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Zusammenfassung

Die Bedeutung bioaktiver Phospholipide wie Lysogit@idsdure (LPA) wurde in den
letzten Jahren intensiv untersucht und zeigte e@ssentiellen Einfluss dieser Substanz auf die
Entwicklung des zentralen Nervensystems (ZNS). &dra- und intrazellulare Phospholipid-
spiegel wird durch Enzyme reguliert, welche die tBgse- und Degradationsreaktionen dieser
Molekile katalysieren. Im Rahmen dieser Arbeit veudads Plasticity related gene 1 (PRG1), ein
Protein, das die hippocampale Erregbarkeit tberRigulation des LPA-Spiegels moduliert,
untersucht. Parallel dazu wurden die LPA-bindenBereptoren im Gehirn und differenzierten
Neuronen analysiert und der Einfluss von LPA appbcampale Neurona vitro untersucht.

PRG1 wurde im Rahmen einer Suche nach neuen Renteiwrelche mit der Regeneration
des ZNS assoziiert sind, entdeckt. Gegenstandidevdrliegenden Arbeit waren weiterfihrende
Untersuchungen zur Expression, Lokalisation uncemggller Funktion von PRG1. Untersu-
chungen mittels quantitativen Real-Time-PCR zeigtiss die Expression von PRG1 im Hippo-
campus und Neocortex entwicklungsabhéngig regusietind das maximale mRNA-Niveau zum
Zeitpunkt der Synaptogenese erreicht. Detaillisttbzellulare Analysen an hippocampalen Neu-
ronenin vitro ermdglichten einen Einblick in die Lokalisationnv®RG1 wahrend der zellularen
Ausdifferenzierung. Es konnte in vorliegender Atlimzeigt werden, dass das PRGL1 in jungen
Neuronen eine homogene Verteilung in der Plasmamaméufweist und sowohl in Lamellipo-
dien als auch in Filopodien der Neurite vorhandgniin spateren Reifestadien konnte eine spezi-
fische Lokalisation im Dendritenschaft beobachtetden. Besonders intensiv wurde das PRG1
in Spines der ausgereiften Neuronen vorgefundemgrAnd der im Rahmen dieser Arbeit ge-
wonnenen Daten kann angenommen werden, dass PR@é&ndéneuronaler Entwicklung in die
Prozesse der Synapto- und Spinogenese involvigrtkéante.In vitro-Untersuchungen lassen
auf eine mdgliche Beteiligung von PRG1 an Staleitisng, Konsolidierung oder Wegfindung der
Neuriten schlie3en. Als Membranprotein konnte PR@fLextrinsische Faktoren, wie z. B. LPA
reagieren und Signale intrazellular weiterleiten.

In weiteren Untersuchungen wéahrend dieser Arberdem Rezeptoren analysiert, welche
LPA als spezifischen Liganden binden. Gegenwaritigl $unf LPA-Rezeptoren bekannt. Die
LPA-Rezeptoren gehéren zu der Klasse der G-Prgekoppelten Rezeptoren und regulieren

vielseitige intrazellulare Prozesse nach ihrer iktung. In dieser Arbeit wurde mit der sensiti-
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ven und quantitativen Real-Time-PCR zum ersten Igekteigt, dass LPA3- und LPA5-
Rezeptoren im Gehirn nicht exprimiert werden. Aufgt dhnlicher oder identischer intrazellula-
rer Signalkaskaden ist bis heute noch nicht klaglche Rolle jedem einzelnen Rezeptor zu-
kommt. Detaillierte Analysen der LPA-Rezeptor Exgzien wahrend der neuronalen Entwick-
lung zeigten, dass die LPA1- und LPA2-Rezeptoree €ominanz in primaren hippocampalen
Neuronen aufweisen. Funktionsanalysen an primaigpobampalen Neuronen vitro zeigten
ferner, dass LPA einen Anstieg der intrazellula@aiciumtransienten auslést. Zum ersten Mal
wurde demonstriert, dass dieser Effekt allein aurf dPA2-Rezeptor zurtickzufiihren ist. Weiter-
hin geht dieser Effekt mit der Exozytose synapgsctiesikel einher und beschrankt sich aus-
schlie3lich auf die glutamaterge Transmission.iéser Arbeit konnte somit erstmalig prasentiert
werden, dass LPA die exzitatorische Transmissipezifisch Gber den LPA2-Rezeptor, reguliert.
Die im Rahmen dieser Arbeit generierten Daten &imdBeitrag zum Verstandnis der

Funktionen von PRG1, LPA und LPA-Rezeptoren im ZNS.
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Summary

Extensive research into the role of bioactive phosipids such as lysophosphatidic acid
(LPA) over recent years has shown them to be daténthe development of the central nervous
system (CNS). Extra- and intracellular phospholipickls are regulated by enzymes that catalyze
the synthesis and degradation reactions of lysq@tapids. This study examined plasticity-
related gene 1 (PRG1), a protein that mediatesobgoppal excitability by regulating LPA levels
and which was discovered as part of a search far preteins involved in regeneration of the
CNS. An additional focus was the analysis of LPAelng receptors in the brain and differenti-
ated neurons, and the effect of LPA on primary oesin vitro.

Investigation by means of quantitative Real-timeRP§howed that the expression of
PRGL1 in the hippocampus and neocortex is deperaentevelopment and reaches maximum
MRNA levels at the time of the synaptogenesis. allanalyses of primary hippocampal neu-
ronsin vitro showed the localization of PRG1 during cellulartumation. PRG1 was found to
display homogeneous distribution in the plasma mianmd of young neurons and exist in lamel-
lipodia and filopodia of the neurites. At later mnattion stages, specific localization was ob-
served in the dendrites. PRG1 was found at espetigh levels in spines of mature neurons.
This data suggests that PRG1 could be involvedmasto- and spinogenesis during neural de-
velopment.n vitro investigation also indicates that PRG1 could pgudite in stabilisation, con-
solidation and pathfinding of the neurites. As anheane protein, PRG1 possibly reacts to ex-
trinsic factors such LPA and passes these sigmaitsto the cell.

In additional experiments, receptors that bind L&Aa specific ligand were analyzed.
Five LPA receptors have been identified to dateeylbelong to the G protein-coupled receptor
class and regulate a great number of cellular gg&Ese In this part of the study, quantitative
Real-time PCR demonstrated for the first time tinat LPA3 and LPA5 receptors are not ex-
pressed in the brain. Due to the fact that theulzllsignal cascades of these receptors are in
some cases identical, their individual roles argedsunclear. Detailed analyses of LPA receptor
expression during neural development showed that #A1 and LPA2 receptors dominate in
primary hippocampal neurons. Further, functionahlgses on hippocampal neuroims vitro
showed that LPA leads to an increase in intracallaélcium. This effect was traced back to the

LPA2 receptor. Furthermore, the experiments dematest that LPA-induced calcium increase
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modulates the exocytosis of synaptic vesicles arldnited to glutamatergic transmission. This
work shows that LPA regulates excitatory transmissspecifically through activation of the
LPA2 receptor in primary hippocampal neurons.

The data generated within this work contributehte tinderstanding of the functions of
PRG1, LPA and LPA receptors in the CNS.
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1 Einleitung

Millionen Jahre brauchte die Evolution, um in deerwelt die anfangs sehr einfachen
Nervensysteme zum Gehirn, in all seiner Komplexaétentwickeln. Die Ausfihrung komplexer
motorischer, sensorischer und kognitiver Leistunigann nur durch ein in seiner Struktur und
Funktion intaktes zentrales Nervensystem (ZNS)igtelewerden. Unzahlige extrinsische und
intrinsische Faktoren sowie molekulare Mechanissird an Prozessen der neuronalen Entwick-

lung beteiligt.

1.1  Lysophosphatidsdure im zentralen Nervensystem

Lysophosphatidsaure (LPA, Abbildung 1) ist ein a&$i Glycerophospholipid, welches
als extra- und intrazellulares Signalmolekil agiBiblogische Prozesse wie Neurogenese, An-
giogenese, Wundheilung, Immunitat und Karzinogeneseden von LPA beeinflusst [1, 2].
Grundlegende zellulare Funktionen, wie z. B. Z@lliperation, Differenzierung von Keratinozy-
ten, Reorganisation des Cytoskeletts, Migratiorl-Zellaggregation, Kontraktion glatter Mus-
kelzellen und Schutz vor Apoptose, werden von LR&tguert [3-7]. LPA wurde in unterschied-
lichen biologischen Flussigkeiten wie z. B. Seri#fasma, Speichel, und Hihnerei-Eiweil3 [8-
12] sowie im Gewebe und im Gehirn nachgewiesen. [i8]Serum kommt LPA in Albumin-
gebundener Form vor, wo ihre physiologische Konzgioin 1-20 uM betragt [14, 15]. Intrazel-
lulares LPA ist an daftty acid binding proteifFABP) gebunden [16].

i OH
OH —[;::/0 \)\/ OW\/\/E/\,/W\
5 0

Abbildung 1: Chemische Strukturformel von LPA.
Oleoyl-Lysophosphatidsaure oder acyl-LPA (18:1).

Umfangreiche biologische Studien enthillten einehtige Rolle von LPA wahrend der
Entwicklungsprozesse des ZNS wie z. B. das Wachstudndie Faltung des cerebralen Cortex

[19] und seine Funktion [17, 18 vivo-Applikation von LPA in adultes Maus-Striatum indu-
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zierte Astrogenese, wie sie wahrend einer Hirnsgo@d beobachtet wird [20]. Junge postmito-
tische Neurone aus dem Neocortex der Maus, newdamsllinien wie N1E-115, NG108-15 und
differenzierte PC12-Zellen reagierten mit einerlsta Retraktion der Neuriten und Wachstums-
kegelkollaps auf exogenes LPA [21-24]. LPA fuhrtlazu einem RhoA-abhangigen Kollaps des
Wachstumskegels in Neuronen aus dem Hinterwurzglgen(dorsal root gangliohund in spi-
nalen Neuronen ausenopud25, 26]. Eine andere Studie zum Wirkungsmechansswon LPA
brachte Hinweise, dass LPA einen Kollaps der Nearitetinaler Ganglionneurone Uber eine
schnelle Proteindegradation im Wachstumskegel &vdiese ging mit der Aktivierung der Pro-
teasomen p38, MAPKMitogen-activated protein kinasand Caspase-3 einher [27, 28]. Weitere
in vitro-Studien an Oligodendrozyten zeigten LPA-abhandiffekte wie Mobilisierung von
cd”, Erk1/2-Phosphorylierung und Zellrundung [29-3{crogliazellen zeigten ebenfalls LPA-
spezifische Reaktionen wie €aMobilisierung, Proliferation, Reorganisation degtdskeletts
und Expression von BDNRB(ain-DerivedNeurotrophieFactor) [32-34]. Sogar eine Freiset-
zung des Neurotransmitters Dopamin wurde als Felger LPA-Stimulation in PC12-Zellen
beobachtet [35]. Zusatzlich werden neurologiscligudgen wie Schizophrenie und neuropathi-
scher Schmerz mit LPA in Verbindung gebracht [18.38]. Solche Beobachtungen unterstrei-
chen erneut die Wichtigkeit von LPA fir die physigischen Entwicklungsprozesse sowie den

moglichen pathologischen Einfluss dieses Molekifsdas ZNS.

1.2  Biosynthese und Metabolismus von LPA

Die Mechanismen der LPA-Synthese sind noch imnmht rvollstandig aufgeklart. Klar
ist aber, dass unterschiedliche Enzyme daran laggteithd. Zwei mogliche Synthesewege wurden
in den letzten Jahren postuliert.

Der erste Syntheseweg beschreibt eine Umwandlund ymphospholipide (LPL) aus
der Plasmamembran der aktivierten Blutplattchemrr dleePhospholipase D-Aktivitat (LysoPLD)
des Autotaxins (ATX) in LPA durch Hydrolyse derrtenalen Phosphodiesterbindung. ATX
konnte wie LPA in den meisten biologischen Flussiggn nachgewiesen werden und ist wahr-
scheinlich der primare Produzent von extrazellufatePA [40]. Neueste Studien zeigten eine
starke Korrelation zwischen ATX- und LPA-Prasenz $mrum. Wahrend die Embryonen von
ATX-defizienten Mausen am embryonalen Tag 10 (EEi@)ben, waren die heterozygoten Méause

dagegen lebensfahig, wiesen aber nur die HalfteLBé&-Konzentrationen im Plasma im Ver-
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gleich zu Wildtyp-Tieren auf [41, 42]. Diese Befenderdeutlichen erneut die grundlegende Be-
deutung von ATX fur die LPA-Synthese. Eine weitdtéglichkeit, extrazellulares LPA zu syn-
thetisieren, wurde Uber eine sekretierte, proinfletorisch aktivierte Phospholipase A2 be-
schrieben [43].

Zusatzlich zu dem extrazellularen LPA-Synthesewegtiert auch die Moglichkeit zur
intrazellularen LPA-Produktion. Hierbei wird LPA i Deacylierung von Phosphatidsaure
(PA) durch Phospholipase Al oder A2 generiert 8}, Dartber hinaus kann die Synthese Uber
die in Mitochondrien oder im endoplasmatischen ldétim (ER) lokalisierte Glycerophosphat-
Acetyltransferase erfolgen, indem Glycerol-3-Phas@u LPA acyliert wird [46].

Unter physiologischen Bedingungen wird intrazelleg& LPA (ber die LPA-
Acyltransferase (LPA-AT) in PA umgewandelt und exgllular Uber die Lipid-Phosphat-
Phosphatasen in Monoacylglycerol (MAG) hydrolys[diz, 48] (Abbildung 2).

ATX/ C

|
| ( 9
Extrazelluli N N

gEeRgeaeany g EEttsssssst n EERRRERY
BRBBEBBBBBREAN oW BEBBRBRRY }\,Lfﬁ;; RRERBRER

Cytosolisch

Intrazelluliire
Organellen

Abbildung 2: Biosynthese und Regulationsmechanismetter Lysophosphatidséure.

Die extrazellulare LPA-Synthese erfolgt primér durkutotaxin (ATX) Uber die Phospholipase D-Aktivitd y-
soPLD) aus Lysophospholipiden wie z. B. Lysophosighkcholin (LPC) und der Abbau durch Lipid-Phospha
Phosphatasen (LPPs) zu Monoacylglycerol (MAG).aztluléar erfolgt die Synthese durch an ER- odetobtiond-
rienmembranen gebundene Glycerophosphat-Acetyfaease (GPAT) aus Glycerol-3-Phosphat (G3P). Modift
nach [49].
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1.3 LPA-Rezeptoren und ihre Signaltransduktion

Die durch LPA hervorgerufenen Effekte werden Uber Bindung an spezifische G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren vermittelt. Die Sipskaden der LPA-Rezeptoren sind sehr
komplex und vielseitig. Jeder Rezeptor ist in dagé, aufgrund bindender G-Proteine diverse
intrazellulare Reaktionen hervorzurufen. AbbilduBgeigt eine Zusammenfassung der durch
LPA aktivierten intrazellularen Signalwege.

. PI3K
L ATP cAMP } \
PKC b
MAPK Rock
{ Ca™ } 1
._Moblllswrung Zellrundung B
f Zel]uberleben) %lenrltenretrakting;
i\_,ﬂ&llmigrahan@ (DNA—Synthe&;@ l cAMP ?

Abbildung 3: Signaltransduktion der aktivierten LPA -Rezeptoren.

AC — Adenylatzyklase, cAMP — cyclisches Adenosinommosphat, DAG — Diacylglycerol, 4P- Inositol-1,4,5-

triphosphat, MAG — Monoacylglycerol, MAPK Mitogen-activated protein kinas®I3K — Phosphatidylinositol-3-
Kinase, PKC — Protein Kinase C, PLC — PhospholifiasBho, Rac — kleine GTPasen, Rhok — Rho KinaR§, S

Serum response Faktdvlodifiziert nach [50].

Die ersten drei entdeckten LPA-Rezeptoren trugepringlich den NameBkndothelial

Differentiation GengdEDG). Der Name leitet sich vom ersten Mitglied #milie ab, das aus
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Endothelzellen isoliert wurde. Gegenwartig sindffRezeptoren bekannt. Sie werden entspre-
chend ihres bindenden Liganden mit LPA1 bis LPABdiehnet [4, 51-55]. Untersuchungen der
letzten zwei Jahre identifizierten zwei weitere &#pren, die vermutlich Gber LPA aktiviert
werden. Allerdings sind weitere Studien notwendig, diese Hinweise zu bestatigen [56-58].

Zu der EDG-Familie gehdren die LPA1-, LPA2- und L3?Rezeptoren, deren humane
Aminoséauren- (AS)-Sequenzen zu 50-57 % identisott 0]. Der humane LPA4-Rezeptor be-
sitzt nur 20-24 % Sequenzahnlichkeiten zu den E@@eRtoren und ist verwandt mit den puri-
nergen P2Y-Rezeptoren [51, 59, 60]. Mit 35 % Idéntin der humanen und murinen AS-
Sequenz ist der GPR92/93-Rezeptor dem LPA4 verwamdtwurde aufgrund seiner ahnlichen
Struktur als fuinfter LPA-Rezeptor anerkannt [54]. F5uch an diesem Rezeptor konnten LPA-
typische Reaktionen wie Retraktion der Neuriten,bMsierung des intrazellularen Calciums,
Internalisierung des Rezeptors und InhibierungAtinylatcyclase nachgewiesen werden [54].

Mittlerweile wurden verschiedene LPA-Rezepkmeck out(KO)-Méause generiert, wel-
che zur Aufklarung der physiologischen und pathsidgen Funktion der Rezeptoren eingesetzt
wurden. Tabelle 1 gibt einen Uberblick des aktureldissensstandes tiber LPA-vermittelte zellu-

lare Effekte sowie an die LPA-Rezeptoren bindener&eine.

Tabelle 1: Charakterisierung der LPA-Rezeptoren.

Rezeptor| Synonym | Binden- | Zellreaktion Physiologische/ Knock outPhéanotyp
de G- pathologische
Proteine Funktion
LPAL VZG-1 Guiro Proliferation [61], Gehirnentwicklung | 50 % perinatale Letalitat [17,
EDG2 Gogi1 Stressfaserformation [61],[17, 64], neuropa- | 37], Reduktion des Kérperget
GPR26 Gy12/13 Neuritenretraktion [4, 61, thischer Schmerz | wichts und der Gehirnmasse
62], Zellrundung [62], [36], pulmonale kraniofaziale Dismorphismen),
Zelliberleben [63], Fibrose [65], renale| verkirzte Schnauze, unaus-
Calciummobilisierung Fibrose [66] gepréagter Sauginstinkt [37, 6[7]
[35] vaskuléare Schadigung [68]
LPA2 EDG4 Gio Zellrundung [62], indirekter Effekt aufl keine Abnormalitaten [69]
Gyg1 Calciummobilisierung neuronale Differen-
G213 [35], Neuritenretraktion | zierung, corticaler | LPA1/LPA2-KO:;
[4, 61, 62] Wachstum [19, 69, | Phanotyp wie in LPA1-KO
70]
LPA3 EDG7 Giro Neuritenelongation [62] Spermatogenese,| verspatete embryonale Einnis-
Gug1 embryonale Ein- | tung, kleine Wiirfe [72]
nistung [71]
LPA4 GPR23/ | G Neuritenretraktion, Neurit nicht bekannt keine Abnormalitaten [74]
P2Y9 Gug1 tenelongation, Zellrun-
Gyi2/13 dung, Zellaggregation [73,
Gye 74]
LPA5 GPR92/93 G,qn1 Stressfaserformation, nicht bekannt nicht vorhanden
Gui2113 Neuritenretraktion,
Zellrundung [54]
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Die Expression des LPA1-Rezeptors wurde in fagtne murinen und humanen Gewebe
und innerhalb der ventrikularen Zone (VZ) des ermhafen Gehirns gezeigt [4, 61, 69]. Der
LPA2-Rezeptor wurde zu unterschiedlichen Intensitéh jedem murinen Gewebe nachgewie-
sen. Ebenfalls wurde die Expression des LPA2-Rergpin embryonalen Gehirn gezeigt [3].
Der LPA3-Rezeptor wurde in mehreren Geweben naciegew, die starkste Expression jedoch
in den Fortpflanzungsorganen gezeigt [3]. Die LPAAd 5-Rezeptoren besitzen ein breites Ex-

pressionsspektrum innerhalb unterschiedlicher Gewrlder Maus [53-55].

1.4 PRG1 moduliert LPA-Signaltransduktionsmechanismen

Kirzlich wurde ein neues Protein entdeckt, weldheger Lage zu sein scheint, Phospho-
lipide wie LPA zu binden und/oder zu modifizier&ei diesem Protein handelt es sich um ,plas-
ticity related gene 1* (PRG1). Es wird vermutetssi@RG1 eine Art LPA-Rezeptor/Transporter
oder ein LPA-modifizierendes Protein ist [75-77]ieDgenaue Funktion von PRG1 in LPA-
abhangigen Signalvorgdngen und das Zusammensiikdrbddolekile sind bis heute noch nicht
vollstandig verstanden.

Die Entdeckung von PRGL1 erfolgte unter Verwenduimg< entorhinal-hippocampalen
Lasionsmodels. PRG1 und andere entdeckte Gene wierend des axonalen Wachstums und
der regenerativen Prozesse verstarkt exprimierkoBate nachgewiesen werden, dass eines die-
ser Gene nach entorhinaler Cortexlasion spezifischlippocampus und entorhinalen Cortex in
seiner Expression hochreguliert war [76]. DiesedEakung deutete darauf hin, dass dieses Gen
eine besondere Rolle bei der Regeneration nach Sictgadigung und bei plastischen Umbau-
prozessen des Gehirns spielt, weshalb es die Bereig ,plasticity related gene 1“ (PRG1)
erhielt [76]. Mittels Northern Blot wurde nachgesém, dass PRG1 spezifisch im Gehirn expri-
miert wird. Diein situ-Hybridisierung zeigte, dass seine Expression @&ssEmbryonaltag 19
(E19) in der hippocampalen Anlage beginnt und imatpatalen Gehirn hochreguliert wird. Das
Transkript wurde postnatal in den Korner- und Pydemzellen des Gyrus dentatus und des Cor-
nu Ammonis des Hippocampus und entorhinalen Cadtektiert. Darliber hinaus wurdem
silico-Analysen durchgefuhrt und weitere vier Gene im hoem Genom entdeckt, die homolog
zu PRG1 sind (PRG2-5). Alle 5 PRGs sind in Sdugatidloch konserviert und kommen phylo-

genetisch nur in Vertebraten vor [76].
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PRG1 besteht aus 766 AS und besitzt, wie aufgrumdHydrophobizitatsanalysen ver-
mutet wird, sechs Transmembrandoménen (TM) sowaeeaktrazellulard_oops Dabei sind so-
wohl der Amino- (N)-Terminus, als auch der 400 A8de Carboxy- (C)-Terminus intrazellular
lokalisiert (Abbildung 4 A). Mittelsn silico-Analysen wurde vorhergesagt, dass innerhalb der
Familie nur PRG1 und PRG2 einen so langen hydrepHd-Terminus besitzen, deren Sequenz
keine Homologien zu anderen bekannten Proteinemedsif Weitere Sequenzvergleiche zeigten,
dass die ersten 300 AS des N-Terminus zu Lipid-ptetsise/Phosphotransferasefamilie der
LPP-Proteinelipid phosphate phosphatagesie in Wunen, einem irosophila vorkommen-
den mammalian LPP-Homolog, hoch konserviert sir®]. [Rufgrund dieser Homologien werden
PRGs auch als LPRé&pid phosphatase related protejnsezeichnet. Charakteristisch fur LPPs
ist, dass sie drei extrazellular lokalisierte kgiathe Doméanen besitzen, welche Phospholipide

wie z. B. LPA hydrolysieren kdnnen [79].
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Abbildung 4: Schematische Darstellung von PRG1 unéS-Vergleich der potentiellen Phosphatase-Doménen.

A: PRG1-Strukturmodell basierend auf dem LPP-Struktutell, modifiziert nach [80]. PRG1 besitzt sechians-
membrandoménen (TM1-6). N-Terminus und C-Termirind strazellular lokalisiert. Die katalytischen Bénen
(D1-D3) auf den extrazellulardmops welche bei LPPs zur Interaktion mit Lipidphosgmafihren, sind rot mar-
kiert. B: Vergleich der AS-Sequenz innerhalb der Phosphddaseinen zwischen Maus-PRG1 und Maus-LPP1.
Die fur die Phosphataseaktivitat essentiellen A8 sot dargestellt [79, 80]. Sie sind in PRG1 railwteise konser-
viert (K —Lysin zu Q — Glutamin, R —Arginin zu A 4a&nin und H — Histidin zu N — Asparagin).

Obwohl PRG1 Sequenzéhnlichkeiten zu LPPs aufwieikten diesem Protein einige der
konservierten AS in Positionen, welche wichtig sfiid die funktionelle Integritat der katalyti-
schen Doménen der LPPs [80]. Beispielsweise fehlem PRGs die Aminosauren Lysin und
Arginin in der Doméne 1 und Histidin in der Dom&h¢@Abbildung 4 B). Aufgrund des Austau-
sches einiger funktionellen, fir die Phosphotaseitdt bedeutsamen AS im Vergleich von LPPs

zu PRGs wurde postuliert, dass dieses Protein k@apdosphorylierungsreaktionen durchfiihren
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kann. Es wird vermutet, dass PRG1 Uber andergetzisnicht vollstandig aufgeklarte, Mecha-
nismen in die LPA-Signaltransduktion modulierenageeift [75].

So wurde in frilheren Untersuchungen nachgewiesass @ine Uberexpression von
PRG1 in der Neuroblastoma-Zelllinie, N1E-115, ddMAtinduzierten Neuritenkollaps hemmen
konnte. Daruber hinaus wurde gezeigt, dass PRGReuBionsprotein Uberexprimierende
N1E-115-Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen die-f&che Menge an MAG als LPA-
Degradationsprodukt im Uberstand aufweisen [76gsBi Effekt wurde allerdings aufgehoben,
sobald das Histidin in der Doméane 2 mittels gedtdrt Mutagenese zu einem Lysin (H253K)
mutierte. Eine solche Mutation im Phosphatase-MiotiMaus-LPP1 oder Wunen bewirkte einen
vollstandigen Verlust der Phosphataseaktivitat &, Die in Zusammenarbeit entstandenen und
von Trimbuchet al. (2009) mittlerweile publizierten Daten zeigtenssl®®RG1 eine Interaktion
mit bioaktiven Phospholipiden eingeht. Dies wurdecth Studien an PRG1-defizienten Neuro-
nen und fluoreszenz-markierter Phosphatidsduregeadbsen. Die Aufnahmefahigkeit solcher
Molekule war bei PRG1-KO-Neuronen im Vergleich zudtyp-Zellen um 50 % reduziert [77].

Phanotypische Charakterisierungen einer solche@1PRO-Maus zeigten signifikante
Gewichtsunterschiede im Vergleich zu Wildtyp-Tierevas auf eine Beeintrdchtigung in der
Entwicklung hindeutet. Die homozygoten Tiere zeigtegar eine Mortalitatsrate von etwa 50 %
in den ersten 3-4 Lebenswochen. Bei PRG1-KO-Tievarden am postnatalen Tag 20 (P20)
Zuckungen beobachtet, welche epileptischen Anféenlich waren. Daraufhin durchgefuhrte
elektrophysiologische Untersuchungen in hippocaspdabchnitten der juvenilen PRG1-KO-
Méause wiesen eine signifikant héhere Erregbarkedt eine hohere mEPSE@xcitatory postsy-
naptic currenf Frequenz, jedoch keine Veranderung der mIABK@hjtory postsynaptic currept
Frequenz auf [77]. Die spontanen konvulsiven Aeféll PRG1-KO-Mausen deuten darauf hin,

dass PRG1 an den Vorgangen der neuronalen Tramsmizsteiligt sein misste.

1.5 Grundlagen der synaptischen Transmission

Jedes Neuron steht durchschnittlich mit mehrerasetad anderen Nervenzellen in direk-
ter Verbindung. So entsteht ein Geflecht von ungeher Komplexitat mit mehreren hundert
Billionen Kontakten. Solche synaptischen Kontakimdglichen die geordnete Signallbertra-
gung und Verarbeitung von Informationen.
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Ein typisches Neuron besteht aus einem Zellké(Bema), welchem zwei Arten von
Fortsatzen entspringen: Das Axon und mehrere Demd(Abbildung 5). Die groRe Oberflache
der Dendriten erlaubt dem Neuron, Signale von ardélervenzellen aufzunehmen und zu ver-
arbeiten. Die Signaltibertragung erfolgt Uber dasmxwelches am Axonhiigel des Somas ent-
springt und sich in seinem Verlauf in Kollaterakasfteilt. Am Ende des Axons befinden sich die
Synapsen, uber welche eine Verbindung zum SomderiDendriten oder zum Axon des nach-
sten Neurons aufgenommen wird. Die Synapsen biliiketontaktstellen zu anderen Neuronen,

zu Muskelzellen oder zu Drisenzellen.

Dendrit
Prisynaptische
Zelle *
“ \Axonhugcl
Axon
Prisynaptische Svnapse

Endigung

Zellkern

Postsynaptische
Zelle

Zellsoma

Abbildung 5: Schematische Darstellung einer synamichen Verschaltung zweier Neurone.

Eine Nervenzelle besteht aus einem Zellsoma, in slemder Zellkern befindet, einem Axon und mehmebendri-
ten. Chemische Reize von einer prasynaptischee deltden an die Synapse der postsynaptischen dshenittelt.
Hierfir kommen sich die prasynaptischen Endigunged die Dendriten nahe und werden lediglich durictere
synaptischen Spalt voneinander getrennt. AnderudgerMembranpotentials an Dendriten durch syndmtifeize
werden am Axonhigel integriert. Sobald ein Schwmellert Giberschritten wird, wird ein Aktionspotentalsgeldst,
welches am Axon entlang wandert und an der syradq@is Endigung zur Ausschiittung der BotenstoffetfiModi-

fiziert nach (Kandel, Schwartz und Jessel, 2000)

Im Axonhugel, entsteht nach einem ,Alles-oder-NgeRrinzip“ ein Aktionspotential,
sobald ein bestimmter Schwellenwert Uberschritted.viDieses Aktionspotential wird bis zu den
Nervenendigungen geleitet und fiihrt zu einer Dajsation, welche das Offnen der spannungs-
abhangigen Calciumkanéle bewirkt. Durch die gedéneKanadle kommt es zu einem Calci-
umeinstrom ins Cytoplasma. Erh6hte KonzentratierefrCalciumionen im Cytoplasma aktivie-

ren molekulare Mechanismen, welche zu einer Versttung von prasynaptischen, sekretori-
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schen Vesikel mit der prasynaptischen Membran arakkesen Zone fiihren [82]. Solche sekre-

torischen Vesikel sind mit Neurotransmittern gefislelche tGber Exozytose in den synaptischen
Spalt freigesetzt werden und so das elektrischeabign ein chemisches umsetzen. Nach der
Freisetzung der Neurotransmitter werden die Vedibelr Endocytose wieder in die Prasynapse
aufgenommen, dort mit Neurotransmittermolekulergatifilt und in den Reservepool transpor-

tiert oder recycelt [82]. Der Zyklus der synaptisshvesikel (SV) in der prasynaptischen Endi-

gung ist in Abbildung 6 schematisch dargestellt.

Neurotransmitter-
aufnahme

saure

== SNARE:s ¢ Neurotransmitter * Dynamin
aktive Zone T Clathrin O Endophilin
=== Cytloskelett e synaptisches Bindeprotein

Abbildung 6: Zyklus synaptischer Vesikel.

Schematische Darstellung des synaptischen Vesiekyn der prasynaptischen Endigung. 1 und 2 -agefung
und Vorbereitung zur Exozytose des SV; 3 - FusigoZiytose; 4 - Endozytose; 5 - schnelles RecyclimgeoEndo-
somen; 6 - Clathrin-vermittelte Knospung und Audibilg des Vesikels; 7 - SV-Recycling in synaptisctemalo-
som; 8 - Neurotransmitteraufnahme; 9 - Speichederggefillten SV durch Bindung an das CytoskefetB. durch
Synapsine; 10 - Mobilisierung an die Plasmamembvkodifiziert nach [82, 83].
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Die freigesetzte Botenstoffe diffundieren bis zostsynaptischen Membran und binden
an die dort lokalisierten lonenkanalrezeptorendtoop) oder an G-Protein-gekoppelte Rezepto-
ren (metabotrop) und bewirken somit eine Reizlbgung. Die freigesetzten Neurotransmitter
werden entweder im synaptischen Spalt hydrolisseer wieder in die Prasynapse aufgenom-
men. Dort wird der Transmitter Gber einen spezist Transporter, der in der Membran des

synaptischen Vesikels verankert ist, in das Vesakéjenommen und gespeichert [82].

1.6  Ca’"-abhangige Neurotransmission

Intrazellulares Calcium hat erstaunlich viele regolische Funktionen in eukaryotischen
Zellen, wie beispielsweise eine Aktivierung von?Gabhangigen Enzymen, Gentranskription
und Kontraktion. In Nervenendigungen |6st intraziéifer C&*-Einstrom, vermittelt durch die
Offnung der spannungsgesteuerten Calciumkanéalédy dam Erreichen des Aktionspotentials
eine Fusion der Vesikel mit der prasynaptischesrRéEanembran aus [84-86]. Dabei wirkt Cal-
cium wahrscheinlich al$rigger-Reiz fur das vesikulare Protein Synaptotagminchwet wiede-
rum, zusammen mit dem ebenfalls vesikularen Syhapn und den beiden zellmembranstan-
digen Proteinen Syntaxin und SNAP-25, die Verschored der Vesikel mit der prasynaptischen
Membran und dadurch letztlich die Freisetzung gemdenthaltenen Transmitterquanten in den
synaptischen Spalt ermdglicht [87, 88]. Es wirdeamgmmen, dass durch die Bindung der Cal-
ciumionen an die C2-Doméane des Synaptotagmins osédive Krimmung der Membran er-
reicht und so die Exocytose erleichtert wird [89]e Stimulierung der vesikularen Fusion kann
schon bei Calciumkonzentrationen von 10-25 uM atétr, allerdings kann die lokale Konzent-
ration des Calciums in einer aktiven Synapse bid®uuM ansteigen [85, 86].

Wahrend der Cd-abhangigen Neurotransmission spielen die spanabhgsgigen Cal-
ciumkanéle, die eine kontrollierte Aufnahme vondilahionen in Zellen ermdéglichen, eine zent-
rale Rolle. Sie setzen eine Anderung der Membramwspag in ein chemisches intrazellulares
Signal um. Mehrere Typen spannungsgesteuerteru@alteindle werden im ZNS exprimiert. lhre
Funktion richtet sich nach zellularer und subzéliet Verteilung, biophysischen und pharmako-
logischen Eigenschaften sowie physiologischer R¢86]. Die haufigsten Calciumkanal-
Subtypen in prasynaptischen Nervenendigungen sndPM-Typ (Ceé2.1) und N-Typ (Ci.2),
wahrend der genetisch verwandte R-Typ,&22) und der wenig verwandte L-Typ (@&in Pro-

zessen der synaptischen Transmission kaum invobiigd [91, 92]. Die Forschungen der letzten
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Jahre zeigten deutlich, dass die Calciumkandlet milsheinsame Mitspieler im komplexen Pro-
zess der Neurotransmission angesehen werden kdimokzrien wie Interaktionen mit Proteinen,

welche an der Vesikelfusion beteiligt sind, Calcibmdenden Proteinen und Interaktionen mit
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, sind bereitshviesen worden [90].

1.7  Lipidregulation der Vesikelexozytose und —Endozytas

Physiologische und mikroskopische Methoden habeeige dass aufgrund der unter-
schiedlichen Lokalisation und Fusionbereitschafhdestens vier Vesikelpopulationen in der
Prasynapse definiert werden konnen. Als ,Reservel“Roerden Vesikelansammlungen be-
zeichnet, welche an das Cytoskelett gebunden siddsich in einem gewissen Abstand zu der
Plasmamembran befinden. Sie stehen bereit, um aktdie Membran tberfihrt und dort veran-
kert zu werden [93]. Um mit der Membran zu versclzere missen die Vesikel zunachst fusi-
ons-kompetent gemacht werden. Die an der Plasmaraemerankerten, aber nicht fusions-
kompetenten Vesikel bilden den sogenannteprimed poolUPP) [94]. Nach einem Stimulus,
wie z. B. C&"-Einstrom, kommt es zur Vesikelfusion und eéfease ready poantsteht. Dieser
ist aus zwei unterschiedlichen Vesikelklassen zusangesetzt, die sich in ihrer Fusionsge-
schwindigkeit unterscheidesiowly releasable poo{SRP) undreadily releasable poo(RRP)
[95, 96].

Eine effektive Freisetzung der Neurotransmittercigmh eine prazise raumliche Regulati-
on der Lipid-Protein-Interaktionen fur die gezieResitionierung der synaptischen Vesikel, fur
das Andocken an die Membran, die Vorbereitung uedadschlielende Fusion an der aktiven
Zone [97-101]. Es ist bekannt, dass Phosphatidsiiol4,5-bisphosphat (P#RDAG-vermittelte
Signaltransduktion und Lipid-Protein-Interaktionenden synaptischen Zyklus eingreifen und
Schritte wie Anlagerung und Fusion der Vesikel fiegan [100, 101]. Andere Untersuchungen
zeigten, dass PjRaufRerdem in der Lage ist, die Funktion der spagsaiphangigen P/Q-Typ-
Calciumkanale, negativ zu regulieren [102]. Dietsel verantwortlich fir den G&Einstrom in
die Prasynapse nach Eintreten eines axonalen Reizes

In den Prozess der Vesikelfusion sind Vorgangeradikale geometrische Umstrukturie-
rung und sequenzielle Verschmelzung zwischen VEesiked Plasmamembran-Doppelschicht
involviert. Die Lokalisation der Lipide und ihre he&ulare Geometrie kdnnen die Exozytose

moderieren. So beeinflussen Lipide mit polarer Kopbppe und gesattigten Fettsaureresten, wie
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z. B. Glycolipide und LPA, eine positive Krimmungrdviembran, wahrend Lipide wie DAG,
PIP, und PA zu einer negativen Krimmung der Plasmamamtithren [103].

Die Modulierung der Phospholipide tUber PhosphoBpasPhosphatasen und Kinasen
spielt eine wichtige Rolle in der Exozytose allggmend insbesondere in der Neurotransmitter
Exozytose. So wurde gezeigt, dass Phospholipaseeithe PA in LPA umwandelt, Umstruktu-
rierungen der Plasmamembran und vesikularer Lipatenittelt und an der Knospung, Anlage-
rung sowie der Fusion der synaptischen Vesikellmggtest [104, 105].

Die Lipid-Protein-Wechselwirkungen spielen auch ¢ Endozytose synaptischer Vesi-
kel eine bedeutende Rolle. Phospholipide vermitiieieraktionen mit cytoplasmatischen Protei-
nen, welche fur die Schritte der Endozytose, wierddung, voranschreitende Einstilpung der
Membran (Invagination), Abschnirung des VesikelsgiBn) und die sogenanntencoating
Reaktion, in der die Proteinhille des Vesikels wredbgestreift wird, notwendig sind [97, 98,
100, 106].
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2 Ziel der Arbeit

Das zentrale Nervensystem ist das vielschichti§gstem, das die Evolution hervorgeb-
racht hat. Die Entwicklung dieses Systems unterk@ger ungeheuren Komplexizitat und Orga-
nisation, woran unzahlige intrinsische und extsoke Faktoren beteiligt sind. Die Identifizie-
rung und Charakterisierung von Molekilen, welchedse Entwicklung des Nervensystems be-
teiligt sind, liefern einen entscheidenden Beizag Verstandnis des funktionellen Ablaufs die-
ses diffizilen Prozesses. PRGL1 ist ein neu entdsdkinsmembranares Protein, welches in Ver-
tebraten hoch konserviert und nach einer SchadigesgZNS hochreguliert ist. Neueste Unter-
suchungen identifizierten PRG1 als einen Modula@r synaptischen Exozytose, da es in die
LPA-Signaltransduktion eingreift. Im Rahmen derlswenden Arbeit sollten deshalb als tber-
geordnetes Ziel Erkentnisse Uber die Rolle von PRG&d LPA im Gehirn gewonnen werden.
Dafur wurden folgende Teilziele verfolgt:

Teilziel 1: PRG1
- Um Hinweise auf mogliche Funktionen von PRG1 zudpeken, sollte seine Expres-

sion, mittels quantitativen Real-Time-PCR, wahrded Entwicklung des Gehirns der
Maus untersucht werden.

- Um detaillierte subzellulare Lokalisationsanalysen PRG1 in hippocampalen Neu-
ronenin vitro durchfiihren zu kénnen, sollte eine Aufreinigungesispezifisch gegen
PRG1 gerichteten Antikdrpers aus Immunserum erfolge

- Die immuncytochemischen Studien der zellularen lisktion sollten zu unterschied-
lichen Differenzierungsstadien des neuronalen Metz&ultur mit neuronalen, dend-
ritischen oder axonalen Markern erfolgen.

Teilziel 2: LPA und LPA-Rezeptoren
Vor dem Hintergrund, dass PRG1 als ein Modulater symaptischen Exozytose in die

LPA-Signaltransduktion eingreift, sollte der Eirdhuivon LPA auf die synaptische Transmission
in primaren hippocampalen Neuronen untersucht werde
- Dafir wurden zunachst Expressionsanalysen der LBZeptoren in neuronalem Ge-
webe und in priméaren hippocampalen Neuronen dufiihge um die beteiligten Re-

zeptoren einzugrenzen.
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- Die Fusion der synaptischen Vesikel und die Freised der Neurotransmitter sind
Prozesse, bei denen eine lokale Calciumerhdhureg zgntrale Rolle spielt. Um die
Beteiligung von LPA in diesen Prozessen zu kladhesintrazellulares Calcium nach
LPA-Stimulus mittels des Calciumindikators Fura-BIgemessen werden.

- LPA-induzierte, intrazellulare Signalkaskaden undeemdgliche Beteiligung der
spannungsgesteuerten Calciumkanéle sollten untesai& von pharmakologischen
Inhibitoren untersucht werden.

- Ein weiteres Ziel der Arbeit war es, die FunktioanvLPA in der synaptischen

Transmission unter Verwendung von lebenden Neutariemen aufzuklaren.
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3 Materialien und Methoden

3.1  Verwendete Materialien und Reagenzien

Chemikalien und Reagenzien, die in dieser Arbefveadet wurden, wurden von den Fir-

men Fluka, Merck, Serva, Sigma, Invitrogen, Amenstziosciences, Pierce, Roth und BioRad in

analytischer Qualitat bezogen. Abweichungen sind@xt vermerkt.

Bezugsquelle fur Zellkultur: Materialien oder Medigiurden von den Firmen BD Bios-

ciences Discovery Labware, Nunc, Sarstedt, Biochik@n Invitrogen und PAN bezogen.

Enzyme und gRT-PCR-Materialien wurden von den FirrRermentas, Stratagene, New England

Biolabs und Applied Biosystems verwendet.

3.2 Geréate

Gerat

ABI PRISM TM7500 Fast System Sequence-Detection

BioMate3 Spektrometer

Dounce Homogenisator, Sonoplus GM70
Elektronenmikroskop Leo 912 AB Omega
Elektrophorese-System Mini-Protean |l
EasyCast Mini Gel Model B1A und B2
Fluoreszenzmikroskop BX50
Fluoreszenzmikroskop BX70
Fluoreszenzmikroskop BX81

HERAcell CQ-Inkubator

Konfokales Laser Scanning Mikroskop TCS SL
Microtom HM 650 V

PCR-Gerat, PTC-100

PerfectBlue Semi-Dry Elektroblotter
Synergy2 Multi-Mode Microplate Reader
ULTRA TURRAX T25 basic
Ultrazentrifuge, CoulterOptima L-90K

Hersteller
ppliéd Biosystems
Thermo Scientific
BandeliktEdaik
Zeiss
BioRad
Owl Sepanat®ystems
Olympus
Olympus
Olympus
Heraeus
Leica
Thermo Scientific
MJ Research
Peqglab
BioTek
IKA-Werke

Beckman
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Ultramikrotom, Reichert Ultracut S Leica
US Autoflow Automatic C@Inkubator NuAire

3.3  Oligonukleotide

Die verwendeten Primer fur die Genotypisierung YétAl- und LPA2-KO-Mausen wurden in
Arbeiten von [37] (LPA1-KO) und [69] (LPA2-KO) putzlert.

34 Konstrukte

Tabelle 2: Zusammenfassung aller verwendeten Konstkte. Alle Konstrukte waren am N-Termimus mit einem
Epitop flankiert.

Konstrukt Bezeichnung Vektor Epitop—,tag”

eGFP-mPRG1 Maus PRG1 ,Wildtyp“ PEGFP-C1 GFP

Sytl-pHluorin pH-sensitives GFP fusioniert mit | pFUGW GFP
Synaptophysinl

3.5  Antikorper

Alle verwendeten priméaren und sekundaren Antikogied in Tabelle 3 und Tabelle 4 zu-

sammengefasst.

Tabelle 3: Zusammenfassung eingesetzter Primarantikper. EH: eigene Herstellung (anti-PRG1: Juniorprof. Dr.
A. Brauer; anti-LPA2: Dr. J. Aoki); IF: Immunfluoseenz; IB: Immunblot

Name Antigen Spezies (Art) Hersteller Konzentration/
Verdinnung
anti-LPA1 LPAl Kaninchen (polyklonal) Biozol 2 ug/ns
anti-LPA-2 LPA2 Ratte (monoklonal) EH 1:500 IB; 3IF
anti-739 PRG1 Kaninchen (polyklonal) EH 1:1000 18500 IF
anti-Tujl 3-111-Tubulin Maus (monoklonal) Covance :1Q00 IB; 1:500 IF
anti-lbal Ibal Kaninchen (polyklonal) Wako lug/ml |
anti-VAMP2 VAMP2 Maus (monoklonal) SySy 1:5000 I1B;1000 IF
anti-u-Tubulin Tubulin Maus (monoklonal) SySy 1:5000 IB
anti-PSD-95 PSD-95 Maus (monoklonal) Alexis 1:580 |
anti-VGLUT1 VGLUT1 Meerschweinchen (polyklonal) Ghion 1:500 IB; 1:1000 IF
anti-VGAT VGAT Meerschweinchen (polyklonal) SySy 1000 IB; 1:500 IF
anti-MAP2 MAP2 Maus (monoklonal) Sigma 1:1000 IF
anti-Taul Taul Maus (monoklonal) Chemicon 1:200 IF
anti-GFAP GFAP Maus (monoklonal) Chemicon 1:2000 IB
anti-f3-Aktin 3-Aktin Maus (monoklonal) Sigma 1:501
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Tabelle 4: Darstellung aller verwendeten Sekundaratikérper. IF: Immunfluoreszenz; IC: Immuncytochemie; IB:

Immunblot
Name Antigen Spezies (Art) | Hersteller Verdinnung
anti-mouse 1gG Alexa Fluor | Maus IgG Ziege Molecular Probes 1:1000 IF
568
anti-rat IgG Alexa Fluor 488 Ratte IgG Ziege MolkeUProbes 1:1000 IF
anti-rabbit IgG Alexa Fluor | Kaninchen IgG Ziege Molecular Probeg 1:1000 IF
488
Cy"™3-conjugated AffiniPure| Meerschweinchen | Ziege Dianova 1:1000 IF
Goat anti-Guinea Pig IgG IgG
Peroxidase-conjugated Affi- | Meerschweinchen | Ziege Dianova 1:5000 IB
niPure Goat anti-Guinea Pig| 1gG
[s[€;
Nanogol@-anti rat 19G Ratte 1gG Ziege Nanoprobes 1:100IC
Nanogol&-anti rabbit IgG Kaninchen IgG Ziege Nanoprobes o0:1C
anti-mouse-lgG-horseraddish Maus 1gG Schaf Amersham Biosci+ 1:5000 IB
peroxidase linked whole ences
antibody
anti-rabbit-lgG-horseraddish| Kaninchen 1gG Esel Amersham Biosci- 1:5000 1B
peroxidase linked whole ences
antibody
anti-rat-lgG-horseraddish Ratte 1gG Ziege Amersham Biosci+ 1:5000 IB
peroxidase linked whole ences
antibody

3.6 Real-Time-PCR-Assays

Tabelle 5: Verwendete quantitative Real-Time-PCR-Asays. LPA-R: Lysophosphatidsaure Rezeptor, GAPDH:
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, elFlAan3lationsinitiation Faktor 1a, Pgkl: Phosphoglgtéfinase
1, HPRT: Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransfera

Primer und Sonde wurden selbst ausgewa
und von Firma Metabion hergestellt

Genbezeichnun Assay IC Exontberganc | Amplifikationslédnge (Basenpaare
LPA1-R MmO00439145_m1 2-3 68

LPA2-R MmO00469562_m1 2-3 116

LPA3-R MmO01312593_m1 1-2 158

LPA4-R MmO01312593_m1 2-3 76

LPA5-R Mm01190818 m1 1-2 60

PRG1 MmO00724102_m1 2-3 71

Referenzgene fur Normalisierung Assay ID

GAPDH 4352932E

elF1A MmO00456651_m1

Pgkl MmO00435617_m1

HPRT Primer sense: 5-ATCATTATGCCGAGGATTTGGAA-3’

antisense: 5’-TTGAGCACACAGAGGGCCA-3
Sonde: 5-TGGACAGGACTGAAAGACTTGCTCGAGATG-3

Fiar die Effizienzbestimmung

der gqRT-PCR-Primer veufdr alle Assays Hippocampus-

cDNA aus der Maus verwendet. Eine Ausnahme bildelienAssays fur den LPA3- und den

LPA5-Rezeptor. Da festgestellt wurde, dass diesgebeRezeptoren nicht im Gehirn exprimiert

wurden, wurde hier Milz-cDNA aus der Maus eingesetz
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3.7 Bakterienstamme und Zelllinien

Tabelle 6: Ubersicht tiber verwendete Bakterienstammm und Zelllinien

Bakterienstamm | Genotyp Bezugsquelle

E. coliXL1 Blue | encAL gyrA96(nal’) thi-1 recAl relAl lac ginv44 F[ - Tn10proAB" lacl® | Stratagene
A(lacZ)M15] hsdR17¢ m¢")

E. coli XL 10Gold |endAl ginV44 recAl thi-1 gyrA96 relAl lac The A(mcrA)183 A(merCB-hsd | Invitrogen
SMR-mrr)173tetR F'[proAB laclqgZAM15 Tn10TeR Amy CmR)]

Zelllinie Bezeichnung Bezugsquelle

HEK293 humane embryonale Nierenzelllinie DMSz

N1E-115 Maus-Neuroblastomzelllinie ATCC

NSC-34 neuronale Stammzelllinie Institut de Neioldgie de la
Méditerranée, Marseille, Frankreich

mES D3 embryonale Stammzellen der Wildtypzelllibi& | Federal Institute for Risk
Assessment, Berlin, Deutschland

3.8 Versuchstiere

Zur Isolierung von hippocampalen Neuronen wurdemitgert verpaarte C57/BL6-, fur al-
le Kontrollversuche zur LPA1-KO und LPA2-KO BalbCaMse verwendet, die aus der Zucht der
Forschungseinrichtung fur experimentelle MediziENF in Berlin bezogen wurden. LPA1-KO
und LPA2-KO-Tiere wurden von J.J. Contos und Kale¢37, 69] und die PRG1-KO-Maus von
T. Trimbuch und Kollegen generiert [77] und ebelsfal der FEM geztichtet.

3.9 Verwendete Puffer und Medien

3.9.1 Zell-Wachstumsmedium

Zelllinien: DMEM, 10 % FCS, 0,5 mM L-Glutamin, 1 %enicilin/Strepto-
mycin

2x Einfriermedium 20 % (v/v) DMSO, 20 % (v/v) Ghmol, 60 % (v/v) FCS, steril filt-
riert

Priméare Neurone: Plating-Medium

3 ml 20 % Glucose, 10 ml Pferdeserum (PAN) mit MEGIibco)
Medium auf 100 ml aufgefullt, steril filtriert
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Wachstumsmedium
Neurobasal A (PAN), 2 % B27, 0,5 mM L-Glutamin, 1 Bénicil-
lin/Streptomycin

Bakterien-Wachstumsmedien und -platten

DYT-Medium 16 g Bacto-Trypton, 10 g Hefeextraktt fig NaCl aufgefullt auf 1 |
mit H,O, pH 7,4, autoklaviert

DYT-Agar 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g Na®0, g Agar aufgefillt auf 1 |
mit H,O, pH 7,4, autoklaviert. Nach dem Abkuhlen auf4@50 °C
erfolgte Zugabe von Antibiotika

Puffer zur Herstellung hitzekompetenter Bakterien

TfB I-Puffer: 30 mM Kaliumacetat, 50 mM Mn£1100 mM RbCI, 10 mM Cag|l
15 % Glycerin, pH 5,8 (mit 0,2 N Hac eingestebtgrilfiltriert

TfB II-Puffer: 10 mM Na-MOPS, 75 mM Ca£l10 mM RbCI, 15 % Glycerin,
pH 7,0, anschlie3end steril filtriert

3.9.2 Agarosegel-Elektrophorese

10x TBE-Puffer: 108 g Tris, 55 g Borséaure, 40 mIT2D0,5 M pH 8,0, aufgefllt auf
1 I mit dH,O

10x TBE-Guanosin Puffer: 10x TBE-Puffer mit 2,8 ga&osin

10x DNA-Ladepuffer: 50 g Sucrose, 0,25 g Bromphblaal aufgefillt auf 200 ml mit
1x TBE-Puffer

3.9.3 Plasmidextraktion

TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI Puffer pH 7,2, 10 mM EDTA

Minipreplésung E1: 10 mM EDTA pH 8,0, 25 mM Tris-H@H 8,0, 100 pg/ml
RNaseA, 100 pg/ml Lysozym

Minipreplésung E2: 1 % (w/v) SDS, 0,2 M NaOH

Minipreplésung E3: 3 M Kaliumacetat, 11,5 % Essigsa
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3.9.4 Proteinisolierung

Proteinisolierungspuffer 20 mM Tris, pH 7,5, 0,2594crose, 1 mM EGTA, 5 mM
aus HEK-Zellen und EDTA, 25x Proteinase Inhibi@wrcktail (Sigma)
Gewebehomogenat

Proteinisolierungspuffer 50 mM Tris HCI pH 7,4, 3@/ NaCl, 1 % Triton X-100, 1,5 mM
fur LPA-Rezeptoren: MgGJ10 % Glycerol, 1 mM CaGl 10 mM Jodacetamid,
25x Proteinase Inhibitor Cocktail (Sigma)

3.9.5 Immunblot-Lésungen

3x Probenpuffer: 60 mM Tris, 10 % (w/v) Sacchardd) % (w/v) SDS, 5 mg
Bromphenolblau, aufgeftllt auf 10 mp®i

Sammelgel 3,75 %: 1,5ml Tris | pH 6,8, 750 pl Bbtresél Gel A, 300 pl Rotipho-
resé] Gel B, 3,45 ml dkO, 7,8 ul TEMED 60 pl 10 % Ammo-
niumpersulfat

Trenngel 12 %: 4 ml Tris 1l (pH 8,8), 6,4 ml Rotgresé] Gel A, 2,56 ml Rotiphore-
sd] Gel B, 3,04 ml dHO, 20 pul TEMED, 160 pl 10 % Ammo-
niumpersulfat

10x SDS-PAGE-Laufpuffer: 0,25 M Tris, 1,92 M Glycih % (w/v) SDS

Semi-dry Transfer-Puffer: 192 mM Glycin, 25 mM §;rR0 % v/v Methanol

10x Ponceau-Rot: 2 ml Ponceau S, 0,3 % (v/v) Torelssigsaure auf 1 | B aufge-
fallt
10x PBS: 80 g NaCl, 2 g KCl, 14,5 g MPOx2H,0, 2,4 g KHPO, aufgefullt

auf 1 1 dHO, pH 7,4

3.9.6 Sonstige Puffer und Lésungen

4 % PFA: 4 g Paraformaldehyd in 50 mfGHund 1 ml 1 M NaOH bei 60°C
aufgeldst, mit 10 ml 10x PBS versetzt, pH 7,4, 500 ml HO aufge-
fullt, filtriert, Zugabe von 15 % Sucrose

LPA-L6sepuffer: 1 ml 0,5 M Hepes, 1,38 ml NaCl, 271 M KCI, 10 pul 1 M CaGl
20 pul 0,5 M MgC}, 1 % BSA f{atty acid free Sigma), auf 10 ml mit
dH,O aufgefullt
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3.10 Allgemeine molekularbiologische Methoden

3.10.1 Herstellung hitzekompetenter Zellen

Um die Zellen fur die Aufnahme von Fremd-DNA kongrgtzu machen, wurden 1 | DYT-
Medium mit 5 ml einer dichtgewachsenen Bakterienkubeimpft und so lange im Schuttelkolben
bei 37 °C kultiviert, bis eine Ofg, von 0,5-0,6 erreicht wurde. Anschlie3end wurdenBakterien
in Eiswasser abgekihlt und in 4 vorgekihlte Zemgeinrohrchen Uberfuhrt. Die Zellsuspension
wurde 5 min bei 5000x g und 4 °C zentrifugiert. AmgelRend wurde jedes Pellet in 75 ml TfB I-
Puffer resuspendiert und fur 15 min auf Eis inkubiEs erfolgte eine erneute Zentrifugation; die
Pellets wurden in 10 ml TfB ll-Puffer resuspendigmnt in 50 ml-Rdhrchen Uberfiihrt. Nach einem
weiteren Zentrifugationsschritt (15 min, 3000x ¢g;@) wurden die Pellets in 2 ml TfB lI-Puffer
aufgenommen, in 400 pl-Aliquots in flissigem Stitoks schockgefroren und bei -80 °C aufbe-

wahrt.

3.10.2 Hitzetransformation in E. coli-Zellen

Hitzekompetentd=. coli XL1 Blue- oderE. coli XL10 Gold-Zellen wurden auf Eis aufge-
taut, mit 0,5-1 ug Plasmid-DNA vorsichtig gemiscimd fir 30 min auf Eis inkubiert. Anschlie-
Rend erfolgte der Hitzeschock fiir 30 Sekunden BeiGL Der Ansatz wurde sofort zuriick auf Eis
gestellt und mit 40@l DYT-Medium versetzt. Die transformierten Zellemnden 1 h unter Schiit-
teln bei 37 °C inkubiert und anschlie3end in eik@fben mit 250 ml DYT-Medium, versetzt mit
entsprechenden Antibiotika, Uberfuhrt. Die Zelleareen Uber Nacht bei 37 °C unter Schitteln

kultiviert.

3.10.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Der PCR-Ansatz setzte sich wie folgt zusammen: Tet@®{DNA (1-10 ng Plasmid-DNA
bzw. 100-200 ng genomische DNA), je 1 pl sense- amtiisense Primer (100 pM), 2 ul dNTPs
(2,5 mM), 1 ul 10x Polymerase Puffer, 1-5 U Polyaserund ddkD. Das Gesamtvolumen be-trug
25 pl. Fur die PCR-Fragmente, die fur die Klonigyamplifiziert wurden, wurde die HotStart und
Proof-Reading Polymerase Hercul@Seler Firma Stratagene, fiir die GenotypisierungenGi-

Taq “-Polymerase der Firma Promega verwendet.
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3.10.4 Minipraparation von Plasmid-DNA nach Birnboim/Doly

Eine E.coli-Kolonie wurde in 5 ml DYT-Medium, versetzt mit geptechenden Antibiotika,
ca. 16 h bei 37 °C unter Schutteln geziichtet. Aohsten Tag wurde die Ubernachtkultur bei ma-
ximaler Geschwindigkeit einer Tischzentrifuge 1 rbgi Raumtemperatur (RT) zentrifugiert. Der
Uberstand wurde vollstandig entfernt und verworf@as Sediment wurde in 200 pl Lésung E1
resuspendiert. Danach erfolgte die Zugabe von 20Qdgung E2-, ein 5-maliges Uberkopf-
Schwenken und eine ca. 3-minutige Inkubation beilRach Zugabe von 200 pl Losung E3, folgte
eine erneute Zentrifugation fiir 20 min. Der Uberdtavurde vorsichtig entfernt und das klare Ly-
sat mit 900 ul Isopropanol versetzt. AnschlieRenade 20 min zentrifugiert und das Prazipitat
mit 1 ml 70 % EtOH gewaschen. Das Pellet wurdel€amin an der Luft getrocknet und das
DNA-Pellet in 30 pl HO geldst.

3.10.5 Maxipraparation von Plasmid-DNA

Aus einer Ubernachtkultur wurde die Plasmid-DNA itfe des Nucleo BortPC100
Maxiprep Kits (Macherey-Nagel) nach Anweisung desdtkllers isoliert. Die DNA wurde in 100
ul TE-Puffer pH 8,0 aufgenommen, die Konzentratitiotpometrisch bestimmt und auf eine End-

konzentration von fg/ul durch Verdinnung mit TE-Puffer eingestellt.

3.10.6 Isolierung von genomischer DNA und Genotypisierung

Um die genomische DNA aus Schwanzbiopsien der K@iddau isolieren, wurde das InvisBrb
Spin Tissue Mini Kit der Firma Invitek verwendetieCDurchfiihrung erfolgte wie vom Hersteller
angegeben. 1 ul der gewonnenen DNA wurde fir dssldiel3ende Genotypisierungs-PCR mit
den spezifischen Primern (siehe 3.3) eingesetztarschlieRenden Agarosegel zeigte das PCR-
Produkt, amplifiziert mit LPA1-KO-Primern, eine Badmfur Wildtyp-Tiere bei 348 und fur LPA1-
KO-Tiere bei 227 bp. Das PCR-Produkt mit den LPA2-Rrimern zeigte eine Wildtypbande bei
249 und eine LPA2-KO-Bande bei 207 bp.
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3.10.7 Restriktionsverdau

FUr den Verdau wurde 1 pug Plasmid-DNA mit 1x U jestiktionsenzym behandelt. Be-
dingungen und Additive wurden gemalR Herstelleraegajewahlt. Die Inkubation erfolgte 30 bis
50 min bei 37 °C. Die DNA-Fragmente wurden ans@dred mittels Agarosegel-Elektrophorese
analysiert.

3.10.8 Agarosegel-Elektrophorese

Bei allen Versuchen wurde eine horizontale Gel-tEtgdhorese angewendet. Zur Herstel-
lung eines 1 %igen Gels wurden 1 g Agarose in 100xnTBE-Puffer aufgekocht, bis alle Be-
standteile vollstandig gelést waren. Um die DNA @l sichtbar zu machen, wurden dem noch
flissigen Gel 0,3uig/ml Ethidiumbromid zugegeben. Die aufzutrennenéeyben wurden mit 10x
DNA-Ladepuffer versetzt. Die Auftrennung der DNAadgte bei 80 V. Die Banden im Gel wur-
den mittels UV-Strahlung sichtbar gemacht und dlgitifgezeichnet.

3.10.9 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Proben wurden durch die Firma Eurofins MM@Beron sequenziert. Die erhalte-
nen Sequenzen wurden mit Hilfe einer Datenbankruritp://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi, mit
der Funktion Nucleotide-Nucleotide BLAST, verglichand der DNASISMAX-Software (Hita-

chi Software Engineering) ausgewertet.

3.11 Zellkultur

3.11.1 Auftauen und Einfrieren von Zellen

Zum Einfrieren wurden ca. 80 % konfluente Zellen ini PBS gewaschen und vom Boden
der Kulturflaschen abgeschabt. Die Zellsuspensiarde/5 min bei 900x g pelletiert. Das Pellet
einer T 75 (75 cf) Flasche wurde in 1,5 ml Medium resuspendiert debn jeweils 0,5 ml in ein
Einfrierréhrchen Uberfiihrt und mit 0,5 ml 2x Eiminmedium versetzt. Danach wurde die Zellsus-

pension auf —80 °C abgekuhlt und im Anschluss damafiiissigem Stickstoff gelagert. Um die
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eingefrorenen Zellen wieder in Kultur zu nehmenrden sie bei 37 °C rasch aufgetaut, 1 ml Zell-
kulturmedium zugegeben, gut resuspendiert und seitbbei 80x g zentrifugiert und das DMSO
durch Zentrifugation (4 min) entfernt. Das Pellairde im frischen Medium resuspendiert und in
eine T 25 (Flache = 25 d@nFlasche mit 10 ml Medium tiberfihrt.

3.11.2 Kultur und Passage

Die Zellen wurden in Zellkulturflaschen der GroR@5; T 75 und T 175 (175 &nin einer
5 %iger CQ-Atmosphére bei 37 °C kultiviert. Sie wurden jewez3 Mal pro Woche passagiert
und je nach Zellart und Zelldichte ausgediinnt. Deatden die Zellen mit einem Zellschaber in 3-
5 ml Medium abgeldst und anschlie3end 5 min bek3p@entrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml
Medium resuspendiert und auf das gewlnschte Voluawdgefullt. Die Zellen wurden auf neue

Zellkulturflaschen verteilt.

3.11.3 Beschichtung mit Poly-L-Lysin

Fir die Kultivierung von primaren Neuronen und HERZ ellen wurden die Petrischalen
bzw. Well-Platten entsprechend vorbereitet. In ell-Platten wurden zunachst Deckgléaschen
vorgelegt. Danach wurde fir mindestens 4 h oder tazht bei 37 °C mit Poly-L-Lysin (10
mg/ml Stocklésung geldst in dd8 Wasser) inkubiert. Kurz vor Zellaussaat wurdea Qieck-
plattchen bzw. Petrischalen 2-3x mit ddH(oder dPBS) gewaschen. Danach wurden die Zellen i
gewinschter Dichte ausplattiert.

3.11.4 Priméare hippocampale Zellkultur

Fir die Praparation primarer neuronaler Kulturemdea Mausembryonen im Embryonal-
stadium 18-19 verwendet. Der Unterleib des Muttestivurde gedtffnet und die Uteri entnommen.
Nach dem Dekapitieren der Embryonen wurde das Gefarsichtig entnommen. Die Meningen
wurden vorsichtig entfernt, die Hippocampi heraégpariert und in HBSS gesammelt. Anschlie-
Rend wurden die Hippocampi 2 Mal gewaschen undreneGesamtvolumen von 5 ml mit HBSS
aufgeflllt. Zum Gewebe wurde 100-500 pl Trypsirb (% Gibco) zugegeben und bei 37 °C inku-
biert. Nach 15-20 min wurde die Verdaulésung abganen und die Aktivitat von Trypsin durch
Zugabe von 3 ml Plating-Medium gestoppt. Zur Susfgenwurde 2 pl DNase zugefiigt und die
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Zellen sehr langsam mit einer feuerpolierten Papipette trituiert. Nach dem Absetzen nichtver-
dauter Bestandteile wurde der Uberstand in eins\®archen Uberfihrt und die Zellzahl mittels
Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die Zellen wurdenraifPoly-L-Lysin (verdinnt in Boratpuf-

fer) beschichteten Platten ausgeséat. Die Zelldislstledabei vom jeweiligen Experiment abhéngig.
Nach einer Inkubation von 3 h im Brutschrank wurdenZellen zweimal mit 1x PBS gewaschen

und in frischem Wachstumsmedium aufgenommen.

3.11.5 Transfektion

Transfektion von primaren Neuronen mittels Effeeten

Die Transfektion von priméren Neuronen erfolgtetatst Effectene-Transfektions-Reagenz
nach Angaben der Firma Qiagen. Zuerst wurden 13Ruffer EC in einem Reaktionsgefald vorge-
legt. Es wurden 1-2 pg DNA und 10 pl Enhancer zageg und gut gemischt. Der Ansatz wurde
ca. 5 min bei RT inkubiert. Anschliel3end erfolgieeeZugabe von 12-18 ul Effectene-Reagenz.
Der Transfektionsansatz wurde nun fur weitere 10 Io&i RT inkubiert. In der Zwischenzeit wur-
de das Medium von den Zellen durch 1 ml frischesliM®@ ersetzt. Der Transfektionsansatz wurde
vorsichtig auf die Zellen gegeben. Nach 1 h wurdienZellen gewaschen und im frischen Medium
wieder aufgenommen. Nach weiteren 24 bis 48 h landie Zellen zur weiteren Analyse verwen-
det werden.

Transfektion von HEK293-Zellen mittels Calciumphlbap

Zur Proteinisolierung wurden HEK293-Zellen vom Elasnboden abgeschabt, pelletiert,
resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. AnschlieRsurden 3x1bZellen pro cr beschichteter
Zellkulturschale bzw. Well-Platten ausplattiert.dde24 h wurde das Medium gewechselt und die
Zellen konnten transfiziert werden. Der Transfeksiansatz bestand aus einem Gemisch von 0,5
png DNA, 45 pl dHO, 4 ul Calciumchlorid (2,5 M) und 44l Hepes Puffer (pH 7,1-7,2). Die Vo-
lumina bzw. DNA-Konzentration beziehen sich aufeeffiache von 10 cmDer Ansatz wurde
gemischt und nach Ausbildung der Prazipitate tnoptgse in die Zellkulturschale pipettiert. Nach
1-2 Tagen wurden die Zellen lysiert und die Prategoliert.
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3.11.6 Behandlung mit LPA

Die LPA wurde in LPA-LOsepuffer gelost und als 29 Aliquots bei -20 °C eingefroren.
Die Stammloésung wurde kurz vor der Behandlung irtkdkurmedium oder in einem geeigneten
Puffer auf die bendtigte Konzentration verdinnts éte Medium wurde entfernt und die LPA-
Losung auf die Zellen gegeben. AnschlielRend wufdenih bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.
Bei Calciumexperimenten erfolgten eine direkte Aggilon und eine anschlieRende Messung oh-

ne Inkubationszeit.

3.12 Immunologische Farbungen

3.12.1 Immuncytochemie

Far immuncytochemische Untersuchungen wurden dierdfe in einer Dichte von 80-
100x1G in 12 Well-Platten ausplattiert. Nachdem die Zeksn gewiinschtes Wachstumsstadium
erreicht hatten, wurden sie mit eiskalter PFA-Sserbdsung 20 min bei RT fixiert. Nach der Fi-
xierung wurden die Zellen 3 Mal fir 10 min mit 1B8® gewaschen. Anschliel3end erfolgte eine
Permeabilisierung der Plasmamembran fur 3 min B€ #it 0,1 % (v/v) Triton X-100 mit Zusatz
von 0,1 % (w/v) Natriumcitrat in 1x PBS. Nach 3ngaiin Waschen mit 1x PBS folgte eine Blo-
ckierung mit 10 % (v/v) FCS-L6sung (in 1x PBS) bdi RT. AnschlieRend wurde mit einem pri-
maren Antikorper (verdinnt in 5 % FCS-LOsung) fiin Bei RT oder Gber Nacht bei 4 °C inku-
biert. Nach der Inkubation erfolgten 3 Waschsahtittd die anschlieRende Zugabe des sekundaren
Antikérpers (verdinnt in 5 % FCS-L6sung) fur 1 h B&. Als Kontrolle dienten Zellen, die nur
mit dem sekundaren Antikérper behandelt wurdenhNakubation mit dem sekundaren Antikor-
per wurden die Zellen erneut gewaschen und anganlak auf einem Objekttrager luftblasenfrei

mittels Immu-Mount (Thermo Scientific) eingedeckt.

3.12.2 Perfusion von Mausen

Um das Blutsystem der Mause auszuspulen, wurdeifidre mit einer isotonischen LO-
sung perfundiert und anschlieRend mit einem Fixigsmittel behandelt. Zuerst enthielten die Tie-

re entsprechend ihrem Gewicht eine Narkosel6surig1(Onl/20-25 g), ein Gemisch aus 10 ml
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Ketamin (CuraMED Pharma), 4 ml Rompun (Bayer He@ldre) und 36 ml 0,9 % NaCl. Sobald

sich die Mause in tiefer Narkose befanden, wuréeBdiuchdecke geotffnet und durch ein seitliches
Einschneiden der Rippen und das Hochklappen destimbes ein Zugang zum Herzen ermog-
licht. Eine Kanile wurde in den linken Ventrikelsdderzens gestochen, der rechte Vorhof geoff-
net und eine 0,9 %ige NaCl-Losung uber die Kanéldundiert. Nachdem die Leber entfarbt war,
erfolgte eine Fixierung des Gewebes mit einer 4emi@FA-Losung. AnschlieRend wurde der
Schadel getffnet, das Gehirn herausprapariert nrelnem Rohrchen Gber Nacht mit 4 % PFA

nachfixiert.

3.12.3 Vibratomschnitte

Das nachfixierte Gehirn wurde mehrmals mit 0,1 Md#&vaschen und in 4 %iger lauwar-
mer Agarose eingebettet. Die auspolymerisierte éggmmurde in einem Block herausgeschnitten
und das Gehirn mittels eines Vibratoms (Microm HM6/) zu 50 um dicken Schnitten verarbei-
tet. Die Schnitte wurden in 0,1 M PB gesammelt fimdmmunhistochemische Analysen verwen-
det.

3.12.4 Immunhistochemische Farbungen und DAB-Entwicklung

Die angefertigten Schnitte wurden zunachst in eBleckinglésung aus 10 % FCS, 0,1 %
Glycin, 0,1 % Lysin, 0,1 % Triton X-100 und 0,02 Thimerosal permeabilisiert und geblockt.
Nach 1 h Inkubationszeit bei RT wurden die Schmitie primarem Antikdrper verdinnt in Blo-
ckinglésung tUber Nacht bei 4 °C auf den Schnittdmlbiert. Am nachsten Tag wurde 3 Mal mit
0,1 M PB gewaschen. Es folgten 2 h Inkubation beinitt einem sekundaren, Biotin-gekoppelten
Antikorper, ebenfalls verdinnt in Blockinglosundie Triton X-100). Anschliel3end wurden die
Schnitte 3 Mal mit 0,1 M PB gewaschen und in ABGiluig aus dem DAB-Elite Kit der Firma
(VECTASTAIN®, Vector) 30 min bei RT inkubiert. Es folgte eimkiibation mit filtrierter DAB-
Lésung fur einige min (17,5 mg DAB in 25 ml 0,1 M Beldst und in Aliquots bei -4 °C gelagert).
Zur Verstarkung des DAB-Signals wurden 100 % CoCix6H,0, 80ul 1 % HN2NiOsSx6H0
auf 10 ml DAB-L6sung pipettiert. Nach erneutem West wurden die Schnitte vorsichtig auf
Objekttrager aufgezogen und mittels Immu-Mount edegkelt. Die Aufnahmen der Praparate

erfolgten am Elektronenmikroskop Leo 912 AB Omets, Firma Zeiss.
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3.13 Mikroskopische Aufnahmen von fixierten Préparaten

3.13.1 Konfokalmikroskopische Untersuchung

Die Untersuchung der fixierten Praparate erfolgieaimem Leica TCS SL Laser Scanning
Confocal Mikroskop mit 40X HCX PL APO, 1,25 NA 0déBX HCX PL APO, 1,4 NA OI-
Immersionsobjektiven. Die Aufnahmen wurden Ubekeeirtegrierte Kamera gemacht und mittels
einer LCS Lite-Software digitalisiert. Es wurdem efArgon-lonen-Laser fur Aufnahmen bei
488 nm und ein Helium-Neon-Laser fir 543 nm einggs@ufnahmen wurden durch die Uberla-
gerung mehrerer konfokaler Aufnahmen sogenanntgtgeks” angefertigt. Die Hintergrundkor-
rektur sowie die Uberlagerung unterschiedlichebKkanéale erfolgten gegebenenfalls mit der Soft-

ware des Konfokalmikroskops oder mit dem ProgranurelDraw.

3.13.2 Epon-Einbettung von Vibratomschnitten fur Elektromenikroskopie

Die Vibratomschnitte wurden zuerst in einer 1 %i@en) Osmiumtetroxid-Losung 10 min
bei RT inkubiert. AnschlieRend erfolgten 3 Waschisighfir 10 min mit 0,1 M PB-Ldsung. Mit-
tels einer aufsteigenden Alkoholreihe wurden dierite entwéassert: Schritt 1: 30 % (v/v) Ethanol
5-10 min, Schritt 2: 50 % (v/v) Ethanol 10 min. Fine Kontrastierung der Schnitte erfolgte eine
Inkubation bei 4° C uber Nacht in 75 % (v/v) Ethlama0,5 (v/v) Uranylacetat und 0,5 % (v/v)
Phosphorwolframséure, im Dunkeln. Am nachsten Bégid eine Entwasserung in 96 %igen (v/v)
Ethanol fir 10 min und in 100 %igen (v/v) Ethanit 10 min. AnschlieRend wurden die Schnitte
in 100 %igen (v/v) Ethanol und Kupfersulfat 2 Mék 5 min und in Propylenoxid 2 Mal fir 10
min inkubiert. Die Einbettung in Eponharz erfolgte3 Schritten: Schritt 1: 1:3 Eponharz und Pro-
pylenoxid fur 30 min; Schritt 2: — 1+1 Eponharz upbpylenoxid fur 30 min und Schritt 3: 3:1
Eponharz und Propylenoxid Giber Nacht bei 4° C invguschlossenen Glaschen. Am néchsten Tag
wurden die Schnitte auf Objekttragern platziert umtleinem Deckglaschen verschlossen. Fur das
Aushéarten des Eponharzes wurden die PréparateOBeC @iber Nacht inkubiert. Im Folgenden
wurden die Schnitte vom Deckglas und Objekttragddst und fur die weiteren Anwendungen am
Ultramikrotom vorbereitet. Am Ultramikrotom wurddfrdparate in 70 nm Schnittdicke angefer-
tigt.



Materialien und Methoden | 31

3.14 Proteinbiochemische Methoden

3.14.1 Affinitatsaufreinigung des PRG1-Antikorpers

Bevor der PRG1-Antikdrper aus dem Serum des imnerntes Kaninchens spezifisch iso-
liert werden konnte, sollten zuerst die Proteinétets einer Ammoniumsulfatfallung prazipitiert
werden. Daflr wurden 20 ml Serum in einem 50 ml4#RbBén 1 min bei 15.000x g pelettiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und mit 1x PBS auf esa@tvolumen von 30 ml gebracht. Die
Immunoglobuline wurden durch langsame Zugabe gjeséttigten Ammoniumsulfatiésung (End-
konzentration 1,64 M) und gleichzeitiges RuhreratifefDas Proteingemisch wurde fir eine weite-
re Stunde geruhrt und anschlieRend 20 min bei 08.@0und RT zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Prazipitat in 40 %igen)(YNH,).SOs-Losung resuspendiert. Es folgte
eine erneute Zentrifugation bei 10.000x g fur 20.nas Pellet wurde in 1x PBS gel6st und uber
Nacht dialysiert. Die Proteinsuspension wurde ireriDialyseschlauch gefillt und 2 h unter Rih-
ren gegen 1x PBS dialysiert. Es folgte eine Dialyser Nacht bei 4 °C und Rihren in frischem
PBS. Am nachsten Tag wurde erneut 2 h unter RUbgeRT gegen frischen PBS dialysiert. Wah-
renddessen erfolgte die Kopplung des Liganden amidirap™ NHS activated HP 1 ml-S&aule der
Firma GE Healthcare. 2 mg Ligand wurden im 1 ml plapgspuffer gelost. Die Kopplung des
Liganden an die Saulenmatrix und die Aufreinigueg éntikorpers tber die Saulen erfolgte nach
Angaben des Herstellers. Nach abschlieRender Blwiorde der Durchlauf gesammelt. Dazu
wurden zunéchst 0,3 ml 1 M Tris/Cl, pH 7,4 im Rdtec vorgelegt. Der eluierte Antikbrper wurde
mit 0,02 % Thimerosal versetzt und tber Nacht b& 4ind Rihren gegen 1x PBS dialysiert. Der

aufgereinigte Antikérper wurde aliquotiert und &0 °C aufbewahrt.

3.14.2 Isolierung von Fusionsproteinen

Fir die Isolierung von tiberexprimierten Proteinamden 2 x 10 HEK293-Zellen/Well in
die 6-Well-Platten ausgesat und am nachsten Tagfizéert. Nach 36 h wurde die Inkubation ge-
stoppt. Dafur wurde das Medium entnommen und dleezd Mal mit eiskalten PBS gewaschen.
Die Zellen wurden im Lysispuffer vom Boden der Biatabgeschabt und mittels eines Ultraschall-
stabes (Bandelin electronic, UW70, 3x 3 sek Impaigpeschlossen. Fir die Isolierung von LPA-
Rezeptoren wurde ein entsprechender JodacetantigendPuffer verwendet, der eine Alkylierung

der SH-Gruppen verhindern sollte, die wiederum @uxélation der SH-Gruppen und somit eine
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uneinheitliche Aggregatbildung zur Folge héatte. t&le einer Ultraschallbehandlung wurde die
Zellsuspension 1 h auf Eis inkubiert. Die Zellbrsiiltke wurden durch anschlieRende Zentrifuga-
tion bei 4 °C und 10.000x g entfernt und der Ulzardtim Western Blot analysiert.

3.14.3 Proteinisolierung aus Mausgewebe

Das Mausgewebe wurde je nach GrofRe in 1-3 ml Pigsespuffer in einem 15 ml-
Réhrchen mittels eines Homogenisators (Ultra-TURRAR25 basic, IKA Werke) homogenisiert.
Durch eine Zentrifugation fiir 10 min bei 4 °C un&@x g wurden nicht aufgeldste Gewebebe-
standteile pelletiert. Der Uberstand wurde abgenemmnd in ein neues GefaR uberfihrt. An-
schlieRend wurde eine Bestimmung der Proteinkoragon durchgefihrt. Die Proben wurden bei

-80 °C aufbewahrt. Die Behandlung von LPA-Rezeptayben erfolgte wie oben beschrieben.

3.14.4 Affinitatsaufreinigung der Fusionsproteine Uber pMas-Saulen

FiUr die Aufreinigung von Fusionsproteinen Uber usd8éulen (Miltenyi Biotec) wurden
die HEK293-Zellen mit Calciumphosphat in Petrisema{63,6 crf) transfiziert. Nach 24 h wurde
das Medium durch Waschen der Zellen mit eiskalté® Rntfernt. Die Zellen wurden in 1 ml
Lysis-Puffer abgeschabt und in 1,5 ml-Réhrchen fiiibet. Die Zellsuspension wurde fur 1 h auf
Eis belassen und dann 10 min bei 4 °C und 10.009engyifugiert. Der Uberstand wurde in ein
neues Reak-tionsgefald tberfiihrt und Gber uUMACSeB&udch Angaben des Herstellers aufgerei-
nigt. Die Proben wurden bei -20 °C gelagert undkalstrolle fur die Western Blot-Analysen ein-
gesetzt.

3.14.5 Préaparation der Synaptosomenfraktionen

Fir die Synaptosomenfraktionierung wurden priméaeaitdne in 6-Well-Platten (5x1ge
Well) ausplattiert und 14 Tage kultiviert. Fir jededparation wurden 3 Wells einer LPA-
Behandlung unterzogen. 3 Wells blieben unbehanaeltdienten als Kontrolle. Die LPA-Wirkung
wurde durch Abkihlen auf Eis gestoppt. Die Zellemrden in 1 ml eiskaltem PBS vom Boden
abgeschabt und anschlie3end pelletiert. Das Reliete in 1x PBS resuspendiert und in 9-fachem
Volumen dHO, versetzt mit Protease-Inhibitoren, lysiert. Siespension wurde durch Aufnahme

in eine 23G (9x) und eine 27G (6x) Kanule homodertisNicht geloste Zellbruchsticke wurde
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durch eine Zentrifugation bei 800x g 10 min entfe®er Uberstand wurde entnommen, in Ultra-
zentrifugationsrohrchen fur einen TLA 100.4 Rotbeifuhrt und bei 220.000x g 30 min zentrifu-
giert. Das Pellet wurde in 30-50 ul 1x PBS resudpt) die Konzentration bestimmt und mittels
Western Blot analysiert. Insgesamt wurden Zellen 8ounterschiedlichen Praparationstagen fur

die Untersuchung verwendet (n=3).

3.14.6 Quantifizierung von Proteinkonzentrationen

Um die Proteinkonzentration in einer Probe zu basin, wurde das Pief@8CA Protein
Assay Kit der Firma Thermo Scientific eingesetzite Durchfiihrung der Methode erfolgte nach
Angaben des Herstellers. Fiur die Messung wurdePdi¢einlésung 1:10 — 1:1000 vorverdinnt.
Die Inkubation erfolgte in 96-Well-Mikrotiterplatteftir 30 min bei 37 °C. Anschliel3end wurde die
Konzentration photometrisch bei einer Absorbtion 562 nm gemessen.

3.15 Immunblot

3.15.1 SDS-PAGE

Fiur die SDS-PAGE wurde ein 7,5 %iges bzw. 12%igagaerylamid-Trenngel mit einem
3,75 %igen Sammelgel verwendet. Die Elektrophor@swker wurde mit 1x SDS-PAGE Laufpuf-
fer beflllt. Zu den Proteinproben wurde 3x Probdfgnizugegeben. Eine Ausnahme bildeten hier
die Proben, die iber uMACS-Saulen aufgereinigt waydla der Elutionspuffer bereits SDS und
Bromphenolblau enthielt. Es wurde jeweils 1BpMercaptoethanol zugegeben und 5 min bei 95 °C
denaturiert. Anschlie3end wurde 1 [tMercaptoethanol zugegeben und die Proben auf @éhs G
aufgetragen. Die Proben fir die Analyse der LPAdp&aren wurden nicht denaturiert, um eine
Aggregation der Proteine zu vermeiden. Das Eintaufer Proben erfolgte bei 80 V. Sobald die
Proben das Trenngel erreicht hatten, wurde dier@panauf 110 V erhoht.

3.15.2 Western Blot

Im Anschluss an die SDS-PAGE wurden die Proteirne esite Nitrozellulosemembran

Ubertragen. Dazu wurden pro SDS-Gel 2 Filterpapieirge Nitrozellulosemembran und das Gel
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mit den aufgetrennten Proteinen fir 5 min in Bldfgugetrankt. Anschlielend wurden auf die
Anode des Gerates ein Filterpapier, die Membrag,IaS-Gel und ein weiteres Filterpapier ge-
legt. Nachdem Luftblasen und lberschiissige Flisiigktfernt wurden, erfolgte die Ubertragung
der Proteine vom Gel auf die Membran bei 16 Volt48 min. Um die Proteine zur Kontrolle des
Blots vortbergehend auf der Membran sichtbar zuhexacwurde diese mit Ponceau-Rot gefarbt,

welches anschlieRend durch Waschen mit 1x PBS wardéernt wurde.

3.15.3 Immundetektion der transferierten Proteine

Nach vollstdndiger Entfernung von Ponceau-Rot wuleleBlot bei RT mindestens 1 h in
10 % (w/v) Magermilch (in 1x PBS) geblockt. Im Amdass wurde der primére Antikdrper in der
entsprechenden Verdinnung in 2 ml 1x PBS zum Bigegen und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert.
Am nachsten Tag wurde der Blot 3x 10 min mit 1x RigSvaschen und anschlielend 2 h (oder
Uber Nacht, 4 °C) mit dem Peroxidase-gekoppeltduiS#rantikbrper in PBS bei RT inkubiert.
Zum Schluss wurde der Blot erneut 3x 10 min miPBS gewaschen.
Zum Nachweis des auf dem Blot gebundenen Antik@rparrde die Membran fir 1 min mit einer
Mischung aus ECL-Reagenz 1 und 2 (im Verhaltnig tnkubiert und danach zwischen 2 Folien
gelegt. Die entstandene Chemilumineszenz wurdehdinélegen und anschlielRende Entwicklung

eines Rontgenfilms sichtbar gemacht.

3.16 Quantitative Expressionsanalysen

3.16.1 Isolierung von total-RNA aus Zellen und Gewebe

Die Isolierung der total-RNA aus den Zellen und d@ewebe erfolgte mittels TRIZOk
Reagenz laut Herstellerangaben. Fir die Isoliedergotal-RNA aus primaren Neuronen wurden
diese zuerst in einer Dichte von 3%Hellen/cnt ausplattiert und dann sieben Tage kultiviert. Zum
Zellwachstumsmedium wurde 1 pM Cytosin-Arabinosegigoen, um das Wachstum von Microg-
lia zu vermeiden. Fir 5x bis 10X1@ellen wurde 1 ml des TRIZOL-Reagenz eingesetzt. Die
Zellen wurden nach Zugabe des Reagenzes vom BogleRealrischalen mit einem Zellschaber
abgel6st. Das Gewebe wurde in 1-2 ml des Reagen#genommen und mittels eines Homogeni-
sators (Ultra-TURRARX, T25 basic, IKA Werke) homogenisiert. Auf 1 ml TL" -Reagenz
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erfolgte eine Zugabe von 200 ul Chloroform. Naahi@ Inkubationszeit folgten 15 min Zentrifu-
gation bei 12.000x g und 4 °C. Die wassrige (ob&edse wurde in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal’
Uberfuhrt und mit 500 pl Isopropanol gemischt. Diésung ruhte fir 10 min bei RT und wurde
anschliel3end bei 12.000x g und 4 °C 10 min zewmfieft. Nach der Zentrifugation wurde der
Uberstand verworfen, das Pellet in 1 ml 75 %igetmBbl gewaschen und bei 7.500x g 5 min und
4 °C erneut zentrifugiert. Das erhaltene RNA-Pellatde an der Luft getrocknet und in 30 bis 50
pl ddHO resuspendiert. Die Konzentration und Reinheitgggvonnenen RNA wurden photomet-

risch bestimmt.

3.16.2 Synthese der cDNA

Die cDNA-Synthese erfolgte mittels eines High-CagyacDNA Transcription-Kits der
Firma Applied Biosystems. Die Durchfihrung der $wse erfolgte nach Anweisung des Herstel-
lers. Fur jeden Ansatz wurden 5 pg total-RNA eiegts die 1:5 mit ddkO verdinnt wurden. Fir
die Kontrolle (ohne MultiScribe Reverse Transcrggdawurde ein geringeres Volumen von 25 pl
und 2,5 ug RNA eingesetzt. Um sowohl die Qualitsitaaich die Quantitat der cDNA-Synthese zu
kontrollieren, wurde eine PCR mit 3-Aktin Primemrchgefihrt. Das-PCR Produkt wurde mittels

Agarose-Gelelektrophorese analysiert.

3.16.3 Quantitative Real-Time-PCR

Bevor eine quantitative Bestimmung der Genexpresgdiochgefiuhrt werden konnte, sollte
zunachst die Effizienz der Sonden geprift werdeerad wurde eine Standardkurve aus unter-
schiedlichen Verdinnungsstufen der cDNA erstethriSexprimierte cDNA wurde 1:5 in 5 Stufen
verdinnt. Die eingesetzte Menge an cDNA wurde mreriogarithmischen Funktion gegen die
Zyklenzahl (Ct) dargestellt. Anhand der Steigungdeudie Effizienz der Sonden nach folgender
Formel errechnet: (18°°9“"S-1*100. Die erhaltenen Effizienzen sollten zwisch@0 % und
110 % liegen. Fir die Effizienzbestimmung der guatien Real-Time-PCR (qRT-PCR)-Assays
wurde Hippocampus-cDNA aus der Maus verwendet.Mdieausgenommen waren die Assays flr
den LPA3- und den LPA5-Rezeptor. Da diese beidereperen nicht im Gehirn exprimiert wer-
den, wurde hier cDNA aus der Milz eingesetzt.

Bei allen gRT-PCR-Ansatzen wurden Zweifachbestimgaindurchgefuhrt und eine Was-

serkontrolle fir jedes Gen mitgefuhrt. Fur jedegebnis wurde eine Dreifachbestimmung (total-
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RNA Praparation von 3 unterschiedlichen Tagen) liygeélihrt. Um eine Kontamination mit ge-
nomischer DNA auszuschlie3en, wurden bei allen gadeten cDNA-Proben die Kontrollen ver-
wendet, welche bei der cDNA-Synthese ohne Reveraeskriptase mitgefuhrt wurden. Alle ver-
wendeten Reagenzien wurden von der Firma Applieabyitems bezogen. Exemplarisch ist in
Tabelle 7 ein Ansatz fur die Real-Time-Reaktiongéstellt.

Tabelle 7: Pipettieransatz fur ein Real-Time-PCR-Eperiment

Additive Vorgefertigte Assays (ul) HPRT (ul)
ddH,O 8 3,4

2x TagMan Universal PCR- |10 10
Mastermix

20x Primer und Sonde-Mix 1 -
Primer-Mix (Stock: 10 pmol) - 4,8
Sonde (Stock: 5 pmol) - 0,8
cDNA 1 1

Die verwendeten TagMan Sonden waren am 5-Endeemiém Reporter-Farbstoff (Fam: 6-
Carboxy-Fluorescein) und am 3’-Ende mit einem Qbenanarkiert. In der Tabelle 8 ist das Amp-

lifikationsprogramm fur einen Standard-RT-PCR-Lgateigt.

Tabelle 8: PCR-Bedingungen fur die Amplifikation

Schritt Temperatur in °C Zeit Zyklenzahl
1 50 °C 2 min

2 95 °C 10 min

3 95 °C 15 sek 40

4 60 °C 1 min

5 25°C 00

Die Auswertung und der Export der erhaltenen dgiteDaten erfolgte mittels einer 7500 Fast
System SDS Software (Version 1.3.1) der Firma AggbBiosystems. Die Expression der Zielgene
wurde relativ zu 2 nicht regulierten HaushaltsgeimenVerhaltnis gesetzt und auf diese Weise
normalisiert. Das dimensionslose Ergebnis der Bemagcg des Expressionsunterschiedes (Ratio)
wurde wie folgt angegeben:

1. Bildung des\Ct-Wertes

ACt = Ct Zielgen — Ct Referenzgen
2. Berechnung des Ergebnisses

Ratio = 24¢
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Alle nach der PCR erhaltenen Daten wurden mitteisaben beschriebenen Formeln berechnet
und anschlieRend mittels Microsoft Excel Softward=orm eines Diagrammes graphisch darges-
tellt.
Fur die Bestimmung der x-fachen mRNA-Menge von PR@W. Tujl in undifferenzierten, zu
Neuronen oder Kardiomyocyten ausdifferenziertenrgoralen Stammzellen wurde folgende Be-
rechnung verwendet:

o(Ct PRG1 oder Tujl Normal-Gen — Ct PRG1 oder Tigsten); (Ct GAPDH Normal-Gen — Ct GAPDH Testgen)
Dabei diente cDNA aus undifferenzierten Zellen Alsrmalisierungsgen®. Das ,Testgen” stellte

in diesem Fall cDNA aus differenzierten Neuroneerddardiomyocyten dar.

3.17 Fura-2-Messung

Fur die Bestimmung intrazellularer €&onzentrationen wurden primare Neurone in 6-
Well-Platten ausplattiert (5x¥@ellen/Well) und 5-6 Tage kultiviert. Am Tag deresung wur-
den die Zellen mit Fura-2/AM-Farbstoff der Firmavimogen (Endkonzentration 2 uM) beladen
und 30 min bei 37 °C im Brutschrank unter Standaditigungen inkubiert. Der Fluoreszenzfarb-
stoff Fura-2 ist zellmembranpermeabel und dientimtizellularer Calciumindikator. Aufgrund
hoher und selektiver Calciumaffinititat ist Furgfi? die Messungen im physiologischen Bereich
(~ 0,1x10°) sehr geeignet. Das Acetoxymethylester wird inZfte durch Esterasen hydrolysiert.
Auf diese Weise entsteht ein nicht membranpermedtag/carboxylat-Indikator. Nachdem zwei-
wertige Calciumionen gebunden werden, kommt esreer &eranderung in der Struktur des elekt-
ronischen Energieniveaus und damit zu einem getemdeAbsorptionsverhalten des Fura-2-
Molekils. Nach der Inkubation wurde das Glasplé&tcin die Messkammer eingespannt und an
das Perfusionssystem angeschlossen. Die Zellenewdinot 5 bis 10 min mit Hepes (15 mM) ge-
pufferter HBSS-L6sung (Biochrom, pH 7,4) mit eirfdussrate von 1 ml/min gespult und an-
schlieRend 10 bis 15 min inkubiert. Die Aufnahmefolgten mittels Calcium-Imaging-Systems
(Till-photonics GmbH), angeschlossen an ein in@®&/mpus Mikroskop (1X70). Um die Kon-
zentration von freiem Calcium zu bestimmen, wurdiedzhst eine Ratio-Messung bei 340/380 nm
in einem Intervall von 10 sek durchgefuhrt. Die Akgtion von Agonisten erfolgte direkt auf die
Zellen. Einzelne Zellen wurden markiert und nach $tmulation sofort eine Calciumkinetik auf-
gezeichnet (alle 5 sek ein Bild). Danach wurden ZBden mit Hepes gepufferter HBSS gewa-

schen und fir mindestens 15 min ruhen gelassemwy leéve erneute Stimulation stattfinden konn-
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te. FUr die pharmakologischen Stimulationen wurigeHBSS-Ldsung von den Zellen entfernt und
durch Inhibitor-Losung ersetzt. In Tabelle 9 sidlé aerwendeten Inhibitoren zusammengefasst,
die im Rahmen dieser Arbeit fur die Calcium-Messamgingesetzt wurden.

Tabelle 9: Zusammenfassung verwendeter Inhibitoren

Substanz Inhibierung Inkubationszeit | Endkonzentration Lésungsmittel | Hersteller
Pertussistoxin (PTX) @Protein 10 min 100 ng/ml 0 Calbiochem
®-Agatoxin TK P/Q-Typ-C&'*- 5 min 2 uM HO Biomol
(w-Aga-TK) Kanéle
U-73122 PLC-Agonist 5 min 5uM DMSO Calbiochem
U-73343 PLC-Antagonist 5 min 5uM DMSO Calbiochgm
Xestospongin C (XeC) HR 5 min 1uM DMSO Biomol
®-Conotoxin-GVIA N-Typ-C& -Kanale | 5 min 500 nM O AnaSpec
(w-Con)
Nifedipin L-Typ-C&"-Kanale | 5 min 10 uM DMSO Tocris
SNX-482 R-Typ-C&-Kanale | 5 min 1uM KD Toctris
Thapsigargin (Thg) CaATPase direkte 5 ug/ml DMSO Tocris
Applikation

Fir jede Versuchsreihe wurden neuronale Kulturen3ainterschiedlichen Préparationsta-
gen verwendet. Dabei wurden mindestens 2 Glaspéittand 50 Zellen gemessen, um ein Ergeb-
nis fur die Dreifachbestimmung zu erhalten. Augraljesammelten Daten zu einem Experiment
wurden zunachst die Mittelwerte gebildet. Anscheie® erfolgte eine statistische Auswertung mit-
tels der SPSS Statistics 17.0 Software. Fiur digsssghen Analysen wurde der Student’s t-Test
oder der Mann-Whitney-U-Test unabhangiger Stichpnokingesetzt. Als statistisch signifikant
wurde ein Unterschied zweier Stichproben mit einelVert kleiner als 0,05 betrachtet. Alle Un-

terschiede, die einen grof3eren p-Wert hatten, wuatiestatistisch nicht signifikant behandelt.

3.18 SynaptopHIluorin-Messungen

Fur die SynaptopHIluorin-Messungen an lebenden Zdliee imaging wurde ein Vektor-
Konstrukt verwendet, welches fur folgende Gene &ddVesikel-Membranprotein, Synaptophysi-
nl (Sytl) und pH-sensitives GFP (pHluorin). DasmRip beruht darauf, dass ein pHluorin an dem
N-terminalen-Ende des Sytl fusioniert und so imelem des Vesikels lokalisiert ist. Durch den
saureren pH-Wert von ~ 5,5 im Vesikel-Lumen wird &uoreszenz des pHluorins bis zum Zeit-
punk der Exozytose unterdriickt. Nach der Vesikisiftzung und Anderung des pH-Wertes auf
das des extrazellularen Milieus (~ 7,3) kommt eginer starken Fluoreszenzzunahme des pHIluo-
rns.
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Hippocampale Neurone wurden in 12-Well-Platten emier Dichte von 8x10Zellen/Well
ausplattiert und 7-10 Tage kultiviert. Es folgtaesiTransfektion mit Effectene. 3-5 Tage spater
erfolgte die Messung. Die Halfte des Wachstumsmmasdiwurde 2 Mal in der Woche durch fri-
sches Medium ersetzt. Fir die Messungen wurderDdekglaschen in eine Messkammer mit
HBSS-L6sung, versetzt mit 1 pM Tetrodotoxin (Togrigberfuhrt. Fur die Aufnahmen wurde auf
transfizierte Zellen fokussiert, die keine zu seafkxpression von SynaptopHluorin zeigten. Das
live imagingerfolgte an einem inversen Mikroskop (IX81, Olympunit einer hochauflosenden
CCD-Kamera (F-View IlI, Soft Imaging System GmbH}¥ ®urde ein 100x Ol-Objektiv mit NA
von 1,3 und GFP-Filterset (DCLP 505, BP 525/50pesgetzt. Die Aufnahmen erfolgten alle 2 sek
mit einer Gesamtdauer von 8 min. Die Zugabe von ld@ar L-Glutamat erfolgte direkt auf die
Zellen, sobald mindestens 10 Bilder aufgenommerderowaren. Nach der Messung wurde um
jedes Vesikel, abhéngig von der Grof3e (2 bis 4 jgm§ ROI gesetzt und die Fluoreszenzintensitat

und Dauer im Verlauf der Serie mit der Software de(http://rsb.info.nih.gov/ij/) bestimmt.

3.19 FuraRed C&*-Messung

Fir die Bestimmung der Calciumkonzentrationen im signaptischen Terminalinen wurden
primare hippocampale Neurone in 12-Well-Platterpkaisert (8x16 Zellen/Well) und 4-5 Tage
kultiviert. AnschlieRend erfolgte eine transientarisfektion mit SynaptopHIluorin mittels Effecte-
ne. Die Zellen wurden weitere 3-4 Tage kultivieg die Messung erfolgte. Fur die Messung wur-
den die Zellen mit FuraRed/AM-Farbstoff (Firma tnegen) beladen und 30 min bei 37 °C im
Brutschrank unter Standardbedingungen inkubierthNger Inkubation mit FuraRed wurden die
Zellen fur weitere 30 min bei RT in Hepes (15 mM)pgfferter HBSS-L6sung inkubiert um das
Uberschissige FuraRed von Zellen zu entfernen. ®asplattchen wurde anschlieRend in die
Messkammer mit HBSS-L6sung, versetzt mit Tetrodiot@¢k M), eingespannt. Fur die Aufnah-
men wurde auf transfizierte Zellen fokussiert, kiéne zu starke Expression von SynaptopHIluorin
zeigten. Die Messung erfolgte an einem inverserrddikop (1X81, Olympus) mit einer hochaufl6-
senden CCD-Kamera (F-View I, Soft Imaging Systeml®). Es wurde ein 100x Ol-Objektiv
mit NA von 1,3 und GFP-Filterset fur SynaptopHIlumo(DCLP 505, BP 525/50) und FuraRed-
Filterset fur FuraRed (FuraRed Céound 490) eingesetzt. Die Aufnahmen erfolgter 8llsek
mit einer Gesamtdauer von 3 min. Die Zugabe von EFAlgte direkt auf die Zellen, sobald min-

destens 10 Bilder aufgenommen worden waren. NachMdssung wurde um jeden SynaptopH-
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luorin-positiven Bereich, abhéngig von der GroR®i€4 pm), eine ROI gesetzt und die Fluores-

zenzintensitat im Verlauf der Serie mit der Sofv&@ell*P (Olympus) bestimmt.
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4 Ergebnisse

4.1  Expressionsstudien von PRG1

4.1.1 Polyklonaler Peptidantikorper gegen PRG1

Um Funktions- und Lokalisations-UntersuchungenPIiR&1-Proteins in komplexen Pro-
teinpraparaten und Zellkulturversuchen durchfitmekénnen, sollte ein spezifischer Antikdrper
gegen PRG1 gewonnen werden. Zur Herstellung dekipoblen Antikdrpers wurden Kanin-
chen mit kurzen synthetischen Peptidsequenzenheedientisch zu zwei unterschiedlichen Be-
reichen des C-Terminus von PRG1 waren, immuniéidbildung 7 C). Die Antiseren flur beide
Peptide waren bereits vorhanden und sollten im Rahdreser Arbeit auf ihre Spezifitat hin un-
tersucht und das reaktivste Serum mittels Affisithtomatographie Uber eine Festbettsaule auf-
gereinigt werden. Insgesamt waren vier Seren arskaninchen fir die beiden Peptide vorhan-
den. Abbildung 7 (A und B) zeigt die Spezifitdt dertiseren gegen beide Immunisierungspepti-
de vor der Aufreinigung im Immunblot.

Auf dem Blot ist rekombinantes eGFP-mPRG1-Fusiaostegn, Proteinhomogenat aus
Maus-Neocortex am postnatalen Tag 10 und 15 (P#iOR1%) und das Zelllysat aus HEK293-
Zellen, welche eGFP-mPRG1 Fusionsprotein Uberexgrien, aufgetragen. Die Abbildung 7
zeigt die Immunblots fur das Peptid mit den AS $&1538 und das Peptid mit den AS 660 bis
673. Banden, welche von Seren erkannt und ungeiiiuer Héhe des theoretischen Molekular-
gewichtes von PRGL1 (83 kDa) detektiert wurden, smtdPfeilen markiert.
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Abbildung 7: Spezifitatstest der Antiseren vor derAufreinigung.

Dargestellt sind reprasentative Immunblots den&nfligung stehenden Immunseren vor der Affinitédtsanigung.

Fir jedes Peptid wurden zwei Kaninchen immunisied daher insgesamt vier Seren dem Spezifitatatestzo-
gen.A: Immunblots fir das Peptid, dessen Sequenz zwisgbemS 524 und 538 im C-terminalem Bereich liegt.
Das Tier# 1 zeigte eine Immunantwort und kann séwab rekombinante PRG1 als auch das endogeneirPirote
Gewebelysat erkennen (mit Pfeilen markiert). Dasi®eaus dem Tier# 2 zeigte nicht die gewlnschteifig flr
PRGL1.B: Darstellung beider Seren gegen die Peptidsequeereich der AS 660 und 673. Das Serum aus Tier# 1
zeigte eine starke Immunantwort und hohe Spezijgdeniber PRG1. Tier# 2 zeigte nur unspezifisaeBn und
konnte das rekombinante PRG1 nicht erken@erZweidimensionales Topologiemodell des PRG1-Pret@iWCBI-
Nummer AF541279) mit rot gekennzeichneten Antikéepeennungssequenzen und ausgeschriebenen Peptidse-
guenzen. Rekombinantes eGFP-mPRG1, uUber pMacsrSéulégereinigt, Totalproteinlysat aus dem Maus-
Neocortex (P10 und P15, 40ug), HEK-Zelllysat naehm ttansienten Uberexpression mit dem eGFP-mPRG1-
Fusionsprotein.

Nach dem Spezifitatstest im Western Blot zeigt Alasserum aus Tier# 1 fur das Peptid,
dessen Sequenz in der C-terminalen Region zwisB&e660 und 673 liegt, das beste Ergebnis
(Abbildung 7 B). Das Serum weist nicht nur ein sfigzhes Signal in der Spur mit dem rekom-
binanten und uberexprimierten PRG1-Protein mit eetem Molekulargewicht nach, sondern
erkennt auch das endogene PRG1 aus Maus-NeocAtifgund dieser Ergebnisse wurde dieses

Antiserum fur die Affinitatsaufreinigung des PRGhwkorpers verwendet. Die tbrigen Seren
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wurden aufgrund ihrer unzureichenden Spezifitatviogiteren Experimenten auf3er Acht gelas-
sen.

Nach der Aufreinigung sollte zunachst gepruft wardeb das Experiment erfolgreich
verlaufen war. Anschliel3end sollte der gewonnen&RRntikorper mehreren Spezifitatstests
unterzogen werden. Dafur wurden Immunblots hergested die Bindungsspezifitdt des Anti-
korpers Uberprift. In Abbildung 8 sind die WestBiots dargestellt, welche mit aufgereinigtem
anti-PRG1 inkubiert wurden. Die Abbildung 8 A zedje hohe Reaktivitdt des aufgereinigten
Antikérpers gegeniber dem rekombinanten und endogPRG1-Protein. Der Antikorper detek-
tiert keinerlei unspezifische Banden und keine éfigtundsignale. Dies spricht fur eine erfolg-
reiche Aufreinigung des Antikorpers aus dem Serum.

Weiterhin wurde ein Test durchgefuhrt, bei dem walbrder Immunreaktion anti-PRG1
in Kombination mit BSA oder dem Immunisierungspeéphkubiert wurde. Dieses Experiment
diente der Bestatigung der AntikOrper-SpezifitaasDErgebnis ist in der Abbildung 8 B und C
gezeigt. Die Zugabe von BSA hatte keinerlei Auswigien auf das Bindungsverhalten des Anti-
korpers und liefert ein identisches Muster zu Adiorlg 8 A. In Abbildung 8 C wurde préasentiert,
dass der gesamte Antikorper vollstandig an das mar§thuss vorliegende Peptid gebunden hat
und demnach kein Signal entstand. Auf diese Waismte zusétzlich die Spezifitat des Antikor-

pers demonstriert werden.

A & B [0 C &
& o & e & o
& & < &
& & & & & &
= g‘*é - e‘“é ”z(a e‘“é
A < <
kDa ¢ < kDa & < kDa ¢ <
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47,5— 475 —[ 47,5~
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anti-PRG1 anti-PRG1 + BSA anti-PRG1 + Peptid

Abbildung 8: Spezifitatstest des aufgereinigten PRG Antikorpers.
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A: Der aufgereinigte Antikorper erkannte sowohl rekgrabtes als auch endogenes PR&1Die Detektion erfolg-
te mit anti-PRG1 in Kombination mit BSA. Das Bandwrster blieb identisch zu dem in Abbildung @. Fir die
Inkubation mit anti-PRG1 und Immunisierungspeptahhten keine Banden detektiert werden. In jedensivgr
wurden affinitdtsaufgereinigtes eGFP-mPRG1-Fusimtsp und 30 g Proteinlysat aus Maus-Neocortégedra-
gen. BSA und Immunisierungspeptid 1 mg/ml in 1x PBS

Bereits in friheren Untersuchungen konnte mittedstiern Blot-Analysen gezeigt wer-
den, dass PRGL1 spezifisch im Gehirn exprimiert jif@]. Mit dem gewonnenen Antikdrper
sollte nun Uberpruft werden, ob tatsachlich auck BRG1-Protein nur im Gehirn hergestellt
wird. Dies wurde ebenso auch fur andere Gewebderehgnd analysiert. Daftir wurden aus un-
terschiedlichen Mausgeweben Proteine isoliert umdnimunblot mit dem anti-PRG1 detektiert.
Abbildung 9 zeigt das Ergebnis: Eine Bande in Hébe ungefahr 90 kDa war nur im Gehirn zu
erkennen. In keinem der weiteren untersuchten Gewsehnte ein Signal fiur PRG1 oder unspe-
zifische Banden nachgewiesen werden. Als Beladwmisile der aufgetragenen Proteinmenge
im Western Blot wurde anti-GAPDH verwendet. Der §deich der GAPDH-Banden in den Ge-
webehomogenaten zeigte eine gleichmallige Proteitined).

<1

P oS [ < »
kDa G et (0P T W e g

175 =

83 —

anti-GAPDH

Abbildung 9: PRG1-Protein ist gehirnspezifisch.

Reprasentativer Immunblot verschiedener Mausgewhs. verwendete Proteinhomogenat stammt aus eler P
Maus. 30 pg Protein fir jedes Gewebe wurden ihréfR& nach aufgetrennt. Die Detektion der trangfemeProte-
ine erfolgte mit anti-PRG1 und zeigte ausschlidf3lin Gehirn eine PRG1-Bande. Die aufgetragene Protnge
wurde durch anti-GAPDH markiert.

Um weitere Beweise fir die Spezifitat des Antikggoeu liefern, wurde ein Western Blot
erstellt, auf dem das Proteinlysat aus dem Gelnrer @#RG1knock out(KO)-Maus aufgetragen
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wurde. Als Kontrolle diente das Gehirn-Proteinlysater Wildtyp-Maus. Das Ergebnis ist in
Abbildung 10 dargestellt.

Die Kontrolle zeigt fir das anti-PRG1 typische Sigim Immunblot mit einer klaren
Bande um die 90 kDa. Im Gegensatz dazu konnte IBanele im PRG1-KO-Hirngewebe detek-
tiert werden, was die Spezifitat des Antikorperdggiitig beweist.

& ©
&> &>
& &
kDa
175 —
- e —
62 —
anti-PRG1
475
Remmezmo Gt

anti-B-Aktin

Abbildung 10: PRG1-Antikorper zeigt keine Bande imPRG1-knock out-Gehirn.

Das Gesamtproteinlysat aus dem Gehirn einer WitdfyRRG1-WT) und einer PRG1-KO-Maus (PRG1-KO) wurde
in der SDS-PAGE aufgetrennt und mit dem PRG1-Ampikd detektiert. Als Beladungskontrolle diente ebDetek-
tion von R-Aktin, aufgetragene Proteinmenge: 30ug.

Um die Spezifitat des in dieser Arbeit aufgerei@mg®ntikdrpers nachzuweisen, wurden
mehrere Immunblots mit unterschiedlichen Versuabisgn durchgefiihrt. Insgesamt konnte mit
allen durchgefiihrten Tests gezeigt werden, dasaufieinigung erfolgreich verlaufen ist und zu

dem gewiinschten Ergebnis fuhrte, einen hochspeaéis Antikdrper gegen PRG1 zu gewinnen.

4.1.2 PRG1 ist spezifisch in Neuronen exprimiert

Aus friheren Untersuchungen und aus in dieser Adokobenen Daten geht hervor, dass
eine PRG1-Expression ausschlie3lich im Gehirnfstddt. Dartiber hinaus wurden parallel zu
dieser Arbeit immunhistochemische Analysen in Hilmstten der Maus durchgefihrt (in Zu-
sammenarbeit entstandene und mittlerweile von Tuchlket al. publizierte Daten), welche die
Lokalisation von PRGL1 in glutamatergen Neuronegteei [77]. Allerdings wurde bis jetzt auf
Proteinebene noch nicht nachgewiesen, in welchdsubgypen des ZNS das PRG1-Protein vor-

kommt. Dartber hinaus wurde noch nicht untersuatZelllinien neuronalen Ursprungs eben-
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falls PRG1 exprimieren. Um dies experimentell ztetsuchen, wurden Proteine aus primaren
Neuronen-, Astrozyten- und Microglia-Kulturen isoti und einer Western Blot-Analyse unter-
zogen. Zuséatzlich wurden Proteinpréparationen atsrdlogen Zelllinien analysiert. Nach dem
Transfer der Proteine aus dem SDS-Gel wurde dehwgis mit anti-PRG1 mittels Immunblot
erbracht.

Wie in Abbildung 11 A ersichtlich ist, konnte eistarke PRG1-Bande nur in primaren
hippocampalen Neuronen detektiert werden. Im Agteor und Microglia-Zelllysat war dage-
gen auch nach langerer Exposition keine BandelschAls Kontrolle des Proteingehaltes fir
den ensprechenden Zelltyp wurden die Blots andditid mit bekannten Markern flir Neuronen-
spezifisches Klasse IIl 3-Tubulin (anti-Tujl), Moglia-Zellen (anti-lba-1) und Astrozyten (anti-
GFAP) inkubiert.

Die Abbildung 11 B zeigt eine PRG1-typische Bandein murinen Neuronen. Weder in
der neuronalen Stammezelllinie (NSC-34) noch inMeuroblastoma-Zelllinie (N1E-115) konnte
eine Bande mit anti-PRG1 detektiert werden. Die RgKZellen wurden als nicht neuronale
Zellen als Kontrolle verwendet. In beiden Experite@nwurde anschlielend 3-Aktin als Kontrol-

le fur die Proteinkonzentration untersucht.
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Abbildung 11: PRG1-Expressionsnachweis in primarerZellkulturen und heterologen Zelllinien.

A: Primare Zellen wurden aus embryonalen bzw. frigtrmtalen Mausen isoliert und anschlief3end dieduipm-
palen Neurone 7 Tage, die Microglia-Zellen und éayten 14 Tage kultiviert. 20 pug Proteinextrakteraden in
einer SDS-PAGE-Gelelektrophorese ihrer Grol3e nafdetrennt. Eine Detektion erfolgte mit anti-PR@#hti-Tujl
als Kontrolle fiir die Neurone, anti-lba-1 als Markér Microglia und anti-GFAP als Marker fir Astrgen. Als
Ladekontrolle erfolgte eine anschlielende Inkulmatitt anti-B-Aktin.B: Extrahiertes Proteinlysat aus Zelllinien
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wie NSC-34 feural stem cells N1E-115 (Maus-Neuroblastom), HEK293utman embryonic kidngynd primaren
hippocampalen Neuronen als Positivkontrolle. Esdenr20 pg Protein pro Spur aufgetragen. Immunbilotsien
anschlieBend mit einem [3-Aktin-Antikdrper inkubjevelcher als Nachweis der Ladekontrolle diente.

Die erzielten Ergebnisse auf Proteinebene habesigigedass PRG1-Protein nicht nur im
Gehirn, sondern spezifisch in Neuronen exprimiarttwSowohl in Astrozyten oder Microglia-
Zellen als auch in verschiedenen neuronalen Zgtirkonnte keine Bande fur PRG1 im Im-

munblot detektiert werden.

4.1.3 PRG1-Expression wahrend der Entwicklung des ZNSdier Maus

Das Expressionsmuster eines Proteins wahrend degcklungsstadiums eines Orga-
nismuses kann wichtige Hinweise im Hinblick aufngeiFunktion geben. Frihere und eigene
Untersuchungen zeigten eine Spezifitdt von PRGN&irrone. Es sollte nun in weiteren Studien
untersucht werden, wie die Expression von PRG1 evithder Entwicklung des ZNS in der
Maus reguliert ist. Um dieses Ziel zu erreichenyden zwei unterschiedliche Versuchansatze
verfolgt. Zum einen wurden die Transkriptionsniveauf mRNA-Ebene mit Hilfe einer quanti-
tativen Real-Time-PCR (qRT-PCR) untersucht, zumeasrd wurde parallel die Genexpression
auf Proteinebene im Immunblot analysiert. Es wurdeterschiedliche Entwicklungsstadien aus
dem Hippocampus zwischen dem embryonalen Tag 16) (i#id dem postnatalen Tag 60 (P60)
sowie Neocortex E14 bis P60 fur die Untersuchurfggangezogen. Am embryonalen Tag 14 ist
der Hippocampus noch nicht vollstdndig ausgebildet demnach fir die Untersuchung nicht
geeignet. Um die relative Genexpression bestimmerkdnnen, wurden zundchst geeignete
Housekeeping Gen@eferenzgene) getestet und ausgewahlt. Fir altersuchungen wurden
zwei Housekeeping Gengingesetzt. Zur besseren Ubersichtlichkeit welllen nur Auswertun-
gen bezogen auf eidousekeeping Gengezeigt. Die Normalisierung der Transkriptionshguf
keit erfolgte anhand der Menge von ubiquitar expiten GAPDH (Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase). Im Western Blot dienteki8rAals Kontrolle fur die Konzentration
der aufgetragenen Proben.

Die gewonnenen Ergebnisse aus den beiden angewakdtoden waren in ihrer Ge-
samtaussage konform. Die qRT-PCR zeigte eine gerifrgnskription der PRG1-mRNA im
Hippocampus am E16 (Abbildung 12 A). Im weiterermviioklungszeitrahmen des Hippocampus

konnte eine Erhdhung der Expression festgestelitieve wobei die maximale Konzentration der
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PRG1-Transkripte am P10 erreicht wurde. Auf Praieeme konnte eine schwache PRG1-Bande
ab E19 detektiert werden (Abbildung 12 B). Die h#iét der Banden zeigte mit zunehmender
Entwicklung, wie auch bei der gqRT-PCR, eine imntérkere Auspragung mit einem Peak zwi-
schen P10 und P15. Im Neocortex deckten sich djedfisse aus qRT-PCR und Immunblot
(Abbildung 12 C und D). Die starkste PRG1-Expressiaurde in frihen postnatalen Stadien
gezeigt. Im Vergleich zum Hippocampus wurde im Netex sowohl auf mRNA- als auch auf

Proteinebene ein spaterer Start fur die PRG1-Egmesiachgewiesen; das Maximum wird hier

erst im Stadium P15 beobachtet.
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Abbildung 12: Regulation der PRG1-Expression wahred der Entwicklung im ZNS der Maus.

Quantitative RT-PCR- und Immunblot-Analysen des RHE&pressionsverhaltens wéahrend der Entwicklung von
Hippocampus und Neocortex der Maus. Fur die Analysarde das entsprechende Hirnareal prapariertdanaus
total-RNA bzw. Proteine isoliert. Die Ergebnisse fién Hippocampus der gRT-P@Rdecken sich mit denen des
ImmunblotsB und zeigen die starkste PRG1-Expression am pasmalag 10-15. Die Analyse im Neocortex zeig-
te die starkste PRG1-Expression am postnatalenl®dg der qRT-PCRC und im ImmunbloD. Fir die Untersu-
chung wurde das Gewebe aus mindestens drei Maeseimigt. Als Normalisierung diente del®usekeeping Gene
GAPDH. Die Werte sind Mittelwerte +SD von n = 3 Expnenten. Fur die Immunblots wurden 10 pg Proysart

in jeder Gelspur aufgetragen. Anti-3-Aktin dienke laadekontrolle der Proteine.
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In einem weiteren Schritt sollte die Expression \RRRG1-Protein im Cerebellum und
Bulbus olfactorius im Immunblot semiquantitativ tsesnt werden (Abbildung 13 A und B).
Sowohl im Cerebellum als auch im Bulbus olfactonusrde ein ahnliches Expressionsmuster
wie im Hippocampus und Neocortex beobachtet. Ddsgene PRG1 wurde auch in diesen Ge-

weben in frihen postnatalen Stadien am starkstennesert.
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Abbildung 13: PRG1-Expression wahrend der Entwickling von Cerebellum und Bulbus olfactorius.

Die Proteine wurden aus Cerebellum und Bulbus tfacs der Maus zu unterschiedlichen Zeitpunkten Eiet-
wicklung isoliert und in der SDS-PAGE aufgetrenDie Detektion der transferierten Proteine erfolgti anti-
PRGL1 und R-Aktin als Ladekontrolle, 10 pug Proteim $pur wurden verwendet.

Eigene Untersuchungen haben eine Spezifitat vd@1Pier Neurone nachgewiesen. Eine
weitere Untersuchung an der embryonalen StammzellD3 der Maus (mES) sollte zeigen, ob
die PRG1-Expression wahrend der neuronalen Difieeeangin vitro beeinflusst wird. Dabei
handelt es sich um pluripotente Zellen, die ausidleeren Zellmasse der Mausblastocyste ge-
wonnen wurden [107]. Pluripotente embryonale Staell®z besitzen das einzigartige Potential,
zu allen Geweben zu differenzieren und kdnnen salsiein Modellsystem zur Analyse der fru-
hen Entwicklungsprozesse, wie gievivoim Embryo ablaufen, verwendet werden. Bei Kultivie
rung mit dem Leukamie-inhibierenden Faktor (mLIF@rden die embryonalen Stammzellen in
ihrer Differenzierung gehemmt und verbleiben im iffedenzierten Zustand. Zur Differenzie-
rung von mES zu adulten Neuronen wurde das mLIEogei. Die dissoziierten Zellen wurden
auf gelatinebeschichteten Zellkulturschalen ausptatund serumfrei in einem neuronalem Me-
dium kultiviert. Durch die Préaparation des hangendsopfens Hanging dropMethode) erfolgte
die Differenzierung zu Kardiomyocyten [108-110].eDundifferenzierten und differenzierten

mMES in unterschiedlichen Stadien wurden von deesbruppe A. Seiler zur Verfligung gestellt
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und daraus die total-RNA isoliert. Weiterhin wurdl@NA synthetisiert und fir die gqRT-PCR-
Analysen verwendet.

Die Entwicklung neuronaler Zellen aus mES kann dowohand von zelltypspezifischen
Transkripten als auch durch elektrophysiologischgeschaften nachgewiesen werden [111-
113]. Die Ergebnisse der qRT-PCR zeigten eine Zmeatler PRG1-Expression im Verlauf der
Differenzierung der mES zu Neuronen (Abbildung BBreits nach 14 Tagen induzierter Diffe-
renzierung zu Neuronen war die PRG1-Expression asmld0-fache im Vergleich zu undiffe-
renzierten Zellen erhdht. Nach langerer Differenaig nahm die PRG1-Expression noch weiter
zu und zeigte eine 1000-fache Erhhung der mRNAgdaem Vergleich zu Kontrolle. Als Be-
statigung, dass es sich bei den differenziertete@dhtsachlich um Neurone handelt, wurden
zuséatzliche Expressionsanalysen mit neuronalem @ujthgefuhrt. Es zeigte sich, dass die
Tujl-Expression mit der zunehmenden Differenzieraleg embryonalen Stammzellen hin zu
Neuronen zunimmt. Herzmuskelzellen, die durch nmytiche Kontraktionen unter dem Mikros-
kop detektiert werden kdnnen [107, 114] exprimidoereits nach 10 Tagen Herzmuskelproteine
wie a-Aktinin und kardialesi-Aktin sowie spezifische lonenkandle [115, 116]. @agensatz zu
differenzierten Neuronen zeigten die differenziett@rdiomyocyten, welche als Negativkontrol-
le eingesetzt wurden, kaum nachweisbare mRNA-Trgtskfir PRG1.
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Abbildung 14: Relative PRG1-Expression in murinen mbryonalen Stammzellen in differenzierten bzw.
undifferenzierten Neuronen und Kardiomyocyten.

Aus der Maus-Stammzelllinie D3 wurde total-RNA isdl und cDNA synthetisiert. Fir die Anwendung wemd
undifferenzierte sowie zu Neuronen und Kardiomyenydifferenzierte mES in unterschiedlichen Stadieigesetzt
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(div = days in vitrg. Aus allen erhaltenen Ct-Werten wurde das Expwasserhaltnis von PRG1 bzw. Tujl zwi-
schen undifferenzierten Stammzellen und Neuronen Bardiomyozyten gebildet. Als Normalisierung dierdas
Housekeeping Gerf@APDH. Die Werte sind Mittelwerte +SD von n = 3@&ximenten.

Insgesamt wurde gezeigt, dass die hochste Expregsio PRG1-mRNA und -Protein in
verschiedenen Hirnarealen um die postnatalen Stdefiebis P15 stattfindet. Der Einsatz von
murinen embryonalen Stammzellen stellte dabei exdd!l fir entsprechende vivo Entwick-
lungsprozesse des ZNS und der Kardiogenese darExpeession der PRG1-mRNA stieg mit
dem Differenzierungsgrad der mES. Dies bestatigewy dass PRG1 vor allem in spaten Ent-
wicklungsstadien eine zentrale Rolle spielen muss die Proteinexpression im Laufe der Ent-
wicklung zunimmt. Die Kardiomyocyten sowie undi#erzierte mES zeigten eine vernachlassig-
bar geringe Expression von PRG1 in den getestdthe®, was erneut unterstreicht, dass PRG1

spezifisch und ausschlie3lich in Neuronen expritwiend.

4.2  Zellulare Lokalisationsanalysen

4.2.1 Lokalisationsstudien von PRGL1 in primaren hippocaadpn Neuronen

Die in dieser Arbeit generierten Ergebnisse zeigtan ersten Mal auf Proteinebene, dass
PRGL1 nicht nur spezifisch im Gehirn, sondern sptifin Neuronen exprimiert wird. Die in
Zusammenarbeit entstandenen und mittlerweile vom@uch et al. publizierten Daten wiesen
immunhistochemisch ebenfalls eine spezifische lisabn von PRG1 in Neuronen auf, was
zum Zeitpunkt der Erstellung dieser Daten nochtriekannt war [77]. Diese Erkenntnis lieferte
bereits wichtige Hinweise im Hinblick auf die Fuitkt des Proteins. Um die Lokalisation von
PRG1 subzellular noch weiter einzugrenzen, erwiesem immuncytochemische Untersuchun-
gen als notwendig. Fur diese Fragestellung halmmhsppocampale Neurone aus Mausembryo-
nen in Kultur als gutes Modellsystem bewéhrt. Berkurz nach dem Ausplattieren in geeigne-
tem Milieu beginnen dissoziierte embryonale Neuranmszudifferenzieren. Dabei durchlaufen
sie unterschiedliche Stadien, die gut charaktetisied in zahlreichen Arbeiten beschrieben wor-
den sind [117, 118]. Fiur die Analysen wurden prenkippocampale Neurone nach 2, 4, 7 und
14 Tagenn vitro fixiert und endogenes PRG1 mit verschiedenen Mprkéeinen fur Zellstruk-
turen immuncytochemisch doppelgefarbt.



Ergebnisse| 52

Um eine mdgliche Kolokalisation von endogenem PR@1Cytoskelettproteinen zu un-
tersuchen, wurden die Neurone nach 2 Tagefitro mit anti-3-Aktin und anti-Tujl geféarbt. Dis-
soziierte embryonale Hippocampus-Neurone bildez kiach ihrer Anheftung auf einem geeig-
neten Substrat motile Lamellipodien. Diese F-Akgichen Strukturen kondensieren nach unge-
fahr 12 h zu vier bis funf kurzen Fortsatzen. N@chagen in Kultur entwickelt sich einer der
anfangs gleichen Neuriten zum rasch auswachsenden.ie Lange der anderen Neuriten
bleibt dabei unveréndert [118, 119]. Die UberwietgeAnzahl der Neurone besald nach 2 Tagen
in Kultur einen solchen langen Auslaufer und mehidirzere Neuriten, die Tujl-positiv waren.
Die Ubersichtsaufnahme eines Neurons, das 2 Taljiwiétt wurde, zeigt eine gleichmaRige
Verteilung des endogenen PRG1 in der Plasmamen(Bizildung 15 A). Auch in den Somata
konnte ein Signal fir PRG1 detektiert werden. Daegvol3erte Aufnahme eines Wachstumske-
gels zeigt das endogene PRG1 in der periphereiny@ikhen und zentralen Region, in der Uber-
wiegend Mikrotubuli lokalisiert sind. Das 3-Aktinaw in Lamillipodien und Filopodien des
Wachstumskegels der Neurone lokalisiert. Das emdo§RG1 wurde ebenfalls in diesen Struk-
turen gepunktet detektiert und zeigte Kolokalisatiait dem 3-Aktin-Signal (Abbildung 15 B).
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Abbildung 15: PRGL1 ist in der Plasmamembran der hipocampalen Neurone nach 2 Tageim vitro lokalisiert.

Immuncytochemische Untersuchungen wurden an 2 Kabwierten (2 div) primaren hippocampalen Neunone
durchgefuhrtA Endogenes PRG1 wurde mit einem anti-PRG1 detektist mit anti-Tujl doppelgefarbt. Oben:
Ubersichtsaufnahme eines Neurons, unten: Vergro@ezines Wachstumskegels. Balken 5 |Brimmuncytoche-
mische Farbung mittels anti-PRG1 und anti-B-AkDben: Reprasentative Darstellung eines Wachsturetkeg
unten: VergréfRerung des markierten Bereichs. Badkesm 5 pm und unten 2,5 pm.

In Abbildung 16 sind Neurone dargestellt, welch&age kultiviert wurden. Eine Uber-
sichtsaufnahme des endogenen PRGL1 in einem NeigeasdStadiums ist in Abbildung 16 A
gezeigt. Nach 4 Tagen vitro differenzieren die Auslaufer der priméren hippopatan Neurone
zu Axonen und Dendriten und konnen mit spezifischtamkerproteinen detektiert werden. Um
zu untersuchen, ob PRG1 in Axonen und/oder Demdi&alisiert ist, wurde das endogene
PRG1 jeweils in Kombination mit entsprechenden Markteinen doppelgefarbt. Fir den
Nachweis von Axonen wurde das Axon-spezifische Mgrtotein Taul und fur Dendriten das
Dendriten-spezifische Mikrotubuli-assoziierte Pnot2 (MAP2) gewahlt.

Die Analyse zeigte eine Lokalisation des endogeRB&G1 im Zellkorper und in der
Plasmamembran der primaren hippocampalen Neurd@amiber hinaus konnte eine Lokalisati-
on von sowohl MAP2- als auch Taul-positiven Waadmstkegeln (Abbildung 16 B und C) in der

Zellmembran nachgewiesen werden.
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Abbildung 16: PRGL1 ist in axonalen und dendritischa Wachstumskegeln nach 4 Tageim vitro lokalisiert.

Repréasentative konfokalmikroskopische Aufnahmerpddampaler Neurone nach 4 Tagen in Kultur (4 div).
Ubersichtsaufnahmen einer immuncytochemischen Bgrvon endogenem PRG1 und Tujl. Das endogene PRG1
ist in der Zellmembran der sowohl MAP2-positiiBrals auch Taul-positived Wachstumskegel der hippocampa-
len Neurone vorhanden. Balken 10 pm.

Nach den Untersuchungen in jungen Neuromervitro wurde eine Lokalisation von
PRG1 in der Plasmamembran der neuronalen Fortséidein axonalen sowie dendritischen
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Wachstumskegeln nachgewiesen. Weiterhin solltesdiazellulare Verteilung des endogenen
PRG1 in Neuronen nach 7 und nach 14 Tagen in Kahatysiert werden. Nach 7 Tagen in Kul-
tur fangen die Neurone an, synaptische Kontakte deedritische Spines und axonale Termin-
alien auszubilden, und somit das neuronale Netzerstarken. Nach 14 Tagen in Kultur sind die
Zellen vollstandig ausgereift und stark polarisiértdiesem Stadium kénnen Axone und Dendri-
ten bis zu einer Lange von mehreren Millimeternvaachsen. Die Dendriten verzweigen sich
und die Axone bilden Kollateralen und funktionedigaptische Kontakte [25, 119, 120].

Die Abbildung 17 zeigt die Aufnahmen der immuncytemischen Farbungen von 7 Tage
kultivierten Neuronen. Das endogene PRG1 war ink@eder und in neuronalen Fortsatzen vor-
handen (Abbildung 17 A). Um die Lokalisation in Axen und Dendriten zu tberprifen, wurde
mit anti-PRG1 und anti-MAP2 bzw. anti-Taul doppé&get. Die Verteilung des PRG1-Proteins
in primaren hippocampalen Neuronen nach 7 Tagevitro zeigte ein starkes Signal in MAP2-
positiven Dendriten. In den Taul-positiven Axonemtte das endogene PRG1 ebenfalls detek-

tiert werden. Das Signal hier war jedoch schwaeltem den dendritischen Fortsatzen.
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Abbildung 17: PRG1-Lokalisation in hippocampalen Neironen nach 7 Tagerin vitro.

A: Reprasentative konfokalmikroskopischefnahme eines Neurons gefarbt mit anti-PRG1 unéTanl nach 7
Tagen in Kultur. Endogenes PRG1 wurde in MAP2-paesit DendriterB und in Taul-positiven Axone@ in pri-
maren hippocampalen Neuronen nach 7 Tageitro nachgewiesen. Balken = 10um.

Nachdem gezeigt wurde, dass PRGL1 in Neuronen ndegé&n in Kultur in Dendriten ei-

ne starkere Lokalisation als in Axonen zeigte,teah reifen, 14 Tage kultivierten Neuronen die
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PRG1-Lokalisation analysiert werden. Die Ergebnizsigen, dass das endogene PRG1 stark in
den Dendriten und kaum noch in den Axonen detdl#ierden konnte (Abbildung 18 A und B).
Eine besonders starke PRG1-Lokalisation konnteemakndritischen Dornfortsatzen, den soge-
nannten Spines, nachgewiesen werden. Bei den Sparetelt es sich um kleine Membranaus-
stulpungen der Dendriten. Solche Spines beinhalb@ohl Rezeptoren zur Erkennung der Neu-
rotransmitter als auch Mdglichkeiten zum Weitedeiter Signale [118]. Eine Lokalisation von
PRGL1 in solchen Strukturen gibt Hinweise darau$sd@RG1 moglicherweise an der neuronalen
Transmission beteiligt sein konnte.

A PRGI1 MAP2 PRG1/MAP2

14 div

B PRGI1 Taul PRG1/Taul

14 div

Abbildung 18: PRGL ist in den Dendriten und Spinesler hippocampalen Neuronen nach 14 Tageim vitro
lokalisiert.

Immuncytochemische Untersuchungen des endogenerl RR@iméren hippocampalen Neuronen nach 14 Tagen
in vitro. Endogenes PRG1 wurde in MAP2-positiven Dendr&etnd kaum in Taul-positiven Axond&hin prima-
ren hippocampalen Neuronen nach 14 Tdgesitro nachgewiesen. Balken = 10 um.
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4.2.2 PRG1 ist postsynaptisch lokalisiert

Die ersten Untersuchungen des endogenen PRGInmérnen hippocampalen Neuronen
nach 14 Tagen in Kultur, zeigten ein starkes Sigmaler Plasmamembran der Dendriten und
dendritischen Ausstllpungen (Spines). Diese inlidzee Verteilung von PRGL in reifen Neu-
ronen kdnnte auf seine Lokalisation in postsynap@a Endigungen hindeuten. Die im Zeitrah-
men dieser Untersuchung noch nicht bekannten Erggbmwurden mittlerweile von Trimbueh
al. publiziert und zeigten ebenfalls eine postsynap#&d okalisation von PRG1 [77].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden immuncytochemiscdingen mit anti-PSD-9p¢st
synaptic densit®5) und anti-VAMP2 yesicle associated membrane projeinirchgefihrt, um
die Lokalisation von PRGL1 in Synapsen zu UberpriB=n der Farbung von PRG1 in Kombina-
tion mit anti-PSD-95 konnte teilweise eine Kolokalion mit der postsynaptischen Dichte fest-
gestellt werden. Das endogene PRG1 war punktfoumglas Signal der postsynaptische Dichte
nachweisbar (Abbildung 19 A). Das VAMP?2 ist eineigtales Membranprotein der synaptischen
sekretorischen Vesikel und ist demnach in prasysepn Terminalien lokalisiert. Endogenes
PRG1 war in dieser Doppelfarbung nicht mit VAMP2di@lisiert, was eine prasynaptische Lo-
kalisation weitgehend ausschlief3en Iasst (AbbildLe&).
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Abbildung 19: PRGL1 ist in den postsynaptischen Terinalien lokalisiert.

Repréasentative konfokalmikroskopische Aufnahmeferdiippocampaler Neuronemmuncytochemische Untersu-
chungen wurden an Neuronen, welche 14 Tage kuttiwarden (14 div), durchgefiihrt. Endogenes PRG1deu
mit anti-PRG1 und mit anti-PSD-9% bzw. anti-VAMP2B doppelgefarbt. Pfeile markieren beispielhaftelStelan
denen PRG1 mit gefarbten Markerproteinen kolokatisider nicht kolokalisiert war. Balken betragt .

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass RRjBigen unreifen Neuronen vitro
gleichmalig in der Plasmamembran der gesamtenndadinanden ist. Im Verlauf der Zelldiffe-
renzierung findet eine Polarisation der PRG1-Ldaion statt. Die Menge des Proteins nimmt
dann in den Axonen ab, wahrend sie in den Dendutehbesonders in dendritischen Spines zu-
nimmt. In reifen Neuronen konnte eine Lokalisatd@artber hinaus in postsynaptischen Struktu-
ren beobachtet werden.
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4.3  Expressionsanalysen der LPA-Rezeptoren wéahrend d€sehirnentwicklung der
Maus

Jungste Arbeiten zeigen, dass primare Neuronegita@us einer PRG1-KO-Maus, eine
geringere Fahigkeit zur Aufnahme eines fluoresnge® Phosphatidats besitzen. Die Generie-
rung einer PRG1/LPA2 Doppel-KO-Maus zeigte, dagsRieG1-Phanotyp kompensiert werden
konnte. Die Mause entwickelten sich normal und bek@ keine spontanen konvulsiven Anfélle.
Dartber hinaus wurde postuliert, dass PRG1 durtgrdktion mit anderen Proteinen und LPA
als Bindeglied die Transmitterfreisetzung auf deisinapse regulieren kann [77]. Die Gesam-
theit dieser Daten ist ein Indiz dafur, dass PRGrThl Interaktion mit Phospholipiden im synap-
tischen Spalt in die Signaltransduktion an der posptischen Seite eingreifen konnte.

In einem weiteren Teil dieser Arbeit sollte nunarsticht werden, welchen Einfluss LPA
auf primare Neurone in Kultur austbt und ob LPAdan neuronalen Transmission beteiligt ist.
Dafir sollten zunachst Expressionsanalysen durdhgeiverden, um die an diesem Prozess be-
teiligten LPA-Rezeptoren moglichst einzugrenzen.

Bislang sind fiinf G-Protein-gekoppelte Rezeptorekalnnt, welche LPA als Ligand spe-
zifisch binden kdnnen [53, 54, 121]. Kurzlich wund@a der Fachliteratur zwei weitere Rezepto-
ren beschrieben, die unter anderem LPA als Aganisésitzen [56, 122]. Jedoch ist bisher noch
nicht abschlieRend geklart, ob diese Rezeptoretiezd PA-Rezeptoren-Familie gehéren [123].
Aus diesem Grund wurden diese beiden RezeptordRaihmen dieser Arbeit aul3er Acht gelas-
sen. Es gibt mehrere Hinweise darauf, dass LPA{Remn im ZNS exprimiert werden und LPA
auch im Gehirn vorkommt [4, 124, 125]. Nach derdeéekung der ersten LPA-Rezeptoren wurde
die Expression mittels Northern Blot und weiterdurchin situ-Hybridisierung analysiert. An-
dere Gruppen haben die Expression mittels reveraesKriptase-PCR untersucht. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde die Expression der mRNA-Traipgkraller bekannten LPA-Rezeptoren im
ZNS wahrend der Entwicklung mittels der moderned sensitiven Methode der quantitativen
Real-Time-PCR detailliert analysiert.

Dafir wurde total-RNA aus verschiedenen Hirnregiomee Hippocampus, Neocortex,
Cerebellum und Bulbus olfactorius der Maus wahme&dEntwicklung vom embryonalen Tag 14
(E14) bis zum postnatalen Tag 30 (P30) isoliere Baraus synthetisierte cODNA wurde fiur die
anschlielienden Untersuchungen eingesetzt. Hippamaonmpd Bulbus olfaktorius sind am emb-
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ryonalen Tag 14 noch nicht ausgebildet. Aus die&mmd wurden hier die Analysen ab dem
E16-Stadium durchgefihrt.

Abbildung 20 gibt die Ergebnisse dieser Untersugeangraphisch wieder. Insgesamt
konnte fur den LPA1-Rezeptor eine Expression iaraljetesteten Hirnarealen gezeigt werden.
Im Hippocampus und Neocortex ist die Expressionetity gleich stark und bleibt im Zeitver-
lauf der Entwicklung relativ stabil. Im Cerebellltammt es kurz nach der Geburt zu einer Zu-
nahme der Menge an mRNA-Transkripten fir LPAL. loiBis olfactorius zeigte das Stadium
E19 die hochste Expression der mRNA-Niveaus. Impblgampus war die Expression des
LPA2-Rezeptors nahezu identisch zu der des LPAERers. Im Neocortex, Cerebellum und
Bulbus olfactorius konnte im Zeitverlauf der neuatmm Entwicklung eine Abnahme der Expres-
sionsstarke in postnatalem Gewebe beobachtet wellden PA4-Rezeptor war ebenfalls in al-
len untersuchten Arealen prasent. Seine Expressibm in postnatalen Stadien des ZNS ab. Fir
die LPA3- und LPA5-Rezeptoren konnte keine Expmssler mRNA in den getesteten Hirn-

arealen nachgewiesen werden.
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Abbildung 20: Expression der LPA-Rezeptoren im ZNSler Maus wahrend der Gehirnentwicklung.

Quantitative-RT-PCR-Analysen der Expression von HRdzeptoren im Hippocampus, Neocortex, Cerebellath u
Bulbus olfactorius wéhrend der Gehirnentwicklunge EnRNA-Expression in unterschiedlichen Regionendgu
von E14 bzw. E16 bis P30 untersucht. Fir jede Assalyurde das Gewebe aus mindestens drei Mausentiswid
vereint. Die mRNA fir LPAL, 2 und 4 konnte in allentersuchten Hirnregionen und Entwicklungsstadiachge-
wiesen werden. Die Niveaus der LPA3- und 5-mRNAemanicht nachweisbar. Zur Normalisierung der Erdgdm
diente GAPDH. Die Werte sind Mittelwerte +SD flrr8 Experimente.

4.4  Lokalisation und Expression der LPA-Rezeptoren in piméren hippocampalen

Neuronen

In weiteren Untersuchungen sollte die subzellulzokalisation der LPA-Rezeptoren in
primaren hippocampalen Neuronen nach 2, 4 und e vitro analysiert werden. Dafur
wurde zuerst mittels qRT-PCR uberpruft, welche Remen zu diesen Zeitpunkten in priméren
hippocampalen Neuronen vitro exprimiert werden. Zur Validierung der Analysenrden vier
verschiedene Housekeeping Gene getestet (GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase, elF1A: Translationsinitiation Faktar Pgkl: Phosphoglycerat Kinase 1 und
HPRT: Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferasevor dasjenige ausgewahlt wurde,
welches in den zu analysierenden Proben nicht isxgwbar. Als Referenzgen wurde hier aus
Grunden der geringeren Regulation wahrend der nalen Differenzierung Pgkl eingesetzt.
Allerdings war sogar Pgk1l in kultivierten Neurormnunterschiedlichen Differenzierungsstadien
so reguliert, dass nur ein Vergleich der mRNA-Nigaon LPA-Rezeptoren innerhalb eines
Stadiums und nicht in verschiedenen Stadien umizneier moglich war. Es wurde in primérer
Zellkultur beobachtet, dass eine Kontamination Gliazellen bestehen kdnnte. Solch eine Kon-
tamination wirde die Ergebnisse der gqRT-PCR vattfi@s. Um dies zu vermeiden, wurde der
frisch ausplattierten Neuronenkultur ein Prolifemashemmer (Cytosin-Arabinosid, 1 uM) zuge-
setzt, der das Wachstum der Gliazellen inhibierte.

Die Ergebnisse der gqRT-PCR aus 2 Tage kultivienigpocampalen Neuronen sind in
Abbildung 21 A gezeigt. Eine starke Expression weufdr die LPAl- und LPA2-Rezeptoren
detektiert. Im Vergleich dazu war die Expressios dBA4-Rezeptors relativ gering und LPA3-
und LPA5-mRNA-Transkripte konnten nicht detektietrden. Aus diesem Grund wurden die
Rezeptoren LPA3 und LPAS5 von immuncytochemischealysen ausgeschlossen. Die immun-
cytochemische Farbungen des LPA4-Rezeptors wartgruaad unzureichender Spezifitat der



Ergebnisse| 64

kommerziell erhaltlichen Antikdrper nicht moglicB4gten nicht gezeigt). Nur die intrazellulare
Verteilung der LPA1- und LPA2-Rezeptoren in printéNeuronenn vitro wurde untersucht.

Bevor die immuncytochemischen Analysen beginnemten, wurde die Spezifitat der
verwendeten Antikérper Gberprift. Mit dem LPA1-Addtiper konnte im Wildtyp-Gewebe eine
Doppelbande auf der Hohe von ~ 41 kDa detektierdere Der LPA2-Antikorper zeigte eine
starke Bande bei ungefahr 39 kDa (Abbildung 21).Gegensatz dazu zeigten die verwendeten
Antikorper keine Banden im als Kontrolle verwendetatsprechenden KO-Gewebe.

Die Resultate der immuncytochemischen Untersuchumige primaren Neurone nach 2
Tagen in Kultur sind in Abbildung 21 C und D wiedegeben. Sowohl der endogene LPA1- als
auch der endogene LPA2-Rezeptor wurden in den Waokskegeln der Neuriten detektiert.
Beide Rezeptoren wurden in Form eines gepunktetgmS nachgewiesen. Das Cytoskelett der
aktinreichen Strukturen wie Filopodien und Lamalipen wurde mit anti-3-Aktin dargestellt.
Der LPA1-Rezeptor zeigte teilweise Kolokalisatioit solchen Strukturen und war im periphe-
ren Bereich aktinreicher Filopodien und Lamellipadiokalisiert. Darliber hinaus war der endo-
gene LPA1l-Rezeptor in zentraler Region des Waclskagels nachweisbar. Der LPA2-
Rezeptor war stark in den Neuriten und 3-Aktindrgizentralen Regionen des Wachstumskegels
vorhanden.
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Abbildung 21: Nachweis der LPA-Rezeptoren in primaen hippocampalen Neuronen nach 2 Tagen vitro.

A: Quantitative Real-Time-PCR-Analysen der Expressimm LPA-Rezeptoren in hippocampalen Neuronen,dTa
in vitro (2 div). Nachgewiesen wurde nur die mRNA-Expresgilen Rezeptoren LPA1, 2 und 4. Die mRNA-
Transkripte fur die Rezeptoren LPA3 und LPA5 wurahécht detektiert. Als Referenzgen wurde Pgkl verhet.
Die Werte sind Mittelwerte £SD fir n = 3 ExperimerB: Reprasentative Spezifitdtsanalysen der LPAL- UPd2-
Antikérper im Immunblot. Fir die Analysen wurde daoteinlysat aus einer Wildtyp-Maus (WT) sowie airger
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LPA1-KO oder LPA2-KO verwendet. Die Ladekontrolldodgte mit einem anti-Tubulin. Reprasentative konfo-
kalmikroskopische Aufnahmen hippocampaler Neuravedche nach 2 Tageim vitro fixiert und immuncytoche-
misch mit anti-LPA1C oder anti-LPA2D in Kombination mit anti-3-Aktin gefarbt wurden. AR- und LPA2-
Signal wurde in Wachstumskegeln der Neurone detekBalken betragt 5 um.

Des Weiteren wurden Untersuchungen in primarendtagmpalen Neuronen nach 4 Ta-
gen in Kultur durchgefihrt. Mittels gRT-PCR wurdeeipruft, welche LPA-Rezeptoren in kulti-
vierten Neuronen in diesem Differenzierungsstadexprimiert werden. Die Ergebnisse zeigten
ein gleiches Expressionsniveau fir LPA1- und LPAZ&ptoren in diesen Proben (Abbildung 22
A). Die mRNA-Expression des LPA4-Rezeptors war uas @-fache schwacher als die des
LPA1- oder 2-Rezeptors, die der LPA3- und LPA5-Reaeen war nicht nachweisbar. Immun-
cytochemisch wurde die subzellulare Lokalisatior schon in 2 Tage kultivierten Neuronen nur
fur die LPA1- und LPA2-Rezeptoren untersucht.

Das neuronale Tubulincytoskelett wurde mit antidTdargestellt. Wie in den Ubersichts-
aufnahmen ersichtlich, waren beide Rezeptoren iltk&per und in neuronalen Fortséatzen vor-
handen. Der endogene LPA1-Rezeptor zeigte einestaBignal im Wachstumskegel und war
sowohl im peripheren Bereich als auch in dessetralen Region nachweisbar (Abbildung 22
B). Das Signal fur den LPA1-Rezeptor war mit dem Vaij1 kolokalisiert. In 4 Tage kultivierten
hippocampalen Neuronen vitro war der endogene LPA1-Rezeptor, wie schon in 2= Tkayi-
vierten Neuronen in Filopodien und Lamellipodierrhanden. Der endogene LPA2-Rezeptor
zeigte ein schwaches, gepunktetes Signal im Wactsgkegel. In diesem Stadium konnte der
LPA2-Rezeptor Uberwiegend im Zellkérper und Fodsétder hippocampalen Neuronarvitro

nachgewiesen werden (Abbildung 22 C).
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Abbildung 22: Expression und Lokalisation der LPA-Rezeptoren in primaren hippocampalen Neuronen nach

4 Tagen in Kultur.

A: Quantitative RT-PCR-Analysen der mRNA-ExpressionlfPA-Rezeptoren in primaren hippocampalen Neuro-
nen nach 4 Tagen in Kultur (4 div). Nur die Expiressder LPA1-, 2- und 4-Rezeptoren wurde nachgesmieBie
Expression der LPA3- und LPA5-mRNA-Transkripte waimicht detektiert. Die Messwerte wurden auf Refere
gen Pgkl normalisiert. Die Werte sind Mittelwert8lxfur n = 3 Experimente. Konfokalmikroskopischefah-
men primarer hippocampaler Neurone nach 4 Tageiitro. Die immuncytochemische Farbung erfolgte mit anti-
LPAL B oder anti-LPA2C und mit anti-Tujl gegengefarbt. Beide Rezeptoreigten ein Signal in Tujl-positiven

neuronalen Fortsatzen. Balken betragt 10 um.
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Im Anschluss hieran wurde uUberprift, ob die sulbié Verteilung von LPA-
Rezeptoren nach 14 Tagen in Kultur identisch mit Hereits bekannten Mustern aus 2 und 4
Tage kultivierten hippocampalen Neuronen ist. Zuvarde die Expression der LPA-Rezeptoren
in 14 Tage kultivierten Neuronen Uberpruft. In Abdbbng 23 sind die Resultate dieser Untersu-
chung zusammengefasst.

Die qRT-PCR-Analysen zeigten, dass die Expresdes LPA1-Rezeptors in 14 Tage
kultivierten Neuronen im Vergleich zu der des LPR&zeptors um das etwa 6-fache niedriger
war (Abbildung 23 A). Die mRNA-Transkripte fur dikezeptoren LPA3, LPA4 und LPA5 konn-
ten in diesem Stadium der primaren hippocamaplamdenin vitro nicht detektiert werden.

In konfokalmikroskopischen Aufnahmen (Abbildung B} ist gezeigt, dass der LPA1-
Rezeptor in hippocampalen Neuronen nicht in MAP&ipeen Dendriten nachgewiesen werden
konnte. Ein starkes Signal des endogenen LPAl-Reekonnte in Zellen beobachtet werden,
welche morphologisch den Astrozyten ahnlich waieas Signal des LPA2-Rezeptors war so-
wohl mit MAP2-positiven Dendriten als auch mit Tapdsitiven Axonen Kkolokalisiert
(Abbildung 23 C). Daruber hinaus zeigte der endegeRA2-Rezeptor ein starkes Signal im
Zellkdrper der Neurone.

Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse aus immuncytoolen Untersuchungen sollte
die Expression des LPA1-Rezeptors in AstrozyteneisigRT-PCR Uberpruft werden. Als Kont-
rolle sollte der LPA2-Rezeptor dienen, welcher inmeytochemisch in 14 Tage kultivierten Neu-
ronen nicht in Astrozyten &hnlichen Zellen, sondariNeuronen detektiert wurde. Wie vermutet
zeigte das Ergebnis der gqRT-PCR eine starke Expresktes LPAl-Rezeptors in Astrozyten
(Abbildung 23 D). Die mRNA der LPA2-Transkripte walbbenfalls in geringen Mengen vorhan-
den, jedoch war ihre Konzentration um das 12-fapiénger im Vergleich zu der des LPAL-
Rezeptors.
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Abbildung 23: Expression und Lokalisation der LPA-Rezeptoren in primaren hippocampalen Neuronen nach
14 Tagenin vitro.

A: Quantitative RT-PCR-Analysen der Expression voAiEezeptoren in hippocampalen Neuronen nach 14rmage
in Kultur (14 div). Nur die mRNA-Transkripte fur @iRezeptoren LPA1 und LPA2, aber nicht fir LPA3jntl 5
wurden detektiert. Als Referenzgen wurde Pgkl eat. Die Werte sind Mittelwerte £SD flr n = 3 Eximente.
Reprasentativ&konfokalmikroskopische Aufnahmen primérer hippocatap Neurone, welche nach 14 Tagen in
Kultur immuncytochemisch mit anti-LPA1 und anti-MAB oder anti-LPA2 in Kombination mit anti-MAP2 bzw.
anti-TaulC gefarbt wurden. Balken betragt 10 [DrExpressionsanalysen mittels qRT-PCR fir LPAL- URé&2-
MRNA-Transkripte in Astrozyten. Als ReferenzgenntéePgkl. Die Werte sind Mittelwerte +SD fir n E8peri-
mente.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in frUHErdbrzierungsstadien priméarer hip-
pocampaler Neurone (2 und 4 Tagevitro) die LPAL- und LPA2-Rezeptoren eine starkere Ex-
pression im Vergleich zum LPA4-Rezeptor aufweisBre mRNA-Transkripte fir die LPA-

Rezeptoren 3 und 5 konnten in 2 und 4 Tage kutteeNeuronen mittels gRT-PCR nicht nach-



Ergebnisse| 70

gewiesen werden. Die Lokalisation der LPA1- und PHRezeptoren in diesem Stadium der kul-
tivierten Neuronen wurde im Soma und im Wachstumekbeobachtet. LPA1 zeigte ein starkes
Signal in den aktinreichen Strukturen der Lametlipo und Filopodien des Wachstumskegels.
Der LPA2-Rezeptor wies eine intensive Farbung im Neuriten der jungen Neuronen auf. In 2
Tage kultivierten Neuronen war der LPA2-Rezeptodén zentralen Region des Wachstumske-
gels lokalisiert.

In reifen, 14 Tage kultivierten Neuronen zeigtea Analysen mittels gRT-PCR, dass der
LPA1-Rezeptor in primaren Neuronen um das 7-facevacher exprimiert war als der LPA2-
Rezeptor. Immuncytochemisch konnte LPA1 in Zellashgewiesen werden, welche morpholo-
gisch Astrozyten ahnlich waren. Die gqRT-PCR-Analpestatigte eine Expression des LPA1-
Rezeptors in Astrozyten. Der LPA2-Rezeptor warigsem Stadium reichlich in Neuronen vor-
handen und zeigte in konfokalmikroskopischen Aumah eine gleichmaliige Verteilung im
Zellkorper sowie in den MAP2-positiven Dendriterdufaul-positiven Axonen. Es konnte keine
Expression der LPA3-, LPA4- und LPA5-Rezeptoreprimaren hippocampalen Neuronen nach

14 Tagerin vitro mittels qRT-PCR nachgewiesen werden.

4.5  LPA fithrt zum Ca?"-Anstieg in hippocampalen Neuronen

Frihere Untersuchungen an diversen Zelllinien wigdzPC12- oder N1E-115-Zellen
demonstrierten bereits, dass LPA Uber die Aktiigrivon intrazellularen Signalkaskaden zur
Erh6hung der intrazellularen CalciumkonzentratiGhrf [21, 126]. Bis jetzt war jedoch nicht
bekannt, ob LPA auch in priméren hippocampalen bigem einen solchen Effekt hervorrufen
kann. Durch eigene Untersuchungen mittels qRT-PGRdev prasentiert, dass hauptsachlich
LPA1- und LPA2-Rezeptoren in primaren Neuronen iemigrt werden. Die Signalkaskaden bei-
der Rezeptoren sind bereits bekannt und es entdtandermutung, dass LPA auch in Neuronen
zu einem intrazellularen €aAnstieg filhren kénnte. Diese Annahme sollte interen Untersu-
chungen analysiert werden.

Das intrazellulare Calcium im Soma der hippocampaleurone wurde durch Anwen-
dung von fluoreszierendem Fura-2/AM an einem imnmerSluoreszenzmikroskop gemessen. Fu-
ra-2/AM ist ein zellpermeabler Calciumindikator,rde Calcium-gebundenem Zustand eine
Spektralverschiebung der Lichtemission zeigt. DiEsgenschaft ermdglicht Ratiomessungen

und semiquantitative Aussagen Uber den intrazedinl&alciumspiegel. Zunéachst wurde der in-
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trazellulare Ruhespiegel des Calciums vor jedersMieg bestimmt, um anschlieBend das Ratio
errechnen zu konnen. Das LPA wurde direkt auf dibler appliziert und eine Zeitkinetik aufge-
zeichnet. In jedem Experiment wurden mindesten Deskglaschen von drei unterschiedlichen
Préaparationstagen der Neuronenkultur gemessenZ&ien wurden 6 bis 7 Tage kultiviert, be-
vor die Untersuchungen stattfanden. Fur die Kinetikden Einzelzellkbrper markiert und die
Veranderung der GiKonzentrationen im Verlauf der Messzeit mittelsc&uSoftware (Till-
photonics) bestimmit.

Fur die folgenden Experimente sollte zuerst die {&bhzentration optimiert werden. Far
die Erstellung der LPA-Wirkungskurve wurden untéredliche LPA-Konzentrationen von
100 nM bis 50 puM getestet. Geringe Calciumantwortemnten schon ab einer LPA-
Konzentration von 1 uM nachgewiesen werden (AblpigdR4 A). Die Wirkung von LPA auf die
intrazellulare Calciumkonzentration ist in einerrigentrations-Wirkungskurve in Abbildung 24
A dargestellt. Die starkste Wirkung wurde bei 50 LMA nachgewiesen (n = 50 Zellen, Cal-
ciumwert 124 +7,2 nM), wobei schon bei 10 uM LPAesstarke Reaktion der stimulierten Zel-
len erfasst wurde (n = 284 Zellen, Calciumwert 8822,6 nM). Eine Dosis von 10 uM ent-
spricht der physiologischen LPA-Konzentration intu®e und wird haufig in der Literatur fur
experimentelle Untersuchungen zitiert [8, 127, 1E8 die weiteren Calciummessungen wurden
daher jeweils 10 pM LPA eingesetzt. Abbildung 24dgt beispielhafte Aufnahmen hippocam-
paler Neurone vor und nach einem LPA-Stimulus (10).u

Die Abbildung 24 C zeigt, dass der LPA-induziertasfieg des Calciums bereits nach
wenigen Sekunden eintratt und transient war. Dasitlam des C&-Anstiegs wurde bereits
nach ca. 75 bis 85 sek erreicht. Nach dem Auswasebie LPA aus dem Messpuffer und einer
Pause von ca. 10-15 min konnten die Neurone eméutPA stimuliert und dadurch die Cal-

ciumantwort initiiert werden.
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Abbildung 24: LPA-induzierter Ca®*-Anstieg in priméren hippocampalen Neuronerin vitro.

Die zellularen C&-Signale wurden auf Basis der Einzelzellmessungitels Fura-2/AM bestimmtA: Die Kon-
zentrations-Wirkungskurve zeigt die Abhangigkeir dellularen C&-Konzentration von der applizierten LPA-
Menge in Neuronen. Die Werte sind Mittelwerte +SEM mindestens n = 3 Experimente, jedes mindestegis
GlasplattchenB: Fluoreszenzaufnahmen in Neuronen (6-7 div), daefiesh Falschfarben vor und nach LPA-
Stimulus (10 puM). Blau reprasentiert niedrige Qatckonzentrationen, in rot dargestellt sind die Bdre mit hoher
CalciumkonzentrationC: Eine Zeitkinetik der LPA-induzierten Calciumantwort ze&jn transientes Verhalten und
erreicht ihr Maximum zwischen 75 und 85 sek.

Um die an der Erhéhung der cytoplasmatischen Qalkonzentrationen beteiligten LPA-
Rezeptoren moglichst einzugrenzen, wurden zun&otfptessionsanalysen mittels gqRT-PCR in 7
Tage kultivierten hippocampalen Neuronen durchgefiibie Ergebnisse zeigten in diesem Sta-
dium die starkste Expression des LPA2-Rezeptordi{ding 25 A). Anhand dieser Ergebnisse
entstand die Hypothese, dass die Regulierung désindtzierten, cytoplasmatischen Ca
Anstiegs Uber den LPA2-Rezeptor erfolgt. Um didsmrge nachzugehen und die Hypothese zu
Uberprifen, wurden Calciummessungen an primarepobgmpalen Neuronen aus der LPA2-
KO-Mausin vitro durchgefihrt.

Die kultivierten hippocampalen Neuronen aus der 2HO-Maus zeigten keine LPA-
induzierte Reaktion im Hinblick auf einen Ca\nstieg (n = 244 Zellen, Calciumwert 8,6+0,2
nM, Abbildung 25 B). Um die Vitalitdt und Reaktidakigkeit der Neuronen zu beweisen, wurde
das LPA nach der Stimulation ausgewaschen und dlerZ anschlieend mit 100 mM L-
Glutamat (L-Glu) stimuliert. L-Glu ist ein Neurotramitter und bindet an die Liganden-
gesteuerten-lonenkanéle. Diese sind in Neuronerinaignt und lassen die Galonen aus dem
extrazellularen Milieu in die Zelle passieren [1280]. Die Neurone zeigten die zu erwartende
Erh6hung von intrazellularem Calcium nach L-Glu@tius (n = 182 Zellen, Calciumwert
146+1,2 nM). Zum Vergleich und zur besseren Ubhtsiurde parallel die Reaktion der Wild-
typ-Neurone in Abbildung 25 B dargestellt.
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Abbildung 25: LPA-induzierter cytoplasmatischer C&*-Anstieg in vitro wird tiber den LPA2-Rezeptor ver-
mittelt.

A: Relativer LPA1-, 2- und 4-Rezeptor mRNA-Gehalfphiméaren hippocampalen Neuronen nach 7 Tagen in Kul
tur. Der Nachweis der mRNA-Niveaus wurde mittelSTefRCR ermittelt und auf die Pgkl-Transkripte noiisiatt.

Die Werte sind Mittelwerte +SD fur n = 3 ExperimerB: Calciummessungen an primaren hippocampalen Neuro-
nen (6-7 div) aus Wildtyp- (WT) und LPA2-KO-Mauss Evurde mit 10 uM LPA stimuliert und die Zeitkireti
digital aufgezeichnet. Das LPA wurde nach der ardessung ausgewaschen und nach einer Pause v rb(?

mit 100 mM L-Glutamat (L-Glu) stimuliert.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen prdigeen, dass LPA zu einem Anstieg
der intrazellularen Calciumkonzentration in diffezeerten hippocampalen Neuronen nach 7 Ta-
genin vitro fuhrt. Die Expressionsstudien der LPA-Rezeptoref iTage kultivierten primaren
Neuronen lassen vermuten, dass der LPA-indizieafé-@nstieg iber den LPA2-Rezeptor ver-

mittelt wird. Calciummessungen in LPA2-defizientéauronen bekraftigen diese Annahme.

4.6  Untersuchungen der Signaltransduktion des LPA-verntielten Ca**-Anstiegs

Intrazellulare Signalkaskaden, welche durch deA2-Rezeptor aktiviert werden, sind
bereits vielfach untersucht [131-133]. Es wurddardings noch keine Studien in primaren hip-
pocampalen Neuronen durchgefiihrt. Nach der BindlegyLiganden und der Aktivierung des
Rezeptors kdénnen daran#ss, G- und Gyi1-Proteine binden. Sowohl;@ls auch 11 sind in
der Lage, die Phospholipase C (PLC) zu aktiviensas zur Synthese von Inositol-1,4,5-
triphosphat (IB) und anschlieBender Freisetzung vorf'Gais dem endoplasmatischen Retiku-

lum (ER) fuhrt. Im Rahmen dieser Arbeit sollten 8ignalwege, welche fir die LPA-induzierte
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Calciumfreisetzung von Bedeutung sind, zum ersteh iN primaren hippocampalen Neuronen
in vitro analysiert werden.

FUr diese Experimente wurden verschiedene, inLiteratur beschriebene Inhibitoren
eingesetzt. Als erstes sollte die Frage nach deslhirerten G-Proteinen geklart werden. Zu die-
sem Zweck wurde das Pertussistoxin (PTX) eingeseglches irreversibel die-Untereinheit
des G-Proteins inhibiert [134, 135]. Die Zellen wurderit 100 ng/ml PTX und 10 min vorbe-
handelt [128], anschliel3end wurden 10 uM LPA apgtizind die Calciumtransienten bestimmt.
Die PTX-behandelten Zellen zeigten keinerf ‘G&nstieg als Reaktion auf LPA (Abbildung 26
A), was bedeutet, dass die LPA-vermittelte Wirkung der Bindung des @’roteins an den
LPA2-Rezeptor einhergeht (n = 251 Zellen, Calciumv@x1l nM). Dariiber hinaus lies dieses
Ergebnis vermuten, dass die LPA-induzierten Caltiansienten aus den Speichern des ERs
stammen maussten. Dafiir sollte das nachste GliedemIR-Rezeptor-Aktivierungskette, die
PLC, inhibiert werden. Fir diesen Zweck wurden Zi#len mit einem zellmembranpermeablen
spezifischen PLC-Inhibitor, U73122 (5 puM, 5 mingep seinem Analogon U73343 (5 uM, 5
min), welches antagonistisch auf PLC wirkt, beh#nd&6]. Der LPA-induzierte Calciumeffekt
wurde durch das Einsetzen des PLC-Inhibitors kothplafgehoben (n = 222 Zellen, Calcium-
wert 10,3+1 nM). Der Einsatz von U73343 zeigte dmgeeine LPA-induzierte Reaktion der
Zellen, wie sie schon in Kontrollexperimenten bedttat wurde (n = 214 Zellen, Calciumwert
96,4+3,6 nM; Abbildung 26 A). Um die Annahme nochiter zu stiitzen, wurde ein membran-
permeabler Inhibitor des {HRezeptors, in der Membran von ER, Xestosponin €3XL M und
5 min), eingesetzt [137]. Die Inhibierung filhrtezda dass ein G&Signal nach der LPA-
Applikaton nicht mehr gemessen werden konnte (842Zellen, Calciumwert 10+2 nM).

Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass das LR&wmtk intrazellulare Calcium aus
den Speichern des ERs stammt. Abbildung 26 B eéigt schematische Darstellung der intrazel-
lularen Signalkette, aktiviert Uber den LPA2-Repeptach Bindung des Liganden. Die verwen-

deten Inhibitoren sind in der Abbildung rot umkteis
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Abbildung 26: LPA-induzierter intrazellularer Ca #*-Anstieg wird (iber das G-Protein vermittelt.

A: Calciummessungen in hippocampalen Neurdneritro (6-7 div) mittels Fura-2/AM. Die Verwendung vonrve
schiedenen Inhibitoren zeigte, dass LPA-induzi€&-Freisetzung tiber die Aktivierung des-®oteins reguliert
wird. Die Werte sind Mittelwerte +SEM von mindessem = 3 Experimenten, jedes mindestens zwei Desklyén
gemessen (ungepaartefest ***p < 0,0005 gegen die entsprechende Kontroll@yekte Applikation von 10 uM
LPA, n = 103 Zellen, Calciumwert 102,8+10,9 nM. uilation mit PTX = Pertussistoxin (100 ng/ml, 10 nim =
251 Zellen, Calciumwert 9+1 nM, U-73122 = Phospbatie C-Agonist (5 UM, 5 min), n = 222 Zellen, Qatovert
10,311 nM, U-73343 = Phospholipase C-Antagonisth, 5 min), n =214 Zellen, Calciumwert 96,4+3,6 nivid
XeC = Xestospongin C (1 uM, 5 min), n = 194 Zell@alciumwert 10+2 nMB: Schematische Darstellung der
LPA2-Rezeptor-vermittelten intrazellularen Sigraftsduktion mit den verwendeten Inhibitoren, rotedegt. ER =
endoplasmatisches Retikulum.

Um einen weiteren Beweis daftir zu liefern, dass fdaigesetzte Calcium nach einem
LPA-Stimulus aus dem ER stammt, wurde Thapsigaf@ing) eingesetzt. Thapsigargin ist ein
zellpermeabler, irreversibler Inhibitor der‘GATPase des ER und verhindert somit das Wieder-
auffillen der entleerten Speicher [138, 139]. Gileaitig fuhrt eine Behandlung mit Thg zur Ent-
leerung des ERs vom Calcium [140, 141]. Abbilduiig” zeigt zunachst eine typische, LPA-
induzierte Reaktion in Neuronen (n = 59 Zellen,diahwert 63+2 nM). Nach dem Auswaschen
von LPA mit dem Messpuffer und einer Ruhepause M5 min wurden die Zellen mit Thap-
sigargin (5 pg/ml) stimuliert. Die Zellen reagiertebenfalls mit einem intrazellularen Calciu-
manstieg (n = 59 Zellen, Calciumwert 562 nM, Adbihg 27 A). In einer weiteren Untersu-

chung sollte das ER durch Thg-Behandlung entlerdt das Wiederauffillen der Speicher ver-
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hindert werden. Abbildung 27 B zeigt das Resulest Bxperimentes. Nach Applikation von Thg
reagierten die Zellen mit einer CalciumerhéhungGytoplasma (n = 48 Zellen, Calciumwert
8912 nM). Nach einem anschlieenden Stimulus mA |dRloch konnte keine Calciumtransiente
mehr verzeichnet werden (n = 48 Zellen, Calciumw@efl,2 nM). Um zu prifen, ob die Zellen
noch reaktionsfahig waren, erfolgte nach dem Aush&s von LPA eine Applikation von L-

Glutamat. Diese Kontrollmessung bestatigte dieINdtader Zellen (n = 48 Zellen, Calciumwert
84+0,5 nM, Abbildung 27 B).
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Abbildung 27: LPA bewirkt eine Freisetzung der C&*-lonen aus dem endoplasmatischen Retikulum.

Fura-2/AM-Calciummessungen in priméren hippocampéaleuronerin vitro (6-7 div), die mit Thg (5 pg/ml), LPA
(10 pM) oder L-Glu (100 mM) stimuliert wurden. Stitation mit den verwendeten Substanzen erfolgtelddirek-

te Applikation auf die Zellen und zeigt, dass dBkinduzierter C&-Anstieg im Cytoplasma aus den Speichern des
ERs stammt. Die Werte sind Mittelwerte £SEM von 8 Experimenten, jedes mindestens zwei Deckglaschen

Durch die durchgefihrten Untersuchungen der cg®phtischen Calciumerhéhung
konnten die durch LPA aktivierten Signalkaskadefgakiart werden. Diese Arbeit demonstriert,
dass das freigesetzte Calcium aus den intrazedlul&peichern des ERs stammt. Die Aufklarung
der beteiligten Signalkaskaden hat gezeigt, dagsddiektiv Gber das @°rotein die intrazellula-
re C&*-Erhohung vermittelt. Dafiir bedarf es einer angenden Aktivierung von PLC und des

IPs-Rezeptors.
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4.7  Inhibierung der Ca®*-Kanale und LPA-induzierte Ca**-Freisetzung

Der Calciumeinstrom in die prasynaptischen Tertienalber die spannungsgesteuerten
Calciumkanéle ist ein wichtiger Schritt hin zur Fusder Vesikel und der Freisetzung der Neu-
rotransmitter. Obwohl die in dieser Arbeit erhobeii@aten eine ER-abhéngige Calciumfreiset-
zung durch LPA-Stimuli prasentieren, stellt sicmmaiech die Frage nach der Rolle den span-
nungsgesteuerten €aKanalen in diesem Prozess. Um dies zu klarentesolntersuchungen
durchgefiihrt werden, bei denen spezifische Blotkedie in Neuronen exprimierten Calcium-
kanale zum Einsatz kamen. Die interessantesten idf@eth unter den Calciumkanalen waren
dabei die tUberwiegend in den prasynaptischen Tairamvorkommenden und fir die Neuro-
transmitterfreisetzung verantwortlichen N- und A/¢p-Kanéle [91, 92].

Zunachst wurden die Zellen mit LPA behandelt urel @alciumtransienten aufgezeich-
net, um die Reaktionsfahigkeit der Neurone auf lZ8Aiberprifen. Nach einer positiven Reakti-
on wurde das LPA aus den Zellen ausgewaschen endetlen mit spezifischen Inhibitoren be-
handelt. AnschlieRend wurden die Zellen erneutlih stimuliert und die Calciumantwort ge-
messen. Die Abbildung 28 A und B fasst die Ergedmieser Untersuchung zusammen.

Dasw-Agatoxin-TK ist ein spezifischer, irreversiblemibitor der P/Q-Typ-Kanéle [142,
143] und wurde als erster Blocker fur die Analybenangezogen. Die Behandlung brachte eine
ungefahr 3-fache Reduktion der CalciumtransienterVergleich zu unbehandelten Zellen (n =
325 w-Agatoxin-TK, 2 uM [144], Calciumwert 39,4+3 nMnteressanterweise konnte nach der
Behandlung mito-Conotoxin-GVIA, einem irreversiblen Inhibitor dBi-Typ-Kanéle [145], eine
Reduktion um das 1,5-fache erzielt werden (n = ®59Qonotoxin-GVIA, 500 nM [146], Cal-
ciumwert 661 nM). Die Inhibierung mittels Nifedip(10 uM, [147], n = 55 Zellen, Calcium-
wert 134,2+7 nM), einem L-Typ-Kanal-Blocker [14&]Jveie SNX-842 (1 uM, [149], n = 59 Zel-
len, Calciumwert 106,8+4 nM), welches die R-Typ-Eemninhibiert [150], zeigten keinen signi-

fikanten Unterschied zu den Kontrollzellen.
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Abbildung 28: Inhibierung der Ca?*-Typ-Kanale filhrt zu einer Abschwachung der LPA-induzierten Ca*-
Antwort.

A: Repréasentative Darstellung der Calciumtransiefitewerschiedene Calciumkanal-Typ-spezifischenBitbren.
Priméare hippocampale Neuroirevitro (6-7 div) wurden nach der Behandlung miAgatoxin-TK (@-Aga-TK, 2
MM und 5 min),m-Conotoxin-GVIA (©-Con-GVIA, 500 nM, 5 min), Nifedipin (10 uM, 5 minjnd SNX-842 (1
MM, 5 min) behandelt und die LPA-Reaktion der Zelieittels Fura-2/AM gemessen. Die Werte sind Mittsite
+SEM fir n = 3 Experimente, jedes mindestens zwas@attchenB: Kontrolle (10 uM LPA) n = 103 Zellen, Cal-
ciumwert 102,8+10,9 nM¢p -Agatoxin-TK n = 325 Zellen, Calciumwert 39,4+3 nhd-Conotoxin-GVIA n = 159
Zellen, Calciumwert 66+1,4; Nifedipin n = 55 ZelleGalciumwert 134,2+7,2 nM; SNX-842 n = 59 Zelleal-C
ciumwert 106,8+4 nM. Die Werte sind Mittelwerte #8E/o0n mindestens n = 3 Experimenten, jedes mindsste
zwei Deckglaschen gemessen (ungepaéfest ***p < 0,0005 gegen die entsprechende Kontrolle).

Die Untersuchung zeigte eine signifikante Reduktder C&"-Antwort nach dem Blocken
von P/Q- und N-Typ-Kanélen. Diese Reduktion desi@aisanstiegs konnte ein Hinweis darauf
sein, dass LPA zum lokalen Calciumanstieg in désyraptischen Bereichen fuhrt. Um dieser
Hypothese experimentell nachzugehen, wurden Catcamsienten in den prasynaptischen Ter-

minalien gemessen.

4.8  LPA-induziert den Ca**-Anstieg in den prasynaptischen Terminalien

P/Q-Typ- und N-Typ-Kanale sind hauptsachlich in geasynaptischen Terminalien loka-

lisiert [90]. Die somatischen Calciummessungen leegadass durch Inhibierung dieser Kanale
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die Calciumtransienten reduziert wurden. Aufgrumeser Daten entstand die Hypothese, dass
LPA womdglich noch nicht bekannte Effekte in deaf3inapse auslosen kénnte. Von Bedeutung
war es daher, zu untersuchen, ob LPA zu einerdokBfrhohung des Calciums in der Prasynapse
fuhren kann. Um dieser Hypothese nachzugehen, wu@ciummessungen in synaptischen
Terminalien durchgefihrt.

Um die Synapsen zu markieren, wurden die Zellehi¢710 Tage in Kultur) mit einem
SynaptopHIluorin-Konstrukt transfiziert und weit&dis 5 Tage kultiviert (s. Abbildung 30). Da
SynaptopHluorin griin fluoresziert, wurde FuraRed/Adih zellpermeabler Calciumindikator,
eingesetzt, um die Calciumtransienten zu bestimmbenZeitkinetik dauerte 3 min, wobei alle 8
sek ein Bild aufgenommen wurde. Die Auswertunglgté indem eineegion of interes{ROI)
um den prasynaptischen Bereich gesetzt (grinertPuomdkiert durch SynaptopHIuorin) und
anschliel3end die Fluoreszenzintensitat im Verlaarf Bildsequenzen mit der Software Cell*P
bestimmt wurde.

Die Abbildung 29 A zeigt beispielhaft eine Aufnahmi@er solchen Messung. Im roten
Kanal erscheinen die Axone und Dendriten, gefulit FaraRed/AM, und im griinen Kanal mit
SynaptopHluorin transfizierte Axone. SynaptopHIaonird in der Membran der sekretorischen
synaptischen Vesikel exprimiert [151] und dientdiesem Experiment als ein Marker fur die
prasynaptischen Terminalien. Die SynaptopHIluorisfpeen Punkte, die auch fir die Auswer-
tung verwendet wurden, sind mit Pfeilen markierie Bbbildung 29 B zeigt beispielhaft eine

Darstellung der Zeitkinetik flr einen SynaptopHiaegpositiven Punkt nach LPA-Stimulation.
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Abbildung 29: LPA fiihrt zum Ca?'-Anstieg in prasynaptischen Terminalien in hippocarpalen Neuronen in
vitro.

A: Beispielhafte fluoreszenzmikroskopische AufnahraeNeurone (7-10 div) gefillt mit FuraRed (rot) usghap-
topHluorin (griin) exprimierenden Axonen nach LPAs&tus. ROIs (egion of interegtwurden um die griin fluo-
reszierenden Punkte gesetzt (mit Pfeilen markierg)che die synaptischen Terminalien markierentesollnd die
Fluoreszenzzunahme des FuraRed/AM-Signals mittefisv&re Cell*P (Olympus) bestimmt. Balken betragirs.
B: Reprasentative Darstellung der Fluoreszenzzunahneshalb eines ROIs fiir einen griin fluoreszierendenkt
nach LPA-Stimulation (10 uM). Die Zeitkinetik nadler LPA-Applikation zeigt einen Anstieg des Calcgigmals
nach wenigen sek und die erreichte maximale Flzeresnach ca. 15 sek.

Das Ergebnis macht deutlich, dass LPA direkt in pigisynaptischen Terminalien bereits
nach 3-5 sek zu Calciumtransienten fuhrt, welchehreaa. 15 sek das Maximum erreichen. Die
gestiegene intrazelluldre €a&onzentration 16st die Exozytose von transmittératienden Ve-
sikeln aus, die ihren Inhalt in den synaptischenltSgntleeren [82]In Betracht der erhobenen
Daten kristallisierte sich heraus, dass LPA, dunzfuktion des lokalen G&Anstiegs in prasy-
naptischen Terminalien, zur Freisetzung der Vedikalen konnte.

4.9  LPA reguliert den Vesikelzyklus

Die Freisetzung der Neurotransmitter basiert anéresehr komplexen Exozytosemaschi-
nerie der prasynaptischen Vesikel. Um diesen kaigpten Vorgang zu koordinieren, ist ein
streng organisiertes Zusammenspiel zwischen Pestaind Lipiden notwendig [82, 83]. Mehre-
re Studien zeigten, dass Lipide, insbesondere Plotipmle, und Protein-Lipid-Interaktionen
eine wichtige Rolle wahrend der Endo- und Exozyts®eie der Regeneration der synaptischen
Vesikel spielen [99].

Gestitzt auf die Erkenntnis, dass LPA das Calciarden prasynaptischen Terminalien
ansteigen lasst, sollte analysiert werden, ob LP&reEinfluss auf den Zyklus synaptischer Ve-
sikel in hippocampalen Neuronenkulturen hat. Aufigirder Tatsache, dass prasynaptischer Cal-
ciumeinstrom zu Vesikelfusion fuhrt [82], entstadi@ Hypothese, dass LPA mdglicherweise
auch die Ausschuittung der Vesikel in Neuronen Blesisen konnte.

Um dieser Hypothese nachzugehen, sollte der Praless¥esikelzyklus in primaren hip-
pocamaplen Neuronen mittdige imagingbeobachtet und analysiert werden. Daflr wurde die
SynaptopHIluorin-Technik angewendet. Diese Methatesith als gutes Modell fir die Untersu-
chung des synaptischen Vesikelzyklus etabliert [1Bilder Abbildung 30 ist das Prinzip dieser
Methode schematisch dargestellt.
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Abbildung 30: Darstellung des SynaptopHIuorin-Models.

In der Ruhephase wird die Fluoreszenz des pHluatimsh das saure Milieu des Vesikels (pH ~ 5,5pxgrtickt.
Wahrend der Fusion der Vesikel mit der Plasmamemtaiad der pH-Wert entsprechend dem extrazellulé&aeh
~ 7,4 angepasst, wodurch die Fluoreszenz des pHtupunimmt. Nach der Endozytose kommt es zur Aeising
des Vesikels und zu erneuter Unterdriickung derrekeenzA: lllustrierung des Vesikelzyklus: (1) Fusion und
Exozytose, (2) Endozytose, (3) saure Hydrolyse,Nédirotransmitter Aufnahme, (5) Lagerung gefulgnapti-
scher Vesikel in der aktiven Zone, (6) Anlagerung die Membran.B: Das Diagramm zeigt die pH-Wert-
Empfindlichkeit des pHluorins. Maodifiziert nach [1b

Priméare hippocampale Neurone wurden 7 bis 10 Tadgviert, bevor sie mit Synap-
topHIluorin-Konstrukt transient transfiziert wurdddie Messexperimente erfolgten drei bis flunf
Tage spéter. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3gekellt.

Die Untersuchung zeigte, dass LPA zu einer Exorytber SynaptopHIluorin-tragenden
Vesikel fuhrt (Abbildung 31 A). Als Kontrolle wurde parallel Messungen mit L-Glu-
Applikationen durchgefihrt. Dabei wurde beobachdaess die Fluoreszenz der Vesikel nach der
LPA-Applikation langer erhalten blieb als nach @né-Glu-Stimulus. Um diese Beobachtung
statistisch zu prifen, wurde um jedes freigeséfetgikel eine ROI gesetzt und das Fluoreszenz-
verhalten zur Aufnahmezeit bestimmt. Anschliel3endde der Abfall der Fluoreszenz fiir jedes
Vesikel exponentiell gefittet und die Zeitkonstaftebestimmt. Die Untersuchung brachte her-
vor, dass die LPA-abhangig freigesetzten Vesiksktzhlich eine langere Fluoreszenzdauer auf-
weisen. (Abbildung 31 B). Die Zeitkonstante der L-Puzierten Fluoreszenz betrug 122 sek,
wéhrend die durch L-Glu hervorgerufene Fluoreszeath 43,7 sek vollstandig unterdriickt und
nicht mehr detektierbar war.
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Abbildung 31: LPA fuhrt zur SynaptopHIuorin-Fluores zenz.

A: Repréasentativer Ausschnitt der SynaptopHIuorindexigrenden Axone (priméare hippocampale Neurone 32-1
Tagein vitro) vor LPA-Stimulation (links) und am Maximum deruereszenz (rechts), hervorgerufen durch LPA-
induzierte Exozytose. Vor LPA-Stimulation zeiger dixone eine schwache und gleichmaRige Fluoresiéamzh
3-5 Aufnahmen bleicht die unspezifische Fluoreszamz und die fusionierten Vesikel leuchten auf@chten Bild
mit Pfeilen markiert). Nach der Messung wurde €@ um jeden aufleuchtenden Vesikel gesetzt und-tlieres-
zenzzunahme und -dauer bestimmt. Balken betragh.1Bu Darstellung der Zeitkonstante, die notwendig viés,
die Vesikel wieder angesauert waren und ihre Fezmez unterdriickt war. Die Werte sind Mittelwer&EM fir n

= 3 Experimente und n = 36 reagierenden VesikeLR& und n = 35 reagierenden Vesikel fir L-GlutarflaGlu),
t-Test ***p < 0,0005. Die Bestimmung der Zeitkonstantgdrfolgte mit der Software Origin 7 (MicroCal Iyc.

Aquivalent wurden die Messungen mit hippocampaiEuronen aus einer LPA2-KO-
Maus durchgefihrt. Die Ergebnisse dieser Experiemeeigen, dass LPA2-defiziente Neurone
nicht auf LPA reagieren (n = 4 Glasplattchen, Sadidnierte Vesikel) und nur spontane Exozy-
tose der Vesikel aufweisen (Abbildung 32). Auchdieser Untersuchung wurde durch einen
Stimulus mit L-Glu dberprift, ob die Neurone vitghren. Die Behandlung mit L-Glu zeigte in
LPA2-defizienten Neuronen die gleiche Reaktion sie bereits in Wildtyp-Neuronen beobach-

tet wurde.
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Abbildung 32: LPA induziert Exozytose in hippocampden Neuronenin vitro aus Wildtyp- aber nicht LPA2-
KO-Maus.

Nach einer Applikation von LPA auf primére hippogqeate Neurone aus Wildtyp- oder LPA2-KO-Maus wurden
8 min lang Echtzeitaufnahmen durchgefuhrt. Diegesetzten Vesikel wurden in Korrelation zur Medskemula-

tiv gezahlt. Die Werte sind Mittelwerte +SEM aus=mt Glasplattchen fir LPA2-KO- (91 Vesikel) und=nl10
Glasplattchen fir Wildtyp-Neurone (30+3 VesikeljinrRare Neurone aus der LPA2-KO-Maus zeigten nuntpwe
und nicht LPA-induzierte Exozytose der synaptisctiesikel.

Mittels live imagingExperimenten wurde erneut bestatigt, dass der ERékt Uber den
LPA2-Rezeptor vermittelt wird. In Anbetracht dieg&gebnisse kann vermutet werden, dass der
LPA2-Rezeptor direkt in der Prasynapse vorhandenmésste, um dort die Signalkaskade akti-

vieren und die neuronale Transmission regulierekdzunen.

4.10 LPA reguliert die exzitatorische Transmission

In den folgenden Untersuchungen sollte geklart eerdb der LPA2-Rezeptor in den
prasynaptischen Arealen lokalisiert ist. Um dieBesigestellung nachzugehen, wurden hippo-
campale Neuron@ vitro immuncytochemisch mit anti-LPA2 und synaptischenTiralien mit
anti-VGLUT1 und anti-VGAT sichtbar gemacht. Bei VGIL1 (vesicular glutamate transporter
1) handelt es sich um ein Transportprotein flur dasrbtransmitter Glutamat, mit dem selektiv
die glutamatergen (exzitatorischen) Synapsen nrankierden. VGAT (esucular GABA trans-
porter) ist ein Transportprotein fr den Neurotransmigt&minobuttersdure (GABA) und wurde
als Markerprotein fir die Darstellung der GABAerg@nhibitorischen) Synapsen ausgewahilt.
Die imuncytochemischen Farbungen zeigten, dassun@ogene LPA2-Rezeptor tatsachlich in
den Synapsen nachweisbar ist. Dartiber hinaus kaufA€ mit dem Signal von VGLUT1 kolo-
kalisiert werden. Das Signal von VGAT wurde benachlzu dem von LPA2 beobachtet
(Abbildung 33 A). Das zeigt, dass der LPA2-Rezepioht nur synaptisch lokalisiert ist, sondern
spezifisch in den synaptischen Terminalien deraghattergen (asymmetrischen, exzitatorischen)
Neuronen exprimiert wird.

Um dies noch deutlicher hervorzuheben, wurde eiA®-Barbung fur den endogenen
LPA2-Rezeptor in primaren hippocampalen Neuronevitro angefertigt und elektronenmikros-
kopisch analysiert. In den Untersuchungen lag dku§& besonders auf der Lokalisation des
LPA2-Rezeptors in symmetrischen und asymmetriscBgnapsen. Bei den asymmetrischen

Synapsen handelt es sich um die glutamatergen Sgngexzitatorisch) und bei symmetrischen
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Synapsen um GABAerge Synapsen (inhibitorisch). Diokalisation des endogenen LPA2-
Rezeptors konnte in der prasynaptischen Membraar @isymmetrischen Synapse gezeigt wer-
den. In symmetrischen Synapsen dagegen war der{H®%2ptor nicht nachweisbar (Abbildung
33 B). Die Intensitat des DAB-Signals fur den enslogn LPA2-Rezeptor in asymmetrischen und
symmetrischen Synapsen wurde zu ungefarbten Kém@plraten mittels ImageJ-Software

quantifiziert und in der Abbildung 33 C gezeigt.
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Abbildung 33: LPA2-Rezeptor ist in der synaptischerMembran der glutamatergen Neuronen lokalisiert.

A: Konfokalmikroskopische Aufnahmen der primaren biggmpalen Neurone (7 div) gefarbt mit anti-LPA2 in
Kombination mit anti-VGLUT1 oder anti-VGAT. Die Kokalisation des LPA2-Rezeptors mit VGLUTL1 ist mit
Pfeilen markiert. Balken betragt 5 um: DAB-Farbung der primaren hippocampalen Neurong {di mit anti-
LPA2. Aufnahmen wurden mittels eines Elektronenwskiops angefertigt und das LPA2-Signal bzw. dieaptin
sche Membran mit Pfeilen markiert. Balken betré@n#n, (pré) = présynaptische und (post) = postdyseiye Ter-
minalien. C: Quantifizierung der Intensitat des endogenen LBighals dargestellt durch DAB-Methode, mittels
frei verfigbarer ImageJ-Software (http://rsbweb.giv/ij/). Die Werte sind Mittelwerte +SD fur n =EXperimente.

Es wurde demonstriert, dass der LPA2-Rezeptoriipdesynaptischen Membran der glu-
tamatergen und nicht der GABAergen Neuronen lolatisist. Das zeigt, dass die LPA-
induzierte Vesikelexozytose, direkt Gber den LPAZz&ptor vermittelt, spezifisch in den Synap-
sen exzitatorischer Zellen stattfindet. Um die Wsuehungen zu erweitern, sollte zusatzlich ge-
pruft werden, ob die Ausschittung der Vesikel @tgéh nur auf glutamaterge Neurone begrenzt
ist. Dazu wurden zunachst ultrastrukturelle Untelnsungen an primaren Neuronen durchgefihrt.

Die primaren Neurone (14 div) wurden 10 min mit il LPA-behandelt, fixiert und anschlie-
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Bend im Elektronenmikroskop analysiert. Der Fokes Aufnahmen lag im Bereich der prasy-
naptischen Dichte. Die Quantifizierung der Vesigdblgte an der aktiven Zone der prasynapti-
schen Terminalien. Das Ergebnis dieser Untersucheigie, dass LPA-behandelte Zellen weni-
ger Vesikel an der aktiven Zone besitzen. Dies&KEfwie in Abbildung 34 gezeigt, konnte nur
in glutamatergen, asymmetrischen (ohne LPA n =LRA behandelt n = 21) und nicht in

GABAergen, symmetrischen (ohne LPA n = 25, LPA Imeledt n = 25) Synapsen beobachtet

werden.
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Abbildung 34: LPA agiert ausschlief3lich an exzitatdschen Synapsen.

Ultrastrukturelle Analysen zeigen eine LPA-indutgeReduktion der Vesikel auf asymmetrischen Synagdsér die
Analysen wurden primére hippocampale Neurone ndchaenin vitro verwendet. Die Vesikel in symmetrischen
Synapsen zeigen keinen Unterschied im Vergleicartaehandelten Kontrollpréparaten. Anzahl der astysoben
(exzitatorischen) Synapsen: n = 20 Kontrolle ohR&ALn = 21 mit LPA (links). Anzahl der symmetrisah@nhibi-
torischen) Synapsen: n = 25 Kontrolle ohne LPA, 26=mit LPA (rechts). Mann-Whitney-U-Test, ¥0,05, n.s. =
nicht signifikant gegen-uber der entsprechendentidtia. Balken betrégt 100 nm, (préd) = prasynapigsand (post)
= postsynaptische Terminalien. Die Werte sind Mitegte +SEM fur n = 3 Experimente.

Um zu untersuchen, ob LPA zu einem Verlust der k&diihrt oder einen retrograden
Transport der Vesikel zum Axon induziert, wurdess&ulich zuive imagingExperimenten aus
primaren hippocampalen Neuronen nach 14 Tagerntro synaptische Vesikel-Fraktionen iso-
liert. Daftir wurden die Zellen 10 min mit 10 uM LPAImuliert und anschlieRend sofort lysiert.
Die durch Ultrazentrifugation gewonnenen Fraktiomaimrden im Western Blot analysiert. Die
Immundetektion erfolgte mit anti-VGLUT1 und anti-W&. Fir die Normalisierung der Signal-
intensitat wurden die Immunblots mit anti-VAMPL, lalees in der Membran der synaptischen

Vesikel vorkommt und unabh&angig vom Subtyp der Neen exprimiert wird, inkubiert. Die
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Signalintensitat der Banden im Immunblot wurde afisBend mit der Software ImageJ nach
dem Einscannen der Rontgenfiime bestimmt und zunMWPA-Signal normalisiert. Fir die
Quantifizierung wurden drei unabhéngige Immunbl@isvendet.

Wie in der Abbildung 35 ersichtlich, wurde im Imnialot nach Stimulation mit LPA eine
signifikante Reduktion des VGLUT1-Signals um 32,8%obachtet (VGLUT1-Signalintensitat
normalisiert zu VAMP1 mit LPA = 0,21+0,1, ohne LRA0,65+0). Die Intensitatsstarke fur das
VGAT dagegen zeigte keine Veranderung (VGAT norsiatt zu VAMP1 mit LPA = 0,4540,1,
ohne LPA = 0,46+0,1).
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Abbildung 35: LPA reduziert das VGLUT1-Signal im Immunblot.

Primére hippocampale Neurone wurden 10 min mit 1QBA behandelt und anschlieRend lysiert. Aus deittyZe
sat wurden mittels Ultrazentrifugation Synapserkfomen isoliert und im Immunblot analysiert. Diestektion
erfolgte entweder mit einem anti-VGLUTL1 (links) odenti-VGAT (rechts). Fir die Normalisierung folg&tne
anschlieende Inkubation der Membranen mit anti-\PAMDie Quantifizierung der Signalintensitat erfelgit der
Software ImageJ. Die Signalintensitat von VAMP1 daujeweils auf 1 gesetzt. Es wurde eine Redukties d
VGLUT1-Signals im Western Blot um 32,3% errechidgnn-Whitney-U-Test *p < 0,05, n.s. = nicht sigként
gegen die entsprechende Kontrolle. Die Werte siitteMerte £SEM fur n = 3 Experimente.

Die durchgefiuihrten Analysen zeigten, dass eine B#bag mit 10 uM LPA zu einer
Freisetzung der synaptischen Vesikel fuhrt. Besandaran war, dass dieser Effekt nur aus-
schlie3lich in exzitatorischen Synapsen nachgewiegrden konnte, wohingegen die Situation
in inhibitorischen Synapsen unverandert blieb. BiEsgebnisse bestatigen erneut die Hypothese

der Bedeutung von LPA fir die Regulation der exaitache Transmission.
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5 Diskussion

Das zentrale Nervensystem hoherer Organismen gtkioonplex und besteht aus einem
gigantischen Netzwerk von Neuronen und Gliazelduar ein in seiner Struktur und Funktion
intaktes ZNS ist in der Lage, solch komplizierterynge wie das Denken, die Steuerung der
Motorik oder Sensibilitat zu gewéhrleisten. Um #aarekte Funktionsleistung des ZNS zu er-
moglichen, wird die Entwicklung durch vielseitigelekulare Regulationsmechanismen kontrol-
liert. Zahlreiche Molekule sind in diesen vielsggin Mechanismen involviert.

So wurde in friheren Untersuchungen PRG1 idertifizein Molekul, welches wahrend
der Entwicklung des ZNS eine regulierte Expressiorwies. Die ersten Analysen zeigten, dass
dieses Protein zu der Superfamilie der Phosphdtisesphotransferasen gehort [76]. Bei PRG1-
defizienten Mausen wurden spontane konvulsive Aeftdstgestellt [77]. Bis jetzt ist jedoch
nichts Uber die intrazellulare Lokalisation destBires bekannt. Um einen detaillierten Einblick
in die subzellulare Verteilung und das Vorhandemgks Proteins in verschiedenem Gewebe
untersuchen zu kénnen, sollte im Rahmen dieseriiddie spezifisch gegen PRGL1 gerichteter

Antikdrper aus Immunserum mittels Affinitatschrowgrtaphie aufgereinigt werden.

5.1 PRGL1 ist ein Gehirn- und Neuronen-spezifisches Prein

Fir die biochemischen und immuncytochemischen idathiungen eines Proteins bedarf
es eines spezifischen Antikorpers gegen das zusutieende Molekll. Zu Beginn der Arbeit
waren bereits vier Antiseren vorhanden. Dabei hiém@s sich um Seren aus Kaninchen, welche
mit synthetischen Peptiden gegen zwei unterscloiegllEpitope im C-terminalen Bereich des
PRG1-Proteins immunisiert waren. Da Antiseren eem{Sch von Antikdrpern beinhalten, kon-
nen sie entsprechend an mehrere Epitope binderverduell zusatzlich unerwinschte Proteine
detektieren. Das war auch bei den analysiertennSggen PRG1 der Fall, sodass eine Affini-
tatschromatographie zur Aufreinigung der Antikdrpeumganglich war.

Nach der Aufreinigung eines gegen PRG1 gerichtétetikorpers konnte durch die in
dieser Arbeit durchgefuhrten Tests im Immunblot Sjgezifitat des gewonnen Antikorpers flr

das PRG1-Protein bewiesen werden. Der AntikOrpegteem Proteinlysat einer PRG1-KO-
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Maus keine PRG1-typische Bande und auch keine aifigoben Banden, womit eindeutig be-
wiesen werden konnte, dass die Aufreinigung erébir verlaufen ist.

Die Northern Blot-Analysen von A. Brauet al. (2003) der verschiedenen Gewebe zeig-
ten mMRNA-Transkripte von PRG1 ausschlielich im i@etnd in den Hoden [76]. Die mit dem
aufgereinigten Antikorper in dieser Arbeit durchigeten Immunblot-Untersuchungen auf Pro-
teinebene konnten diese Ergebnisse nicht vollsgabestatigen. Es wurde lediglich eine starke,
dominante Bande fir PRG1 im Gehirn gezeigt, innaladeren Geweben war keine Detektion
von PRG1 moglich. Die Diskrepanz dieser Ergebni&sst sich auf mehrere Ursachen zurlck-
fuhren. Studien zu dieser Problematik belegen, desslenge der mRNA-Transkripte sich nicht
immer linear zu der Menge des exprimierten Protearhalt, sodass eine Korrelation zwischen
diesen beiden Vorgangen sehr gering sein kann [18@iterhin werden solche Diskrepanzen auf
posttranskriptionale Modifizierungen und die Degtamhsrate der mRNA zurlckgefihrt [153,
154]. Das konnte bedeuten, dass PRG1-mRNA in Hed®nandere posttranskriptionale Modi-
fizierung erfahrt und dadurch nicht in das entspeacle PRG1-Protein translatiert wird oder dass
das Protein eine geringere Halbwertzeit im Vergiegam Protein im Gehirn besitzt. Es ist aller-
dings unwahrscheinlich, dass die Regulation im Hoaléersabhéngig ist, denn fir die Untersu-
chungen in dieser Arbeit wurden Organe aus denet&b und P30 verwendet, wobei in beiden
Altersstadien ein identisches Ergebnis erzielt wiyfe30 Daten nicht gezeigt).

Der Nachweis fur Neuronenspezifitat fur das PRGAtén wurde in dieser Arbeit mittels
Immunblots erbracht. Hier konnte nur ein PRG1-SigndNeuronen, jedoch nicht in Microglia
oder Astrozyten, nachgewiesen werden. Ein zush&lidNachweis der Neuronenspezifitat von
PRG1 wurde auf Proteinebene durch die Untersuclhaterologer Zelllinien neuronalen Ur-
sprungs im Immunblot erbracht. Die Neuronenspéiifion PRG1-mRNA-Transkripten wurde

zusatzlich in differenzierten embryonalen Stamnezethittels gRT-PCR nachgewiesen.

5.2 PRGI1-Expression wahrend der Gehirnentwicklung der Mws

Um detailliertere Einblicke in das Expressionsmustsn PRG1 wahrend der neuronalen
Entwicklung zu erlangen, wurden Expressionsanalydeden Hippocampus und Neocortex auf
MRNA- und Protein-Ebene durchgefuhrt. Ein wichtig&unkt fir eine aussagekraftige Gen-
expressionsanalyse mittels quantitativer Real-TRG&R ist die Effizienz der verwendeten As-

says und die Auswahl geeignetéousekeeping Gen@eferenzgene). Als ubiquitar exprimierte
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Gene spielen sie in der Auswertung als Bezugsgedfiewichtige Rolle und sollten aus diesem
Grund maoglichst keinen Schwankungen in der Expoesgwischen den getesteten Entwick-
lungsstadien unterliegen. Zur Bestatigung der Rjgbtt der Ergebnisse wurden jeweils zwei
verschiedendiousekeeping Gene die Analyse einbezogen. Fur die Untersuchurige®Rah-
men der Entwicklungsstadien in dieser Arbeit wadlenGene der Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) und Hypoxanthin-Guanin-Phospbsyltransferase (HPRT) beson-
ders gleichmaRig exprimiert und wurden daher férAlalysen eingesetzt. Die Auswertung der
erhaltenen Daten zeigten bei beiden Referenzgeatnkenforme Ergebnisse.

Im Hippocampus und Neocortex konnten bereits amrgonalen Tag 16 (E16) PRG1-
MRNA-Transkripte detektiert werden. Bréwedral. beschrieben bereits 2003 eine zeitabhangige
Regulation von PRG1 im Hippocampus mitteissitu-Hybridisierung und zeigten, dass die Ex-
pression dort erst an E19 beginnt [76]. Allerdingnnen die Analysen mittelén situ-
Hybridisierung nur qualitative und semiquantitatékassagen tber die mRNA-Expression tref-
fen. Die qRT-PCR wird im Vergleich dazu als sensitt Methode angesehen. Diese Tatsache
konnte den festgestellten Unterschied zwischenltdgarsuchungen erklaren.

Die mRNA-Niveaus von PRG1 hatten im Hippocampuspasstnatalen Tag 10 (P10) und
im Neocortex an P15 ihr Maximum erreicht. Diesetg®nne wird in der Fachliteratur als Phase
der Synaptogenese beschrieben, in der auch digréiten von neu gebildeten Neuronen stattfin-
det [155]. In diesem Zeitraum ist die axonale Rpm unreifer Neurone entlang der Moosfaser
in die CA3 (Cornu Ammonis) Region bereits abgesstdm. Auch die Dendriten der Kdrnerzel-
len sind bereits in die molekulare Schicht eingdwaa [155].

Der Nachweis des PRG1-Proteins im Immunblot eréolgt Hippocampus und Neocortex
erst ab E19. Der festgestellte Stadienunterschidgdchen mRNA-Niveaus und PRG1-Protein
liegt vermutlich daran, dass die mMRNA-Synthese Brateinexpression nicht in Korrelation zu-
einander stehen [152]. Insgesamt verifizierten alis gRT-PCR und Immunblot gewonnenen
Daten eine entwicklungsabhangige Regulation der RR&pression im Hippocampus und Neo-
cortex.

Im Cerebellum und Bulbus Olfactorius wurden die isan nur auf Proteinebene durch-
gefuhrt und zeigten auch hier eine immer starkemspfdgung der Bandenintensitat um P5 bis
P15. Diese Ergebnisse wurden ebenfalls durch die-BBR-Analysen bestatigt (personliche
Kommunikation mit A. Soriguera Ferras). Es konmstdestellt werden, dass die Expression des

PRG1-Proteins im Cerebellum mit morphogenen Vendamdgen wie neuronaler Proliferation,
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Migration und Differenzierung sowie Synaptogendsbéergeht [156-158]m Bulbus olfactorius
wird zum Zeitpunkt der maximalen PRG1-Expressiom Migration der unreifen Neurone aus
der subventrikularen Zone abgeschlossen und ddsuStaler Synaptogenese beginnt [155].

Insgesamt konnte in der vorliegenden Arbeit erssnd@monstriert werden, dass die Ex-
pression von PRG1 im Hippocampus, Neocortex, C#wugbaund Bulbus olfactorius wéhrend
der embryonalen Entwicklung hochreguliert wird wudd maximale Proteinmenge ca. zwei Wo-
chen nach der Geburt, zum Zeitpunkt der Synaptagergreicht wird.

Neben den Expressionsanalysen wéhrend der Gehwickhing wurden die mRNA-
Niveaus der PRG1-Transkripte in zu Neuronen diffeierten embryonalen Stammzellen unter-
sucht. Die hier vorgestellten Daten zeigen, dassEdipression der PRG1-mRNA reguliert war

und mit der Differenzierung der Zellen hin zu Nengn zunahm.

5.3  Lokalisationsanalysen von PRGL1 in primaren hippocarpalen Neuronen

In der 2009 publizierten Arbeit von Trimbueh al. haben einige Daten, die auch Gegen-
stand dieser Arbeit waren, Einzug gefunden. Dontden die ersten Erkenntnisse beziglich der
postsynaptischen Lokalisation von PRGL1 in glutangate Neuronen beschrieben [77]. Die Ana-
lysen erfolgten in hippocampalen Schnitten und kemmur einen begrenzten Einblick in die
subzellulare Verteilung von PRG1 gewahren. Firreietaillierten Einblick der intrazellularen
PRG1-Lokalisation wurden parallel dazu in der Werliegenden Arbeit hippocampale Neurone

in Kultur wahrend verschiedener Differenzierungd&ia untersucht.

5.3.1 Subzelluléare Lokalisation von PRG1 in jungen Neuren

Die immuncytochemischen Farbungen des endogenerl RiR@nreifen Neuronen zeig-
ten, dass das Protein stark in der Plasmamembratetien angereichert war und im Soma nur
ein schwaches Signal aufwies. Eine Gegenfarbund ujit (Neuronen-spezifisches Klasse Il 3-
Tubulin) bestatigte eine PRG1-Lokalisation in hipgmpalen Neuronen und neuronalen Fortséat-
zen. Die Detektion im Zellkodrper zeigt vermutlichsdunreife PRG1, wahrend seiner Synthese im
endoplasmatischen Reticulum und/oder Golgi-Appdtate Fokussierung auf die Wachstums-
kegel enthullte eine lokale Anreicherung des endegePRGL1 in diesen Strukturen. Die Wach-

stumskegel haben eine essentielle Funktion wahdendNavigation von unreifen Neuriten. Sie
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besitzen eine sehr bewegliche Struktur, die duvadi Arten von Cytoskelettelementen bestimmt
wird. In der zentralen Region des Wachstumskegelder auch ein starkes PRG1-Signal nach-
gewiesen werden konnte, befinden sich Uberwiegeikdoktibuli. Postuliert wird, dass in dieser

Region Adhasionsplaques lokalisiert sind, welclaisther sind als die periphereren Aktinfila-

mente [159]. In der peripheren Region herrschennfikimente vor, die die Dynamik der Wach-

stumskegel gewahrleisten. Sie liegen in den fingjgen Auslaufern, den sogenannten Filopo-
dien, gebiindelt vor und bilden in den Lamellipodegn enges Netzwerk [160, 161]. Auch in

diesen Strukturen war endogenes PRG1 vorhanden.

Kurze Zeit nach dem Ausplattieren der Kulturen liei die Neurone unpolarisiert. Eine
Unterscheidung zwischen Axonen und Dendriten isdi@sem Stadium noch nicht moglich, da
die Zellen erst undifferenzierte Neuriten gleichénge besitzen. Aufgrund der spezifischen Lo-
kalisation von PRG1 kann angenommen werden, da€sl RRihrend der Polarisierung der Neu-
rone und in der Wegfindung auswachsender Axoneroded Dendritenin vitro eine Rolle
spielt. Mehrere Arbeiten konnten bereits zeigessddolekile, welche an den Polarisationsme-
chanismen beteiligt sind, in den Spitzen der aubg@eden Neuriten lokalisiert sind, wie es auch
bei PRG1 der Fall war. So wurde auch Phosphoineikinase-Aktivitat (PI3K) und eine loka-
le Anreicherung des Phosphatidylinositol-3,4,5kdgphat (PIf) an den Spitzen der Neuriten
vorgefunden, wo sie eine wichtige Rolle wahrend aleynalen Differenzierung und Elongation
spielen [162-164]. Eine weitere Bestatigung der &me konnten die Befunde von Braeeal.
(2003) sein, welche zeigten, dass PRG1 nach eimiioenalen Cortexlasion auf wiederaus-
sprossenden Axonen lokalisiert war [76, 214].

Aus morphologisch zunachst nicht zu unterscheidemturiten wachst ein Fortsatz kon-
tinuierlich aus und differenziert sich zum Axon. sAden verbleibenden Fortsétzen entwickeln
sich wenige Tage spater die Dendriten [119]. InfdieENn nach 4 Tagen vitro kbnnen Axonen
und Dendriten bereits durch spezifische Markerpneteisualisiert werden. Die hier vorgestell-
ten Ergebnisse zeigen, dass sich bei diesen Zeiéehokalisation von PRG1 im Vergleich zu
der in jingeren Neuronen nicht verandert. Die Dietakdes Proteins konnte gleichermafen in
der Membran der Axonen und Dendriten festgestaditden. Das lasst vermuten, dass eine mog-
liche Funktion von PRGL1 bei der Regulation der Whelifng und Motilitat der neuronalen Fort-
satze nicht spezifisch auf Axonen oder Dendritetgielegt ist.

Das Auswachsen von unreifen Fortsatzen zu AxonenDendriten wird nicht nur durch

intrinsische, sondern auch durch extrinsische Fahtstreng reguliert [165-167, 215]. So konnte
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unter anderem die Lysophosphatidsdure (LPA) alsrepulsiv wirkender Faktor identifiziert
werden, welcher bei mehreren neuronalen Zellliniés N1E-115, PC12 und SY-SH5Y zu ei-
nem Wachstumskegel-Kollaps und zur Retraktion deurNen tber Rho-abhéngige und Rho-
unabhangige Signalkaskaden fuhrt [4, 22, 61, 6&]h&e Untersuchungen haben gezeigt, dass
eine Uberexpression von PRG1 in N1E-115-Zellen &iRA-induzierte Neuritenretraktion ver-
hindern konnte [76]. Diese Tatsache und die spgtié Lokalisation von PRGL1 in den Microtu-
buli und aktinreichen Bereichen der Neurone beky@ft die Hypothese, dass PRGL1 an der Reor-
ganisation oder Stabilisierung des Cytoskelettsvirken konnte.

Aufgrund der in dieser vorliegenden Arbeit durclideefen Untersuchungen der Lokalisa-
tion von PRG1 in jungen, hippocampalen Neuromeritro kann davon ausgegangen werden,
dass PRGL1 in unreifen Neuronen eine Rolle in dexxddsen der Wegfindung und/oder dem
Auswachsen der Neuriten spielen konnte. Die homegéerteilung des Proteins in der Zell-
membran der Neurone nach 4 Tagenitro zeigt, dass eine Mitwirkung von PRG1 bei der axo-
nalen Differenzierung unwahrscheinlich ist. In soeen Fall ware die Lokalisation von PRG1
spezifisch auf Axone und Wachstumskegel begrenid, sie bei den Proteinen wie Akt oder
Glykogen Synthase Kinase-3-beta (GSK-3R3) beschriala [168, 169]. Die gepunktete Vertei-
lung von PRGL1 in der Membran der Wachstumskegejguieurone reflektiert eine Beteiligung
an Reorganisation der Zellmembran und NeuritenwaahsSolche Verteilungsmuster wurden
schon bei anderen, an solchen Prozessen beteil®jteteinen wie Neuropilin oder Netrin-
Rezeptoren beobachtet [170, 171].

5.3.2 Subzellulare Lokalisation von PRG1 in reifen Neuren

Nach 7 Tagen in Kultur sind hippocampale Neurongitro sowohl strukturell als auch
funktionell polarisiert, besitzen ein einziges Axond mehrere Dendriten. Auch in diesem Sta-
dium zeigte das endogene PRG1 in den vorliegendgars&iichungen ein kraftiges Fluoreszenz-
signal. Auffallend war eine zunehmend polarisidém&alisation von PRG1 wahrend der neuro-
nalen Differenzierung. PRG1 konnte in diesem Stadstets stark angereichert in den Dendriten
beobachtete werden, wohingegen im Axon ein schwastgignal detektiert wurde.

In Neuronen nach 14 Tagen vitro war dieses polarisierte Lokalisationsmuster noch
deutlicher zu erkennen. Das PRG1 war stark in damdbiten und besonders in den dendritischen

Spines, welche aus dem Schaft der Dendriten hexger;, vorhanden. Die Entwicklung des
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Dendritenbaumes ist ein hochdynamischer Prozesssayeohl durch aktivitdtsunabhéngige als
auch durch aktivitdtsabhangige intrinsische undiresische Signale reguliert wird [172]. Zu den
intrazellularen Faktoren gehoren unter anderenRtie-GTPasen, wobei die Familienmitglieder
RhoA (Ras homologous membe}, Adc42 ¢€ell division cycle 4Pund Racl Ras-related C3
botulinum toxin substrate)Jam besten charakterisiert sind [173]. Seit Jalstbekannt, dass
RhoA, Racl und Cdc42 durch die Regulation des A&ltoskeletts die Dendritenbildung stimu-
lieren oder hemmen [174, 175]. Es kbnnte sein, ¢8&1 in der Regulation der Dendrito-
und/oder Spinogenese involviert ist.

Der genaue Zeitpunkt der PRG1-Lokalisationsveramtgrzwischen Axonen und Denri-
ten ist nur schwierig zu bestimmen. Zum einen diegen nicht alle Neurone in Kultur exakt
dem gleichen Differenzierungsstadium, zum andesérie Halbwertzeit des Proteins ein ent-
scheidender Faktor fur die verbleibende Lokalisaiio der Membran des Axons [118]. Insge-
samt deuten die vorgestellten Daten zur PRG1-Ls&atin in Neuronen darauf hin, dass PRG1
an Prozessen, welche mit Neuritenwachstum, Polemisader Zellmigration assoziiert sind, be-

teiligt sein kdnnte.

5.3.3 PRGL1 ist ein postsynaptisches Protein

Detailliertere Analysen der PRG1-Lokalisation wsfsynaptischen Terminalien erfolgten
immuncytochemisch in hippocampalen Neuronen nacidgenin vitro. Die Doppelfarbung
von endogenem PRG1 und PSD-8bgtsynaptic density-9Zeigte teilweise eine Kolokalisation
beider Signale. Die postsynaptische Dichte befisadt am Kopf der Spines und stellt ein komp-
lexes Protein-Netzwerk dar, das in den dendritisdbernen mit der postsynaptischen Membran
verknipft ist [176]. Sie bietet eine Art Plattfoffir verschiedene funktionelle und rezeptorasso-
ziierte Proteine, die miteinander interagierendémn PSD sind Rezeptoren, Adhasionsmolekiile,
Struktur- und cytoskelettale Proteine sowie Enzyewreten, die unter anderem an der Struktur-
bildung und Signalprozessierung beteiligt sind [LDie beobachtete PRG1-Lokalisation liefert
einen weiteren Hinweis, dass dieses Protein bebSthilisierung und Organisation des Cytoske-
letts dendritischer Spines eine Rolle spielen kénhs ist allerdings nicht auszuschlieRen, dass
PRG1 auch an der Maschinerie der Signalprozesgdyeteiligt ist. Neuesten immunhistochemi-
schen Untersuchungen an hippocampalen Schnittehgeuist PRG1 mit ProSAP2 und Homerl

kolokalisiert; Proteine, welche spezifisch in und die PSD lokalisiert sind [77]. Interessanter-
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weise handelt es sich dabei um Proteine, welchénngiutamatergen Neuronen vorkommen [77,
178, 179]. Es konnte keine Uberlagerung der SignafePRG1 und Gephyrin, einem Marker der
postsynaptischen GABAergen Kontakte, gezeigt werbém elektronenmikroskopische Analyse
bestatigte dies. Hier konnte gezeigt werden, dd&&&1Pausschlie3lich in der Membran von
asymmetrischen (glutamatergen) und nicht in symsetten (GABAergen) Synapsen lokalisiert
ist [77].

Fir den Fall, dass PRG1 tatsédchlich an der Diffeezung von Dendritenbdumen
und/oder der Spinogenese beteiligt sein solltdlt sieh nun die Frage, warum dieses Protein
Zellsubtyp-spezifisch nur in glutamatergen Neuroarprimiert wird. PRG1-defiziente glutama-
terge CA1-Neurone wiesen eine hohere glutamatergesimission in Form einer spontanen Ve-
sikelfreisetzungsfahigkeit (MEPSC) auf als Wildtypurone, wohingegen die GABAergen
PRG1-KO-Neurone keine Veranderungen zeigten [71#@s® Befunde weisen darauf hin, dass
PRG1 aufgrund seiner spezifischen Lokalisationen glutamatergen Postsynapse in exzitatori-
sche Signalweiterleitungen regulierend eingreifénrite.

5.4  Expressions- und Lokalisationsanalysen der LPA-Reptoren

5.4.1 Quantitative Expressionsanalysen wahrend der Entklieng des ZNS

Um die Expression von fiinf bekannten LPA-Rezeptdre zentralen Nervensysten zu
analysieren, wurden bis jetzt mehrere Untersuchunigégernommen. Dabei wurden unterschied-
liche Stadien und Methoden wie situi-Hybridisierung und Northern Blot angewandt [4-@, 5
69, 180-182]. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zustegr Mal Expressionsanalysen der LPA-
Rezeptoren auf mRNA-Ebene wahrend der neuronaléniékiung zwischen E14 und P30 de-
tailliert durch Anwendung einer modernen und seresit Methode, der quantitativen Real-Time-
PCR bestimmt.

In allen fir die Analysen eingesetzten Hirnregiomge dem Hippocampus, Neocortex,
Cerebellum und Bulbus olfactorius konnte eine Egpien der LPA1l-, LPA2- und LPA4-
Transkripte nachgewiesen werden.

Die Expression des LPA1-Rezeptors blieb im Hippgoas und Neocortex wahrend des

Entwicklungszeitraumes relativ stabil und zeigte aine geringe Regulation. Die héchste Ex-
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pression des LPAl1-Rezeptors wurde im NeocortextmdiSm E14 und E16 beobachtet. Dieses
Ergebnis stimmt Gberein mit publizierten Daten, deschreiben, dass der LPA1-Rezeptor zu
diesem Zeitpunkt der embryonalen Entwicklung in demtrikularen Zone stark exprimiert wird
[5]. Ein bereits beschriebener Phanotyp der LPAIH{&use ist eine verringerte Gehirnmasse
und die Malaga-Variante (entstand durch spontamkstabile Kreuzung der LPA1-KO-Rasse)
zeigte sogar einen Defekt der corticalen Entwicglund einen gehauften Zelltod im Neocortex
[17, 37]. Im Cerebellum konnte eine Hochregulatian Rezeptorexpression kurz nach der Ge-
burt registriert werden. Im Bulbus olfactorius dgge waren die mMRNA-Niveaus in den embryo-
nalen Stadien, besonders um E19, hoch und zeigierpestnatale Herunterregulation. In frihen
Stadien der olfactorischen Entwicklung finden Peseewie Neurogenese und Anfange der Mig-
ration von unreifen Neuronen aus der subventrikma&one Uber den rostralen Migrationsstrom
zum Bulbus olfactorius statt [155]. Die hohen mRNA«eaus in frihen Entwicklungsstadien des
Bulbus olfaktorius unterstreichen erneut die Fumktles LPA1-Rezeptors und erklaren eventuell
den Phanotyp der LPA1l-defizienten-Mause, welchereigestorten Saugreflex aufweisen [37].
Diese Daten stehen im Einklang zu den hier bedotmien gRT-PCR-Ergebnissen beziglich ei-
ner hohen und stabilen Expression des Rezeptonendilder Neurogenese.

Die mRNA-Niveaus des LPA2-Rezeptors waren im Hgagmopus genauso stark und
kaum reguliert wie die des LPA1-Rezeptors. Im Netwog Cerebellum und Bulbus olfactorius
nahm die Menge der mRNA-Transkripte des LPA2-Remspam P10 ab. Auffallend war, dass
im Bulbus olfactorius die LPA2- und 4-Rezeptoren RBO 4-fach geringer im Vergleich zu
LPA1 exprimiert wurden. Die LPA2-KO-Mause weiseninke phanotypischen Anomalien auf
und die LPA1/2-doppel-KO-Mause besitzen keinen eveit Phanotyp zuséatzlich zu dem von
LPA1-KO. Die LPA1- und 2-Rezeptoren modulieren exdike gleiche Signalkaskade nach ihrer
Aktivierung [3, 50, 183]. Aufgrund dieser Tatsadhed derzeit die physiologischen Funktionen
der einzelnen LPA-Rezeptoren noch nicht vollstaraditgeklart [69]. Durch die in dieser Arbeit
gezeigten Analysen ist jedoch anzunehmen, dass l&R#gund seiner hohen Expression wah-
rend der Entwicklung des Gehirns und besondersippd¢ampus auch im adulten Stadium eine
wichtige Rolle spielen musste.

Der LPA4-Rezeptor war in allen getesteten Hirnlaeansgesamt schwécher exprimiert
als die Rezeptoren 1 und 2. In Analysen andereeifstruppen mittels gRT-PCR konnte eine
hohe Expression des Rezeptors in humanen Ovarergeaiesen werden [53]. Obwohl LPA4-
defiziente Mause keine offensichtlichen Anomaliefweeisen, reagieren die LPA4-defizienten



Diskussion| 96

Maus-Embryonenfibroblasten (MEF) mit verstarktePA-induzierter Migration. Aufgrund die-
ser Tatsache nehmen die Autoren an, dass der LRZég®or in den Prozessen der Migration
und Invasion agiert [74], was auch eine hdhere &gon wahrend der Entwicklungsstadien
erklaren konnte.

Die in dieser Arbeit durchgefuhrten Expressionsstudkonnten in keinem Stadium in
den verwendeten Hirnregionen mRNA-Transkripte fiér l0PA3- und 5-Rezeptoren nachweisen.
Die Effizienz der verwendeten Assays wurde vor dénsatz mit einer cDNA aus der Milz, ei-
nem Organ, in dem bereits eine Expression der LR#A8B-LPA5-Rezeptoren beschrieben wurde
[54, 69], Uberprift. Sie lag bei 97-100 %. Auf died/eise konnte sichergestellt werden, dass die
MRNA-Menge der Rezeptoren im Gehirn tatsachliclkeudem Detektionslevel lag und das Er-
gebnis nicht Folge einer fehlerhaften Durchfihrdeg Experiments war. Die Arbeitsgruppe um
Contos konnte allerding eine LPA3-Expression nsttébrthern Blots im Gehirn nachweisen [3].
Die Diskrepanz der publizierten Daten kann mehmsachen haben: Die Publikation zeigt zum
einen einen Blot mit aufgetragener gesamt-RNA audtem Mausehirn, in dem kein LPA3 de-
tektiert wurde und zusatzlich einen anderen Blaf, dem Hirn-total-RNA aus mehreren Ent-
wicklungsstadien aufgetragen wurde, der dann ethevache Bande im P7-Stadium zeigt. Eine
gRT-PCR-Analyse weist eine hohe Reproduzierbarkeite Sensitivitat und geringe Varianzen
der Ergebnisse auf, sodass von der RichtigkeitEatlgebnisse ausgegangen werden kann. Die
hier vorgestellten Daten fir den LPA5-Rezeptor kenndie publizierten Daten von Le¢ al.
(2006) die ebenfalls keine LPA5-Rezeptor-Transkripittels Northern Blot im Gehirn nachwei-
sen konnten, verifizieren [54].

5.4.2 Subzellulare Lokalisation endogener LPA1- und 2-Rgtoren in unreifen primaren
Neuronen

In jungen hippocampalen Neuronen wurden mangedzifsgchen Antikorpers fur den
LPA4-Rezeptor (Daten nicht gezeigt) und mangeleldetrbarer mRNA-Transkripte flr den
LPA3- und 5-Rezeptor keine subzellularen Lokalmatanalysen durchgefihrt.

Untersuchungen an kultivierten Neuronen nach Z2magvitro zeigten, dass sowohl der
LPA1- als auch der LPA2-Rezeptor in der Plasmamambler Neuronén vitro lokalisiert war-
en. Als G-Protein-gekoppelte Rezeptoren mit viéigen und identischen Signalkaskaden sind

diese beiden Rezeptoren an mehreren zellularendvigem beteiligt. In neuronalen Zelllinien
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wurde diesen Rezeptoren eine wichtige Rolle beiMigration, Reorganisation der Aktinfila-
mente und Neuritenretraktion zugeschrieben (zurréitiet siehe [184]). Solche Ablaufe sind
auch fur die Differenzierung von Neuronen und diesBildung des neuronalen Netzwerkes
unumganglich. Interessant ist, dass beide Rezeptarelche in der Lage sind, die gleichen G-
Proteine zu binden und demnach identische Sigriedkien auslosen, in gleicher Menge, wie in
dieser Arbeit mittels gRT-PCR gezeigt, in 2 Tag#ilerten Neuronen exprimiert werden. Dies
konnte eventuell durch den festgestellten Lokabsaunterschied im Wachstumskegel erklart
werden. Wahrend der LPA1-Rezeptor Uberwiegend tmr@kchen Filopodien und Lamellipo-
dien detektiert wurde, wurde der LPA2-Rezeptor ksdghlich in den peripheren Bereichen des
Wachstumskegels gezeigt.

In 4 Tage kultivierten Neuronen wurden der LPAl1duPA-2-Rezeptor in Somata,
Dendriten und Axonen detektiert. Auffallend warsslaler LPA1-Rezeptor in den aktinreichen
Filopodien und Lamellipodien, aber auch stark imigleeren Bereich des Wachstumskegels,
kolokalisiert mit neuronalem Tubulin, nachgewiesamrde. Der LPA2-Rezeptor, der in 2 Tage
kultivierten Neuronen im peripheren Bereich des Wgaemskegels detektiert wurde, zeigte in 4
Tage kultivierten Neuronen kaum ein Signal in dmredgereich, wurde daflr aber in Dendriten
und Axonen nachgewiesen.

Reaktionen wie Wachstumskegelkollaps und Neuseteaktion auf repulsive Faktoren
wie LPA sind unerl&sslich, um eine korrekte Ausbilg neuronaler Verbindungen wéhrend der
Entwicklung des Nervensystems zu erreichen. Digelang des endogenen LPA1-Rezeptors
wurde in 2 und 4 Tage kultivierten Neuronen in &ewlspitzen der Neuriten und dem Zellkérper
festgestellt. Ebenso wird die Expression der GSKR3fiesen Stadien der neuronalen Polarisati-
on beschrieben [118]. GSK-3R3 verhindert in ihrevédrten Form die Verzweigung von Neuri-
ten, indem sie durch Phosphorylierung der Microlubindenden Proteine wie Tau, CRMP-2,
APC und MAP1B die Microtubuli-Dynamik reguliert [38 Studien an der neuronalen Zelllinie
SY-SH5Y zeigten, dass der LPA1-Rezeptor Signalkdeskaktiviert, welche zuerst die Calcium-
abhangige Tyrosinkinase Pyk2 aktivieren und ansBkeind die Tyrosin-Phosphorylierung der
GSK-3i3 hervorrufen. Die folgende Phosphorylierurmgn viau, einem axonalen Microtubuli-
Protein, erklart die LPA-induzierte Neuritenretiakt [19, 186]. Darlber hinaus wurde gezeigt,
dass die Rezeptoren LPA1 und 2Xenopusfir die Aggregation des corticalen Aktiims vivo

verantwortlich sind [187, 188]. Die Kombination deardieser Arbeit vorgestellten Daten lasst
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darauf schlieen, dass die LPAl- und 2-Rezeptoueh & hippocampalen Neuronen solche

Prozesse regulieren konnten.

5.4.3 Subzellulare Lokalisation endogener LPA1- und 2-Rgtoren in reifer Neuronen-

kultur

In hippocampalen Neuronen nach 14 Taigevitro konnte der LPA1-Rezeptor immuncy-
tochemisch nicht mehr detektiert werden. So wirgesmommen, dass die Rolle dieses Rezeptors
ausschlie3lich auf die Stadien der Differenzierdeg Neurone und der damit verknipften mole-
kularen Mechanismen begrenzt ist. Die immuncytocékelnen Analysen zeigten eine intensive
Farbung des endogenen LPA1-Rezeptors in GliazdllenExpressionsstudien mittels gRT-PCR
zeigten hohe mRNA-Niveaus fur den LPA1l-Rezeptokuitivierten Astrozyten. Diese Entde-
ckung ist konform zu den Daten von Tabuehial (2000), welche eine Expression des LPA1-
Rezeptors in kultivierten murinen Astrozyten mitel situi-Hybridisierung nachgewiesen haben
[189].

In reifer Neuronenkultur lief3 sich ein um 7-facthbies Niveau der mRNA-Transkripte
fur den LPA2-Rezeptor, im Vergleich zum LPA1l-Remepteststellen. Die immuncytochemi-
sche Farbungen wiesen eine homogene Verteilundg ll&8-Rezeptors in den Axonen, Dendri-
ten und im Somata der Neurone auf. Aufgrund degdsgionsmusters, gezeigt durch gRT-PCR
und subzellulare Verteilung, lasst sich vermuteagsdder LPA2-Rezeptor an den Prozessen der
kontinuierlichen Reifung von Dendriten und Axonenduan der Ausbildung des neuronalen
Netzwerkes und/oder an der Ausbildung dendritiséb@men und der Synaptogenese beteiligt

sein kdnnte.

5.5 LPA-induzierte Ca®*-Freisetzung in hippocampalen Neuronen

5.5.1 Der LPA2-Rezeptor vermittelt die €aFreisetzung in Neuronen

Die im Rahmen dieser Arbeit generierten Datenereigine durch LPA-Applikation indu-
zierte transiente G&Freisetzung in Neuronen. Des Weiteren konnte rewtegen werden, dass

dieser Effekt Uber eine spezifische Aktivierung HP#2-Rezeptors erfolgt.
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In mehreren neuronalen und nicht neuronalen Bedhi wurde bereits gezeigt, dass LPA
in der Lage ist, eine Erhdhung des freien Calciitm£ytoplasma auszulésen [11, 35, 52, 190,
191]. Im Rahmen dieser Arbeit sollten primare higgopale Neurone fir die Analysen einge-
setzt werden, denn primare Neurone sind als Mabedks physiologischen Vorbilds besser ge-
eignet als Zelllinien.

Nachdem die primaren Neurone einen LPA-induzietgioplasmatischen GaAnstieg
zeigten, stellte sich die Frage, welche LPA-Rezeptdir diese Reaktion verantwortlich sind
und welche intrazelluldaren Signalkaskaden diesekien zu Grunde liegen. Der Effekt kbnnte
auf LPA1-, 2- und 4-Rezeptoren zuriickzufihren séémn in dieser Arbeit wurde nur das Vor-
handensein fir diese Rezeptoren in Neuronen, wdithelie Calciummessungen verwendet
wurden, nachgewiesen. Jeder dieser Rezeptorenaudgeund seiner Bindung angGund/oder
Gi-Proteine in der Lage, die Phospholipase C (PL@)aine anschlieRende Aktivierung des Ino-
sitol-1,4,5-triphosphat-(H}-Rezeptors in der Membran des endoplasmatischekuRens (ERS)
mit resultierender C&Freisetzung zu vermitteln. Fir die Untersuchungideazellularen Sig-
nalkaskaden, welche zu einem LPA-induzierten®*@astieg fiihren, wurde eine LPA-
Konzentration von 10 uM verwendet. Diese Konzemmatvurde aus folgenden Griinden ge-
wahlt: Zum einen konnten in den Vorversuchen Cattiansienten mit dieser Konzentration in
Neuronen gemessen werden. Zum anderen entspriehKalzentration der physiologischen
Menge von LPA im Serum und wird in der Literatut béschrieben und eingesetzt. Darilber hi-
naus kdnnen hohere LPA-Konzentrationen zu Nekrasprimaren hippocampalen Neuronen
fuhren [192].

Die Frage nach dem involvierten Rezeptor wurde ldukawendung unterschiedlicher
Ansatze untersucht. Die Tatsache, dass in primideamonen nach 7 Tagen vitro hauptsach-
lich die mRNA-Transkripte des LPA2-Rezeptors detkiwurden, lie3 vermuten, dass dieser
Rezeptor der Gesuchte war. Dies lie3 sich durchElesatz priméarer hippocampaler Neuronen
aus einer LPA2-KO-Maus bestétigen. Die LPA2-defigé® Neurone zeigten keine Calciumtran-

sienten als Reaktion auf einen LPA-Stimulus.

5.5.2 LPA-induzierte Aktivierung des IRrRezeptors wird Uber das;®rotein vermittelt

Fur die Mobilisierung des Calciums kamen verschiedé/ege der LPA-aktivierten intra-

zellularen Signalkaskaden in Frage. Es war nicat, ldb das Calcium aus den zellularen Spei-
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chern oder aus dem extrazellularen Milieu als Felger Aktivierung der spannungsabhangigen
Calciumkanéle stammte. Diese Fragestellung wurdehdHinsatz verschiedener Pharmaka ge-
klart. Der LPA2-Rezeptor kann nach seiner Aktiviegudurch LPA sowohl ¢ als auch 6
Proteine binden, was in beiden Fallen zu eineriQaliteisetzung fuhrt [3, 50, 193]. Der Einsatz
eines bekannten Inhibitors, Pertussistoxin (PTX8lchver dien-Untereinheit des @roteins spe-
zifisch blockiert, sollte Klarheit Uber das betgiié G-Protein bringen [134]. In der Tat konnten
nach Anwendung des Inhibitors keine LPA-induzief@aiciumtransienten mehr gemessen wer-
den. Da es keinen kommerziell erhaltlichen Blodkerdas G-Protein gibt, konnte diese Beo-
bachtung nur einseitig bestatigt und nicht zusétztlurch eine Blockade des-Broteins kont-
rolliert werden. Weiterhin wurde in dieser Arbeitrdh den Einsatz der pharmakologischen Inhi-
bitoren U-73112 und U-73343 der Beweis erbractdsahe Aktivierung der PLC fir die Freiset-
zung von Calcium als eine LPA-hervorgerufene Reaktinumganglich ist [136]. Die PLC ist
fur die Synthese von Diacylglycerol (DAG) und Irnto$il,4,5-triphosphat (B} aus Phosphati-
dylinositol-4,5-bisphosphat verantwortlich. Im Felglen aktiviert IR den ligandengesteuerten
IPs-Rezeptor in der Membran des ERs. Nach der BindwamglP; an den Rezeptor wird dieser
gedffnet, was zu einer schnellen Freisetzung vofi-aen aus dem ER und damit zu einem
Anstieg der cytoplasmatischen Calcium-Konzentrafismrt. Da eine Inhibierung der PLC zu
einer Unterdriickung von Calcium und die Verwenddag PLC-Antagonisten U-73343 zu einer
Calciumantwort innerhalb der Zelle fuhrte, kannmetet werden, dass das Calcium, welches
nach der Stimulation mit LPA intrazellular zunahawis den Speichern des ERs stammt. Diese
Schlussfolgerung wurde durch Einsatz von Xestosipo@g(XeC) und Thapsigargin (Thg) end-
gultig bestatigt. XeC ist ein spezifischer Blockless IB-Rezeptors, Thg ist ein irreversibler Inhi-
bitor der C&-ATPase. Die C&-ATPase ist fir die Wiederauffillung des ERs mif‘@anen
zustandig und entleert gleichzeitig die Speich&7f141]. Wenn es sich um Calcium aus dem
ER handelt, darf daher nach dem Einsatz der Blodkier Anstieg mehr detektiert werden. In der
Tat zeigten die generierten Daten, dass es sigh kermehrten, intrazellularen Calcium nach
LPA-Stimulus um Calcium aus dem ER handelte.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es im Rafiesen Arbeit gelungen war die
Signalwege, welche nach der Bindung von LPA anld@A2-Rezeptor aktiviert werden und an
der Freisetzung des gespeicherten Calciums ausHEereteiligt sind, durch den Einsatz ver-

schiedener pharmakologischer Substanzen zu ensseith
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5.5.3 LPA-induziert einen Calciumanstieg in prasynaptiseh Terminalien

Hier prasentierten Ergebnisse dokumentieren, dassAnstieg der intrazellularen Cal-
ciumkonzentration auf die Offnung derziRezeptoren des ERs zuriickzufiihren ist. Dennoch
stellt sich die Frage, ob die spannungsgesteu€giciumkanale an diesen Prozessen géanzlich
unbeteiligt oder eventuell ebenfalls involviertdin

In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass el die Blockade der P/Q-Typ-Kanale
mit dem bekannten Inhibiton-Agatoxin-TK [142, 143] zu einer reduzierten Cato@ntwort
nach einem LPA-Stimulus kam. Bei Inhibierung derT)-Kanéle mitw-Conotoxin-GVIA
[145] wurde ebenfalls eine Reduktion der LPA-vetetien Calciumantwort beobachtet. Diese
Ergebnisse standen nicht im Einklang mit den dwurtifgten Analysen zur Aufklarung der in-
trazellularen Signalkaskaden. Wenn der LPA-indtei€alciumanstieg im Cytosol auf die Off-
nung des IRRezeptors zurlickzufihren sein sollte, stellt sighFrage, warum eine Verminde-
rung des Signals nach Inhibition der Calciumkariéstgestellt werden konnte. Sowohl die P/Q-
als auch die N-Typ-Kanale werden in erster LinigorAsynaptischen Nervenendigungen nach-
gewiesen, in denen ihre Offnung fur eine schnetlsEtzung der Neurotransmitter verantwort-
lich ist. Ihre Lokalisation wurde aber auch in d&gmbran des Zellkdrpers beschrieben [91, 92].
Die Messungen des intrazellularen Calciums erfalgteekt am Zellkérper. Durch die LPA2-
Rezeptor-vermittelte Aktivierung der PLC kdnntedesnzufolge zur intrazellularen Produktion
von DAG und IR kommen. In Folge dessen fuhrt das DAG zur Aktiwiey der Proteinkinase C
und zur Offnung der spannungsgesteuerten Calciuahkai 6ffnet die IR-Rezeptoren, was
ebenfalls einen Calcium-Einstrom in die Zelle zaigé hat (zur Ubersicht siehe [194]). Eine
verschiedene Dichte der beiden Kanal-Typen aufsdaratischen Membran kdnnte diese gerin-
gen Unterschiede der Calciumtransienten erklaren.

Bei L-Typ-Kanalen handelt es sich um Kandle, welblagptsachlich in Muskelzellen
oder Dendriten eines Neurons exprimiert und alstidie betrachtet werden [195]. Die R-Typ-
Kanale werden in Neuronen exprimiert. Fir diesep Wrd ebenfalls angenommen, dass er
moglicherweise an der Neurotransmitterfreisetzueigibgt sein konnte. Diese Annahme wurde
jedoch noch nicht vollstandig bestatigt [196]. Einkibierung der L- und R-Typ-Kanéle bewirk-
te keine Veranderung in LPA-induzierten ReaktiomarHinblick auf die ausgeldsten Calciumt-
ransienten.
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Die im Rahmen dieser Arbeit erzielten ErgebnissBdn vermuten, dass LPA womdglich
nicht nur zu einem somatischen Calciumanstieg figohdern auch zu einem Calciumanstieg
direkt in der Prasynapse. Wie in dieser Arbeit ggzavird der Calciumanstieg in Neuronen tber
den LPA2-Rezeptor vermittelt. Es wurde auch gezeéigss dieser Rezeptor eine homologe Ver-
teilung innerhalb eines Neurons aufweist, sodaskt rausgeschlossen werden kann, dass LPA
eventuell an der Neurotransmitterfreisetzung bigtest. Solche LPA-Effekte wurden bereits an
PC12-Zellen beobachtet, in welchen LPA zu einerddaipfreisetzung fuhrt [35].

Calciummessungen in den prasynaptischen Teminaeigten einen lokalen, LPA-
induzierten Anstieg der Calciumkonzentrationen. W& scheint, wirkt die Aktivierung des
LPA2-Rezeptors nicht inhibierend auf die P/Q- udéfoN-Typ-Kanéle, wie es fur andere G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren, z. B. fir inhib#&ohi wirkende Opoid-, GAB#, Serotonin-,
oder Androgene-Rezeptdrereits beschrieben wurde [197-199].

5.5.4 LPA steuert die Freisetzung der synaptischen Vebkikeprimaren hippocampalen

Neuronen

Die bisher im Rahmen dieser Arbeit durchgefiih@afciummessungen lieferten Hinwei-
se darauf, dass LPA maoglicherweise in den Zyklussgeaptischen Vesikel eingreifen konnte.
Diese Hypothese entstand durch den Einsatz vonmakaidogischen Inhibitoren der prasynapti-
schen Calciumkandale des P/Q- und N-Typus, nachdgnmgerte Calciumtransienten gemessen
wurden. Unter Verwendung der SynaptopHIuorin-Meth@déar es moglich, diese Hypothese in
primarer hippocampaler Zellkultun vitro zu studieren. Diese optische Methode wurde entwi-
ckelt um die prasynaptische Aktivitdt und den Vekigklus untersuchen zu kdénnen und wird
heute im Vergleich zu elektrophysiologischen Me#diir die die kleinen Synapsen unzugang-
lich sind, bevorzugt verwendet [200-202]. In derliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass LPA
eine Exozytose der synaptischen Vesikel auslosie Kontrolle mit Neuronen aus einer LPA2-
KO-Maus bestétigte dieses Ergebnis und zeigte grdess der induzierte Effekt exklusiv Uber
den LPA2-Rezeptor in hippocampalen Neuronen veethittird.

Die Fluoreszenzleuchtdauer nach einer LPA-Appld@trschien jedoch zu lang, denn in
der Literatur wird die saure Hydrolyse eines Velsikeach Endozytose als ein sehr schneller Pro-
zess beschrieben und besitzt eine Zeitkonstahteoq 4-5 sek [82]. Andere Arbeiten konnten
allerdings fur die saure Hydrolyse der SynapthopHtuenthaltenden Vesikel nach einer elektri-
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schen Stimulation von 30 sek (10 Hertz/sek) eingkdestante vorr = 40-80 sek bestimmen
[202, 203]. Fur die LPA-induzierte Exozytose wumgenfalls eine Zeitkonstante ermittelt, die
bei 122 sek lag. Fir die Kontrolle mit L-Glutamatiug die Fluoreszenzleuchtdauer 43 sek.
Der Vorteil der angewandten Methode unter den dyefithrten Bedingungen war, dass eine
Vesikel-Exozytose und -Endozytose in Echtzeit wstent werden konnte, ohne dass die prasy-
naptische Funktion beeinflusst wurde. Ein Nachggjldass es nicht méglich war, zu unterschei-
den, ob nur ein oder mehrere Vesikel mit der Plasemabran fusionierten. Es kénnte dadurch zu
verfalschten Ergebnissen gekommen sein, denn esniwhat klar, ob die lange Fluoreszenz-
leuchtdauer auf ein geotffnetes Vesikel zurtickzidiilwar oder ob weitere Vesikel bereits fusio-
nierten, bevor das erste Vesikel angesauert wekdente. In der Literatur werden Untersuchun-
gen angefuhrt, die eine Stimulation der Neuronellw@inen elektrischen Impuls beschreiben,
durch den alle Vesikel gleichzeitig reagieren. lasdr Arbeit wurde aber eine physiologische
Stimulation angewandt. Eventuell konnte dies dem@rfur die langsame Endozytose sein. Trotz
dieser Beobachtung ist allerdings nicht zu verrigsdigen, dass LPA-stimulierte Vesikel fast 3
Mal so viel Zeit bendtigten um angesauert zu weralsndie L-Glutamat stimulierten Vesikel.
Dieses Phanomen konnte unterschiedliche Ursacheanh&owohl LPA als auch Glutamat bin-
den an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Bei deta@htrezeptoren handelt es sich unter ande-
rem um lonen-Kanale die auch Calcium passierertak8nnen. Das konnte eventuell bedeuten,
dass nach einem Glutamat-Stimulus die Vesikel anadieven Zone direkt mit der Membran
fusionieren und eine schnelle Endozytose durchtauf®A dagegen fuhrt zuerst zu einer Akti-
vierung der intrazellularen Signalkaskaden, um &uagion der Vesikel ausldsen zu kdnnen. Die
LPA-stimulierten Vesikel kdnnten folglich nach undch fusionieren oder moglicherweise aus
dem ,slowly releasable pool* stammen, aus dem steemer Zeitkonstante von etwa 3 Vesi-
kel/sek fusionieren, wahrend die Vesikel im ,repdeleasable pool“ mit einer zehnfach schnel-
leren Zeitkonstante (30 Vesikel/sek) fusionieref][9

5.6  LPA wirkt ausschlief3lich auf glutamaterge Neurone

An der chemischen Synapse l6st ein Calciumeinstrodie Terminalien eine Ausschiit-
tung der Neurotransmitter aus den prasynaptiscle=ikel aus. Eine Aktivierung der prasynapti-
schen Rezeptoren I6st eine komplexe Signalkaskaden Nervenendigungen aus und bewirkt
Uber den PLC/DAG-Signalweg eine Sekretion der siyseipen Vesikel [204-207]. Der LPA2-
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Rezeptor ist ebenfalls in der Lage, die PLC zuakten und auf diesem Weg zur Freisetzung der
Vesikel beizutragen. Daflr wére es allerdings natlig, dass der LPA2-Rezeptor direkt in den
prasynaptischen Terminalien exprimiert ist. Die iomoytochemischen Analysen lieRen zwar
vermuten, dass der LPA2-Rezeptor auch in der Pa@sgnlokalisiert sein kénnte, jedoch war die
Auflésung der Aufnahmen nicht ausreichend, um dede Aussagen zu treffen. Die zu diesem
Zweck durchgefihrten elektronenmikroskopischen st zeigten nicht nur eine lokale Ex-
pression des Rezeptors an der aktiven Zone deyridse, sondern auch, dass der LPA2-
Rezeptor exklusiv in asymmetrischen (glutamaterggmapsen lokalisiert ist. Ein zusatzlicher
Beweis fiir die zellartspezifische Lokalisation weirdurch die Verwendung der prasynaptischen
Marker fur glutamaterge (VGLUT1) und GABAerge (VGASynapsen erbracht. Die Verringe-
rung der Vesikelanzahl konnte quantitativ nur dufagnatergen (exzitatorischen) Synapsen fest-
gestellt werden. Allerdings war eine Reduktion vam ungefahr 30 % zu beobachten. Das kann
auf die angewandten Versuchsbedingungen zurlckdefilarden. Wie dielive imaging
Untersuchungen bereits zeigten werden die Vesi&ehreinem LPA-Stimulus unterschiedlich
schnell freigesetzt. Das bedeutet, dass zum Zditpler Fixierung der Zellen nur ein Anteil der
freigesetzten Vesikel erfasst werden konnte. Dassieh dabei nicht um einen retrograden
Transport der Vesikel handelt, konnte bereitBvie@ imagingExperimenten gezeigt werden. Dar-
tber hinaus stitzen die biochemischen Analysepdgarierten Vesikel dieses Ergebnis.

Die durchgefihrten, elektrophysiologischen Analygem Freisetzung der synaptischen
Vesikel nach einer LPA-Stimulation an hippocampalEuronen zeigten eine Verminderung der
MEPSC-Frequenz (erregendes postsynaptisches Rftemtd keine Verdnderung der mIPSC-
Frequenz (inhibitorisches postsynaptisches Potgnitia Gehirnschnitt dagegen zeigte eine Mes-
sung der spontanen Vesikelfreisetzung nach einek-&ffmulation eine signifikant hdhere
MEPSC-Frequenz jedoch keinen Unterschied in deB@iPrequenz. Das deutet darauf hin, dass
die Neurotransmitter auf der Prasynapse im Gethmtcvermehrt freigesetzt wurden [77], in
den primaren Neuronen vitro aber nicht (Kieselmanet al, Manuskript eingereicht). In einem
Gehirnschnitt sind die Neurone von Gliazellen unegelind behalten eine dreidimensionale
Struktur, wie sie auch vivo vorzufinden ist. Die Diskrepanz der Ergebnissenksich dadurch
ergeben, dass die hippocampalen Neurone aufgrimentéer Gliazellen in ihrer Umgebung ei-
nen langsameren Metabolismus besitzen. In Betriemmmen kénnte hingegen auch, dass der
Vesikelzyklus in einer Kultur verlangsamt oder &lachschub der Vesikel aus dem Soma be-

grenzt ist.
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Zusammenfassend legen die Ergebnisse nahe, dassinAFreisetzung der synapti-
schen Vesikel nur in exzitatorischen Neuronen bdwWeitere Daten stitzen die Annahme,
dass Phospholipide an der Regulation der synaptisElanktion und Dysfunktion beteiligt sind.
FUr den Plattchen-aktivierenden Faktor PAF und Bghandin E2 konnte eine Beteiligung an
Prozessen wie synaptischer Plastizitdt, Gedachtk#bn und neuronalem Schutz beschrieben
werden [208-211]. Es ist denkbar, dass auch LPdemLage ist, solche oder &hnliche Vorgange

zu regulieren.

57 Fazit und Ausblick

Im Rahmen der Arbeit wurde eine gehirn- und neemngpezifische Expression von PRG1
nachgewiesen. Die detaillierten Expressionsanalygsggten eine zeitabhangige Expression im
Rahmen der Entwicklung des ZNS, deren Maximum zeitpdnkt der Spino- und Synaptogene-
se erreicht wurde. Subzellulare Untersuchungemumggn und ausdifferenzierten Neuronen lie-
Ben die Vermutung zu, dass das Membranprotein P&&ihtrinsischer Faktor an der neurona-
len Wegfindung beteiligt sein kbnnte. Denkbar wéimeh die Beteiligung von PRG1 an der Spi-
no- und Synaptogenese, wobei es die ReorganisatidrStabilisation des Cytoskeletts regulie-
ren kénnte.

In qRT-PCR-Expressionsanalysen der LPA-Rezeptaghrend der neuronalen Entwick-
lung konnten nur die mRNA-Transkripte der LPA1-AZ? und LPA4-Rezeptoren nachgewie-
sen werden. Dieser Befund zeigt, dass die Rezeptd?@d3 und LPAS5 an der Entwicklung des
Gehirns génzlich unbeteiligt bleiben und in andeBaweben eine Rolle spielen missen. Analy-
sen uber die Wirkung von LPA auf primére, hippocalapgNeuronen vitro zeigten einen tran-
sienten Calciumanstieg, der mit der Freisetzungpd&synaptischen Vesikel einherging. Dieser
Effekt wird spezifisch Gber den LPA2-Rezeptor veteli und ist ausschliel3lich auf glutamaterge
Neurone beschrankt.

Homologien im N-terminalen Bereich von PRG1 mit 8@P-Familie [212] implizieren
ihre evolutionare Verwandtschaft und deuten dahénif dass bioaktive Lipide wie LPA mogli-
che Bindungspartner oder Liganden von PRGL1 seimtkdin PRG1 und LPPs besitzen Peptid-
segmente, welche fur die Interaktion mit solchenldddlen notwendig sind. Insbesondere die
Mutation eines hochkonservierten Histidins in derazellularen Doméane kann solche Interak-

tionen verhindern [80, 81]. Eine Deletion von PRf@firt zu erhéhten mEPSCs in kultivierten
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Neuronen und zu spontanen konvulsiven Anféllewvrepilen KO-Mausen [77]. So kann vermu-
tet werden, dass PRG1 durch seine Lokalisatiordaupostsynaptischen Seite, an der PSD, den
Gehalt der Phospholipide in dem synaptischen Spalthe tber die Gliazellen geliefert werden
[213], durch Abbau oder die Aufnahme in die inttagé&re Kompartimente kontrolliert. In dieser
Arbeit wurde gezeigt, dass LPA die glutamatergen3maission tber den prasynaptisch lokalisier-
ten LPA2-Rezeptor moduliert. PRG1 wurde ebenfallglutamatergen Neuronen nachgewiesen.
Die Generierung der PRG1/LPA2-KO-Mause konnte datihglogischen Phanotyp der PRG1-
KO aufheben [77]. Mittels quantitativer gRT-PCR hkta keine Veranderung der LPP-
Expression (LPP1-3) in der PRG1-KO (personliche Kamikation, Tanja Velmans) und keine
Veranderung der PRG1-Expression in der LPA2-KO ¢éDaticht gezeigt) gemessen werden.
Denkbar ist, dass die Modulation der neuronalenritdgung an glutamatergen Neuronen (ber
LPA und den prasynaptischen LPA2-Rezeptor regulend, ein Mechanismus, welcher wiede-
rum von der postsynaptischen Seite Uber PRG1 Kbattavird.

Die im Rahmen dieser Arbeit generierten Datenemmadazu bei, die Entwicklung des
zentralen Nervensystems und die daran beteiligtechsinismen besser zu verstehen. Es sind
jedoch noch weitere umfangreiche Untersuchungeweratig, um diesen hochkomplexen und
faszinierenden Vorgang weiter aufzuklaren. Das ¥ednis und das Wissen Uber die Entwick-
lung, Regeneration und Reorganisation des ZNS wsdng@uronalen Netzwerkes konnte dazu
dienen, neue Therapiestrategien zu entwickeln, eoradegenerative Krankheiten in Zukunft

besser therapieren zu kénnen.
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7 Anhang

7.1 Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichem@ein in der elektronischen Version meiner

Arbeit nicht veroffentlicht.
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