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Referat:$

$

Das$ Neural$ cell$ adhesion$ molecule$ (NCAM)$ hat$ im$ zentralen$ und$ peripheren$

Nervensystem$einen$stimulierenden$und$entscheidenden$Einfluss$auf$die$Ausbildung$von$

Neuriten.$ Dabei$ nimmt$ es$ sowohl$ während$ der$ neuralen$ Entwicklung$ als$ auch$ bei$ der$

Aufrechterhaltung$der$synaptischen$Plastizität$eine$zentrale$Rolle$ein.$Seit$Mitte$der$90er$

Jahre$ weiß$ man,$ dass$ dieses$ Protein$ eine$ hydrolysierende$ Bindungsstelle$ (ATPase=

Funktion)$ für$ den$ Cotransmitter$ Adenosintriphosphat$ (ATP)$ im$ Nervensystem$ besitzt.$

Ziel$dieser$Arbeit$war$es,$den$Einfluss$der$ATP=Bindung$auf$das$durch$NCAM$stimulierte$

Neuritenwachstum$über$das$RTCA=(Real=time$cell$analysis)$Verfahren$zu$untersuchen.$$

Im$ ersten$ Schritt$ wurden$ B35=Neuroblastomzellen$ mittels$ Lipofektion$ transfiziert$ und$

daraufhin$ die$ NCAM140=$ und$ NCAM180=Proteinexpression$ über$ das$ Western$ Blot$

Verfahren$ überprüft.$ Es$ standen$ somit$ die$ drei$ Zelllinien$ B35=WT$ (ohne$ NCAM),$ B35=

NCAM140$ und$ B35=NCAM180$ zur$ Verfügung,$ bei$ denen$ das$ Neuritenwachstum$ durch$

Zellimpedanzmessung$in$einem$Echtzeit=Verfahren$(RTCA)$überprüft$und$veranschaulicht$

werden$ konnte.$ Alle$ drei$ Zelllinien$wurden$ in$ Abwesenheit$ oder$ Anwesenheit$ von$ ATP$

kultiviert$ und$ dessen$ Einfluss$ auf$ die$ Neuritogenese$ gemessen$ und$ fotographisch$

dokumentiert.$$$

Zusammenfassend$ kann$ auf$ Grundlage$ der$ Experimente$ geschlussfolgert$ werden,$ dass$

Adenosintriphosphat$das$NCAM=induzierte$Neuritenwachstum$inhibiert.$Sowohl$durch$die$

Messung$mittels$RTCA$als$ auch$durch$ eine$ fotographische$Analyse$ lies$ sich$ zeigen,$ dass$

die$ Neuritenausbildung$ in$ NCAM=exprimierenden$ Zellen$ über$ steigende$ ATP=

Konzentrationen$ stufenweise$ gehemmt$ werden$ kann.$ Die$ Wildtyp=Neuroblastomzellen,$

ohne$ NCAM=Expression,$ ließen$ sich$ durch$ die$ Zugabe$ von$ ATP$ nicht$ in$ ihrer$

Neuritogenese$ beeinflussen.$ Die$ Ergebnisse$ dieser$ Arbeit$ lassen$ sich$ sehr$ gut$ mit$ den$

Studien$ anderer$ Forschungsgruppen$ in$ Einklang$ bringen,$ in$ denen$ man$ eine$

Unterbrechung$ der$ für$ die$ Neuritogenese$ entscheidenden$ Signalwege$ bei$ einer$ ATP=

Bindung$vermutete.$$
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1 Einleitung!! ! ! ! ! ! ! ! ! !

$

1.1 Zelladhäsion!

$
Der$menschliche$Körper$besteht$aus$1013$Zellen,$die$mehr$als$200$verschiedenen$Zelltypen$

zugeordnet$ werden$ können.$ Dabei$ bilden$ sie$ als$ Zellverbände$ die$ Gewebe.$ Diese$

wiederum$ die$ Organe$ und$ Organsysteme$ eines$ Organismus.$ Eine$ derart$ komplexe$

Struktur$benötigt$einen$Mechanismus$um$die$Integrität$aller$Gewebe$aufrecht$erhalten$zu$

können.$Die$Fähigkeit$der$Zellen,$miteinander$in$Verbindung$zu$treten,$bezeichnet$man$als$

Zellkontakt.$Dieser$stellt$eine$essentielle$Grundlage$für$das$höher$entwickelte$Leben$dar.$

Zellkontakte$können$ in$drei$Gruppen$eingeteilt$werden.$Neben$den$Verschlusskontakten$

(Versiegelung$ von$ Interzellulärspalten$ der$ Epithelien)$ und$ den$ Kommunikations=

kontakten$ (Kopplung$ benachbarter$ Zellen$ zu$ einer$ elektrischen$ und$ metabolischen$

Funktionseinheit)$existieren$die$Adhäsionskontakte.$Ihre$Aufgabe$ist$die$Zelladhäsion,$ein$

Mechanismus,$ welcher$ sowohl$ zwischen$ Zellen$ als$ auch$ zwischen$ Zellen$ und$ der$ sie$

umgebenen$Proteine$ der$ Extrazellulärmatrix$ existiert.$Man$bezeichnet$ diese$ daher$ auch$

als$ Zell=Zell=Adhäsion$ und$ Zell=Matrix=Adhäsion$ beziehungsweise$ als$ homophile$ und$

heterophile$Bindungen$(Lüllmann=Rauch,$2009).$$

$

Die$ Zelladhäsion$ ist$ Bestandteil$ vieler$ komplexer,$ physiologischer$ Vorgänge$ wie$ der$

Proliferation,$Differenzierung,$Bewegung$und$Apoptose$von$Zellen$(Ruoslahti$and$Obrink,$

1996).$ Bereits$ während$ der$ Embryogenese$ müssen$ Zellen$ miteinander$ über$

Zelladhäsionsmoleküle$ interagieren,$ um$ die$ Bildung,$ das$ Wachstum$ und$ die$ damit$

einhergehende$ Differenzierung$ des$ Körpers$ zu$ gewährleisten.$ Für$ die$ Hirnentwicklung$

und$ dem$damit$ verbundenen$ zielgerichteten$Auswachsen$ von$Neuriten$ sind$ sowohl$ die$

homophile$als$auch$die$heterophile$Zelladhäsionsform$von$entscheidender$Bedeutung.$$Im$

reifen$Organismus$entsteht$die$Immunantwort$auf$pathogene$Erreger$durch$die$Migration$

und$ Diapedese$ der$ Lymphozyten,$ welche$ durch$ Zelladhäsion$ gesteuert$ werden.$

Heterophile$ Bindungen$ gewährleisten$ diese$ Vorgänge.$ Auch$ die$ Wundheilung$ und$ der$

damit$ verbundene$Auf=$ und$Abbau$bzw.$die$Elimination$von$Geweben$ funktioniert$über$

die$ Adhäsion$ und$ Segregation,$ dem$ Lösen$ von$ Zellen$ aus$ ihrem$ Verband.$ Bei$

pathologischen$Vorgängen$wie$dem$Wachstum$und$der$ lymphogenen$bzw.$hämatogenen$

Metastasierung$von$Tumorzellen,$finden$sich$ursächliche$Veränderungen$der$Zelladhäsion$

auf$molekulargenetischer$Ebene$und$in$der$Proteinexpression$(Hynes$and$Lander,$1992).$

Adhäsionsmoleküle$dienen$der$Zelle$aber$nicht$nur$als$mechanisch=dynamische$Kontakt=

elemente,$sondern$sie$sind$auch$in$der$Lage$als$interzellulärer$Vermittler$von$Signalen$zu$
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funktionieren.$Dabei$werden$die$Informationen$aus$der$Umgebung$bzw.$der$Nachbarzelle$

registriert,$integriert$und$intrazellulär$weitergeleitet.$Dies$ist$der$Grund$für$die$zusätzliche$

Bezeichnung$ als$ Adhäsionsrezeptoren.$ Die$ Interaktions=$ und$ Kommunikationsvorgänge$

können$bidirektional$einerseits$in$das$Zellinnere$hineingeleitet$(Outside=in),$andererseits$

auch$ aus$ der$ Zelle$ herausgeleitet$ werden$ (Inside=out)$ (Clark$ and$ Brugge,$ 1995).$

Adhäsionsmoleküle$ sind$ zu$ einem$ Teil$ auch$ mit$ intrazellulären$ Signalmolekülen$

assoziiert.$ Dabei$ handelt$ es$ sich$ in$ der$ Regel$ um$ Adaptorproteine,$ Proteinkinasen,$

Phosphatasen$ und$ lateral$ gebundene$ Rezeptortyrosinkinasen,$ die$ ein$ fester$ Bestandteil$

der$ molekularen$ Struktur$ der$ Adhäsionsmoleküle$ sein$ können.$ Die$ Induktion$ dieser$

Signaltransduktionwege$ über$ die$ Adhäsionsmoleküle$ führt$ in$ der$ Regel$ zu$ einer$

veränderten$ Genexpression$ der$ Zelle$ und$ somit$ zu$ einer$ Änderung$ der$ Zellphysiologie$

(Aplin$et$al.,$1998).$$

$

$

1.2 Zelladhäsionsmoleküle!!

$
Zelladhäsionsmoleküle$ stellen$ bezüglich$ ihres$ Aufbaus$ eine$ Gruppe$ hochgradig$

komplexer,$ integraler$ Membranproteine$ mit$ mehreren$ kovalent$ gebundenen$

Kohlenhydratgruppen$ dar.$ Die$ Unterschiede$ dieser$ Glykoproteine$ finden$ sich$ in$ ihrer$

Molekülgröße$ und$ Zusammensetzung$ der$ einzelnen$ Strukturelemente.$ Um$ die$

Zelladhäsion$ zu$ gewährleisten,$ benötigen$ sie$ in$ der$ Regel$ eine$ große$ extrazelluläre$

Domäne$ und$ eine$ transmembranäre$ Domäne.$ Intrazellulär$ schließt$ sich$ die$

cytoplasmatische$Domäne$an,$die$unterschiedliche$Längen$bzw.$Größen$vorweisen$kann.$

Es$ existieren$ jedoch$ auch$ einige$ Zelladhäsionsmoleküle,$ welche$ keine$ cytoplasmatische$

Domäne$ besitzen.$ Diese$ Isoformen$ sind$ über$ einen$ Glykosylphosphatidylinositol=Anker$

(GPI=Anker)$in$die$Membran$integriert$(Aplin$et$al.,$1998).$$

$

Zelladhäsionsmoleküle$lassen$sich$aufgrund$von$Struktur=$und$Sequenzhomologien$in$vier$

Klassen$einteilen:$

$

1.$Cadherine$(Takeichi,$1995)$

2.$Selektine$(Lasky,$1995)$

3.$Integrine$(Reichardt$and$Tomaselli,$1991)$

4.$Immunglobulin=Superfamilie$(Brümmendorf$and$Rathjen,$1995)$
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$ $

! Abb.!1:!! Die!Klassen!der!Zelladhäsionsmoleküle$$

$ $ (Lodish$et$al.,$2004)$

$

$

Die$ Klasse$ der$ Cadherine$ stellt$ eine$ Gruppe$ von$ verschieden$ Kalzium=abhängigen$

Zelladhäsionsmolekülen$ dar.$ Sie$ entwickeln$ sehr$ starke$ homophile$ Bindungen$ an$ ihren,$

circa$100=Aminosäuren$langen,$Ektodomänen$zwischen$den$Zellen.$Diese$sind$evolutionär$

stark$ konserviert$ und$ verfügen$ über$ negativ=geladene,$ Kalzium=abhängige$

Sequenzmotive.$ Cadherine$ spielen$ eine$ sehr$ wichtige$ Rolle$ in$ der$ Entwicklung$ von$

Geweben$ bei$ der$ embryonalen$ Morphogenese,$ bei$ Signaltransduktionsprozessen$

zwischen$ Zellen$ und$ bei$ dem$ generellen$ Erhalt$ der$ Zellpolarität$ in$ der$ normalen$

Gewebestruktur$des$menschlichen$Organismus.$Als$Superfamilie$werden$die$Cadherine$in$

sieben$Gruppen$eingeteilt.$Dabei$wurden$für$den$Menschen$bereits$mehr$als$80$Proteine$

beschrieben.$ Die$ Wichtigsten$ und$ vor$ allem$ am$ genauesten$ Erforschten$ sind$ die$

klassischen$ Cadherine,$ welche$ nach$ ihrem$ Vorkommen$ in$ bestimmten$ Geweben$ über$

einen$ Präfix$ benannt$ wurden.$ Beispielhaft$ sind$ hier$ die$ E=Cadherine$ (epithelial),$ N=

Cadherine$(neuronal),$P=Cadherine$ $(placental)$und$$VE=Cadherine$(vascular=endothelial)$

zu$erwähnen$(Takeichi,$1995;$Gumbiner,$2005).$

$

Die$ Klasse$ der$ Selektine$ stellt$ eine$ kleine$ Familie$ von$ Zelladhäsionsmolekülen$ dar.$

Selektine$ unterscheiden$ sich$ in$ ihrer$ Aminosäurestruktur$ und$ werden$ ebenfalls$ nach$

ihrer$Zellherkunft$als$L=(Leukozyten),$P=(Plättchen)$und$E=(Endothel)$Selektine$benannt.$
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Sie$werden$ auf$ Endothelzellen$ und$ verschiedenen$ Zellen$ des$ Blutes$ exprimiert,$ um$ vor$

allem$ bei$ Entzündungsprozessen$ den$ Vorgang$ des$ „rollings“$ zu$ gewährleisten.$ Dieser$

stellt$ die$ Grundlage$ für$ die$ nachfolgende$ Diapedese$ von$ Leukozyten,$ dem$ „lymphocyte$

homing“$ in$ einem$ Entzündungsgebiet,$ dar$ (Tedder$ et$ al.,$ 1995).$ Über$ ihre$ N=terminale$

Typ=C=Lektindomäne$ erkennen$ und$ binden$ Selektine$ Ca2+=abhängig$ eine$ spezielle$

Tetrasaccharidstruktur$ des$ Liganden,$ welche$ als$ Sialyl=Lewis=X=Struktur$ bezeichnet$

wurde$(Foxall$et$al.,$1992;$Erbe$et$al.,$1993).$$

$

Die$Klasse$ der$ Integrine$ stellt$ eine$Reihe$heterodimerer$Moleküle$ dar.$ Sie$ bestehen$ aus$

einer$ Alpha=$ und$ Beta=Untereinheit.$ Bisher$ sind$ mindestens$ 24$ verschiedene$ obligate$

Heterodimere$beschrieben$worden,$die$sich$durch$Kombination$aus$einer$von$18$Alpha=$

und$ einer$ von$ acht$ Beta=Untereinheiten$ zusammensetzen$ (Giancotti,$ 2000).$ Integrine$

können$ sowohl$ Zell=Zell=$ als$ auch$ Zell=Matrix=Adhäsion$ vermitteln.$ Beta1=Integrine$ sind$

auf$allen$Zelltypen$vorhanden$und$binden$vor$allem$an$extrazelluläre$Matrixproteine$wie$

Kollagen,$ Laminin$ und$ Fibronektin.$ Die$ vier$ bekannten$ Beta2=Integrine$ werden$ nach$

Aktivierung$durch$chemotaktische$Faktoren$(z.B.$IL=8$oder$Plättchenaktivierender$Faktor)$

auf$Leukozyten$exprimiert.$Sie$vermitteln$über$heterophile$Interaktionen$den$Kontakt$zu$

anderen$ Leukozyten$ oder$ Endothelzellen.$ Dies$ erlaubt$ den$ Prozess$ der$ Transmigration$

oder$Diapedese$von$Leukozyten$in$entzündetes$Gewebe.$Weiterhin$sind$Integrine$an$der$

Regulation$ des$ Zellzyklus,$ der$ Zellform$und$der$ Zellmobilität$ über$ eine$Aktivierung$ von$

intrazellulären$Signalkaskaden$involviert$(Albelda$et$al.,$1994).$

$

Die$ Klasse$ der$ Immunglobulin=Superfamilie$ (IgSF)$ stellt$ mit$ über$ 100$ Mitgliedern$ eine$

große$ Gruppe$ membrangebundener$ und$ gelöster,$ strukturverwandter$ Proteine$ dar$

(Brümmendorf$ and$ Rathjen,$ 1995).$ Bekannte$ Vertreter$ sind$ neben$ dem$ B=$ und$ T=

Zellrezeptor,$die$MHC=Moleküle$der$Klasse$I$und$II.$Auch$Korezeptoren$wie$das$CD4=$und$

CD8=Molekül$ sind$ aus$ der$ IgSF$ bekannt.$ Sie$ kommen$ auf$ den$ Zellen$ des$ Immun=$ und$

Nervensystems,$ auf$ Muskelzellen$ und$ Epithelzellen$ vor.$ Das$ typische$ Merkmal$ dieser$

Klasse$ ist$ die$ Existenz$ von$ mindestens$ einer$ Immunglobulin=ähnlichen$ Domäne$ im$

extrazellulären$ Bereich.$ Deren$ Primärstruktur$ besteht$ aus$ circa$ 70=110$ Aminosäuren,$

welche$ wiederum$ zwei$ antiparallele$ Beta=Faltblätter$ bilden.$ Diese$ sind$ über$ eine$

Disulfidbrücke,$ also$ einem$ Cysteinrest$ pro$ Beta=Faltblatt,$ verbunden$ (Vaughn$ and$

Bjorkman,$ 1996).$ In$ der$ Literatur$ sind$ vier$ verschiedene$ Typen$ von$ Ig=Domänen$

namentlich$ beschrieben.$Die$ Typen$C1,$ C2$ und$V$ ähneln$ dem$konstanten$ und$ variablen$

Teil$ von$ Immunglobulinen.$ Der$ vierte,$ intermediäre$ Typ,$wird$ als$ I=Typ$ bezeichnet$ und$

umfasst$alle$anderen$ Ig=Domänen.$Die$Anzahl$der$Domänen$pro$Molekül$kann$ innerhalb$

der$IgSF$sehr$variabel$sein$(Williams$and$Barclay,$1988).$$
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Die$ Mitglieder$ der$ IgSF$ weisen$ sehr$ heterogene$ Funktionen$ auf.$ Eine$ davon$ ist$ die$

Zelladhäsion$ im$ Nervensystem,$ welche$ eine$ wichtige$ Rolle$ bei$ der$ Entstehung$ des$

Neuritenwachstums$ bzw.$ der$ Bildung$ und$ Aufrechterhaltung$ von$ neuronalen$

Verbindungen$ spielt$ (Baldwin$ et$ al.,$ 1996).$ Das$ Neural$ cell$ adhesion$molecule$ (NCAM)$

erfüllt$ als$ Mitglied$ der$ IgSF$ diese$ Aufgabe.$ Es$ gehört$ zu$ einer$ Untergruppe$ stark$

glykosylierter,$ transmembranärer$ Proteine,$ die$ Ca2+=unabhängig$ Zell=Zelladhäsion$

vermitteln$ können.$ Neben$ seinen$ fünf$ Immunglobulin=ähnlichen$ Domänen$ besteht$ es$

extrazellulär$ zusätzlich$ aus$ zwei$ Fibronektin$ Typ=III$ homologen$ Domänen.$ Diese$ haben$

eine$90=Aminosäuren$lange$Struktur$und$wurden$primär$im$extrazellulären$Matrixprotein$

Fibronektin$ entdeckt$ (Main$ et$ al.,$ 1992).$ Neben$ NCAM$ existieren$ im$ Nervensystem$

natürlich$ noch$ weitere$ Zelladhäsionsmoleküle$ aus$ der$ IgSF.$ Beispielhaft$ sind$ hier$ L1,$

NgCAM$ (Neural=glia$ cell$ adhesion$molecule),$ NrCAM$ (Neuronal$ cell$ adhesion$molecule),$

Tag=1$(Ratte),$F3$(Maus),$F11$(Hühnchen),$MAG$(Myelin=associated$glycoprotein)$und$P0$

zu$nennen,$deren$Übersicht$in$Tabelle$1$zu$finden$ist.$

$

$
!Tab.!1:!! Zelladhäsionsmoleküle!des!Nervensystems!aus!der!IgSF!(Auswahl)!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

!!! ! (Horstkorte,$1993)$

$

CAM$ Adhäsion$ Ligand$ Ig=
Dom.$

Fn=
Dom.$

Membran=$
verankerung$

Gewebe=$
verteilung$ Spezies$

L1$
NgCAM$
NILE$

+$ L1,$$
Axonin=1,$F11,$
Neuropilin=1,$
Semaphorin$

6$ 5$ TM$ Neurone,$
Epithelzellen$

Mensch,$
Huhn,$Ratte$

Neuroglian$ +$ Neuroglian$ 6$ 5$ TM$ Neurone,$
Glia$

Drosophila$

TAG=1$ +$ Ng=CAM$ 6$ 4$ GPI$ Neurone$ Ratte$

F11$
F3$
(Contactin)$
$

+$ NgCAM$
NrCAM,$
TN=R,$TN=C,$$
RPTP$
Restrictin$

6$ 4$ GPI$ Neurone$
$

Huhn,$Maus$

NCAM$
$

+$ NCAM$
Heparansulfat$
Neurocan,$L1$
Phosphacan,$

5$ 2$ TM/GPI$ Neurone,$
Glia,$Muskel$

Säuger,$
Vögel$
Amphibien$

Fascilin$II$ +$ Fascilin$II$ 5$ 2$ TM$ Neurone$ Drosophila,$
Heuschrecke$

MAG$ +$ Collagen,$
Heparin,$
Ganglioside$

5$ =$ TM$ Glia$ Mensch,$
Nager$

P0$ =$ P0$ 1$ =$ TM$ Glia$ Vertebraten$

DCC$(Deleted$
in=Colorectal$
Carcinoma)$

+$ Netrin$ 4$ 6$ TM$ Neurone$ Säuger$

$ $

$
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1.3 Das!Neural!cell!adhesion!molecule!NCAM!

$
Das$ Neural$ cell$ adhesion$ molecule$ NCAM$ (neurales$ Zelladhäsionsmolekül)$ stellt$ ein$

primär$ membrangebundenes$ Glykoprotein$ dar$ und$ wurde$ im$ Jahr$ 1977$ erstmals$ im$

Nervensystem$ embryonaler$ Hühner$ entdeckt$ (Brackenbury$ et$ al.,$ 1977).$ NCAM$ spielt$

auch$ im$ menschlichen$ Organismus$ eine$ wichtige$ Rolle$ während$ der$ Induktion,$

Entwicklung$ und$ Aufrechterhaltung$ des$ Nervensystems.$ Es$ wird$ bereits$ in$ der$

Embryonalphase$ im$ Ektoderm$ und$ in$ einigen$Mesodermderivaten$wie$ der$ Neuralplatte$

und$dem$Neuralrohr$ exprimiert.$NCAM$hat,$ neben$ anderen$Zelladhäsionsmolekülen,$ die$

Aufgabe$ spezifische$ Formierungsprozesse$ von$ Zellgruppen$ zu$ steuern.$ Dabei$ nimmt$ es$

einen$ entscheidenden$ Einfluss$ auf$ die$ Migration$ von$ Neuroblasten$ und$ dem$ sich$

anschließenden$ reguliertem$ Auswachsen$ von$ Neuriten$ (Edelman,$ 1985).$ Im$ adulten$

Organismus$bleibt$die$NCAM=Expression$im$Nervensystem$weitgehend$erhalten.$Hier$wird$

es$im$zentralen$Nervensystem$von$Neuronen,$Astrozyten$und$Gliazellen$exprimiert.$Seine$

Hauptaufgabe$ stellt$ die$ Zelladhäsion$ zwischen$ Neuronen,$ zwischen$ Neuronen$ und$

Astrozyten,$und$zwischen$Astrozyten$untereinander$dar$(Keilhauer$et$al.,$1985).$NCAM$ist$

in$der$Synaptogenese,$der$synaptischen$Verformbarkeit$und$dementsprechend$bei$Lern=$

und$ Gedächtnisprozessen$ involviert.$ Bei$ der$ Regeneration$ von$ Neuriten$ hat$ NCAM$

zusätzlich$ einen$ entscheidenden$ Einfluss$ (Edelman$ and$ Crossin,$ 1991;$ Hinsby$ et$ al.,$

2004).$ Im$ peripheren$ Nervensystem$ wird$ NCAM$ von$ Neuronen$ und$ Schwannzellen$

synthetisiert.$Es$existieren$jedoch$auch$einige$nicht=neuronale$Zellen,$die$das$Protein$auf$

ihrer$Zelloberfläche$exprimieren.$Hierzu$gehören$Skelettmuskelzellen,$die$Beta=Zellen$des$

Pankreas,$ die$ Fibroblasten$ des$ Ischiasnerves,$ natürliche$ Killerzellen$ sowie$ einige$

endokrine$ Zellen.$ NCAM$ gehört$ als$ Zelladhäsionsmolekül$ in$ die$ Gruppe$ der$

Immunglobulin=Superfamilie$und$besitzt$in$der$CD=Klassifikation$den$CD56.$$

$

$

1.3.1 Molekulare$Struktur$und$Spleißvarianten$$$

$
Im$ Jahr$ 1986$ identifizierte$ man$ erstmals$ das$ für$ NCAM$ codierende$ Gen$ auf$ dem$

Chromosom$11$des$menschlichen$Genoms.$ Es$ handelt$ sich$ dabei$ um$ein$ singuläres,$ aus$

mindestens$ 25$Exons$ bestehendes$Gen,$welches$ durch$ alternatives$ Spleißen$ seiner$ prä=

mRNA$ in$mehrere$ Isoformen$überführt$werden$kann$ (Nguyen$et$ al.,$ 1986;$Owens$et$ al.,$

1987;$Barbas$et$ al.,$ 1988).$ Im$ZNS$existieren$drei$Hauptisoformen,$die$ in$der$SDS=PAGE$

aufgrund$ ihrer$Molekulargewichte$ von$120kDa,$ 140kDa$und$180kDa$unterschieden$und$

mit$NCAM120,$NCAM140$und$NCAM180$bezeichnet$werden.$$
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Die$ extrazelluläre,$ molekulare$ Grundstruktur$ ist$ allen$ drei$ NCAM=Isoformen$ gleich.$ Sie$

besitzen$zwei$membrannahe$Fibronektin$Typ=III$homologe$Domänen$(Cunningham$et$al.,$

1987)$ und$ fünf$ Ig=Domänen$ (Chothia$ and$ Jones,$ 1997).$ Die$ transmembranären$

Glykoproteine$ NCAM140$ und$ NCAM180$ unterscheiden$ sich$ nur$ in$ der$ Länge$ ihrer$

cytoplasmatischen$Domäne.$NCAM120$besitzt$diese$hingegen$nicht$und$ist$mit$einem$GPI=

Anker$ in$der$Plasmamembran$der$exprimierenden$Zellen$verankert.$Weiterhin$verfügen$

die$ NCAM=Moleküle$ extrazellulär$ über$ sechs$ potentielle$ N=Glykosylierungsstellen.$ Die$

sogenannte$Polysialylierung$der$N=Glykane$an$den$drei$Glykosylierungsstellen$der$fünften$

Ig=Domäne$ stellt$ als$ posttranslationale$ Modifikation$ von$ NCAM$ beim$ Menschen$ und$

andern$Vertebraten$eine$Besonderheit$dar$(Nelson$et$al.,$1995).$$

$

Durch$ zusätzliches$ alternatives$ Spleißen$ ist$ es$ möglich$ weitere$ 20=30$ Isoformen$ als$

Varianten$ der$ drei$ Hauptisoformen$ zu$ generieren$ (Goridis$ and$ Brunet,$ 1992).$ Dabei$

generiert$das$Spleißen$hauptsächlich$Veränderungen$ in$der$extrazellulären$Domäne$und$

ist$ abhängig$ vom$ Gewebe$ und$ dem$ aktuellen$ Entwicklungsstadium$ des$ Organismus$

(Santoni$et$al.,$1987).$In$den$NCAM=Transkripten$des$Gehirns$fand$man$beispielsweise$im$

kodierenden$ Bereich$ für$ die$ extrazelluläre$ Domäne$ zwei$ Spleißstellen,$ die$ als$ a$ und$

π bezeichnet$wurden$(Barthels$et$al.,$1992).$An$der$Spleißstelle$a$zwischen$Exon$12$und$

Exon$ 13$ können$ alternativ$ 15,$ 42$ oder$ 48$ Nukleotide$ und/oder$ das$ Trinukleotid$ AAG$

inseriert$ werden,$ eine$ Region,$ die$ stromabwärts$ der$ für$ die$ fünfte$ Ig=Domäne$

kodierenden$DNA$ liegt.$Das$π=Exon,$welches$auch$als$VASE$ (Variable$alternative$ spliced$

exon)$bekannt$ ist,$kodiert$ für$ein$zusätzlich$10=Aminosäuren$langes$Insert$ innerhalb$der$

vierten$ Ig=Domäne$ von$ NCAM.$ Seine$ Expression$ ist$ sehr$ stark$ vom$ Entwicklungs=

Fortschritt$ der$ Zellen$ abhängig.$ Das$ VASE$ kann$ die$ Funktion$ von$ NCAM$ entscheidend$

beeinflussen$und$ist$daher$von$großem$Interesse$(Santoni$et$al.,$1987;$Saffell$et$al.,$1994).$

$

Lösliche$ Formen$ von$ NCAM$ konnten$ im$ Gehirn,$ im$ Liquor$ cerebrospinalis$ und$ im$ Blut$

identifiziert$ werden.$ Es$ handelt$ es$ sich$ dabei$ um$ in$ den$ Extrazellulärraum$ entlassene$

NCAM120$Moleküle$oder$durch$extrazelluläre$Spaltung$der$transmembranären$Isoformen$

entstandene$Proteine.$Neben$diesen$ fanden$sich$auch$ intakte$ transmembranäre$Formen,$

was$die$Möglichkeit$der$aktiven$Sekretion$dieser$Moleküle$bedeuten$könnte$(Krog$et$al.,$

1992;$Olsen$et$al.,$1993).$Man$zieht$in$Betracht,$dass$die$löslichen$Formen$durch$Bindung$

an$zelluläres$NCAM$die$NCAM=vermittelte$Zell=Zelladhäsion$zu$modulieren$vermögen.$ In#

vitro$Untersuchungen$zeigten,$dass$ an$der$Astrozyten=Oberfläche$gebundenes$NCAM$die$

Astrozyten=Proliferation$hemmt$(Krushel$et$al.,$1998)$und$ lösliches$NCAM$die$Migration$

von$Schwannzellen$stimulieren$kann$(Thomaidou$et$al.,$2001).$$$
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1.3.2 Funktion$und$Unterschiede$in$der$Expression$der$drei$Hauptisoformen$

$$$
Die$ drei$ NCAM=Isoformen$ sind$ nicht$ homogen$ auf$ der$ Oberfläche$ von$ allen$ NCAM=

exprimierenden$ Zellen$ verteilt.$ Sie$ können$ nicht$ nur$ von$ verschiedenen$ Zell=Typen$

exprimiert$ werden,$ sondern$ auch$ innerhalb$ der$ Zellmembran$ sehr$ unterschiedlich$

lokalisiert$ sein.$ NCAM180$ ist$ ausschließlich$ in$ neuralen$ Geweben$ (ZNS,$ Neuronen,$

Oligodendrozyten,$Astrozyten)$ zu$ finden$und$wird$ vermutlich$ erst$ exprimiert,$wenn$die$

Differenzierung$ der$ Zellen$ bereits$ abgeschlossen$ ist$ (Pollerberg$ et$ al.,$ 1985).$ NCAM140$

wird$ dagegen$ sowohl$ von$Neuronen$ als$ auch$ von$Muskelzellen$ synthetisiert.$ NCAM120$

existiert$ hauptsächlich$ auf$ Gliazellen$ und$ tritt$ in$ der$ Entwicklung$ erst$ später$ als$ die$

beiden$anderen$Isoformen$in$Erscheinung.$Die$Expression$von$NCAM140$erfolgt$vor$allem$

in$ Bereichen$ des$ Wachstumskegels$ von$ auswachsenden$ Neuriten,$ wohingegen$ man$

NCAM180$an$Zell=Zellkontakt=Stellen$(Soma$und$Neuriten)$vermehrt$findet.$Versuche$mit$

Latex=Beads$lieferten$Indizien$dafür,$dass$Proteine$der$extrazellulären$Matrix$direkt$oder$

indirekt$die$Akkumulation$von$NCAM180$in$den$Zellkontaktbereichen$stimulieren$können$

(Pollerberg$et$al.,$1990).$NCAM140$wurde$in$Experimenten$auf$prä=$und$postsynaptischen$

Membranen$identifiziert.$NCAM180$hingegen$fand$sich$nur$auf$der$postsynaptischen$Seite,$

wobei$nicht$alle$postsynaptischen$Membranen$obligat$NCAM180$exprimieren$(Persohn$et$

al.,$1989).$$

$

Die$ flankierenden$ Regionen$ der$ transmembranären$ Glykoproteine$ NCAM140$ und$

NCAM180$ sind$ identisch.$ Jedoch$ verfügt$ NCAM180$ im$ Bereich$ der$ cytoplasmatischen$

Domäne$über$ein$zusätzliches$Insert$von$267$Aminosäuren,$welches$von$Exon$18$kodiert$

wird.$ Dieser$ Strukturunterschied$ lässt$ für$ NCAM180$ die$ theoretische$ Möglichkeit$ von$

deutlich$mehr$intrazellulären$Interaktionspartnern$zu.$1987$konnte$gezeigt$werden,$dass$

einer$dieser$ Interaktionspartner$das$Zytoskelett=Membran=Verbindungsmolekül$Spectrin$

ist.$ Bei$ diesen$ Versuchen$ ist$ Spectrin$ zusammen$ mit$ NCAM180$ durch$ eine$ Immun=

affinitätschromatographie$aufgereinigt$worden$(Pollerberg$et$al.,$1987).$NCAM180$weist,$

im$ Gegensatz$ zu$ NCAM140,$ eine$ reduzierte$ laterale$ Mobilität$ in$ der$ Membran$ auf.$ Als$

Ursache$hierfür$diskutierte$man$die$Assoziation$mit$dem$Aktin=Zytoskelett$(Pollerberg$et$

al.,$ 1986).$ Im$ Jahr$ 2003$ konnte$ die$ Arbeitsgruppe$ Horstkorte$ eine$ Verbindung$ von$

NCAM140$ und$ NCAM180$ mit$ dem$ Zytoskelett=Proteinen$ Alpha=$ und$ Beta=Tubulin$ und$

Alpha=Aktinin$ zeigen$ (Büttner$ et$ al.,$ 2003).$ Weiterhin$ fand$ man$ Interaktionen$ von$

NCAM180$mit$ den$ Proteinen$MAP1A,$ Beta=Aktin,$ Tropomyosin$ und$ der$ rhoA=Kinase$ 3.$

Durch$ seine$ Verknüpfungen$mit$ dem$ Zytoskelett$ nimmt$man$ für$ NCAM180$ an,$ dass$ es$

einen$entscheidenden$Beitrag$zur$Stabilisierung$von$Zell=Zellkontakten$leistet$(Pollerberg$

et$al.,$1985).$2005$konnten$neuartige$ intrazelluläre$Bindungspartner$von$NCAM140$und$
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NCAM180$ identifiziert$werden.$ Diese$waren$ PLC=Gamma,$ LANP,$ Syndapin$ und$ die$ zwei$

Proteinphosphatasen$ PP1$ und$ PP2A$ (Büttner$ et$ al.,$ 2005).$ Für$ NCAM140$ hatte$ man$

bereits$ in$ den$ 90er$ Jahren$ durch$ Immunpräzipitationsstudien$ eine$ Assoziation$ mit$ der$

Nicht=Rezeptor=Tyrosinkinase$ p59fyn$ und$ der$ fokalen$ Adhäsionskinase$ FAK$

nachgewiesen$(Beggs$et$al.,$1997).$$

$

In$ bestimmten$ Bereichen$ der$ Plasmamembran$ können$ NCAM=Moleküle,$ als$ sogenannte$

„lipid$rafts“,$vorliegen.$In$diesen$Abschnitten,$die$detergenzresistente$Mikrodomänen$der$

Membran$ darstellen,$ herrscht$ ein$ hoher$ Cholesterin=$ und$ Sphingolipid=Gehalt.$Während$

sich$ NCAM120$ sehr$ gehäuft$ in$ lipid$ rafts$ befindet,$ ist$ der$ größte$ Anteil$ der$

transmembranären$Isoformen$außerhalb$der$lipid$rafts.$Nur$ein$geringer$Anteil,$circa$2%$

der$ NCAM140$ Moleküle,$ liegt$ akkumuliert$ in$ ihnen$ vor.$ Hierfür$ sind$ die$ vier$

Palmitoylierungsstellen$der$transmembranären$NCAM=Isoformen$von$Bedeutung,$die$eine$

solche$Akkumulation$ermöglichen$(Niethammer$et$al.,$2002).$

$

$

$

!
Abb.!2:! Schematische!Darstellung!der!drei!Hauptisoformen!von!NCAM!

! ! (Horstkorte$et$al.,$2012)$
$
Graphisch$dargestellt$sind$die$drei$Hauptisoformen$NCAM120,$NCAM140$und$NCAM180.$
Abkürzungen:$AS$=$Aminosäuren;$cyt$=$cytosolische$Domäne;$FN$=$Fibronektin;$GPI$=$Glykosylphosphatidylinositol$Anker;$Ig$=$$
Immunglobulin;$NCAM$=$Neural$cell$adhesion$molecule;$PSA$=$Polysialinsäure;$TM$=$transmembranäre$Domäne$
$
$
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1.3.3 Posttranslationale$Modifikation$und$Polysialylierung$

$
Nachdem$ die$ Synthese$ von$ Proteinen$ durch$ die$ Translation$ abgeschlossen$ ist,$ können$

diese$ posttranslational$ modifiziert$ werden.$ Hierzu$ gehören$ beispielsweise$ die$

Acetylierung,$die$Methylierung,$ die$Phosphorylierung$oder$ auch$die$Glykosylierung.$Alle$

NCAM$ Isoformen$ sind$ posttranslational$modifiziert.$ Im$ extrazellulären$ Bereich$ sind$ die$

Glykosylierung$ der$ Asparaginreste$ sowie$ die$ Sulfatierung$ der$ Asparagin=gebundenen$

Oligosaccharide$bekannt$(Sorkin$et$al.,$1984).$Die$NCAM140$und$NCAM180$Isoform$kann$

an$ Serin=$ und$ Threoninresten$ der$ cytoplasmatischen$ Domänen$ phosphoryliert$ werden.$

Weiterhin$können$drei$der$vier$Cysteinreste$der$cytoplasmatischen$Domäne$palmitoyliert$

werden$(Little$et$al.,$1998).$Auch$die$Acetylierung$als$Modifikation$von$NCAM$ist$möglich.$

Sie$ könnte$ dazu$ dienen,$ das$ Molekül$ zusätzlich$ in$ der$ Membran$ in$ bestimmten$

Mikrodomänen,$wie$z.B.$den$„lipid$rafts“,$zu$verankern$oder$die$Domäne$für$intrazelluläre$

Proteininteraktionen$und$damit$einer$Signaltransduktion$auszurichten.$$

$

Polysialinsäure$kommt$ in$Prokaryoten$als$Kapselkomponente$von$Sepsis$und$Meningitis$

verursachenden$Bakterien$vor.$Im$menschlichen$Organismus$existiert$die$Polysialylierung$

nur$ für$ die$ Alpha=Untereinheit$ von$ Natriumkanälen$ im$ Gehirn$ und$ für$ das$

Zelladhäsionsprotein$NCAM.$In$der$frühen$Entwicklung$sind$nahezu$alle$NCAM=Moleküle$

polysialyliert.$ Diese$ Modifikation$ nimmt$ allerdings$ mit$ zunehmender$ Gewebe=

differenzierung$wieder$ab.$Es$existieren$einige$Hirnareale,$in$denen$polysialyliertes$NCAM$

lebenslang$ exprimiert$ wird.$ Hier$ haben$ die$ Hirnstrukturen$ die$ Fähigkeit,$ Neurone$ zu$

generieren,$ behalten.$ Weiterhin$ zeichnen$ sie$ sich$ aber$ auch$ durch$ eine$ hohe$

morphologische$ und$ physiologische$ Plastizität$ aus,$ wie$ dies$ im$ Hippocampus,$ der$

Hypophyse$und$ im$Hypothalamus$der$Fall$ ist$ (Edelman,$1985).$Die$Polysialinsäure$stellt$

ein$ langes$ Homopolymer$ von$ α=2,8=verknüpften$ Sialinsäureresten$ (n=$ 8=100)$ dar.$ Die$

Biosynthese$von$Polysialinsäure$findet$im$Golgi=Apparat$statt.$NCAM$besitzt$in$der$fünften$

Ig=Domäne$ drei$ Asparaginreste,$ die$mit$ einem$N=Glykan=Grundgerüst$ versehen$ sind.$ An$

die$äußersten$Zucker$dieser$N=Glykane$kann$die$Polysialinsäure$addiert$werden$(Nelson$

et$ al.,$ 1995).$ Diese$ Modifikation$ wird$ durch$ die$ zwei$ Polysialyltransferasen$ ST8Sia$ IV$

(PST)$ und$ ST8Sia$ II$ (STX)$ katalysiert$ (Eckhardt$ et$ al.,$ 1995;$ Nakayama$ et$ al.,$ 1995;$

Scheidegger$ et$ al.,$ 1995;$ Yoshida$ et$ al.,$ 1995).$ Um$ die$ spezifische$ Erkennung$ und$

Polysialylierung$ eines$ NCAM=Moleküls$ zu$ gewährleisten,$ benötigen$ die$

Polysialyltransferasen$ die$ fünfte$ Ig=Domäne,$ welche$ die$ drei$ Akzeptorstellen$ für$ die$

Polysialinsäure$enthält,$sowie$die$benachbarte$vierte$Ig=Domäne$und$die$erste$Fibronektin$

Typ=III$Domäne.$Zusätzlich$ist$eine$komplexe$Wechselwirkung$mit$der$Membran$essentiell$

(Nelson$et$al.,$1995).$
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$
!

!

Abb.!3:!! a)!Die!drei!Hauptisoformen!von!NCAM!!!

! ! b)!Die!Polysialylierung!am!NQGlykanQGrundgerüst!der!Asparaginreste!von!NCAM!

$ $ (Kleene$and$Schachner,$2004)$

$

$

$

PSA$hat$ einen$entscheidenden$Einfluss$ auf$die$Zelladhäsion,$das$Neuritenwachstum$und$

die$Migration$von$Neuronen.$Durch$die$stark$negativ$geladenen$Kohlenhydratketten$und$

deren$große$Hydrathülle$nimmt$man$für$die$Funktion$der$Polysialinsäure$primär$an,$dass$

die$damit$verbundene$elektrostatische$Abstoßung$eine$Art$Platzhalterfunktion$besitzt$und$

somit$ die$ Adhäsionskräfte$ zwischen$ Zellen$ reduziert$ (Rutishauser$ et$ al.,$ 1988).$ Im$ Jahr$

2001$ konnte$ zusätzlich$ gezeigt$ werden,$ dass$ der$ Verlust$ oder$ die$ Inaktivierung$ der$

Polysialylierung$von$NCAM$die$Differenzierung$und$das$Zellüberleben$von$Neuronen$ im$

Rattenhirn$ reduziert.$ Die$ Daten$ der$ Versuche$ zeigten,$ dass$ die$ Polysialinsäure$ in$ einer$

noch$ unbekannten$ Weise$ für$ die$ Sensitivität$ von$ Nervenzellen$ gegenüber$ dem$

Wachstumsfaktor$BDNF$(brain=derived$neurotrophic$factor)$verantwortlich$war$(Vutskits$

et$al.,$2001).$Dieses$Protein,$aus$der$Gruppe$der$Neutrophine,$ ist$wichtig$ für$den$Schutz$

von$Neuronen$und$Synapsen$sowie$der$Stimulation$des$Nervenzellwachstums.$Kanato$et$

al.$ zeigten$ 2008,$ dass$ PSA$ aufgrund$ seines$ polyanionischen$ Charakters$ und$ in$

Abhängigkeit$von$seiner$Kettenlänge$BDNF$und$weitere$verschiedene$Wachstumsfaktoren$

wie$NGF,$ Neurotrophin$ 3$ und$ 4$ binden$ kann.$ Die$ Polysialylierung$ von$NCAM$hat$ somit$

einen$ entscheidenden$ Einfluss$ auf$ die$ Akkumulation$ und$ die$ Konzentration$ von$ häufig$

positiv$ geladenen$ Wachstumsfaktoren$ nahe$ der$ Zellmembran,$ was$ die$ Bindungs=

wahrscheinlichkeit$dieser$mit$ihren$spezifischen$Rezeptoren$erhöht$(Kanato$et$al.,$2008).$$

$

$
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1.3.4 Extrazelluläre$Ligandenbindung$und$Bindungseigenschaften$von$NCAM$

$
NCAM$ ist$ in$ der$ Lage$ sowohl$ homophile$ als$ auch$ heterophile$ Zelladhäsion$ im$

extrazellulären$Bereich$ einzugehen.$ Im$ Jahr$ 1983$wurde$ erstmalig$ beschrieben,$ dass$ es$

sich$bei$den$homophilen$Bindungen$um$eine$Ca2+=unabhängige$NCAM=NCAM=Interaktion$

in$cis=$oder$trans=Konfiguration$handelt.$Eine$Hypothese$ist,$dass$alle$fünf$Ig=Domänen$des$

einen$NCAM=Moleküls$mit$denen$des$anderen$ in$antiparalleler$Richtung$binden$können.$

Dies$ bedeutet,$ dass$ die$ erste$mit$ der$ fünften$ Ig=Domäne,$ die$ zweite$mit$ der$ vierten$ Ig=

Domäne$ und$ die$ dritte$ mit$ der$ dritten$ Ig=Domäne$ des$ gegenüberliegenden$ Moleküls$

interagiert$(Ranheim$et$al.,$1996).$Aufgrund$von$NMR=spektroskopischen$Untersuchungen$

und$Versuchen$mit$der$ ersten$ Ig=Domäne$als$ rekombinantes$Fusionsprotein,$wurde$von$

zwei$ Forschungsgruppen$ im$ Jahr$ 1997$ und$ 1999$ aber$ auch$ belegt,$ dass$ die$ erste$ Ig=

Domäne$des$einen$NCAM=Moleküls$mit$der$zweiten$ Ig=Domäne$des$anderen$Moleküls$ in$

einer$ antiparallelen$ Orientierung$ interagieren$ kann$ (Kiselyov$ et$ al.,$ 1997;$ Atkins$ et$ al.,$

1999).$ Heute$weiß$man,$ dass$ durch$ eine$ NCAM=NCAM=Interaktion$ eine$ Stimulation$ des$

Neuritenwachstums$ erfolgt$ und$ neben$ den$ Ig=Domänen$ hierbei$ auch$ die$ FN=Domänen$

benachbarter$ NCAM=Moleküle$ involviert$ sind$ (Peck$ and$ Walsh,$ 1993;$ Kiryushko$ et$ al.,$

2006).$

$

Es$ existieren$ neben$ den$ homophilen$ aber$ auch$ heterophile$ Bindungseigenschaften$ des$

neuralen$Zelladhäsionsproteins.$Die$zweite$Ig=Domäne$verfügt$über$eine$17=Aminosäuren$

lange$Heparin=Sulfat=Bindungsdomäne.$Sie$ermöglicht$NCAM$eine$heterophile$Bindung$an$

den$in$der$Basallamina$vorkommenden$Proteoglykanen$(Cole$and$Akeson,$1989).$Auch$die$

erste$ Ig=Domäne$ bindet$ an$ Heparin.$ Beide$ Domänen$ sind$ zusätzlich$ in$ der$ Lage$ über$

Heparin$an$Kollagen$I$zu$binden$(Kiselyov$et$al.,$1997).$In$der$vierten$Ig=Domäne$besitzt$

NCAM$ eine$ Lektin=Domäne,$ über$ welche$ NCAM$mit$ einem$ oligomannosidischen$ Glykan$

von$ L1$ auf$ der$ gleichen$ Zelle$ eine$ cis=Interaktion$ eingehen$ kann.$ Dieser$ NCAM=L1=

Komplex$ verstärkt$ die$ homophile$ trans=Interaktion$ zu$ L1$ (sog.$ assistierte$ homophile$

Bindung)$ (Horstkorte$ et$ al.,$ 1993).$ Da$ L1$ mit$ CD$ 9,$ einem$ integralen$ Tetraspan=

Membranprotein,$ und$ CD9$ mit$ α6β1=Integrinen$ lateral$ assoziiert$ sein$ kann,$ steht$ auch$

NCAM$indirekt$über$L1$mit$diesen$Molekülen$in$Verbindung$(Schmidt$et$al.,$1996).$$

$

Die$lang$spekulierte$direkte$Interaktion$des$FGF=Rezeptors$mit$NCAM$konnte$vor$circa$10$

Jahren$durch$Oberflächen=Plasmon=Resonanz=Analyse$nachgewiesen$werden$(Kiselyov$et$

al.,$ 2003).$Dabei$wird$die$ Interaktion$über$die$ erste$und$ zweite$ FN=Domäne$des$NCAM=

Moleküls$ und$ der$ zweiten$ und$ dritten$ Ig=Domäne$ des$ FGFR$ 1$ vermittelt.$ Für$ die$

vorliegende$ Arbeit$ ist$ genau$ dieser$ NCAM=Bereich$ interessant,$ da$ NCAM$ hier$ in$ der$
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zweiten$ FN=Domäne$ über$ eine$ Bindungsstelle$ für$ extrazelluläres$ Adenosintriphosphat$

verfügt.$ Es$wurde$ bewiesen,$ dass$NCAM$gebundenes$ATP$ hydrolysieren$ kann,$ also$ eine$

extrazelluläre$ATPase=Funktion$besitzt$ (Dzhandzhugazyan$and$Bock,$1997).$Es$ lässt$sich$

aber$ auch$ vermuten,$ dass$ gebundenes$ ATP$ die$ NCAM=FGF=Rezeptor=Bindung$ reguliert$

und$damit$einen$wichtigen$Einfluss$auf$das$Neuritenwachstum$hat.$

$

$

1.3.5 Intrazelluläre$Ligandenbindung$und$Bindungseigenschaften$von$NCAM$

$
Die$ Arbeitsgruppe$ Horstkorte$ beschäftigte$ sich$ im$ Jahr$ 2005$ wiederum$ mit$ den$

spezifischen$ intrazellulären$ Interaktionspartnern$ von$ NCAM140$ und$ NCAM180.$ Diese$

konnten$ durch$ Affinitätschromatographie$ und$ MALDI=TOF=MS$ verifiziert$ werden.$ Die$

cytoplasmatischen$ Domänen$ beider$ NCAM$ Moleküle$ wurden$ durch$ Fusionsproteine$ in$

Escherichia$ coli$ exprimiert.$ Dadurch$ konnten$ als$ Interaktionspartner$ die$

Zytoskelettproteine$Alpha=$und$Beta=Tubulin,$Alpha=Actinin,$PLC=Gamma,$LANP,$Synapin,$

die$ Proteinphosphatasen$ PP1$ und$ PP2A$ für$ NCAM140$ und$ NCAM180$ nachgewiesen$

werden.$ Zusätzlich$ konnte$ gezeigt$ werden,$ dass$ das$ Mikrotubuli=assoziierte$ Protein$

MAP1A,$ Beta=Actin$ und$ Tropomyosin,$ die$ rhoA=bindende$ Kinase$ Alpha$ und$ Turned$ on$

after$ division=64$ (TOAD64)$ nur$ Bindungspartner$ von$ NCAM180$ sind.$ Eine$ direkte$

Interaktion$wurde$nur$mit$der$PLC=Gamma$nachgewiesen$(Büttner$et$al.,$2005).$$

$

$

1.3.6 NCAM$vermittelte$Signaltransduktion$und$Neuritenwachstum$

$
NCAM$ist,$wie$auch$andere$Zelladhäsionsmoleküle,$an$sehr$verschiedenen$Prozessen$wie$

der$ Zellmigration,$ dem$ axonalem$ Wachstum$ und$ der$ synaptischen$ Plastizität$ beteiligt.$

Dies$ lässt$vermuten,$dass$NCAM$intrazelluläre$Signalkaskaden$zu$aktivieren$vermag.$Am$

Ende$der$80er=$beziehungsweise$Anfang$der$90er$ Jahre$ lieferten$experimentelle$Studien$

und$ Forschungsergebnisse$ erste$ Hinweise,$ dass$ NCAM$ in$ Signaltransduktionsprozesse$

involviert$sein$muss.$Dabei$bewies$man$anhand$von$primären$Neuronen$und$PC12=Zellen,$

dass$ eine$ homophile$ NCAM=Bindung$ oder$ eine$ Stimulation$ der$ NCAM=Moleküle$ durch$

NCAM=spezifische$Antikörper$ die$Konzentration$ bestimmter$ Signalmoleküle$ in$ der$ Zelle$

verändert.$Schuch$et$al$zeigten,$dass$die$Zugabe$von$NCAM=$oder$L1=Antikörpern$zu$PC12=

Zellen$ sowohl$ einen$ Anstieg$ der$ intrazellulären$ Ca2+=Konzentration,$ als$ auch$ eine$

Reduktion$ der$ intrazellulären$ Inositolphosphat=Konzentrationen$ (IP2,$ IP3)$ und$ eine$

Abnahme$ des$ intrazellulären$ pH=Wertes$ zur$ Folge$ hatte.$ Dieser$ intrazelluläre$ Ca2+=
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Konzentrationsanstieg$ konnte$ durch$ das$ Pertussis=Toxin$ inhibiert$werden,$was$ auf$ eine$

Beteiligung$von$Pertussis=Toxin=sensitiven$G=Proteinen$an$diesem$Vorgang$hindeutet.$Die$

gleichen$Ergebnisse$konnte$man$bei$PC12=Zellen$und$primären$Neuronen$beobachten,$die$

mit$löslichem$NCAM$oder$L1$behandelt$wurden$(Schuch$et$al.,$1989).$$

$

In$ den$ ersten$ Experimenten$ zum$ NCAM=vermittelten$ Neuritenwachstum$ im$ Jahr$ 1989$

wurden$ PC12=Zellen$ oder$ primäre$ Neurone$ auf$ sogenannten$ Monolayern$ von$

NCAM/CAM=transfizierten$ 3T3=Fibroblasten$ kultiviert.$ Das$ daraus$ resultierende$

Neuritenwachstum$ wurde$ anschließend$ mit$ dem$ Neuritenwachstum$ von$ Zellen$

verglichen,$ die$ auf$ nicht$ transfizierten$ Fibroblasten$ kultiviert$ wurden$ (Doherty$ et$ al.,$

1989).$ Dabei$ konnte$ gezeigt$ werden,$ dass$ alle$ drei$ Hauptisoformen$ von$ NCAM$ als$

Liganden$ fungieren$ können$ und$ NCAM=abhängiges$ Neuritenwachstum$ stimulieren.$ In$

weiteren$Experimenten$ließ$sich$zeigen,$dass$auch$die$löslichen$Formen$der$CAMs$(NCAM,$

L1$ und$ N=Cadherin)$ als$ CAM=Fc=Chimere$ ein$ CAM=abhängiges$ Neuritenwachstum$

induzieren$ können.$ Die$ Fähigkeit$ von$ Neuronen,$ Axone$ auszubilden,$ ist$ von$ ihrem$

Polysialinsäuregehalt,$ sowie$ von$ der$ An=$ oder$ Abwesenheit$ des$ alternativ$ gespleißten$

VASE=Exons$ im$ extrazellulären$ Bereich$ von$ NCAM,$ abhängig$ (Doherty$ et$ al.,$ 1990).$

Befindet$ sich$ dieses$ VASE=Exon$ in$ NCAM=transfizierten$ Fibroblasten$ oder$ in$ den$

Neuronen,$ so$wird$das$durch$NCAM=stimulierte$Neuritenwachstum$ inhibiert.$Das$VASE=

Exon$ ist$ in$ den$Hirnregionen,$ die$weiterhin$morphologische$ und$ synaptische$ Plastizität$

zeigen,$nicht$anwesend.$Seine$Expression$ist$räumlich$begrenzt$(Small$and$Akeson,$1990).$

In$ Versuchen,$ in$ denen$ NCAM120$ oder$ NCAM140$ mit$ entfernter$ cytoplasmatischer$

Domäne$ in$ PC12=Zellen$ exprimiert$ wurden,$ konnte$ man$ zeigen,$ dass$ die$ intrazelluläre$

Domäne$von$NCAM$für$die$Initiation$der$Signaltransduktion$und$für$die$Stimulierung$des$

Neuritenwachstums$ von$ essentieller$ Bedeutung$ ist.$ Als$ Ergebnis$ dieser$ Experimente$

konnte$man$diese$ Zellen$ anschließend$nicht$mehr$ durch$NCAM$zum$Neuritenwachstum$

stimulieren.$ Durch$ die$ homophilen$ Wechselwirkungen$ sind$ NCAM,$ L1$ und$ N=Cadherin$

befähigt,$das$Neuritenwachstum$zu$stimulieren$(Saffell$et$al.,$1995).$$

$

Im$ Jahr$ 1991$ zeigte$ sich,$ dass$ alle$ drei$ CAMs$ über$ das$ G=Protein=abhängige$Öffnen$ von$

Ca2+=Kanälen$ des$ L=$ und$ N=Typs$ in$ PC12=Zellen,$ das$ Neuritenwachstum$ stimulieren$

(Doherty$ et$ al.,$ 1991).$ Das$ G=Protein$ hemmende$ Pertussis=Toxin$ sowie$ auch$ eine$

Kombination$ von$ L=$ und$N=Typ$ Ca2+=Kanal=Inhibitoren,$ hemmen$ dieses$ CAM=stimulierte$

Neuritenwachstum$ vollständig.$ Bei$ allen$ drei$ CAMs$ spielt$ Ca2+$ demnach$ als$ second$

messenger$eine$entscheidende$Rolle$in$der$Stimulation$der$Neuritenbildung.$$

$

$
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Es$ existieren$ hauptsächlich$ zwei$ NCAM=vermittelte$ Signaltransduktionswege,$ die$ eine$

Rolle$ beim$ Neuritenwachstum$ spielen.$ Dabei$ handelt$ es$ sich$ zum$ einen$ um$ den$ durch$

NCAM=Stimulation$ aktivierten$ FGF=Rezeptor=Signalweg,$ zum$ anderen$ um$ den$Weg,$ der$

mit$der$Aktivierung$ intrazellulärer$Tyrosinkinasen$ startet.$Es$wird$vermutet,$ dass$beide$

Signalwege$über$bestimmte$Signalmoleküle$miteinander$gekoppelt$sind.$Beide$führen$zum$

Ras=MAP=Kinase=Weg$und$können$somit$eine$Aktivierung$des$Transkriptionsfaktors$CREB$

bewirken,$wodurch$die$Genexpression$der$Zellen$beeinflusst$wird$(Budinich$et$al.,$2012).$

Eine$Übersicht$über$die$Signaltransduktionswege$ist$in$Abb.$4$dargestellt.$$

$
$

$
$ $

$ Abb.!4:! ! NCAMQ!und!PSAQNCAMQstimulierte!intrazelluläre!Signalkaskaden!

$ $ $ (Budinich$et$al.,$2012)$
$
Graphisch$ dargestellt$ sind$ die$ aktuellen$ NCAM$ und$ PSA=NCAM=Signalkaskaden$ die$ vermutlich$ im$ Neuritenwachstum$
involviert$sind. Die gestrichelten$Linien$geben$die$momentan$vermuteten$intrazellulären$Signalwege$an.$ 
$
Farben:$Tyrosinkinasen=$Rot;$andere$Proteinkinasen=$Blau;$Nichtproteine=$Silber 
Abkürzungen:$ AA$ =$ arachidonic$ acid;$ cAMP$ =$ cyclic$ adenosine$ monophosphate;$ CREB$ =$ cAMP$ response$ element=binding$
protein;$CaMK$=$Ca2+/Calmodulin=dependent$kinase;$cGMP$=$cyclic$guanosine$monophosphate;$CKII$=$casein$kinase$II;$DAG$=$
diacylglycerol;$ERK$=$extracellular$regulated$kinase;$FAK$=$focal$adhesion$kinase;$FGFR$=$fibroblast$growth$factor$receptor;$
Frs2$–$FGFR=substrate$2;$GAP=43$=$growth=associated$protein$43;$NO$=$nitric$oxide;$NOS$–$NO$synthase;$NSCC$=$nonspecific$
cation$channel;$PI3K$=$phosphatidylinositol$3=kinase;$PKA$=$protein$kinase$A;$PKC$=$protein$kinase$C;$PKG$=$protein$kinase$G;$
PLC$=$phospholipase$C;$RPTP$=$receptor$protein$tyrosine$phosphatase;$VDCC$=$voltage=dependent$Ca2+=channel$
$
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1.4 Das!Nukleotid!Adenosintriphosphat!!

$
Der$deutsche$Biochemiker$Karl$Lohmann$entdeckte$ im$ Jahr$1929$als$Erster$das$Molekül$

Adenosintriphosphat$(ATP)$(Reiche,$2004).$Seine$Rolle$als$Hauptenergiequelle$für$Zellen$

wurde$ 1939$ bis$ 1941$ von$ Fritz$ Albert$ Lipman,$ einem$ deutsch=amerikanischen$

Biochemiker,$ beschrieben.$ Er$ prägte$ mit$ ATP$ den$ Begriff$ der$ „energy=rich$ phosphate$

bonds“$(Lipmann,$1949).$$

$

$

1.4.1 Molekulare$Struktur$$

$
Adenosintriphosphat$steht$als$Nukleotid$im$Zentrum$des$Energiestoffwechsels.$Chemisch$

betrachtet$ ist$ es$ein$ farbloser$Feststoff$mit$ einer$Molaren$Masse$von$M=$507,18$g·mol=1.$

Der$Mensch$besitzt$eine$ATP=Gesamtmenge$von$ungefähr$50g.$Diese$Gesamtmenge$wird$

täglich$mehrere$ 1000=mal$ durch$ seinen$Verbrauch$ im$Körper$ regeneriert.$ In$ den$Zellen$

kommt$das$Molekül$physiologisch$gelöst$circa$eine$Milliarde$Mal$mit$einer$Konzentration$

von$ circa$ 3=4$ mmol/l$ vor.$ Durch$ seine$ Lösung$ liegen$ die$ OH=Gruppen$ der$ Phosphate$

dissoziiert$ vor.$ Da$ an$ jedem$ ATP=Molekül$ zusätzlich$ ein$ Magnesium=Ion$ gebunden$ ist,$

spricht$man$strenggenommen$von$Mg2+ATP4=$(Horn$et$al.,$2002;$Rassow$et$al.,$2012).$Die$

Molekulare$ Struktur$ von$ ATP$ besteht$ grundsätzlich$ aus$ zwei$ Anteilen,$ dem$ Nucleosid$

Adenosin$ und$ der$ gebundenen$ Triphosphatgruppe.$ Das$ Adenosin$ setzt$ sich$ aus$ der$

Pentose$ Ribose$ und$ seiner$ gebundenen$ Base,$ dem$ Adenin$ zusammen.$ Beide$ sind$

miteinander$ über$ eine$ N=glykosidische$ Bindung$ am$ C1=Atom$ der$ Ribose$ verknüpft.$ Das$

Adenosin$dient$als$Bindungselement$für$Enzyme.$Für$die$Funktion$im$Energiestoffwechsel$

ist$ allein$ das$ Triphosphat$ mit$ seinen$ Alpha=,$ Beta=$ und$ Gamma=Phopsphaten$

entscheidend.$Zwischen$dem$Alpha=Phosphat$und$dem$C5=Atom$der$Ribose$befindet$sich$

eine$ O=glykosidische$ Bindung.$ In$ diesem$ speziellen$ Fall$ handelt$ es$ sich$ um$ eine$

Phosphorsäureester=Bindung.$ Die$ beiden$ folgenden$ Bindungen$ sind$ zwei$ wesentlich$

energiereichere$ Phosphorsäureanhydrid=Bindungen.$ Bei$ der$ Hydrolyse$ dieser$ zwei$

Bindungen$wird$Energie$frei,$die$anderen$Reaktionen$zur$Verfügung$gestellt$werden$kann.$

Die$ Abspaltungsreaktion$ des$ Gamma=Phosphats$ (ATP$ zu$ ADP)$ unter$ Standard=

bedingungen$ hat$ eine$ freie$ Enthalpie$ von$ etwa$ ∆G0=$ =30,5$ kJ/mol.$ Spaltet$ sich$ ein$

Pyrophosphat$ (ATP$ zu$ AMP)$ ab,$ liegt$ sie$ schon$ bei$ ∆G0=$ =45,6$ kJ/mol.$ Unter$

physiologischen$ Bedingungen$ sind$ die$ Beträge$ der$ Enthalpie$ noch$ höher,$ da$ der$

Konzentrationsunterschied$zwischen$ATP$und$ADP$in$einer$Zelle$sehr$groß$ist$(Berg$et$al.,$

2002;$Rassow$et$al.,$2012).$$$$$
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! !
! !
! Abb.!5:!! Chemische!Struktur!von!Adenosintriphosphat!!
! ! (Rassow$et$al.,$2012)!
$

$

1.4.2 Intrazelluläre$Funktion$und$Metabolismus$$

$
Intrazellulär$ hat$ Adenosintriphosphat$ viele$ unterschiedliche$ Funktionen.$ Der$ Aufbau$

eines$ elektrochemischen$ Gradienten$ durch$ Ionenpumpen$ und$ die$ damit$ einhergehende$

Aufrechterhaltung$ des$ Membranpotentials$ ist$ sehr$ energieaufwändig$ und$ an$ den$

Verbrauch$ von$ ATP$ geknüpft.$ Für$ die$ Entdeckung$ der$ ATP$ verbrauchenden$ Na+/K+=

ATPase$in$den$50er$Jahren,$wurde$Jens$C.$Skou$1997$der$Nobelpreis$für$Chemie$verliehen$

(Skou,$1957;$Clausen,$2007).$ATP$kann$auch$der$Synthese$anderer$Nukleosidtriphosphate,$

mit$Hilfe$von$spezifischen$Nukleosidmono=$und$diphosphat=Kinasen,$dienen.$Die$Synthese$

von$ Makromolekülen$ wie$ der$ RNA$ und$ DNA$ ist$ auf$ diese$ Nukleosidtriphosphate$ bzw.$

Desoxynukleosidtriphosphate$ als$ Bausteine$ angewiesen$ (Berg$ et$ al.,$ 2002).$ Durch$

Muskelkontraktionen$verbraucht$der$menschliche$Organismus$unentwegt$Energie.$Diese$

Energie,$notwendig$ für$das$Lösen$des$Myosinkopfes$vom$Aktin,$ ist$an$die$Hydrolyse$von$

ATP$ durch$ seine$ ATPase=Funktion$ gebunden$ (Schmidt$ et$ al.,$ 2010).$ Weiterhin$ ist$ das$

Nukleotid$ sehr$ intensiv$ an$ den$ intrazellulären$ Signalkaskaden$ und$ Regulations=

mechanismen$ von$ Zellen$ beteiligt.$ Die$ Umwandlung$ von$ ATP$ in$ cAMP$ durch$ die$

Adenylatcyclase$ ist$an$dieser$Stelle$zu$nennen.$ATP$ ist$auch$ein$Cosubstrat$von$Kinasen,$

die$ in$ der$ Lage$ sind,$ Phosphate$ zu$ übertragen.$ Vor$ allem$ die$ an$ der$ Regulation$ des$

Energiestoffwechsels$ (Glykogenaufbau,$ Lipid=$ und$ Kohlenhydratstoffwechsel)$ beteiligte,$

tetramere$ Proteinkinase$ A$ (PKA)$ nutzt$ ATP$ als$ Substrat$ und$ Coenzym$ für$ diese$

Übertragungsreaktionen$(Alberts$et$al.,$2002).$Die$Regeneration$von$ATP$geschieht$durch$

die$von$Peter$Mitchell$beschriebe$oxidative$Phosphorylierung$in$den$Mitochondrien$durch$

die$ATP=Synthetase$(Mitchell,$1961).$$



$ 22$

1.4.3 Extrazelluläre$ATP$Wirkung$im$Zentralen$Nervensystem$

$
Eine$ weitere$ und$ lang$ umstrittene$ Eigenschaft$ von$ Adenosintriphosphat$ ist$ seine$

extrazelluläre$ Wirkung,$ die$ schon$ 1929$ durch$ Drury$ und$ Szent=Gyorgyi$ am$ Herz$ von$

Säugetieren$ beschrieben$wurde$ (Drury$ and$ Szent=Gyorgyi,$ 1929).$ Einige$ Zeit$ später,$ im$

Jahr$ 1948,$ entdeckten$ Buchthal$ und$ Folkow$ ATP$ an$ der$ neuromuskulären$ Endplatte$

(Buchthal$and$Folkow,$1948).$Der$britische$Wissenschaftler$Geoffrey$Burnstock$aber$war$

es,$der$das$Nukleotid$erstmalig$als$Neurotransmitter$im$Jahr$1972$vorschlug$(Burnstock$et$

al.,$1972).$

$

Im$zentralen$wie$auch$peripheren$Nervensystem$wird$ATP$allein$oder$als$Cotransmitter$

mit$ anderen$ Neurotransmittern$ wie$ beispielsweise$ Glutamat,$ Dopamin,$ GABA,$

Noradrenalin$ oder$ Acetylcholin$ von$ Neuronen$ ausgeschüttet$ (Burnstock,$ 2004).$ Die$

Menge$ der$ ATP=Ausschüttung$ kann$ je$ nach$ Entwicklungsstand$ und$ den$ aktuellen$

physiologischen$Umständen$des$Gewebes$stark$variieren$(Ghildyal$and$Manchanda,$2002;$

Burnstock,$ 2007).$ Es$ hat$ sich$ herausgestellt,$ dass$ ATP$ sowohl$ exzitatorisch,$ als$ auch$

inhibitorisch$an$Nerven$wirken$kann$(Jahr$and$Jessell,$1983;$Redman$and$Silinsky,$1994).$

ATP$hat,$zusammen$mit$Glutamat$ausgeschüttet,$unter$anderem$eine$wichtige$Funktion$in$

der$ Langzeitpotenzierung/=depression$ und$ den$ Prozessen$ des$ Lernens$ und$ der$

Gedächtnisbildung$im$Hippocampus$(Pankratov$et$al.,$2002).$Neben$der$Erkenntnis,$dass$

ATP$die$neurale$Stammzellproliferation$stimuliert$(Ryu$et$al.,$2003),$weiß$man$auch,$dass$

ATP$das$Neuritenwachstum$von$PC12=Zellen$steigern$kann$(D’Ambrosi$et$al.,$2001).$Das$

Wachstum$von$motorischen$Axonen$kann$ATP$aber$wiederum$ inhibieren$ (Cheung$et$al.,$

2005).$An$der$Ausschüttung$von$Vasopressin$(ADH)$und$Oxytocin$aus$der$Hypophyse$sind$

Noradrenalin$und$ATP$synergistisch$beteiligt.$Auch$Gliazellen$sind$ in$der$Lage$ATP$über$

Vesikel$und$Membrankanäle$auszuschütten.$Dies$erlaubt$es$ihnen,$die$neurale$Aktivität$in$

ihrer$ Umgebung$ zu$ detektieren$ und$ mit$ andern$ Gliazellen$ zu$ kommunizieren.$ Dabei$

werden$die$Proliferation,$Differenzierung$und$das$Überleben$der$Zellen$ reguliert$ (Fields$

and$Burnstock,$2006).$$$

$

ATP$wird$über$ den$Transport$ durch$ADP/ATP=Translokasen$ in$Vesikeln$ im$Bereich$ der$

präsynaptischen$ Membran$ der$ Nervenenden$ gespeichert.$ Dort$ werden$ teilweise$

Konzentrationen$ von$ bis$ zu$ 1000mM$ erreicht.$ Stimuliert$ durch$ mechanischen$ Stress,$

Hypoxie,$ Inflammation$und$einigen$Agonisten$kann$es$sowohl$unter$physiologischen,$als$

auch$ pathophysiologischen$ Umständen$ ausgeschüttet$ werden$ (Bodin$ and$ Burnstock,$

2001).$ Die$ Ausschüttung$ erfolgt$ hauptsächlich$ über$ den$Weg$ der$ Exozytose.$ Allerdings$

gibt$ es$ auch$ Hinweise$ dafür,$ dass$ ATP$ über$ Ionenkanäle$ und$ gap$ junctions$ die$ Zelle$
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verlassen$kann.$Nach$seiner$Ausschüttung$wird$ATP$sehr$schnell$durch$Ectonucleotidasen$

hydrolysiert.$Zusätzlich$existieren$noch$sehr$heterogene$Gruppen$von$Enzymen,$die$ATP$

nach$ seiner$ Ausschüttung$ zu$ ADP,$ AMP$ und$ Adenosin$ bzw.$ anderen$ Molekülen$

modifizieren$können$ (Zimmermann,$2001).$Dies$ ist$wichtig,$da$diese$Reaktionsprodukte$

unterschiedliche$ Rezeptoren,$ die$ sogenannten$ Purin=Rezeptoren,$ bedienen$ und$ damit$

unterschiedliche$Signalwege$aktivieren.$

$

$

1.5 PurinQRezeptoren!und!Signalwege!

$
Purin=Rezeptoren$und$deren$Signalwege$sind$an$einer$fast$unüberschaubaren$Vielfalt$von$

physiologischen$und$pathophysiologischen$Mechanismen$des$Körpers$beteiligt$(Burnstock$

and$ Verkhratsky,$ 2010).$ Die$ Existenz$ von$ ATP=Rezeptoren$ ist$ seit$ 1972$ bekannt$

(Burnstock$1972).$Ihre$Signalübertragung$hat$sich$als$einer$der$wichtigsten$Mechanismen$

für$ interzelluläre$ Kommunikation$ im$ Nervensystem$ herausgestellt.$ Beeinflusst$ werden$

viele$Typen$von$Neuronen,$alle$Gliazell=Typen$und$die$Gefäßzellen.$Sie$haben$Einfluss$auf$

die$synaptische$Plastizität$und$die$Heilung$von$Gewebsschäden$bzw.$Verletzungen$im$ZNS$

(Fields$ and$ Burnstock,$ 2006).$ Neben$ der$ Regulation$ und$ der$ Kontrolle$ von$ autonomen$

Funktionen,$ der$ Neuroprotektion,$ der$ Apoptose,$ der$ Neuronen=Glia=Interaktion,$ der$

Kontrolle$ des$ Vasotonus$ und$ der$ Angiogenese$ ist$ auch$ die$ Sinnesphysiologie$ mit$ der$

Schmerzenstehung$ durch$ Purinozeptoren$ bekannt$ (Burnstock,$ 2006).$ Sie$ sind$ für$ die$

schnelle$ synaptische$ Weiterleitung$ und$ die$ Regulation$ der$ neuralen$ Erregbarkeit$

mitverantwortlich$(Burnstock,$2007;$Abbracchio$et$al.,$2009;$Verkhratsky$et$al.,$2009).$$

$

Purin=Rezeptoren$ sind$ eine$ Gruppe$ von$Membranmolekülen,$ deren$ Funktion$ lange$ Zeit$

unverstanden$ war.$ Man$ unterteilt$ sie$ heute$ in$ P1=Rezeptoren$ (4$ Subtypen),$ P2X=

Rezeptoren$(7$Subtypen)$und$P2Y=Rezeptoren$(8$Subtypen).$Dabei$wirkt$Adenosin$am$P1=

Rezeptor,$ATP$und$dessen$verwandte$Nukleotide$wiederum$am$P2=Rezeptor.$P1=$und$P2Y=

Rezeptoren$sind$klassisch$heptahelikale,$transmembranäre$Rezeptoren.$Sie$aktivieren$die$

cAMP=$ und$ IP3=Signalkaskade$ mittels$ G=Proteinen$ und$ den$ spezifischen$ intrazellulären$

second$messengern.$Hinzu$kommt,$dass$einige$von$ihnen$mit$Ionenkanälen$gekoppelt$sind$

und$ damit$ Ionenströme$ beeinflussen$ können$ (Burnstock$ and$ Verkhratsky,$ 2010).$ P2X=

Rezeptoren$ sind$ Liganden=gesteuerte$ Ionenkanäle,$ die$ vor$ allem$ für$ intrazellulär$

gerichtete$ Ca2+=Ströme$ verantwortlich$ sind.$ Die$ verschiedenen$ Subgruppen$ der$

Rezeptoren$ zeigen$ hinzukommend$ die$ große$ biologische$ und$ pharmakologische$

Variabilität$der$Purinozeptoren$(Pankratov$et$al.,$2009).$$
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Abb.!6:!! PurinQRezeptoren!und!Signalwege!!

! ! (Burnstock$and$Verkhratsky,$2010)$

$

$

Die$ Aktivierung$ von$ Purinozeptoren$ kann$ das$ Neuritenwachstum$ von$ PC12=Zellen$

steigern$ (D’Ambrosi$ et$ al.,$ 2001),$ aber$ auch$ das$ Wachstum$ von$ motorischen$ Axonen$

inhibieren$ (Cheung$ et$ al.,$ 2005).$ Es$ wird$ spekuliert,$ dass$ einige$ Subtypen$ der$ Purin=

Rezeptoren$das$Neuritenwachstum$stimulieren,$während$andere$es$eher$inhibieren.$$

$
$

1.6 ATP!und!seine!Bindungsstelle!an!NCAM!

$
Im$Jahr$1997$konnte$erstmalig$eine$extrazelluläre$ATPase=Funktion$von$NCAM$verifiziert$

werden$ (Dzhandzhugazyan$ and$ Bock,$ 1997).$ Dabei$ befindet$ sich$ die$ Bindungsstelle$ für$

Adenosintriphosphat$ in$ der$ zweiten$ Fibronektin$ Typ=III$ Domäne$ des$ extrazellulären$

Bereichs$ von$ NCAM.$ Die$ Rolle$ der$ ATPase$ Aktivität$ von$ NCAM$ ist$ bis$ heute$ noch$ nicht$

vollständig$verstanden.$Eine$Hypothese$ist,$dass$sie$zur$Erniedrigung$der$extrazellulären$

ATP=Konzentration$beiträgt.$Da$ATP$eine$Transmitterfunktion$hat,$benötigt$es$schließlich$

auch$einen$Mechanismus$zur$Aufhebung$des$ATP=Signals$durch$ATPasen.$Die$Hydrolyse=

Geschwindigkeit,$ mit$ der$ NCAM$ ATP,$ abbaut$ ist$ allerdings$ relativ$ niedrig.$ Man$ nimmt$
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daher$ an,$ dass$ dies$ nicht$ der$ entscheidende$Mechanismus$ sein$ kann$ (Hübschmann$ and$

Skladchikova,$2010).$Eine$weitere$Hypothese$ist,$dass$durch$die$ATP=Hydrolyse$zyklische$

Konformationsänderungen$von$NCAM$nahe$der$Membran$möglich$sind.$Diese$Änderungen$

würden$ damit$ die$ Signaltransduktion$ in$ das$ Zellinnere$ beeinflussen$ (Dzhandzhugazyan$

and$Bock,$ 1997).$Man$weiß$ aber$ auch,$ dass$ im$Bereich$ der$ zweiten$ Fibronektin$ Typ=III$

Domäne$ von$ NCAM$ eine$ Interaktion$ mit$ der$ dritten$ Ig=Domäne$ des$ FGF=Rezeptors$

geschieht.$Diese$ Interaktion$ trägt$ zur$ Stimulation$des$Neuritenwachstums$bei.$Der$ATP=

bindende$ Bereich$ von$ NCAM$ wird$ genau$ hier$ überlappt$ und$ man$ konnte$ durch$

Oberflächen=Plasmon=Resonanz=Analysen$ feststellen,$ dass$ ATP$ die$ NCAM=FGF=Rezeptor=

Bindung$ inhibiert.$ Die$ Autoren$ dieser$ Studie$ vermuten$ ATP$ als$ einen$Modulator$ dieser$

Interaktion$ und$ des$ Neuritenwachstums$ (Kiselyov$ et$ al.,$ 2003).$ In$ einer$ 1999$

veröffentlichten$ Studie$ beschäftigte$man$ sich$ erstmals$ ausführlich$mit$ dem$Einfluss$ von$

ATP$auf$das$durch$NCAM$induzierte$Neuritenwachstum.$Man$fand$heraus,$dass$ATP$selbst$

und$ nicht$ seine$ weiteren$ Analoga,$ das$ Neuritenwachstum$ hippocampaler$ Zellen$ in$

abgestuften$Konzentrationen$inhibieren$(Skladchikova$et$al.,$1999).$Aus$den$Ergebnissen$

der$Studien$über$den$Einfluss$von$ATP$auf$das$Neuritenwachstum$NCAM=exprimierender$

Zellen,$ wurde$ in$ einem$ von$ Hübschmann$ publizierten$ Artikel$ zusammenfassend$

spekuliert,$ dass$ das$ Neuritenwachstum$ durch$ ATP$ inhibiert$ werde$ (Hübschmann$ and$

Skladchikova,$2010).$$

$

$
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Abb.!7:!! Die!Bindungsstelle!für!ATP!an!der!2.!Fibronektin!TypQIII!Domäne!von!NCAM!

! ! (Links!ohne,!rechts!mit!gebundenem!ATP)!!

! ! (Hübschmann$and$Skladchikova,$2010)$$

$
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2 Zielstellung!

$
Die$Zielstellung$dieser$Arbeit$war$es,$den$Einfluss$der$Adenosintriphosphat=Bindung$auf$

das$ durch$ NCAM=induzierte$ Neuritenwachstum$ über$ das$ RTCA=(Real=time$ cell$ analysis)$

Verfahren$zu$untersuchen.$Daher$wurden$in$einem$ersten$Schritt$B35=Neuroblastomzellen$

mittels$ Lipofektion$ mit$ NCAM$ cDNA$ transfiziert$ und$ die$ Proteinexpression$ mittels$

Western$Blot$überprüft.$Es$standen$danach$die$drei$B35=Zelllinien$B35=WT$(ohne$NCAM),$

B35=NCAM140$ und$ B35=NCAM180$ zur$ Verfügung.$ Bei$ diesen$ konnte$ nun$ das$

Neuritenwachstum$ über$ eine$ Zellimpedanzmessung$ in$ einem$ Echtzeit=Verfahren,$ der$

Real=time$ cell$ analysis,$ quantifiziert$ werden.$ Alle$ drei$ Zelllinien,$ in$ Abwesenheit$ oder$

Anwesenheit$ von$ ATP,$ wurden$ über$ einen$ Zeitraum$ von$ circa$ 12h$ beobachtet$ und$ der$

Einfluss$auf$die$Neuritogenese$sowohl$gemessen$als$auch$fotographisch$dokumentiert.$Die$

Ergebnisse$ sollten$ eine$ Aussage$ über$ die$ ATP=NCAM$ Interaktion$ bezüglich$ des$

Neuritenwachstums$erlauben$und$zur$Aufklärung$der$ATP=Bindungsaufgabe$bzw.$ATPase=

Funktion$des$neuralen$Zelladhäsionsproteins$NCAM$beitragen.$$$

$

$

$

$

$

$

$

$

$

$

$

$

$
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3 Material!und!Methoden!

3.1 Material!

$

3.1.1 Chemikalien$

$
Die$ für$die$Laborarbeit$ in$höchster$Qualitätsstufe$auserwählten$Chemikalien$wurden$bei$

den$Experimenten$nach$vorgegeben$Herstellerinformationen$verwandt.$Hierbei$handelte$

es$ sich$ um$ Produkte$ der$ Firmen$ AppliChem$ (Darmstadt),$ Boehringer$ Ingelheim$

(Ingelheim),$ Gibco$ (Detroit),$ ICN$ (Eschwege),$ Merck$ (Darmstadt),$ ROTH$ (Karlsruhe),$

Serotech$(Berlin),$SERVA$(Heidelberg)$und$Sigma$(München).$

$

$

3.1.2 Zellkulturmaterialien$

$
Die$ für$die$Zellkultur$ in$höchster$Qualitätsstufe$auserwählten$sterilen$Einwegmaterialen$

oder$ selbständig$ autoklavierten$ und$ sterilisierten$Materialien$ wurden$ bei$ den$ Arbeiten$

nach$ vorgegebenen$ Herstellerinformationen$ verwandt.$ Hierbei$ handelte$ es$ sich$ um$

Produkte$ der$ Firmen$ Braun$ (Melsungen),$ Eppendorf$ (Hamburg),$ Falcon$ (Heidelberg),$

Greiner$(Frickenhausen),$Corning$(USA)$und$Nunc$(Wiesbaden).$

$

$

3.1.3 Organismen$

$
Eukaryotische$Organismen:$B35=Zellen$

Bei$den$für$die$Experimente$verwendeten$Zelllinien$handelt$es$sich$um$B35=Zellen.$Diese$

sind$ Neuroblastomzellen$ der$ Ratte.$ Sie$ wurden$ als$ Wildtyp$ B35=Zellen$ von$ der$ AG$

Horstkorte$ (Halle/Saale)$ zur$ Verfügung$ gestellt.$ Nach$ der$ erfolgreichen$ Lipofektion$ der$

B35=Wildtypzellen,$wurden$ die$ RTCA=Experimente$mit$ dem$B35=Wildtyp$ (ohne$NCAM),$

den$ B35=NCAM140=$ und$ den$ B35=NCAM180=exprimierenden$ Zellen$ durchgeführt.$ Eine$

Wachstumsverdopplung$findet$nach$circa$24$Stunden$statt.$$

$

$

$
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3.1.4 Vektoren$

$

pRc=CMV=NCAM140$und$pRc=CMV=NCAM180$$

Als$Grundlage$für$die$Experimente$diente$der$eukaryotische$Expressionsvektor$pRc/CMV.$

In$ihm$wurde$die$cDNA$für$NCAM140$bzw.$NCAM180$inseriert.$$

In$Abb.$8$ist$der$Vektor$pRc=CMV=NCAM140$dargestellt.$Der$Vektor$pRc=CMV=NCAM180$

unterscheidet$sich$lediglich$durch$ein$zusätzliches$Insert$von$801$Basenpaaren.$Das$Insert$

kodiert$für$die$267$Aminosäuren$längere$cytoplasmatische$Domäne$in$NCAM180.$

$

$

$

!

Abb.!8:!! Aufbau!des!Vektors!pRcQCMVQNCAM140!

$

$

$

$

$

$
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3.1.5 Antikörper$

$

Tab.!2:!Primäre!Antikörper!

Antikörper! Verdünnung! Hersteller!

Anti=NCAM$5B8$(monoklonal)$$ 1:750$ AG$Horstkorte$(Halle/Saale)$

$

Tab.!3:!Sekundäre!Antikörper!

!!!!!!!!!!!!!!!!!Antikörper! !!!!!!!!!Verdünnung! !!!!!!!!!!!Hersteller!

Kaninchen=anti=Maus$IgG$
(Peroxidase=Konjugat)$$

$$$$$$1:5000$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$Dianova$(Hamburg)$

$

$

$

3.1.6 Kits,$Größenmarker,$Inhibitoren$

$

Tab.!4:!Kits!

Kits! Hersteller!

$$$$$$$$$$$Protein$Assay$ BIO=RAD$(USA)$

Roti=Lumin$(Chemilumineszenz=Substrat)$ Roth$(Karlsruhe)$

$

Tab.!5:!Größenmarker!

Größenmarker! Hersteller!

Protein$Page$Ruler™$Prestained$Protein$Ladder$(10=250$kDa)$ Fermentas$(USA)$

$

Tab.!6:!Inhibitoren!

Inhibitoren! Hersteller!

$$$$$$$$$$$Protease$Inhibitor$Cocktail$ Sigma$(München)$

$$$$$$$$$$$Phenylmethylsulfonyl$Fluorid$ Sigma$(München)$

$$$$$$$$$$$Halt$Protease$Inhibitor$Cocktail$ Thermo$Scientific$(USA)$

$
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3.1.7 Medien$

$

Nährmedien!für!die!Zellkultivierung!der!B35QZellen!

DMEM$(Dulbecco´s$Modified$Eagle´s$Medium)$$

High$Glucose$(4,5g/L)$with$L=Glutamin,$500ml$

Vertreiber:$PAA$Laboratories$(Pasching)$

$

$Medium!für!die!Transfektion!von!Zellen$

OPTI=MEM$ $ $ $ $ GIBCO$(Detroit)$

Lipofectamine$2000$Reagent$ $ $ Invitrogen$(Carlsbad)$

$

Medienzusätze!

Antibiotika$

Penicillin$(100U/ml)$ Invitrogen$(Carlsbad)$$$

Streptomycin$(0,1mg/ml)$ Invitrogen$(Carlsbad)$

G=$418$Sulphate$ PAA$Laboratories$(Pasching)$

Penicillin/Streptomycin$ Invitrogen$(Carlsbad)$

Penicillin/Streptomycin/Glutamin$ Invitrogen$(Carlsbad)$

(Dem$500ml=DMEM=Medium$wurde$für$die$Kultivierung$der$Zellen$5ml$Penicillin/$
Streptomycin=Antibiose,$50ml$Fetales$Kälberserum$und$5ml$Glutamin$zugesetzt.$Die$
Lagerung$erfolgte$bei$+4°C$im$Kühlschrank)$

$

Seren$

FCS$(Fetales$Kälberserum)$ PAA$Laboratories$(Pasching)$

$

3.1.8 Membranen$

$
Nitrocellulose$Transfer$Membran$ Whatman$(Springfield)$

Whatmanpapier$ Whatman$(Springfield)$

$
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3.1.9 Lösungen$und$Puffer$

!

Lösungen!für!die!SDSQPolyacrylamidgelelektrophorese!

Gellösungen:$

$

Lösung$1:$$

1,5$M$Tris$ $ $ 36,3$g$$

0,2$%$SDS$$ $ $ 4$mL$

auffüllen$auf$200$mL$ $ pH$8,8$

$

Lösung$2:$

0,5$M$Tris$ $ $ 12,1$g$ $

0,2$%$SDS$ $ $ 4$mL$

auffüllen$auf$200$mL$ $ pH$6,8$

$

$

10%ige$Trenngellösung$

7,5$ mL$ Acrylamid$

5,6$ mL$ Lösung$1$

9,4$ mL$ H2O$bidest.$

125$ µL$ APS$(10%)$

12,5$ µL$ TEMED$

$

5x$reduzierender$Probenpuffer$

12,5$ %$ SDS$(w/v)$

0,3$ M$ Tris/HCl,$pH$6,8$

50$ %$ Glycerin$(v/v)$

25$ %$ DTT$

0,015$ %$ Bromphenolblau$(w/v)$

$

$

$

10$x$Laufpuffer$

0,25$ M$ Tris$/$HCl,$pH$8,8$

1,92$ M$ Glycin$

1$ %$ SDS$(w/v)$

$ $ in$H2O$bidest.$

!
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Lösungen!für!den!WesternQBlot!

Transfer=Puffer$$

150$ mM$ Glycin$

20$ mM$ Tris/HCl,$p8,3$

10$%$ Ethanol$(v/v)!

Ponceaurot=Färbelösung$

2$%$ Ponceaurot$(w/v)$

30$%$ Trichloressigsäure$(v/v)$

30$%$ Sulfosalicylsäure$(w/v)$

vor$Gebrauch$1:10$in$H2O$bidest.$verdünnen!

!

Waschpuffer:!

TBS=Puffer$$

730$ mM$ NaCl$

27$ mM$ KCl$

4$ M$ TRIS$$(pH7,5)$

TBS=Tween$$

TBS=Puffer$+$0,1$%$Tween$20$(v/v)$$

$

$

Blockierungslösung:$5%$Milchpulver$(ROTH)$

$

Lösungen!für!die!Aufarbeitung!von!Proteinen!

Solubilisationspuffer$für$Zellen$$ $(pH$auf$7,4$einstellen)$

1$ mM$ EDTA$

1$ mM$ EGTA$

150$ mM$ NaCl$

20$ mM$ Hepes$

3$ mM$ MgCl2$

1$ mM$ PMSF$

20$ mM$ ß=Glycerolphosphat$

1$ mM$ Natriumfluorid$

1$ mM$ Natriumorthovanadat$

0,5$ mM$ Proteaseinhibitorcocktail$

1$$ %$ NP40$(Nonylphenylpolyethylenglycol)$

0,5$ %$$ Natriumcholat$

1$ %$ SDS$$
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Puffer!für!die!Zellkultur!

PBS$

150$ mM$ NaCl$$

3$ mM$ KCl$$

8$ mM$ Na2HPO4$$

1$ mM$ KH2PO4$$

mit$H2O$bidest.$auf$1$l$auffüllen,$pH$7,2$$

mit$NaCl$Osmolarität$auf$300$mosm$
einstellen$$

PBS/EDTA$

0,5$ g$ EDTA$(=1,34$mM)$$

in$1$l$PBS$lösen!

$

$

$

3.1.10 Peroxidase=Reaktion$

$
Rotilumin=Lösung$A$(1:1)$

Rotilumin=Lösung$B$(1:1)$

$

3.1.11 Adenosintriphosphat$(ATP)$

$

Hersteller:$ AppliChem$(Darmstadt)$

Lagerung:$ bei$=20°C$

Anteil$ADP:$ max.$1%$

Anteil$AMP$:$ max.$0,5$%$$

Anteil$Wasser:$ ca.$10%$

Molare$Masse:$ M$=$551,10$g/mol$$

Formel:$ C10$H14$N5$Na2$O13$P3$$

$

ATP$wird$in$der$Regel$als$100$mM$wässrige$Stammlösung$angesetzt$und$bei$=20°C$
gelagert.$Diese$Lösungen$haben$einen$sauren$pH=Wert.$Deshalb$wird$die$Stammlösung$in$
diesem$Fall$hergestellt,$indem$das$ATP$in$Wasser$(9/10$des$Endvolumens)$gelöst$und$2$M$
Tris$Base$(1/10$des$Endvolumens)$zugegeben$wird.$$

Für$die$jeweiligen$Versuchsreihen$wurde$generell$eine$neue$Stammlösung$hergestellt.$
Diese$ist$dann$auf$die$benötigte$Konzentration$verdünnt$worden.$

$
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3.1.12 Zusätzlich$verwendete$Chemikalien$ $ $ $ $ $

$ $ $ $ $ $ $ $ $

Produktname! Hersteller! Firmensitz$

EDTA$reagent$ $ Sigma=Aldrich$ $ München$

Ethidiumbromid$ AppliChem$ Darmstadt$

Isopropanol$ MERCK$Group$ Darmstadt$

PBS$ PAA$Laboratories$ Pasching$

$

3.1.13 Geräte$$

$

Produktname! Hersteller! Firmensitz!

Analysenwaage$ Sartorius$AG$ Göttingen$

Biosafty$cabinet$AURA$2000$M.A.C.$ BIOAIR$Instruments$$ Mailand$

Countess$Automated$Cell$Counter$$ Invitrogen$ Carlsbad$

E=Plates$16=well$Roche$ Roche$Diagnostics$Germany$$ Mannheim$

Inkubator$Heraeus$HERAcell$150$ Kendro$Laboratory$Products$$ Hanau$

Kamera$Axiocam$ICc1$ Carl$Zeiss$Microscopy$ Berlin$

Laptop$HP$EliteBook$Mobile$$ Hewlett=Packard$Germany$ Böblingen$$$

Magnetrührer$Cimarec$ Fisher$Scientific$$ Schwerte$

Mikroskop$Axiovert$100$$ Carl$Zeiss$Microscopy$$ Berlin$

Mikrowelle$KOR=6305$ Daewoo$Electronics$ Seaoul$

Molecular$Imager$Chemi$Doc$XRS$Sys.$ Bio=Rad$Laboratories$ München$

Polyacrylamid=Gelektrophoresesystem$ C.B.S.$Scientific$Company$$ Del$Mar$

RTCA$DP$(xCELLigence$Systems)$$ Roche$Diagnostics$Germany$$ Mannheim$

Thermomixer$compact$ Eppendorf$Vertrieb$$ Hamburg$

Tischzentrifuge$Biofuge$Pico,$Heraeus$$ Kendro$Laboratory$Products$$ Hanau$

Vortexer$Minishaker$MS2$ IKA=$Werke$$ Staufen$

Wasserbad/Inkubationsbad$1003$ Gesellschaft$für$Labortechnik$ Burgwedel$

Zentrifuge$Hettich$Universal$320$$ Hettich$LAB$Technology$ Tuttlingen$

$ $
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3.1.14 Arbeits=$und$Hilfsmaterialien$

$

Produktname! Hersteller! Firmensitz!

Desinfektion$Hände$Sterillium$$ BODE$Chemie$ Hamburg$

Desinfektion$Oberfläche$Bacillol$ BODE$Chemie$ Hamburg$

Desinfektion$Geräte$Sekusept$PLUS$ ECOLAB$ Mumbai$

Handschuhe$Sempermed$PREMIUM$ Semperit$Tech.$Produkte$$ Wien$

Kanülen$Braun$Sterican$$ B.$Braun$Medical$Inc.$ Melsungen$

Kryoröhrchen$Greiner$ Greiner$Bio=One$ Frickenhau.$

Laborglasflaschen$ DURAN$Group$ Wertheim$

Microtubes$Eppendorf$tubes$ Eppendorf$Vertrieb$$ Hamburg$

Microtubes$Greiner$tubes$ Greiner$Bio=One$ Frickenhau.$

Mikroliterpipetten$(10/100/200/1000µl)$ BRAND$ Wertheim$

Spritzen$Braun$Injekt$Solo$ B.$Braun$Medical$Inc.$ Melsungen$

Zellkulturröhrchen$Greiner$ Greiner$Bio=One$ Frickenhau.$

Zellkulturschalen$Greiner$ Greiner$Bio=One$ Frickenhau.$

Zellkulturflaschen$Greiner$CELLSTAR$

Wachstumsfläche:$$25,$75$und$175$cm²$

Greiner$Bio=One$ Frickenhau.$

$ $ $ $

$

$

$

$

$

$

$

$
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3.2 Methoden!

$

3.2.1 Behandlung$von$Lösungen$und$Geräten$

$
Die$ in$ den$ Experimenten$ verwendeten$ Materialien$ und$ Lösungen$ wurden$ durch$ den$

Prozess$ der$ Autoklavierung$ (20$ Minuten$ bei$ 120°C)$ oder$ durch$ Erhitzen$ bei$ 180°C$

sterilisiert$ und$ damit$ gleichzeitig$ von$ Mikroorganismen$ und$ DNase=Aktivität$ befreit.$

Verwendete$ Geräte,$ die$ nicht$ hitzestabil$ waren,$ sowie$ Arbeitsflächen$ und$ Hilfsmittel$

wurden$ mit$ einem$ Flächendesinfektionsmittel$ (75%$ Ethanol)$ gereinigt.$ Die$ nicht$

autoklavierbaren$Lösungen$sind$vor$ ihrer$Verwendung$mit$einem$entsprechenden$Filter$

steril$filtriert$worden.$$

$

$

$

3.2.2 Allgemeine$zellbiologische$Methoden$

$
Alle$ durchgeführten$ Experimente$mit$ eukaryotischen$ Zelllinien$wurden$ zu$ jeder$ Zeit$ in$

steriler$Atmosphäre$unter$der$Zellkulturbank$im$Labor$durchgeführt.$Die$Kultivierung$der$

Zellen$ erfolgte$ in$ einem$ Inkubator$ bei$ 37°C$ Temperatur$ und$ 5%$ C02$ Begasung.$ Das$

Zentrifugieren$der$Zellen$erfolgte$stets$bei$1000rpm$über$einen$Zeitraum$von$3$Minuten.$

$

$

$

3.2.3 Kultivieren$und$Passagieren$von$eukaryotischen$Zellen$$

$
Für$ die$ Kultivierung$ der$ im$ verwendeten$ Medium$ adhärent$ wachsenden$ B35=Zellen$

wurden$ unbeschichtete$ Kulturflaschen$ oder$ Kulturschalen$ unterschiedlicher$ Größe$

verwendet.$Dabei$wurden$nach$mikroskopischer$Analyse$die$ Zelldichte$und$die$Vitalität$

der$Zellen$beurteilt.$ In$einem$Verhältnis$von$circa$1:3$oder$1:4$wurden$sie$alle$ zwei$bis$

drei$ Tage$ verdünnt.$ Je$ nach$ Zellmengenbedarf$ konnte$ daraufhin$ die$ Größe$ des$

Kulturgefäßes$ variiert$ bzw.$ angepasst$ werden.$ Hierzu$ wurden$ die$ Zellen,$ nachdem$ sie$

vorher$im$PBS$gewaschen$und$mit$dem$Medium$abgelöst$wurden,$jedes$Mal$steril$aus$der$

Kulturflasche$ in$ ein$ Falconröhrchen$ überführt$ und$ anschließend$ bei$ 1000rpm$ für$ 3$

Minuten$zentrifugiert.$Der$Überstand$des$verbrauchten$Mediums$wurde$danach$abgesaugt$

und$ das$ Zellpellet$ in$ frischem$ Medium$ resuspendiert.$ Anschließend$ wurden$ die$ B35=
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Zellen$wieder$in$ein$mit$frischem$Medium$versetztes$Kulturgefäß$überführt$und$für$einen$

neuen$ Zyklus$ kultiviert.$ Die$ mit$ NCAM=transfizierten$ Zelllinien$ wurden$ zusätzlich$ alle$

zwei$ bis$ drei$ Wochen$ mit$ G418$ Antibiotikum$ versetzt,$ um$ die$ stabile$ Expression$ von$

NCAM$über$die$Zeit$der$Experimente$aufrecht$zu$erhalten.$$

$

$

$

3.2.4 Auftauen$und$Einfrieren$von$Zellen$$

$
Die$eukaryotischen$B35=Zellen$können$über$einen$längeren$Zeitraum$konserviert$werden.$

Hierfür$werden$ frisch$ gewaschene$ Zellen$ nach$ dem$ Zentrifugieren$ als$ Pellet$ in$ Fetalem$

Kälberserum$mit$10%$DMSO$(Dimethylsulfoxid)$aufgenommen.$Die$Zellsuspension$muss$

danach$ in$ ein$ spezielles$Kryoröhrchen$ überführt$ und$ langsam$bei$mindestens$ =20°C$ für$

einige$ Stunden$ eingefroren$werden.$Nach$ diesem$ Schritt$ können$die$ Zellen$ bei$ =80°C$ in$

einem$ Gefrierfach$ oder$ für$ einen$ längeren$ Zeitraum$ in$ flüssigem$ Stickstoff$ gelagert$

werden.$ Alternativ$ besteht$ auch$ die$ Möglichkeit,$ die$ Kryoröhrchen$ in$ einem$

Isopropanolbad$sofort$bei$=80°C$einzufrieren$und$für$längere$Zeit$in$flüssigem$Stickstoff$zu$

lagern.$ Um$ die$ Zellen$ wieder$ in$ eine$ Kultur$ aufzunehmen,$ werden$ die$ eingefrorenen$

Zellpellets$rasch$bei$37°C$aufgetaut$und$kurz$vor$dem$vollständigen$Auftauen$langsam$in$

ein$ vorher$ erwärmtes$ Medium$ aufgenommen.$ Durch$ Zentrifugieren$ bei$ 1000rmp$ für$ 3$

Minuten$wird$das$DMSO$entfernt.$Das$Zellpellet$wird$im$Nährmedium$resuspendiert$und$

in$ Flaschen$ bzw.$ Schalen$ kultiviert.$ Nach$ Abschluss$ der$ hier$ beschriebenen$ Arbeiten$

wurden$ die$ verwendeten$ B35=Zellen$ für$ potentiell$ weiterführende$ Experimente$ in$ den$

Kühlanlagen$des$Labors$konserviert.$

$

$

$

3.2.5 Transfektion$eukaryotischer$Zellen$mittels$Lipofektion$

$
Durch$ das$ Verfahren$ der$ Lipofektion$ ist$ es$ über$ Liposomen$möglich,$ Plasmid=klonierte$

Gene$(cDNA)$in$eine$Vielzahl$von$eukaryotischen$Zelltypen$zu$transfizieren.$Dabei$können$

diese$ Gene$ danach$ sowohl$ transient$ als$ auch$ stabil$ von$ der$ jeweiligen$ Zelle$ exprimiert$

werden.$Für$die$hier$beschriebene$Transfektion$wurde$das$Lipofectamine$2000$Reagenz$

und$das$OPTI=MEM$I=Medium$verwendet.$$
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Am$vorherigen$Tag$bzw.$sieben$Stunden$vor$dem$Beginn$der$Transfektion$wurden$2x107$

B35=Zellen$auf$eine$102$cm$Kulturschale$ausgesät$und$bei$37$°C$in$DMEM/$10$%$FCS/$1$%$

P/S/G$kultiviert.$Für$die$Transfektion$wurden$4$µg$DNA$ in$250$µL$OPTI=MEM$I=Medium$

verdünnt.$ Ebenso$ erfolgte$ das$ Lösen$ von$ 10$ µL$ Lipofectamine$ 2000$Reagenz$ in$ 250$µL$

OPTI=MEM$I=Medium,$welche$anschließend$für$5$Minuten$bei$Raumtemperatur$ inkubiert$

wurde.$Die$DNA/OPTI=MEM$ I=Lösung$wurde$hinterher$ in$die$ Lipofectamine$2000/OPTI=

MEM$I=Lösung$überführt.$Während$der$ Inkubation$von$20$Minuten$bei$Raumtemperatur$

kommt$ es$ in$ der$ Lösung$ zu$ einer$ Formierung$ des$ DNA=Lipofectamin=Komplexes.$

Zwischenzeitlich$wurde$das$Medium$der$zu$transfizierenden$Zellen$abgesaugt$und$durch$2$

mL$frisches$Medium$(ohne$Antibiotika)$ersetzt.$Die$DNA=Lipofectamin=OPTI=MEM=Lösung$

wurde$ nun$ langsam$ unter$ leichtem$ Schwenken$ der$ Kulturschale$ zu$ den$ B35=Zellen$

getropft.$ Die$ Zellen$ wurden$ anschließend$ wieder$ bei$ 37$°C$ kultiviert.$ Nach$ einer$

Inkubation$von$16$=$24$Stunden$wurde$das$Medium$gewechselt$und$die$Zellen$verdünnt.$

Um$eine$stabile$NCAM$140$bzw.$NCAM$180$exprimierende$Zelllinie$zu$erhalten,$wurden$

die$Zellen$verdünnt$und$auf$eine$96=Well$Mikrotiterplatte$gebracht.$Dabei$befand$sich$ in$

jedem$Well$nur$eine$Zelle.$Die$einzelnen$Zellklone$wurden$weiterhin$mit$G418$selektiert$

und$ mittels$ Immunoblot$ auf$ NCAM=Expression$ überprüft.$ Jeweils$ eine$ dieser$ stabilen$

Zelllinien$wurde$dann$für$die$Experimente$verwendet.$

$

$

3.2.6 SDS=Polyacrylamid=Gelektrophorese$$

$
Die$ Sodium$ dodecyl$ sulfate$ polyacrylamide$ gel$ elektrophoresis$ (SDS=Page)$ wurde$ um$

1970$ von$ Ulrich$ K.$ Laemmli,$ Professor$ und$ Lehrstuhlinhaber$ für$ Biochemie$ und$

Molekulare$ Biologie$ an$ der$ Universität$ Genf,$ $ für$ den$ wissenschaftlichen$ Nutzen$

entwickelt.$ Sie$ ermöglicht$ es,$ Proteine$ unter$ denaturierenden$ Bedingungen$ zu$

linearisieren$und$nach$ihrem$Molekulargewicht$in$einem$elektrischen$Feld$aufzutrennen.$

Die$ Porengröße$ der$ Gele$ wird$ je$ nach$ Größe$ der$ aufzutrennenden$ Moleküle$ über$ den$

Acrylamidanteil$variiert$(Laemmli,$1970).$$

Es$ wurden$ für$ die$ hier$ beschriebenen$ Experimente$ der$ vertikalen$ Elektrophorese$ die$

Gelapparatur$ der$ Firma$ C.B.S.$ SCIENTIFIC$ Company$ verwendet.$ Als$ Trenngele$ wurden$

10%=ige$ Acrylamid=Gele$ genutzt.$ Die$ verwendeten$ Lösungen$ für$ die$ Herstellung$ der$

Trenngele$wurden$eigenständig$zusammengemischt,$bis$circa$zwei$Zentimeter$unterhalb$

der$ oberen$ Glasplattenkante$ gegossen$ und$ mit$ Isopropanol$ überschichtet.$ Nach$

vollständiger$ Polymerisation$ des$ Trenngels$ wurde$ das$ Sammelgel$ hergestellt.$ Die$ zu$
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analysierenden$Proben$wurden$mit$einem$reduzierenden$SDS=Probenpuffer$versetzt$und$

circa$5$Minuten$bei$95°C$behandelt.$Die$SDS=PAGE$begann$mit$dem$Einlaufen$der$Analysen$

in$ das$ Sammelgel$ bei$ konstanter$ Spannung$ von$ 100$ V.$ Die$ Auftrennung$ der$ Proteine$

wurde$bei$ konstanter$ Spannung$von$140$V$ im$Trenngel$ durchgeführt.$ Zusätzlich$wurde$

eine$Proteinleiter$der$Firma$Fermentas,$ die$Page$ ruler$prestained$protein$ ladder,$ in$der$

SDS=Page$für$die$darauffolgende$Analyse$als$Größenmarkierung$eingesetzt.$$$

$

$

$

3.2.7 Western$Blot$

$
Die$ 1979$ von$ der$ Arbeitsgruppe$ um$ Professor$ George$ R.$ Stark$ an$ der$ University$ of$

Stanford$ entwickelte$ Methode$ des$ Western$ Blots$ erlaubt$ es,$ die$ in$ der$ SDS=Page$

aufgetrennten$ Proteine$ aus$ dem$ verwendetem$ Gel$ auf$ eine$ Nitrocellulosemembran$ zu$

übertragen.$Die$Epitope$der$ somit$übertragenen$Proteine$können$dann$nach$ Inkubation$

über$ nicht=kovalente$ Bindungen$mit$ spezifischen$ Antikörpern$ reagieren.$Mit$ Hilfe$ eines$

sekundären$Peroxidase=gekoppelten$Antikörpers$ist$es$nun$möglich,$diese$zu$binden$und$

zu$detektieren$(Renart$et$al.,$1979).$

$

Für$ die$ Experimente$ wurde$ das$ Tank=Blot=Verfahren$ genutzt$ und$ mit$ Hilfe$ der$

Blotapparatur$der$C.B.S.$SCIENTIFIC$Company$durchgeführt.$Nach$der$Äquilibrierung$von$

Whatmanpapier$ und$ Nitrocellulosemembran$ in$ einem$ Transferpuffer$ wurde$ der$

Sandwichblot$ luftblasenfrei$ zusammengebaut.$ Die$ Nitrocellulosemembran$ war$ dabei$

immer$ der$ Anode$ zugewandt.$ Der$ Proteintransfer$ erfolgte$ bei$ 4°C$ und$ mit$ einer$

konstanten$ Stromstärke$ von$ 330$ mA$ für$ 70$ Minuten$ im$ Transferpuffer.$ Anschließend$

wurden$ die$ transferierten$ Proteine$ auf$ der$ Nitrocellulosemembran$ mit$ Hilfe$ einer$

Ponceaurot=Färbelösung$ reversibel$ angefärbt$ und$dargestellt.$Dazu$wurde$die$Membran$

circa$eine$Minute$ in$der$Ponceaurot=Färbelösung$geschwenkt$und$anschließend$ in$Aqua$

bidestillata$ solange$ gespült$ bis$ die$ Proteinbanden$ sichtbar$wurden.$ Vor$ der$ Inkubation$

mit$ den$ primären$ Antikörpern$ wurde$ die$ Membran$ wiederum$ entfärbt.$ Zu$ Beginn$ der$

Antikörperinkubation$ wurden$ die$ Proteine$ auf$ der$ Membran$ bei$ Raumtemperatur$ für$

eine$Stunde$mit$5%igem$Magermilchpulver$(w/v)$bzw.$mit$5%igem$BSA$(w/v),$welches$in$

TBS=Tween$gelöst$wurde,$behandelt.$Nach$zweimaligem$Waschen$der$Membran$mit$TBS=

Tween,$ erfolgte$ die$ Inkubation$ mit$ dem$ im$ TBS=Tween$ verdünnten$ ersten$ Antikörper$

über$Nacht$bei$4°C.$Nach$Entfernen$des$Antikörpers$wurde$die$Membran$drei$Mal$für$10$

Minuten$mit$TBS=Tween$gewaschen$und$anschließend$mit$dem$zweiten$Antikörper,$einem$
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Peroxidase$ gekoppelten$ Anti=Maus=Antikörper$ (1:5000),$ für$ eine$ Stunde$ bei$

Raumtemperatur$ inkubiert.$Der$Western$Blot$wurde$danach$mindestens$drei$Mal$ für$10$

Minuten$ gründlich$ gewaschen,$ wobei$ beim$ letzten$ Waschschritt$ das$ TBS$ ohne$ Tween$

verwendet$wurde.$Die$Proteine$mit$den$primären$nicht=kovalent$gebundenen$Antikörpern$

und$den$daran$gekoppelten$sekundären$Antikörpern$konnten$nun$unter$Anwendung$des$

ECL=Systems$ (Ehanced=Chemiluminescence=System)$ auf$ der$ Nitrocellulosemembran$

nachgewiesen$werden.$Dabei$katalysiert$die$mit$dem$sekundären$Antikörper$gekoppelte$

Peroxidase$ eine$ Reaktion,$ die$ von$ einer$ Chemolumineszenz$ begleitet$ wird$ und$ somit$

optisch$ dargestellt$ werden$ kann.$ Die$ Nitrocellulosemembran$ wurde$ auf$ eine$

zurechtgeschnittene$Kopierfolie$gelegt$und$anschließend$mit$einer$Mischung$aus$gleichen$

Flüssigkeitsmengen$ Rotilumin=Lösung$ A$ und$ Rotilumin=Lösung$ B$ des$ Rotilumin$

Chemolumineszenz=Substrat=Kits$ für$ circa$ eine$Minute$ inkubiert.$ Abschließend$ konnten$

mit$Hilfe$des$Molecular$ Imager$ChemiDoc$XRS$Systems$der$Firma$BIO$RAD$die$Proteine$

des$Western$Blots$optisch$dargestellt$und$analysiert$werden.$$$ $

$

$

3.2.8 Zellzahlbestimmung$

$
Die$ adhärent$ wachsenden$ B35=Zellen$ wurden$ für$ die$ Zellzahlbestimmung$ aus$ ihren$$

unbeschichteten$Kulturflaschen/Schalen$abgelöst.$Danach$erfolgte$die$Überführung$in$ein$

Falconröhrchen$mit$anschließender$Zentrifugation.$Das$Pellet$wurde$hinterher$ in$10$mL$

frischem$Medium$gut$resuspendiert$und$aus$diesem$ein$Volumen$von$1$µL$zusammen$mit$

9$ µL$ Trypanblau$ auf$ eine$ Neubauer=Zählkammer$ des$ Countes$ automated$ cell$ counters$

gebracht.$ Es$ erfolgte$ nun$ eine$ Doppelbestimmung$ der$ jeweiligen$ Zelllinien.$ Nach$

Auswertung$des$Gerätes$und$unter$Berücksichtigung$des$Verdünnungsfaktors$konnten$so$

die$Zellzahlen$für$die$Versuchsreihen$ermittelt$werden.$

$$

$

3.2.9 Das$xCELLLigence$RTCA$DB$System$

$
Im$ Fokus$ der$ vorliegenden$ wissenschaftlichen$ Arbeit$ stand$ die$ Beobachtung$ und$

Auswertung$der$Zellexperimente$unter$Verwendung$des$Real=time$cell$analysers$(RTCA).$

Dieses$System$wurde$in$den$vergangen$Jahren$von$ACEA$Biosciences$Inc.$entworfen$und$$

der$ Firma$ Roche$ weiterentwickelt.$ Die$ Funktionsweise$ beruht$ auf$ dem$ Electric$ Cell=

substrate$impedance$sensing$(ECIS)$und$ist$ein$in$der$Wissenschaft$schon$lang$bewährtes$

und$ in$ Anwendung$ gebrachtes$ Verfahren.$ Dabei$ werden$ mittels$ Gold$ beschichteter$
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Mikroelektroden$ Informationen$ über$ die$ Proliferation,$ Adhäsion,$ Migration,$ Invasion,$

Funktionsfähigkeit$und$die$Überlebensfähigkeit$von$Zellen$in$Echtzeit$erworben.$(Xiao$et$

al.,$2002)$

Zellen$ wirken$ aufgrund$ der$ isolierenden$ Eigenschaften$ ihrer$ Plasmamembran$ wie$

dielektrische$ Partikel.$ Änderungen$ ihrer$ Form,$ beispielsweise$ infolge$ eines$ externen$

Stimulus,$ändern$die$Oberfläche$der$Plasmamembran$und$die$Stromwege$um$und$durch$

die$ Zelle.$ Die$ messbare$ Impedanz$ (Wechselstromwiderstand)$ dieser$ Stromwege$ steigt$

sowohl$mit$ zunehmender$Adhäsionsfläche,$ als$ auch$mit$ der$ Zellzahl.$ Sie$ kann$mit$ einer$

oder$mehreren$Frequenzen$als$Funktion$der$Zeit$in$dem$System$der$RTCA$aufgezeichnet$

werden.$ Dabei$ wird$ die$ relative$ Impedanzänderung$ von$ der$ RTCA$ als$ sogenannter$

Zellindex$ dargestellt.$ Als$ relative$ Veränderung$ der$ elektrischen$ Impedanz$ repräsentiert$

der$ Zellindex$ generell$ den$ Echtzeitstatus$ einer$ Zellpopulation$ und$wird$ durch$ Faktoren$

wie$ Zelladhäsion,$ Entwicklungsfähigkeit$ und$ der$ Zellmorphologie$ beeinflusst.$ Der$

integrierte$ Laptop$ zeichnet$ diesen$ Zellindex$ kontinuierlich$ auf$ und$ ist$ somit$ für$

bioanalytische$Zwecke$nutzbar$(Giaever$and$Keese,$1993;$Roche,$2008).$

Um$ das$ Neuritenwachstum$ der$ B35=Zellen$ in$ der$ RTCA$ in$ Echtzeit$ registrieren$ und$

beobachten$zu$können,$war$es$notwendig$vor$jedem$Experiment$die$dafür$erforderlichen$

E=Plates$vorzubereiten.$Dabei$handelt$es$sich$um$Mikrotiterplatten,$deren$16$Wells$mit$zu$

80%=Gold$ beschichteten$ Mikroelektroden$ ausgestattet$ sind.$ Diese$ sind$ mit$ einer$

biokompatiblen$Oberfläche$versehen$und$erlauben$daher$ ein$ adhärentes$Wachstum$von$

Zellen.$Um$ein$optimales$Wachstumsmilieu$zu$gewährleisten,$wurde$ jedes$Well$mit$dem$

dafür$vorgesehenen$Ansatz$aus$Nährmedium$mit$Zusätzen$und$unterschiedlichen,$für$die$

Experimente$ ausschlaggebenden$ ATP=Konzentrationen,$ beschickt.$ Nachdem$ die$

Mikrotiterplatten$vorbereitet$waren,$konnten$die$Zellen$in$die$Wells$eingebracht$werden.$

Es$wurden$ in$alle$Kammern$konstant$30.000$B35=Zellen$nach$einer$Zellzahlbestimmung$

pipettiert.$Danach$wurde$die$xCELLigence$RTCA$in$der$Regel$für$48h$gestartet.$Das$RTCA=

Messmodul$ befand$ sich$ bei$ allen$ Experimenten$ in$ einem$ Inkubator$ bei$ konstanter$

Temperatur$von$37°C$und$unter$5%$CO2=Begasung.$$Anschließend$wurden$die$erhaltenen$

Daten$ über$ das$ Neuritenwachstum$ mit$ Hilfe$ der$ RTCA$ Software$ analysiert$ und$

ausgewertet.$ Die$ Arbeitsgruppe$ Horstkorte$ verifizierte$ bereits$ 2012$ anhand$ von$ PC12=

Zellexperimenten,$ dass$ der$ Zellindex$ der$ RTCA$ mit$ der$ Neuritenlänge$ korreliert.$ Sie$

verglichen$in$einigen$Experimenten$die$von$Hand$einzeln$ausgemessene$Methode$mit$dem$

Neuritenwachstum,$ welches$ die$ RTCA$ erfasst.$ Die$ Ergebnisse$ stimmten$ überein.$ Der$

Zellindex$ ist$ somit$ als$ Maß$ für$ das$ Neuritenwachstum$ verwendbar$ (Pollscheit$ et$ al.,$

2012).$
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3.2.10 Fotographie$der$Zellen$

$
Für$ die$ Fotographie$ der$ B35=Zellen$ und$ damit$ der$ visuellen$ Darstellung$ des$ Neuriten=

wachstums$und$des$Proliferationsverhaltens$der$ Zelllinien,$wurde$die$Axiocam$ ICc1$der$

Firma$Carl$Zeiss$verwendet.$Das$Axiovert$100$Mikroskop$dieser$Firma$erlaubt$den$Aufsatz$

der$Axiocam$Digitalkamera.$$$

Die$ Zellen$ wurden,$ wie$ bei$ allen$ vorausgehenden$ RTCA=Versuchen,$ unter$ gleichen$

Bedingungen$ behandelt.$ Auch$ hier$ wurde,$ um$ ein$ optimales$ Wachstumsmilieu$ zu$

gewährleisten,$ jedes$ Well$ mit$ dem$ dafür$ vorgesehenen$ Ansatz$ aus$ Nährmedium$ mit$

Zusätzen$ und$ unterschiedlichen$ für$ die$ Experimente$ ausschlaggebenden$ ATP=

Konzentrationen$ beschickt.$ Die$ Wellplatten$ wurden$ für$ die$ Fotoversuche$ nach$ einer$

Zellzahlbestimmung$ konstant$mit$ 30.000$ bzw.$ 60.000$ B35=Zellen$ beschickt,$ um$ sowohl$

eine$ Übersichtsaufnahme$ als$ auch$ eine$ Aufnahme$ im$ Großformat$ zu$ erhalten.$ Für$ das$

Wachstum$ befanden$ sich$ die$ Zellen$ im$ Inkubator$ bei$ konstanter$ Temperatur$ von$ 37°C$

und$ unter$ 5%$ CO2=Begasung.$ $ Zwischenzeitlich$ wurden$ die$ Zellen$ nach$ den$ jeweiligen$

Zeitabständen$ von$ 0$ Stunden$ und$ 12$ Stunden$ fotografiert$ und$ darauffolgend$ das$

Neuritenwachstum$analysiert,$ausgewertet$und$mit$den$Ergebnissen$der$RTCA$verglichen.$$

$

$

$

$

$

$ $

$

$

$

$

$

$

$
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4 Ergebnisse!

$

4.1 Transfektion!

$
Für$die$Untersuchung$des$Einflusses$ von$Adenosintriphosphat$ auf$ das$NCAM=induzierte$

Neuritenwachstum$ wurden$ zunächst$ NCAM140=$ und$ NCAM180=exprimierende$ B35=

Neuroblastomzellen$ generiert.$ Die$ Vektoren,$ in$ denen$ unter$ der$ Kontrolle$ eines$ CMV=

Promoters$die$NCAM140=$und$NCAM180=cDNA$integriert$war,$wurden$durch$Transfektion$

mit$Hilfe$von$Lipofectamine$in$den$Wildtyp$der$B35=Zelllinie$eingeschleust.$Die$einzelnen,$

aus$ einer$ Zelle$ hervorgegangenen,$ Zellklone$ wurden$ in$ 96=Well$ Mikrotiterplatten$ mit$

G418$ Antibiose$ selektiert.$ Die$ Überprüfung$ der$ NCAM=Expression$ erfolgte$ daraufhin$

durch$einen$Western$Blot$aller$drei$Zelllinien.$Hierbei$wurden$die$beiden$NCAM=Varianten$

durch$den$an$die$zytoplasmatische$Domäne$und$damit$intrazellulär$bindenden$5B8$Anti=

NCAM=Antikörper$ detektiert$ und$ mit$ Hilfe$ eines$ zweiten$ Peroxidase=gekoppelten$

Antikörpers$sichtbar$gemacht.$In$der$Abb.$9$sind$die$NCAM=Proteine$mit$140$kDa$und$180$

kDa$ deutlich$ sichtbar.$ Der$ B35=Wildtyp$ exprimiert$ keine$ NCAM=Moleküle.$ Als$ Ergebnis$

lagen$ die$ drei$ Zelllinien,$ B35=Wildtyp$ ohne$ NCAM$ (B35=WT),$ B35$ mit$ NCAM$ 140=

Expression$(B35=NCAM140)$und$B35$mit$NCAM$180=Expression$(B35=NCAM180)$vor.$Sie$

schufen$die$Grundlage$für$die$sich$anschließenden$Untersuchung$des$Neuritenwachstums$

durch$das$RTCA=Verfahren.$$$

$

$$$$ $$$
Abb.!9:!! Western!Blot!der!drei!Zelllinien!mit!Darstellung!der!NCAMQExpression!

$
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Für$ den$ optimalen$ Ablauf$ der$ RTCA=Analysen$ wurden$ die$ einzelnen$ Experimente$ in$

Versuchskomplexen$durchgeführt.$Diese$Versuchskomplexe$bauten$sukzessiv$aufeinander$

auf,$ um$ die$ Übersichtlichkeit$ der$ Ergebnisse$ zu$ gewährleisten.$ Die$ Experimente$ in$ den$

einzelnen$ Versuchskomplexen$ wurden$ mindestens$ drei$ Mal$ wiederholt,$ um$ einen$

entsprechend$hohen$Aussagewert$zu$erhalten.$Zusätzlich$wurden$ immer$doppelt$und$zu$

einem$ Teil$ auch$ vierfach$ Bestimmungen$ vorgenommen.$ Für$ die$ Echtzeit=Aufnahmen$

beschränkten$wir$uns$auf$einen$Zeitraum$von$12$Stunden,$da$sich$das$Neuritenwachstum$

hauptsächlich$in$diesem$Zeitintervall$entscheidend$vollzieht.$In$allen$Experimenten$wurde$

zusätzlich$ein$Leerwert$(Medium$ohne$Zellen)$mitbestimmt.$$

$

$

4.2 Neuritenwachstum!von!B35QWT,!B35QNCAM140!und!B35QNCAM180!

$
Dieser$ erste$ Versuchskomplex$ diente$ der$ Analyse$ und$ Gegenüberstellung$ des$

Neuritenwachstums$ der$ B35=Zellen$ vom$ Wildtyp$ und$ der$ B35=Zellen$ mit$ integriertem$

NCAM140$ und$ NCAM180$ in$ normalem$ Nährmedium$ ohne$ beeinflussende$ Zusätze.$ Die$

Zellen$ wurden$ alle$ in$ gleicher$ Zellzahl$ unter$ exakt$ gleichen$ Vorraussetzungen$ auf$

Neuritenwachstum$ untersucht$ und$ verglichen.$ Die$ Abb.$ 10$ zeigt$ die$ Gegenüberstellung$

des$Neuritenwachstums$der$B35=WT=Zellen,$der$B35=NCAM140=$und$der$B35=NCAM180=

Zellen$in$normalem$Medium$ohne$Zusätze.$$

$

!

Abb.!10:!! Darstellung!des!Neuritenwachstums!von!B35QWT,!B35QNCAM140!und!B35QNCAM180!!

! ! in!normalem!Medium!!

$
Graph$1$(Schwarz):$Leerwert$$ $ $ Graph$3$(Grün):$B35=NCAM140$
Graph$2$(Rot):$B35=WT$$ $ $ Graph$4$(Blau):$B35=NCAM180$
$

$



$ 45$

In$ der$ Abb.$ 10$ ist$ deutlich$ sichtbar,$ dass$ es$ ein$ NCAM=induziertes$ Neuritenwachstum,$

dargestellt$ über$ einen$ stärkeren$ Anstieg$ des$ Zellindexes$ (CI=$ Cell$ Index),$ bei$ den$ B35=

NCAM140=Zellen$und$B35=NCAM180=Zellen$gegenüber$dem$B35=Wildtyp$gibt.$Die$Zellen$

mit$NCAM140=Expression$zeigen$ein$noch$wesentlich$stärkeres$Neuritenwachstum$als$die$

Zellen$mit$NCAM180=Expression.$Der$CI$ der$B35=WT=Zellen$ liegt$ nach$12h$bei$ ungefähr$

CI=$0,2.$Der$CI$der$B35=NCAM140=Zellen$ liegt$nach$12h$bei$ungefähr$CI=$2,2.$Der$CI$der$

B35=NCAM180=Zellen$ liegt$ nach$12h$bei$ ungefähr$ CI=$0,3.$Das$ Leermedium$ohne$Zellen$

verursacht$keine$Veränderungen$im$Zellindex.$Alle$Zelllinien$zeigen$eine$Adhäsionsphase$

über$die$ersten$1$bis$2$Stunden,$die$durch$einen$Initial=Anstieg$des$CI$gekennzeichnet$ist.$$

Um$ die$ RTCA=Ergebnisse$ visuell$ zu$ überprüfen$ wurden$ Foto=Dokumentationen$

durchgeführt.$Die$Zellen$wurden$in$gleicher$Zellzahl$unter$selben$Bedingungen$beobachtet$

und$ über$ digitale$ Fotografie$ aus$ dem$ Mikroskop$ aufgezeichnet.$ Die$ Abb.$ 11$ zeigt$ die$

fotographische$ Darstellung$ des$ Neuritenwachstums$ von$ B35=WT=,$ B35=NCAM140=$ und$

B35=NCAM180=Zellen$zu$Beginn$der$Experimente$und$nach$12$Stunden.$Nach$12$Stunden$

ist$ die$ Neuritogenese$ der$ B35=NCAM140=$ und$ B35=NCAM180=Zellen$ wesentlich$ weiter$

fortgeschritten$ als$ das$ der$ B35=WT=Zellen.$Wobei$ die$NCAM140=exprimierende$ Zelllinie$

das$stärkste$Neuritenwachstum$aufweist.$$$

$

$

$

$

$

$

$

$

$

$

$

Abb.!11:!! Fotographische!Darstellung!des!Neuritenwachstums!von!B35QWT,!B35QNCAM140!

! ! und!B35QNCAM180!in!normalem!Medium!zu!Beginn!und!nach!12h!!!

$
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4.3 Einfluss!von!ATP!auf!das!Neuritenwachstum!der!B35QZelllinien!

$
In$ diesem$ zweiten$ Versuchskomplex$ wurde$ die$ Interaktion$ zwischen$ Adenosin=

triphosphat$ und$ dem$NCAM=induziertem$Neuritenwachstum$ untersucht.$ Da$ ATP$ in$ den$

Vesikeln$ der$ präsynaptischen$ Membran$ der$ Nervenenden$ in$ sehr$ unterschiedlichen$

Konzentrationen$ (bis$ zu$ 1000mM)$ gespeichert$ und$ in$ den$ Extrazellulärraum$

ausgeschüttet$ wird,$ orientierten$ wir$ uns$ an$ der$ aktuellen$ Studienlage$ und$ bereits$

vorhandenen$Versuchen$mit$ATP$bezüglich$der$ verwendeten$Konzentrationen$ (Kiselyov$

et$al.,$2003;$Fields$and$Burnstock,$2006).$Die$Experimente$wurden$zuerst$mit$einer$ATP=

Konzentration$ von$ 2,5mM$ durchgeführt.$ Hinzukommend$ liegen$ die$ OH=Gruppen$ der$

Phosphate$ des$ ATP=Moleküls$ in$ wässriger$ Lösung$ dissoziiert$ vor.$ Daher$ ist$ ATP$ in$ der$

Lage$als$Protonendonator$zu$wirken.$Um$keinen$zusätzlich$beeinflussenden$Effekt$durch$

eine$ pH=Wert=Veränderung$ zu$ erhalten,$ nutzten$ wir$ demnach$ die$ neutralisierenden$

Eigenschaften$eines$Tris=Puffers$für$alle$weiteren$Versuche.$$

$

Im$ ersten$ Schritt$ erfolgte$ unter$ 2,5mM$ ATP$ und$ im$ normalem$ Medium$ ein$ Vergleich$

zwischen$B35=WT$und$B35=NCAM140=exprimierenden$Zellen.$$

$

$

Abb.!12:!! Darstellung!des!Neuritenwachstums!von!B35QWT!und!B35QNCAM140!!

! ! in!normalem!Medium!und!unter!2,5mM!ATP!!
!
Graph$1$(Schwarz)$Leerwert$
Graph$2$(Rot)$B35=WT$
Graph$3$(Magenta)$B35=WT$mit$2,5mM$ATP$
Graph$4$(Hellgrün)$B35=NCAM140$
Graph$5$(Dunkelgrün)$B35=NCAM$140$mit$2,5mM$ATP$

$
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Anhand$der$Abb.$12$erkennt$man$die$Entwicklung$des$Neuritenwachstums$von$B35=WT=$

und$ B35=NCAM140=Zellen$ im$ normalem$ Medium,$ wie$ sie$ auch$ im$ ersten$

Versuchskomplex$gezeigt$wurde.$Dabei$liegt$der$Zellindex$für$die$B35=NCAM140$nach$12h$

bei$ungefähr$CI=$2,4.$Die$B35=WT$haben$nach$12h$einen$Zellindex$von$CI=$0,3.$Unter$einer$

2,5mM$ATP=Konzentration$ zeigte$ sich$ bei$ den$B35=WT$keine$Veränderung$ im$Zellindex.$

Dieser$ blieb$ bei$ ungefähr$ CI=$ 0,3.$ Die$ NCAM140=exprimierenden$ Neuroblastomzellen$

zeigten$ nach$ 12h$ eine$ ausgesprochene$ Suppression$ des$ Neuritenwachstums$ mit$ einem$

Zellindex$von$ungefähr$CI=$1,2$gegenüber$im$normalem$Medium$mit$CI=$2,4.$$

$

Im$ zweiten$ Schritt$ erfolgte$ unter$ 2,5mM$ ATP$ und$ im$ normalem$Medium$ ein$ Vergleich$

zwischen$B35=WT$und$B35=NCAM180=exprimierenden$Zellen.$

$

$

!

Abb.!13:!! Darstellung!des!Neuritenwachstums!von!B35QWT!und!B35QNCAM180!!

! ! in!normalem!Medium!und!unter!2,5mM!ATP!!
!
Graph$1$(Schwarz)$Leerwert$
Graph$2$(Rot)$B35=WT$
Graph$3$(Magenta)$B35=WT$mit$2,5mM$ATP$
Graph$4$(Blau)$B35=NCAM180$
Graph$5$(Türkies)$B35=NCAM$180$mit$2,5mM$ATP$

$

$

Anhand$der$Abb.$13$erkennt$man$die$Entwicklung$des$Neuritenwachstums$von$B35=WT=$

und$ B35=NCAM180=Zellen$ im$ normalem$ Medium,$ wie$ sie$ auch$ im$ ersten$

Versuchskomplex$ gezeigt$wurde.$ Dabei$ liegt$ der$ Zellindex$ für$ die$ B35=NCAM180$ Zellen$

nach$12h$bei$ungefähr$CI=$0,33.$Die$B35=WT$Zellen$haben$nach$12h$einen$Zellindex$von$

ungefähr$CI=$0,21.$Unter$einer$2,5mM$ATP=Konzentration$zeigte$sich$bei$den$B35=Wildtyp$

Zellen$keine$Veränderung$im$Zellindex.$Dieser$blieb$bei$ungefähr$CI=$0,21.$Die$NCAM180=
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exprimierenden$ Neuroblastomzellen$ zeigten$ nach$ 12h$ eine$ leichte$ Suppression$ des$

Neuritenwachstums$mit$einem$Zellindex$von$ungefähr$CI=$0,22$gegenüber$ im$normalem$

Medium$mit$CI=$0,33.$Es$ließ$sich$also$auch$für$die$Neuroblastomzellen$mit$der$NCAM180=

Expression$ zeigen,$ dass$ Adenosintriphosphat$ einen$ hemmenden$ Einfluss$ auf$ das$

Neuritenwachstum$hat.$

$

Im$dritten$Schritt$erfolgte$ in$einem$neuen$Versuch,$unter$2,5mM$ATP$und$ im$normalem$

Medium$nochmals$ ein$Vergleich$ zwischen$B35=WT,$B35=NCAM140=$ und$B35=NCAM180=

exprimierenden$Zellen.$$

$

$

Abb.!14:!! Darstellung!des!Neuritenwachstums!von!B35QWT,!B35QNCAM140!und!B35QNCAM180!!

! ! in!normalem!Medium!und!unter!2,5mM!ATP!!
!
Graph$1$(Schwarz)$Leerwert$
Graph$2$(Rot)$B35=WT$
Graph$3$(Magenta)$B35=WT$mit$2,5mM$ATP$
Graph$4$(Hellgrün)$B35=NCAM140$
Graph$5$(Dunkelgrün)$B35=NCAM140$mit$2,5mM$ATP$
Graph$6$(Blau)$B35=NCAM180$
Graph$7$(Lila)$B35=NCAM$180$mit$2,5mM$ATP$

$

Anhand$ der$ Abb.$ 14$ erkennt$ man$ die$ regelrechte$ Entwicklung$ des$ Neuritenwachstums$

von$ B35=WT,$ B35=NCAM140$ und$ B35=NCAM180$ Zellen$ im$ normalem$ Medium,$ wie$ sie$

auch$im$ersten$Versuchskomplex$gezeigt$wurde.$Alle$Zellen$zeigen$eine$Adhäsionsphase$in$

den$ ersten$ 2$ Stunden.$ Die$ B35=WT$Zellen$ haben$ im$ normalem$Medium$nach$ 12h$ einen$

Zellindex$von$CI=$0,2.$Unter$einer$2,5mM$ATP=Konzentration$zeigte$sich$bei$den$B35=WT=

Zellen$keine$Veränderung$im$Zellindex.$Dieser$blieb$bei$ungefähr$CI=$0,2.$Die$NCAM140=

exprimierenden$Neuroblastomzellen$zeigten$nach$12h$in$2,5mM$ATP$eine$ausgesprochene$

Suppression$des$Neuritenwachstums$mit$einem$Zellindex$von$ungefähr$CI=$1,3$gegenüber$
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im$normalem$Medium$mit$CI=$2,4.$Die$NCAM180=exprimiernden$Zellen$zeigten$nach$12h$

in$ 2,5mM$ ATP$ eine$ Suppression$ des$ Neuritenwachstums$ mit$ einem$ Zellindex$ von$

ungefähr$CI=$0,2$gegenüber$im$normalem$Medium$mit$CI=$0,3.$Diese$Ergebnisse$ließen$die$

Schlussfolgerung$ zu,$ dass$ das$ Neuritenwachstum$ durch$ Adenosintriphosphat$ sowohl$

einen$ hemmenden$ Einfluss$ bei$ den$ NCAM140=exprimierenden,$ als$ auch$ bei$ den$

NCAM180=exprimierenden$Zellen$hat.$$

Auch$zum$Abschluss$dieses$Versuchskomplexes$wurden$digitale$Fotoserien$der$Zellen$und$

des$ Neuritenwachstums$ zu$ Beginn$ und$ nach$ 12h$ angefertigt.$ Diese$ sind$ in$ Abb.$ 15$

dargestellt.$$

$

$

!

Abb.!15:!! Fotographische!Darstellung!des!Neuritenwachstums!von!B35QWT,!B35QNCAM140!und!!

! ! B35QNCAM180!in!normalem!Medium!und!unter!2,5mM!ATP!zu!Beginn!und!nach!12h!!

$

$
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4.4 Einfluss!verschiedener!ATPQKonzentrationen!auf!das!Neuritenwachstum!

$
In$diesem$letzten$Versuchskomplex$stellte$sich$die$Frage,$ob$eine$abgestufte$Veränderung$

der$ extrazellulären$ ATP=Konzentration$ auch$ mit$ einem$ abgestuften$ Effekt$ des$

Neuritenwachstums$einhergeht.$Nachdem$Versuchskomplex$2$mit$ einer$ entsprechenden$

ATP=Konzentration$von$2,5mM$durchgeführt$wurde,$konnten$in$diesem$Abschnitt$B35=WT$

mit$ B35=NCAM140=$ und$ B35=NCAM180=Zellen$ in$ normalem$ Medium$ und$ unter$

verschiedenen$ ATP=Konzentrationen$ untersucht$ werden.$ Es$ wurden$ aufsteigende$ ATP=

Konzentrationen$von$1mM,$2mM$und$2,5mM$verwendet.$$$

$

Im$ersten$Schritt$erfolgte$ im$normalem$Medium$und$unter$1mM,$2mM$und$2,5mM$ATP=

Lösung$ein$Vergleich$zwischen$B35=WT$und$B35=NCAM140=exprimierenden$Zellen.$$

$

Abb.!16:!! Darstellung!des!Neuritenwachstums!von!B35QWT!und!B35QNCAM140!

! ! in!normalem!Medium!und!unter!1mM;!2mM;!2,5mM!ATP!

$
Graph$1$(Schwarz)$Leerwert$
Graph$2$(Rot)$B35=WT$$ $ $ Graph$6$(Hellgrün)$B35=NCAM140$
Graph$3$(Magenta)$B35=WT$mit$1mM$ATP$ $ Graph$7$(Dunkelgrün)$B35=NCAM140$mit$1mM$ATP$
Graph$4$(Orange)$B35=WT$mit$$2,0mM$ATP$$ Graph$8$(Mintgrün)$B35=NCAM140$mit$2mM$ATP$
Graph$5$(Lila)$B35=WT$mit$2,5mM$ATP$$ $ Graph$9$(Türkies)$B35=NCAM$140$mit$2,5mM$ATP$

$

$

In$der$Abb.$16$zeigt$sich$eine$Entwicklung$des$Neuritenwachstums$der$B53=Wildtyp$Zellen$

im$ normalem$ Medium$ und$ unter$ der$ Zugabe$ von$ 1mM,$ 2mM,$ 2,5mM$ ATP$ mit$ einem$

nahezu$gleichen$Zellindex$von$CI=$0,3.$Es$ lässt$ sich$daher$vermuten,$dass$ATP$auf$diese$

Zelllinie$keinen$Einfluss$hatte.$Die$NCAM140=exprimierenden$Zellen$zeigten$im$normalem$

Medium$ein$Neuritenwachstum$wie$ $es$unter$anderem$aus$dem$ersten$Versuchskomplex$

bekannt$war.$Nach$12h$hatten$sie$einen$Zellindex$von$ungefähr$CI=$2,6.$Unter$1mM$ATP$
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konnte$ eine$ Hemmung$ des$ Zellindexes$ auf$ CI=$ 2$ gemessen$ werden.$ Unter$ 2mM$ ATP$

konnte$ eine$Hemmung$des$Zellindexes$ auf$CI=$1,6$ gemessen$werden.$Unter$2,5mM$ATP$

konnte$eine$Hemmung$des$Zellindexes$auf$CI=$1,2$gemessen$werden.$Daher$lässt$sich$hier$

eine$abgestufte$Hemmung$des$Neuritenwachstums$bei$NCAM140=exprimierenden$Zellen$

gegenüber$ B35=Wildtyp$ Zellen,$welche$ sich$ unbeeinflusst$ durch$ die$ stufenweise$ Zugabe$

von$ATP$zeigen,$veranschaulichen.$$$$$

Im$zweiten$Schritt$erfolgte$im$normalem$Medium$und$unter$1mM,$2mM$und$2,5mM$ATP=

Lösung$ein$Vergleich$zwischen$B35=WT$und$B35=NCAM180=exprimierenden$Zellen.$$

$$

Abb.!17:! Darstellung!des!Neuritenwachstums!von!B35QWT!und!B35QNCAM180!!

! ! in!normalem!Medium!und!unter!1mM;!2mM;!2,5mM!ATP!

$
Graph$1$(Schwarz)$Leerwert$
Graph$2$(Rot)$B35=WT$$ $ $ Graph$6$(Dunkelblau)$B35=NCAM180$
Graph$3$(Dunkelrot)$B35=WT$mit$1mM$ATP$ Graph$7$(Lila)$B35=NCAM180$mit$1mM$ATP$
Graph$4$(Orange)$B35=WT$mit$$2,0mM$ATP$$ Graph$8$(Blau)$B35=NCAM180$mit$2mM$ATP$
Graph$5$(Magenta)$B35=WT$mit$2,5mM$ATP$$ Graph$9$(Türkies)$B35=NCAM$180$mit$2,5mM$ATP$

$

$

In$der$Abb.$17$zeigt$sich$eine$Entwicklung$des$Neuritenwachstums$der$B53=Wildtyp$Zellen$

im$normalem$Medium$und$unter$ der$ Zugabe$ von$1mM,$2mM,$2,5mM$ATP$mit$ einem$CI$

zwischen$ 0,35=0,45.$ Daher$ lässt$ sich$ auch$ hier$ vermuten,$ dass$ ATP$ auf$ diese$ Zelllinie$

keinen$Einfluss$hatte.$Die$NCAM180=exprimierenden$Zellen$zeigten$im$normalem$Medium$

ein$Neuritenwachstum,$wie$$es$unter$anderem$aus$dem$ersten$Versuchskomplex$bekannt$

war.$Nach$12h$hatten$sie$einen$Zellindex$von$ungefähr$CI=$0,53.$Unter$1mM$ATP$konnte$

eine$Hemmung$des$Zellindexes$auf$CI=$0,5$gemessen$werden.$Unter$2mM$ATP$konnte$eine$

Hemmung$des$Zellindexes$ auf$CI=$0,4$ gemessen$werden.$Unter$2,5mM$ATP$konnte$ eine$

Hemmung$des$Zellindexes$auf$CI=$0,3$gemessen$werden.$Daher$ lässt$ sich$auch$hier$eine$



$ 52$

abgestufte$ Hemmung$ des$ Neuritenwachstums$ bei$ NCAM180=exprimierenden$ Zellen$

gegenüber$ B35=Wildtyp$ Zellen,$welche$ sich$ unbeeinflusst$ durch$ die$ stufenweise$ Zugabe$

von$ATP$zeigen,$veranschaulichen.$$$$$

Im$dritten$Schritt$erfolgte$in$einem$neuen$Versuch$im$normalem$Medium$und$unter$1mM,$

2mM$und$2,5mM$ATP=Lösung$ein$Vergleich$zwischen$B35=WT,$B35=NCAM140=$und$B35=

NCAM180=exprimierenden$Zellen.$$

$

$
Abb.!18:!! Darstellung!des!Neuritenwachstums!von!B35QWT,!B35QNCAM140!und!B35QNCAM180!!

! ! in!normalem!Medium!und!unter!1mM;!2mM;!2,5mM!ATP!

$
Graph$1$(Schwarz)$Leerwert$ $ $ Graph$10$(Dunkelblau)$B35=NCAM180$
Graph$2$(Rot)$B35=WT$$ $ $ Graph$11$(Lila)$B35=NCAM180$mit$1mM$ATP$
Graph$3$(Dunkelrot)$B35=WT$mit$1mM$ATP$ Graph$12$(Blau)$B35=NCAM180$mit$2mM$ATP$
Graph$4$(Orange)$B35=WT$mit$$2,0mM$ATP$$ Graph$13$(Türkies)$B35=NCAM$180$mit$2,5mM$ATP$
Graph$5$(Magenta)$B35=WT$mit$2,5mM$ATP$$ $
$
Graph$6$(Hellgrün)$B35=NCAM140$
Graph$7$(Mintgrün)$B35=NCAM140$mit$1mM$ATP$
Graph$8$(Dunkelgrün)$B35=NCAM140$mit$2mM$ATP$
Graph$9$(Türkies)$B35=NCAM$140$mit$2,5mM$ATP$

$

$

In$der$Abb.$18$zeigt$sich$eine$Entwicklung$des$Neuritenwachstums$der$B53=Wildtyp$Zellen$

im$ normalem$ Medium$ und$ unter$ der$ Zugabe$ von$ 1mM,$ 2mM,$ 2,5mM$ ATP$ mit$ einem$

nahezu$gleichen$Zellindex$von$CI=$0,2.$Die$unterschiedlichen$ATP=Konzentrationen$haben$

auf$ diese$ Zelllinie$ keinen$ Einfluss.$ Die$ NCAM140=exprimierenden$ Zellen$ zeigten$ im$

normalen$ Medium$ ein$ regelrechtes$ Neuritenwachstum$ wie$ $ es$ aus$ den$ anderen$

Experimenten$ bekannt$ war.$ Nach$ 12h$ hatten$ sie$ einen$ Zellindex$ von$ ungefähr$ CI=$ 2,4.$

Unter$ 1mM$ ATP$ konnte$ eine$ Hemmung$ des$ Zellindexes$ auf$ CI=$ 1,8$ gemessen$ werden.$

Unter$ 2mM$ ATP$ konnte$ eine$ Hemmung$ des$ Zellindexes$ auf$ CI=$ 1,4$ gemessen$ werden.$
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Unter$2,5mM$ATP$konnte$ eine$Hemmung$des$Zellindexes$ auf$CI=$1,0$ gemessen$werden.$

Die$ NCAM180=exprimierenden$ Zellen$ zeigten$ im$ normalem$ Medium$ ein$ regelrechtes$

Neuritenwachstum$ mit$ einem$ Zellindex$ von$ CI=$ 0,4.$ Unter$ den$ verschiedenen$ ATP=

Konzentrationen$konnte$auch$hier$eine$abgestufte$Hemmung$des$Neuritenwachstums$mit$

steigendem$ATP=Gehalt$gezeigt$werden.$Zum$Abschluss$dieses$letzten$Versuchskomplexes$

wurden$wiederum$digitale$Fotoserien$der$Zellen$und$des$Neuritenwachstums$angefertigt.$

Die$Abb.$19$zeigt$alle$drei$Zelllinien$nach$12h$in$normalem$Medium$und$unter$einer$1mM,$

2mM$und$2,5mM$ATP=Konzentration.$$$

$

$

!

Abb.!19:!! Fotographische!Darstellung!des!Neuritenwachstums!von!B35QWTQ,!B35QNCAM140Q!und!!

! ! B35QNCAM180QZellen!nach!12h!unter!1mM;!2mM;!2,5mM!ATP!!!!

$
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5 Diskussion!

$
Das$ neurale$ Zelladhäsionsmolekül$ NCAM$ ist$ an$ einer$ Vielzahl$ von$ molekularen$

Interaktionen$und$der$Aktivierung$intrazellulärer$Signalkaskaden$involviert.$Obwohl$über$

die$ Struktur$ und$ Funktion$ des$ Glykoproteins$ viele$ Informationen$ vorliegen,$ weiß$ man$

über$ die$ Funktion$ der$ extrazellulären,$ ATP=hydrolysierenden$ Domäne$ sehr$ wenig.$ Auf$

dieser$Grundlage$stellte$sich$die$Frage$nach$dem$Einfluss$der$ATP=NCAM=Interaktion,$auf$

das$NCAM=induzierte$Neuritenwachstum.$Es$wurden$im$Labor$zunächst$stabile$NCAM140=$

und$ NCAM180=exprimierende$ B35=Neuroblastomzellen$ generiert.$ Die$ Kontrolle$ erfolgte$

durch$einen$Western$Blot$aller$drei$Zelllinien.$$

$

$

5.1 NCAM140!induziert!mehr!Neuritenwachstum!als!NCAM180!

$
Der$ erste$Versuchskomplex,$ dessen$Ergebnisse$ in$der$Abb.$ 10$dargestellt$ sind,$widmete$

sich$ der$ Analyse$ und$ Gegenüberstellung$ des$ Neuritenwachstums$ der$ B35=Zellen$ vom$

Wildtyp$ und$ der$ B35=Zellen$ mit$ integriertem$ NCAM140$ und$ NCAM180$ in$ normalem$

Nährmedium$ ohne$ beeinflussende$ Zusätze.$ In$ den$ ersten$ 60=120$ Minuten$ ist$ die$

Adhäsionsphase$der$Zellen,$wie$sie$in$den$RTCA=Experimenten$erfolgt,$durch$den$initialen$

Anstieg$des$Zellindex$gekennzeichnet.$Die$Erklärung$für$die$Zellindexerhöhung$liegt$in$der$

Adhäsion$der$Zellen,$deren$Zellmembran$wie$ein$Dielektrikum$auf$die$Goldplatinen$wirkt$

und$ somit$ den$Wechselstromwiderstand$ erhöht.$Da$ sich$ die$ Impedanz$ im$RTCA=System$

erhöht,$kommt$es$außer$im$Leermedium$ohne$Zellen$auch$zum$Anstieg$des$Graphen.$Die$

im$weiteren$Verlauf$registrierte$Impedanzerhöhung$geschieht$durch$das$Auswachsen$von$

Neuriten,$ welches$ sich$ vor$ allem$ in$ den$ ersten$ zehn$ Stunden$ nach$ der$ Zelladhäsion$

vollzieht$(Greene$and$Tischler,$1976).$Dabei$haben$die$Wildtyp=Zellen$ein$sehr$niedriges$

NCAM=unabhängiges$ Baseline=Neuritenwachstum.$ Eine$ Erklärung$ für$ dieses$ Baseline=

Neuritenwachstum$ der$ B35=WT=Zellen$ ist$ die$ Tatsache,$ dass$ neben$ einer$ eventuell$

minimalen$und$kaum$detektierbaren$NCAM=Expression$auch$andere$Proteine$wie$L1,$and$

N=Cadherin$ das$ Neuritenwachstum$ stimulieren$ (Kiryushko$ et$ al.,$ 2004).$ Nach$ zwölf$

Stunden$ liegt$der$Zellindex$ für$die$B35=NCAM140=Zellen$bei$CI=2,2.$Dies$entspricht$dem$

elffachem$der$Wildtypzellen$und$dem$circa$siebenfachen$der$B35=NCAM180=Zellen.$Damit$

ist$ eindeutig,$ dass$ die$ NCAM140=Isoform$ das$ stärkste$ Neuritenwachstum$ induziert.$ In$

einer$ 1985$ veröffentlichten$ Studie$ fand$ man$ NCAM140$ an$ den$ Wachstumskegeln$ von$

Nervenzellen.$Es$wurde$neben$NCAM180,$welches$eher$Zelladhäsion$erzeugte,$vor$allem$

für$ die$ Neuritogenese$ verantwortlich$ gemacht$ (Pollerberg$ et$ al.,$ 1985).$ Auch$ die$
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Arbeitsgruppe$um$R.$Horstkorte$konnte$2004$diese$Ergebnisse$bestätigen$(Büttner$et$al.,$

2004).$ Die$ Fotos$ der$ Abb.$ 11$ verdeutlichen$ diese$ Zusammenhänge.$ Es$ zeigt$ sich$ ein$

minimales$ Baseline=Neuritenwachstum$ der$ B35=WT=Zellen,$ neben$ vermehrtem$

Neuritenwachstum$ der$ transfizierten$ Zellen.$ Die$ B35=NCAM140=Zellen$ zeigen$ nach$ 12h$

die$ meisten$ und$ längsten$ Neuriten.$ Dieser$ Abschnitt$ der$ Arbeit$ verifiziert$ durch$ die$

Echtzeit=Analysen$ der$ RTCA,$ dass$ NCAM140$ stärker$ als$ die$ NCAM180=Isoform$ das$

Neuritenwachstum$induziert.$$$

$
$

5.2 ATP!hat!einen!hemmenden!Einfluss!auf!das!Neuritenwachstum!

$
Der$ Zweite$ Versuchskomplex$ widmete$ sich$ der$ ATP=NCAM=Interaktion.$ Die$ ATP=

Konzentrationen$ im$ ZNS$ können$ insgesamt$ sehr$ variabel$ sein$ und$ schwanken$ vom$

micromolaren$ bis$ millimolaren$ Bereich$ in$ den$ präsynaptischen$ Vesikeln$ (Burnstock,$

2006).$ Einige$ Studien$ zeigen$ allerdings,$ dass$ die$ Konzentration$ durchschnittlich$ im$

unteren$mM=Bereich$ liegt$ (Dubyak$and$el=Moatassim,$1993).$Da$keine$genauen$Angaben$

zu$ extrazellulären$ ATP=Mengen$ im$ Nervensystem$ existieren,$ orientierten$ wir$ uns$ an$

vorangegangenen$ Studien$mit$ATP$unter$Verwendung$ einer$ 2,5mM$Konzentrationsstufe$

(Kiselyov$ et$ al.,$ 2003).$ Die$ OH=Gruppen$ der$ Phosphate$ des$ ATP=Moleküls$ liegen$ in$

wässriger$ Lösung$ dissoziiert$ vor.$ Daher$ ist$ ATP$ in$ der$ Lage$ als$ Protonendonator$ zu$

wirken.$ Zum$ Ausschluss$ eines$ zusätzlich$ beeinflussenden$ Effektes$ durch$ eine$ pH=Wert=

Veränderung$nutzten$wir$ für$ alle$weiteren$Versuche$ einen$pH=stabilisierenden$2M$Tris=

Puffer$ (pH=6,8).$ Neben$ dem$ Medium=pH=Indikator$ nutzen$ wir$ pH=Messstreifen$ zur$

zusätzlichen$ Kontrolle$ für$ die$ weiteren$ Experimente.$ In$ Abb.$ 12$ ist$ der$ Einfluss$ von$

2,5mM$ATP$ als$Mediumzusatz$ auf$B35=WT=$ und$B35=NCAM140=Zellen$ zu$ erkennen.$Die$

B35=NCAM140=Zellen$ zeigen$ unter$ ATP$ hierbei$ einen$ starken$ Abfall$ des$

Neuritenwachstums$ von$ CI=2,4$ (ohne$ ATP)$ auf$ CI=1,2$ (mit$ ATP).$ Dies$ entspricht$ einer$

Suppression$um$50%.$Es$ gab$keinen$Unterschied$ für$die$B35=WT=Zellen$durch$ATP.$Die$

sich$ anschließende$ Fotoserie$ unterstützt$ dieses$ Ergebnis$ in$ Abb.$ 15.$ In$ Abb.$ 13$ Ist$ der$

Einfluss$ von$ 2,5mM$ ATP$ als$ Mediumzusatz$ auf$ B35=WT=$ und$ B35=NCAM180=Zellen$ zu$

erkennen.$ Die$ B35=NCAM180=Zellen$ zeigen$ unter$ ATP$ einen$ Abfall$ des$

Neuritenwachstums$von$CI=0,33$(ohne$ATP)$auf$CI=0,22$(mit$ATP).$Dies$entspricht$einer$

Suppression$um$30%.$Es$ gab$keine$Veränderung$ im$Zellindex$der$B35=WT$Zellen$durch$

ATP.$Die$sich$anschließende$Fotoserie$unterstützt$dieses$Ergebnis$ebenfalls$in$Abb.$15.$In$

Abb.$ 14$ erfolgte$ eine$ Bestätigung$ der$ vorhergehenden$ Ergebnisse,$ indem$ alle$ Zellen$

zusammen$in$einer$neuen,$gemeinsamen$Messreihe$mit$und$ohne$ATP$untersucht$worden.$

Die$ B35=WT=Zellen$ zeigen$ keine$ Unterschiede$ im$ Zellindex.$ Die$ B35=NCAM140=Zellen$
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zeigen$wiederum$ eine$ Suppression$ des$Neuritenwachstums$ gemessen$ am$ Zellindex$ von$

CI=2,4$auf$Ci=1,3.$Dies$entspricht$einer$Suppression$um$nahezu$50%.$Die$B35=NCAM180=

Zellen$zeigten$eine$Suppression$Neuritenwachstums$gemessen$am$Zellindexes$von$CI=0,3$

auf$CI=$0,2$um$cirka$30%.$Diese$Ergebnisse$bestätigen$die$Messwerte$aus$Abb.$12$und$13.$

Dieser$ Versuchskomplex$ aus$ RTCA$ und$ Fotoserie$ zeigt,$ dass$ ATP$ einen$ hemmenden$

Einfluss$auf$das$Neuritenwachstum$NCAM=exprimierender$Neuroblastomzellen$hat.$Dabei$

wird$ das$ Neuritenwachstum$ NCAM140=exprimierender$ Zellen$ stärker$ als$ NCAM180=

exprimierender$ Zellen$ gehemmt.$ ATP$ zeigt$ in$ seiner$ Interaktion$ mit$ NCAM$ also$ auch$

Isoform=spezifische$Unterschiede.$$

$

$

5.3 ATP!hemmt!das!Neuritenwachstum!konzentrationsabhängig!

$
Es$ stellte$ sich$ nun$ die$ Frage$ nach$ einem$ ATP=konzentrationsabhängigen$ Effekt$ auf$ die$

Hemmung$ des$ Neuritenwachstums$ bei$ einer$ ATP=NCAM=Interaktion.$ In$ Abb.$ 16$ ist$ der$

Einfluss$ von$ 1mM;$ 2mM;$ 2,5mM$ ATP$ und$ normalem$ Medium$ auf$ B35=WT=$ und$ B35=

NCAM140=Zellen$ dargestellt.$ Dabei$ zeigt$ sich$ ein$ sukzessiver$ Abfall$ des$

Neuritenwachstums$ der$ NCAM140=Zellen$ um$ jeweils$ cirka$ 20%$ bei$ steigenden$ ATP=

Konzentrationen.$Es$gab$keine$Veränderung$des$Neuritenwachstums$der$B35=WT=Zellen$

unter$ ATP=Inkubation.$ In$ Abb.$ 17$ ist$ der$ Einfluss$ von$ 1mM;$ 2mM;$ 2,5mM$ ATP$ und$

normalem$Medium$ auf$ B35=WT=$ und$ B35=NCAM180=Zellen$ dargestellt.$ Dabei$ zeigt$ sich$

ein$sukzessiver$Abfall$des$Neuritenwachstums$der$NCAM180=Zellen$um$jeweils$cirka$10=

15%$ bei$ steigenden$ ATP=Konzentrationen.$ Es$ gab$ keine$ Veränderung$ des$

Neuritenwachstums$ der$ B35=WT=Zellen$ unter$ ATP=Inkubation.$ In$ Abb.$ 18$ erfolgte$ eine$

Bestätigung$der$vorhergehenden$Ergebnisse,$indem$alle$Zellen$zusammen$in$einer$neuen,$

gemeinsamen$Messreihe$unter$dem$Einfluss$von$$1mM;$2mM;$2,5mM$ATP$und$normalem$

Medium$ untersucht$ worden.$ Dabei$ kam$ es$ zu$ identischen$ Ergebnissen,$ welche$ die$ der$

Abb.$16$und$17$bestätigen.$Die$Fotoserie$der$Abb.$19$bestätigt$die$ATP=Effekte.$ Isoform=

spezifische$ Unterschiede$ bei$ der$ ATP=NCAM=Interaktion$ zeigten$ sich$ auch$ hier.$ Dieser$

Versuchskomplex$aus$RTCA$und$Fotoserie$zeigt,$dass$ATP$einen$von$seiner$Konzentration$

abhängigen$ hemmenden$ Effekt$ auf$ das$ Neuritenwachstum$ NCAM=exprimierender$$

Neuroblastomzellen$ hat.$ Es$ sei$ an$ dieser$ Stelle$ erwähnt,$ dass$ in$ Abb.$ 13$ und$ 17$ die$

Skalierung$der$Y=Achse$der$Diagramme$minimiert$wurde.$Der$Grund$hierfür$liegt$in$dem$

deutlich$ geringeren$ Zellindex$ der$ B35=NCAM180=Zellen$ im$ Vergleich$ zu$ den$ B35=

NCAM140=Zellen.$ Um$ die$ Veränderung$ des$ Zellindex$ im$ Detail$ zu$ verdeutlichen$ wurde$

diese$kleinere$Skalierung$ausnahmsweise$als$vorteilhafter$erachtet.$$
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5.4 ATPQHydrolyse!führt!möglicherweise!zu!Konformationsveränderungen!

$
Für$ das$ NCAM=vermittelte$ Neuritenwachstum$ werden$ neben$ dem$ NCAM=Ras=MAP=

Kinase=Weg,$ vor$ allem$ auch$ der$ NCAM=FGF=Rezeptor=Weg$ verantwortlich$ gemacht.$ Die$

Stimulation$des$Neuritenwachstums$ findet$dabei$über$eine$heterophile,$ cis=konfigurierte$

Bindungen$ von$ NCAM$mit$ dem$ FGFR$ statt.$ Diese$ heterophile$ Interaktion$ zwischen$ der$

ersten$ und$ zweiten$ FN=Typ=III=Domäne$ von$ NCAM$ und$ der$ zweiten$ und$ dritten$ Ig=

Domäne$des$FGFR$ führt$ zu$einer$ intrazellulären$Phosphorylierung$des$FGFR.$Die$zweite$

FN=Domäne$des$NCAM=Moleküls$ verfügt$ zusätzlich$über$ ein$15$Aminosäuren$ langes$FG=

Loop=Peptid.$Durch$NMR=Spektroskopie$und$SPR=Analysen$fand$man$heraus,$dass$sowohl$

die$ Domäne$ selbst,$ als$ auch$ der$ FG=Loop$ an$ den$ FGFR$ binden,$ um$ dessen$

Phosphorylierung$ zu$ initiieren.$ Diese$ Phosphorylierung$ aktiviert$ über$ die$ PLC$ die$

Spaltung$von$PIP3$zu$DAG$und$IP3,$wodurch$intrazellulär$die$Kalzium=Konzentration$der$

Nervenzelle$ erhöht$ wird.$ Durch$ die$ damit$ verbundene$ Aktivierung$ der$ PKC,$ welche$ als$

Vermittler$ zwischen$ dem$ NCAM=Ras=MAP=Kinase=$ und$ NCAM=FGFR=Weg$ gesehen$ wird,$

kommt$es$ zur$Aktivierung$der$CREB$und$ somit$ zu$einer$veränderten$Proteinexpression,$

welche$ maßgeblich$ zur$ Neuritenausbildung$ der$ Zelle$ beiträgt$ (Kolkova$ et$ al.,$ 2000;$

Kiselyov$et$al.,$2003).$Die$ Inkubation$von$Antikörpern$sowohl$gegen$den$FGFR,$als$auch$

gegen$ die$ erste$ und$ zweite$ FN=Typ=III=Domäne$ von$ NCAM,$ hemmt$ diesen$ NCAM=

induzierten$Signalweg$und$die$damit$verbundene$Neuritenbildung.$Die$Bedeutsamkeit$der$

Bindung$zwischen$NCAM$und$dem$FGFR$in$Bezug$auf$das$Neuritenwachstum$wird$somit$

verständlich$(Williams$et$al.,$1994;$Kasper$et$al.,$1996).$$

$

Kiselyov$ et$ al.$ untersuchten$ in$ einer$ 2003$ publizierten$ Studie$ die$ Interaktion$ zwischen$

NCAM$ und$ dem$ FGFR.$ Sie$ determinierten$ dabei$ die$ Struktur$ der$ zweiten$ FN=Typ=III=

Domäne$ anhand$ von$ NMR=Spektroskopie$ und$ demonstrierten$ durch$ SPR=Analysen$ die$

Bindung$ zwischen$ den$Domänen$ der$ beiden$Moleküle.$ Dabei$ betonten$ sie,$ dass$ das$ FG=

Loop=Peptid$essentiell$für$die$Bindung$und$Phosphorylierung$des$FGFR$ist.$Zum$Abschluss$

ihrer$ Untersuchungen$ widmeten$ sie$ sich$ der$ ATP=Hydrolyse$ durch$ NCAM$ und$ deren$

Einfluss$ auf$ die$ NCAM=FGFR=Bindung.$ Durch$ SPR=Analysen$ wurde$ gezeigt,$ dass$ die$

Bindung$der$zweiten$und$dritten$FN=Domäne$von$NCAM$mit$der$zweiten$und$dritten$Ig=

Domäne$des$FGFR$unter$1mM$ATP$zu$60%;$unter$1,5mM$zu$70%;$unter$2mM$ATP$zu$85%$

und$unter$10mM$zu$100%$gehemmt$werden$kann$(Kiselyov$et$al.,$2003).$$

$

Die$Ergebnisse$des$zweiten$und$dritten$Versuchskomplexes$dieser$Arbeit$zeigen$ebenfalls$

eine$ Inhibition$ dieser$ Signalwege$ und$ des$ Neuritenwachstums$ durch$ ATP.$ Die$ ATP=

Hydrolyse$ durch$ NCAM$ ist$ mit$ cirka$ 1000$ ATP=Molekülen$ pro$ Minute$ relativ$ niedrig$
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(Dzhandzhugazyan$ and$ Bock,$ 1997).$ Langsame$ Hydrolyse=Geschwindigkeiten$ wie$ diese$

wurden$bisher$vor$allem$in$Proteinen$wie$GTPasen$beobachtet,$bei$denen$die$Hydrolyse$

zu$ zyklischen$ Konformationsänderungen$ führte,$ um$ Signale$ weiter$ leiten$ zu$ können$

(Coleman$et$al.,$1994;$Dzhandzhugazyan$and$Bock,$1997).$Weiterhin$existiert$in$der$Nähe$

des$ ATP=hydrolysierenden$ Abschnitts$ ein$ Bereich,$ welcher$ in$ der$ Lage$ ist$ bei$

katalytischen$ Prozessen$ wie$ der$ Hydrolyse$ von$ ATP,$ Konformationsveränderungen$ des$

Moleküls$zu$regulieren$(Smith$and$Rayment,$1996).$Daher$liegt$die$Vermutung$nahe,$dass$

es$bei$der$Hydrolyse$von$ATP$durch$NCAM$zu$Konformationsveränderungen$ im$Bereich$

der$zweiten$FN$Typ=III$Domäne$kommt.$Dies$könnte$die$Bindungseigenschaften$zwischen$

dieser$ Domäne$ und$ dem$ FG=Loop=Peptid$ mit$ dem$ FGFR$ beeinflussen,$ wobei$ die$

Phosphorylierung$ des$ FGFR$ ausbleibt.$ Durch$ die$ damit$ verbundene$ Unterbrechung$ der$

Signaltransduktion$ könnte$ ATP$ das$ Neuritenwachstum$ hemmen.$ Je$ höher$ die$ ATP=

Konzentration$ ist,$ desto$ höher$ ist$ die$ Sättigung$ eines$ hydrolysierenden$ Abschnitts$ in$

Bezug$ auf$ seine$ Enzymkinetik$ und$ umso$ mehr$ NCAM=Moleküle$ können$ mit$ ATP$

interagieren.$Damit$nimmt$die$Stärke$der$Signalhemmung$in$den$B35=Zellen$zu,$was$den$

abgestuften$Effekt$der$unterschiedlichen$ATP=Konzentrationen$erklären$würde.$$

$

Extrazelluläres$ ATP$ interagiert$ vermutlich$ zusätzlich$ mit$ weiteren$ Zelloberflächen=

proteinen.$Durch$GPI=verankerte$Ectonucleotidasen$der$Zellmembran$kann$ATP$zu$ADP,$

AMP$ oder$ Adenosin$werden,$welche$ an$ Purin=Rezeptoren$ binden$ (Zimmermann,$ 2001).$

Adenosin$wirkt$am$A1=$und$A2=Subtyp$der$P1=Rezeptoren$in$humanen$Neuroblastomzellen$

und$führt$vermutlich$vor$allem$in$den$Anfängen$der$neuralen$Entwicklung$zur$Induktion$

des$ Neuritenwachstums$ (Canals$ et$ al.,$ 2005).$ Weiterhin$ können$ auch$ P2X=$ und$ P2Y=

Rezeptoren$ durch$ ATP$ und$ dessen$ verwandte$ Nukleotide$ aktiviert$ werden.$ In$ Nerven=$

und$ Gliazellen$ induziert$ ATP$ kurze$ Signale$ durch$ ionotrope$ P2X=Rezeptoren$ und$ länger$

andauernde$Signale$durch$G=Protein=gekoppelte$P2Y=Rezeptoren.$Extrazellulär$hat$es$eher$

einen$stimulierenden$Einfluss$auf$das$Neuritenwachstum$und$einen$trophischen$Effekt$auf$

die$ Entwicklung$ und$ das$ Wachstum,$ die$ Regeneration$ und$ Proliferation$ verschiedener$

Zelltypen$ des$ ZNS.$ Auch$ die$ synaptische$ Plastizität$ vermag$ ATP$ sowohl$ prä=$ als$ auch$

postsynaptisch$ zu$ modifizieren.$ Dennoch$ sind$ die$ zellulären$ Antworten$ auf$ die$

Aktivierung$von$Purin=Rezeptoren$insgesamt$von$der$Konzentration$und$Lokalisation$der$

Rezeptoren$ abhängig$ (Höpker$ et$ al.,$ 1996;$ Heine$ et$ al.,$ 2006).$ Extrazelluläres$ ATP$ ist$

außerdem$ ein$ Substrat$ für$ Ectoproteinkinasen,$ die$ in$ der$ Lage$ sind,$ Langzeit=

Potenzierung$ in$ der$ synaptischen$ Plastizität$ hervorzurufen$ (Chen$ et$ al.,$ 1996).$ Anhand$

von$ extrazellulären$ Proteinkinase=Inhibitoren$ konnte$ gezeigt$ werden,$ dass$ die$

Blockierung$extrazellulärer$Proteinkinasen$zu$einer$Blockierung$des$Neuritenwachstums$

von$PC12=Zellen$und$zu$einer$Hemmung$der$Synapsen=Bildung$von$kortikalen$Neuronen$
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des$Großhirns$führt$(Nagashima$et$al.,$1991;$Kuroda$et$al.,$1992).$Auch$NCAM$ist$ein$Ziel$

von$ Ectoproteinkinasen.$ Die$ Funktion$ der$ daraus$ resultierenden$ Phosphorylierung$ ist$

allerdings$ noch$ nach$wie$ vor$ unklar$ (Ehrlich$ et$ al.,$ 1986).$ Die$ Ergebnisse$ dieser$ Arbeit$

schließen$ eine$ Involvierung$und$den$damit$ verbundenen$Einfluss$ von$Purin=Rezeptoren$

und$ Ectoproteinkinasen$ nicht$ aus.$ Da$ sich$ die$ verwendeten$ B35=Zellen$ aber$ vermutlich$

weder$ in$ der$ Expression$ ihrer$ Purin=Rezeptoren$ noch$ in$ der$ Expression$ ihrer$

Ectoproteinkinasen$unterscheiden,$gibt$es$keine$Evidenz$für$deren$direkte$Einflussnahme$

auf$die$Veränderung$des$Neuritenwachstums$und$damit$auf$die$Ergebnisse$dieser$Arbeit.$

$

In$ allen$ Stadien$ der$ neuralen$ Entwicklung,$ wie$ auch$ im$ adulten$ Gehirn$ bei$ der$

Regeneration$und$der$Entstehung$von$Lern=$und$Gedächtnisprozessen$ist$die$Balance$aus$

synaptischer$ Plastizität$ und$ Stabilität$ der$ Nervenzellen$ eine$ grundlegende$

Vorraussetzung.$Diese$Prozesse,$welche$durch$Neuritenbildung,$der$Induktion$neuer$und$

Elimination$ vorhandener$ Synapsen$ gekennzeichnet$ sind,$ werden$ unter$ anderem$ durch$

Membranproteine$ wie$ dem$ neuralen$ Zelladhäsionsmolekül$ NCAM$ gesteuert$ und$

gewährleistet$ (Edelman,$ 1985).$ Da$ die$ Verbindungen$ zwischen$ Nervenzellen$ nicht$

kontinuierlich$ stabil$ sind,$ könnte$ ATP$ hypothetisch$ bei$ der$ Formung$ synaptischer$

Kontakte$ als$ Stoppsignal$ für$das$Neuritenwachstum$aus$der$postsynaptischen$Membran$

ausgeschüttet$werden,$ sobald$ auswachsende$ Neuriten$ die$Membran$ erreichen.$ Aus$ den$

Ergebnissen$ dieser$ Arbeit$ bestätigt$ sich,$ dass$ die$ Isoform$ NCAM140$ vor$ allem$ für$ die$

Neuritenbildung$ verantwortlich$ ist$ und$ ATP$ konzentrationsabhängig$ und$ Isoform=

spezifisch$ als$ Inhibitor$ und$ Modulator$ des$ NCAM=vermittelten$ Neuritenwachstums$

vorzuschlagen$wäre.$$

$

$

$

$

$

$

$

$

$

$

$

$
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6 Zusammenfassung!

$
In$dieser$Arbeit$wurde$der$Einfluss$von$Adenosintriphosphat$auf$das$Neuritenwachstum$

NCAM=exprimierender$ Neuroblastomzellen$ untersucht.$ Das$ zur$ Gruppe$ der$

Immunglobulin=Superfamilie$ gehörende,$ vorwiegend$ membrangebundene,$ Glykoprotein$

NCAM$ wird$ neben$ Immun=$ und$ Skelettmuskelzellen$ vor$ allem$ auf$ Nervenzellen$

exprimiert.$ NCAM$ spielt$ während$ der$ neuralen$ Entwicklung$ für$ die$ Migration$ von$

Neuroblasten$ und$ dem$ gerichteten$ Auswachsen$ von$Neuriten$ eine$ entscheidende$ Rolle.$

Nach$ der$ Differenzierung$ ist$ es$ für$ den$ Erhalt$ der$ synaptischen$ Plastizität$ und$ für$ die$

Regenerationsfähigkeit$von$Nervengewebe$verantwortlich.$Die$extrazelluläre$Domäne$des$

NCAM=Moleküls$ besteht$ neben$ fünf$ Immunglobulin=ähnlichen$ Domänen$ aus$ zwei$

Fibronektin$Typ=III$Domänen.$Die$zweite,$Fibronektin$Typ=III$Domäne$ist$in$der$Lage$eine$

cis=konfigurierte$ Bindung$ mit$ dem$ FGF=Rezeptor$ einzugehen.$ Dabei$ kommt$ es$ über$

dessen$ Aktivierung$ zu$ einer$ vorwiegend$ Ca2+=vermittelten$ Stimulation$ des$

Transskriptionsfaktors$ CREB.$ Dieser$ ist$ für$ die$ Induktion$ des$ Neuritenwachstums$

verantwortlich.$ Die$ erwähnte$ Fibronektin$ Typ=III$ Domäne$ besitzt$ allerdings$ zusätzlich$

eine$ATP=hydrolysierende$(ATPase=)$Funktion$für$den$im$Nervengewebe$vorkommenden$

Cotransmitter$ Adenosintriphosphat.$ Durch$ die$ verschiedenen$ Interaktionsmöglichkeiten$

der$ zweiten$ Fibronektin$ Typ=III$ Domäne,$ mit$ ATP$ und$ dem$ FGF=Rezeptor,$ sind$

Interferenzen$ im$ Bindungsverhalten$ und$ damit$ eine$ veränderte$ intrazelluläre$

Signaltransduktion$für$das$Neuritenwachstum$durchaus$denkbar.$$$

$

Im$ ersten$ Schritt$ dieser$ Arbeit$ wurden$ B35=Neuroblastomzellen$ transfiziert$ und$ die$

darauf$ hin$ stabile$ NCAM140=$ und$ NCAM180=Proteinexpression$ der$ Zellen$ über$ einen$

Western$ Blot$ überprüft.$ Es$ standen$ danach$ drei$ Zelllinien$ B35=WT$ (ohne$ NCAM),$ B35=

NCAM140$ und$ B35=NCAM180$ zur$ Verfügung.$ Für$ die$ sich$ anschließenden$ Experimente$

wurde$ die$ Real=time$ Zell=Analyse,$ ein$ Verfahren$ in$ dem$ sich$ das$ Neuritenwachstum$ in$

Echtzeit$an$lebenden$Zellen$quantifizieren$lässt,$genutzt$(Pollscheit$et$al.,$2012).$Alle$drei$

Zelllinien,$mit$ATP$ inkubiert$ bzw.$ ohne$ATP$als$Kontrollen,$wurden$beobachtet$und$der$

Einfluss$ auf$ die$ Neuritogenese$ sowohl$ gemessen$ als$ auch$ fotographisch$ dokumentiert.$

Anhand$ der$ experimentellen$ RTCA=Daten$ dieser$ Arbeit$ konnte$ bewiesen$ werden,$ dass$

maßgeblich$ die$ 140kDa$ große$ Isoform$ NCAM140$ Neuritenwachstum$ induziert.$ Der$

hemmende$ Einfluss$ von$ Adenosintriphosphat$ auf$ das$ NCAM=induzierte$

Neuritenwachstum$ist$die$zentrale$Erkenntnis$der$RTCA=Experimente.$ATP$hat$nicht$nur$

einen$ Isoform=spezifisch$ sondern$ vor$ allem$ auch$ konzentrationsabhängig$ hemmenden$

Einfluss$ auf$ die$ NCAM=vermittelte$ Neuritogenese.$ Dabei$ wird$ gegenüber$ NCAM180$ vor$

allem$ das$ durch$ NCAM140=induzierte$ Neuritenwachstum$ inhibiert.$ Höhere$ ATP=
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Konzentrationen$sind$in$der$Lage$das$Neuritenwachstum$stärker$zu$hemmen$als$niedrige.$

Diese$ Ergebnisse$ stellen$ den$ Cotransmitter$ Adenosintriphosphat$ als$ einen$ wichtigen$

Hauptregulator$ des$ NCAM=induzierten$ Neuritenwachstums$ in$ einen$ neuen$ und$

bedeutungsvollen$ Fokus.$ Sie$ lassen$ sich$ sehr$ gut$ mit$ den$ Studien$ andere$

Forschungsgruppen$in$Einklang$bringen,$in$denen$man$eine$Veränderung$oder$sogar$eine$

Unterbrechung$ der$ für$ die$ Neuritogenese$ entscheidenden$ Signalwege$ bei$ einer$ ATP=

NCAM=Bindung$vermutete$(Hübschmann$and$Skladchikova,$2010).$
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8 Thesen!

$

1.$NCAM140$induziert$mehr$Neuritenwachstum$als$NCAM180.$

2.$ATP$bindet$an$die$zweite$Fibronektin$Typ=III$Domäne$von$NCAM.$

3.$ATP$hemmt$das$NCAM=induzierte$Neuritenwachstum.$$

4.$ATP$hemmt$das$NCAM=induzierte$Neuritenwachstum$konzentrationsabhängig.$

5.$ATP$hat$einen$Isoform=spezifisch$hemmenden$Effekt.$$
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