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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Adulte Neurogenese

Die Bildung von Neuronen im Gehirn — ein als Neurogenese bezeichneter Prozess
— ist bis zum Zeitpunkt der Geburt weitestgehend abgeschlossen. Es gibt jedoch
Ausnahmen: Die subventrikuldren Zonen (SVZ) der Seitenventrikel generieren auch
im postnatalen und adulten Gehirn grofle Mengen an olfaktorischen Interneuronen
(Doetsch und Hen, 2005). Die neu gebildeten Neuroblasten migrieren hierbei von
der SVZ iiber den rostralen Migrationsstrom (RMS) zum Bulbus olfactorius (OB),
differenzieren sich dort oder unterliegen der Apoptose (Abbildung 1.1, Kapitel 1.1.1
und 1.1.2).

Auch in der subgranuléren Zone (SGZ) des Hippokampus findet adulte Neurogenese
statt (Abbildung 1.1, Kempermann et al., 2004b, Abrous et al., 2005, Lledo et al.,
2006, Ehninger und Kempermann, 2008 und Mattiesen et al., 2009). Im Bereich
des Gyrus dentatus (GD) erhélt sich eine Population residualer Radialglia, die als
Vorlauferzellen neuer Neuronen der Kornerzellschicht fungieren (Kempermann et
al., 2004a). Sie bilden synaptische Kontakte (Markakis und Gage, 1999 und Car-
leton et al., 2003) und funktionale Verbindungen mit benachbarten Zellen sobald
die Migration abgeschlossen ist (Corotto et al., 1993, Carlén et al., 2002, Belluzzi
et al., 2003, Yamada et al., 2004, Carleton et al., 2003 und Wang et al., 2005a).
Im Vergleich zur SVZ werden hier wesentlich weniger Neurone produziert; dies ist
jedoch nicht minder bedeutsam, da im Hippokampus Informationen evaluiert und
prozessiert werden, bevor sie im Neocortex ins Langzeitgedachtnis eingehen (Noctor

et al., 2001).
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Unter pathologischen Bedingungen gibt es zudem in weiteren Regionen Hinweise
auf eine Neubildung von Nervenzellen. Zu diesen Gebieten gehéren der Neokortex
(Huang et al., 1998, Gould et al., 1999, 2001, Bernier et al., 2002 und Dayer et
al., 2005), das Striatum (Dayer et al., 2005, Fowler et al., 2005 und Peng et al.,
2008), die Amygdala (Bernier et al., 2002, Fowler et al., 2002, 2008, Kokoeva et al.,
2005 und Xu et al., 2005), die Substantia nigra (Zhao et al., 2003 und Peng et al.,
2008), der Hirnstamm (Bauer et al., 2005 und Charrier et al., 2006), das Tuberculum
olfactorium (Bédard et al., 2002) und der piriforme Cortex (Pekcec et al., 2006).

Der Vorgang der adulten Neurogenese beschreibt einen komplexen, zeitlich und mo-
lekular genau abgestimmten Prozess. Er beginnt mit der Teilung einer neuralen
Stammzelle und beinhaltet die gerichtete Migration der neuronalen Vorléuferzelle in
einer noch undifferenzierten Form. Er umfasst die Einleitung der neuronalen Diffe-
renzierung im Zielgebiet, die funktionelle Integration in ein vorhandenes neuronales
Netzwerk und erstreckt sich bis hin zum Uberleben der neu gebildeten Neurone

(Abrous et al., 2005, Farin et al., 2009a, 2009b und Basak und Taylor, 2009).

Eine betrachtliche Anzahl von Molekiilen reguliert den Prozess der Neurogenese.
Dazu zdhlen Wachstumsfaktoren (Kapitel 1.3.1 bis 1.3.3), Zelladhésionsmolekiile,
Komponenten der extrazellularen Matrix und Neurotransmitter (Riquelme et al.,
2008 und Zhao et al., 2008). Studien zeigen die Beteiligung von Nukleotiden an
der Regulation der embryonalen und adulten Neurogenese (Kapitel 1.2.2). Nukleo-
tide agieren dabei als extrazellulare Signalmolekiile tiber oberflichenstandige P2-
Rezeptoren (Kapitel 1.2.1). Ektonukleotidasen konnen extrazellulére Nukleotide me-
tabolisieren und beeinflussen somit mafigeblich deren raumliche und zeitliche Wirk-

samkeit (Kapitel 1.2.3).

An der Identifizierung der an den verschiedenen Entwicklungsphasen beteiligten

Transkriptionsfaktoren wurde intensiv geforscht (Kapitel 1.2.2). Die Komplexitat
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der damit verbundenen intrazellularen Signalwege ist jedoch bisher nur wenig ver-

standen (Hsiech und Gage, 2004).

1.1.1 Adulte Neurogenese im olfaktorischen System

Die subventrikulédre Zone ist eine wenige Zellen dicke Schicht, direkt unterhalb des
einlagigen Ependyms gelegen. In Sdugern wird folgender Entwicklungsablauf postu-
liert (siehe Abbildung 1.1): Eine Subpopulation von Stammzellen mit Eigenschaften
von Astrozyten und Radialglia (Doetsch und Alvarez-Buylla, 1996) mit geringer
Mitoserate, die sogenannten Typ-B-Zellen, produzieren transiente hochproliferative
Vorlauferzellen, die Typ-C-Zellen. Diese wiederum bringen migrierende neuronale
Vorlauferzellen, sogenannte Typ-A-Zellen oder Neuroblasten hervor (Doetsch und

Alvarez-Buylla, 1996, Doetsch, 2003 und Riquelme et al., 2008).

Alle drei Zelltypen inkorporieren Bromodeoxyuridin (BrdU) sowie 3H-Thymidin
(Taupin, 2007). Sie exprimieren das Intermediérfilamentprotein Nestin (Doetsch et
al., 1997) und die gewebeunspezifische Form der alkalischen Phosphatase (TNAP)
(Langer et al., 2007). Typ-B-Zellen sind zudem positiv fir das saure gliale Faser-
protein (GFAP) (Doetsch und Alvarez-Buylla, 1996), das Intermediarfilamentpro-
tein Vimentin (Doetsch et al., 1997), das Zellmembran-assoziierte Saccharid , sta-
ge specific embryonic antigen-1“ (LexA /SSEA-1) (Capela und Temple, 2002), den
Glutamat-Aspartat-Transporter (GLAST) (Liu et al., 2006) und die Nukleosidtri-
phosphatdiphosphohydrolase-2 (NTPDase2) (Braun et al., 2003 und Langer et al.,
2007). Sie stehen in engem Kontakt mit den Ependymzellen des Ventrikels und besit-
zen apikal oftmals ein einzelnes Cilium, das bis in die Seitenventrikel reicht (Tramon-
tin et al., 2003). Die Zellen besitzen zudem lange basale Fortsitze, die in Kontakt
mit Blutgefafien stehen und Biindel von Neuroblasten umschlieffen (Mirzadeh et al.,

2008).
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Abbildung 1.1 Neurogenese im adulten Mausgehirn. (A) Sagittale und
koronale Ansichten von Gebieten adulter Neurogenese. Dazu zédhlen die SGZ
des GD des Hippokampus und die SVZ der Seitenventrikel. In der SVZ ge-
bildete Neuroblasten migrieren iiber den RMS in den OB. (B-E) Verdeutli-
chung der Neurogenese durch Inkorporation von BrdU in (B) den OB, (C)
den RMS, (D) die SVZ, (E) den GD. Der Einsatz in (E) zeigt den mit ei-
nem Pfeil gekennzeichneten Bereich in hoherer Auflosung. Rot, BrdU; griin,
NeuN. (F) Zytoarchitektur der SVZ. Typ-B-Zellen sind in der Lage, schnell
proliferierende Typ-C-Zellen zu generieren, welche wiederum Typ-A-Zellen
(Neuroblasten) hervorbringen. Letztere bilden von Typ-B- und -C-Zellen
ummantelte assoziierte Zellketten und wandern im RMS zum OB. Veréan-
dert nach Zhao et al., 2008.
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Es gibt Hinweise darauf, dass der Kontakt der B-Zellen mit der Ventrikelfliissigkeit
und Blutgefifien fiir Proliferation, Uberleben und Differenzierung der Zellen nétig
ist. So zeigen Sudien in Mausen, dass die Migrationsrichtung neuronaler Vorlau-
ferzellen der SVZ in vivo vom Fluss der Cerebrospinalfliissigkeit vorgegeben wird
(Sawamoto et al., 2006). Auch in foétalen Rattenhirnen wurde nachgwiesen, dass
dieser fiir die Proliferation neuronaler Vorlauferzellen in vitro und in vivo essentiell
ist (Owen-Lynch et al., 2003). In adulten Ratten wurde weiterhin gezeigt, dass der
im Ependym von Blutgefédflen exprimierte vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor
(VEGF) die Proliferation neuronaler Vorlauferzellen der SVZ in vitro und in vivo

stimuliert (Jin et al., 2002).

Typ-C-Zellen sind positiv fiir das Zellmembran-integrierte Proteoglykan NG2. Typ-
A-Zellen exprimieren die polysialylierte Form des neuronalen Zelladhésionsmolekiils
(PSA-NCAM) (Doetsch et al., 1997), das Neuronen-spezifische g-1II-Tubulin, das
Mikrotubulus-assoziierte Protein doublecortin (DCX) und das Neuronen-assoziierte

Protein Hu (Ayuso-Sacido et al., 2008).

Das der SVZ direkt angelagerte ventrikuldre Ependym kann die Neurogenese der
SVZ beeinflussen. So finden sich das Knochen-morphogenetische Protein (BMP) und
dessen Rezeptor in den Zellen der SVZ und inhibieren die Neurogenese in vitro und
in vivo durch Hemmung der Neuronenbildung und direkte Stimulation der glialen
Differenzierung. Das Glykoprotein Noggin wird von ependymalen Zellen exprimiert
und wirkt diesem Mechanismus als Antagonist des BMP entgegen (Lim et al., 2000).
Auch die Expression des neuronalen Wachstumsfaktors ,, pigment epithelium-derived
factor* (PEDF) durch das ventrikuldre Ependym fordert die Selbsterneuerung adul-

ter neuraler Stammzellen der Maus in vitro (Ramirez-Castillejo et al., 2006).

Die in der SVZ gebildeten Neuroblasten wandern tangential entlang des RMS in den
OB. Die wandernden Zellen bilden dabei dichte Biindel von Typ-A-Zellen, die von
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einer Hiille aus langgestreckten Typ-B-Zellen ummantelt sind (Kapitel 1.1.2). Im
OB angekommen, wandern die Zellen schliellich radial in die granuldre und periglo-
mulére Zellschicht der Bulbi ein, um sich hier zu y-Aminobuttersiure (GABA)ergen
und dopaminergen Interneuronen zu differenzieren (Lois et al., 1996, Abrous et al.,

2005, Farin et al., 2009a, 2009b und Basak und Taylor, 2009).

Neurale Vorlauferzellen in der SVZ adulter Méuse migrieren zum OB etwa 5 mm
weit und es dauert etwa 15 Tage fiir SVZ-Vorlauferzellen von der Generierung, der
Migration bis hin zur Differenzierung in neue olfaktorische Interneurone (Lois und
Alvarez-Buylla, 1994). Im adulten Nager werden so innerhalb von sechs Wochen
im OB 65,3 - 76,9% der Neurone ersetzt (Kato et al., 2001). Schéatzungen zufolge
werden somit im adulten Nager-OB téglich 30 000 bis 60 000 neue Neurone gebil-
det (Lois und Alvarez-Buylla, 1994 und Biebl et al., 2000). Wie auch in der SGZ
unterliegt ein beachtlicher Anteil der in der adulten SVZ neu gebildeten Zellen dem
programmierten Zelltod (Alvarez-Buylla und Garcia-Verdugo, 2002).

1.1.2 Migration neuraler Vorlauferzellen im adulten Gehirn

Im adulten Gehirn migrieren die in der SVZ geborenen Neuroblasten von den Wan-
den der Seitenventrikel iber den RMS bis hin zum Bulbus olfactorius. Wie aber
orientieren sich die Zellen iiber diese lange Distanz hinweg? Studien zeigen, dass
der Fluss der Cerebrospinalfliissigkeit und die Bildung von Konzentrationsgradien-
ten darin befindlicher Bestandteile die Migration neuraler Vorlauferzellen in foétalen
Maushirnen leitet und deren Orientierung vorgibt (Sawamoto et al., 2006). Es wird
angenommen, dass Slit-Proteine, welche im Septum (Hu und Rutishauser, 1996 und
Wu et al., 1999) und Plexus choroideus (Hu, 1999) exprimiert werden als Chemore-

pellent wirken.
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Studien zeigen, dass die Neuroblastenbiindel in der dorsalen SVZ von einem in Mi-
grationsrichtung verlaufenden Geflecht aus Blutgefédflen durchzogen sind, mit dem
sie in enger Verbindung stehen (Shen et al., 2008). Dies lasst vermuten, dass das
vaskuldre System eine wichtige Funktion bei der Migration neuraler Stammzellen
wahrnimmt. Geféflzellen spielen in anderen Stammzellnischen eine entscheidende
Schliisselrolle, so zum Beispiel im Hippokampus (Palmer et al., 2000), in der ventri-
kuléren Zone von Singvogeln (Louissaint et al., 2002), im Knochenmark (Kiel et al.,
2005), im Darm und in der Haut (Fuchs et al., 2004). Zellen von Hirntumoren migrie-
ren entlang von Blutgefédfien und stimulieren deren Wachstum durch Sekretion von
VEGF (Gilbertson und Rich, 2007). Welche Funktion Blutgeféfie bei der Migration
von NSZ in der SVZ adulter Méause spielen, ist bisher jedoch nicht bekannt.

Die Migration entlang des RMS in den OB wird durch Zell-Zell- und Zell-Extra-
zelluldre Matrix-Interaktionen reguliert. Eines der ersten entdeckten Molekiile, wel-
ches die Migration neuraler Stammzellen durch den RMS reguliert, ist PSA-NCAM
(Ono et al., 1994, Hu et al., 1996 und Chazal et al., 2000). Es wird von Neuro-
blasten der SVZ und des RMS exprimiert und reguliert die Migration positiv. Das
Fehlen dieses Molekiils durch Einsatz von PSA-spaltender Endoneuramidase und

NCAM-Knockout-Mausen resultiert in einer gestorten Bildung der Migrationsbiin-

del. Aulerdem akkumulieren die Zellen in der SVZ (Hu, 2000).

DCX ist ein weiteres Protein, welches von migrierenden Neuroblasten exprimiert
wird (Brown et al., 2003). Es ist ein entscheidender Faktor der Mikrotubuli-Polyme-
risation und -Stabilisierung wéhrend der Zellmigration und Mitose (Moores et al.,
2004). In vitro-Studien zeigen, dass die Inhibierung von DCX durch RNA-Interferenz
(RNAi) die Zellmigration von Neurosphéren reduziert (Ocbina et al., 2006). Adul-
te Mause zeigen dann einen vergrofferten RMS und eine gestorte Neuroblasten-

Migration (Koizumi et al., 2006).
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Integrine stellen eine wichtige Familie heterodimerer Zelloberflachenproteine dar, die
an Komponenten der extrazellularen Matrix und an Rezeptoren benachbarter Zellen
binden. In der postnatalen und adulten SVZ finden sich eine Vielzahl verschiedener
Mitglieder der Integrinfamilie. Blockierende Antikorper gegen a6- oder G1-Integrine
storen die Migration massiv (Emsley und Hagg, 2003).

Die Aktivierung des epidermalen Wachstumsfaktor (EGF)-Rezeptors induziert so-
wohl die Proliferation neuraler Vorlduferzellen der SVZ (Craig et al., 1996), als auch
deren Migration (Aguirre et al., 2005).

Die Zellmigration wird durch motilitatsfordernde oder chemotaktische Substanzen
eingeleitet, was zur Festlegung der Zellpolaritat fithrt (Abbildung 1.2). Die Migrati-
on ist ein zyklischer Prozess mit standigem Auf- und Abbau des Aktin- und Mikrotu-
buliskelettes und den Kontakten mit der extrazellularen Matrix benachbarter Zellen
bzw. der Unterlage. An der Vorderkante der Zelle wird ein Geriist aus hochmoleku-
larem filamentésen Aktin (F-Aktin) aufgebaut, was die Bildung von Filopodien und
Lamellipodien zur Folge hat. Dieses Geriist wéchst durch Einbau niedermolekularen
globuléren Aktins (G-Aktin) weiter, wahrend es an der Zellhinterseite wieder zu G-
Aktin zerfillt. Gleichzeitig wird die Zellvorderseite mit Hilfe zelleigener Vesikel, die
sich entlang von Mikrotubuli bewegen, mit Membranmaterial erweitert. Wéahrend
Filopodien an der Front des Leitsaumes die Umgebung sondieren, schiebt sich die
Zelle voran. Fokale Komplexe der Filopodien stellen erste Kontakte mit der extra-
zellularen Matrix benachbarter Zellen oder der Unterlage her, die sich mit weiterem
Vorankriechen der Zelle im Lamellipodium zu stabilen Fokalkontakten ausbilden

(Pantaloni et al., 2001, Carlier et al., 2003 und Wiesner et al., 2003).

Eines der Proteine, das am Auf- und Umbau der Fokalkontakte beteiligt ist, ist
die Protein-Tyrosinkinase , Fokale Adhésionskinase* (FAK). Sie wird wéhrend der



Einleitung

++ ++¢ —— Chemotaktische Substanz

Lamellipodium Filopodium

F-Aktin
A

Fokalkontakte
o
(= o
3
f} A
@ . FAK
c Akt ntegrine
-f—.’ G-Aktin extrazellulare Matrix
[}
>
=

Stressfaser

Abbildung 1.2 Schematische Reprasentation der zelluldren Organisation
des Aktin-Zytoskellets wahrend der Zellmigration. Erlauterungen im Text
(Kapitel 1.1.2). Verandert nach Bahler, 2009.

frithen Phase des Migrationsprozesses aus dem Zellinneren herangezogen und in
neu entstehenden Haftstrukturen angereichert. Die 125 kDa schwere zytoplasma-
tische FAK stellt die Verbindung zwischen dem Zytoskelett und der extrazellularen
Matrix iiber transmembranéare Integrine dar. Der Tyrosinrest 397 von FAK wird
als erste Reaktion bei Anheftung auf die extrazelluldre Matrix phosphoryliert (Au-
tophosphorylierungsstelle) und bindet im phosphorylierten Zustand an die Nicht-
Rezeptor-Tyrosinkinase Src, welches an die Src-homology 2 (SH2)-Bindestelle der
aktivierten FAK andockt (Eliceiri et al., 2002). Danach stimuliert FAK ihrerseits
Mitglieder von Signalkaskaden, die den lokalen Aufbau des Zellskeletts regulieren.
Dazu zdhlen das Adapter-Protein ,,Wachstumsfaktor-gebundenes Protein 2¢ (Grb2)
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und p85 und somit nachgeschaltet der ERK-Signalweg (Franchini et al., 2000) und
der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)/Akt-Signalweg (Chen und Guan, 1994).

1.2 Signalwirkung extrazellularer Nukleotide

Der Ablauf der Neurogenese verlangt eine Vielzahl komplexer Prozesse der intra- und
interzellularen Kommunikation. Wahrend der letzten Jahre wurden zahlreiche der
beteiligten Transkriptionsfaktoren untersucht. Die damit verbundene Komplexitét
der intrazelluldren Signalwege ist jedoch nur wenig verstanden. Nukleotide kénnen
die Neurogenese regulieren und durch Interaktion mit anderen Signalwegen, inklusive
Wachstumsfaktoren, Zytokinen und Komponenten der extrazellularen Matrix diese

vielschichtigen Prozesse modulieren.

1.2.1 Nukleotidrezeptoren: P2-Rezeptoren

Extrazellulare Nukleotide wie Adenosintriphosphat (ATP) und Uridintriphosphat
(UTP) steuern zelluldre Funktionen als auto- oder parakrine Signalmolekiile, die
von verschiedenen Zellsystemen sowohl konstitutiv als auch auf einen Stimulus hin
freigesetzt werden konnen. Sie werden durch Zelllyse, Exozytose, Vesikelfreisetzung,
zelluliren Stress wie Anderung der Osmolaritéit und mechanische Beanspruchung in

den Extrazellularraum entlassen.

Ihre Wirkung entfalten sie durch Bindung und Aktivierung von P2-Rezeptoren
der Plasmamembran (Burnstock, 2009). Diese gliedern sich in zwei Proteinfami-
lien: ionotrope P2X-Rezeptoren und metabotrope P2Y-Rezeptoren. Sieben P2X-
Rezeptorsubtypen (P2X;_7) (Khakh et al., 2001 und Jarvis und Khakh, 2009) und
acht P2Y-Rezeptorsubtypen (P2Y1 2.46.11,12,13,14) (von Kiigelgen, 2006 und Abbrac-

chio et al., 2006a) wurden bisher im Sduger kloniert und funtionell beschrieben.
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P2X-Rezeptoren sind ligandengesteuerte Ionenkanale, die aus drei homo- oder he-
terologen Untereinheiten assembliert sind. Jede Untereinheit besitzt zwei membran-
durchspannende Doménen, eine grofle extrazelluldre Schleife und intrazellular gele-
gene C- und N-Temini. In der Zellmembran formen sie nach ATP-Bindung Katio-
nenkanéle. Geoffnet lisst der P2X-Ionenkanal vor allem Na® und Ca?* in die Zelle

ein- und KT ausstromen (North und Barnard, 1997).

Die G-Protein-gekoppelten P2Y-Rezeptoren besitzen sieben hydrophobe Transmem-
brandoménen, drei extra- und drei intrazelluldare Schleifen; der N-Terminus befindet
sich dabei extra-, der C-Terminus intrazellular. Alle bekannten P2Y-Rezeptoren be-
sitzen an ihren extrazellularen Doménen vier Cysteinreste, die zwei Disulfidbriicken
ausbilden: eine zwischen der N-terminalen Doméne und der dritten extrazellularen
Schleife und eine weitere zwischen der ersten und zweiten extrazelluldren Schleife

(Hoffmann et al., 1999 und Ding et al., 2003).

Natiirliche P2Y-Rezeptorliganden binden nicht ausschliefllich an einen Rezeptor-
subtyp (Tabelle 1.1). Adenosindiphosphat (ADP) fungiert als Agonist fir P2Y;-,
P2Y1;- (wird in der Maus nicht exprimiert), P2Y;2- und P2Y;3-Rezeptoren. ATP
ist ein voller Agonist der P2Yy- und P2Y1;-Rezeptoren, jedoch ein partieller Ago-
nist oder Antagonist fir P2Y -, P2Y 13- und P2Y3-Rezeptoren. Obwohl die phar-
makologischen Eigenschaften der P2Y-Rezeptoren zwischen den Spezies stark kon-
serviert sind, konnen interessante Unterschiede festgestellt werden. Wahrend UTP
als Agonist des P2Y4-Rezeptors im Mensch und in der Ratte fungiert, wirkt ATP
als Agonist des P2Y4-Rezeptors der Ratte, jedoch als Antagonist des menschlichen
P2Y ,-Rezeptors.

Die Bindung von Liganden aktiviert den entsprechenden G-Protein-gekoppelten Re-

zeptor und das an den Rezeptor gekoppelte trimere G-Protein. Jeder Rezeptor-

11
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P2-Re- Agonisten Antagonisten Transduktionsme-
zeptor- chanismen
subtyp
P2Y; ADP, ADPSS, Reactive Blue 2, Gy/Gi1, PLC-
MRS2365 (spezi- MRS2179 (spezi- Aktivierung
fisch), 2-MeSADP, fisch)
ATP, ATP~S, 2-
MeSATP
P2Y, UTP, ATP, ATP~S,  Suramin G4/Gi1 und mog-
Ap4A licherweise G;/Go,
PLC-g-Aktivierung
P2Y, UTP, ATP, ITP PPADS, Reactive G4/G11, PLC-6-
Blue 2 Aktivierung
P2Ysg UDP, UTP PPADS, Reactive G¢/G11, PLC--
Blue 2, Suramin Aktivierung
P2Y 9 ATP, ATP~S, 2- Reactive Blue 2, Su-  G;, Inhibierung der
MeSATP, ADP, ramin, MRS2365 Adenylylzyklase
ADPSS, 2-MeSADP  (spezifisch), AR~
C69931MX (Cangre-
lor)
P2Y 3 ADP, ADPgS, 2- PPADS, Suramin, G; und Gyg, Inhibie-
MeSADP, ATP, 2- AR-C69931MX rung der Adenylyl-
MeSATP, IDP (Cangrelor) zyklase
P2Y 4 UDP-Glukose, Gi/Go, Inhibierung

UDP-Galaktose

der Adenylylzyklase

Tabelle 1.1 Ausgewéhlte Agonisten, Antagonisten und intrazelluléare
Transduktionsmechanismen der P2Y-Rezeptorfamilie der Maus (Abbrac-
chio et al., 2006a und von Kiigelgen, 2006).

Subtyp kann an mehrere Typen von G-Proteinen koppeln und diese aktivieren, wo-

bei jedes verschiedene nachgeschaltete Signalwege vermittelt (Tabelle 1.1). Trimere

G-Proteine bestehen aus drei assoziierten Untereinheiten, welche als a;, 5 und v be-

zeichnet werden (Hamm und Gilchrist, 1996). Trimere G-Proteine werden anhand

ihrer a-Untereinheiten klassifiziert. Bisher wurden 15 verschiedene «-Untereinheiten

entdeckt, welche aufgrund von Gemeinsamkeiten in Sequenz- und Funktion in die

12
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vier Unterfamilien G ,G;/, , G4 , und Gyg/13 untergliedert werden. Zudem sind fiinf

(£ und 14 v Proteine bekannt.

Agonistenbindung an G-Protein-gekoppelte Proteine (GPCR) aktiviert den Rezep-
tor, was zur Dissoziation der a-Untereinheit und des fy-Komplexes fithrt. Sowohl
a, als auch (v konnen an intrazelluldre Effektoren binden und diese aktivieren.
Dies konnen second-messenger-generierende Enzyme oder Ionenkanéle sein (Wick-
man und Clapham, 1995 und Krapivinsky et al., 1995). So stimuliert aktiviertes
G die Adenylylzyklase, welche die Umwandlung von ATP zu zyklischem Adenosin-
monophosphat (cAMP) katalysiert. Gs-Proteine sind durch Choleratoxin inhibier-
bar. Aktiviertes G;/, verringert die cAMP-Konzetration zum einen durch Hemmung
der Adenylylzyklase und zum anderen durch Stimulation von Phosphodiesterasen,
die cAMP zu Adenosinmonophosphat (AMP) hydrolysieren. G;/,-Proteine kénnen
durch Pertussistoxin gehemmt werden. Aktiviertes G4 induziert die Stimulation der
Phospholipase C, was zur Freisetzung von Inositol-1,4,5-Trisphosphat (IP3) und Dia-
glycerin (DAG) fithrt und so unter anderem die Aktivierung von Proteinkinasen des
Typs C (PKC) auslost. Gg-Proteine sind durch RGS2/G0S8 hemmbar. Aktivierte
Gig/13 stimulieren Guaninnukleotid-Austauschfaktoren des kleinen GTP-bindenden

Proteins Rho (von Kiigelgen, 2006).

Auch der nach Aktivierung des P2Y-Rezeptors freigesetzte [Sv-Komplex kann die
Adenylylzyklase sowohl aktivieren, als auch inhibieren. Zudem kann er die Phospho-

lipase C, Phospholipase Ag, PI3K und Rafl aktivieren (Tang und Gilman, 1991).

GPCR koénnen Homo- oder Heteromere bilden, was zu einer komplexen Vielfalt an
Signalereignissen fiihrt (Angers et al., 2002). Tabelle 1.1 zeigt eine Auswahl der
P2Y-Rezeptor-Agonisten und -Antagonisten, der gekoppelten G-Proteine und die

bei Aktivierung angesprochenen intrazellularen Zielproteine.
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1.2.2 P2-Rezeptor-induzierte Signalwege

Intrazellulare Signalkaskaden ermoglichen die Kommunikation zwischen G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren und regulatorisch agierenden Zielproteinen innerhalb der
Zelle. Diese Signalwege laufen vornehmlich iiber die sequenzielle Aktivierung oder
Deaktivierung heterotrimerer und monomerer G-Proteine, Phospholipasen, Protein-
kinasen, Adenylyl- und Guanylylzyklasen und Phosphodiesterasen ab, die eine Viel-
zahl zellularer Prozesse regulieren. Dazu zahlen Zellproliferation, -differenzierung,
-apoptose, -metabolismus, -sekretion und -migration. Zudem existiert eine grofie An-
zahl verschiedener Tonenkanéle, Zelladhasionsmolekiile und Rezeptortyrosinkinasen,
die durch P2Y-Rezeptoren moduliert und zur Auslosung intrazellularer Signalkas-
kaden angeregt werden. Abbildung 1.3 zeigt exemplarisch eine Ubersicht moglicher

P2-Rezeptor-induzierter Signalwege, die zur Zellproliferation fithren.

Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass als sekundéare Neurosphéren kultivierte
Neurale Stammzellen (NSZ) funktionelle Nukleotid-Rezeptoren (P2Y; und P2Y3)
aufweisen, iiber die intrazelluldre Kalzium-Transienten und eine gesteigerte Zellpro-
liferation ausgelost werden kénnen. Dabei kommt es zu einer synergistischen Wech-
selwirkung mit dem Signalweg iiber den EGF-Rezeptor. Weiterhin konnte indirekt
gezeigt werden, dass Neurosphéren konstitutiv ATP freisetzen (Mishra et al., 2006).
In einer weiteren Studie wurde die spontane Freisetzung von ATP in Neurosphéren

direkt nachgewiesen (Lin et al., 2007)

1.2.2.1 Ca’'- und PKC-abhiingige Signalwege

Die Aktivierung von GPCR 16st im Allgemeinen einen schnellen intrazelluldren Ein-
strom von Ca?*t aus. In diesen Vorgang sind verschiedene Isoformen der Phospholipa-

se (PLC)-Familie involviert. Nach Aktivierung von G, oder aber auch G;, aktiviert

14



Einleitung

g W A

=

N Ecto-Domain- @

g P2Y-Rezeptor Shedding Wachstumsfaktor-

(3 Rezeptor
4>

ROAAAAA QQIQQQQQQQQQQQQQ$ JEQAAAAAAAAAA

clelclelolololele ilele elolelololslclclclelelolol UUUUUU

Plasma-
membran
O
O
[ON
[OR
CI‘

[

intrazellular
)
—
@]

Proteinsynthese,

Initiation des Zellzyklus Zellkern

Abbildung 1.3 Uberblick méglicher P2-Rezeptor-induzierter Signalkas-
kaden, die zur Proliferation fiihren.

sowohl die «, als auch die By-Untereinheit des G-Proteins die (-Isoform der PLC
durch Interaktion mit der C-terminalen Region des Enzyms (Rhee, 2001). Aktivierte
PLC katalysiert die Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (PIP2) zu
IP3 und DAG. IP3 bindet an intrazellulare Rezeptoren des endoplasmatischen Re-
tikulums (ER) und 16st eine schnelle Freisetzung von Ca?* aus dem ER ins Zytosol

aus (Berridge et al., 2000, Kahl und Means, 2003 und Parekh und Putney, 2005).
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Ziele fur DAG sind die klassischen («, 3, 7) und neuen (4, €, 7, 6) Isoformen der
PKC, einer Phospholipid-abhéngigen Proteinkinasefamilie. Sowohl konventionelle,
als auch neue PKCs enthalten ein sich wiederholendes cysteinreiches Zinkfingermo-
tiv, welches die Bindung von DAG und Phosbolester erméglicht (Hurley et al., 1997).
Im Gegensatz dazu binden atypische PKCs weder Phorbolester, noch DAG. Kon-
ventionelle PKCs haben zudem eine Ca?t-Bindedoméne, so dass DAG und Ca?*
am Enzym synergistisch zusammen wirken konnen. Gleichzeitig bindet an dieser
Doméne PIP2, woraufthin das Enzym zur Plasmamembran transloziert wird (Evans

et al., 2006).

Eine grole Anzahl an Studien zeigt, dass GPCR-aktivierte PKCs in vielfaltiger Wei-
se zellulare Funktionen regulieren. Sie zeigen dabei sowohl positive, als auch negative
Effekte bei der Regulation des Zellzyklus und der Karzinogenese (Livneh und Fish-
man, 1997, Rozengurt, 1998, Di Mari et al., 2005 und Griner und Kazanietz, 2007).
So inhibiert PKCs die epitheliale Zellproliferation durch Eingriff in den Zellzyklus
und apoptotische Vorgénge (Cerda et al., 2006), wohingegen PKCg die epitheliale
Zellproliferation fordert (Yu et al., 2003 und Li und Weinstein, 2006). Zwar spielen
PKCs eine grofle Rolle bei der Regulation der Zellproliferation, die Effekte sind je-
doch von den PKC-Isoformen und dem Zellkontext-abhéngig (Tan und Parker, 2003,
Parker und Murray-Rust, 2004 und Griner und Kazanietz, 2007).

1.2.2.2 PI3K/Akt-abhangige Signalwege

Klassisch vermittelt der PI3K-Signalweg zellulare Wirkungen von Insulin und Wachs-
tumsfaktoren. Auf der einen Seite schiitzt die Aktivierung des PI3K-Signalweges da-
bei vor Apoptose, auf der anderen Seite spielt der PI3K-Signalweg eine entscheidende
Rolle bei der Regulation des Stoffwechsels durch Insulin. Aber auch P2-Rezeptoren
sind in der Lage die PI3K zu aktivieren.
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Aktiviert werden PI3K durch Zelloberflichenrezeptoren. Die katalytische Unterein-
heit der PI3K vermittelt die Aktivierung dabei durch direkte Interaktion der SH2-
Domaéne mit Phosphotyrosin-Resten des aktivierten Rezeptors oder eines Adapter-
proteins. PI3Ks kénnen auch mit 3vy-Untereinheiten von G-Proteinen interagieren
(Luo et al., 2003). Des Weiteren ist die direkte Aktivierung der PISK durch Src
beschrieben worden (Haynes et al., 2003). Als Antwort kommt es zu einer Akku-
mulation von Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat (PI(3,4,5)P3) innerhalb der
Zelle. Spezifische Inhibitoren der PI3K sind Wortmannin und sein synthetisches
Analogon LY294002.

Gut untersuchte Zielproteine der PI3K sind die Serin/Threonin-Kinase ,,Phospho-
inositid-abhéangige Kinase“ (PDK1) und die Proteinkinase Akt/PKB. Letztere ist
eine Serin/Threonin-Kinase mit onkogener und antiapoptotischer Aktivitét, welche
durch angehéiuftes P1(3,4,5)P3 phosphoryliert und aktiviert wird und ihrerseits eine
Reihe von Proteinen wie BAD, Forkhead, ERK, CREB, MDM2 und NF-«B akti-
viert, was zur Verminderung apoptotischer Vorgange fiihrt. Auch eine Regulation
der Proteinkinase C tber einen Akt/PKB-unabhingigen Weg wurde beschrieben
(Luo et al., 2003). Die PI3K ist in der Lage Ras und die damit assoziierte Mitogen-
aktivierte Proteinkinase (MAPK)-Kaskade zu aktivieren. Ras seinerseits kann akti-
vierend auf die PI3K zurtickwirken (Sasaki et al., 2004). Auch die Aktivierung des
JNK/SAPK-Signalweges iiber Cdc42 durch die PI3K ist gezeigt worden (Timokhina
et al., 1998).

1.2.2.3 GPCR-induzierte ERK-Aktivierung

Einer der Hauptsignalwege, welcher durch Aktivierung von GPCR~ausgelost wird,
ist der extrazellular regulierte Kinase (ERK)-Signalweg (Rozengurt, 1998, Johnson
und Lapadat, 2002 und Meloche und Pouysségur, 2007). Die Dauer und Intensitét
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der ERK-Aktivierung scheint in Proliferation- und Differenzierung verschiedenster
Zellsysteme von grofler Bedeutung zu sein (Marshall, 1995 und Pouysségur und
Lenormand, 2003). Die Dauer des ERK-Signals wird von Zellen iiber die Produkte
frith exprimierter Gene, wie c-Fos, wahrgenommen (Murphy et al., 2002, 2004). Ist
die ERK-Aktivierung transient, schwécht sich dessen Aktivitat ab, da c-Fos-Protein
schnell abgebaut wird und nicht akkumulieren kann. Wird die Aktivierung von ERK
jedoch aufrecht erhalten, wird c-Fos-Protein nicht abgebaut, es wird von ERK und
RSK phosphoryliert, so dass sich dessen Stabilitat stark erhoht und es akkumulieren
kann (Murphy et al., 2002, 2004 und Sinnett-Smith et al., 2004).

Die Stimulation von P2-Rezeptoren fiithrt mit Hilfe von Adapterproteinen wie SOS
und Grb2 zur Aktivierung des in der Membran verankerten G-Proteins Ras. Ak-
tiviertes Ras rekrutiert die Serin/Threonin-Kinase Raf zur Plasmamembran und
aktiviert diese. Aktiviertes Raf fithrt zur Phosphorylierung von MEK1/2, welches
seinerseits die Serin/Threonin- Kinase ERK1/2 phosphoryliert. Fir eine vollstén-
dige Aktivierung von ERK1/2 ist die Phosphorylierung sowohl des Threoninrestes
183 als auch des Tyrosinrestes 185 des Threonin-X-Tyrosin-Motivs erforderlich. Ak-
tiviertes ERK1/2 wirkt inhibitorisch auf den Grb/SOS-Komplex, so dass sich Grb
von SOS lost und die Aktivierung von Ras beendet. Die Aktivierung von ERK1/2
fiihrt zu seiner schnellen Translokation aus dem Zytoplasma in den Zellkern, wo
Transkriptionsfaktoren wie c-Fos, CREB, ELK-1 und ¢-Myc durch Phosphorylie-
rung an Serin- oder Threonin-Resten aktiviert und so in ihrer Aktivitat reguliert

werden (Seger und Krebs, 1995).

1.2.2.4 Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB

Extrazellulare Stimuli aktivieren intrazellulare Proteinkinasen, welche Transkrip-
tionsfaktoren im Zellkern phosphorylieren und Verdanderungen in der Genexpres-

sion der Zelle auslosen. Einige der am besten untersuchten Stimulus-aktivierten
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Transkriptionsfaktoren sind das CRE-Bindeprotein (CREB) und andere Transkrip-
tionsfaktoren der CREB-Familie, wie der CRE-Modulator (CREM) und der akti-
vierende Transkriptionsfaktor 1 (ATF1). CREB bindet mit seinem Leucin-Zipper-
Strukturmotiv unabhingig von seinem Phosphorylierungszustand an Desoxyribonu-
kleinséduren (DNA). Die Aktivierung von CREB mit Hilfe des Transkriptionskoakti-
vators ,, CREB-Bindeprotein“ (CBP) erfolgt durch Phosphorylierung des Serinrestes
133 durch eine Vielzahl von Stimuli, wie Mitogene, Neutrophine und andere neuro-

nale Wachstumsfaktoren (Lonze und Ginty, 2002).

Signalwege, welche zur Phosphorylierung von CREB fiihren, beinhalten die Akti-
vierung von cAMP, Ca?* und des PI3K/Akt-Signalweges. GPCRs aktivieren klassi-
scherweise Adenylylzyklasen, die die Bildung des intrazelluldren Botenstoffes cAMP
katalysieren, welches seinerseits die cAMP-abhéngige Proteinkinase (PKA) aktivie-
ren kann (Nichols et al., 1992). Einige Subtypen der Adenylylzyklase werden zudem
durch Ca?* reguliert (Poser und Storm, 2001), welches mit einer grofien Anzahl
intrazellulirer Molekiile, wie dem gut charakterisierten Ca?*-bindenden Protein
CaM interagiert. Ca?*-CaM aktiviert die Ca?*/Calmodulin-abhingigen Protein-
kinasen CaMKI, CaMKII und CaMKIV, welche alle die Fahigkeit besitzen, CREB
zu phosphorylieren (Dash et al., 1991, Sheng et al., 1991, Ho et al., 2000, West et
al., 2001, Kang et al., 2001, Anderson und Means, 2002 und Wei et al., 2002).
Wachstumsfaktor-Rezeptoren konnen iiber Aktivierung des PI3K/Akt- (Du und
Montminy, 1998) und MAPK-Signalweges (Bohm et al., 1995) ebenfalls zur CREB-
Aktivierung fithren. Bei Stress oder Wachstumsfaktorentzug kann CREB auch tiber
den Signalweg der MAPK p38 durch Msk1 aktiviert werden (Wiggin et al., 2002).

Die Liste der moglichen CREB-Ziele beeinhaltet Gene, welche Neurotransmissi-

on, Zellstruktur, Signaltransduktion, Transkription und Metabolismus kontrollieren.
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Lonze und Kollegen haben eine Zusammenfassung von CREB-aktivierten Genen er-
stellt (Lonze et al., 2002). Die CREB-vermittelte Genexpression ist notwendig fiir
das Uberleben verschiedener neuronaler Subtypen (Riccio et al., 1999, 1999, Bonni
et al., 1999 und Walton et al., 1999) und ist involviert in die Prozesse der Differen-

zierung und synaptischen Plastizitat (Lonze et al., 2002).

Nach immunzytochemischer Markierung weist CREB eine starke, ubiquitire Vertei-
lung in der gesamten SVZ und im OB auf. Im Gegensatz dazu zeigt die phospho-
rylierte Form von CREB keine gleichméflige Verteilung, sondern einen posterior-
anterioren Gradienten entlang der SVZ. Phospho-CREB-positive Zellen sind nicht
proliferative Zellen, und sie exprimieren kein GFAP, jedoch PSA-NCAM und DCX
und zeigen eine bipolare Morphologie, Merkmale typisch fiir Neuroblasten (Giachi-
no et al., 2005). Junge, neu generierte, jedoch keine reifen Neurone in der adul-
ten SGZ und SVZ sind immunreaktiv fiir Ser133-phosphoryliertes CREB, (Bender
et al., 2001, Nakagawa et al., 2002a und Giachino et al., 2005). Die Aktivierung
von CREB fithrt zur Erhéhung von Proliferation, Differenzierung und Uberleben
im adulten Hippokampus, wohingegen die Proliferation und Differenzierung in in-
duzierbaren dominant-negativen CREB-Mutanten reduziert wird (Nakagawa et al.,
2002b, 2002a und Fujioka et al., 2004). In der SVZ konnten ahnliche Effekte gezeigt
werden (Giachino et al., 2005).

Neben der Fahigkeit von Ca?*, CaMK zu aktivieren, kann auch der Ras/ERK-
Signalweg induziert werden, welcher letztendlich auch in der Phosphorylierung von
CREB enden kann (Bading und Greenberg, 1991, Davis et al., 2000, Dolmetsch et
al., 2001 und Sweatt, 2001). Die Ras/MAPK-abhéngige CREB-Phosphorylierung
kann durch Kinasen der RSK- (RSK1, RSK2, RSK3) (De Cesare et al., 1998 und
Xing et al., 1996, 1998) und MSK-Familien (MSK1, MSK2) (Deak et al., 1998)

vollzogen werden.
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CREB kann durch Phosphatasen negativ reguliert werden. Die Phosphatasen PP1
und PP2 sind in der Lage CREB am Serinrest 133 direkt zu dephosphorylieren
(Alberts et al., 1994, Hagiwara et al., 1992, Wadzinski et al., 1993 und Genoux et
al., 2002).

1.2.3 Signaltermination durch Ektonukleotidasen

Die Wirkung von Nukleotiden wird reguliert und moduliert durch membranstandige
Ektonukleotidasen, die, je nach Subtyp, extrazellulare Nukleotide bis zum Nukleo-
sid abbauen kénnen (Zimmermann, 2000 und Robson et al., 2006). Die Hydrolyse
durch Ektoenzyme terminiert die durch Nukleotide ausgeloste Signalwirkung bzw.
stellt mit den entstandenen Hydrolyseprodukten, wie Adenosin, neue Signalmole-

kiile zur Verfiigung, die ihrerseits Signalkaskaden auslosen und regulieren kénnen

(Abbildung 1.4).

Im zentralen Nervensystem von Nagern erscheint die NTPDase2 erstmals perina-
tal und wird von die Ventrikelwand begrenzenden Zellen exprimiert. Mit der Ent-
wicklung des Ependyms wechseln NTPDase-positive Zellen in den subependymalen
Bereich, wo das Enzym schliellich im adulten Gehirn von Typ-B-Zellen, den ver-
mutlichen Stammzellen, der SVZ kréftig exprimiert wird (Langer et al., 2007). Die
NTPDase2 hydrolysiert praferentiell Nukleosidtriphosphate zu Nukleosiddiphospha-
ten. Sie wurde von unserer Arbeitsgruppe erstmals kloniert und funktionell charak-
terisiert (Kegel et al., 1997 und Heine et al., 1999). Zudem wurden tiber genetische

Immunisierung spezifische Antikérper hergestellt.

Zudem exprimieren NSZ der SVZ adulter Mause die TNAP. Dieses Ektoenzym, ist
in der Plasmamembran tiber einen GPI-Anker eingebettet und baut Nukleosidtri-,

-di-, und -monophosphate ab (Zimmermann, 2000). Im embryonalen Gehirn liegt
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Abbildung 1.4 Potenzielle Mechanismen des Nukleotidmetabolismus
und der Aktivierung purinerger Rezeptoren am Beispiel des ATP. Frei-
gesetztes ATP wird durch Ektonukleotidasen schrittweise zu Adenosin
metabolisiert (Katabolismus). ATP ist ein Agonist von P2X- und P2Y;-,
P2Y5-, P2Y4- und P2Yi1-Rezeptoren. UTP aktiviert ausschlieSlich P2Y-,
P2Y4- und P2Yg-Rezeptoren. ADP dient als Agonist fiir P2Y;-, P2Ys-
und P2Y3-Rezeptoren; UDP fiir P2Yg-Rezeptoren. Adenosin aktiviert P1-
Rezeptoren. Die auch auf der Zelloberflache lokalisierten Enzyme ,,Nukleo-
siddiphosphatkinase“ und ,,Adenylatkinase“ katalysieren die Bildung von
ATP (Anabolismus). Proteine der Zelloberflache kénnen von Ektoprotein-
kinasen phosphoryliert und von Ektophosphoproteinphosphatasen (wie die
TNAP) dephosphoryliert werden. Verandert nach Zimmermann, 2006.

die TNAP ubiquitér verteilt vor. Im Embryonalstadium E14 exprimieren nahezu
alle Zellen des Endhirnblaschens TNAP. Wahrend der weiteren embryonalen und
postnatalen Entwicklung beschriankt sich die Expression von TNAP auf die ventri-
kuldre und subventrikuldre Zone und konzentriert sich schliefilich auf die unterhalb
des Ependyms gelegene, wenige Zellen dicke Schicht der SVZ. Dort wird die TNAP
von allen Typen von Vorlauferzellen (B-, C-, A-Zellen) exprimiert (Langer et al.,
2007). Da die TNAP die komplette Hydrolysekette vom Nukleosidtriphosphat bis
hin zum entsprechenden Nukleosid katalysiert, liegt ihre Funktion womoglich in der

Bereitstellung von P2Y- bzw. P1-Rezeptor (Adenosin)-Liganden. Dartiber hinaus

22



Einleitung

kann dieses Enzym Proteine dephosphorylieren und konnte so zusatzlich als Ekto-

phosphoproteinphosphatase wirken.

Extrazellulare Hydrolyse kompliziert die Bestimmung der durch Nukleotide ausge-
losten Effekte und kann durch Verwendung hydrolysestabiler Agonisten oder Ekto-
enzyminhibitoren umgangen werden. Einige P2Y-Rezeptorantagonisten wie Pyrid-
oxalphosphat-6-azophenyl-2”, 4 “-disulphat (PPADS), Suramin, Reactive Blue 2 und
DIDS sind Inhibitoren Nukleotid-hydrolysierender Enzyme und werden bei der Un-

tersuchung von Nukleotid-induzierten Signalwegen eingesetzt.

1.3 RTKSs und intrazelluldre Signalkaskaden

Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) sind wichtige Bestandteile von Signaltransdukti-
onswegen, die sich auf Proliferation, Migration und Differenzierung von Zellen aus-
wirken. Die Vielzahl der RTK-Liganden und die Moglichkeit der Rezeptortransak-
tivierung fiihrt zu einer groflen Diversitat der ausgelosten Signalkaskaden. Das am
besten untersuchte Mitglied der RTK-Familie ist der EGF-Rezeptor und einer seiner
Liganden, das EGF.

1.3.1 EGF und der EGF-Rezeptor

EGF wurde erstmals 1962 von Dr. Stanley Cohen in der Speicheldriise der Maus
entdeckt und isoliert (Cohen, 1962), woftr er 1968 den Nobelpreis fiir Medizin er-
hielt. Einige Jahre spater wurde Urogastron, welches die Sekretion von Magensaft
hemmt, aus dem menschlichen Urin isoliert und spéter als EGF identifiziert (Car-
penter und Cohen, 1979, Yamada et al., 1997 und Gregory, 1975). Seine endgiiltige
Bezeichnung , Epidermaler Wachstumsfaktor* erhielt das Protein aufgrund seines

proliferationsférdernden Effektes auf ekto- und mesodermale Zellen (Carpenter und
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Cohen, 1979 und Yamada et al., 1987, 1997). Eine zunehmende Anzahl an Studien

zeigt, dass EGF eine entscheidende Rolle bei den Prozessen der Neurogenese spielt.

EGF besteht aus 53 Aminosauren und wird durch proteolytische Spaltung aus einer
aus 1217 Aminoséuren aufgebauten membrangebundenen Vorstufe freigesetzt (Ya-
mada et al., 1997). Das EGF-Vorlauferprotein und das reife EGF konkurrieren dabei
um die Bindung am EGF-Rezeptor. Die Interaktion des EGF-Vorlauferproteins der
einen Zelle mit dem EGF-Rezeptor der Nachbarzelle kann so biologische Effekte,
wie Zellmigration, Zellwachstum und morphologische Veranderungen in streng be-

grenzten Regionen auslosen.

Weitere, dem EGF ahnlich strukturierte Wachstumsfaktoren, werden in die soge-
nannte ,EGF-Familie“ gruppiert. Dazu zahlen der transformierende Wachstums-
faktor o (TGFa), Amphiregulin (AR), Epigen, der Heparin-bindende EGF-ahnliche
Wachstumsfaktor (HB-EGF), §-Cellulin (BTC), Epiregulin und Neureguline (NRG).

Die Mitglieder der ErbB/HER-Familie (ErbB2-4/HER2-4) sind dem EGF-Rezeptor
(auch ErbB1/HERI1 genannt) strukturell sehr dhnlich (Yamada et al., 1997). EGF,
TGFa, AR und Epigen binden und aktivieren ausschliefSlich den EGF-Rezeptor. HB-
EGF, BTC und Epiregulin stellen Liganden sowohl fiir den EGF-Rezeptor, als auch
fir den ErbB4/HER4-Rezeptor dar. ErbB3/HER3 und ErbB4/HER4-Rezeptoren
werden von den Neuregulinen 1-4 aktiviert, wobei ErbB3/HERS3 keine eigene funk-
tionelle Kinasedoméne besitzt. ErbB2/HER2-Rezeptoren binden nicht direkt an Li-
ganden, sondern stellen Heterodimerisierungspartner fiir die anderen ErbB/HER-
Rezeptor-Mitglieder dar. So bilden sich nach Bindung des Liganden Rezeptorhomo-
bzw. -heterodimere. Die Aktivierung des EGF-Rezeptors fiihrt letztendlich zur Aus-
losung komplexer intrazellularer Signalkaskaden, welche Zellen zur Proliferation,
Differenzierung oder zum Uberleben fithren (Wong, 2003, Schlessinger, 2002 und
Schlessinger und Lemmon, 2003).
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1.3.2 EGF-induzierte intrazelluldre Signalkaskaden

Der EGF-Rezeptor ist ein 170 kDa schweres Membranprotein mit intrinsischer Ty-
rosinkinaseaktivitit. Die Aktivierung des Rezeptors erfolgt durch Bindung des Li-
ganden und Dimerisierung des Rezeptors (Carpenter, 1987 und Yarden, 2001). Der
durch die Zusammenlagerung erwirkte enge Kontakt beider Kinasen fithrt zur Akti-
vierung der intrinsischen Tyrosinkinaseaktivitat durch trans-Autophosphorylierung.
Die phosphorylierten Tyrosinreste fungieren als hochaffine Bindestellen fiir zytoplas-
matische sekundéare Signalmolekiile, welche iiber SH2- oder Phosphotyrosinkinase-

bindende (PTB)-Doménen verfiigen.

Proteine, die iiber SH2-Doménen direkt an den aktivierten EGF-Rezeptor binden,
sind die PLC~, Ras-GTPase-aktivierendes Protein (Ras-GAP), Grb2, Nck, She und
SHP-2 (van der Geer et al., 1994). Die Aktivierung der PLC~ erfolgt durch Phos-
phorylierung von Tyrosinresten. Das Enzym katalysiert die Hydrolyse des membran-
standigen Phospholipides PIPy in DAG und IP3 (Yamada et al., 1997 und Jorissen
et al., 2003). DAG ist der Aktivator von PKCs, einer Familie von Serin/Threonin-
Proteinkinasen, welche in der Zellwachstumskontrolle und Tumorgenese involviert
sind (Nishizuka, 1992). IP3 induziert die Freisetzung von Ca?" aus dem ER ins

Zytosol und reguliert auf diese Weise Ca?T-abhingige Prozesse in der Zelle.

Grb2, Nck und Shc besitzen keine katalytische Doméane und fungieren als Adapter-
proteine und Vermittler zwischen Rezeptortyrosinkinasen und intrazellularen Sig-
nalmolekiilen. Grb2 verbindet den aktivierten EGF-Rezeptor mit dem Ras/ERK-
Signalweg (Yamada et al., 1997, Yarden und Sliwkowski, 2001, Schlessinger und Ull-
rich, 1992 und Pawson, 1995). Mit seinen zwei Src-homology 3 (SH3)-Doménen bin-
det Grb2 an den Ras-Guaninnukleotid-Austauschfaktor Sos. Der Grb2/Sos-Komplex
bindet an den aktivierten EGF-Rezeptor iiber die SH2-Doméne von Grb2 und rekru-

tiert Sos an die Plasmamembran, wo Ras aktiviert wird. Das aktivierte Ras induziert
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eine Kaskade von Proteinphosphorylierungen tiber die Serin/Threonin Kinase Raf
auf die Kinase MEK und schliellich auf die Kinase ERK (Yamada et al., 1997 und
Gotoh und Nishida, 1993). Wéhrend man als Kinasesubstrat von Raf nur MEK
kennt und fir MEK als einzige Substrate die ERK-Isoformen identifiziert wurden,
kann ERK nach Translokation in den Zellkern eine ganze Reihe an Substraten phos-
phorylieren. Dazu zéhlen die Transkriptionsfaktoren Elk-1, c-Myc und CREB, deren
Aktivierung zu einer direkten Veranderung der zelluldren Genexpression fiithrt (Ya-

mada et al., 1997).

Eine alternative Route zur Wachstumsfaktor-ausgelosten Aktivierung von Ras kann
itber She erfolgen. Durch Bindung an den EGF-Rezeptor tiber seine SH2-Doméne
wird She durch Tyrosinphosphorylierung aktiviert und bindet an Grb2, was zur
Aktivierung des Ras-Signalweges fiihrt (Yamada et al., 1997, Schlessinger, 1994 und
van der Geer et al., 1994). Shc besitzt neben der SH2-Doméne auch eine PTB-
Domane iiber welche es an den EGF-Rezeptor bindet und intrazellulare Signalwege
vermittelt (Yamada et al., 1997, Yarden und Sliwkowski, 2001 und Jorissen et al.,
2003).

Die PI3K ist ein Heterodimer bestehend aus einer 85 kDa schweren regulatorischen
und einer 110 kDa schweren katalytischen Untereinheit. Erstere besitzt zwei SH2-
Domanen, durch welche die PI3K an Phosphotyrosinreste des Zielproteins, wie SHP,
bindet und aktiviert wird (Bredt, 1998, Yamada et al., 1997 und Jorissen et al.,
2003). EGF stimuliert also die PI3K-Aktivitit iiber Adapterproteine; im Vergleich
hierzu binden andere Wachstumsfaktoren, wie der platelet-derived growth factor
(PDGF)-Rezeptor und die Tyrosinkinase A (TrkA) direkt an die PI3K. Die nun
zur Plasmamembran rekrutierte PISK wird aktiviert und katalysiert dort die Phos-
phorylierung von PIPs zu IP3. An die entstandenen Substrate bindet die Protein-

kinase Akt iiber Pleckstrin-homologe (PH)-Doménen. Uber Bindung eines weiteren

26



Einleitung

PH-Doméanen aufweisenden Signalmolekiiles, die Phosphoinosid-abhangige Kinase
1 (PDK1), wird Akt phosphoryliert und aktiviert. Akt kommt in drei eng mitein-
ander verwandten Isoformen vor (Akt1-3), wobei bisher keine Substrat-spezifischen

Unterschiede zwischen den einzelnen Isoformen festgestellt werden konnten.

Die Stimulation des EGF-Rezeptors kann ein weiteres Protein, die zytoplasmati-
sche Tyrosinkinase Src, an den Rezeptor rekrutieren und aktivieren. Src kann da-
bei mit bereits pra-assoziierten Signalmolekiilen wie Jak2, STAT3 (Olayioye et al.,
1999), Shc oder Komponenten des Zytoskeletts (Wilde et al., 1999) interagieren
oder direkt an den EGF-Rezeptor binden und diesen an zwei weiteren Tyrosinresten
(Tyr845 und Tyr1101) phosphorylieren, die nicht der Autophosphorylierung unter-
liegen (Biscardi et al., 1999). Die Phosphorylierung an Tyrosin 845 steigert dabei
die Tyrosinkinase-Aktivitat des Rezeptors. Da wichtige Signalmolekiile, wie z. B. des
MAP-Kinase-Signalweges, der Fokalen Adésion, Komponenten der JNK-Signalwege
und Adapterproteine mittelbar oder unmittelbar durch Src aktiviert werden (Brown
und Cooper, 1996 und Courtneidge, 2003), nimmt Src eine Schliisselrolle in der

intrazelluldren Signaltransduktion ein.

1.3.3 Rezeptortransaktivierung

Eines der komplexeren Phanomene der Signaltransduktion ist die Rezeptortransak-
tivierung; die Fahigkeit eines Rezeptors, andere Rezeptoren iiber Signalereignisse zu
aktivieren. Die Transaktivierung verschiedener Wachstumsfaktor-Rezeptoren, ins-
besondere des EGF- und PDGF-Rezeptors durch GPCRs wurde in verschiedenen
Zellsystemen gezeigt (Arthur et al., 2006a, Filardo, 2002, Jeanneteau und Chao,
2006, Kanno et al., 2003 und Mori et al., 2006).

Die Rezeptortransaktivierung kann iiber verschiedene Mechanismen ablaufen. Ein

Mechanismus ist die Aktivierung intrazelluldrer Protein-Tyrosinkinasen wie Src und
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PKC, welche dann Wachstumsfaktor-Rezeptoren phosphorylieren und aktivieren
(Amos et al., 2005 und Roelle et al., 2003). Ein weiterer Mechanismus beeinhal-
tet die Freisetzung membrangebundener Wachstumsfaktoren durch Aktivierung von
Matrixmetalloproteasen (MMPs) und Mitglieder der A Disintegrin And Metallopro-
teinase (ADAM)-Familie (Kalmes et al., 2000, Mori et al., 2006 und Murasawa et
al., 1998). Diese Wachstumsfaktoren, wie zum Beispiel pro-HB-EGF (Leserer et al.,
2000) werden mittels Proteolyse zum reifen Molekiil (HB-EGF) gespalten und kon-
nen dann an den EGF-Rezeptor binden (Kumar et al., 2006). Dieser Prozess wird

als ,,ectodomain shedding* bezeichnet.

Agonisten-aktivierte GPCRs kénnen verschiedene MMPs (Fischer et al., 2006), wie
MMP3 (Lee und Murphy, 2004), MMP2 und MMP9 (Le Gall et al., 2003 und
Murasawa et al., 1998), sowie Mitglieder der ADAM-Metalloprotease-Familie, wie
ADAM10, ADAM15 und ADAM17 (Gooz et al., 2006, Nebigil et al., 2000 und Pren-
zel et al., 1999) aktivieren. Die Transaktivierung des EGF-Rezeptors erfolgt primér
iiber Freisetzung von HB-EGF von der Membran (Leserer et al., 2000, Lucchesi et
al., 2004 und Schéfer et al., 2004). Auch die Spaltung von pro-EGF zu EGF konnte
gezeigt werden (Keely et al., 1998 und Nebigil et al., 2000).

Im Falle einer EGF-Rezeptortransaktivierung kann das GPCR-Signal durch Inhi-
bierung des EGF-Rezeptors mit Hilfe von EGF-Rezeptorkinaseinhibitoren (Hanawa
et al., 2006 und Madarame et al., 2003), anti-EGF-Antikorpern (Gschwind et al.,
2003 und Leserer et al., 2000) oder MMP-Inhibitoren (Kalmes et al., 2000 und Ota
et al., 2003) abgemildert oder gehemmt werden (Fischer et al., 2006 und Kalmes et
al., 2000).

Es konnte sowohl eine P2-Rezeptor-Agonisten-induzierte Reduktion (Langgut und
Ogilvie, 1995) als auch eine Erhohung (Soltoff, 1998) der Tyrosinkinase-Aktivitét
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Abbildung 1.5 Vorgeschlagene Mechanismen der ATP-induzierten
Transaktivierung des PDGF- und EGF-Rezeptors in retinalen Miillerzellen.
Die Aktivierung des P2Y-Rezeptors durch ATP fithrt zu einer Erhohung
der intrazelluliren Ca?t-Konzentration. Dadurch freigesetztes PDGF trans-
aktiviert den PDGFa-Rezeptor und fiithrt zur Aktivierung von Metallopro-
teasen, welche membrangebundenes pro-HB-EGF zu HB-EGF prozessieren.
Das in den Extrazellularraum entlassene HB-EGF fiihrt zur Transaktivie-
rung des EGF-Rezeptors. Die aktivierten PDGFa- und EGF-Rezeptoren
induzieren proliferative Prozesse in MAP-Kinase- und PI3K-abhéngigen
Signalwegen. Verdandert nach Milenkovic et al., 2003.

des EGF-Rezeptors nachgewiesen werden. In retinalen Miillerzellen konnte gezeigt
werden, dass die ATP-induzierte Aktivierung des MAPK-Signalweges und die Sti-
mulation der DNA-Synthese notwendigerweise eine Transaktivierung des PDGF-

und EGF-Rezeptors vorraussetzen (Milenkovic et al., 2003, Abbildung 1.5).
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Im adulten Sdugerhirn findet Neurogenese in der SVZ der Seitenventrikel kontinu-
ierlich statt. Gegenwértig ist nur wenig verstanden, welche extrazellularen Signale
die adulte Neurogenese steuern, wie die Zellproliferation reguliert wird und tiber
welche Mechanismen die Differenzierung, die Wanderung und das Uberleben der
neu gebildeten Neuronen bestimmt werden. Studien unserer Arbeitsgruppe haben
bereits nachgewiesen, dass extrazellulire Nukleotide als Signalstoffe zur Regulati-
on der adulten Neurogenese beitragen (Braun et al., 2003, Mishra et al., 2006 und
Langer et al., 2007).

Das Ziel dieser Arbeit ist die Analyse der molekularen Wirkungsweise extrazellula-
rer purinerger Signale bei der Kontrolle der adulten Neurogenese der Maus. Daher
werden die molekularen Komponenten nukleotiderger Signalwege bei der Prolifera-
tion und deren Wirkung auf die Migration neuraler Stammzellen der SVZ adulter

MaA&use in vitro charakterisiert.

Nach der Etablierung eines geeigneten Systems zur Kultivierung und Expansion
adhérenter neuraler Stammzellen aus der SVZ adulter Mause werden die Zellen
charakterisiert. RT-PCR-Analysen geben Aufschluss iiber die Expression von P2X-
und P2Y-Rezeptoren, sowie der Nukleotid-hydrolysierenden Enzyme NTPDase und
TNAP. Dosis- und zeitabhéngige Studien zu Nukleotid- und EGF-induzierten Pro-
teinphosphorylierungen ausgewahlter Signalwegskomponenten geben weiterhin Hin-

weise auf die aktivierten Signalwege.

Die zur ERK1/2- und CREB-Phosphorylierung fiihrenden Signalwege werden durch
Inhibitoren charakterisiert. Insbesondere wird eine mogliche P2Y-Rezeptor-vermit-
telte Transaktivierung des EGF-Rezeptors analysiert. Zur Verifizierung und Spe-

zifizierung der bisherigen Untersuchungen wird die Aktivierung intrazellularer Si-
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gnalkaskaden in Stammzellkulturen von P2Y ;- und P2Y2-Rezeptor-Knockout-Mau-
sen bearbeitet. Diese Untersuchungen sollen dartiber hinaus Hinweise auf mégliche
Knockout-induzierte Verdanderungen in den intrazelluliren Signalkaskaden oder in

der Expression funktioneller Rezeptoren liefern.

Die nach der Stimulation hergestellten Zellhomogenate werden dabei in der SDS-
PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Antikérpern im quantitativen Wes-

ternblot auf die Aktivitdt ausgewéahlter Proteine hin untersucht werden.

Ein weiterer experimenteller Ansatz zielt schliellich auf die purinergen Mechanis-
men, die die Migration NSZ in vitro regulieren. Fiir die Analyse der Migrations-
intensitidt werden NSZ-Kulturen in Boyden-Chemotaxis-Chambers etabliert. Zur
Ausarbeitung der beteiligten purinergen Mechanismen, werden die Phosphorylierun-
gen intrazellulérer Signalmolekiile mittels quantitativen Westernblots nachgewiesen.

Parallel dazu werden die Auswirkungen auf das Aktin-Zytoskelett analysiert.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur

Die SVZ der Seitenventrikel der Maus beherbergt NSZ, die sich isolieren und in Kul-
tur in Anwesenheit von Wachstumsfaktoren in Form von Neurosphéren oder auf be-
schichteten Zellkulturoberflichen als adharente Monolayer kultivieren und vermeh-
ren lassen. Die in dieser Arbeit verwendeten NSZ wurden aus den Seitenventrikeln
adulter Méause isoliert und wuchsen innerhalb von sieben Tagen zu Neurosphéren
heran. Diese wurden dissoziiert und die NSZ wurden drei Tage als adharente Mono-
layer kultiviert. Nach anschlieSender 24-stiindiger Kultivierung der Zellen, entweder
unter reduzierten Wachstumsfaktorkonzentrationen oder ohne Wachstumsfaktoren,

wurden die Zellen in die Versuche eingesetzt.

Das Flussdiagramm in Abbildung 2.1 zeigt den methodischen und zeitlichen Ablauf
der Préparation und Kultivierung adulter NSZ und deren Einsatz in Inhibitorstudien
zur Untersuchung intrazellularer Signalkaskaden und Migrationsanalysen. Darauf

folgen die Auflistung und detailierte Beschreibung der Methoden.

2.1.1 Steriles Arbeiten

Um beim Arbeiten mit Zellkulturen Kontaminationen mit anderen Organsimen zu
verhindern, werden alle Geréte und Loésungen durch Autoklavieren fiir 20 min bei
121 °C und 1 bar Wasserdampfiiberdruck oder per Hitzesterilisation fiir drei Stunden
bei 180 °C sterilisiert oder bereits steril bezogen. Nicht autoklavierbare Losungen
werden mittels Nitrozellulosefiltern mit einem Porendurchmesser von 0,2 pym ste-
rilfiltriert. Gearbeitet wird unter Sterilwerkbanken. Alle Arbeitsflachen werden mit

70%igem Ethanol gereinigt. Kulturmedien werden Antibiotika zugesetzt.
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Gewinnung
g =4 .4.\&:‘7 Ai 7./.‘1
Adultes Praparation koro- Dissoziation der Zel-  Proliferation der
Mausgehirn.  naler Hirnschnitte len mittels Proteasen Stammzellen und
und Isolierung der und Kultivierung in Bildung von
SVZ (rote Markierun- EGF- und FGF2- Neurosphiren
gen) (Kapitel 2.1.2).  haltigem Medium. fur 7 Tage.
Kultivierung ¢

Dissoziation der Neurospharen mittels Proteasen (Kapitel 2.1.3 und 2.1.4)
und Kultivierung in EGF- und FGF2-haltigem Medium fir 3 Tage als
adherente Monolayer in beschichteten Zellkulturschalen (Kapitel 2.1.5 —
2.1.8).

Entzug oder Reduktion von EGF und FGF fiir 24 Stunden.

Analyse ¢

Inhibitorstudien zur Untersuchung intrazellulédrer Signalkaskaden

- RT-PCR-Analyse (Kapitel 2.1.10)

- Stimulation und Inhibition intrazellularer Signalkaskaden in adulten NSZ
(Kapitel 2.2.1)

Migrationsanalysen

- zeit- und agonistenabhangige Akt- und FAK-Phosphorylierung
(Kapitel 2.3.1)

- Agonisten-induzierte Veranderungen des Aktin-Zytoskelettes
(Kapitel 2.3.2)

- Agonisten-stimulierte Migration (Kapitel 2.3.3)

Abbildung 2.1 Verlaufsschema zur Gewinnung, Kultivierung und Ana-
lyse adulter NSZ.
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2.1.2 Préaparation und Primarkultur adulter NSZ

Die im Folgenden angegebenen Volumina beziehen sich auf die Praparation einer
Maus. NSZ werden aus adulten acht bis zwolf Wochen alten méannlichen und weibli-
chen Tieren von Wildtyp-, P2Y,~/~- oder P2Y5 /= -Linien des C57BL /6-Stammes
(Mus musculus) gewonnen. Die Méause werden durch eine Uberdosis Isofluran geté-
tet, zur Desinfektion in 70%iges Ethanol getaucht und dekapitiert. Die Kopfhaut
wird dorsal entlang der Sagittallinie durchtrennt und zur Seite geschoben. Die Off-
nung des Schadels erfolgt durch einen Schnitt entlang der Sagittalnéhte, so dass die
Schéadeldecke abgelost werden kann. Das Gehirn wird entnommen und wenige Minu-
ten in eiskaltem PBS gelagert. Mit Hilfe eines Gewebeschneiders werden 500 pym di-
cke Hirnquerschnitte im Bereich der SVZ angefertigt, welche in eiskaltes PBS gelegt
werden (Abbildung 2.2). Mit Hilfe eines Binokulars wird das Gewebe der SVZ der
Seitenventrikel isoliert (Abbildung 2.3) und in eiskaltem PBS gesammelt. Es folgt
die enzymatische Dissoziation des Gewebes in 1 ml Papain-Dissoziationslosung fiir
20 min bei 37°C. Nach Entfernung des Uberstandes wird das Pellet in 1 ml Trypsin-
Inhibitorlosung resuspendiert. Das Losen des Zellverbandes wird durch mechanische
Trituration unterstiitzt. Nach Zentrifugation (260 gqy, 5 min) der Zellsuspension
wird das Pellet in 1 ml Kulturmedium mit voller Wachstumsfaktorkonzentration
(20 ng/ml EGF, 10 ng/ml FGF2) resuspendiert. Die Zellen werden in unbeschich-
tete Kulturschalen (60/15 mm) tberfithrt und in 6 ml Kulturmedium mit voller
Wachstumsfaktorkonzentration fiir sieben Tage bei 37°C, 5% COg und 95% Luft-
feuchte kultiviert. In dieser Zeit bilden sich in der Losung schwebende Aggregate

aus NSZ, so genannte Neurosphéaren.

2.1.3 Dissoziation von Neurosphiren

Die sieben Tage alten Neurospharenkulturen werden zentrifugiert (260 gq,, 5 min)

und zur enzymatischen Dissoziation in 1 ml Accutase II aufgenommen, fiir 30 min
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Interaural 5.50 Interaural 3.10
Bregma 1.70 Bregma -0.94

Lambda Interaurallinie

anterior posterior
Bulbus Telencephalon Mesen- Cerebellum Rhomben-
olfactorius cephalon cephalon

Abbildung 2.2 Dorsalansicht des Mausgehirns. Eingezeichnet sind die
Lage von Interaurallinie, Lambda und Bregma. Die dorsal sichtbaren ana-
tomischen Regionen sind zur besseren Orientierung gekennzeichnet. Der
Bereich des Gehirns, aus welchem Querschnitte angefertigt wurden, befin-
det sich zwischen den beiden blauen Markierungen. Der Balken entspricht
10 mm. Verandert nach The mouse brain library, 2005.

bei 37°C inkubiert und anschlieBend mit einer Pipette mechanisch trituriert. Die
Zellsuspension wird erneut zentrifugiert (260 gq,, 5 min) und das Pellet wird in 1 ml
Kulturmedium mit voller Wachstumsfaktorkonzentration resuspendiert. Es erfolgt

die Bestimmung der Zellzahl (Kapitel 2.1.4).

2.1.4 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Lebendzellzahl dissoziierter Neurosphéaren erfolgt mit Hilfe ei-
nes Hamatocytometers nach Neubauer. Dazu wird die Zellsuspension 1:4 mit Trypan-

blau verdiinnt und in die Neubauer-Zahlkammer gegeben. Der Azofarbstoff Trypan-
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Abbildung 2.3 Ansichten des Mausgehirns im Querschnitt. Die Schnitte
(Nisselfarbung) zeigen die fir die Praparation verwendeten Bereiche der
Gehirns. A zeigt den am weitesten rostral gelegenen Schnitt (Interaural
5.50, Bregma 1.70), C gibt das Ende der kaudalen Region wieder (Interaural
3.10, Bregma -0.94), B liegt dazwischen (Interaural 4.18, Bregma 0.38). Der
schwarz umrandete Bereich enthélt die SVZ und wurde herausprapariert.
cc, corpus callosum; cp, caudate putamen; lv, Seitenventrikel; spt, Septum;
svz, subventrikuldre Zone. Der Balken entspricht 10 mm. Verandert nach
The mouse brain library, 2005.

blau kann auf Grund beschadigter Zellmembranen toter Zellen in deren Zytosol
eindringen, wahrend vitale Zellen das Trypanblau ausschlieBen und somit im Licht-
mikroskop hell gegen den blauen Hintergrund erscheinen. Unter dem Lichmikroskop
werden die lebenden Zellen innerhalb von vier Grolquadraten ausgezéihlt. Die Ge-
samtzahl ergibt sich aus der gemittelten Zellzahl pro Groflquadrat, dem Verdiin-
nungsfaktor (Faktor = 4) und dem Kammerfaktor (Faktor = 10~% ml).

2.1.5 Beschichten von Zellkulturoberflachen

Fiir alle adharenten NSZ-Kulturen werden die Zellkulturoberflachen zuerst mit Poly-
L-Ornithin (0,5 mg/ml) tiber Nacht bei Raumtemperatur beschichtet. Danach wird
dreimal mit sterilem MilliQ-Wasser gewaschen. Anschlielend werden die Zellkultur-
oberflichen mit Fibronektin (10 ng/ml) fiir drei Stunden bei 37°C beschichtet. Es
folgt zweimaliges Waschen mit sterilem milliQ-Wasser. Die Platten kénnen nun bei
-20°C gelagert werden. Nach dem Auftauen bei 37°C folgt einmaliges Waschen mit

sterilem MilliQ-Wasser und die Aussaat der dissoziierten NSZ.
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2.1.6 Kultivierung adharenter Monolayer fiir Westernblot-
Studien

Fir Stimulations- und Inhibitionsstudien werden je 30 000 Zellen in Poly-L-Or-
nithin/Fibronektin-beschichtete Wells (Kapitel 2.1.5) einer 24-Well-Platte in 1 ml
Kulturmedium mit voller Wachstumsfaktorkonzentration ausplattiert. Die Inkuba-
tion der Zellen erfolgt fir drei Tage bei 37°C, 5% COg und 95% Luftfeuchte. Etwa

drei Stunden nach dem Ausplattieren sind die anhaftungsfahigen Zellen adhéarent.

Die dem Kulturmedium zugesetzten Wachstumsfaktoren EGF und FGF2 kénnen die
zu untersuchenden Signalkaskaden auslosen. Um eine Rezeptor-Resensibilisierung zu
bewirken, werden den drei Tage alten NSZ fiir die folgenden 24 Stunden EGF und
FGF2 entzogen. Dazu wird das Kulturmedium mit voller Wachstumsfaktorkonzen-
tration durch je 0,5 ml Kulturmedium ohne Wachstumsfaktoren ersetzt. Wéahrend
dieser Phase teilen sich die Zellen nur minimal. Man erhéalt somit eine etwa 85%ig

konfluente, adhérente Kultur, die zum Versuch eingesetzt wird.

2.1.7 Kultivierung adharenter Monolayer fiir immunzytolo-
gische Untersuchungen und F-Aktin-Analysen

Adulte NSZ werden zu je 15 000 Zellen auf Poly-L-Ornithin/Fibronektin-beschichte-
te Deckglaschen (Kapitel 2.1.5) in einer 24-Well-Platte in je 1 ml Kulturmedium mit
voller Wachstumsfaktorkonzentration ausplattiert. Die Inkubation der Zellen erfolgt
fir drei Tage bei 37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchte. Nach drei Tagen wird das
Kulturmedium mit voller Wachstumsfaktorkonzentration durch Kulturmedium ohne
Wachstumsfaktoren ersetzt. Die Kultur wird nach weiteren 24 Stunden zum Versuch
eingesetzt. Alternativ wird das Kulturmedium durch 1 ml Differenzierungsmedium
ersetzt, um die Differenzierung der Zellen einzuleiten. Die Zellen werden nun fiir

weitere acht Tage kultiviert und immunzytologisch analysiert.
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2.1.8 Kultivierung adhiarenter Monolayer fiir Boyden-Cham-
ber-Assays

Zur Untersuchung der Migration adulter NSZ mit Hilfe des Boyden-Chamber-Assays
werden je 150 000 Zellen in Poly-L-Ornithin/Fibronektin-beschichtete Wells einer
6-Well-Platte (Kapitel 2.1.5) in 2,5 ml Kulturmedium mit voller Wachstumsfaktor-
konzentration ausplattiert. Die Inkubation der Zellen erfolgt fir drei Tage bei 37°C,
5% COq und 95% Luftfeuchte. Nach drei Tagen wird das Kulturmedium mit voller
Wachstumsfaktorkonzentration durch Kulturmedium mit reduzierter Wachstums-
faktorkonzentration (5 ng/ml EGF, 2,5 ng/ml FGF2) ersetzt. Die Kultur wéchst

noch weitere 24 Stunden und wird dann zum Versuch eingesetzt.

2.1.9 Immunzytologie

Zehn bzw. achtzehn Tage alte NSZ (zur Untersuchung der Proliferation bzw. Diffe-
renzierung) werden auf Deckgléschen kultiviert (siche Kapitel 2.1.7). Zur Fixierung
der Zellen wird das konditionierte Medium abgenommen und durch 0,5 ml Fixier-
l6sung ersetzt. Die Inkubation erfolgt fiir 30 min bei Raumtemperatur und wird
durch zweimaliges Waschen mit je 0,3 ml Waschpuffer fiir je 10 min abgeschlossen.
Die Deckglaschen werden aus den 24-Wells entnommen und mit 0,1 ml Waschpuffer
fiir 10 min gewaschen. Es folgt die Permeabilisierung der Zell- und Kernmembranen
durch Inkubation in 0,1 ml Permeabilisierungspuffer fiir 30 min bei Raumtempera-
tur. Die Glaschen werden dreimal mit 0,1 ml PBS fiir 5 min gewaschen. Es folgt die
Absattigung unspezifischer Bindungsstellen durch Inkubation in je 0,1 ml Blocking-
puffer II fiir 30 min bei Raumtemperatur. Zur Markierung der NTPDase, von Nestin,
GFAP, DCX, O4 und (-III-Tubulin werden die Deckgldschen mit 0,1 ml einer Lo-
sung aus dem entsprechenden Antikoérper (siehe unten) und DAPT (1 pug/ml) (gelost
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in Blockingpuffer II), iiber Nacht bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Es folgt die Appli-
kation des Zweitantikérpers (Tabelle 2.1, in Blockingpuffer II) fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur. Die Zellen werden fiinfmal mit 0,1 ml PBS gewaschen und mit

Poly-Mount eingebettet.

Antikorper Herkunft Epitop- Ver-
bindestelle diinnung

anti-NTPDase2 Kaninchen (polyklonal) NTPDase2 1:500
anti-Nestin Maus (monoklonal) Nestin 1:100
anti-DCX Ziege (polyklonal) DCX 1:200
anti-GFAP Maus (monoklonal) GFAP 1:1000
anti-O4 Maus (monoklonal) 04 1:300
anti-(G-111 Maus (monoklonal) S-111-Tubulin 1:500
Tubulin (Tujl)

anti-Maus-IgG (Cy3-gekoppelt) 1:400
anti-Kaninchen-IgG (Cy3-gekoppelt) 1:400
anti-Ziege-IgG (Cy3-gekoppelt) 1:400

Tabelle 2.1 Herkunft, Epitopbindestelle und Verdiinnung der in der Im-
munzytologie verwendeten Antikorper.

2.1.10 RT-PCR-Analyse

Die mRNA wird aus adhérenten NSZ vier Tage nach der Dissoziation primérer
Neurosphéaren unter Verwendung des RNeasy Mini Kit und anschlieendem Verdau
der genomischen DNA mittels RNase-freier DNase I isoliert. Die cDNA wird unter
Verwendung des Omniscript RT Kit in einer Kombination von oligo-dT-Primern
(Tabelle 2.3) und Random-Hexamer-Oligonukleotiden synthetisiert. Mittels der Go-

Tag Hot Start-Polymerase und einer 5-fach konzentrierten Enhancer-Losung (Ralser
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Temperatur Dauer Zyklen
Aktivierung der DNA-
Polymerase (Hot-Start)  94°C 3 min
Strangtrennung 94°C 45 s
Primerbindung 63°C 45 s } 15 x (-0,5°C pro Zyklus)
Strangsynthese 72°C 45 s
Strangtrennung 94°C 45 s
Primerbindung 55°C 45 s } 27 x
Strangsynthese 72°C 45 s
Strangsynthese 72°C 10 min

Tabelle 2.2 Amplifikationsbedingungen der eingesetzten Touch-Down-

PCRs in adulten NSZ.

et al., 2006) wird eine Touch-Down-PCR durchgefiithrt. Die Amplifikationsbedingun-

gen sind in Tabelle 2.2 dargestellt.

Primer

Gen- Vorwarts-Primer-Sequenz

name

P2RX1 GAGAGTCGGGCCAGGACTTC
P2RX2 CCCCAAATTTCACCATCC

P2RX3 GAAACCTCCTTCCTAACC
P2RX4 AATATCCTCCCCAACATTACC
P2RX5 TGGACAACAAACACACACAATCC
P2RX6 TCTGGATTACAAGACGGAGAA
P2RX7 TCCATATGACAAGACAAGG
P2RY1 TGCTATTGAGTGGTATGGAACAG
P2RY2 TCTTACCCTCTTGCCTCCATC
P2RY4 GGCATTGTCAGACACCTTGTA
P2RY6 ATCAGCTTCCTGCCTTTCC
P2RY12 TAACCATTGACCGCTACC

40

Riickwarts-Primer-Sequenz

GCGAATCCCAAACACCTTGA
GCACTCTGATTCAGACAAGTCC
ATACCAGCACATCAAAGC
CTGCCATCTCCTGAAAGC
TCACAGAAGAAAGCCCCAGC
AGTTGGTTACCAGGAAGAACA
TTGTGAAAGGTACAAGAGC
ACACGAGCAAAGTCACAGAAA
CCCATTCCTGCCTAAACTCC
AAGGCACAAAGCAGACAGCAA
CTGTGAGCCTCTGTAAGAGATCG
TTCGTGCCAAACTAGACC

Amp-
likon
(bp)
233
263
363
133
223
281
201
202
205
213
214
212
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P2RY13 CTGCCTTTCAAAATCCTTTCC TGCTGTCCTTACTCCTAAACTTCC 454

P2RY14 ACCACAGACCCTCCAAACC TGCACACAAACACATTCACC 268
GAPDH  AAGGGCATCTTGGGCTACACT TCCAGGGTTTCTTACTCCTTG 209
Aplp TGACCTTCTCTCCTCCATCC GTGTGTGTGTGTGTCCTGTCC 205
Entpd2 CTGTCGTGACCTCGTCTCTG GTCTGGTTGCAGGTGGTCTC 213

Tabelle 2.3 Primer-Sequenzen und die Léngen der erwarteten Amplifi-
kationsprodukte zur Detektion von P2-Rezeptoren, TNAP und NTPDase2
mittels RT-PCR.

2.2 Inhibitorstudien zur Untersuchung intrazellularer Si-
gnalkaskaden

Zur Ermittlung geeigneter Agonistenkonzentrationen und -applikationszeiten wer-
den Zeit- und Dosis-Wirkungskurven erstellt. Die Analyse der Nukleotid- und EGF-
induzierten intrazellularen Signalkaskaden erfolgt durch Einsatz von Inhibitoren,

dargestellt in Tabelle 2.4.

2.2.1 Stimulation und Inhibition intrazellularer Signalkaska-
den in adulten NSZ

Mechanische Stimulation von NSZ fithrt zur Phosphorylierung der zu untersuchen-
den Proteine. Eine weitere Induktion der Phosphorylierung ist daher fiir die folgen-
den Stunden nicht méglich (Grimm, 2005 und Gampe, 2005). Deshalb wird min-
destens zwei Stunden vor und wahrend der Versuchsdurchfiihrung auf stoffreie Be-
handlung geachtet. Die Versuche werden in unabhéngigen Experimenten in Doppel-

oder Dreifachbestimmung durchgefiihrt.

Fir die Stimulation kultivierter NSZ der SVZ werden 11 Tage alte adharente NSZ
verwendet. Zu Versuchsbeginn befinden sich die Zellen in je 0,5 ml Kulturmedium

ohne Wachstumsfaktoren. Pro Well werden 0,1 ml Kulturmedium abgenommen, mit
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Inhibitor/ Zielprotein Konzen- Appli-
Antagonist tration kations-
zeit
AG1478 EGF-Rezeptortyrosinkinasen 10 uM 30 min
Cangrelor P2Y 19- und P2Y3-Rezeptor 50 uM 30 min
(AR- (kompetitiver Antagonist)
C69931MX)
GF109203X Serin-/Threonin-Proteinkinasen 10 pM 30 min
mit Ahnlichkeit zu Stauropo-
rinen und alle PKC-Isoformen
(Gesamt-PKCs)
GM6001 Matrixmetalloproteasen 2,5 uM 30 min
(Illomastat)
G66976 Ca’t-abhangige PKC- 10 M 30 min
Isoformen, wie PKCa, PKC(
(konventionelle PKCs)
MRS2179 P2Y-Rezeptor (kompetitiver 50 uM 30 min
Antagonist)
MRS2365 P2Y3-Rezeptor (kompetitiver 50 pM 30 min
Antagonist)
U0126 MEK1/2 10 uM 30 min

Tabelle 2.4 Name, Angriffspunkt, Konzentration und Applikatioszeit der
zur Analyse der intrazelluldren Signalkaskaden verwendeten Inhibitoren und
Antagonisten.

dem vorgelegten Agonisten gemischt, ins Well zurtickgegeben und fiir die angege-
benen Zeiten inkubiert. Die Reaktion wird durch Entfernung des Uberstandes und
Zugabe von 75 pul Lysis-/Probenpuffer beendet. AnschlieBend werden die Zellen fir
1 min im Ultraschallbad behandelt. Die Proben werden daraufthin in 1,5 ml Reakti-
onsgefafie tiberfiihrt. Um die Wasserstoftbriickenbindungen der Proteine und deren
Sekundér- und Tertiadrstrukturen aufzubrechen, werden die Proben fiir 5 min bei

95°C gekocht und sofort auf Eis abgekiihlt. Proteinquartérstrukturen werden durch
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die reduzierende Thiolverbindung DTT aufgelost, indem Disulfidbriickenbindungen
zwischen Cysteinen aufspalten werden. Die Proben werden bis zur weiteren Verwen-

dung bei -20°C gelagert.

Die Hemmung ausgewahlter Proteine der durch ADPAS und UTP aktivierbaren
Signalwege soll Aufschluss iiber die tatsdchlich aktivierten intrazelluldren Signal-
transduktionsmechanismen der P2Y -, P2Y5-, P2Y12- und P2Y3-Rezeptoren in den
untersuchten Kulturbedingungen geben. Deshalb werden die NSZ vor der Stimula-
tion mit ausgewéahlten Inhibitoren vorinkubiert. Dazu wird 0,1 ml Kulturmedium
abgenommen, mit dem vorgelegten Inhibitor oder Carrier gemischt und zuriick ins
Well gegeben. Nach entsprechender Applikationszeit erfolgt die Stimulation der Zel-
len wie oben beschrieben. Die eingesetzten Konzentrationen und Applikationszeiten
der Inhibitoren wurden der aktuellen Literatur entnommen (Tabelle 2.4, siehe auch

Kapitel 2.4.4).

2.2.2 SDS-PAGE

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist eine
analytische Methode der Molekularbiologie zur Trennung von Molekiilen im elek-
trischen Feld. Als Trennmedium dient hier ein Gel auf Polyacrylamidbasis. Dieses
Polymer bewirkt, dass die Proteine bei ihrer Wanderung durch das Gel proportional
zu ihrer molekularen Masse verlangsamt werden. Bisacrylamid dient als Quervernet-
zer von Acrylamid; zusammen bilden sie eine dreidimensionale Gelmatrix. Die Poly-
merisationsreaktion wird durch Ammoniumpersulfat (APS) eingeleitet. N,N,N’ N’-
Tetramethylenethylendiamin (TEMED) dient als Katalysator der Polymerisation
indem es freie Sulfatradikale stabilisiert. Die Zusammensetzung der verwendeten

Sammel- und Trenngele findet sich in Tabelle 2.5. Da die Proteine in der SDS-PAGE
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nur nach Gréfle und nicht nach Ladung aufgetrennt werden sollen, kommt zuséatz-
lich Natriumdodecylsulfat (SDS) zum Einsatz. Dieses anionische Detergens bindet
sehr effizient an Proteine. Pro Gramm Protein binden ungefahr 1,4 g SDS — dieses
entspricht etwa zwei Aminosduren pro SDS-Molekiil. Dies reicht aus, um die Poly-
peptidkette zu sattigen. SDS tiberdeckt die Eigenladung von Proteinen effektiv, so
dass diese vernachlassigbar wird; das Verhaltnis von Ladung zu Grofe ist fir jedes
Protein nun annahernd gleich. Der negativ geladene SDS-Protein-Komplex wandert
im elektrischen Feld zur positiv geladenen Anode. Die SDS-Gele setzen sich wie un-
ten dargestellt zusammen. Eine Proteinbestimmung der Proben wurde nicht durch-
gefiihrt. Stattdessen wurden jeweils gleiche Volumina (17,5 ul) geladen und mittels
densitometrischer Bestimmung des GAPDH-Gehaltes normiert (Kapitel 2.2.5). Die
Elektrophorese erfolgt in einem diskontinuierlichen Tris-HCl-Puffersystem (Laemm-
li, 1970) bestehend aus einem weitporigem Sammelgel (5% Acrylamid) und einem
engmaschigen Trenngel (10% Acrylamid), die sich weiterhin in Hinblick auf den pH-
Wert und die Ionenstérke unterscheiden (Tabelle 2.5). Die Proben werden mittels
Elektrophoresepuffer bei 10 mA im Sammelgel zunachst konzentriert, bevor sie bei
25 mA im Trenngel aufgetrennt werden. Zur Bestimmung der molekularen Masse

der aufgetrennten Proteine im Gel werden Proteinstandards verwendet.

2.2.3 Westernblot

Die auf Gelgrofle zurechtgeschnittenen Nitrozellulosemembranen und Whatman-
Filterpapiere werden fiir 10 min in Transferpuffer eingeweicht. Daraufthin werden Gel,
Membran und Filter folgendermafien geschichtet: Whatman-Filterpapier (Anode),
Nitrozellulosemembran, Gel, Whatman-Filterpapier (Kathode). Geblottet wird fir
48 min nach folgender Formel: Stromstéirke = Fliche der Membran [cm?] - 1,6 mA
im Semi-Dry-Verfahren. Nach dem Transfer der Proteine auf die Nitrozellulosemem-

bran, werden diese fiir 5 min mit TBS gewaschen, um Reste des Transferpuffers zu
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SDS-Gele Sammelgel (5%)  Trenngel (10%)
30% Acraylamid 0,366 ml 2,2 ml

1% Bisacrylamid 0,286 ml 0,88 ml

1 M Tris -HCI pH-Wert 8,7 - 2,53 ml

0,25 M Tris -HCI pH-Wert 6,8 1,1 ml -

Aquagemin 0,429 ml 0,99 ml

20% SDS 11 pl 33 ul

TEMED 2.2yl 6,6 ul

10% APS 11 pl 33 ul

Tabelle 2.5 Zusammensetzung der in der SDS-PAGE verwendeten
Sammel- und Trenngele.

entfernen. Es folgt eine Inkubation in Blockingpuffer I fiir eine Stunde mit anschlie-
Bendem dreimaligen Waschen mit TBS/T fiir je 5 min. Auf einem Schiittler wird
die Membran iiber Nacht bei 4 °C mit dem Erstantikorper (siche unten), in Anti-
kérperlosung) inkubiert und anschlieflend dreimal fiir 5 min mit TBS/T gewaschen.
Mit einem HRP-gekoppelten Zweitantikorper (siehe unten, gelost in Blockingpuffer
I) wird die Membran fiir eine Stunde bei Raumtemperatur geschiittelt und folgend
dreimal fiir 5 min gewaschen. Fiir die Detektions-Reaktion werden gleiche Volumi-
na von Losung 1 und Loésung 2 der ECL-Loésung zugegeben und fiir 1 min unter
Schiitteln inkubiert. Die Membranen werden in Folie gelegt und anschlieBend zwi-
schen 30 sec und 45 min zur Exposition auf einen photographischen Film gelegt und

entwickelt.

2.2.4 Densitometrische Auswertung

Das Einscannen der belichteten Filme erfolgt iber den Scanner ScanMaker4 und das
Scanprogramm Silverfast. Die densitometrische Auswertung der Westernblots wurde

mit Hilfe der KODAK 1D Image Analysis Software durchgefiihrt. Hierbei werden der
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Antikorper Herkunft Epitopbindestelle Ver-
diinnung
anti-phospho- Maus endogenes, an Threonin 202  1:1000
ERK1/2 (monoklonal) und Tyrosin 204 phospho-
ryliertes p44/p43 (ERK1/2)
anti-phospho- Kaninchen endogenes, an Serin 133 1:1000
CREB (monoklonal) phosphoryliertes CREB
anti-phospho- Maus endogenes, an Serin 473 1:1000
Akt (monoklonal) phosphoryliertes Akt
anti-phospho- Kaninchen endogenes, an Tyrosin 416 1:1000
Src (polyklonal) phosphoryliertes Src
anti-GAPDH Maus GAPDH 1:40000
(monoklonal)
anti-phospho- Kaninchen endogenes, an Serin 338 1:1000
Raf (monoklonal) phosphoryliertes Raf
anti-Raf Kaninchen Raf 1:1000
(monoklonal)
anti-phospho- Maus endogenes, an Tyrosin 845 1:1000
EGFR (Y845) (monoklonal) phosphorylierter EGFR
anti-phospho- Maus endogenes, an Tyrosin 1068  1:1000
EGFR (Y1068)  (monoklonal) phosphorylierter EGFR
anti-phospho- Kaninchen endogenes, an Tyrosin 1173 1:1000
EGFR (Y1173)  (monoklonal) phosphorylierter EGFR
anti-EGFR Kaninchen EGFR 1:1000
(monoklonal)
anti-Maus-IgG (HRP-gekoppelt) 1:2000
anti-Kaninchen-IgG (HRP-gekoppelt) 1:2000

Tabelle 2.6 Herkunft, Epitopbindestelle und Verdiinnung der im Wes-

ternblot verwendeten Antikorper.
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Schwirzungsgrad der jeweils kompletten Bander iiber die Summe der Grauwerte aller
Pixel abziiglich des Hintergrundes berechnet. Die weitere Bearbeitung der Daten

erfolgt mit dem Tabellenkalkulationsprogramm gnumeric.

2.2.5 Datenprasentation

Da eine Proteinbestimmung vor der Beladung der SDS-Gele nicht durchgefithrt wur-
de, fungierte die GAPDH als Referenz. Dazu werden die Bander von Phospho-ERK,
-CREB, -Akt bzw. -Src in ein Verhéltnis zum jeweiligen Band fir die GAPDH dersel-
ben Probe gesetzt. Die zwei- oder dreifach durchgefiihrten Messungen pro Versuch
werden durch Bildung der Mittelwerte dieser Verhéaltnisse zusammengefasst. Dar-
aufhin werden diese Mittelwerte eines Versuches auf die entsprechenden Kontrollen
normiert (bei Konzentrations- und Zeitreihen die unstimulierte Probe, bei Inhibiti-
onsversuchen die stimulierte Probe); die Kontrolle steht dabei fiir 100% Phosphory-
lierung. Die Ermittlung des Mittelwertes mehrerer voneinander unabhangiger Versu-
che erfolgt tiber die Bildung der Summe der normierten Verhéltnisse, dividiert durch
die Anzahl der Versuche. Statistische Angaben werden mittels ANOVA (ungepaart)
und dem Tukey-Kramer-Test erhoben. Die Varianz der Grundgesamtheit wird dabei
als heteroskedastisch (Varianz ist inkonstant) angenommen. Als statistisch signifi-

kant gelten Ergebnisse, die einen p-Wert kleiner oder gleich 0,05 aufwiesen.

2.3 Migrationsanalysen

Zur Ausarbeitung der an der Migration von NSZ beteiligten Mechanismen, werden
die Purin- und EGF-stimulierten Phosphorylierungen der intrazelluliaren Signalmole-
kiille Akt und FAK mittels quantitativen Westernblots nachgewiesen. Parallel dazu
werden die Purin- und EGF-induzierten Auswirkungen auf das Aktin-Zytoskelett
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analysiert. Fiir die Untersuchung der Migrationsintensitat werden NSZ-Kulturen in

Boyden-Chemotaxis-Chambers etabliert.

2.3.1 Zeit- und agonistenabhingige Akt- und FAK-Phospho-
rylierung

Zur Analyse der Migrationsprozesse adulter NSZ wurde die Nukleotid-induzierte
zeitabhéngige Phosphorylierung von Akt und FAK ermittelt. Des Weiteren wur-
den verschiedene Agonisten auf ihre Fahigkeit zur Akt- und FAK-Aktivierung hin

untersucht. Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte wie unter Kapitel 2.2 beschrieben.

2.3.2 Agonisten-induzierte Veranderungen des Aktin-Zyto-
skelettes

Die Stimulation zehn Tage alter NSZ erfolgt auf Deckglédschen in 24-Wells (siehe
Kapitel 2.1.7) in einem Volumen von 0,5 ml. Dazu werden 100 ul konditioniertes
Kulturmedium abgenommen, mit Stimulanz gemischt, und fiir 5 min zuriick ins Well
gegeben. Die Fixierung, Permeabilisierung und das Einbetten der Zellen erfolgt wie
unter Kapitel 2.1.9 beschrieben. Die Markierung von filamentésem Aktin erfolgt
durch Inkubation der Glédschen in 0,1 ml einer Losung aus TRITC-gekoppeltem
Phalloidin (2,5 pg/ml) und DAPI (1 pg/ml) (gelost in Blockingpuffer II), iber
Nacht bei 4°C im Dunkeln.

Von den markierten Zellen werden mit Hilfe des Zeiss Axiophot-Mikroskops, der
Zeiss AxioCam MRm CCD-Kamera und des Zeiss AxioVision-Analysesystems Auf-
nahmen gemacht. Zur quantitativen Auswertung der F-Aktin-Markierung werden
Aufnahmen mit 40-facher Vergroflerung entlang des Deckglaschens angefertigt. Pro

Experiment werden fiir die Kontrollen und die Agonisten-stimulierten Kulturen
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identische Belichtungszeiten verwendet. Da nahezu alle nicht-stimulierten Zellen
der Kontrollkulturen eine geringe F-Aktin-Markierung zeigen, wird die quantita-
tive Analyse basierend auf der Pixelintensitat oder -verteilung mit Hilfe der Soft-
ware ImageJ durchgefiithrt. Von 20 zufillig ausgewéhlten Kontrollbildern eines Ex-
perimentes werden mittels ImageJ Schwellwerte definiert und der Mittelwert aller
Schwellwerte wird zur Berechnung der Stimulation-induzierten Verdanderung der F-
Aktinmarkierung eingesetzt. Mit Hilfe dieser Daten wird die integrierte Intensitét,
als die Summe der Grauwerte der Pixel des Gesamtbildes, berechnet. Zusétzlich wird
die F-Aktin-markierte Fliche des Gesamtbildes durch Summierung aller Pixel ober-
halb des Schwellwertes ermittelt. Durch Auszéhlen der DAPI-gefarbten Zellkerne

wird die integrierte Dichte und Fléche pro Zelle berechnet.

2.3.3 Agonisten-stimulierte Migration

Die zu untersuchenden Substanzen werden in Kulturmedium mit reduzierter Wachs-
tumsfaktorkonzentration gelost. Je 29 ul davon werden in die unteren Vertiefungen
der Migrationskammer gefiillt. Ein beschichteter Polycarbonat-Filter mit 8 um Po-
rengréffe wird markiert und mit der rauhen, beschichteten Seite nach unten auf die
Kammer gelegt. Die Beschichtung des Filters erfolgt mit einer Fibronektinlosung
(10 pg/ml) fiir eine Stunde bei Raumtemperatur. Die Migrationskammer wird nun
zusammengesetzt und im Inkubator bei 37°C vorgewarmt. Die adhérenten Zellen aus
sechs 6-Wells werden durch Trituration mit einer 1 ml-Eppendorfpipette gelost. Die
Zellsuspension wird fiir 5 min bei 260 g4, zentrifugiert und das Pellet wird in 1 ml
Kulturmedium mit reduzierter Wachstumsfaktorkonzentration resuspendiert. Nun
wird die Zellzahl bestimmt. Jede der oberen Vertiefungen der Migrationskammer
wird mit 50 000 Zellen in 50 pl Kulturmedium mit reduzierter Wachstumsfaktor-
konzentration beladen. Die nun vollstandig gefiillte Kammer wird fiir 4,5 Stunden

bei 37°C, 5% COy inkubiert.
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Im Anschluss werden die Filter aus der Kammer genommen und bei Raumtempe-
ratur fiir 5 min in Diffquick-Fixierlosung inkubiert. Zur anschliefenden Cytoplas-
mafarbung wird der Filter fiir 5 min in Diffquick-Farbelosung I (rot) tiberfihrt.
Die Kernfarbung erfolgt fiir 3 min in Diffquick-Farbelosung IT (blau). Zum Schluss
werden die Filter dreimal in MilliQ-Wasser gewaschen und tiber Nacht bei Raum-

temperatur getrocknet.

Die trockenen Filter werden markiert, halbiert und auf Objekttrager gelegt. Die
Réander des Filters werden mit MilliQ-Wasser befeuchtet, so dass die Filterbereiche
mit migrierten Zellen auf der Unterseite des Objekttragers markiert werden kénnen.
Nun werden die Zellen auf der Filteroberseite (nicht migrierte Zellen) mit einem
MilliQ-Wasser-befeuchteten Wattestabchen abgerieben. Der Filter wird erneut ge-
trocknet. Im Anschluss wird der Filter mit Immersionsol ausgestrichen, mit einem
Deckglaschen abgedeckt und mit Klebeband befestigt. Das Auszédhlen der Zellen
erfolgt am Lichtmikroskop im Hellfeld mit 40-facher Vergroflerung. Pro Bedingung
werden fiinf Gesichtsfelder ausgewertet. Die Agonisten-induzierte Migration wird

auf Migration unstimulierter Zellen normalisiert.

2.4 Materialien

2.4.1 Versuchstiere

Zur Préparation von NSZ dienten acht bis zwolf Wochen alte Mause (Mus muscu-
lus) von Wildtyp-, P2Y1_/ - und P2Y, /~ Linien des C57BL /6-Stammes. Wildtyp-
Méuse stammten aus Eigenzucht oder wurden von Charles River Wiga (Sulzfeld,
Deutschland) bezogen. P2Y1_/ - -Mause wurden von Dr. Christian Gachet (Institut
National de la Santé et de la Recherche Médicale, Stralburg, Frankreich; Léon et
al., 1999) erhalten. P2Y, /= Méuse wurden von Dr. Beverly H. Koller (University
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of North Carolina, Chapel Hill, North Carolina; Homolya et al., 1999) bezogen und

iiber mehr als sieben Generationen auf einen C57BL/6-Hintergrund geziichtet.

2.4.2 Chemikalien

Produkt

2-Propanol
(-Glycerophosphat-Dinatrium
p-Nitrophenylphosphat
Accutase 11

Aceton

Acrylamid (Rotiphorese Gel A)
ADPSS

Antipain

Aprotinin

APS

B27-Supplement

Bench Mark Prestained Protein
Ladder

FGF2

Bisacrylamid

BSA Albumin Fraktion V
DMEM/F12

DMSO

DNase I

DTT

Dual Color Protein Standard
ECL

ECL Plus

EGF (rekombinant)
EGTA

Ethanol

Glycerin

Hersteller

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
PAA Laboratories (Colbe, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Calbiochem (Darmstadt, Deutschland)
Roche (Mannheim, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Serva (Heidelberg, Deutschland)
BioRAD (Miinchen, Deutschland)

Amersham Biosciences (Dassel, Deutsch-
land)

Amersham Biosciences (Dassel, Deutsch-
land)

Tebu Bio (Offenbach, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
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Glycin

HCI (Salzsaure)

HEPES

Leupeptin

Magermilchpulver

Magic Mark - Western Standard
Methanol

NaNg

Natriumchlorid

Natriumfluorid
Natriumorthovanadat
Natriumpyrophosphat
Nitrozellulose-Transfermembran

Papain

Penicillin

PMSF

SDS
Streptomycin
TEMED

Tris

Triton X-100
Trypanblau
Trypsin
Trypsin-Inhibitor
Whatman-Filterpapier

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Calbiochem (Darmstadt, Deutschland)
AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
AppliChem (Darmstadt, Deutschland)

Schleicher & Schuell Bioscience (Dassel,
Deutschland)

Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Fluka (Neu-Ulm, Deutschland)
AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
Serva (Heidelberg, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Schleicher & Schuell Bioscience (Dassel,
Deutschland)
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2.4.3 Puffer und Medien

Antikorperlosung

Blockingpuffer I

Blockingpuffer 11

Elektrophorese-Puffer

Enhancer-Losung

Fixierlosung

5% BSA
0,05% NaN3
in TBS/T

5% Magermilchpulver
in TBS/T

5% BSA
0,02% NaNj
in PBS

100 mM Tris
100 mM Glycin
70 mM SDS

in Aquademin

2,7 M Betain
6,7 mM DTT
6,7% DMSO
55 ug/ml BSA

2% Paraformaldehyd

125 mM Tris

125 mM NaCl

5 mM NagVO, (aktiviert)
50 mM NaF

50 mM Nay(P207)

125 mM [-Glycerophosphat
125 mM p-Nitrophenylphosphat
2,5 mM EGTA

5 mM PMSF

10 pg/ml Aprotinin

10 pg/ml Leupeptin

10 pg/ml Antipain
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Kulturmedium ohne

Wachstumsfaktoren

Kulturmedium mit reduzier-
ter Wachstumsfaktor-

konzentration

Kulturmedium mit voller
Wachstumsfaktorkonzen-

tration

Differenzierungsmedium

Lysispuffer

in PBS, pH-Wert 7,4 (HCI)

1 x B27-Supplement

10 mM HEPES

100 U/ml Penicillin

10 pg/ml Streptomycin

in DMEM /F12, pH-Wert 7,2

1 x B27-Supplement

10 mM HEPES

100 U/ml Penicillin

10 pg/ml Streptomycin

5 ng/ml EGF

2,5 ng/ml FGF2

in DMEM/F12, pH-Wert 7,2

1 x B27-Supplement

10 mM HEPES

100 U/ml Penicillin

10 pg/ml Streptomycin

20 ng/ml EGF

10 ng/ml FGF2

in DMEM /F12, pH-Wert 7,2

1 x B27-Supplement

10 mM HEPES

100 U/ml Penicillin

10 pg/ml Streptomycin

1% BSA

in DMEM /F12, pH-Wert 7,2

125 mM Tris

125 mM NaCl

5 mM NagVOy, (aktiviert)
50 mM NaF
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50 mM Na4(PQO7)

125 mM [-Glycerophosphat

125 mM p-Nitrophenylphosphat
2,5 mM EGTA

2,5% (v/v) Triton X-100

5 mM PMSF

10 pg/ml Aprotinin

10 pg/ml Leupeptin

10 pg/ml Antipain

in Aquagemin, pH-Wert 7.4 (HCI)

Papain-Dissoziationslosung 0,5 mg/ml Papain (14 U/mg)
0,1 mM EDTA
in DMEM/F12

PBS 137 mM NaCl
3 mM KCI
13 mM NaQHPO4'H20
2 mM KHsPOy
in Apjgest, pH-Wert 7,4 (HCI)

Permeabilisierungspuffer 0,1% Triton X-100
in PBS
Probenpuffer 312,5 mM Tris

10% (w/v) SDS

50% Glycerol

0,05% Bromphenolblau
500 mM DTT

in Aquagemin, pPH-Wert 6,8

TBS 20 mM Tris

137 mM NaCl
in Aquagemin, pH-Wert 7,6 (HCI)
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TBS/T

Transferpuffer

Trypsin-Inhibitorlosung

Waschpuffer

20 mM Tris

137 mM NaCl

0,1% Tween 20

in Aquagemin, pH-Wert 7,6 (HCI)

25 mM Tris

200 mM Glycin

20% Methanol

in Aquagemin, pH-Wert 8,3 (HCI)

0,7 mg/ml Trypsin-Inhibitor
1000 U/ml DNase I
in DMEM /F12

125 mM Tris

125 mM NaCl

5 mM NagVO, (aktiviert)
50 mM NaF

50 mM Na4(PQO7)

125 mM [-Glycerophosphat
125 mM p-Nitrophenylphosphat
2,5 mM EGTA

5 mM PMSF

10 pg/ml Aprotinin

10 pg/ml Leupeptin

10 pg/ml Antipain

in PBS, pH-Wert 7.4 (HCI)
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2.4.4 Inhibitoren

Inhibitor
AG1478 135

GF109203X 245
Go66976 245
U0126 235

Cangrelor
(AR-C69931MX) ©
GM6001 78

MRS2179 ?

MRS2395 10

2.4.5 Antikorper

Antikorper
anti-Phospho-ERK1/2
anti-Phospho-CREB
anti-Phospho-Akt
anti-Phospho-Src
anti-GAPDH
anti-Phospho-Raf
anti-Raf

anti-Phospho-EGFR (Y845)
anti-Phospho-EGFR (Y1068)
anti-Phospho-EGFR (Y1173)

anti-EGFR

Hersteller
Calbiochem (Schwal-
bach/Ts., Deutschland)
Calbiochem (Schwal-
bach/Ts., Deutschland)
Calbiochem (Schwal-
bach/Ts., Deutschland)
Calbiochem (Schwal-
bach/Ts., Deutschland)
AstraZeneca
(Loughborough, UK)
Chemicon (Hotheim,
Deutschland)

Tocris Bioscience
(Eching, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Tauf-
kirchen, Deutschland)

Hersteller

Literatur

I Elia et al., 2005

2 Gendron et al., 2003
3 Moll et al., 2002

4 Neary et al., 1999

5 Weisman et al., 2001
6 Marteau et al., 2004
" Menon et al., 2005

8 Mercapide et al., 2003
9 Baurand et al., 2001
10" Jacobson et al., 2004

Cell Signaling (Frankfurt a. M., Deutschland
Cell Signaling (Frankfurt a. M., Deutschland
Cell Signaling (Frankfurt a. M., Deutschland
Cell Signaling (Frankfurt a. M., Deutschland
Cell Signaling (Frankfurt a. M., Deutschland

Cell Signaling

Cell Signaling (Frankfurt a. M., Deutschland

)
)
)
)
)
Frankfurt a. M., Deutschland)
)
)
)
)
)

Cell Signaling (Frankfurt a. M., Deutschland
Cell Signaling (Frankfurt a. M., Deutschland
Cell Signaling (Frankfurt a. M., Deutschland

Cell Signaling (Frankfurt a. M., Deutschland
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anti-NTPDase2
anti-Nestin
anti-DCX

anti-GFAP

anti-O4
anti-3-11I-Tubulin
anti-Maus-IgG-Cy3
anti-Kaninchen-1gG-Cy3
anti-Maus-IgG-HRP
anti-Kaninchen-IgG-HRP

2.4.6 Zubehor

Produkt
Diffquick-Farbelosung

ECL Hyperfilm
Eppendorf-Reaktionsgefafie

Filtermembran Polycarbonat
PVPF, 8.0 Micron, 25 x 80mm

Gewebekulturschalen 60/15 mm

Gewebekulturplatte 24-Well

Migrationskammer (Multiwell
Chemotaxis Kammer AP48)

Mikroplatte 6-Well
Nitrozellulose-Transfermembran

Neubauer-Zahlkammer
Whatman-Filterpapier

Dr. Jean Sevigny (Québec, Kanada)
Chemicon (Hofheim, Deutschland)
Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg,)
Deutschland)

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Chemicon (Hofheim, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Dianova (Hamburg, Deutschland)
Dianova (Hamburg, Deutschland)

Dako (Hamburg, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

Hersteller

Medion Diagnostics AG (Diidingen,
Schweiz)

Amersham (Dassel, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

GE Water & Process Technologies Pie-
per Filter GmbH (Bad Zwischenhahn,
Deutschland)

Cellstar Greiner Labortechnik (Fricken-
hausen, Deutschland)

Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland)
Neuro Probe, Inc. (Gaithersburg, USA)

Iwaki (Funabashi, Japan)

Schleicher & Schuell Bioscience (Dassel,
Deutschland)

Heiland (Stuttgart, Deutschland)

Schleicher & Schuell Bioscience (Dassel,
Deutschland)
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2.4.7 Gerate

Produkt
Binokular

Gewebeschneider
Inkubator
Inkubator

Mikroskop
Mikroskop

Proteintransfer

Scanner
Schiittler

Schiittler
Sterilbank
Sterilbank
Vortexer
Wasserbader

Zentrifuge
Zentrifuge

Bezeichnung
Stemi SV6
Mec Ilwain Tissue Chopper

Steri-Cult 200
Heraeus

Axiovert 200
Leitz DM IL
Trans-Blot SD Semi-dry

Transfer Cell
ScanMaker 4

Kottermann
WT12

Hera safe
BDK

Vortex-2 Genie

Laborzentrifuge Z360K
Laborzentrifuge ZK15

29

Hersteller
Zeiss (Gottingen, Deutschland)

Mickel Laboratory Engeneering
coLLTD (Surrey, UK)

Forma Scientific (St. Georgen,
Deutschland)

Heraeus Instruments (Hanau,
Deutschland)

Zeiss (Gottingen, Deutschland)
Leica (Wezlar, Deutschland)

BioRAD (Miinchen, Deutsch-
land)

Mikrotech (Taipei, Taiwan)

Kottermann (Uetze-Héanigsen,
Deutschland)

Biometra (Gottingen, Deutsch-
land)

Heraus instruments (Hanau,
Deutschland)

Luft- und Raumfahrttechnik
(Deutschland)

Scientific Industries (Bohemia,
NY, USA)

Gesellschaft fiir Labortechnik
(Burgwedel, Deutschland)

Hermle (Hamburg, Deutschland)

Sigma (Zerode am Harz,
Deutschland)
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2.4.8 Software

Produkt Hersteller

Gnumeric 1.8.3 The Open Source Community;,
Earth, 2007

KODAK 1D Image Analysis Software Eastman KODAK Company,
Rochester, New York, 2000

Photoshop 11.0.1 Adobe Systems Incorporated,
San Jose, Kalifornien, USA,
2009

Silverfast LaserSoft Imaging, Kiel,

Deutschland, 1995
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung eines adharenten NSZ-Kultursystems
in vitro

NSZ der SVZ konnen isoliert und in vitro kultiviert und expandiert werden. Hierfiir
stehen zwei Methoden zur Verfiigung: Die Kultivierung als in der Losung schwim-
mende Zellaggregate, so genannte Neurosphiren (Reynolds und Weiss, 1992 und
Reynolds et al., 1992), und die Kultivierung als adhéarente Monolayer in Gegenwart
geeigneter adhérenter Substrate (Conti et al., 2005). Fiir beide Verfahren ist das
Vorhandensein von Wachstumsfaktoren unter Serum-freien Bedingungen unerléss-

lich.

3.1.1 Kultivierung adharenter NSZ

Erste Erkenntnisse zur Nukleotid- und EGF-induzierten Aktivierung intrazellularer
Signalkaskaden konnten bei Arbeiten mit Neurosphirenkulturen aus adulten NSZ
gewonnen werden (Grimm, 2005). Hier wurden die Zellen aus der SVZ adulter Méu-
se prapariert und sieben Tage als Neurosphéren kultiviert. Diese wurden dissoziiert
und weitere vier Tage zu sekundaren Neurospharen herangezogen und schlieflich
mit P2Y- und EGF-Rezeptor-Agonisten oder Inhibitoren intrazellulérer Signalweg-
komponenten stimuliert. So konnte die Nukleotid- und EGF-induzierte Aktivierung
intrazellularer Signalkaskaden aufgedeckt werden. Wegen der fehlenden Adhasivitéat
der Neurosphéren und der enormen Sensibilitdt des zu untersuchenden ERK1/2-
Signalweges gegeniiber geringster mechanischer Agitation gestalteten sich die damit
verbundenen Medienwechsel als duflerst ungiinstig. Jeglicher Wechsel des Mediums

ging mit der Zentrifugation der Neurosphéarenkultur einher, was zur Aktivierung
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der zu untersuchenden Signalkaskaden fithrt (Grimm, 2005 und Gampe, 2005). Aus
diesem Grund bestand der erste Schritt dieser Arbeit in der Etablierung adhérenter
NSZ-Kulturen aus der SVZ adulter Méuse in vitro, in der alle Medienwechsel ohne
Zentrifugation durchgefiirt werden konnen. In einem zweiten Schritt wurden diese
Kulturen auf Eigenschaften von Stammzellen und die Fahigkeit zur Differenzierung

in Glia- und Nervenzellen charakterisiert (Kapitel 3.1.2, Messemer, 2008).

In Vorversuchen wurde das Wachstumsverhalten adulter NSZ auf unterschiedlich
beschichteten Kulturoberflaichen bzw. Mediumzusétzen verglichen (Abbildung 3.1).
In allen Ansédtzen wurden die Zellen aus der SVZ adulter Mause prapariert (Tag
1) (A) und sieben Tage lang in unbeschichteten Zellkulturschalen als Neurosphé-
ren kultiviert (B, C). Im Anschluss wurden sie vereinzelt (Tag 8) (D) und auf
PLO/Fibronektin- (F), PLO/Laminin- (G) oder PLO-beschichtete (H) oder un-
beschichtete (E) 24-well-Platten ausgeséit. In den folgenden vier Tagen wurden die

Zellen mit dem Lichtmikroskop auf Adhéarenz gepriift.

Bereits drei Stunden nach Ausséen der Zellen (Tag 8) adhérieren nahezu alle Zellen
auf PLO/Fibronektin- und PLO/Laminin-beschichteten Oberflichen. Nach 24 Stun-
den (Tag 9) adhérieren in diesen Kulturen alle Zellen vollstandig und bilden Mo-
nolayer. Zellen auf unbeschichteten und PLO-beschichteten Oberflichen zeigen zu
diesem Zeitpunkt keine Adhéarenz. Nach weiteren 24 Stunden (Tag 10) zeigt sich
eine Zunahme der Zellzahl mit einer Verdichtung der adharenten Monolayer bei
PLO/Fibronektin- und PLO/Laminin-Beschichtung. Die Kulturen der anderen Be-
dingungen zeigen weiterhin keine Adharenz und bilden aus wenigen Zellen beste-
hende Neurosphéren. Eine Verdichtung der adharenten Monolayer lésst sich auch
am folgenden Tag (Tag 11) beobachten. Der Durchmesser der Neurosphéren ver-
groflert sich. Neurosphéren in PLO-beschichteten Wells adhérieren nun teilweise an

der Unterlage und zeigen dort héufig eine Auswanderung von einzelnen Zellen aus
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e '

Abbildung 3.1 Kultivierung adulter NSZ. Diese konnen als Neurosphé-
ren oder adhirente Monolayer kultiviert werden. (A) zeigt in Kultur ge-
brachte Einzelzellen der SVZ. Daraus entwickeln sich in der Losung schwe-
bende Zellaggregate (Neurosphéren; (B) nach drei Tagen, (C) nach sie-
ben Tagen). Die Zellen werden dissoziiert (D) und auf unbeschichtete (E),
PLO/Fibronektin- (F), PLO/Laminin- (G) oder PLO-beschichtete (H) Zell-
kulturoberflachen ausgesaht und fiir vier Tage kultiviert. Der Maflstab in
(H) entspricht 100 pm und bezieht sich auf alle Abbildungen

dem Zellaggregat entlang der Zellkulturoberfliche. Neurosphéren in unbeschichteten

Wells weisen dieses Verhalten nicht auf.

Aufgrund der guten Adhérenz adulter NSZ auf PLO/Fibronektin-beschichteten Kul-
turoberflachen, wurden die NSZ-Kulturen der folgenden Experimente fiir sieben Ta-
ge in unbeschichteten Zellkulturschalen als Neurospharen herangezogen, dissoziiert
und fir weitere vier Tage auf PLO/Fibronektin-beschichteten Kulturoberflichen

kultiviert.
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3.1.2 Einfluss der Passagenanzahl auf die Proteinexpression
adharenter NSZ

NSZ, die aus dem Gehirn, zum Beispiel dem Striatum, isoliert wurden, lassen sich
in vitro iiber mehrere Passagen hinweg kultivieren, ohne dass sie ihre Fahigkeit
zur Proliferation und Differenzierung verlieren (Reynolds und Weiss, 1992). So ist
es moglich, eine grofle Zahl an NSZ zu generieren, ohne die Zellen stets neu in
aufwindigen Priméarpraparationen isolieren zu miissen. Ob dies auch fiir NSZ aus
der SVZ adulter Mause unter den gegebenen Kulturbedingungen zutrifft, wurde in
mehrfach passagierten NSZ-Kulturen in einigen Vorversuchen untersucht. Analysiert
wurde die Expression von Stammzellmarkern und die Fahigkeit zur Differenzierung

in Astrozyten, Oligodendrozyten und Neurone (Tabelle 3.1).

Pas-  Kultivierung NTPD-  Nestin DCX = GFAP 04 [B-111-
sage ase2 Tubulin
1 7 +3 ++ +++ - +++ ++ +
7 +3+14+8 ++ ++ +++ +++ +++ +++
2 +7 43 ++ ++ - ++ +++ +
T+7  +3+148 + + - + ++ -
3 THTHTH3 +++ - + +- ++ -
THTHTH3+148 4+ - - + -

Tabelle 3.1 Einfluss der Passagenanzahl kultivierter NSZ auf die Expres-
sion von Stammzell-, Astrozyten-, Oligodendrozyten- und Neuronenmar-
kern kultivierter adulter NSZ. Aus der SVZ isolierte NSZ werden fiir sieben
Tage als Neurosphéren kultiviert (rot), und ein- bis dreimal passagiert (linke
Spalte). Darauthin werden die Zellen fiir drei Tage als adhérente Monolayer
kultiviert (griin). Es folgt der Entzug der Wachstumsfaktoren fiir 24 Stun-
den (orange). Zur Analyse der Multipotenz der kultivierten NSZ wird die
Differenzierung der Zellen tiber acht Tage eingeleitet (blau). Darauf folgt die
immunzytochemische Analyse der Zellen fiir die NTPDase2, Nestin, DCX,
GFAP, O4 und G-III-Tubulin. Farbung: —, keine; +, gering; ++, mafig;
+++, hoch.
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Einmal passagierte adulte NSZ zeigen nach 11 Tagen in Kultur eine deutliche Ex-
pression der NTPDase2, eines Markers fiir Typ-B-Zellen der SVZ. Nestin, ein Marker
fiir neurale Stamm- und Vorlduferzellen der SVZ (Typ-B-, -C- und -A-Zellen), wird
in hohem Mafle exprimiert. Eine Farbung fiir DCX als Marker fiir die Typ-A-Zellen
und junge Neurone kann nicht nachgewiesen werden. GFAP, welches sowohl von
den Typ-B-Zellen, als auch von Astrozyten exprimiert wird, kann gezeigt werden.
Der Oligodendrozytenmarker O4 zeigt nur eine méflige und der Neuronenmarker

B-11I-Tubulin nur eine geringe Farbung.

Diese Kulturen weisen nach ihrer Differenzierung ein verandertes Expressionsprofil
auf. NTPDase2 und Nestin werden nun méflig exprimiert, wohingegen eine hohe
DCX-Farbung beobachtet werden kann. GFAP bleibt weiterhin stark exprimiert und
auch die Oligodendrozyten- und Neuronenmarkierung iiber O4 und [-1II-Tubulin

steigt stark an.

Zellen nach einmaligem Passagieren sind multipotent und kénnen sich nach Entzug
der Wachstumsfaktoren und Zugabe von 2% FBS in Astrozyten, Oligodendrozyten
und Neurone differenzieren. Die Resultate dieser Vorversuche wurden im Rahmen
einer mitbetreuten Diplomarbeit in weiteren eingehenden Analysen umfassend un-

tersucht und bestétigt (Messemer, 2008).

Mehrfach passagierte NSZ zeigen gegeniiber einmal passagierten Kulturen wichti-
ge Unterschiede. Im Wesentlichen éndert sich das Profil der NTPDase2-, Nestin-,
GFAP- und O4-Expression in zwei- und dreifach passagierten, undifferenzierten und
differenzierten Kulturen nicht. Jedoch zeigen sich in der Farbung fiir DCX und (-
[TI-Tubulin relevante Unterschiede. Schon nach zweimaligem Passagieren der Zellen

mit anschlieSender Differenzierung lassen sich beide Marker nicht mehr nachweisen.
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Das mehrfache Passagieren von NSZ in vitro fiihrt also zum Verlust der Expression
fiir Marker junger und reifer Neurone in differenzierten NSZ-Kulturen. Die uneinge-
schrinkte Multipotenz der NSZ, insbesondere die Differenzierung in Neurone lasst
sich unter diesen Bedingungen nicht mehr bestéitigen. Die folgenden Experimente
wurden deshalb mit stets neu angelegten Primérkulturen durchgefiihrt, welche nur

einmal passagiert wurden.

3.1.3 Auswirkungen mechanischer Agitation auf die ERK1/2-
Phosphorylierung

NSZ reagieren auf mechanische Agitation mit der Phosphorylierung von ERK1/2
und sind dann nur vermindert mit ADPAS stimulierbar (Grimm, 2005 und Gampe,
2005). Die Zugabe von Substanzen zu adhérenten NSZ, wie sie in den folgenden
Experimenten noétig ist, geht mit einer Umwélzung des Mediums und damit einer
Agitation der Zellen einher. Um die Auswirkung der Substanzzugabe zu NSZ auf
die Aktivierung von ERK1/2 zu untersuchen, wurden adhérente NSZ mit konditio-
niertem Medium stimuliert, indem ein Funftel des Kulturmediums entnommen und
zuriick ins Well pipettiert wurde (mit Agitation). Die Zelllysate wurden anschlie-
Bend dem quantitativen Westernblot unterworfen. Als Kontrolle dienten unbehan-

delte Zellen (ohne Agitation).

Wie die Abbildung 3.2 zeigt, lasst sich zwischen beiden Versuchsgruppen kein Unter-
schied feststellen. Die Datenteihe ,mit Agitation® unterscheidet sich mit 94% nicht
signifikant von der Kontrolle (ohne Agitation, 100%). Die NSZ koénnen demzufolge
mit Substanzen stimuliert werden, ohne dass der Vorgang der Substanzzugabe selbst

Auswirkungen auf den Zustand der ERK1/2-Phosphorylierung der Zellen hat.
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Abbildung 3.2 Auswirkungen der Zugabe von konditioniertem Medium
auf die ERK1/2-Phosphorylierung in adulten NSZ. Die Zellen wurden ent-
weder sofort lysiert und in der SDS-PAGE aufgetragen (ohne Agitation)
oder zuvor fiir 5 min mit konditioniertem Medium behandelt (mit Agitati-
on). Der Nachweis von pERK1/2 erfolgte im Westernblot durch phospho-
spezifische Antikorper gegen aktiviertes ERK1/2. GAPDH diente als Kon-
trolle der geladenen Proteinmenge. Die Darstellung der Werte erfolgt als
prozentualer Anteil der Datenreihe ,ohne Agitation“. Aufgetragen ist der
Mittelwert + S.E.M. (n=5).

3.2 Nukleotid-, Nukleosid- und EGF-vermittelte Signalwege
in adulten NSZ

Zur Untersuchung der in NSZ induzierten Signalkaskaden werden dosis- und zeit-
abhéngige Studien der Nukleotid- und EGF-induzierten Proteinphosphorylierun-
gen ausgewahlter Signalwegskomponenten durchgefiihrt. Weiterfithrend werden die
zur ERK1/2- und CREB-Phosphorylierung fithrenden Signalwege durch Inhibitoren
charakterisiert. Zur Spezifizierung der bisherigen Untersuchungen wird die Aktivie-
rung intrazelluldrer Signalkaskaden in Stammzellkulturen von P2Y;- und P2Y,-

Rezeptor-Knockout-Mausen analysiert.
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3.2.1 Dosis- und zeitabhingige ERK1/2-Phosphorylierung

In einem ersten Stimulationsversuch wurden adhérente adulte NSZ auf ihre Fa-
higkeit der ADPAS-, UTP- und EGF-induzierten ERK1/2-Aktivierung analysiert
(Abbildung 3.3). Zur Untersuchung der dosisabhéngigen ERK1/2-Phosphorylierung
wurden die Agonisten in den angegebenen Konzentrationen fiir 5 min (ADPSS,
EGF) bzw. 2,5 min (UTP) oder Vehikel (MilliQ-Wasser) appliziert (A-C). Zur Un-
tersuchung der Zeitabhéngigkeit wurden die Zellen fiir die angegebenen Zeiten mit
ADPgS, UTP (je 50 uM), EGF (10 ng/ml) oder Vehikel (MilliQ-Wasser) stimuliert
(D-F). Die durch die Agonisten ausgeldsten zelluldren Antworten wurden mit Hil-
fe von Antikérpern gegen phosphoryliertes ERK1/2 im quantitativen Westernblot

analysiert.

Die Daten zeigen, dass alle drei Agonisten eine zeit- und dosisabhéngige Phospho-
rylierung von ERK1/2 induzieren. Bei einer Applikationszeit von 5 bzw. 2,5 min
zeigen sich maximale Antworten fir ADPSS (822%, A) bzw. UTP (463%, B) bei
einer Konzentration ab 50 uM. EGF 16st nach 5 min Stimulation eine maximale

ERK1/2-Phosphorylierung ab 10 ng/ml (2083%, C) aus.

Die ERK1/2-Phosphorylierung beginnt deutlich frither nach Stimulation mit den
P2-Rezeptoragonisten ADPSS und UTP im Vergleich zur Aktivierung des EGF-
Rezeptors mit EGF. Beide Nukleotide (je 50 pM) losen eine rasche Phosphorylie-
rung von ERK1/2 nach bereits 1 min aus (ADPAS 215%, D, UTP 232%, E) und
erreichen ein Maximum nach 5 min mit einer 8,2-fachen (ADPSS) und 5,7-fachen
(UTP) Erhohung der ERK1/2-Phosphorylierung im Vergleich zur Kontrolle (Ve-
hikel, 100%). Daraufhin nimmt das Ausmafl der ERK1/2-Aktivierung im weiteren
zeitlichen Verlauf stetig ab. Eine signifikante Aktivierung von ERK1/2 nach EGF-
Stimulation (10 ng/ml) wurde erst nach 2,5 Minuten beobachtet (1842%, F). Das
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Abbildung 3.3 ADPSS-, UTP- und EGF-induzierte dosis- und zeitab-
héngige ERK1/2-Phosphorylierung in adulten NSZ. Zur Analyse der Dosis-
abhéngigkeit der Agonisten ADPAS, UTP und EGF wurde diese in den an-
gegebenen Konzentrationen fiir 5 min (ADPSS, EGF) bzw. 2,5 min (UTP)
appliziert (A-C). Fiir die Kontrolle wurde Vehikel (MilliQ-Wasser) verwen-
det. Zur Untersuchung der Zeitabhéngigkeit wurden die Zellen fiir die an-
gegebenen Zeiten mit ADPSS, UTP (je 50 uM) oder EGF (10 ng/ml) sti-
muliert (D-F). Der Nachweis von pERK1/2 erfolgte im Westernblot durch
phosphospezifische Antikorper gegen aktiviertes ERK1/2. GAPDH diente
als Kontrolle der geladenen Proteinmenge. Die Darstellung der Werte er-
folgt als prozentualer Anteil der Kontrolle. Aufgetragen ist der Mittel-
wert £ S.E.M. (n=3-6). Signifikanztests erfolgten mittels ANOVA und an-
schlieBendem Tukey-Kramer-Test (ungepaart) mit *p<0,05, **p<0,01 und
**p<0,001 relativ zur Kontrolle. Unterhalb jedes Graphen befinden sich
reprasentative Westernblots fiir pERK1/2 und GAPDH als Ladekontrolle.

Niveau der ERK1/2-Phosphorylierung steigt auch nach 10 und 20 min stetig an und
16st dabei mit einer bis zu 38-fachen Steigerung der ERK1/2-Phosphorylierung im
Vergleich zur Kontrolle (100%) eine weitaus starkere Phosphorylierung von ERK1/2
aus, als es fiir ADPGS und UTP beobachtet wurde.
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Abbildung 3.4 ADPgS-, UTP- und EGF-induzierte Raf-Phosphorylie-
rung in adulten NSZ. Die Zellen wurden fir 5 min mit ADPSS, UTP (je
50 uM) oder EGF (10 ng/ml) stimuliert. Fir die Kontrolle wurde Vehikel
(MilliQ-Wasser) verwendet. Der Nachweis von pRaf erfolgte im Western-
blot durch phosphospezifische Antikorper gegen aktiviertes Raf. Gesamt-Raf
diente als Kontrolle der geladenen Proteinmenge. Die Darstellung der Werte
erfolgt als prozentualer Anteil der Kontrolle. Aufgetragen ist der Mittelwert
+ S.E.M. (n=3). Signifikanztests erfolgten mittels ANOVA und anschlie-
Bendem Tukey-Kramer-Test (ungepaart) mit *p<0,05 relativ zur Kontrolle.
Unterhalb jedes Graphen befinden sich reprasentative Westernblots fiir pRaf
und Gesamt-Raf als Ladekontrolle.

3.2.2 ADPpSS-, UTP- und EGF-induzierte Raf-Phosphory-
lierung

Der klassische Weg der ERK1/2-Aktivierung setzt die vorherige Phosphorylierung
der Proteinkinase Raf voraus. Aus diesem Grund wurde die Nukleotid- und EGF-
induzierte Aktivierung von Raf in adulten NSZ untersucht. Dazu wurden die Zellen
fir 5 min mit ADPSS, UTP (je 50 uM), EGF (10 ng/ml) oder Vehikel (MilliQ-
Wasser) stimuliert. Der Nachweis von phosphoryliertem Raf erfolgte im Westernblot

durch phosphospezifische Antikorper gegen aktiviertes Raf.
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Die Ergebnisse zeigen, dass UTP die Phosphorylierung von Raf signifikant um das
2,6-fache im Vergleich zur Kontrolle (100%) erhoht (Abbildung 3.4). ADPSS und
EGF zeigen eine tendentielle Erhohung der Raf-Phosphorylierung um das 3,1- bzw.
3,6-fache im Vergleich zur Kontrolle.

3.2.3 Zeit- und dosisabhingige CREB-Phosphorylierung

Als ein weiteres mogliches Zielprotein der Nukleotid- und EGF-stimulierten Si-
gnalkaskaden in adulten NSZ wurde der Transkriptionsfaktor CREB analysiert
(Abbildung 3.5). Zur Untersuchung der dosisabhéngigen CREB-Phosphorylierung
wurden ADPAS-, UTP- und EGF in den angegebenen Konzentrationen fiir 5 min
(ADPgSS, EGF) bzw. 2,5 min (UTP) oder Vehikel (MilliQ-Wasser) appliziert (A-
C). Zur Untersuchung der Zeitabhangigkeit wurden die Zellen fiir die angegebenen
Zeitpunkte mit ADPAS, UTP (je 50 uM), EGF (10 ng/ml) oder Vehikel (MilliQ-
Wasser) stimuliert (D-F). AnschlieBend wurden die durch die Agonisten ausgeldsten
zelluldren Antworten im quantitativen Westernblot mit Hilfe von Antikorpern gegen

phosphoryliertes CREB analysiert.

Die ADP3S-, UTP- und EGF-induzierte Phosphorylierung von CREB zeigt dhnliche
zeit- und dosisabhéngige Verlaufe wie die Nukleotid- und EGF-vermittelte ERK1/2-
Phosphorylierung (Abbildung 3.3). Beide Nukleotide induzieren nach einer Stimu-
lation von 5 min (ADPSS, EGF) bzw. 2,5 min (UTP) ab einer Konzentration von
50 uM (ADPSS 540%, A, UTP 558%, B) und EGF ab 10 ng/ml (917%, C) eine
maximale CREB-Phosphorylierung.

ADPSS- und UTP (je 50 puM) 16sen schon nach 1 min eine signifikante CREB-
Phosphorylierung aus (ADPSS 319%, D, UTP 492%, E), mit einem Maximum
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Abbildung 3.5 ADPSS-, UTP- und EGF-induzierte dosis- und zeitab-
hangige CREB-Phosphorylierung in adulten NSZ. Zur Analyse der Dosisab-
héangigkeit der Agonisten ADPSS, UTP und EGF wurden diese in den ange-
gebenen Konzentrationen fiir 5 min (ADPSS, EGF) bzw. 2,5 min (UTP) ap-
pliziert (A-C). Fir die Kontrolle wurde Vehikel (MilliQ-Wasser) verwendet.
Zur Untersuchung der Zeitabhéngigkeit wurden die Zellen fiir die angegebe-
nen Zeiten mit ADPSS, UTP (je 50 uM) oder EGF (10 ng/ml) stimuliert
(D-F). Der Nachweis von pCREB erfolgte im Westernblot durch phospho-
spezifische Antikorper gegen aktiviertes CREB. GAPDH diente als Kontrol-
le der geladenen Proteinmenge. Die Darstellung der Werte erfolgt als prozen-
tualer Anteil der Kontrolle. Aufgetragen ist der Mittelwert + S.E.M. (n=3-
5). Signifikanztests erfolgten mittels ANOVA und anschlieBendem Tukey-
Kramer-Test (ungepaart) mit *p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001 relativ
zur Kontrolle. Unterhalb jedes Graphen befinden sich repréisentative Wes-
ternblots fiir pPCREB und GAPDH als Ladekontrolle.

bei 5 min mit 872% (ADPSS) bzw. 1303% (UTP). Darauthin nimmt das Aus-
maf der CREB-Phosphorylierung stetig ab. Die EGF-vermittelte (10 ng/ml) CREB-

Aktivierung ist im Vergleich dazu verzogert und erst nach 2,5 min signifikant (427%).

Auch nach 10 und 20 min steigt das Niveau der CREB-Phosphorylierung weiter
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Abbildung 3.6 ADPgS-, UTP- und EGF-induzierte zeitabhéngige Akt-
Phosphorylierung in adulten NSZ. Die Zellen wurden fiir die angegebe-
nen Zeiten mit ADPSS (50 puM) (A), UTP (50 uM) (B) oder EGF
(10 ng/ml) (C) stimuliert. Der Nachweis von pAkt erfolgte im Western-
blot durch phosphospezifische Antikorper gegen aktiviertes Akt. GAPDH
diente als Kontrolle der geladenen Proteinmenge. Die Darstellung der Wer-
te erfolgt als prozentualer Anteil der Kontrolle. Aufgetragen ist der Mittel-
wert £ S.E.M. (n=3). Signifikanztests erfolgten mittels ANOVA und an-
schliefendem Tukey-Kramer-Test (ungepaart) mit *p<0,05, **p<0,01 und
***p<0,001 relativ zur Kontrolle. Unterhalb jedes Graphen befinden sich
reprasentative Westernblots fiir pAkt und GAPDH als Ladekontrolle.

an und erreicht mit maximal 1090% einen deutlich schwacheren Effekt, als es fur

ERK1/2 gezeigt wurde.

3.2.4 Zeitabhiangige Akt-Phosphorylierung

Als ein weiteres Mitglied der moglicherweise von Nukleotiden- und EGF-stimulier-
baren Ziele wurde die Proteinkinase Akt untersucht (Abbildung 3.6). Dafiir wurden
NSZ fiir die angegebenen Zeitpunkte mit ADPSS (A), UTP (B) (je 50 uM), EGF
(C, 10 ng/ml) oder Vehikel (MilliQ-Wasser) stimuliert. Die durch die Agonisten
ausgelosten zellularen Antworten wurden dann im quantitativen Westernblot mit

Hilfe von Antikorpern gegen phosphoryliertes Akt analysiert.

Die Experimente ergaben, dass ADPSS (A)- und UTP (B) (je 50 M) bei den ge-
wahlten Zeitpunkten nicht in der Lage sind, eine signifikante Akt-Phosphorylierung
auszulosen. Im Vergleich dazu kann EGF (10 ng/ml, C) nach 2,5 min mit 544%
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Abbildung 3.7 ADPgS-, UTP- und EGF-induzierte zeitabhéngige Src-
Phosphorylierung in adulten NSZ. Die Zellen wurden fiir die angegebenen
Zeiten mit ADPSS (50 uM) (A), UTP (50 uM) (B) oder EGF (10 ng/ml)
(C) stimuliert. Der Nachweis von pSrc erfolgte im Westernblot durch
phosphospezifische Antikorper gegen aktiviertes Src. GAPDH diente als
Kontrolle der geladenen Proteinmenge. Die Darstellung der Werte erfolgt
als prozentualer Anteil der Kontrolle. Aufgetragen ist der Mittelwert +
S.E.M. (n=3). Signifikanztests erfolgten mittels ANOVA und anschlieen-
dem Tukey-Kramer-Test (ungepaart) mit *p<0,05 und **p<0,01 relativ zur
Kontrolle. Unterhalb jedes Graphen befinden sich reprasentative Western-
blots fiir pSrc und GAPDH als Ladekontrolle.

eine signifikante Akt-Phosphorylierung induzieren, welche bei 10 min mit 1033% ihr

Maximum erreicht. Nach 20 min schwécht sich das Signal ab, bleibt aber weiterhin

signifikant verschieden zur Kontrolle.

3.2.5 Zeitabhingige Src-Phosphorylierung

Als ein flinftes mogliches Zielprotein aktivierter P2Y- und EGF-Rezeptoren wurde
die Tyrosinkinase Src analysiert (Abbildung 3.7). Adhéarente NSZ wurden daftr mit
ADPSS, UTP (je 50 uM), EGF (10 ng/ml) oder Vehikel (MilliQ-Wasser) fir die
angegebenen Zeitpunkte stimuliert (A-C). Daraufhin wurden die durch die Agonis-
ten ausgelosten zelluldren Antworten im quantitativen Westernblot mit Hilfe von

Antikérpern gegen phosphoryliertes Src untersucht.

Die Daten demonstrieren, dass UTP (50 M, B) und EGF (10 ng/ml, C) bei den

gewahlten Zeitpunkten nicht in der Lage sind, eine signifikante Src-Phosphorylierung
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Abbildung 3.8 mRNA-Nachweis von P2X- und P2Y-Rezeptoren, TNAP
und NTPDase2 in kultivierten adulten NSZ. Die mRNA adulter NSZ
wurde extrahiert und in der RT-PCR mit Primern gegen alle P2X- und
P2Y-Rezeptoren, die TNAP (Aplp) und NTPDase2 (Entpd2) untersucht.
GAPDH (nicht gezeigt) fungierte als Kontrolle. Die Primersequenzen und
-langen der erwarteten Amplifikationsprodukte finden sich in Tabelle 2.3.

auszulosen. Im Vergleich dazu induziert ADPSS (50 uM, A) zwischen 0,5 und 2,5 min

eine schwache, signifikante 1,2-fache Erhohung des Signals.

3.2.6 Expression von P2X- und P2Y-Rezeptoren

In fritheren Studien konnte unsere Arbeitsgruppe die Expression der durch ADPSS
und UTP stimulierten P2Y-Rezeptoren, sowie der NTPDase2 und TNAP in Neuro-
sphéren aus der SVZ adulter Mause identifizieren (Mishra et al., 2006 und Langer et
al., 2007). Zur Bestimmung des P2-Rezeptor-Repertoires in adhirenten NSZ, wur-
den RT-PCRs mit Primern gegen alle P2X- und P2Y-Rezeptoren, die TNAP (Aplp)
und NTPDase2 (Entpd2) durchgefiithrt (Abbildung 3.8). In Tabelle 2.3 sind die Pri-

mersequenzen und -langen der erwarteten Amplifikationsprodukte aufgelistet.

Es zeigen sich starke Banden fiir P2Y ;- (ADP, ATP), P2Y9- (UTP, ATP) und P2Ys-
Rezeptor- (UDP) mRNA und schwéchere Banden fiir P2Y 13- (ADP), P2Y 13- (ADP)
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und P2Y4-Rezeptor- (UDP-Glukose) mRNA. P2Y,-Rezeptor-mRNA konnte nicht
nachgewiesen werden. Starke Signale konnten fiir P2X;- bis P2Xg-Rezeptor- (alle
ATP) mRNA gezeigt werden. Fiir P2X7-Rezeptor- (ATP) mRNA wurde ein leichtes
Signal beobachtet. Auflerdem konnte mRNA, welche fiir die NTPDase2 und TNAP

kodiert, nachgewiesen werden.

3.2.7 UDP-induzierte ERK1/2- und CREB-Phosphorylie-

rung

Die Verfiigbarkeit von exogen zugegebenen Nukleotiden kann durch in der Plasma-
mebran befindliche Nukleotid-spaltende Enzyme reguliert werden. Die dabei ent-
stehenden Hydrolyseprodukte konnen ihrereseits als Signalstoff dienen. NSZ der
SVZ exprimieren die NTPDase2 und die TNAP (Braun et al., 2003, Mishra et
al., 2006 und Langer et al., 2007, Kapitel 3.2.6), welche UTP zu UDP hydrolysie-
ren kénnen. Das entstandene UDP kann nun als Ligand des P2Yg-Rezeptors dienen
und moglicherweise zur Aktivierung von ERK1/2 und CREB fiihren. Die Wirkung
des zugegebenen UTPs konnte sich somit nicht ausschliellich iiber Aktivierung des

P2Ys-Rezeptors entfalten, sondern auch tiber Stimulierung von P2Yg-Rezeptoren.

Um die Beteiligung des P2Y¢-Rezeptors zu untersuchen, wurden die Zellen fiir 5 min
mit UDP (50 pM) und zum Vergleich mit UTP (50 M) stimuliert. Die ausgelos-
ten zelluliren Antworten wurden dann im quantitativen Westernblot mit Hilfe von

Antikorpern gegen phosphoryliertes ERK1/2 und CREB untersucht.

Die Ergebnisse zeigen keine signifikanten Unterschiede der ERK1/2- und CREB-
Phosphorylierung im Vergleich zur Kontrolle (100%). Im Gegensatz dazu wird nach
5-miniitiger Stimulation mit UTP (50 uM) eine deutliche, signifikante Erhohung
der ERK1/2- und CREB-Phosphorylierung auf das 50- bzw. 33-fache ausgelost
(Abbildung 3.9).
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Abbildung 3.9 UDP- und UTP-induzierte ERK1/2- und CREB-Phos-
phorylierung in adulten NSZ. Die Zellen wurden fiir 5 min mit UDP oder
UTP (je 50 uM) stimuliert. Fiir die Kontrolle wurde Vehikel (MilliQ-Wasser)
verwendet. Der Nachweis von pERK1/2 (A) und pCREB (B) erfolgte im
Westernblot durch phosphospezifische Antikorper gegen aktiviertes ERK1/2
und CREB. GAPDH diente als Kontrolle der geladenen Proteinmenge. Die
Darstellung der Werte erfolgt als prozentualer Anteil der Kontrolle. Aufge-
tragen ist der Mittelwert + S.E.M. (n=3). Signifikanztests erfolgten mittels
ANOVA und anschlieendem Tukey-Kramer-Test (ungepaart) mit *p<0,05
und **p<0,01 relativ zur Kontrolle.

3.2.8 Adenosin-induzierte dosisabhingige ERK1/2-, CREB-,
Akt- und Src-Phosphorylierung

Adenosin, als ein mogliches Abbauprodukt von ATP und in geringerem Mafle auch
des langsam hydrolysierbaren ADP3S, wurde als ein weiteres mogliches Zielprote-
in der Nukleotid- und EGF-stimulierbaren Signalkaskaden in adulten NSZ in die

Signalweganalysen einbezogen (Abbildung 3.5).

Zur Untersuchung der ERK1/2-, CREB-, Akt- und Src-Phosphorylierung in Ab-
héangigkeit der dosisabhéngigen Adenosin-Applikation wurden die Zellen fir 5 min
mit Adenosin in den angegebenen Konzentrationen, mit ADPAS (50 uM) oder mit
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Abbildung 3.10 Adenosin-induzierte dosisabhéngige ERK1/2-, CREB-,
Akt- und Src-Phosphorylierung in adulten NSZ. Die Zellen wurden fiir die
angegebenen Konzentrationen 5 min mit Adenosin oder Vehikel (MilliQ-
Wasser) stimuliert. Der Nachweis von pERK1/2 (A), pCREB (B), pAkt
(C) und pSrc (D) erfolgte im Westernblot durch phosphospezifische An-
tikorper gegen aktiviertes ERK1/2, CREB, Akt und Src. GAPDH diente
als Kontrolle der geladenen Proteinmenge. Die Darstellung der Werte er-
folgt als prozentualer Anteil der Kontrolle. Aufgetragen ist der Mittelwert
+ S.E.M. (n=3-4). Signifikanztests erfolgten mittels ANOVA und anschlie-
Bendem Tukey-Kramer-Test (ungepaart) mit *p<0,05 und **p<0,01 relativ
zur Kontrolle.

Vehikel (MilliQ-Wasser) stimuliert (Abbildung 3.10). Die durch die Agonisten aus-
gelosten zellularen Antworten wurden im quantitativen Westernblot mit Hilfe von

Antikérpern gegen phosphoryliertes ERK1/2, CREB, Akt und Src analysiert.

Die Daten lassen bei einer Applikation von 0,1 pM Adenosin eine sehr schwache (1,2-

fache), jedoch signifikante Phosphorylierung von ERK1/2 erkennen (A). ADPSS ist

78



Ergebnisse

in der Lage, eine deutlich starkere ERK1/2-Aktivierung auszulosen (3,4-fach). Ade-
nosin kann in den angegebenen Konzentrationen im Vergleich mit ADP3S (5,4-fach)
keine CREB-Phosphorylierung auslésen (B). Akt wird weder durch Adenosin, noch
durch ADPSS aktiviert (C). Adenosin 16st bei einer Konzentration von 1 pM eine
schwache, signifikante (1,3-fache) Src-Phosphorylierung aus (D). Bei den anderen
verwendeten Konzentrationen kann Src weder durch Adenosin, noch durch ADPSS

aktiviert werden.

3.2.9 MRS2365-induzierte dosisabhingige ERK1/2-, CREB-,
Akt- und Src-Phosphorylierung

ADPSS aktiviert P2Y1-, P2Y12- und P2Y3-Rezeptoren. Um zu ermitteln, wel-
che Rezeptorsubtypen an der ADP3S-vermittelten Aktivierung von ERK1/2 und
CREB in adulten NSZ beteiligt sind, wurde der P2Y-Rezeptor-spezifische Agonist
MRS2365 (Bourdon et al., 2006) eingesetzt.

Zur Untersuchung der P2Y-stimulierten dosisabhéangigen ERK1/2-, CREB-, Akt-
und Src-Phosphorylierung wurde MRS2365 fiir 5 min in den angegebenen Konzentra-
tionen, ADPSAS (50 uM) oder Vehikel (MilliQ-Wasser) appliziert (Abbildung 3.11).
Im quantitativen Westernblot wurden dann die durch die Agonisten ausgelosten
zelluldren Antworten mit Hilfe von Antikérpern gegen phosphoryliertes ERK1/2,
CREB, Akt und Src analysiert.

Es lasst sich eine MRS2365-induzierte dosisabhéngige ERK1/2-Phosphorylierung
beobachten (A). Das Maximum der ERK1/2-Aktivierung wird bei 1 uM MRS2365
mit 205% erreicht und wird bis 50 uM beibehalten. ADPSS 1ost mit 432% im Ver-
gleich zu MRS2365 eine mehr als doppelt so hohe ERK1/2-Phosphorylierung. Die
MRS2365- und ADPSS-induzierte CREB-Phosphorylierung zeigt einen &hnlichen
Verlauf (B). Die MRS2365-induzierte CREB-Aktivierung erreicht bei 1 uM mit 564%
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Abbildung 3.11 MRS2365-induzierte dosisabhéngige ERK1/2-; CREB-,
Akt- und Src-Phosphorylierung in adulten NSZ. Die Zellen wurden fiir die
angegebenen Konzentrationen 5 min mit dem P2Y;-Rezeptor-Agonisten
MRS2365 oder Vehikel (MilliQ-Wasser) stimuliert. Der Nachweis von
pERK1/2 (A), pCREB (B), pAkt (C) und pSrc (D) erfolgte im Westernblot
durch phosphospezifische Antikorper gegen aktiviertes ERK1/2, CREB, Akt
und Src. GAPDH diente als Kontrolle der geladenen Proteinmenge. Die Dar-
stellung der Werte erfolgt als prozentualer Anteil der Kontrolle. Aufgetra-
gen ist der Mittelwert £ S.E.M. (n=2-8). Signifikanztests erfolgten mittels
ANOVA und anschlieendem Tukey-Kramer-Test (ungepaart) mit *p<0,05,
**p<0,01 und ***p<0,001 relativ zur Kontrolle.

ihr Maximum, welches sich bei 10- und 50 M nur minimal abschwacht. ADP3S 16st
mit 716% eine etwa 1,3-fach stéarkere Antwort aus. Akt (C) und Src (D) lassen sich
weder durch MRS2365 noch durch ADPSS in den angegebenen Konzentrationen

aktivieren.
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3.2.10 ADPfS-vermittelte Aktivierung von P2Y;-, P2Y s
und P2Y3-Rezeptoren

Um zu ermitteln, ob neben dem P2Y-Rezeptor noch weitere Rezeptorsubtypen,
wie die P2Y19- und P2Y3-Rezeptoren, in der ADPAS-vermittelten Aktivierung
von ERK1/2 und CREB beteiligt sind, wurden der P2Y-Rezeptor-spezifische Ago-
nist MRS2365, der P2Yq-spezifische Antagonist MRS2179, der P2Y2-Rezeptor-
spezifische Antagonist MRS2395 und der P2Y12- und P2Y3-Rezeptor-spezifische
Antagonist Cangrelor (AR-C69931MX) eingesetzt (Abbildung 3.12).

Die Zellen wurden zur vergleichenden Analyse fiir 5 min mit MRS2365, ADP/SS (je
50 uM) oder Vehikel (MilliQ-Wasser) stimuliert (A, C). Nach Vorinkubation von
MRS2179 (100 M, 15 min), MRS2395 (100 xM, 30 min) oder Cangrelor (Cang,
100 uM, 30 min) erfolgte die 5-mintitige Applikation mit ADPAS (50 uM) (B, D).
Der Nachweis von pERK1/2 (A, B) und pCREB (C, D) wurde im Westernblot durch
phosphospezifische Antikérper gegen aktiviertes ERK1/2 bzw. CREB gefiihrt.

Die Daten zeigen eine MRS2365-induzierte Phosphorylierung von ERK1/2 und
CREB (A, B) mit einer Erh6hung der Signale um das 2- bzw. 5,4-fache im Vergleich
zur Kontrolle (100%). Dies entspricht 30% bzw. 70% der Aktivierung der mit 50 uM
ADPS-ausgelosten ERK1/2- (432%) bzw. CREB-(730%) Phosphorylierung. Der
kompetitive P2Y1-Rezeptor-spezifische Antagonist MRS2179 inhibiert die ADP3S-
ausgeloste ERK1/2- und CREB-Phosphorylierung teilweise (C, D). Die ADP3S-
induzierte ERK1/2- bzw. CREB Phosphorylierung (je 100%) wird dabei nach Vorin-
kubation mit MRS2179 auf 66% bzw. 52% reduziert. Der P2Y15-spezifische Antago-
nist MRS2395 ergibt keinen Effekt auf die ADP3S-ausgeloste ERK1/2- und CREB-
Phosphorylierung (C, D). Im Gegensatz dazu 16st der P2Y19- und P2Y3-spezifische
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Abbildung 3.12 Stimulation der ERK1/2- und CREB-Phosphorylierung
durch den P2Y;-Rezeptor-Agonisten MRS2365 und Inhibierung durch den
P2Y-Rezeptor-Antagonisten MRS2179, den P2Y9-Rezeptor-Antagonisten
MRS2395 und den P2Y2- und P2Y3-Rezeptor-Antagonisten Cangrelor in
adulten NSZ. Die Zellen wurden zur vergleichenden Analyse 5 min mit
MRS2365 und ADPSS (je 50 M) stimuliert (A,C). Fiir die Kontrolle wur-
de Vehikel (MilliQ-Wasser) verwendet. Nach Vorinkubation von MRS2179
(100 pM, 15 min), MRS2395 (100 xM, 30 min) oder Cangrelor (Cang,
100 M, 30 min) erfolgte die 5-mintitige Applikation mit ADPAS (50 M)
(B, D). Der Nachweis von pERK1/2 (A, B) und pCREB (C, D) erfolgte im
Westernblot durch phosphospezifische Antikorper gegen aktiviertes ERK1/2
bzw. CREB. GAPDH diente als Kontrolle der geladenen Proteinmenge. Die
Darstellung der Werte erfolgt als prozentualer Anteil der Kontrolle. Auf-
getragen ist der Mittelwert & S.E.M. (n=3-11). Signifikanztests erfolgten
mittels ANOVA und anschlieBendem Tukey-Kramer-Test (ungepaart) mit
*p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001 relativ zur Kontrolle.
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kompetitive Antagonist Cangrelor eine signifikante Reduktion der ADP3S-induzier-
ten ERK1/2- und CREB-Phosphorylierung aus (C, D). Das Phosphorylierungsni-
veau fir ERK1/2 bzw. CREB fiel dabei in beiden Féallen um rund 30% (72% bzw.
67%) im Vergleich zum nicht inhibierten ADP3S-Signal (100%).

3.2.11 ADPjS- und UTP-vermittelte Signalwege zur ERK1/2-
Aktivierung

Die Datenreihen der ADPSS-, UTP- und EGF-induzierten dosis- und zeitabhéan-
gigen Phosphorylierung von ERK1/2 und CREB (Kapitel 3.2.3 und 3.2.1) zeigen,
dass sowohl beide Nukleotide, als auch EGF gleiche intrazelluldre Proteine aktivie-
ren konnen. Dies wirft die Frage nach der Art und Zusammensetzung der beteiligten
intrazelluldren Signalwege auf. Diese konnen parallel aktiviert werden oder sich teil-
weise tiberlappen. Eine Moglichkeit fiir iberlappende Signalwege wére die Bindung
des Nukleotids an seinen Rezeptor und eine dadurch ausgeloste Transaktivierung des
EGF-Rezeptors. Zur Analyse der ADP3S-, UTP- und EGF-ausgelosten intrazellulé-
ren Signalwege, die schliefllich zur ERK1/2-Aktivierung fithren, wurden verschiedene

Inhibitoren eingesetzt (Abbildung 3.13).

NSZ wurden mit den Inhibitoren bzw. Vehikel fiir 30-60 min vorinkubiert (Inhibi-
torkonzentrationen und -inkubationszeiten siche Tabelle 2.4) und anschlieBend fir
5 min mit ADPSS (50 uM) (A,C), UTP (50 M) (B,D) bzw. Vehikel in Gegen-
wart der Inhibitoren stimuliert. Der Nachweis von pERK1 /2 erfolgte im Westernblot
durch phosphospezifische Antikorper gegen aktiviertes ERK1/2.

Um die Moglichkeit einer in die ADPS-vermittelten ERK1/2-Phosphorylierung in-
volvierten Transaktivierung des EGF-Rezeptors zu untersuchen, wurde die Phospho-

rylierung des EGF-Rezeptors durch Einsatz des Inhibitors AG1478 gehemmt (A).
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Abbildung 3.13 Inhibition der ADPSS- und UTP-induzierten ERK1/2-
und CREB-Phosphorylierung. Die Inhibitoren bzw. Vehikel wurden fiir 30-
60 min appliziert (Inhibitorkonzentrationen und -inkubationszeiten siehe
Tabelle 2.4). Es folgte die Zugabe von ADPAS (50 uM) (A,C), UTP (50 uM)
(B,D) bzw. Vehikel fiir 5 min in Gegenwart der Inhibitoren. Der Nachweis
von pERK1/2 (A,B) und pCREB (C,D) erfolgte im Westernblot durch phos-
phospezifische Antikorper gegen aktiviertes ERK1/2 bzw. CREB. GAPDH
diente als Kontrolle der geladenen Proteinmenge. Die Darstellung der Wer-
te erfolgt als prozentualer Anteil der Kontrolle. Aufgetragen ist der Mittel-
wert £ S.E.M. (n=3-4). Signifikanztests erfolgten mittels ANOVA und an-
schlieBendem Tukey-Kramer-Test (ungepaart) mit *p<0,05, **p<0,01 und
***p<0,001 relativ zur Kontrolle.
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Dies fiihrt zu einer Reduktion der ADPgS-ausgelosten ERK1/2-Aktivierung um
42%. GF109203X, ein nicht selektiver Inhibitor aller Serin/Threonin-Kinaseformen
mit Ahnlichkeit zu Stauroporinen und Isoformen der Proteinkinase C (Gesamt-
PKCs) (Mackay und Twelves, 2007), inhibiert die ADP3S-induzierte ERK1/2-Phos-
phorylierung nahezu komplett (auf 7%). Im Gegensatz dazu reduziert der Inhibitor
G66976, welcher a- und B-Isoformen konventioneller PKCs (Ca?*-abhangige PKC-
Isoformen, kurz ¢cPKCs) inhibiert, die ERK1/2-Phosphorylierung nur um 60%. Inhi-
bierung der stromaufwirts-gelegenen MAP /ERK-Kinase MEK durch den Inhibitor
U0126 hebt die ERK1/2-Phosphorylierung auf (1%). Frithere Studien an anderen
Zellsystemen zeigen eine P2Y-Rezeptor-vermittelte Transaktivierung von Wachs-
tumsfaktorrezeptoren tiber Metalloproteasen (Camden et al., 2005 und Yin et al.,
2007). Aus diesem Grund wurde der Metalloprotease-Inhibitor GM6001 eingesetzt.
Es zeigte sich dabei keine signifikante Reduzierung der ERK1/2-Phosphorylierung
(93%). Im Vergleich zur G66976-Applikation allein, ergibt die Koapplikation von
AG1478 und G66976 keine zusitzliche Reduktion der ERK1/2-Phosphorylierung
(42%). Dies lésst vermuten, dass sich die ADP 3S-ausgeloste Aktivierung von cPKCs
stromabwérts der EGF-Rezeptor-Aktivierung befindet.

Interessanterweise unterscheiden sich die durch ADPAS und UTP ausgelosten Sig-
nalwege zur ERK1/2-Aktivierung. Inhibierung des EGF-Rezeptors mit AG1478 zeigt
keinen signifikanten Effekt auf die UTP-ausgeloste ERK1/2-Aktivierung (88%, B).
Wihrend GF109203X die ERK1/2-Phosphorylierung um 73% reduziert, zeigt der
cPKC-Inhibitor G66976 keinen Effekt auf die durch UTP-induzierte ERK1/2-Phos-
phorylierung (86%). Ebenso wie die ADP3S-ausgeloste ERK1/2-Phosphorylierung,
kann auch die UTP-induzierte Aktivierung von ERK1/2 durch Hemmung von MEK
mittels U0126 komplett inhibiert werden (3%).
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Diese Daten zeigen, dass die ADP3S- und UTP-ausgelosten Signalwege zur ERK1/2-
Phosphorylierung in der Aktivierung von MEK konvergieren, sich aber in den zwi-
schengeschalteten Signalkaskaden unterscheiden. Unterschiede ergeben sich hierbei
in der Involvierung des EGF-Rezeptors in der ADPAS- aber nicht in der UTP-
vermittelten ERK1/2-Aktivierung. Des Weiteren spielen ¢PKCs eine Rolle in der
ADPfS-, nicht aber in der UTP-induzierten Phosphorylierung von ERK1 /2.

3.2.12 ADPgfS- und UTP-vermittelte Signalwege zur CREB-
Aktivierung

Ahnlich wie fiir die ERK1/2-Aktivierung durchgefithrt, wurden in einem weite-
ren Versuchsansatz die ADPJS- und UTP-induzierten stimulierten Signalwege zur
CREB-Phophorylierung analysiert. Der Ablauf der Experimente entspricht dem in
Kapitel 3.2.11 beschriebenen Verfahren. Allein der Nachweis von pCREB erfolgte

dabei im Westernblot durch phosphospezifische Antikorper gegen aktiviertes CREB.

Wie im Folgenden beschrieben, zeigen die durch ADPSS- und UTP-induzierten Si-
gnalkaskaden, die zur Phosphorylierung von CREB fithren, Gemeinsamkeiten aber

auch Unterschiede im Vergleich zur ERK1/2-Aktivierung,.

Ebenso wie fir die ERK1/2-Aktivierung nachgewiesen, wird die ADP3S-induzierte
CREB-Phosphorylierung durch Applikation des EGF-Rezeptor-Inhibitors AG1478
signifikant reduziert (auf 74%, Abbildung 3.13, C). Die Anwendung des Gesamt-
PKC-Inhibitors GF109203X hemmt die ADP3S-ausgeloste CREB-Phosphorylierung
nahezu vollstandig (auf 15%), so wie es auch fir die ERK1/2-Aktivierung zutrifft.
Unterschiede ergeben sich bei der vollstdndigen Hemmung der ADP 3S-ausgelosten
CREB-Aktivierung bei Einsatz des ¢cPKC-Inhibitors G66976 (3%). Die Applikati-
on des MEK-Inhibitors U0126 induziert eine nur teilweise, etwa 65%ige Involvie-

rung der MAP/ERK-Kinase an der ADPgS-induzierten CREB-Phosphorylierung.

86



Ergebnisse

Wie schon fiir die ERK1/2-Phosphorylierung gezeigt, kann auch auf die CREB-
Aktivierung beim Einsatz des Metalloprotease-Inhibitors GM6001 kein Effekt erzielt
werden (95%).

Im Gegensatz zur ADPJS-induzierten CREB-Phosphorylierung kann die UTP-sti-
mulierte CREB-Aktivierung durch Hemmung des EGF-Rezeptors mittels AG1478
nicht beeinflusst werden (103%, D). Gemeinsamkeiten zeigen sich in der nahezu voll-
standigen Reduktion des CREB-Phosphorylierungsniveaus nach Einsatz der PKC-
Inhibitoren GF109230X (25%) und G66976 (7%). Identisch zur ADPSS-Stimulation
ergibt sich auch fiir UTP eine nur partielle Hemmung der CREB-Phosphorylierung
durch den MEK-Inhibitor U0126 (32%).

Die Daten weisen, mit Ausnahme einer moglichen EGF-Rezeptor-Transaktivierung
durch ADPSS, groe Ahnlichkeiten mit den ADP3S- und UTP-ausgeldsten Signal-
wegen zur CREB-Phosphorylierung auf. Im Gegensatz dazu ergaben sich signifi-
kante Unterschiede zwischen den P2Y-Rezeptor-ausgelosten Signalwegen, die zur
ERK1/2- und CREB-Phosphorylierung fithren. So scheinen ¢cPKCs bei den ADP3S-
und insbesondere bei den UTP-ausgelosten CREB phosphorylierenden Signalkaska-
den starker involviert zu sein als bei der Aktivierung von ERK1/2. Zudem ist die
Phosphorylierung von CREB nur teilweise von einer Aktivierung der MAP/ERK-
Kinase abhéngig.

3.2.13 ADPgS-vermittelte Transaktivierung des EGF-Re-
zeptors

Die Reduktion der ADPS-induzierten Erk1/2- und CREB-Phosphorylierung durch
den EGF-Rezeptor-Inhibitor AG1478 liefert einen indirekten Beweis fiir eine EGF-

Rezeptor-Transaktivierung. Aus diesem Grund wurde diese Moglichkeit in einigen
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Abbildung 3.14 ADPgS-, UTP- und EGF-induzierte EGFR-Phospho-
rylierung in adulten NSZ. Die Zellen wurden fiir 5 min mit ADPS3S, UTP
(je 50 uM) oder EGF (10 ng/ml) stimuliert. Fiir die Kontrolle wurde Vehikel
(MilliQ-Wasser) verwendet. Der Nachweis von pEGFR erfolgte im Western-
blot durch phosphospezifische Antikérper gegen an den Tyrosinen Y845 (A),
Y1068 (B) und Y1173 (C)-phosphorylierten EGFR. Gesamt-EGFR diente
als Kontrolle der geladenen Proteinmenge. Die Darstellung der Werte er-
folgt als prozentualer Anteil der Kontrolle. Aufgetragen ist der Mittelwert
+ S.E.M. (n=1-3).

Vorversuchen durch Analyse der direkten EGF-Rezeptorphosphorylierung mittels
quantitativer Westernblots weiter untersucht (Abbildung 3.14). Es kamen Antikor-

per gegen verschiedene Phosphorylierungsstellen des EGF-Rezeptors (Y845 (A),
Y1068 (B) und Y1173 (C)) zum Einsatz.

In diesen Vorversuchen konnte in keiner der durchgefithrten Versuchsreihen ein si-
gnifikanter Anstieg der EGF-Rezeptor-Phosphorylierung nach ADP3S-, UTP- und
EGF-Applikation nachgewiesen werden. Dennoch zeigt sich insbesondere bei der
Stimulation mit EGF mit einer 3,1- (Y845), 20,5- (Y1068) und 6,3-fachen (Y1173)
Steigerung der Phosphorylierung gegeniiber der Kontrolle (100%) eine deutliche Ten-
denz zur Phosphorylierung aller drei untersuchten EGFR-Phosphorylierungsstellen.

88



Ergebnisse

N
o
o
o
)

1500 -

1000 -

500 -

ERK1/2-Phosphorylierung (%)
CREB-Phosphorylierung (%

o

0 1 5 20 0 1 5 20
ADPBS (min) ADPBS (min)
B - AG1478
Il + AG1478

Abbildung 3.15 Hemmung der ADPAS-induzierten zeitabhéngigen
ERK1/2- und CREB-Phosphorylierung mit dem EGFR-Inhibitor AG1478.
Die Zellen wurden mit dem Inhibitor AG1478 (10 M) oder Vehikel (DMSO)
fir 30 min vorinkubiert. Es folgte die Zugabe von ADPAS (50 uM) bzw.
Vehikel (MilliQ-Wasser) fiir die angegebenen Zeiten. Der Nachweis von
pERK1/2 (A) und pCREB (B) erfolgte im Westernblot durch phosphospezi-
fische Antikorper gegen aktiviertes ERK1/2 bzw. CREB. GAPDH diente als
Kontrolle der geladenen Proteinmenge. Die Darstellung der Werte erfolgt als
prozentualer Anteil der Kontrolle. Aufgetragen ist der Mittelwert + S.E.M.
(n=4-7). Signifikanztests erfolgten mittels ANOVA und anschlieBendem
Tukey-Kramer-Test (ungepaart) mit *p<0,05 und **p<0,01 relativ zur
Kontrolle.

In weiteren Experimenten wurde die zeitabhéngige Induktion der ERK1/2- und
CREB-Phosphorylierung durch ADPSS in Anwesenheit des EGF-Rezeptor-Inhi-
bitors AG1478 untersucht (Abbildung 3.15). Die Zellen wurden mit dem EGFR-
Inhibitor AG1478 (10 M) oder Vehikel (DMSO) vorinkubiert (30 min) und an-
schlieflend fir die angegebenen Zeiten mit ADPSS (50 pM) oder Vehikel (MilliQ-
Wasser) stimuliert. Die daraus resultierende Aktivierung von ERK1/2 (A) und

CREB (B) wurde im quantitativen Westernblot nachgewiesen.

ADPfS (ohne AG1478) 16st eine zeitabhidngige ERK1/2-Phosphorylierung mit ei-
nem Maximum bei 5 min (16,3-fach) aus, welches sich nach 20 min tendenziell ab-
schwécht. Dieser Verlauf lasst sich durch Vorinkubation mit AG1478 tendenziell um
jeweils 50% senken (bei 1 min um 50%, 5 min um 43% und 20 min um 55%). Auch
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CREB lasst sich durch ADPSS in einem zeitabhéngigen Verlauf aktivieren. Nach
5 min lasst sich eine Erhohung der CREB-Phosphorylierung um das 13-fache be-
obachten. Auch dieser Verlauf lasst sich durch Vorinkubation mit AG11478 tenden-
ziell senken, wenn auch in geringerem Mafle im Vergleich zur ERK1/2-Aktivierung

(bei 1 min um 35%, 5 min um 28% und 20 min um 47%).

3.2.14 ERK1/2-, CREB-, Akt- und Src-Phosphorylierung
in NSZ aus P2Y{- und P2Y,-Rezeptor-Knockout-
Mausen

Um die Beteiligung der P2Y - und P2Y9-Rezeptoren weiter zu untersuchen, wur-
den vergleichende Analysen mit kultivierten NSZ aus Wildtyp-, P2Y - und P2Y5-
Rezeptor-Knockout-Mausen durchgefiihrt (Abbildung 3.16). Die Zellen wurden fir
5 min mit ADPSS, UTP (je 50 uM), EGF (10 ng/ml) oder Vehikel (Kontrolle)
stimuliert. Der Nachweis von pERK1/2, CREB (Abbildung 3.16, A, B), pAkt und
pSrc (Abbildung 3.17, A, B) erfolgte im Westernblot durch phosphospezifische An-
tikorper gegen aktiviertes ERK1/2, CREB, Akt und Src.

Der Knockout des P2Y2-Rezeptors hebt die UTP-stimulierte ERK1/2- und CREB-
Phosphorylierung vollstandig auf und zeigt dabei keinen Einfluss auf die ADP3S-
induzierte CREB-Phosphorylierung (A, B). Die ADPS-stimulierte ERK1/2-Phos-
phorylierung reduziert sich jedoch um 35%. Sie blieb in P2Y;-Rezeptor-Knockout-
Méusen unbeeinflusst. Auch die UTP-stimulierte ERK1/2-Phosphorylierung blieb
unverindert. Uberraschenderweise zeigt sich in den P2Y1-Rezeptor-Knockout-Maiu-
sen eine verstarkte ADP(S- und UTP-stimulierte CREB-Phosphorylierung um einen
Faktor von 2,9 (ADPS3S) und 2,4 (UTP) im Vergleich zum Wildtyp. Auch die EGF-
induzierte CREB-Phosphorylierung erhoht sich deutlich, wohingegen die ERK1/2-

Aktivierung nicht signifikant beeinflusst wird.

90



Ergebnisse

4000

2000

1000

ERK1/2-
Phosphorylierung (%)

4000

2000

CREB-
Phosphorylierung (%)

3000 -

W Wildtyp
B P2y17"
[] P2y27"

6000 -

A
n.s.
[ ]
* *%k%
[ | [ 1
Kontrolle ~ ADPRS ~ UTP  EGF
B
Nn.s.
[ * |
* * *
1 1 1
Kontrolle ADPBS UTP EGF

Abbildung 3.16 ERK1/2- und CREB-Phosphorylierung in PZYI/ -
und P2Y, /= Méusen. Die Experimente wurden mit kultivierten NSZ aus

Wildtyp-, P2Y1_/ - und P2Y, /~_Musen durchgefiihrt. Die Zellen wurden
fir 5 min mit ADPSS, UTP (je 50 pM), EGF (10 ng/ml) oder Vehikel
(Kontrolle) stimuliert. Der Nachweis von pERK1/2 (A) und pCREB (B)
erfolgte im Westernblot durch phosphospezifische Antikorper gegen akti-
viertes ERK1/2 und CREB. GAPDH diente als Kontrolle der geladenen
Proteinmenge. Die Darstellung der Werte erfolgt als prozentualer Anteil
der Kontrolle. Aufgetragen ist der Mittelwert + S.E.M. (n=4-14). Signi-
fikanztests erfolgten mittels ANOVA und anschliefendem Tukey-Kramer-
Test (ungepaart) mit *p<0,05 und ***p<0,001 relativ zur Kontrolle.

Die ADP3S-, UTP- und EGF-induzierte Akt- und Src-Phosphorylierung zeigt in

P2Y1- und P2Y2-Rezeptor-Knockout-Méausen keine signifikante Verdnderung im

Vergleich zum Wildtyp.

Die Daten unterstiitzen die Annahme, dass neben P2Y;-Rezeptoren auch funktionel-

le P2Y19-/P2Y13-Rezeptoren in kultivierten NSZ vorhanden sind und zeigen, dass
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Abbildung 3.17 Akt- und Src-Phosphorylierung in P2Y1_/ - und
pP2Y, /~_Mausen. Die Experimente wurden mit kultivierten NSZ aus

Wildtyp-, P2Y1_/ - und P2Y, /~ Miusen durchgefiihrt. Die Zellen wur-
den fir 5 min mit ADPSS, UTP (je 50 uM), EGF (10 ng/ml) oder Vehikel
(Kontrolle) stimuliert. Der Nachweis von pAkt (A) und pSrc (B) erfolgte
im Westernblot durch phosphospezifische Antikorper gegen aktiviertes Akt
und Src. GAPDH diente als Kontrolle der geladenen Proteinmenge. Die
Darstellung der Werte erfolgt als prozentualer Anteil der Kontrolle. Auf-
getragen ist der Mittelwert & S.E.M. (n=4-14). Signifikanztests erfolgten
mittels ANOVA und anschlieBendem Tukey-Kramer-Test (ungepaart) mit
*p<0,05 relativ zur Kontrolle.

der Knockout von P2Y1- oder P2Ys-Rezeptoren zu einem verianderten Antwortver-

halten auf Gabe von ADPSAS, UTP und EGF fiihrt.
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3.2.15 Adenosin-induzierte ERK1/2-, CREB-, Akt- und Src-
Phosphorylierung in NSZ aus P2Y-Rezeptor-Knock-
out-Mausen

Neben Untersuchungen der Wirkung von Adenosin auf NSZ aus Wildtyp-Méusen
wurde in weiteren Experimenten die Wirkung von Adenosin auf NSZ von P2Y;-

Rezeptor-Knockout-Méusen analysiert. Dazu wurden NSZ aus der SVZ adulter P2Y;

Rezeptor-Méause fiir 5 min mit den angegeben Konzentrationen Adenosin verglei-
chend mit der Applikation von ADPSS (50 M) stimuliert (Abbildung 3.18). Die
durch Adenosin und ADPgS-ausgelosten zellularen Antworten wurden daraufhin
mit Hilfe von Antikérpern gegen phosphoryliertes ERK1/2, CREB, Akt und Src im

quantitativen Westernblot analysiert.

Die Daten zeigen, dass Adenosin ab einer Konzentration von 1 uM eine 1,8-fache
Phosphorylierung von ERK1/2 auslést (A). ADPAS kann mit einer 4-fachen Erho-
hung des phospho-ERK1/2-Ausmafes ein deutlich stérkeres Signal auslosen. Ade-
nosin kann des Weiteren in den angegebenen Konzentrationen im Vergleich mit
ADPSS (449%) keine erhohte CREB-Phosphorylierung auslosen (B). Dennoch zeigt
sich bei 0,01 ©M ein signifikanter Unterschied zur Kontrolle (73%). Adenosin ist in
der Lage bei einer Konzentration von 1 M eine signifikante Akt-Phosphorylierung

auszulosen (145%, C). Src wird weder von Adenosin, noch von ADP /S aktiviert (D).

3.2.16 MRS2365-induzierte ERK1/2-, CREB-, Akt- und
Src-Phosphorylierung in NSZ aus P2Y;-Rezeptor-
Knockout-Mausen

Da MRS2365 in NSZ aus Wildtyp-Méusen die Phosphorylierung von ERK1/2, CREB,
Akt und Src induzieren kann, wurde in weiteren Experimenten die Wirkung des Ago-

nisten in NSZ aus P2Y;-Rezeptor-Knockout-Mausen untersucht (Abbildung 3.19).
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Abbildung 3.18 Adenosin-induzierte dosisabhéngige ERK1/2-, CREB-,
Akt- und Sre-Phosphorylierung in P2Y;~/~-Mausen. Adulte NSZ aus
P2Y,~/~-Méiusen wurden fiir die angegebenen Konzentrationen fiir 5 min
mit Adenosin oder Vehikel (MilliQ-Wasser) stimuliert. Der Nachweis von
pERK1/2 (A), pCREB (B), pAkt (C) und pSrc (D) erfolgte im Westernblot
durch phosphospezifische Antikérper gegen aktiviertes ERK1/2, CREB, Akt
und Src. GAPDH diente als Kontrolle der geladenen Proteinmenge. Die
Darstellung der Werte erfolgt als prozentualer Anteil der Kontrolle. Aufge-
tragen ist der Mittelwert + S.E.M. (n=4). Signifikanztests erfolgten mittels
ANOVA und anschliefendem Tukey-Kramer-Test (ungepaart) mit *p<0,05

und **p<0,01 relativ zur Kontrolle.

NSZ aus adulten P2Y;~/~-Méusen wurden dazu fir die angegebenen Konzentratio-
nen fiir 5 min mit dem P2Y;-Rezeptor-Agonisten MRS2365 oder Vehikel (MilliQ-
Wasser) stimuliert. Der Nachweis von pERK1/2 (A), pCREB (B), pAkt (C) und

pSrc (D) erfolgte im Westernblot durch phosphospezifische Antikorper gegen akti-
viertes ERK1/2, CREB, Akt und Src.
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Abbildung 3.19 MRS2365-induzierte dosisabhéngige ERK1/2-; CREB-,
Akt- und Src-Phosphorylierung in P2Y;~/~-Méusen. NSZ aus adulten
P2Y;~/~-Méusen wurden fiir die angegebenen Konzentrationen fiir 5 min
mit dem P2Y;-Rezeptor-Agonisten MRS2365 oder Vehikel (MilliQ-Wasser)
stimuliert. Der Nachweis von pERK1/2 (A), pCREB (B), pAkt (C) und
pSrc (D) erfolgte im Westernblot durch phosphospezifische Antikérper ge-
gen aktiviertes ERK1/2, CREB, Akt und Src. GAPDH diente als Kontrolle
der geladenen Proteinmenge. Die Darstellung der Werte erfolgt als prozen-
tualer Anteil der Kontrolle. Aufgetragen ist der Mittelwert + S.E.M. (n=3-
6). Signifikanztests erfolgten mittels ANOVA und anschlieBendem Tukey-
Kramer-Test (ungepaart) mit *p<0,05 und **p<0,01 relativ zur Kontrolle.

Wie zu erwarten, lasst sich in der P2Y-Rezeptor-Knockout-Maus mit dem P2Y -
Agonisten MRS2365 fiir ERK1/2, CREB und Akt keine Phosphorylierung auslé-
sen (Abbildung 3.19 A-C). Im Gegensatz dazu léasst sich eine signifikante ADP3S-

induzierte Aktivierung dieser drei Proteine beobachten. Die MRS2365-stimulierte

Aktivierung von Src zeigt bei 50 uM einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle,

unterscheidet sich aber bei den anderen verwendeten Konzentrationen nicht von der

Kontrolle (D).
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3.2.17 UTP-induzierte ERK1/2-, CREB-, Akt- und Src-
Phosphorylierung in homo- und heterozygoten P2Y »-
Rezeptor- Knockout-Mausen

In einer vergleichenden Analyse wurde die UTP-induzierte ERK1/2-; CREB-, Akt-
und Src-Aktivierung in NSZ aus adulten Wildtyp-, P2Ys-heterozygoten (P2Y, / +)
und -homozygoten (P2Y, / )-Méusen untersucht (Abbildung 3.20). Die Zellen wur-
den dazu fiir 5 min mit UTP (50 pM) oder Vehikel (Kontrolle) stimuliert. Der
Nachweis von pERK1/2 (A), pCREB (B), pAkt(C) und pSrc (D) erfolgte im Wes-
ternblot durch phosphospezifische Antikorper gegen aktiviertes ERK1/2, CREB,
Akt und Srec.

Sowohl in Wildtyp-, als auch in P2Ys-heterozygoten NSZ kann mit UTP eine signi-
fikante ERK1/2-Phosphorylierung induziert werden (631% bzw. 366%, A). In P2Yo-
Rezeptor-Knockout-NSZ lasst sich ERK1/2 mit UTP nicht aktivieren (112%). Dabei
entspricht das UTP-ausgeloste Signal in P2Ys-heterozygoten NSZ 50% des Signals
in Wildtyp-NSZ. In diesen lasst sich zudem eine signifikante UTP-induzierte CREB-
Aktivierung (891%, B) induzieren. In P2Yg-heterozygoten Méusen ist dies tenden-
ziell auch der Fall (515%). In P2Y2-Rezeptor-Knockout-NSZ unterscheidet sich das
UTP-induzierte Signal nicht von der Kontrolle (142%). Auch hier zeigt sich ein ten-
denzieller Unterschied des UTP Signal in P2Y9-heterozygoten- und Wildtyp-Méusen
um 53%. Die Daten zeigen, dass der heterozygote Knockout des P2Y9-Rezeptors
zu einer reduzierten UTP-induzierten ERK1/2- und CREB-Antwort fiihrt, die im
homozygoten Knockout des P2Ys-Rezeptors komplett aufgehoben werden kann.
Wildtyp-, P2Ys-hetero- und -homozygote Knockout-NSZ zeigen in Bezug auf die
UTP-induzierte Akt- und Src-Phosphorylierung keine Unterschiede.
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Abbildung 3.20 UTP-induzierte ERK1/2-, CREB-, Akt- und Src-
Phosphorylierung in P2Y,/*- und P2Y, /~-Miusen. Die Experimente

wurden mit kultivierten NSZ aus Wildtyp-, P2Y, /*_ und P2Y, /= _Mausen
durchgefiihrt. Die Zellen wurden fiir 5 min mit UTP (50 pM) oder Vehi-
kel (Kontrolle) stimuliert. Der Nachweis von pERK1/2 (A), pCREB (B),
pAkt(C) und pSrc (D) erfolgte im Westernblot durch phosphospezifische
Antikérper gegen aktiviertes ERK1/2; CREB, Akt und Src. GAPDH diente
als Kontrolle der geladenen Proteinmenge. Die Darstellung der Werte er-
folgt als prozentualer Anteil der Kontrolle. Aufgetragen ist der Mittel-
wert £ S.E.M. (n=3-7). Signifikanztests erfolgten mittels ANOVA und
anschlieBendem Tukey-Kramer-Test (ungepaart) mit *p<0,05, **p<0,01
und ***p<0,001 relativ zur Kontrolle. Die Werte tiberlappen sich mit den
Daten der Abbildung 3.16 und 3.17.
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Abbildung 3.21 ERK-, CREB-, Akt- und Src-Grundphosphorylierung
in P2Y;~/~- und P2Y,/~-Méusen. Die Experimente wurden zur verglei-
chenden Analyse mit kultivierten NSZ aus Wildtyp- (A, B), P2Y1_/ -~ (A)-

und P2Y, /= (B)-Méausen durchgefiihrt. Die Zellen wurden lysiert und in
der SDS-PAGE aufgetragen. Der Nachweis von pERK1/2, pCREB, pAkt
und pSrc erfolgte im Westernblot durch phosphospezifische Antikorper ge-
gen aktiviertes ERK1/2; CREB, Akt und Src. GAPDH diente als Kontrolle
der geladenen Proteinmenge. Die Darstellung der Werte erfolgt als prozen-
tualer Anteil der Kontrolle. Aufgetragen ist der Mittelwert + S.E.M. (n=2-
3). Signifikanztests erfolgten mittels ANOVA und anschlieBendem Tukey-
Kramer-Test (ungepaart) mit *p<0,05 relativ zur Kontrolle.

3.2.18 ERK-, CREB-, Akt- und Src-Grundphosphorylierung
in P2Y - und P2Ys-Rezeptor-Knockout-Mausen.

Zur vergleichenden Analyse wurden NSZ aus Wildtyp-, P2Y1_/ - und P2Y, /=
Méusen in Bezug auf die Grundphosphorylierung von ERK1/2, CREB, Akt und
Src hin untersucht (Abbildung 3.21). Die Zellen wurden lysiert und Analysen durch
qualitative Westernblots mit Antikorpern gegen aktiviertes ERK1/2, CREB, Akt

und Src unterworfen.

NSZ von P2Y1_/ ~-Mausen zeigen keine vom Wildtyp abweichende ERK1/2- und
Src-Phosphorylierung (112% bzw. 129%, A). Die Grundphosphorylierung von CREB
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und Akt ist tendenziell reduziert (69% bzw. 54%). Die ERK1/2-Grundphosphorylie-
rung in P2Y, /~_Méusen unterscheidet sich ebenfalls nicht vom Wildtyp (93%, B).
Die CREB-Aktivierung in diesen Zellen dagegen ist signifikant (30%) und die Akt-
(43%) und Src-Phosphorylierung (48%) sind tendenziell vermindert.

3.3 Nukleotid- und EGF-vermittelte Migrationsprozesse in
adulten NSZ

Die folgenden Experimente dienen zur Untersuchung der purinergen Mechanismen,
die die Migration von NSZ in vitro regulieren. Es erfolgt die Analyse der Nukleotid-
und EGF-induzierten Verdnderungen des Aktinzytoskelettes. Parallel dazu werden
zeitabhangige Studien der Nukleotid-induzierten Akt- und FAK-Phosphorylierung
mittels quantitativen Westernblots untersucht. Weitere Agonisten werden auf ihre
Fahigkeit zur Akt- und FAK-Aktivierung hin untersucht. Fir die Analyse der Migra-

tionsintensitdt werden NSZ-Kulturen in Boyden-Chemotaxis-Chambers etabliert.

3.3.1 Agonisten-induzierte Verdanderungen des Aktin-Zyto-
skelettes

Adulte NSZ wurden 5 min mit ATP, ADPSS, UTP (je 50 pM) und EGF (10 ng/ml)
stimuliert und auf ihre Fahigkeit hin untersucht, Verédnderungen des Aktin-Zyto-
skelettes zu induzieren (Abbildung 3.22). Dazu wird filamentoses Aktin (F-Aktin)
durch Phalloidin, ein Gift des Knollenblétterpilzes Amanita phalloides, spezifisch
gebunden und durch den daran gekoppelten Fluoreszenzfarbstoff TRITC mittels

direkter Immunfluoreszenz unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht.

Alle vier Agonisten 16sen dabei dhnliche, signifikante Veranderungen der Zellstruk-

tur aus. Unstimulierte Zellen (Kontrolle, A) zeigen eine spindelformige Zellform,
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UTP ADPBS ATP Kontrolle

EGF

loidin-Fluoreszenz in kultivierten adulten NSZ. Die Visualisierung des F-
Aktins wurde in adhérenten NSZ von Wildtyp-Mausen durchgefiithrt. Die
Zellen wurden zuvor fiir 5 min mit ATP (B), ADPSS (C), UTP (D) (je
50 uM), EGF (E) (10 ng/ml) oder Vehikel (Kontrolle, A) stimuliert. Die Ab-
bildung zeigt die TRITC-Phalloidin-Farbung (linke Spalte), DAPI-Farbung
(mittlere Spalte) und deren Uberlagerung (rechte Spalte). Der Mafistab in
(E) entspricht 50 pm und bezieht sich auf alle Abbildungen. Die Vergrofe-
rungen zeigen Details der entsprechenden TRITC-Phalloidin-Fluoreszenz.
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Abbildung 3.23 Quantifizierung der TRITC-Phalloidin-Fluoreszenz.
(A) zeigt die integrierte Pixelintensitdt des Fluoreszenzsignals, (B) die
F-Aktin-gefarbte Flache. Beide Werte wurden auf die Anzahl der DAPI-
positiven Zellkerne der jeweils gleichen Aufnahme relativiert. Die Darstel-
lung der Werte erfolgt als prozentualer Anteil der Kontrolle. Aufgetragen
ist der Mittelwert + S.E.M. (n=4-10). Signifikanztests erfolgten mittels
ANOVA und anschlieBendem Tukey-Kramer-Test (ungepaart) mit *p<0,05,
**p<0,01 und ***p<0,001 relativ zur Kontrolle.

mit vielen Wachstumskegeln und Filopodien. Stimulierte Zellen (B-E) erscheinen
ausgebreiteter und zeigen eine hellere TRITC-Phalloidin-Fluoreszenz. Die Zunahme
der Aktinpolymerisation fithrt zur Bildung von Stressfasern und erhohter kortikaler

Fluoreszenz.

Die Daten zeigen, dass Nukleotide und EGF Kurzzeitveranderungen des Aktinzy-
toskelettes in adulten NSZ auslosen konnen. Um diese Vorgénge quantitativ bele-
gen zu konnen, wurden sowohl die Intensitat des Fluoreszenzsignals, als auch die

F-Aktin-markierte Fléche pro Zelle (DAPI) bestimmt (Abbildung 3.23).

Es zeigt sich, dass alle Agonisten einen vergleichbaren signifikanten Anstieg der
Fluoreszenzintensitét (bis 1,7-fach, A) und Floureszenzflache (Ausdehnung der Zelle,

bis 1,6-fach), B) induzieren.
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3.3.2 Zeitabhiangige Akt- und FAK-Phosphorylierung

Diese ersten Daten lassen vermuten, dass Nukleotide und EGF intrazellular Signal-
wege auslosen konnen, die zu Verdnderungen des Aktinzytoskelettes fithren. Zur
Identifizierung daran beteiligter intrazelluldrer Signalmolekiile wurden Vorversuche
zur zeitabhéngigen Phosphorylierung von Akt und FAK nach Stimulation mit ATP,
UTP (je 50 uM) oder Vehikel (MilliQ-Wasser) durchgefiihrt. Der Nachweis von pAkt
(A, B) und pFAK (C, D) erfolgte im Westernblot durch phosphospezifische Anti-
korper gegen aktiviertes Akt und FAK (Abbildung 3.24).

Diese Vorversuche zeigen eine mogliche zeitabhangige Aktivierung von Akt und FAK
durch beide Agonisten. Die Nukleotid-vermittelte Akt-Phosphorylierung fallt dabei
etwas schwécher aus (etwa 3-fach), als die Aktivierung von FAK (etwa 5-fach). Zu-
dem erscheint das ATP-induzierte Maximum der zeitabhéngigen Akt- und FAK-
Phosphorylierung tendenziell spéter (nach 3 bis 10 min), als das UTP-vermittelte
(nach 2 bis 3 min).

3.3.3 Agonisten-abhingige Akt- und FAK-Aktivierung

In vergleichenden Experimenten wurden Nukleotide und EGF auf ihre Féahigkeit zur
Stimulierung der Akt- und FAK-Phosphorylierung hin untersucht (Abbildung 3.25).
Entsprechend der Resultate aus Kapitel 3.3.2 wurde die Applikationszeit aller Ago-
nisten auf 3 min angepasst. Adhédrente NSZ wurden fiir 3 min mit ATP, ADPSS,
UTP (je 50 pM), EGF (10 ng/ml) oder Vehikel (MilliQ-Wasser, Kontrolle) stimu-
liert. Der Nachweis von pAkt und pFAK erfolgte im quantitativen Westernblot durch
phosphospezifische Antikorper gegen aktiviertes Akt und FAK.
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Abbildung 3.24 ATP- und UTP-induzierte zeitabhéngige Akt- und
FAK-Phosphorylierung in kultivierten adulten NSZ. Adharente NSZ wur-
den fiir die angegebenen Zeiten mit ATP oder UTP (je 50 uM) oder Vehikel
(MilliQ-Wasser) stimuliert. Der Nachweis von pAkt und pFAK erfolgte im
Westernblot durch phosphospezifische Antikérper gegen aktiviertes Akt und
FAK. GAPDH diente als Kontrolle der geladenen Proteinmenge. Die Dar-
stellung der Werte erfolgt als prozentualer Anteil der Kontrolle. Aufgetragen
ist der Mittelwert + S.E.M. (n=2). Unterhalb jedes Graphen befinden sich
reprasentative Westernblots fiir pAkt, pFAK und GAPDH als Ladekontrol-
le.

Alle Agonisten losen eine signifikante Erhohung der Akt-Phosphorylierung in adul-
ten NSZ aus (A). Die Starke des ausgelosten Signals betrégt in aufsteigender Rei-
henfolge: UTP 233%, ATP 388%, ADPAS 390% und EGF 843%. Zudem sind alle
Agonisten in der Lage FAK signifikant zu phosphorylieren (B). Hier ergibt sich eine
andere Verteilung der Agonisten-induzierten Intensitét des Signals (in aufsteigender

Reihenfolge): UTP 189%, ADPSS 198%, EGF 220% und ATP 280%.
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Abbildung 3.25 Agonisten-induzierte Phosphorylierung von Akt und
FAK. Adhérente NSZ wurden fir 3 min mit ATP, ADPSS, UTP (je 50 uM),
EGF (10 ng/ml) oder Vehikel (Kontrolle) stimuliert. Der Nachweis von pAkt
und pFAK erfolgte im Westernblot durch phosphospezifische Antikorper ge-
gen aktiviertes Akt und FAK. GAPDH diente als Kontrolle der geladenen
Proteinmenge. Die Darstellung der Werte erfolgt als prozentualer Anteil
der Kontrolle. Aufgetragen ist der Mittelwert + S.E.M. (n=6-14). Signi-
fikanztests erfolgten mittels ANOVA und anschlieSendem Tukey-Kramer-
Test (ungepaart) mit *p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001 relativ zur Kon-
trolle.

3.3.4 Agonisten-stimulierte Migration

Da Nukleotide und EGF Anderungen des Aktin-Zytoskelettes und damit assoziierte
Signalwege in adulten NSZ induzieren kénnen, wurde in weiteren Versuchen unter-
sucht, ob diese Agonisten die Migration NSZ stimulieren kénnen (Abbildung 3.26).
Die Experimente wurden in Mikrochemotaxiskammern durchgefiihrt; die NSZ befin-
den sich in der oberen Kammer und sind durch einen perforierten Polycarbonatfilter
von der unteren Kammer, welche die zu untersuchenden Agonisten enthélt, getrennt.
Vorversuche haben gezeigt, dass NSZ in Wachstumsfaktor-freiem Medium nicht wan-
dern. Deshalb wurde Wachstumsfaktor-reduziertes Kulturmedium (EGF 5 ng/ml,
FGF2 2,5 ng/ml) zur Aufnahme der Zellen und Losung der Agonisten verwendet.

Die Vorversuche lassen vermuten, dass alle Agonisten die NSZ-Migration konzentra-

tionsabhéngig stimulieren konnen. ATP und UTP tendieren dazu, die Migration von
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Agonisten-induzierte Zellmigration. Adulte NSZ mi-
grierten in 48-Well-Boyden-Chemotaxiskammern fiir 4,5 Stunden in An-
wesenheit von ATP (A), ADPSS (B), UTP (C) (je 50 uM), EGF (D)
(10 ng/ml) oder Vehikel (Kontrolle). Die Darstellung der Werte erfolgt als
prozentualer Anteil der Kontrolle. Aufgetragen ist der Mittelwert + S.E.M.

NSZ mit steigender Konzentration zu erhdhen und erreichen mit einer 1,4- (ATP,

A) bzw. 2,6-fachen (UTP, C) Migrationssteigerung ein Maximum bei einer einge-

setzten Konzentration von 50 uM. ADPSS und EGF l6sen bei einer Konzentration

von 1 uM eine 1,7- (ADPSS, B) bzw. 1,6-fach gesteigerte Migration gegeniiber der

Kontrolle aus. Mit steigender Konzentration vermindert sich die Migrationsintensi-

tét wieder. Der durch diese Untersuchungen eréffnete experimentelle Ansatz wurde

anschliefend im Rahmen einer mitbetreuten Diplomarbeit eingehender untersucht

(Ullsperger, 2009).
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4 Diskussion

Die adulte Neurogenese wird durch eine Vielzahl von Signalen gesteuert und modu-
liert, und verschiedene Mitspieler aktivieren, verstiarken oder hemmen die damit ver-
bundenen intrazelluléren Prozesse (Abrous et al., 2005). Um die adulte Neurogenese
zu verstehen, ist es deshalb unumgénglich, Einblick in die ausgelosten intrazellularen

Signalkaskaden zu erhalten.

In dieser Arbeit wurde die Kultivierung adulter adhérenter NSZ etabliert und die
Eigenschaften der Kulturen wurden in Bezug auf Stammzellcharakter und Multi-
potenz charakterisiert. Die Arbeit zeigt, dass Nukleotide und EGF gleiche intrazel-
lulére Zielproteine iiber verschiedenartige Signalwege in kultivierten NSZ aus der
SV7Z adulter Méause aktivieren und das Potenzial besitzen, iiber synergistisches Zu-
sammenspiel Einfluss auf die adulte Neurogenese zu nehmen. Dabei zeigen NSZ aus
P2Y - und P2Ys-Rezeptor-Knockout-Méusen ein verdndertes Antwortverhalten. In
einem weiteren Ansatz wurde nachgewiesen, dass Nukleotide und EGF die Migration

und Umordnung des Aktinzytoskelettes adulter NSZ induzieren.

4.1 Kultivierung und Charakterisierung adhérenter adulter
NSZ in vitro

Beschichtung von Zellkulturoberflachen

In dieser Arbeit wurde die Kultivierung, Expansion und Differenzierung adulter
NSZ in vitro als adhirente Monolayer etabliert. Die Féahigkeit der Zellen zur Adha-
renz hangt dabei mafigeblich von der Beschichtung der Zellkukturoberflichen mit

geeigneten Substraten ab. Studien an verschiedenen Zellsystemen belegen, dass die
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extrazelluldre Matrix unzahlige Zellfunktionen, wie die Mitose, Apoptose, Migrati-
on, Signalweiterleitung ins Zellinnere und die Transkription reguliert (Howe et al.,

1998, De Arcangelis und Georges-Labouesse, 2000 und Bokel und Brown, 2002).

Auch die Proliferation, Migration und Differenzierung neuraler Stammzellen in Na-
gern wird durch die extrazelluldre Matrix beeinflusst. Laminin und Fibronektin stel-
len extrazellulare Matrixkomponenten fiir G1-Integrine dar, welche auf der Oberfla-
che von NSZ der SVZ in Mausen und Ratten exprimiert werden. Die nach Ligan-
denbindung aktivierten Integrine fordern dabei iiber die Aktivierung des MAPK-
Signalweges die Proliferation dieser Zellen in vitro (Campos et al., 2004). Laminin
und Fibronektin stimulieren die Migration neuraler Vorlauferzellen durch den RMS
in vivo (Murase und Horwitz, 2002) und neuraler Vorlauferzellen aus dem Cere-
bellum von Mausen in vitro (Kearns et al., 2003). Untersuchungen zur Funktion
extrazelluldrer Matrixproteine an adulten neuralen Stamm- und Vorlauferzellen zei-
gen, dass deren neurale Differenzierung durch die Prasenz von Fibronektin induziert

wird (Cooke et al., 2009).

Es wurde nachgewiesen, dass Astrozyten Laminin-beschichtete gegeniiber Poly-L-
Ornithin-beschichteten Oberflachen bevorzugen. Ein noch besseres Zellwachstum
lief3 sich dabei mit einer Doppelbeschichtung aus Poly-L-Ornithin und Laminin errei-
chen (Frojdo et al., 2002). Auch die in dieser Arbeit angelegten Kulturen adulter NSZ
zeigten keine addquate Adharenz auf unbeschichteten oder mit Poly-L-Ornithin al-
lein beschichteten Kulturoberflichen. Doppelbeschichtung mit Poly-L-Ornithin und
Fibronektin bzw. Laminin zeigt dagegen gute Ergebnisse, so dass sich adhérente

Monolayer ausbilden konnten.
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Einfluss der Passagenanzahl auf die Differenzierung von NSZ

NSZ wurden aus der SVZ adulter Mause isoliert und in Kultur als Neurospharen her-
angezogen. Diese wurden anschliefend ein-, bis dreimal dissoziiert und als adhérente
Monolyer kultiviert (Passagen 1 bis 3) und in undifferenzierter und differenzierter

Form auf Stammzellcharakter und die Fahigkeit zur Multipotenz analysiert.

Undifferenzierte Kulturen zeigen in jeder der drei Passagen Merkmale von Stamm-
und Vorlauferzellen (Nestin-, GFAP-positiv). In den Kulturen finden sich zudem
auch Astrozyten (GFAP-positiv) und Oligodendrozyten (O4-positiv). Junge und
reife Neurone (DCX- und §-III-Tubulin-positiv) lassen sich nicht oder nur vereinzelt

nachweisen.

In differenzierten Kulturen aller drei Passagen finden sich Astrozyten (GFAP-po-
sitiv), Oligodendrozyten (O4-positiv) aber auch weiterhin Stamm- bzw. Vorlaufer-
zellen (Nestin-positiv). Kulturen der ersten Passage besitzen die Fahigkeit, sich in
Neurone (DCX- und S-III-Tubulin-positiv) zu differenzieren. Dieses Merkmal ver-
liert sich jedoch in den folgenden Passagen. Da sich die Fahigkeit zur Multipotenz
mehrfach passagierter adulter NSZ nicht bestatigen lasst, wurden fiir die Versuche

stets NSZ der ersten Passage eingesetzt.

Im Zuge dessen wurden die Resultate dieser Vorversuche an einmal passagierten Kul-
turen im Rahmen einer mitbetreuten Diplomarbeit in weiteren eingehenden Analy-
sen umfassend untersucht (Messemer, 2008). Die Arbeit beschreibt fast 98,8% der
Zellen in einer undifferenzierten Kultur als Nestin-positiv. Eine differenzierte Kultur
setzt sich aus 51,5% Astrozyten (GFAP-positiv), 29,6% Neuronen (f-11I-Tubulin-
positiv) und 0,3% Oligodendrozyten (O4-positiv) zusammen. 20% der Zellen wurden
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von keinem der verwendeten zelltypspezifischen Antikorper markiert. Diese Resul-
tate charakterisieren adulte NSZ der ersten Passage als Kulturen mit Stammzell-
charakter und der Fahigkeit zur Multipotenz — zur Differenzierung in Astrozyten,

Oligodendrozyten und Neurone.

Im Vergleich zu anderen Studien finden sich zum Teil abweichende Befunde. Auf
der einen Seite zeigen Studien, dass Neurosphéiren der SVZ adulter CD-1-Mé&use in
Langzeitkulturen bis zu 21 Passagen kultiviert werden konnen ohne dabei ihre Féahig-
keit zur Selbsterneuerung und Differenzierung in Astrozyten, Oligodendrozyten und
Neurone zu verlieren (Gritti et al., 1999). Auch in einer weiteren Studie behalten in
vitro kultivierte Zellen des RMS iiber fiinf Passagen ihre Féhigkeit zur Multipotenz
bei (Gritti et al., 2002). Auf der anderen Seite untersuchten Wissenschaftler das
Differenzierungspotenzial mehrfach passagierter humaner mesenchymaler Stamm-
zellen (hMSCs) durch Induktion der Osteogenese und Adipogenese. Schon nach der
dritten Passage findet hier eine signifikante Reduktion des Differenzierungspoten-
zials der Zellen statt, das sich in den folgenden Passagen in bestimmten Aspekten

komplett verliert (Siddappa et al., 2007).

Die hier im Vorversuch durchgefiihrten Untersuchungen zum Differenzierungspoten-
zial adulter NSZ-Kulturen nach mehrmaligem Passagieren miissten durch weitere
Experimente ergidnzt werden, um gesicherte Aussagen treffen zu kénnen. Dennoch
zeigt sich hier ein allgemeines Problem beim Vergleich verschiedener Studien: Trotz
vieler Gemeinsamkeiten gibt es auch eine grofle Anzahl von Unterschieden in den
verwendeten Protokollen zur Kultivierung von Stammzellen, welche vermutlich das

untersuchte Sytem beeinflussen, was den Vergleich der Experimente erschwert.

So nutzen einige Studien EGF als primares Mitogen, andere verwenden FGF2 mit

oder ohne EGF. Die verwendeten Spezies, wie Maus oder Ratte, unterscheiden sich
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in ihrer Expression von Proteinen und oftmals wird nicht auf Unterschiede zwischen
verschiedenen Tierstammen geachtet. Die Vorgehensweise bei der Kultivierung von
Stammzellen unterscheidet sich zudem beziiglich der isolierten Hirnregion, der Pra-
parationsmethode, des Alters des Spendertieres, der ausgeséten Zelldichte, der Form
der Kultivierung — als frei schwebende Neurosphéaren oder adhérente Monolayer —
und des Substrats zur Beschichtung von Zellkulturoberflachen. In einigen Fallen sind
die Zelllinien mit Onkogenen wie dem simian virus 40 large T antigen (Noble, 1999)
oder v-myc (Hoshimaru et al., 1996) zur Ermoglichung fortlaufender Proliferation
infiziert oder transfiziert . Diese onkogenetisch unsterblichen Zellen sind jedoch ge-
netisch verandert und weitere Mutationen dndern womoglich die Transkription von

Genen.

4.2 Adulte NSZ exprimieren Ektonukleotidasen und P2-
Rezeptoren

In fritheren Studien konnte unsere Arbeitsgruppe die Expression der durch ADP3S
und UTP stimulierten P2Y-Rezeptoren, sowie der NTPDase2 und TNAP in kulti-
vierten Neurosphéren aus der SVZ adulter Mause identifizieren (Mishra et al., 2006
und Langer et al., 2007). Mit Hilfe der RT-PCR wurde in dieser Arbeit das P2-
Rezeptor-Repertoire und das Vorkommen Nukleotid-hydrolysierender Ektoenzyme
in kultivierten adharenten NSZ bestimmt. RT-PCR-Daten allein lassen keine Aussa-
ge iiber die Synthese und funktionelle Relevanz der entsprechenden Proteine zu, so
dass diese Daten durch pharmakologische Experimente erganzt werden. Der direk-
te Nachweis von P2-Rezeptoren mittels Westernblot-Analysen lasst sich aufgrund

fehlender geeigneter Antikorper nicht fiithren.

In Korrelation mit fritheren Befunden an Neurosphéren (Mishra et al., 2006) konn-

te auch in adhéarenten Kulturen P2Y;-mRNA detektiert werden. Zuséatzlich konnte
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mRNA fiir den P2Y12- und P2Y13-Rezeptor nachgewiesen werden. Alle drei Rezepto-
ren sind durch ADPSS, der P2Y-Rezeptor spezifisch durch MRS2365 aktivierbar.
In Stimulations- und Inhibitionsanalysen konnte die Prisenz und Funktionalitit
der P2Y - und P2Y3-Rezeptoren dargelegt werden. Die Involvierung des P2Y9-
Rezeptors an den ADP(S-induzierten Signalkaskaden zur ERK1/2- und CREB-
Phosphorylierung konnte durch Inhibitionsanalysen ausgeschlossen werden und lasst

eine Funktion fiir andersartige zellulare Aufgaben vermuten.

Wie auch fiir Neurosphéren gezeigt (Mishra et al., 2006), lassen sich in der RT-PCR
starke Banden fir P2Yo- und P2Yg-Rezeptoren nachweisen. Der P2Yg kann durch
UDP und mit etwa 100-fach geringerer Affinitat auch durch UTP aktiviert werden
(von Kiigelgen, 2006). UDP ist ein spezifischer Agonist fir den P2Yg-Rezeptor, wel-
cher sowohl in Neurosphéren keinen Effekt auf die Proliferation (Mishra et al., 2006),
als auch in adhérenten NSZ keinen Effekt auf die Phosphorylierung von ERK1/2 und
CREB zeigt, obwohl P2Yg-mRNA nachgewiesen wurde. UTP, ein Agonist des P2Y -
und P2Yg-Rezeptors, vermittelt seine Wirkung demzufolge ausschliefSlich {iber den
P2Y9-Rezeptor. Die vollstandige Aufhebung der UTP-ausgelosten ERK1/2- und
CREB-Aktivierung in NSZ aus P2Ys-Rezeptor-Knockout-Mausen unterstiitzen die-

se Annahme.

P2Y,~-mRNA konnte weder in Neurosphéren (Mishra et al., 2006), noch in adharen-
ten Kulturen detektiert werden. mRNA fiir den P2Y4-Rezeptor konnte in adhéren-
ten Kulturen nachgewiesen werden, jedoch wurde die Rolle dieses Rezeptors an der
Aktivierung der untersuchten Signalkaskaden nicht betrachtet. Bei der Stimulation
des P2Y4-Rezeptors in Neurosphéaren konnte in fritheren Untersuchungen kein Ein-

fluss auf die intrazellulire Ca?*-Konzentration beobachtet werden (Mishra et al.,

2006).
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Nicht nur das Vorkommen von P2Y-Rezeptoren wurde analysiert, auch der Nach-
weis fiir alle bekannten P2X-Rezeptoren wurde mittels RT-PCR gefithrt. Es zeigten
sich starke Signale fiir P2X;- bis P2Xg- und ein leichtes Signal fiir P2X;-Rezeptor-
mRNA. Die Rolle von P2X-Rezeptoren in adhéarenten NSZ wurde nicht untersucht.
In Neurosphéren konnte frither nach Aktivierung von P2X;-, P2X3- und P2X5-
Rezeptoren kein Effekt auf die intrazellulidre Ca?T-Konzentration nachgewiesen wer-

den (Mishra et al., 2006).

Die Verfiigharkeit von exogen zugegebenen Nukleotiden kann durch in der Plasma-
membran befindliche Nukleotid-spaltende Enzyme reguliert werden. NSZ der SVZ
in vivo und kultivierte Neurosphéiren exprimieren die NTPDase2 und die TNAP
(Braun et al., 2003, Mishra et al., 2006 und Langer et al., 2007). Auch in adhéren-
ten NSZ lasst sich NTPDase2- und TNAP-mRNA nachweisen. Die TNAP wird von
den Stamm- und Vorlauferzellen der SVZ (Typ-B-, -C- und -A-Zellen) exprimiert,
wohingegen die NTPDase ausschliellich auf Typ-C-Zellen zu finden ist und spezifisch
die Stammzellen der SVZ markiert (Langer et al., 2007). Dies deutet auf eine Rolle
purinerger Signalwege bei der Regulation der Neurogenese hin. Ektonukleotidasen
kontrollieren die Verfligharkeit purinerger Rezeptor-Liganden (Zimmermann, 2006).
Die dabei entstehenden Hydrolyseprodukte konnen ihrereseits als Signalstoff dienen
und P1- (Adenosin) und P2-Rezeptoren aktivieren. TNAP-Knockout-Méause zeigen
keine Abnormalititen in der Gehirnentwicklung, weisen jedoch zwei Wochen nach
Geburt schwerwiegende Krampfe (Waymire et al., 1995), eine gestorte Knochenmi-
neralisierung und diinnere Nervenwurzeln im lumbalen Riickenmark auf (Narisawa
et al., 1997 und Fedde et al., 1999). Neuere Studien belegen die entscheidende Rol-
le der NTPDase2 (und des P2Y;-Rezeptors) bei der Entstehung eines kompletten

Organs — der Augenentwicklung in Xenopus-Larven (Massé et al., 2007).
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4.3 P2-Rezeptor-Agonisten und EGF zeigen Unterschiede in
der Aktivierung von Zielproteinen

In dieser Arbeit wird nachgewiesen, dass die P2Y{- und P2Y3-Rezeptoren iiber
ADPSS und der P2Y2-Rezeptor iiber UTP eine schnelle und transiente Aktivierung
von ERK1/2 und CREB induzieren. EGF aktiviert ebenfalls ERK1/2 und CREB,
jedoch mit einem anderen zeitlichen Verlauf. Die Phosporylierung startet verzogert

und wird gefolgt von einer verlangerten Aktivierung.

Dies lasst vermuten, dass der Koaktivierung beider Signalwege in situ eine bedeuden-
te Rolle zukommt: Nukleotide als schnelle aber transiente Effektoren und EGF als
ein verzogert einsetzender aber lang anhaltender Effektor. Die Mechanismen des Ab-
fallens der Nukleotid-Antwort wurden nicht untersucht. Eine Agonisten-induzierte
Desensitivierung verbunden mit einer Rezeptor-Internalisierung wurde bereits ge-

zeigt (Hoffmann et al., 2008 und Sanabria et al., 2008).

Unterschiede ergeben sich auch in der Nukleotid- und EGF-induzierten Aktivierung
der Proteinkinase Akt. Wahrend die P2Y1-/P2Y12-/P2Y13-Rezeptoren tiber ADP3S
und der P2Y9-Rezeptor iiber UTP (Abbildung 3.6) keine Akt-Phosphorylierung in-
duzieren kénnen, zeigt sich eine signifikante Aktivierung von Akt nach Stimulation
des EGF-Rezeptors mit EGF. An dieser Stelle soll auf die Abbildungen 3.6 und
3.24 hingewiesen werden. Hier wurde die UTP-induzierte Akt-Phosphorylierung in
zwei unabhéangigen experimentellen Anséatzen mit unterschiedlichen Zeitintervallen
untersucht. Abbildung 3.6 zeigt mit drei und Abbildung 3.24 mit zwei Vorversuchen
keinen signifikanten, aber tendentiellen schnellen Anstieg der Akt-Phosphorylierung
mit maximaler Erhéhung zwischen einer und drei Minuten. Zudem zeigt auch ATP
in zwei Vorversuchen eine tendentielle Erhohung des Akt-Niveaus dhnlich wie fiir

UTP beobachtet.
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In Astrozyten und anderen Zellsystemen wurde bereits eine P2Ys-Rezeptor-indu-
zierte Akt-Phosphorylierung nachgewiesen (Wang et al., 2005b, Chorna et al., 2004
und Huwiler et al., 2002). In der vorliegenden Arbeit nicht gezeigte Experimente un-
tersuchen die Beteiligung des PI3K/Akt-Signalweges durch Verwendung des PI3K-
Inhibitors LY294002 in adulten NSZ. Dabei wird die ADP3S-induzierte ERK1/2-
Phosphorylierung durch den PI3K-Inhibitor LY294002 (100 pM, fir 60 min vor-
inkubiert) signifikant reduziert (um 35%). Eine gleichzeitige Hemmung der PI3K
und des EGF-Rezeptors ergibt dabei keine zusétzliche Reduktion des Signals und
lasst die Beteiligung beider Proteine innerhalb eines Signalweges vermuten. Im
Gegensatz dazu zeigt LY294002 keinen Effekt auf die ADPAS-induzierte CREB-
Phosphorylierung. Die Préasenz von LY294002 hat zudem keinen Einfluss auf die
UTP-induzierte ERK1/2- und CREB-Phosphorylierung (alle Daten n=3).

Diese Daten scheinen auf die Beteiligung der PI3K hinzuweisen, doch muss hier
der umstrittene Einsatz des Inhibitors als spezifischem PI3K-Hemmer betont wer-
den. In mehrere Studien wurden unspezifische Effekte von LY294002 nachgewiesen.
In glatten Muskelzellen von Rindern und Menschen zeigt LY29400 im Gegensatz
zum PI3K-Inhibitor Wortmannin unspezifische Effekte auf die intrazellulire Ca?*-
Regulation (Ethier und Madison, 2002). Zudem wurde gezeigt, dass LY294002 un-
spezifisch und mit gleicher Potenz die Caseinkinase II (CKII) inhibiert (Davies et
al., 2000). Weitere Experimente sind notig, um die Daten dieser Arbeit zu konkreti-
sieren und Aufschluss dartiber zu gewinnen, ob neben EGF auch Nukleotide in der

Lage sind Akt/PI3K in adulten NSZ zu aktivieren.
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4.4 Nukleotide und EGF aktivieren gleiche Zielproteine iiber
unterschiedliche Signalwege

Wachstumsfaktoren wie EGF und FGF agieren iiber Rezeptor-Tyrosinkinasen und
ermoglichen die Proliferation neuraler Vorlduferzellen in vivo und in vitro, sowohl
in Neurosphéren-, wie auch in adhérenten Kulturen (Temple, 2001). Da unsere Ar-
beitsgruppe gezeigt hat, dass die Nukleotide ADP3S und UTP einen intrazellularen
Ca’T-AusstoB induzieren und die Wachstumsfaktor-stimulierte Proliferation kulti-
vierter adulter NSZ steigern kénnen (Mishra et al., 2006), wurden hier die durch
ADPfSS und UTP induzierten intrazelluliren Signalwege mit Blick auf eine mog-
liche Interaktion mit den dem EGF-Rezeptor-nachgeschalteten Signalkaskaden un-

tersucht.

Abhéngig vom jeweiligen P2Y-Rezeptor-Subtyp aktivieren Nukleotide wie ATP,
ADP, UTP und UDP eine Vielzahl intrazellularer Signalkaskaden. Dazu zahlen die
Aktivierung der PLC mit einem Anstieg der intrazelluliren Ca?t-Konzentration, die
Aktivierung oder Inhibierung der Adenylylzyklase, Beeinflussung von Ionenkanélen,
Aktivierung von Mitogen-aktivierten MAP-Kinase-Signalwegen und Induktion frii-
her Genantworten (Erb et al., 2006 und Majumder et al., 2007). Hierbei variieren
die Signalwege und die daraus resultierenden funktionellen Konsequenzen nicht nur
innerhalb der verschiedenen P2Y-Rezeptor-Subtypen, sondern auch innerhalb ver-
schiedener Zellkontexte (Fam et al., 2003, 2005, Baker et al., 2006 und Kudirka et
al., 2007).

Die Daten dieser Arbeit zeigen, dass die P2Y - und P2Y3-Rezeptoren iiber ADPSS,
der P2Ys-Rezeptor iiber UTP und der EGF-Rezeptor iiber EGF die Aktivierung
von ERK1/2 und CREB induzieren. In Vorversuchen wurde eine moégliche Phos-
phorylierung von Raf sowohl nach Aktivierung von P2Y;-/P2Y19-/P2Y 13-, P2Y5-
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und EGF-Rezeptoren beobachtet. Die der ERK1/2-Phosphorylierung vorangegan-
gene Aktivierung von Raf entspricht dem klassischen Weg des MAPK-Signalweges.

Dieser Zusammenhang wurde in dieser Arbeit jedoch nicht weiter untersucht.

Die Daten zeigen aber auch, dass sich die Aktivierung der intrazellularen Signal-
wege beziiglich der Aktivierung von ERK1/2 und CREB und ebenso hinsichtlich
der Agonisten ADPSS und UTP unterscheiden. Die ADP#S- und UTP-induzierte
ERK1/2-Aktivierung verlauft vollstandig iiber eine Aktivierung von MEK. CREB
wird auch iber MEK aktiviert, jedoch scheint ein weiterer, MEK-unabhangiger Si-
gnalweg vorhanden zu sein, der zur CREB-Phosphorylierung fithrt. Die ADP3S-
und UTP-induzierte CREB-Aktivierung ist zudem vollstandig abhéngig von der Ak-
tivierung von cPKCs. Auch bei der ERK1/2-Phosphorylierung spielen PKCs eine
entscheidende Rolle, wobei cPKCs dabei ausschliefilich nach ADP3S-, nicht jedoch

nach UTP-Stimulation aktiviert werden.

4.5 Nukleotide besitzen das Potenzial zur Transaktivierung
des EGFR

Die Reduktion der ADPS-induzierten ERK1/2- und CREB-Phosphorylierung nach
Hemmung der EGF-Rezeptor-Phosphorylierung deutet auf eine Transaktivierung
des EGF-Rezeptors hin. Nach Applikation von ADPSS konnte im Westernblot kei-
ne Erh6hung der EGF-Rezeptor-Phosphorylierung beobachtet werden. Die ADP3S-
induzierte ERK1/2-Phosphorylierung entspricht, wie aus Abbildung 3.3 ersichtlich,
nur rund einem Drittel der EGF-induzierten ERK1/2-Phosphorylierung. So besteht
die Moglichkeit, dass die geringe Beteiligung von ADPAS an der EGF-Rezeptor-
Transaktivierung tiber quantitative Westernblots nicht detektiert werden kann. Ob-
wohl ein nicht-spezifischer Effekt des EGF-Rezeptor-Inhibitors AG1478 nicht ausge-

schlossen werden kann, ist doch darauf hinzuweisen, dass die Applikation des Inhi-
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bitors keinen Effekt auf die UTP-induzierte ERK1/2- und CREB-Phosphorylierung

zeigt.

Es lasst sich vermuten, dass das Ausmafl der Nukleotidrezeptor-vermittelten Trans-
aktivierung von Wachstumsfaktorrezeptoren zwischen verschiedenen Zelltypen und
Spezies variiert. So wurde gezeigt, dass der UTP-aktivierte rekombinante menschli-
che P2Y9-Rezeptor verschiedene Wachstumsfaktorrezeptoren, einschliefilich des EGF-
Rezeptors, zu transaktivieren vermag. Damit verbunden ist die Aktivierung von Src
iiber Prolin-reiche SH3-Doménen-Bindemotive am C-Terminus des P2Ys-Rezeptors
(Liu et al., 2004). Es bleibt allerdings unklar, ob das Konsensusmotiv der C-termina-
len Doméne KPPTEPTPSP (aa 321-330) des P2Y2-Rezeptors der Maus funktional
ist. Ebenso moglich wére eine Src-unabhéngige EGFR-Transaktivierung. Andere
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, wie G4-gekoppelte Bradykinin-Rezeptoren, indu-
zieren unter Beteiligung von EGFR und PKCs in Src- und PI3K~v-unabhangigen
Signalwegen die Aktivierung von MAP-Kinasen in COS7-Zellen (Adomeit et al.,
1999). Eine P2Y;-Rezeptor-induzierte Transaktivierung des EGF-Rezeptors wur-
de bei tumortsen HeLa Zellen und epithelialen FRT-Zellen gezeigt (Buvinic et al.,
2007).

Die Mechanismen der ADPGS-vermittelten EGF-Rezeptor-Transaktivierung in adul-
ten NSZ beditirfen der weiteren Klarung. Die in dieser Arbeit durchgefithrten Zeitrei-
hen zur Src-Phosphorylierung nach Stimulation mit Nukleotiden und EGF lassen ei-
ne Src-unabhéngige, moglicherweise PI3K /Akt-abhéngige EGFR-Transaktivierung
vermuten. Die Inhibierung von Metalloproteasen beeinflusste weder die Phosphory-
lierung von ERK1/2, noch von CREB. Eine Freisetzung von Wachstumsfaktoren-
vorlaufern scheint also nicht stattzufinden (Wong und Guillaud, 2004 und Ohtsu et
al., 2006).
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4.6 Das Antwortverhalten in adulten NSZ ist bei P2Y ;- und
P2Y,-Rezeptor-Knockout-Mausen verandert

Wiéhrend die ERK1/2- und CREB-Aktivierung nach Zugabe von UTP zu NSZ von
P2Y,-Rezeptor-Knockout-Méausen komplett aufgehoben wird, zeigt sich in P2Y -
Rezeptor-Knockouts ein anderes und tiberraschendes Antwortverhalten. Die Aktivie-
rung von CREB wird nicht nur durch ADP3S-, sondern auch durch UTP und EGF
erhoht. Adenosin ist zudem in der Lage, die ERK1/2-und Akt-Phosphorylierung zu
steigern. Die ADP3S- und Adenosin-induzierte Erhohung der CREB-Phosphorylie-
rung lésst eine Hochregulation von P2Y11-, P2Y 13- und Adenosin-Rezeptoren vermu-
ten. Zudem sind in der P2Y;-Rezeptor-Knockout-Maus womoglich kompensatorische
Mechanismen aktiv, die Cluster von Proteinen, wie P1-, P2- und EGF-Rezeptoren,
beeinflussen. Fiir Knockout-induzierte Veranderungen im Transkriptom gibt es Lite-
raturbeispiele. Neurale Vorlauferzellen aus dem Striatum embryonaler Connexin43-
Knockout-Méause zeigen eine erniedrigte Expression von P2Y;-Rezeptoren (Scemes
et al., 2003). Weitere Untersuchungen legen dar, dass die Gene fiir P2-Rezeptoren
und GAP-Junction-Proteine in kortikalen Astrozyten als funktionelle Einheit expri-
miert werden (lacobas et al., 2007). Das Regulom in Gehirn, Herz und kultivier-
ten Astrozyten von Connexin4d3-Knockout-Méusen unterscheidet sich von dem von
Wildtyp-M&usen in tiber 10% (Spray und Iacobas, 2007). Interessanterweise fithren
Connexin43-Knockout und Connexin-siRNA-Knockdown zu dhnlichen Verédnderun-

gen im Transkriptom (von Astrozyten) (Iacobas et al., 2008).
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4.7 Die Migration adulter NSZ ist Akt- und FAK-abhingig

Die hier vorliegenden Daten zeigen, dass schon die kurze Exposition von Nukleotiden
und EGF auf NSZ zu signifikanten Verdnderungen des Aktinzytoskelettes und einem
migratorischen Zellphénotyp fithren. Alle hier verwendeten Nukleotide und EGF
induzieren die Phosphorylierung von Akt und FAK.

Die nicht-Rezeptor-Proteintyrosinkinase FAK ist ein Schliisselelement bei Integrin-
vermittelten Prozessen der Zellmigration (Sieg et al., 1999). Die stabile Uberexpres-
sion von FAK in CHO-Zellen fiihrt zu einer erhohten Zellmigration (Cary et al., 1996,
1998). Der Einsatz von FAK-Mutanten zeigt einen engen Zusammenhang zwischen
der Expression von FAK und der damit erhéhten Invasivitdt menschlicher Tumore
(Owens et al., 1995). So vermittelt FAK als stromabwérts gelegenes Zielprotein der
Serin /Threonin-spezifischen Kinase Akt die Migration und Invasivitdt menschlicher

Krebszellen des Enddarms (Tureckova et al., 2009).

In einer Reihe von Zellsystemen beeinflusst die Aktivitdt von Akt die Zellmoti-
litit und -migration, die damit verbundene Organisation des Aktin-Zytoskelettes,
die zellulare Interaktion mit der extrazellularen Matrix, die Expression von Moti-
litdtsgenen und die Festlegung der Zellpolaritiat (Qian et al., 2004 und Stambolic
und Woodgett, 2006). So wurde die PI3K/Akt-induzierte Umordnung des Aktin-
zytoskelettes einhergehend mit einer erhohen Zellmigration in Fibroblastenzellen
aus Hithnchenembryonen demonstriert. Oft ist die Aktivitdt von Akt in aktivierten
Krebszellen des Menschen, wie z. B. bei Eierstockkrebs oder Lungenkrebs, erhoht
und fordert die Invasivitat dieser Zellen (Woodhouse et al., 1997, Testa und Bella-
cosa, 2001, Bellacosa et al., 1995 und Brognard et al., 2001).
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4.8 Mechanismen der Nukleotid- und EGF-induzierten Zell-
migration

Die Nukleotid-induzierte Erhohung der Zellmigration und Chemotaxis wurde fiir ver-
schiedene Zellsysteme, wie glatte Muskelzellen, Endothelzellen, Epithelzellen, Mo-
nozyten, Astrozyten und Mikroglia beschrieben (Klepeis et al., 2004, Chorna et al.,
2007 und Taboubi et al., 2007). In Endothelzellen der Nabelschnurvenen von Neuge-
borenen (HUVEC) erhohen ATP und UTP die intrazellulire Ca?*-Konzentration,
induzieren die Phosphorylierung von FAK und Paxilin und l6sen Umordnungen des
Zytoskelettes und die Zellmigration aus (Kaczmarek et al., 2005). In kultivierten
Mikrogliazellen 16st die Nukleotid-induzierte Aktivierung des P2Y12-Rezeptors die
Phosphorylierung von Akt und Chemotaxis aus (Irino et al., 2008). Zudem ist der
P2X,-Rezeptor involviert (Ohsawa et al., 2007 und Horvath und DeLeo, 2009). In
kultivierten Astrozyten induzieren ATP und UTP die Zellmigration iiber den an
ay-Integrine gekoppelten P2Ys-Rezeptor, was zur Aktivierung der PI3K/Akt und
ERK1/2 fihrt (Bagchi et al., 2005 und Wang et al., 2005b). Interessanterweise fithrt
die Aktivierung des P2Ys-Rezeptors nicht in allen Zelltypen zu gleichen zelluldren
Antworten. In menschlichen Keratinozyten aktivieren ATP und UTP den P2Y,-
Rezeptor und l6sen so eine Herunterregulation der PI3K/Akt und ERK1/2 und eine

Inhibierung der Zellmigration aus (Taboubi et al., 2007).

Die Rolle von EGF bei der Stimulation der Zellmigration konnte durch eine erhohte
Invasivitat von Tumorzellen bei Uberexpression des EGFR in vivo und einer gestei-
gerten Zellmigration an Zelllinien in vitro nachgewiesen werden (Fontanini et al.,
1995, Turner et al., 1996, McCawley et al., 1997, Verbeek et al., 1998 und Joris-
sen et al., 2003). Es ist auBlerdem bekannt, dass EGF die Aktinpolymerisation und
die Ausbildung von Lamellipodien induziert (Segall et al., 1996, Wells et al., 1999,
Nogami et al., 2003 und Kurokawa et al., 2004).
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4.9 Migration von Vorlauferzellen

Bisher ist nur wenig iiber die Regulation der Migration neuraler Vorléduferzellen
bekannt. Die Uberexpression des EGF-Rezeptors in neuralen Vorlduferzellen erhoht
deren Migration in situ (Aguirre et al., 2005). Chemoattraktiv wirkende Signale spie-
len bei der gerichteten Migration von Neuroblasten aus der SVZ hin zum OB eine
entscheidende Rolle (Liu und Rao, 2003). So steuern Substanzen der Zerebrospinal-
fliissigkeit, insbesondere das Chemorepellent Slit2 die Migration von Neuroblasten in
situ (Sawamoto et al., 2006). Auch das Morphogen Sonic Hedgehog wirkt chemoat-
traktiv auf die Migration von neuralen Vorlauferzellen zum OB (Angot et al., 2008).
BDNF induziert eine CREB-, PI3K- und Akt-abhangige Migration kultivierter Neu-
roblasten (Chiaramello et al., 2007). Inhibierung des GABA 4-Rezeptors erhoht, und
tonische Aktivierung des GLU g5-Kainat-Rezeptors vermindert die Migration von
Neuroblasten in Gewebeschnitten der SVZ (Platel et al., 2008). In embryonalen
Connexin43-Null-Neurospharen wurde eine P2Y-abhangige Zellmigration beobach-
tet (Scemes et al., 2003). Und auch in akuten Hirnschnitten wurde gezeigt, dass der
P2Y-Rezeptor essenziell ist fiir eine ungehinderte Migration neuraler Vorlauferzel-

len von der embryonalen ventrikularen Zone zur SVZ (Liu et al., 2008).

Die Daten dieser Arbeit zeigen dariiber hinaus, dass Nukleotide und EGF Zellmi-
gration in adulten NSZ auslosen konnen. Sie zeigen zudem, dass die Zellmigration
zusatzlich zum P2Ya-Rezeptor, auch iiber P2Y;-/P2Y3-Rezeptoren stimuliert wer-

den kann.
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4.10 Funktionale Relevanz

ATP und FGF aktivieren die Zellproliferation synergistisch in kultivierten Astro-
zyten (Neary et al., 1994). In neuralen Vorlauferzellen aktiviert ATP die MAPK
ERK1/2 (Neary et al., 1999). Die Aktivierung des P2Ys-Rezeptors fithrt in Astro-
zytomazellen zur Phosphorylierung von CREB und zu einer damit verbundenen
Hochregulation von Genen anti-apoptotischer und neurotropher Proteine (Chorna
et al., 2004). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Stimulation des P2Y7-,
P2Y9- bzw. P2Y3-Rezeptors zur Aktivierung von ERK1/2 und CREB in adulten
neuralen Vorlauferzellen fithrt. Aktiviertes ERK1/2 ist von zentraler Bedeutung bei
der Regulation des Zellzyklus (Meloche und Pouysségur, 2007), insbesondere in adul-
ten NSZ der Maus (Kalluri et al., 2007). Die Phosphorylierung von CREB fiihrt zur
Transkription zahlreicher Zielproteine (Impey et al., 2004). So unterstiitzt aktivier-
tes CREB die Differenzierung und das Uberleben neu gebildeter Neurone im OB
(Giachino et al., 2005). Innerhalb der SVZ wird der EGF-Rezeptor iiberwiegend
von den Typ-C-Zellen exprimiert (Doetsch et al., 2002).

Uber die Lokalisation der P2-Rezeptoren lisst sich aufgrund fehlender geeigneter
Antikorper keine Aussage treffen. Ein Nukleotid-induzierter Ca?t-Einstrom kann
zur Freisetzung von ATP fiihren (Pryazhnikov und Khiroug, 2008). Das so freige-
setzte ATP koénnte nun iiber P2X-Rezeptoren wirken und so zusétzliche Signalwe-
ge aktivieren. Die Daten zeigen, dass die parallele Aktivierung von EGF-, P2Y -,
P2Y9- und P2Y3-Rezeptoren das Potenzial fiir eine synergistische Steuerung der
Proliferation, des Wachstums und Uberlebens von NSZ besitzt. Dabei interagieren
die Nukleotid-induzierten Signalkaskaden mit abwarts gelegenen Signalmolekiilen,

wie den iiber den EGF-Rezeptor induzierten Signalwegen.
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Extrazellulare Nukleotide unterliegen der Hydrolyse durch Ektonukleotidasen (Ab-
bracchio et al., 2009) und kénnen so vermutlich nicht tiber lange Distanzen als Signal-
molekiile wihrend der Zellmigration fungieren. Es wird angenommen, dass sie auf
auto- und parakrine Weise wirken (Joslin et al., 2007). Nukleotide und EGF besitzen
die Fahigkeit, Veranderungen im Zytoskelett NSZ auszuldsen und deren Zellmotilitat
zu erhohen. Die hohe Nukleotidaseaktivitat der die wandernden Neuroblasten umge-
benden Typ-B-Zellen, die extrazellulares ATP und UTP hydrolysieren kann (Braun
et al., 2003), konnte die Zellmobilitat erniedrigen, wenn diese wihrend der Migra-
tion in dieses Grenzgebiet einwandern. Da die Nukleotid- und EGF-induzierten in-
trazellularen Signalwege zahlreiche intrazellulare Signalmolekiile gemeinsam haben,
konnte die lokale Migration durch parallel agierende Signalmolekiile und Signalkas-
kaden beeinflusst werden. Abhéngig vom umgebenden zellularen Aktivierungsprofil
konnten diese unabhéngig oder bei simultaner Aktivierung gemeinsam wirken und

konnen so synergistisch unterschwellige in tiberschwellige Aktivitaten verwandeln.
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4.11 Ausblick

Das Streben nach dem Verstandnis der intrazelluldren Prozesse, die die adulte Neu-
rogenese steuern und deren Relevanz fiir die Hirnfunktionen des Menschen, weckte in
den letzten Jahren das Interesse der grundlagenorientierten und klinischen Neurowis-
senschaft. Die gewonnenen Erkenntnisse zur Steuerung der endogenen Zellproliferati-
on stellen moglicherweise Anséatze fiir Reparaturmechanismen bei akuten und chro-
nischen Erkrankungen des Nervengewebes dar. Erkenntnisse zur Steuerung intra-
und extrazellular aktivierter Signalkaskaden unter in vitro- und in situ-Bedingungen
in verschiedenen Modelsystemen konnten sich fiir die Erarbeitung therapeutischer

Ansatze am Menschen als nutzbar erweisen.

Fir das Verstandnis des Wechselspiels der verschiedenen Nukleotidrezeptor-Sub-
typen untereinander und mit Rezeptoren anderer Rezeptorfamilien, insbesondere
der Wachstumsfaktor-Rezeptoren, bedarf es deren exakter immunzytologischer Lo-
kalisierung auf den verschiedenen Zelltypen der adulten SVZ. Zukiinftige Studi-
en erfordern eingehende funktionelle Analysen definierter zelluldrer Signalkaskaden
innerhalb der SVZ. Intrazellulare Signalwege agieren miteinander in gekoppelten
Netzwerken, die aufgrund ihrer Komplexitdt nur schwierig zu definieren sind. Dar-
aus ergeben sich meist verschiedene Funktionen einzelner Proteine, welche je nach
Zellkontext verstarkt, gehemmt oder kompensiert werden konnen, was die Validie-
rung der Funktion isolierter Proteine erschwert. Der Einsatz spezifischer Inhibitoren,
das gezielte Ausschalten von Genen und die Entwicklung spezifischer Antikorper ge-
gen P2-Rezeptoren und intrazellulare Zielproteine in vitro und in situ werden bei

weiteren Signalwegsanalysen unerlasslich sein.
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5 Zusammenfassung

Im adulten Séugerhirn findet Neurogenese in der SVZ der Seitenventrikel kontinu-
ierlich statt. Eine Vielzahl von Signalsystemen steuert in komplexer Weise zellula-
re Antworten und reguliert die Proliferation, Differenzierug und Wanderung NSZ.
Gegenwartig ist nur wenig tiber die zugrundeliegenden Signalwege bekannt. Zuneh-
mend gibt es Hinweise darauf, dass Nukleotide an diesen Prozessen beteiligt sind.
Frithere Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigten, das die Nukleotide ADP3S
und UTP in kultivierten NSZ der adulten SVZ einen schnellen Kalziumeinstrom

induzieren und die Wachstumsfaktor-vermittelte NSZ-Proliferation steigern.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein System zur Kultivierung adhérenter adulter
NSZ etabliert. Die Untersuchungen zeigen, dass adulte NSZ eine Vielzahl an P2Y-
und P2X-Rezeptoren, sowie die Nukleotid-hydrolysierenden Enzyme NTPDase2 und
TNAP exprimieren. Untersuchungen der ADPSS-, UTP- und EGF-vermittelten Si-
gnalwege zeigen, dass alle drei Agonisten eine ERK1/2- und CREB-Phosphorylie-
rung induzieren, wobei sich die zeitlichen Charakteristika zwischen den Nukleotiden
und EGF unterscheiden. Inhibierungsexperimente geben Einblicke in die dabei ak-
tivierten Signalkaskaden und weisen auf eine ADP[S-induzierte Transaktivierung
des EGF-Rezeptors hin. Wahrend UTP iiber den P2Y3-Rezeptor wirkt, iibt ADPSS
seine Funktion tiber den P2Y ;- und P2Y3-Rezeptor aus.

Die Daten implizieren zudem, dass Nukleotide und EGF gleiche Zielproteine iiber
verschiedene Signalwege induzieren und dass sie das Potenzial besitzen, bei der
Kontrolle der Zellproliferation in der adulten Neurogenese synergistisch zu agie-
ren. Vergleichende Analysen mit kultivierten NSZ aus Wildtyp-, P2Y1- und P2Y5-
Rezeptor-Knockout-Méusen belegen ein verdndertes Antwortverhalten in Gegenwart

von ADPSS, UTP und EGF und lassen kompensatorische Mechanismen vermuten.
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Die Resultate dieser Arbeit demonstrieren zudem, dass ATP, ADPAS, UTP und
EGF die Migration von NSZ induzieren. Parallel dazu konnten Veranderungen des
Aktinzytoskelletes, wie die Zunahme an F-Aktin, die Bildung von Stressfasern und
eine Verdnderung der Zellmorphologie gezeigt werden. Diese Prozesse gehen mit einer
Aktivierung der Proteinkinasen Akt und FAK einher. Die Daten weisen darauf hin,
dass Nukleotide und EGF fiir die Zytoarchitektur der SVZ und die Wanderung von

Neuroblasten zum OB eine wichtige Rollen spielen konnten.
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Wachstumsfaktor

Gewicht pro Volumen
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