladhdsion und Neuritenwachstum humaner Neuroblastomzellen auf den
TNR-Fragmenten hTNR1, hTNR2 und hTNR3
Beschichtung der Fragmente auf Zellkulturplastik (Kontrolle: nur Plastik) (links) bzw. auf PLL-
vorbeschichteten Zellkulturschalen (Kontrolle: nur PLL) (rechts). Die lichtmikroskopische Analyse
erfolgte nach 48 h in vitro.

3.3.2 Adhasive Eigenschaften

3.3.2.1 Untersuchung der Sulfatid-vermittelten Interaktionen von Erythrozyten mit TNR-

Fragmenten

In diesem Teil der Arbeit sollte die Grundlage der Wirkung der drei TNR-Fragmente auf OL als

selektives Substrat und Differenzierungsfaktor untersucht werden. Da der TNR-Interaktion mit
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OL wie bereits gezeigt ein Sulfatid-vermittelter Mechanismus zu Grunde liegt (Pesheva et al.,
1997), sollte dieser zunachst durch Studien mit anderen Sulfatid exprimierenden Zellen, i.e.
Erythrozyten (Hansson et al., 1978), untersucht werden. Die verwendeten Erythrozyten
stammten von verschiedenen Spezies (Kaninchen, Ziege und Mensch) und wurden einer
starken Trypsinisierung mit anschlieBender Fixierung unterzogen, um - befreit von den auf der
Zellmembran vorhandenen Proteinen - als Modell fur ausschliel3lich Glykolipid-vermittelte
Interaktionen dienen zu kdénnen. Als Kandidat-Fragmente, die eine Sulfatid-Bindungsstelle
enthalten kdnnen, wurden aufgrund von Sequenzvergleichen mit der potentiellen Sulfatid-
Bindungsstelle, welche fur LN (Li et al., 2005) beschriebenen wurde, solche ausgewahlt, die
eine  FNG-Doméne enthalten (hTNR2 und hTNRS3). Zur Klarung der TNR-Sulfatid-
Interaktionsmdglichkeiten sollte die Zellbindung von Erythrozyten auf TNR-Substraten, i.e.
hTNR1, hTNR2, hTNR3 und nativem TNR, in An- und Abwesenheit |0slicher Sulfatide und des

O4-Antikérpers (welcher Sulfatide erkennt; Bansal, 1989) untersucht werden.

Fur diese Zelladhdsionsstudien wurden zunachst die Erythrozyten verschiedener Spezies
ausgetestet, um diejenigen mit der besten Bindung an die humanen Fragmente zu identifizieren.
Nach Austesten von Ziegen-, Kaninchen- und humanen Erythrozyten stand fest, dass sowohl
die Kaninchen- als auch die humanen Erythrozyten gut an die Substrate binden. Da die
Kaninchen-Erythrozyten die beste und stabilste Bindung aufwiesen, wurden sie flr die weiteren
Studien ausgewahlt. Wahrend der ersten Kompetitionsversuche wurden zusatzlich einige
Negativ- und Positivkontrollen durchgefihrt, um zu Uberprifen, ob das gewahlte System
tatsachlich funktionsfahig ist. Da FN-Rezeptoren wie Integrine und PG, i.e. intakte Proteine auf
der Zelloberflache der behandelten Erythrozyten fehlen, dirfte - im Gegensatz zu
unbehandelten Erythrozyten - keine Bindung auf FN-Substraten stattfinden. Bei Beschichtung
von FN und BSA ist dementsprechend auch so gut wie keine Bindung der Erythrozyten an diese
Substrate zu sehen (s. Abb. 20 S. 64). Auf LN-Substrat, welches eine Sulfatid-Bindungsstelle
aufweist (Li et al., 2005), erfolgt eine starke Bindung der Erythrozyten, die durch Sulfatide und
den O4-Antikdrper kompetierbar ist (s. Abb. 20). Die Erythrozyten-Bindung ist somit eindeutig

Sulfatid-vermittelt und die gewahlte Versuchsmethode funktionsfahig.

Im Anschluss an die Kontrollversuche wurde nun die Zellbindung der Erythrozyten auf den TNR-
Substraten, i.e. hTNR1, hTNR2, hTNR3 und nativem TNR, ebenfalls in An- und Abwesenheit
I6slicher Sulfatide und des O4-Antikorpers untersucht. Die Ergebnisse sind in Abb. 21 S. 64

zusammengefasst.
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Abb. 20 Einfluss von O4-Antikorper und Sulfatiden auf die Erythrozyten-Bindung an LN und FN
Prozentualer Anteil adharenter Erythrozyten auf den Substraten LN (20 pg/ml) und FN (20 pg/ml)
und Kompetition durch O4-Antikdrper (+ O4; 1:30) und Sulfatide (+Sulf; 2 ug/ml). Der Kontrollansatz
auf LN ohne Antikdrperkompetition (-Ak) wurde gleich 100%, alle anderen Werte dazu in Relation

gesetzt.
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Abb. 21 Einfluss von Sulfatiden und O4-Antikorper auf die Erythrozyten-Bindung an hTNR1,

hTNR2 und hTNR3

Prozentualer Anteil adharenter Erythrozyten auf den Substraten TNR, hTNR1, hTNR2 und hTNR3
mit Kompetition durch Sulfatide (2 pg/ml) und O4-Antikérper (1:30). Der Kontrollansatz ohne
Kompetitoren (Kontr.) wurde gleich 100%, alle anderen Werte dazu in Relation gesetzt. Sulf:
Sulfatide; O4: O4-Antikorper. **, p < 0.01 versus Kontrolle (Kontr.).

Bei Kompetition mit Sulfatiden findet sich bereits bei geringen Konzentrationen des Kompetitors
auf allen Fragmenten und auf dem Gesamtmolekil eine eindeutig verminderte Zellbindung. Bei
hTNR2 und hTNR3 ist diese Wirkung besonders ausgepragt. Da bei hTNR2 die Zellbindung um
100% zurlckgeht (bei hTNR3 &hnlich stark, was sich durch das hier ebenfalls enthaltene
hTNR2-Fragment erklart), 1asst sich sagen, dass in der FNG-Domane die Hauptbindungsstelle
fur Sulfatide liegt. Da auch bei hTNR1 die Zahl der adharenten Erythrozyten bei Kompetition mit
Sulfatiden in etwa genauso stark zuriickgeht, wie bei nativem TNR, lasst sich schlielen, dass
sich in diesem Fragment eine zusatzliche Sulfatid-Bindungsstelle befindet. Die inhibitorische
Wirkung des O4-Antikérpers untermalt diese Ergebnisse — er kompetiert bei allen Fragmenten

die Zellbindung, auch hier besonders bei hTNR2, und bestatigt somit die Position der Sulfatid-

Bindungsstellen.
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Zusatzlich zu diesen Studien sollte die Interaktion der sechs monoklonalen TNR-Antikérpern mit
den Sulfatid-vermittelten Mechanismen untersucht werden, um festzustellen, ob die Antikérper
Epitope erkennen, welche an der Sulfatid-Bindung beteiligt sind. Hierzu wurden ebenfalls
Zelladhasionsstudien mit Erythrozyten durchgefihrt, wobei zunachst die Antikérper R1, R3, R4
und R6 (R2 bindet nachweislich nicht an die drei Fragmente, weshalb er nach einigen
Kontrollansatzen bei Seite gelassen wurde) mit den zuvor beschichteten Substraten inkubiert
und dann die trypsinisierten Erythrozyten aufgebracht wurden. Die Bindung der Erythrozyten

wurde anschlieBend lichtmikroskopisch analysiert. Die Ergebnisse sind in Abb. 22

zusammengefasst.
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Abb. 22 Einfluss der monoklonalen TNR-Antikorper R1, R3, R4 und R6 auf die
Erythrozytenbindung an TNR, hTNR1, hTNR2 und hTNR3
Prozentualer Anteil adharenter Erythrozyten auf den Substraten TNR, hTNR1, hTNR2 und hTNR3
ohne und mit Kompetition durch die monoklonalen Antikérper R1, R3, R4 und R6 (jeweils 50 ug/ml).
Der Kontrollansatz ohne Kompetitoren (Kontr.) wurde gleich 100 %, alle anderen Werte dazu in
Relation gesetzt. **, p < 0.01 versus Kontrolle (Kontr.).

Aus diesen Studien folgt, dass alleine R4 die Erythrozytenbindung an hTNR2 und hTNR3 (und
auf dem Gesamtmolekdl) fast vollstandig blockiert. Keiner der anderen Antikérper kompetiert die
Bindung an die drei Fragmente. Die Bindung an hTNR1 wird durch R4 ebenfalls geringflgig,
jedoch nicht reproduzierbar beeinflusst. Diese Ergebnisse wurden auch in direkten Bindungs-

studien im Labor bestatigt.

3.3.2.2 Einfluss humaner TNR-Fragmente auf die Differenzierung von Oligodendrozyten

Wie Pesheva und Mitarbeiter zeigen konnten, fordert TNR die Adhasion und Fortsatzbildung von
O4/Sulfatid® OL unabhéngig von deren Alter und Abstammung (Pesheva et al., 1997). Dieser
Prozess wird vermittelt durch membranassoziierte Sulfatide (s.0.). Eine weitere wichtige Folge
der TNR-Interaktion mit Sulfatid exprimierenden OL ist die Stimulation ihrer Reifung, i.e.
Hochregulation der Expression von TNR selbst, Glykolipiden und Myelinproteinen wie MBP,
MAG und PLP, was einen autokrinen, TNR-induzierten und Sulfatid-vermittelten Mechanismus

der OL-Differenzierung vermuten lasst (Pesheva et al., 1997). In diesem Teil der Arbeit sollte
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diese differenzierungsférdernde Wirkung von TNR auf OL dahingehend untersucht werden,

welcher Teil des TNR-Molekdls fiur diesen Effekt verantwortlich ist.

Da alle drei untersuchten TNR-Fragmente eine Sulfatid-Bindungsstelle enthalten und hTNR2
den Teil des hTNR3-Molekills beinhaltet, in welchem die Sulfatid-Bindungsstelle liegt (s.
Domanenstruktur S. 29), wurden fir diese Studien die beiden Fragmente hTNR1 und hTNR2
verwendet. Kleinhirnzellen von 6 oder 7 Tage alten Mausen wurden in Kultur genommen. Die
beiden TNR-Fragmente und eine Mischung aus hTNR1 und hTNR2 (um zu sehen, ob sich eine
mdgliche Wirkung potenzieren I&sst) wurden zum einen auf Plastikschalen vorbeschichtet und
zum anderen |8slich zu den Kleinhirnzellkulturen hinzugegeben. Nach 2 und 4 Tagen wurden
das Wachstum der OL, ihre Morphologie und die Expression von MBP als Marker fir Myelin-
bildende OL und damit ihrer Differenzierung mittels Doppelfluoreszenzfarbung mit O4- und
MBP-Antikdrpern analysiert (der O4-Antikdrper erkennt Sulfatide, und farbt somit alle OL an) (s.
Abb. 23 S. 67).

Bei der Farbung mit dem O4-Antikérper zeigen sich auf allen Substraten OL mit ausgedehnten
Fortsatzen. Die auf den beiden TNR-Fragmenten kultivierten OL haben jedoch eine reifere
Morphologie, gekennzeichnet durch die Ausbildung eines dichten Netzwerks von Myelin-
membranen, welches fur reife, myelinbildende OL charakteristisch ist (s. Abb. 23 A S. 67).
Entsprechend zeigt sich bei der Doppelfarbung mit MBP, dass die in Gegenwart der beiden
TNR-Fragmente kultivierten OL - im Gegensatz zum Kontrollansatz (mit etwa 40% MBP-
positiven Zellen) — eine deutlich erhéhte MBP-Expression aufweisen (s. Abb. 23 B) (nach 2
Tagen etwa 80% der OL; nicht gezeigt und nach 4 Tagen 90% auf hTNR1, annahernd 100% auf
hTNR2). Die potenteste Wirkung auf die OL-Differenzierung hat demnach das hTNR2-Fragment
mit fast 100% MBP-positiver OL nach 4 Tagen in Kultur. Daraus ldsst sich schliellen, dass
dieses Sulfatid-bindende Fragment alleine ausreicht, um eine fast vollstandige Differenzierung
der OL hervorzurufen. Bei der Kombination der beiden TNR-Fragmente (hTNR1 + hTNR2)
zeigte sich im Gegensatz zur alleinigen Kultur auf dem hTNR2-Fragment keine weitere

Potenzierung der MBP-Expression (nicht gezeigt).
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Abb. 23 Einfluss von TNR-Fragmenten auf die Differenzierung von OL des Kleinhirns
Kleinhirnkulturen wurden fiir 4 Tage in Abwesenheit (+ PBS, Kontrollansatz) oder Anwesenheit von
hTNR1 (+ hTNR1) und hTNR2 (+ hTNR2) kultiviert und die Expression des Myelinproteins MBP
mittels Doppelimmunfluoreszenzfarbung mit O4 und MBP Antikdrpern untersucht.

(A) O4- (rot, links) und MBP-Expression (griin, rechts) von OL in Ab- oder Anwesenheit von hTNR1
und hTNR2. Im Gegensatz zum Kontrollansatz, zeigen die in Gegenwart von hTNR-Fragmenten
kultivierten OL eine deutlich erhdhte MBP-Expression und ausgepragtes Membranennetzwerk.

(B) Quantifizierung der MBP-exprimierenden OL in Ab- oder Anwesenheit von hTNR1 und hTNR2.
Die Anzahl MBP-positiver OL wurde in Relation zu 04-positiven Zellen (alle OL) gesetzt. Werte (in
%) zeigen Mittelwerte von O4/MBP-positiven OL in mindestens 10 mikroskopischen Feldern. Hierbei
war die MBP-Expression in doppelmarkierten Zellen im Kontrollansatz (+ PBS) deutlich schwacher
als in Anwesenheit der Fragmente. **, p < 0.01 versus PBS.
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Diese Befunde deuten darauf hin, dass die Interaktion der beiden Fragmente hTNR1 und
hTNR2 mit OL die Differenzierung und damit die funktionelle Reifung dieser Zellen induziert
wird. Ob die beiden TNR-Fragmente auch fir die in der Einleitung beschriebenen Fahigkeiten
des TNR-Molekils auf die OL-Selektion mitverantwortlich sind, wurde von Prof. Pesheva bereits

weitgehend untersucht (Pesheva und BaeRler, in Vorbereitung).
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4 Diskussion

4.1  Strukturelle und biochemische Analyse humaner TNR-Fragmente

Mit der vorliegenden Arbeit ist es zum ersten Mal gelungen, Teile des humanen TNR-Proteins
mittels TOPO/TA-Klonierung und des Flpln-Expressionssystems als rekombinante Protein-
fragmente herzustellen und funktionell zu charakterisieren. Die Vorteile des verwendeten
Expressionssystems bestehen darin, dass durch die Expression von Tags (welche auf allen
Fragmenten vorhanden sind) die einzelnen Fragmente eindeutig identifiziert (V5-, 6xHis-Tag)
und far weitere strukturelle und funktionelle Charakterisierung aufgereinigt werden konnten
(6xHis-Tag). Zudem konnte gezeigt werden, dass die auf diese Weise in reiner Form
sekretierten 16slichen Proteinfragmente adaquat glykosyliert und natirlich gefaltet sind, was sie
von bisherigen Studien mit bakteriellen TNR-Fragmenten, etwa von Noérenberg und Kollegen
(Noérenberg et al., 1995), unterscheidet. Nicht zuletzt ihre funktionelle Aktivitat tragt dazu bei,
dass die Bindungsstellen fir monoklonale TNR-Antikérper und jene der flr diese Arbeit

relevanten Rezeptoren identifiziert werden konnten.

Die strukturelle Analyse der drei aufgereinigten Proteinfragmente hTNR1, hTNR2 und hTNR3
ergab, dass diese die Struktur des nativen Proteins (Noérenberg et al, 1993; Pesheva et al.,
1989) widerspiegeln. Durch Analyse des Molekulargewichts der drei Proteinfragmente unter
reduzierenden und nicht reduzierenden Bedingungen konnte gezeigt werden, dass sich das
Molekulargewicht des hTNR1-Fragments unter nicht reduzierenden Bedingungen nahezu
verdreifacht, wahrend die anderen beiden Fragmente ihr Molekulargewicht beibehalten. Daraus
lasst sich schliellen, dass das N-terminale Fragment hTNR1 wie das native TNR 180-Molekdl

Trimere bildet.

Die Analyse der Kohlenhydratstrukturen auf den Fragmenten zeigt, dass die Cys-EGF- (hTNR1)
und FN7-8-FNG-Domanen (hTNR3) stark glykosyliert sind, wéahrend sich in der FNG-Domane
(hTNR2) weniger Kohlenhydratstrukturen befinden. Diese Ergebnisse werden durch die Analyse
der Primarstruktur (Carnemolla et al., 1996) und der potentiellen N-Glykosylierungsstellen des
TNR-Moleklls bestatigt; wahrend sich in der Cys-EGF- und in der FN7-8-Doméane jeweils vier
potentielle Glykosylierungsstellen befinden, tragt in der FNG-Domane lediglich eine
Glykosylierungsstelle Zuckerstrukturen. Welche und wie viele der Ubrigen Glykosylierungsstellen

tatsachlich Kohlenhydratstrukturen tragen, ist derzeit noch unklar.
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Es lasst sich jedoch sagen, dass sich bei allen drei Fragmenten komplexe Glykosylierungs-
muster wiederfinden, welche jene des nativen TNR widerspiegeln. Sialinsaure a(2-6)-gebunden
an Galaktose oder GalNAc wird ausschlie3lich von den Domanen FN7-8 exprimiert (s. Abb. 24).
Sialinsaure a(2-3) gebunden an Galaktose und Galp-(1-4)GIcNAc hingegen findet sich sowohl in
der Cystein-EGF- als auch in der FNG-Domane. Terminale Mannose (oder Glukose) wird in der
FNG-Domane exprimiert und HNK-1 in der Cystein-EGF-Domé&ne und in FN7-8.

IR -] ¥

NH, [ DOOOOIZEE[SRIE[7[8]_ ) COOH

O

SAa(2-6)-Gal oder SAa.(2-6)-GalNAc
SAa(2-3)-Gal

GalB(1-4)-GlcNAc

terminale a-D-Mannose oder -Glukose
HNK-1-Kohlenhydratepitop

- ¥ 6 © 0

Abb. 24 Position der einzelnen TNR-Fragmente und der gebundenen Kohlenhydratstrukturen
Zusammenfassung der Ergebnisse aus Western Blot-, ELISA- und Dot-Blot-Analysen. Fur
Erldauterungen zur Domanenstruktur von TNR s. Abb. 6 S. 29.

Die Ergebnisse beziglich des Glykosylierungsmusters haben nicht nur strukturelle, sondern
auch funktionelle Bedeutung, da die identifizierten Kohlenhydratstrukturen an den vielfaltigen
Funktionen des TNR-Molekils beteiligt sein kénnten. So ist etwa das phylogenetisch stark
konservierte HNK-1-Kohlenhydratepitop (Pesheva et al., 2006), welches von verschiedenen
Glykoproteinen des Nervensystems (Kruse et al., 1984) und besonders ausgepragt von TNR
(Woodworth et al., 2004) exprimiert wird, an axonalem Wachstum, Synaptogenese und
Gedachtnisbildung beteiligt (Bukalo et al., 2007; Saghatelyan et al.,, 2003; Yamamoto et al.,
2002). Da TNR mit verschiedenen Komponenten der ECM interagiert und je nach Kontext das
Neuritenwachstum entweder fordert oder inhibiert, kdnnte seine hochgradig regulierte
Modifikation mit sulfatierten Strukturen wie dem HNK-1-Kohlenhydratepitop die beschriebenen
adhasiven und antiadhasiven Eigenschaften von TNR modulieren und eine Rolle bei der
Erkennung durch Kohlenhydrat-spezifische Zelloberflachenrezeptoren und/oder ECM-Molekile
wahrend der normalen ZNS-Entwicklung und bei Verletzungen spielen (Woodworth et al., 2004).
Doch nicht nur das HNK-1-Epitop ist fir seine wichtige Rolle bei der Entstehung und
Aufrechterhaltung neuronaler Strukturen bekannt, sondern auch andere von TNR exprimierte
Kohlenhydratstrukturen. Negativ geladene Kohlenhydrate wie etwa Sialinsdure beeinflussen die

axonale Zielfindung im ZNS durch antiadhasive Effekte und sind somit an morpho-
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regulatorischen und Reparaturprozessen beteiligt (Tai und Zipser, 1998). Neutrale, Galaktose
enthaltende Glykane vermitteln nicht nur die axonale Zielfindung, sondern spielen auch eine

Rolle bei spaten Stadien der Synapsenbildung (Inoue und Sanes, 1997).

All diese Kohlenhydratmodifizierungen wurden in der vorliegenden Arbeit auf dem Molekul
lokalisiert, um diese in Zukunft entsprechend den funktionellen Erkenntnissen Uber die einzelnen
TNR-Fragmente weitergehend zu analysieren. Nicht zuletzt aus diesem Grund sind Studien,
welche bakterielle TNR-Fragmente (wie z.B. von Ndérenberg et al., 1995 und Xiao et al., 1996)
verwenden, kritisch zu betrachten, da diese eine andere Faltung und vor allem keine
Glykosylierung aufweisen, und sich deren Ergebnisse somit nicht direkt auf den Organismus

Mensch Ubertragen lassen.

Des weiteren ist es mit dieser Arbeit erstmalig gelungen, die Bindungsstellen der sechs
monoklonalen TNR-Antikdrper auf dem TNR-Molekil zu lokalisieren. Da die monoklonalen TNR-
Antikérper genauso wie der V5-Antikérper auch nach N-Deglykosylierung (s. 2.2.3.11 S. 39) an
die Fragmente binden, ist sichergestellt, dass die TNR-Antikérper Proteinepitope (und keine
Zuckerstrukturen) erkennen. Es konnte gezeigt werden, dass die Mehrzahl der Antikdrper im N-
terminalen Bereich (Cys-EGF-Domane) binden (R1, R3, R5, R6), wobei die Untersuchung zur
topographischen Proximitat der Bindungsstellen von R1/R3 und R5/R6 in der Cys-EGF-Domane
ergab, dass die Epitope von R1 und R3 dort eng benachbart liegen, aber nicht identisch sind.
Die Epitope von R5 und R6 hingegen liegen sehr eng benachbart oder sind sogar identisch. Da
der R3-Antikérper nur unter nicht reduzierenden Bedingungen mit der Cys-EGF-Doméane
reagiert, kann man schlielen, dass er seine Bindung konformationsabhangig entfaltet.
Zusammengefasst lasst sich sagen, dass sich die Bindungsstelle fur R1 in der Cys-EGF-
Doméne und in den Domanen FN7-8 befindet (s. Abb. 25 S. 72). Die R3-Bindungsstelle ist in
der Cys-EGF-Domane lokalisiert. Die R4-Bindungsstelle liegt zum einen in der Cys-EGF-
Doméne und zum anderen in der FNG-Domane, es existieren also zwei R4-Bindungsstellen auf
dem TNR-Molekil. Das R4-Epitop in der Cys-EGF-Domane ist allerdings, im Gegensatz zu dem
in der FNG-Domane, zum einen konformationsabhangig, da der Antikérper nur unter nicht
reduzierenden Bedingungen und damit SS-Bricken-abhéngig seine Bindung entfaltete und zum
anderen offenbar schwer zuganglich, da die Bindung nicht immer reproduzierbar war. Die
Bindungsstellen fir R5 und R6 sind beide in der Cys-EGF-Domane lokalisiert (Abb. 25). Das R2-
Epitop muss sich aufgrund der negativen Reaktion mit den drei Fragmenten und weiteren
Analysen unabhangig der vorliegenden Arbeit in den Domanen FN3-4 befinden. In welcher

Region genau (Cys- oder EGF-Domane) sich die Bindungsstellen fur R1, R3, R5 und R6
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befinden, muss weiter geklart werden (Uber die Herstellung weiterer definierter Moleklildomanen

oder Domanenteile, was derzeit Gegenstand der Forschung ist).

R1, R3, R4, R5, R6 R2 R4

NH,  DOOOOIZEE[SRI6[T[8] ) COOH

R1

Abb. 25 Position der einzelnen Fragmente und der Epitope von monoklonalen TNR-Antikorpern
R1-R6
Zusammenfassung der Ergebnisse aus Western Blot-, ELISA- und Dot-Blot-Analysen. Fr
Erlauterungen zur Domanenstruktur von TNR s. Abb. 6 S. 29.

Kurzlich wurde beschrieben, dass die monoklonalen TNR-Antikérper R1, R5 und R6 mit allen
getesteten Vertebraten-Spezies (darunter verschiedene Fische, Amphibien, Reptilien, Végel und
Saugetiere) kreuzreaktiv sind (Pesheva et al., 2006). R2-R4 hingegen reagierten vor allem mit
TNR hoéherer Vertebraten. Daraus konnte geschlossen werden, dass die Epitope fur R1, R5 und
R6 phylogenetisch stark konserviert sind. Diese Tatsache spricht dafur, dass die von diesen
Antikérpern erkannten Epitope mdglicherweise eine wichtige funktionelle Bedeutung haben; es
wird vermutet, dass die Epitope an den inhibitorischen Effekten von TNR auf Zelladhasion und
axonales Wachstum beteiligt sind (Pesheva et al., 2006). In der vorliegenden Arbeit konnte
gezeigt werden, dass diese Antikdrper keinen Einfluss auf die F3/Contactin-vermittelten
inhibitorischen Effekte von TNR haben; ob sie mit anderen, noch zu untersuchenden

inhibitorischen Prozessen interagieren, muss weitergehend untersucht werden.

4.2 F3/Contactin-Bindungsstelle(n) auf dem humanen TNR

Bei der Untersuchung der antiadhasiven, F3/Contactin-vermittelten Eigenschaften von TNR ist
es erstmals gelungen, die F3/Contactin-Bindungsstelle auf dem humanen Molekul zu lokali-

sieren und die Effekte ihrer Interaktion mit den entsprechenden Liganden zu analysieren.

Verschiedene Bindungsstellen fir F3/Contactin wurden bereits beschrieben; so lokalisierten
Xiao et al. (Xiao et al., 1996) eine solche innerhalb der Cys-EGF-Doménen bei Ratten-TNR,
Ndrenberg et al. (Nérenberg et al., 1995) in den Doméanen FN 2-3 von Hihner-TNR. Mit Hilfe der
durchgefihrten Zelladhasionsstudien mit F3/Contactin-Transfektanten und F3/Contactin-
exprimierenden humanen Neuroblastomzellen konnte gezeigt werden, dass die Cys-EGF-
Domane ahnlich wie das Gesamtmoleklil eine F3/Contactin-abhangige Inhibierung der
Zelladhasion nach langeren Kultivierungszeiten vermittelt. Ahnlich wie bei Ratten-TNR I&sst sich
die F3/Contactin-Bindungsstelle in der Cys-EGF-Domaéne lokalisieren (s. Abb. 26 S. 73). Ob sich
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die Bindungsstelle tatsachlich innerhalb der EGF-Doméanen befindet, wird zur Zeit mit Hilfe der

Herstellung weiterer definierter Domanenteile Gberprift.

Sulfatide / Contactin Sulfatide
NH, T DOOOOIZEESRIE7[8]_ ) COOH

Abb. 26 Domaénenstruktur des humanen TNR mit Position der einzelnen Fragmente und der
F3/Contactin- und Sulfatid-Bindungsstellen

Unterstrichen ist die Hauptbindungsstelle fiir Sulfatide. Erlauterung der Domanenstruktur s. Abb. 6

S. 29.

Die Interaktion der Cys-EGF-Domane mit F3/Contactin alleine reicht jedoch nicht aus, um die
vollstandige inhibitorische Wirkung des Gesamtmoleklls, insbesondere in Kombination mit
adhasiven Substraten, zu erreichen. Dies zeigt die Tatsache, dass die Cys-EGF-Domane in
Gegenwart von adhasiven Substraten (PLL) keinerlei inhibitorische Wirkung besitzt (wie anhand
des ausgepragten Neuritenwachstums aus Kleinhirn-Mikroexplantaten nachzuweisen war). Die
Bindung von F3/Contactin an die Cys-EGF-Domane verursacht die beschriebene inhibitorische
Wirkung des Gesamtmolekills demnach mit, kann diese allerdings in Gegenwart von adhasiven

Substraten nicht alleine ausldsen — hierfur sind weitere Interaktionen notig.

Aus vorausgegangenen Studien ging hervor, dass es primare, F3/Contactin-vermittelte
Erkennungsmechanismen gibt, welche erst Uber Signaltransduktionswege zu den beobachteten
antiadhasiven Wirkungen fuhren (Pesheva et al.,, 1993). Mit Hilfe der in Kurzzeit-
Zelladhasionsstudien gezeigten Bindung der F3-Transfektanten an die Cys-EGF-Doméne, der
Inhibition dieser Bindung durch den F3-Antikdrper sowie der kinetischen Studien mit humanen
Neuroblastomzellen konnte diese Interaktion bestatigt werden. Zwar bewirkt die Bindung der
Cys-EGF-Domane an F3/Contactin initiale Adhasionsprozesse, jedoch ist an der fir eine
vollstandige Inhibition notwendigen Signalkette zumindest noch ein weiterer Rezeptor oder eine
zusatzliche F3/Contactin-Bindungsstelle auf TNR beteiligt. In vorangegangenen Studien konnte
gezeigt werden, dass der monoklonale TNR-Antikdrper R2 mit der F3/Contactin-vermittelten
Zellerkennung durch Sauger-TNR interferiert (Pesheva et al., 2006). Da im ersten Teil dieser
Arbeit die Bindungsstelle von R2 auf TNR auf die FN-Doméanen 3-4 eingegrenzt werden konnte,
kénnte eine weitere fir die untersuchten Prozesse relevante Bindungsstelle in diesem
Molekdlbereich liegen (wie von Noérenberg et al. 1995 fir HUhner-TNR beschrieben). Diese

Frage muss mit Hilfe FN3-4-spezifischer Fragmente geklart werden.
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Fur den R6-Antikdrper konnte bereits gezeigt werden, dass er die Inhibition des axonalen
Wachstums bei humanem TNR aufhebt, allerdings keinen Einfluss auf die F3/Contactin-
abhangige Zellerkennung hat (Pesheva et al., 2006). Diese Ergebnisse konnten in der
vorliegenden Arbeit auf Fragment-Niveau bestatigt werden. Demnach interagiert das R6-Epitop
nicht mit den F3/Contactin-abhdngigen Mechanismen, sondern mit anderen, noch zu
untersuchenden inhibitorischen Prozessen. Diese Tatsache spricht ebenso fir das
Vorhandensein weiterer, an den inhibitorischen Wirkungen von TNR beteiligter Bindungsstellen

und/oder eventuell bisher noch unbekannter Liganden.

Ein solcher Ligand kénnte zum Beispiel Phosphacan sein, welches an die EGF-Domanen von
TNR bindet (Milev et al., 1998). Phosphacan, das in zwei Isoformen vorkommt (Klausmeyer et
al., 2007), ist ein von glialen und neuronalen Zellen produziertes CSPG und stellt eine
extrazellulare SpleiRvariante der Rezeptor-Protein-Tyrosin-Phosphatase-beta/zeta
(RPTPbeta/zeta) dar (Milev et al., 1994). Es ist an Zell-ECM-Interaktionen in Bezug auf
Myelinisierung, axonales Wachstum und Zellmigration im sich entwickelnden ZNS beteiligt
(Heck et al., 2005). Die kurze Isoform von Phosphacan (PSI) interagiert mit den neuronalen
Rezeptoren L1 und F3/Contactin und spielt so eine Rolle beim axonalen Wachstum kortikaler
Neurone. Welche Wirkung die Interaktion von Phosphacan mit den EGF-Domanen von TNR
verursacht und ob eine solche Interaktion an den beobachteten inhibitorischen Eigenschaften

von TNR beteiligt sein kdnnte, bleibt derzeit Gegenstand der Forschung.

4.3 Sulfatid-Bindungsstelle(n) und TNR-vermittelte Differenzierung von

Oligodendrozyten

Im letzten Teil der Arbeit konnte mit der Untersuchung der Sulfatid-vermittelten Eigenschaften
des TNR-Moleklls erstmalig die Sulfatid-Bindungsstelle, welche fir die adhasiven Effekte von
TNR und dessen Wirkung auf OL mitverantwortlich ist, auf dem Molekdl lokalisiert werden (s.
Abb. 26 S. 73).

Aus den Bindungsstudien mit Erythrozyten als Modell fur Sulfatid-vermittelte Prozesse geht
hervor, dass zwei Sulfatid-Bindungsstellen auf dem humanen TNR-Molekill existieren. Die
Hauptbindungsstelle befindet sich in der FNG-Domane (s. Abb. 26 S. 73), da hier bereits bei
geringen Konzentrationen von Sulfatiden bzw. O4-Antikérper als Kompetitoren keine
Zellbindung mehr stattfindet. Die Tatsache, dass die Zellbindung auch in der Cys-EGF-Domane
durch Sulfatide und den O4-Antikérper kompetierbar ist, spricht daflir, dass dort eine zusatzliche
Sulfatid-Bindungsstelle lokalisiert ist. Wo genau sich diese Bindungsstelle befindet, wird zur Zeit

weitergehend mittels definierter Domanenteile untersucht. Die Kompetition der Erythrozyten-
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bindung an die FNG-Doméne durch Sulfatide und den O4-Antikérper wird durch den R4-
Antikdrper fast vollstdndig aufgehoben, was darauf hindeutet, dass der R4-Antikérper mit der
Sulfatid-Bindungsstelle interagieren bzw. mit den Sulfatid-abhdngigen Mechanismen
interferieren koénnte. Da bei der Cys-EGF-Doméne der R4-Antikérper die Kompetition
gelegentlich, jedoch nicht reproduzierbar aufhebt, muss davon ausgegangen werden, dass die
Sulfatid-Bindungsstelle der Cys-EGF-Doméane abhangig von der Konformation des Molekils und

somit nicht immer zuganglich ist.

Die soweit durchgefuhrten funktionellen Studien zum Einfluss der TNR-Fragmente auf die
Differenzierung von OL deuten darauf hin, dass sowohl die FNG- als auch die Cys-EGF-
Domanen die Differenzierung von OL in vitro induzieren, was sich durch eine Potenzierung der
MBP-Expression und ausgepragte Fortsatzbildung manifestiert. Diese madglicherweise
differenzierungsférdernde Wirkung, welche bereits 1997 von Pesheva und Mitarbeitern fur das
Gesamtmolekll beobachtet wurde (Pesheva et al., 1997), kénnte auf die Interaktion der in
dieser Arbeit beschriebenen Sulfatid-Bindungsstellen auf den untersuchten TNR-Fragmenten

mit sulfatierten Glykolipiden an der Zelloberflache unreifer OL zurlckzufihren sein.

Aus Studien von Coetzee und Mitarbeitern geht hervor, dass Sulfatide und Galaktocerebroside
(GalC) essentiell fur die Myelinstabilitat sind. Sie fanden heraus, dass UDP-Galaktose/Ceramid-
Galaktosyltransferase-defiziente Mause (dieses Enzym ist flr die GalC- und Sulfatid-Synthese
notwendig) unter generalisiertem Tremor und Leistungsdefiziten sowie unter schweren
FunktionseinbuRen der Myelinscheiden leiden (Coetzee et al., 1996). Das Vorhandensein von
Sulfatiden und GalC ist demnach ein kritischer Parameter fir die Myelinisierung im ZNS. Neuere
Studien mit Sulfatid- (jedoch nicht GalC-) defizienten Mausen belegen hingegen, dass das
Fehlen von Sulfatiden die terminale Differenzierung und morphologische Reifung von OL sowohl
in vitro als auch in vivo nicht etwa hemmt, sondern sogar um das zwei- bis dreifache
beschleunigt (Hirahara et al., 2004). Daraus schlossen Hirahara und Kollegen, dass Sulfatide
ein Schlusselmolekil fur die negative Regulation der terminalen OL-Differenzierung sind. Fur
unsere Arbeit bedeuten die Ergebnisse dieser Studien, dass OL in Abwesenheit von Sulfatidcn
dennoch differenzieren kdnnen, was belegt, dass es noch andere, Sulfatid-unabhangige
Mechanismen der OL-Differenzierung geben muss. Inwieweit GalC hierbei eine Rolle spielt und
welche weiteren Moleklle auf OL oder Bindungsstellen innerhalb der FNG- oder Cys-EGF-

Domanen daran beteiligt sind, muss noch geklart werden.

Ein weiterer, potentieller Rezeptor des TNR-Molekils auf OL ist MAG (Yang et al., 1999). MAG

(ein Typl-Transmembranprotein) wird ausschlieBlich von OL und Schwann-Zellen exprimiert und



76

bindet in der FNG-Domane von TNR, was die Vermutung nahe legt, dass auch dieses Molekdl
an der OL-Differenzierung beteiligt sein kdnnte. Es wird jedoch erst von reifenden OL exprimiert
(Feldhaus, 2003). Da in unseren Untersuchungen OL-Vorlaufer/unreife OL mit TNR-Fragmenten
behandelt wurden, ist eine MAG-Beteiligung an der beobachteten Wirkung der FNG-Domane
eher unwahrscheinlich. Die Funktion von MAG wird eher mit der Erhaltung der Myelinstabilitat

und der Hemmung der axonalen Regeneration in Zusammenhang gebracht (Chen et al., 2006).

Da die Interaktion der Cys-EGF-Domane von TNR mit OL eine mit der FNG-Domane
vergleichbare Wirkung zeigt, liegt die Vermutung nahe, dass die in dieser Domane vorhandene
zweite Sulfatid-Bindungsstelle am beobachteten Effekt beteiligt sein kdnnte. Ein weiterer, in
diesem Kontext relevanter zellularer Rezeptor konnte auch das bereits beschriebene Protein
F3/Contactin sein. F3/Contactin, das mit dem Notch-Rezeptor interagiert, wird von OL exprimiert
und ist an deren Genese und Reifung beteiligt (Hu et al., 2004, 2006). Der Notch-Signalweg ist
eine Liganden-abhangige, multipotente Kaskade, die wahrend der Entwicklung in vielen
Organsystemen verbreitet ist (Lewis, 1996); insbesondere im ZNS spielt sie bei der
Entscheidung Gber Zellschicksale je nach zeitlichem und rdumlichen Kontext sowohl positiv wie
auch negativ regulierende Rollen (Chambers et al., 2001). Verschiedene Studien haben in den
letzten Jahren gezeigt, dass der Notch-Signalweg eine wichtige Rolle bei der OL-Entwicklung
spielt (Hu et al., 2003; Popko et al., 2003). Dies gibt Anlass zu der Vermutung, dass
F3/Contactin ein kritisches Molekul fur die Entwicklung des Nervensystems und nicht zuletzt fur
die OL-Differenzierung ist. Die Interaktion der Cys-EGF-Domane von TNR mit F3/Contactin-
exprimierenden OL kdénnte somit ebenfalls zu der beobachteten differenzierungsférdernden

Wirkung beitragen.

Weitere, direkte Bindungsstudien, die Suche nach neuen, unbekannten Liganden des TNR-
Molekils und Untersuchungen der molekularen Interaktionen der zur OL-Differenzierung

fuhrenden Prozesse sind notwendig und derzeit weiter Gegenstand der Forschung.

4.4 Ein Ausblick

Aufgrund der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse Iasst sich ein kleiner Ausblick in die Zukunft
der TNR- und OL-Forschung wagen. Mit Hilfe noch kleinerer, definierter Domanenteile des TNR-
Molekls sollen - wie bereits oben diskutiert - weitere Bindungsstellen flr bekannte Rezeptoren
identifiziert werden. Mit den hier erzeugten Fragmenten wird jedoch auch die Suche nach
weiteren, noch unbekannten Liganden und die Erforschung ihrer Interaktionen mit TNR und die

daraus entstehenden Wirkungen auf die axonale Regeneration und OL-Differenzierung
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ermoglicht. Auch die Signalwege, Uber welche die oben diskutierten Effekte vermittelt werden,
sind weiterhin Gegenstand der Forschung. Eine weitere Einengung und Charakterisierung des
fur die OL-Differenzierung verantwortlichen Epitops innerhalb der FNG-Domane soll Uber die
Herstellung von Domanenteilen erfolgen; dies ist mit Hilfe des Flpln-Expressionssystems
mdglich und aktueller Gegenstand der Forschung. Zudem muss weiter untersucht werden, ob
die differenzierungsférdernde Wirkung alleinig Sulfatid/Glykolipid-abhangig ist oder ob es
weiterer Interaktionspartner bedarf. Wagt man den Ausblick noch ein wenig weiter, stehen auch
eventuell in Zukunft klinisch anwendbare Optionen, die sich aus dieser Arbeit ergeben, zur

Diskussion.

Die erfolgreiche ZNS-Regeneration nach einer Verletzung erfordert, zum einen, das
Wiederauswachsen von Axonen zu ihrem urspringlichen Zielort und dessen Reinnervation und,
zum anderen, die Axon-Remyelinisierung durch myelinbildende Gliazellen. Im Gegensatz zum
Sauger-ZNS sind fast alle Teile des Fisch-ZNS in der Lage, zu regenerieren (Matsukawa et al.,
2004). Das geringe regenerative Potential des adulten Sauger-ZNS wird der Anwesenheit von
ECM-Molekilen wie CSPG und TNR zugeschrieben. Diese wirken auf die axonale Regeneration
(wie fur TNR oben beschrieben) inhibitorisch und schaffen zusammen mit Myelin-Inhibitoren wie
Nogo-A, CSPG, MAG und OMgp (OL Myelin Glykoprotein) eine fir auswachsende Nervenfasern
regenerationsfeindliche Umgebung (Sandvig et al., 2004; Schwab, 2004). Pesheva und Kollegen
fanden heraus, dass im Gegensatz zu TNR hdherer Vertebraten Fisch-TNR nicht inhibitorisch
fur Fisch-Neurone und schwacher inhibitorisch flir Sduger-Neurone sind (Pesheva et al., 2006).
Im Gegensatz dazu wird jedoch durch Sauger-TNR das axonale Wachstum von Fisch-Neuronen
gehemmt. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass sich die fir Axone inhibitorischen
Funktionen des TNR-Molekills erst wahrend der Evolution entwickelt haben. Es bleibt zu
erforschen, inwiefern das fehlende regenerative Potential bei héheren Vertebraten ein selektiver
Vorteil war. Fur die Ergebnisse dieser Arbeit lassen diese Erkenntnisse langfristig jedoch auf
eine therapeutische Anwendbarkeit hoffen. Durch das bessere Verstandnis von TNR und seinen
inhibitorischen Eigenschaften auf der Fragment- und Domanen-Ebene kdnnten in Zukunft
molekulare Tools im Sinne von Antikdrpern oder definierten Molekilteilen entwickelt werden,
welche diese Wirkung verhindern oder so manipulieren koénnten, dass eine axonale

Regeneration wie bei niederen Vertebraten wieder méglich wirde.

Doch nicht nur flr die axonale Regeneration kdnnten die Ergebnisse dieser Arbeit von
therapeutischem Interesse sein, sondern in ganz besonderem MalRe im Hinblick auf die

Wirkungen der TNR-Fragmente auf OL und damit auf eine mdgliche klinische Anwendbarkeit bei
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neurodegenerativen bzw. entzlindlich-demyelinisierenden Erkrankungen wie etwa der Multiplen
Sklerose (MS). Der Verlust von OL und Myelin bei MS bringt etliche funktionelle
Beeintrachtigungen mit sich. Eine spontane Remyelinisierung kommt bei der MS zwar vor, ist
jedoch meist nicht vollstdndig und flhrt somit langfristig zu einer inadaquaten Erholung der
neurologischen Funktionen nach Episoden aktiver Entzindung und Demyelinisierung (Camara
et al., 2007; Miller und Bai, 2007). Aktuelle Therapien, welche auf die Supprimierung der
Autoimmunantwort abzielen, kdnnen zwar das Fortschreiten der Erkrankung aufhalten, jedoch
nicht das verlorene Myelin wiederherstellen (Milner, 1997). Zwei generelle neue therapeutische
Ansatze kommen deshalb in Frage, um die Myelin-Regeneration zu férdern (Miller und Bai,
2007). Zum einen ist es das Ziel, die endogene Myelin-Erneuerung durch das therapeutische
Zufuhren etwa von Wachstumsfaktoren zu stimulieren. Zum anderen soll der Reparaturprozess
durch die Zufuhr von exogenen Zellen mit Myelinisierungspotential angesto’en werden. Um
diesen und méglicherweise anderen (etwa neuen medikamentdsen) Therapieformen bei MS zu
dienen, kénnen nun durch ein von Heraclitus Biosciences entwickeltes und patentiertes
Verfahren zur OL-Selektion in einem Ein-Schritt-Verfahren mittels der in dieser Arbeit
beforschten definierten TNR-Fragmente OL selektiv gewonnen werden. Diese kdnnten fur das
Screening neuer Medikamente, die Entwicklung neuer, schnellerer diagnostischer Verfahren und
nicht zuletzt die Zellersatztherapie verwendet werden. Bei potentiellen Ansatzen zur
Zellersatztherapie kdnnte beiden oben vorgestellten Therapieansatzen gedient werden. Zum
einen kénnten die Fragmente selbst oder molekulare Tools, welche ihre Wirkung mimikrieren,
direkt als Therapeutikum in vivo appliziert werden. Zum anderen spielt insbesondere die
Mdglichkeit der Differenzierung von Stammzellen als Therapieansatz eine Rolle, um die verloren
gegangenen OL zu ersetzen. Dies ist mit Hilfe der TNR-Fragmente und deren potentieller
differenzierungsférdernder Wirkung auf OL ein wenig naher gerickt. Die Fragen, ob die TNR-
Fragmente ihre differenzierungsférdernde Wirkung auch auf multipotente Stammzellen ausiben
sowie ein klares Verstandnis der Anwendbarkeit, der Grenzen und der zugrunde liegenden
Mechanismen, welche die Stammzellreparatur mit sich bringt, sind wichtige Gegenstande der
aktuellen Forschung. Es muss aber trotzdem gesagt werden, dass obwohl die
Remyelisinisierung eine Voraussetzung fir eine lang anhaltende funktionelle Wiederherstellung
ist, andere Faktoren wie etwa der Status der Entzindungsantwort und der Grad des axonalen
Schadens in der demyelinisierten Region zum Ausmal der funktionellen Genesung beitragen.
Beim Prozess der (Re-)Myelinisierung handelt es sich um ein komplexes Zusammenspiel
verschiedenster Faktoren (Melli und Héke, 2007). Es liegt daher nahe, dass die Identifizierung

neuer Strategien abhangig ist vom besseren Verstdndnis der OL-Biologie und damit der
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Myelinisierung, sowie von der weiteren Erforschung der Zusammenhange in der ECM des ZNS.

Einen kleinen Teil hat auch die vorliegende Arbeit dazu beigetragen.
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5 Zusammenfassung

Die axonale Regeneration und Remyelinisierung im zentralen Nervensystem (ZNS) sind als
zentrale Reparaturprozesse wichtige Gegenstande der Forschung. Da kausale Therapieformen
bei der Behandlung vieler ZNS-Erkrankungen bisher noch nicht méglich sind, ist die Erforschung
der molekularen Grundlagen von Reparaturprozessen im ZNS von grof3er Bedeutung. Wahrend
der ZNS-Entwicklung und —Pathologie spielt die regulierte Expression von ZNS-Matrixmolekilen
wie den multimeren Extrazellularmatrix (ECM)-Glykoproteinen der Tenascin-Familie eine grof3e
Rolle. In diesem Zusammenhang steht die funktionelle Bedeutung von Tenascin-R (TNR) im
Forschungsmittelpunkt dieser Arbeit. TNR kommt ausschlieflich in der ECM des ZNS vor und ist
aus strukturell und funktionell unterscheidbaren Domanen aufgebaut. In funktionellen Studien
konnte gezeigt werden, dass TNR (i) das Wiederauswachsen von Axonen verhindern (Uber die
Bindung an das axonale Protein Contactin) und (ii) die Differenzierung bzw. das
Remyelinisierungspotential von Oligodendrozyten (OL) férdern kann (Uber die Interaktion mit
Sulfatiden und/oder mit Contactin). Die Bindungsstellen flr die genannten zellularen Rezeptoren
auf dem humanen Protein sowie von funktionell relevanten monoklonalen TNR-Antikdrpern

waren bisher jedoch unbekannt.

Hinsichtlich der mdglichen Anbindung an biomedizinische Anwendungen im Rahmen von
Reparaturprozessen im humanen ZNS wurde in dieser Arbeit eine funktionelle Kartierung des
humanen TNR vorgenommen. Hierfur wurden rekombinante Proteinanteile/TNR-Domanen utber
TOPO-TA-Klonierung in einem humanen (Flpin™) Expressionssystem hergestellt. Im Rahmen
dieser Arbeit ist es zum ersten Mal gelungen, humane TNR-Fragmente, welche die
Gesamtsequenz des Proteins abdecken, als natirlich gefaltete, glykosylierte Proteinfragmente
herzustellen und funktionell zu charakterisieren. Kohlenhydratanalysen mittels pflanzlicher
Lektine und kohlenhydratspezifischer ~monoklonaler Antikérper zeigten, dass das
Glykosylierungsmuster der Fragmente jenes des nativen humanen Proteins widerspiegelt.
Insbesondere das phylogenetisch stark konservierte, an axonalem Wachstum und
Synaptogenese beteiligte HNK-1-Kohlenhydrat konnte bestimmten TNR-Doméanen zugeordnet
werden. Mit Hilfe der Fragmente konnten auch die Bindungsstellen von funf monoklonalen TNR-

Antikdrpern identifiziert werden.

Durch funktionelle In vitro-Studien mit adaquaten Zelllinien, primaren neuralen Zellen und

Mikroexplantaten aus frihpostnatalem Mausgehirn zur Contactin-vermittelten inhibitorischen
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Wirkung des Molekiils ist es gelungen, die F3/Contactin-Bindungsstelle auf dem humanen TNR-
Molekdl innerhalb der Cys-EGF-Doméne zu lokalisieren. Ebenso konnten zwei Sulfatid-
Bindungsstellen identifiziert werden (je eine in der Cys-EGF- und der FNG-Doméane), wobei die
die Sulfatid-Hauptbindungsstelle enthaltende FNG-Domane alleine fir die Adhasion bzw.
Selektion von OL und deren potentielle Differenzierung (gekennzeichnet durch die Expression

myelinspezifischer Proteine und Glykolipide) ausreicht.

Die bisher nur vom Gesamtmolekll bekannten Erkennungsprozesse machte sich schon ein
durch Heraclitus Biosciences patentiertes Verfahren zu nutze, mit dem aus einem
Gesamtgemisch von Gehirnzellen OL durch selektive Zelladhasion in einem Einstufenverfahren
isoliert werden koénnen. Mit Hilfe der rekombinant exprimierten Molekilteile konnte dieses
Verfahren weiter entwickelt werden, was jetzt die selektive Isolierung von OL aus verschiedenen
Gehirnbereichen und Altersstufen ermoglicht und als kommerzieller Zellisolierungskit in

absehbarer Zeit angeboten werden wird.

Aus der vorliegenden Arbeit ergeben sich interessante Ausblicke in die Zukunft der TNR- und
Myelinforschung. Durch das bessere Verstdndnis von TNR und seinen fir Neurone
inhibitorischen Eigenschaften auf der Fragment- und Domdanen-Ebene kdnnten in Zukunft
molekulare Tools im Sinne von Antikdrpern oder definierten Molekilteilen entwickelt werden,
welche diese Wirkung verhindern oder so manipulieren, dass eine axonale Regeneration — wie
bei niederen Vertebraten, bei denen TNR so gut wie keine inhibitorische Funktion inne hat —
wieder moglich wirde. In besonderem MafRe sind die Ergebnisse dieser Arbeit jedoch
interessant fir die Zukunft der Multiple Sklerose-Forschung. Durch die Mdglichkeit der einfachen
OL-Gewinnung mit OL-Isolierungskit kdnnten diese fur das zellbasierte, vorklinische Screening
neuer Medikamente, die Entwicklung schnellerer diagnostischer Verfahren und nicht zuletzt die
Zellersatztherapie verwendet werden. Auch die Stammzelltherapie rlckt durch die potentiell
differenzierungsférdernden Eigenschaften der TNR-Fragmente auf OL ein wenig naher. Es liegt
nahe, dass die Entwicklung neuer Strategien abhangig ist vom besseren Verstandnis der OL-
Biologie und damit der Myelinisierung, sowie von der weiteren Erforschung der ECM-

Wechselwirkungen im Gehirn. Einen kleinen Teil hat die vorliegende Arbeit dazu beigetragen.
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6 Anhang

6.1 Aus der Arbeit entstandene Publikationen:

Baeller B, Kuklinkski S, Gennarini G, Baenziger JU, Pesheva P. The contactin/tenascin-R

connection — revisited (in Vorbereitung).

Pesheva P, Baeldler B. Tenascin-R-based isolation and differentiation of oligodendrocytes from

brain tissue and adult human stem cells — new chances and challenges (in Vorbereitung).
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