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Abb. 3.19. Ras-GAP Cluster kolokalisieren mit EphA-Rezeptoren

Hippocampale Neurone wurden fiir 15 min mit den Lenkungsmolekillen wie angezeigt stimuliert. AnschlieBend
wurden Ras-GAP (griin) und EphA-Rezeptoren (rot) angeféarbt. Kolokalisation ist durch gelbe, punktférmige
Akkumulationen gekennzeichnet.

(A- F) In der Kontrollsituation sowie nach alleiniger BDNF Applikation sind nur wenige Ras-GAP Cluster erkennbar (A,
D). Eine Kolokalisation mit EphA-Rezeptoren erfolgte nicht (C, F).

(G- L) Ephrin-A5 Applikation fiihrt zu einer Ras-GAP Clusterbildung, so auch bei simultaner BDNF Stimulation (G, J).
Die Ras-GAP Cluster kolokalisieren mit aktivierten EphA-Rezeptoren (I, L).

MafBstab =2 um
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3.2.11 Die vorwarts gerichtete EphA-Signaltransduktion
beeinflusst die BDNF-induzierte transiente Genexpression
von IEGs

Das in den Zellkern translozierte P-ERK kann nun seinerseits verschiedene

Transkriptionsfaktoren aktivieren, u.a. auch SRF und CREB (cAMP responsive element

binding protein), welche wiederum die Genexpression entsprechender Zielproteine

beeinflussen (Brunet et al., 1999; Finkbeiner et al., 1997; Knoll and Nordheim, 2009).

Da die P-ERK Translokation in den Zellkern durch die Aktivierung der EphA-

Signaltransduktion beeinflusst wird (siehe Abb. 3.16), sollte in einem ndachsten

Experiment geklart werden, ob Ephrin-A5 einen moglichen Einfluss auf die BDNF-

vermittelte Genexpression hat (Abb. 3.20). Es sollte zudem festgestellt werden, ob

dieser Prozess abhdngig ist von der Aktivierung des Transkriptionsfaktors SRF.

Hierfur wurden wildtypische und SRF-defiziente kortikale Primarkulturen fir 20 min

mit BDNF, Ephrin-A5 oder beiden Substanzen gleichzeitig stimuliert. Anschlie3end

wurde die mRNA Menge von frithen unmittelbaren Genen (IEGs, immediate early
genes, Abb. 3.20B- E) und zytoskelettalen Genen (Abb. 3.20F- L) mit Hilfe quantitativer

RT-PCR ermittelt. Die untersuchten Gene stellen hierbei SRF-Zielgene dar (Knoll and

Nordheim, 2009; Miano et al., 2007).

In wildtypischen kortikalen Neuronen fiihrte eine Stimulation mit BDNF zu einer

starken Induktion der IEGs c-fos (Abb. 3.20B), Egr1 (Abb. 3.20C), Egr2 (Abb. 3.20D) und Arc

(Abb. 3.20E). Die Srf-Menge blieb hingegen unbeeinflusst von BDNF (Abb. 3.20A).

Andere Untersuchungen auf Proteinebene zeigten jedoch, dass eine Stimulation

kortikaler Neurone mit BDNF zu einer Erhohung der SRF-Proteinmenge fihrt (Kalita

et al., 2006). Hierbei ist jedoch anzumerken, dass der experimentelle Aufbau eine
langanhaltende Stimulation (4 bis 8h) vorsah. Die alleinige Applikation von Ephrin-

A5 zeigte keinen Effekt auf die wildtypischen Neurone, die mRNA Menge der IEGs

blieb unverandert (Abb. 3.20A- E). Nach simultaner Stimulation mit BDNF und Ephrin-

A5 kommt es nun interessanter Weise zu einer Inhibierung der BDNF-induzierten

Genexpression der untersuchten IEGs c-fos, Egr1, Egr2 und Arc (Abb. 3.21B- E). Gleiche

Ergebnisse konnten auch unter der Verwendung hippocampaler Primarkulturen

beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).

Bei den zytoskelettalen Genen sind keine robusten Verdnderungen in der

Expressionsmenge der untersuchten Gene erkennbar (Abb. 3.20F -K), was dadurch
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begriindet sein kann, dass die Gesamtexpressionsmenge um ein Wesentliches
hoher liegt als bei den IEGs und eine Induktion somit schwieriger zu erreichen ist. So
ist lediglich bei dem F-Aktin stabilisierenden Tpm1 (Tropomyosin 1, Abb. 3.20F) ein
Anstieg nach Ephrin-A5 Applikation und bei dem F-Aktin-Linkerprotein alpha-
Actinin1 (Actnl1, Abb. 3.20H) nach BDNF und Ephrin-A5 Applikation zu verzeichnen.
Tendenziell, jedoch nicht signifikant, ist eine Induktion des Filamin-alpha Gens (Fina,
Abb. 3.20K) durch BDNF und/oder Ephrin-A5 erkennbar. Alle weiteren untersuchten
zytoskelettalen Gene blieben durch eine 20 minitige Stimulation unbeeinflusst (Abb.
3.20G, 1,J).

Die Inhibierung der Neurotrophin-induzierten Genexpression durch vorwarts
gerichtete EphA-Signalweiterleitung erfolgt fur die IEGs Egrl, Egr2 und Arc in
Abhéngigkeit von SRF. Verdeutlicht wird dies durch das Ausbleiben einer
Genexpression in Srf-deletierten Neuronen (Abb. 3.20A, ¢-K). Das immediate early gene
c-fos scheint hierbei eine Ausnahme darzustellen, da auch hier trotz Srf-Deletion
eine Induktion des Genes erfolgen kann (Abb. 3.20B). SRF wird damit offensichtlich
nicht fur die EphA-vermittelte Hemmung der BDNF-induzierten Inhibierung von c-
fos bendtigt.

Neben den unmittelbar friihen und zytoskelettalen Genen wurde ein weiteres Gen
untersucht, namentlich die zellkernspezifische dual-spezifische Phosphatase Dusp5
(Abb. 3.20L), da diese mal3geblich an der Inaktivierung der MAP-Kinase ERK beteiligt
ist (Kucharska et al., 2009). Wie in Abb. 3.15 gezeigt, ist die Inhibierung des MAPK-
Signalweges unter anderem abhangig von Phosphatasen, weshalb Dusp5 fir die
Genexpressionanalysen gewahlt wurde. Hierbei ist zu erkennen, dass sowohl durch
BDNF als auch Ephrin-A5 die Menge des exprimierten Gens stark ansteigt. Eine
Abhéangigkeit von SRF liegt hierbei nicht vor, da in Srf-deletierten Neuronen die
Induktion des Genes erfolgt. Inwiefern das die EphA-induzierte Hemmung von ERK

beeinflusst, wird in 4.1.3. naher diskutiert.
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Abb. 3.20. Ephrin-A5 moduliert die kurzzeitige BDNF-induzierte Genexpression.

Kortikale Neurone wurden mit BDNF und/ oder Ephrin-A5 fir 20 min stimuliert und anschlieBend mRNA Mengen
mittels gRT-PCR bestimmt. Als Referenzgen wurde Gapdh verwendet. Schwarze Balken indizieren Wildtyp-Neurone,
weille Balken SRF-defiziente.

(A) Die Srf-Genexpression wird durch keinen Stimulus beeinflusst, jedoch ist wie erwartet die Menge in Srf-
deletierten Zellen nur halb so hoch wie in wildtypischen Neuronen

(B- E) BDNF induziert robust die Genexpression der IEGs c-fos, Egr1, Egr2 und Arc. Durch Ephrin-A5 kommt es zu einer
Inhibierung der Neurotrophin-vermittelten Genexpression. Dieser Effekt ist abhdangig von SRF, da in SRF-defizienten
Neuronen die BDNF-vermittelte Induktion unterbleibt.

(F- K) Die Expression zytoskelettaler Gene wird kaum beeinflusst. Bei Tom1 ist durch Ephrin-A5 ein leichter Anstieg
der Genexpressionsmenge zu verzeichnen, sowie bei Acnt1 unter simultaner BDNF/Ephrin-A5 Stimulation.

(L) Die Expression der Phosphatase Dusp5 wird durch BDNF und Ephrin beeinflusst. Es erfolgt eine robuste Induktion.
In SRF-defizienten Neuronen kommt es ebenso zu einer Induktion, was auf einen SRF-unabhdngigen Prozess
schliefBen lasst.

*, P <0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001. Fehlerbalken reprasentieren die SA.

n=5
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3.2.12 Die langandauernde vorwarts gerichtete EphA-
Signaltransduktion beeinflusst die Genexpression

zytoskelettaler Gene

Die Inhibierung der Neurotrophin-vermittelten Induktion der IEGs durch EphA-
Rezeptoraktivierung erfolgte robust und schnell (Abb. 3.20). Dies ist nicht
verwundernd, erfolgt die IEG-Induktion doch innerhalb weniger Minuten nach
Stimulation (Greenberg and Ziff, 1984; Knoll and Nordheim, 2009). Eine Induktion
zytoskelettaler Gene war kaum zu beobachten (Abb. 3.20). Es galt nun den Effekt auf
die Genexpression einer langandauernden Stimulation mit den Lenkungsmolekiilen
zu untersuchen (Abb. 3.21 und Abb. 3.22). Hierfiir wurden kortikale Neurone fiir einen
Zeitraum von 4h (Abb. 3.21) und 16 h (Abb. 3.22) stimuliert und anschlieBend erneut
die mRNA Menge mittels gRT-PCR bestimmt.

Betrachtet man die IEGs Egr1, Egr2 und Arc, so ist in Abb. 3.21 und Abb. 3.22 ersichtlich,
dass eine langanhaltende Stimulation mit Ephrin-A5 zu keiner Inhibierung der
BDNF-vermittelten Genexpression fihrt, sondern vielmehr den BDNF- Effekt
verstarkt (Abb. 3.21B- D, Abb. 3.22B, D). Besonders deutlich ist das bei Egr2 und Arc (Abb.
3.21B, €) zu erkennen. Die Expression von Dusp5 erhoht sich nach 4-stiindiger
simultaner BDNF und Ephrin-A5 Stimulation signifikant (Abb. 3.211). Nach 16h ist
dieser Effekt nicht mehr sichtbar (Abb. 3.221). Die mRNA Menge des PlexinA3-
Rezeptors (PIxna3), ein Rezeptor fir das axonale Lenkungsmolekiil Semaphorin,
zeigt bei beiden Stimulationszeitpunkten keine Veranderung (Abb. 3.21J, Abb. 3.22M).
Wahrend eine 4-stiindige Stimulation noch keinen Einfluss auf die Expression
zytoskelettaler Gene zeigt (Abb. 3.21E- H, K, L), ist bei einem Stimulationszeitraum Gber
16h ein Anstieg solcher zu beobachten (Abb. 3.22F, G, H). So kommt es durch EphA-
Rezeptoraktivierung zu einer erhdhten Expression des F-Aktin stabilisierenden
Tropomyosin2  (Abb. 3.22F). Eine ebenfalls signifikante Erhéhung des
Genexpressionslevels ist bei Actnl sowohl nach BDNF als auch Ephrin-A5
Stimulation zu erkennen (Abb. 3.22G). Des Weiteren fiihrt eine Applikation mit Ephrin-
A5 zu einer gesteigerten mRNA Menge des Motorproteins Dnalc1 (dynein, axonemal
light chain 1).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass eine langandauernde EphA-
Rezeptoraktivierung eher in einer Potenzierung der Neurotrophin-vermittelten

Genexpression der IEGs resultiert und nicht zu einer Inhibierung wie nach kurzer
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Stimulation. Auch die

Genexpression

zytoskelettaler Gene wird durch

Langzeitapplikation von Ephrin-A5 moduliert.
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Abb. 3.21. 4-stiindige EphA-Rezeptoraktivierung fiihrt zu einer Beeinflussung von /EGs aber nicht

von zytoskelettalen Genen.

Kortikale Neurone wurden mit BDNF und/ oder Ephrin-A5 fur 4h stimuliert und anschlieBend mRNA Mengen mittels
gRT-PCR bestimmt. Als Referenzgen wurde Gapdh verwendet. Balken indizieren Wildtyp-Neurone.

(A- D) Effekt einer langandauernde Ephrin-A5 Stimulation auf die IEGs c-fos, Egr1, Egr2, Arc. EphA-Rezeptoraktivierung
fUhrt zu einer Potenzierung der BDNF-vermittelten Genexpression der IEGs Egr1 (B), Egr2 (C) und Arc (D).

(E- L) Bei einer 4-stiindigen Applikationsdauer hat Ephrin-A5 keinen Einfluss auf die Genexpression zytoskelettaler
Gene. (E- H, K, L) und den Semaphorinrezeptor PIxnA3 (l). Die mRNA Menge der Phosphatase Dusp5 steigt nach

simultaner Stimulation mit BDNF und Ephrin-A5.

* P <0.05;**%, P <0.01; *** P < 0.001. Fehlerbalken reprasentieren die SA.

n=4
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Abb. 3.22, 16-stiindige EphA-Rezeptoraktivierung fiihrt zu einer Beeinflussung von IEGs und von
zytoskelettalen Genen

Kortikale Neurone wurden mit BDNF und/ oder Ephrin-A5 fur 16h stimuliert und anschlieBend mRNA Mengen mittels
gRT-PCR bestimmt. Als Referenzgen wurde Gapdh verwendet. Balken indizieren Wildtyp-Neurone.

(A- D) Effekt einer langandauernde Ephrin-A5 Stimulation auf die IEGs c-fos, Egr1, Egr2, Arc. EphA-Rezeptoraktivierung
fUhrt zu einer Potenzierung der BDNF-vermittelten Genexpression der IEGs Egr1 (B) und Arc (D).

(E- O) Bei einer 16-stiindigen Applikationsdauer beeinflusst Ephrin-A5 die Genexpression zytoskelettaler Gene. (F, G,

H).
*, P <0.05;**%, P <0.01; *** P <0.001. Fehlerbalken reprasentieren die SA.
n=4
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3.2.13 Inhibierung der BDNF-vermittelten Genexpression ist

spezifisch fir die EphA-Rezeptoraktivierung

Im Folgenden galt es zu Uberprifen, ob die Inhibierung der Neurotrophin-
vermittelten Genexpression der IEGs c-fos, Egr1, Egr2 und Arc ein allgemeiner Effekt
mehrerer repulsiv agierender Lenkungsmolekiile ist. Zu diesem Zweck wurde
Semaphorin 3A ausgewadhlt, da es ebenfalls wie Ephrin-A5 einen repulsiven Effekt
auf den Wachstumskegelkollaps hat und u.a. zu einem Wachstumskegelkollaps
fuhrt (Knoll et al., 2006; Nakamura et al., 2000). Dafiir wurden kortikale Neurone fur
20 min mit Semaphorin 3A stimuliert (siehe 2.2.1.4) und mRNA Mengen mittels qRT-
PCR bestimmt (Abb. 3.23)

Im Gegensatz zu Ephrin-A5 (Abb. 3.20) antagonisiert Semaphorin 3A die BDNF-
induzierte Genexpression der IEGs nicht (Abb. 3.23A- D). Daraus lasst sich schliel3en,

dass der gezeigte Effekt spezifisch fir die EphA-Rezeptoraktivierung ist.
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Abb. 3.23. Inhibierung der BDNF-vermittelten Genexpression ist spezifisch fiir die EphA-
Rezeptoraktivierung.

Kortikale Neurone wurden mit BDNF und/ oder Semaphorin 3A fir 20 min stimuliert und anschlieBend die mRNA
Menge mittels gRT-PCR bestimmt. Als Referenzgen wurde Gapdh verwendet. Zahlen in den Balken spiegeln die
Anzahl der unabhédngigen Experimente wider.

(A- D) Semaphorin inhibiert nicht die BDNF-induzierte Genexpression der IEGs

* P <0.05;**%, P <0.01; *** P <0.001. Fehlerbalken reprasentieren die SA.
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3.2.14 MAPK sind in die EphA-vermittelte Inhibierung der BDNF-
induzierten Genexpression partiell beteiligt

Die bisherigen Daten zeigen eine Beteiligung von MAP-Kinasen an der EphA-
vermittelten Inhibierung der BDNF-induzierten Stimulation (Abb. 3.14 und Abb. 3.16).
Um zu Uberprifen ob dies auch fir die Inhibierung der transienten BDNF-
induzierten Genexpression der IEGs c-fos, Egrl, Egr2 und Arc gilt, wurden kortikale
Neurone mit einem konstitutiv aktiven MEK1 Konstrukt (CA-MEK1) transfiziert,
anschlieBend mit BDNF und/ oder Ephrin-A5 stimuliert und mRNA
Expressionsmengen mittels qRT-PCR bestimmt (Abb. 3.24). Erfolgt die Inhibierung der
BDNF-induzierten Genexpression durch Ephrin-A5 unter Beteiligung des MAPK-
Signalweges, so ist durch die Verwendung eines konstitutiv aktiven MEK1
Konstrukts zu erwarten, dass Ephrin-A5 die Neurotrophin-induzierte Genexpression
der IEGs nicht mehr inhibieren kann.

In  Kontroll-elektroporierten  (Mock) Neuronen vermindert die EphA-
Signaltransduktion eine BDNF-induzierte Genexpression, so wie auch schon in den
vorangegangen Experimenten gezeigt (Abb. 3.20). Werden die Neurone mit dem CA-
MEK1 Konstrukt elektroporiert, wird dieser Effekt bei den IEGs c-fos (Abb. 3.24A), Arc
(Abb. 3.24D) abgeschwacht und verschwindet vollig bei den IEGs Egr1 (Abb. 3.24B) und
Egr2 (Abb. 3.24C).
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Abb. 3.24. MAP-Kinasen sind partiell an der EphA-vermittelten Inhibierung der BDNF-induzierten
Genexpression beteiligt.

E17,5 kortikale Neurone wurden mit einem konstitutiv aktiven MEK1 Konstrukt (weille Balken) oder Mock-

elekroporiert (schwarze Balken) und 3 div kultiviert. Anschlieend wurde mit den Lenkungsmolekilen fir 20 min

stimuliert und die mRNA Menge mittels gRT-PCR bestimmt. Als Referenzgen wurde Gapdh verwendet.

(A-D) In Mock-elektroporierten Zellen hemmt Ephrin-A5 die BDNF- induzierte Genexpression der IEGs c-fos, Egr1, Egr2,

Arc. In CA-MEK-elektroporierten Neuronen ist dieser Effekt abgeschwacht bei c-fos (A) und Arc (D) und véllig

verschwunden bei Egr1 (B) und Egr2 (C).
*, P <0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001. Fehlerbalken reprasentieren die SA.

Eine erwartete robuste Induktion der Genexpression nach alleiniger BDNF
Stimulation konnte nicht beobachtet werden. Um die Funktionstiichtigkeit des
Konstrukts zu Gberprifen, wurden cerebellare Neurone mit dem Plasmid transfiziert.
Abbildung Abb. 3.25 zeigt, dass verglichen mit der Mock-elektroporierten
Kontrollsituation, CA-MEKT1-elektroporierte Zellen eine erhdhte P-ERK Menge
aufweisen, was fir die Funktionstlichtigkeit des Konstrukts spricht. Zudem ist ein
weiterer Anstieg der P-ERK Menge nach Serumstimulation (10 % FCS) zu
verzeichnen, was ein Funktionieren des Plasmids weiter untermauert, da Serum die
MAP-Kinasekaskade aktiviert.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass MAP-Kinasen zumindest partiell in der
EphA-vermittelten Inhibierung der BDNF-induzierten Expression der IEGs involviert

sind.

CA-MEK1

kD - - 10% FCS

P-Erk

Erk

Abb. 3.25. Uberpriifung der CA-MEK1 Funktionstiichtigkeit.

Cerebellare Neurone wurden mit dem CA-MEK1 Konstrukt elektroporiert und ftir 30 min mit 10% Serum stimuliert.
Als Kontrolle dienten unstimulierte Mock-elektroporierte Zellen. Proteinlysate wurden hergestellt und 10 ug Protein
in 10 %-iges Acrylamidgel geladen und die entsprechenden Proteine mittels Western Blot detektiert (A). Die Zahlen
links des Blots geben die Markerbanden in kDa an.

(A) Elektroporation mit CA-MEK1 zeigt eine erhdhte P-ERK Menge gegenlber der Kontrolle an. Der Effekt wird nach
Serumstimulation mit 10 % FCS verstarkt.

(B) Quantifizierung von (A)
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3.2.15 Luziferase Reportergenassay zur Untersuchung der

Genregulation von Srf durch Ephrin-A5 und BDNF
Vorangegangene Experimente (Abb. 3.20) haben gezeigt, dass Ephrin-A5 die BDNF-

vermittelte Genexpression der I|EGs antagonisiert und dieser Vorgang in
Abhangigkeit von SRF geschieht. Um Auskunft tGber die BDNF und Ephrin-A
vermittelten regulatorischen Signalwege von SRF (fiir Uberblick siehe Einleitung
1.2.3) zu erlangen, wurden Luziferasereportergenstudien durchgefiihrt. Zu diesem
Zwecke wurden hauptsachlich drei unterschiedliche Konstrukte verwendet (Abb.
3.26), welche in der Abteilung von Prof. A. Nordheim, Universitat Tlbingen, etabliert
wurden. Namentlich handelt es sich dabei um das (TSm).-Konstrukt, das (Tmm):
Konstrukt und das (mSm),-Konstrukt. Hierbei ist im (TSm).-Konstrukt dem
Luziferasegen zweifach der c-Fos Promotor vorangeschalten. Dieser enthalt die
typische TCF-Bindestelle (hierfir der Buchstabe T), welche auch als Ets-Binding Site
(EBS) fur Transkriptionsfaktoren der Ets-Familie bezeichnet wird. Des Weiteren
enthalt der Promotor die CArG-Box als SRF-Bindestelle (hierfur der Buchstabe S).
Dem (Tmm), Konstrukt hingegen fehlt die SRF-Bindestelle (deswegen das Kiirzel m
far ,mutiert”). Das ermoglicht eine alleinige Untersuchung der TCF-abhangigen
Weges durch SRF-Aktivierung. Dem (mSm).-Konstrukt fehlt die TCF-Bindestelle, ist
aber im Besitz der Bindestelle flr SRF, was eine primare Untersuchung des MAL/
MRTF-Signalweges ermdoglicht. Allen Konstrukten fehlt die AP1 Bindestelle fir
Transkriptionsfaktoren wie z.B. Jun und Fos (ebenfalls der Buchstabe m fir
~mutiert”), was jedoch keinen Einfluss auf die Promotoraktivitat hat.

Fur den Reportergenassay wurden kortikale Neurone isoliert, durch Elektroporation
mit den entsprechenden Plasmiden transfiziert und anschlieBend ausplattiert. Nach
3 Tagen in vitro (div) wurden die Zellen stimuliert und Luziferaseaktivitat gemessen
(Abb. 3.27). Zur Normalisierung der Luziferaseaktivitit wurde die B-
Galactosidaseaktivitait bestimmt. Hierzu wurde der Quotient aus Firefly

Lumineszenz/ 3-Galactosidase Lumineszenz gebildet.
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EBS CArG-Box AP1 TK
()2 m - -:&
v hd ’
EBS CArG-Box APl TK
(mSm)z ®—= ‘ -:&
EBS CArG-Box AP1 TK

Abb. 3.26. Schematische Darstellung der Reportergenkonstrukte (TSm), (Tmm); und (mSm),.
In allen drei Konstrukten ist dem Luziferasegen der c-fos Promotor vorangeschalten. Das rote Kreuz markiert eine

Deletion der entsprechenden Bindestelle. Ndheres siehe Text.
EBS = Ets-Bindestelle; AP1 = Aktivator Protein 1; TK = minimaler Thymidinkinase Promotor

Kirzlich veroffentliche Daten zeigen, dass die BDNF-vermittelte Transkription tber
den MAL-abhangigen Signalweg reguliert wird, bedingt durch die
Phosphorylierung von MAL durch die MAP-Kinase ERK (Kalita et al., 2006;
Wickramasinghe et al., 2008). In der Tat flhrt eine Stimulation mit BDNF, verglichen
mit der unstimulierten Kontrollsituation, zu einer robusten Induktion der
Luziferaseaktivitat sowohl in (TSm), als auch (mSm). elektroporierten Zellen,
unterbleibt jedoch in Zellen die mit dem (Tmm)..Konstrukt transfiziert wurden (Abb.
3.27). Die Aktivierung des (TSm),-Konstrukts lasst hierbei auf eine Beteiligung des
TCF und MAL-Signalweges schlieBen. Da jedoch auch eine schnelle und robuste
Aktivierung in (mSm).-elektroporierten Zellen erfolgt, dieser Effekt jedoch in
(Tmm),— transfizierten Zellen unterbleibt, lasst sich schlussfolgern, dass BDNF Uber
den MAL-Signalkaskade SRF aktiviert. Hierbei ist anzumerken, dass die BDNF-
induzierte Transkription in (mSm)-elektroporierten Zellen von kiirzerer Dauer ist, als
in Zellen, welche mit (TSm); transfiziert wurden, was fir eine Beteiligung des TCF-
und MAL-Signalweges spricht. Die Regulierung der Genexpression nach Ephrin-A5-

Fc Stimulation ist weniger prominent als nach Stimulation mit dem Neurotrophin
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(Abb. 3.27). Dieses Resultat unterstitzt jedoch die Daten in Abb. 3.20, da eine alleinige
Applikation mit Ephrin-A5 die relative mRNA Menge der IEGs nicht beeinflusste. Die
Luziferaseaktivitat sank leicht, verglichen mit unstimulierten Kontrollzellen, 10 min
nach Ephrin-A5-Fc Applikation in (Tmm),- und (TSm);-elektroporierten Neuronen.
Dieser Effekt war auch noch nach 1 h zu verzeichnen. In (mSm),-transfizierten Zellen
ist der Effekt ebenso ersichtlich, jedoch erst 30 min nach Ephrin-A5-Fc Stimulation.
Das lasst auf eine Beteiligung des TCF- wie auch MAL-Signalweges schlieBen. In SRF-
defizienten Primarkulturen fiihrte eine Stimulation mit BDNF oder Ephrin-A5 in
keinem der Konstrukte zu einer Veranderung der Luziferaseaktivitdt (Daten siehe
Diplomarbeit Christin Meier, Universitat Tlibingen), was auf eine SRF-abhdngige

Regulierung der Transkriptionsaktivitat von c-fos schlieBen lasst.
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.@' m— TSm Ephrin-A5
£ 300 ] --@ - mSm Ephrin-A5
© —— TSm BDNF
2 500 1 —%— mSm BDNF
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3 100 1

0
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Abb. 3.27. Regulierung der Luziferaseaktivitdt nach BDNF und Ephrin-A5 Stimulation.

WT-Neurone wurden mit (Tmm)z, (TSm)2 und (mSm): transfiziert und mit 10 ng/ml BDNF sowie 1 pg/ ml Ephrin-A5-Fc
fur unterschiedliche Zeitraume stimuliert. AnschlieBend wurde die Luziferaseaktivitdit gemessen. Unstimulierte
Kontrollen wurden auf O gesetzt. Es ist eine rapide Induktion nach BDNF Stimulation in TSm und mSm
elektroporierten Neuronen zu verzeichnen. Jedoch nicht in Tmm transfizierten. Ephrin-A5 stimulierte Primérneurone
zeigten nur eine leichte Abnahme der Luziferaseaktivitat, dafur jedoch in jedem der drei eingesetzten Konstrukte.
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Abb. 3.27 zeigt Effekte auf die Transkription des IEGs c-fos nach alleiniger Stimulation
der beiden Lenkungsmolekiile. Fir dieses Experiment erwiesen sich die im
vorangegangenen Experiment (Abb. 3.27) verwendeten Konstrukte als suboptimal,
da zwar tendenzielle Effekte ersichtlich waren, jedoch mit groBen Abweichungen
innerhalb der unterschiedlichen Experimente. Deshalb wurde unter Verwendung
eines anderen Reportergenkonstrukts die Interaktion von BDNF und Ephrin-A5
untersucht (Abb. 3.28). Hierbei handelt es sich um ein Konstrukt, bei welchem dem
Luziferasegen der Egr1-Promotor vorangeschalten ist. Es handelt sich folglich auch
um ein IEG wie in den anderen Plasmiden. Bereits 15 min nach Ephrin-A5
Stimulation ist eine Abnahme der Reportergenaktivitit um etwa 30% zu
beobachten, wobei dieser Effekt 30 min anhélt und danach abklingt (Abb. 3.28A).
Wurde zuvor drei Stunden mit BDNF stimuliert und dann fiir verschiedene
Zeitpunkte mit Ephrin-A5 ko-stimuliert, so ist zu erkennen, dass Ephrin-A5 die BDNF-
induzierte Transkription des Egr1-Reportergenkonstruktes bereits nach 15 min um
etwa 20 % inhibiert (Abb. 3.28B). Dieser Effekt ist noch nach einer Stunde Ephrin-A5
Applikation zu beobachten. Die Ephrin-A5 vermittelte Inhibierung der

Neurotrophin-induzierten Genexpression unterstiitzt die in Abb. 3.20 gezeigten

Daten.
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Abb. 3.28. Luziferaseaktivitdt des Egr1-Luc Reportergenkonstrukts nach Stimulation mit
Lenkungsmolekiilen.

Cerebellare WT-Neurone wurden mit dem Luziferasereportegenkonstrukt (Egr1)z2-Luc transfiziert, Uber
unterschiedliche Zeitraume stimuliert und anschlieBend die Luziferaseaktivitdt gemessen. Als Kontrolle dienten
unstimulierte Neurone.

(A) Neurone wurden fir die angegebenen Zeitpunkte mit Tug/ ml Ephrin-A5-Fc stimuliert. Die unstimulierte
Kontrollsituation wurde auf 1 gesetzt. Bereits nach 30 min ist eine Abnahme der Luziferaseaktivitat um etwa 30% zu
verzeichnen. Dieser Effekt ist nach 30 minltiger Stimulation noch ersichtlich, jedoch nach einer Stunde nicht mehr zu
beobachten.

(B) Neurone wurden 3h mit 10ng/ ml BDNF vorinkubiert und anschlieBend mit 1 pg/ml Ephrin-A5-Fc fur die
angegebenen Zeitrdume kostimuliert. Die alleinige 4-stiindige BDNF Applikation dient als Referenz und die
erhaltenen Werte auf 100% Luziferaseaktivitat gesetzt. Hierbei ist zu erkennen, dass bereits nach 15 minutiger
Kostimulation mit Ephrin-A5 die Luziferaseaktivitat signifikant abnimmt. Der Effekt verstarkt sich nach 30 min,
erreicht mit etwa 20% Abnahme sein Maximum und hélt bis eine Stunde nach simultanen Stimulationsbeginn an.
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3.2.16 Untersuchung einer moglichen Beteiligung des EphA7-

Rezeptors an der Ephrin-A5/ BDNF-Interaktion
Ephrin-A5 bindet an alle EphA-Rezeptoren (EphA1 - EphA8), sowie an den EphB2-
Rezeptor (Gale et al., 1996; Himanen et al., 2004). Um nun einen spezifische Eph-
Rezeptor auszumachen, (ber deren Signaltransduktion Ephrin-A5 die
Signalweiterleitung von BDNF beeinflusst, erfolgte eine genauere Untersuchung
des EphA7-Rezeptors. Da dieser stark im Gehirn exprimiert ist (www.brain-map.org)
und eine Beteiligung an der Entwicklung topografischer Karten in verschiedenen
Systemen (Rashid et al., 2005; Yue et al, 2002) sowie in der Laminierung des
somatosensorischen Kortex nachgewiesen wurde (Miller et al., 2006), gilt EphA7 als
geeigneter Kandidat fir diese Untersuchung. Dazu wurden Mausmutanten
verwendet, bei denen ubiquitar Epha7 deletiert ist.
Als erstes musste nachgewiesen werden, dass die Epha7- Deletion der verpaarten
Mause erfolgreich war (Abb. 3.2930). Hierflir wurden proteinbiochemische, mittels
Western Blot Verfahren (Abb. 3.29A, B), sowie molekularbiologische Untersuchungen,
mittels gRT-PCR (Abb. 3.29C, D), mit cerebellarem und kortikalem Gewebe
durchgefihrt.
Hierbei ist in Epha7-deletiertem Gewebe eine Abnahme der EphA7-Proteinmenge
sowohl im Kortex, als auch Cerebellum zu verzeichnen. Eine véllige Deletion wurde
nicht erreicht (Ab Abb. 3.29A, B). Um zu Uberpriifen, ob andere EphA-Rezeptoren
durch die Epha7-Deletion beeinflusst wurden, wurde auch die EphA4-Proteinmenge
untersucht. Hierbei ist eine leichte Abnahme in der EphA4-Proteinmenge im Kortex
zu beobachten, jedoch nicht im Cerebellum (Abb. 3.29A, B). Eine mogliche
Beeinflussung der Epha7-Deletion auf die EphA4-Rezeptormenge ist folglich nicht
auszuschlieBen. Neben der zu erwartenden Bande des EphA7-Rezeptors ( etwa 100
kD), wurde eine weitere Bande bei 75 kD in wildtypischen Gewebe detektiert.
Hierbei handelt es sich héchstwahrscheinlich um die trunkierte Form des EphA7-
Rezeptors (EphA7vunc) (Ciossek et al., 1995). In EphA7-defizientem Gewebe ist diese
Splicevariante nicht mehr zu detektieren.
Ahnliche Ergebnisse ergaben sich bei der Analyse der Epha7 mRNA Menge. Eine
Verminderung der Epha7 mRNA Menge ist vor allem im Cerebellum deutlich
erkennbar (Abb. 3.29 D). Andere Rezeptoren, wie der EphA4 oder EphB2 wurden auf

mRNA-Ebene durch die Epha7-Deletion nicht beeinflusst (Abb. 3.29¢, D).
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Abb. 3.29. Analyse der Protein- und mRNA-Menge des EphA7-Rezeptors.

Von cerebellarem und kortikalem P12 Wildtyp- und EphA7 /)-Gewebe wurde die Proteinmenge (A, B) und mRNA
Menge (C, D) analysiert. Es wurden je drei Wildtyp Mause und drei EphA7 Mutanten verwendet.

(A) Proteinmengenbestimmung aus kortikalem Gewebe. Die EphA4- und EphA7-Rezeptormenge nimmt in EphA7-
defizientem Gewebe ab verglichen mit WT-Gewebe.

(B) Proteinmengenbestimmung aus cerebellarem Gewebe. Die EphA7-Rezeptormenge nimmt in EphA7-defizientem
Gewebe ab, verglichen mit WT-Gewebe. EphA4-Rezeptormenge bleibt gleich.

(C) gRT-PCR aus kortikalem Gewebe. Die Epha7-mRNA Menge nimmt in EphA7-defizientem Gewebe gegentber WT
ab. Weitere Rezeptoren wie Epha4 oder Ephb2 sind nicht betroffen.

(D) gRT-PCR aus cerebellarem Gewebe. Die Epha7-mRNA Menge nimmt in defizientem Gewebe signifikant
gegeniliber WT ab. Weitere Rezeptoren wie Epha4 oder Ephb2 sind nicht betroffen.

* P <0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001. Fehlerbalken reprasentieren die SA.
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3.2.16.1 EphA7 beeinflusst die Wachstumskegelmorphologie aber nicht die
Ephrin-Neurotrophin Interaktion

Nachdem erfolgreich gezeigt wurde, dass die Deletion von Epha7 zu einer
Verminderung der Rezeptormenge fiihrt, konnten erste Wachstumskegelstudien
durchgefihrt werden, um zu Uberprifen inwiefern EphA7 an der Ephrin-
Neurotrophin Interaktion beteiligt ist. Hierfir wurden hippocampale Wildtyp- und
EphA7-defiziente Neurone kultiviert und mit BDNF und/ oder Ephrin-A5 stimuliert
(Abb. 3.30).

Der Vergleich zwischen Wildtyp-Neuronen und Epha7-Mutanten zeigt bezlglich der
Neuritenanzahl und Neuritenldange keine Veranderung (Abb. 3.30A- D, Quantifizierung
in Abb. 3.30H, J). Jedoch ist ein deutlicher morphologischer Unterschied zwischen den
Wachstumskegeln wildtypischer (Abb. 3.30A, €) und mutierter Neuronen (Abb. 3.30B, D)
zu erkennen. Die Wachstumskegel EphA7-defizienter Neurone zeigen eine deutlich
geringere Flache auf (Abb. 3.30E), haben jedoch viel langere und mehr Filopodien
(Abb. 3.30F, G, J) als wildtypische Neurone.

Der nachste Schritt sah vor, die Sensitivitait der EphA7-defizienten Neurone
gegeniber Ephrin-A5 mittels einer Titrationsreihe zu testen. Hierfir wurden
hippocampale Epha7+/+)-und Epha7t)—-Neurone mit drei verschiedenen Ephrin-A5-
Fc Konzentrationen stimuliert. Wahrend in der unstimulierten Kontrollsituation etwa
die Halfte aller Wachstumskegel kollabiert sind, so ist bei der héchsten Ephrin-A5-Fc
Konzentration ein fast vollstandiger Wachstumskegelkollaps sowohl in
wildtypischen also auch in EphA7-defizienten Neuronen zu beobachten (Abb. 3.30K).
Das lasst darauf schliel3en, dass der EphA7-Rezeptor fiir den Ephrin-A5 induzierten
Wachstumskegelkollaps in hippocampalen Neuronen entbehrlich ist. Stattdessen
wird dieser Gber andere Eph-Rezeptoren (z.B. EphA4, EphB2, siehe Einleitung 3.1.15)
vermittelt.

AbschlieBend wurde nun Uberprift, ob EphA7 fir die Ephrin-A5 vermittelte
Inhibierung der BDNF-induzierten Wachstumskegelmotilitdit bendtigt wird (Abb.
3.30L). Hierfiir wurden hippocampale Neurone fiir 45 min mit BDNF, Ephrin-A5-Fc
oder beiden Lenkungsmolekiilen gleichzeitig stimuliert. Dabei war zu beobachten,
dass Ephrin-A5-Fc in Epha7 mutierten Neurone ebenso wie in wildtypischen den
BDNF-induzierten Anstieg der Wachstumskegelfliche entgegenwirkt (Abb. 3.30L).
Gleiches gilt fiir die Filopodienanzahl und Filopodienlange (Daten nicht gezeigt).
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Aus diesen Daten ist zu vermuten, dass EphA7 fiir den inhibierenden Effekt auf die
Neurotrophin-induzierte Wachstumskegelmotilitdat nicht bendtigt wird. Es st
wahrscheinlich, dass die EphA7-Defizienz durch andere Eph-Rezeptoren
kompensiert wird.

Deshalb lasst sich zusammenfassend sagen, dass EphA7 einen Einfluss auf die
Wachstumskegelmorphologie hat, flir die Ephrin-BDNF-Interaktion jedoch durch

andere Rezeptoren ersetzt werden kann.

WT EphA7 Mutante

Tubulin/ F-Aktin/ DAPI
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Abb. 3.30. EphA7 beeinflusst die Wachstumkegelmorphologie aber nicht die Ephrin-BDNF-
Interaktion

P1 hippocampale Neurone von Epha7t-) und Epha7%/*) wurden angefertigt und mit BDNF und/ oder Ephrin-A5-Fc fur
45 min stimuliert. AnschlieBend wurden Tubulin (grin), F-Aktin (rot) und DAPI (blau) angefarbt.

(A- D) EphA7-defiziente Neurone (B, D) weisen keine Verédnderungen in Neuritenanzahl und -lange auf (H, I)
verglichen mit Wildtyp-Neuronen (A, C). Jedoch ist die Wachstumskegelflache stark verkleinert (E). Filopodienanzahl
und -lénge hingegen ist vergrof3ert in Epha7-deletierten Neuronen (G, F, J).

(E, G, F, J) Quantifizierung der Wachstumskegelflache (E), Filopodienanzahl (G, J) und Filopodienldnge (F).

(H, 1) Quantifizierung der durchschnittlichen Neuritenanzahl (H) und Neuritenldnge (l).

(K) Ephrin-A5-Fc Titrationsreihe. Drei unterschiedliche Konzentrationen (0,1 ug/ ml, 0,5 pg/ ml und 1pg/ ml) wurden
appliziert und der Wachstumskegelkollaps prozentual bestimmt. Sowohl Epha7+/%als auch Epha7)sind gegenuber
Ephrin-A5 sensitiv, zu erkennen am induzierten Wachstumskegelkollaps.

(L) 45 mindtige Stimulation hippocampaler Neurone mit Ephrin-A5-Fc, BDNF oder beiden Substanzen simultan.
Sowohl in Epha7%/als auch Epha7/) kann Ephrin-A5 die BDNF-induzierten Effekt auf den Wachstumskegel
antagonisieren.

Statistische Signifikanz wurde in Beziehung zu Wildtyp/ Kontrolle berechnet.

* P <0.05;**%, P <0.01; *** P < 0.001. Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung (SA).

MaRBstab (A, B) = 50 um; Maf3stab (C, D) =2 um

n=3
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3.2.16.2 EphA7 beeinflusst nicht die Translokation von P-ERK in den
Zellkern
In vorangegangen Experimenten konnte gezeigt werden, dass Ephrin-A5 die BDNF-
induzierte Translokation von P-ERK in den Zellkern inhibiert (Abb. 3.16). Zwar zeigte
eine Deletion von Epha7 keinen Einfluss auf die Wachstumskegelmotilitat (Abb. 3.30),
dennoch wurde untersucht ob der Rezeptor einen mogliche Rolle in der
Translokation von P-ERK in den Zellkern spielt (Abb. 3.31). Hippocampale Neurone
wurden 45 min mit BDNF, Ephrin-A5 oder beiden Molekilen simultan stimuliert und
das Verhaltnis von P-ERK im Zytosol/ Zellkern bestimmt. Abbildung 3.31 zeigt, dass
sowohl in EphA7-defizienten wie auch in Wildtyp-Neuronen die BDNF-induzierte
Translokation von P-ERK in den Zellkern durch Ephrin-A5 inhibiert wird, was mit den
Daten in Abb. 3.16 korreliert. Daraus lasst sich vermuten, dass EphA7 fir die Ephrin-
A5 vermittelte Inhibierung der Neurotrophin-induzierten P-ERK Translokation nicht

notwendig ist.

*WT

Verhaltnis Phospho-Erk Zellkern/
Cytoplasma
[e)]
S
o

0 \ T T

Kontrolle BDNF Ephrin-A5 BDNF+
Ephrin-A5

Abb. 3.31. EphA7 ist fiir die EphrinA-vermittelte Hemmung der BDNF-induzierten Translokation
von P-ERK nicht notwendig.

Hippocampale Neurone wurden 1 div kultiviert und anschlieBend fir 15 min mit BDNF und/ oder Ephrin-A5-Fc
stimuliert. Das Verhaltnis von zytoplasmatischer zu nukledrer ERK-Intensitdt wurde bestimmt. Die ermittelten Werte
fur die Kontrolle wurden auf 1 gesetzt und dienten als Bezug. Schwarze Linien reprédsentieren Wildtypische Neurone,
graue Srf-deletierte.

Es ist kein Unterschied zwischen wildtypischen und mutierten Neuronen in der Translokation zu erkennen. Dies l&dsst
auf einen EphA7-unabhangigen Vorgang schlieBen.
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3.2.17 Die Moosfaserwegfindung ist in Epha7-deletierten Mausen

nicht gestort
Ziel dieser Arbeit ist es u.a. axonale Lenkungsmechanismen im murinen
Hippocampus zu untersuchen und in diesen Prozess involvierte Molekile zu
bestimmen.
Zwar wird der EphA7-Rezeptor fiir die EphrinA-BDNF-Signalinteraktion nicht
bendétigt (Abb. 3.30), dennoch kann er fiir die axonale Moosfaserwegfindung von
Bedeutung sein, da dieser Rezeptor in der axonalen Lenkung retinaler
Ganglienzellen und in der Wegfindung hippocampaler Projektionen eine wichtige
Rolle Gbernimmt (Miller et al., 2006; Rashid et al., 2005; Yue et al., 2002). Um das zu
Uberprifen, wurden Hippocampi von Epha7-Mutanen und Kontrolltieren isoliert,
Kryostatschnitte angefertigt und immunhistochemische Farbungen unter der
Verwendung entsprechender Antikdrper durchgefiihrt (Abb. 3.32).
Der Vergleich zwischen Wildtyp- (Abb. 3.32A) und EphA7-defizientem Gewebe (Abb.
3.32D) zeigt deutlich eine verminderte EphA7-Rezeptormenge in Epha7-Mutanten.
Die Hauptmenge dieses Rezeptors befindet sich weniger auf den Moosfaseraxonen,
sondern in der Zellkdrperschicht des Gyrus dentatus sowie der CAT-und CA2-Region.
Die CA3-Zellkorperschicht scheint hierbei ausgespart (Abb. 3.32A, D). Diese Daten
unterstitzen bereits publizierte Daten zur Untersuchung der EphA7-Ephrin-A5-
Interaktion im somatosensorischen Kortex (Miller et al, 2006). Mittels des
neuronalen Markers Calbindin kdnnen die Kérnerzellen des Gyrus dentatus und
dessen Moosfaseraxone angefarbt werden. Hierbei ist zwischen Kontrolltieren und
EphA7-defizienten Mausen kein Unterschied in der Moosfaserwegfindung oder im
Aufbau des Gyrus dentatus zu erkennen (Abb. 3.32B, E, Vergrof3erung in Abb. 3.32C, F).
Daraus lasst sich schlieBen, dass der EphA7-Rezeptor fiir die korrekte
Moosfaserwegfindung nicht essentiell ist und die Deletion hdchstwahrscheinlich

durch die Expression anderer EphA-Rezeptoren ausgeglichen wird.
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o-EphA7 o-Calbindin a-Calbindin

Epha7 ™"

Abb. 3.32. Der EphA7-Rezeptor ist fiir eine korrekte Moosfaserwegfindung nicht essentiell.

Von P14 alten Mausen (Wildtyp und Epha7-Mutanten) wurden hippocampale Vibratomschnitte angefertigt und die
EphA7-Rezeptorexpession mittels einem EphA7-Antikdrper sowie Kérnerzellen des DG und Moosfasern mittels eines
Calbindin-Antikorpers angefarbt.

(A, D) Die Menge an EphA7-Rezeptoren ist in defizientem Gewebe (D) geringer als bei Kontrolltieren (A).
Hauptsachlich ist der Rezeptor in der CA1- und CA2-Zellkorperregion sowie im DG lokalisiert. Auf Moosfaseraxonen
und in der CA3-Zellkdrperregion ist kein Signal erkennbar.

(B, C, E, F) Wildtyp (B, VergréBerung in C) und Mutanten (E, Vergroerung in F) zeigen keine Verdnderung in der
Moosfaserwegfindung sowie im Aufbau des DG.

MaBstab (A, B, D, E) = 200 um; MaBstab (C, F) = 100 um
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4 Diskussion

4.1 Signalweiterleitung des EphA- und TrkB-
Rezeptors in der axonalen Lenkung

hippocampaler Neurone

4.1.1 Eine Interaktion der EphA- und TrkB-Signalweiterleitung

beeinflusst die Motilitat hippocampaler Neurone
Fur eine korrekte Entwicklung des zentralen Nervensystems sind axonale
Lenkungsmolekiile unabdingbar. Bestandteil dieser Arbeit war es zu untersuchen,
wie die auf hippocampale Neurone unterschiedlichen Wirkungen des eher repulsiv
agierenden Ephrin-A5 und des vornehmlich attraktiv wirkenden Lenkungsmolekiils
BDNF innerhalb eines Wachstumskegels integriert werden. Hierfir wurden
hippocampale Neurone gleichzeitig mit beiden Lenkungsmolekilen stimuliert. Die
Applikation von BDNF fihrte in neuronalen Kulturen (Abb. 3.8) und in der in-vivo
ahnlichen organotypischen Schnittkultur (Abb. 3.13) zu einer Erhéhung der
neuronalen Verzweigungen. Dieses Ergebnis geht mit vorangegangenen Studien
einher, in denen eine attraktive Wirkung von BDNF auf die axonale Lenkung
beschrieben wurde (Cohen-Cory and Fraser, 1995; Danzer et al., 2002; Lowenstein
and Arsenault, 1996; Marler et al., 2008). Die durch Ephrin-A5 vermittelte vorwarts
gerichtete EphA-Rezeptoraktivierung resultierte in Primdrneuronen in einem
Wachstumskegelkollaps (Abb. 3.7). Dieser wird u.a. als Modell fiir die axonale
Lenkung verwendet, da der in-vitro verursachte Wachstumskegelkollaps in-vivo mit
einem repulsiven Verhalten der Neurone einhergeht. Des Weiteren wirkte die
Ephrin-A5 vorwadrts gerichtete Signaltransduktion der BDNF-induzierten
Veranderung der Filopodienldange und Neuritenformation/-verzweigungen
entgegen (Abb. 3.7 und 3.8). Die in diesen in-vitro Daten erhaltenen Ergebnisse deuten
auf eine BDNF-Ephrin Interaktion. Diese kann bedeutsam fiir den physiologischen

Vorgang des axonalen Prunings sein. Bei diesem handelt es sich um ein initiales
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UberschieBen der Axone (ber ihr eigentliches Zielgebiet hinaus, mit anschlieBender
Retraktion der Axone bis die vorgesehene Terminationszone erreicht ist (siehe auch
1.1.4.4). Das anfangliche UberschieBen kann durch Neurotrophine wie BDNF
bedingt sein, wohingegen die Riickbildung der Axone repulsiver Natur ist. Flr das
visuelle System wurde u.a. dieser Vorgang schon beschrieben. Hierbei Gbernimmt
das Neurotrophin eine wachstumsférdernde Wirkung auf das retinale Axon und
fihrt zum UberschieBen tber das eigentliche Zielgebiet und verstarkter Ausbildung
von Verzweigungen. In folgenden Entwicklungsphasen erfolgt durch Ephrin-A5 eine
Zurickbildung der Axone bis hin zum Zielgebiet, sowie zu einer Eliminierung der
Uberschussigen Verzweigungen (Cohen-Cory and Fraser, 1995; Marler et al., 2008).
Dieser Pruningprozess ist fur die in dieser Arbeit verwendeten hippocampalen
Axone ebenso denkbar. Der wachstumsfordernde Effekt von BDNF koénnte
anschlieBend durch die vorwarts gerichtete EphA-Signalweiterleitung die axonale
Retraktion fordern. Direkt Ubertragbar ware dieser Vorgang in der Wegfindung
hippocampaler Moosfasern. Hierbei konnte eine solche Interaktion zwischen BDNF
und Ephrin-A5 z.B. das Pruning infrapyramidaler Moosfasertrakte ermoglichen. So
konnte in-vivo bereits gezeigt werden, das Ephrine an dem Retraktionsprozess
infrapyramidaler Moosfaseraxone involviert sind (Martinez et al., 2005; Xu and
Henkemeyer, 2009). Auch fur die riickwarts gerichtete Ephrin-A Signalweiterleitung
konnte gezeigt werden, dass diese ebenso die BDNF-vermittelte Ausbildung von
Verzweigungen hemmt (Marler et al., 2008). So kann zusammenfassend festgestellt
werden, dass sowohl die vorwadrts als auch die rickwarts gerichtete Ephrin-A
Signalweiterleitung der BDNF-Aktivitat entgegenwirkt.

Durch die Verwendung von SRF-defizienten Primdrneuronen konnte zudem
untersucht werden, welche Rolle der Transkriptionsfaktor SRF bei der Ephrin-A5
vermittelten Hemmung der BDNF-induzierten Motilitat der Neuronen spielt. Hierbei
stellte sich heraus, dass in Abwesenheit von SRF weder BDNF noch Ephrin-A5 die

Wachstumskegeldynamik beeinflussen konnten (Abb. 3.7 und 3.8).

Als wichtiger Modulator der Aktindynamik (Knoll and Nordheim, 2009; Posern and
Treisman, 2006; Stern et al., 2009), scheint SRF zunachst fur eine funktionierende
physiologische Regulierung des Zytoskeletts durch externe Stimuli unabdingbar zu

sein. Dennoch stellt sich die Frage, inwiefern SRF fir die Wirkung der beiden

148



DISKUSSION

Lenkungsmolekiile auf die Neuronen tatsachlich benétigt wird, da bereits Srf-
deletierte Primdrneurone eine schwere morphologische Stérung aufweisen (Abb.
3.7C, D). Es ist moglich, dass der Transkriptionsfaktor unabhangig der TrkB und EphA-
induzierten Signalwege auf die Wachstumskegeldynamik Einfluss nimmt, z.B. durch
die direkte Regulierung von Aktin und damit des Zytoskeletts. Die Abwesenheit von
SRF kénnte nun die Dynamik des Wachstumskegels ,einfrieren”, externe Stimuli wie
die Applikation der Lenkungsmolekiile wiirden keinen Effekt mehr zeigen. Um eine
direkte Verbindung von SRF sowie BDNF und Ephrin-A5 zu zeigen, bedarf es

weiterer Experimente.

Im Gegensatz zu den in-vitro Experimenten an Primdrneuronen, in denen Ephrin-A5
gegensatzlich zu BDNF agierte (Abb. 3.7 und 3.8.), zeigte die Applikation von BDNF
und Ephrin-A5 in der in-vivo nahen organotypischen Schnittkulturen den gleichen
Effekt auf hippocampale Axone. Hierbei kam es sowohl nach BDNF Applikation, als
auch nach Stimulation mit Ephrin-A5 zu einer Defaszikulierung und einem
ektopischen Eintreten suprapyramidaler Moosfasern in das Stratum pyramidale der
CA3-Region (Abb. 3.13). Unsere Daten unterstlitzen vorangegangene Experimente, in
denen BDNF eine verzweigungsfordernde Wirkung auf hippocampale Axone
zugeschrieben wurde (Danzer et al., 2002). Die Dateninterpretation fir Ephrin-A5 ist
aufgrund der Moglichkeit einer bidirektionalen Signalweiterleitung (siehe Einleitung)
weitaus komplizierter als fir BDNF. Zur Erklarung dieses Phanomen soll sich auf die
Ephrin-A5-AP-Farbung (Abb. 3.11) bezogen werden. Dies ist aufgrund ahnlicher
Bindungseigenschaften des Ephrin-AP-Konstrukts und des |6slichen Ephrin-A5-Fc an
Eph-Rezeptoren mdglich. Die Ephrin-A5-AP-Farbung ermdglicht nicht nur die
Visualisierung der EphA-Rezeptoren, sondern markiert auch die Gebiete des
Hippocampus, an denen héchstwahrscheinlich in der organotypischen Kultur das
exogen appliziertes Ephrin-A5-Fc bindet (Abb. 3.13). Somit wurde aufgrund der
Inkubation mit Ephrin-A5-Fc ein repulsives Gebiet im Stratum lucidum geschaffen,
indem die Menge an bereits vorhandenem endogenen Ephrin-A5 erhéht wurde.
Diese gesteigerte Ephrin-A5 Menge koénnte moglicherweise EphA-positive
Moosfaseraxone daran hindern innerhalb des Stratum lucidum zu verlaufen und
damit gleichzeitig ein Einwandern der Moosfasern in das Ephrin-A-freie Stratum

pyramidale fordern. Prinzipiell kann exogen zugefiihrtes Ephrin-A5 die vorwarts
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gerichtete EphA-Signaltransduktion aktivieren und dadurch eine kontaktvermittelte
Repulsion der Axone herbeifiihren. Ein alternativer Mechanismus ware, dass Ephrin-
A5 an EphA-Rezeptoren bindet, somit als Ligand agiert und dadurch die rlickwarts
gerichtete Signaltransduktion durch Ephrin-As  verhindert (siehe 3.2.4.

~Maskierungsphanomen®).

PBS BDNF Ephrin-A5 BDNF+ Ephrin-A-5
CA3 Ephrin-A5?
Str. luc.

———
CA3
str. pyr. BDNF?

ATTRAKTICN? REPULSION? kein Antagonismus
wie in-vitro

Abb. 4.1 Schemata zur Erkldrung der in-vivo nahen Daten.

Schwarze Streifen symbolisieren das suprapyramidale Biindel des Moosfasertraktes.

Durch exogen appliziertes Ephrin-A5 kdnnte ein repulsives Territorium innerhalb des Str. luc. (grau schraffierte Flache)
geschaffen werden, was zu einem Eintreten der Moosfaseraxone ins Str. pyr. fuhrt.

CA3 = CA3-Region des Hippocampus, Str. luc. = Stratum lucidum, Str. pyr. = Stratum pyramidale

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die EphA-Ephrin-A-Interaktion die
Moosfaserwegfindung in dem in-vivo nahen System der organotypischen Kultur

beeinflusst, der genaue Mechanismus jedoch schwer zu entschlisseln ist.

4.1.2 Die MAPK-Kaskade: das Bindeglied zwischen der BDNF und
Ephrin-A5 Interaktion

Als nachste Frage stellt sich, wie und wo die vorwarts gerichtete EphA- und BDNF-
Signaltransduktion miteinander interagieren? Eine Ko-Lokalisation des EphA- und
TrkB-Rezeptors konnte nicht beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Die jeweilige
Rezeptoraktivierung, gemessen in der Phosphorylierung des Rezeptors, wurde
durch gleichzeitige Applikation von BDNF und Ephrin-A5 ebenfalls nicht beeinflusst

(Abb. 3.14). Diese Resultate sprechen gegen eine direkte EphA und TrkB Interaktion.
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Die Daten weisen vielmehr darauf hin, dass die gemeinsame Schnittstelle der EphA-
und Neurotrophin-Signalweiterleitung die MAPK-Kaskade darstellt. Hierbei wurde
durch EphA-Rezeptoraktivierung zum einen die Grundmenge des phosphorylierten
ERK erniedrigt und zum anderen die BDNF-induzierte ERK-Aktivitdit gehemmt (Abb.
3.14). Unter Berlicksichtigung der in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse (Abb. 3.15)
und zuvor publizierten Daten (Nievergall et al., 2010; Parri et al., 2005; Yue et al.,
2008; Zhuang et al., 2007) kommen Phosphatasen zur Erklarung dieses molekularen
Mechanismus in Betracht. Phosphatasen sind negative Regulatoren der
phosphorylierenden Kinasen. Generell resultiert die Phosphataseaktivitdt in einer
Entfernung von Phosphatgruppen, wobei es folglich zu einer Dephosphorylierung
des Substrats kommt.

So wurde bereits gezeigt, dass die Protein-Tyrosin Phosphatase Shp2 (SH2 Domaéne-
beinhaltende Protein Tyrosine Phosphatase) an den aktivierten EphA-Rezeptor
rekrutiert wird, was zu einer negativen Regulierung der Fokalen Adhdasionskinase
(FAK) und Integrine fiihrt (Miao et al., 2000). Weitere Forschungsdaten belegen, dass
Protein-Tyrosin Phosphatasen in dem Ephrin-A5 vermittelten
Wachstumskegelkollaps involviert sind (Yue et al., 2008).

Die Phosphatasen Ship-2 (Zhuang et al., 2007) sowie PTB1B (Nievergall et al., 2010)
werden mit der Eph-Rezeptor Internalisierung in Verbindung gebracht, wodurch u.a.
biologische Prozesse wie die Eph/Ephrin-vermittelte Zellpositionierung oder der
Ephrin-induzierte Wachstumskegelkollaps reguliert werden.

In  biochemischen Versuchen in Primarkulturen, die mit verschiedenen
Phosphataseinhibitoren vorinkubiert wurden, war nach Ephrin-A5 Applikation keine
Inhibierung der ERK-Aktivitdt mehr zu verzeichnen (Abb. 3.15). Es ist demzufolge
denkbar, dass es durch Ephrin-A5 zu einer Dephosphorylierung der Ausgansmenge
an phosphoryliertem ERK durch Phosphatasen kommt. Auch der inhibierende Effekt
auf die BDNF-induzierte ERK-Aktivierung ware durch die Aktivierung von
Phosphatasen zu erklaren. Jedoch handelt es sich in diesem Experiment (Abb. 3.15)
um eine alleinige Ephrin-A5 Applikation. Eine gleichzeitige BDNF/Ephrin-A5-
Stimulation ist in zukinftigen Experimenten durchzufihren, um eine korrekte
Schlussfolgerung zu treffen, dass durch Ephrin-A5 Phosphatasen vermehrt rekrutiert
und aktiviert werden und diese dann die BDNF-induzierte ERK-Aktivierung

blockieren.
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Kommt es zu einer Aktivierung von ERK, so kann es im Folgenden zu einer
Translokation der MAP-Kinase in den Zellkern kommen. Immunzytochemische
Versuche haben aufgedeckt, dass eine TrkB-Rezeptoraktivierung zu einer P-ERK
Translokation in den Zellkern flhrt (Abb. 3.16). Eine EphA-Rezeptoraktivierung durch
Ephrin-A5 hingegen fiihrt zu einer Blockierung der BDNF-induzierten Translokation
von ERK in den Zellkern (Abb. 3.16). Wie oben erwdhnt, konnte mittels biochemischer
Versuche gezeigt werden, dass BDNF bei gleichzeitiger Ephrin-A5 Applikation nicht
mehr in der Lage ist ERK zu aktivieren. Es kann vermutet werden, dass es aufgrund
dieser fehlenden Aktivierung nun auch zu keiner Translokation von P-ERK nach
BDNF/ Ephrin-A5 Stimulation in den Zellkern mehr kommen kann.

Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass es nach Ephrin-A5 Stimulation
hippocampaler Neurone zu einer Sequestrierung von P-ERK vornehmlich in den
Neuriten (Abb. 3.15) kam. Die P-ERK Akkumulation waren ebenso nach gleichzeitiger
Stimulation mit BDNF zu beobachten, was dafir spricht, dass dieser Ephrin-A5
induzierte Prozess der Akkumulationsstrukturbildung unabhdngig von BDNF
geschieht.

So fuhrt also eine BDNF-Stimulation zu einer Translokation von P-ERK in den
Zellkern, wohingegen unter Ephrin-A5 Applikation ein Translokationsvorgang nicht
zu beobachten ist, es jedoch zu einer Akkumulation von P-ERK in den Neuriten
kommt. Daten zu den Ephrin-A5 induzierten Akkumulationsstrukturen und der
fehlenden P-ERK Translokation nach simultaner BDNF/ Ephrin-A5 Stimulation lassen
vermuten, dass durch Ephrin-A5 P-ERK aus einem Speicher bereitgestellt wird, der
unabhangig von BDNF ist. P-ERK aus diesem Speicher transloziert nach EphA-
Rezeptoraktivierung nicht in den Zellkern, sondern verbleibt in den Neuriten und
assoziiert mit dem EphA-Rezeptor (Abb. 3.18).

Die P-Erk Akkumulationen kolokalisieren mit EphA-Rezeptoren (Abb. 3.18). Diese
wiederum kolokalisieren mit dem GTPase-aktivierende Protein Ras-GAP. Dieses
Uberfuhrt das kleine G-Protein Ras von seiner aktiven GTP-gebundenen Form in die
inaktive GDP-gebundene Form. Aktiviertes Ras flihrt zu einer Aktivierung von Raf
und weiterer MAP-Kinasen, was zu einer Aktivierung von Wachstums- und
Differenzierungsprozessen fuhrt. Durch Inaktivierung von Ras tGbernimmt Ras-GAP
eine negativ regulatorische Funktion innerhalb des MAP-Kinase Signalweges. Ras-

GAP wurde in Verbindung gebracht nach Rezeptoraktivierung durch Ephrin, die
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MAPK ERK zu inhibieren (Elowe et al., 2001; Tong et al., 2003) (siehe 3.2.10). Ein
moglicher molekularer Mechanismus ware demzufolge die Rekrutierung von Ras-
GAP nach EphA-Rezeptoraktivierung und folglicher Inhibierung der MAP-Kinase ERK,
woraufhin eine Translokation in den Zellkern durch BDNF nicht mehr erfolgen kann.
Es wire demzufolge denkbar, dass durch Uberexpression von Ras oder die
Verwendung von Ras-GAP siRNA, die BDNF-induzierte Phosphorylierung von ERK

nicht mehr durch Ephrin-A5 unterdriickt werden kann.

4.1.3 Eine neue Funktion der vorwarts gerichteten EphA-

Signaltransduktion: Beeinflussung der Genexpression

Es ist zu vermuten, dass die beschriebene Ephrin-A5-vermittelte Hemmung der
BDNF-induzierten ERK-Aktivitdat im Folgenden die Genexpression beeinflusst (Abb.
3.20). Die MAP-Kinase ERK scheint hierbei partiell eine Rolle in dieser Interaktion zu
spielen. Unter Verwendung eines konstitutiv aktiven MEK-Konstrukts blieb eine
Unterdriickung der BDNF-induzierten Genantwort bei gleichzeitiger EphA-
Rezeptoraktivierung aus (Abb. 3.24).

Die Aktivierung diverser Rezeptortyrosinkinasen, wie z.B. des BDNF-Rezeptors TrkB
(Klein et al., 1991), kann die Transkriptionsaktivitat von Genen beeinflussen. Bis dato
konnte jedoch die EphA-Signaltransduktion nicht mit einer Beeinflussung der
Genexpression in Verbindung gebracht werden. In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass eine Aktivierung des EphA-Rezeptors zu einer Hemmung der BDNF-
induzierten Genexpression flihrt (Abb. 3.20). Hierbei erweist sich SRF als
unabdingbarer Transkriptionsfaktor fir die Inhibierung der BDNF-vermittelten
neuronalen IEG Antwort von Egr-1, Egr-2 und Arc (Abb. 3.20). Es stellt sich nun die
Frage, inwiefern die EphA-Signaltransduktion die axonale Wegfindung mittels
Hemmung der BDNF-vermittelten IEG-Induktion beeinflusst? Es ist bekannt, dass
IEGs wie c-fos und Egr-1 neuronale Motilitdt beeinflussen (Jessen et al., 2001;
Levkovitz et al.,2001). Somit kdnnte die BDNF-vermittelte Hochregulierung der IEGs
zur fordernden Wirkung von BDNF auf die Neuriten- und Seitenverzweigungen
fihren (Lowenstein and Arsenault, 1996; Marler et al., 2008). Hierbei kénnte die

EphA-Rezeptoraktivierung durch Verminderung der IEG-Menge in einer Hemmung
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der BDNF-induzierten Neuritenverzweigung resultieren. An dieser Stelle ist
besonders Arc hervorzuheben, da dieses IEG die Dynamik des Aktinzytoskeletts
beeinflusst. Erreicht wird dies z.B. durch die Inhibierung von Cofilin, ein Protein, das
zur Bereitstellung von Aktin fuhrt (Messaoudi et al., 2007; Bramham et al., 2008).
Neben der BDNF-Signalweiterleitung wird durch EphA-Rezeptoraktivierung auch
die FGF-Signaltransduktion inhibiert (Yue et al., 2008). Es liegt die Schlussfolgerung
nahe, dass der auf die Genexpression inhibierende Effekt durch EphA-
Rezeptoraktivierung, die  Tyrosinkinaseaktivitait in  vielen biologischen
Funktionsbereichen moduliert, z.B. in der synaptischen Plastizitat und Ausbildung
axonaler Verzweigungen (Marler et al., 2008). Neben der Unterdriickung der BDNF-
induzierten Genexpression, zeigt die vorwarts gerichtete EphA-Signaltransduktion
einen Effekt auf die Genexpression zytoskelettaler Gene, was potentiell in einer
Repulsion des Wachstumskegels resultieren kann (Tpm1, Tpm2, Actnl, Dnall; Abb.
3.21 und 3.22). So wird nach langanhaltender Ephrin-A5 Stimulation z.B. die mRNA
von Tropomyosinen (Tpm1, Tpm2) hochreguliert (Abb. 3.21 und 3.22). Hierbei handelt
es sich um Proteine, welche filamentdses Aktin (F-Aktin) stabilisieren.

Ein Anstieg der mRNA des zytoskelettalen Gens Tpm wadre folgendermallen zu
erklaren: Es ist bekannt, dass Ephrin-A5 in einem neuronalen
Wachstumskegelkollaps resultiert, was auf die vollstandige Depolymerisation des
Aktinzytoskeletts zuriickzufiihren ist (Dickson, 2001). Daher ware eine Repression
von Tpm1/2 nach Ephrin-A5 Stimulation naheliegend, jedoch erfolgte durch eine
langandauernde Ephrin-A5 Stimulation eine Hochregulierung. Um nun der
anfanglichen Depolymerisation des Aktinzytoskeletts entgegenzuwirken und das
Aktinzytoskelett zu stabilisieren, ist eine Erh6hung des F-Aktin stabilisierenden Gens
Tropomyosin eine mogliche physiologische Konsequenz. Somit wiirde Tropomyosin
dazu beitragen dem Ephrin-A5-induzierten transienten Wachstumskegelkollaps
entgegenzuwirken, woraufhin es zu einer Erholung des kollabierten
Wachstumskegels kommen kann.

Verglichen mit den IEGs (Abb. 3.20), ist die Veranderung der zytoskelettalen Gene
schwacher. Hierbei ist jedoch anzumerken, dass die Grundmenge der
zytoskelettalen Gene wesentlich hoher ist als die der IEGs und damit eine Induktion/

Repression wesentlich schwieriger zu erreichen ist. Der genaue Mechanismus, wie
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diese Gene zu einer EphA-vermittelten axonalen Repulsion fihren, ist in zuklinftigen

Experimenten zu klaren.

4.1.4 Der SRF-Kofaktor MAL als mogliches Bindeglied der EphA-

BDNF-Interaktion

Um die Wirkung der Lenkungsmolekiile Ephrin-A5 und BDNF auf eine SRF-
induzierte Genexpression zu untersuchen, wurde in der vorliegenden Arbeit neben
biochemischen Versuchen und der Analyse auf mRNA Ebene auf ein weiteres
experimentelles System zurilickgegriffen. Hierbei handelt es sich um den
Luziferasereportergenassay unter Verwendung entsprechender
Reportergenkonstrukte (Egr1-Luc, (TSm)z, (Tmm). und (mSm),; siehe Abb. 3.26). Eine
Koapplikation von Ephrin-A5 und BDNF fihrt in Egrl-Luc elektroporierten
Primarneuronen zu einer Inhibierung der BDNF-induzierten Reportergenaktivitat
(Abb. 3.28B). Diese Daten untermauern die in Abb. 3.20 gezeigten Resultate, dass eine
EphA-Rezeptoraktivierung die Neurotrophin-induzierte Genexpression der IEGs
inhibieren kann.

Forschungsdaten belegen, dass die Transkriptionsaktivierung von SRF durch die
MAP-Kinasen Giber den TCF-abhangigen Mechanismus erfolgt (siehe Einleitung 1.2.3)
(Johansen and Prywes, 1994). Neuere Ergebnisse belegen jedoch, dass die
Neurotrophin-vermittelte Transkription Uber den MAL-abhdngigen Signalweg
reguliert wird, was durch die Phosphorylierung von MAL tber die MAP-Kinase ERK
geschieht (Kalita et al.,, 2006; Wickramasinghe et al., 2008). In der vorliegenden
Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Stimulation mit BDNF zu einer raschen
Induktion der Luziferaseaktivitat sowohl in (TSm).als auch (mSm). elektroporierten
Zellen fihrt, jedoch diese in (Tmm).-transfizierten Zellen unterbleibt (Abb. 3.27). Die
Aktivierung des (TSm).-Konstrukts lasst hierbei auf eine Beteiligung des TCF und
MAL-Signalweges schlieBen. Eine robuste Aktivierung in (mSm),-elektroporierten
Zellen und das Ausbleiben einer Genexpressionsantwort in (Tmm),— transfizierten
Zellen, lasst schlussfolgern, dass BDNF moglicherweise Giber die MAL-Signalkaskade
SRF aktiviert. Kalita et al. (2006) konnte nicht ausschlieBen, dass eine Induktion der

Luziferaseaktivitat auf einem indirekten Effekt durch z.B. Aktivierung von SRF-

155



DISKUSSION

Partnerproteinen beruht. Die in der Diplomarbeit (Christin Meier, Universitat
Tubingen, 2007) erhaltenen Daten fir Srf-defiziente Neurone, schlieen einen
solchen von Kalita et al. beschriebenen indirekten Effekt aus, da hier eine
Transkriptionsaktivierung durch BDNF unterblieb.

Ephrin-A5-Fc stimulierte Neurone wiesen eine schwdchere Regulierung der
Genexpression auf, als nach Stimulation mit dem Neurotrophin. In allen drei
Reportergenkonstrukten ((TSm),, (Tmm), und (mSm),) war eine leichte Abnahme
der Luziferaseaktivitdt zu verzeichnen (Abb. 3.27). Dieses Resultat lasst auf eine
Beteiligung des TCF-Signalweges schlieBen und zieht auch eine mogliche
Beteiligung MAL-Signalweges in Betracht. Es kann auf eine SRF-abhdngige
Regulierung der Transkriptionsaktivitat von c-fos geschlossen werden, da in SRF-
defizienten Primarkulturen eine Stimulation mit BDNF oder Ephrin-A5 in keinem der
Konstrukte zu einer Veranderung der Luziferaseaktivitat fihrt (Daten siehe

Diplomarbeit Christin Meier, Universitat Tibingen).

4.1.5 Konsequenz einer BDNF-Ephrin-A5 Interaktion auf die axonale

Lenkung hippocampaler Neurone
In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung der Interaktion der EphA- und
Neurotrophinsignaltransduktion auf hippocampale Neurone untersucht. EphA-
Rezeptoraktivierung fiihrte in kultivierten Primdrneuronen zu einer Hemmung der
BDNF-induzierten Wachstumskegelmotilitdt. In organotypischen Schnittkulturen
des Hippocampus flihrte sowohl die Applikation von BDNF als auch von Ephrin-A5
zu einer Defaszikulierung sowie einem fehlgeleiteten Wachstum hippocampaler
Moosfasern (Abb. 3.13). Proteinbiochemische Untersuchungen ergaben, dass die
MAPK ERK durch beide Lenkungsmolekiile reguliert wird, jedoch mit
unterschiedlicher Wirkungsweise. Wahrend es durch BDNF zu einer Aktivierung von
ERK kommt, erfolgt durch EphA-Rezeptoraktivierung zu einer Inhibierung der BDNF-
induzierten ERK Aktivierung sowie Translokation in den Zellkern. Im Rahmen dieser
Dissertation wurden - mittels Untersuchungen auf mRNA Ebene - erste Hinweise
geliefert, dass die vorwarts gerichtete EphA-Signaltransduktion Einfluss auf die

Genexpression nehmen kann. So bewirkt die Bindung von Ephrin-A5 an den EphA-
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Rezeptor eine Unterdriickung der BDNF-stimulierten Induktion von IEGs. Neben der
Genrepression kommt es durch EphA-Rezeptoraktivierung zu einer Induktion der
Expression zytoskelettaler Gene, welche relevant fiir die Formgebung der Neuronen
wahrend der axonalen Lenkung sein kdnnten. Letztendlich weisen die Daten dieser
Arbeit darauf hin, dass durch die Lenkungsmolekiile BDNF und Ephrin-A5
herbeigefiihrte neuronale Anderungen SRF benétigt wird um eine Funktionalitit zu
gewahrleiten. Gleiches gqilt fir die Reportergenstudien (sieche Abb. 3.20). Die
simultane Stimulation von Ephrin-A5 und BDNF fihrt zu einer Inhibierung der
Neurotrophin-induzierten SRF-abhangigen Transkription des Reportergens. Die
Inhibierung der MAP-Kinase ERK durch Ephrin-A5 koénnte, wie unter 4.1.4
beschrieben, Uber eine TCF- und MAL-abhangigen Verminderung der SRE-
vermittelten Transkription erreicht werden. BDNF hingegen erhdht die ERK-Aktivitat.
Aus den in dieser Arbeit vorliegenden Daten geht hervor, dass BDNF das Zytoskelett
beeinflussende IEG Arc induziert (Abb. 3.20). Dieser Effekt der BDNF-induzierten
Aktivierung von Arc geht Hand in Hand mit zuvor publizierten Forschungsdaten
einher (Bramham et al, 2008). Bramham et al. konnte zudem zeigen, dass die
Aktivierung von Arc durch das Neurotrophin letztendlich in einer Stabilisierung des
Aktinzytoskeletts resultiert. Eine denkbare Folge des inhibierenden Effekts von
Ephrin-A5 auf die BDNF-induzierten ERK-Aktivitdt, ist eine Hemmung der
Genexpression von Arc. Das wiederum hdtte eine Destabilisierung des
Aktinzytoskeletts und damit einen Wachstumskegelkollaps zur Folge. In Abb. 4.1.
dargestellt, ergibt sich aus den Daten der vorliegenden Arbeit ein mogliches Modell
zur Erklarung der molekularen Wirkungsweise, wie Ephrin-A5 mit der Neurotrophin-
induzierten Signalweiterleitung interagiert (siehe Abb. 4.2).

Inwiefern ein kausaler Zusammenhang zwischen der Ephrin-A5 vermittelten
Hemmung der BDNF-induzierten Wachstumskegeldynamik, der MAP-Kinase ERK
und dessen Translokation in den Zellkern sowie dem Ablauf von
Genexpressionsprogrammen herrscht, konnte in dieser Arbeit nicht eindeutig
gezeigt werden. Der genannten Sachverhalte kénnen durchaus miteinander in
Verbindung stehen. Jedoch ist auch in Betracht zu ziehen, dass die Stimulus-
vermittelte Anderung der Wachstumskegeldynamik durch lokale Transkriptions-
und Translationsprozesse innerhalb des Wachstumskegels erfolgen kann und keiner

Signalweiterleitung in das Soma des Neuron bedarf. Hierzu finden sich mehrere
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wissenschaftliche Publikationen, die einen solchen Prozess mittels lokal
translatierter mRNA beschreiben (Lin and Holt, 2007; Mikl et al., 2010; Sasaki et al.,
2010; Yoon et al., 2009).

Abb. 4.2 Mo6gliches Modell einer BDNF-Ephrin-A5 Interaktion

Die Stimulation von BDNF fuhrt zu einer Aktivierung von ERK und Aktivierung des SRF Kofaktors MAL. Die
gestrichelte Linie weist darauf hin, dass der genaue Mechanismus noch ungeklart ist. MAL wiederum kann SRF
aktivieren, was zur Transkription von z.B. |IEGs fuhrt. EphA-Rezeptoraktivierung durch Ephrin-A5 fihrt zu einer
Inhibierung von ERK, vermutlich Gber die Rekrutierung von Ras-GAP. Die gestrichelte Linie weist auch hier auf einen

noch ungekldrten Mechanismus hin. Die Beteiligung eines unbekannten Faktors (Faktor X) ist sehr wahrscheinlich.
Die Hemmung von ERK flihrt zu einer Repression der BDNF-vermittelten Transkription.

4.2 Die Rolle von SRF in der hippocampalen

Entwicklung

Forschungsdaten belegen, dass SRF fir die Entwicklung des Hippocampus
notwendig ist (Knoll et al., 2006; Stritt and Knoll, 2010). So flihrt eine neuronen- und

vorderhirnspezifische Deletion des Transkriptionsfaktors zu einem fehlerhaften
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Aufbau hippocampaler Schichten (Stritt and Knoll, 2010) und einer Fehlsteuerung
der Moosfaseraxone (Knoll et al., 2006). Bei letzterem wandern die Axone nicht wie
in der wildtypischen Situation oberhalb der CA3-Zellkdrperschicht, sondern
innervieren das Stratum pyramidale. Im adulten murinen Hippocampus ist SRF ein
wichtiger Faktor fur Lern- und Gedachtnisvorgange sowie synaptische Plastizitat
(Etkin et al., 2006; Ramanan et al., 2005). Ursache der fehlgeleiteten Moosfasern
konnen wie unter 3.1.1 beschrieben u.a. auf axonaler Seite (z.B. fehlerhafte
Rezeptorexpression) oder in der Umgebung (z.B. verdnderte Expression und
Verteilung von Zelladhasions- oder Lenkungsmolekilen) liegen.

Innerhalb dieser Arbeit konnten zum einen mittels RT-PCR und in-situ
Hybridisierungen verschiedene SRF-Zielgene in Verbindung mit dem in Srf-
Mutanten beobachteten Defekt der hippocampalen Moosfaserwegfindung
gebracht werden (Abb. 3.1 und 3.2). Zum anderen offenbarten organotypische
hippocampale Schnittkulturen ein verandertes Migrationsverhalten der Zellkdrper
in frihen hippocampalen Entwicklungsstadien SRF-defizienter Tiere innerhalb der
CA3-Region (Abb. 3.5 und 3.6).

Neben Lenkungsmolekilen und dem Transkriptionsfaktor SRF spielen
Zelladhasionsmolekiile eine ebenso mal3lgebliche Rolle an der morphologischen
und funktionellen Integritdat hippocampaler Moosfaseraxone (Cremer et al., 2000;
Knoll and Nordheim, 2009). So konnte gezeigt werden, dass eine Deletion des
neuralen Zelladhdsionsmolekiils NCAM zu einer fehlerhaften Faszikulierung,
Lenkung und Innervation der Moosfasern sowie einer ektopischen Synaptogenese
fUhrt (Seki and Rutishauser, 1998). Hierbei ist anzumerken, dass der Phanotyp
NCAM-defizienter Mduse stark dem von SRF-defizienten Mdusen ahnelt. Auch hier
kommt es zu einem fehlerhaften Eintreten der Moosfasern in die CA3-
Zellkdrperschicht (Cremer et al., 1997). Eines der in dieser Arbeit untersuchte Protein
ist Glycam1, welches ebenso wie NCAM ein Zelladhdsionsmolekul darstellt.
Untersuchungen auf mRNA Ebene ergaben, dass dieses Molekdl in den Hippocampi
SRF-defizienter Mause um den Faktor 4,5 hoher ist als in wildtypischen
Kontrolltieren (Abb. 3.1). Bisherige Daten verweisen lediglich auf eine
Bindungsfunktion an Leukozyten Uber L-Selectin (Rosen et al., 1997). Daten dieser
Arbeit (Abb. 3.1), sowie Genexpressionskartierungen (www.brain-map.org) weisen

jedoch auf eine hohe Expression von Glycam1 innerhalb des Hippocampus, sowohl
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in der CA3-Region als auch im Gyrus dentatus. Dieser Faktor ermdglicht die
Leukozytenbindung wie o.g. durch Bindung an L-Selectin. Auch in Studien dieser
vorliegenden Arbeit kommt ein Mitglied der Selectinfamilie - namentlich P-Selectin -
als potentieller Kandidat fiir den Moosfaserphanotyp in Srf-Mutanten in Betracht.
Dieses Molekdl ist im Hippocampus von Wildtypmadusen besonders stark in der CA3-
Region exprimiert (Abb. 3.2). Hierbei konnte Glycam1 den Liganden fir das als
Rezeptor agierende P-Selectin in darstellen. Daten dieser Arbeit zeigen, dass P-
Selectin in SRF-defizienten Hippocampi stark herunterreguliert ist (Abb. 3.1). Es ist
denkbar, dass durch eine Hochregulierung von Glycam1 in Srf-Mutanten der
Herunterregulierung von P-Selectin entgegengewirkt wird. Dies wiirde jedoch auch
bedeuten, dass P-Selectin und Glycam1 nicht an der Moosfaserfehlleitung in SRF-
defizienten Mausen beteiligt sind. Noch andere unbekannte Faktoren in der
Umgebung, spezifisch das Stratum pyramidale der CA3-Region, sind also als eine
mogliche Ursache fir die Fehlleitung der Moosfaseraxone.

Daten der Abb. 3.5. und Abb. 3.6 weisen zudem auf eine mdgliche Migrationsstérung
granuldrer und pyramidaler Zellkérper des Hippocampus hin. So ist in Srf-Mutanten
bereits in sehr frihen Entwicklungsstadien (P3) eine disperse Zellkdrperschicht zu
erkennen. Auch scheint es, als verlauft die Entwicklung des Gyrus dentatus und der
CA-Region in Mutanten verspatet ab. Wie in der Einleitung beschreiben (siehe
1.2.4.2) Gbernimmt SRF als Regulator der Aktin-Dynamik (Schratt et al., 2002; Stern et
al., 2009) wichtige Funktionen in der neuronalen Zellmigration (Alberti et al., 2005),
axonalen Lenkung und Wachstumskegelmotilitdat (Knoll et al., 2006). So fuhrt das
Fehlen von SRF zu massiven Migrationsdefekten neuronaler Vorlauferzellen des
rostral migratory stream (RMS) (Alberti et al., 2005). Es war zu beobachten, dass die
Vorldauferzellen nicht wie Ublich von der Subventrikularzone (SVZ) in den
olfaktorischen Bulbus wanderten, sondern in der SVZ verweilten. Auch die
Entwicklung des Gyrus dentatus geht aus Vorlauferzellen der Subgranuldaren Zone
(SGZ) des Gyrus dentatus (DG) hervor (ausfuhrliche Erlauterung siehe 1.1.4.3). Die
Generierung von Kornerzellen, aus denen die Moosfaseraxone hervorgehen,
werden noch wahrend der ganzen adulten Phase generiert. Da auch fir diesen
Vorgang, ebenso wie bei der Ausbildung des RMS, ein zeitlich und rdumlich exaktes
Migrationsverhalten bendétigt wird, liegt ein Migrationsdefekt in Srf-Mutanten nahe.
Das wiederum konnte zu einer Fehlpositionierung von Korner- und
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Pyramidalzellneuronen fiihren, was eine fehlerhaften Moosfaserwegfindung zur
Folge haben kann. Als moégliche Ursache fiir diesen Defekt wurden in der Arbeit von
Alberti et al. u.a. eine Veranderung in der Genexpression zytoskelettaler Gene in
Betracht gezogen, welche in SRF-defizienten Mausen herunterreguliert waren. Auch
eine verstarkte Inhibierung von Cofilin wurde ebenso als mdglicher Grund fir die
Migrationsdefekte genannt (Alberti et al., 2005). So liegt es nahe, dass aufgrund
ahnlicher Entstehungshintergriinde des RMS und des Hippocampus, das Fehlen von
SRF in die Aktindynamik eingreift und es letztendlich dadurch zu einer fehlerhaften
Positionierung hippocampaler Moosfasern fiihren kann.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass erst das Zusammenspiel von
Lenkungsmolekiilen, Zelladhdsionsmolekiilen und Transkriptionsfaktoren eine

korrekte Entwicklung der hippocampalen Moosfasern erméglicht.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass SRF ein wichtiger Regulator der hippocampalen
Entwicklung ist, wobei der spezielle Fokus auf der Moosfaserentwicklung lag. Die
erhaltenen Daten deuten darauf hin, dass es durch eine Deletion von SRF zu einer
Stoérung der Aktinzytoskelettdynamik kommt. Als Folge dessen kommt es zu
Migrationsdefekten der Zellkbrner- und Pyramidalneurone, was schliel3lich zu einer
Fehlleitung hippocampaler Moosfaseraxone fiihrt. Ebenso wurde SRF eine
Beeinflussung von Zelladhasionsmolekiilen zugewiesen, was als weitere Ursache fir

die Fehlsteuerung des Moosfasertraktes in Betracht gezogen wurde.

Axonale Lenkungsmolekiile spielen fiir die korrekte Verschaltung neuronaler
Netzwerke eine unabdingbare Rolle. Die abgestimmte Wirkung attraktiver und
repulsiver Molekiile ermoglicht dem axonalen Wachstumskegel sein finales
Zielgebiet zu erreichen, wo schliellich Synapsen ausgebildet werden kénnen. Ziel
dieser Arbeit war es zu untersuchen, wie Wachstumskegel die unterschiedlichen
Instruktionen des attraktiven Lenkungsmolekiils BDNF und des vornehmlich
repulsiv wirkenden Ephrin-A5 integrieren und welchen Effekt diese Interaktion auf
die axonale Lenkung hippocampaler Neurone hat.

In-vivo nahe Experimente deuten darauf hin, dass BDNF und Ephrin-A5 eine Rolle in
der hippocampalen Moosfaserwegfindung spielen. Des Weiteren enthiillten in-vitro
Daten, dass Ephrin-A5 der BDNF-induzierten Wachstumskegelmotilitat
entgegenwirkt. In SRF-defizienten Neuronen unterblieb dieser Effekt auf die
Dynamik des Wachstumskegels hippocampaler Neurone. Western Blot Analysen
zeigten, dass Ephrin-A5 die BDNF-induzierte ERK-Aktivitit hemmt. Die
Neurotrophin-induzierte Aktivierung des MAPK-Signalweges resultierte in einer
Translokation von  phosphoryliertem ERK in den Zellkern. Dieser
Translokationsprozess blieb interessanter Weise nach Applikation von Ephrin-A5 aus.
Durch Studien auf Genexpressionsebene konnte herausgefunden werden, dass die

durch BDNF ausgel6ste Signalweiterleitung in einer SRF-abhdngigen Induktion von
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IEGSs, z.B. c-fos, Egr1 und Arc, resultiert. Ephrin-A5 blockiert diesen BDNF-induzierten
Effekt auf die Genexpression der IEGs.

Zusammengefasst deuten die vorliegenden Daten auf eine Interaktion des EphA-
Rezeptors und der Neurotrophine auf der Ebene der MAPK Signalweiterleitung
sowie Genexpression. Diese Interaktion kdnnte nicht nur fir die Entwicklung des
zentralen Nervensystems relevant sein, sondern auch fir andere bereits bekannte
physiologische und pathophysiologische Funktionen der Ephrine und
Neurotrophine, wie z.B. in der Angiogenese (Kraemer and Hempstead, 2003) oder

auch Epilepsie (Gall and Lauterborn, 1992).
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6 Summary

This work proves SRF as an important regulator of hippocampal development
particular focussing on mossy fibre development. The data suggests a
disorganisation of actin cytoskeletal dynamics due to deletion of SRF. As a
consequence granule and pyramidal neurons show defects in migratory behaviour
leading to misguided mossy fibre axons. Furthermore SRF was assigned to influence
cell adhesion molecules, which can be seen as an additional cause for the process of

misguided mossy fibre tract.

For the precise wiring of neuronal circuits, axon guidance cues play a pivotal role.
The concerted action of repulsive and attractive molecules enables the axonal
growth cone to reach its final target, where then synapses can be formed. With this
work | aimed to investigate how growth cones integrate opposing signaling
instructions by the attractive guidance cue brain derived neurotrophic factor (BDNF)
and mainly repulsive acting ephrin-A5 and its effects on hippocampal axon
guidance.

In vivo like experiments suggest a role of BDNF and ephrin-A5 in hippocampal
mossy fibre guidance. Furthermore in vitro data revealed a counteracting capacity of
BDNF-evoked growth cone motility by ephrin-A5. Those alterations on growth cone
dynamics failed in SRF-depleted hippocampal neurons. Western blot analysis
showed that ephrin-A5 inhibited BDNF-induced ERK-posphorylation. Neurotrophin-
induced activation of MAPK signaling pathway resulted in translocation of
phosphorylated ERK into the nucleus. Interestingly, this translocation was prevented
upon simultaneous application of ephrin-A5. Studies on gene expression level
demonstrated that signaling propagation upon BDNF stimulation resulted in SRF-
dependent IEG induction e.g. of c-fos, Egr1 and Arc. Ephrin-A5 antagonized this
BDNF-evoked gene expression of IEGs.

Taken together, the data suggests an interaction of EphA receptor and
neurotrophins converging at the level of MAPK signaling and neuronal gene

expression. This interaction might not be only relevant for the development of the
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nervous system but also for other physiological and pathological functions known
to be regulated by neurotrophins and ephrins, as angiogenesis (Kraemer and

Hempstead, 2003) or epilepsy (Gall and Lauterborn, 1992).
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