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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Funktion und Entwicklung von Neuronen

In dieser Arbeit werden funktionelle Parameter von Neuronen betrachtet, daher
sollen zun&chst ihre Eigenschaften und ihre Entwicklung kurz dargestellt werden.
Neurone stellen hochspezialisierte, stark polarisierte Zellen dar, die fur die
Weiterleitung und in hdheren zentralnervosen Kern- und Rindengebieten fir die
Integration und Verarbeitung von elektrischen Erregungen zustandig sind.
Undifferenzierte Neurone besitzen einen abgerundeten Zellleib ohne Fortsatze. Sie
entwickeln sich — wie spéter noch ausgefiihrt wird — in wenigen Tagen zu Zellen mit
komplexen Verzweigungen weiter. Die Ausbildung der neuronalen Verschaltung
geschieht zum einen durch die Wanderung des Neurons zur vorbestimmten
Lokalisation. Zum anderen durch die genau regulierte Wegfindung des Axons. Das
Axon bildet den Kontakt zu anderen Neuronen Uber chemische Synapsen aus, an
denen Neurotransmitter ausgeschuttet werden. Es gibt verschiedene Formen von
Synapsen. An ihnen treffen die pra- und postsynaptischen Membranen aufeinander.
Erstere gehdrt zumeist zum Axon, letztere in der Regel zum Dendriten des
empfangenden Neurons. Beide Membranen sind durch den 20-30 nm breiten Spalt
getrennt, indem sich extrazellulare Matrix befindet, die auch fur das Haften und
Verbleiben der Verbindung an dieser Lokalisation sorgt. Auf beiden Seiten befinden
sich in der Plasmamembran spezifische lonenkandle und Rezeptoren. Die
prasynaptischen Terminalien enthalten Transmitter-gefillte Vesikel. Die Beladung
der Vesikel mit den verschiedenen Neurotransmittern erfolgt durch spezifische
Transportproteine unter Nutzung eines H*-lonen-Gradienten. Zu diesen Proteinen
zahlen unter anderem die vesikularen Glutamat- und GABA-Transporter — VGLUTs
und VGAT, auf die spater noch einmal eingegangen wird.

Die Neurone sind in eine Umgebung aus glialem Gewebe eingebettet, das von
Astrozyten, Oligodendrozyten und Mikroglia gebildet wird. Diese beteiligen sich an
der Bildung der Blut-Hirn-Schranke, der Versorgung der Neurone mit Nahrstoffen und
der Homoostase von Neurotransmittern. Des Weiteren sorgen sie fur die Entfernung
toxischer Substanzen und Abwehr von Krankheitserregern sowie die Bildung von
Markscheiden zum Zweck der beschleunigten Fortleitung. lhr Vorkommen ist

ebenfalls Voraussetzung flr eine regelrechte Funktionsweise des Nervensystems.
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Grundlegend fur die Beschreibung von Effekten an neuronalen Strukturen ist der
Zusammenhang von Morphologie und Funktion, daher wurden morphologische
Parameter in dieser Arbeit als Marker fur Funktionalitat verwendet. Das zum Teil Gber
grol3e Distanzen auswachsende Axon und die sich dabei bildenden Synapsen sind
die strukturelle Basis fur die neuronale Interaktion. Uber ihre Quantifizierung kénnen
Aussagen Uber die Wirksamkeit moglicher neurotroph wirksamer Substanzen
gemacht werden.

1.2 Die Familie der Rho-GTPasen

Als wichtige Schaltstellen in der Differenzierung unter anderem von Nervenzellen
gelten RhoGTPasen (rho — ras homolog). Sie sind Mitglieder der Ras-Superfamilie
20-30 kDa schwerer GTP-bindender Proteine. Die bisher bekannten Vertreter sind
die RhoA-verwandte Subfamilie (RhoA, RhoB und RhoC); die Racl-verwandte
Subfamilie (Racla und seine SpleiRvariante Raclb, Rac2, Rac3 und RhoG); die
Cdc42-verwandte Subfamilie (Cdc42 und seine Gehirn-spezifische C-terminale
SpleiBvariante G25K, TC10, TCL, Chp/Wrch-2 und Wrch-1); die Rnd Subfamilie
(Rndl, Rnd2, und RhoE/Rnd3); die RhoBTB Subfamilie und die Miro Subfamilie
(Wennerberg et al., 2004).

Sie dienen der Verarbeitung und Weiterleitung extrazellularer, Rezeptor-vermittelter
Signale zu intrazellularen Signalwegen. Durch posttranslationale Prenylierung mit
einem Geranylrest am Carboxyterminus haben sie die Fahigkeit, mit Membranen zu
interagieren (Ridley, 2001). Aktivierung der Rho-GTPasen wird Uber die Bindung von
Guanosintriphosphat (GTP), ihre Inaktivierung tber den Austausch von GTP gegen
Guanosindiphosphat (GDP) erreicht (Wennerberg et al., 2004). Der aktive und
inaktive Zustand wird im Wesentlichen durch drei Proteingruppen reguliert: 1.
Guanosin-Austauschfaktoren (GEFs), welche den Austausch von GDP gegen GTP
bewirken, und so die Interaktion von aktivem Rho mit weiteren zellularen Effektoren
fordern, 2. GTPase-aktivierende Proteine (GAPS), welche die intrinsische GTPase-
Aktivitat stimulieren und somit zu Inaktivitdt fuhren, und 3. Guaninnukleotid-
Dissoziationsinhibitoren (GDIs), welche mit einer hydrophoben Tasche in einer
Doméne den vorgenannten Geranylrest isolieren und einen loslichen Komplex mit

inaktivem Rho im Zytosol bilden. Hierdurch wird der Austausch von GDP gegen GTP
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erschwert. Die intrinsische GTPase-Aktivitat erlaubt eine zeitlich und raumlich
genaue Regulation der Aktivitat (Bishop et al., 2000, Nikolic, 2002) (Abb. 1).

Plasmamembran

Geranylrest

N
/e

Pi

Rho-GDP

Abbildung 1

Regulierung der Aktivitat von Rho-Proteinen

Die Aktivitat der RhoGTPasen wird durch den Austausch von GDP gegen GTP hergestellt.
Dieser Austausch wird von vielen Vertretern von GEFs, GAPs und GDIs reguliert bzw.
verhindert. Details siehe Text. (nach Etienne-Manneville und Hall, 2002)

Die Aktivitat von Rho-Proteinen hat starken Einfluss auf die zellulare Morphologie in
vielen Geweben — von der relativ einfachen Polaritat epithelialer Zellen zu den
komplexen Verzweigungen von Neuronen. Diesen Einfluss Gben sie aus durch ihre
Wirkung auf Zell-Zell-Kontaktbildung und ihre dadurch in Epithelien bewirkte
Aufteilung der Membran in apikal und basolateral, was auch die Verteilung der Lipide
und Proteine auf diese Bereiche einschliel3t. Unter der Kontrolle der Rho-Proteine
stehen die Migration von Abwehrzellen aus den Blutgefa3en sowie die Kontraktion
von GefalRen durch Regulation des kontraktilen Aktin-Myosin-Systems. Weiterhin
wird das Aktin-Zytoskelett fir Morphologie und interne Struktur von Zellen und ihre
Fortbewegung durch Filo- und Lamellipodienausbildung und Anheftung an
extrazellulare Matrix sowie Ausstilpungen der Plasmamembran bei der Phagozytose
reguliert. Auch die Ausbildung von Mikrotubuli fir die Polaritdt von Zellen, die
Regulation des Zellzyklus und die Steuerung des kontraktilen Rings bei der

Zellteilung werden durch sie gesteuert (Narumiya und Yasuda, 2006).
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1.3 Neuronale Entwicklung und RhoGTPasen

RhoGTPasen sind wichtige Effektoren bei der Entstehung neuronaler Netzwerke.
Racl, Cdc42 und RhoA sind entscheidend in diese Prozesse involviert. Knock-out-
Experimente zeigen, dass allein die Abwesenheit einer dieser drei GTPasen zum
Tod von Mauseembryonen fuhrt (Heasman und Ridley, 2008). In Abbildung 2 werden

die Signalwege der Rho-GTPasen mit besonderem Fokus auf RhoA dargestellt.
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Abbildung 2

Effekte von RhoGTPasen in Neuronen

RhoA sowie Rac und Cdc42 sind Uber viele Effektoren an der neuronalen Entwicklung
beteiligt. Details siehe Text. (nach Govek et al., 2005, modifiziert nach Nikolic, 2002, Hall
und Bishop, 2000 und Burridge und Wennerberg, 2004)

Die Induktion der Zellfortsétze der Neurone geschieht Uber die Reorganisation des
Aktin-Zytoskeletts und Stabilisierung erster Fortsatzknospen durch die Mikrotubuli.
Dies wird im Wesentlichen positiv reguliert durch Rac und Cdc42, wohingegen RhoA

negativ auf das Wachstum wirkt. Die Regulation der Aktivitdit der genannten
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GTPasen erfolgt beispielsweise Uber externe Reize wie Wachstumsfaktoren und die
Stimulation des Austauschs von GDP gegen GTP Uber GEFs.

Von den bestehenden unreifen Neuriten entwickelt sich innerhalb einiger Tage ein
einzelner zum Axon, die anderen wachsen weniger stark und werden zu Dendriten.
An den Dendriten werden Dornfortsatze (spines) gebildet, die u. a. morphologische
Grundlage fur Synapsen und die elektrische Aktivitdt der Neurone sind.

Die Polarisierung des neuronalen Zellkdrpers wird tber zeitlich und rdumlich genaue
Steuerung der Aktivierung von RhoGTPasen durch die GEFs und GAPs ermdglicht.
Dabei ist eine lokale Destabilisierung des Aktin-Skeletts bzw. dessen Instabilitat und
das Einwachsen von Mikrotubuli am starksten nachweisbar in dem das Axon
bildenden Neuriten (Watabe-Uchida et al., 2006). Ein schneller Wechsel des
Aktivitatszustandes der GTPasen scheint dabei die Wirkung zu erzielen. Sie sind in
Axonen und Dendriten unterschiedlich lokalisiert bzw. exprimiert und regulieren die
Bewegung des Wachstumskegels durch Wirkung auf die Ausbildung und Stabilitat
von Filo- und Lamellipodien, die die Grundlage fir Axonverzweigung- und
langenwachstum sind.

Ein Signalweg von RhoA fiuhrt Uber die Inaktivierung der Myosin-Leichte-Ketten-
Kinase (MLCK) zum Ausbleiben der Aktivierung der leichten Kette (MLC), was die
Kontraktilitat des Aktin/Myosin-Skeletts einschrankt. Uber die Rho-Kinase (ROCK)
wird die MLC phosphoryliert und die Myosin-Leichte-Ketten-Phosphatase (MLCP),
die diesen Effekt antagonisiert, inaktiviert, was schlief3lich zu starkeren Kontraktilitét
fuhrt und die Retraktion von neuronalen Fortsatzen bewirkt. Hemmung von ROCK-
Signalwegen durch den ROCK-Inhibitor Y27632 oder genetischen knock-out von
ROCK verbessert die neuronale Regeneration nach Schadigung (Dergham et al.,
2002, Duffy et al., 2009).

Uber LIMK (Lin-11, Isl-1 und Mec-3 Domane enthaltenden Kinase) und Cofilin kann
ROCK die Polymerisation von Aktin-Monomeren fordern (Nikolic, 2002). ROCK
interagiert auRerdem mit den Intermediarfilamenten und den Mikrotubuli, was die
bestehende Morphologie des Neurons unterstitzt bzw. irregulares Fortsatzwachstum
verhindert, und damit die bis zu diesem Zeitpunkt erreichte Polaritat erhalt.

RhoA interagiert weiterhin mit Dia (Diaphanous-verwandte Formine) unter anderem
Uber IRSp53 (Insulin-Rezeptor-Substrat von 53 kDa), das bei der Organisation des
Aktin-Skeletts mitwirkt (Govek et al., 2005). Nachgeschaltet wirkt au3erdem Profilin,

welches an der gerichteten Polymerisation von Aktin-Monomeren beteiligt ist
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(Birbach, 2008). Es wird auch durch ROCK reguliert, wodurch die Bildung
zuséatzlicher Wachstumsknospen behindert und die Stabilisierung bisheriger Neuriten
unterstitzt wird (Da Silva et al., 2003).

Die drei genannten RhoGTPasen sind aulRerdem entscheidend bei der axonalen
Wegfindung, da z. B. Uberschiel3endes Wachstum verhindert werden muss. Rac und
Cdc42 sind wichtige Regulatoren fur die Anhaftung am umgebenden Gewebe und
die rdumliche Orientierung des Axons. Auch im Fall der Dendriten ist gegenseitige
Regulation der GTPasen die Grundlage fur das Auswachsmuster und die Bildung
von Dornfortsatzen. Die Effekte der Aktivitdt von Rho-Proteinen sind wahrend der
neuronalen Entwicklung unterschiedlich beztglich Axon- und Dendritenwachstum.
Die Aktivitat der GTPasen ist aber nicht nur bei den physiologischen Prozessen wie
Entwicklung und Plastizitat des Nervensystems wichtig. Kommt es zur Schadigung
des Nervensystems, regulieren sie ebenfalls die Mechanismen fur den Schutz und
die Regeneration des ZNS. Dabei unterliegen sie den Einflissen verschiedener bei
Verletzungen oder Infektionen freigesetzter oder —gelegter Mediatoren.

1.4 Die C3-ADP-Ribosyltransferasen

Ende der achtziger Jahre des 20. Jahrhunderts wurde entdeckt, dass Uberstande
bestimmter Stamme von Clostridium botulinum ADP-ribosylierende Aktivitat besitzen.
Diese Aktivitat war auf ein anderes Substrat gerichtet als flr das bisher bekannte C2-
Protein aus C. botulinum, welches Aktin ADP-ribosyliert (Aktories, 1987). Das neu
identifizierte Exoenzym mit einem Molekulargewicht von 24 kDa erhielt zur
Unterscheidung den Namen C3 (auch C3bot). Es besteht aus 211 Aminoséuren
(Popoff et al., 1991). C1 bezeichnet ein Neurotoxin, welches Syntaxin und SNAP 25
schneidet (Williamson et al., 1996). C3 wies die starkste Aktivitat in der ADP-
Ribyosylierung membrangebundener Proteine auf, welche zum damaligen Zeitpunkt
noch unspezifisch als 21-24 kDa-Proteine bezeichnet wurden. Ihnen wurde eine
Bindung von GTP zugeschrieben. Aul3erdem zeigten sie eine verminderte
Ribosylierung durch C3 in Anwesenheit hoherer Konzentrationen von GTP (Aktories
und Frevert, 1987).

In den folgenden Jahren konnten die molekularen Ziele von C3 als Teile der Familie
kleiner G-Proteine identifiziert und die genauen Mechanismen der Inaktivierung der



Einleitung

Rho-Proteine durch die C3-ADP-Ribosylierung aufgeklart werden (Aktories et al.,
1992).

Der Nutzen der Produktion von Toxinen und Exoenzymen fur die Bakterien liegt
vorrangig in der Uberwindung von Barrieren und Abwehrmechanismen des
Organismus, in den die Invasion erfolgt ist. Fir C3 sind die pathogenetischen
Mechanismen in weiten Teilen noch unklar. Sein Einfluss auf Rho-Proteine scheint
dabei eine Rolle zu spielen (siehe unten), was beispielsweise die leichtere
Durchwanderung schitzender Epithelien oder die Verhinderung der Migration von
Abwehrzellen bewirken kdnnte. Hierbei gibt es Hinweise beztiglich einer Wirkung auf
die tight-junctions der Zellen. In Kombination mit dem Neurotoxin C1 wirde die
Erleichterung der lokalen Invasion in das Darmepithel durch C3 den Zugang von C1
an die Nervenendigungen erleichtern und den Wirt durch die schlaffe Ldhmung
schneller téten. Dies wiederum schafft dem Bakterium eine anaerobe Umgebung,
welche fir das Uberleben und die Vermehrung der Clostridien obligat ist.

Bis heute sind sieben C3-ahnliche ADP-Ribosyltransferasen entdeckt worden, deren
Substrate RhoA, B und C sind. lhr Vorkommen konnte unter anderem auch far
Staphylococcus aureus, Clostridium limosum und Bacillus cereus beschrieben
werden (Wilde und Aktories, 2001).

1.5 C3-Ribosyltransferasen als Werkzeuge zur FOrder ung

neuronalen Wachstums

Erste Hinweise auf die Wirksamkeit von C3bot an Neuronen ergaben Versuche mit
einer Neuroblastom-Zell-Linie, bei der das C3-Exoenzym den negativen Einfluss von
Lysophosphatidsaure auf Wachstumskegel und Neuritenwachstum verhindern
konnte. C3bot forderte auch die Ausbildung von Neuriten (Jalink et al., 1994, Kozma
et al., 1997). Neuronale Primarkulturen aus Hilhnerembryonen zeigen ebenfalls ein
besseres Auswachsen nach Behandlung mit C3bot (Jin und Strittmatter, 1997). Das
Wiederauswachsen von Axonen retinaler Ganglionzellen nach Quetschung des
Nervus opticus von Ratten wird durch C3bot begunstigt (Lehmann et al., 1999).
Ebenso die Regeneration und das Uberleben dieser Zellen nach Axotomie (Bertrand
et al., 2007).
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Eine weitere wichtige Methode der Analyse von C3bot-Effekten auf zentralnervose
Neurone ist das Ruckenmarkslasionsmodell von Mausen und Ratten. Hier konnte
gezeigt werden, dass die Aktivierung von RhoA eine grol3e Rolle fir die negativen
Folgen der Schadigung spielt (Lord-Fontaine et al., 2008, Dubreuil et al., 2003,
Conrad et al.,, 2005). Als Grundlage der Wirkung der C3-Proteine konnte die
Beeinflussung des Aktivitdtsgrades von RhoGTPasen identifiziert werden. RhoA, B
und C werden am Asparaginrest an Position 41 von C3bot unter Verwendung des
Kofaktors NAD" kovalent ADP-ribosyliert. lIhre funktionelle Inaktivitat wird dabei durch
zwei Schritte hergestellt: 1. Verhinderung des GEF-vermittelten Austauschs von
Nukleotiden und 2. Stabilisierung des ADP-RhoA im Komplex mit den GDIs im
Zytosol. Weitere RhoGTPasen wie Cdc42 oder Rac sind sehr schlechte Substrate ftr
die ADP-Ribosylierung (Vogelsgesang et al., 2007, Abb. 3).

ADP-

C3 Ribose .
+NAD ———— 0D + Nikotinamid + H

inaktiv

Plasmamembran

il Signalwei-
N B tergabe

Rho-GDP

Abbildung 3

ADP-Ribosylierung von Rho-Proteinen durch C3bot

Die ADP-Ribosylierung von Rho-Proteinen verhindert die Bindung von GTP an Rho und die
Losung des inaktiven Rho aus dem Komplex mit GDI. Details siehe Text. (nach Etienne-
Manneville und Hall, 2002)

In priméren hippocampalen Neuronen von Mauseembryonen wurden konstitutiv-
aktive und dominant-negative RhoA-Varianten exprimiert sowie verschiedene C3-

Proteine angewendet (Ahnert-Hilger et al., 2004). Dabei zeigte sich, dass die aktive
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Form von RhoA zu langeren und starker verzweigten axonalen Fortsatzen fuhrt und
einen negativen Effekt auf die gleichen bei Dendriten erfassten Parameter hat, wobei
diese Ergebnisse mit Blick auf die intrinsische neuronale RhoA-Aktivitat anhand des
Embryonaltages differenziert zu betrachten sind. Die dominant-negative Form zeigte
eine gegenteilige Wirkweise. Dies lasst erkennen, dass in unterschiedlichen Stadien
der neuronalen Entwicklung der Aktivitatszustand von RhoA ganz verschiedene
morphologische Effekte an Neuronen hervorruft und nicht zwingend nur fur die
Retraktion von Neuriten verantwortlich ist.

Bei intrazellularer Expression von C3bot war der Effekt auf die Axone infolge RhoA-
Inaktivierung ahnlich. Bei extrazellularer Applikation in nanomolarer Konzentration
aber wurde das Wachstum der Axone deutlich gefordert, obwohl nachgewiesen
werden konnte, dass auch bei dieser Anwendung der Grof3teil von RhoA ADP-
ribosyliert wurde. Hier kann erganzt werden, dass C3bot die Menge phosphorylierter
MLC senkt (Govek et al., 2005). C3-Transferasen aus S. aureus oder C. limosum
zeigten hierbei keine Wirkung auf Axone.

Bei der Analyse der axonalen Verzweigung von Neuronen konnte auf3erdem
beobachtet werden, dass extrazellular appliziertes C3bot eine zur intrazellularen
Expression gegenteilige Wirkung zeigt, die den durch die ADP-Ribosylierung
hervorgerufenen Effekt deutlich Ubersteigt. Der oben beschriebene axonotrophe
Effekt wurde durch enzymatisch inaktive Varianten von C3bot in der gleichen
geringen Konzentration erreicht. Bei diesen wurde die katalytische Aminosaure
Glutamat an Position 174 ausgetauscht (C3botE174Q, C3botE174A). Der Ersatz von
Glutamat durch andere Aminosauren reduziert die Enzymaktivitat erheblich (Aktories
et al., 1995; Bohmer et al.,, 1996). Das Wachstum von Dendriten wurde nur durch
enzymatisch aktives C3bot deutlich gefordert.

Betrachtet man die Art der Anwendung und die differenzierten Effekte von C3bot und
Varianten davon, zeigt sich, dass es einen weiteren von der enyzmatischen Aktivitat

unabhéngigen Weg der Wirkung geben muss.
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1.6 Entwicklung neurotropher Peptidabschnitte von C 3bot

Die Vermutung, dass C3bot eine zusatzliche, Enzym-unabhangige Wirkweise besitzt,
konnte durch Hinweise in Experimenten mit RalA, einem Mitglied der Ras-
Superfamilie, gestttzt werden. C3bot bildet dabei einen hochaffinen Komplex mit der
GTPase, ohne ADP zu Ubertragen. Dies fuhrt zu starker Beeinflussung der
Wirkmechanismen der beiden Partner. Die ADP-Ribosylierung von C3bot an RhoA
wird durch RalA-Bindung vermindert und RalA wiederum in seiner Aktivierung von
Phopsholipase D eingeschrankt (Wilde et al., 2002, Pautsch et al., 2005).

Da C3bot nur aus einer einzelnen Peptidkette besteht, in der bisher keine
spezifischen Translokationsregionen oder Bindungsstellen ausgemacht werden
konnten, die verantwortlich fir den enzymatisch unabhangigen, neurotrophen Effekt
sein konnten, wurde die Transferase zur Eingrenzung des wirksamen Bereichs in
drei sich Uberlappende Peptide unterteilt. Diese wurden rekombinant mittels E. coli-
Expressionssystemen hergestellt. Dabei wurden ein N-terminaler (Aminosduren 1-
98), ein Mittel- (Aminosauren 62-124) und ein C-terminaler Teil (Aminosauren 97-
211) produziert, die auf ihre Wirkweise hinsichtlich axonalen Wachstums untersucht
wurden. Nur der die enzymatische Aminosaure an Position 174 (Aktories et al., 1995)
enthaltende Abschnitt (AS 97-211) zeigte dabei axonotrophe Effekte und wurde in
der Folge weiter auf die Aminosauren 154-211 und schlief3lich bis zu einer Lange
von 29 Aminosauren reduziert (C3bot***'%2, Abb. 4).

Katalytische Aminoséaure
an Position 174

211 Aminosauren

C3bot 154-182 VAKGSKAGYIDPISAFAGQLEMLLPRHST N c
C3bot 156-181 KGSKAGYIDPISAFAGQLEMLLPRHS N c
C3bot 163-177 IDPISAFAGQLEMLL

Abbildung 4

Peptidabschnitte aus C3bot

Die Abbildung zeigt die aus dem Gesamtprotein C3bot mit 211 Aminoséuren generierten
Peptide, die in dieser Arbeit betrachtet werden. Alle drei Peptide enthalten die fur die ADP-
Ribosylierung von Rho-Proteinen notwendige katalytische Aminosaure, sind aber
enzymatisch inaktiv.

10



Einleitung

Dieses Peptid zeigte deutlich positive Effekte auf axonale Verzweigung und Lange,
synaptische  Konnektivitdt und  Regeneration von  Fasertrakten nach
Ruckenmarksschadigungen. Eine verminderte Aktivitat von RhoA, die nicht
enzymatisch bedingt ist, konnte nachgewiesen werden (Boato et al., 2010).

Ein Fokus der vorliegenden Untersuchung ist die mdgliche Verwendung von C3bot-
Peptiden bei geschadigtem neuronalem Gewebe. Eine Verkirzung bzw.
Eingrenzung der Aminosauresequenz von C3bot auf das bisher genannte Peptid und
dariiber hinaus ist dabei von grol3em Interesse.

Die Applikation von Therapeutika mit hohem Molekulargewicht und vielen Epitopen
hat die Aktivierung der adaptiven Abwehr mit der Bildung von Antikorpern zur Folge.
Neurotoxine aus C. botulinum — vor allem A und B — werden seit vielen Jahren in der
Therapie von Muskelspasmen, Hyperhidrosis oder auch Blasenfunktionsstérungen
verwendet. Dabei gibt es immer wieder Falle, in denen nach mehrfacher Anwendung
der Toxine neutralisierende Antikorper auftreten, die zum Therapieversagen fuhren
(Dressler und Bigalke, 2005, Schulte-Baukloh et al., 2008). Kurze Peptide von C3bot
waren weniger immunogen und wirden dieses Problem deutlich minimieren.

Des Weiteren st die technische Herstellung wesentlich einfacher und
kostengunstiger. Auch im Sinne der Erleichterung der klinischen Anwendung wéaren
wirkungsvolle, kurze Peptide sinnvoll.

Auf der Grundlage dieser Uberlegungen wurden weiter verkiirzte Varianten von
C3bot mit 26 (C3bot****#1) und 15 Aminoséuren (C3bot'***"") erstellt, um die minimal
wirksame L&nge zu ermitteln sowie den wirksamen Abschnitt der Peptidkette
einzugrenzen. Die katalytische Aminosaure Glutamat ist in diesen Peptiden weiterhin
enthalten, sie sind aber enzymatisch inaktiv. Sie wurden in dieser Arbeit auf ihre

Wirkung an verschiedenen Zell- und Gewebemodellen untersucht.

1.7 Fragestellung

Es konnte bisher gezeigt werden, dass die Aktivierung von RhoA starke
Auswirkungen auf die Morphologie und das Wachstumsverhalten von Neuronen hat.
Seine Inhibition durch ADP-Ribosylierung, aber auch die Beeinflussung tber Enzym-
unabhangige Signalwege durch C3bot kénnen sich stark auf die Auspragung von
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Fortsatzen der Neurone auswirken. Beide genannten Mechanismen wurden in dieser
Arbeit auf ihre Wirkung hinsichtlich funktioneller Aspekte von Neuronen untersucht,
wobei die nicht enzymatisch vermittelte, neurotrophe Wirkung im Mittelpunkt des
Interesses  stand. Des Weiteren wurde die  RhoA-Aktivitdt  nach
Ruckenmarksschadigung der Maus und nach Behandlung mit C3bot-Peptiden

untersucht. Fur C3bot und die beschriebenen Peptide ergaben sich folgende Fragen:

1. Beeinflussen C3bot und die C3bot-Peptide C3bot***8! und C3bot****"’ die
Anzahl synaptischer Kontakte an neuronalen Primérkulturen?

2. Kann zwischen Effekten auf exzitatorische und inhibitorische Synapsen
unterschieden werden?

3. Wird die Anzahl synaptischer Kontakte durch die Hemmung bzw. Aktivierung
von RhoA veréndert?

4. Fordern C3bot™*® und C3bot'®**"" das Wiederauswachsen von Axonen in
organotypischer Hirnschnittkultur?

5. Fordern diese C3bot-Peptide die funktionelle Regeneration nach

Ruckenmarksschadigung und beeinflussen sie dabei die Aktivitdt von RhoA?
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2. Material und Methoden

2.1 Hippocampusdissoziationskulturen

2.1.1 Praparation der Hippocampusneurone und Zellku  Iltur

Fur die Praparation primarer Hippocampusneurone der Maus wurden
Mausembryonen des 16. oder 17. Embryonaltages (siehe Versuchstiere) verwendet.
Die Praparation erfolgte unter der sterilen Werkbank mit autoklavierten Instrumenten
und auf Eis.

Nach Eroffnung des Abdomens der Mutter wurden die Embryonen einzeln mittels
Pinzette und Schere herausgetrennt und in einer Kulturschale in N-Medium
aufgenommen, in der sie von der Eihaut befreit und dekapitiert wurden. Die Képfchen
wurden in eine weitere Kulturschale mit N-Medium Uberfihrt. Nach Entnahme des
Gehirns wurde der Hippocampus préapariert.

Die Praparation beinhaltete die Abtrennung des Kleinhirns, die Trennung der
Hemispharen und schlieBlich das Heraustrennen des Hippocampus aus der
Hirnhemisphare. Die Hippocampi wurden in NB-Medium gesammelt, dann in sterile
15ml-R6hrchen verbracht und nach Zugabe von 5 ml N-Medium fir 3 Minuten bei
800 U/Min. zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde nach Absaugen des N-Mediums noch
ein- bis zweimal wiederholt. Dann wurde das Medium mittels steriler Glaspipette
abgesaugt und die Hippocampi in 3 ml ebenfalls durch eine Glaspipette dissoziiert.
Wiederum kamen 2 ml N-Medium hinzu und anschliel3end erfolgte die Zentrifugation
nach den gleichen Parametern. Nach Absaugen des Uberstands wurden je nach
Pelletgrofe 200 ul bis 1 ml zugegeben und erneut resuspendiert. Hinzugeflgt
wurden ca. 5 ml Startermedium.

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in der Neubauer Zahlkammer und
entsprechend die Verdinnung der Zellsuspension auf die gewiinschte Konzentration
von 8x10* - 1x10%ml (entspricht etwa 75.000 Zellen/cm?) mit dem Startermedium.
Die verdinnte Zellsuspension wurde in einem Volumen von 500 pl/well pipettiert.

Die 24er-well-Platten wurden am Vortag mit Glasdeckplattchen und 0,5 ml/well einer
Poly-L-Lysin — Lésung versehen. Die 6er-well-Platten mit 1,5 ml/well beschichtet. Am
Tag der Praparation wurde die Lésung abgesaugt und die Platten einmal mit PBS

gewaschen sowie anschlieRend mit wiederum 0,5 ml oder 1,5 ml N-Medium plus
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Kollagen beschichtet und fir mindestens zwei Stunden im Brutschrank (10% CO,,
377C) inkubiert. Kurz vor der Pipettierung der Zell suspension wurde N-Medium mit
dem Kollagen von den Platten abgesaugt.

Die Platten wurden dann unter den genannten Bedingungen inkubiert.

Fur Versuche mit auf inhibitorischem Substrat gewachsenen Neuronen wurden die
Kulturschalen einige Stunden zuvor mit 10 pg/ml (3 pg/well) Chondroitinsulfat-
Proteoglykan (CSPG) versehen und inkubiert.

Die Zellen der 24er-well-Platten erhielten am nachsten Tag eine Behandlung mit dem
C3-Protein (Wildtyp) oder den Peptiden (C3bot™*°81 ™ ' C3pot!e3177 M C3pott>*182
™ welche in PBS geldst in gewiinschter Konzentration dem N&hrmedium in der
Platte hinzugefuigt wurden. Diese Behandlung wurde bis zum flnften Tag nach der
Praparation durchgefuhrt. Dann erfolgte die Transfektion der Neurone.

Die 6er-well-Platten erhielten ihre Behandlung in gleicher Form am funften Tag nach
der Praparation und wurden dann fiir weitere 48 Stunden inkubiert. Nach Absaugen
des Mediums wurden diese sofort verwendet oder bei -20C eingefroren. Die
Weiterverarbeitung wird unter ,Gelelektrophorese der Dissoziationskulturen®

beschrieben.

2.1.2 Transfektion der Hippocampusneurone

Die kultivierten Neurone wurden zum einem mit einem Vektor fur eGFP zur
Sichtbarmachung der Neurone und ihrer Fortsatze zum anderen mit einer siRNA
gegen die mRNA von RhoA zur Beendigung der Translation von RhoA in der Zelle
transfiziert.

Dafur wurde das Effectene-Transfektionsreagenz (Qiagen, Hilden) verwendet. Hierfur
wurden in der entsprechend der Anzahl der Vertiefungen benotigten Menge im
Mastermix pro well 25 ul Puffer, 0,5 pl DNA (0,2 ng) (Vektor CleGFP und fir einige
Praparationen 0,5 pul RhoA G 28 [siRNA]) und 1,5 ul Enhancer gemischt und fur fanf
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurde das Effectene-Reagenz
mit 5 pl/well hinzugegeben und etwa 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dazu

kamen noch einmal 150 pl NB-Medium pro well.
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Das alte Medium wurde aus den wells abgesaugt und verworfen. 400 ul NB-Medium
wurden auf die Plattchen gegeben. Vom fertiggestellten Mastermix wurden nun noch
180 pl pro well hinzugefugt.

Die Inkubation bei 37 und 10% CO , erfolgte fur weitere 24 Stunden (eGFP-Vektor)
und 48 Stunden (siRNA).

2.1.3 Immunzytochemie

Als Immunzytochemie wird eine Methode bezeichnet, mit der Proteine unter
Zuhilfenahme von Antikdrpern sichtbar gemacht werden kénnen. Verwendet werden
kann diese beispielsweise zum Nachweis eines Proteins in Geweben oder
Dissoziationskulturen, bis hin zur Lokalisation des Proteins in einem
Zellkompartiment. Das Prinzip des Nachweises beruht auf einer Antigen-Antikorper-
Reaktion durch die Affinitdt eines Antikorpers zu einem spezifischen Epitop, wobei
der Sekundarantikorper in diesem Fall an einen fluoreszierenden Farbstoff gekoppelt
ist.

Fur den Proteinnachweis mittels Immunzytochemie wurden auf Glasplattchen
kultivierte primare Hippocampusneurone der Maus verwendet. Diese wurden
zweimal fir zehn Minuten mit PBS gewaschen und fur 20 Minuten in 4%igem
Paraformaldehyd (in PBS geldst) fixiert. Danach wurden die Zellen erneut zweimal
fur finf Minuten in PBS gewaschen, fur eine Stunde in Blockldsung zum Absattigen
unspezifischer Bindungsstellen belassen und anschlieBend Gber Nacht bei 4C mit
dem in Blocklosung gelosten Priméarantikorper inkubiert. Die Zellen wurden zwei
weitere Male fir zehn Minuten in PBS gewaschen, um dann fir eineinhalb Stunden
mit fluoreszenzmarkiertem Sekundar-Antikbrper bei Raumtemperatur im Dunkeln
inkubiert zu werden. Nach zwei weiteren Waschschritten mit PBS (2 x 10 Minuten)
und Eintauchen in H,O wurden die Glasplattchen mit 10 ul des Polyvinylalkohols
Mowiol als Eindeckmittel pro Glasplattchen auf Objekttrager aufgebracht und

eingebettet.
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2.1.4 Epifluoreszenzmikroskopie und Auswertung

Die angefarbten Zellen wurden mit dem Epifluoreszenz-Mikroskop bei 63x
VergroRerung mit einem Ol-lImmersionsobjektiv betrachtet und dokumentiert. Die
Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe erfolgte fir Grin (Oregon green, CY3) mit 488
nm WellenlAnge und einer Filterung des ausgesendeten Lichts mit einem Filter
zwischen 498-535 und fur Rot (Alexa red) mit 543 nm und einem Filter zwischen 587-
666 nm. Bei doppelgefarbten Synapsen wurde ein zweiter roter Farbstoff (CY5) mit
649 nm angeregt bei einer Emission zwischen 650-670 nm.

Einige Aufnahmen zur Veranschaulichung wurden von PD Dr. Markus Holtje mit
einem konfokalen Laser-Scan-Mikroskop erstellt.

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der speziell daflr entwickelten Software NeMo
(Henneberger et al., 2005).

2.2 Gelektrophorese der Dissoziationskulturen

2.2.1 Aufarbeitung der Proben

Die Kulturen in 6er-well-Platten wurden mit 1 ml PBS je well versehen. Die Zellen
wurden vom Boden des wells abgeschabt. Die Zellsuspensionen wurden in 10 ml-
Rohrchen pipettiert und bei 2000 rpm fir 3 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet mit 1 ml PBS resuspendiert. Diese Suspension
wurde in 1,5 ml ReaktionsgefaRe Uberfuhrt und bei 4000 rpm zwei Minuten
zentrifugiert, der Uberstand verworfen, das Pellet wiederum mit 1 ml PBS versehen
und resuspendiert. Von dieser Suspension wurden 20 ul fir den BCA-Test zur
Bestimmung der Proteinmenge abgenommen. Die Suspension wurde dann
wiederum zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet mit der nach

Auswertung des BCA-Tests errechneten Menge 1x Laemmli-Probenpuffer versehen.
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2.2.2 Proteinquantifizierung / BCA-Test

Der BCA-Test zur Proteinquantifizierung beruht auf der Reaktion zweiwertiger
Kupferionen mit Proteinen zu einwertigen Kupferionen. Zusammen mit
Bicinchoninsaure kommt es zu einem Umschlag des Farbstoffs von grin zu violett.
Zur quantitativen Proteinbestimmung wird die Absorption des violetten Farbstoffs
photometrisch bei 550 nm gemessen. Die Proteinbestimmungen werden zur
Berechnung der Proteinmengen vor dem Auftragen auf die Elektrophoresegele
durchgefihrt.

Fur die durchzufihrende Doppelbestimmung wurden jeweils 20 ul der aufbereiteten
Proben aus jedem Ro&hrchen in eine Vertiefung einer Mikrotiterplatte gegeben.
Anschlieend wurden 200 pl des BCA-Reagenzes hinzupipettiert. Als Leerwert
wurde der jeweilige Probenpuffer verwendet. Die Mikrotiterplatte wurde nun fur 30
Minuten bei 60T erhitzt. Danach wurde die Extinktion mit einem ELISA-Reader
photometrisch bei 550 nm bestimmt. Eine Eichkurve mit 50, 100, 200 und 400 pg/ml

BSA als Standardwerte wurde zur Berechnung der Proteinmengen erstellt.

2.2.3 Protein-Gelelektrophorese und Western Blottin g

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) ist eine
geeignete Methode zur Quantifizierung, Bestimmung, und zum Vergleich von
Proteinmengen unter verschiedenen Bedingungen. Dabei basiert die Trennung der
Proteine primar auf ihrem Molekulargewicht. Die so innerhalb der Gelmatrix
aufgetrennten Proteine kdonnen auf Nitrozellulose-Membranen Ubertragen, gefarbt
und weiter analysiert oder zum Proteinmengenvergleich der einzelnen Banden fur
den internen Standard mit Coomassie-Brilliant-Blau gefarbt werden.

Fur diese Versuche wurde das BioRad Protean-System verwendet. Nach dem
Séaubern zweier 10 x 7 cm grol3er Glasplatten wurden diese in die BioRad Mini
Protean Blot-Kammer gespannt, das Trenngel eingeflllt und mit Isopropanol zur
Abschirmung gegen Sauerstoff aufgefullt. Nach der Polymerisation des Trenngels
und der Entfernung des Alkohols wurden das Sammelgel eingefillt und die
Platzhalter fur die Taschenbildung hinzugefiigt. Sobald auch das Sammelgel

polymerisiert war, wurden die Platzhalter entfernt. Die Taschen wurden vor dem Start
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mit dem Laufpuffer von eventuellen Gelresten befreit. Nun wurden die Taschen mit
den Proben und dem entsprechenden Marker beflllt. Danach wurde die Kammer mit
dem Laufpuffer gefullt und die Elektrophorese bei 0,02 Ampére pro Gel durchgefihrt.
Sobald die Bromphenol-Blau-gefarbte Bandenfront den unteren Rand der
Glasplatten in der Blotkammer erreicht hatte bzw. die Banden des
Markerproteingemischs im gewilnschten Bereich genitgend aufgetrennt waren,
wurde die Elektrophorese gestoppt. Die Platten wurden mit einem Spatel vorsichtig
voneinander getrennt und das Gel entfernt.

Zur Durchfihrung weiterer Analysen wurden die Proteingele, angefeuchtet mit
Semidry-Puffer, in der BioRad Transblot Semi-dry Transfer Kammer zwischen
Filterpapieren auf Nitrozellulose-Membranen verbracht. Bei 0,56 Ampere fur zwei
Gele wurden die Proteine typischerweise in 20-25 Minuten Ubertragen. Anschliel3end
wurden die Membranen fir ein bis zwei Minuten mit Ponceau-Rot gefarbt, mit
destilliertem Wasser gewaschen und, zwischen Folien gelegt, zur Dokumentation
kopiert. Zur weiteren Antikérperbehandlung wurden Streifen im Bereich der zu
untersuchenden Banden aus der Nitrozellulose-Membran geschnitten und fir eine
Stunde zum Blocken der unspezifischen Bindungen und zum Entfarben in
Blocklésung gelegt. Danach wurde der Primarantikdrper in Antikdrperldsung geldst
und die Nitrozellulose-Membran darin tber Nacht bei 4T inkubiert. Im Anschluss
wurden die Blotstreifen nochmals in Blocklosung fur eine Stunde gelegt. Die
Blocklésung wurde dabei alle 15 Minuten insgesamt dreimal erneuert. Die Streifen
wurden dann fir eine Stunde in AntikGrperlésung versehen mit Sekundarantikdrper
auf einem Schwenker inkubiert. Danach wurde der Streifen in TS-Puffer von
Uberschissigem Antikérper gereinigt und die Proteinbanden durch den Enzym-
gekoppelten Antikdrper nach Zugabe von Chemilumineszenz-Reagenz auf ECL

Hyperfilm sichtbar gemacht.

2.3 Praparation des entorhinalen Kortex

2.3.1 Préaparationsprotokoll

Schnitte des enthorinalen Kortex (EC) von Mausen stellen ein gutes Modell zur
Analyse der Wirkung neurotropher Substanzen auf axonales Wachstum (Lange und
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Anzahl) dar. Dabei wurde in dieser Arbeit der Tractus perforans als Efferenz des
enthorinalen Kortex zum Hippocampus betrachtet (Frotscher und Heimrich, 1993).
Mause des zweiten postnatalen Tages (siehe Versuchstiere) wurden dekapitiert,
Kopfhaut und Schéadeldecke entfernt sowie die beiden Gehirnhalften in
Praparationsmedium gelegt. In der sterilen Werkbank wurden unter dem Stereoskop
in dem gekihlten Medium Stammhirn und Kleinhirn, Bulbus olfactorius,
Marklageranteile und die Hirnhaut entfernt. Dadurch lasst sich der Hippocampus
darstellen, der als langliche gebogene Struktur im gewdlbten (enthorhinalen) Kortex
liegend verbleibt.

Dieses Gewebsstlick wurde anschliel3end orthogonal zur LaAngs- und Querachse des
Hippocampus — dieser dient als Orientierungsmarke fur den Zuschnitt des EC — auf
einem Gewebeschneider in 350 um breite Schnitte getrennt. Die Schnitte wurden in
das Praparationsmedium zurtickgelegt und mittels Skalpell Hippocampus und
restlicher Kortex vom nun sichtbaren EC entfernt. Der EC wurde dann in eine 4er-
well-Kulturschale in 30 pl Kollagenlosung verbracht, fur 15 Minuten inkubiert (5%
CO2, 37 C) und schlie3lich mit 500 ul Inkubations medium versehen, welches mit
der gewiinschten Konzentration von C3bot oder den Peptiden versehen wurde.

Die Inkubation erfolgte fir 48 h bei 5% CO2 und 37 .

2.3.2 Fotografische Dokumentation und Auswertung de r Bilder

Die Schnitte wurden dann mit dem Mikroskop IX 70 (Olympus) bei 1Ofacher
VergroRerung aufgenommen und mit der MagnaFire Software (Optronics, Goleta,
USA) digital dokumentiert.

Die Bilder wurden in der ImageJ-Software (Version 1.43u, National Institute of
Health, USA, http://rsbweb.nih.gov/ij/) ausgwertet. Zur Langenmessung wurden bei

gleicher VergroRerung und Auflosung im Vorfeld Aufnahmen mit einem
Objektmikrometer erstellt, um die Bilder der Schnitte skalieren zu kénnen.

Es wurden zwei Parameter in Betracht gezogen: Anzahl der aus der Schnittkante
auswachsenden Axone und die Lange aller Axone, die eine Mindestlange von 400
pKm ab Schnittkante erreichen.

Die Anzahl der Axone wurde bestimmt, indem parallel zur Schnittkante eine Linie mit

einer Lange von 950 um in 100 um Abstand von der Kante gezogen wurde. Hierfur
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waren die Bilder vorher skaliert worden. Entlang dieser Linie wurden nun alle Axone
gezahlt, die diese Linie kreuzten.

Fur die LAngenmessung wurde die gleiche Linie wie oben erwéahnt aber in 400 um
Abstand gezogen. Entlang dieser wurden alle sie kreuzenden Axone einzeln von

ihrem Ende bis zum Schnittrand vermessen (Abb. 20).

2.4 Pulldown von aktivem RhoA an Ruckenmarksfragmen ten der

Maus

Der verwendete Pulldown-Assay (Cytoskeleton, Denver, USA) beruht auf dem
Prinzip eines mit Glutathion-S-Transferase (GST) gekoppelten Proteins, welches an
das gesuchte Protein hochspezifisch bindet. Die an die GST gebundenen
Sepharose-Beads erlauben eine Zentrifugation des untersuchten Zelllysats, bei der
sich ein Pellet bestehend aus den Beads absetzt, welches das gesuchte Protein
enthalt.

Zur Untersuchung des Bestandes von aktivem RhoA in hemisezierten
Ruckenmarksabschnitten der Maus wurde ein Assay verwendet, bei dem das Rho-
Effektor-Protein Rhotekin verwendet wird. Rhotekin bindet mit seiner Rho-Binde-
Domane (Rho-Bindedomane) spezifisch an aktives (GTP-gebundenes) RhoA. Die
Rhotekin-RBD in dem verwendeten Kit enth&lt die Aminsoauren 7-89 der RBD. Damit

konnte aktives RhoA aus erzeugten Zelllysaten prazipitiert werden.

2.4.1 Operation der Mause

Fur diesen Versuch wurden Balb/C-Mause verwendet. Nach Fixierung und
Narkotisierung der Maus wurde die Ruckenhaut paramedian erdffnet, der darunter
liegende Fettkérper abgehoben und auf HOhe des thorakalen Segments 8 die
paravertebralen Muskelziige nach lateral verschoben, um die Laminektomie mit
Er6ffnung des Canalis spinalis durchzuftihren. Dabei wurde die Dura mater geschont.
Nun wurde mittels Skalpell eine dorsale Hemisektion unter Durchtrennung des linken
und rechten dorsalen Funiculus und der beiden Hinterhdrner sowie des ventralen

Funiculus des Ruckenmarks auf Hohe Th 8 durchgefiihrt. Auf die Lasionsstelle
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wurde anschlieBend ein Schwammchen getrankt mir 5 pl PBS oder in PBS geldsten
Peptiden von C3bot gelegt. Dann wurden die autochthonen Muskelziige wieder
verndht und die Haut mit dem Klammernahtgerat und gegebenenfalls etwas
Histoacryl wieder verschlossen. Fir scheinoperierte Tiere wurden die Hemisektion
und die Applikation von Wirkstoffen weggelassen. Die Tiere wurden nach 24 Stunden
oder sieben Tagen narkotisiert und mit PBS perfundiert, das Ruckenmark wurde
entfernt, in ein jeweils 1 cm langes zervikales, thorakales (Ort der Lasion) und

lumbales Stiick zerlegt und mit N, schockgefroren.

Die vorgenannte Praparation wurde in einer kooperierenden Arbeitsgruppe (AG
Hendrix, Institut fur Zell- und Neurobiologie, Charité-Universitatsmedizin Berlin) von

Francesco Boato durchgefihrt.

2.4.2 Pulldown-Assay der Ruckenmarksfragmente

Die Weiterverarbeitung der Rickenmarksfragmete erfolgte in der AG Ahnert-Hilger.
Die Durchfuihrung erfolgte im Kuhlraum bei 4 T und auf Eis. Die Fragmente wurden
in 500 pl Lysepuffer in einem 2 ml-Glas-Homogenisatorrohrchen bei 91/2 rps mit
einem Teflon-beschichteten Douncer zehnmal homogenisiert. Das entstandene
Homogenat wurde dann Uberfuhrt in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal3, finfmal durch eine
27G-Kanile gezogen und schlieBlich zehnmal am Ultraschall-Homogenisator
sonifiziert. Vorexperimente zeigten, dass eine komplette Homogeniserung noétig ist,
um maoglichst viel Ausgangsmaterial zu erhalten.

Die Homogenate verblieben zur Lyse 15 Minuten auf dem Schittler und wurden
anschlielend bei 10.000 U/Min. zwei Minuten zentrifugiert. Das entstandene Lysat
wurde in ein weiteres 1,5 ml-Reaktionsgefal} pipettiert und das Pellet verworfen. Von
den Lysaten wurden jeweils 20 ul fur den BCA-Test und 40 pl fir eine Quantifizierung
des RhoA-Gesamtbestandes abgenommen. Die Gesamtproteinmenge im Lysepuffer
betrug in der Regel 3-5 mg/ml. Nach Herstellerangaben sollte eine Abweichung von
mehr als 10% der Proteinmenge der einzelnen Proben voneinander angeglichen
werden, was nach Bestimmung im BCA-Test wenn ndétig durch hinzufigen der

entsprechenden Menge Lysepuffer erreicht wurde.
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Der Rest des Lysats wurde mit 15 ul (50 pg) der Rhotekin-RBD-GST-Sepharose-
Beads versehen und eine Stunde auf dem Schdittler inkubiert. Nach einminutiger
Zentrifugation bei 4000 g wurde der Uberstand verworfen und das Bead-Pellet mit
500 pl Waschpuffer resuspendiert und noch einmal zentrifugiert und der Uberstand
verworfen.

Die Bead-Pellets wurden mit 20 pl 2x Laemmli-Probenpuffer versehen und zwei
Minuten bei 95 T gekocht (Hersteller-Angaben). Den 40 ul des abgenommenen
Lysats wurden 13,3 pl 4x Laemmli-Puffer hinzugefligt. Diese wurden fur finf Minuten
bei 95 T gekocht.

Die in Laemmli gelésten Bead-Fraktionen (Volumen von etwa 25 pl) wurden komplett
in die Sammeltaschen der Acrylamidgele pipettiert. Die mit Laemmli versehenen
Lysate wurden sowohl in entsprechend dem Ergebnis des BCA-Tests adjustierter
Menge (30 pg Protein pro Bahn) als auch nicht adjustiert (15 pl Probe pro Bahn)
aufgetragen. Das weitere Vorgehen wird unter Gelelektrophorese beschrieben.

2.5 Chemikalien (in alphabetischer Reihenfolge)

Acrylamid/Bisacrylamid-Gemisch

(Rotiphorese 40) Roth, Karlsruhe
Ammoniumpersulfat Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
Bicinchoninsaure Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
Bisacrylamid Roth, Karlsruhe

Bovines Serumalbumin Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
Chondroitinsulfatproteoglykane Millipore, Billerica, MA, USA

(Mischung verschiedener Proteoglykane des
embryonalen Huhngehirns)

Clostridium botulinum C3 Protein Institut far Toxikologie,
(Expression in E. coli, Medizinische Hochschule
aufgereinigt aus Uberstand) Hannover, Prof. I. Just
Peptide von C3bot (C3bot!>*182mye, synthetisiert von Pharis Biotec,
C3bot!°t18 M C3ptte3177 myey Hannover

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Biochrom, Berlin
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Dithiothreitol

Dimethylsulfoxid

ECL™ Enhanced Chemiluminescence

Effectene-Transfektionsreagenz
Feinchemikalien (z.B. NaCl, KCI)
Fotales Kalberserum

Glutamin

Glycin

Hanks Buffered Salt Solution (HBSS+)

N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-2-Ethansulfon-

saure (HEPES-KOH)
NGS (normal goat serum, Ziegenserum)

Kollagen Typ 1 (vom Rattenschwanz)

Magermilchpulver

MEM (Minimal Essential Medium)
Methanol

Molekulargewichtsmarker fir SDS-PAGE
Mowiol (Polyvinylalkohol)
Natriumdodecylsulfat

Paraformaldehyd

Poly-L-Lysin

Ponceau S

RhoA G28 (siRNA)

Saccharose
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Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

Cytoskeleton, Denver, USA

Amersham Life Science,
Buckinghamshire, England
Quiagen, Hilden

Merck, Darmstadt
Biochrom, Berlin
Biochrom, Berlin

Merck, Darmstadt

Biochrom, Berlin

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
Pan Biotech, Aidenbach

Fluka Analytical, St. Gallen,
Schweiz

Nestlé, Frankfurt/Main
Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
Merck, Darmstadt
Fermentas, St. Leon-Rot
Hoechst, Frankfurt/Main
Boehringer, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
Beate Brand-Saberi, Freiburg

Roth, Karlsruhe
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Tetramethylethylendiamin (Temed) Roth, Karlsruhe
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan Merck, Darmstadt
Triton X-100 Roth, Karlsruhe
Tween 20 Sigma, St.Louis, USA

2.6 Puffer und Losungen

2.6.1 Medien fur die Zellkultur

Inkubationsmedium fir Hippocampuskulturen

N-Medium

50 ml Fotales Kalberserum

5 ml Penicillin/Streptomycin

5 ml L-Glutamin

5 ml Hepes

1,25 mi Insulin

4 g Glucose (in 5 ml DMEM Sterilfiltration)

430 ml DMEM

1 ml Kollagen (pro 100 ml N-Medium)
NB-Medium

10 ml B27 Supplement

5 mi Penicillin/Streptomycin
1,25 mil L-Glutamin

485 ml NB-Medium

Praparationsmedium fur Hippocampuskulturen
0,6 g Glucose
auf 100 ml  PBS

Startermedium
25 pl NaGlutamat (100 mM)
pro 100 ml  NB-Medium

PBS (Phosphat buffered saline solution)
140 mM NacCl
2,7 mM KCI
10 mM  Na;HPO,
1,8 mM KH2PO4
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2.6.2 Losungen fur Pulldown von aktivem RhoA (alle in H,O gelost)

Lysepuffer
50 mM  TrispH 7,5
10 mM  MgCl,
05 M NaCl
2 % Igepal(tert-Octylphenoxypoly(oxyethy-
lene)ethanol)
1x Proteaseinhibitoren

Protease-Inhibitor-Lésung 100x
62 pHg/ml Leupeptin
62 pg/ml Pepstatin A
14 mg/ml Benzamidin
12 mg/ml Tosyl Arginin Methylesther

(in 1 ml DMSO)
Waschpuffer
25 mM  TrispH 7,5
30 mM  MgCl,
40 mM  NaCl
Ladepuffer
150 mM EDTA
Stopppuffer
600 mM MgCl;
Beads
3,3 mg/ml Rhotekin-RBD gebunden an gefarbte
Sepharose Beads
GTPyS 20 mM
GDP 100 mM

2.6.3 Medien und Loésungen fur die Praparation des e  ntorhinalen Kortex

Kollagen-Stock
25 mg Kollagen Typ 1
125 mi 0,1 M Essigsaure
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Kollagenlésung (pH 7,4)
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Material und Methoden

Sterilfiltration

Kollagenlésung

DMEM
Rekonstituierungspuffer
NaOH,

NaHCO3;

in H20)

Sterilfiltration

MEM
L-Glutamin
Tris

in H20
Sterilfiltration

HBSS

MEM

L-Glutamin

Glucose
Penicillin/Streptomycin
Bicarbonat (43,5 mg/ml)
Trisbase

Insulin

Vitamin C
Sterilfiltration
Pferdeserum

2.6.4 Protein-Gelelektrophorese und Western Blottin g

Laufpuffer (10x)

Blot-Transferpuffer ,Semi-dry*

30 g
144 g
10 g
auf1 L
48 mM
386 mM
3,7 gl
20

ad 800 ml

Tris
Glycin
SDS
H,O

Tris
Glycin
SDS

% (v/v)Methanol
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Ponceau-S-Farbeldsung
03 % Ponceau S
3 % Trichloressigsaure
3 % Sulfosalicylsaure

Laemmli-Probenpuffer 3x
45 ¢ SDS
12,48 ml Tris
15 g EDTAOQ0,1M

15 g Saccharose
ad 45 ml H,O
TS-Puffer
20 mM Tris
150 mM NacCl
mit HCL auf pH 7,5 eingestellt
TRIS I-Puffer
500 mM Tris
mit HCI auf pH 6,8 eingestellt
TRIS lI-Puffer

15 mM Tris
mit HCI auf pH 8,8 eingestellt

Antikdrperlésung
20 g BSA
ad 40 ml TS (1x)

Westernblot-Blocklésung
TS (1x)
5 % Magermilchpulver
0,1 % Tween 20

2.6.5 Zusammensetzung der Trenngele und des Sammelg els

(Mengen fur zwei Gele)

Trenngel 10% 12% 15% Sammelgel
4%

Tris 1l 2,5ml 2,5ml 2,5ml Tris 11,25 ml

Acrylamid/ 2,5ml 3 ml 3,75 ml 0,5 ml

Bisacrylamid
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H,O 5,0 ml 4,5 ml 3,75 ml 3,25 ml
Temed 16 pl 16 pl 16 pl 5,2 ul
10% APS 150 pl 150 pl 150 pl 42 ul
Gele fur die zu untersuchende Proteingréf3enordnung
7,5% 29 -150 kDa
10% 14 - 66 kDa
12% < 36 kDa
15% < 20 kDa
2.6.6 Losungen fur die Immunzytochemie
Block- & Primarantikorperlésung
PBS
0,1 % Triton
5 % NGS
2 % BSA
Zweitantikorperldsung
PBS
2 % BSA

2.6.7 Losung fur die Bestimmung der Proteinkonzentr

BCA-Reagenz

Fixierlésung

Im Verhaltnis 50:1
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Material und Methoden

2.7 Antikorper

2.7.1 Primarantikérper : WB: Westernblot, IF: Immunfluoreszenz

Antigen Typ, Quelle

Actin polyklonales Kaninchen-1gG, Sigma,
Saint Louis, USA (WB 1:2000)

GFP polyklonales Kaninchen-1gG, Abcam Inc.,
Cambridge, USA (IF 1:2000)

Homer 1 b/c polyklonales Kaninchen-lgG, Santa Cruz
Technologies, USA (WB 1:500)

NMDA-Rezeptor monoklonales Maus-IgG,

SynapticSystems, Goéttingen (WB
1:4000)

Rab 3a monoklonales Maus-IgG, Monoklonales
Maus-IgG, SynapticSystems, Gottingen
(WB 1:2000)

RhoA monoklonales Maus-IgG, Cytoskeleton,
Denver, USA (WB 1:500)

SNAP 25 monoklonales Maus-IgG, Research &
Diagnostic Antibodies, Las Vegas, USA
(WB 1:3000)

Synapsin polyklonales Kaninchen-IgG,

SynapticSystems, Géttingen (1:4000)

Synaptobrevin 69.1 monoklonales Maus IgG,
SynapticSystems, Goéttingen (WB
1:2000, IF 1:500)

Synaptophysin 7.2 monoklonales Maus IgG,
SynapticSystems, Goéttingen (WB
1:2000, IF 1:500)

VGAT polyklonales Kaninchen IgG,
SynapticSystems, Goéttingen (WB
1:2000), polyklonales Meerschweinchen
IgG, Calbiochem, USA (IF 1:800)
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VGLUT1 polyklonales Meerschweinchen-IgG (IF
1:2000), polyklonales Kaninchen-1gG
(WB 1:10.000), SynapticSystems,
Gottingen

VGLUT2 polyklonales Meerschweinchen-IgG, (IF

1:300), polyklonales Kaninchen-1gG (WB
1:5000), SynapticSystems, Gottingen

2.7.2 Sekundéarantikorper :

Peroxidase gebundenes Pferd-anti-Maus
IgG

Vector Laboratories, Burlingame,
GrofR3britannien (WB 1:2000)

Peroxidase gebundenes Anti-Kaninchen
IgG

Vector Laboratories, Burlingame,
GrofRbritannien (WB 1:2000)

Oregon green 488 Ziege-anti-Kaninchen

Molecular Biotechnology, Gottingen
(IF 1:300)

Alexa red Fluor 594 Ziege-anti-Maus IgG

Molecular Biotechnology, Goéttingen
(IF 1:300)

CY3 Ziege-anti-Kaninchen IgG

Jackson, ImmunoResearch Laboratories,
Inc., USA (IF 1:300)

CY5 Esel-anti-Meerschweinchen IgG

Jackson, ImmunoResearch Laboratories,
Inc., USA(IF 1:500)

2.8 Gerate und Material

Elektrophoresekammer
Netzteil
Protein-Transferzelle
USA
Entwicklermaschine

BioRad Mini Protean Il, BioRad, Hercules, USA
BioRad Power Pac 200, BioRad, Hercules, USA
BioRad Transblot SD Semi-dry, BioRad, Hercules,

Cawomat 2000 IR, Cawo Photochemische Fabrik

GmbH, Schrobenheusen

ELISA Reader
Pipetten
Thermo-Mixer

MR 5000, Dynatech, Bulach, Schweiz
Eppendorf, Hamburg
Thermo-Mixer comfort, Eppendorf, Hamburg
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Nitrocellulose-Membran
und Entwicklerfilm
Zentrifuge
Epifluoreszenz-Mikroskop
Ultraschall-Homogenisator
Reinst-Wasser-Filter
Ruttler

Inverses Mikroskop
Tischzentrifuge Qualitron
Zentrifuge
Gewebeschneider

Stereomikroskop
Kaltlichtlampe
Laborrihrer

Material und Methoden

Hybond-C, Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, Grof3britannien

Labofuge 400, Hereaus, Kendro, Osterode

Leica DMLB, Leica Microsysteme GmbH, Wetzlar
Sonopuls GM 70, Bandelin electronic, Berlin
Millipore und MilliQ academic, Billerica, USA
MS1/2 Minishaker, Roth, Karlsruhe

Olympus I1X 70, Olympus, USA

Roth, Karlsruhe

5417C, Eppendorf, Hamburg

Mcllwain Tissue Chopper, The Mickle Laboratory
Engineering Co. LTD., England

Stemi SV 11, Carl Zeiss, Jena

KL 1500, Schott, Mainz

RZR 2021, Heidolph, Schwabach

Potter-Elvehjem-Gewebehomogenisator

und Teflon-Stempel mit Edelstahlstab

2.9 Versuchstiere

Wheaton, USA

NMRI-Mause: Embryonen des 16. oder 17. Embryonaltages (E 16/17) fur Hippo-
campusdissoziationskulturen und -transfektionen

NMRI-Mause und C57/BL6 N: Mause des zweiten postnatalen Tages (P2) fur EC-
Schnitte, pro Préaparation nur ein Stamm

Balb/C-Mause: Mause fur Assay von aktivem RhoA an Riickenmarksfragmenten und

Bestimmung der Bewegungsfahigkeit.

2.10 Richtlinien

Die ,Grundsatze der Charité zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis* wurden
bei der Durchflihrung der Versuche und ihrer Auswertung eingehalten.

Im Labor von Frau Prof. Dr. Ahnert-Hilger lag eine Totungsanzeige vor. In der
kooperierenden Arbeitsgruppe von PD Dr. Sven Hendrix lagen Genehmigungen fur
Tierversuche vor (Charité Berlin, Landesamt flr Gesundheit und Soziales, Nr.
G0149-09, Universitat Hasselt in Belgien, Nr. 201010 ECD).

Die Versuche wurden in Laboren der Stufe S1 und S2 unter Einhaltung der

Sicherheitsbestimmungen durchgefinhrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Synaptische Konnektivitat hippocampaler Neurone
3.1.1 Einfluss von C3bot und Peptiden auf die synap  tische Konnektivitat

Ein Hauptziel der Arbeit war es, den Einfluss von C3bot und den daraus erstellten
Peptiden auf funktionelle Eigenschaften von Neuronen zu untersuchen. Zuné&chst
wurden Synapsen untersucht, die die Schaltstellen der neuronalen Kommunikation
darstellen. Mit einer fir die Quantifizierung von synaptischen Kontakten entwickelten
Software konnte die Anzahl der Synapsen an den neuronalen Fortsatzen unter
verschiedenen Bedingungen ermittelt werden.

Fur die Bestimmung dieses Parameters wurden Primarkulturen von hippocampalen
Neuronen der Maus kultiviert, dann fixiert und geféarbt. Die Farbung erfolgte zur
Darstellung der Morphologie des Neurons sowie zur Darstellung der an den

Fortséatzen lokalisierten Synapsen (Abb. 5 und 6).

Synaptophysin

Abbildung 5:

Transfektion von kultivierten Hippocampusneuronen
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Hippocampusneurone wurden am Embryonaltag (E) 16 prapariert und flr 6 Tage kultiviert.
Die Transfektion erfolgte am 4. Tag in vitro (DIV 4). An DIV 5 wurden die Zellen fixiert und
mit den jeweiligen Primarantikbrpern inkubiert und Uber fluoreszenzgekoppelte
Sekundarantikorper visualisiert.

A: Hippocampuskultur mit eGFP transfizierten Neuronen bei geringer Vergrof3erung (10X)
fotografiert. Zur Verstarkung der Eigenfluoreszenz von eGFP wurde mit einem Antikorper
gegen GFP und Oregon-green gekoppeltem Sekundarantikorper gefarbt. Sichtbar ist die
Morphologie zweier transfizierter Neurone. B: AuschnittsvergrofRerung des in A begrenzten
Bereichs. Die Pfeilspitzen deuten auf die Axone der beiden Neurone. C: Phasenkontrast-
Darstellung des in B gezeigten Bereichs. Die Pfeile deuten auf die Somata der in A und B
sichtbaren Neurone. D: Die Farbung mit einem monoklonalen Antikdrper gegen
Synaptophysin zeigt die Verteilung synaptischer Kontakte in der Kultur.

Zur Darstellung der Morphologie und insbesondere der proximalen Dendriten der
Neurone wurden diese mit einem das enhanced green fluorescence proteine (eGFP)
enthaltenden Vektor transfiziert. Erstmals isoliert wurde GFP aus der fur
Bioluminiszenz bekannten Quallenart Aequorea als Nebenprodukt bei Betrachtung
von Aequorin. Es kann mit Licht bei 488 nm zur Lichtemission bei einer Wellenlange

von 509 nm angeregt werden (Shimomura et al., 1962).

Abbildung 6

Methode zur Quantifizierung der synaptischen Kontakte hippocampaler Neurone

Hippocampusneurone wurden am Embryonaltag (E) 16 prapariert und fir 6 Tage kultiviert.
Die Transfektion erfolgte am 4. Tag in vitro (DIV 4). An DIV 5 wurden die Zellen fixiert und
mit dem jeweiligen Primarantikorper fur eGFP und das gewlinschte synaptische Protein (hier
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Synaptophysin) inkubiert und Uber einen fluoreszenzgekoppelten Sekundarantikdrper
visualisiert.

AnschlieRend wurden die Zellen fotografiert, wobei zwei Aufnahmen pro Zelle gemacht
wurden. Eine Aufnahme dokumentierte die eGFP-exprimierenden Fortsatze transfizierter
Zellen. Die zweite diente der Darstellung von Synaptophysin-positiven Kontakten.

Beide Aufnahmen konnten in der NeMo-Software kombiniert werden, wobei die punktuell
gefarbten synaptischen Proteine sich nun als synaptische Kontakte an den Fortséatzen der
Neurone darstellten. Diese Kontakte wurden innerhalb einer Region of Interest (ROI) von 50
pum Radius um das Soma an den proximalen Dendriten gezahlt. Als Kontakte gewertet
wurden jene Punkte, die sich mit dreifacher Intensitdt vom Hintergrund abhoben und
zwischen 0,5 und 2,0 um Durchmesser lagen (siehe Pfeilspitzen in der VergréRerung).

Klonierung und Sequenzierung des zu Grunde liegenden Gens von GFP sowie
Optimierung durch Mutationen hin zu eGFP ermdglichen es innerhalb eines Tages
bei angemessenen Transfektionsraten einzelne Zellkorper und Gewebstrukturen bei
verstarkter Lichtemission sichtbar zu machen (Prasher et al., 1992, Zhang et al.,
1996). Zur Verstarkung der Visualiserung wurde zusatzlich ein Antikbrper gegen
eGFP mit Anwendung eines entsprechenden fluoreszenzgekoppelten
Zweitantikorpers verwendet. In der Epifluoreszenzmikroskopie waren die erfolgreich
transfizierten Neurone mit allen Fortsatzen sichtbar.

Einschlusskriterien fur die Aufnahme eines Neurons waren eine vollstdndige und
deutliche Farbung sowie eine gesund erscheinende Morphologie. Unter dieser
Bedingung konnten pro Deckgldschen 20 bis 30 Neurone gefunden werden, von
denen 15 fur die fotografische Dokumentation und Analyse ausgewahlt wurden.

Fur die Darstellung der Synapsen wurden Antikbrper gegen die synaptischen
Proteine Synaptophysin und Synaptobrevin verwendet.

Synaptophysin mit etwa 38 kDa Molekulargewicht und vier Transmembrandoméanen
ist in der Membran synaptischer Vesikel zu finden (Sudhof et al., 1987), wo es als
homooligomeres Tetramer vorliegt. Es ist an der fur die Exozytose des
Neurotransmitters notwendigen Vesikel-Membran-Fusion beteiligt (Trimble und
Scheller, 1988, Sudhof und Jahn, 1991).

Auch Synaptobrevin, zunadchst als VAMP (Vesikal-assoziiertes Membranprotein)
bezeichnet (Trimble und Scheller, 1988), tragt als Teil der im SNARE-Komplex
befindlichen Proteinmaschinerie zur Vesikel-Membranfusion bei. Es wird von
Botulinum-Neurotoxin B und D proteolytisch gespalten (Rothman, 1996).

Durch Verwendung von verschiedenen Filtersystemen im Fluoreszenzmikroskop
konnten Doppel- bzw. Dreifachfarbungen zur Darstellung der synaptischen
Verbindungen durchgefihrt werden.

34



Ergebnisse

Mit der dargestellten Methode zur Quantifizierung synaptischer Kontaktzahlen wurde
untersucht, wie sich diese unter Einfluss von C3bot-Gesamtprotein und C3bot-
Peptiden verandern. Folgende drei Peptide wurden verwendet: C3bot****8! C3bot!**
177 und C3b0t154-182.

Die Peptide wurden in der Regel mit einem zusatzlich N-terminal angehangten myc-
Tag verwendet. Diese Sequenz von zehn Aminosauren (EQKLISEEDL) soll in
zuklnftigen Untersuchungen verwendet werden, um die Peptide in ihrer zellularen
Lokalisation durch Immunfarbung gegen den myc-Tag sichtbar zu machen. Das myc-
Tag beeinflusste den neurotrophen Effekt der Peptide nicht, wie vergleichende
Vorversuche ergaben.

3.1.2 Synaptische Konnektivitat unter Wirkung von C  3bot, C3bot ****8! ynd
C3b0t 163-177

Mit der beschriebenen Methode konnte die Wirkung von C3bot und den beiden
Peptiden auf synaptische Kontakte untersucht werden. Dabei wurden als Marker die
synaptischen Vesikel-Proteine Synaptophysin und Synaptobrevin verwendet.

C3bot (80 nM) erbrachte dabei bei Markierung von Synaptophysin eine Steigerung
der Kontakte pro ROI (Region of interest, siehe Abb. 6) von 13,1 auf 22,2 (+ 69%),
C3bot ****8! yon 13,1 auf 19,8 (+ 51%) und C3bot'®**"" von 20,6 auf 23,4 (+ 13,5%).
C3bot wurde weiterhin bei Markierung von Synaptobrevin getestet und erhohte die
so gefarbten Kontakte in der Zahl von 19,2 auf 25,6 (+ 33%) (Abb. 7).
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Abbildung 7

Clostridium botulinum C3 Protein (C3bot) und C3bot™***®! erhéhen die Anzahl synaptischer
Kontakte in hippocampaler Kultur

A: Kultivierte Hippocampusneurone wurden ab DIV 1 fir 5 Tage mit C3bot (80 nM),
C3bot'***® oder C3bot™***"" (jeweils 50nM) behandelt. Die Transfektion mit eGFP erfolgte an
DIV 5. Fixierte Zellen wurden mit Antikrpern gegen eGFP sowie die synaptischen
Markerproteine Synaptophysin oder Synaptobrevin gefarbt. Die Quantifizierung beider
Markerproteine ergab eine Steigerung der Anzahl synaptischer Kontakte nach Behandlung
mit C3bot. B: Die Behandlung mit den C3bot Peptiden zeigte fiir das 26mer C3bot'***®! eine
erhohte synaptische Konnektivitat hinsichtlich der Synaptophysin Farbung, nicht jedoch das
15mer C3bot'®**"",

Dargestellt sind die Mittelwerte eines reprasentativen Experiments + Standardfehler. Pro
Bedingung wurden 30 Neurone ausgewertet. Die statistische Signifikanz (p<0,05) wurde
mittels Student’s t-Test ermittelt.
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3.1.3 Wirkung von C3bot, C3bot *®®' yund C3bot " auf die Anzahl

exzitatorischer und inhibitorischer Synapsen

Die Ausschittung von Neurotransmittern aus den Vesikeln der Praterminale des
Axons in den synaptischen Spalt erfordert deren vorherige Speicherung in den
Vesikeln, was durch spezifische Transportproteine erfolgt, die einen durch die
vesikulare H'-ATPase erzeugten Protonen- und elektrochemischen Gradienten
nutzen. Im Falle von Glutamat und GABA konnten vier solcher Proteine identifiziert
werden. Drei wurden in dieser Arbeit als Marker fir exzitatorische und inhibitorische
Synapsen verwendet — die vesikularen Glutamattransporter VGLUT1 und 2 sowie der
vesikulare GABA-Transporter VGAT.

Fur den vesikularen Glutamattransporter 1 (VGLUT1, auch BNPI) konnte als erstes
der Transport von Glutamat Uber die Vesikelmembran und seine dortige Lokalisation
nachgewiesen werden (Bellocchio et al., 2000, Takamori et al., 2000).

DNPI (Differentation mediated Na*-dependent inorganic phosphate transporter) zeigt
die gleichen Eigenschaften wie VGLUT1 und wurde identifiziert, nachdem loss-of-
function-Mutationen von VGLUT1 zu keinem vollstandigen Verlust glutamaterger
Neurotransmission fuhrten. Dies fuhrte zu seiner Bezeichnung VGLUT?2.

Beide Transporter weisen unterschiedliche Verteilungsmuster im murinen ZNS auf,
kénnen aber kolokalisiert in synaptischen Vesikeln von Neuronen des murinen
Hippocampus gefunden werden. Daher wurden sie in dieser Arbeit zur Markierung
glutamaterger Synapsen kombiniert angewendet (Herzog et al., 2001 und 2006, Bai
et al., 2001).

Studien an der Lokomotion von Fadenwirmern fihrten Gber Mutationsanalysen zur
Entdeckung des vesikularen GABA-Transporters (VGAT), welcher auch in
glycinergen Synapsen vorkommt und daher auch VIAAT (vesicular inhibitory amino
acid transporter) genannt wird. Homologe zu diesem zehn Transmembrandomanen
enthaltenden Protein wurden auch in der Maus und in der Ratte gefunden, (Gasnier
2000, Mclintire et al., 1997, Dumoulin et al., 1999).

Alle drei Proteine wurden mittels Antikorper an den Hippocampusneuronen gefarbt
(Abb. 8).
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Abbildung 8

Doppelfarbung von Synapsen mittels Markierung von Synaptophysin und Transportern fur
exzitatorische und inhibitorische Neurotransmitter

Hippocampusneurone wurden am Embryonaltag (E) 16 prapariert und flr 6 Tage kultiviert.
Die Transfektion erfolgte am 4. Tag in vitro (DIV 4). An DIV 5 wurden die Zellen fixiert und
mit dem jeweiligen Primarantikérper inkubiert und Uber einen fluoreszenzgekoppelten
Sekundarantikorper visualisiert.

Gezeigt wird die Lokalisation von Synaptophysin und den vesikularen Glutamat- und GABA
Transportern in synaptischen Boutons an Neuronen aus einer Kontrollkultur.

A: Dreifachfarbung eines Neurons. VGLUT1/2 und VGAT wurden mithilfe des Farbstoffes
Cy5 sichtbar gemacht und werden hier in Falschfarbe dargestellt. Bei Kolokalisation von
VGLUT 1/2 und Synaptophysin (SyP) fuhrt die Bildkombination zu violetten Farbflachen. Der
Pfeil zeigt auf einen Kontakt ohne das gleichzeitige Vorkommen von VGLUT 1/2.

B: Das gleiche Prinzip der Farbung in der Anwendung fur SyP und VGAT.
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Durch C3bot konnte die Anzahl von VGLUT1/2-positiven Terminalien im Vergleich

zur Kontrolle mit 17,4 Kontakten/ROI um 25% gesteigert werden und durch C3bot**®

181 um 30 %. C3bot'®**"" filhrte zu keinem Effekt (Abb. 9).
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Abbildung 9

C3bot und C3bot**®*8! erhéhen die Zahl VGLUT 1/2-positiver synaptischer Kontakte
Kultivierte Hippocampusneurone wurden ab DIV 1 fir 5 Tage mit C3bot (80 nM), C3bot
oder C3bot'***"" (jeweils 50nM) behandelt. Die Transfektion mit eGFP erfolgte an DIV 5.
Fixierte Zellen wurden mit Antikérpern gegen eGFP sowie die vesikularen
Glutamattransporter VGLUT1/2 markiert. Die Quantifizierung der Markerproteine ergab eine
Steigerung der Anzahl synaptischer Kontakte nach Behandlung mit C3bot (80 nM) und
C3bot™***®, Fiir C3bot****"" konnte kein Effekt nachgewiesen werden.

Dargestellt sind die Mittelwerte eines reprasentativen Experiments + Standardfehler. Pro
Bedingung wurden 30 Neurone ausgewertet. Die statistische Signifikanz (p<0,05) wurde
mittels Student’s t-Test ermittelt.

156-181

Fur die Farbung mit VGAT wurde fur die drei Bedingungen eine Steigerung der
Kontaktzahlen gemessen. C3bot erhdhte die die synaptischen Kontakte um 31%
(von 13,8 Kontakte/ROI auf 18,1). C3bot***® und C3bot****"" filhrten zu keinen
signifikanten Effekten (Abb. 10).
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Abbildung 10

C3bot erhoht die Zahl VGAT-markierter synaptischer Kontakte

Kultivierte Hippocampusneurone wurden ab DIV 1 fir 5 Tage mit C3bot (80 nM), C3bot
oder C3bot'®*"" (jeweils 50nM) behandelt. Die Transfektion mit eGFP erfolgte an DIV 5.
Fixierte Zellen wurden mit Antikorpern gegen eGFP sowie den synaptischen GABA-
Transporter VGAT gefarbt. Die Quantifizierung ergab eine Steigerung der Anzahl
synaptischer Kontakte nach Behandlung mit C3bot (80 nM). Fir C3bot™®*! (50 nM) und
C3bot'®**"" (50 nM) war der Effekt nicht signifikant.

Dargestellt sind die Mittelwerte eines reprasentativen Experiments + Standardfehler. Pro
Bedingung wurden 30 Neurone ausgewertet. Die statistische Signifikanz (p<0,05) wurde
mittels Student’s t-Test ermittelt.

156-181

3.1.4 Synaptische Konnektivitat unter Wirkung von C SPG

Um eine positive Wirkung von C3bot und seinen Peptiden im Zusammenhang mit der
Schéadigung neuronalen Gewebes zu untersuchen, wurden Hippocampusneurone auf
inhibitorischem Substrat kultiviert und wiederum die Anzahl der synaptischen
Kontakte quantifiziert.

Chondroitinsulfatproteoglykane (CSPG) sind Bestandteile der Extrazellularmatrix. Sie
bestehen aus einem Kernprotein und daran angehangten Zuckerketten
unterschiedlicher Lange, in denen die Disaccharide Glukuronsdure und N-Acetyl-
Galaktosamin B-(1->4)-glykosidisch verknipft sind. Dabei tritt meist ein Sulfatrest an
unterschiedlichen Positionen eines Disaccharids auf (Sugahara und Mikami, 2007).

Das Kernprotein umfasst verschiedene Entitaten mit einem Molekulargewicht
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zwischen etwa 100-600 kDa. Dabei kommen GPIl-verankerte, Transmembran- und
sezernierte Varianten vor, die von allen im ZNS befindlichen Zelltypen mit
unterschiedlicher Spezifitat produziert werden (Ahono und Oohira, 2006). In dieser
Arbeit wurden in einem Gemisch befindlich vor allem Aggrecan, Versican, Neurocan
und Phosphacan verwendet, die allesamt in die EZM sezerniert werden.

CSPGs wirken zunéchst als inhibitorische Leitstrukturen bei der Entwicklung
neuronaler Leitungsbahnen. Wandernde neuronale Vorlauferzellen und sich
entwickelnde Axone werden dabei von attraktiven und repulsiven Strukturen an die
richtigen Orte zur Verschaltung in funktionellen Kerngebieten gefuhrt. So
Uberschreiten Axone aus der Retina bei der Entwicklung des optischen Systems
augrund eines Rings aus CSPGs nicht die Retinagrenze und projizieren im Tectum
aufgrund einer @hnlichen Barriere auch nicht auf die gegenlberliegende Seite.

Im Rahmen neuronaler Plastizitat sind die CSPGs einschrankende Komponenten,
die als Bestandteil sogenannter perineuraler Netze die Reiz-abhangige Neu- und
Umordnung von Verknupfungen verhindern (Laabs et al., 2005). Nach einer
Verletzung von Nervengewebe sammeln sich rund um den Ort der Schadigung
reaktive Astrozyten, Mikroglia und Oligodendrozyten, die zusammen mit neu
sezernierter EZM die gliale Narbe bilden. Bestandteil dieses Gewebes ist auch
CSPG, welches das Neuauswachsen von Axonen und ihre Uberwindung dieses
Gebietes verhindern. Dem kann eine Schutzfunktion fiir die Neurone zugeschrieben
werden. Dabei wirkt CSPG vor allem Uber die Aktivierung des Rho-Rho-Kinase-
Signalweges (Busch und Silver, 2007).

Es wurde getestet, wie sich das neuronale Wachstum auf CSPG darstellt. Neurone
wurden auf CSPG-beschichteten Platten kultiviert. Nach sechstagiger Inkubation und
anschlieBender Antikérper-Farbung der Neurone und Synapsen wurden diese mit

dem Epifluoreszenzmikroskop betrachtet (Abb. 11).
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Kontrolle CSPG

Phasenkontrast

Abbildung 11

Darstellung von unbehandelten und auf CSPG gewachsenen Kulturen

Die linke Seite zeigt einen Ausschnitt aus einer Kultur unbehandelt gewachsener Neurone.
Die Phasenkontrast- und Fluoreszenzaufnahme zeigen den gleichen Ausschnitt.

Die rechte Seite zeigt einen Ausschnitt aus einer Kultur, die auf CSPG gewachsen ist. Hier
sind wesentlich weniger Neurone als in der Kontrolle verblieben, was in der
Phasenkontrastaufnahme sichtbar ist. In der eGFP-Aufnahme zeigte sich ein verringertes
Fortsatzwachstum.

Auffallig war, dass wesentlich weniger transfizierte Neurone als in der Kontrolle
vorlagen. Die Morphologie war im Vergleich zur jeweiligen Kontrollbedingung in ihrer
Komplexitat reduziert. Diese Beobachtung wurde in dieser Arbeit nicht quantitativ
erfasst, zeigt aber, dass CSPG wie erwartet einen negativen Einfluss auf das
Wachstum hat. Die Zahlung der synaptischen Kontakte wurde an den gleichen
Bildern durchgefuhrt.

Die Auswertung der Bilder zeigte, dass Neurone, die auf CSPG gewachsen waren,
eine starke Verringerung der synaptischen Kontakte um 43% von 30,1
Kontakten/ROI auf 17,3 aufwiesen (Abb. 12).
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Abbildung 12

Neuronales Wachstum auf CSPG vermindert die Anzahl synaptischer Kontakte
Hippocampusneurone wurden auf CSPG 6 Tage kultiviert. Die Transfektion mit eGFP
erfolgte an DIV 5. Fixierte Zellen wurden mit Antikdrpern gegen eGFP sowie das synaptische
Markerprotein Synaptophysin geféarbt. Die Quantifizierung des Markerproteins ergab eine
Verringerung der Anzahl synaptischer Kontakte bei Wachstum auf CSPG.

Dargestellt sind die Mittelwerte eines reprasentativen Experiments + Standardfehler. Pro
Bedingung wurden 30 Neurone ausgewertet. Die statistische Signifikanz (p<0,05) wurde
mittels Student’s t-Test ermittelt.

3.1.5 Wirkung von C3bot und C3bot-Peptiden auf syna  ptische Kontakte bei
Wachstum auf CSPG

Nach der erwarteten Beobachtung, dass sich die Anzahl der synaptischen Kontakte
an Nervenzellen unter CSPG-Inhibition verringert, wurden sowohl C3bot als auch die
beiden Peptide an auf CSPG kultivierten Neuronen angewendet und die Synapsen
ausgezahlt.

Die Neurone wuchsen 24 Stunden unbehandelt auf CSPG und erhielten dann eine
fiinftagige Behandlung mit C3bot und den Peptiden C3bot™**8* und C3bot™**#. Fur
letzteres wurden schon Ergebnisse veroffentlicht (Holtje et al., 2009). Hier wurde es
weiter untersucht (Abb. 13).
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Abbildung 13

C3bot und C3bot-Peptide erhdéhen die Zahl synaptischer Kontakte bei Wachstum auf
inhibitorischem Substrat

Kultivierte Hippocampusneurone wuchsen ab DIV 0 auf CSPG und wurden ab DIV 1 fiur 5
Tage mit C3bot (80 nM), C3bot™**'® oder C3bot**'®? (jeweils 50nM) behandelt. Die
Transfektion mit eGFP erfolgte an DIV 5. Fixierte Zellen wurden mit Antikdrpern gegen eGFP
sowie das synaptische Markerprotein Synaptophysin gefarbt. Die Quantifizierung des
Markerproteins ergab eine vermehrte Anzahl synaptischer Kontakte nach Behandlung mit
C3bot bei Wachstum auf CSPG im Vergleich zum unbehandelten Wachstum auf CSPG. In
gleichem MaRe erhdhten C3bot****®* (50 nM) und C3bot'***#? (50 nM) die Zahl synaptischer
Kontakte unter dieser Bedingung.

Dargestellt sind die Mittelwerte eines reprasentativen Experiments + Standardfehler. Pro
Bedingung wurden 30 Neurone ausgewertet. Die statistische Signifikanz (p<0,05) wurde
mittels Student’s t-Test ermittelt.

C3bot'®**"" hatte in den vorher gezeigten Versuchen ein unklares Bild gezeigt und

wurde in diesem Zusammenhang nicht weiter untersucht.

3.1.6 Anzahl synaptischer Kontakte bei knock-downv ~ on RhoA

Um zu untersuchen, ob die gezeigten Effekte der Peptide trotz fehlender
Enzymaktivitat auf einer RhoA-abhéngigen Wirkungsweise beruhen, wurde das

RhoA-Level in den Neuronen mittels einer siRNA (RhoA G28) in knock-down-

Ansétzen verringert.
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siRNAs zahlen zu den kleinen RNAs, einer heterogenen Gruppe von 21-28
Nukleotiden langen doppelstrangigen RNAs, die aus groReren RNA-Strangen durch
RNAsen (z.B. Dicer) herausgeschnitten werden. Das entstandene Fragment bildet
einen Komplex mit Proteinen (RNA-induced silencing complex), welcher fir die
komplementdre Anlagerung an die Ziel-mRNA sorgt. Diese wird an der
entsprechenden Sequenz entwunden und geschnitten. Dieser mRNA-Abschnitt liegt
nun frei im Cytoplasma und wird durch Nukleasen abgebaut. Dieser Mechanismus
wird von Zellen unter anderem dazu benutzt, virale RNA abzubauen, um die
Produktion viraler Proteine zu verhindern. In der molekularbiologischen Forschung
kann durch Einbringung der siRNA ein gewlnschtes Protein in der lebenden,
kultivierten Zelle ausgeschaltet werden (Tuschl, 2001).

Im experimentellen Ansatz wurden die Zellen zunachst fir insgesamt sechs Tage
unbehandelt kultiviert. Am funften Tag jedoch erhielt ein Teil der Zellen einen Vektor,
der eGFP und die siRNA RhoA G28 kombiniert enthielt. Die erfolgreiche Transfektion
konnte mittels der Expression von eGFP in der Immunfluoreszenz Uberprift werden.
Ausgehend davon, dass die Degradierung der mRNA fur RhoA aufgrund der siRNA-
Gabe im Uberschuss vollstandig ablief und die Translation des Proteins ebenso
komplett gestoppt wurde, verblieb nur die bis zu diesem Punkt produzierte Menge
der Rho-GTPase. Die Halbwertszeit von RhoA konnte bisher in einer Makrophagen-
Zelllinie mit 31 Stunden angegeben werden (Backlund, 1997). Nimmt man dies zur
Grundlage, ist anzunehmen, dass die funktionsfdhige Menge innerhalb von 24
Stunden auf einen Bestand von 58% absinkt. Da die Transfektionsrate der Neurone
mit dem sowohl eGFP als auch die siRNA enthaltenden Vektor gering war, konnte
ein proteinbiochemischer Nachweis einer geringeren RhoA-Menge nach knock-down
in Hippocampuskulturen nicht erbracht werden, wird aber auch fur die Versuche
angenommen.

Die mit RhoA G28 flir einen Tag transfizierten Neurone zeigten einen signifikanten
Anstieg der Zahl der synaptischen Kontakte. Die Verminderung der Menge von RhoA
fuhrte zu einer Erh6hung der synaptischen Kontaktzahlen bei der Zahlung an
Synaptophysin-markierten Terminalien um + 26% bei einer Kontrolle mit 17,5
Kontakten/ROI (Abb. 14).
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Abbildung 14

Knock-down von RhoA erhoht die Anzahl synaptischer Kontakte

Kultivierte Hippocampusneurone wurden am DIV5 mit eGFP und der siRNA RhoA G28 in
einem Vektor transfiziert. Fixierte Zellen wurden mit Antikbrpern gegen eGFP und das
synaptische Markerprotein Synaptophysin geféarbt. Die Quantifizierung der Markerproteine
ergab eine Steigerung der Anzahl synaptischer Kontakte nach Behandlung mit der siRNA.
Dargestellt sind die Mittelwerte eines reprasentativen Experiments + Standardfehler. Pro
Bedingung wurden 30 Neurone ausgewertet. Die statistische Signifikanz (p<0,05) wurde
mittels Student’s t-Test ermittelt.

3.1.7 Synaptische Konnektivitat bei knock-down von RhoA — Untersuchung
auf additive Effekte durch C3bot und seine Peptide

Nachdem gezeigt werden konnte, dass der knock-down von RhoA zu einer Erhéhung
der synaptischen Kontaktzahlen fuhrt, sollte ermittelt werden, ob C3bot und C3bot-
Peptide unter dieser Bedingung eine zusétzliche Steigerung der Zahlen Uber das
beobachtete Niveau hinaus bewirken.

Die Hippocampusneurone wurden fiir finf Tage mit C3bot, C3bot™**#! und C3bot™**
182 hehandelt. Am fiinften Tag erfolgte die siRNA-Transfektion und am sechsten Tag
die Fixierung der Zellen. Damit konnten die angewendeten Substanzen flir vier Tage
auch an RhoA als Interaktionspartner agieren. Fir weitere 24 Stunden wurde wie
oben bereits beschrieben ein knock-down von RhoA durchgefihrt.

Die synaptischen Kontakte wurden in diesem Experiment an Synaptophysin-

gefarbten Kulturen ermittelt.
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Im Vergleich zur Kontrolle (19,6 Kontakte/ROI) erhdhte die siRNA die Anzahl der
Kontakte um 20%. In der Kombination der drei Substanzen mit der SiRNA-
Anwendung fuhrte die zuséatzliche Anwendung von C3bot zu einer Steigerung von
24%, von C3bot™®*® zu 30% und von C3bot***# zu 24%, was gegeniiber dem
Ergebnis der unbehandelten Neurone signifikant ist, aber im Vergleich zur alleinigen

Behandlung mit der siRNA keine zusétzliche, signifikante Erhohung darstellt (Abb.

15).
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Abbildung 15

Anwendung von C3bot und C3bot-Peptiden zeigt keine zusétzlichen Effekte auf die
synaptische Konnektivitat bei knock-down von RhoA

Kultivierte Hippocampusneurone wurden ab DIV 1 fiir 5 Tage mit C3bot (80 nM), C3bot****8
oder C3bot™**#? (jeweils 50nM) behandelt. Die Transfektion mit eGFP und der siRNA RhoA
G28 erfolgte an DIV 5. Fixierte Zellen wurden mit Antikérpern gegen eGFP sowie das
synaptische Markerprotein Synaptophysin gefarbt. Die Quantifizierung des Markerproteins
ergab eine Steigerung der Anzahl synaptischer Kontakte nach Transfektion mit der siRNA. In
Kombination der siRNA und den Substanzen kommt es zu keiner weiteren Steigerung der
Werte.

Dargestellt sind die Mittelwerte eines reprasentativen Experiments + Standardfehler. Pro
Bedingung wurden 30 Neurone ausgewertet. Die statistische Signifikanz (p<0,05) wurde
mittels Student’s t-Test ermittelt.
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3.2 Proteinbiochemische Analyse des Expressionsnive aus

synaptischer Proteine hippocampaler Neurone der Mau s

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Anzahl synaptischer Kontakte an
transfizierten hippocampalen Kulturen nach Behandlung mit C3bot und C3bot****8!
steigen und C3bot’***”" keinen Effekt zeigt, wurde untersucht, ob sich
Veranderungen im Expressionsniveau der in den Versuchen angeféarbten Proteine
auch proteinbiochemisch nachweisen lassen.

Hierfir wurden ebenfalls primére Hippocampuskulturen der Maus verwendet und fur
die Gelelektrophorese nach Inkubation mit den Substanzen aufbereitet. Es wurden in
Laemmli-Probenpuffer geloste Gesamtzellsuspensionen auf die Gele aufgetragen.
Nach dem Blotten der Proteine aus den Gelen auf Nitrocellulosemembran wurden
Antikorper fur die spezifische Markierung der Proteine verwendet und die
gebundenen Antikdrper mittels an entsprechende Zweitantikdrper gekoppelte
Meerrettich-Peroxidase und dem ECL-Reagenz in der Fotokammer sichtbar
gemacht.

Die zur Darstellung der Synapsen verwendeten Proteine wurden weiter oben schon
beschrieben. Aul3erdem wurden weitere pra- und postsynaptische Marker verwendet,
um ein etwas umfassenderes Bild mdglicher Veranderungen in der molekularen
Struktur der Synapsen zu erfassen (Abb. 16).

Homer 1 b/c, ein Mitglied der Familie der Homer-Proteine, sitzt in der dendritischen
Plasmamembran und agiert mit seiner PDZ-&hnlichen Doméne als Regulator
metabotroper Glutamatrezeptoren und bildet wahrscheinlich zusammen mit weiteren
Proteinen Aggregate der Interaktion bei Signaliibertragung (Brakeman et al., 1997).
Hierbei spielt es eine erhebliche Rolle in der frihen noch embryonalen Entwicklung
des Gehirns. Man findet es vor allem in der CA1 Region des murinen Hippocampus
(Shiraishi et al., 2004).

Experimente mit verschiedenen nicht-endogenen Aminoséauren fuhrten zur
Klassifikation von zentralnervosen Rezeptoren, zu denen der NMDA-Rezeptor
gehort, dem als endogener Agonist Glutamat als exzitatorische Aminosaure
zuzuordnen ist. Dieser findet sich auch an Neuronen des Hippocampus in der
postsynaptischen Membran und ist beteiligt an der Long-Term-Potentiation (Stone
und Burton, 1988).
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Rab 3a kommt als Mitglied der Rab/Ypt-Familie kleiner GTPasen am haufigsten vor.
Im GTP-gebundenen Zustand bindet es an vesikulare Membranen der Prasynapse.
Uber diverse Effektorproteine und Bindung an das Zytoskelett dient es dem
Transport von Vesikeln an die Zielmembran. Dabei interagiert es mit verschiedenen
Bestandteilen dieser Membran und ist beteiligt an der Aktivierung des SNARE-
Komplexes (Gonzalez und Scheller, 1999).

SNAP 25 findet sich auf der zytosolischen Seite der Plasmamembran und der
Membran sekretorischer Vesikel. Dort bildet es Komplexe mit weiteren SNARE-
Proteinen wie Synaptobrevin und Syntaxin und ist beteiligt an der Ca**-sensitiven
Ausschuttung von Neurotransmittern. Es wird von clostridialen Neurotoxinen (A, C1
und E) in der Nahe des Carboxyterminus geschnitten, was zur Verminderung der
Exozytose fuhrt (Hodel, 1998).
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Abbildung 16

Expressionsmuster synaptischer Proteine in Hippocampusneuronen

Kultivierte Hippocampusneurone wurden fiir finf Tage mit C3bot***®" oder C3bot®*"’
inkubiert. Unbehandelte Kulturen dienten als Kontrolle. Mittels Proteingelelektrophorese und
anschlieRendem Westernblot-Verfahren erfolgte der Proteinnachweis mit Antikbrpern gegen
pra- und postsynaptische Proteine (siehe Text). Die Visualisierung erfolgte mittels ECL-
Reagenz. Aktin wurde als interner Standard zur Ladekontrolle verwendet.

Synapsin kommt in verschiedenen Isoformen unterschiedlicher Molekulargewichte (la
80 kDa, Ib 86 kDa, Il 55kDa und Il 74 kDa) vor. In seiner Bindung an die

synaptischen Vesikel ist es unter anderem an der Stabilisierung der Vesikelmembran
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beteiligt und bildet Anhdufungen von Vesikeln, die dazu dienen, freie Diffusion im
Zytosol und zufallige Vesikel-Membran-Fusionen zu verhindern und einen Reserve-
Pool aufrecht zu erhalten. Bevor Vesikel sich im Rahmen der Exozytose in den
synaptischen Spalt entleeren, dissoziert Synapsin von diesen ab (Cesca et al., 2010).
Aktin gehdrt zu den am weitesten verbreiteten Proteinen aller Gewebe des Korpers.
Als G-Aktin-Monomer und nach Bindung und Hydrolyse von ATP als F-Aktin-
Filament polymerisiert in Doppelhelixform vorliegend (Holmes et al., 1990) ist es
Bestandteil des kontraktilen Apparats von Muskelzellen und Strukturprotein im
Zytoskelett. Mit einem Anteil von 5% am Gesamtprotein des Gehirns (Bray und
Gilbert, 1981) dient es im Western-Blot-Verfahren als Marker fur den Vergleich der
Proteinmenge der einzelnen Proben.

Die aus den hippocampalen Kulturen gewonnenen Proben wurden anhand der
Ergebnisse im BCA-Test bezlglich ihrer Proteinkonzentration einander angeglichen.
Anhand der Markierung von Aktin zeigte sich, dass in der Poteinmenge kein
Unterschied zwischen den Proben der einzelnen Bedingungen herrschte und
verschiedene Expressionslevel der betrachteten Proteine weder darauf
zuruickzufihren waren noch davon beeinflusst wurden.

Es konnte fur Synaptophysin und SNAP 25 gezeigt werden, dass eine Behandlung
der Kulturen mit C3bot™®*® zu einer vermehrten Expression des Proteins fiihrt. Fir
C3bot*®**"" war das nur fiir SNAP 25 der Fall. Bei Rab3a, Homer 1b/c, Synapsin und
dem NMDA-Rezeptor konnte keine Verdnderung gezeigt werden.

Die weiteren zur Markierung von Synapsen und Bestimmung der synaptischen
Kontaktzahlen angefarbten Proteine — VGLUT1, VGLUTZ2, VGAT und Synaptobrevin

— zeigten keine Anderung ihres Expressionsniveaus (Abb.17).
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Abbildung 17

Expressionsmuster vesikularer Transportproteine in Hippocampusneuronen

Kultivierte Hippocampusneurone wurden fiir finf Tage mit C3bot****®" oder C3bot®*"’
inkubiert. Unbehandelte Kulturen dienten als Kontrolle. Mittels Proteingelelektrophorese und
anschlieendem Westernblot-Verfahren erfolgte der Proteinnachweis mit AntikGrpern gegen
Aktin als internem Standard, sowie gegen die vesikularen Glutatamattransporter 1 und 2 und
den vesikularen GABA-Transporter. Die Visualisierung erfolgte mittels ECL-Reagenz. Aktin
wurde als interner Standard zur Ladekontrolle verwendet.

3.3 Axonales Wachstum an organotypischen Hirnschnit tkulturen

Nach der Erhebung von Daten zu synaptischen Kontaktzahlen und der Bestimmung
des Expressionsniveaus strukturell dafir in Frage kommender Proteine wurde die
Auswirkung der Behandlung von Neuronen mit C3bot-Gesamtprotein und C3bot-
Peptiden an einem Modell fiir die Betrachtung des Wiederauswachsens von Axonen
betrachtet.

Organotypische Hirnschnittkulturen sind als Anwendung bei neuronalen Geweben
gut etablierte Systeme, die in ihrer Komplexitat naher an der in-vivo-Situation liegen
als die Dissoziationskulturen, aber eine genauere Kontrolle der
Versuchsbedingungen erlauben als im lebenden Tier. Es ist ein Praparationsprotokoll
von Schnitten des enthorhinalen Kortex verwendet worden, welches die
Beobachtung des Auswachsens von Axonen aus dem Tractus perforans erlaubt
(Abb. 18). An diesem Modell konnten fiir C3bot und C3bot'***%? positive Effekte auf
das Wachstum gezeigt werden (Hdltje et al., 2009).
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Abbildung 18

Darstellung der Praparation des enthorhinalen Kortex der Maus

In der obersten Bildreihe ist zunéchst die Freilegung des Gehirns gezeigt. Nach
Dekapitierung und Fixierung des Kopfchens auf Styropor (1) erfolgt die Entfernung der
Kopfhaut und der Schadeldecke (2), so dass das Gehirn freilag (3). AnschlielRend wurden die
getrennten Gehirnhalften per Spatel entnommen (4) und in Praparationsmedium verbracht
(5). Darin erfolgte die Entfernung von Stammhirn, Bulbus olfactorius und Marklageranteilen
bis der gewilinschte Teil des Kortex mit innen anliegendem Hippocampus verblieb (6). Dieses
Gewebestiick wurde nun auf dem Tisch des Gewebeschneiders so positioniert (7), dass
orthogonal zur Langsachse des Hippoampus ca. 350 um breite Transversalschnitte
angefertigt werden konnten (8).

Nun wurden Hippocampus und verbliebene, nicht gewiinschte Kortexanteile entlang einer
Schnittlinie mittels Skalpell abgetrennt (9).

In das Kollagen wieder auswachsende Axone konnten nach 48 h Inkubation mittels
Phasenkontrastmikroskop bei 10x VergrofRerung digital fotografiert (Abb. 19) und
anschlieRend wie oben beschrieben und in Abbildung 20 ersichtlich ausgewertet
werden.

Bei der Zahlung und Langenmessung wurden 15-20 Schnitte pro Bedingung in die

Auswertung miteinbezogen.
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Abbildung 19

Ubersicht der organotypischen Hirnschnittkultur des enthorhinalen Kortex
Dargestellt ist der nach Praparation in die Kulturschale (10) verbrachte, etwa 350 um dicke
Schnitt im Kollagentropfen (11). Das Schema (12) zeigt den Ort der Abtrennung des EC
(blaue Linie) vom restlichen Kortex und den Fasern des Tractus perforans.

Nach 48 h wachsen Fortsatze vom Schnittrand aus in das Kollagen (13). Im Detail (14) sind
die Axone deutlich zu erkennen.

Abbildung 20

Prinzip der Auswertung der Bilder der enthorhinalen Kortices

Bilder mit 10x VergréRerung aufgenommen in einer Kontrollkultur

A: Zahlung der Anzahl auswachsender Axone entlang einer entsprechend dem EC-Rand
geformten Linie im Abstand von 100 um (Pfeile markieren die die Linie kreuzenden Axone)

B: Langenmessung aller Axone, die eine Linie in einer Entfernung von 400 um vom EC
Uberschreiten
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Die genannten Wachstumsparameter wurden unter dem Einfluss von C3bot*>¢*8!

und C3bot'®**"" in einer Konzentration von jeweils 50 nM betrachtet. Zusatzlich
wurde das Wachstumsverhalten unter C3bot als Positivkontrolle in der Konzentration
von 300 nM durchgefihrt, um der durch die Gro3e des Gesamtproteins bedingten
maoglicherweise behinderten Diffusion im Kollagen entgegenzuwirken. C3bot wurde
des Weiteren in Kombination mit C3bot™®*8* hinzugefiigt (Abb. 21 A, B, C und D).

Kontrolle : C3bot'** ™
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Abbildung 21

C3bot und C3bot™**# erhéhen die Zahl der auswachsenden Axone

A: Exemplarische Darstellung von zwei Schnitten des enthorinalen Kortex. Unter
Behandlung mit C3bot™**®" zeigte sich nach 48 h Inkubation ein deutlicheres Auswachsen
des Tractus perforans aus der organotypischen Hirnschnittkultur.

B: Im Vergleich zur Kontrolle filhrte die Behandlung mit C3bot****®! in einer Konzentration
von 50 nM zu einer Erhéhung der Anzahl auswachsender Axone. C3bot'®**"’ hingegen
wirkte sich in gleicher Dosierung tendenziell, aber nicht signifikant negativ aus.
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C: C3bot in einer Konzentration von 300 nM fihrte ebenfalls zu einer Erhdéhung der
Axonanzahl. In Kombination mit C3bot™**®* (50 nM) ergab sich eine weitere, nicht
signifikante Erh6hung.

Abbildung 21

D: Darstellung wie in A, wobei hier die Kontrolle mit C3bot verglichen wird.

Die Werte der Kontrolle werden als 100% gesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte =+
Standardfehler. Statistische Signifikanz (p < 0,05, *) wurde mittels Student’s t-test ermittelt.

163-177

Die Anzahl der auswachsenden Axone konnte unter der Behandlung mit C3bot**®*8

um 31% bezogen auf 100% als Kontrollwert erhéht werden. C3bot****"’ hingegen
reduzierte diese Zahl um 20% (80% des Kontrollwertes).

C3bot erhohte die Anzahl um 32%. Die Kombination von C3bot und C3bot™*®*8
erbrachte eine Steigerung um 34,5%.

In der Ldngenmessung ergaben sich nur minimale Steigerungen fur C3bot und
C3bot™® 8" um 13% bzw. 5% bezogen auf 100% des Kontrollwertes. Die
Kombination beider Substanzen fiihrte zu einer Erhohung der Lange um 20% (Abb.
22). Fir C3bot*®**"” wurde die Langenmessung nicht durchgefiihrt, da nur sehr
wenige Axone die Grenze von 400 um erreichten und so eine Auswertung nicht

maoglich war.
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Abbildung 22

C3bot und C3bot**®*8! erhéhen die Lénge der auswachsenden Axone geringfiigig

A: Im Vergleich zur Kontrolle fiihrte die Behandlung mit C3bot™®*®! in einer Konzentration
von 50 nM zu einer leichten Erhéhung der Lange auswachsender Axone. Diese wurden wie
gezeigt ab einer Mindestlange von 400 um gezahlt.

B: C3bot in einer Konzentration von 300 nM fihrte zu einem grol3eren Langenwachstum als
C3bot™***®" mit 50 nM. Die Kombination beider fiihrte noch einmal zu einer leichten
Steigerung.

Die Werte der Kontrolle werden als 100 % gesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte =+
Standardfehler. Statistische Signifikanz (p < 0,05, %) wurde mittels Student’s t-test ermittelt.

3.4 Wirkung von C3-Peptiden auf die RhoA-Aktivitat nach

Rickenmarkslasion

Entscheidend fur die Anwendung der Peptide von C3bot als regenerationsférdernde
Agenzien ist die Wirksamkeit in vivo, welche im Tiermodell zunachst bezlglich der
Aktivitdat von RhoA betrachtet wurde. Dafir wurden Balb/C-M&use einer dorsalen
Hemisektion des Riuckenmarks auf Hohe des Thorakalsegments Th 8 unterzogen
und anschlieRend mit den drei C3bot-Peptiden in einem Schwammchen (5 pl mit
einer Konzentration 40 pM) fur 24 Stunden oder sieben Tage direkt auf der
Lasionsstelle liegend behandelt. Dann wurde den Tieren das Rickenmark
entnommen, in jeweils drei etwa 1 cm lange Abschnitte geteilt und fir Pulldown-

Analysen verwendet.
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Abbildung 23:

Schema zur Durchfiihrung des RhoA- Pulldowns

Balb/C-Mause wurden einer dorsalen Hemisektion des thorakalen Rickenmarks unterzogen
und anschlieBend fur 24 Stunden oder 7 Tage mit Peptiden aus C3bot behandelt. Dann
wurde das Ruckenmark entnommen, in einen cervikalen, thorakalen und lumbalen Abschnitt
geteilt und eingefroren (A).

Die Weiterverarbeitung des thorakalen Abschnitts nach Auftauen erfolgt ziigig bei 4C auf
Eis. Nach Homogenisation (B) der Rickenmarksfragmente in Lysepuffer wurde das
entstandene Homogenat zentrifugiert (C). Das Pellet wurde verworfen. Der Uberstand war
das Lysat (D). Dieses wurde mit den Rhotekin-RBD-Beads versehen (E). Es erfolgte die
Bindung dieser an aktives (GTP-gebundenes) RhoA. Zentrifugation pelletierte die Beads (F),
die nach Verwerfen des Uberstands verblieben (G) und weiterverarbeitet werden konnten.
Nach Gelelektrophorese und Western Blot wurde RhoA detektiert, das den vorher
prazipitierten Teil des aktiven RhoA am Gesamt-RhoA darstellte.

Das Gewebe des thorakalen Rickenmarks, dem Ort der L&sion, sollte nun auf die
Aktivitat von RhoA, d.h. die Menge an GTP-gebundenem RhoA hin untersucht
werden. Dazu wurde ein Pulldown-Assay durchgefiuhrt, bei dem das aktive RhoA aus
einem Lysat des homogenisierten Ruckenmarks préazipitiert werden konnte (Abb. 23).
Da die Hydrolyse des aktivierten RhoA nach Auftauen des Gewebes schnell
fortschreitet, wurden die Gewebestiicke mdglichst schnell verarbeitet. Nach
Homogenisation und Lyse wurden die Lysate in der Gesamtproteinkonzentration

nicht aneinander angeglichen, weil die Bestimmung der Konzentration der einzelnen
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Proben zu lange gedauert hatte. Die Proben wurden sofort mit den Sepharose-Beads
versehen und inkubiert. Die Messung der Proteinkonzentration erfolgte per BCA-Test
im Nachhinein und zeigte, dass die Schwankungen der Proben untereinander im
Toleranzbereich lagen und keiner Anpassung untereinander bedurften.

Die Funktionalitdt des Assays konnte mit GTPYS, welches gebunden an RhoA nicht
hydrolisierbar ist, als Positivkontrolle und GDP als Negativkontrolle im Uberschuss

vorliegend bestatigt werden (Abb. 24).

kDa
2P — RhoA-GTP
% w— RhoA
| —— Altin
@,\% @Q%

Abbildung 24

Positiv- und Negativkontrolle fir den RhoA-Pulldown-Assay

Dafur wurden cervikale Abschnitte von scheinoperierten Tieren verwendet. Bezogen auf das
als Ladekontrolle gefarbte Aktin und den Gesamt-RhoA-Gehalt der Probe konnte durch
hinzufigen von GTyS und GDP gezeigt werden, dass im Pulldown-Assay praktisch nur
aktiviertes RhoA (GTPyS-gebundenes RhoA) detektiert wird.

Die nach Inkubation mit den Sepharose-Beads durch Zentrifugation der Lysate
erzeugten Bead-Pellets wurden nach Entfernung des Uberstands in Laemmli-
Probenpuffer geldst und komplett auf das Gel aufgetragen, um die gesamte Menge
des aktivierten (an die Beads gebunden) RhoA zu erhalten.

Aus den Lysaten der Proben wurden vor Inkubation mit den Sepharose-Beads
Aliquots fir den BCA-Test und Western Blot abgenommen, um sowohl die
Gesamtproteinmenge, als auch die von RhoA (aktiviert und nicht aktiviert) und Aktin
als Ladekontrolle in der Probe zu bestimmen. Darauf wurde die Menge von
aktiviertem RhoA in der jeweiligen Probe bezogen, um festzustellen, ob es sich um
einen tatsachlichen Anstieg der Aktivitat handelt oder dieser auf eine hohere

Proteinkonzentration in der Probe zuriickzufiihren ist (Abb. 25).
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Abbildung 25

Einfluss von C3bot™**® C3bot™®'® und C3bot'®*'"" auf das Aktivitatsniveau von RhoA
nach 24 Stunden und 7 Tagen Behandlung

Das aus den Ruckenmarksstiicken gewonnene Lysat und das Uber die Rhotekin-Beads
prazipitierte aktive RhoA wurden fir die Gelelektrophorese mit Laemmli-Probenpuffer
versehen. Anschlie3end wurden die Proteinbanden auf Nitrocellulose-Membran geblottet, mit
Antikdrpern gegen Aktin und RhoA inkubiert und schlief3lich in der ECL-Detektion sichtbar
gemacht.

Die Abbildung zeigt die Situation 24 Stunden und 7 Tage nach Rickenmarks-OP.

Das Balkendiagramm stellt das Niveau der RhoA-Aktivitat unter Behandlung mit PBS und
den drei Peptiden aus C3bot im Vergleich zum unbehandelten, scheinoperierten Tier da,
wobei der Wert fir letzteres als 1 gesetzt wird. In die Werte fur 24 Stunden wurden 4, in die
fur 7 Tage 4 Pulldown-Versuche einbezogen, deren Riickenmarksabschnitte von Tieren aus
drei voneinander unabhangigen Experimenten stammen. Es handelt sich um eine
semiquantitative Darstellung nach Auswertung mittels Lablmage. Der RhoA-Level wurde
bezogen auf Aktin als Ladekontrolle. Die Banden unter dem Balkendiagramm stellen ein
reprasentatives Experiment dar. Die statistische Signifikanz (p<0,05) wurde mittels Student’s
t-Test ermittelt.

24 h: Nach Rickenmarkslasion kommt es zu einer deutlichen Erhéhung der RhoA-Signale
unter allen Bedingungen.

7 Tage: Das Niveau des aktivierten RhoA ist unter der Behandlung mit den Peptiden
gegenuber unter PBS deutlich verringert und auf das Niveau des nicht-hemisezierten Tieres
gesunken.
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156-181

3.5 Einfluss von C3bot auf die Bewegungsfahigkeit von

Mausen nach Rickenmarkslasion

Die aus der Aktivitatsbestimmung von RhoA gewonnenen Erkenntnisse sollen nun
fir C3bot™®*® noch in den Zusammenhang mit Bewegungsparametern gestellt
werden, die an Mausen nach der oben genannten Hemisektion und einer im
Folgenden beschriebenen Drucklasion des Riickenmarks betrachtet wurden.

Die thorakale Drucklasion erfolgte ebenfalls auf Hohe Th 8 und wurde nach partieller
Laminektomie mit einer Kraft von 20 cN fir eine Sekunde auf das Ruckenmark

gesetzt. AnschlieBend wurden die Muskeln wieder verndht und die Ruckenhaut

geschlossen.
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Abbildung 26
Einfluss von C3bot™®*' auf die motorische Regneration von Mausen nach

Ruckenmarkslasion

A: Balb/C-Méause wurden ab dem ersten Tag nach Drucklasion anhand der Basso Maus
Skala bis zum 17. Tag bewertet. Diese Skala erstreckt sich Uber zehn Stufen der
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Bewegungsfahigkeit frGher (0 = keine Bewegung) bis spater Merkmale (9 = normale
Bewegung) der Wiederherstellung nach Verletzung. C3bot****®! (40 uM) erhéht die Leistung
der Mause um mehr als einen Punkt auf der Skala nach Verletzung.

B: Die Bewegungsfahigkeit Uber den gleichen Zeitraum nach Hemisektion ist starker
eingeschrankt, aber auch hier zeigt sich einer Verbesserung fur das Peptid um mehr als
einen Punktwert.

C: Das Peptid erhéht die Latenzzeit bis zum Fallen von der sich drehenden Laufstange um
mehr als 20 Sekunden.

D: Auf einem geringeren Niveau in Kontrolle und Behandlung als bei der Drucklasion zeigt
sich eine Erhohung der Latenzzeit bis zum Fallen unter Anwendung des Petids nach
Hemisektion.

Diese Daten wurden an Mausen erhoben, die ebenfalls die beschriebene Hemisektion sowie
eine thorakale Drucklasion erfuhren aber anschliel3end langer als sieben Tage beobachtet
wurden. Sie wurden von Francesco Boato zur Verfligung gestellt (Boato et al., 2010).

Das Bewegungsvermdgen wurde durch zwei Verfahren erfasst. Bei der Basso Maus
Skala wird durch ein Auswertungsprotokoll die Bewegung der Mause erfasst. Diese
werden fir einige Minuten auf eine eingegrenzte Ebene gesetzt und bezlglich der
Bewegung ihrer Hinterlaufe sowie der Rumpfstabilitdt und dem regelrechten
Aufsetzen der Pfoten bewertet (Basso et al., 2006). Beim Rotarod-Test wird die
Bewegung der Mause erzwungen. Sie werden auf eine sich drehende Laufstange
gesetzt. Die Zeit bis zum Herunterfallen wird automatisch durch das Signal einer
darunter liegenden, berihrungsempfindlichen Platte gestoppt (Sheng et al., 2004).
Dabei zeigte sich Kklar, dass C3bot™*® positiven Einfluss auf das
Bewegungsvermdgen der Mause und dieser Einfluss in beiden Bewertungssystemen

zur Erfassung der Bewegungsfahigkeit nachweisbar ist (Abb. 26).

In verschiedenen experimentellen Anséatzen konnte die positive Wirksamkeit von
C3bot™** 8 nachgewiesen werden. Demnach ist es als Peptid von C3bot das
kirzeste deutlich wirkungsvolle Agens. Das Wirkprofil von C3bot****’’ konnte nicht
klar ermittelt werden. Fur C3bot™**# konnten (iber seine bisherigen bekannten
Effekte hinaus positive Ergebnisse an Neuronen gezeigt werden. C3bot selbst wies
ebenfalls deutliche Wachstumsférderung an den verschiedenen neuronalen

Modellen auf.
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4. Diskussion

4.1 Forderung der synaptischen Konnektivitat durch C3bot und
C3bot Peptide

Ein Schwerpunkt der in der vorliegenden Arbeit durchgefihrten Analysen lag in der
Untersuchung der Wirkung zweier aus der Sequenz von clostridialer C3-Transferase
abgeleiteter Peptide auf  die synaptische Konnektivitat kultivierter

Hippocampusneurone. Ein 26 Aminosauren langes Peptid, C3bot*>**8!

, Steigerte die
Anzahl synaptischer Kontakte &hnlich dem Gesamtprotein C3bot, fur das 15
Aminosduren lange C3bot’®**"" konnte keine eindeutig positive Wirkung
nachgewiesen werden. Knock-down Studien fur RhoA sowie der nach Peptid-
Behandlung verringerte wachstumshemmende Effekt von RhoA-Aktivatoren (CSPG)
machen eine Beteiligung dieser GTPase an den beobachteten Effekten sehr

wahrscheinlich.

4.1.1 Mogliche Rezeptorbindung und intrazellularer Wirkmechanismus

Bezuglich der Wirkmechanismen lasst die bereits bei geringen Konzentrationen
vorhandene Effektivitdt der Substanzen auf eine Funktionsweise &hnlich bekannter
neurotropher Faktoren denken, deren Bindung an Membranrezeptoren ihre Wirkung
potenziert. Hierbei lassen sich als Beispiel die Neurotrophine anfiihren, deren
bekannteste Vertreter der nerve growth factor (NGF), der brain-derived neurotrophic
factor (BDNF) und Neurotrophin 4/5 (NT-4/5) sind. Sie binden u. a. an
Tyrosinkinaserezeptoren (TrkA, B und C), die ihrerseits den MAP-Kinase-, den IP3-
Kinase- oder Phospholipase C-Weg aktivieren. Dabei konnte flr BDNF beschrieben
werden, dass dies zur Transkription von Genen synaptischer Proteine fuhrt und die
Ausbildung von Rezeptorkomplexen in der Postsynapse und Translokation von
Proteinen dorthin bewirkt (Bartkowska et al., 2010, Yoshi und Constantine-Paton,
2009). In Transfektionsversuchen mit BDNF konnte eine Erhéhung der synaptischen
Konnektivitdt anhand der Z&hlung Synaptophysin-positiver Terminalien ermittelt
werden (Singh et al., 2006). Der Pan-Neurotrophin-Rezeptor p75 bindet alle
Neurotrophine und interagiert mit RhoA, welches bei Bindung von NGF oder BDNF
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inaktiviert wird. NGF fuhrte zu langeren Neuriten von Neuronen des Ganglion ciliare
von Huhnern (Huang und Reichardt, 2003, Yamashita et al., 1999). Auch Netrin-1
fuhrt Gber seinen Rezeptor DCC zum starkeren Auswachsen von Axonen, was u. a.
durch die Inaktivierung von RhoA bewirkt wird (Barallobre et al., 2005). Semaphorine
und Ephrine hingegen wirken als repulsive Faktoren Uber die Aktivierung von RhoA,
was durch die Beeinflussung verschiedener GEFs und damit Austausch von GDP
gegen GTP an RhoA hervorgerufen wird (Govek at al., 2005).

Dass in der Tat eine bislang nicht charakterisierte Bindungsdomane fiir C3 Proteine
an neuronalen Zellen zu existieren scheint, zeigen praliminare Versuche an der
hippocampalen Zelllinie HT22, an der in sog. Overlay Versuchen eine Inkubation von
bereits auf Membranen immobilisierten Proteinen mit C3bot und anschliel3ender
Detektion von C3 mittels Antikorper zu einer einzelnen immunreaktiven Bande fuhrt.
Die Identitat der zugrunde liegenden Proteinstruktur ist Ziel
massenspektroskopischer Analysen, die zurzeit im Labor von Prof. Just durchgefiihrt
werden.

Denkbar ist, dass C3bot-Peptide sowie das C3bot-Gesamtprotein einen oder
mehrere der bisher bekannten Rezeptoren fur neurotrophe Faktoren nutzen. Dies
konnte parallel zu massenspektroskopischen Untersuchungen in weiterfihrenden
Zellkultur-basierten Experimenten durch Hemmung von Rezeptoren wie TrkA, B und
C etwa durch den Inhibitor K252a nachgewiesen werden. Um Hinweise auf einen
maoglichen Proteincharakter von C3-Rezeptorstrukturen zu bekommen, sollen
zukunftig Pronase—Abdau Versuche unternommen werden, um dann anschliel3end
das verbleibende Bindungsvermdgen der Peptide zu untersuchen. Mittels
Behandlung von Neuronen mit Phospholipase C kann eine mogliche GPI-
Verankerung des Rezeptors Uberprift werden.

Neben einer Bindung an eine Rezeptorstruktur der Plasmamembran als initialen
Schritt in der enzymunabhangigen Wirkung von C3 Peptiden ist eine Interaktion mit
intrazellularen Bindungspartnern denkbar. Es konnte Uber die ADP-Rbosylierung
funktionell nachgewiesen werden, dass C3bot in Neurone gelangt (Holtje et al.,
2009). Mdglich ist das auch fur C3bot-Peptide, der Weg der Aufnahme ist noch
unklar.

Um eine subzellulare Lokalisation der Peptide bzw. eine Zuordung zu bestimmten
zellularen Kompartimenten nach maoglicher Internalisierung zu detektieren, sollen die

bereits in dieser Arbeit als myc-Tag markierte Peptide verwendet werden. Mittels
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konfokaler Laserscan-Mikroskopie konnten fluoreszenzgekoppelte Antikdrper
Aufschluss Uber den Wirkort geben. Fur C3bot selbst existiert bereits ein Antikorper.
Dabei sind Kolokalisationsstudien mit organellspezifischen Antikdrpern moglich.

Um eine mdgliche Internalisierung nachzuweisen, konnte auf3erdem der Effekt der
Ausschaltung von Schlisselproteinen der Endozytose wie z.B. Clathrin mittels knock-

down durchgefuhrt werden.

4.1.2 Hemmung von RhoA trotz fehlender enzymatische  r Aktivitéat

Eine Beeinflussung der Regulatoren der Aktivitat von RhoA kdnnte nach erfolgter
Internalisierung als moglicher Wirkort in Frage kommen. GEFs, GAPs und GDls
werden Uber multiple Signalwege angesteuert und steuern ihrerseits den schnellen
Ubergang von RhoA vom inaktiven in den aktiven Zustand und umgekehrt.
C3bot™**# vermindert die Aktivitast von RhoA in primaren Hippocampuskulturen
(Boato et al., 2010). Dieses Peptid enthélt das ADP-Ribosylating toxin turn-turn Motiv
(ARTT-Loop), welches Teil der katalytischen Domé&ne von C3bot und somit auch an
der Substraterkennung beteiligt ist (Sun et al., 2004). Dennoch ist es enzymatisch
inaktiv. Dies ist auch fir C3bot™®*®" und C3bot'®**"" der Fall. Ein Hinweis darauf,
dass dieser Abschnitt zwar entscheidend fur die Wirkung ist, aber nicht die Wildtyp
Sequenz bendtigt, besteht darin, dass der Austausch von Glutamat gegen Glutamin
in einem modifizierten Peptid (C3bot**!*?E174Q) auch zu einer hdheren Anzahl
synaptischer Kontakte in neuronalen Kulturen fuhrt (bisher unverdéffentlichte Daten).
Starke Hinweise auf eine Beteiligung der kleinen GTPase RhoA an den — vermutlich
Rezeptor-vermittelten — intrazellularen Effekten waren bereits vorhanden. In

154-182 eine

Hippocampuskulturen konnte das 29 Aminosauren lange C3bot
Verringerung der Aktivitdt von RhoA bewirken (Boato et al., 2010). Die Beteiligung
von RhoA als Effektor wurde weiter untersucht. Zum einen durch Kultur der Neurone
auf dem als inhibitorisches Substrat wirkenden CSPG, welches RhoA-Aktivierung
bewirkt und als Modell flr einen zentralnervésen Schadigungsprozess genutzt
wurde. Dies fuhrte zur Verminderung der Zahl synaptischer Kontakte in den so

156-181 und

kultivierten Zellen. Die Anwendung der drei Substanzen (C3bot, C3bot
C3bot****#2) konnte den inhibitorischen Effekt von CSPG praktisch aufheben und die

Anzahl Synaptophysin-markierter Synapsen auf das Niveau der Kontrolle erhéhen.
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CSPGs sind wichtige Bestandteile der extrazellularen Matrix. Kommt es zu Schaden
im ZNS, werden sie beispielsweise von reaktiven Astrozyten produziert und bilden
Barrieren in der glialen Narbe (Asher et al., 2001). Aber auch bei neurodegenerativen
Erkrankungen ist ihre Beteiligung von Bedeutung. So konnten CSPGs kolokalisiert
mit den B-Amyloid-Plaques bei der Alzheimer'schen Krankheit vorgefunden werden,
wobei sie hier wahrscheinlich als Schutz gegen die Neurotoxizitdt des Amyloids
fungieren (Miyata et al, 2007), die Inhibition des Auswachsens der Axone also
Voraussetzung dieses Schutzes ist. Sie verhindern aber auch die Proteolyse der
Amyloid-Plaques (Gupta-Bansal et al., 1995). Des Weiteren konnte die Akkumulation
von CSPGs in den L&sionen der Parkinson-Erkrankung nachgewiesen werden
(DeWitt et al., 1994). In transgenen Ratten, deren Mutation im Superoxid-Dismutase-
Gen zum Bild der amyotrophen Lateralsklerose fuhrt, wurde CSPG als Inhibitor der
Neurogeneration identifiziert (Mizuno et al., 2008).

Als Alternative zur etablierten Methode der Hemmung von RhoA durch C3bot bzw.
der vermuteten Hemmung durch enzymatisch inaktive C3bot Peptide wurde ein
knock-down von RhoA durchgefiihrt. Dies fiihrte zu einer zu C3bot bzw. C3bot**®18
vergleichbaren Steigerung der Anzahl synaptischer Kontakte. Dies kann als weiterer
Hinweis daflir betrachtet werden, dass eine bislang nicht genau charakterisierte
Inaktivierung von RhoA und seiner nachgeschalteten Signalwege durch C3bot und
die Peptide verantwortlich fur die erhdhte synaptische Konnektivitat ist. Die
Kombination der Anwendung von C3bot bzw. Peptid und knock-down von RhoA
hatte keinen zusatzlichen Effekt und zeigt, dass RhoA-unabhéngige Wege fur die
beobachteten Effekte wohl keine Rolle spielen. Bei enzymatisch-aktivem C3bot
durfte die Inaktivierung der RhoGTPase durch ADP-Ribosylierung in jedem Fall der
entscheidende Mechanismus sein.

Der knock-down mittels siRNA als Alternative zur enzymatischen Inaktivierung von
RhoA unterscheidet sich insofern von der enzymatischen Inaktivierung durch C3bot,
als dass es nach Hemmung von RhoA zu einer vermehrten Expression von RhoB
kommt, da der durch RhoA blockierte Promotor rhoB aktiviert wird. Dies zeigte sich
bei Behandlung mit C3-ADP-Ribosyltransferase aus Clostridium limosum
(Hulsenbeck et al., 2007). Nach Hemisektionen des Ruckenmarks adulter Ratten und
im Hirngewebe von nach Hirninfarkt verstorbenen Menschen konnte neben einer
Hochregulierung von RhoA auch eine erhdhte Expression von RhoB gezeigt werden
(Conrad et al., 2005, Brabeck et al., 2003). Auch fir RhoB werden negative Effekte
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auf neuronale Fortsatze tUber ROCK und die MLC sowie auch proapoptotische
Wirkungen Uber mDia beschrieben (Conway et al.,, 2004), was auch fir den
Untergang von Neuronen verantwortlich sein kann. Dass die durch C3bot oder
C3bot™**8 erzielten Effekte auf die Anzahl synaptischer Kontakte jedoch praktisch
identisch wie die durch knock-down von RhoA beobachteten waren, spricht fir eine
RhoA-Spezifitat der Effekte und lasst eine zusatzliche Beteiligung von RhoB hierflr

unwahrscheinlich erscheinen.

4.1.3 Erhohte synaptische Konnektivitat: ein sekund arer Effekt?

Denkbar ist, dass die erhdhte Anzahl von Synapsen keine direkte Folge der Wirkung
von C3bot oder den Peptiden auf die Expression synaptischer Proteine darstellt. Fir
C3bot und C3bot™*!%? konnte gezeigt werden, dass beide in nanomolarer
Konzentration die Lange und den Grad der Verzweigung von Axonen und Dendriten
erhdéhen (Ahnert-Hilger at al., 2004, Hoéltje et al, 2009). Praliminare Daten zeigen dies
auch fur C3bot****8!, Dies lasst den Schluss zu, dass fiir die Bildung von Synapsen
mehr pra- und postsynaptische Kontaktmaoglichkeiten zur Verfigung stehen und die
erhohte synaptische Konnektivitat eine indirekte Folge dieser Wirkung ist. Dafur
spricht auch die Beobachtung, dass aktiviertes RhoA die Translation von Cypin
reduziert, was zu einer geringeren Verzweigung von Dendriten fuhrt (Chen und
Firestein, 2007). Eine Reduzierung der Menge von aktiviertem RhoA durch C3bot
und C3bot-Peptide wirde diesen Mechanismus hemmen und die dendritische
Verzweigung fordern. RhoA wirkt Uber seinen Effektor ROCK negativ auf die
Ausbildung der Dornfortsatze an den Dendriten. Durch Hemmung von RhoA kénnte
an dieser Stelle die Ausbildung von axodendritische Synapsen geftrdert werden
bzw. bestehende Verbindungen stabilisiert werden, da abhangig von der Aktivitat
diese auch wieder gelost werden kénnen (Nakayama et al., 2000, Tashiro et al.,
2000). Bei hoher Aktivitat von RhoA tiberwiegt der Signalweg iiber ROCK. Uber den
schon in der Einleitung erwadhnten Effektor mDia-vermittelte Mechanismen fordern
die dendritische Verzweigung. Wird die Aktivitat von RhoA gemindert, tritt mDia als
Effektorprotein von RhoA starker in den Vordergrund, was ebenfalls ein Grund fur die

bessere synaptische Konnektivitat sein kénnte (Narumiya et al., 2009).
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C3bot und die Peptide kdonnten auch Einfluss auf die Dynamik der bestehenden
Synapsen ausiuben bzw. indirekt die Festigung bestehender Kontakte fordern. Durch
die erhéhte Anzahl von Synapsen ist ein hdéheres Potential zur Ausschittung von
Neurotransmittern — vor allem exzitatorische wie Glutamat — gegeben, was fir den
Mechanismus der Long-Term-Potentiation (LTP) zur Konsolidierung von neuronalen
Kontakten notwendig ist. Es kommt dabei aktivitatsabhangig zu starkerem Calcium-
Einstrom, der fur die Aktivierung und schliel3lich Phosphorylierung von Proteinen
Uber Kinasen verantwortlich ist. Dabei wird unter anderem die Empfindlichkeit der
postsynaptischen Membran fur Transmitter erhoht.

Hier lasst sich die Hemmung von RhoA zur Unterstlitzung der Bildung und
Stabilisierung von Synapsen vermuten. Bei der Inhibition der Geranylierung von
RhoA konnte dessen Aktivitat verringert werden, was zur Verstarkung der LTP flhrte.
So auch durch die Hemmung von ROCK durch den Inhibitor Y-27632 (O’Kane et al.,
2004). Adenosin-bedingte Inaktivierung von RhoA scheint ebenfalls die LTP zu
fordern (Rex et al., 2009). Mégliche Effekte von C3bot und C3bot****8! kénnten auch
elektrophysiologisch untersucht werden.

Im Zusammenhang mit der Zunahme synaptischer Konnektivitat wurde auch eine
Differenzierung zwischen exzitatorischen und inhibitorischen synaptischen Kontakten
unternommen. Dafir wurden zur Farbung der Terminalien Antikdrper gegen
vesikulare Neurotransmittertransporter verwendet. Dabei zeigte sich, dass die Anzahl
VGLUT1/2-markierter Synapsen weniger stark anstieg als dies zuvor fur die
Synaptophysin-Kontakte ermittelt wurde. Fur VGAT fiel dies noch etwas geringer
aus. C3bot'**!8! wirkte sich dabei nicht signifikant aus. C3bot****"’ erwies sich als
wirkungslos.

Die VGLUTs weisen ontogenetisch in den verschiedenen Hirnregionen
entwicklungsabhangige  Expressionsmuster auf. Bevor aber  Uberhaupt
morphologisch als Synapsen zu bezeichnenden Kontakte entstehen, existieren
schon Vesikel bzw. Vorformen davon, die sich in oder in der Nahe der Membran des
Axonschafts oder des Wachstumskegels befinden und hier stimulusabhangig die
Ausschuittung von Glutamat nach vorheriger Beladung des Vesikels erlauben. Dies
ist die Voraussetzung fur die Bildung exzitatorischer Synapsen, da auf der
zuklnftigen postsynaptischen Seite NMDA-Rezeptoren nach Aktivierung unter
anderem auch Zellmigration und die Ausbildung von Synapsen stimulieren (Boulland

et al.,, 2004). Bevor die Vesikelmembranen mit den Transportern und anderen
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Proteinen ausgestattet werden, erfolgt deren Translation im Soma des Neurons und
Abschnirung aus dem Trans-Golgi-Netzwerk mit anschlielBendem Transport entlang
des Axons zur Prasynapse. Dort werden die Transporter tiber mehrere Zyklen von
Exo- und Endozytose der Vorvesikel an der Plasmamembran spezifisch in die
Membran des Speichervesikels sortiert. Dabei sind Signalmotive in der
Peptidsequenz der VGLUTs wichtig fur ihre Zuteilung zu den Vesikeln (Santos und
Vogelmaier, 2009). Bisher konnte die Beinflussung von VGLUT- und VGAT-positiven
Terminalien durch BDNF beschrieben werden. Dabei zeigte sich, dass BDNF
abhéngig von seiner Wirkung an TrkB die Menge an exzitatorischen Synapsen
erhoht, wahrend die von inhibitorischen Synapsen verringert wird, wobei letzteres
auch Folge der Wirkung von vermehrt sezerniertem Glutamat an postsynaptischen
metabotropen Glutamatrezeptoren sein kann (Singh at al., 2006). C3bot und
C3bot™***8 kénnten in vergleichbarer Weise als neurotrophe Substanzen wirken,
jedoch mit zu BDNF unterschiedlichem Effekt auf inhibitorische Kontakte.

In Mehrfachfarbungen von Synaptophysin und VGLUT1/2 bzw. VGAT Uberstieg die
Summe der absoluten Zahlen fur die Transporter-markierten Kontakte die von
Synaptophysin. Anzunehmen ware, dass diese Zahlen ungeféahr gleich sind oder
zumindest darunter liegen. Dies kann Hinweis auf eine Koexpression von VGLUT1/2
und VGAT in bestimmten Synapsen sein, was flr Moosfaserterminalien des
Hippocampus von Ratten gezeigt werden konnte und synaptische Ubererregbarkeit
verhindern kénnte (Zander et al., 2010).

Biochemisch konnte fur Synaptophysin und SNAP 25 eine verstarkte Expression
unter Wirkung von C3bot™**#! detektiert werden. Bei Anwendung von C3bot!***"’
war ausschlief3lich fir SNAP 25 eine erhdhte Proteinexpression sichtbar.

Fir C3bot***®2 konnte eine Steigerung der Expression von Synaptophysin bereits
gezeigt werden, Synaptobrevin zeigte kein verandertes Niveau (Holtje et al., 2009),
was sich mit dem hier dargestellten Ergebnis deckt. Das in der genannten Arbeit
erhdhten Proteinniveau von Rab3a und Synapsin konnte fur die beiden Peptide hier
nicht nachgewiesen werden, spricht aber dafiir, dass die erhéhte Zahl synaptischer
Kontakte zum Teil von der verstarkten Bereitstellung ihrer Bestandteile abhangt.
Unveroffentlichte Daten zur Expression des NMDA;-Rezeptors oder der VGLUTs
sowie VGAT zeigen aber auch keine erhthte Expression bei Anwendung von
C3bot™®*#2 |m Falle der Transporter kénnte dem ein Verteilungsmechanismus zu

Grunde liegen, bei dem nicht unbedingt eine gréfiere Menge der Proteine
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synthetisiert wird, sondern eine verstarkte Zuordnung in die Synapsen erfolgt. Fur
den NMDA Rezeptor ist die laterale Diffusion beschrieben worden (Triller und
Choquet, 2005). Ahnliche Arten von Umverteilung sind auch fir die anderen, in der
Funktion unterschiedlichen Proteine denkbar.

Die zum Teil voneinander abweichenden Ergebnisse beziglich der
Proteinexpression wuirden fir ein leicht unterschiedliches Wirkprofil der Peptide
sprechen, im Kontext bleiben sie als positive Effektoren fur die Expression

bestimmter synaptischer Proteine bestehen.

4.2 Axonotrophe Effekte von C3bot *®'® in der organotypischen

Hirnschnittkultur

Das Wiederauswachsen des Tractus perforans aus den Schnitten des entorhinalen

Kortex — analysiert anhand der Anzahl und der Lange der Axone — konnte durch die
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Applikation von C3bot , hicht jedoch von C3bot , gefordert werden. Es war
aullerdem in der Lage, die positiven Effekte von C3bot durch kombinierte

Anwendung noch zu steigern.

4.2.1 Verwendung von organotypischen Kultursystemen zur Untersuchung

neuronaler Regeneration

An Schnitten des Hippocampus wurden schon Nachweise fir die Wirkung von
repulsiven oder attraktiven Rezeptorliganden wie beispielsweise Semaphorine oder
Netrine erbracht. Auch konnten externe Einflisse wie Hypothermie auf
auswachsende Axone an entorhinalen Cortex-Explanten (ECs) untersucht werden
(Steup et al., 2000, Schmitt et al., 2007). Sie eignen sie sich sehr gut als Modelle zur
Untersuchung neuronaler Regeneration. Die Tatsache, dass hier im Vergleich zu den
Hippocampuskulturen der Gewebekontext des lebenden Tieres erhalten bleibt und
im Ganzen unter Einwirkung der Substanzen steht, lasst organotypische
Kultursysteme als Modellsysteme erscheinen, die eher der in vivo Situation

entsprechen als Einzelzellkulturen.
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4.2.2 C3bot™*® als axonotropher Faktor

Die Praparation des Gewebes selbst stellt schon eine Lasion dar. Bei Versuchen, in
denen neuronale Gewebeschnitte im Ganzen einer Dehnungsverletzung unterzogen
wurden, beobachtete man die Myelinbasierte verstarkte Aktivierung von RhoA als
Hinweis fur eine Beteiligung der GTPase an schadigungsbedingten Prozessen (Di
Pietro et al., 2010). C3bot™***# ist hier als Effektor bei der Inaktivierung von RhoA
denkbar. Seine Funktion als neurotropher Faktor im Inkubationsmedium mit
Stimulation der Neurone wie auch der axonalen Wachstumskegel kann ebenfalls
angenommen werden. Nicht differenzierbar allerdings ist, ob die hohere Anzahl der
Axone unter Wirkung des Peptids und von C3bot durch eine verstarkte Verzweigung
auswachsender Axone zustande kommt oder Folge des Wiederauswachsens von
Fortsatzen aus einem gréf3eren Anteil der Zellen ist. Das verwendete Modell liel3 eine
Ruckverfolgung der Fasern im Gewebeschnitt nicht zu, allerdings zeigten sich schon
am Schnittrand deutlich mehr Axone, so dass wahrscheinlich mehr Zellen zur
Regeneration angeregt wurden.

Versuche mit Kokulturen von Schnitten des ECs und des Hippocampus mit Biocytin-
Injektion zur Verfolgung der Axone zeigten, dass wiederauswachsende Fasern des
entorhinalen Cortex in Kultur gerichtet in die aufRere Kérnerzellschicht des Gyrus
dentatus projizieren (Frotscher et al., 1997). In Kokulturen von ECs eGFP-
exprimierender Mause und Wildtyp-M&ausen, in denen die Fasern des ECs infolge der
fluoreszierenden Eigenschaften des eGFPs gut erkennbar sind (Hechler et al., 2006),

kann dieser Prozess gut verfolgt werden. C3bot und C3bot™**#

zeigten in diesem
Modell ein starkeres Auswachsen der Axone in die hippocampalen
Projektionsgebiete als die Kontrolle (Holtje et al., 2009). Es ist anzunehmen, dass

dies fir C3bot**®8! allein und in Kombination mit C3bot auch zutrifft.
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4.3 Effekte von C3bot Peptiden nach Riickenmarksscha  digung

4.3.1 Verbessertes Regenerationsvermdgen nach Ricke  nmarksschadigung

In der vorliegenden Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die nach
Ruckenmarksschadigung zu beobachtende andauernde Aktivierung von RhoA durch
den Einsatz nicht-enzymatisch wirksamer Peptide vermindert werden kann. Die

Verwendung von C3bot™%*%*

als Effektor bei der Inaktivierung von RhoA ist denkbar
und fihrte zudem zu einer verbesserten motorischen Regeneration sowohl nach
Kontusionsverletzung des Riickenmarks als auch nach Hemisektion.

Beide Formen der Schadigung wurden in der vorliegenden Arbeit an Mausen
durchgefuhrt, die im Anschluss an die Operationen bezuglich ihrer Motorik bewertet
wurden. Die beiden Schadigungsmodelle unterscheiden sich insofern, als die
Drucklasion eher die Folge typischer Unfalle mit Verletzungen menschlichen
Ruckenmarks darstellt (Sekhon und Fehlings, 2001), die Hemisektion jedoch
definierte Fasertrakte durchtrennt, die bei spaterer histologischer Untersuchung die
eindeutige Identifikation regenerierter Fasern zulasst. Dabei stellt die Hemisektion die
schwerere Verletzung dar, was sich im Vergleich zum Kontusionsmodell nach der
Operation an der insgesamt schlechteren Bewegungsfahigkeit der Mause ablesen
l&sst.

Dennoch war C3bot™*®*® hier wie auch bei den druckgeschadigten Tieren in der
Lage, die Bewegungsfahigkeit gegenuber unbehandelten Tieren zu verbessern.
Diese Beobachtung deckt sich mit den schon fir C3bot™**'® gewonnenen
Erkenntnissen. Entscheidend fir den positiven Effekt durfte generell die verbesserte
Regeneration von absteigenden serotonergen Fasern des raphespinalen Traktes
sein, wie Lokomotionsversuche und histologische Untersuchungen an M&ausen mit
Transsektion des Riuckenmarks ergaben (Boido et al., 2009, Ung et al., 2008). Dies
wurde hier zwar nicht explizit untersucht, ist aber auf der Grundlage der Erkenntnisse
fir C3bot***%? auch fur C3bot™*®*®* anzunehmen. Die Wirkung des Peptids kann
dabei ebenso neurotroph auf dem Wiederauswachsen von Axonen der fur die
Motorik wichtigen Fasertrakte wie auf dem Schutz noch in der Lasionsstelle
vorhandener Axone beruhen, wofur auch die frih einsetzende verbesserte
156-181

Regeneration der Bewegungsfahigkeit der Mause nach Applikation von C3bot
spricht und die Annahme neuroprotektiver Eigenschaften der C3-Substanzen stltzt.
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Die Beobachtung deckt sich mit den Erkenntnissen fiir C3bot'>**%

2010).
Die durch Schéadigung im Nervengewebe hervorgerufene Aktivierung von RhoA

(Boato et al.,

entspricht offensichtlich einem generellen Mechanismus, der in unterschiedlichen
Studien nachgewiesen werden konnte: so wurde beispielsweise in Spinalganglien
von Ratten gezeigt, dass es nach Durchtrennung des Nervus ischiadicus der Tiere
sowohl in einem Pulldown-Assay fir aktiviertes RhoA als auch bei in-situ-
RhoGTPase-Aktivitats-Assays an Ganglien ipsilateral zur Nervenschadigung zum
Anstieg von aktiviertem RhoA auf ein erst dann detektierbares Level kommt (Cheng
et al., 2008). Auch Kontusion des Riuckenmarks von Ratten fuhrt zu einer héheren
Menge von membrangebundenem RhoA als Ausdruck einer Aktivierung der GTPase
(Sung et al.,, 2002). In Hemisektionsversuchen an Ratten und Mausen konnten
erhohte Level von GTP-gebundenem RhoA gezeigt werden (Dubreuil et al., 2003).
Die Wachstumsinhibition von neuronalen Fortsatzen tber den RhoA-Effektor ROCKII
nach Transsektionen oder bei Anwendung des Nogo-Proteins oder CSPG an
Neuronenkulturen aus Spinalganglien war weniger stark ausgepragt in Mausen mit
einem doppelten knock-out von ROCKII (Duffy et al., 2009). Versuche, die die
Anwendung von Ibuprofen beinhalteten, brachten eine verbesserte funktionelle
Regeneration und das Wiederauswachsens von Axonen mit der Reduzierung des
GTP-RhoA-Levels in Einklang (Wang et al., 2009).

Eine RhoA-Inaktivierung erscheint somit im Prinzip als wirksamer Mechanismus, um
neuronale Regeneration zu fordern. Hier kdnnen Versuche mit C3 an auf Myelin-
assoziertem Glykoprotein kultivierten PC-12 Zellen angefihrt werden (Dubreulil et al.,
2003). Eine zellpermeable Form von C3bot — BA-210 — hat positiven Einfluss auf die
Begrenzung des Gewebedefektes nach Rickenmarksschaden (Lord- Fontaine et al.,
2008). Mdogliche Mechanismen einer nicht-enzymatisch vermittelten Hemmung von
RhoA-Aktivitat wurden bereits fur die beobachteten in vitro Effekte diskutiert und sind

offenbar auch fiir die in vivo Situation denkbar.
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4.3.2 Perspektiven far den Einsatz von C3bot-Peptid en als
regenerationsfordernde Substanzen im ZNS

Die vorliegenden Ergebnisse lassen C3bot Peptide, insbesondere das C3bot™®*8!
als erfolgversprechende Kandidaten fir den Einsatz als Therapeutika nach
Schéadigung im ZNS erscheinen. Neben den schon erwéhnten Vorteilen von kurzen,
wirkungsvollen Peptiden hinsichtlich Herstellung, Antigenitat und Anwendung weisen
unveroffentlichte  Beobachtungen der hier durchgefuhrten Versuche mit
Ruckenmarksschadigung darauf hin, dass Méause bei Anwendung von C3bot zu
lokalen Blutungen im Bereich der Lasion neigen und haufiger versterben. Unter
Peptidwirkung konnte dies nicht beobachtet werden. Das oben erwdhnte BA-210
wurde unter dem Namen Cethrin® in einer klinischen Studie (Phase Il) von Alseres
Pharmaceuticals verwendet. Dabei wurde es in unterschiedlichen Dosierungen im
Rahmen von Operationen an Menschen mit akuter Rickenmarksschadigung
extradural angewendet. Diese Studie wurde ohne Angabe von Grinden oder
Ergebnissen abgebrochen. Mdglicherweise hatte C3bot hier unvorhersehbare
Nebenwirkungen. Des Weiteren wirkt C3bot bei Anwendung an Astrozyten oder
Mikroglia proinflammatorisch und fordert die Entstehung der glialen Narbe, was
neuronaler Regeneration im Wege steht. Die enzymdefiziente Variante zeigt diese
Wirkung nicht (Hdltje et al., 2005, Hoffmann et al., 2008). Dies erlaubt den Schluss,
dass auch die Peptide nur auf Neurone wirken, was unveroffentlichte Daten von
Peptid-Versuchen mit Astrozyten bestatigen.

Da nach Schadigung eine langfristige, mindestens mehrwochige Aktivierung von
RhoA und RhoB beobachtet wurde (Brabeck et al., 2003), ist fur eine moégliche
therapeutische Anwendung nicht nur der kurzfristige - unmittelbar nach
traumatischen Ereignissen — sondern auch spatere oder uber einen langeren
Zeitraum durchgefuhrte Einsatz der Substanzen denkbar und sinnvoll.

C3bot'®**"" mit 15 Aminosauren Lange hinterlasst ein unklares Bild. Sein
Wirkmechanismus ist moglicherweise verschieden von dem der anderen beiden C3-
Peptide, obwohl es wie diese auch den ARTT-Loop enthalt. Dass es das Niveau von
GTP-gebundenem RhoA im geschadigten RlUckenmark vermindert, kann die
Notwendigkeit der Inaktivierung der GTPase fur die positiven Effekte der C3bot-
Peptide bestatigen, lasst aber offen, ob dieser Effekt hinreichend ist. Mdglicherweise

163-177

gibt es weitere Signalwege, die C3bot nicht anspricht. Pharmakologisch sollte
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eine dosisabhéngige Bestimmung des Wirkprofils an den schon gezeigten Modellen
erfolgen. Vielleicht wird es nach einer Aufnahme ins Zytosol schneller abgebaut und
erfordert einen anderen zeitlichen Modus der Applikation. Versuche dazu sind in

Vorbereitung.

C3bot™**8 hat sich in dieser Arbeit im Vergleich mit den Wirkprofilen von C3bot und
C3bot™>*8 pewahrt. Wie oben angegeben ist geplant, mégliche Signal- und/oder
Aufnahmewege bei Neuronen fiur die Peptide abzufragen und den oder die
Mechanismen aufzuklaren oder zumindest einzugrenzen. Dies und die hier
dargestellten Effekte der Peptide erlauben den hoffnungsvollen Blick auf den
zuklinftigen therapeutischen Einsatz dieser Substanzen bei  diversen
Krankheitsprozessen des zentralen Nervensystems unabhangig davon ob sie

traumatisch oder entziindlich bedingt sind.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte von C3bot und daraus abgeleiteten
Peptiden — C3bot™®*# (26 Aminosauren) und C3bot****"” (15 Aminosauren) sowie

dem schon bekannten C3bot***182

(29 Aminoséauren) — in verschiedenen neuronalen
Gewebemodellen untersucht.

Anhand der immunfluoreszenzbasierten Auszahlung synaptischer Kontakte an den
Dendriten primérer Hippocampusneurone von Mauseembryonen wurde gezeigt, dass
C3bot und C3bot™®*® in der Lage sind, die Zahl von Synapsen zu erhéhen. Dies
konnte auch an VGLUT1/2-markierten und etwas schwécher an VGAT-markierten

Kontakten nachgewiesen werden. C3bot'®**"’

erwies sich in dieser Anwendung als
unwirksam.

Bei Wachstum der Neurone auf Chondroitinsulfatproteoglykan als inhibitorischem
Substrat wurde die Kontaktzahl gesenkt. Diese Verminderung konnte durch die
Anwendung von C3bot, C3bot***¥! und dem schon als wirksam veréffentlichten
Peptid C3bot™**# aufgehoben werden. Die Zahl der Synapsen stieg ebenfalls durch
den knock-down von RhoA mittels siRNA RhoA G28. Eine weitere Steigerung der
Zahl war bei kombiniertem knock-down mit C3-Substanzen nicht méglich.

In der proteinbiochemischen Analyse der Hippocampuskulturen zeigte sich im

Wesentlichen, dass bei Anwendung von C3bot™**%*

eine gesteigerte Expression von
Synaptophysin und SNAP 25 erfolgt. Andere pra- und postsynaptische Proteine
blieben unbeeinflusst.

Anhand organotypischer Hirnschnittkulturen des enthorhinalen Kortex von Mausen
wurde gezeigt, dass C3bot**®**®! die Zahl und die Lange auswachsender Axone
erhoht. C3bot'®*"" hatte dabei keinen Effekt. C3bot und C3bot'***%! in Kombination
bewirken noch eine weitere leichte Steigerung dieser Zahlen.

In einem Pulldown-Assay zur Bestimmung der RhoA-Aktivitat im durch Hemisektion
geschadigten Ruckenmark von Mausen konnte bestatigt werden, dass die
Verletzung zu einem erhdhten Niveau von aktiviertem RhoA fiihrt. C3bot™®*8!,
C3bot™***82 und C3bot****"" waren in der Lage, diese Aktivierung nach sieben Tagen
Zu verringern.

Der Arbeit hinzugefligt wurden Daten zur Bewegungsfahigkeit von Mausen nach

Hemisektion und Drucklasion des thorakalen Rickenmarks. Diese wurden einer
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Behandlung mit C3bot****! unterzogen, worauf sich eine verbesserte motorische
Regeneration zeigte.

Zusammenfassend zeigt sich, dass die enzymatisch-inaktiven Peptide ihre Wirkung
Uber die Verringerung der Aktivitat von RhoA auslben. Fur die neurotrophen
Eigenschaften werden aufgrund der geringen Konzentration bei den Anwendungen
ein Rezeptor-abhangiger Mechanismus oder gezielte Internalisierungsprozesse
postuliert. Versuche der Aufklarung dessen sind in Vorbereitung.

Aufgrund ihres positiven Effektes auf die Neuroregeneration und ihrer Vorteile
gegenuber C3bot selbst sind die C3-Peptide in der therapeutischen Anwendung

vorstellbar.
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7. Abkirzungsverzeichnis

ADP
ALS
APS
ATP
BCA
BNPI

BSA

C3bot
C3b0t156-181
C3b0t163—177
C3b0t154-182
C3lim
C3stau

CA

Ca®*

cN

CSPG

DIV

DMEM
DNPI

DTT

E

EC
ECL
eGFP
EZM
FKS
GABA
GAP
GDI
GDP
GEF
GPI
GTP
HBSS+

HEPES-KOH

kDa

MEM
MLC(K)(P)
MRNA
Myc-Tag
Gen

Na*
NAD(PH)
NMDA

P

Adenosindiphosphat

Amyotrophe Lateralsklerose
Ammoniumpersulfat

Adenosintriphosphat

Bicinchoninsaure

Brain specific Na'-dependent inorganic phosphate
transporter

Bovines Serumalbumin

Clostridium botulinum C3-Protein
Peptidabschnitt 156-181 von C3bot
Peptidabschnitt 163-177 von C3bot
Peptidabschnitt 154-182 von C3bot

Clostridium limosum C3-Protein
Staphylokokkus aureus C3-Protein

Cornu ammonis

Calcium

Centinewton

Chondroitinsulfatproteoglykan

Day in vitro

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Differentation mediated Na*-dependent inorganic
phosphate transporter

Dithiothreitol

Embryonaltag

enthorinaler Kortex

enhanced chemoluminescence

enhanced green fluorescence proteine
Extrazellularmatrix

Fotales Kalberserum

y-Aminobuttersaure

GTPase-aktivierendes Protein
Guaninnukleotid-Dissoziations-Inhibitoren
Guanosindiphosphat

Guanin-exchange-factor
Glycosylphosphatidylinositol
Guanosintriphosphat

Hanks Buffered Salt Solution
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-2-Ethansulfonsaure
Kilodalton

Minimal Essential Medium
Myosin-leichte-Kette(n-Kinase)(n-Phosphatase)
messenger RNA

Peptidsequenz von zehn Aminosauren aus dem c-myc-

Natrium
Nikotinamidadenindinukleotid(phosphat)
N-Methyl-D-Aspartat

Postnatal-Tag
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PBS

Rab

RBD

Rho

RNA

ROI
ROCK
SDS
SDS-PAGE
SiRNA
SNAP 25
SNARE

Temed
Tris

TS
VAMP
VGLUT
VGAT
VIAAT
ZNS

Abklrzungsverzeichnis

Phosphate-buffered Saline Solution

ras-like genes expressed in brain
Rho-Bindedoméne

Ras-homolog

Ribonukleinsaure

Region of Interest

Rho-Kinase

Natriumduodecylsulfat
Natriumduodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
small inhibitory RNA
Synaptosomen-assoziiertes Protein von 25 kD
soluble N-ethylmaleimide—sensitive factor (NSF)
attachment protein receptor
Tetramethylethylendiamin
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Tris-Saline

Vesikel-assoziiertes Membranprotein
Vesikularer Glutamat-Transporter

Vesikularer GABA-Transporter

vesicular inhibitory amino acid transporter
zentrales Nervensystem
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