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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Von der Stammzelle zur neuronalen Zelle -

Die Entwicklung von Nervenzellen

Die Entwicklung und Funktionen des Nervensystems sind aufgrund von
vielen zelluldren Regulationsmechanismen bis heute nur unzureichend
verstanden. Zahlreiche Fragen sowohl in der Grundlagenforschung als
auch in der Erforschung von neuronalen Erkrankungen warten auf eine
Antwort, um ein ganzheitliches Bild des Nervensystems von Sdugetieren
und dem Menschen zu erhalten. Insbesondere neurodegenerative Erkran-
kungen lassen sich auch mit den heutigen medizinischen Methoden nur
schwer behandeln oder gar heilen. Daher ist die Erforschung von ein-
zelnen Neuronen sowie das Zusammenspiel verschiedener Neuronen im
zentralen und im periphédren Nervensystem ein wichtiges Ziel der aktuel-
len Forschung in den Neurowissenschaften.

In dieser Arbeit wurde besonderes Augenmerk auf die frithen Stadien
der Entwicklung von Neuronen gelegt. Im Zuge der Umwandlung von
Stammzellen in ausgereifte Nervenzellen durchlaufen diese eine Reihe
von funktionellen und morphologischen Verdnderungen. Um neuronale
Erkrankungen besser verstehen zu kdnnen, ist es essentiell, den gesamten
Prozess der Entwicklung von Stammzellen zu Nervenzellen im Detail zu

untersuchen. Insbesondere eine frithe Phase der neuronalen Entwicklung,
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die initiale Bildung von Neuriten, wurde bisher nur unzureichend in ge-
eigneten Modellsystemen untersucht. Bei der Neuriten Initiation werden
die ersten morphologischen Verdnderungen der differenzierten Zellen er-
kennbar. Zu diesem Zeitpunkt exprimieren die Zellen typische neuronale
Faktoren wie z.B. das neuronale SIII-Tubulin - die transkriptionsbasierte
Reprogrammierung zur neuronalen Differenzierung wurde daher bereits
eingeleitet. Darauf folgt die Bildung von initialen Zellfortsiatzen, welche
im Folgenden verldngert werden. Diese Fortsdtze, welche zunéchst als
Neuriten bezeichnet werden, spezialisieren sich im Laufe der neurona-
len Entwicklung in Axone und Dendriten. Es ist anzunehmen, dass der
initialen Bildung von Neuriten eine Reorganisation des Zytoskeletts vor-
ausgeht. Die zelluldre Regulation dieser Restrukturierung ist bisher jedoch
weitgehend unbekannt. Es wurde daher eine Studie angestrebt, in der
die Regulatoren des Mikrotubuli-Zytoskeletts identifiziert werden sollten,
welche einen Einfluss auf die initiale Bildung von Neuriten haben. Die
Funktion solcher Regulatoren sollte durch Charakterisierung untersucht

werden.
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1.2 Die Rolle des Zytoskeletts in der neuronalen

Differenzierung

In Zellen kommen drei Komponenten des Zytoskeletts vor: Aktinfilamen-
te, Intermedidrfilamente und Mikrotubuli. Das Zytoskelett ist mafigeb-
lich an der Form der Zelle, der Zellbewegung, der Zellteilung, dem Ma-
terialtransport sowie an morphologischen Formdnderungen von Zellen
beteiligt. Das Besondere an den drei Zytoskelettelementen ist, dass sie
aus Proteinuntereinheiten bestehen, welche dynamisch auf- und abgebaut
werden konnen. Insbesondere Aktinfilamente und Mikrotubuli polymeri-
sieren und depolymerisieren ausschliefllich an ihren Enden und kénnen
aufgrund ihrer asymmetrischen Struktur durch Motorproteine direktio-
nal verschoben werden. Intermediére Filamente polymerisieren und dep-
olymerisieren auch entlang ihrer Seiten. Sie konnen aufgrund ihrer sym-
metrischen Struktur nicht direktional verschoben werden und verhalten
sich daher in ihrer zeitlich-raumlichen Organisation wesentlich undyna-
mischer. Bei den morphologischen Verdnderungen wahrend der neurona-
len Differenzierung spielen sowohl Mikrotubuli als auch das Aktin-Zyto-
skelett aufgrund ihrer hohen Dynamik eine essentielle Rolle und werden

daher im Folgenden genauer vorgestellt.

1.2.1 Das Mikrotubuli-Zytoskelett

Mikrotubuli (MT) sind sehr dynamische, rohrenférmige Filamente, wel-
che viele zelluldre Funktionen vermitteln, wie z.B. die Aufrechterhaltung
der Zellform, Mitose, Zellmigration oder den intrazelluldren Transport.
Aufgebaut sind Mikrotubuli aus o/B-Tubulin Heterodimeren, welche lang-
liche Protofilamente bilden. In einem Protofilament bindet die a-Tubulin
Untereinheit eines Heterodimers jeweils an die -Tubulineinheit eines an-
deren Heterodimers (head-to-tail Anordnung). Diese Anordnung bedingt
eine intrinsische Polaritit der Filamente (dufieres 3-Tubulin am Plus-Ende,
dufieres o-Tubulin am Minus-Ende). Durch seitliche Anlagerungen weite-

rer Protofilamente werden laterale Anordnungen (sogenannte Sheets) ge-
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bildet, welche sich wiederum zu einer rohrenférmigen Struktur - einem
Mikrotubulus - aus insgesamt 13 Protofilamten mit einem Durchmesser
von etwa 25 nm zusammenlagern (s. Abb. [L1)).

Mikrotubuli kénnen spontan zwischen Phasen des Wachstums (Polyme-
risation) und des Abbaus (Depolymerisation) wechseln. Dieses Verhalten
wird als dynamische Instabilitdt bezeichnet [1]. Der Wechsel von Polyme-
risation zu Depolymerisation wird als , Katastrophe” definiert, der Wech-
sel von Depolymerisation zu Polymerisation als , Rettung”. Aufgrund ih-
rer intrinsischen Polaritdt konnen zwei verschiedene Enden unterschieden
werden, ein schnell wachsendes Plus-Ende und ein langsamer wachsen-
des Minus-Ende. Beide Tubulin Untereinheiten binden Guanin-Nukleotid-
Molekiile. Wahrend die mit a-Tubulin assoziierten GTPs (Guanin-tri-Phos-
phat) nicht hydrolysiert werden, wird GTP, welches an 3-Tubulin gebun-
den ist, in GDP (Guanin-di-Phosphat) umgewandelt, kurz nachdem die
Tubulinuntereinheit in einen Mikrotubulus eingebaut wurde. Es ist allge-
mein anerkannt, dass zwischen dem Einbau der GTP-bindenden Tubulin-
Untereinheiten und der GTP-Hydrolyse eine Zeitverzogerung liegt. Dar-
aus resultiert die Entstehung einer sogenannten GTP-Kappe am wachsen-
den Mikrotubuli-Ende. Diese GTP-Kappe schiitzt das wachsende Ende
des Mikrotubulus vor Depolymerisation.

In Sdugetierzellen sind die Minus-Enden der Mikrotubuli meist stabil im
Mikrotubulus-Organisationszentrum (MTOC) nahe dem Nukleus veran-
kert, wohingegen die Plus-Enden hoch dynamisch sind und zwischen Pha-
sen der Polymerisation und der Depolymersation wechseln [2]. Sowohl
die Polymerisation als auch die Depolymerisation von Mikrotubuli kon-
nen Krifte erzeugen [3, 4], die denen von Motorproteinen sehr dhneln und
welche genutzt werden konnen, um Vesikel zu verschieben, Druck auf die
Zellmembran auszuldsen oder Chromosomen wihrend der Mitose zu be-

wegen.
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Abbildung 1.1: Aufbau und Dynamik von Mikrotubuli. o/3-Tubulin
Heterodimere formen ldngliche Protofilamente in einer head-to-tail-
Anordnung. Diese Anordnung bedingt eine intrinsische Polaritdt, wo-
durch das Plus- und Minus-Ende voneinander unterschieden werden kon-
nen. Fiir die Bildung eines Mikrotubulus sind 13 Protofilamente notwen-
dig, die sich seitlich aneinander lagern und eine rohrenférmige Struktur
formen. Das Wachsen von Mikrotubuli wird als Polymerisation bezeich-
net. Dabei lagern sich weitere GTP-Tubulin-Heterodimere an das schnell
wachsende Plus Ende (3-Tubulin am dufieren Ende) der Mikrotubuli an.
Das GTP der 3-Tubulin Untereinheit wird kurz nach der Anlagerung
hydrolsiert. Aufgrund der leichten Zeitverzogerung entsteht eine GTP-
Kappe am wachsenden Ende der Mikrotubuli. Der Abbau von Mikrotu-
buli wird als Depolymerisation bezeichnet. Hierbei spalten sich die En-
den auf und einzelne Heterodimere oder ganze Protofilamente 16sen sich
von der rohrenformigen Struktur. Diese Phasen des Wachstums und des
Abbaus sind sehr dynamisch und koénnen jederzeit wechseln. Dabei wird
der Wechsel von Polymerisation zu Depolymerisation als Katastrophe be-
zeichnet, der umgekehrte Fall von Depolymerisation zu Polymerisation
als Rettung.
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Post-translationale Tubulin Modifikationen

Mikrotubuli spielen in zelluldren Prozessen sehr unterschiedliche Rollen.
Sie dienen hauptsédchlich als Transportstrecke beim intrazelluldren Trans-
port und bilden die mitotische Spindel wahrend der Zellteilung. Des Wei-
teren unterstiitzen und beeinflussen sie die Zellform insbesondere in der
Ausbildung der Zellpolaritdt oder der Bildung von Neuriten wahrend
der neuronalen Differenzierung. Lange Zeit war unklar wie Mikrotubu-
li derart viele verschiedene Funktionen {ibernehmen kénnen und ob es
Unterschiede zwischen einzelnen Mikrotubuli Populationen gibt. Prinzi-
piell kann die Zelle eine Diversitdt von Mikrotubuli auf zwei verschie-
denen Wegen erzeugen [5]. Einerseits durch die Expression von unter-
schiedlichen o- und 3-Tubulin Isoformen, die in der Zelle spezifische Auf-
gaben libernehmen. Zum Anderen kann eine hohe Diversitdt an verschie-
denen Mikrotubuli mit Hilfe von reversiblen post-translationalen Modif-
kationen (PTMs) generiert werden [6]. Es ist bekannt, dass Mikrotubuli
durch De-Tyrosinierung, A2 Modifikation, Polyglutamylierung, Polygly-
cylierung, Acetylierung, Phosphorylierung und Palmitoylierung modifi-
ziert werden konnen (Reviews [7, [8]). Meist erfolgt eine Modifikation der
polymerisierten Mikrotubuli, seltener von unpolymerisierten Tubulindi-
meren. Stabile, langlebige Mikrotubuli konnen daher deutlich mehr PTMs
anreichern als dynamische, kurzlebige Mikrotubuli [9].

Es wird angenommen, dass diese Modifikationen eine wichtige Rolle bei
den vielfdltigen Funktionen von Mikrotubuli in der Zelle spielen. Beim
De-Tyrosinierungs-/Tyrosinierungskreislauf wird vom o-Tubulin ein C-
ter-minales Tyrosin von einer bisher nicht ndher identifizierten Carboxy-
peptidase entfernt bzw. durch die Tubulin-Tyrosin-Ligase (TTL) wieder
angefiigt [10, 11,7, 9]. Fiir diese Tubulin Modifikation wurde u.a. gezeigt,
dass ein funktionierender De-Tyrosinierungs-/Tyrosinierungskreislauf die
neuronale Organisation beeinflusst. TTL-defiziente Mduse wiesen in post-
mitotischen Zellen kein tyrosiniertes a-Tubulin auf und starben postnatal
aufgrund von neuronalen Fehlbildungen [12]. Post-translationale Modi-

tikationen beeinflussen zudem die Bindung von Mikrotubuli-assoziierten
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Proteinen. In dieser Hinsicht wird vermutet, dass v.a. die Acetylierung von
stabilen Mikrotubuli eine Rolle bei Motorprotein-basierten Transportvor-
gangen in Sdugetierzellen spielen [13]. PTMs weisen daher eine Fiille von
Regulationsmoglichkeiten auf, welche Einfluss auf die Struktur und Stabi-
litat von Mikrotubuli sowie auf die Bindungsaffinitit assoziierter Proteine,

einschliefflich der Mikrotubuli basierten Motorproteine, nehmen.

1.2.2 Das Aktin-Zytoskelett

Aktin bildet ein weiteres zelluldres Zytoskelett-Netzwerk. Es werden drei
Haupt-Isoformen von Aktin in Wirbeltieren unterschieden, die o-Isoform
der skelettalen, kardialen und der glatten Muskulatur sowie die - und
v-Isoformen, welche in nicht-muskulosem Gewebe und in Muskelzellen
exprimiert werden [14]. Diese Proteine sind hoch konserviert und haben
wichtige zelluldre Funktionen in der Zellmotilitdt, der Aufrechterhaltung
der Zellform und Polaritét, Regulation der Transkription sowie in der Lo-
kalisation und dem Transport von Protein-Komplexen in der Zelle [15, 14].
Die vielfédltigen Funktionen von Aktin erkldaren auch die sehr hohe Ex-
pressionsrate dieses Proteins in der Zelle. Mengenmaifiig ist Aktin eines
der haufigsten Proteine in eukaryotischen Zellen. Die Isoformen variieren
meist nur in einigen wenigen Aminosduren, wobei diese Verdnderungen
meist im N-terminalen Bereich auftreten [16]. In der Zelle kommen zwei
Formen von Aktin vor, das monomere, globuldre Aktin (G-Aktin) sowie
das polymere, filamentose Aktin (F-Aktin). Aktinfilamente sind ebenso
wie Mikrotubuli asymmetrisch. Aktin-Monomere binden vorwiegend an
das schnell wachsende barbed (sogenannte ,,dornige”) Ende und dissoziie-
ren vorwiegend vom pointed (sogenannten ,spitzen”) Filamentende. ATP-
gebundenes Aktin bevorzugt die Bindung an das F-Aktin Polymer, ins-
besondere die Assoziation mit dem schnell wachsenden barbed Ende. Im
Aktinfilament wird die Umwandlung von ATP in ADP durch Hydrolyse
gefordert. Das hierdurch entstandene ADP-gebundene Aktin bevorzugt
die Dissoziation vom pointed Ende [14]. Im ,steady-state”-Zustand, also

bei gleicher Polymerisations- und Depolymerisationsrate (Fliefsgleichge-
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wicht), bleibt die Polymermenge konstant. Dieser Effekt, der oft fiir Ak-
tin beobachtet werden kann, wird als , Tretmiihlen” - Effekt (treadmilling)
bezeichnet [17]. Zahlreiche Aktin-bindendene Proteine sind in die Regula-
tion dieser Aktin-Zytoskelett Dynamik involviert, z.B. ADF/Cofilin, wel-
ches die Depolarisation fordert oder Profilin, welches den Austausch von
ADP gegen ATP katalysiert [18].

Basierend auf diesen dynamischen Eigeschaften bilden Aktinfilamente zahl-
reiche zelluldre Strukturen, wie z.B. Sarkomere in Muskelzellen oder La-
mellipodien und Filopodien in migrierenden Zellen. Lamellipodien beste-
hen aus einem diinnen, dicht verzweigten Netzwerk von filamentdsem
Aktin, welches in der Zellperipherie mit den schnell wachsenden, dorni-
gen Enden in Richtung der Zellmigration orientiert ist [19]. Ein Filopodi-
um ist eine weitere verwandte Struktur, welche jedoch nicht aus einem
verzweigten Netzwerk, sondern aus parallel gebiindelten Aktinfilamen-
ten besteht [20]. Ahnlich wie in den Lamellipodien sind die dornigen En-
den der Aktinfilamente innerhalb der Filopodien zellauswérts gerichtet
[20].

1.2.3 Interaktionen des Mikrotubuli- und Aktin-Zytoske-

letts wahrend der Neuriten Initiation

Wihrend der neuronalen Differenzierung sind morphologische Verande-
rungen der Zellen zu beobachten, welche mit Umstrukturierungen des
Mikrotubuli- und Aktin-Zytoskeletts korrelieren. Mikrotubuli werden in
biindelartigen Anordnungen organisiert, welche die Basis von Zellaus-
stiilpungen bilden. Wahrend des Wachstums dieser Mikrotubuli-basierten
Ausstiilpungen werden aktinreiche Lamellipodien und Filopodien ausge-
hend vom Zellkorper in einem koordinierten Prozess nach aufien verscho-
ben [21]. Die entstehenden ldnglichen Zellstrukturen, welche aus einem
Mikrotubuli gefiillten Schaft und einer aktinreichen Endregion, dem so-
genannten Wachstumskegel (Growth cone) bestehen, werden als Neuriten
bezeichnet [22]. Neuriten spezialisieren sich in spéteren Stadien der neu-
ronalen Entwicklung in Axone und Dendriten.
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1.3 Regulatoren des Mikrotubuli-Zytoskeletts

Zahlreiche Proteine beeinflussen die Organisation und das dynamische
Verhalten von Mikrotubuli, damit diese ihre vielseitigen zelluldren Funk-
tionen durchfithren konnen. Dazu zédhlen alle in der Zelle vorkommenden
Tubulin-Isoformen, Tubulin-modifzierende Enzyme, Zentrosom-assoziier-
te Proteine, Kinetochor-assoziierte Proteine sowie Mikrotubuli-assoziierte
Proteine, welche auf unterschiedliche Weise mit Mikrotubuli interagie-
ren konnen. Einige dieser Regulatoren bilden Protein-Komplexe, in de-
nen nicht alle Untereinheiten direkt mit Mikrotubuli interagieren. Fiir den
funktionellen Einfluss auf das Verhalten von Mikrotubuli sind allerdings
auch diese Protein-Komplex-Untereinheiten relevant, da sie die Funkti-
on des Komplexes beeinflussen. Des Weiteren beeinflussen zahlreiche Si-
gnalproteine den Aktivitdtszustand von Mikrotubuli-assoziierten Protei-
nen und konnen daher indirekt Einfluss auf das Verhalten von Mikrotu-
buli nehmen.

Zusammen kann diese Vielzahl von Regulatoren verschiedene Aspekte
von Mikrotubuli kontrollieren. Einerseits konnen diese Regulatoren Ein-
fluss auf das Wachstumsverhalten der Mikrotubuli nehmen, in dem sie die
Polymerisations- und Depolymerisationsrate beeinflussen bzw. die Fre-
quenz von Katastrophen oder Rettungen modulieren. Aufierdem kénnen
solche Regulatoren Verkniipfungen zwischen einzelnen Mikrotubuli aus-
bilden. Mittels dieser Verkniipfungen kénnen mehrere Mikrotubuli in tiber-
geordneten Strukturen, wie z.B. sternformige Aster oder Biindel organi-
siert werden. Schliefilich konnen Mikrotubuli-Regulatoren die zelluldre
Lokalisation von Mikrotubuli oder deren Interaktionen mit anderen zel-

luldaren Strukturen beeinflussen.

1.3.1 MAPs - Mikrotubuli-assoziierte Proteine

Unter dem Begriff Mikrotubuli-assoziierte Proteine (MAPs) werden im
Allgemeinen alle Proteine zusammengefasst, die auf unterschiedliche Wei-

se mit Mikrotubuli in der Zelle direkt interagieren. Zu den bekanntes-
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ten Vertretern der MAPs zdhlen Mikrotubuli-basierte Motorproteine wie
Dyneine oder Kinesine. Sie vermitteln den intrazelluldren Transport. Aber
auch sogenannte strukturelle MAPs wie die Mitglieder der MAP2 /tau Fa-
milie, welche keine enzymatische Aktivitdt besitzen und nur durch Bin-
dung entlang von Mikrotubuli deren Verhalten modulieren oder auch Ad-
apterproteine, welche kritisch fiir die Funktion einzelner MAPs sind (z.B.
LIS1 (Lissencephaly-1), NudE1 (Nuclear distribution gene E homolog 1) oder
NudEL (NudE-like protein) fiir Dynein [23]) sowie die Mikrotubuli Plus-
Ende-bindenden Proteine zdhlen zu den gut untersuchten MAPs.

Einige Gruppen von MAPs sind aufgrund ihrer bisher bekannten zellu-
laren Funktion besonders interessante Kandidaten zur Regulation des Mi-
krotubuli-Zytoskeletts wahrend der Neuriten Initiation. Daher werden die-

se im Folgenden genauer vorgestellt.

Mikrotubuli Plus-Ende bindende Proteine

Wachsende Mikrotubuli-Enden bilden eine Plattform fiir die Anlagerung
einer groffen Gruppe von Proteinen, den sogenannten Mikrotubuli-Plus-
Ende bindenden Proteinen (+TIPs) (Review [24]). Diese Faktoren haben
einen starken Einfluss auf die Dynamik von Mikrotubuli und kénnen die-
se mit einer Vielzahl zelluldrer Strukturen verlinken, wie z.B. dem Aktin-
Zytoskelett mittels Spektraplakine [25], APC (Adenomateous polyposis co-
li) [26] oder CLASPs (CLIP-associated proteins) [27]. Typischerweise bin-
den +TIPs nur an wachsende, jedoch nicht an schrumpfende Mikrotubuli-
Enden. Seit ihrer Entdeckung wurden bereits mehr als 20 verschiedene
+TIP-Familien identifiziert.

Normalerweise sind +TIPs Proteine, welche aus mehreren Domanen und /
oder Untereinheiten aufgebaut sind. Die Grofie einzelner Vertreter um-
fasst einige hundert bis zu mehreren tausend Aminosdureresten. Sie kon-
nen im Zytosol oder membrangebunden vorkommen und manche besit-
zen funktionelle Motordomanen (Review [28]). Klassifiziert werden die
+TIPs anhand von konservierten Strukturelementen, wie z.B. der Calpo-

nin Homologie (CH) Doméne, welche die Interaktion mit Mikrotubuli er-
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moglicht, sowie der Basic/Serin reichen Doméne, der EBH-Domaéne (auch
bekannt als EB1-like Motif) oder der CAP-Gly Doméne (Cytoskeleton-asso-
ciated protein glycine-rich), welche Interaktionen mit anderen +TIPs vermit-
teln (Review [28]).

Mikrotubuli +TIPs sind in der Lage komplexe Interaktionsnetzwerke zu
bilden. Besonders intensiv werden zur Zeit die Proteine der End-binding
(EB)-Familie untersucht [2]. Diese relativ kleinen, aber hoch konservierten
Proteine binden direkt an die schnell wachsenden Mikrotubuli-Enden, wo
sie akkumulieren und weitere +TIPs rekrutieren [29, 30|, 31]]. Wachsende
Mikrotubuli zeigen eine charakteristische, kometenartige EB-Assoziation
an ihrem Plus-Ende. EB-Proteine binden Mikrotubuli sehr dynamisch und
transient an deren Plus-Enden [32]. Es wird vermutet, dass die EB-Proteine
eine spezifische Struktur am wachsenden Ende der Mikrotubuli erkennen.
Hinsichtlich dieser Struktur stehen aktuell mehrere Modelle zur Diskussi-
on. Zum Einen wurden vergrofierte Tubulin-Sheets am Mikrotubuli-Ende
von wachsenden Mikrotubuli in vitro durch Elektronen-mikroskopischen
Analysen beschrieben, welche selektiv von EB-Proteinen erkannt werden
konnten [33] 34]. Zum Anderen ergaben Beobachtungen in Hefe, in wel-
cher das EB1 Homolog Mal3 bevorzugt an die Saumregion von Mikrotu-
buli bindet, eine alternative Erklarung [35, 36]. Mal3 akkumuliert dem-
nach nicht nur an den wachsenden Plus-Enden der Mikrotubuli, sondern
auch entlang der Verbindungsnaht (Saum) der lateral verbundenen Proto-
filamente. Es wird daher diskutiert, ob Mal3 auf diese Weise die Bildung
von Mikrotubuli aus Protofilamenten fordert [36]. Schliefslich ist die GTP-
Kappe der polymerisierenden Mikrotubuli ein lange diskutierter Kandi-
dat, da nachgewiesen wurde, dass EB1-GFP bevorzugt an Mikrotubuli in
der Anwesenheit des GTP-Homologs GMPCPP bindet [37].

Auch wenn der genaue Bindungsort am Mikrotubuli Plus-Ende noch nicht
genau definiert wurde, scheinen die EB-Proteine eine Art Hauptintegrator
im Aufbau des +TIP-Proteininteraktions-Netzwerks zu sein, da sie unab-
hédngig von anderen Bindungspartnern an die wachsenden Mikrotubuli-
Enden assoziieren [29, 38]. EB-Proteine konnen mit Hilfe ihrer N-termina-
len CH-Domaéne direkt an Mikrotubuli binden [39,40] und weisen weitere
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Doménen (Coiled-coil, EBH, EEY/F) auf, die zur Bindung anderer +TIPs
dienen, wie z.B. APC, CLIP-170 (Cytoplasmic linker protein), MCAK (Mito-
tic centromer-associated kinesin) oder CLASP [31) 41}, 142, 28].

Mikrotubuli
1
CH- \
Domane
Coiled coil éfﬁsp
EB-Protein MCAF1
MCAK
EEY/F
CLIP17O

DCTN1 (p1508'ued)

Abbildung 1.2: Aufbau der EB-Proteine. Bei den EB-Proteinen wer-
den vier Doménenstrukturen unterschieden. N-Terminal befindet sich
die Mikrotubuli-bindende Calponin Homologie (CH)-Doméne. Weiter-
hin folgt eine Coiled coil-Region, an welche die EBH-Domaéne anschlief3t.
EBH vermittelt Bindungen zu weiteren +TIP Proteinen, u.a. APC, CLASP,
MACF1 oder MCAK. C-Terminal befindet sich die EEY/F Doméne (Glu-
Glu-Thr/Phe Tripeptid-Motiv), an welche verschiedene CAP-Gly Protei-
ne wie z.B. CLIP-170 oder DCTN1 binden konnen. Schema verandert nach
Akhmanova et al. (2010).

Die exakte Funktion der EB-Proteine bei der Regulation der Mikrotu-
buli-Dynamik ist bisher unklar, da die Effekte je nach untersuchter Kon-
dition variierten. In Zellen erh6hen EBs normalerweise das Mikrotubuli-
Wachstum und reduzieren die Katastrophenrate [43} 144, 45]. Messungen
beziiglich einzelner Mitglieder der EB-Familie sind in in vitro Experimen-
ten jedoch teilweise widerspriichlich, da in unterschiedlichen Publikatio-

nen Anderungen in der Wachstums- und Abbaurate sowie Induktion und
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Suppression von Katastrophen oder auch ein géanzliches Fehlen eines Ein-
flusses auf die Mikrotubuli-Dynamik beobachtet wurde [38, 29} 30, 146, 44)
47, 34].Es ist jedoch klar, dass ein Netzwerk von interagierenden +TIP-
Proteinen am Plus-Ende der Mikrotubuli gebildet wird, welches verschie-
dene Aspekte der Mikrotubuli-Dynamik regulieren kann. Dabei wird das
Wachstum beispielsweise durch die XMAP215 katalysierte Anlagerung
von Tubulin an die Mikrotubuli-Enden reguliert [48], die Induzierung von
Katastrophen durch MCAK [49] sowie von Rettungen durch CLIP-170 [50]
oder die Stabilisierung von Mikrotubuli am Zellkortex durch die Regula-
toren CLASPs, APC und MACEF [25} 51} 52].

Aktin-Mikrotubuli verbindenen Proteine

Zellen exprimieren auch MAPs, welche gleichzeitig an Mikrotubuli und
Aktin binden konnen. Gut studierte Vertreter dieser Proteinklasse sind
die Spektraplakine. Diese Proteine sind in eine Vielzahl von zelluldren
Prozessen involviert, u.a. in der Wundheilung oder der neuronalen Ent-
wicklung [53] 54]. Die Saugetier-Spektraplakine ACF7 (Actin crosslinking
factor 7, auch bekannt als Macfl) und Bpagl/Dystonin sowie das Droso-
phila Spektraplakin Short stop (Shot) und Vab10 aus Caenorhabditis elegans
wurden bislang besonders gut charakterisiert [55, 56| 57].

Mikrotubuli-Motorproteine

Aufgrund der Grofie und komplexen Organisation von eukaryotischen
Zellen sind aktive und direktionale intrazelluldre Transportmechanismen
essentiell. Eukaryotische Zellen nutzen Motorproteine, welche sich direk-
tional auf Zytoskelettstrukturen durch die Zelle bewegen. Diese Motor-
proteine werden in drei grofie Klassen unterteilt: Myosine, Kinesine und
Dyneine. Myosine sind Aktin-basierte Motorproteine, im Gegensatz zu
den Kinesinen und Dyneinen, die sich entlang Mikrotubuli bewegen.

Gerade in Neuronen ist der intrazelluldre Transport entlang von Mikrotu-
buli essentiell fiir die neuronale Morphogenese und Funktion der Zellen,

da z.B. menschliche Axone eine Linge von bis zu 1 m aufweisen kon-
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nen. Im Axon selber findet keine Proteinbiosynthese statt, daher ist es
notwendig das benotigte Material entlang von Mikrotubuli zu seinem Be-
stimmungsort zu transportieren [58]. Unterschieden werden dabei zwei
verschiedene Transportrichtungen, der retrograde und der anterograde
Transport. Beim retrograden Transport werden Zellbestandteile von der
Peripherie zum Zellkorper transportiert, im Gegensatz zum anterograden
Transport, der vom Zellkodrper zur Zellperipherie gerichtet ist. Die Direk-
tionalitdt des Transports ist abhdngig von der Polaritdt der Mikrotubu-
li. Mikrotubuli-Motoren werden daher basierend auf ihrer Laufrichtung
entweder als Plus-Ende oder Minus-Ende gerichtete Motorproteine unter-
schieden. Die Polaritdt der Mikrotubuli ist abhdngig vom Zelltyp und von
der subzelluldren Region; in neu gebildeten Neuriten, sowie in speziali-
sierten Axonen und den distalen Enden von Dendriten sind die Mikrotu-
buli mit ihren Plus-Enden zellauswiérts gerichtet, wohingegen in proxima-
len Dendriten und im Zellkorper die Polaritdat der Mikrotubuli gemischt
vorkommt [59].

Dynein zdhlt zu den Mikrotubuli-assoziierten Motorproteinen. Diese Mo-
toren bewegen sich entlang der Mikrotubuli, indem sie ATP hydrolysie-
ren. Es kommen zwei Formen dieses Proteins in der Zelle vor. Das zyto-
plasmatische Dynein, welches primér fiir den retrograden intrazelluldren
Transport in Richtung der Mikrotubuli Minus-Enden verantwortlich ist.
Zusétzlich spielt dieses Protein in einer Vielzahl von mitotischen Funktio-
nen einschliefilich der Spindel-Orientierung und der Nukleus-Positionier-
ung eine zentrale Rolle. Das axonemale Dynein spielt keine Rolle im in-
trazelluldren Transport. Dieser Motor treibt die Bewegung von Zilien und
Flagellen durch rhythmische Verschiebungen zwischen einzelnen Mikro-
tubuli an [60]. Dyneine gehoren zu der Superfamilie der AAA+ ATPasen
[61]. Mitglieder dieser Proteinfamilie weisen eine oder mehrere konser-
vierte AAA-Domainen auf, welche eine Nukleotid Bindestelle sowie eine
Hydrolyse-Konsensus Seite beinhalten. Obwohl Dynein-Proteine in eine
Vielzahl von funktionellen Aufgaben eingebunden sind, ist ihr struktu-
reller Aufbau bemerkenswert konserviert. Dies liegt daran, dass nur eine
einzige Untereinheit des zytoplasmatischen Dyneins in eine grofie Vielfalt
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von zelluldren Funktionen eingebunden ist. Bei dieser Untereinheit han-
delt es sich um die Motordoméne von Dynein, die schwere Kette 1 (heavy
chain Typ 1, Dync1h1). Eine grofle Vielfalt von akzessorischen Untereinhei-
ten ermoglicht jedoch den Aufbau vieler unterschiedlicher Motorprotein-
Komplexe, welche in ihren zelluldren Funktionen selektiv reguliert wer-
den konnen (s. Abb . In den meisten Fillen kommt Dynein als homodi-
merer Komplex vor, welcher aus einer C-terminalen Motordoméne (Kopf,
schwere Kette) und einer N-terminalen Tailregion, an welche eine Reihe

von akzessorischen Untereinheiten bindet, zusammengesetzt ist.

Mikrotubuli-Bindedomane

[ — —_—

schwere Kette

J\-/ \/L C-Terminus 8 nm
A \

C —
: i |
Linker -
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) leichte intermediire Kette 4 v \UJ

intermedidre Kette )
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s leichte Kette 8 ]
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Abbildung 1.3: Aufbau des zytosplasmatischen Dyneins. Dynein ist ein
Multidomédnen Komplex und kommt vorwiegend als Homodimer vor.
Einzelne Dyneine setzen sich aus einer schweren Kette, welche die Mo-
tordoméne, bestehend aus sechs AAA-ATPasen sowie der Mikrotubuli-
Bindedoméne, und einer Linker-Region, an die eine intermedidre Kette,
eine leichte intermedidre Kette sowie drei leichte Ketten (Roadblock, Leich-
te Kette 8, Tctex) binden, zusammen.

Die Dynein-Motoreinheit besitzt sechs AAA ATPase Untereinheiten,
welche ringférmig angeordnet sind [61) [62] und die Kopfregion bilden.
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Aus diesem Ring ragen drei weitere Strukturen hervor: eine Verkniipfer-
struktur (Linker), welche vermutlich als mechanischer Hebel wahrend der
Generierung von Kraft funktioniert [63| 64]; eine sehr feine, 12 - 15 nm
lange, o-helikale coiled-coil Struktur (Stangel) mit einer globuldren, helika-
len Mikrotubuli-Bindedoméane am oberen Ende [65, 66]; sowie einem C-
terminalen Endbereich, dessen Funktion bisher nicht ndher bekannt ist.
Die Tail-Doméne vermittelt die Homodimerisierung der schweren Kette
von Dynein und agiert als eine Art Gertist zur Bindung von weiteren nicht
katalytischen Untereinheiten, welche zusammengenommen den Dynein-
Komplex bilden [23]]. Dabei bindet die Dynein intermediére Kette (inter-
mediate chain; IC) sowie die leichte, intermedidre Kette (light intermedia-
te chain: LIC) direkt an die schwere Kette (heavy chain; HC). Die kleine-
ren, leichten Ketten (ligth chains; LCs), LC8, LC7 (auch bekannt als road-
block) und Tctex1 (T-complex testis-specific protein 1), assemblieren mit der
intermedidren Kette. Aufgrund der verschiedenen Isoformen der einzel-
nen Dynein-Untereinheiten konnen viele verschiedene Kargo-Molekiile
spezifisch gebunden und transportiert werden [59]. Weiterhin interagiert
Dynein mit einer Reihe von Adapterproteinen, welche die Funktion des
Komplexes regulieren, u.a. bindet die Dynactin-Untereinheit p1508/¢4 di-
rekt an die intermedidre Kette von Dynein [67]. Dynactin ist fiir die Funk-
tionalitdt von Dynein ein sehr wichtiges assoziiertes Protein, da es sowohl
die Aktivitdt als auch die Bindungskapazitdt von Dynein zu dessen in-
terzelluldarem Kargo reguliert [68]. Die Interaktion mit dem Transportgut
wird jedoch nicht ausschliefilich durch Dynactin vermittelt. Auch fiir eini-
ge Dynein-Untereinheiten konnte eine direkte Bindung an intrazelluldrer
Kargo nachgewiesen werden, wie z.B. fiir die leichte Kette Typ Tctex1, wel-
che direkt an das Pigment Rhodopsin bindet und auf diese Weise dessen
Transport innerhalb der Photorezeptoren ermoglicht [69] oder die leich-
te intermedidre Kette 1, welche fiir die Rekrutierung von Lysosomen und
spdten Endososmen verantwortlich ist [70]. Allerdings kann auch in die-
sen Féllen nicht ausgeschlossen werden, dass Dynactin eine wichtige Rolle
bei der Funktionalitdt von Dynein spielt, auch wenn dieses nicht fiir die
Interaktion mit dem Transportgut essentiell ist.
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Abbildung 1.4: Aufbau des Dynactin Komplexes. A: Dynactin ist ein
Multidoménen-Komplex. Es werden zwei grobe Strukturen unterschie-
den, die Stab- und die Arm-Region. Die Stabregion besteht hauptsich-
lich aus einem kleinen Arpl-Filament (Actin related Protein 1). Am spit-
zen Ende dieses Filaments binden das akzessorische Protein Arp11 sowie
DCTN4, DCTN5 und DCTN6. Am dornigen Ende binden einige CapZ
Proteine (Actin capping proteins) sowie die Untereinheiten DCTN1, DCTN2
und DCTN3. DCTNT1 ist die grofite Dynactin Untereinheit und formt die
Arm-Struktur, an dessen Ende sich die Mikrotubuli Bindedoméne sowie
eine CAP-GLy Domine befinden. B: Die Interaktion mit Dynein findet am
seitlichen Armbereich von DCTNT1 statt und bindet an die intermedidre
Kette von Dynein.

Bei Dynactin handelt es sich ebenfalls um einen Multiprotein-Komplex.
Dieser Komplex ist asymmetrisch aufgebaut und beinhaltet zwei morpho-
logisch verschiedene, strukturelle Domé&nen (Stab und Arm; s. Abb.
[71]. Die grofiere Masse nimmt die etwa 10 nm dicke und 40 nm lange
Stabdoméne ein, welche aus verschiedenen Polypeptiden besteht [72]. Ein
kurzes ARP1-Filament (Actin related protein 1) bildet das zentrale Gertist
dieser Struktur [73]. Dieses Filament besitzt ebefalls eine intrinsische Pola-

ritdt und weist wie Aktin ein sogenanntes dorniges (barbed) und ein spitzes
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(pointed) Ende auf. Am spitzen Filamentende bindet ein Unterkomplex be-
stehend aus ARP11 und p62 (DCTN4), welcher vermutlich die Interaktion
von Dynactin mit dem kortikalen Aktin vermittelt sowie die Untereinhei-
ten p25 (DCTN5) und p27 (DCTNG6) ([74], [72], [75], [76]). Am dornigen
Filamentende binden ein p1508 fued (DCTN1) Dimer, ein Tetramer der Un-
tereinheit p50 (DCTN2, Dynamitin) sowie p24 (DCTN3) und CapZ (Actin-
capping protein Z) Heterodimere [77, 71} 72].

Ausgehend vom ARP1-Filament des Stabs ragt ein etwa 25 nm langer Arm
hervor, welcher von der groiten Dynactin Untereinheit p1508/4 gebildet
wird. Das dufSere Ende dieses Arms bildet den N-Terminus und enthalt
in seiner globuldren Endstruktur eine Mikrotubuli-Bindestelle sowie eine
CAP-Gly Domane [71} [68]. Demnach kann diese Armstruktur sowohl an
Mikrotubuli binden, als auch mittels der CAP-Gly Doméne mit den +TIP
Proteinen EB1 und CLIP170 interagieren [23].

Proteine der Kinesin Superfamilie (KIFs) bilden die zweite grofie Grup-
pe an Mikrotubuli-basierten Motorproteinen, welche ebenso wie das zyto-
plasmatische Dynein primaér fiir den intrazelluldren Transport zustandig
sind [58)78,[79]. Kinesine spielen jedoch auch im Aufbau und der Funktion
der mitotischen Spindel eine wichtige Rolle [80, 81} 182]. In ihrer globulédren
Motordoméne weisen Kinesine zwei konservierte Sequenzen mit hoher
Sequenzhomologie (30-60 %) auf, welche ATP bzw. Mikrotubuli binden
konnen [78, 81} 183]. Zwei andere Regionen, der filamentose Stiel und der
globuldre Schwanzbereich, sind hingegen sehr variabel [80, 84]. Die globu-
lare Motordoméne wird oft als "Kopf” bezeichnet. Hier wird ATP hydro-
lysiert und in mechanische Energie umgewandelt, welche zur Bewegung
entlang von Mikrotubuli genutzt werden kann [83]. Die meisten Kinesine
bilden {iber ihre Stielregion Dimere. Es wurden sowohl Homo- als auch
Heterodimere beschrieben. Einige Kinesine mit kurzen Coiled-Coil Struk-
turen existieren auch als funktionelle Monomere (Review [83]). Kinesine
binden ihr Transportgut mit Hilfe der variabeln Schwanzregion [80, [84].
Einige dieser Motorproteine kénnen zudem in der mitotischen und mei-
otischen Spindel Chromosomen entlang von Mikrotubuli gegeneinander
verschieben [83]].
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Die Kinesin Superfamilie (KIFs) unterteilt sich in drei Hauptgruppen, die
beztiglich der Positionierung der Motordoméne innerhalb des Molekiils
unterschieden werden: Kinesine mit N-terminaler Motordomaéne (N-KIFs),
Kinesine mit mittiger (M-KIFs) oder C-terminaler Motordomane (C-KIFs).
Dabei bestimmt die intramolekulare Position der Motordoméne auch die
Direktionalitat der KIFs (Review [85]). N-terminale und M-KIFs zidhlen
zu den Mikrotubuli Plus-Ende gerichteten Motoren, wohingegen die C-
KIFs zu den Minus-Ende gerichteten Motoren gehoren. Die N-KIFs neh-
men die grofste Gruppe der bisher identifizierten Kinesine ein. Diese Ki-
nesinproteine kommen sowohl als Monomere, Dimere oder Tetramere vor
[85] und sie spielen vielfiltige Rollen im intrazelluldren Transport und
der Mitose. Einer der bekanntesten Vertreter der M-Kinesine ist MCAK
(Mitotic Centromer Associated Kinesin, KIF2C), der vorwiegend in der Mito-
se aktiv ist und besonders konzentriert am Zentrosom und den inneren
Kinetochoren lokalisiert ist [86]. Sowohl MCAK als auch das verwandte
M-KIF, KIF2A, kénnen Mikrotubuli depolymerisieren [59]. Eine Mikro-
tubuli destabilisierende Rolle wird auch Vertretern der N-KIFs (Kinesin-
8 Familie) zugeschrieben. Es ist jedoch nicht klar, ob die Kinesinprote-
ine aus Sdaugetieren (KIF18A und KIF18B) aktiv depolymerisieren oder
als Mikrotubuli-“capping” Proteine die Polymerisation blockieren [87]. Zu
den C-terminalen KIFs zdhlen hauptsdchlich Kinesine, die in der Meiose,
der Mitose oder in den dendritischen Transport involviert sind [85] 88].
Es wurden in Sdugetieren 45 KIF-Gene identifiziert [85]. Im Jahr 2004 wur-
de von Lawrence ef al. eine neue, einheitliche Nomenklatur fiir Kinesi-
ne eingefiihrt [89], welche 14 verschiedene Kinesin-Familien unterschei-
det. 12 Familien umfassen die N-KIFs mit insgesamt 39 Vertretern. Die
M- und C-KIFs werden nur jeweils durch eine Familie mit jeweils 3 Ver-
tretern reprédsentiert. Somit wird deutlich, dass Kinesine tiberwiegend fiir
den Transport in Richtung des Mikrotubuli Plus-Endes, wie z.B. im ante-
rograden Transport zur Zellperipherie zustdndig sind.
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1.4 P19 Zellen als Modellsystem zur Untersuch-

ung der Neurogenese

Zur Untersuchung der neuronalen Differenzierung wurden in dieser Ar-
beit P19 Zellen als Modellsystem ausgewahlt. P19 zdhlen zu den embryo-
nalen Kar-zinoma-Zelllinien. Dabei handelt es sich um pluripotente Stamm-
zellen von murinen Teratokarzinomen, welche aus C3H/He Mausen iso-
liert wurden [90]. Diese Zelllinie wurde direkt aus einem priméren Tera-
tom generiert und weist einen normalen mannlichen Karyotyp, 40:XY, auf
[90]. Die Zellen konnen im undifferenzierten Zustand kultiviert werden,
nur ein sehr kleiner Anteil der Population differenziert sich spontan in
Endodermzellen [91]. Werden P19 Zellen iiber mehrere Tage mit DMSO
behandelt, so differenzieren sie zu Skelett- und Herzmuskelzellen. Neu-
ronale Zelltypen konnen in diesen Populationen nicht detektiert werden
[92]. Nach einer Behandlung mit Retinsdure (RA) differenzieren P19 Zel-
len hingegen in verschiedene neuronale Zelltypen, inklusive Neuronen,
Gliazellen und Oligodendrozyten [91]. Unter diesen Bedingungen werden
keine Muskelzellen gebildet. Eine zweitdgige Behandlung mit RA gentigt,
um die Differenzierung einzuleiten [93]. Nach fiinf bis sechs Tagen ent-
steht je nach Kultivierungsbedingungen eine mehr oder weniger homo-
gene Population von kleinen postmitotischen Zellen mit langlichen Aus-
wiichsen (Neuriten) [94]. Die verschiedenen Stadien der neuronalen Dif-
ferenzierung von P19 Zellen ist in Abbildung|1.5|dargestellt.

Die Entwicklung der Neuronen aus undifferenzierten P19 Zellen verlauft
auf eine sehr dhnliche Weise wie die Entwicklung von embryonalem Hirn-
gewebe [91], 93]. So fiithrt zum Beispiel die Implantierung von embryona-
len Karzinoma-Zellen in Embryos eines frithen Entwicklungsstadiums zu
chimdren Mdusen [95], bzw. die intrakranielle Implantierung von P19 Zel-
len zur Entwicklung von stabilen ausdifferenzierten Neuronen in vivo [96].
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Abbildung 1.5: Mittels Retinsdure induzierte Differenzierung von P19
Zellen Gezeigt sind verschiedene Stadien der neuronalen Differenzierung
von P19 Zellen ausgelost durch eine Behandlung mit Retinsdure. In den
ersten 48 h wird dem Differenzierungsmedium RA zugegeben (Endkon-
zentration 0,5 yM), um die Differenzierung einzuleiten. Wahrend dieser
Zeit werden die P19 Zellen in nicht-beschichteten Gewebeschalen kulti-
viert, so dass sich schwimmende Zellaggregate, sogenannte embryonic bo-
dies, bilden. Bereits nach 48 Stunden sind die ersten differenzierten Neu-
ronen in diesen embryonic bodies identifizierbar. Nach dem vierten Tag
werden die P19 normalerweise trypsinisiert und auf beschichteten Kul-
turschalen ausgesdt. Die ausdifferenzierten Zellen exprimieren typische
neuronale Marker, wie z.B. MAP2 und bilden Neuriten mit einer fiir Neu-
ronen typischen Morphologie. Bild: Dr. Leif Dehmelt

Als weitere Methode zur Einleitung der neuronalen Differenzierung
erwies sich die transiente Transfektion von neuronalen Transkriptionsfak-
toren. Dabei handelt es sich um basic Helix-Loop-Helix (P HLH) Transkrip-
tionsfaktoren wie z.B. NeuroD, NeuroD2, MASH1, MATH1-3 und Neuro-
geninl-3. Alle diese Faktoren werden wihrend der neuronalen Determi-
nierung und Differenzierung exprimiert [97]. Die Dauer und der Zeitraum

der Expression dieser Faktoren variiert jedoch. Interessanterweise korre-
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lieren diese Faktoren nicht nur mit der neuronalen Differenzierung - sie
fungieren auch als Masterregulatoren in der neuronalen Differenzierung.
So konnte gezeigt werden, dass bereits transiente Expression von Neu-
roD2, MASH]1, Neurogeninl oder verwandten bHLH Proteinen ausreicht,
P19 Zellen in Abwesenheit von Retinsdure zu differenzieren [97]]. Die Dif-
ferenzierung nach Transfektion dieser Faktoren verlief nach einem sta-
bilen Programm, welches eine Umprogrammierung der Genexpression,
inklusive der Aktivierung endogener neuronaler Transkriptionsfaktoren
und weiterer Neuronen-spezifischer Gene, Verdnderungen der Zellmor-
phologie, wie z.B. die Bildung von Neuriten, und die Fahigkeit zur elek-

trischen Signalweiterleitung, einschloss [97].
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1.5 Zielsetzung

Die Differenzierung von Stammzellen in spezialisierte Zelltypen ist ein
kritischer Prozess, in den viele zelluldare Komponenten involviert sind. In
dieser Arbeit wurde das Augenmerk auf die frithen Entwicklungsstadi-
en von Neuronen gelegt, insbesondere auf morphologische Veranderun-
gen wie die Initiation von Neuriten. Frithere Untersuchungen legen nahe,
dass das Zytoskelett eine wichtige Rolle bei dieser Anderung der Zell-
form spielt. Besonderes Interesse lag daher an der Charakterisierung des
Mikrotubuli-Zytoskeletts, das durch eine Vielzahl, bisher meist unzurei-
chend studierter Regulatoren kontrolliert wird. Zunéchst sollte die Rele-
vanz einzelner Regulatoren in frithen Stadien der neuronalen Entwicklung
bewertet werden. Basis dieser Untersuchung war ein Phianotyp-basierter
Screen, mit dessen Hilfe Unterschiede in der Morphologie von neuronal
differenzierten Zellen detektiert werden sollten. Als Modellsystem wurde
die murine Stammzelllinie P19 verwendet. Nach Transfektion eines neu-
rogenen Transkriptionsfaktors differenzieren P19 Zellen in Neuronen. Die
Kombination von Differenzierung und RNA Interferenz sollte die Unter-
suchung von Effekten einer spezifischen Suppression einzelner Regulato-
ren auf die neuronale Entwicklung von P19 Zellen ermoglichen. Unter-
schiede zwischen Wildtyp und dem durch RNA Interferenz induzierten
Phénotyp sollten im Hinblick auf den Prozess der neuronalen Differen-
zierung und die hiermit verbundenen morphologischen Verdnderungen
der Zellform interpretiert werden. Detailliertere mikroskopische Untersu-
chungen sollten zum Testen spezifischer Hypothesen und zur genaueren

Charakterisierung ausgewéhlter Regulatoren hinzugezogen werden.
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Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Material

Zusétzlich zu den aufgefiihrten Materialien sind Medien, Losungen sowie
verwendete Antikorper bei der jeweiligen Methode aufgefiihrt. Puffer und
Losungen wurden, wenn nicht anders beschrieben, mit Aqua dest. ange-

setzt und autoklaviert oder steril filtriert.

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Es wurden Chemikalien der Firmen AppliChem (Darmstadt, Deutschland),
Applied Biosystems (Langen, Deutschland), Bio-Rad (Miinchen, Deutsch-
land), Gibco (Karlsruhe, Deutschland), Invitrogen (Karlsruhe, Deutsch-
land), LI-COR (Lincoln, USA), PAN Biotech GmbH (Aidenbach, Deutsch-
land), Qiagen (Hilden, Deutschland), Roche (Mannheim, Deutschland),
Roth (Karlsruhe, Deutschland), Serva (Heidelberg, Deutschland) sowie Sig-
ma Aldrich (Steinheim, Deutschland) bezogen.
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Reagenz Bezugsquelle
Agarose Broad Range Roth

Ampicillin Roth

Blocking Buffer LI-COR

Bradford Reagenz B6916 Sigma Aldrich

BSA Serva

DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole) Sigma Aldrich
DMEM (synthetisches Kulturmedium) PAN Biotech GmbH
DMSO Roth

Ethanol Roth
Ethidiumbromidlésung 0,025% Roth

FBS PAN Biotech GmbH
FuGENES6 Transfektionsreagenz Roche

Glycerin (wasserfrei) AppliChem

HEPES Roth

Kanamycin Roth
Lipofectamine2000 Invitrogen

MEM Eagle (synthetisches Kulturmedium) PAN Biotech GmbH
MEM clear (synthetisches Kulturmedium) PAN Biotech GmbH
Methanol Roth

Neomycin G418 Sigma Aldrich
Paraformaldehyd Sigma Aldrich
Penicillin/Streptomycin PAN Biotech GmbH
Pyromycin Sigma Aldrich
Pyruvat PAN Biotech GmbH
Triton X-100 Serva
Trypsin-EDTA PAN Biotech GmbH
Trypsin Inhibitor, soybean Gibco

Tween-20 Serva
"BigDye"Terminator-Kit Applied Biosystems

Tabelle 2.1: Reagenzien

34



2.1.2 Gerite

Es wurden Geréte der folgenden Firmen genutzt: Amersham Biosciences
(Miinchen, Deutschland), BioRad (Miinchen, Deutschland), Biostep (Jahns-
dorf, Deutschland), Brandt (Wertheim, Deutschland), Eppendorf (Ham-
burg, Deutschland), Fisher Scientific (Schwerte, Deutschland), Grant (Cam-
bridge, USA), Heraeus (Hanau, Deutschland), Kern (Balingen-Frommern,
Deutschland), Kéttermann (Uetze /Hénigsen, Deutschland), LI-COR (Lin-
coln, USA), Memmert (Schwabach, Deutschland), Millipore (Schwalbach,
Deutschland), New Brunswick Scientific (Enfield, USA), Techne (Jahns-
dorf, Deutschland), Thermo Scientific (Karlsruhe, Deutschland).
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Gerit Modell Bezugsquelle
Agarosegelkammer Biostep
Bakterienschiittler TC-7,126 New Brunswick Scientific
Mastercycler Eppendorf
Mini Trans-Blot Cell BioRad
System
Neubauer-Zahlkammer Brandt
Odyssey Infrarot LI-COR
Imaging System
Pipetten Eppendorf
PAGE Kammer BioRad
Reinstwasseranlage Milli-Q Millipore
Thermoblock QBD4 Grant
DB-3D Techne
Tischmixer G-560 Vortex Fisher Scientific
Tischzentrifugen Eppendorf 5424 Eppendorf
Eppendorf 5809 R Eppendorf
UV /Vis-Spektrometer ~ Ultrospec 3100 pro Amersham Biosciences
Waage 440-35N Kern
Warmeschrank Modell 100-800 Memmert
Wasserbad D-3162 Kottermann
Zellinkubator HERA cell 150 Heraeus
Zentrifugen Sorvall Evolution RC  Thermo Scientific
Zentrifugenrotor Sorvall SS-34 Thermo Scientific

Tabelle 2.2: Verwendete Gerite
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2.1.3 Mikroskope

Mikroskop Zubehor Mikroskopie

Olympus IX81 Hamamatsu ORCA ER widefield
C4742-80-12AG Kamera

Software: ScanR
Filter: YFP/GFP/RFP, BFP

Olympus IX81 Hamamatsu ImageEM widefield
CCd-C9100-13 Kamera
Software: CellR
Filter: YFP/GFP /RFP, BFP, Cy7
TIRF Laser: 488 nm, 561 nm

Nikon Eclipse TE200 widefield
Zeiss Axiovert 200 widefield
Olympus FV1000 Laser: 488 nm, 568 nm konfokal

Tabelle 2.3: Mikroskope

2.1.4 Software

NeuriteQuant [98]

Image]-Image Processing and Analysis in Java (Open Source Programm)
ScanR-Software (Olympus, Hamburg, Deutschland)

Cell R-Software (Olympus)

ApE - A Plasmid Editor (Open Source Programm)

PRISM (GraphPad, La Jolla, USA)
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2.1.5 Verbrauchsmaterial

Material Bezugsquelle
384-Loch Platten Greiner

(Frickenhausen, Deutschland)
Anzuchtrohrchen fiir E. coli (13 ml) Sarstedt

(Nimbrecht, Deutschland)
Deckel fiir 384-Loch Platten Thermo Scientific

(Karlsruhe, Deutschland)
Reagiergefifie (0.5, 1.5, 2 ml) Sarstedt
Reagiergefafle (5, 50 ml) Sarstedt

Sterilgefafs mit Filteraufsatz fiir Medien Millipore
(Schwalbach, Deutschland)
Zellkulturschalen mit Glasboden (35 mm) MatTek Corporation

(Ashland, USA)
Falcon Zellkulturschalen (10 cm) Sarstedt
Falcon Zellkulturschalen (6 cm) Sarstedt
Zellkulturplatten (6-Loch Platten) Greiner
Zellkulturplatten (12-Loch Platten) Greiner
Zellkulturplatten (24-Loch Platten) Greiner
Zellschaber Sarstedt

Tabelle 2.4: Verbrauchsmaterial

Alle weiteren genutzten Verbauchsmaterialien entsprachen der {ibli-

chen Laborausstattung.
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2.1.6 Grofienstandards

Verwendung Grofienstandard Firma

Agarose-Gelelektrophorese  GeneRuler 1 kb DNA Ladder  Fermentas
(St. Leon-Rot,
Deutschland)

GeneRuler 50bp DNA Ladder Fermentas

SDS-PAGE / Western Blot ~ HiMarkTM Pre-Stained HMW  Invitrogen

(Karlsruhe,
Deutschland)
Odyssey Two Color Protein LI-COR
Marker (Lincoln, USA)
Precision Plus Protein Dual BioRad
Color Standards (Mtinchen,
Deutschland)
Tabelle 2.5: Verwendete Grofienstandards
2.1.7 Enzyme
Enzyme Verwendung Bezugsquelle
Phusion Hot Start DNA-Polymerase PCR Finnzymes
(Vantaa, Finland)
Restriktionsendonukleasen Restriktion New England Biolabs

(Ipswich, USA)
Calf Intestine Phosphatase (CIP) Dephosphorylierung New England Biolabs
T4-DNA-Ligase Ligation New England Biolabs

Tabelle 2.6: Verwendete Enzyme
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2.1.8 Reagenzienkits

Kit Bezugsquelle

EndoFree Plasmid Maxi Kit Qiagen (Hilden, Deutschland)
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen

QIAquick Gel Extraktion Kit Qiagen

QIAquick PCR Purification Kit Qiagen

Tabelle 2.7: Reagenzienkits

2.1.9 Verwendete Oligonukleotid-Primer

Nr. Primer Primersequenz 5’-3’ Schnittstelle
161 ECFP BamHI 1s CGGGATCCGGGATGGTGAGCAAGGGCGAG BamHI
162 ECFP Notl 726as CGCGCCGGCGCCCTTACTTGTACAGCTCGTCCA  Notl
85  GFP1 EcoRIs CGGAATTCACCGGTCGCCACCATGGTG EcoRI
84  GFP734 BamHIas CGGGATCCTTAAGATACATTGATGAGTTTGGAC  BamHI
116 Ub Asel1s CGGCATTAATGATCTGGCCTCCGCGCCGGGT Asel
117 Ub Nhel 1216 as GGCCGCTAGCCGACCTGCAGCCCAAGCTTCGTC  Nhel
154 Seq Ub 833s CACATGAAGCAGCACGACTT

22 pBabe 5s CTTTATCCAGCCCTCAC

17 pBabe 3rev ACCCTAACTGACACACATTCC

158 pEGFP-N1 500F TAACAACTCCGCCCCATTGAC

95  T7 long forward TAATACGACTCACTATAGGG

97 Terminator reverse =~ AGTGGCACCTTCCAGGGTCAA
155 pEGFP-C1 1266s CATGGTCCTGCTGGAGTTCGTG
159 pEGFP-Nl 771R GACACGCTGAACTTGTGGC

Tabelle 2.8: Verwendete Oligonukleotid-Primer

2.1.10 Verwendete Konstrukte

Es wurden fiir diverse Experimente sowie zur Klonierung weiterer DNA-
Konstrukte folgende Plasmide verwendet: pBABEpuro (Bob Weinbergs
Labor), pCS2-NeuroD2 [97], pEGFP-Tub (Clontech), pEGFP-N1 (Clontech),
pmCherry-N1 (Clontech) und pUB-GEFP [99].
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In der nachfolgenden Tabelle sind alle in dieser Arbeit bzw. von der Mas-
terstudentin Verena Hannak erstellten Konstrukte aufgelistet. pUB-Neuro-
D2 wurde durch Einsetzen des Inserts NeuroD2 aus dem Plasmid pCS2-
NeuroD2 in den Vektor pUB-GFP iiber die Restriktionsschnittstellen Eco-
RI und Notl erzeugt. Uber die gleichen Schnittstellen wurde auch das
DNA-Konstrukt pUB-mCherry erzeugt, dabei wurde das Insert mCher-
ry des Plasmids pm-Cherry-N1 sowie der Vektor pUB-GFP verwendet.
pBABEpuro-UB wurde durch Einsetzen des hUBc-Promoters aus dem Plas-
mid pUB-GFP in den Vektor pBABEpuro tiber die Restriktionsschnittstel-
len Sall und EcoRI generiert. Die DNA-Konstrukte pUB-mCherry-Aktin
sowie pUB-EGFP-Tubulin wurden im Rahmen der Masterarbeit von Ver-

ena Hannak generiert [100].

Konstrukt Vektor Insert Enzyme
pUB-NeuroD2 pUB-GFP NeuroD?2 EcoRI-Notl
(diese Arbeit) [99] [97]

pUB-mCherry pUB-GFP mCherry EcoRI-Notl
(diese Arbeit) [99] (Clontech)

pBABEpuro-UB pBABEpuro hUBc-Promoter Sall-EcoRI
(diese Arbeit) (Bob Weinbergs Labor) [99]

pUB-mCherry-Aktin  pUB-mCherry mRFP-Actin EcoRI-BamHI
[100] (diese Arbeit) [101]]

pUB-EGFP-Tubulin  pEGFP-Tub hUBc-Promoter Asel-Nhel
[100] (Clontech) [99]

Tabelle 2.9: Verwendete Konstrukte
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2.1.11 Antikorper

1. Antikorper Spender Konzentration Bezugsquelle
Dync1hl Maus IF [1:50] Santa Cruz Biotechnology
WB [1:200] (Heidelberg, Deutschland)
EB1 (KT51) Ratte IF [1:500] Absea
WB [1:2000] (Bejing, China)
EB2 (KT52) Ratte IF [1:500] Absea
WB [1:2000]
EB3 (KT36) Ratte IF [1:500] Absea
EB3 (KT53) Ratte WB [1:500] Absea
Egb Kaninchen IF [1:500] Abcam
(Cambridge, UK)
GAPDH Maus WB [1:1000] Pierce-Antibody
(Rockford, USA)
GAPDH Kaninchen WB [1:1000] Cell Signaling Technology
(Danvers, USA)
INCENP Kaninchen WB [1:1000] Sigma Aldrich
INCENP (C-18) Ziege WB [1:200] Santa Cruz Biotechnology
MKLP1 (N-19) Kaninchen IF [1:100] Santa Cruz Biotechnology
MTAP2 Kaninchen IF[1:2000] Shelley Halpains Labor
Oct4 Kaninchen IF [1:1000] Abcam
TPX2 (C-21) Ziege IF [1:500] Santa Cruz Biotechnology
o-Tubulin Maus IF [1:500] Santa Cruz Biotechnology
(acetyliert)
o-Tubulin Ratte IF [1:500] Santa Cruz Biotechnology
(tyronisiert)
TU20 Maus IF [1:2000] Exbio
(neuronales Tubulin) (Vestec, Tschechien)
TUJ1 Maus IF [1:2000] A. Frankfurters Labor

(neuronales Tubulin)

Tabelle 2.10: Erstantikorper
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2. Antikorper Spender Reaktivitit Konzentration Bezugsquelle
Alexa Fluor 488 IgG Ziege Kaninchen IF [1:1000] Invitrogen
(Karlsruhe)
Alexa Fluor 488 IgG Ziege Maus IF [1:1000] Invitrogen
Alexa Fluor 568 IgG Ziege Kaninchen  IF [1:1000] Invitrogen
Alexa Fluor 568 IgG Ziege Maus IF [1:1000] Invitrogen
Alexa Fluor 568 IgG Ziege Ratte IF [1:1000] Invitrogen
Alexa Fluor 750 1gG Ziege Maus IF [1:1000] Invitrogen
Odyssey IRDye680 IgG ~ Esel Ziege WB [1:5000] LI-COR
(Lincoln, USA)
Odyssey IRDye680 IgG ~ Ziege Kaninchen =~ WB [1:5000] LI-COR
Odyssey IRDye680 IgG ~ Ziege Maus WB [1:5000] LI-COR
Odyssey IRDye800 IgG ~ Esel Ziege WB [1:5000] LI-COR
Odyssey IRDye800 IgG ~ Ziege Kaninchen =~ WB [1:5000] LI-COR
Odyssey IRDye800 IgG  Ziege Maus WB [1:5000] LI-COR

Tabelle 2.11: Zweitantikorper

2.1.12 Verwendete Mikroorganismen (E. coli-Stimme)

Es wurden folgende E. coli-Bakterienstimme zur Transformation von Plasmid-

DNA verwendet.

E.coli Stamm Genotyp Herkunft

Top10 Bakterienstamm von Invitrogen Invitrogen
F~ mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) (Karlsruhe)
P80lacZA M15 A lacX74 recAl araD139
araD139 A(ara-leu) 7697 galU galK rpsL (StrR)
endAl nupG A-

XL10Gold Bakterienstamm von Stratagene Stratagene
TetR A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR mrr) (Mannheim)

173 end A1 supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac Hte
[F” proAB laclqZ A M15 Tn10(TetR) Amy CamR]

Tabelle 2.12: E. coli-Stimme
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2.1.13 Nahrmedien fiir Bakterien

Nihrmedium Zusammensetzung
Luria-Bertani (LB)-Fliissigmedium 10 g/1 Bacto-Trypton
10 g/1 NaCl
5 g/1 Hefe-Extrakt
pH 7,4 mit NaOH

Luria-Bertani (LB)-Festagarplatten 10 g/1 Bacto-Trypton
10 g/1 NaCl
5 g/1 Hefe-Extrakt
16 g/1 Bacto-Agar
pH 7,2 mit NaOH

Tabelle 2.13: Nahrmedien fiir Bakterien

Antibiotikum Konzentration

Ampicillin 100 pug/ml
Kanamycin 50 pg/ml

Tabelle 2.14: Antibiotika fiir Ndhrmedien

2.1.14 Verwendete Zelllinien

Zelllinie Organismus Gewebe Morphologie DSMZ Nr.
P19 Maus Embryo Teratoma ACC 316
Plat-E Mensch Embryo Niere RV 101

Tabelle 2.15: Verwendete Zelllinien

2.1.15 Nahrmedien fiir Zelllinien

Die Ndhrmedien fiir eukaryotische Zellen wurden steril filtriert und bei
4°C gelagert.
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Medium Zusammensetzung

P19 Wachstumsmedium 10 % (v/v) FBS
1 % (v/v) Pyruvat
1 % (v/v) x mM L-Glutamin
100 ug/ml Penicillin

100 ug/ml Streptomycin
ad x ml MEM Eagle

Plat-E Wachstumsmedium 10 % (v/v) FBS
1 % (v/v) x mM L-Glutamin
100 ug/ml Penicillin
100 yg/ml Streptomycin
ad x ml DMEM

P19 Differenzierungsmedium 5 % (v/v) FBS
1 % (v/v) Pyruvat
1 % (v/v) x mM L-Glutamin
ad x ml MEM Eagle oder MEM clear

Einfriermedium Wachstumsmedium
5 % DMSO (steril)

Tabelle 2.16: Nahrmedien fiir Zelllinien

Zur Selektion von stabilen eukaryotischen Zelllinien wurden folgende
Antibiotika den bereits beschriebenen Nahrmedien zugesetzt.

Antibiotikum Konzentration

Blastomycin 10 pg/ml
Puromycin 0,5 ug/ml
G418 1 mg/ml

Tabelle 2.17: Antibiotika zur Selektion von stabilen Zelllinien
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Polymeraseketten-Reaktion (PCR)

Die Polymeraseketten-Reaktion ist eine Standardmethode zur selektiven
Amplifizierung von DNA-Segmenten durch eine sich zyklisch wiederho-
lende Abfolge von Reaktionsschritten [102, [103]. Die zu vermehrenden
DNA-Abschnitte werden dabei durch die Wahl der 5- und 3’-Oligonu-
kleotide festgelegt. Die Abfolge, der sich wiederholenden Schritte, bein-
haltet die Denaturierung der DNA, die Hybridisierung der einstrangigen
DNA mit den Oligonukleotid-Primern und die Kettenverlangerung (Elon-
gation) mit Hilfe einer thermostabilen DNA-Polymerase an den 3'OH-
Primer-Enden.

Die DNA-Amplifikationen wurden im praparativem Mafsstab im Master-
cycler von Eppendorf durchgefiihrt und es wurde die Phusion Hot Start
High-Fidelity-DNA-Polymerase (Finnzymes) eingesetzt. Zur optimalen Ver-
vielfdltigung von DNA-Fragmenten wurde ein 2-Stufen-Programm ver-
wendet, da durch eine schrittweise Erhohung der Hybridisierungstempe-
ratur eine unspezifische Bindung der Primer an die Template-DNA ver-
hindert wird. Die Hybridisierungstemperaturen wurden aufgrund der an-
gegebenen Schmelztemperaturen der gewéhlten Oligonukleotidprimer fest-
gelegt.

Ein praparativer Reaktionsansatz einer PCR setzte sich folgendermafien

Zusammen:
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Volumen Komponente Endkonzentration

10 ul 5x Phusion HF Puffer 1x

1l dNTP Mix (10 mM) 200 uM
2,5ul Primer 5’ 0,5uM
2,5ul Primer 3’ 0,5uM

1ul Template DNA 100-300 ng
0,5ul Phusion Hot Start DNA Polymerase 0,02 unit/yl

325u  ddH,O

Tabelle 2.18: Pipettierschema fiir einen 50 ul PCR-Ansatz

Schritt Temperatur Zeit Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 98°C 30s 1

Stufe1l Denaturierung 98°C 15s
Hybridisierung 52°-59°C 10s 5
Elongation 72°C 60 s

Stufe2 Denaturierung 98°C 15s
Hybridisierung 59°-68°C 10s 35
Elongation 72°C 60 s
Finale Elongation 72°C S5min 1

8°C o0

Tabelle 2.19: 2-Stufen-PCR-Programm

2.2.2 Isolierung von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA aus transformierten E. coli-Kulturen wurde mittels QIA-
prep Spin Miniprep Kit oder im grofieren Mafsstab mit Hilfe des Endo-
Free Plasmid Maxi Kits (beide von Qiagen) nach Angaben des Herstellers

isoliert.
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2.2.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdauren

Die Konzentration von DNA wurde iiber die Bestimmung der Absorpti-
on im UV /VIS Spektrometer (Amersham Biosciences) ermittelt. Basierend
auf dem Absorptionsmaximum der Nukleinsduren bei 260 nm (OD260,
Optische Dichte) lasst sich die Konzentration an doppelstrangiger DNA
berechnen. Einen Absorptionswert von 1 besitzt eine DNA-Losung mit
der Konzentration von 50 yg/ml in einer Kiivette mit einer Schichtdicke
von 1 cm. Proteine absorbieren aufgrund der aromatischen Aminosduren
bei 280 nm. Das Verhiltnis von OD260 zu OD280 gibt Aufschluss tiber ei-
ne Proteinkontamination der DNA-Probe. Der Quotient betrédgt bei einer
reinen DNA-Losung 1,8 - 2,0.

2.24 Analytische und praparative Agarosegelelektropho-

rese

Die horizontale Agarosegelelektrophorese trennt doppelstrangige DNA-
Fragmente in Abhédngigkeit von ihrer Grofie auf. Diese Methode wurde so-
wohl zur prédparativen Isolierung von DNA-Fragmenten nach einem Re-
striktionsverdau, als auch zur analytischen Restriktionsanalyse bzw. zur
Charakterisierung von PCR-Produkten verwendet.

Bei dieser Methode wird die negative Ladung des Phosphatriickgrates
der DNA genutzt, da aufgrund dieser sich die DNA-Molekiile im elektri-
schen Feld in Richtung des Pluspoles bewegen und somit nach ihrer Gro-
3e im Gel aufgetrennt werden konnen. Die Proben wurden mit 6x DNA-
Probenpuffer versetzt und in 1 %igen Agarosegelen in 1x-TAE-Puffer bei
100 V aufgetrennt. Zur Visualisierung der DNA-Fragmente wurden Aga-
rosegele gegossen, die mit einer 0,025 % Ethidiumbromidlésung (4 Trop-
fen pro 100 ml) versetzt waren. Ethidiumbromid ist ein sequenzunspe-
zifischer Fluoreszenzfarbstoff, welcher in dsDNA interkaliert, so dass die
DNA-Fragmente mit Hilfe eines UV-Illuminators bei einer Anregungswel-

lenldnge von 302 nm detektiert und dokumentiert werden konnten.
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Pufferlésungen Zusammensetzung
6x DNA-Probenpuffer 50% Glycerol
0,25% (w/v) Bromphenolblau

1x TAE Puffer 40 mM Tris-Acetat
1 mM EDTA
pH 8,3

Tabelle 2.20: Verwendete Puffer bei einer Gelelektrophorese

2.2.5 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Die zu isolierenden DNA-Fragmente wurden nach der Gelelektrophorese
aus dem Agarosegel herausgeschnitten und mittels QIAquick Gel Extrak-
tion Kit (Qiagen) nach Angaben des Herstellers gereinigt.

2.2.6 Hydrolytische Spaltung von DNA mit Restriktions-

endonukleasen

Die hydrolytische Spaltung von Plasmid-DNA wurde mit Hilfe von Re-
striktionsendonukleasen der Firma New England Biolabs durchgefiihrt.
Fiir einen Reaktionsansatz wurden die mitgelieferten, auf die entsprechen-
den Enzyme abgestimmten Puffer verwendet und nach Angaben des Her-
stellers inkubiert. Die Hydrolyse mit zwei Enzymen wurde gleichzeitig
durchgefiihrt, sofern die Bedingungen identisch waren, andernfalls wur-
de sequentiell restringiert. Die Reaktion erfolgte in einer zwei stiindigen
Inkubation bei 37°C. Nach allen praparativen Restriktionsansdtzen wurde
eine Agarosegelelektrophorese durchgefiihrt, um die gewiinschten DNA-
Fragmente aus dem Gel zu extrahieren. Bei analytischen Ansédtzen diente
das folgende Agarosegel lediglich zur Dokumentierung der Restriktions-

banden.
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Volumen Komponente
x ul Plasmid-DNA (3-5 yg)
2-2,5ul Restriktionsendonuklease 1

2-2,5ul Restriktionsendonuklease 2
5ul 10x NEB-Putffer

(0,5 ul 100x BSA)

ad50pul  ddH,O

Tabelle 2.21: Praparativer Reaktionsansatz

Volumen Komponente

1l Plasmid-DNA
1ul Restriktionsendonuklease 1
1ul Restriktionsendonuklease 2
2ul 5x NEB-Puffer

0,2 ul 100x BSA)
ad20yl  ddH,O

Tabelle 2.22: Analytischer Reaktionsansatz

2.2.7 Dephosphorylierung von Vektoren

Nach der hydrolytischen Spaltung wurden Vektoren mittels der Calf Intes-
tine Phosphatase (CIP) von New England Biolabs nach Angaben des Her-
stellers dephosphoryliert, um eine Verkniipfung der beiden restringierten
Enden ohne Einbau eines Inserts zu verhindern.

2.2.8 Ligation von DNA-Fragmenten

Bei der Ligation wurden ein restringierter Vektor und ein mit den glei-
chen Restriktionsschnittstellen versehendes Insert miteinander verkniipft.
Es wurde eine T4-DNA-Ligase (New England Biolabs) verwendet, welche
die DNA-Enden unter ATP-Hydrolyse kovalent miteinander verkniipft.

50



Eingesetzt wurden 10 - 50 ng linearisierter Vektor mit einem 3 - 5 fach mo-
laren Uberschuss an Insert-DNA zusammen mit 1 ul T4-DNA-Ligase und
2 ul T4-Ligase-Puffer in einem Gesamtvolumen von 20 ul. Ein Ligations-
ansatz wurde 1 - 2 Stunden bei RT inkubiert.

2.2.9 Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen

Fiir die Herstellung von chemisch kompetenten Zellen wurde zunéchst
eine Vorkultur (XL-10 Gold oder Top10-Zellen) in 5 ml LB-Medium ohne
Antibiotika angesetzt und tiber Nacht bei 37°C im Schiittler inkubiert. Am
folgenden Tag wurden mit dieser Vorkultur 200 ml LB-Medium angeimpft
und bis zu einer OD von 0,6 bei 37°C und 200 rpm inkubiert. Sobald die
Bakterienkultur diese OD erreichte, wurde sie 5 min auf Eis inkubiert und
anschliefend 5 min bei 4°C und 4000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet in 0,4 fachem Volumen eisgekiihlten Tbf-
I Puffers resuspendiert. Es folgte eine weitere Inkubation auf Eis fiir 5 min
und eine Zentrifugation fiir 5 min bei 4°C und 4000 rpm. Der Uberstand
wurde abgenommen und verworfen, das Bakterienpellet in 0,04 fachem
Volumen ebenfalls eiskalten Tbf-II Puffers resuspendiert. Die Zellsuspen-
sion inkubierte noch weitere 15 min auf Eis und wurde anschliefiend in 50
ul Aliquots abgefiillt, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C
gelagert.
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Puffer Zusammensetzung
Tbf-I 30 mM Kaliumacetat
100 mM Rubidiumchlorid
10 mM Calciumchlorid
50 mM Manganchlorid
15 % Glycerin
mit 0,2 M Essigsdure auf pH 5,8 einstellen

Tbf-II 10 mM MOPS
10 mM Rubidiumchlorid
75 mM Calciumchlorid
15 % Glycerin
mit 0,2 M Essigsdure auf pH 6,5 einstellen

Tabelle 2.23: Puffer zur Herstellung von kompetenten Zellen

2.2.10 Transformation und Retransformation von chemisch

kompetenten Zellen

Bei einer Transformation wurde ein 50 ul Aliquot chemisch kompetenter E.
coli Zellen mit 5 pl eines Ligationsansatzes versetzt, im Falle einer Retrans-
formation mit 1 yl Plasmid-DNA. Der Ansatz inkubierte fiir 30 min auf Eis
und zur Steigerung der Transformationseffizienz folgte ein Hitzeschock
bei 42°C fiir 2 min. Zur Ausbildung der plasmid-kodierten Antibiotikare-
sistenz wurde der Ansatz mit 1 ml LB (ohne Antibiotika) versetzt und fiir
1 - 2 Stunden bei 37°C geschiittelt. Daraufhin wurde der Ansatz kurz ab-
zentrifugiert (10000 rpm, 1 min, Tischzentrifuge, Eppendorf), tiberschiissi-
ges Medium abgenommen, das Pellet im Riicklauf resuspendiert und auf
vorgewdrmten LB-Agar-Platten mit dem entsprechenden Selektionsmar-
ker ausplattiert. Zum Wachsen der Transformanden wurde die Platte iiber
Nacht bei 37°C inkubiert.
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2.2.11 Langfristige Lagerung von Bakterien als Glycerin-

kulturen

E. coli-Bakterien konnen in Form von Glycerinkulturen dauerhaft gelagert
werden. Dafiir wurde eine unter Selektionsdruck gehaltene Fliissigkultur
mit 50% sterilem Glycerin versetzt und in fliissigem Stickstoff schockge-

froren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

2.2.12 DNA-Sequenzierung

Zur Bestimmung der DNA-Sequenz wurde die Kettenabbruchmethode
nach Sanger et al. angewandt [104]. Diese Methode beruht auf der Verviel-
faltigung eines zu sequenzierenden DNA-Fragments mittels einer DNA-
Polymerase. Die Komplementarstrange werden von einem Oligonukleotid-
Primer zu einzelstrangiger DNA synthetisiert. Es wurde ein Ansatz ge-
macht, in dem sich die vier 2’,3" Dideoxynukleotide (ddNTPs) ddATP,
ddCTP, ddGTP oder ddTTP befanden. Diese wurden in die Sequenz an ei-
ner zufélligen Position eingebaut. An dieser Stelle brach die DNA-Synthese
ab und es entstanden auf diese Weise Fragmente unterschiedlicher Lange.
Die Detektion dieser markierten Dideoxynukleotide erfolgte iiber Fluores-
zenz. Verwendet wurde das "BigDye"Terminator-Kit von Applied Biosys-

tems.

Volumen Komponenten

0,5ul Miniprep DNA (ca. 50 ng)

0,5ul Sequenzier-Oligonukleotidprimer (10 uM)
2ul Terminator Mix

7 ul ddH,0O (RN Ase frei)

Tabelle 2.24: Sequenzieransatz
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Schritt Temperatur Zeit

Initiale Denaturieung 96°C 30s
Denaturierung 96°C 30s
Hybridisierung 50°C 15s
Elongation 60°C 240 s

Tabelle 2.25: PCR-Programm der Sequenzierung
Wiederholung der Schritte 2-4 (25 Zyklen).

Auf die PCR folgte eine Ethanolfidllung der DNA. Dazu wurden 1 ul ED-
TA (125 mM), 1 pl Natrium-Acetat (3 M, pH 4,7) und 25 ul Ethanol absolut
dem Ansatz zugegeben. Nach einer 15 miniitigen Inkubation bei RT er-
folgte eine Zentrifugation bei 14000 rpm fiir 10 min. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet mit 200 ul Ethanol (70%) gewaschen und erneut
zentrifugiert (10 min, 14000 rpm, Tischzentrifuge, Eppendorf). Der Uber-
stand wurde wieder abgenommen und das Pellet bei RT getrocknet. Die
Analyse der Sequenzierung erfolgte in einem ABI PRISM 3700 DNA Ana-
lyzer (Applied Biosystems) nach der Methode der Kapillarelektrophorese.
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2.3 Biochemische Methoden

2.3.1 Herstellung von Zelllysaten mittels RIPA-Puffer

Zur Herstellung von Zelllysaten wurden P19 Zellen in einer 12-Loch Plat-
te (Flache 3,8 cm? pro well) kultiviert. Es wurden 180.000 P19 Zellen in 1
ml Differenzierungsmedium pro Loch ausplattiert und einen Tag im Brut-
schrank inkubiert. Anschlieffend wurden 1,6 ug pUB-NeuroD2, gegebe-
nenfalls zusammen mit 80 pmol siRNA (20 yl einer 4 uM Stocklésung),
ko-transfiziert. Als Transfektionsreagenz wurde Lipofectamine2000 von
Invitrogen (4 ul pro Loch) nach Angaben des Herstellers verwendet. Bei
Differenzierungs- bzw. siRNA-Experimenten folgte eine viertagige Inku-
bation im Brutschrank. Darauthin wurde die Platte mit den Zellen auf Eis
tiberfiihrt und 100 ul RIPA-Puffer pro Loch zugegeben. Mit einem Zell-
schaber wurden die Zellen vom Schalenboden abgelost, anschliefiend die
Zellsuspension in ein 1,5 ml Eppendorfgefdfy tiberfithrt, mehrfach auf-
und abpipettiert und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Darauf folgte eine Zen-
trifugation fiir 30 min bei 4°C und 14000 rpm. Der Uberstand wurde ab-

genommen und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.
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Puffer Zusammensetzung
RIPA-Puffer 1 ml Tris-HCl, pH 7,5
1 ml NaCl (Stock 1,5 M)
1 ml NaEDTA (Stock 10 mM)
1 ml EGTA (Stock 10 mM)
1 ml Igepal (Stock 10 %)
1 ml Na-deoycholate (Stock 10 %)
1 ml Na-pyrophosphate (Stock 25 mM)
1 ml 3-glycerophosphate (Stock 10 mM)
100 ul SDS (Stock 10 %)
1 Tablette Protease-Inhibitoren (fiir 10 ml)
100 ul PMSF (Stock 1 M)
mit ddH,O auf 10 ml auffiillen

Tabelle 2.26: RIPA-Puffer zur Herstellung von Zelllysaten

2.3.2 Herstellung von Zelllysaten mittels heifser SDS-Los-

ung

Zur Herstellung von Zelllysaten wurden P19 Zellen in einer 6-Loch Plat-
te (Fliache 9,8 cm? pro well) kultiviert. Es wurden 360.000 P19 Zellen in
2 ml Medium pro Loch ausplattiert und einen Tag im Brutschrank inku-
biert. Anschlieffend wurden 4 ug pUB-NeuroD2, gegebenenfalls zusam-
men mit 160 pmol siRNA (8 ul einer 20 uM Stockldsung), ko-transfiziert.
Als Transfektionsreagenz wurde Lipofectamine2000 von Invitrogen nach
Herstellerangaben verwendet (5 pl pro Loch). Bei Differenzierungs- bzw.
siRNA-Experimenten folgte eine viertdgige Inkubation im Brutschrank.

Von den Zellen wurde das Medium abgenommen, 200 ul Trypsin/EDTA
pro Loch zugegeben und im Brutschrank fiir 10 min inkubiert. Danach
wurden 800 pl P19 Wachstumsmedium zugegeben und die Zellsuspensi-
on in ein 1,5 ml Reaktionsgefafs {iberfiihrt. Es folgte ein Zentrifugations-
schritt bei 4000 rpm fiir 5 min. Der Uberstand wurde abgenommen, das

Pellet mit vorgewdrmten PBS gewaschen und erneut zentrifugiert. In der
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Zwischenzeit wurde ein Heizblock auf 97°C vorgeheizt und darin eine 10
% ige SDS-Losung (in 50 mM Tris-Puffer) vorgewdrmt. Nach dem zwei-
ten Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand abgenommen und sofort
40 yl heifse SDS-Losung auf das Pellet gegeben. Die Proben wurden fiir
weitere 10 min bei 97°C gekocht und anschliefSend bei 14000 rpm fiir 10
min zentrifugiert. Schlieflich wurde der (moglichst) DNA-freie Uberstand
abgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

2.3.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration von Zelllysaten wurde die Me-
thode nach Bradford verwendet [105]. Dazu wurde 500 yl Bradford-Re-
agenz mit 500 yl bidestilliertem Wasser verdiinnt und 1 pl der zu bestim-
menden Proteinlosung zugegeben. Die optische Dichte der Losung wurde
bei einer Wellenldnge von 595 nm gemessen. Durch die Erstellung bzw.
den Vergleich mit einer BSA-Eichgerade (16, 8, 4, 2, 1 mg/ml BSA) wurde

die Proteinkonzentration bestimmt.

2.3.4 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Es wurde die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese zur Aufternnung von
Proteinen anhand ihrer Grofie im elektrischen Feld angewendet (Tris-Gly-
cin-System). Dafiir wurden 30 oder 50 yug Gesamtzellprotein mit SDS-Pro-
benpuffer versetzt und fiir 5 min bei 95°C erhitzt. Anschlieffend wurden
die Proben in Gradientengelen (4-15 %) von BioRad aufgetrennt. Die Auf-
trennung erfolgte bei 150 V fiir etwa 1-1,5 h je nach Proteingrofien. Die
verwendeten Proteinstandards sind in Tabelle 2.5{aufgelistet.
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Puffer Zusammensetzung
5x SDS-Probenpuffer 0,6 ml 1 M Tris-HCI pH 6,8
5 ml 50 % Glycerol
2ml 10 % SDS
pH-Wert einstellen nicht notig

10x SDS-Laufpuffer 30 g Tris
144 g Glycin
10 g SDS
auffillen auf 11 mit ddH,O

Tabelle 2.27: Puffer fiir SDS-PAGE

2.3.5 Western Blot und Immunodetektion

Die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden anschlieffend auf
eine Polyvinyldenfluorid-Membran (Millipore) transferiert. Dafiir wurde
zundchste die PVDF-Membran mit Methonal aktiviert und im Transfer-
puffer dquilibriert. Es wurde das Mini Trans-Blot Cell System von Bio-
Rad verwendet, wobei das ungefiarbte Polyacrylamidgel und die PVDF-
Membran zwischen zwei Transferpuffer getrankte Whatman Papiere so-
wie Schwamme eingelegt und anschlieffend in die Aparatur eingehdngt
wurden. Der Behélter wurde mit eiskaltem Transferpuffer aufgefiillt. Der
Proteintransfer erfolgte bei einer Spannung von 100 V fiir eine Stunde.

Mittels Immunodetektion wurden die immobilisierten Proteine auf der
PVDF-Membran nachgewiesen. Dazu wurde die Membran zunéchst in
5 ml Block-Puffer (LI-COR) inkubiert, wobei alle freien Bindungsstellen
blockiert wurden. Anschliefend wurde die Membran 1x mit TBS-T gewa-
schen und UN mit dem Priméarantikorper (in Block-Puffer) unter Schwen-
ken bei 4°C inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Membran dreimal
mit TBST fiir jeweils 10 min bei RT gewaschen und anschliefend fiir eine
Stunde bei RT mit dem Sekundarantikorper (in TBS-Puffer) fiir 1 h bei RT
inkubiert. Darauthin wurde die Membran erneut dreimal fiir jeweils 10

min mit TBST-Puffer gewaschen. Die Detektion erfolgte mit dem Odyssey
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Infrarot Imaging System der Firma LI-COR. Die verwendeten Antikorper
sind den Tabellen und zu entnehmen.

Puffer Zusammensetzung
10x Transfer-Puffer 144 g Glycin
30 g Tris
in11ddH,0 lésen

1x Transferpuffer

1x TBS-Puffer

TBST-Puffer

pH-Wert einstellen nicht notig

100 ml 10x Transfer-Puffer
700 ml ddH,O
200 ml Methanol

6,06 g Tris

8,76 g NaCl

in 800 ml ddH,O losen

einstellen auf pH 7,5 mit 1 M HCl
mit ddH,O auf 11 auffiillen

1 ml Tween-20
in 11 1x TBS-Puffer

Tabelle 2.28: Puffer fiir Westernblots
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2.4 Zellbiologische Methoden

Alle zellbiologischen Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an ei-
ner Sterilbank der Firma NuAire durchgefiihrt sowie stets sterile Mate-
rialien und Medien verwendet. Sofern nicht anders erwihnt, wurden die
Zellen in einem Brutschrank bei 37°C und 5 % CO; inkubiert. Die verwen-
deten Medien sind der Tabelle zu entnehmen.

24.1 Kultivierung von P19 Zellen

Die Kultivierung von P19 Zellen erfolgte in 10 cm Zellkulturschalen mit
15 ml P19 Wachstumsmedium. Bei den P19 Zellen handelt es sich um ad-
harent wachsende Zellen. Die Zellen wurden beim Erreichen einer Kon-
fluenz von 70-80 % passagiert. Dabei wurde zunédchst das alte Medium
von den Zellen abgenommen, die Kulturschale mit 2 ml Trypsin/EDTA
gewaschen und die Zellen mit 1 ml Trypsin/EDTA fiir 10 min im Brut-
schrank inkubiert. Trypsin 10st enzymatisch Verbindungen der Zellen mit
dem Schalenboden. Nach der Inkubation wurden 5 ml vorgewdrmtes Wachs-
tumsmedium zugegeben und die Zellen durch vorsichtiges Pipettieren
vom Schalenboden abgelodst und vereinzelt. Durch die Zugabe des serum-
haltigen Wachstumsmediums wurde die enzymatische Aktivitdt des Tryps-
ins gestoppt. In eine neue Kulturschale wurden 15 ml vorgewédrmtes P19
Wachstumsmedium gegeben und ca. 5-6 x 10° Zellen (0,3-0,5 ml der Zell-

suspension) ausgest.

2.4.2 Kaultivierung von Plat-E Zellen

Die Kultivierung der Plat-E Zellen verlief nach dem gleichen Protokoll
wie bei den P19 Zellen. Allerdings wurden diese Zellen in einem sepa-
raten Inkubator kultiviert, da es sich um eine Virus-produzierende Zell-
linie handelt. Die Zellen enthalten das Gen fiir die viralen Hiillproteine,
welches durch eine regelméflige Selektion mit Blasticidin stabil im Ge-
nom gehalten wird (s. Tab. . Plat-E Zellen produzieren Viren gegen
Maus-spezifische Proteine erst nach einer Transfektion mit Plasmiden des

60



pBABE-Systems (retrovirales Expressionssystem), jedoch wurden bereits
die untranstizierten Plat-E Zellen separiert, um mogliche Kontaminatio-
nen von anderen Maus-Zelllinien zu verhindern.

2.4.3 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl von eukrayotischen Zellen wurde mit Hilfe einer Neubauer-
Zahlkammer bestimmt. Dafiir wurden nach der Trypsinierung 20 ul der
1:5 verdiinnten Zellsuspension auf die Kammer gegeben und die Zellen
im mittleren Groquadrat gezéhlt. Diese Zahl wurde mit dem Faktor 10%
multipliziert, der aus der Fliche, dem Volumen und der Tiefe der Zihl-
kammer hervorgeht. Aus dieser Rechnung ergibt sich die Anzahl der Zel-
len pro ml.
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Abbildung 2.1: Neubauer-Zahlkammer

2.4.4 Einfrieren und Auftauen von eukaryotischen Zellen

Um eukaryotische Zellen stabil aufbewahren zu konnen, wurden diese
eingefroren und bei -150°C gelagert. Bei einer Konflurenz von 70 % wur-
den die Zellen trypsiniert und abhdngig von der Zelllinie inkubiert. Nach
der Inkubation wurden 5 ml Wachstumsmedium zugegeben und die Zell-
suspension 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abge-
nommen und das Pellet in Einfriermedium resuspendiert. Die Zellen von
einer 10 cm Kulturschale wurden in 1 ml Einfriermedium resuspendiert
und aliquotiert (je 500 ul). Diese Aliquots wurden in einem Isopropanol-
bad bei -80°C UN langsam heruntergekiihlt. Am folgenden Tag wurden
die Zell-Aliquots in den -150°C Schrank tiberfiihrt und dort gelagert.
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Eingefrorene Zellen miissen sehr schnell aufgetaut werden, damit sich bei
dem Prozess keine Eiskristalle bilden, die die Zellen beschddigen kénn-
ten. Daher wurden die Aliquots in einem 37°C warmen Wasserbad ge-
schwenkt bis die Zellsuspension wieder fliissig wurde. Die Zellen wur-
den in eine 10 cm Kulturschale transferiert, die zuvor mit frischem Wachs-
tumsmedium im Brutschrank vorgewarmt und mit CO, angereichert wur-
de. Anschliefsend wurden die Zellen im Brutschrank nach dem normalen
Kultivierungsprotokoll inkubiert.

2.4.5 Transiente Transfektion mit Lipofectamine2000

Fiir die transiente Transfektion von DNA bzw. fiir die Ko-Transfektion von
DNA und siRNA wurde Lipofectamine2000 von Invitrogen verwendet.
Dieses Reagenz basiert auf kationischen Lipiden und besteht aus mehre-
ren Komponenten, welche mit der negativ-geladenen DNA einen Kom-
plex eingehen. Dieser gebildete Komplex kann von der Zielzelle aufge-
nommen werden. Transiente forward-Transfektionen wurden nach Anga-
ben des Herstellers durchgefiihrt.

In dieser Arbeit wurde dieses Reagenz hauptsichlich fiir die reverse Trans-
fektion von DNA bzw. fiir die Ko-Transfektion von DNA und siRNA in
384-Loch-Platten (384 well-Platten) verwendet. In Versuchen, in denen nur
DNA transfiziert werden musste, wurden 50-120 ng DNA in 7,5 ul klarem
MEM pro well pipettiert. Darauf folgte ein Zentrifugationsschritt (1 min
bei 1000 rpm). In der Zwischenzeit wurden 120 nl Lipofectamine2000 in
7,5 ul klarem MEM (pro well) fiir 5 min bei RT inkubiert. Danach wurde
der Lipofectamine-Mix ins well gegeben und erneut zentrifugiert. Damit
sich die Komplexe von DNA und Transfektionsreagenz bilden konnten,
wurde die Platte fiir 20 min bei RT inkubiert. Wahrend dieser Zeit wur-
den die P19 Zellen passagiert und die Zellzahl auf 8000 bzw. 4000 Zellen
pro 85 ul eingestellt. Nach der 20-miniitigen Inkubation wurde die Zell-
suspension in die wells pipettiert und die Platte im Brutschrank inkubiert.
Bei Differenzierungsversuchen wurden die P19 Zellen fiir vier Tage inku-
biert.
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Wurden Versuche mit siRNA durchgefiihrt, so wurde ein Pipettierschritt
hinzugeftigt. Erst wurde die gewiinschte Menge an siRNA in 5 ul klarem
MEM in die wells pipettiert, zentrifugiert und anschlieflend die DNA so-
wie das Transfektionsreagenz in jeweils 5 pl klarem MEM, Beschreibung
siehe oben, hinzugegeben.

2.4.6 Transfektion von Plasmid-DNA mittels FuGENE®6

Fiir transiente Transfektionen von Plasmid-DNA in groflerem Mafsstab
(MatTek-Dish, 6-Loch-Platten) wurde das Reagenz FuGENE6 von Roche
nach Angaben des Herstellers verwendet. Die zu transfizierenden Zel-
len wurden am Tag zuvor in einer 6-Loch-Platte oder einem MatTek in
2 ml Wachstumsmedium ausgesét. Die Zelldichte war abhédngig von der
verwendeten Zelllinie. Am darauffolgenden Tag sollten die Zellen eine
Konfluenz von 70 - 80 % aufweisen. Fiir die Transfektion in einer 6-Loch-
Platte oder einem MatTek wurden 6 yl FuGENE6 mit 94 ul klarem MEM
vermengt und fiir 5 min bei RT inkubiert. AnschlieSend wurden 1-2 yg
Plasmid-DNA zugegeben und der Ansatz fiir weitere 20 min bei RT in-
kubiert. Das DNA-Reagenz-Gemisch wurde daraufthin tropfenweise ins
Medium der zu tranfizierenden Zellen gegeben und durch vorsichtiges
Schwenken vermischt. Die Zellen wurden im Brutschrank mindestens einen

Tag inkubiert.

2.4.7 Differenzierung von P19 Zellen
Einleitung der neuronalen Differenzierung mittels NeuroD2

Die Differenzierung von P19 Zellen kann durch eine transiente Transfekti-
on des neuronalen Transkriptionsfaktors NeuroD2 eingeleitet werden. Die
P19 Zellen wurden nach der Transfektion fiir vier Tage im Brutschrank in-
kubiert und anschlieflend fixiert oder nach zwei Tagen fiir Langzeit Live-
Zell Experimente verwendet. Wahrend der Differenzierung wurden die

P19 Zellen in P19 Differenzierungsmedium gehalten, welches nur 5 % FBS
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enthielt und ohne Antibioktia angesetzt wurde. In Differenzierungsexpe-
rimenten wurde das Konstrukt pUB-NeuroD2 verwendet (50 ng pro well
einer 384 well-Platte; 1,6 ug pro well einer 12 well-Platte; 4 ug pro well einer
6 well-Platte). Bei Versuchen in 384-well-Platten oder in Kombination mit
siRNA wurde NeuroD2 mittels Lipofectamine2000 (120 nl pro well einer
384 well-Platte) transfiziert. Im 384 well-Format wurde hdufig pUB-GFP
als Transfektionskontrolle ko-transfiziert. Dabei wurden 10 ng pUB-GFP
verwendet. siRNAs wurden in den Mengen 0,5 pmol, 1 pmol, 2 pmol und

4 pmol pro well einer 384 well-Platte verwendet.

Neuronale Differenzierung mittels Retinsdaure (RA)

Um P19 mit Hilfe von Retinsdure differenzieren zu lassen, wurde zuerst
eine 1 mM Stocklosung (verdiinnt mit Ethanol) angesetzt. Diese Stocklo-
sung wurde bei -20°C gelagert, sollte jedoch rechtzeitig vor dem Gebrauch
aus dem Gefrierschrank geholt werden, so dass die Losung RT erreicht.
Bei diesem Differenzierungsprotokoll wurden P19 Zellen nicht in Zellkul-
turschalen ausplattiert, sondern in unbeschichteten Bakterienkulturscha-
len, damit sie sich nicht am Boden absetzen und einen Monolayer bilden
konnten. Am ersten Tag wurden 1,3 * 10° Zellen in 10 ml P19 Differenzie-
rungsmedium in die Bakterienkulturschale ausgesit. Die Zellen wurden
fiir zwei Tage im Brutschrank inkubiert. An Tag drei wurde das Medi-
um gewechselt. Da die Zellen wegen der fehlenden Beschichtung nicht
adhédrend wachsen konnten, wurde dafiir die gesamte Zellsuspension ab-
genommen und in ein 15 ml Falcon gegeben. Nun wurde das Falcon fiir
10 min in den Brutschrank gestellt, so dass sich die Zellen unten abset-
zen konnten. Daraufhin wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen
und die Zellen in frischen 10 ml Differenzierungsmedium, welchem Re-
tinsdure (Endkonzentration 0,5 uM; 5 ul der 1 mM Stocklésung pro 10 ml
Medium) zugefiigt wurde, wieder resuspendiert und zurtick auf die Bak-
terienkulturplatte gegeben. Die Zellen inkubierten erneut zwei Tage im
Brutschrank.

Abhéngig vom geplanten Versuch wurden an Tag vier MatTek-Dishes (3,5
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cm, mit Glasboden) mit Poly-L-Lysin (PLL) beschichtet. Dafiir wurden 150
ul einer 0,1 % igen PLL-Losung auf die Glasfldche pipettiert und die Dishes
UN bei RT inkubiert. Vor Gebrauch der Dishes wurden diese am folgen-
den Tag mit sterilem PBS und klarem MEM gewaschen.

An Tag fiinf wurden die P19 Zellen trypsiniert und entweder fiir mikro-
skopische Experimente auf MatTek-Dishes neu ausplattiert oder es wurde
ein Zelllysat (z.B. fiir Westernblot, siehe hergestellt. Die P19 Zellen
hatten zu diesem Zeitpunkt deutlich erkennbare, schwimmende Zellag-
gregate gebildet. Diese wurden vorsichtig mitsamt der kompletten Zell-
suspension in ein 15 ml Falcon tiberfiihrt und fiir 10 min im Brutschrank
inkubiert bis sich die Aggregate unten abgesetzt hatten. Daraufhin wurde
das Medium abgenommen, 1 ml Trypsin/EDTA zugegeben und erneut
im Brutschrank fiir 10 min inkubiert. Bei diesem Mal wurde das Falcon
auf die Seite gelegt und ab und zu angeschnipst, so dass sich die Zellen
aus den Aggregaten losten. Um die enzymatische Aktivitdt des Trypsins
zu stoppen, wurden 2 ml P19 Wachstumsmedium zugegeben und die Zel-
len durch auf und abpipettieren vereinzelt. Als ndchstes wurden die Zel-
len gezahlt und auf eine Dichte von 500.000 Zellen pro MatTek (entspricht
31.250 Zellen/150 yl) mit dem P19 Differenzierungsmedium eingestellt.
Die Zellsuspension wurde nur auf die beschichtete Glasflache des Dishes
gegeben. Vorsichtig wurden die Dishes in den Brutschrank gestellt und
fiir zwei Stunden inkubiert. In der Zeit setzten sich die Zellen auf der PLL-
Beschichtung ab und es konnte 2 ml vorgewarmtes Differenzierungsme-
dium zugegeben werden, ohne dass sich die Zellen erneut ablosten.

Nun wurden die Zellen noch ein bis zwei Tage weiter inkubiert. Je langer
diese Inkubationszeit gewdhlt wurde, desto weiter fortgeschritten war das
Wachstum der differenzierten Neuronen bzw. die Ausbildung der Neuri-
ten. Diese konnte zuséatzlich mit der Zugabe von Laminin (10 yg/ml, in 1
ml Medium) stimuliert werden.

Die auf diese Weise differenzierten P19 Zellen wurden in Live-Zell Experi-
menten zur Untersuchung der Zytoskelett-Dynamik und in fixierter Form

fiir spezifische Inmunohistochemie verwendet.
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2.4.8 Erstellung stabiler Zelllinien mittels Transduktion

Zur Erstellung stabiler Zelllinien mittels Transduktion wurden Plat-E Zel-
len [106] in Verbindung mit dem pBABE-System verwendet. Dabei han-
delt es sich um ein retrovirales Expressionsystem der dritten Generation,
welches unter S1-Bedingungen gehandhabt werden kann. Die Plat-E Zel-
len sind eine Verpackungszelllinie, die virale Hiillproteine exprimiert. Die
pBABE-Vektoren enthalten ein minimales virales Genom und Resistenz-
gene gegen verschiedene Antibiotika. Mit pBABE-Vektoren transfizierte
Plat-E Zellen beginnen Virionen zu produzieren, die von dem Moloney
Murine Leukemia Virus (MMLV) abgeleitet sind. Diese Virionen kénnen
aufgrund der Spezifitdt ihrer Hiillproteine ausschliefilich Médusezellen in-
tizieren. Diese Retroviren wurden zur Transduktion von P19 Zellen ver-
wendet.

Zu Anfang wurden Plat-E Zellen mit einer Dichte von 1,5 * 10° Zellen/ml
in einer 6-Loch-Platte ausplattiert und am nichsten Tag mittels FuGENE6
mit der gewiinschten Plasmid-DNA transfiziert. An Tag drei wurde das
Medium der Plat-E Zellen durch P19 Wachstumsmedium ausgetauscht.
Auf diese Weise konnte eine bessere Transduktion der P19 Zellen erreicht
werden. Die P19 Zellen wurden ebenfalls in einer 6-Loch-Platte ausplat-
tiert mit einer Dichte von 1,5 * 10° Zellen/ml. Am Morgen des vierten
Tages wurde der Virustiberstand von den Plat-E Zellen abgenommen, mit
4 ug/ml Polybrene versetzt und fiir 5 min bei 1500 rpm zentrifugiert. Von
den P19 Zellen wurde das Wachstumsmedium abgenommen und 1 ml Vi-
rusiiberstand zugefiigt. Darauthin wurden die P19 8 h im Brutschrank in-
kubiert. AnschliefSfend wurde 1 ml frisches P19 Wachstumsmedium zuge-
geben. Die Virionen-produzierenden Plat-E Zellen konnten noch weitere
Tage kultiviert werden, wobei jeden Tag erneut Virionen geerntet werden
konnten. So war es moglich, die Transduktion am folgenden Tag zu wie-
derholen. An Tag fiinf wurden die transduzierten P19 Zellen passagiert
und tiiber die Virus-vermittelte Antibiotikaresistenz selektiert. In den ers-
ten zwei Wochen wurde mit einer hoheren Antibiotikakonzentration se-
lektiert (s. Tab.[2.17). Nach dieser initialen Selektion wurde auf ein Zehntel
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dieser Konzentration reduziert, um auch weiterhin einen geringen Selek-

tionsdruck aufrecht zu erhalten.

2.4.9 Erstellung stabiler Zelllinien mittels Transfektion

Bei der Erstellung von stabilen Zelllinien mittels Transfektion wurde zu-
ndchst die gewtinschte Plasmid-DNA mit Hilfe einer Restriktionsendonu-
klease linearisiert und mit dem PCR-Purification Kit von Qiagen aufge-
reinigt. Die P19 Zellen wurden mit einer Dichte von 1,5 * 10° Zellen/ml
in einer 6-Loch-Platte ausplattiert. Am folgenden Tag wurden die Zellen
mit 1-2 yg linearisierter DNA mittels FuGENE6 nach Angaben des Her-
stellers transfiziert. Die Zellen wurden fiir einen Tag im Brutschrank inku-
biert und anschliefSend mit Antibiotika selektiert. Die initialen Konzentra-
tionen der verwendeten Antibiotika sind in Tabelle zu finden. Auch
in diesem Fall wurde bei der initialen Selektion in den ersten zwei Wo-
chen eine 10-fach hohere Konzentration als in der folgenden Kultivierung
verwendet. Um eine Vereinzelung der stabil-transfizierten Zellen zu errei-

chen wurde FACS verwendet.

2.4.10 Fluoreszenz aktivierte Zellsortierung - FACS

Zellen konnen anhand ihrer Lichtstreuungseigenschaften mittels der Fluo-
reszenz aktivierten Zellsortierung (Fluorescence Activated Cell Sorting) von-
einander getrennt werden. Bei dieser Methode kénnen morphologische
Unterschiede, die die Lichtstreuungseigenschaften beeinflussen oder wel-
che verschiedene Fluoreszenzintensitdten von gelabelten Proteinen inner-
halb der Zellen bei der Sortierung genutzt werden.

Bei der FACS-Analyse werden die einzelnen Zellen in einem Hiillstrom an
einer Lichtquelle vorbeigefiihrt, wobei es sich bei der Lichtquelle um einen
Laser mit definierter Wellenldnge handelt. Dabei lenken die Zellen spezi-
fisch Photonen ab, welche von umgebenden Kollektoren aufgenommen
werden. Die Ablenkung dieser Photonen wird mittels eines Computers

analysiert. Auf diese Weise konnen Zellen beispielsweise aufgrund ver-
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schiedener Fluoreszenzintensitdten voneinander unterschieden und ge-
trennt werden.

In dieser Arbeit wurde die Methode bei der Generierung von stabilen Zell-
linien angewandt. Zur Zellsortierung wurde das FACS Aria verwendet.
Die Zellen wurden zuvor transfiziert oder mit viralen Partikeln transdu-
ziert, so dass die gewiinschten Fluorophore bereits exprimiert wurden.
Kurz vor der Zellsorteriung wurden die Zellen passagiert, die Zellzahl be-
stimmt und auf eine Dichte von mindestens 10° pro ml eingestellt. Dem
Wachstumsmedium wurde HEPES (Endkonzentration 10 mM; Stocklo-
sung 1 M, pH 7,0) zugefiigt, um den pH-Wert wahrend der Prozedur
konstant zu halten. Aufierdem wurden die Zellen in ein spezielles FACS-
Probenrohrchen tiberfiihrt, welches mit Hilfe eines eingebauten Filters die
Zellen noch einmal vereinzelte. Als Referenzprobe wurden nicht-transfi-

zierte Zellen der zur sortierenden Zelllinie verwendet.

2411 RNA-Interferenz

Samtliche siRNAs, sowohl Mischungen aus vier Einzel-siRNAs als auch
die separaten Einzel-siRNAs, wurden von der Firma Dharmacon (Ther-
mo Fisher) bezogen. Die siRNAs (small interfering RNAs) wurden mit-
tels reverser Transfektion in die Zellen eingebracht. Verwendet wurde das
Transfetkionsreagenz Lipofectamine2000, da es das gleichzeitige Einbrin-
gen von DNA und siRNA in die Zellen ermoglicht.

Da siRNA, ebenso wie DNA, sehr stabil ist, konnten 384-Loch-Platten fiir
die Screenexperimente vorbereitet und eingefroren werden. Zur Vorberei-
tung bzw. Pipettierung der siRNA-Bibliothek wurde der Pipettierrobotor
MICROLAB®STAR von Hamilton (Martinsried, Deutschland) verwen-
det. Mit Hilfe dieses Pipettierroboters wurde die siRNA zuerst mit klarem
MEM verdiinnt (0,5 pmol, 1 pmol, 2 pmol und 4 pmol pro well in einem
Volumen von 5 pl) und anschlieffend in die 384-Loch-Platten gegeben. Zur
langeren Aufbewahrung der vorpipettierten Platten, wurden diese mit ei-
ner selbstklebenden Aluminiumfolie verschlossen und bei -80°C gelagert.

Kurz vor Gebrauch wurden die Platten aufgetaut und abzentrifugiert.
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2.4.12 Immunohistochemie

Zur speziellen Anfarbung von Zellkomponenten wurde Immunohistoche-
mie angewandt. Die Zellen wurden dafiir zundchst mit vorgewarmter Fi-
xierlosung fiir 20 min bei 37°C fixiert. Darauf folgte ein dreimaliger Wasch-
schritt mit PBS. Anschlieflend wurden die Zellen mittels Triton-X-Losung
tiir 7 min bei RT permeabilisert. Auch hier folgte ein dreimaliger Wasch-
schritt mit PBS. Zum Blockieren der freien Bindungsstellen wurde eine
10% ige BSA-Losung verwendet und die Zellen fiir 30 min bei 37°C in-
kubiert. Nach dem Abnehmen des Block-Puffers wurde die primére Anti-
korperlosung auf die Zellen gegeben und UN bei 4°C inkubiert. Am fol-
genden Tag wurden die Zellen erneut dreimal mit PBS gewaschen und
anschliefiend fiir eine Stunde bei 37°C mit dem sekundaren Antikorper in-
kubiert. Die Antikdrperlosung wurde abgenommen, die Probe mehrmals
mit PBS gewaschen und die Zellen in PBS bei 4°C bis zur weiteren Ver-
wendung gelagert.

Fiir ein well einer 384-Loch-Platte wurde 80 ul der jeweiligen Losung ver-

wendet.
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Pufferlésungen Zusammensetzung

1x PBS 8 g/1 NaCl
0,2 g/1KCl
2,68 g/1 NapHPO4-7 H,O
0,24 g/1 KHpPOy4
mit ddH,O auf 1 1 auffiillen
einstellen auf pH 7,4 mit HCl

Fixierlosung 4 % Formaldehyd in 1x PBS
Triton X-100 Puffer 0,25% Triton X-100 in 1x PBS
Block-Puffer 10 % (w/v) BSA in 1x PBS

Antikorperlosung 2 % (w/v) BSA in 1x PBS
Antikorper (Tabellen 2.10;[2.11

Tabelle 2.29: Verwendete Puffer bei der Imnmunohistochemie
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2.5 Mikroskopische Methoden

2.5.1 Fluoreszenzmikroskopie

Fluoreszenzmessungen wurden am Olympus IX81 Mikroskop durchge-
fihrt (siehe Tabelle 2.3). Es wurden je nach Experiment verschiedene Ob-
jektive (UPlans APO 10x NA 0,4; 20x NA 0,75; 40x 0,9 Luftobjektive) ver-
wendet. Als Lichtquelle diente eine MT20-Einheit. Das Mikroskop wurde

mit der CellR-Software gesteuert.

2.5.2 Langzeit live-Zell Aufnahmen - Timelapse Filme

Es wurden Langzeit live-Zell Aufnahmen durchgefiihrt, um die Differen-
zierung von P19 Zellen tiber einen langeren Zeitraum beobachten zu kon-
nen. Die Aufnahmen erfolgten bei einer konstanten Temperatur von 35°C,
dalebende Zellen verwendet wurden. Die Transfektion der Zellen erfolgte
bereits zwei Tage zuvor in 384-Loch Platten. Die Differenzierung der P19
Zellen wurden daher nur an Tag drei und vier mikroskopisch aufgenom-
men, da an diesen Tag die Initiation und das Auswachsen der Neuriten
zu beobachten ist. Der Zeitraum wurde so kurz wie moglich gewidhlt, um
den Zellen iiberméfiigen Photostress durch Belichtung und Aufnahmen
zu ersparen und um sicher zu gehen, dass die Differenzierung nicht zu
sehr durch die dufleren Bedingungen beeinflusst wird.

Fiir die Langzeit-Aufnahmen wurden die Zellen mit 4 pmol/well siRNA
sowie 50 ng NeuroD2 und 10 ng GFP ko-transfiziert. Die Kontrollzellen
wurden mit ,non-targeting”-siRNA (Dharmacon) transfiziert. Fiir den Au-
tofokus wurde ein well nahe den Zellen mit fluoreszierendem Textmarker
(Stabilo, Heroldsberg) diinn angefarbt. Wahrend des gesamten Zeitraums
der Differenzierung wurden die P19 in Differenzierungsmedium gehalten.
Dem Medium wurde kurz vor Beginn der Aufnahmen HEPES (Endkon-
zentration 10 mM; Stocklosung 1 M, pH 7,0) zugegeben, um den pH-Wert
wihrend der Messung konstant zu halten. Um ein Verdunsten des Me-
diums zu vermeiden, wurden die wells mit Hilfe von Silicagel und einer
Glasplatte luftdicht verschlossen. Abbildung [2.2| zeigt eine typische Ver-
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suchsanordnung. Die verwendeten mirkoskopischen Einstellungen sind
Tabelle zu entnehmen.

B

D Autofokus

Ausgleich der Hohenunterschiede

Verschiebung 1 =z-Wert = - z-Wert
Position 1 Autofokus

9 Positionen/well z-Wert - z-Wert

Position 6 Position 1

Verschiebung 2 =
Anzahl der Positionen - 1

. Transfizierte Zellen
Medium gefiillte wells ~ Verschiebung 3 = - (Versch. 1 + Versch. 2 * Anzahl d. Positionen)

Abbildung 2.2: Versuchsanordnung und Einstellungen fiir eine Langzeit

Live-Zell Aufnahme

wells mit
transfizierten Zellen

Autofokus

Aufnahme

Exposure 50 ms

EMCCD Gain 40
Lichtintensitat 70-100 %
Exposure 5ms

EMCCD Gain 40
Lichtintensitat 3-12 %

Range 3 um

Big Step 1um

Fine Step 1um

Filter RFP/YFP/CFP
Objektiv UPlans APO 20x NA 0,75
Wiederholungen 300-350

Aufnahme-Zyklen 10 min
Gesamtaufnahmezeit ca. 48 h

Tabelle 2.30: Mikroskopische Einstellungen bei Langzeit-Aufnahmen

2.5.3 Total Interne Reflexion Fluoreszenz Mikroskopie

(TIRF-M)

Die TIRF-Mikroskopie basiert auf der totalen Reflexion eines einstrahlen-

den Laserstrahls und der daraus resultierenden evaneszenten Welle. Da-
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bei wird das einstrahlende Licht in einem Winkel auf den Objekttrager
gestrahlt, so dass eine Totalreflexion auftritt. Aufgrund dieser Totalrefle-
xion entsteht diese sogenannte evaneszente Welle, die etwa 50 - 200 nm
tief in die Probe eindringt. Infolge der geringen Eindringtiefe konnen nur
Fluorophore in oder nahe der Zellmembran angeregt werden.

Daher wurde die TRIF-Mikroskopie in dieser Arbeit nur fiir Studien ver-
wendet, in denen das dynamische Verhalten des Aktin- und Mikrotubuli-
Zytoskeletts in der Ndhe des Zellkortex untersucht werden sollte. In die-
sem Fall war es von Vorteil, dass nur Bereiche nahe der Zellmembran be-
trachtet werden konnten, da sonst die Fiille an Zytoskelettstrukturen in
der Zelle keine derart genaue Beobachtung, z.B. von einzelnen Mikrotu-
buli, erlaubt hitte.

Fiir die TIRFM Studien wurden P19 Zellen in Kulturschalen mit Glasbo-
den (MatTek) ausgesdht (Dichte 300.000 Zellen pro 3,5 cm Schale). Am fol-
genden Tag wurden die Zellen mittels FuGENES transfiziert (siehe 2.4.6),
weitere 24 Stunden im Brutschrank inkubiert und dann am TIRF-Mikros-
kop (Olympus IX81) mit temperierter Warmekammer aufgenommen. Zur
Untersuchung des dynamischen Verhaltens von Zytoskelettstrukturen wur-
den die Zellen kurz vor den mikroskopischen Aufnahmen mit Laminin
(Stock 1 mg/ml; Arbeitskonzentration: 10 ug/ml) stimuliert.

2.54 High-Content Screen

Als Screening-Methode wurde der High-Content Screen (HCS) gewihlt.
Hierbei handelt es sich im Gegensatz zum Hochdurchsatz-Screen (High-
Throughput-Screen, HTS) um einen Zell-basierten Assay. Bei dieser Metho-
de kénnen multiple Parameter, wie zum Beispiel solche zur Beschreibung
morphologischer Strukturen, gemessen werden. Diese Parameter konnen
zur Identifizierung von Hits verwendet werden.

In dieser Arbeit sollten Anderungen in der Morphologie von differenzier-
ten Neuronen identifiziert werden. Grundlage dieser Messungen waren
in erster Linie Bilder von Zellen, welche mit einem Antikdrper gegen das

Neuronen-spezifische SIII-Tubulin angefarbt wurden. Zuséatzlich wurden
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Bilder des ko-transfizierten, zytosolischen GFPs verwendet.

In diesem HCS wurde die Differenzierung von P19 Zellen mit der Sup-
pression von Mikrotubuli-regulierenden Proteinen mittels siRNA (siehe
kombiniert. Als Format wurden 384-well Platten der Firma Grei-
ner verwendet. Pro Platte wurden maximal 60 verschiedene siRNAs getes-
tet, dazu kamen noch jeweils 20 Positiv- und Negativkontrollen. Jede von
diesen siRNAs wurde in vier verschiedenen Konzentrationen verwendet
(Menge pro well: 0,5; 1; 2; 4 pmol). Diese verschiedenen Konzentrationen

pro siRNA wurden jeweils in einem Quadrat angeordnet.

Negativkontrollen pro well:

iCridiaten 5] 1 »siRNA: 0,5; 1; 2; 4 pmol in 5 ul MEM

Je 4 verschiedene 2 »DNA: 50 ng pUB-Neur0D2

SiRNA Konzentrationen | 2 | 4 10 ng pUB-GFP
»Transfektionsreagenz:

Positivkontrollen

120 nl Lipofectamine2000
»P19 Zellen: 8000

384-Loch Platte

Abbildung 2.3: Aufbau und Pipettierschema des High Content Screens.
Fiir den HCS wurden 384-well Platten verwendet. Es wurden pro Platte
20 Positiv- und 20 Negativkontrollen pipettiert. Zwischen diesen Reihen
wurden die siRNAs der Mikrotubuli-Regulatoren in kleinen Quadraten
angeordnet. Innerhalb dieser Quadrate wurden die verschiedenen siRNA-
Mengen pipettiert. Es wurden pro Platte bis zu 60 Kandidaten getestet. Die
dufleren Reihen an allen vier Seiten wurden fiir Konditionen des Screens
nicht verwendet, da es problematisch ist diese Reihen bei der automati-
schen Bildaufnahme am Mikroskop anzufahren. Des Weiteren wird hier-
durch die Problematik von ungleichméfiigem Zellwachstum durch un-
gleichmafligen Gasaustausch bzw. ungleichméfiige Evaporation des Me-
diums in diesen dufieren Reihen umgangen. Zusitzlich angegeben ist ein
Beispielansatz fiir einen Kandidaten.

Im priméren Screen wurden siRNA-Mischungen aus vier Einzel-siRNAs
verwendet, wohingegen im sekundédren Screen nur von ausgesuchten Kan-
didaten die vier Einzel-siRNAs verwendet wurden. Auch diese wurden
in vier verschiedenen Konzentrationen pipettiert. Pro Loch wurde die ent-
sprechende siRNA, 50 ng pUB-NeuroD2 und 10 ng pUB-GFP ko-transfiziert
(siehe Tabelle 2.9). Die Positivkontrollen wurden ebenfalls wie die Kan-
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didaten mit dem neuronalen Transkriptionsfaktor NeuroD2 sowie einem
zytosolischen GFP ko-transtfiziert, jedoch ohne siRNA. Die Negativkon-
trollen wurden lediglich mit GFP transfiziert. Als Transfektionsreagenz
wurde Lipofectamine2000 verwendet, wovon 120 nl pro Loch pipettiert
wurden.

In die 384-Loch Platten wurden zunéchst die siRNAs (in 5 pl) durch den
Hamilton Pipettierrobotor pipettiert. Von jeder Platte wurden gleich meh-
rere Wiederholungen angesetzt. Die fertigen Platten wurden mit einer
selbstklebenden Alufolie verschlossen und bis zur weiteren Verwendung
bei -80°C gelagert. Daraufhin wurden die Platten aufgetaut und einmal
kurz zentrifugiert. Die Folien wurden entfernt und es folgte eine rever-
se Transfektion (siehe [2.4.5). Pro Loch wurden 8000 P19 Zellen ausgesit.
Nach der Transfektion wurden die Platten fiir 4 Tage im Brutschrank inku-
biert. Anschlieffend wurden die Zellen fixiert und angeférbt (siehe [2.4.12).
Zur Anfarbung des neuronalen Mikrotubuli-Zytoskeletts wurde der TU20
Antikorper von Invitrogen in einer Konzentration von [1:2000] verwen-
det. Es wurden sowohl der Zweitantikdrper Alexa Fluor Goat-anti-Mouse
568 in einer Konzentration von [1:1000] als auch der Zellkernmarker DAPI
[1:1000] verwendet. Es folgte die mikroskopische Aufnahme der Zellmor-
phologie. Die Aufnahmen wurden am Olympus IX81 mit der Software
ScanR gemacht. Mit Hilfe dieser Software wurden automatisch Bilder von
6 Positionen pro Loch der 384-Loch Platte aufgenommen. Es wurde das
UPlans APO 10x NA 0,4 Objektiv und Filter fiir GFP, RFP und BFP ver-
wendet, um Bilder vom zytosolischen GFP, dem mit Alexa 568 angefarb-
ten Mikrotubuli-Zytoskelett sowie den Nuklei zu erhalten. Somit wurden
pro Loch 18 Bilder aufgenommen. Zur automatischen Analyse dieser Auf-
nahmen wurde das Open-Source Tool NeuriteQuant verwendet [98].

Morphometrische Analyse

Um die Morphologie von differenzierten Zellen quantifizieren zu kénnen,
wurde das Image] Plugin NeuriteQuant verwendet. Mittels dieser Soft-

ware konnten automatisch mehrere Parameter berechnet werden. Bei den
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zu analysierenden, differenzierten P19 Zellen waren vor allem die Neuri-
tenldnge, die Menge an differenzierten Zellen sowie der Durchmesser der
einzelnen Neuriten von Interesse. Aufierdem wurden noch weitere Para-
meter wie die GFP-Intensitit, die Uberschneidungspunkte von Neuriten
und Zellkorpern, Endpunkte der Neuriten und die Intensitit der Zellkern-
farbung bestimmt.

Zur morphometrischen Analyse wurden die Aufnahmen vom neuronalen
Tubulin verwendet. Zur Messung der Neuritenldnge wurde die Gesamt-
lange an neuritartigen (diinnen, langlichen) Strukturen ermittelt und pro
Bild summiert. Zur Messung der Zellkorperfliche wurden die Gesamt-
flache aller globuldren (runden) Strukturen detektiert und pro Bild sum-
miert. Der Durchmesser der Neuriten wurde als Quotient der Flache und
Lange der Neuriten pro Bild berechnet. Die Gesamtintensitidt des GFP-
Signals nach Subtraktion des Hintergrundsignals wurde als Messwert fiir
das Gesamtwachstum der transfizierten Zellpopulation verwendet.
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Gesamtneuritenlange Gesamtneuritenldnge

GFP  neuronale Zell-
Intensitdt korperflache

[ I
/ Quot‘ientl Wﬁent

gesamtes Differenzierungs- durchschnittliche  durchschnittliche
Zellwachstum effizienz Neuritenlange Neuritendicke

Gesamtneuritenfliche

Abbildung 2.4: Analyse der Morphologie von differenzierten Neuronen
mittels NeuriteQuant. Gezeigt ist das Konzept der morphometrischen
Analyse von differenzierten P19 Zellen. Zunichst werden die Gesamt-
neuritenldnge, die neuronale Zellkorperfliche, die GFP-Intensitdt sowie
die Gesamtneuritenfldche pro Bild bestimmt. AnschlieSfend werden die-
se Parameter miteinander verrechnet, so dass Aussagen zum Wachstum
der transfizierten Zellpopulation, der Differenzierungseffizienz sowie der
durchschnittlichen Neuritenldnge und des -durchmessers gemacht wer-

den konnen.
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Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Etablierung des Modellsystems: Neuronale
Differenzierung von P19 Maus-embryonalen

Stammzellen

Zur Untersuchung der neuronalen Differenzierung wurden P19 Zellen als
Modellsystem gewdhlt. Diese Zelllinie eignete sich besonders aufgrund
ihrer Pluripotenz, der Fahigkeit sich in verschiedene Zelltypen, inklusi-
ve Neuronen, Glia oder Muskelzellen zu differenzieren. Anders als ande-
re Zelllinien, die zur Untersuchung von neuronalen Fragestellungen ver-
wendet werden, wie z.B. Neuro2a oder PC12 Zellen, welche sowohl vor
als auch nach der Differenzierung neuronale und nicht-neuronale Gene
exprimieren, durchlaufen die P19 Zellen ihre komplette Entwicklung von
nicht-neuronalen, sich teilenden Stammzellen zu post-mitotischen Neuro-
nen. Im Vergleich zu primédren Neuronen, als auch gegentiber totipotenten
embryonalen Stammzellen, sind sie leichter zu handhaben und zu mani-
pulieren. Insbesondere konnen sie sich schneller und effektiver zu Neuro-

nen differenzieren.
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3.1.1 Vonder pluripotenten Stammzelle zum Neuron: Cha-

rakterisierung der Differenzierung

Um die Pluripotenz der verwendeten P19 Zellen zu iiberpriifen, wurde
der Stammzellmarker Oct4 verwendet. Oct4 ist ein Transkriptionsfaktor,
der die Differenzierung von Zellen inhibiert und nur in stammzellartigen
Zellen exprimiert wird. Wahrend der Differenzierung wird dieser Faktor
abgebaut. Daher ist Oct4 ein geeigneter Marker fiir pluripotente Zellen.
Mit Hilfe eines spezifischen Antikorpers konnte die Expression von Oct4
in differenzierten und undifferenzierten P19 Zellen analysiert werden.

In Abbildung sind P19 Zellen zu sehen, die durch Transfektion des
neurogenen Transkriptionsfaktors NeuroD2 differenziert wurden. Es wur-
den Antikorper gegen den neuronalen Marker BIII-Tubulin und den Stamm-
zellmarker Oct4 sowie DAPI zur Zellkernanfarbung verwendet. Bei einem
Vergleich der Bilder ist klar zu erkennen, dass nicht alle Zellen differen-
ziert sind. Es ist jedoch auch nicht zu erwarten, dass alle Zellen mit dem
neurogenen Transkriptionsfaktor transfiziert wurden. Zellen, welche posi-
tiv fiir den neuronalen Marker BIII-Tubulin sind, haben jedoch klare neu-
ronale Merkmale wie z.B. lange Auswiichse (Neuriten) entwickelt. An-
hand der Pfeile ist zu erkennen, dass der Anteil von Oct4 im Nukleus der
neuronal differenzierten P19 Zellen (ttirkiser Pfeil) deutlich geringer ist als

in undifferenzierten Zellen (gelber Pfeil).
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Abbildung 3.1: Pluripotenznachweis mittels Oct4 Antikorper. Abgebil-
det sind P19 Zellen, welche mit NeuroD2 transfiziert und vier Tage in-
kubiert wurden. Zur Unterscheidung von differenzierten und undiffe-
renzierten Zellen wurden sowohl Antikorper gegen den Stammzellmar-
ker Oct4 als auch gegen die neuronale III-Tubulin Isoform (TUBB3) ver-
wendet. Zusatzlich wurden die Zellkerne mittels DAPI angefarbt. Zu je-
dem Bild ist ein Ausschnitt mit hoherer Auflosung dargestellt. Die tiirki-
sen Pfeile kennzeichnen eine differenzierte, BIII-Tubulin positive P19 Zel-
le. Die gelben Pfeile zeigen eine undifferenzierte Zelle mit hohem Oct4-
Gehalt im Nukleus.

Zur weiteren Charakterisierung von differenzierten P19 Zellen wur-
den ausgewdhlte post-translationalen Modifikationen (PTMs) von Tubu-
lin untersucht. Insbesondere das de-tyrosinierte und acetylierte Tubulin
sind Marker fiir das Alter von Mikrotubulistrukturen und kénnen daher
verwendet werden, um die Stabilitat von Mikrotubuli zu bestimmen. Das
Vorkommen und die Lokalisation dieser PTMs in Neuriten war daher von
Interesse. Bei der De-Tyrosinierung wird das C-terminale Tyrosin des a-
Tubulins entfernt 11]]. Diese Modifikation ist reversibel, jedoch enthal-
ten frisch gebildete Mikrotubuli dieses Tyrosin, welches mit Hilfe eines
spezifischen Antikorpers nachgewiesen werden kann (Review [Z]). Die
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Acetylierung von a-Tubulin an Lysin40, welche ebenfalls mit einem spe-
zifischen Antikorper detektiert werden kann, ist in fast allen Zelltypen in
der stabilen Mikrotubulipopulation zu finden [9]. In differenzierten P19
Zellen wurde tyrosiniertes und acetyliertes Tubulin angefarbt. Wie in Ab-
bildung [3.2| zu erkennen ist, kommt sowohl tyrosiniertes als auch acety-
liertes Tubulin in Neuriten vor. Dabei markieren griine Pfeile das acety-
lierte Tubulin und rote Pfeile das tyrosinierte Tubulin. Anhand der gelben
Pfeile werden Bereiche markiert, in denen beide PTMs vorkommen. Ein
lang ausgebildeter, vermutlich recht stabiler Neurit weist ein hohes Vor-
kommen an acetyliertem Tubulin auf (s. Abb. 3.2 griiner Pfeil). Lediglich
im Bereich des Wachstumskegels wird auch tyrosiniertes Tubulin detek-
tiert (roter Pfeil). Kiirzere, jiingere Neuriten weisen hingegen nur geringe
Mengen an acetyliertem Tubulin auf. Es ist daher naheliegend anzuneh-
men, dass die Acetylierung im Neuriten stattfindet. Es sind folglich zu
Beginn dynamische Mikrotubuli an der Initiation und dem Auswachsen
von Neuriten beteiligt, in spateren Stadien der Entwicklung werden diese
stabilisiert und acetyliert. Die Acetylierung wirkt sich auf die Affinitat von
Mikrotubuli-assoziierten Proteinen, u.a. auf Motorproteine und die +TIPs,
aus [13]. Daher konnten diese Modifikationen sowohl im Motorprotein-
basierten Transport innerhalb der Neuriten, als auch in der Regulation der
Mikrotubulistabilitdt eine Rolle spielen.
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tyrosinierte Mikrotubuli acetylierte Mikrotubuli

Abbildung 3.2: Post-translationale Modifikationen von a-Tubulin. In dif-
ferenzierten P19 Zellen wurde mittels Antikorper-Farbung tyrosiniertes
(rot) und acetyliertes (griin) a-Tubulin lokalisiert. Die Pfeile markieren
Neuriten mit tyrosiniertem (rot) und acetyliertem (griin) Tubulin sowie
wenn beide Formen auftreten (gelb).

3.1.2 Generierung von stabilen Zelllinien zur Detektion

von Zytoskelettstrukturen

Zur direkten Analyse von dynamischen, zelluldren Prozessen ist es vor-
teilhaft stabile Zelllinien zu generieren, in denen zellulire Komponenten
direkt durch die Fusion mit fluoreszierenden Proteinen markiert sind. Aus-
gehend von solchen Zellen kénnen ohne komplexe und kostspielige Ma-
nipulationen grofie Mengen differenzierter Zellen fiir detaillierte Analy-
sen generiert werden. So konnen z.B. P19 Zellen durch die Kultivierung
in Anwesenheit von Retinsdure effektiv in Neuronen differenziert wer-
den. Retinsdure wird dem Medium zugefiigt, diffundiert in die Zellen
und initiiert die Differenzierung. Eine kostspielige Transfektion mit neu-
rogenen Transkriptionsfaktoren ist nicht nétig. In Abbildung 3.3|sind P19
Zellen abgebildet, welche mittels Retroviren erzeugt wurden und ein un-
fusioniertes, griin fluoreszierendes Protein (GFP) stabil exprimieren. Die
undifferenzierten und differenzierten Zellen in Abbildung (3.3 zeigen ei-
ne nicht klonale Mischpopulation mit verschieden starker GFP-Intensitt.
Im direkten Vergleich zwischen zytosolischem GFP und dem neuronalen
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Marker BIII-Tubulin in differenzierten Zellen wird allerdings klar deutlich,
dass die Intensitdt des nicht fusionierten GFPs im Zytosol und Nukleus
am hochsten ist. In dieser Studie sind jedoch gerade die Neuritenstruktu-
ren von groflem Interesse und diese werden von dem unfusionierten GFP

nur schwach angefarbt.

zytosolisches GFP zytosolisches GFP anti-neuronales Tubulin

Abbildung 3.3: Stabile P19 Zelllinie mit zytosolischem GFP. Abgebildet
sind undifferenzierte (links, 10x Objektiv) und differenzierte (Mitte und
rechts, 40x Objektiv) P19 Zellen, welche stabil unfusioniertes GFP expri-
mieren und mit einem Antikdrper gegen neuronales SIII-Tubulin (anti-
TUBB3) angefarbt wurden.

Um Neuriten besser visualisieren zu konnen, wurden daher P19 Zellen
generiert, welche fluoreszierende Proteine in Fusion mit Zytoskelettkom-
ponenten exprimieren. In Zusammenarbeit mit der Masterstudentin Ver-
ena Hannak wurde zundchst ein mCherry-fusioniertes Aktin-Konstrukt
mit Hilfe von Retroviren in P19 Zellen stabil eingebaut [100]. Im Anschluss
wurde ein EGFP-Tubulin Konstrukt in die Zellen transfiziert, mittels Anti-
biotika selektiert und per FACS sortiert. SchliefSlich wurde eine monoklo-
nale Zelllinie generiert (s. Abb.[3.4), in der beide Proteine eine vergleichba-
re Intensitdt aufwiesen. Die entstandene mCherry-Aktin/EGFP-Tubulin
P19 Zelllinie konnte nun fiir detaillierte Studien von Zytoskelettstruktu-

ren wahrend der neuronalen Differenzierung verwendet werden.
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Abbildung 3.4: Stabile P19 Zelllinie mit mCherry-Aktin und EGFP-
Tubulin. Der stabile Einbau von mCherry-Aktin erfolgte iiber Transdukti-
on mittels Retroviren. Hierauf wurde EGFP-Tubulin transfiziert und mit-
tels Antibiotikaresistenz sowie FACS selektiert. Anschlieflend wurde ein

einzelner Klon dieser Zelllinie isoliert und kultiviert.

3.1.3 Analyse der Zytoskelett-Dynamik wihrend der Neu-

ritenentwicklung

Die oben beschriebene stabile mCherry-Aktin/EGFP-Tubulin P19 Zelllinie
wurde verwendet, um die Dynamik von Mikrotubuli und des Aktinzy-
toskeletts mit Hilfe der TIRF-Mikroskopie zu untersuchen. Hierfiir wurde
diese Zelllinie mit Retinsdure differenziert und auf einer diinnen Glaso-
berflaiche (MatTek) kultiviert. Akute Zugabe von Laminin (10 ug/ml) zu
diesen Kulturen stimuliert das Wachstum von Neuriten.

Neuriten sind Zellausstiilpungen, die sich zu langlichen Strukturen wei-
terentwickeln, aus welchen in spéteren Stadien der neuronalen Differen-
zierung Axone und Denriten gebildet werden. Bei der Neuriten Initiation
werden Mikrotubuli zu parallelen, biindelartigen Anordnungen reorgani-
siert, welche die Basis, bzw. den Schaft des Neurits bilden. Dynamische
Aktinfilamente formen Lamellipodien und Filopodien an der Spitze die-
ser Auswiichse, dem sogenannten Wachstumskegel (Growth Cone).
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Abbildung 3.5: Dynamik der Zytoskelettkomponenten wihrend des
Neuritenauswuchses. TIRF Aufnahmen zeigen die dynamische Reorga-
nisation des Aktin- und Mikrotubuli-Zytoskeletts im Wachstumskegel ei-
nes neu gebildeten Neurits. Die Differenzierung wurde durch Zugabe von
Retinsdure eingeleitet und das Neuritenwachstum mittels Laminin stimu-
liert. Die Bildreihen geben Aufschluss iiber das dynamische Verhalten der
einzelnen Zytoskelettstrukturen im Wachstumskegel. Gelbe Markierun-

gen verdeutlichen die Bewegungsrichtungen.

In Abbildung 3.5|ist ein neu gebildeter Neurit zu erkennen. In diesem
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Beispiel wachst ein Neurit mit einem ausgepragten, Aktin-reichem Wachs-
tumskegel. Innerhalb des Wachstumskegels sind Mikrotubuli zu erken-
nen. Zur Verdeutlichung des dynamischen Verhaltens der beiden ange-
farbten Zytoskelettstrukturen wurde eine Bildreihe eines schmalen Berei-
ches des Wachstumskegels iiber einen Zeitraum von sieben Minuten dar-
gestellt. Anhand der gelben Markierungen werden die Bewegungsrich-
tungen von Aktin und Mikrotubuli verdeutlicht. Es ist ein typischer retro-
grader Aktinfluss zu erkennen, welcher entgegen der Bewegungsrichtung
der Mikrotubuli zelleinwérts gerichtet ist (siehe Anhang: Film 6.1).

Die Kombination aus TIRF Mikroskopie und die Verwendung dieser sta-
bilen Zelllinie ermoglicht es weitere detaillierte Studien der Dynamik von
Mikrotubuli und Aktin wihrend der Neuriten Initiation sowie des Wachs-
tums von Neuriten durchzufiihren. In Kombination mit stabiler Transfek-
tion von shRNA-Konstrukten sind sogar Studien tiber Einfliisse nach spe-
zifischem Protein knock down auf die Dynamik moglich.

3.1.4 Optimierung der neuronalen Differenzierung von P19

Zellen im 384-well Format ,High-Content” Screen

Zur Vorbereitung des , High-Content” Screens wurden Vorexperimente
durchgefiihrt, um die optimalen Versuchsbedingungen zu bestimmen. In
diesem Screen sollten P19 Zellen im 384 well-Format mit dem neurogenen
Transkriptionsfaktor NeuroD2 transfiziert werden, um deren Differenzie-
rung einzuleiten. Durch Ko-Transfektion von siRNA sollten gezielt einzel-
ne Gene supprimiert werden. Wichtige Parameter fiir diese Optimierung
waren die Dichte der Zellen, die Menge an siRNA, DNA und Transfekti-
onsreagenz pro well sowie der Zeitrahmen der Differenzierung.

Zusétzlich zum neuronalen Transkriptionsfaktor NeuroD2 wurde ein GFP-
Konstrukt ko-transfiziert. Die Intensitidt des GFP-Signals sollte Aufschluss
tiber die Transfektionseffizienz geben, da in den Differenzierungsexperi-
menten ein unmarkiertes NeuroD2 verwendet wurde. Ferner sollte die In-
tensitdt des GFP-Signals verwendet werden, um das Wachstum der trans-

tizierten Zellpopulation abzuschétzen. Eine direkte Zahlung der transfi-
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zierten Zellen fiir eine genaue Bestimmung des Zellwachstums war auf-
grund der hohen Zelldichte, welche fiir eine effiziente Differenzierung er-
forderlich ist, nicht moglich. Bei der Wahl der DNA-Konstrukte fiir Neu-
roD2 und GFP musste insbesondere darauf Riicksicht genommen werden,
dass wahrend der neuronalen Differenzierung der sonst sehr verbreitete
CMV-Promoter durch Methylierung inaktiviert wird [107]. Diese Inakti-
vierung wahrend der Differenzierung betrifft jedoch nicht den humanen
Ubiquitin C-Promoter (UB). In einem Testexperiment wurde nur bei Ver-
wendung des UB-Promoters und nicht fiir den CMV-Promoter eine hohe
Intensitdt von GFP nach der neuronalen Differenzierung detektiert. Da-
her wurde dieser Promoter sowohl fiir das NeuroD2- als auch fiir das ko-
transfizierte GFP-Konstrukt gewdhlt, um eine maximale Differenzierung
und stabile Messung der GFP-Intensitdt zu ermdglichen. Wie in Abbil-
dung 3.6|gezeigt ist, war bei Verwendung des UB-Promoters im Vergleich
zum CMV-Promoter die Differenzierungsrate deutlich erhoht.

Kontrolle CMV-NeuroD2

UB-NeuroD2

Abbildung 3.6: Vergleich verschiedener Promoter wihrend der neuro-
nalen Differenzierung. Gezeigt sind P19 Zellen, welche mit einem Anti-
korper gegen das anti-neuronale SIII-Tubulin (anti-TUBB3) angefarbt wur-
den. Links: Nicht transfizierte Kontrollzellen. Mitte: Zellen, welche mit
CMV-NeuroD2 transfiziert wurden, zeigen eine unregelméfsige Differen-
zierung von sehr wenigen Zellen. Rechts: Zellen, welche mit UB-NeuroD2
transfiziert wurden, differenzieren wesentlich effektiver.

Die weiteren experimentellen Parameter wurden in Kombination va-
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riiert, um ein optimales Verhiltnis zwischen Signal (differenzierte Zel-
len durch NeuroD2 Transfektion) und Hintergrund (spontan differenzier-
te Zellen ohne NeuroD2) zu identifizieren. Um eine optimale Kombinati-
on der Parameter zu identifizieren, wurden folgende Bedingungen ver-
glichen (Angaben jeweils pro well): Zellzahl zwischen 2000 und 10000;
pUB-NeuroD2 zwischen 50 und 120 ng; siRNA zwischen 0,5 und 6 pmol;
Transfektionsreagenz Lipofectamine2000 zwischen 30 und 180 nl; Diffe-
renzierungszeit zwischen 3 und 5 Tagen. Mit 8000 P19 Zellen pro well ei-
ner 384-Loch-Platte, 50 ng pUB-NeuroD2, 10 ng pUB-GFP, 120 nl Lipofec-
tamine2000 und vier Tagen Inkubation konnte eine maximale Differenzie-
rung beobachtet werden. Eine weitere Ethohung des Transfektionsreagen-
zes und/oder der NeuroD2 DNA hatte keine weitere Erhohung der Diffe-
renzierung zur Folge. Die maximal sinnvoll einsetzbare Menge an siRNA
war 4 pmol pro well. Hohere Mengen oder Konzentrationen fiihrten zu ei-
ner starken Inhibition der Differenzierungseffizienz. In Abwesenheit von
NeuroD?2 ist unter diesen Bedingungen die spontane Differenzierung ver-
nachlassigbar (s. Abb. 3.8{Negativkontrolle).

3.1.5 Spezifischer knock down von neuronalen Proteinen

in der neuronalen Differenzierung

Der geplante High-Content Screen basiert auf Protein-Suppression mit-
tels RN A-Interferenz. Zunichst wurde die Eignung dieser Methode zur
spezifischen Suppression von Mikrotubuli-Regulatoren in P19 Zellen an-
hand zweier Beispiele, Mtap2 und Tubb3, bewertet. Diese Gene werden
durch die neuronale Differenzierung stark induziert. MTAP2 (MAP?2) ist
ein Neuronen-spezifisches Mikrotubuli-assoziiertes Protein, welches an die
duflere Struktur (lattice) der Mikrotubuli bindet. TUBB3 ist die neuronale
pHI-Tubulin-Isoform, welche ausschliefilich in differenzierten Neuronen
exprimiert wird.

P19 Zellen wurden entweder mit Mtap2, Tubb3 oder Kontroll- (non-target-
ing) siRNA und mit NeuroD2 ko-transfiziert, fiir vier Tage inkubiert und
anschlieffend immunohistochemisch angefarbt. In Abbildung3.7|ist zu er-
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kennen, dass Neuriten von neuronal differenzierten Zellen, welche mit
Kontroll-siRNA behandelt wurden, sowohl durch Antikorper gegen Mtap?2
als auch gegen Tubb3 angefdrbt werden. Die Suppression von Mtap2 bzw.
Tubb3 durch die jeweilige siRNA ist ebenfalls klar zu erkennen. Nach der
Mtap2 siRNA-Behandlung ist durch den Mtap2 Antikorper kein spezifi-
sches Signal mehr detektierbar. Die Intensitdt der Tubb3 Farbung in dif-
ferenzierten Neuronen wird jedoch nicht beeinflusst. Umgekehrt bewirkt
die Tubb3 siRNA die vollstindige Supression des TUBB3 Proteins ohne
die Mtap2 Farbung zu beeinflussen.

Die Induktion dieser neuronalen Gene wurde durch die siRNAs selektiv
unterdriickt. Es konnte daher bestdtigt werden, dass sich diese Methode
tiir die Untersuchung dieser Proteine im Screen-Format eignet. Es ist mog-
lich, dass einzelne Zielproteine, z.B. aufgrund hoher Expression oder lang-
samen Proteinabbaus, weniger effizient supprimiert werden. Die Kom-
bination aus hoher siRNA Konzentration, schneller Teilungsrate der P19
Zellen und Suppression iiber vier Tage legtjedoch nahe, dass die Mehrzahl
an Zielproteinen signifikant unterdriickt werden kénnen. Durch Kombi-
nation von Differenzierung und RNA-Interferenz sollte in jedem Fall die
durch neuronale Differenenzierung induzierte Genexpression unterdriickt

werden.

89



Kontroll-siRNA Tubb3 siRNA Mtap2 siRNA

anti-Tubb3

anti-Mtap2

Abbildung 3.7: Spezifischer knock down von neuronalen Genen mittels
siRNA. Abgebildet sind differenzierte P19 Zellen, die mit 4 pmol Mtap2
bzw. Tubb3 siRNA oder 4 pmol Kontroll-siRNA (non-targeting) behandelt
wurden. Die Expression beider Proteine wird in differenzierenden Zelle
stark induziert. Die verwendeten siRNAs konnten beide Proteine spezi-

tisch und vollstandig supprimieren.
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3.2 siRNA Screen zur Charakterisierung von Mi-
krotubuli-regulierenden Proteinen in der neu-

ronalen Differenzierung

Die neuronale Differenzierung ist ein sehr komplexer Prozess, auf den vie-
le verschiedene Regulatoren direkt oder indirekt Einfluss nehmen kénnen.
Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von Mikrotubuli-regulierenden Pro-
teinen auf die Differenzierung und die damit verbundene Umstrukturie-
rung des Zytoskeletts zu untersuchen. Dafiir mussten zunéchst die Mikro-
tubuli-Regulatoren identifiziert werden, die an diesem Prozess beteiligt
sind. Hierzu wurde ein High-Content Screen basierend auf dem Prinzip
der RNA-Interferenz durchgefiihrt. Bei der RNA-Interferenz werden ein-
zelne Proteine mit Hilfe von siRNAs (small interfering RNAs) supprimiert.
Der hier verwendete High-Content Screen ist eine Phinotyp-basierte, au-
tomatisierte, mikroskopische Methode, mit deren Hilfe Verdnderungen der
Morphologie von P19 Zellen wahrend der Differenzierung detektiert und

quantifiziert werden konnen.

3.2.1 Primdrer Screen: Objektiver Vergleich aller bisher be-

schriebener Mikrotubuli-regulierender Proteine

Dem priméren Screen ging eine intensive Literaturrecherche voraus, in
der alle zurzeit beschriebenen Mikrotubuli-Regulatoren identifiziert wur-
den. Basierend auf dieser Recherche wurde eine Bibliothek von sogenann-
ten on-target Plus siRNAs der Firma Dharmacon (Thermo Fisher) bestellt.
Diese Bibliothek enthielt siRNA-Mischungen, bestehend aus vier spezi-
fischen Einzel-siRNAs, gegen jeden einzelnen Kandidaten. Im priméren
Screen wurden insgesamt 408 verschiedene Mikrotubuli-Regulatoren un-
tersucht. Eine Auflistung mit allen Kandidaten und siRNAs ist im Anhang
zu finden (siehe Tabelle 6.5).

Alle Mikrotubuli-regulierenden Proteine wurden durch eine Titrations-

Serie mit steigender siRNA-Menge (0,5; 1; 2; 4 pmol pro well) supprimiert.
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Es wurde erwartet, dass die Suppression von Regulatoren, die einen Ein-
fluss auf die Neuriten Initiation und/oder deren Auswuchs haben, eine
messbare Anderung der Zellmorphologie hervorruft. Durch die Titration
der siRNAs sollte die Dosis-Wirkungs-Beziehung der experimentellen Be-
handlung untersucht werden. AufSerdem war es hierdurch méglich sehr
hohe Mengen einzusetzen, um auch Kandidaten zu identifizieren, die nur
bei effizienter oder vollstandiger Suppression einen messbaren Effekt zei-
gen. In Einzelfdllen kann die Suppression mit der hochsten Menge einen
allgemein negativen Effekt auf die P19 Zellen haben, welcher eine detail-
lierte Analyse unmoglich macht. In solchen Féllen konnte auf Behandlun-
gen mit niedrigeren siRNA-Mengen zuriickgegriffen werden, welche we-
niger dramatische Zellinderungen und daher moglicherweise detaillier-
tere Aussagen ermdglichen kdnnten.

Um einen moglichst grofen Uberblick iiber die einzelnen Konditionen zu
bekommen, wurden Bilder von sechs Positionen pro well der 384-Loch-
Platte mit einem UPlans APO 10x NA 0,4-Objektiv aufgenommen. An
jeder Position wurden drei Bilder gemacht, um das neuronale Tubulin-
Signal (Morphologie der Neuronen), das zytosolische GFP (Transfektions-
effizienz und Wachstum der transfizierten Zellpopulation) sowie die Ge-
samtmenge aller Zellen bzw. die Zellverteilung anhand der Nuklei (DAPI-
Farbung) zu dokumentieren. Es wurde eine dreifache Wiederholung des
High-Content Screens durchgefiihrt, um zuféllige Unterschiede von re-
produzierbaren Effekten zu unterscheiden (Screen A - Screen C). Die mi-
kroskopischen Aufnahmen wurden mit Hilfe des Image] Plugins Neu-
riteQuant morphometrisch analysiert. Dabei waren vor allem die Para-
meter Neuritenldnge, Flache (als Projektion) von neuronalen Zellkorpern,
Neuritendurchmesser (alle auf der Basis von Bildern des neuonalen BIII-
Tubulin-Signals) und GFP-Intensitét pro well von grofiem Interesse. Einen
ersten Uberblick iiber die Ergebnisse lieferten sogenannte Heatmaps. An-
hand des Verhiltnisses von Gesamtneuritenlange zu Gesamtflache an neu-
ronalen Zellkoérpern sowie der detektierten Intensitét des BIII-Tubulin-Sig-
nals wurde jedem Bild des Screens eine Farbe zugeordnet. Eine Heatmap
ist demnach eine Zusammenstellung dieser farblich dargestellten Ergeb-
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nisse; Neuritenldnge in rot; Flaiche der neuronalen Zellkoérper in griin; In-
tensitdt des III-Tubulin-Signals in blau. Die rétlich/pink gefarbten wells
weisen daher auf eine erhdhte Neuritenlinge pro Zellkorperflache hin,
wohingegen griinlich gefdrbte wells eine deutlich verminderte Neuriten-
lange pro neuronaler Zellkorperfliche anzeigen. In Abbildung sind
Heatmaps von drei Screen-Wiederholungen einer Platte reprasentativ dar-
gestellt.

Screen B Screen C
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Abbildung 3.8: In Heatmaps veranschaulichte Ergebnisse der mor-
phometrischen Analyse. Vergleichende Darstellung der Heatmaps der
drei Screen-Wiederholungen am Beispiel einer Screen-Platte. Die Farb-
kombination gibt Auskunft iiber das Verhiltnis von Neuritenldnge (rot)
zu neuronaler Zellkorperfliche (griin) und tiiber die Gesamtintensitat
des BIII-Tubulin-Signals (blau). Mikroskopische Aufnahmen der siRNA-
Titrationen von INCENP, KEG1 und Eg5 wurden beispielhaft hervorge-
hoben.

Dieser Uberblick der Screen-Durchldufe gibt zunichst Auskunft {iber
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die Reproduzierbarkeit der morphologischen Messungen. Insbesondere
ist in einigen hervorgehobenen Beispielen klar erkennbar, dass diese wells
in allen Heatmaps eine dhnliche Verdnderung der Farbnuance mit steigen-
der siRNA Menge zeigen und damit eine dhnliche Anderung der morpho-
metrischen Messungen darstellen.

Die obere Reihe der Heatmaps stellt die Negativkontrollen dar, welche
nicht mit dem neurogenen Transkriptionsfaktor NeuroD2 transfiziert wur-
den, demnach auch keine Differenzierung durchliefen und kein neurona-
les BIII-Tubulin exprimieren. Diese wells sind aufgrund des fehlenden {III-
Tubulin-Signals tiberwiegend schwarz dargestellt. Die untere Reihe ent-
hilt die Positivkontrollen (mit NeuroD2, ohne siRNA). Die durchschnitt-
liche Differenzierung der P19 Zellen dieser 20 wells diente als Referenz
fiir die siRNA-behandelten Kandidaten. Als Beispiele fiir Kandidaten mit
verdnderter Morphologie von dieser Platte sind INCENP (eher griinlich,
4 pmol), KEG1 (rétlich, 4 pmol) und Eg5 (griin bis schwarz, 4 pmol) dar-
gestellt. Bei allen drei Kandidaten ist die Reproduzierbarkeit dieser mor-
phologischen Verdanderungen erkennbar, da die Farbnuancen der Bilder
in allen drei Wiederholungen dhnlich sind. Zusétzlich sind Bilder der vier
siRNA Titrationsschritte dieser Kandidaten abgebildet, in denen die Kor-
relation von steigender siRNA Menge zu Auspriagung des morphologi-
schen Phanotyps klar erkennbar ist.

Wie bereits in Abbildung 3.8/ zu sehen ist, wies die Morphologie der dif-
ferenzierten P19 Zellen Unterschiede in der Liange und dem Durchmes-
ser von Neuriten auf. Aus der morphometrischen Analyse des priméren
Screens gingen drei Phanotypen hervor, welche klar von den Kontrollzel-
len unterschieden werden konnten (s. Abb. ; kiirzere Neuriten, lange-
re Neuriten und erhohter Neuritendurchmesser. Die Klassifizierung von
neuronalen Populationen in diese Kategorien erfolgte durch Vergleich von
einem oder zwei morphologischen Parametern mit entsprechenden Mes-
sungen der gepaarten positiven und negativen Kontrollen aus der selben
384-Loch Platte. Die detaillierte Analyse wird im Folgenden beschrieben.
Definiert wurden die Phanotypen mit kiirzeren bzw. lingeren Neuriten

anhand des Verhiltnisses der Gesamtsumme der ermittelten Neuritenlan-
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ge zur Gesamtfliche an neuronalen Zellkérpern pro Bild. Dieses Verhalt-
nis wurde durch Auftragen aller Messungen der Gesamtneuritenldnge ge-
gen die Gesamtfliche der neuronalen Zellkorper ermittelt (s. Abb.[3.9). In
dieser Auftragung wurde zunédchst eine Regressionsgerade durch die po-
sitiven Kontrollmessungen berechnet. Der Abstand einer einzelnen Mes-
sung zu dieser Regressionsgeraden entspricht der Divergenz zu den posi-
tiven Kontrollen beziiglich des Wachstums der Neuriten. Lag dieser Wert
hoher oder niedriger als die dreifache Standardabweichung der positiven
Kontrollen, so galt der entsprechende Regulator als potentieller Kandi-
dat. Beim Phénotyp ,erhohter Neuritendurchmesser” wurde der durch-
schnittliche Durchmesser der Neuriten bestimmt. Auch hier war eine Ab-
weichung vom durchschnittlichen Durchmesser der positiven Kontrollen
um die dreifache Standardabweichung Voraussetzung fiir die Identifizie-
rung als potentieller Kandidat. Mikrotubuli-Regulatoren, deren Suppres-
sion einen signifikanten Einfluss auf das Wachstum der Vorlduferzellen
hatten, wurden ausgeschlossen, da in diesen Konditionen nicht gentigend
neuronale Strukturen vorhanden waren, um eine sichere Messung der Neu-
ritenldnge zu gewdhrleisten. Daher mussten diese Konditionen zur Ver-
meidung von falsch-positiven oder falsch-negativen Hits herausgefiltert

werden.
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Iéingere.Neuriten Dickere Neuriten

Abbildung 3.9: Darstellung der drei Phianotypen nach siRNA Behand-
lung im primiren Screen. Gezeigt sind drei Phanotypen, die sich ein-
deutig von der Morphologie differenzierter Kontrollzellen unterschieden.
Als Beispiele fiir die einzelnen Phanotypen dienten zytosolisches Dynein
(Dynclh1; 4 pmol) fiir , kiirzere Neuriten”, EB2 (4 pmol) fiir ,ldngere Neu-
riten” sowie Eg5 (4 pmol) fiir ,erhchter Neuritendurchmesser”. Alle Bil-
der wurden im Rahmen des priméren Screens am Olympus IX81 mit der

ScanR-Software aufgenommen.

Quantifizierung von siRNA-induzierten morphologischen Phinotypen

In Abbildung sind die Intensitdten von allen morphologischen Mes-
sungen aller Wiederholungen des priméren Screens dargestellt. Jeder Graph
zeigt die relative Verteilung von zwei Messungen auf der x- und der y-
Achse. Die Titrationen von einzelnen, markierten siRNAs sind durch far-
bige Pfeile gekennzeichnet, wobei die Pfeile die ansteigende siRNA Men-
ge anzeigen. Einige siRNAs induzieren eine gleichzeitige Reduktion der
Gesamt-GFP-Intensitdt sowie des neuronalen Tubulin-Signals (s. Abb.
A und Tab. 3.1)). Dieser Effekt wird als Reduktion des Gesamtwachstums
von transfizierten Vorlduferzellen gewertet, welcher eine proportionale

Verringerung der Anzahl an differenzierten Neuronen verursacht und so-
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mit auch eine Reduktion des gesamten neuronalen Tubulin-Signals be-
wirkt. Als Schwellenwert fiir einen potentiellen Hit dieses Phanotyps wur-
de eine Abweichung der Gesamt-GFP-Intensitidt von drei Standardabwei-
chungen (SD) im Vergleich zu den Positivkontrollen verwendet. Beobach-
tet wird dieser Effekt vor allem nach der Suppression von wichtigen Regu-
latoren des Zellzyklus, wie z.B. Eg5 (Kifl11), Cdc27 (Adenomatous Polyposis
coli 3), Dynclil/Dyncli2 (Dynein intermediate chain), Plk1 (Poly-like Kina-
se 1) oder chTOG (Ckap5, Homolog von Xmap215). Mit keiner der siR-
NA Behandlungen wurde eine Zunahme des Wachstums der transfizier-
ten Vorlduferzellen um mehr als drei Standardabweichungen nach siRNA
Suppression beobachtet.

Ein weiterer Effekt, der beobachtet wurde, war ein Anstieg oder Abfall
der Anzahl differenzierter Neuronen ohne signifikanten Einfluss auf das
Wachstum der transfizierten Vorlauferzellen (s. Abb. B). Ein solcher
Effekt suggeriert, dass ein spezifischer Einfluss der supprimierten Mikro-
tubuli-Regulatoren auf die neuronale Differenzierung vorliegt. Um diesen
Effekt zu quantifizieren, wurde die Anzahl der Neuronen anhand der Ge-
samtflache an neuronalen Zellkdrpern und das Wachstum der Vorldufer-
zellen anhand der GFP-Intensitdt bestimmt. Potentielle Hits wurden auf
der Basis des Verhiltnisses dieser Messungen identifiziert. Hierzu wur-
den in einem Graphen alle Messungen der Gesamtfldche der neuronalen
Zellkorpern gegen die GFP-Intensitidt aufgetragen (s. Abb. B). Auch
in dieser Auftragung wurde eine Regressionsgerade durch die positiven
Kontrollmessungen berechnet. Der Abstand eines Messpunkts zu dieser
Regressionsgeraden entspricht der Divergenz der entsprechenden experi-
mentellen Kondition zu den Positivkontrollen. Lag dieser Wert hoher oder
niedriger als die dreifache Standardabweichung der positiven Kontrollen,
so galt der entsprechende Regulator als potentieller Kandidat.
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Abbildung 3.10: Quantifizierung verschiedener relevanter Parameter nach
RNA-Interferenz der Mikrotubuli-Regulatoren. A: Bestimmung des Wachstums
transfizierter Vorlauferzellen anhand der GFP-Intensitdt. Die Gesamtmenge an
GFP- und pIII-Tubulin-positiven, differenzierten Zellen hiangt signifikant vom
initialen Wachstum der Vorlduferzellen ab. Daher ist zu erwarten, dass ein ein-
geschrdnktes initiales Zellwachstum zu einer Reduktion des GFP- sowie des
Tubulin-Signals fiihrt. B: Bestimmung der neuronalen Differenzierung anhand
des Verhiltnisses zwischen der Gesamtfliche an neuronalen Zellkérpern und
dem GFP-Gesamtsignal. C: Messung der durchschnittlichen Neuritenldnge an-
hand des Verhiltnisses zwischen Gesamtneuritenlinge zur Gesamtflache an neu-
ronalen Zellkérpern. D: Bestimmung des Neuritendurchmessers. Da bei geringer
Differenzierung nur wenige Neuriten vorhanden sind, ist die Bestimmung des
Durchmessers mit einer hohen Ungenauigkeit behaftet. Dies wird anhand der
grofien Messwertstreuung der Negativkontrollen deutlich. Die graphische Dar-
stellung zeigt die Streuung der Messungen des Neuritendurchmessers in Abhéan-

gigkeit von der BIII-Tubulin Intensitat.
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Gensymbol Reduktion der Gen-Beschreibung
Wachstumsrate

Egb 5,684+0,55 Kinesin-5 Familie, KIF11

Egb 4,96+0,40 Kinesin-5 Familie, KIF11

(2 pmol)

Cdc27 4,6710,51 APC3, Zellzyklus Regulator [108]

Spefl 3,86+0,43 Sperm Flagella 1 [109]
4931426K16RIK

Dynclil 3,53+0,76 Dynein-Untereinheit,
intermedidre Kette 1

Dyncli2 3,53+0,76 Dynein-Untereinheit,
intermedidre Kette 2

Plk1 3,47+1,03 Polo-like Kinase 1

Ckap5 3,34+0,71 ch-TOG, XMAP215 Homolog
4930432B04RIK

GM1212 3,344+0,71 Neil2

ubn2 3,20+0,66 Ubinuclein, Histon Chaperone [110]
D130059P03RIK

Vps4l 3,254+0,32 VPS541, related to protein trafficking

Gabarap 3,03+0,52 Gamma-aminobutyric acid receptor
associated protein

Mtap2 3,03+0,52 MAP2, stabilisiert/nukleiert MTs

Tabelle 3.1: Mikrotubuli-Regulatoren mit positivem Einfluss auf das
Wachstum von Vorlduferzellen. Aufgelistet sind Kandidaten, deren Sup-
pression zu einem verminderten Wachstum der transfizierten Vorldaufer-
zellen in Einheiten der Standardabweichungen (+Standardfehler (SEM)
von drei Wdh) fiihrte. Die Suppression dieser 13 Kandidaten fiihrte zu ei-
ner Reduktion der GFP-Intensitdt um mehr als drei Standardabweichun-
gen im Vergleich zu den Positivkontrollen. Wurde keine Angabe zur siR-
NA Menge gemacht, so handelt es sich um 4 pmol/well. Eine Auflistung

aller Kandidaten ist im Anhang zu finden (Tabelle 6.1).
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Gensymbol Verminderte neuro- Gen-Beschreibung

nale Differenzierung

Bcl2111 -3,10+0,28 Pro-apoptotic mediator Bim
Mtaplb -2,49+0,36 Mikrotubuli assoziiertes Protein 1B
Kif3c -2,34+0,82 Kinesin Family Member 3C

Tabelle 3.2: Mikrotubuli-Regulatoren mit positivem Einfluss auf die
neuronale Differenzierung. Aufgelistet sind Kandidaten, nach dessen
Suppression eine Verminderung der neuronalen Differenzierung zu be-
obachten war. Bei einer Reduzierung der neuronalen Differenzierung um
mehr als drei Standardabweichungen (<-3 SD) wurden die entsprechen-
den Gene von der Analyse ausgeschlossen. In diesem Fall war eine quan-
tative Analyse der neuronalen Differenzierungseffizienz aufgrund der
starken Reduzierung nicht mehr méglich. Angaben in Einheiten der Stan-
dardabweichung (SEM von drei Wdh). Wurde keine Angabe zur siRNA
Menge gemacht, so handelt es sich um 4 pmol/well. Eine Auflistung aller
Kandidaten ist im Anhang zu finden (Tabelle 6.2).

Wie zu erwarten, hat die Suppression der neuronalen SIII-Tubulin-Iso-
form (TUBB3), welche als Markerprotein fiir neuronale Differenzierung
dient, einen drastischen Abfall in der Gesamtflache an detektierten neu-
ronalen Zellkdrpern zur Folge. Uber diesen trivialen Fall hinaus indu-
ziert nur die siRNA gegen den Apoptose-Regulator Bcl2111 eine Redukti-
on der neuronalen Differenzierung von mehr als drei Standardabweichun-
gen (s. Tab.[3.2). Einen Anstieg der neuronalen Differenzierung von mehr
als drei Standardabweichungen wurde mit fiinf siRNAs beobachtet (s. Tab.
B.3). Zu dieser Gruppe gehort das mit MAP1c verwandte GABA-Rezeptor-
assoziierte Protein GABARAP, die gamma-Tubulin Komplex Komponen-
te TUBGCP4 und der Mikrotubuli-Crosslinker MACF1. Auffillig ist auch,
dass die Suppression von anderen Tubulin-Isoformen wie TUBB2b und
moglicherweise auch TUBBS einen Anstieg der Gesamtfldache detektierter
neuronaler Zellkdrper verursacht. Eine kompensatorische Induktion der

TUBB3 Isoform, die als Marker zur Identifizierung der neuronalen Zell-
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korper verwendet wurde, konnte diesen Effekt moglicherweise erklédren.
Im Allgemeinen war dieser Phanotyp jedoch nur relativ schwach ausge-
pragt und mit einem relativ hohen Fehler, im Vergleich der drei experi-
mentellen Repetitionen, behaftet.

Gensymbol Anstieg der neuro- Gen-Beschreibung
nalen Differenzierung

Gabarap 3,89+1,08 Gamma-aminobutyric acid
receptor associated protein

Tubgcp4 3,62+1,50 Tubulin Ringkomplex
Komponente

Gabarap 3,174+1,09 Gamma-aminobutyric acid

(2 pmol) receptor associated protein

Tubb2b 3,09+0,43 Tubulin, beta 2B, linked to
neuronal migration disorder

Macf1 3,07+1,25 Mikrotubule-Actin crosslinking
factor 1

Tubb5 2,394+0,91 Tubulin, beta 5

Tabelle 3.3: Mikrotubuli-Regulatoren mit negativem Einfluss auf die
neuronale Differenzierung. Aufgelistet sind Kandidaten, nach dessen
Suppression eine vermehrte neuronale Differenzierung zu beobachten
und detektieren war, in Einheiten der Standardabweichung (+=SEM von
drei Wdh). Wurde keine Angabe zur siRNA Menge gemacht, so handelt
es sich um 4 pmol/well. Eine Auflistung aller Kandidaten ist im Anhang
zu finden (Tabelle 6.2).

Eine relativ grofie Anzahl von siRNAs induziert einen Anstieg oder
Abfall der Durchschnittslange von Neuriten. Die durchschnittliche Lange
von Neuriten wurde hier aus dem Verhiltnis von Gesamtldnge der Neuri-
ten zur Gesamtflache an neuronalen Zellkorpern abgeleitet (s. Abb.
C). Die hierdurch detektierten Phdnotypen mit lingeren bzw. kiirzeren
Neuriten lassen auf einen spezifischen Effekt auf die Regulation der Neu-

riten Initiation bzw. der darauf folgenden Neuritenverldngerung schlie-
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en. Analog zur Quantifizierung der neuronalen Differenzierung wurde
dieser Effekt durch Bestimmung des Abstands eines experimentellen Mess-
punktes von einer Regressionsgeraden durch die positiven Kontrollmes-
sungen berechnet. Hier wurde dieser Abstand jedoch in einer Auftragung
der Gesamtneuritenldnge gegen die Gesamtfldche der neuronalen Zellkor-
per verwendet (s. Abb. C). Wenn der Abstand einer Messung hoher
oder niedriger als die dreifache Standardabweichung der Positivkontrol-
len war, galt der entsprechende Regulator als potentieller Kandidat. In den
Tabellen 3.4/ und 3.5sind jeweils 10 Kandidaten mit dem ausgeprégtesten
Phanotyp aufgelistet.

Gensymbol Abnahme der Gen-Beschreibung

Neuritenlinge

Dctn3 7,93 £+ 2,19 Dynactin 3
Dctn?2 6,93 + 2,43 Dynactin 2
Incenp 6,01 1,27 Inner Centromer Protein
Nefl (1 pmol) 5,41 4+ 3,19 Neurofilament, leichtes Polypeptid
Incenp (2 pmol) 5,20 + 1,88 Inner Centromer Protein
Dynclhl 5,20 £ 0,87 zytosolisches Dynein 1,

schwere Kette 1
Kif3c 5,12 + 0,97 Kinesin Family Member 3C
Dctn4 5,08 £+ 0,99 Dynactin 4
Ctnnd1 5,04 + 2,03 Catenin, Delta 1
Poch 4,93 + 1,52 Centriolar Protein Homolog

Tabelle 3.4: Mikrotubuli-Regulatoren mit einen positiven Einfluss auf
das Neuritenwachstum. Gezeigt sind Kandidaten, deren Suppression zu
einer Verkiirzung der Neuriten fiihrt. Die Abnahme der Neuritenlinge
wurde aus der Anderung der Distanz zur Regressiongeraden der Posi-
tivkontrollen ermittelt, angegeben in Finheiten der Standardabweichung
(£SEM von drei Wdh). In dieser Tabelle sind 10 Kandidaten mit dem
starksten Effekt abgebildet. Wurde keine Angabe zur siRNA Menge ge-
macht, so handelt es sich um 4 pmol/well. Eine Auflistung aller Kandida-
ten ist im Anhang zu finden (Tabelle 6.3).
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Bereits in fritheren Veroffentlichungen wurde eine mogliche Rolle vom
zytoplasmatischen Dynein wihrend des Neuritenauswachsens diskutiert
([101], [111], [112]). Daher war eine Verkiirzung der Neuritendurchschnitts-
lange nach Suppression verschiedener Dynein-Dynactin Untereinheiten

zu erwarten.

Gensymbol Anstieg der Gen-Beschreibung
Neuritenlinge

Tbata 6,52 + 2,38 Spatial

EB2 5,27 +0,82 RP/EB Familie, Mapre 2

Ttll3 453 +1,49 Tubulin tyrosine ligase-like family,

member 3

Kegl 4,05+ 0,28 Kidney expressed gene 1

Dst 3,86 + 2,07 Dystonin, Zytoskelett Linker

Serpina3c (2 pmol) 3,70 £ 1,26 Serine (or cysteine) peptidase in-

hibitor, clade A, member 3c
Rock1 (2 pmol) 3,59 + 0,79 Rho-associated coiled coil con-
taining protein kinase 1
Tubbl (1 pmol) 3,46 + 1,02 Tubulin, beta 1
Vpsdb 3,35 £ 0,40 Vacuolar protein sorting 4b
Tubb3 (1 pmol) 3,35+ 0,87 Tubulin, beta 3
(neuronaler Marker)

Tabelle 3.5: Mikrotubuli-Regulatoren, welche einen negativen Einfluss
auf das Neuritenwachstum haben. Gezeigt sind Kandidaten, deren Sup-
pression eine Verldngerung der Neuriten verursacht. Der Anstieg der
Neuritenlange wurde durch die Verdnderung des Abstands zur Regressi-
onsgeraden der Positivkontrollen bestimmt, angegeben in Einheiten der
Standardabweichung (£SEM von drei Wdh). In dieser Tabelle sind 10
Kandidaten mit dem starksten Effekt abgebildet. Wurde keine Angabe zur
siRNA Menge gemacht, so handelt es sich um 4 pmol/well. Eine Auflis-
tung aller Kandidaten ist im Anhang zu finden (Tabelle 6.3).

Ebenso wurde in fritheren Verdffentlichungen gezeigt, dass die Rho
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Kinase (ROCK1) die Axon-Initiation bzw. Verlingerung reduziert [113].
In Ubereinstimmung mit dieser Beobachtung fiihrt die Suppression von
ROCKI1 mittels siRNA zu einem Anstieg in der Durchschnittslange von
Neuriten. Interessanterweise induzierte eine Suppression des Mikrotubuli-
Plus-Ende bindenden Proteins EB2 ebenfalls eine Verlingerung der Neu-
riten, wohingegen die Herunterregulierung der Isoform EB3 kiirzere Neu-
riten verursachte.

Einige wenige siRNAs induzierten unerwartet eine drastische Zunahme
des Neuritendurchmessers. Meist war dieser Effekt verbunden mit einer
deutlichen Abnahme des gesamten neuronalen Tubulin-Signals. Andere
siRNAs, wie beispielsweise Cdc27 oder Plk1, welche ebenfalls eine star-
ke Abnahme des gesamten neuronalen Tubulin Signals bewirkten, verur-
sachten einen eher geringeren Neuritendurchmesser. siRNAs gegen die
Mikrotubuli-Motorproteine Eg5, MKLP1 oder das Motor-assoziierte Pro-
tein INCENP induzierten einen signifikanten, reproduzierbaren Anstieg

des Neuritendurchmessers.
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Gensymbol Zunahme des Gen-Beschreibung

Neuritendurchmessers

Egb 8,03 £+ 2,60 Kinesin-5 Familie, KIF11

Incenp 535 +1,82 Inner Centromer Protein

Mklp1 3,73 £1,78 Mitotic Kinesin-like Proteinl,
KIF23

Ckap5 3,47 + 1,08 ch-TOG, Sdugetierhomolog von
XMAP216

Gabarap 3,45 £+ 0,24 Gamma-aminobutyric acid

receptor associated protein
EB1 3,20 =1,10 RP/EB Familie, Mapre 1

Tabelle 3.6: Mikrotubuli-Regulatoren mit Einfluss auf den Neuriten-
durchmesser. Die siRNA Suppression dieser Kandidaten verursacht ei-
ne Vergrofierung des Neuritendurchmessers. Der durchschnittliche Neu-
ritendurchmesser wurde aus dem Verhailtnis der Gesamtflache von Neuri-
ten pro Neuritenldnge berechnet, angegeben in Einheiten der Standardab-
weichung (=SEM von drei Wdh). Wurde keine Angabe zur siRNA Menge
gemacht, so handelt es sich um 4 pmol/well. Eine Auflistung aller Kandi-
daten ist im Anhang zu finden (Tabelle 6.4).

3.2.2 Sekundirer Screen: Validierung der Beobachtungen

aus dem primdren Screen

Im sekundédren Screen wurde eine Reihe ausgesuchter Kandidaten detail-
lierter untersucht, welche im priméren Screen eine Verdnderung in der
Neuritenldnge bzw. dem Neuritendurchmesser von mehr als drei Stan-
dardabweichung zu den Kontrollzellen aufwiesen.

In allen siRNA-Experimenten sind off-target Effekte der verwendeten siR-
NAs moglich - die unspezifische Bindung an weitere nRN As, welche nicht
das Zielprotein kodieren und daher eine Suppression von unbekannten
Proteinen (,,off-target”) zur Folge haben. Diese off-target Effekte konnen

somit zur Ausbildung von falsch interpretierten Resultaten fiihren. Um
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eventuelle falsch-positive Kandidaten herauszufiltern bzw. real positive
zu verifizieren, wurde ein sekundarer Screen mit vier Einzel-siRNAs durch-
gefiihrt. Ein Kandidat galt hierbei als bestétigt, wenn mindestens zwei der
vier Einzel-siRNAs den gleichen Phanotyp verursachten wie die siRNA-
Mixtur aus dem priméren Screen.

Die in Tabelle 3.7| aufgelisteten Regulatoren zeigten im primédren Screen
den eindeutigen Phéanotyp ,ldngere Neuriten”. Die Neuriten waren signi-
tikant (>3 SD) langer als in Kontrollzellen. Im sekundéren Screen konnten
zwei (Eb2, Kegl) dieser sechs Kandidaten validiert werden, da mindes-
tens zwei der Einzel-siRNAs den vorher beobachteten Phianotyp repro-
duzierten. Bei drei weiteren Kandidaten (Tbata, Dst, Discl) zeigte jeweils
eine Einzel-siRNA diesen Phanotyp. Diese Kandidaten konnen noch nicht
als bestatigt angesehen werden, da zuerst off-target Effekte ausgeschlos-
sen werden miissen. Vps4b, ein Kandidat, der im priméren Screen eine
marginale Erthchung des Neuritenwachstums bewirkte, wurde von keiner
Einzel-siRNA bestatigt.

Gen siRNA-Mix siRNA A siRNAB siRNAC siRNAD  Dbestitigt
Tbata  6,52+2,38 1,98+1,44 3,66+1,42 1,00+1,3 042+1,18 nein
EB2 5,27+0,82 -0,38+0,83 7,43+1,44 6,94£0,83 4,03+0,34 3x

Kegl  4,05+0,82 -0,33+1,54 3,79+1,74 3,64+£0,88 -6,86+3,38 2x

Dst 3,86+2,07 0,16+0,75 -049+0,81 -0,53£0,71 6,29+2,24 1x
Vps4b  3,35+0,40 1,24+1,82 -0,63£1,32 0,56+2,30 2,14£0,87 nein
Discl  3,16%0,15 4,01+0,85 2,284+1,70 -1,37+0,82 2,83+0,59 1x

Tabelle 3.7: Suppression von Mikrotubuli-Regulatoren, die einen nega-
tiven Einfluss auf die Neuritenldnge aufweisen. In der Tabelle sind alle
im sekundédren Screen getesteten Regulatoren aufgelistet, welche den Pha-
notyp ,ldngere Neuriten” im priméren Screen aufwiesen. Zum Vergleich
zu den Werten der Einzel-siRNAs (A - D) wurde der Durchschnittswert
zur Neuritenldnge aus dem priméren Screen angegeben. Alle bestétigten
Werte der Einzel-siRNAs sind fett gedruckt, wenn sie einen Unterschied
von mehr als drei Standardabweichungen zu den Kontrollen aufwiesen.
Rote Werte geben an, wenn ein gegensitzlicher Phanotyp detektiert wur-
de.
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Die Ergebnisse der Suppression von Mikrotubuli-Regulatoren, die einen
positiven Effekt auf das Neuritenwachstum haben, sind in Tabelle 3.8 dar-
gestellt. Es wurden im sekundéren Screen 18 Regulatoren getestet, deren
Suppression den Phanotyp , kiirzere Neuriten” im priméren Screen signi-
fikant ausloste. Acht Kandidaten wurden durch mindestens zwei unab-
hédngige Einzel-siRNAs bestitigt. Darunter fallen auffallig viele Unterein-
heiten des Dynein/Dynactin Komplexes (Dctn3, Dctn2, Dynclh1, Dynlrb1)
sowie Incenp, Mklp1, Tpx2 und Mtap2. Bei weiteren sechs Mikrotubuli-
Regulatoren zeigt eine der Einzel-siRNAs den Phéanotyp, vier andere wur-
den nicht bestdtigt. Auch hier zeigt sich, dass Kandidaten, welche nur
marginale Effekte im primédren Screen bewirkten, weniger reproduzier-
bar waren. Unter den nicht reproduzierbaren Kandidaten befinden sich
auch eine leichte Kette des zytoplasmatischen Dyneins (Dynltlb) sowie
die Dynactin Untereinheit Dctn4, welche beide im priméaren Screen einen
recht deutlichen Effekt induzierten. Aufféllig sind auch die Ergebnisse
des Mikrotubuli-Nukleators und Stabilisators Tpx2, die von drei Einzel-
siRNAs eindeutig bestétigt wurden - die vierte Einzel-siRNA jedoch einen
gegensdtzlichen Phanotyp (lingere Neuriten) induziert. Es ist daher an-
zunehmen, dass es sich bei diesem gegenséatzlichen Phianotyp um einen
off-target Effekt handelt. Sicherheit kann hier jedoch nur eine detailliertere
Analyse liefern.

Von den Mikrotubuli-Regulatoren, deren Suppression einen vergrofierten
Neuritendurchmesser verursachte, wurden drei Kandidaten im sekundaren
Screen analysiert (Eg5, Incenp, Mklp1). Die Ergebnisse sind in Tabelle
aufgelistet. Die Suppression von Eg5 zeigt wie im priméren Screen den
ausgepragtesten Phinotyp. Alle vier Einzel-siRNAs verursachen eine sehr
deutliche Vergrofierung des Neuritendurchmessers. Aufféllig ist auch, dass
Tpx2, welches im primédren Screen keinen erh6hten Neuritendurchmesser
aufwies, fiir drei der vier Einzel-siRNAs einen deutlichen Anstieg im Neu-
ritendurchmesser zeigte.
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Gen siRNA-Mix siRNA A siRNAB siRNAC siRNAD  bestitigt
Dctn3 7,93+2,19 572+1,85 5,88+0,66 048+0,82 1,79+0,83 2x
Dctn2 6,93+2,43 7,67+0,80 147+£0,86 7,01+0,36 3,07£1,11 3x
Incenp 6,01£1,27 6,16+1,68 -0,74+0,78 1,17£1,41 11,24+1,32 2x
Dynclhl 5,20+0,87 6,46+1,36  6,13+1,04 0,00£1,17 2,60+0,29 2x
Kif3c 5,12+0,97 2,23£1,34 051+0,80 -1,10+0,64 4,55+0,97 1x
Dctn4 5,084+0,99 -1,71+£1,65 096+1,55 0,67+£0,42 -0,75+0,56 nein
Pocb 4,93+1,53 -0,20£0,61 1,2840,60 -0,14£1,80 1,34+1,46 nein
Macfl 4,63+0,87 -0,70£0,70 -0,66+2,21 0,13£0,59 0,93+044 nein
Mklp1 4,51+1,25 5,09+0,52 7,57+0,60 -0,48+1,65 1,19+0,65 2x
Dcx 4,29+1,76 -0,83+0,85 3,58+1,10 1,95+£0,76 -0,87+1,55 1x
Dctn6 4,23+1,23 0,69+0,64 -2,08+£0,45 243+0,06 3,17+0,93 1x
TPX2 4,18+1,06 466+042 7,54+1,10 6,39+0,84 -3,04+2,09 3x
Dynltlb  3,81£0,41 -0,54+0,93 -0,58+1,54 -0,14+£0,72 1,74+0,50 nein
Mtaplb  3,70%0,50 2,71£0,38 3,66+1,16 2,67+£1,44 5,60+1,23 2x
Dynlrbl ~ 3,69+0,39 3,82+0,95 544+0,57 1,77£0,39 2,07+0,56  2x
EB1 3,64+0,83 -0,06+0,40 1,33+1,38 3,13£0,99 1,23+1,27 1x
Ndel 3,2840,64 -2,54+0,50 0,14+090 -0,33+1,14 4,56+044 1x
Eml4 3,17+0,50 2,11£1,00 2,23+1,71  4,84+0,57 191+0,79 1x

Tabelle 3.8: Einzel-siRNA Suppression von Mikrotubuli-Regulatoren,

die einen positiven Einfluss auf die Neuritenlinge aufweisen. In die-

ser Tabelle sind alle im sekundédren Screen getesteten Gene aufgelistet,

welche den Phéanotyp ,kiirzere Neuriten” im primédren Screen aufwie-

sen. Zum Vergleich wurde der ermittelte Durchschnittswert aus dem pri-

maéren Screen angegeben. Alle bestdtigten Werte der Einzel-siRNAs sind

fett gedruckt, wenn sie einen Unterschied von mehr als drei Standardab-

weichungen zu den Kontrollen aufwiesen. Rote Werte geben an, wenn ein

gegensdtzlicher Phanotyp detektiert wurde.
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Gen siRNA-Mix siRNA A  siRNAB siRNA C siRNA D  bestitigt

Eg5 8,034+2,50  879+195 520+1,89 12.06+1,23 14,90+231 4x
Incenp  535+1,82  11,56£2,12 -1,20+1,01 -1,2940,52 14,554+1,85 2x
Mklpl  3,73+1,87  3,64+0,36 6,70+147 049+0,70 0,824090  2x
Gabarap 3,45+024 2014024 -045+0,61 0,75+£0,80 0,64+041 nein
EB1 320+1,10  -0,16+0,45 0,2940,91 2,894+1,16 1,654+0,66 nein
Tpx2 2,16+048  6,2841,92 12,26+2,03 4,67+0,81 -1,33+053 3x

Tabelle 3.9: Suppression von Mikrotubuli-Regulatoren, die den Neu-
ritendurchmesser beeinflussen. In der Tabelle sind alle im sekundéren
Screen getesteten Regulatoren aufgelistet, welche den Phéanotyp ,erhohter
Neuritendurchmesser” im priméren Screen aufwiesen. Kandidaten die-
ses Phanotyps weisen einen vergrofierten Neuritendurchmesser auf. Zum
Vergleich zu den vier Einzel-siRNAs wurde der ermittelte Durchschnitts-
wert aus dem primédren Screen angegeben. Aufierdem wurde der Kan-
didat TPX2 dieser Liste zugefiigt, obwohl er im primédren Screen keinen
Phanotyp aufwies. Alle bestitigten Werte der Einzel-siRNAs sind fett ge-
druckt, wenn sie einen Unterschied von mehr als drei Standardabwei-

chungen zu den Kontrollen aufwiesen.
Insgesamt konnten bei 22 getesteten Kandidaten der Phéanotyp durch

mindestens eine Einzel-siRNA reproduziert werden. Davon wurden 11
Mikrotubuli-Regulatoren bereits durch den sekundéren Screen validiert.
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3.3 Weiterfithrende Studien zur detaillierten Un-

tersuchung von ausgewiahlten Kandidaten

3.3.1 Konkurrenzsitutation unter EB-Proteinen moduliert

das Neuritenwachstum

Die Analyse des High-Content Screens hat gezeigt, dass die Suppressi-
on einzelner Mitglieder der EB-Familie unterschiedliche Phanotypen in
der Entwicklung von Neuronen induziert. Sowohl im priméren als auch
im sekundédren Screen wurde beobachtet, dass eine Suppression von EB2
eine Verlangerung der Neuriten bewirkt (siRNA Mix: Verlangerung um
5,27+0,82 SD; 3 Einzel-siRNAs: Verlingerung um mehr als 3 SD, s. Tab.
B.7). Die Suppression von EB1 induziert nur eine geringfiigige Veran-
derung der Neuritenldnge (Verkiirzung um 3,6440,83 SD, siehe Anhang:
Tabelle 6.3). Das Fehlen dieses Proteins scheint nur einen geringen Ef-
tfekt auf die neuronale Morphologie zu haben. Der knock down von EB3
verursacht ebenfalls im priméren Screen eine marginale Verkiirzung der
Neuriten (4 pmol: 1,43+0,90) und keine der vier Einzel-siRNAs reduzier-
te die Neuritenldinge um mehr als 3 SD (siRNA A: 1,52+0,37; siRNA B: -
0,32+0,76; siRNA C:-1,44+£0,85; siRNA D: -0,70+0,31). Um diese Beobach-
tungen detaillierter zu charakterisieren, wurden weitere Wiederholungen
des knock downs einzelner Familienmitglieder, als auch knock downs meh-
rer Vertreter in Kombination durchgefiihrt. In Abbildung A sind mi-
kroskopische Bilder und Quantifizierungen der Neuritenldnge nach Sup-
pression je einer der drei EB-Isoformen dargestellt. Im Graph sind die
Anderungen im Neuritenwachstum in Einheiten der Standardabweichun-
gen aufgetragen. Mit einem One-way ANOVA-Test und einem Post-Test
nach Dunnett wurde untersucht, ob die experimentellen Gruppen sich von
der Kontrollgruppe signifikant unterschieden. Nach alleiniger Suppressi-
on von EB1 konnte hier keine signifikante Anderung der Neuritenlinge
detektiert werden. RNA-Interferenz von EB2 fiihrt hingegen, wie erwar-
tet, zu einer signifikanten Erh6hung der Neuritenldnge (sowohl mit 2, als
auch mit 4 pmol siRNA: p<0,001). Alleinige Suppression von EB3 fiihr-
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te zu einer schwécheren, aber signifikanten Verkiirzung der Neuriten (2
pmol siRNA: p<0,05; 4 pmol siRNA: p<0,001).

A Kontrolle EB1 101

EB2 EB3

Anderung im Neuritenwachstum
*
*
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Abbildung 3.11: Untersuchung der Rolle von EB-Proteinen wihrend der
Neuriten Initiation. Dargestellt sind die 4 pmol siRNA Konditionen von
EB1, EB2 und EB3. A: Die Suppression von EB2 fiihrt zu langeren, die Sup-
pression von EB3 zu kiirzeren Neuriten. Der Graph zeigt die Anderungen
im Neuritenwachstum nach siRNA Suppression in Einheiten der Stan-
dardabweichung. B: Bildanalyse des EB2-Phéanotyps nach Einzel-siRNA
Suppression (EB2 A - EB2 D; s. Tab. 3.7). Durchschnittswerte des Neuri-
tenwachstums (SD+SEM) aus dem sekundédren Screen. C: Western Blot
Analyse zur Bestimmung der Einzel-siRNA Effizienz (n=3).
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Aufgrund der breit akzeptierten Annahme, dass die Proteine der EB-
Familie Mikrotubuli stabilisieren, wurde urspriinglich erwartet, dass eine
Suppression dieser Regulatoren den Phanotyp , kiirzere Neuriten” indu-
zieren sollte. Es war daher iiberraschend, dass die Suppression von EB2
eine Verlangerung des Neuritenwachstums bewirkte. Dieser Effekt konn-
te auch klar mit drei der vier Einzel-siRNAs bestétigt werden (vgl. Tab.
B.7lund Abb. B). Eine besonders effektive Suppression des EB2 Prote-
ins konnte fiir dieselben drei Einzel-siRNAs durch Western Blot Analysen
bestétigt werden (s. Abb. O). Ein direkter Vergleich zeigt, dass die
Suppression von EB2 und die Erhéhung des Neuritenwachstums mitein-
ander korrelieren.

Die drei EB-Isoformen besitzen eine Calponin Homologie (CH)-Doméne,
mit welcher sie an wachsende Mikrotubuli-Enden binden konnen [39, 40].
Es wird angenommen, dass EB1 und EB3 einen direkten Effekt auf die
Mikrotubuli-Polymerisation haben [114]. Somit zdhlen beide Proteine zu
den Mikrotubuli-Stabilisatoren. Uber EB2 ist bisher weniger bekannt. EB2
besitzt eine zu EB1 und EB3 homologe Bindedoméne (CH-Domaéne) fiir
Mikrotubuli Plus-Enden. Diese zeichnet sich jedoch durch eine geringe-
re Bindungsaffinitdt zu anderen +TIPs aus, welche durch EB-Proteine an
wachsende Mikrotubuli-Enden rekrutiert werden [39] 40, 114]. Die Ahn-
lichkeit der Mikrotubuli-Bindungsstellen an wachsenden Mikrotubuli konn-
ten eine Konkurrenzsituation zwischen den drei EB-Isoformen bedingen.
Eine solche Konkurrenzsituation wére eine mogliche Erklarung fiir den
beobachteten EB2-Phéanotyp , langere Neuriten”, da aufgrund der EB2 Sup-
pression mehr Bindungsstellen fiir EB1 und EB3 zur Verfiigung stehen,
welche wiederum durch ihre hohere Affinitdt zu stabilisierenden +TIPs
die Katastrophenrate herabsetzen konnten. Eine mogliche Folge einer Re-
duktion von Katastrophen wére das beobachtete verldngerte Neuriten-
wachstum. Dieser hypothetische Mechanismus kann durch die Kombina-
tion von siRNAs ndher untersucht werden. Hierfiir wurden jeweils zwei
EB-Isoformen supprimiert, so dass lediglich eine Isoform auf endogenem
Level exprimiert wurde. Um eine simultane Suppression mittels siRNA
durchfithren zu konnen, musste die siRNA-Menge pro Kandidat auf 2
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pmol begrenzt werden, da im Kombinationsexperiment die maximal to-
lerierte siRNA-Menge von 4 pmol nicht tiberschritten werden sollte (siehe
Abschnitt[3.1.4). Damit die Suppression von EB-Kombinationen und knock
down einzelner EB-Proteine vergleichbar waren, wurden die Konditionen
mit 2 pmol EB-siRNA zusétzlich mit 2 pmol Kontroll-siRNA versehen, da-
mit jede Kondition eine siRNA-Gesamtmenge von 4 pmol aufwies. In Ab-
bildung A sind die morphologischen Verdnderungen nach der RNA-
Interferenz der einzelnen EBs sowie der supprimierten EB-Kombinationen
dargestellt. EB2 und EB3 bestitigen, wie bereits oben erwdhnt (s. Abb.
A), auch bei einer siRNA-Menge von 2 pmol ihre vorherigen Phénotypen.
EB1 supprimierte Zellen zeigen wiederum keine signifikanten morpholo-
gischen Unterschiede zu den Kontrollzellen.

Wie in Abbildung B gezeigt wird, fiihrt die simultane Suppression
von EB1 und EB2 nicht zu einem erhohten Neuritenwachstum. Der knock
down von EB2 und EB3 resultiert sogar in einer geringeren, nicht signifi-
kanten Reduktion der Neuritenldnge. Der vorherige EB2-Phénotyp , ldn-
gere Neuriten” ist bei gleichzeitiger EB1 oder EB3 Suppression nicht de-
tektierbar. Die Morphologie und das durchschnittliche Neuritenwachs-
tum unterscheidet sich nicht signifikant von der Kontroll-Gruppe. Die si-
multane Suppression von EB1 und EB3 zeigt eine sehr ausgepragte Ver-
kiirzung der Neuriten. Der Effekt dieser Kombination ist starker (EB1+EB3:
-2,41+£1,91 SD), als die Summe der einzelnen EB-Suppressionseffekte(EB1:
0,16+1,11 SD; EB3: -1,684+0,96 SD), was auf eine synergistische Verstar-
kung hindeutet. Die Variabilitdt der einzelnen Wiederholungen ist jedoch
auch hoher.

Aus diesen Ergebnissen kann ein hypothetisches Modell zur Funktion der
EB-Proteine vorgeschlagen werden (s. Abb. C). In neuronalen Zellen
ist EB3 der dominante Mikrotubuli-Stabilisator dieser Proteinfamilie. Die
Suppression dieses Proteins resultiert in einem eindeutigen Phanotyp mit
kiirzeren Neuriten”, der durch eine Reduktion der Mikrotubuli-Stabilitat
bedingt sein konnte. EB1 allein scheint dagegen keine entscheidene Rolle
wihrend der Neuriten Initiation zu spielen, kann jedoch den Verlust von
EB3 teilweise kompensieren.
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Abbildung 3.12: Detaillierte Untersuchung der Funktionen der einzel-
nen EB-Proteine. Bestimmung des Neuritenwachstums nach Einzel- und
kombinierter Suppression der EB-Proteine. A: Zellbilder von differenzier-
ten P19 Zellen nach der siRNA Suppression. B: Graphische Darstellungen
der kombinatorischen Suppression von EB1-EB2, EB2-EB3 sowie EB1-EB3.
Aufgetragen sind die Verdnderungen des Neuritenwachstums nach siR-
NA Suppression in Einheiten der Standardabweichung. Mit einem One-
way ANOVA-Test und einem Post-Test nach Dunnett wurde untersucht,
ob sich die experimentellen Gruppen von der Kontrollgruppe (Kontroll-
siRNA) signifikant unterschieden. C: Modell zur Rolle der EB-Proteine
wiahrend der Neuriten Initiation.

Eine Erhohung des Neuritenwachstums durch EB2 knock down ist hin-
gegen abhingig von EB1 und EB3, da der durch EB2 Suppression indu-
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zierte Effekt , langere Neuriten” bei zusétzlichem knock down von EB1 oder
EB3 nicht detektiert werden konnte. Diese Beobachtungen unterstiitzen
die Annahme, dass das Wachstum der Neuriten von einer wechselseiti-
gen Konkurrenzsituation der drei EB-Proteine beziiglich der Mikrotubuli-
Stabilisierung abhangt.

3.3.2 Die Rolle des Dynein-Dynactin Komplexes in der Neu-

riten Initiation

Es ist bereits bekannt, dass der Dynein-Dynactin Komplex eine wichtige
Rolle im Transport und der strukturellen Organisation von zelluldren Mi-
krotubuli spielt. Die Zusammensetzung dieses Komplexes variiert je nach
Funktion und Wirkort. Daher wurden im priméren Screen alle Dynein-
und Dynactin-Untereinheiten untersucht, um diejenigen Untereinheiten
zu identifizieren, welche eine kritische Rolle in der neuronalen Entwick-
lung spielen.

Im primdren Screen wurde nach Suppression zahlreicher Dynein/Dynac-
tin-Untereinheiten eine Verkiirzung der Neuritenldnge detektiert. Unter
diesen Kandidaten befanden sich mehrere Untereinheiten des zytoplas-
matischen Dynein 1: die schwere Kette 1 (Dynclh1), die intermedidre Ket-
te (Dyncli2), die leichte Kette Typ Roadblock (Dynlrbl, LC7), die leich-
te Kette Typ Tctex (Dynltl) sowie die Dynactin-Untereinheiten DCTN?2,
DCTN3, DCTN4 und DCTNG6. In Abbildung sind alle Untereinheiten
dieses Motorprotein-Komplexes sowie die Angaben zur suppressionsbe-
dingten Reduzierung des Neuritenwachstums aufgelistet. Zusitzlich sind
reprasentative mikroskopische Aufnahmen abgebildet.
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Gen Untereinheit | Neuriten Wachstum
Dynclhl Schwere Kette 5,20+0,87
Dynczh1 | (heavy chain, HC) 1,8240,17
Dynclil Intermediére Kette 2,58+0,40
Dyncti2 ) 5,42£1,70
Dyncilil Leichte- 4,62+1,87
Dynclli2 intermediare Kette 0,9440.17
Dync2lil (e 0,46+0,39

Dynll1 1,2940,19
Dynll2 1,14+0,67
Dynlirb1 Leichte Kette 3,6910,39
Dynlrb2 (Lo 0,79%1,15
Dynlt1 3,81+0,41
Dynlt3 0,61+1,43
DCTN1 2,80+1,55
DCTN2 6,93+2,43
DCTN3 Dynactin 7,931+2,19
DCTN4 5,08+0,99
DCTNS -1,26£0,68
DCTN6 4,23+1,23

Abbildung 3.13: Suppression der einzelnen Untereinheiten des Dynein-
Dynactin Komplexes beeinflusst die Neuriten Initiation. Repradsentative
Bilder einiger Kandidaten des Dynein-Dynactin Komplexes nach siRNA
Suppression. Auflistung aller im priméren Screen getesteten Untereinhei-
ten von Dynein und Dynactin mit den Durchschnittswerten in SD+SEM
beziiglich der Reduzierung des Neuritenwachstums.

Die schwere Kette 1 des zytoplasmatischen Dynein 1 enthilt die Mo-
tordoméne, bestehend aus sechs AAA ATPase Einheiten, und ist somit
ein zentraler Bestandteil von funktionalen Dynein-Komplexen. Dynclhl
ist daher ein primédrer Kandidat zur detaillierten Analyse des knock down-
Phanotyps. Im sekundéren Screen wurde dieser Kandidat durch zwei Ein-
zel-siRNAs, welche den vorherigen Phéanotyp induzierten, validiert. In
der durchgefiihrten Western Blot Analyse konnte ebenfalls eine Korrelati-
on zwischen der Protein-Suppression und dem induzierten Phéanotyp be-
obachtet werden (s. Abb. B). Um den Einfluss dieses Proteins auf die
neuronale Entwicklung genauer zu untersuchen, wurden zunéchst Lang-
zeit Live-Zell Aufnahmen durchgefiihrt. Uber einen Zeitraum von zwei
Tagen wurde das initiale Wachstum von Neuriten mit und ohne siRNA
Suppression verfolgt. Auf diese Weise konnte untersucht werden, wie die

verkiirzten Neuriten, welche im primédren und sekundéren Screen detek-
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tiert wurden, zustande kommen. Der Aufnahmezeitraum der Filme wur-
de auf die Tage drei und vier nach der Transfektion beschrankt, um einen
negativen Einfluss auf die Differenzierungseffizienz durch Phototoxizitét
gering zu halten. Alle zehn Minuten wurde ein Bild von neun Positio-
nen pro well einer 384-Loch Platte aufgenommen. Auf Basis friiherer Live-
Zell Aufnahmen konnte der Aufnahmezeitraum auf diese beiden Tage be-
schrankt werden, da vor diesem Zeitpunkt nur wenige Zellen die neuro-

nale Differenzierung eingeleitet hatten.

A

Kontrolle Dynclhl A Dynclhl B Dynclhl C Dynclhl D
3 R B 4 NS R N 0

anti-DyneinHC | s . — —500 kDa
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anti-GAPDH | T W O

Abbildung 3.14: Analyse des Phdnotyps von Dynclhl nach Einzel-
siRNA Suppression. A: Vergleichende Bildanalyse des Dynclhl-
Phéanotyps nach Einzel-siRNA Suppression (Dynclhl A - Dynclhl D;
s. Tab. B.8). Durchschnittswerte des Neuritenwachstums (SD+SEM) aus
dem sekundéren Screen. B: Western Blot-Analyse zur Bestimmung der
siRNA-Effizienz (n=3).

Anhand der Bildreihe ist klar zu erkennen, dass die Dynclhl suppri-
mierten Zellen seltener als Kontrollzellen Neuriten initiieren und diese
kaum verldngern (s. Abb. Anhang: Film 6.2). Einmal ausgewachse-
ne Neuriten von Kontrollzellen sind in der Regel recht stabil. In fritheren
Studien von Dehmelt et al. (2006) wurde vorgeschlagen, dass kortikale Po-
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pulationen des zytoplasmatischen Dyneins in der Lage sind, Mikrotubu-
li gerichtet zu verschieben und auf diese Weise eine auswértsgerichtete
Kraft gegen die Zellmembran zu fokussieren. Dieser Mechanismus kann
die Ausbildung von Neuriten-artigen Strukturen begiinstigen. Fehlt nun
diese fokussierte Verschiebung der Mikrotubuli aufgrund der Dynclhl-
Suppression, so sind die Zellen nur noch eingeschrankt in der Lage, Neuri-
ten auszubilden und zu verldngern. Die Beobachtungen aus den Langzeit-
Aufnahmen sind kompatibel mit einem solchen Modell. Dynclhl Sup-
pression scheint zu einer Destabilisierung von neu gebildeten Neuriten
zu fithren, vermutlich aufgrund der fehlenden Kraft dieser Motorprotei-
ne auf die Mikrotubuli. Es ist naheliegend anzunehmen, dass auch andere
Dynein-Dynactin Untereinheiten, welche den Phénotyp ,kiirzeren Neu-
riten” mit Dynclhl teilen, Bestandteil von kortikalen Dynein-Dynactin
Komplexen sind, welche diese gerichtete Verschiebung der Mikrotubuli
gegen die duflere Zellmembran erzeugen.

Des Weiteren wurde in einigen Dynclhl supprimierten Zellen ein wei-
terer Phanotyp beobachtet (7-mal in sechs Dynclhl Videos, 0-mal in 24
Kontrollvideos). Zundchst wurde eine Mikrotubuli-Ansammlung gebil-
det, welche eine ungewohnliche, periodische Motilitdt hatte (sieche An-
hang: Film 6.3). Vermutlich handelt es sich bei der Ansammlung um ein
Mikrotubulus-Organisationszentrum (MTOC). In Abbildung ist eine
Bildsequenz einer solchen Beobachtung dargestellt. Zunédchst scheint die
Mikrotubuli-Ansammlung kreisende Bewegungen durchzufiihren, welche
moglicherweise in eine Invertierung der Mikrotubuli-Organisation tiber-
geht. Aufgrund der Suppression des Minus-Ende gerichteten Motorprote-
ins konnte es zu einem Ungleichgewicht der von den iibrigen Motorpro-
teinen ausgeldsten Kréfte auf die Mikrotubuli kommen, wodurch eine sol-
che ungewohnliche Bewegung einer Mikrotubuli-Ansammlung begiins-

tigt werden konnte.
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Abbildung 3.15: Langzeitaufnahme von Dynein supprimierten P19 Zel-
len. Dargestellt ist eine Bildsequenz aus einem Langzeitexperiment, in
welchem Dynclhl mittels siRNA in P19 Zellen supprimiert wurde. Die
Zellen wurden zusitzlich mit NeuroD2, GFP-Tubulin und mCherry-
Aktin ko-transfiziert. Abgebildet ist die Differenzierung einer Dynclhl-
supprimierte Zelle und einer Kontrollzelle aus diesem Experiment (GFP-
Tubulin Signal). Rote Pfeile markieren das Auswachsen und ggfs. Ver-
langern von initialen Neuriten. Anschlieffend wurde das neuonale {III-
Tubulin mittels Antikorper angefdrbt. Hierdurch wird deutlich, dass es

sich bei den untersuchten Zellen um differenzierte Neuronen handelt.

56 h “ 59 h 59,4 h 59,8 h 60 h
. K 5 o .

Abbildung 3.16: Dynein supprimierte P19 Zellen mit rotierenden
Mikrotubuli-Ansammlungen. In den Langzeit-Aufnahmen von Dynclh1
supprimierten Zellen wurden instabile Mikrotubuli-Ansammlungen be-
obachtet, welche innerhalb der Zelle rotierende Bewegungen durchfiihr-

ten.
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3.3.3 Charakterisierung des Phianotyps ,vergrofierter Neu-

ritendurchmesser”

Nach siRNA-Behandlung zur Suppression einer kleinen Gruppe von Ge-
nen konnte ein deutlicher Anstieg des Neuritendurchmessers beobachtet
werden. Bei diesen Proteinen handelt es sich um Eg5, INCENP, MKLP1
und TPX2. Eine Ubersicht der induzierten morphologischen Veranderun-
gen ist in Abbildung A dargestellt.

Speziell im Fall von Tpx2 wurde dieser Phénotyp erst durch Suppressi-
on mittels Einzel-siRNAs detektiert. Im priméren Screen, in welchem ein
siRNA-Mix verwendet wurde, ist nur eine geringe Vergrofserung des Neu-
ritendurchmessers zu erkennen, welche nicht aufSerhalb der 3-fachen Stan-
dardabweichung war.

Abgesehen von Incenp wird durch Suppression dieser Regulatoren auch
das Gesamtsignal des neuronalen Tubulins deutlich reduziert. In Abbil-
dung B und C sind die Ergebnisse der morphometrischen Analy-
se beider Screens vergleichend dargestellt. Alle vier Kandidaten wurden
durch mindestens zwei Einzel-siRNAs validiert. Beim sekundédren Screen
ist klar zu erkennen, dass die Incenp siRNA nicht nur eine Erh6hung des
Neuritendurchmessers induziert, sondern auch einen Anstieg des neuro-
nalen Tubulin-Signals bewirkt C, griine Pfeile). Die Suppression der
Proteine Eg5, MKLP1 und TPX2 reduzierte das Gesamt-Tubulin-Signal
deutlich, so dass einen Misch-Phadnotyp aus kiirzeren Neuriten mit erh6h-
tem Neuritendurchmesser entstand. In den vergrofierten Bildausschnitten
sind jedoch weitere Unterschiede in der Morphologie der Phanotypen zu
erkennen. Eg5 und Tpx2 supprimierte Zellen weisen einen vergrofierten
Neuritendurchmesser mit stark kondensierten Mikrotubuli-Biindeln auf.
Zusétzlich enthalten die Zellkerne unregelméfsige Chromatin-Strukturen
und sind stark vergroflert. In Incenp und Mklp1 supprimierten Zellen ist
eine weniger strukturierte Mikrotubuli-Organisation innerhalb der ver-
grofierten Neuriten zu erkennen. Aufierdem enthalten diese Zellen oft mul-
tiple Nuklei.
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Abbildung 3.17: Suppression von vier Proteinen resultiert in vergro-
Bertem Neuritendurchmesser. A: Mikroskopische Aufnahmen der mor-
phologischen Veranderungen von differenzierten P19 Zellen nach Einzel-
siRNA-Behandlung (4 pmol) der Proteine INCENP, MKLP1, Eg5 und
TPX2. Zu jedem Bild ist zusétzlich ein Ausschnitt mit hoherer Auflosung
dargestellt. B, C: Vergleichend dargestellt sind die Ergebnisse aus dem
primédren (B) und sekunddren Screen (C) nach morphometrischer Ana-
lyse. Die siRNA-Titrationen der einzelnen Kandidaten sind farblich mar-
kiert, wobei die Pfeile ansteigende siRNA-Mengen anzeigen. Rechts: Nur
Einzel-siRNAs, die im sekundédren Screen einen vergrofierten Neuriten-
durchmesser induzierten, wurden angefarbt.

Zur detaillierteren Charakterisierung dieses Phinotyps wurden wei-
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tere Experimente, insbesondere beziiglich der multimeren Motorprotei-
ne Eg5 (KIF11) und MKLP1 (KIF23) durchgefiihrt. Eg5 Suppression indu-
ziert im primédren Screen eine klare Erh6hung des Neuritendurchmessers,
welche im sekundéren Screen sogar von allen vier verwendeten Einzel-
siRNAs eindeutig bestdtigt wurde. Eg5 ist Mitglied der Kinesin-5 Familie
und ist eines der kritischen Motorproteine, die an Aufbau und Funkti-
on der bipolaren Spindel in der Mitose beteiligt sind. Die essentielle Rol-
le von Eg5 in der Zellteilung ist daher eine plausible Erklarung, warum
die Suppression einen negativen Einfluss auf das Zellwachstum hat. Zur
detaillierteren Untersuchung dieses Proteins und dessen Einfluss auf die
neuronale Differenzierung wurden Langzeit Live Zell Aufnahmen durch-
gefiihrt. Dabei wurden P19 Zellen mit NeuroD2 und einem GFP-Tubulin
DNA-Konstrukt sowie der Eg5 siRNA ko-transfiziert, fiir zwei Tage inku-
biert und anschlieffend zwei Tage in einer temperierten Inkubationsbox
mikroskopisch aufgenommen.

In Abbildung[3.1§|ist eine Bildsequenz des GFP-Tubulin Signals aus Lang-
zeitaufnahmen einer Kontrollzelle sowie zwei Eg5 supprimierten Zellen
zu sehen. Im Vergleich zur Kontrolle weisen bereits die initialen Neuriten
der Eg5 supprimierten Zellen einen erhohten Neuritendurchmesser auf.
Diese morphologische Verdnderung der Neuriten tritt demnach direkt bei
der Initiation und dem frithen Auswachsen der Neuriten auf.

Da die Suppression von Eg5 bereits das Zellwachstum negativ beeinflusst,
wurde angestrebt, die Zeitspanne, in welcher Eg5 Inhibition zu einer Ver-
grofierung des Neuritendurchmessers fiihrt, zeitlich einzugrenzen. Hierzu
wurde Monastrol, ein kleines, zellpermeables Molekiil verwendet, wel-
ches spezifisch und akut Eg5 inhibiert. Monastrol bindet an eine lange
Schlaufe der Peptidkette (Loop) von Eg5 und inhibiert allosterisch die AT-
Pase Aktivitdat. Durch Zugabe von 100 uM Monastrol zu verschiedenen
Zeitpunkten nach der Transfektion mit NeuroD2 und GFP, wurde das Ki-
nesin in neuronal differenzierenden P19 Zellen inhibiert. In Abbildung
ist zu erkennen, dass die Zellen, die bereits wenige Stunden nach der
Transfektion (Tag 0) mit Monastrol behandelt wurden, eine klare Erho-
hung des Neuritendurchmessers, analog zur Eg5 Suppression, aufweisen.
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Diese Kondition dhnelt den Screen-Bedingungen, da auch dort die Sup-

pression von Eg5 kurz nach Transfektion beginnt.

72h  80h 88h 96h 104h 112h 120h 128h

Kontrolle

Eg5 siRNA

Abbildung 3.18: Langzeitaufnahmen von Eg5 supprimierten Zellen zei-
gen das Auswachsen von Neuriten mit vergrofiertem Durchmesser. Dar-
gestellt ist eine Bildsequenz, in welcher Eg5 mittels siRNA in P19 Zellen
supprimiert wurde. Die Zellen wurden zusétzlich mit NeuroD2 und GFP-
Tubulin ko-transfiziert. Rote Pfeile markieren das Auswachsen und die
Verldangerung von initialen Neuriten. Dieser Langzeit-Film wurde im Rah-

men der Masterarbeit von Verena Hannak aufgenommen [100].

Sowohl der Neuritendurchmesser als auch die Zellkdrpergrofie sind,
ebenso wie nach der RNA-Interferenz, stark erhoht. Diese morphologi-
schen Verdnderungen sind in geringerer Ausprdagung auch in Zellen zu
erkennen, welche erst nach Tag 1 mit Monastrol behandelt wurden. Zel-
len, welche erst ab Tag 2 oder Tag 3 fiir lediglich 48 bzw. 24 Stunden behan-
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delt wurden, zeigen hingegen wesentlich geringere morphologische Ver-
dnderungen. Da Neuriten erst ab dem dritten Tag nach der Transfektion
des neurogenen Transfektionsfaktors initiiert werden, scheint der Einfluss
von Monastrol einen dominanten Effekt auf die Morphologie von Zellen

vor der neuronalen Differenzierung zu haben.

Monastrol Zugabe:

Tag 0 Tag 1 Tag 2 Tag 3
Y=o

Kontrolle

Eg5 SIRNA

-\,
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Abbildung 3.19: Einfluss von Monastrol auf das Neuritenwachstum. Mo-
nastrol wurde in einer Konzentration von 100 uM verwendet und Neu-
roD2 /GFP ko-transfizierten P19 Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten zu-
geftigt (Tag 0 - drei Stunden nach der Transfektion). Die P19 Zellen wur-
den vier Tage nach der Transfektion fixiert und mit dem anti-neuronalen
BHI-Tubulin Antikorper (anti-TUBB3) angefdrbt. Die Kontrollzellen wur-
den lediglich mit den DNA-Konstrukten ko-transfiziert. Zum Vergleich
sind Bilder von P19 Zellen nach siRNA vermittelter Egb Suppression ab-
gebildet.

MKLP1 (KIF23) gehort, wie Eg5, ebenfalls zu den Kinesinen, welche
eine Rolle in der Mitose spielen. Im Gegensatz zu Egb ist MKLP1 jedoch
in spédteren Phasen der Mitose sowie der Zytokinese involviert. MKLP1
ist eine Komponente des Centralspindlin-Komplexes, welcher zusammen
mit dem Chromosomalen-Passenger-Komplex (CPC) die Zytokinese regu-
liert. INCENP, ein weiterer Kandidat, dessen Suppression einen erhohten
Neuritendurchmesser induziert, ist ebenfalls eine Komponente des CP-
Cs. Wihrend der Anaphase sind beide Komplexe in der Aquatorialebene
zwischen den bereits getrennten Chromosomen lokalisiert. Von dort aus

regulieren sie den Aufbau des kontraktilen Rings, welcher u.a. das Motor-
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protein Myosin II und Aktinfilamente enthilt. Durch die Interaktion zwi-
schen Myosin II und Aktin wird dieser Ring kontrahiert, wodurch sich
eine Teilungsfurche bildet, um die Zellen in der Zytokinese zu trennen.

anti-MKLP1 anti-neuronales Tubulin

Abbildung 3.20: Lokalisationsstudie von MKLP1 in differenzierten Neu-
ronen. MKLP1 wurde mittels Antikdrperfarbung in differenzierten P19
Zellen lokalisiert. Die Differenzierung wurde durch Zugabe von Retinsdu-
re initiiert, so dass die differenzierenden Zellen auf Glasoberflichen aus-
gesdt und mikroskopisch aufgenommen werden konnten. Es wurden kon-
fokale Bildreihen am Olympus FV1000 aufgenommen. Die Zellen wurden
zusétzlich mit einem anti-neuronalem BIII-Tubulin Antikérper angefarbt.
Gelbe Pfeile markieren vermehrtes Vorkommen von MKLP1.

Aufgrund des dhnlichen Phanotyps nach Suppression von Incenp und
MkKlp1 in differenzierten Neuronen ist es moglich, dass diese Proteine auch
in diesem Prozess analog zur Zytokinese agieren. Eine Inhibition der Zyto-
kinese bei intakter Zellteilung bewirkt oft eine Vergrofierung der Zellgrofse
und konnte hierdurch indirekt eine Vergrofierung des Neuritendurchmes-
sers bewirken. Interessanterweise ist MKLP1 jedoch auch nach der Mitose
in differenzierten Neuronen detektierbar. In solchen Zellen ist dieses Mo-
torprotein an der Basis des Wachstumskegels angereichert (s. Abb.
gelbe Pfeile). Analog zur Ausbildung eines kontraktilen Rings konnte in
diesem Zellbereich der Neuritendurchmesser kontrolliert werden. Hier-

tiir waren moglicherweise weitere Komponenten notig, wie z.B. INCENP
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oder weitere Komponenten des CPCs bzw. Centralspindlin-Komplexes,
welche die Kontraktion in der Zytokinese regulieren. Da es sich bei MKLP1
um einen Plus-Ende gerichteten Motor handelt, konnte dieser in den Trans-
port solcher Regulatoren und deren Lokalisation zum Wachstumskegel in-
volviert sein. Zur detaillierteren Untersuchung dieses hypothetischen Me-
chanismus sind weitere immunohistochemische Studien notwendig. Lei-
der haben Antikorper gegen INCENP, Eg5 und TPX2 in vorldufigen Versu-
chen im P19-Modellsystem keine spezifische Firbung gezeigt. Die Beob-
achtung, dass ein Protein, welches als Motorprotein in der Mitose bekannt
ist, in differenzierten Neuronen an der Basis des Wachstumskegels loka-
lisiert wird, lasst eine Rolle in neu gebildeten Neuriten jedoch zumindest

vermuten.
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Kapitel 4
Diskussion

In dieser Arbeit wurden mit Hilfe von High-Content Screens Mikrotubuli-
regulierende Proteine identifiziert, welche eine Rolle in der neuronalen
Entwicklung von P19 Zellen spielen. Wahrend der neuronalen Entwick-
lung durchlaufen diese Zellen verschiedene Stadien, in denen die Organi-
sation und die Dynamik von Mikrotubuli eine kritische Rolle einnehmen.
Eine Zusammenfassung der biologischen Prozesse wahrend der neurona-
len Entwicklung sowie die Rolle von Mikrotubuli-regulierenden Proteinen
in diesen Prozessen ist in Abbildung4.1|dargestellt. Hierdurch wird deut-
lich, dass die Regulation des Mikrotubuli-Zytoskeletts direkt Einfluss auf
verschiedene Phasen der neuronalen Differenzierung nimmt. Eine Pertur-
bation dieses Systems durch Suppression einzelner Mikrotubuli-regulie-
render Proteine mittels siRNA ermoglicht es, aufgrund beobachteter Ver-
dnderungen in der neuronalen Differenzierung und der neuronalen Mor-
phologie, Riickschliisse auf die Funktion der untersuchten Regulatoren zu

ziehen.
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Abbildung 4.1: Einfluss des Mikrotubuli-Zytoskeletts auf die neurona-
le Differenzierung. Wahrend der Differenzierung von pluripotenten P19
Zellen in Neuronen durchlaufen diese verschiedene Stadien. Die Differen-
zierung wird durch die Transfektion des neurogenen Transkriptionsfak-
tors NeuroD?2 initiiert, welcher nach Proteinexpression eine transkripti-
onsbasierte Reprogrammierung der Zellen einleitet. Vor Beginn der Re-
programmierung durchlaufen die P19 Zellen symmetrische Zellteilungs-
zyklen. Eine asymmetrische Zellteilung leitet den Eintritt in die neuronale
Differenzierung ein, wobei eine Tochterzelle als Vorlduferzelle weiterhin
teilungsfahig bleibt und die andere Tochterzelle ein post-mitotisches Neu-
ron bildet. In frithen Phasen der neuronalen Entwicklung beginnen die
Zellen Neuriten zu initiieren, welche spéter in Axone und Dendriten dif-
ferenzieren. Die Reorganisation des Mikrotubuli-Zytoskeletts ist ein zen-
traler Vorgang sowohl wahrend der Zellteilung als auch wiahrend der neu-
ronalen Morphogenese. Daher haben Mikrotubuli-Regulatoren einen ent-
scheidenen Einfluss auf diese Prozesse.

128



4.1 Mikrotubuli-Regulatoren mit einem Einfluss

auf die neuronale Entwicklung

4.1.1 Mikrotubuli-Regulatoren mit essentieller zelluldrer

Funktion

Im primédren Screen wurde eine deutliche Reduktion des Wachstums trans-
tizierter Vorlauferzellen nach siRNA Suppression von einigen Mikrotubuli-
Regulatoren beobachtet. Viele dieser Regulatoren spielen eine Rolle wah-
rend der Mitose (u.a. CDC27, Polo like Kinase 1, Eg5, STK6 oder TPX2)
und sind somit fiir den Zellzyklus essentiell oder sie sind an anderen wich-
tigen zelluldren Funktionen beteiligt wie z.B. VPS41 (vesikuldrer Trans-
port) oder Tubala (ubiquitdres a-Tubulin). Daher zdhlten diese Mikrotubuli-
Regulatoren zu den erwarteten Kandidaten fiir das beobachtete reduzierte
Zellwachstum. Es wurden aber auch weitere Kandidaten fiir diesen Pha-
notyp identifiziert, bei welchen bisher keine essentielle zelluldre Funtkion
beschrieben wurde, wie z.B. im Fall von Spefl. Spefl ist ein Mikrotubuli-
btindelndes Protein [115], welches in die Spermienentwicklung [109] und
Ausbildung von planarer Zellpolaritat [116] 117] involviert ist.

In einigen Fallen, wie z.B. nach Suppression von Spefl, war das Zellwachs-
tum so stark reduziert, dass keine oder nur sehr wenige differenzierte P19
Zellen fiir eine morphometrische Analyse vorlagen. In der Analyse des
primdren High-Content Screens wurden daher nur Bilder analysiert, in
denen die GFP-Intensitédt innerhalb von drei Standardabweichungen der
Positivkontrollen lagen. Daher kann fiir diese ausselektierten Kandidaten
keine spezifische Aussage iiber eine mogliche Rolle in der spéateren neuro-
nalen Entwicklung, wie z.B. der Bildung von Neuriten, gemacht werden.
Ein vermehrtes Zellwachstum wurde im primédren Screen nicht beobach-
tet. Dies ist nicht besonders verwunderlich, da die Suppression von Prote-
inen generell mit Zellstress verbunden ist. Ebenso wurde weder ein aus-
geprégter negativer, noch ein positiver Einfluss auf die neuronale Diffe-
renzierung beobachtet. Eine zentrale Rolle von Mikrotubuli in der primaér

transkriptions-basierten Umprogrammierung der Zellen wahrend der neu-
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ronalen Differenzierung war jedoch auch nicht zu erwarten.

4.1.2 Bedeutung der Mikrotubuli-Stabilitit fiir das Neuri-

tenwachstum

Von einigen der getesteten Mikrotubuli-stabilisierenden Proteinen wur-
de angenommen, dass sie eine Rolle wahrend der neuronalen Morpho-
genese spielen. Beobachtungen aus der vorliegenden Arbeit unterstiitzen
diese Vermutung. So wurden im priméren Screen nach Suppression der
bekannten neuronalen Mikrotubuli-stabilisierenden Proteine Doublecor-
tin (DCX) und MAP1b (MTAP1b) sowie des ubiquitdr exprimierten EB1
und CLASP1 verkiirzte Neuriten beobachtet. Basierend auf diesen Ergeb-
nissen ist anzunehmen, dass sie am Prozess der Neuritenbildung betei-
ligt sind und einen positiven Effekt auf das Neuritenwachstum haben.
Als besonders interessant stellten sich dabei die Beobachtungen der Sup-
pression von Proteinen der EB-Familie heraus, da die drei Isoformen ge-
gensidtzliche Phanotypen induzierten. EB3 supprimierte Zellen zeigten,
wie erwartet, ein verkiirztes Neuritenlingenwachstum, wohingegen EB2-
supprimierte Zellen verlangerte Neuriten ausbilden. Die stark ausgeprag-
ten Effekte nach Suppression von einzelnen oder paarweise supprimierten
Familienmitgliedern lassen ferner vermuten, dass diese Proteine eine do-
minante Rolle in der Regulation der Mikrotubuli-Stabilitdt wahrend der
neuronalen Entwicklung spielen. (In Abschnitt 4.2l werden die Ergebnisse
der EB-Familie detailliert diskutiert.)

Zusammengenommen suggerieren diese Ergebnisse, dass Regulatoren der
Mikrotubuli-Stabilitit in die Kontrolle der frithen Neuromorphogenese in-
volviert sind und dass diese Regulation eine notwendige Voraussetzung
tiir die Initiation und das Langenwachstum von Neuriten ist. Weiterfiih-
rende Studien z.B. in Form von weiteren kombinatorischen siRNA Be-
handlungen kénnten Aufschluss dartiiber geben, ob und mit welchen an-
deren Regulatoren einzelne Kandidaten gemeinsam funktionieren oder ob
sie mittels seperater Wirkmechanismen das Neuritenwachstum beeinflus-

sen.
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4.1.3 Aktin-Mikrotubuli-iiberbriickende Proteine in der

neuronalen Entwicklung

Eine weitere interessante Gruppe von Mikrotubuli-Regulatoren, welche in
dem priméren Screen eingeschlossen waren sind die Aktin-Mikrotubuli-
verbindenen Proteine aus der Familie der Spektraplakine. In Sdugetie-
ren kommen verschiedene Spektraplakine, wie z.B. MACF1 und Dysto-
nin (DST, BPAG1), vor [55, 118]. Beide Proteine weisen sowohl eine N-
terminale Aktin-Bindedoméne als auch eine C-terminale Mikrotubuli-Bin-
dedomaine auf [53]. Die Aktin-Bindedomé&ne von MACF1 beinhaltet zwei
Calponin Homologie (CH-) Doménen und kann Aktinfilamente in Sauge-
tierzellen binden, wohingegen die Mikrotubuli-Bindedoméne nicht nur an
Mikrotubuli binden, sondern diese auch biindeln kann [119]. Aus friitheren
Studien geht hervor, dass Spektraplakine wichtige regulatorische Aufga-
ben in der Organisation des Zytoskeletts in Neuronen tibernehmen. Son-
nenberg et al. (2007) konnten beispielsweise nachweisen, dass Dystonin
knock-out Mduse eine Degeneration von sensorischen Neuronen sowie eine
Disorganisation des Zytoskeletts aufweisen. Sanchez-Soriano et al. (2009)
beobachteten, dass MACF1 eine wichtige Rolle bei der Verldngerung von
Axonen spielt. In dieser Studie wurde hauptsachlich eine Mikrotubuli-
btindelnde und stabilisierende Aktivitit sowie ein regulatorischer Einfluss
auf die Filopodien-Bildung vorgeschlagen [120]. Somit fordert MACF1 das
axonale Wachstum durch Einflussnahme sowohl auf das Mikrotubuli- als
auch auf das Aktin-Zytoskelett. Die Ergebnisse des primédren Screens be-
statigen diese Beobachtungen: Die Suppression von Macf1 induzierte kiir-
zere Neuriten. Dies legt die Vermutung nahe, dass dieses Spektraplakin
vermutlich bereits in fritheren Stadien der neuronalen Differenzierung ak-
tiv ist und nicht erst nach der Differenzierung von Neuriten in Axon und
Dendriten eine Rolle spielt. Allerdings konnten die Beobachtungen aus
dem priméren Screen nicht mit Finzel-siRNAs bestétigt werden. Es sind
daher weitere Studien notwendig, um diese Diskrepanz aufzulésen und
die Bedeutung von MACF1 fiir die Neuritenbildung zu bewerten. Die
Suppression von Dystonin hingegen hat sowohl im priméren als auch im

131



sekunddren Screen verldngerte Neuriten verursacht. Diese Beobachtung
suggeriert, dass Dystonin ein negativer Regulator des Neuritenwachstums
ist. Dieser Effekt konnte jedoch nur mit einer einzelnen siRNA im sekun-

déren Screen bestdtigt werden und muss daher noch validiert werden.

4.1.4 Negative Regulation des Neuritenwachstums

Insgesamt betrachtet wurden nur relativ wenige Regulatoren identifiziert,
die einen negativen Effekt auf das Neuritenwachstum haben. Meist wa-
ren die Phdnotypen nur gering ausgebildet und aufgrund einer relativ ho-
hen Standardabweichung schwer zu interpretieren. Eine mogliche Erkla-
rung konnte eine nicht ausreichende Sensitivitdt der Detektion zelluldrer
Strukturen sein. Es wurde lediglich die Gesamtldnge an Neuriten pro Bild
und nicht die Lange einzelner Neuriten bestimmt. Da der durchgefiihr-
te Screen auf der Ko-Transfektion von verschiedenen DNAs und siRNA
beruht, konnte dies ebenfalls ein Grund fiir die geringe Anzahl an identi-
fizierten, negativen Regulatoren sein. Wie bereits oben diskutiert wurde,
ist der knock down von Genen oft mit generellem Zellstress verbunden,
welcher sich auch auf das Neuritenwachstum negativ auswirken konnte.
Dennoch wurden einige weitere Regulatoren wie z.B. Tbata (Thymus, brain
and testes associated , SPATIAL) und DISC1 (Disrupted in Schizophrenia 1) in
diesem Screen identifiziert. Welche Rolle Tbata im Gehirn bzw. in der Ent-
wicklung von Gehirnbereichen einnimmt, ist noch nicht detailliert geklart.
Die Expression von Tbata im Gehirn iiberschneidet sich zeitlich mit der
einsetzenden neuronalen Differenzierung [121]. Aufgrund des Vorkom-
mens von Tbata in verschiedenen Teilen des Gehirns wurde eine Rolle
in der Entwicklung von Hippocampus und Kleinhirn durch Einflussnah-
me auf die neuronale Differenzierung, die Morphogenese und synaptische
Plastizitat vorgeschlagen [121]. Die Assoziation von Tbata mit dem Kine-
sinmotor KIF17, welche im Flagellum und in Dendriten beobachtet wur-
de [121} 122], impliziert eine Funktion wéahrend der Zell-Differenzierung
in einer Mikrotubuli-basierten Weise [123]. Im primédren Screen induzier-

te die Suppression von Tbata einen ausgepréagten Phanotyp mit langeren
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Neuriten. Diese Beobachtung wiirde auf einen negativen Einfluss auf das
Auswachsen von initialen Neuriten hindeuten. Dieser Phanotyp wurde je-
doch nur von einer Einzel-siRNA im sekunddren Screen reproduziert. Es
sind daher noch weitere Studien zu Bestdtigung der negativen, regulatori-
schen Wirkung von Tbata auf das initiale Neuritenwachstum notwendig.
DISC1 steht in Verdacht an schweren mentalen Erkrankungen, wie z.B.
der Schizophrenie, beteiligt zu sein und wird daher als verdédchtiges Gen
bzw. Risikofaktor bezeichnet. Aus unseren Ergebnissen geht hervor, dass
es moglicherweise als negativer Regulator des initialen Neuritenwachs-
tums agiert. Fiir diese Annahme spricht, dass DISC1 v.a. wahrend der neu-
ronalen Entwicklung in verschiedenen Bereichen des Gehirns exprimiert
wird [124] und auch wichtige Funktionen in diesem Prozess tibernimmt.
Besonders hoch wird DISC1 in neuronalen Vorlduferzellen exprimiert und
ist an deren Proliferation mafsgeblich beteiligt [125].

4.1.5 Regulation des Neuritendurchmessers

Eine kleine Gruppe von Mikrotubuli-Regulatoren haben indirekt oder di-
rekt Einfluss auf den Neuritendurchmesser. Hierzu zdhlen die Kinesine
Eg5 (KIF11) und MKLP1 (KIF23) sowie die Motor-assoziierten Proteine
TPX2 und INCENP. Die Suppression jedes einzelnen Proteins fiihrt zu
einem Anstieg sowohl in der Grofie der neuronalen Zellen als auch im
Durchmesser der initialen Neuriten. Da alle vier Kandidaten bekannte Re-
gulatoren der Mitose [126} 127) [128] oder Zytokinese [129, 130, 131] sind,
konnte die einfachste Erklarung lauten, dass ein Mitose-Arrest oder ein
Defekt der Zytokinese als Folge der Suppression vor Eintritt der neuro-
nalen Differenzierung auftritt. Sowohl ein Mitose-Arrest, als auch ein De-
fekt der Zytokinese kann bei ungestdrtem Zellwachstum einen Anstieg
der Zellgrofie verursachen, welcher wiederum wéhrend der neuronalen
Differenzierung zu einer Vergrofierung des Neuritendurchmessers fiihrt.
Ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten dieses Phinotyps und der
Funktionalitdt der identifizierten Regulatoren wahrend der Mitose ist da-

her sehr wahrscheinlich, da zusatzlich zu den morphologischen Verdande-

133



rungen der initialen Neuriten ein negativer Einfluss auf das Wachstums-
verhalten der Vorlduferzellen nach Suppression von Eg5, Tpx2 und Mklp1
beobachtet wurde. Nach RNA-Interferenz von Incenp, welches vorwie-
gend in spédten Phasen der Mitose sowie der Zytokinese aktiv ist, wur-
de jedoch kein negativer Einfluss auf das Zellwachstum detektiert. Da
das Zellwachstum allerdings auf Basis von Signalintensitdten und nicht
auf Basis von detektierten Objekten bestimmt wurde, und einzelne Zel-
len nach Incenp Suppression stark vergrofierte Zellkorper gebildet haben
(s. Abb.[3.17), ist ein selektiver Effekt der Incenp Suppression auf die Zy-
tokinese klar erkennbar. Es ist daher anzunehmen, dass die Funktionen
dieser Regulatoren in der Mitose bzw. Zytokinese mafigeblich die Mor-
phologie des induzierten Phanotyps nach RNA-Interferenz beeinflusst ha-
ben. Aus dem primédren und sekundédren Screen ist jedoch nicht ersicht-
lich, ob diese Proteine auch nach der neuronalen Differenzierung eine Rol-
le in der Mikrotubuli-Organisation spielen. In Incenp und Mklp1l sup-
primierten Zellen konnte zum Beispiel eine anscheinende Reduktion der
Mikrotubuli-Biindelung beobachtet werden, welches ein Hinweis auf wei-
tere Funktionen dieses Proteins sein konnte.

Es kann zusammengefasst werden, dass eine diverse Gruppe von Regula-
toren Einfluss auf die Mikrotubuli-Reorganisation wahrend der Neuriten
Initiation hat. Hierbei werden Mikrotubuli sowohl direkt durch Biinde-
lung, Forderung der Polymerisierung oder Reduktion der Katastrophen-
rate, als auch indirekt durch Variation der bindenden Proteine v.a. an den
wachsenden Plus-Enden, beeinflusst. Mit Hilfe des High-Content Screens
konnte eine Reihe von interessanten Kandidaten identifiziert werden, wel-
che an der neuronalen Morphogenese beteiligt sind.
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4.2 Rolle von Mikrotubuli-Regulatoren in wech-
selseitigen Interaktionen von zelluliren Kom-

ponenten in der Neuriten Initiation

In der Organisation der Zelle iibernehmen Mikrotubuli, insbesondere in

Kombination mit Motorproteinen, wichtige Funktionen. Daher war es nicht
verwunderlich, dass im durchgefiihrten High-Content Screen zahlreiche

Motoren als kritische Regulatoren der Neuritenbildung identifiziert wur-

den. Repriasentativ fiir den zytoplasmatischen Dynein-Komplex wurde da-
her der Phianotyp der Dynein Untereinheit Dynclhl (schwere Kette 1) de-

taillierter untersucht, um Riickschliisse auf dessen Funktion wihrend der

Neuriten Initiation ziehen zu kénnen.

Die Regulation der Mikrotubuli-Dynamik spielt wahrend dieses Prozes-

ses ebenfalls eine entscheidene Rolle, da das Mikrotubuli-Zytoskelett wih-

rend der neuronalen Morphogenese umfassend reorganisiert werden muss.
+TIPs zdhlen zu den kritischen Faktoren, welche einen regulatorischen

Einfluss auf die Mikrotubuli-Dynamik haben. Daher wurden die EB-Prote-

ine als zentrale Regulatoren dieser Proteingruppe besonders detailliert un-

tersucht.

Die Suppression einiger Regulatoren hatte einen deutlichen Einfluss auf

den Neuritendurchmesser. Induziert wurde dieser unerwartete Phanotyp

ausschliefSlich von einer kleinen Gruppe bekannter Mitose-Regulatoren.

In einer initialen Charakterisierung dieser Kandidaten wurde deren Ein-

fluss auf den Durchmesser der Neuriten genauer untersucht.

4.2.1 Rolle des Dynein/Dynactin-Komplexes in der Neuri-
ten Initiation

Es wurden mehrere Untereinheiten des Dynein-Dynactin Komplexes als

Regulatoren identifiziert, welche anscheinend einen Einfluss auf das Neu-

ritenwachstum haben. Uberraschend waren diese Ergebnisse nicht, da Dyn-

ein, neben der Kinesin-Familie, fiir einen Grofsteil der zelluldren Trans-
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portvorgiange und Mikrotubuli-Reorganisationsprozesse verantwortlich ist.
Unklar war jedoch, welche Untereinheiten speziell wiahrend der neuro-
nalen Differenzierung beteiligt sind. Anders als der Dynactin-Komplex,
welcher stets die gleichen Untereinheiten aufweist, variieren die interme-
didren, die leichten intermedidren sowie die leichten Ketten im Dynein-
komplex, abhdangig vom Transportgut und dem Zellprozess, in welchem
Dynein agiert. Die schwere Kette von Dynein ist eine der zentralen Kom-
ponenten des Dynein-Komplexes und beinhaltet die Motordoméne. Des
Weiteren ist die schwere Kette an der Homodimerisierung des Dynein-
Komplexes beteiligt [23]. Es war daher zu erwarten, dass die Suppressi-
on dieser Untereinheit jegliche Dynein-Komplex Aktivitdt reduziert. Den
Dynclhl supprimierten Zellen stand nach der siRNA Behandlung nur
eine geringe Menge an funktionellen Dynein Motorproteinen zur Verfii-
gung. Die siRNAs reduzierten den Proteinlevel der schweren Kette von
Dynein in der Gesamtzellpopulation auf etwa 40 % der normalen Motor-
proteinmenge (s. Abb. 3.14). Es ist nicht davon auszugehen, dass in die-
ser Gesamtpopulation alle Zellen mit siRNA transfiziert wurden. Alle dif-
ferenzierten Zellen sollten jedoch aufgrund der Ko-Transfektion sowohl
NeuroD2 Plasmid-DNA als auch siRNA aufgenommen haben. Es ist da-
her zu erwarten, dass Dynclhl in differenzierten Zellen auf weniger als
40 % supprimiert wurde. Nach Suppression von Dynclhl wurde die Bil-
dung von tiberwiegend kurzlebigen Zellausstiilpungen beobachtet, was
das Fehlen eines Neuriten-stabilisierenden Mechanismus vermuten lésst.
In fritheren Studien wurden bereits Mechanismen beschrieben, in denen
kortikale Dynein-Komplexe als treibende Kraft in der Mikrotubuli-Ver-
schiebung fungieren [101]. Nach diesem Modell verschiebt Dynein Mikro-
tubuli mit den wachsenden Plus-Enden voraus gerichtet. Dies resultiert
in einer Reorganisation der Mikrotubuli, welche mit ihren Plus-Enden in
Richtung Zellperipherie ausgerichtet werden. Frei bewegliche Mikrotubu-
li konnen durch diese Kraft Zellausstiilpungen induzieren. Wird nun die
schwere Kette 1 supprimiert, bleibt eine Verschiebung der Mikrotubuli aus
und somit entféllt eine Kraft, welche die Mikrotubuli in Richtung Zell-
peripherie verschiebt. Allein die Stabilisierung der Polymerisierungsrate
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konnte in einem solchen Fall moglicherweise nicht ausreichen, um gegen
die durch Aktinkontraktion stabilisierte Zellmembran eine Ausstiilpung
zu initiieren. Dieser Mechanismus ist eine plausible Erkldrung fiir die Be-
obachtung, dass nach Dynclhl Suppression nur eine ineffektive Neurite-
ninitiation sowie ein vermindertes Neuritenwachstum stattfindet.

Die Suppression der intermedidren Kette Dyncli2 induzierte ebenfalls kiir-
zere Neuriten. In Anbetracht der Rolle und Lokalisation dieser Kette im
Dynein-Komplex war dieses Ergebnis ebenfalls nicht tiberraschend. Die
intermedidre Kette bindet, ebenso wie die leichte intermedidre Kette, di-
rekt an die schwere Kette von Dynein. An die intermediére Kette binden
wiederum die kleineren, leichten Ketten (LCs) [23] sowie die Dynactin-
Untereinheit DCTN1 (p1508 luedy [67]. Daher scheint die intermediire Ket-
te sowohl in den strukturellen Aufbau des Dynein-Komplexes als auch
in die Interaktion mit dem Dynactin-Komplex wéhrend der neuronalen
Differenzierung involviert zu sein. Es war jedoch vorher unklar, ob die in-
termedidre Kette von Typ 1 (Dynclil) oder von Typ 2 (Dync1i2) eine wich-
tigere Rolle in der Neuritenbildung spielen. Ein direkter Vergleich dieser
Untereinheiten zeigt, dass die Suppression der intermedidren Kette vom
Typ 2 eine starkere Reduktion des Neuritenwachstums induziert (Dynclil
4 pmol: 2,5840,40, 2 pmol 2,25+0,70; Dyncli2 4 pmol: 5,42+1,70, 2 pmol
3,431+0,15; Angaben in SD, siehe Anhang: Tabelle 6.3) Ein noch klareres
Bild ergibt sich beziiglich der leichten intermedidren Ketten (Dyncllil 4
pmol: 4,62+ 1,87; Dynclli2 4 pmol: 0,461+0,39). Zwei verschiedene leichte
Ketten von Dynein induzierten ebenfalls einen , kiirzere Neuriten” Pha-
notyp (Dynlrb1, Dynltl). Die leichten Ketten von Dynein vermitteln die
Interaktion mit einigen Adapterproteinen wie NudE, NudEL [132] oder
Bicaudal D (durch Bindung an Egalitarian) [133]. Allerdings binden diese
Adapterproteine an die leichte Kette 8 (Dynll, LC8) und nicht an die leichte
Kette Typ Roadblock (Dynlrb) oder Ictex (Dynlt), welche den Phanotyp im
primédren Screen verursachten (Dynlll 4 pmol: 1,29+0,19; Dynlrb1 4 pmol:
3,6910,39; Dynltl 4 pmol: 3,81+0,41). Aufgrund der Reproduzierbarkeit
der Ergebnisse mittels Einzel-siRNA Nachweis von Dyncli2 und Dynlrb1,
ist anzunehmen (s. Tab. 3.8), dass das Vorhandensein dieser Ketten essen-
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tiell fiir die Funktion von Dynein in der neuronalen Morphogenese ist. Die
leichte Kette 8 (Dynll, LC8) und moglicherweise ebenfalls interagierende
Adapterproteine scheinen keine Rolle wihrend der Neuriten Initiation zu
spielen. Dies steht im Einklang mit Berichten, dass NudE und NudEL die
Lokalisation von Dynein an die mitotischen Kinetochore vermitteln [132],
bisher aber noch kein Einfluss dieser Proteine auf die Dynein Lokalisa-
tion in Neuriten gezeigt wurde. Ein moglicher Einfluss von Bicaudal D
ist nicht auszuschliefien, da dieses Protein auch direkt an die Dynactin-
Untereinheit DCTN2 (Dynamitin) binden kann [134].

Wie bereits erwdhnt induzierten auch mehrere Untereinheiten des Dyn-
actin-Komplexes den Phanotyp , kiirzere Neuriten”. P19 Zellen, in denen
die Dynactin-Untereinheiten 2 (Dynamitin) und 3 (p24/22) supprimiert
wurden, zeigten hier einen besonders klaren Phinotyp mit deutlich ver-
kiirzten Neuriten. Die Beobachtungen aus dem priméren Screen wurden
durch mindestens zwei Einzel-siRNAs im sekundédren Screen bestitigt.
Diese beiden Untereinheiten sind an der Basis der von DCTN1 gebilde-
ten Armdoméne lokalisiert. Moglichweise nehmen diese Untereinheiten
an dieser Position einen entscheidenden Einfluss auf die Bindung zu Dyn-
ein. Zusitzlich ist DCTN2 notwendig fiir die Stabilisierung des gesamten
Komplexes, in dem es neben DCTN1 auch an Arp1 bindet, welches das Fi-
lament der Dynactin-Stabdomaéne bildet [135]. In C. elegans wurde DCTN3
als Kernkomponente des Dyanctin-Komplexes identifiziert, da es essenti-
ell fiir die Bildung des Arm-Komplexes von Dynactin ist und direkt mit
DCTN1 und DCTN2 interagiert [136].

In der Zelle kommt der Dynactin-Komplex stets mit den gleichen Unter-
einheiten vor. Daher ist anzunehmen, dass alle Untereinheiten essentiell
fiir einen funktionellen Komplex sind. Aufgrund dieser Annahme wurde
erwartet, dass die Suppression der einzelnen Einheiten in dem gleichen
Phénotyp resultieren sollte. Dies ist in einzelnen Fillen nicht der Fall, wie
z.B.bei DCTN1. Die Suppression der groiten Unterheit DCTNT (p1508/#¢)
rief im primédren Screen nur einen schwachen morphologischen Phanotyp
hervor (DCTN1 4 pmol: 2,80+1,55), obwohl nachgewiesen wurde, dass die
intermedidre Kette von Dynein an die von DCTN1 gebildete Armdomaéne
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direkt bindet und so dieser Motorprotein-Komplex geformt wird. Speziell
im Fall von DCTN1, als zentrale Einheit des Komplexes, ist das Fehlen ei-
nes Phanotyps verwunderlich und das Ausbleiben eines morphologischen
Effekts vermutlich auf ineffiziente RN A-Interferenz zurtickzufiihren. Zur
Klarung der Rolle von DCTN1 im Dynactin-Komplex wihrend der Neu-
riten Initiation sind daher noch weitere Experimente nétig, u.a. auch um
die Effizienz der eingesetzten siRNAs zu tiberpriifen.

Die Suppression der Dynactin-Untereinheiten DCTN4 und DCTNG6 resul-
tierte zwar in einer detektierbaren Reduktion des Neuritenwachstums im
primédren Screen, diese Beobachtung konnte jedoch nur im Fall von DCTN6
mit einer einzelnen siRNA reproduziert werden. Suppression von DCTNS
fiihrte auch im primédren Screen zu keinem detektierbaren Effekt auf die
neuronale Morphologie. Basierend auf den vorliegenden Experimenten ist
der Effekt dieser Untereinheiten schwer interpretierbar. Daher bleibt offen,
welche Funktionen diese Untereinheiten wahrend der neuronalen Diffe-
renzierung haben. In Anbetracht der deutlichen Effekte, welche mit eini-
gen Untereinheiten beobachtet wurden und den klar detektierbaren Effek-
ten der meisten Untereinheiten im priméren Screen, ist eine Funktion von
Dynactin in der Neuritenbildung als definierter Komplex aus mehreren
bekannten Untereinheiten sehr wahrscheinlich.

In videomikroskopischen Untersuchungen nach RNA-Interferenz der schwe-
ren Kette 1 von Dynein (Dynclhl) wurde eine weitere interessante Beob-
achtung gemacht. In sehr frithen Stadien der Differenzierung bzw. vor Ein-
tritt in die neuronale Differenzierung wurden dynamische Mikrotubuli-
Ansammlungen in einzelnen Zellen beobachtet (s. Abb. [3.16). Vermutlich
handelt es sich bei dieser Ansammlung um das Mikrotubulus-Organisa-
tionszentrum (MTOC). In videomikroskopischen Aufnahmen ist zu erken-
nen, wie diese Mikrotubuli sich von einer zentralen, dem Zellkern nahen
Position 16sen und sich kometenartig in der Zelle bewegen (siehe Anhang:
Film 6.3). Die Beobachtung konnte ein ungleiches Krafteverhiltniss in der
Zelle widerspiegeln.

Dynein als wichtiger Minus-Pol gerichteter Motor kann Mikrotubuli di-

rekt verschieben. In diesem Zusammenhang sind vor allem kortikale Dyn-
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eine interessant, da durch die Dynactin-vermittelte Bindung an den Kor-
tex, freie Mirkotubuli gebunden und verschoben werden kénnen (Biese-
mann et al. unverdffentlicht). Eine sehr dhnliche Beobachtung wie in die-
ser Arbeit wurde auch im Rahmen der Masterarbeit von Olga Miiller,
nach Suppression von Dynclhl in den Neuroblastoma (N2a) Zellen, ge-
macht. Die N2a Zellen durchlaufen nach Uberexpression des neurona-
len Mikrotubuli-stabilisierenden Proteins MAP2c eine Reorganisation des
Mikrotubuli-Zyoskeletts, dhnlich der Umstrukturierung in frithen Stadi-
en der neuronalen Differenzierung. In diesen Experimenten wurden so-
gar Zellausstiilpungen durch dhnliche Mikrotubuli-Ansammlungen nach
Dynclh1 Suppression induziert [137]. Ahnliche kometenartige Mikrotubuli-
Strukturen wurden ebenfalls von Koonce ef al. (1999) und Brito et al. (2005)
nach Uberexpression von dominant-negativen Dynein-Fragmenten in Dic-
tyostelium beobachtet. Da Mikrotubuli sowohl von Dynein- als auch von
Kinesin-vermittelten Kriaften bewegt werden konnen, liegt die Vermutung
nahe, dass ein Gleichgewicht der Kréfte, welche durch beide Motorprotei-
ne vermittelt werden, eine wichtige Rolle in der Mikrotubuli-Organisation
in Zellen spielt [138| 139]. Das Fehlen eines dieser Motorproteine wiirde
somit ein Ungleichgewicht in der Balance von Mikrotubuli-verschiebenden
Kréften in der Zelle bedeuten und eine Verdnderung der Mikrotubuli-
Organisation zur Folge haben. Brito et al. (2005) kamen daher zu dem
Schluss, dass die kometenartigen Mikrotubuli-Ausstiilpungen eine Folge
der Dynein Inhibition sein kdnnten, da die verminderte Dynein-generierte
Kraft nicht mehr den schiebenden Kréften der Kinesine entgegen wirken
kann. Durch Dynein werden die Mikrotubuli Plus-Enden eines MTOCs
in Richtung Zellperipherie gezogen. Diese Kraft bewirkt eine Zentrierung
des MTOCs in der Zelle. Nach Dynein Inhibition dominiert die durch
Kinesine vermittelte Kraft auf die Mikrotubuli. Diese Kraft konnte eine
mogliche Umorientierung der Mikrotubuli-Organisation zur Folge haben.
Da Kinesine Plus-Ende gerichtete Motorproteine sind, werden die Minus-
Enden zundchst gegeneinander und nach einem Symmetriebruch in Rich-
tung Zellperipherie verschoben.

Die Spindelbildung in der Mitose bietet ein klassisches Beispiel, in wel-
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chem ein antagonistisches Zusammenspiel von Plus-Pol gerichteten Kine-
sinen und Minus-Pol gerichtetem Dynein fiir die Organisation des Mikro-
tubuli-Zytoskeletts in der Zelle verantwortlich ist. In diesem System wur-
den Dynein und das Kinesin Eg5 als antagonistische Partner identifiziert
[140]. Ferenz et al. (2009) konnten anhand von experimentellen Daten ei-
ne neue Funktion fiir Dynein vorschlagen. Dynein nimmt zunéchst eine
Verlinker-Rolle ein und verbindet antiparallele Mikrotubuli in der Aqua-
torialebene. Die gegensitzlich gerichteten Kréfte von Dynein und Eg5 kon-
nen die bipolare Spindelstruktur stabilisieren [140].

Mit Hilfe dieser gegensatzlich gerichteten Motorproteine ist die Zelle in
der Lage die Mikrotubuli nicht nur durch Anderung der Polymerisations-
rate zu beeinflussen, sondern auch direkt durch Verschiebung, Biindelung
und Transport innerhalb der Zelle zu reorganisieren. Demnach kénnte die-
ser Phanotyp der Dynein supprimierten Zellen auf eine hypthetische, von
kortikalen Kinesinen generierte Kraft zuriickgefiihrt werden.

4.2.2 Proteine der EB-Familie mit gegensitzlichem Einfluss
auf die Mikrotubuli-Stabilitit

Zellen bilden eine grofle Anzahl von Mikrotubuli-stabilisierenden Protei-
nen. Eine besonders wichtige Rolle spielen die Mitglieder der EB-Familie.
Sie gehoren zu den +TIPs, einer Gruppe von Mikrotubuli-assoziierten Pro-
teinen, die spezifisch an die wachsenden Enden der Mikrotubuli binden
und diese separat oder in Verbindung mit weiteren +TIPs stabilisieren.
Daher wurde erwartet, dass eine Suppression dieser Regulatoren einen
negativen Effekt auf das Neuritenwachstum hat. Diese Erwartung wurde
auch von der Isoform EB3 bestitigt. EB3 supprimierte Zellen wiesen ver-
kiirzte Neuriten gegeniiber den Kontrollen auf. Im Gegensatz zu EB3 in-
duzierte RNA-Interferenz von EB2 {iberraschenderweise ,ldngere Neuri-
ten”. Dieser gegensatzliche Phanotyp deutet auf eine Konkurrenzsituation
zwischen den einzelnen Familienmitgliedern um Bindungsstellen an den
wachsenden Mikrotubuli Plus-Enden hin. Fehlt EB2, welches als schwiéchs-
ter Stabilisator vermutet wird, so konnen EB3 und EB1 die Mikrotubuli

141



effizienter stabilisieren, so dass langere Neuriten gebildet werden konnen.
EB3 und EB1 stabilisieren Mikrotubuli nicht nur direkt durch Erhéhung
der Polymerisationsrate, sie bewirken auch eine verdnderte Zusammen-
setzung von +TIPs am wachsenden Mikrotubuli-Ende. Von einigen die-
ser +TIPs ist bekannt, dass sie ebenfalls Mikrotubuli stabilisieren konnen
(APC [141], CLASPs [142], MACF1 [25] oder CLIP-170 [143]). Die Bin-
dung dieser +TIPs an die Plus-Enden wird durch EB vermittelt [31, 28].
Interessanterweise variiert die Affinitdt dieser +TIPs zu den einzelnen EB-
Isoformen. Komarova et al. (2005) beobachteten, dass CLIP-170 sowie das
verwandte Protein CLIP-115 direkt an EB1 und EB3 binden, jedoch eine
viel geringere Affinitit gegeniiber EB2 aufweisen.

Weiterhin konnten Komarova et al. (2005) zeigen, dass eine simultane Sup-
pression von EB1 und EB3 eine Verdnderung im Bindungsverhalten von
CLIP-170 induziert. Es wurden deutlich weniger Akkumulationen an den
dufieren Mikrotubuli-Enden beobachtet. Auch die Verweildauer auf den
Mikrotubuli war deutlich verkiirzt; die Proteine dissoziierten wesentlich
schneller als in Anwesenheit von EB1 und EB3. Strukturelle Unterschie-
de der drei EB-Proteine wurden als mogliche Ursache fiir die variieren-
den Bindungsaffinititen vermutet. EB2 weist eine abweichende Sequenz
im C-terminalen Endbereich gegeniiber EB1 und EB3 auf; dieser Sequenz-
unterschied konnte einen Einfluss auf die Bindungsaffinititen zu weite-
ren +TIPs haben [114]. Im Hinblick auf die Ergebnisse der Screenanaly-
sen sowie der durchgefiihrten Kombinationsexperimente ist davon aus-
zugehen, dass der Expressionslevel der drei EB-Isoformen Auswirkungen
auf die Zusammensetzung und die Assoziationsdauer anderer +TIPs an
wachsenden Mikrotubuli-Enden hat. Die EB-Proteine nehmen damit eine
kritische Rolle in der Regulation der Mikrotubuli-Dynamik ein. Leterrier
et al. (2011) konnten Anderungen im Expressionslevel von EB3 wihrend
der Entwicklung von Neuronen nachweisen. In frithen Entwicklungssta-
dien enthielten die Zellen nur eine geringe Menge an EB3, welche in spa-
teren Stadien deutlich anstieg. Die Expressionslevel von EB1 und EB2 wa-
ren wihrend der gesamten Entwicklung relativ konstant [144]. Demnach
konnte eine Suppression von EB3 in spdteren Stadien der neuronalen Dif-
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ferenzierung ausgepragte morphologische Veranderungen induzieren. In
den hier vorgestellten High-Content Screens wurden die P19 Zellen be-
reits nach vier Tagen Inkubation fixiert, so dass nur die frithen Stadien der
neuronalen Differenzierung durchlaufen wurden. Dennoch wurde in die-
ser Arbeit eine deutlichere Reduktion des Neuritenwachstums nach EB3
knock down im Vergleich zu EB1 knock down detektiert. Dies steht im Ein-
klang mit Studien von Geraldo et al. (2008), in denen ein {iberexprimier-
tes EB3-Fragment, welches nur die Coiled coil und EBH-Domaénen enthielt,
das Neuritenwachstum in priméren hippocampalen Neuronen reduzier-
te. Dieses Fragment bindet u.a. an das Aktin-assoziierte Protein Drebrin.
Es wurde vorgeschlagen, dass diese Interaktion die Assoziation zwischen
Mikrotubuli und Aktinfilamenten wéhrend der Neuritenbildung vermit-
telt [145]. Obwohl EB1 und EB3 eine hohe Sequenzhomologie aufweisen,
konnte mit dem analogen EB1-Fragment weder eine Bindung an Drebrin,
noch ein Einfluss auf das Neuritenwachstum detektiert werden. Ein dhn-
licher Mechanismus konnte den beobachteten Phianotyp in EB3 suppri-
mierten P19 Zellen verursachen. Welche Rolle EB2 in ausdifferenzierten
Neuronen spielt, ist bisher nicht bekannt.

4.2.3 Suppression von bekannten Mitose Regulatoren be-
einflusst den Durchmesser und die Grofie von Neu-

riten

Wie bereits vorgestellt, induziert die Suppression einer kleinen Gruppe
von Mitose-Regulatoren Neuriten mit vergrofiertem Durchmesser. Mit die-
ser morphologischen Verdnderung der Neuriten ging eine Vergrofierung
der gesamten Zelle einher. Es ist mit dem hier durchgefiihrten Zell-basierten
Assay allerdings nicht moglich, Unterschiede zwischen Mitose- und Diffe-
renzierungseffekten aufzudecken. Daher gibt es verschiedene Erklarungs-
ansatze fiir diesen Phanotyp.

INCENP z&hlt zu den chromosomalen Passenger Proteinen und agiert
u.a. mit MKLP1 in der Regulation von Myosin II-induzierten Aktinkon-
traktionen wahrend der Zytokinese [146| [147]. In der Zytokinese bindet
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MKLP1 RhoGEFs, wie z.B. ECT2, einen Austauschfaktor (GEF) der GT-
Pase RhoA, und transportiert diese zur Aquatorialebene der mitotischen
Spindel. ECT2 ist kritisch fiir die Aktivierung von RhoA wihrend der Zy-
tokinese [148]. RhoA fordert die Bildung des kontraktilen Rings. In diesem
Vorgang wird durch RhoA sowohl die Aktivierung von Myosin I als auch
die Aktin-Polymerisation eingeleitet [148]. Hierdurch werden kontraktile
Kréfte induziert, welche wihrend der Zytokinese die Teilungsfurche for-
men.

Das beobachtete Vorkommen von MKLP1 an der Basis des Wachstums-
kegels eines initialen Neurits ldsst vermuten, dass dieses Protein wah-
rend der neuronalen Differenzierung in analoger Weise als Regulator der
Neuriten-Morphologie fungiert. In Neuronen konnte durch Suppression
von Incenp oder Mklp1 der Transport von RhoGEFs zur Basis des Wachs-
tumskegels beeintrachtigt sein. Eine hieraus folgende, fehlende Aktivie-
rung von RhoA und ausbleibende Aktin-Kontraktionen kénnten demnach
eine Ursache fiir den beobachteten vergrofierten Neuritendurchmesser sein.
Als alternative Erklarung konnte die beobachtete Vergrofierung des Neu-
ritendurchmessers das Ergebnis einer fehlerhaften Zytokinese vor Eintritt
in die neuronale Differenzierung sein. Es ist zu erwarten, dass unvoll-
endete Zytokinesen zu einem Anstieg der Zellkorpergrofie fithren. Gro-
ere Zellkorper konnten indirekt zu einer Vergrofierung des Neuriten-
durchmessers fiihren. Dies bestédtigen auch die Screenergebnisse: Sowohl
in Mklp1 als auch in Incenp supprimierten Zellen wurden mehrere Nuklei
pro Zelle (polylobed) beobachtet. Daraus lésst sich schliefsen, dass die Zel-
len auch nach siRNA-Behandlung die Mitose einleiten, die Chromosomen
trennen konnen, jedoch Probleme in der Zytokinese aufweisen.

Egb und Tpx2 supprimierte Zellen wiesen ebenfalls einen erhohten Neu-
ritendurchmesser und vergrofserten Zellkorper auf. Im Gegensatz zu In-
cenp und Mklp1 supprimierten Zellen enthielten diese jedoch meist nur
einen Nukleus. Dieser war jedoch stark vergrofsert und oft unférmig. So-
wohl Eg5 als auch TPX2 sind essentiell fiir die korrekte Organisation der
mitotischen Spindel. Eg5 wirkt als antagonistischer Partner von Dynein in
der Verschiebung von antiparallelen Mikrotubuli in der Aquatorialebene
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der Spindel [140]. TPX2 fordert u.a. die Nukleierung und Stabilisierung
von Spindelmikrotubuli [149]. Aufgrund der bekannten Funktion in der
Bildung der Spindel war ein moglicher Effekt auf die Mitose nach siRNA
Suppression von Eg5 oder TPX2 zu erwarten. Diese Beobachtung ldsst ver-
muten, dass die Suppression von Eg5 und Tpx2 eine normale Kernteilung
in den P19 Zellen verhindert und es daher zur Entstehung von unregelma-
Bigen, grofien Nuklei kommt. Die Ausbildung einer bipolaren Spindel mit
anschlieffender Chromosomensegregation ist vermutlich nach der siRNA-
Behandlung nur unzureichend durchfiihrbar. Nach unvollendeter Mitose
konnte es zu einer Kernbildung kommen - jedoch mit einer nicht norma-
len Anzahl von Chromosomen. Auch im Falle des beobachteten Mitose-
defekts kann es zu einer Vergrofierung der Zellkdrper kommen, welche
moglicherweise ebenfalls indirekt zu einer Erh6hung des Neuritendurch-
messers fiihrt.

Um dieses Phdanomen nédher zu studieren, wurden Experimente mit dem
spezifischen Eg5 Inhibitor Monastrol durchgefiihrt. Monastrol inhibiert al-
losterisch die ATPase Aktivitat von Eg5 und sorgt auf diese Weise fiir eine
minimierte Menge an funktionellem Eg5 in der Zelle. Es wurde erwartet,
dass die Inhibierung des Motorproteins den gleichen Phanotyp hervor-
ruft wie die siRNA Suppression, da in beiden Fillen der Zelle nur geringe
Mengen an funktionellem Eg5 Motoren zur Verfligung standen. Nach Mo-
nastrol Zugabe wiesen die behandelten P19 Zellen Neuriten mit stark ver-
groflertem Durchmesser sowie vergrofserte Zellkorper auf. Die Auspra-
gung des Phanotyps war jedoch am klarsten erkennbar, wenn die Zellen
vor Beginn der neuronalen Differenzierung behandelt wurden, sprich die
Monastrol Zugabe erfolgte direkt einige Stunden nach der Transfektion.
Spéatere Zugabe von Monastrol zeigte nur marginale Effekte auf die Mor-
phologie der differenzierten P19 Zellen. Diese Beobachtungen untersttit-
zen die Annahme, dass die Suppression von Eg5 durch einen Mitosedefekt
indirekt den Neuritendurchmesser beeinflusst.

Zusammengenommen stehen die Beobachtungen zur Morphologie bzw.
Anzahl von Nuklei nach Eg5 und Tpx2, als auch nach Mklp1 und Incenp
knock down im Einklang mit einer Studie zur Rolle aller Gene in der Mitose
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[150].

Es ist jedoch bekannt, dass Eg5 in post-mitotischen Neuronen exprimiert
wird, und daher moglicherweise auch eine Funktion nach der Mitose hat
[151} 152} [153]. Prinzipiell kann Eg5 antiparallele sowie parallele Mikro-
tubuli gegeneinander verschieben und miteinander verkniipfen [154, 155,
156, [157]. Durch diese Eigenschaft konnte Eg5 eine Rolle in der Biindelung
von Mikrotubuli wédhrend der Initiation von Neuriten spielen. Die Plus-
Enden der Mikrotubuli sind in Neuriten zellauswiérts gerichtet. In einem
hypothetischen Mechanismus bewegt sich Eg5 entlang der Mikrotubuli in
Richtung deren Plus-Enden, tibertragt aufgrund der Bewegungsrichtung
Kraft auf die Mikrotubuli, welche sich hierdurch zusammenlagern und
von Eg5 gebiindelt werden konnen. Nach Suppression oder Inhibition von
Eg5 wiirden sowohl bewegende Krifte auf die Mirkotubuli als auch die
Verkniipfung von einzelnen Mikrotubuli fehlen. Dies kénnte ebenfalls ei-
ne Ursache fiir die beobachtete Initiierung von Neuriten mit vergrofiertem
Durchmesser in Eg5 supprimierten Zellen sein. In einer analogen Analyse
von post-mitotischen Neuronen konnten diese alternativen Modelle un-

terschieden werden.

4.3 Optimierung des neuronalen Differenzierungs-

assays

In dieser Arbeit wurde ein High-Content Screen in Verbindung mit RNA-
Interferenz zur Identifizierung von Regulatoren des Mikrotubuli-Zytoske-
letts durchgefiihrt. Die Suppression einzelner, wichtiger Regulatoren re-
sultierte, wie erwartet, in einer verdnderten Morphologie der entwickeln-
den Neuronen. Zur morphologischen Charakterisierung wurden haupt-
sdchlich die durchschnittliche Lange der Neuriten und der durchschnittli-
che Neuritendurchmesser verwendet. Durch diese Strategie wurden zahl-
reiche Kandidaten identifiziert, deren Suppression eine Verkiirzung der
Neuritenldnge bewirkt. Es wurden jedoch nur wenige Regulatoren identi-

tiziert, die nach Suppression ein erhchtes Neuritenwachstum induzieren.
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Es wiére sinnvoll, die Sensitivitdt des neuronalen Differenzierungsassays
hinsichtlich der Bestimmung von ldngeren Neuriten zu optimieren. Ana-
lysen auf Einzelzell-Basis bieten beispielsweise eine Moglichkeit die Sen-
sitivitit zu verbessern, indem auch Effekte, die nur in einer definierten
Subpopulation von Zellen auftreten, detektiert werden konnen. Eine Ein-
zelzellanalyse ist aufgrund der unmittelbaren Nahe von Neuronen und
deren tiiberlappender Zellauswiichse sehr schwierig, konnte aber mittels
des Brainbow-Prinzips von Livet et al. (2007) realisiert werden. Livet et
al. (2007) haben eine Methode zur Visualisierung von synaptischen Kreis-
laufen vorgestellt, die auf genetisch markierten Neuronen beruht. Mittels
Cre-Lox Rekombination wurde eine stochastische Auswahl der Expres-
sion eines von drei bzw. vier fluoreszierenden Proteinen eines Plasmids
getroffen. Die Integration verschiedener Brainbow-Transgene in Mdusen,
mit jeweils mehreren rekombinierenden Farbgenen, ergab eine kombina-
torische Expression von verschiedenen Fluorophoren, welche als unter-
schiedliche Farbnuancen detektiert werden konnten [158]. Auf diese Wei-
se ist es moglich einzelne, benachbarte Neuronen voneinander zu unter-
scheiden. Mit Hilfe dieser Methode konnte die Differenzierung einzelner
Zellen genauer verfolgt werden. Dazu kdmen zusétzliche Daten tiber die
neuronale Morphologie einzelner Neuronen, es konnte z.B. die Anzahl
und die Ldange von Neuriten pro Zelle bestimmt werden. Bisher ist dies
nicht moglich, da alle differenzierten Zellen mit einem anti-neuronalen
pIHI-Tubulin Antikorper angefarbt wurden. Aufgrund der gleichen Anfar-
bung aller Neuronen konnten die Neuriten den Zellkdrpern nicht zuver-
lasslich zugeordnet werden.

Eine weitere Optimierung von Einzelzellanalysen ist das Zellkern-Tracking
anhand von stabil angefarbten Nuklei wiahrend videomikroskopischer Auf-
nahmen. Diese Methode wurde bereits in Zusammenarbeit mit der Mas-
terstudentin Melanie Grafsl entwickelt [159]. Es stehen daher bereits P19
Zelllinien zur Verftigung, weche stabil ein GFP bzw. YFP markiertes Hi-
ston 2B sowie mCherry-Tubulin exprimieren. Mit dieser Methode kénnen
einzelne Zellen wéhrend der videomikroskopischen Aufnahme verfolgt

und auf diese Weise verschiedene Stadien der neuronalen Differenzierung
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untersucht werden. Eine Quantifizierung der Migration, Dynamik und
morphologischen Verdnderungen der Zellen geben Aufschluss iiber die
zeitliche Abfolge der Entwicklung von Neuronen aus pluripotenten P19
Stammzellen. Bisher wurde diese Methode jedoch nur zur Analyse von
Wildtyp-Zellen angewendet.

Neben siRNAs sind shRNAs (small hairpin) eine alternative Methode zur
Suppression einzelner Proteine. Bei dieser Methode werden shRNA Se-
quenzen in Plasmide eingebaut, welche ebenso wie andere DNA-Plasmide
in die gewiinschten Zellen transfiziert und die gewiinschten RNAs an-
schliefSend in diesen Zellen exprimiert werden. Die Suppression der Ziel-
proteine erfolgt etwas verzogert nach der Transfektion, da erst das Plas-
mid abgelesen und die shRNAs exprimiert werden miissen. siRNAs sup-
primieren direkt nach Transfektion ihre Zielproteine. Es kommt daher auf
das Versuchsziel an, welche dieser beiden RNA-Varianten sich optimal fiir
das geplante Experiment eignet. In dieser Arbeit wurden ausschliefSlich
siRNAs verwendet - es ist aber durchaus von Interesse zu untersuchen,
ob eine verzogerte Suppression von kritischen Regulatoren einen Einfluss
auf die Induzierung der vorher beobachteten Phanotypen hat. Im Screen
wurde die neuronale Differenzierung durch den neurogenen Transkripti-
onsfaktor NeuroD2 initiiert. Da dieser als DNA-Plasmid in die P19 Zellen
transfiziert wurde und die transkriptionsbasierte Reprogrammierung der
Zellen erst nach eigener Expression einleitet, begann die Suppression ein-
zelner Mikrotubuli-Regulatoren bereits vor Beginn der neuronalen Diffe-
renzierung. Moglicherweise wurden so einige Phanotypen durch siRNA
Behandlung gefordert, die nicht im direkten Zusammenhang mit der neu-
ronalen Entwicklung standen. Die Verwendung von shRNAs in einer Ko-
Transfektion mit dem neurogenen Transfektionsfaktor konnte Aufschluss
tiber mogliche ,falsch-positive” Kandidaten geben. Eine noch prézisere
Kontrolle kénnte durch induzierbare Promotoren in shRNA-kodierenden
Vektoren erreicht werden. Insbesondere in post-mitotischen Neuronen sind
shRNA Vektoren wesentlich stabiler als siRNAs und bewirken daher auch
einen ldnger andauernden Suppressions-Effekt.

Eine noch klarere Trennung zwischen einer Rolle von Mikrotubuli-Regula-
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toren in der Mitose und der neuronalen Morphogenese kann durch die
Verwendung von primdren Neuronen erreicht werden. Im Gegensatz zu
P19 Zellen durchlaufen primére Zellen keine vollstandige neuronale Dif-
ferenzierung. Diese post-mitotischen Zellen kénnen aus dem Hippocam-
pus von Médusembryonen extrahiert und in diesem relativ frithen Stadi-
um der neuronalen Entwicklung manipuliert werden. Zu diesem Zeit-
punkt exprimieren diese Zellen bereits neuronale Faktoren. Ein Vergleich
der induzierten Phanotypen zwischen P19 Zellen und primédren Neuro-
nen konnte Aufschluss tiber eine Abhdngigkeit der beobachteten Phano-
typen vom Entwicklungszustand der Zellen geben. AufSerdem konnte in
diesen Zellen die Rolle solcher Mikrotubuli-Regulatoren auf die morpho-
logische Entwicklung von Neuronen untersucht werden, welche in P19
Zellen einen essentiellen Prozess, wie z.B. die Zellteilung, blockieren.

Bei dem verwendeten P19-Modellsystem handelt es sich um pluripoten-
te Zellen, welche sowohl in neuronale, als auch in Muskelzellen differen-
ziert werden konnen. Zur weiteren Validierung der Ergebnisse wurden je-
doch auch Experimente mit omnipotenten embryonalen Stammzellen an-
gestrebt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden bereits erste Experimente mit
der murinen Stammzelllinie 46C durchgefiihrt, welche im Labor von Aus-
tin Smith generiert wurde. Ergebnisse der ersten Studien lassen auf eine
Tendenz zur Bestédtigung der identifizierten Phanotypen nach siRNA Be-
handlung schliefSen. Allerdings sind diese prédlimindren Ergebnisse nicht
einfach interpretierbar, da die Differenzierungseffizienz dieser Zellen we-
sentlich geringer und wesentlich variabler war. Im Rahmen dieser Arbeit
konnten diese Experimente nicht mehr weiter optimiert werden. In einer
anschlieffenden Doktorarbeit wird daher angestrebt, ausgewahlte Kandi-
daten sowohl in embryonalen Stammzellen als auch in priméren Zellen zu

untersuchen.
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4.4 Hypothetisches Modell der Neuromorphoge-

nese

In der durchgefiihrten Studie wurden systematisch alle Regulatoren des
Mikrotubuli-Zytoskeletts analysiert. Mit Hilfe von RNA-Interferenz und
einem Phénotyp-basierten High-Content Screen war es moglich Mikrotu-
buli-Regulatoren zu identifzieren, die einen Einfluss auf die Initiation von
Neuriten in der frithen neuronalen Morphogense haben. Hierbei wurde
weniger auf Kandidaten fokussiert, welche die primar transkriptionsba-
sierten Mechanismen der neuronalen Differenzierung gegentiiber dem Zell-
wachstum von Vorlduferzellen regulieren. Stattdessen wurden speziell Mi-
krotubuli-Regulatoren untersucht, welche die neuronale Morphogenese
der P19 Zellen beeinflussen. Zusammengefasst lassen sich aus den Beob-
achtungen des High-Content Screens einige zelluldre Prozesse hervorhe-
ben, die einen grofien Einfluss auf die neuronale Morphogenese haben:
die Regulation der Stabilitdt von Mikrotubuli, Krifte, welche von Dynein-
Motorproteinen generiert werden und Mikrotubuli gegen den Zellkortex
verschieben, sowie Kinesin-vermittelte Krifte, die moglicherweise durch
Biindelung von Mikrotubuli deren rdumliche Organisation in der Zelle be-
einflussen.

Das vorgeschlagene Schema in Abbildung[4.2|fasst diese zelluldren Schliis-
selfunktionen zusammen und erweitert diese durch einen antagonistischen
Mechanismus - die Aktinkontraktion, welche den Dynein-vermittelten Kraf-
ten auf stabilisierte Mikrotubuli entgegen wirken. Wichtige Regulatoren,
welche in dieser Arbeit identifiziert wurden, sind ebenfalls in diesem Sche-
ma aufgefiihrt. Dieses hypothetische Modell kann als Ausgangspunkt fiir
weiterfithrende Studien der beschriebenen dynamischen Interaktionen zwi-
schen Zytoskelettkomponenten dienen und einen Startpunkt zu einem
besseren Verstdndnis der Rolle des Zytoskeletts wahrend der neuronalen

Morphogenese liefern.
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Abbildung 4.2: Mogliche Funktionen von Mikrotubuli-Regulatoren in
der Neuriten Initiation. Die Initiation von Neuriten wird von verschiede-
nen Komponenten des Aktin- und Mikrotubuli-Zytoskeletts beeinflusst.
Diverse Eigenschaften der Mikrotubuli begiinstigen die Neuriten Initiati-
on, wohingegen die Kontraktion des Aktin-Zytoskeletts einen negativen
Einfluss auf diesen Prozess hat. In dieser Arbeit konnten zahlreiche Regu-
latoren identifiziert werden, die einen Einfluss auf diese Zytoskeletteigen-

schaften und somit auf die neuronale Morphogenese haben.
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Kapitel 5
Zusammenfassung

Wihrend der Entwicklung von Stammzellen in Neuronen verdndern sich
sowohl die Morphologie als auch die Funktionalitdt der Zellen. Nach an-
tanglicher transkriptionsbasierter Reprogrammierung und asymmetrischer
Teilung der Vorlduferzellen werden die ersten morphologischen Verdande-
rungen anhand der Initiation von ldnglichen Zellauswiichsen, den Neuri-
ten, sichtbar, welche im weiteren Verlauf in Axone und Dendriten diffe-
renzieren. Wahrend dieser frithen Phasen der neuronalen Morphogenese
ist eine Reorganisation des Mikrotubuli-Zytoskeletts zu beobachten, wel-
che den Mikrotubuli eine kritische Rolle in der Initiation und dem Wachs-
tum von Neuriten nahelegt. In dieser Arbeit wurde die Reorganisation des
Mikrotubuli-Zytoskeletts wiahrend der neuronalen Differenzierung in P19
Zellen genauer untersucht. In der Literatur sind mehr als 400 Mikrotubuli-
regulierende Proteine bekannt, welche auf eine mogliche Funktion wih-
rend der neuronalen Morphogenese untersucht werden sollten. Mittels
Phanotyp-basierten High-Content Screens und spezifischem Protein knock
down durch RNA-Interferenz wurden Regulatoren des Mikrotubuli-Zyto-
skeletts identifiziert, welche in die Neuriten Initiation involviert sind. Es
konnten drei verschiedene Phanotypen nach Protein Suppression unter-
schieden werden, bei denen Anderungen in der Neuritenldnge (kiirzer
oder langer als bei den Kontrollzellen) oder eine Erhthung des Neuriten-
durchmessers detektiert wurden. Weitere detaillierte Studien konnten ver-
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schiedene Untereinheiten des Dynein/Dynactin Motorprotein-Komplexes
identifizieren, die in die Neuriten Initiation involviert sind. Aufserdem in-
duzierte die Suppression einiger bekannter Mitose- und Zytokinese-Prote-
ine, Eg5 (KIF11), TPX2, INCENP und MKLP1 (KIF23), eine signifikante
Erhohung des Neuritendurchmessers, welche eine mogliche Rolle dieser
Regulatoren in der Biindelung von Mikrotubuli suggeriert. Die Mitglie-
der der EB-Familie binden als +TIPs an wachsende Mikrotubuli-Enden
und nehmen Einfluss auf die Stabilitit von Mikrotubuli. Anhand der Er-
gebnisse der High-Content Screens sowie weiterer Studien mit kombinier-
ter Protein Suppression konnten kompetitive Wechselwirkungen der drei
Isoformen dieser Familie hinsichtlich des Neuritenwachstums beobach-
tet werden. Zusammengenommen konnten Regulatoren mit unterschied-
lichem Einfluss auf die Dynamik und Organisation von Mikrotubuli iden-
tifiziert werden. In einem hypothetischen Modell wird der Einfluss dieser
Mikrotubuli-Regulatoren auf die Neuritenbildung vorgestellt.
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Kapitel 6
Anhang

Die angehdngten Dateien sind auf einer der Arbeit beigelegten DVD ge-
speichert. Auf der DVD sind ein Film zur Dynamik von Zytoskelettstruk-
turen sowie zwei Langzeit Live-Zell Aufnahmen von Dynein supprimier-
ten Zellen zu finden. Weiterhin beinhaltet die DVD die Ergebnis-Tabellen
des primédren High-Content Screens zum Gesamtzellwachstum, der neu-
ronalen Differenzierung, dem Neuritenwachstum sowie zum Neuriten-
durchmesser aller getesteter Mikrotubuli-Regulatoren sowie eine Tabelle

mit allen Informationen zu den verwendeten siRNAs.

Film 6.1: Zytoskelett-Dynamik. TIRF-Aufnahmen zeigen die dynamische
Reorganisation des Aktin- und Mikrotubuli-Zytoskeletts im Wachstums-
kegel eines neu gebildeten Neurits. P19 Zellen wurden mittels Retinsdure
differenziert und auf MatTek Schalen ausplattiert. In diesem Experiment
wurde die stabile mCherry-Aktin/EGFP-Tubulin P19 Zelllinie verwendet.
Das Neuritenwachstum wurde mittels akuter Zugabe von Laminin (10
ug/ml) stimuliert. Der Film wurde {iber einen Zeitraum von sieben Mi-
nuten am Olympus IX81 TIRF Mikroskop aufgenommen.

Film 6.2: Langzeitaufnahme von Dynein supprimierten P19 Zellen. In
diesem Langzeitexperiment wurde die schwere Kette 1 des zytoplasma-
tischen Dynein 1 (Dynclhl) mittels Einzel-siRNAs in P19 Zellen suppri-
miert (Einzel-siRNA: Dynclhl A). Die Zellen wurden mit NeuroD2 und
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GFP-Tubulin ko-transfiziert. Im linken Bild sind Kontroll-P19 Zellen zu
erkennen, die rechte Aufnahme zeigt die Dynein supprimierten Zellen.
Abgebildet sind die Aufnahmen des GFP-Tubulin Signals. Zeitliche An-
gabe: in Stunden nach der Transfektion.

Film 6.3: Rotierenden Mikrotubuli-Ansammlungen nach Dynein Sup-
pression. In den Langzeitaufnahmen von Dynclhl supprimierten Zellen
wurden instabile Mikrotubuli-Ansammlungen beobachtet, welche schnell
ihre Position in der Zelle wechselten und zu rotieren begannen. Dieser
Film zeigt beispielhaft an einer Zelle die beschriebene Beobachtung. Ver-
mutlich handelt es sich bei dem rotierenden Mikrotubuli-Fokus um das
Mikrotubulus-Organisationszentrum. Dieser Phénotyp tritt in einer frii-
hen Phase der Langzeitaufnahme und nur in einem sehr kurzen Zeitraum
auf. Zeitliche Angabe: in Stunden nach der Transfektion.

Tabelle 6.1: Gesamtzellwachstum. Angaben zum Wachstum der transfi-
zierten Zellen anhand der gemessenen GFP-Intensitét (priméarer Screen).
Aulfgelistet sind die spezifische Screen-Identifikationsnummer (ID) des ent-
sprechenden Gens und die siRNA-Menge sowie der Durchschnittswert
von allen drei Screenwiederholungen in Einheiten der Standardabweich-
ung (SD) und der entsprechende Standardfehler (SEM).

Tabelle 6.2: Neuronale Differenzierung. Der Anteil an neuronal differen-
zierten Zellen wurde anhand des Verhiltnisses der Gesamtflache an neu-
ronalen Zellkorpern zum GFP-Gesamtsignal bestimmt (Angaben vom pri-
madren Screen). Aufgelistet sind die spezifische Screen-Identifikationsnum-
mer (ID) des entsprechenden Gens und die siRNA-Menge sowie der Durch-
schnittswert von allen drei Screenwiederholungen in Einheiten der Stan-
dardabweichung (SD) und der entsprechende Standardfehler (SEM).
Tabelle 6.3: Neuritenwachstum. Das Wachstum der Neuriten wurde an-
hand des Verhéltnisses der Gesamtneuritenldnge zur Gesamtfldche an neu-
ronalen Zellkdrpern bestimmt (Angaben vom priméren Screen). Aufge-
listet sind die spezifische Screen-Identifikationsnummer (ID) des entspre-
chenden Gens und die siRNA-Menge sowie der Durchschnittswert von
allen drei Screenwiederholungen in Einheiten der Standardabweichung
(SD) und der entsprechende Standardfehler (SEM). Kandidaten mit dem
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Phanotyp ,langere Neuriten” weisen Durchschnittswerte >3 SD auf, Kan-
didaten mit , kiirzeren Neuriten” haben negative Durchschnittswerte <-3
SD.

Tabelle 6.4: Neuritendurchmesser. Der Neuritendurchmesser wurde an-
hand des Verhiltnisses der Gesamtneuritenflache zur Gesamtneuritenlan-
ge bestimmt (Angaben vom priméren Screen). Aufgelistet sind die spezi-
fische Screen-Identifikationsnummer (ID) des entsprechenden Gens und
die siRNA-Menge sowie der Durchschnittswert von allen drei Screenwie-
derholungen in Einheiten der Standardabweichung (SD) und der entspre-
chende Standardfehler (SEM). Kandidaten mit dem Phanotyp ,erhohter
Neuritendurchmesser” wiesen Durchschnittswerte >3 SD auf.

Tabelle 6.5: Informationen zu allen verwendeten siRNAs.
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