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Zusammenfassung

Die regenerativen Fihigkeiten des zentralen Nervensystems (ZNS) von Sidugetieren
nehmen nach der Geburt drastisch ab, sodass axonale Schidigungen zu einem dauerhaften
Funktionsverlust der betroffenen Systeme fiihren. Fische hingegen sind in der Lage,
Verletzungen des ZNS funktionell vollstindig zu regenerieren. Dies macht sie zu einem
interessanten Modell zur Erforschung der diesen Regenerationsprozessen zugrunde
liegenden molekularen Mechanismen und zur Entwicklung neuer Therapieoptionen fiir
Sdugetiere. In Nagetieren konnten bereits verschiedene mit axonaler Regeneration
assoziierte, zelluldre Signalkaskaden wie JAK/STAT3, PI3K/AKT/mTOR und
MAPK/ERK identifiziert werden. Da diese Proteine zwischen Fischen und Sdugetieren
stark konserviert sind, wurden die entsprechenden Signalwege im Hinblick auf ihre
Bedeutung fiir die Regeneration retinaler Ganglienzellen (RGZ) von Zebrafischen
untersucht. Wihrend der MAPK/ERK-Signalweg im Zebrafisch nach einer
Sehnervverletzung nur eine untergeordnete Bedeutung zu haben scheint, kam es zur
Induktion des PI3K/AKT-Signalwegs und in Folge zur Aktivierung des mechanistic
target of rapamycin (mTOR). Dabei zeigte sich, dass sich die Regulation der mTOR-
Aktivitdt in Fischen und Sédugetieren deutlich unterscheidet. Wihrend in unverletzten
Nagetieren eine Grundaktivitit von mTOR vorhanden ist, war dies in naiven Fisch-RGZ
nicht nachweisbar. Nach einer Verletzung des Sehnervs in der Maus wird die mTOR-
Aktivitdt herunterreguliert und eine experimentelle Aufrechterhaltung, z. B. durch
Blockade des phosphate and tensin homolog (PTEN), kann einige Axone zur
Regeneration stimulieren. Eine Nervenschddigung im Zebrafisch fiihrte hingegen zu
einem deutlichen Aktivititsanstieg von mTOR sowohl in vivo als auch in dissoziierten
Zellkulturen. Dieser war jedoch transient und fiel bereits 3 Tage spiter wieder auf das
Ausgangsniveau zuriick. Eine Hemmung des vorgeschalteten Signalwegs mittels des PI3-
Kinase-Inhibitors LY294002 oder auch direkt von mTOR durch Rapamycin konnte das
basale Neuritenwachstum jedoch nicht beeintrdchtigen. Dementsprechend war die
Aktivitdt von mTOR fiir die axonale Regeneration nach einer Sehnervverletzung im
Zebrafisch nicht essenziell. Es konnte dennoch gezeigt werden, dass die Aktivitdt von
mTOR an der Vermittlung von Zytokin- und durch PTEN-Inhibition induziertem
Neuritenwachstum beteiligt war und demnach, #hnlich wie bei Séaugetieren,

regenerationsfordernd wirkte.



Abstract

The regenerative capacity of the mammalian central nervous system (CNS) is
dramatically reduced after birth, leading to terminal functional loss after axonal injuries.
Fish, on the other hand, are capable of regenerating CNS lesions and regain full
functionality of the impaired system. Therefore, they are an attractive model organism
for studying molecular mechanisms underlying axon regeneration upon injury and
developing possible therapeutic strategies. In mammals, several intrinsic signaling
pathways such as JAK/STAT3, PI3K/AKT/mTOR and MAPK/ERK have been
associated with axon regeneration. Since those proteins are highly conserved between fish
and mammals, the current thesis analyzed the significance of those pathways for the
regeneration of retinal ganglion cells (RGC) in zebrafish. MAPK/ERK signaling
appeared to play no important role after an optic nerve crush in zebrafish. The PI3K/AKT
pathway, on the other hand, was induced after injury resulting in increased activity of the
mechanistic target of rapamycin (mTOR). The regulation of mTOR activity differs
greatly between fish and mammals. While healthy rodents show a constitutive mTOR
activity, there was no activity at all observed in naive zebrafish RGC. After injury mTOR
is reduced in mice and an artificial upregulation allows for some axons to regenerate, for
example by inhibiting the phosphate and tensin homolog (PTEN). Axon injury in
zebrafish resulted in a massive increase of mTOR activity in vivo as well as in dissociated
cell cultures. However, this induction was only transient and was normalized after 3 days.
Inhibition of the signaling pathway using the PI3K-Inhibitor LY294002 or Rapamycin, a
direct inhibitor of mTOR, did not compromise basal neurite growth. Thus, mTOR activity
was not essential for axon regeneration after optic nerve injury in zebrafish. Nevertheless,
mTOR activity correlated with axon growth induced by cytokines and PTEN-inhibition,

and, therefore, is involved in CNS axon regeneration in zebrafish similar to mammalians.

II



Abkiirzungsverzeichnis

4E-BP1
Abb.
AF
AKT
bpV
BSA
CaClz
CHAT
CNTF
CSPG
DMSO
DNA
dpi

DS
DTT
ERK
FBS
FS
GAP43
GAPDH
GFP
GZS
HCI
HEPES
HWG
INS
IPS
JAK
KCl
LIF

ly
MAPK
mM
mRNA
MS222
mTOR
NaF
Na3zVO4
nM
ONL
OPL

4E-binding protein 1

Abbildung

axiogenesis factor

Proteinkinase B

bisperoxovanadium
Rinderserumalbumin
Calciumchlorid

choline acetyltransferase

ciliary neurotrophic factor
chondroitin sulfate proteoglycan
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure

days post injury

donkey serum

Dithiothreitol

extracellular signal regulated kinase
fetales Kélberserum

Faserschicht

growth-associated protein 43
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
green fluorescent protein
Ganglienzellschicht
Chlorwasserstoff
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsédure
Hinterwurzelganglion

innere nukledre Schicht

innere plexiforme Schicht
Januskinase

Kaliumchlorid

leukemia inhibitory factor
LY294002

mitogen-activated protein kinase
Millimolar

messenger ribonucleic acid

Tricaine methanesulfonate
mechanistic target of rapamycin
Natriumfluorid

Natriummetavanadat

Nanomolar

outer nuclear layer (dulere nukledre Schicht)
outer plexiform layer (dullere plexiforme Schicht)

III



PBS
PBS-T
PCR
PDK 1/2
PFA
PI3K
PIP:
PIP3
PLD
pS6
PTEN
Rap
RGZ
Rictor
RNA
S6
S6K1
SDS
SHP-2
SOCS3
STAT3
Tris
TSC1
WB
uM
ZNS

Phosphatgepufferte Salzlosung
Phosphatgepufferte Salzlosung + Tween 20
Polymerase-Kettenreaktion
Phosphatidylinositol-abhidngige Kinasen 1 und 2
Paraformaldehyd

Phosphoinositid-3-Kinase
phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphate
phosphatidylinositol-(3,4,5)-triphosphate
Phospholipase D

phosphoryliertes ribosomales Protein S6
phosphatase and tensin homolog
Rapamycin

retinale Ganglienzelle
Rapamycin-insensitive companion of mTOR
Ribonukleinsédure

ribosomales Protein S6

S6 Kinase 1

Natriumlaurylsulfat

src-homology 2 domain

suppressor of cytokine signaling 3

signal transducer and activator of transcription 3
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
tuberous sclerosis complex 1

Western Blot

Mikromolar

Zentralnervensystem

1Y%



Inhaltsverzeichnis

1. EiDICItUN@....cccovvrreiiinrsrneecsssssnneecssssssnsecsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 1
1.1 Axonale Regeneration im Sdugetier nach einer Sehnervverletzung.................. 1
1.1.1  Regenerationsfordernde Effekte von Zytokinen.............ccocceeeviieinicennienn. 2
1.1.2  Signalwege Zytokin-vermittelter axonaler Regenerationsprozesse............ 2

1.1.3  Pharmakologische Manipulation regenerationsassoziierter Signalwege.... 5

1.2 Regeneration im Fisch nach einer Sehnervschadigung............cccccccovciennennnnen. 6
1.2.1 Regenerationskompetente Fischmodelle .............ccccoooieiniiiiiiiiniiiinnennne. 6
1.2.2  Transgene GAP43:GFP-Zebrafische ..........cccccevviiiiiiniiiiiiniiiiiiicicee, 8
1.2.3  Intrinsische Signalwege axonaler Regeneration im Fisch .............cc...c...... 8

2. 7Ziele der ATDEIt .......ccceeecuecreessnncsnecsnecsanssnesssncssnessnesssssssssssssssssssssssaes 10
3. Material und Methoden...........uiieeeensiincninssnncsssrcssnncssnnncsssecssscsasnes 11

3.1 MaAterialIOn ..co..eeiiiiiiiiiieee e 11
311 ChemiKalien ...co.eioiiiiiiiiiiiiceee e 11
3.1.2  Puffer und LOSUNZEN.......cooviiiiiiiiiiiieiiiecee et s 11
Bu1.3  GOIALE .ottt et s 11
3.1.4  PrOramime..........cooiiiiiiiiiiiiiieiiieeeiteeet ettt sttt st 12

3.2 ZEDrafiSCRL..co i 12

3.3 NeuritenauSWaChSASSAY .....eeeriiieriieeiiieeiiee ettt ettt e eitee et esbee e sbeeeanees 13
3.3.1  Dissoziierte Zebrafischretinakulturen............ccoceeveenieeiienicnneenienieeee. 13
3.3.2  Immunzytochemische Farbung..........c..cccooiiiiiiniiniiece, 14
3.3.3  AUSWETTUNEZ c.eeeiiiiiieiiieeeite ettt ettt ettt et st st sab e e sab e s st e sarees 14

3.4 SehnervVerletZUNG.........cccouiiiiiiiiiiiieiieeeee et 15

3.5  In-vivo-Rapamycinbehandlung ...........ccccceeviiiiniiiniiieniieeiieece e 15

3.6  Histologie von ZebrafisChretinae ............ccooveeieeiiiiiiiiienieeeeeeeeeeeeen 15
3.6.1  Herstellung der Retinapraparate ...........c.cceeeveeerieeriueeeriieeenieeeneeeeevee s 15
3.6.2  Immunhistochemische FArbung.........cccccooviiiviiiiniiiiniiiiiiiecice e, 15
3.0.3  AUSWETTUNE ..eeeiuiiieeiiieeeiiie ettt ettt ee ettt e ettt e st e e sbt e e sabee e sabeeesabeessnbeesaneas 16

3.7  RNA-Isolation und quantitative real-time Polymerase-Kettenreaktion........... 16

3.8 WESEEIN BlOT....coiiiiiiiiiiiiiicee e 17

72 SO D) o3 1) 1113 19

4.1  Identifizierung von Markern fiir RGZ des Zebrafisches............cccccevverneeniins 19



4.2  CNTEF verstidrkt Neuritenwachstum von Zebrafisch-RGZ..............ccocceeeien. 22
4.3  Keine MAPK-Induktion nach Sehnervverletzung in der Zebrafischretina...... 25
4.4 Induktion von AKT in der Zebrafischretina nach Sehnervschidigung............ 27
4.5  Verletzung des Sehnervs induziert mMTOR-Aktivitdt in der Zebrafischretina.. 29
4.6  In-vitro-mTOR-AKktivitit in Zebrafisch-RGZ-Kulturen ...........cccocceevviiennieen. 31
4.7  mTOR-AKktivitit beeinflusst das Neuritenwachstum von RGZ ...................... 34
4.8  In-vivo-Applikation von Rapamycin unterdriickt mTOR-Aktivitit................. 35
S. DISKUSSION cccueiiecunieisnncssnncssnncsssnissnnissssncssncssssessssessssessssesssssssssssssssssssses 37
5.1  Etablierung von Neuritenauswachsassays von Zebrafisch-RGZ ..................... 37
5.2 Einfluss von CNTF auf die axonale Regeneration im Zebrafisch ................... 39
5.3  Bedeutung von MAPK/ERK und AKT fiir die Regeneration im Zebrafisch .. 39
5.4 mTOR-Aktivitidt im Zebrafisch im Vergleich zum Sédugetier.............c.c.cc.c.... 41
5.5  Stimulation und Inhibition von mMTOR-AKtIVItELt.........covviieriiiiiiiiiniiieiieee 43
5.6  Beteiligung weiterer Signalwege wahrscheinlich ............cccoooviiiiiiiniininennne, 45
5.7 SchlUuSSTOIZEIUNZEN ......eeieiiiieiiiieeiieeee e 45
6. Literatur- und QuellenverzeiChmnis .......cccccecrvececssnnccscsanccssanesssnnscssenn 47

VI



1. Einleitung

Verletzungen im zentralen Nervensystem (ZNS) von Sidugetieren konnen unter
physiologischen Bedingungen nicht regeneriert werden und fithren zum Tod der
Nervenzellen sowie zum irreversiblen Funktionsverlust. Traumatische Verletzungen und
ischdmische oder inflammatorische Prozesse resultieren somit in einer terminalen
Schéadigung. Zurzeit gibt es keine therapeutischen Interventionsmdglichkeiten, um diesen
Prozessen entgegenzuwirken, sodass die Notwendigkeit zu weiterer Forschung auf

diesem Gebiet besteht.

1.1 Axonale Regeneration im Siugetier nach einer Sehnervverletzung

Die Retina und der optische Nerv sind Teil des ZNS und aufgrund der guten operativen
Zuginglichkeit ein geeignetes Modellsystem zur experimentellen Erforschung axonaler
Regenerationsprozesse (Fischer and Leibinger, 2012). In Nagern konnten in den letzten
Jahren bereits verschiedene Ursachen fiir die fehlende Regenerationsfihigkeit von
Séugern identifiziert werden. Zum einen ist die intrinsische regenerative Kapazitit ihrer
ZNS-Neuronen ungeniigend, um nach einer Verletzung ein erneutes Wachstum ihrer
Axone zu induzieren (Schwab and Bartholdi, 1996; Goldberg et al., 2002; Fischer and
Leibinger, 2012). Zudem werden Reparaturprozesse durch inhibitorische Signale des den
optischen Nerven umgebenden Myelins sowie durch eine sich an der Verletzungsstelle
bildenden Glianarbe blockiert (Tom et al., 2004; Fischer, 2012). So kommt es nach einer
traumatischen Verletzung schlussendlich zum apoptotischen Zelltod der Nervenzelle

(Berkelaar et al., 1994; Fischer et al., 2004).

Da das Uberleben der Nervenzellen Voraussetzung fiir eine erfolgreiche
Axonregeneration ist, kann der Sehnerv nur regenerieren, wenn der Untergang der
Neuronen verhindert werden kann. Dabei spielen verschiedene Faktoren eine wichtige

Rolle, die neuroprotektive Effekte vermitteln (Fischer and Leibinger, 2012).



1.1.1 Regenerationsfordernde Effekte von Zytokinen

Untersuchungen haben gezeigt, dass Nervenzellen durch eine sogenannte
inflammatorische Stimulation in einen regenerativen Zustand transferiert werden kdnnen.
Diese kann z.B. durch eine Verletzung der Linse im Auge, durch intravitreale
Applikation von PB/y-Kristallinen, Zymosan oder Agonisten des toll-like receptor 2
ausgelost werden und in gewissem MaBe die axonale Regeneration fordern
(Fischer et al., 2000; Leon et al., 2000; Leibinger et al., 2009, 2013). Die
inflammatorische = Stimulation induziert unter anderem die Expression der
neuroprotektiven und wachstumsfordernden Zytokine ciliary neurotrophic factor
(CNTF) und leukemia inhibitory factor (LIF), durch die zelluldre Signalkaskaden
aktiviert werden (Fischer et al., 2000; Leibinger et al., 2009, 2013; Hauk et al., 2010). Im
Rahmen von [In-vitro-Studien konnte gezeigt werden, dass CNTF und LIF
konzentrationsabhingig das Neuritenwachstum retinaler Ganglienzellen (RGZ) deutlich
steigern (Yin et al., 2003; Miiller et al., 2007, 2009; Ahmed et al., 2009;
Leibinger et al., 2009; Sengottuvel et al., 2011). Dementsprechend kann auch eine direkte
intravitreale Applikation von CNTF (Lingor et al., 2008; Miiller et al., 2009) sowie eine
virusvermittelte Zytokinexpression in retinalen Zellen axonale Regenerationsprozesse
fordern (Leaver et al., 2006; Pernet et al., 2013a). Eine intravitreale Applikation von
neutralisierenden Antikorpern gegen CNTF sowie der genetische knockout von CNTF
oder LIF reduzieren dagegen den Effekt der inflammatorischen Stimulation erheblich.
Dadurch wird ihre signifikante Rolle bei der Vermittlung von regenerationsfordernden

Effekten unterstrichen (Leibinger et al., 2009; Fischer and Leibinger, 2012).

1.1.2 Signalwege Zytokin-vermittelter axonaler Regenerationsprozesse

Zytokine der Interleukin-6-Familie wie CNTF aktivieren in RGZ mehrere Signalwege,
welche die Regeneration positiv beeinflussen. Dabei bindet CNTF zunichst an eine
spezifische CNTFa-Rezeptoruntereinheit, die dann die Signalrezeptoruntereinheit gp130
sowie die LIF-Rezeptoruntereinheit rekrutiert. Dieser Rezeptorkomplex aktiviert iiber die
Januskinase (JAK) zum einen den Transkriptionsaktivator signal transducers and
activators of transcription 3 (STAT3), welcher dimerisiert und die Expression von
regenerationsassoziierten Genen fordert (Stahl et al., 1994; Hemmann et al., 1996;

Fischer and Leibinger, 2012) (vgl. Abb. 1). So konnte gezeigt werden, dass eine
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konstitutive Aktivierung von STAT3 in RGZ sich positiv auf die axonale Regeneration
auswirkt (Pernet et al., 2013b). Weiterhin kann durch genetische Deletion des suppressor
of cytokine signaling 3 (SOCS3), einem Riickkopplungs-Inhibitor des JAK/STAT-
Signalwegs, welcher eine Ursache fiir die fehlende Regenerationsfihigkeit des Sdugetier-

ZNS sein konnte, das Axonwachstum ebenfalls gesteigert werden (Smith et al., 2009).

Zum anderen wird die Tyronsinphosphatase src-homology 2 domain (SHP-2)
phosphoryliert, wodurch dann die mitogen-activated protein kinase (MAPK) und
extracellular signal regulated kinase (ERK) sowie die phosphatidyl inositol-3-
phosphatekinase (PI3K) aktiviert werden. Die PI3K konvertiert phosphatidylinositol-
(4,5)-bisphosphate (P1P2) zu phosphatidylinositol-(3,4,5)-triphosphate (PIP3), das iiber
die Phosphatidylinositol-abhingigen Kinasen 1 und 2 (PKD1/2) die Proteinkinase B
(AKT) phosphoryliert. Das phosphatase and tensin homolog (PTEN) ist ein negativer
Regulator des PI3K/AKT-Signalweges und wirkt der Aktivierung von AKT entgegen,
indem es die Riickumwandlung von PIP3 zu PIP> katalysiert (vgl. Abb. 1). Ein
nachgeschaltetes Ziel von AKT ist unter anderem das mechanistic target of rapamycin
(mTOR), das die ribosomale S6 kinase 1 (S6K1) sowie den eukaryotischen
Initiationsfaktor 4E-binding protein 1 (4E-BP1) phosphoryliert und damit die
Proteintranslation und die Lipidsynthese beeinflusst (Laplante and Sabatini, 2009;
Fischer and Leibinger, 2012) (vgl. Abb. 1).

Insgesamt fiihrt eine Behandlung von RGZ mit CNTF oder eine inflammatorische
Stimulation zu einer Aktivierung der Signalwege JAK/STAT3, PI3K/AKT/mTOR und
MAPK/ERK, deren pharmakologische Manipulation einen interessanten Ansatz zum

besseren Verstindnis regenerationsfordernder Prozesse bietet (Park et al., 2004;

Miiller et al., 2009).
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Abb. 1: Schematische Ubersicht von mit axonaler Regeneration assoziierter zelluldrer Signalwege
im zentralen Nervensystem von Saugetieren. Modifiziert nach Diekmann und Fischer, 2013.

Die Zytokine ciliary neurotrophic factor (CNTF) und leukemia inhibitory factor (LIF) binden an
membranstandige Rezeptoren bestehend aus einer gp130- und einer LIF-Rezeptoruntereinheit. Der CTNF-
Rezeptor setzt sich zusatzlich aus einer CNTF-Rezeptoruntereinheit zusammen. Die Rezeptorkomplexe
aktivieren Uber die Januskinase (JAK) zum einen den Transkriptionsaktivator signal transducers and
activators of transcription 3 (STAT3), der dimerisiert und die Expression regenerationsassoziierter Gene
fordert. Uber den suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS3) kommt es zu einer Riickkopplungshemmung
des Signalwegs. Weitere Signalwege werden durch Phosphorylierung der Tyronsinphosphatase src-
homology 2 domain (SHP-2) aktiviert, welche die mitogen-activated protein kinase (MAPK)/extracellular
signal regulated kinase (ERK) sowie die phosphatidyl-inositol-3-phosphatekinase (PI3K) aktiviert. Die PI3K
konvertiert phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphate (PIP2) zu phosphatidylinositol-(3,4,5)-triphosphate
(PIPs), das Uber die Phosphatidylinositol-abh&ngigen Kinasen 1 und 2 (PKD1/2) die Proteinkinase B (AKT)
phosphoryliert. Das phosphatase and tensin homolog (PTEN) ist ein negativer Regulator des PI3K/AKT-
Signalweges, das pharmakologisch durch bisperoxovanadium (bpV) gehemmt werden kann. AKT aktiviert
das mechanistic target of rapamycin (mTOR), das die ribosomale S6 kinase 1 (S6K1) und den
eukaryotischen Initiationsfaktor 4E-binding protein 1 (4E-BP1) phosphoryliert und dariiber die
Genexpression beeinflusst. Rapamycin ist ein Inhibitor von mTOR.



1.1.3 Pharmakologische Manipulation regenerationsassoziierter Signalwege

Durch eine Manipulation der beschriebenen Signalwege konnen positive regenerative
Effekte erreicht werden. So fordert die inflammatorische Stimulation, aber auch der
genetische knockout von PTEN das axonale Wachstum in Miusen (Park et al., 2008;
Christie et al., 2010; Liu et al., 2010; Ning et al., 2010; Sun et al., 2011). Auch eine
Deletion des tuberous sclerosis complex 1 (TSC1), ein negativer Regulator von mTOR,
fiihrt zur Stimulation axonaler Regeneration iiber eine konstitutive Aktivierung von
mTOR (Park et al., 2008). Daraus lésst sich schlielen, dass die wachstumsfordernden und
neuroprotektiven Effekte der PTEN-Inhibition zumindest zum Teil durch die daraus
resultierende  verstirkte ~ mTOR-Aktivitit  entstehen.  Als  wirkungsvoller
pharmakologischer PTEN-Inhibitor wurde bisperoxovanadium (bpV) beschrieben, der
sich fir experimentelle [In-vitro-Untersuchungen eignet (Posner et al.,, 1994;

Schmid et al., 2004).

Rapamycin kann die Aktivitit von mTOR spezifisch inhibieren und damit einige positive
Effekte der PTEN-Deletion oder der inflammatorischen Stimulation auf die axonale
Regeneration unterdriicken (Park et al., 2008; Abe et al., 2010; Leibinger et al., 2012).
Daraus lésst sich folgern, dass eine Aktivierung von mTOR fiir das nach PTEN-Deletion
beobachtete Neuritenwachstum notwendig ist und mTOR damit eine zentrale Rolle bei
neuroprotektiven und axonalen Regenerationsprozessen in Siugetieren spielt

(Park et al., 2010).

Die Zytokin-vermittelte = Aktivierung der JAK/STAT3-Signalkaskade kann
pharmakologisch u. a. durch den JAK2-Inhibitor AG490 blockiert werden. So reduziert
AG490 CNTF-induziertes Neuritenwachstum in vitro und den regenerationsférdernden
Effekt der inflammatorischen Stimulation in vivo. Dies legt nahe, dass die JAK2-
abhingige Aktivierung von STATS3 fiir den Regenerationsprozess im Sidugetier wichtig

ist (Miiller et al., 2007, 2009).

Zum jetzigen Zeitpunkt wurde jedoch noch keine geeignete Methode identifiziert, mit der
ZNS-Verletzungen in Sdugetieren vollstindig und dauerhaft behoben werden konnen.
Deshalb sind neue Forschungsansitze notwendig, um die dem Regenerationsprozess
zugrunde liegenden Mechanismen besser verstehen und neue therapeutische Ansitze

entwickeln zu konnen.



1.2 Regeneration im Fisch nach einer Sehnervschidigung

Anders als Sédugetiere sind Knochenfische (Teleostei) in der Lage, axonale Bahnen im
ZNS nach Verletzungen erfolgreich zu regenerieren (Stuermer et al., 1992;
Bernhardt et al., 1996; Becker and Becker, 2007). Obwohl sich die regenerativen
Féahigkeiten von Fischen und Sdugetieren demnach deutlich unterscheiden, sind viele
physiologische Prozesse und Signalwege zwischen Fisch- und Séugetierzellen
konserviert. Ebenfalls weist auch die Morphologie der Retina groBe Ahnlichkeiten auf.
Damit stellen Fische ein attraktives Modell dar, um die den axonalen
Regenerationsprozessen zugrunde liegenden molekularen Mechanismen weiter zu
erforschen. Daraus gewonnene FErkenntnisse konnten dann perspektivisch in
Therapieoptionen fiir Sdugetiere weiterentwickelt werden (Zon and Peterson, 2005;

Goessling and North, 2014; Patten et al., 2014; Rennekamp and Peterson, 2015).

1.2.1 Regenerationskompetente Fischmodelle

Frithe Studien zur axonalen Regeneration wurden vor allem im Goldfisch durchgefiihrt.
In diesem Modell sind RGZ in der Lage, ihre Axone und die zugehdrigen funktionellen
Verbindungen innerhalb von 1-2 Monaten nach einer Sehnervverletzung vollstindig zu
regenerieren (Sperry, 1963; Jacobson and Gaze, 1965; Murray, 1976). Dabei kommt es
zur nukledren und zelluldren Hypertrophie der RGZ sowie zur Aktivierung molekularer
Prozesse (Murray and Forman, 1971; Giulian et al., 1980), die unter anderem eine
gesteigerte Expression von wachstumsassoziierten Proteinen wie dem growth-associated
protein 43 (GAP43) zur Folge haben (Benowitz et al., 1981, 1983; Heacock and
Agranoff, 1982; Perry et al., 1987).

In den letzten Jahren wurde alternativ der Zebrafisch fiir die ZNS-
Regenerationsforschung etabliert (Stuermer et al., 1992; Cameron, 2000; Li et al., 2014).
Im Vergleich zum Goldfisch steht fiir diese Tiere eine Vielzahl an genetischen
Werkzeugen zur Verfiigung, die die Identifizierung molekularer Prozesse vereinfachen
kann. So bietet das Zebrafischmodell transgene Tierlinien (Udvadia, 2008), ein
vollstiandig sequenziertes Genom sowie eine Vielzahl genetischer
Manipulationsmoglichkeiten wie Mutationen, knockdown durch Morpholinos

(Summerton, 1999), knockout-Tiere und Mikroarrays (Cameron et al., 2005;



Doyon et al., 2008; Meng et al., 2008). Zebrafische zeichnen sich ebenfalls durch eine
hohe intrinsische Regenerationsfihigkeit aus, die zu einer schnellen anatomischen und
funktionellen Wiederherstellung fiihrt. Nach einer Verletzung des optischen Nervs
iberleben die RGZ des Zebrafisches und ihre Axone wachsen innerhalb von ca. 20 Tagen
durch die Lisionsstelle topographisch korrekt zuriick in ihr funktionelles Zielgebiet im

Tectum (Stuermer et al., 1992; Bernhardt, 1999; McDowell et al., 2004).

Eine wichtige Ursache fiir die vorhandene Regenerationsfahigkeit von Fischen nach einer
Sehnervschiddigung ist die wachstumsfordernde Umgebung im Fisch-ZNS, welche durch
die Abwesenheit inhibitorischer Umgebungseffekte sowie durch pro-regenerative
Umgebungssubstanzen zustande kommt (Rasmussen and Sagasti, 2016). So werden
regenerierende Axone im Sidugetier durch umgebendes Myelin im optischen Nerv
gehemmt, welches auch die Regeneration von Fischneuronen inhibiert, wenn sie den
Sdugetierproteinen ausgesetzt werden (Fawcett et al., 1989; Bandtlow et al., 1990;
Bastmeyer et al., 1991). In Anwesenheit von Oligodendrozyten aus Fischen k&nnen
hingegen sowohl Fisch- als auch Saugetiernervenzellen erfolgreich Axone ausbilden
(Bastmeyer et al., 1991, 1993; Schwalb et al., 1995; Wanner et al., 1995). Molekiile, die
bei Sdugetieren das Axonwachstum hemmen, wie das Myelinprotein nogo-A, werden
auch als Homologe in Zebrafischen gefunden. Wihrend das Sédugetierprotein auch im
Zebrafisch das Axonwachstum inhibieren kann, hindert die Zebrafischversion weder
Fisch- noch Siugetieraxone am Wachstum (Abdesselem et al., 2009;
Shypitsyna et al., 2011). Interessanterweise scheinen einige Myelinproteine im Fisch
sogar fiir eine erfolgreiche Axonregeneration notwendig zu sein, da ihr Fehlen zu einer
beeintrichtigten Regeneration fiihrt (Pinzon-Olejua et al., 2014; Welte et al., 2015).
Wihrend sich bei Sdugetieren zudem eine inhibitorische Glianarbe durch reaktive
Astrozyten an der Verletzungsstelle bildet, die wachstumshemmende Molekiile wie
chondroitin sulfate proteoglycans (CSPGs) sezerniert (Katoh-Semba et al., 1995;
McKeon et al., 1999; Tang et al., 2003), bleibt die Konzentration der CSPGs in adulten

Zebrafischen nach einer Verletzung unverindert (Becker und Becker, 2002).

Die Unterschiede der regenerativen Fihigkeiten von Fisch und Siugetier sind jedoch
nicht ausschlieBlich auf abweichende Umgebungseffekte zuriickzufithren, sondern
werden ebenfalls durch intrinsische Signalkaskaden positiv beeinflusst (Liu et al., 2011).

Nach einer Verletzung kommt es im Fisch weiterhin zur Expression von Molekiilen, die



Neurone direkt positiv beeinflussen. Zwei identifizierte Faktoren sind der
axiogenesis factor 1 (AF-1) und AF-2, welche das Axonwachstum von Fisch-RGZ in der
Zellkultur fordern und die Expression von verschiedenen wachstumsassoziierten
Proteinen (growth-associated proteins (GAPs)) induzieren (Schwalb et al., 1995;
Petrausch et al., 2000).

1.2.2 Transgene GAP43:GFP-Zebrafische

Wie im Goldfisch exprimieren die regenerierenden Zebrafisch-RGZ nach einer Axotomie
eine Vielzahl an regenerationsassoziierten Genen (Bernhardt et al., 1996). Vor allem
GAP43 ist ein bekannter und gut untersuchter Marker fiir wachsende Axone und seine
Expression wird in regenerierenden Neuronen stark induziert (Skene, 1989; Benowitz and
Routtenberg, 1997; Bormann et al., 1998; Kaneda et al., 2008). Zur Charakterisierung des
Neuritenwachstums in lebenden Tieren wurden transgene Zebrafischlinien geziichtet, die
das green flourescent protein (GFP) unter der Kontrolle eines GAP43-Promotors
exprimieren (Udvadia, 2008). Diese transgenen Fische exprimieren fluoreszierendes GFP
tempordr in wachsenden Axonen wihrend der Embryonalentwicklung, &hnlich zur
nativen GAP43-Expression (Udvadia, 2008). Bisher wurde jedoch noch nicht untersucht,
ob es in den transgenen GAP43:GFP-Fischen nach einer Sehnervverletzung zu einer
GFP-Expression spezifisch in den verletzten Neuronen und ihren regenerierenden
Axonen kommt. Die Moglichkeit, regenerierende Nervenzellen spezifisch zu
visualisieren, wire ein wichtiges Werkzeug fiir Axonregenerationsstudien in vivo sowie
in vitro. Mit einem solchen Modell konnte die Funktion weiterer Signalwege auf ihre

Bedeutung fiir den Regenerationsprozess untersucht werden.

1.2.3 Intrinsische Signalwege axonaler Regeneration im Fisch

Neben den wachstumsanregenden Umgebungsfaktoren spielen intrazellulédre
Signalkaskaden fiir den axonalen Regenerationsprozess eine wichtige Rolle. Da
Signalwege zwischen Fischen und Sdugetieren stark konserviert sind, liegt die Ursache
der unterschiedlichen Regenerationsfihigkeit wahrscheinlich primér in abweichenden
Aktivierungsmustern dieser Signalkaskaden und weniger in grundlegenden molekularen

Unterschieden (Rasmussen and Sagasti, 2016). Wihrend im Sédugetier bereits

8



verschiedene mit neuronalen Regenerationsprozessen assoziierte Signalwege identifiziert
und intensiv untersucht wurden, sind diese im Fisch noch wenig erforscht. In Nagetieren
bekannte negative Regulatoren fiir axonale Regeneration wie die zuvor beschriebenen
Molekiile PTEN und SOCS3 sind auch in Zebrafischen konserviert und beeinflussen die
Regeneration. So steigerte der knockdown von PTEN die Regeneration von Zebrafisch
Riickenmarksneuronen (Liu et al., 2014). Ebenso konnte gezeigt werden, dass SOCS3
wie auch bei Sdugetieren die axonale Regeneration im Zebrafisch durch Inhibition des

JAK/STAT3-Signalwegs hemmt (Elsaeidi et al., 2014).

Die starke Konservierung von Regulatoren wie PTEN und SOCS3 zeigt, dass die dem
Regenerationsprozess zugrunde liegenden intrinsischen Signalwege trotz der deutlich
unterschiedlichen regenerativen Fihigkeiten von Fischen und Saugetieren sehr @hnlich
sind. Daher miissen bisher noch unbekannte Unterschiede in der Aktivierung dieser
molekularen Mechanismen fiir die stark abweichenden Regenerationspotenziale

verantwortlich sein (Rasmussen and Sagasti, 2016).



2. Ziele der Arbeit

Im Gegensatz zu Sidugetieren besitzt der adulte Zebrafisch die Fiahigkeit, verletzte Axone
erfolgreich funktionell zu regenerieren. Allerdings sind die molekularen Prozesse und
Signalwege, die diese Nervenregeneration vermitteln und begiinstigen, noch wenig

erforscht.

Ziel dieser Arbeit war es daher, intrazellulare Signalkaskaden, die an
Regenerationsprozessen im Zebrafisch beteiligt sein konnten, zu identifizieren und niher
zu beschreiben. Die Ausgangsbasis bildeten dabei bekannte Signalwege wie
PI3K/AKT/mTOR oder MAPK/ERK, die bereits bei Nagetieren mit regenerativen
Prozessen assoziiert wurden. Dazu war zunichst eine Charakterisierung der Expression
ausgewdihlter Signalproteine wie AKT, pS6 oder MAPK mittels real-time PCR, Western
Blot und immunhistochemischen Féarbungen zu verschiedenen Zeitpunkten nach einer
Sehnervquetschung notwendig. In einem weiteren Schritt wurden das Zytokin CNTF und
pharmakologische Inhibitoren wie der mMTOR-Inhibitor Rapamycin, der PTEN-Inhibitor
bpV oder der PI3K/AKT-Inhibitor LY294002 in Zellkulturen von dissoziierten RGZ
eingesetzt. Auf diese Weise sollte die Bedeutung der entsprechenden Signalwege fiir das
axonale Wachstum von Zebrafischneuronen analysiert werden. Dazu mussten zunéchst
Neuritenauswachsassays mit Zebrafisch-RGZ etabliert werden, inklusive der
Identifizierung geeigneter Neuritenmarker. Auflerdem erfolgten Untersuchungen, ob
RGZ transgener GAP43:GFP-Zebrafische vorteilhaft fiir die Quantifizierung von

axonalem Wachstum in diesen dissoziierten Zellkulturen eingesetzt werden konnen.

Das iibergeordnete Ziel der Arbeit bestand demnach darin, die zugrunde liegenden
Aktivierungsmuster intrazellulidrer Signalwege im Zebrafisch-ZNS nach einer axonalen
Verletzung besser zu verstehen. Diese Erkenntnisse konnten fiir das Verstindnis der
Mechanismen, die fiir die Regenerationsinsuffizienz bei Sdugetieren urséchlich sind,

hilfreich sein.
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3. Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von den Firmen

Sigma Aldrich (Deisenhofen, Deutschland), Merck (Darmstadt, Deutschland) und Carl

Roth (Karlsruhe, Deutschland) bezogen.

3.1.2 Puffer und Loésungen

Blockierlosung

Laufpuffer

Niahrmedium

Probenpuffer

Protein-Lysis-Puffer

Salzl6sung

Verdaulosung

WB-Blockierlosung

3.1.3 Gerite

Brutschrank
Chemilumineszenz
Kamera
Kammersystem
Kryostat

Microplate Reader

2% BSA (Sigma Aldrich) und 5% DS (AbD Serotec,
Deutschland) in PBS (Gibco/ThermoFisher, Waltham, USA)

250 mM Tris, 1920 mM Glycin, 1,0 % SDS

2% fetales Kilberserum (FBS), 0,2 mg/ml Penicillin
/Streptomycin, 12,5 % Salzlosung in Leibovitz L15-Ndhrmedium
(Invitrogen, Kalifornien, USA)

200mM  Tris/HCl, 6% SDS, 20% Glycerin, 0,1 %
Bromphenolblau, 4 % 2-Mercaptoethanol, pH 8,8

20 mM Tris/HCI pH 7,5, 10 mM KCl, 250 mM Sucrose, 10 mM
NaF, | mM DTT, 0,1 mM Na3VOu, 1 % Triton X-100, 0,1 % SDS

10 mM D-Glukose, 1,26 mM CaCl,, 32 mM HEPES, pH 7,5

Papain (10 U/ml, Worthington, Lakewood, USA), L-Cystein
(0,3 ug/ml, Sigma Aldrich), 12,5 % Salzlosung in L15

5 % Milchpulver, 2 % BSA in PBS-T (PBS + 0,05 % Tween 20)

HERA Cell 150, Heraeus, Hanau, Deutschland
Fluor Chem E, ProteinSimple, San Jose, USA
AxioCam MRm, Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Mini-PROTEAN Tetra, Bio-Rad, Kalifornien, USA
Leica CM 30508, Wetzlar, Deutschland

Tecan Reader Genius Pro, Tecan, Crailsheim, Deutschland
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Mikroskop AxioObserver.D1, Zeiss, Oberkochen, Deutschland

PCR-System 7500 real-time PCR-System, Applied Biosystems, Foster City,
USA

Pipetten Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Sterilbank MSC-Advantage, ThermoScientific, Waltham, USA

Thermomixer Thermomixer compact, Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Transfer-System Trans-Blot Turbo System, Bio-Rad, Kalifornien, USA

Waage M-Prove, Sartorius, Gottingen, Deutschland
Zellzahler TC10 Automated Cell Counter, Bio-Rad, Kalifornien, USA
Zentrifuge Eppendorf, Hamburg, Deutschland

3.1.4 Programme

AlphaView Version 2.0, ProteinSimple, San Jose, USA

AxioVision Version 4.8.2.0, Carl Zeiss Microimaging, Oberkochen,
Deutschland

Excel Version 2010/2013, Microsoft, Redmond, USA

Imagel Version 1.44, National Institute of Health, Bethesda, USA

PowerPoint Version 2010/2013, Microsoft, Redmond, USA

3.2 Zebrafisch

Fiir die Experimente wurden ausgewachsene wild-typische oder homozygot-transgene
GAP43:GFP-Zebrafische (Danio rerio) im Alter von 4 bis 8 Monaten verwendet. Diese
wurden in einem 14-Stunden-Hell/10-Stunden-Dunkel-Zyklus unter Standard-
bedingungen in der zentralen Einrichtung fiir Tierforschung und Tierschutzaufgaben
(ZETT) der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf geziichtet und gehalten. Eine
Tierversuchsgenehmigung durch das Landesamt fiir Natur-, Umwelt,- und
Verbraucherschutz (Nr. 84-02.04.2013.A202) sowie die entsprechenden Fachkunde-

nachweise aller an den Experimenten beteiligten Personen lagen vor.
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3.3 Neuritenauswachsassay

3.3.1 Dissoziierte Zebrafischretinakulturen

Zunichst erfolgte eine Beschichtung von 24-Loch-Platten bzw. 96-Loch-Platten
(Nunclon Delta Surface, Nunc/ThermoScientific, Wiesbaden, Deutschland) mit steril
filtriertem poly-D-Lysin (100 pg/ml, Sigma Aldrich) bei Raumtemperatur, die nach einer
Stunde dreifach mit destilliertem Wasser gewaschen und im Anschluss luftgetrocknet
wurden. Die Zebrafische wurden mit MS222 (0.4mg/l, Sigma Aldrich) betdubt und durch
Dekapitation getotet. Dann wurde die Retina ziigig aus den Augen freiprdpariert und in
eine Verdaulosung iiberfiihrt. Nach 40 Minuten bei Raumtemperatur wurde die
Verdaulosung abgenommen, die Retina mit L.15/Salzlosung dreifach gewaschen und in
0,8 ml Nédhrmedium titriert. Danach wurden die dissoziierten Zellen noch durch ein
Zellsieb (Falcon 40 um, ThermoFisher, Waltham, USA) gegeben und gezihlt. Circa 80 ul
der Zelllosung mit 3 x 10° Zellen/ml wurden dann in die Vertiefungen der Platten
gegeben, mit 300 ul Nédhrlosung versetzt und bei 27,5 °C inkubiert. Experimentabhingig
wurden Zytokine und Inhibitoren dem Nahrmedium, sofern nicht anders angegeben, wie

folgt zugesetzt (Tabelle 1):

Zytokin/Inhibitor Hersteller Konzentration
bisperoxovanadium (bpV) Calbiochem 10 nM
LY294002 (ly) Sigma Aldrich 10 uM

Maus ciliary neurotrophic factor (CNTF)  PeproTech 1 ng/ml
Rapamycin (Rap) LC Laboratories 10 nM

Tabelle 1: Ubersicht der zur Behandlung der Zellkulturen verwendeten Zytokine und Inhibitoren unter
Angabe von Hersteller und verwendeter Konzentration

Die Fixierung der Zellkulturen mit 4 % Paraformaldehyd (PFA, Sigma Aldrich) fiir 30
Minuten bei Raumtemperatur erfolgte nach 4 Tagen zur Bestimmung des

Neuritenwachstums bzw. zu verschiedenen Zeitpunkten bei der Quantifizierung von

Zellen.
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3.3.2 Immunzytochemische Fiarbung

Im Anschluss an die Fixierung wurden die Zellen mit Methanol (Sigma Aldrich) fiir 10
Minuten permeabilisiert und anschlieBend fiir mindestens eine Stunde mit Blockierlosung
blockiert. Danach erfolgte iiber Nacht die Inkubation der Zellkulturen mit einem
Erstantikorper (siehe Tabelle 2) verdiinnt in Blockierlosung bei 4 °C. Nach zweifachem
Waschen in 10-Minuten-Abstinden mit PBS wurde ein passender Zweitantikorper
(1:2000, AlexaFluor 488/594, Kalifornien, Life Technologies, USA) verdiinnt in
Blockierlosung fiir 1 Stunde hinzugegeben. Vor Beginn der Auswertung fand erneut ein

zweifacher Waschvorgang statt.

3.3.3 Auswertung

Zur quantitativen Auswertung des Neuritenwachstums wurden RGZ und ihre Neuriten je
nach Experiment entweder mittels GAP43 oder azetyliertem oTubulin bzw. durch GFP-
Expression visualisiert und an einem AxioObserver.D1 Mikroskop mit einer AxioCam
MRm Kamera fotografiert. Die Auswertung des Bildmaterials erfolgte mit der Software
ImagelJ. Dabei wurde die Linge der Neuriten ausgewachsener RGZ gemessen und die
Summe der Neuritenlidngen eines wells durch die Anzahl der RGZ mit regenerierten
Neuriten geteilt. Die Mittelwerte + Standardfehler wurden, sofern nicht anders
angegeben, aus mindestens zwei unabhingigen Experimenten mit je drei Wiederholungen

berechnet. Zur Datenverarbeitung kam Microsoft Excel zum Einsatz.

Antikorper gegen Hersteller Verdinnung Spezies

Azetyliertes aTubulin Sigma, clone 6-11B-1  1:1000 Maus

Detyronisiertes aTubulin  Millipore #AB3201 1:1000 Ratte

GAP43 Sigma G9264, Clone 1:1000 Maus
GAP-7B10

pS6 Cell Signaling #4857S  1:300 Ratte

Tabelle 2: Ubersicht der fiir immunzytochemische Farbungen der Zellkulturen verwendeten
Antikérper unter Angabe von Hersteller, Produktnummer, Spezies und eingesetzter Verdiinnung
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3.4 Sehnervverletzung

Alle operativen ein- oder beidseitigen Sehnervverletzungen fiihrte Dr. Heike Diekmann
durch. Nach einer Betdubung der Tiere in einem Gefdl mit MS222 wurden die Augen
leicht aus der Orbita gezogen, um den Sehnerv freizulegen. Dann erfolgte die Quetschung
des Nervs intraorbital hinter dem Auge fiir einen Zeitraum von 5 Sekunden. Im Anschluss

wurden die Fische zum Aufwachen in frisches Wasser iiberfiihrt.

3.5 In-vivo-Rapamycinbehandlung

Unmittelbar nach erfolgter Sehnervschddigung wurden die Zebrafische in ein Aquarium
mit 0,2 uM Rapamycin gegeben (rapamycin stock solution, 1 mg/ml, LC Laboratories,
Massachusetts, USA, 1:5000 im Wasser verdiinnt). Fiir die Kontrollen wurde eine 0,2 %
DMSO-Losung (Sigma Aldrich) verwendet. Eine Erneuerung der Losung erfolgte
tiglich.

3.6 Histologie von Zebrafischretinae

3.6.1 Herstellung der Retinapriparate

Die Zebrafische wurden mit MS222 betdubt und durch Dekapitation getdtet. Danach
erfolgte die operative Entfernung der Augen und eine Fixierung iiber Nacht in einer 4 %
PFA/PBS Losung bei 4 °C. Im Anschluss wurden die Augen fiir mindestens 4 Stunden in
30 % Sucroselosung inkubiert und dann in Tissue-Tek (Sakura, Staufen, Deutschland)
eingebettet. Zur Anfertigung von Schnittprdparaten der Augen kam ein Kryostat zum
Einsatz. Diese wurden anschlieBend auf Glasobjekttrigern (Superfrost plus,
ThermoFisher, Waltham, USA) getrocknet und bis zur weiteren Verwendung gefroren

bei -20 °C aufbewabhrt.

3.6.2 Immunhistochemische Farbung

Die Schnitte wurden zunidchst aufgetaut und in PBS fiir mindestens 10 Minuten

gewaschen. Danach erfolgte eine Permeabiliserung mit Methanol fiir 10 Minuten und eine
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Blockierung mit Blockierlosung fiir mindestens 6 Stunden. Im Anschluss wurden die
Schnitte iiber Nacht mit einem Erstantikorper (sieche Tabelle 3) verdiinnt in
Blockierlosung bei 4 °C inkubiert. Nach dreifachem Waschen in Abstinden von 15
Minuten mit PBS wurde ein passender Zweitantikorper (1:2000 AlexaFluor 488 oder 594,
Life Technologies, Kalifornien, USA) verdiinnt in Blockierlosung fiir 1 Stunde
hinzugegeben. Danach erfolgte erneut ein dreifacher Waschvorgang in 15-miniitigen

Schritten vor Beginn der Auswertung.

3.6.3 Auswertung

Die gefirbten Retinapridparate wurden an einem AxioObserver.D1 Mikroskop mit einer
AxioCam MRm Kamera ausgewertet und dokumentiert. Eine Anpassung von Intensitit
und Kontrast der Bilder erfolgte mit gleichen Einstellungen pro Versuch mit der Software

ImageJ und Microsoft PowerPoint.

Antikorper gegen Hersteller Verdiinnung Spezies
Azetyliertes aTubulin Sigma, clone 6-11B-1  1:1000 Maus
CHAT Millipore #AB144P 1:100 Ziege
Detyronisiertes aTubulin  Millipore #AB3201 1:1000 Ratte
GAP43 Sigma G9264, Clone 1:1000 Maus
GAP-7B10
Glutamin-Synthetase Santa Cruz sc-6640 1:100 Ziege
pAKT Cell Signaling #4060 1:500 Ratte
pMAPK Cell Signaling #9101S  1:500 Ratte
pS6 Cell Signaling #4857S 1:500 Ratte

Tabelle 3: Ubersicht der zur immunhistochemischen Farbung der Zebrafischretinae verwendeten
Antikérper unter Angabe von Hersteller, Produktnummer, Spezies und eingesetzter Verdiinnung

3.7 RNA-Isolation und  quantitative real-time  Polymerase-

Kettenreaktion

Die Fische wurden mit MS222 betdubt und durch Dekapitation getdtet. Dann wurde die

Retina ziigig aus den Augen pripariert und in Ambion RNA later (Life Technologies,

16



Kalifornien, USA) iiberfiihrt. Zur RNA-Isolierung fand das RNeasy Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Deutschland) mit Standardprotokoll bei einem Elutionsvolumen von 35 pl
Verwendung. Zum Umschreiben der RNA in cDNA durch reverse Transkription kam das
Reaktionskit SuperScript II (Life Technologies, Kalifornien, USA) mit Standardprotokoll
zum Einsatz. Die cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung gefroren bei -80 °C
gelagert. Pro Reaktionsansatz fiir die real-time PCR-Analyse wurden 10 ul SYBR Green
PCR Mastermix (Applied Biosystems, Foster City, USA), 4 ul cDNA, 1 pl Primer in
sense-Richtung, 1ul Primer in antisense-Richtung (siehe Tabelle 4) und 4 pl H>O
verwendet. Die Auswertung erfolgte mit einem 7500 real-time PCR-System unter Einsatz
eines dreistufigen Programms mit einer initialen 15-miniitigen Phase bei 95 °C. Im
Folgenden wurden 40 Zyklen zur DNA-Amplifizierung durchgefiihrt (95 °C fiir 15
Sekunden, 55 °C fiir 20 Sekunden, 72 °C fiir 35 Sekunden). Die Messung der DNA-
Amplifikation erfolgte jeweils in der 72 °C-Phase. Zum Abschluss erfolgte die
Ausfiihrung einer Dissoziationsphase, um die Spezifitit der verwendeten Primer zu

tiberpriifen. Zur Auswertung der erhobenen Daten wurde Microsoft Excel genutzt.

Primer Sequenz

gap43-sense 5-TGCTGCATCAGAAGAACTAA-3
gap43-antisense 5-CCTCCGGTTTGATTCCATC-3'
gapdh-sense 5-CCTCCGGTTTGATTCCATC-3'
gapdh-antisense 5-GGCGGTGTAGGCATGAAC-3’

Tabelle 4: Ubersicht iiber die fiir die real-time PCR verwendeten Primer

3.8 Western Blot

Zur Herstellung von Retinalysaten wurden Zebrafische in MS222 betdubt und durch
Dekapitation getotet. Im Anschluss wurde die Retina schnell aus dem Auge pripariert
und in einen Protein-Lysis-Puffer mit einem Protease-Inhibitor (1:100, Calbiochem,
Kalifornien, USA) iiberfiihrt. Die Retinae wurden durch Sonifikation mit 3 bis 5 Pulsen
bei 50 % Energie homogenisiert und im Anschluss bei 5000 Umdrehungen pro Minute
fir 10 Minuten zentrifugiert. Die Uberstinde wurden zur Analyse verwendet und

bei -80 °C gefroren gelagert. Die Proteinkonzentration der erstellten Retinalysate wurde
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unter Einsatz eines Uptima BC Assay Protein Quantitation Kit (Interchim, Mannheim,
Deutschland) unter Verwendung des Standardprotokolls mit einem Tecan Reader Genius
Pro bestimmt. Die Proben wurden auf eine gleiche Proteinkonzentration bei einem
Volumen von 15 pl angeglichen, im Verhiltnis 5:1 mit Probenpuffer versetzt und fiir 5
Minuten bei 95 °C aufgekocht. Zur Proteinauftrennung wurde ein Mini-PROTEAN Tetra
Kammersystem mit zugehorigen Mini-PROTEAN TGX Gelen (10 well, 10 % oder
any kD, Bio-Rad, Kalifornien, USA) sowie einem Laufpuffer verwendet. Im Anschluss
wurden die Proteine mit einem Trans-Blot Turbo System unter FEinsatz des
Standardprotokolls fiir high molecular weight iber einen Zeitraum von 8§ Minuten auf
Nitrozellulosemembranen (Bio-Rad, Kalifornien, USA) iibertragen. Eine Féarbung mit
0,1 % Ponceau S-Losung (Sigma Aldrich) erfolgte zur Visualisierung und Kontrolle der
Proteinverteilung sowie zum Zuschneiden der Membranen. Danach wurden die
Nitrozellulosemembranen mit einer WB-Blockierlosung fiir 1 Stunde blockiert. Im
Folgenden wurden die Blots mit einem in 2 % BSA/PBS-T verdiinnten Erstantikorper
(siehe Tabelle 5) iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach dreifachem Waschen der Membran
in 15-miniitigen Abstinden mit PBS-T wurden die gebundenen Antikdrper mit einem in
einer 5 % Milchpulverlosung verdiinnten Zweitantikorper gegen Maus bzw. Ratten
Immunglobulin G, gebunden an horseradish peroxidase (1:20000, Sigma Aldrich,
St. Louis, USA), detektiert. Die Visualisierung der Antigen-Antikorper-Komplexe
erfolgte mittels Chemilumineszenz unter Verwendung von Clarity ECL Substrat
(Bio-Rad, Kalifornien, USA) mit einem Fluor Chem E-Gerit. Zur Messung der Intensitét
der Banden kam die Software des Herstellers (AlphaView) zum Einsatz. Die
Standardisierung der Ergebnisse erfolgte mittels B-Aktin. Die dargestellten Daten wurden
aus mindestens zwei unabhingigen Experimenten mit je zwei Wiederholungen, relativiert

jeweils pro Experiment, zusammengefasst.

Antikorper gegen  Hersteller Verdinnung  Spezies

3-Aktin Sigma A5441, Clone 1:5000 Maus
AC-15

pAKT Cell Signaling #4060 1:500 Ratte

PMAPK Cell Signaling #9101S  1:500 Ratte

Tabelle 5: Ubersicht der fiir den Western Blot verwendeten Antikérper unter Angabe von Hersteller,
Produktnummer, Spezies und eingesetzter Verdiinnung
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4. Ergebnisse

4.1 Identifizierung von Markern fiir RGZ des Zebrafisches

Fiir die Analyse molekularer Signalwege, die den neuronalen Regenerationsprozessen
zugrunde liegen, sind spezifische Marker zur Identifizierung von RGZ in histologischen
Retinaquerschnitten oder Zellkulturen notwendig. Allerdings waren bisher keine

geeigneten Antikorper zur Detektion von Zebrafisch-RGZ in der Literatur beschrieben.

Deshalb wurden typische Marker, die in der Literatur zur Identifizierung von RGZ in
Maiusen und Ratten eingesetzt werden, im Zebrafisch getestet. Der gebriduchliche Tuj-1-
Antikorper gegen BIII-Tubulin zeigte keine spezifische Farbung auf Querschnitten der
Zebrafischretina oder in Zellkulturen von dissoziierten Retinae (Daten nicht gezeigt). Aus
diesem Grund wurden Antikorper gegen modifiziertes oTubulin, ndmlich azetyliertes
bzw. detyronisiertes aTubulin, verwendet. Beide Antikorper zeigten positive Farbungen
von Zellkorpern in der Ganglienzellschicht (GZS) sowie eine axonale Firbung der
angrenzenden Faserschicht (Abb. 2 A, A‘). Die immunzytochemische Firbung von
retinalen Zellkulturen mit beiden Markern firbte ebenfalls sowohl Zellkorper als auch
Axone deutlich (Abb. 2 A, A‘). Sie waren jedoch unspezifisch fiir RGZ, sodass sich
teilweise auch positiv gefdrbte Zellen in anderen Retinaschichten wie der inneren
nukledren Schicht (INS) fanden. Auch in Zellkultur detektierten die getesteten aTubulin-
Antikorper morphologisch von RGZ unterscheidbare Zellen. Wihrend es sich bei
Ganglienzellen typischerweise um groBlere ovale Zellen, oftmals mit Neuritenfortsétzen,
handelte, waren die zusitzlich erkannten Zellen kleiner, rundlich, ohne Zellfortsatz und

teilweise schwicher gefidrbt (Abb. 2 A, A°).

Da das growth-associated protein 43 (GAP43) bekannterweise mit regenerativen
Prozessen in Axonen und RGZ assoziiert ist (Skene, 1989; Benowitz and Routtenberg,
1997; Bormann et al., 1998; Kaneda et al., 2008), kam es als alternativer Marker fiir diese
Zellen infrage. Fiir real-time PCR-Analysen (Abb. 2 B) wurde zunichst RNA aus
Zebrafischretinae zu verschiedenen Zeitpunkten nach einer Sehnervverletzung isoliert.
Diese Untersuchungen zeigten eine schnelle Induktion von Gap43, dessen Maximum
bereits 2 Tage nach einer Sehnervverletzung erreicht wurde. Die mRNA-Expression
wurde in den folgenden Tagen aufrechterhalten und begann nach 8 Tagen wieder

abzufallen (vgl. Diekmann et al., 2015a). Die schnelle Expression machte GAP43 zu
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einem potenziell geeigneten Marker fiir regenerierende RGZ. Immunhistochemische
Untersuchungen von Retinaquerschnitten mit dem GAP43-Antikorper zeigten eine
deutliche Farbung in Zellkorpern in der GZS. Zusitzlich fanden sich jedoch auch stark
Antikorper-positive Zellen in der INS, sodass dieser ebenfalls nicht spezifisch fiir RGZ
war (Abb. 2 C). Auch in immunzytochemischen Experimenten mit Zellkulturen aus
dissoziierten Retinae mit dem zuvor verwendeten GAP43-Antikorper zeigte sich eine
deutliche Fiarbung von Zellkorpern und Axonen. Jedoch wurden wie auch bei den
aTubulin-Antikorpern Zellen erkannt, die sich morphologisch von RGZ unterschieden,

sodass auch in Kulturen keine Spezifitit vorlag (Abb. 2 C).

Da der verwendete GAP43-Antikorper fiir Ganglienzellen unspezifisch war, wurden
transgene GAP43:GFP-Zebrafische in weiteren Untersuchungen charakterisiert. Diese
exprimieren GFP unter der Kontrolle eines GAP43-Promoters. In histologischen
Retinaquerschnitten kam es nach einer Sehnervverletzung ausschlielich in der GZS zu
einer deutlichen Fluoreszenz in den Zellkdrpern. Auch in dissoziierten Retinakulturen,
die aus dieser transgenen Tierlinie gewonnen wurden, fluoreszierten ausschlielich
Zellkorper und deren Axone, die den morphologischen Kriterien von RGZ entsprachen

(Abb. 2 D).

Immunhistochemische Untersuchungen von Retinaquerschnitten dieser Fische mit dem
zuvor eingesetzten Antikorper gegen azetyliertes oTubulin zeigten teilweise
kolokalisierte Zellkorperfarbungen in der GZS sowie von Axonen in der Faserschicht mit
der GFP-Expression der transgenen Zebrafische (Abb. 2 E). Dies lie§ darauf schlieBen,
dass es sich bei den azetylierten o'Tubulin-positiven Zellen in der GZS ebenfalls um RGZ
handelte und der Antikorper damit zur Quantifizierung von Zellen in der GZS nutzbar ist.
Ko-Féarbungen mit einem Antikorper gegen choline acetyltransferase (CHAT), welche
spezifisch in cholinergen amakrinen Zellen vorkommt, ergaben hingegen keine
Kolokalisation. Dieses Ergebnis belegte, dass ausschlielich RGZ GFP expimierten
(Abb. 2 E) (vgl. Diekmann et al., 2015a).

Der Einsatz von transgenen GAP43:GFP-Fischen ermoglichte eine spezifische
Darstellung von RGZ und ihrer regenerierenden Axonen nach einer Sehnervschidigung
und stellte damit ein optimales System zur Analyse von molekularen Signalwegen im

Zebrafisch dar.
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Abb. 2: Identifizierung von Markern fiir RGZ des Zebrafisches

(A, A Immunhistochemische Fé&rbung einer unbehandelten Zebrafischretina (links, 40x) sowie
immunzytochemische Farbung dissoziierter retinaler Zellen nach 4 Tagen in Kultur (rechts, 20x) mit einem
Antikérper gegen azetyliertes aTubulin (1:1000) (A) bzw. detyronisiertes aTubulin (1:1000) (A‘). Die Pfeile
markieren Axone retinaler Ganglienzellen (RGZ). Der Antikdrper war nicht spezifisch flir RGZ. Es wurden
Zellen erkannt, die nicht die morphologischen Kriterien von RGZ erflllen (Sterne). FS = Faserschicht;
GZS = Ganglienzellschicht; IPS = innere plexiforme Schicht; INS = innere nukleére Schicht; OPS = auBere
plexiforme Schicht; ONS=auBere nukledre Schicht. (B) Quantitative real-time PCR zur Analyse der Gap43-
Expression in der Zebrafischretina zu verschiedenen Zeitpunkten nach einer Sehnervverletzung (dpi = days
post injury). Die dargestellten Daten sind Mittelwerte * Standardfehler, die aus mindestens zwei
unabhéngigen Experimenten mit je vier Retinae, jeweils pro Experiment zu GAPDH relativiert, ermittelt
wurden. (C) Wiederholung von A und A* mit einem Antikérper gegen GAP43 (1:1000). (D) Unbehandelter
Retinaquerschnitt eines transgenen GAP43:GFP-Zebrafischs 4 Tage nach einer Sehnervverletzung (40x)
sowie nach 4 Tagen in Zellkultur (20x). Die Pfeile markieren regenerierende Axone. (E) Farbung von
Retinaquerschnitten transgener GAP43:GFP-Zebrafische mit Antikérpern gegen azetyliertes aTubulin
(1:1000) bzw. CHAT (1:100). Die Pfeile markieren positive Zellen. VergréBerung: 40x.
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4.2 CNTF verstirkt Neuritenwachstum von Zebrafisch-RGZ

Nachdem eine zuverlidssige Moglichkeit zur Identifizierung von RGZ in Zellkulturen
gefunden wurde, sollte ein [In-vitro-Kulturmodell etabliert werden, um das
Neuritenwachstum von Fisch-RGZ verlidsslich quantifizieren zu konnen. Bisher war
jedoch noch keine geeignete Methode zur Durchfiihrung einer derartigen Untersuchung
in der Literatur beschrieben. Dazu wurden Fisch-Retinae, angelehnt an ein Protokoll aus
einem Ratten-Modell (Grozdanov et al., 2010), dissoziiert und in Kultur genommen.
Hierbei fand ein Kulturmedium Anwendung, das bereits zuvor fiir die Kultivierung von
Goldfisch-RGZ beschrieben wurde (Chen et al., 2013). Unter diesen Bedingungen
bildeten die RGZ schnell Neuriten aus, die mit anhaltender Kulturzeit kontinuierlich
auswuchsen. Nach 4 Tagen schien eine Quantifizierung der Neuritenlinge der
ausgewachsenen RGZ optimal, da zu diesem Zeitpunkt nahezu alle RGZ Axonfortsitze
ausgebildet hatten, diese jedoch noch gut voneinander zu differenzieren waren. In einem
nidchsten Schritt wurden RGZ mit einer immunhistochemischen GAP43-Firbung
(vgl. Abb. 2 C) in Kombination mit morphologischen Kriterien (grofle, ovale Zellen;
Zellfortsidtze; stark positive Farbung der Zellkorper) identifiziert und die

durchschnittliche Linge ihrer Neuriten gemessen (Abb. 3 A).

CNTF fordert die axonale Regeneration von RGZ in Siugetieren. Deshalb sollte zunichst
iberpriift werden, ob dieser Effekt auch das Neuritenwachstum von Fisch-RGZ in vitro
steigern kann. Dazu wurde zundchst CNTF in verschiedenen Konzentrationen zu
Kulturen unverletzter RGZ hinzugegeben. CNTF steigerte dabei die axonale
Regeneration signifikant im Vergleich zur Kontrolle und die mittlere Neuritenlinge nahm
mit steigenden Konzentrationen (0,1; 0,5; 1 ng/ml) zu. Ein maximaler Effekt des Zytokins
wurde bei einer Konzentration von 1 ng/ml erreicht (Abb. 3 B). Der ermittelte Anstieg
war hochsignifikant und reproduzierbar. Weitere Konzentrationserhohungen iiber
1 ng/ml hinaus fiihrten hingegen zu keiner weiteren Steigerung des Axonwachstums

(Abb. 3 B).

Laut Literatur versetzt eine Sehnervschiadigung vor der Dissoziation und Kultivierung der
Neurone diese bereits in einen regenerativen Zustand (priming) und steigert dadurch die
Regenerationsfihigkeit (vgl. Hoffman, 2010). Um die Bedeutung dieses Effekts fiir
regenerierende Zebrafisch-RGZ zu untersuchen, wurden Retinae, die erst 8 Tage nach

einer Verletzung dissoziiert und kultiviert wurden, mit unverletzten Kontrollen
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verglichen. Interessanterweise zeigte sich, dass im unbehandelten Zustand in
Abwesenheit von CNTF kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen
bestand (0 dpi: 66,7 um; 8 dpi: 68,6 um; Abb. 3 B). Auch nach Zugabe von CNTF kam
es bei einem vorhergegangenen priming der RGZ zu keinem signifikanten Unterschied
im Vergleich zur Kontrolle (0 dpi: 84,1 pm; 8 dpi: 87,9 um; Abb. 3 B). Dieses Ergebnis
lie} darauf schlieBen, dass ein vorheriges priming nicht zu verstarktem Axonwachstum
in Zellkultur fiihrt. Aus diesem Grund fanden in nachfolgenden Experimenten

ausschlieBlich Retinae unbehandelter Tiere Verwendung.

Da der eingesetzte GAP43-Antikorper nicht spezifisch RGZ erkannte, wurden die
Experimente nach der Etablierung des zuvor nicht zur Verfiigung stehenden, transgenen
GAP43:GFP-Zebrafischmodells mit diesem wiederholt. Damit konnte die Verldsslichkeit
der in den vorangegangenen Experimenten verwendeten morphologischen
Identifikationskriterien iiberpriift werden. Nach 4 Tagen in Zellkultur fand sich eine helle,
deutliche Fluoreszenz in den RGZ einschlieBlich deren ausgewachsenen Neuriten, ohne
dass eine zusitzliche immunhistochemische Firbung notwendig war (Abb. 3 C). Es
konnte ebenfalls ein signifikanter, dhnlich starker Effekt von CNTF im Vergleich zur
Kontrolle beobachtet werden, was die vorhergehenden Experimente mit GAP43 als

Marker bestitigte (con: 78,5 um; CNTF: 92 um; Abb. 3 D) (vgl. Diekmann et al., 2015a).

Zusammenfassend zeigte sich, dass In-vitro-Zellkulturstudien mit Zebrafisch-RGZ ein
schnelles und verléssliches Verfahren zur Quantifizierung von Neuritenwachstum sind.
Eine Stimulation von Zebrafisch-RGZ mit CNTF ergab einen vergleichbaren
Wachstumseffekt wie bei Nagetieren, jedoch mit einem geringeren Lingenzuwachs der
Neurite. Dies warf die Frage auf, inwiefern @hnliche zelluldre Signalkaskaden im
Zebrafisch fiir die axonale Regeneration wichtig sind. Das etablierte Kulturmodell
ermdglichte pharmakologische Axonregenerationsstudien, um die zugrunde liegenden
molekularen Mechanismen von Reparaturprozessen nach einer Verletzung zu

untersuchen.
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Abb. 3: CNTF verstarkt Neuritenwachstum von Zebrafisch-RGZ

(A) Repréasentative Bilder von retinalen Ganglienzellen (RGZ) nach 4 Tagen in Zellkultur gefarbt mit einem
Antikérper gegen growth-associated protein 43 (GAP43, 1:1000) unbehandelt und mit 1 ng/ml ciliary
neurotrophic factor (CNTF). VergréBerung 40x. (B) Quantifizierung der mittleren Neuritenldnge (um)
kultivierter RGZ (0 dpi; 8 dpi; dpi = days post injury) nach 4 Tagen in Kultur, die mit verschiedenen
Konzentrationen von CNTF behandelt wurden. Es zeigte sich ein maximaler CNTF-Effekt bei einer
Konzentration von 1 ng/ml. Mittelwerte + Standardfehler von mindestens 2 unabhangigen Experimenten mit
jeweils 3 Replika-Wells. ***p<0,001; n.s. = nicht signifikant. (C) Reprasentative Bilder von RGZ nach 4
Tagen in Kultur von transgenen GAP43:GFP-Zebrafischen unbehandelt und mit 1 ng/ml CNTF.
VergréBerung 40x. (D) Quantifizierung der mittleren Neuritenlange (um) ausgewachsener, dissoziierter RGZ
von GAP43:GFP-Zebrafischen nach 4 Tagen in Kultur unbehandelt und mit 1 ng/ml CNTF. Mittelwerte +
Standardfehler von 2 unabhangigen Experimenten, jeweils mit 4 Replika-Wells. **p<0,01.
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4.3 Keine MAPK-Induktion nach Sehnervverletzung in der

Zebrafischretina

Der MAPK/ERK-Signalweg wurde im Sadugetier mit axonalen Regenerationsprozessen
assoziiert (vgl. Park et al., 2004; Miiller et al., 2009). Um die Bedeutung dieser
Signalkaskade fiir regenerative Prozesse im Zebrafisch zu untersuchen, erfolgte zunéchst
ein Western Blot mit Retinalysaten von verschiedenen Zeitpunkten nach einer
Sehnervverletzung unter Verwendung eines Antikorpers gegen die phosphorylierte
MAPK (pMAPK) (Abb. 4 A). Dabei konnten jedoch keine signifikanten Verdnderungen
des pMAPK-Niveaus nach einer Schidigung des Sehnervs beobachtet werden (Abb. 4 B).

Diese Ergebnisse wurden zusitzlich durch immunhistochemische Farbungen von
Retinaquerschnitten bestdtigt. Ein Nachweis von pMAPK war in den Zellkorpern
unverletzter Tiere in der INS der Retina sowie in deren Zellfortsidtzen, die in der
Faserschicht oberhalb der GZS enden, moglich. Diese Farbung dnderte sich nicht zu den
verschiedenen untersuchten Zeitpunkten nach einer Sehnervverletzung. In der GZS
fanden sich dabei zu keiner Zeit pMAPK-positive Zellen (Abb. 4 B). Eine Ko-Firbung
mit einem Antikorper gegen Glutamin-Synthetase identifizierte die pMAPK-positiven

Zellen der INS als Miiller-Gliazellen (Abb. 4 C).

Da es zu keiner Verdnderung im Aktivititsniveau der pMAPK nach einer
Sehnervschidigung kam und keine pMAPK-positiven RGZ nachgewiesen wurden,
schien der MAPK/ERK-Signalweg keine besondere Bedeutung fiir die
Regenerationsvorginge in der Zebrafischretina zu haben, sodass andere intrinsische

Signalkaskaden im Vordergrund dieser Prozesse stehen miissen.
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Abb. 4: Keine MAPK-Induktion nach einer Sehnervverletzung in der Zebrafischretina

(A) Western Blot mit einem Antikérper gegen phosphorylierte mitogen-activated protein kinase (pMAPK;
1:500) in Zebrafischretinalysaten zu verschiedenen Zeitpunkten nach einer Sehnervverletzung (dpi = days
post injury) mit B-Actin (1:5000) als Ladungskontrolle. (B) Quantifizierung von A. Es zeigte sich eine
konstante Expression von pMAPK. Die dargestellten Daten sind Mittelwerte + Standardfehler aus
mindestens zwei unabhéngigen Experimenten mit je zwei Wiederholungen, die jeweils pro Experiment
relativiert wurden. n.s.: nicht signifikant. (C) Immunhistochemische Farbung von Zebrafischretina-
querschnitten mit dem zuvor im Western Blot verwendeten Antikdrper gegen pMAPK (1:500) zu
verschiedenen Zeitpunkten nach einer Sehnervverletzung. Zur Visualisierung der Zellkerne ist eine
Doppelfarbung mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (Dapi; blau) gezeigt. Die Pfeile markieren Zellkdrper.
GZS = Ganglienzellschicht; IPS = innere plexiforme Schicht; INS = innere nukleére Schicht; OPS = auBere
plexiforme Schicht. VergréBerung: 40x. (D) Immunhistochemische Doppelfarbung einer unbehandelten
Zebrafischretina mit Antikdrpern gegen pMAPK (1:500) und Glutamin-Synthetase (1:100), die spezifisch fir
Muller-Gliazellen ist. Die Pfeile zeigen eine Kolokalisationen der Farbungen. VergréBerung: 40x.
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4.4 Induktion von AKT in der Zebrafischretina nach Sehnerv-

schadigung

Der PI3K/AKT/mTOR-Signalweg ist eine weitere wichtige Signalkaskade, die in
Zusammenhang mit Regenerationsprozessen bereits im Sdugetier untersucht wurde
(vgl. Park et al., 2004; Miiller et al., 2009). Deshalb wurde in einem néchsten Schritt
analysiert, ob eine Sehnervverletzung zu einer Aktivierung der Proteinkinase B (AKT)
und damit zu einer Induktion des Signalwegs fiihrt. Zunichst wurde ein Western Blot mit
Retinalysaten von verschiedenen Zeitpunkten nach einer Sehnervschiddigung
durchgefiihrt. Der fiir diese Analyse verwendete AntikOrper bindet dabei an der
Phosphorylierungsstelle Ser473 von AKT (pAKT). Es kam zu einem signifikanten
Anstieg von pAKT, der nach 2 Tagen begann und sein Maximum nach 8 Tagen erreichte.
Danach fiel die pAKT-Expression bis 21 Tage nach der Verletzung wieder ab
(Abb. 5 A, B). In immunhistochemischen Firbungen von Retinaquerschnitten mit dem
pAKT-Antikorper fanden sich in unbehandelten Kontrollen bereits einzelne pAKT-
positive Zellen in der INS (Abb. 5 C). Im zeitlichen Verlauf zeigte sich eine deutliche
Farbung von Zellkérpern in der GZS insbesondere 4 und 8 Tage nach einer
Sehnervquetschung. Zu fritheren sowie spéteren Zeitpunkten war hingegen kaum eine

Fiarbung in der GZS detektierbar (Abb. 5 C).

Insgesamt ergab sich in der Immunhistochemie ein dhnliches Aktivitdtsmuster von AKT
wie im Western Blot. Es kam zu einer Induktion von AKT in Zebrafish-RGZ nach einer
Sehnervverletzung, die ihr Maximum nach etwa 8 Tagen erreichte und danach wieder
riickldaufig war. Daraus resultierend stellte sich die Frage, ob die Aktivitit von AKT
ebenfalls zu einer Aktivierung weiterer stromabwidrts liegender Komponenten der
Signalkaskade fiihrt und welche Bedeutung der Signalweg fiir die Regeneration im

Zebrafisch hat.
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Abb. 5: Induktion von AKT in der Zebrafischretina nach einer Sehnervschadigung

(A) Western Blot mit einem Antikérper gegen phosphorylierte Proteinkinase B (Phosphorylierungsstelle:
Serd73; pAKT; 1:500) in Zebrafischretinalysaten zu verschiedenen Zeitpunkten nach einer
Sehnervverletzung (dpi = days post injury) mit B-Actin (1:5000) als Ladungskontrolle. (B) Quantifizierung
von A. Es kam zu einer Zunahme der pAKT-Expression nach einer Sehnervschadigung mit einem Maximum
nach 8 Tagen. Die dargestellten Daten sind Mittelwerte * Standardfehler aus mindestens zwei
unabhéangigen Experimenten mit je drei Wiederholungen, die jeweils pro Experiment relativiert wurden.
***p<0.001. (C) Immunhistochemische Farbung von Zebrafischretinaquerschnitten mit dem zuvor im
Western Blot verwendeten Antikérper gegen pAKT (1:500) zu verschiedenen Zeitpunkten nach einer
Sehnervverletzung. Nach 4 und 8 Tagen kam es zu einem Anstieg pAKT-positiver Zellen in der GZS (Pfeile).
Zudem fanden sich in unbehandelten Kontrollen vereinzelt positive Zellen in der INS. FS = Faserschicht;
GZS = Ganglienzellschicht; IPS =innere plexiforme  Schicht; INS =innere nukledre Schicht.
VergréBerung: 40x.




4.5 Verletzung des Sehnervs induziert mTOR-Aktivitit in der

Zebrafischretina

Die Proteinkinase B (AKT) aktiviert stromabwirts mTOR, das in Sdugetieren die axonale
Regeneration fordert (vgl. Park et al., 2008). Um das entsprechende Aktivitdtsniveau im
Zebrafisch zu verschiedenen Zeitpunkten nach einer Sehnervverletzung zu untersuchen,
wurden histologische Retinaquerschnitte mit einem Antikorper gegen das
phosphorylierte ribosomale Protein S6 (pS6) gefirbt (vgl. hier und im Folgenden:
Diekmann et al., 2015b). Phospho-S6 wird durch die Aktivierung der ribosomal protein
S6 kinase beta-1 (S6K1) von mTOR phosphoryliert und eignet sich damit als Marker fiir
dessen Aktivitit. In unverletzten Kontrollretinae waren nur einige wenige schwach pS6-
positive Zellen in der INS erkennbar, wihrend in der GZS keine positive Firbung
detektiert wurde (Abb. 6 A). Nach einer Sehnervschidigung wurde hingegen eine starke,
pS6-Firbung in Zellkérpern der GZS sichtbar. Ko-Féarbungen mit einem Antikorper
gegen azetyliertes oTubulin zeigten eine Kolokalisation und identifizierten diese Zellen
als RGZ (Abb. 6 B). Im zeitlichen Verlauf kam es zu einem schnellen, transienten
Konzentrationsanstieg von pS6 in der GZS. Das Maximum wurde 2 Tage nach der
Verletzung erreicht und lag bei etwa 80 % pS6-positiver Zellen in der GZS (Abb. 6 C).
Danach sank der Anteil pS6-positiver RGZ wieder schnell auf das Ausgangsniveau ab,
sodass nach 4 Tagen nahezu keine positiven Zellen mehr in der GZS zu finden waren
(Abb. 6 A, C). Zur gleichen Zeit nahm jedoch die Anzahl pS6-positiver Zellen in der INS
kontinuiertlich zu, die durch Ko-Firbung mit einem Antikorper gegen CHAT als
cholinerge amakrine Zellen identifiziert wurden (Abb. 6 B). Der Anteil pS6-positiver
amakriner Zellen erreichte sein Maximum 8 Tage nach der Schidigung des Sehnervs und

die Zellen behielten ein hohes Aktivititsniveau iiber einen langen Zeitraum (Abb. 6 C).

Insgesamt zeigte sich ein zeitlich deutlich unterschiedliches Aktivitdtsmuster von mTOR
in Zebrafisch-RGZ und amakrinen Zellen im Vergleich zum Siugetier. Zudem kam es zu
einer deutlich fritheren Induktion von mTOR nach einer Sehnervverletzung als vom
weiter stromaufwirts der Signalkaskade gelegenen AKT. AKT wurde erst nach 4 Tagen
sichtbar induziert (vgl. Abb. 5), nachdem die mTOR-AKktivitdt der RGZ bereits wieder ihr
Ausgangsniveau erreicht hatte. Dies warf die Frage auf, inwiefern es zur Aktivierung von
mTOR durch andere Signalmolekiile kommt und welche Bedeutung die mTOR-AKktivitét

fiir die Regeneration im Zebrafisch hat.
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Abb. 6: Verletzung des Sehnervs induziert mTOR-AKktivitat in der Zebrafischretina

(A) Immunhistochemische Farbung von Retinaquerschnitten mit einem Antikérper gegen phosphoryliertes
ribosomales Protein S6 (pS6, 1:500) zu verschiedenen Zeitpunkten nach einer Sehnervverletzung (dpi =
days post injury). Es kam zu einem transienten Anstieg pS6-positiver Zellen in der GZS mit einem Maximum
nach 2 dpi. Ab 4 dpi nahm die Zahl der pS6-positven in der INS zu. GZS = Ganglienzellschicht; IPS = innere
plexiforme Schicht; INS =innere nukledre Schicht; OPS = duBere plexiforme Schicht; ONS = duBere
nukleére Schicht. 40x. (B) Ko-Farbungen von pS6 mit einem Antikdrper gegen die choline acetyltransferase
(CHAT, 1:100) zum Nachweis pS6-positiver amakriner Zellen in der INS sowie mit einem Antikrper gegen
azetyliertes aTubulin (Ac-Tubulin) zum Nachweis pS6-positiver retinaler Ganglienzellen (RGZ, siehe Pfeile,
40x). (C) Quantifizierung pS6-positiver RGZ in der GZS sowie von amakrinen Zellen (Amakrine) in der INS
zu verschiedenen Zeitpunkten nach einer Sehnervschadigung. Die dargestellten Daten sind Mittelwerte +
Standardfehler aus mindestens zwei unabhangigen Experimenten mit je sechs untersuchten Retinae.
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4.6 In-vitro-mTOR-AKktivitit in Zebrafisch-RGZ-Kulturen

Im Folgenden wurde die Bedeutung der mTOR-AKktivitdt im Zebrafisch durch In-vitro-
Zellkulturexperimente mit RGZ aus dissoziierten Retinae genauer untersucht (vgl. hier
und im Folgenden: Diekmann et al., 2015b). Zu verschiedenen Zeitpunkten erfolgte eine
Ko-Féirbung mit den zuvor verwendeten Antikdrpern gegen pS6 sowie azetyliertem
aTubulin als Marker zur Identifizierung von RGZ. Wihrend nach 2 Stunden in Kultur
bereits 37 % der RGZ pS6-positiv waren, stieg die Anzahl weiter auf etwa 50 % nach 6
Stunden an. Nach 1 und 2 Tagen in Kultur blieb der Anteil positiver Zellen konstant und
nahm nach 4 Tagen wieder deutlich ab (Abb. 7 A). Insgesamt konnte in vitro ein dhnliches
Muster der mTOR-Aktivitit wie in vivo beobachtet werden. Der Anstieg pS6-positiver
RGZ in Zellkultur erfolgte deutlich schneller als in vivo, dabei blieb das Maximum
positiver Zellen an der Gesamtzahl jedoch niedriger (50 % zu 80 %; vgl. Abb. 6 C und
Abb. 7 A). Dies ist vermutlich auf unterschiedliche Bedingungen in vivo und in Zellkultur

zuriickzufiihren.

Da wie zuvor gezeigt (vgl. Abb. 3) eine Zugabe von CNTF das Neuritenwachstum von
RGZ in Zellkultur stimulieren konnte, wurde das Experiment in Anwesenheit von CNTF
wiederholt, um zu iiberpriifen, ob dieses teilweise tiber die Aktivierung von mTOR wirkt.
Es zeigte sich, dass CNTF den Anteil pS6-positiver RGZ nach 2 sowie 6 Stunden in
Kultur signifikant gegeniiber den Kontrollen erhohte (Abb. 7 A). Zu spéteren Zeitpunkten
hingegen konnte es die Anzahl der pS6-positiven Zellen im Vergleich zur Kontrolle nicht
steigern. Dies legt nahe, dass CNTF zu spiteren Zeitpunkten keinen stimulierenden
Effekt mehr auf die mTOR-Aktivierung hatte, sondern lediglich in frithen Phasen des
Regenerationsprozesses eine Wirkung zeigte (Abb. 7 A). Diese Vermutung wurde durch
Experimente bestitigt, bei denen CNTF den Zellkulturen erst nach 1 Tag in Kultur
zugegeben wurde. In diesem Fall konnte das Zytokin die Zahl pS6-positiver Zellen nicht
mehr erhohen, was darauf schliefen lisst, dass keine Sensitivitit fiir CNTF zu spéteren

Zeitpunkten mehr besteht (Daten nicht gezeigt).

In einem weiteren Schritt wurde die Wirkung verschiedener pharmakologischer
Inhibitoren auf die mTOR-Aktivierung ndher untersucht. Diese Experimente bestitigten
zunichst, dass die beobachtete S6-Phosphorylierung tatsdachlich von der mTOR-
Aktivierung abhingt und damit ein verldsslicher Parameter zur Bestimmung der mTOR-

Aktivitat ist. Unter Zugabe des mTOR-Inhibitors Rapamycin konnte die
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Phospholylierung von S6 sowohl in Abwesenheit als auch in Anwesenheit von CNTF
vollstidndig unterdriickt werden (Abb. 7 B, C). Im Gegensatz dazu wurde durch Einsatz
des PTEN-Inhibitors bpV, der iiber die PI3-Kinase die mTOR-AKktivitit steigert, der
Anteil pS6-positiver Zellen sowohl mit als auch ohne CNTF signifikant gegeniiber dem
Kontrollniveau erhoht (bpV: 66 % und bpV+CNTF: 72 % gegeniiber Kontrolle: 52 %
und CNTF: 65 %; Abb. 7 C). Die Kombination von bpV mit Rapamycin unterdriickte
weiterhin die Phoshorylierung von S6 vollstindig, was zeigt, dass bpV iiber die
Aktivierung von mTOR den Anteil pS6-positiver Zellen erhohte. Die Zugabe von
LY294002 (ly), einem Inhibitor unter anderem von AKT, reduzierte in einer
Konzentration von 10 uM den Anteil pS6-positiver RGZ mit und ohne Zugabe von CNTF
bereits deutlich und in einer Konzentration von 20 uM vollstindig (Abb. 7 C). Da auch
die gleichzeitige Zugabe von bpV den inhibierenden Effekt von LY294002 nicht
kompensieren konnte, scheinen beide Substanzen die mTOR-Aktivitit tiber den gleichen
Signalweg zu beeinflussen (Abb. 7 C). Insgesamt zeigte sich, dass die Phosphorylierung
von S6 mit der mTOR-AKktivitit im Zebrafisch korreliert.
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Abb. 7: In-vitro-mTOR-Aktivitat in Zebrafisch-RGZ-Kulturen

(A) Quantifizierung der Anzahl pS6-positiver RGZ in dissoziierten Kulturen zu verschiedenen Zeitpunkten
mit und ohne Zugabe von ciliary neurotrophic factor (CNTF, 1 ng/ml). Diese erreichte nach 6 Stunden (h) ihr
Maximum und fiel nach 4 Tagen (d) wieder ab. Durch Zugabe von CNTF war der Anteil pS6-positiver Zellen
zu frlhen Zeitpunkten steigerbar. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + Standardfehler aus drei
unabhéngigen Experimenten mit je drei Wiederholungen. ***p<0,001. (B) Repréasentative Bilder von RGZ
nach 2 Stunden in Zellkultur gefarbt mit Antikérpern gegen azetyliertes aTubulin (Ac-Tubulin, 1:1000) und
phosphoryliertes S6 (pS6, 1:500). Einigen Kulturen wurde CNTF (1 ng/ml) oder Rapamycin (Rap, 10 nM)
zugegeben. 20x.(C) Quantifizierung pS6-positiver RGZ nach 6 Stunden in Kultur mit und ohne Zugabe von
CNTF (1 ng/ml) in Anwesenheit verschiedener Inhibitoren: Rapamycin (Rap, 10 nM), dem PTEN-Inhibitor
bisperoxovanadium (bpV, 10nM), LY294002 (ly, 10; 20 uM) oder der Kombination aus bpV + Rap bzw. ly +
bpV. Rap und ly unterdriickten die S6-Phosphorylierung mit und ohne CNTF vollstdndig. Die Zugabe von
bpV konnte die Zahl der pS6-positiven Zellen weiter steigern und erhéhte diese zusatzlich zum beobachteten
CNTF-Effekt. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + Standardfehler aus mindestens zwei unabhéngigen
Experimenten mit je drei Wiederholungen. ***p<0,001.
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4.7 mTOR-AKktivitit beeinflusst das Neuritenwachstum von RGZ

In einem néchsten Schritt wurde untersucht, ob die Aktivitit von mTOR das
Axonwachstum von Zebrafisch-RGZ beeinflusst (vgl. hier und im Folgenden:
Diekmann et al., 2015b). Dazu wurden Zellkulturen sowohl mit Rapamycin als auch mit
bpV behandelt und die mittlere Neuritenldnge ausgewachsener RGZ nach 4 Tagen
Inkubation quantifiziert. Dabei beeintrdchtigte Rapamycin grundsitzlich das basale
Neuritenwachstum der RGZ nicht (vgl. Kontrolle: 68 pm und Rap: 72 um; Abb. 8),
obwohl es die Phosphorylierung von S6 bereits nach kurzer Zeit in Zellkultur vollstindig
unterdriickte (vgl. Abb. 7 C). Eine Zugabe von bpV konnte das Neuritenwachstum
hingegen dhnlich stark fordern wie die Zugabe von CNTF (bpV: 85 um; CNTF: 82 um;
Abb. 3 B, D, Abb. 8). Weiterhin ergab eine Kombination aus CNTF und bpV die stirkste
Steigerung des Neuritenwachstums (bpV+CNTF: 98 um; Abb. 8). Die beobachteten
Wachstumseffekte durch CNTF bzw. bpV reduzierten sich jedoch in Anwesenheit von
Rapamycin wieder auf das Kontrollniveau (CNTF+Rap: 69 um; bpV+Rap: 71 pm;
CNTF+bpV+Rap: 71 pm; Abb. 8), was einen Zusammenhang zwischen der erhthten
mTOR-Aktivitit und dem gemessenen Neuritenwachstum vermuten ldsst. Auch die
Zugabe des Inhibitors 1L.Y294002, der ebenfalls die S6-Phosphorylierung unterdriicken
konnte (vgl. Abb. 7 C), senkte das Neuritenwachstum nicht unter den Kontrollwert
(ly: 70 pm; Kontrolle: 68 um; Abb. 8). Genau wie Rapamycin neutralisierte auch
LY294002 die wachstumssteigernden Effekte von CNTF und verminderte die mittlere
Neuritenldnge wieder auf das Kontrollniveau (ly+CNTF: 72 uym und CNTF: 82 pm;
Abb. 8).

In den durchgefiihrten Experimenten steigerten CNTF und bpV, die deutlich die mTOR-
Aktivitdt erhohten, auch das Neuritenwachstum dissoziierter RGZ signifikant. Die
beobachtete Wachstumsforderung konnte jedoch durch die Inhibitoren Rapamycin und
LY294002 unterdriickt werden, was eine Korrelation zwischen erhohter mTOR-Aktivitit
und durch PI3K/AKT-stimuliertes Neuritenwachstum vermuten ldsst. Insgesamt zeigten
die Ergebnisse, dass eine mTOR-Aktivitit zwar nicht fiir das basale Axonwachstum
notwendig war, eine erhohte mTOR-Aktivitit jedoch das Neuritenwachstum von

Zebrafisch-RGZ forderte.
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Abb. 8: mTOR-AKktivitédt beeinflusst das Neuritenwachstum von RGZ

Quantifizierung der mittleren Neuritenlange (um) ausgewachsener retinaler Ganglienzellen (RGZ) nach 4
Tagen in Kultur, die mit ciliary neurotrophic factor (CNTF, 1 ng/ml) sowie verschiedenen Inhibitoren
behandelt wurden: Rapamycin (Rap, 10 nM), LY294002 (ly, 10 uM), dem PTEN-Inhibitor bisperoxovanadium
(bpV, 10 nM) und der Kombination aus bpV+Rap. Dabei hatten Rap und ly keinen Einfluss auf das basale
Neuritenwachstum. Die Zugabe von bpV sowie CNTF konnte das Neuritenwachstum signifikant steigern.
Bei der Kombination von bpV und CNTF kam es zu den starksten Wachstumseffekten. Rap oder ly konnten
diese Effekte jedoch wieder auf das Kontrollniveau reduzieren. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte +
Standardfehler aus mindestens zwei unabhéangigen Experimenten mit je drei Wiederholungen. ***p<0,001.

4.8 In-vivo-Applikation von Rapamycin unterdriickt mTOR-AKktivitiit

Um die Bedeutung der mTOR-AKktivitit fiir axonale Regenerationsprozesse in vivo zu
untersuchen, wurde analysiert, ob Rapamycin in vivo die mTOR-Aktivitit im gleichen
MaB unterdriickt wie in vitro. Dazu wurden verschiedene Applikationsmethoden fiir eine
effektive Rapamycinbehandlung der Tiere getestet (vgl. hier und im Folgenden:
Diekmann et al., 2015b). Wihrend eine intravitreale sowie intraperitoneale Injektion von
Rapamycin keine Reduktion der S6-Phosphorylierung in der Zebrafischretina zur Folge
hatte, stellte sich eine Zugabe des Rapamycins in das Wasser der Fische unmittelbar nach
der Sehnervverletzung als sehr wirkungsvoll heraus. Die in immunhistochemischen
Untersuchungen 2 Tage nach einer Sehnervschidigung beobachtete starke Induktion von
pS6 in RGZ (vgl. Abb. 6 A) konnte durch eine Rapamycinbehandlung der Tiere
vollstdndig unterdriickt werden. In Ko-Fiarbungen mit einem Antikorper gegen
azetyliertes oTubulin fanden sich keine pS6-positiven RGZ mehr in der GZS
(Abb.9 A, C). Ebenso wurde die nach 6 Tagen normalerweise stattfindende pS6-

Induktion in den cholinergen amakrinen Zellen der INS durch Zugabe von Rapamycin
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vollstidndig verhindert. Ko-Fiarbungen mit einem Antikorper gegen CHAT zeigten auch

bei diesen Untersuchungen keine tibereinstimmende Farbung (Abb. 9 B, D).

Aus den Experimenten lésst sich schlieen, dass die beobachtete Induktion von pS6 nach
einer Sehnervverletzung auch in vivo auf eine erhohte mTOR-AKktivitéit zurtickzufiihren
ist. Diese konnte vollstindig und langfristig durch den Zusatz von Rapamycin in das
Wasser der Zebrafische unterdriickt werden. Daraus ergeben sich perspektivisch
interessante Moglichkeiten fiir funktionelle In-vivo-Studien, um die funktionellen
Auswirkungen einer mMTOR-Inhibition auf die Axonregeneration nach einer Nervenlédsion

in Zebrafischen zu untersuchen.
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Abb. 9: In-vivo-Applikation von Rapamycin unterdriickt mTOR-Aktivitat

(A) Immunhistochemische Farbung von Zebrafischretinaquerschnitten mit Antikdérpern gegen
phosphoryliertes S6 (pS6; 1:500) und azetyliertes aTubulin (1:1000) 2 Tage nach einer Sehnervverletzung
(dpi = days post injury). Die Tiere wurden entweder in DMSO oder 0.2 pM Rapamycin-haltigem Wasser
(Rap) gehalten. Die Pfeile markieren pS6- und azetyliertes aTubulin-positive retinale Ganglienzellen (RGZ).
Rapamycin unterdriickte pS6 vollstdndig in der GZS. Merge = pS6+azetyliertes aTubulin.
FS = Faserschicht; GZS = Ganglienzellschicht; IPS = innere plexiforme Schicht; INS = innere nukleére
Schicht. 40x. (B) Immunhistochemische Ko-Farbung wie in A beschrieben mit Antikérpern gegen pS6 und
choline acetyltransferase (CHAT, 1:100). Es kam ebenfalls zu einer vollstandigen Unterdriickung von pS6
in der INS durch Rapamycin. Merge = pS6+CHAT. 40x. (C) Quantifizierung pS6-positiver RGZ in der GZS
nach 2 dpi mit und ohne Rapamycinbehandlung. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + Standardfehler aus
mindestens zwei unabhangigen Experimenten mit je drei Wiederholungen. (D) Quantifizierung pS6-positiver
amakriner Zellen in der INS mit und ohne Rapamycinbehandlung nach 6 dpi wie in C.
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5. Diskussion

Die vorliegende Arbeit untersucht mit regenerativen Prozessen assoziierte molekulare
Signalwege auf ihre Bedeutung im Zebrafisch-ZNS, da dieses anders als bei Sdugetieren
die Fahigkeit zur vollstandigen Regeneration nach Verletzungen besitzt. Dazu mussten
zunichst spezifische Marker zur sicheren Identifizierung von Zebrafisch-RGZ etabliert
und ein Protokoll zur Isolation und Kultivierung der Zellen entwickelt werden. Daraus
ergab sich die Moglichkeit, pharmakologische In-vitro-Studien mit verschiedenen
Aktivatoren und Inhibitoren von regenerationsférdernden Signalkaskaden in Zellkultur
durchzufithren. Wihrend der MAPK/ERK-Signalweg keine besondere Bedeutung fiir die
axonale Regeneration im Zebrafisch zu haben scheint, zeigte sich ein zum
Saugetiermodell fundamental unterschiedliches Aktivierungsmuster des
PI3K/AKT/mTOR-Signalwegs. Bei fehlender mTOR-Grundaktivitit kam es unmittelbar
nach einer Sehnervverletzung zu einer starken, wenn auch lediglich temporiren,
Induktion von mTOR in vivo sowie in vitro. Interessanterweise wurde das Maximum der
immunhistochemisch detektierbaren mTOR-Aktivitit in der Zebrafischretina bereits nach
2 Tagen erreicht. Ein Konzentrationsanstieg der in der Signalkaskade weiter
stromaufwirts gelegenen AKT konnte hingegen erst nach 4 bis 8 Tagen beobachtet
werden. Somit ist eine Beteiligung zusitzlicher Mechanismen an der Aktivierung von
mTOR wahrscheinlich. Eine Stimulation der RGZ durch CNTF und bpV erhohte die
axonale Regeneration in Zellkultur signifikant. Die Inhibition des Signalwegs durch
Rapamycin (Rap) oder LY294002 (ly) unterdriickte zwar diese Wachstumssteigerung,
nicht aber das basale Neuritenwachstum. Der Signalweg scheint deshalb fiir den
Regenerationsprozess nicht essenziell zu sein. Jedoch korrelierte die mTOR-AKktivitit mit
durch Zytokine sowie PTEN-Inhibition induziertem Neuritenwachstum und trug damit

zur axonalen Regeneration bei.

5.1 Etablierung von Neuritenauswachsassays von Zebrafisch-RGZ

Bisher waren weder immunhistochemisch oder immunzytochemisch Antikorper zur
Identifizierung von Zebrafisch-RGZ beschrieben, noch Protokolle zur Durchfithrung von
In-vitro-Auswachsassays etabliert. Real-time PCR-Analysen der Gap43-Expression im

Zebrafisch zeigten eine starke Induktion in den ersten 2 Tagen nach einer
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Sehnervverletzung (vgl. Diekmann et al., 2015a), was dhnliche vorherige Western Blot-
Analysen bestitigte (Kaneda et al., 2008). Jedoch ergab eine weitere Charakterisierung
des Antikorpers keine RGZ-spezifische Firbung, sodass im Verlauf transgene
GAPA43:GFP-Zebrafische zum Einsatz kamen. Diese exprimieren GFP unter der
Kontrolle eines GAP43-Promoters (Udvadia, 2008). Der zeitliche Verlauf der GFP-
Expression korreliert dabei stark mit der Expression von GAP43 (Udvadia, 2008). Es
konnte weiterhin nachgewiesen werden, dass es in den transgenen GAP43:GFP-Fischen
nach einer Sehnervschidigung zu einer starken GFP-Expression spezifisch in den
verletzten =~ Neuronen und ihren  regenerierenden = Axonen  kam  (vgl.
Diekmann et al., 2015a). Ein Anstieg der GFP-Konzentration in anderen retinalen Zellen
wie amakrinen Zellen fand hingegen nicht statt. Diese Experimente zeigten, dass die
transgenen GAP43:GFP-Zebrafische ermdglichten, RGZ und ihre Axone in Zellkultur
spezifisch zu erkennen und das Neuritenwachstum nach einer Sehnervverletzung im

Rahmen von Auswachsassays zu quantifizieren (Diekmann et al., 2015a).

Im Rahmen der Zellkulturexperimente wurden einige Proben durch ein vorheriges
priming, ein bekanntes Phédnomen, in einen regenerativen Zustand versetzt
(Hoffman, 2010; Rasmussen and Sagasti, 2016). Nach einer Verletzung des Sehnervs der
Tiere erfolgte dabei erst 8 Tage nach der Schddigung die Entnahme und Dissoziation der
Retinae. Es konnte nachgewiesen werden, dass ein vorheriges priming in Sdugetieren
(Gutmann, 1942; Neumann and Woolf, 1999) sowie in Goldfischen die axonale
Regeneration beschleunigen und steigern kann (Lanners and Grafstein, 1980;
Edwards et al., 1981; McQuarrie and Grafstein, 1981). Interessanterweise zeigten sich
jedoch in den Zebrafisch-RGZ-Kulturen keine Unterschiede zwischen den
Versuchsansidtzen mit einem vorhergegangenen priming und den unbehandelten
Kontrollen. Auch wurde der CNTF-vermittelte Wachstumseffekt durch ein vorheriges
priming nicht beeinflusst. In Untersuchungen des peripheren Nervensystems von adulten
Zebrafischen konnte hingegen ebenfalls ein priming-Effekt beobachtet werden
(Graciarena et al., 2014), sodass scheinbar lediglich im Zebrafisch-ZNS ein vorheriges

priming keinen regenerationsfoérdernden Effekt hat.
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5.2 Einfluss von CNTF auf die axonale Regeneration im Zebrafisch

Die Zugabe von CNTF konnte in Zellkulturen dissoziierter Fisch-RGZ das
Neuritenwachstum gegeniiber der Kontrolle signifikant steigern (vgl. hier und im
Folgenden: Diekmann et al., 2015a). Diese Beobachtungen decken sich mit den
Ergebnissen dhnlicher Untersuchungen im Zebrafisch an Retinaexplantaten
(Elsaeidi etal., 2014) sowie frilheren  Untersuchungen an  Goldfischen
(Petrausch et al., 2000). Im Séaugetiermodell wurden CNTF und LIF als wichtige
Mediatoren fiir neuroprotektive und regenerationsfordernde Effekte identifiziert, die eine
vergleichbare Forderung der axonalen Regeneration zeigten (Miiller et al., 2007, 2009;
Leibinger et al., 2009). Unterschiede ergaben sich hingegen bei den CNTF-
Konzentrationen, die zur Wachstumsforderung notwendig waren. Bei Untersuchungen
im Zebrafischmodell war bereits eine Konzentration von 1 ng/ml ausreichend, um eine
maximale Effektstirke zu erreichen. Hohere Konzentrationen fiihrten hingegen zu keiner
weiteren Steigerung des Neuritenwachstums. Untersuchungen im Goldfisch zeigten im
Vergleich dazu bei einer Konzentration von 1 ng/ml kaum eine Wirkung, das
Effektmaximum wurde dort bei 10 ng/ml erreicht (Petrausch et al., 2000). Hohere Dosen
resultierten wiederum in einem reduzierten Axonwachstum (Petrausch et al., 2000). Im
Sédugetiermodell wurden bei Ratten hingegen deutlich hohere Konzentrationen von
200 ng/ml verwendet, um die groBtmogliche Wirkung von CNTF zu erreichen
(Miiller et al., 2007, 2009; Leibinger et al., 2009). Moglicherweise reagieren Zebrafisch-
RGZ unter anderem aufgrund ihrer Regenerationskompetenz deutlich sensitiver auf eine
Zytokinstimulation als Sidugetier-RGZ, sodass deutlich geringere Konzentrationen

notwendig sind.

5.3 Bedeutung von MAPK/ERK und AKT fiir die Regeneration im
Zebrafisch

Im Sidugetier wurde durch eine Zytokinbehandlung oder inflammatorische Stimulation
der MAPK/ERK-Signalweg aktiviert (Park et al., 2004; Miiller et al., 2009; Fischer and
Leibinger, 2012). Dabei fiihrte eine Inhibition des Signalwegs jedoch nicht zu einer
Einschrinkung des CNTF-vermittelten Regenerationseffekts (Park et al., 2004;
Miiller et al., 2009). CNTF aktivierte die MAPK/ERK-Signalkaskade primér in Miiller-
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Gliazellen. Dies war essenziell fiir die endogene CNTF-Expression dieser Zellen, die
wiederum auf indirekte @ Weise  wachstumsfordernde  Effekte  vermittelt
(Miiller et al., 2009). Im Zebrafisch konnte ebenfalls keine MAPK-Aktivitit in RGZ
nachgewiesen werden, sondern ausschlieBlich in Miiller-Gliazellen. Nach einer
Sehnervverletzung kam es zu keiner Steigerung der MAPK-Aktivitit in der
Zebrafischretina, sodass eine Aktivierung des MAPK/ERK-Signalwegs fiir den

Regenerationsprozess im Zebrafisch scheinbar nicht notwendig ist.

Nach einer Schiadigung des Sehnervs wurde zudem die Phosphorylierung des
Signalproteins AKT induziert. Im Western Blot zeigte sich ein Konzentrationsanstieg
2 Tage nach einer Optikusldsion mit einem Maximum nach 8 Tagen. Erhohte pAKT-
Level wurden bis 21 Tage nach einer Verletzung aufrechterhalten. In
immunhistochemischen Firbungen fand sich eine starke pAKT-Induktion 4 bis 8 Tage
nach einer Nervenverletzung. Ein dhnliches Aktivititsmuster von AKT konnte auch im
Goldfisch beobachtet werden, bei dem ein pAKT-Anstieg im Western Blot 3 Tage nach
einer Axonschiddigung detektiert wurde, der sein Maximum nach 10 Tagen erreichte.
Diese Induktion wurde lange Zeit aufrechterhalten und fiel erst nach 30 Tagen wieder ab
(Koriyama et al., 2007). In Retinaquerschnitten von Goldfischen zeigte sich eine
Induktion von pAKT nach 3 bis 5 Tagen und trat damit zu einem dhnlichen Zeitpunkt wie

im Zebrafisch auf (Koriyama et al., 2007).

Eine Phosphorylierung von AKT fiihrt zu einer Aktivierung des stromabwirts liegenden
mTOR (Park et al., 2010; Fischer und Leibinger, 2012). Interessanterweise wurde in der
Zebrafischretina eine Induktion des mTOR-abhingigen pS6 bereits nach 1-2 Tagen und
damit deutlich frither beobachtet. Dieser Konzentrationsanstieg war aber 4 Tage nach
einer Sehnervverletzung kaum noch detektierbar, wihrend zu diesem Zeitpunkt pAKT
erst in immunhistochemischen Firbungen sichtbar wurde. Dies legt nahe, dass mTOR zu
diesem frithen Zeitpunkt moglicherweise liber andere Signalproteine und damit AKT
unabhingig aktiviert wurde. Eine weitere Erkldrung konnte sein, dass bereits geringe
Konzentrationen von pAKT zur Aktivierung des stromabwirts liegenden mTOR
ausreichten. Diese waren dann jedoch fiir einen immunhistochemischen Nachweis zu
gering. Durch eine zunehmende Akkumulation von pAKT im Verlauf des
Regenerationsprozesses kam es dann nach 4 Tagen zu einer positiven Farbung in den

RGZ. Diese Vermutung konnte durch In-vitro-Zellkulturexperimente erhirtet werden, bei
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denen eine Zugabe des PI3K-Inhibitors 1.Y294002 die Phosphorylierung von S6 in
unbehandelten Kontrollen sowie in Versuchsansidtzen mit CNTF vollstindig
unterdriickte. Ebenso konnte der Inhibitor den Effekt von bpV, das durch PTEN-
Hemmung die mTOR-Aktivitit erhoht, vollstindig verhindern. Daraus lédsst sich
schlieBen, dass bpV iiber den PI3K/AKT-Signalweg die mTOR-Aktivitit positiv
beeinflusst. In Neuritenauswachsassays konnte 1Y294002 ebenfalls die Zytokin-
vermittelten Wachstumseffekte genau wie bei der Zugabe von Rapamycin annullieren.
Da das Neuritenwachstum jedoch lediglich auf das Kontrollniveau reduziert wurde, ist
eine Korrelation zwischen der erhohten mTOR-Aktivitidt und dem durch den PI3K/AKT-
Signalweg stimulierten Neuritenwachstum in Kultur zu vermuten. Dies stimmt mit
Untersuchungen im Sadugetiermodell iiberein, bei denen CNTF und LIF ebenfalls den
PI3K/AKT-Signalweg stimulierten und das axonale Wachstum steigerten, wihrend eine
Inhibition mit LY294002 den Wachstumseffekt dementsprechend unterdriickte
(Park et al., 2004; Miiller et al., 2009).

5.4 mTOR-AKktivitit im Zebrafisch im Vergleich zum Siugetier

Wie bereits zuvor in der Literatur beschrieben (Park et al., 2008; Leibinger et al., 2012),
wurde die Induktion von mTOR in der Zebrafischretina nach einer Sehnervverletzung
durch das Ausmal} der Phosphorylierung des ribosomalen Proteins S6 durch S6K1
gemessen. Durch die Zugabe des mTOR-Inhibitors Rapamycin konnte die S6-
Phosphorylierung sowohl in vivo als auch in vitro vollstindig unterdriickt werden. Durch
eine Stimulation der mTOR-Aktivitit iiber den PI3K/AKT-Signalweg mittels CNTF oder
bpV konnte die pS6-Konzentration in Zellkultur signifikant erhoht werden. Phospho-S6
erwies sich folglich als ein verldsslicher Parameter, um die mTOR-Aktivitit im

Zebrafisch zu untersuchen (vgl. hier und im Folgenden: Diekmann et al., 2015b).

Die mTOR-Aktivitit in Zebrafisch-RGZ unterscheidet sich fundamental vom
Aktivierungsmuster in Nagetieren. In unbehandelten Méusen findet sich eine geringe
Anzahl an RGZ mit hohen pS6-Konzentrationen, was auf eine konstitutive mTOR-
Aktivitit hinweist. Diese Zellen zeigen die beste Regenerationsfihigkeit
(Duan et al., 2015). Nach einer Sehnervverletzung reduziert sich die Anzahl dieser

positiven Zellen in Nagetieren, was zu einer verminderten Regenerationsfahigkeit fiihrt
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(Park et al., 2008; Leibinger et al., 2012). Im Gegensatz dazu waren keine pS6-positiven
RGZ in naiven Zebrafischen zu finden. In Folge einer Schidigung des Sehnervs kam es
dann zu einer starken Induktion von pS6 in vivo sowie in vitro. Dabei erfolgte der Anstieg
in Zellkultur schneller als in vivo, das Maximum blieb jedoch geringer. Die Ursachen
dafiir konnten in abweichenden Umgebungsfaktoren in vivo sowie in Zellkultur liegen,
durch die die Neurone in unterschiedlichem MaBe beeinflusst wurden. Die beobachtete
mTOR-Induktion war jedoch nur transient und erreichte bereits 4 Tage nach der
Verletzung wieder das Ausgangsaktivititsniveau. Mit einer Verzdgerung von 4 Tagen
kam es zudem zu einer lang anhaltenden mTOR-Induktion in cholinergen amakrinen

Zellen in der INS der Retina.

Es ist bekannt, dass mTOR durch verschiedene Signalwege wie PI3K/AKT,
MAPK/ERK, CDK42/PLD oder den Wnt-Signalweg aktiviert werden kann
(Fang et al., 2001; Ma et al., 2005; Huang und Manning, 2009; Hirose et al., 2014). LIF,
das den PI3K/AKT/mTOR Signalweg in Nagetieren aktiviert (Li et al., 2014), wird
ebenfalls in Zebrafisch-RGZ kurz nach einer Sehnervverletzung stark hochreguliert und
konnte zur mTOR-Induktion beigetragen haben (Ogai et al., 2014). Die LIF-Induktion
korreliert exakt mit der Regulation der beobachteten mTOR-Aktivitit nach einer
Sehnervschidigung. Weiterhin wurde beschrieben, dass mTOR selbst inhibitorisch auf
den PI3K/AKT-Signalweg in Form einer negativen Riickkopplungs-Hemmung wirkt
(Harrington et al., 2005; Manning und Cantley, 2007). Ebenso haben Untersuchungen
gezeigt, dass die Phosphorylierung von Rictor durch S6K1 die Signalmolekiile mTORC2
sowie AKT inhibiert (Julien und Roux, 2010). Diese Autoregulationsmechanismen
konnten ebenfalls am schnellen Abfall der mTOR-AKktivitdt nach der starken initialen
Induktion beteiligt sein. Eine Zugabe von CNTF oder bpV zu spiteren Zeitpunkten nach
einer Sehnervlision konnte in dissoziierten Zellkulturen die mTOR-Aktivitit nicht mehr
steigern. Vor diesem Hintergrund ist es moglich, dass die beteiligten Signalwege im

Verlauf des Regenerationsprozesses deaktiviert werden.

Das Aktivierungsmuster von mTOR zeigte im Zebrafisch einen dhnlichen Verlauf wie
bei anderen regenerationsfihigen Sdugetiermodellen. In Untersuchungen des
Ischiasnervs von Nagetieren kam es zu einer Verdopplung der pS6-Konzentration in den
Hinterwurzelganglien (HWG) 1 Tag nach einer Sehnervverletzung, die nach 4 Tagen

wieder auf das Ausgangsniveau sank (Abe et al., 2010). Ebenso wurde eine vergleichbare

42



transiente S6K-Phosphorylierung in regenerierenden mesenchymalen Zellen 6 Stunden
bis 3 Tage nach einer Flossenamputation in Zebrafischen nachgewiesen
(Hirose et al., 2014). Diese Beobachtungen sprechen fiir eine voriibergehende Induktion
von mTOR in regenerierenden Geweben, wihrend es im regenerationsinkompetenten
Sédugetier-ZNS zu einem Abfall der mTOR-Aktivitit kommt (Park et al., 2008;
Leibinger et al., 2012).

Die Experimente belegen, dass sich die Regulation der mTOR-Aktivitit nach
Verletzungen im Zebrafisch-ZNS grundlegend von Sidugetieren unterscheidet. Vor
diesem Hintergrund wire es interessant zu untersuchen, ob eine schnelle, transiente
mTOR-Induktion in allen RGZ, wie im Zebrafisch beobachtet, auch einen positiven

Effekt auf die Regeneration von RGZ in Sédugetieren hiitte.

5.5 Stimulation und Inhibition von mTOR-AKktivitit

Durch Zugabe des mTOR-Inhibitors Rapamycin konnte die Phosphorylierung von S6 in
Zellkultur  vollstindig unterdriickt werden (vgl. hier und im Folgenden:
Diekmann et al., 2015b). Dies spricht fiir eine spezifische Hemmung der mTOR-
Aktivitit. Ahnlich wie bei RGZ von Miusen beeintriichtigte eine Rapamycinbehandlung
das basale Neuritenwachstum jedoch nicht (Leibinger et al., 2012). Vergleichbar mit
vorhergegangenen Untersuchungen (Elsaeidi et al., 2014; Diekmann et al., 2015a) konnte
durch Zugabe von CNTF oder bpV hingegen die S6-Phosphorylierung sowie das
Neuritenwachstum in Zellkultur gefordert werden. Eine Kombination von CNTF und
bpV zeigte dabei den stidrksten positiven Effekt auf das Axonwachstum. Diese
wachstumsfordernden Effekte konnten durch gleichzeitige Gabe von Rapamycin jedoch
vollstindig auf das Kontrollniveau reduziert werden. Im Gegensatz dazu fiihrte eine
Rapamycinbehandlung von Miuse-RGZ lediglich zu einer Unterdriickung des pro-
regenerativen CNTF-Effekts bei Myelin-Substrat, nicht jedoch bei der Verwendung eines
wachstumsfordernden Substrats wie Laminin (Leibinger et al., 2012). Ursache fiir diese
Unterschiede konnte die natiirliche Beschaffenheit des Zebrafischnervs sein, welcher kein
inhibitorisches Umfeld fiir regenerierende Axone darstellt (Bastmeyer et al., 1991, 1993;
Schwalb et al., 1995; Wanner et al., 1995). Da die mTOR-Aktivitit nach einer kurzen,

starken Induktion schnell wieder auf das Ausgangsniveau herunterreguliert wird, stellt
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sich die Frage, ob eine lingerfristige Aktivierung zu stirkerem Axonwachstum fithren
wiirde oder ob gerade die beobachtete transiente Aktivitit fiir den Regenerationsprozess

notwendig ist.

Ahnlich wie in Zellkultur konnte eine Behandlung der Zebrafische mit Rapamycin pS6
auch in vivo in der Zebrafischretina vollstdndig unterdriicken. Damit zeigte sich, dass die
Phosphorylierung von S6 auch in vivo auf eine erhohte mTOR-Aktivitit zuriickzufiihren
war. Weiterhin ergab sich daraus die perspektivische Moglichkeit fiir funktionelle In-
vivo-Studien, um den Einfluss von Rapamycin auf den funktionellen
Regenerationsprozess zu untersuchen. In Sdugetier-RGZ fiihrt die Aufrechterhaltung der
natiirlichen mTOR-Aktivitdt von vor der Sehnervverletzung, beispielsweise durch einen
genetischen PTEN-knockout, zu einer deutlichen Steigerung der axonalen Regeneration
in vivo (Park et al., 2008; Smith et al., 2009). Ebenso resultierte eine genetische Deletion
des TSCI-Proteins in einer konstitutiven mTOR-Aktivierung und damit in einer
verstiarkten axonalen Regeneration von RGZ und HWG (Park et al., 2008;
Abe et al., 2010). Auf der anderen Seite konnte eine Behandlung von Maus-RGZ mit
Rapamycin nach inflammatorischer Stimulation lediglich das Auswachsen langer Axone
unterdriicken, wéahrend kurze Axone nicht betroffen waren (Leibinger et al., 2012).
Deshalb scheint mTOR nicht essenziell zu sein, um verletzte Neurone von Sdugetieren in
einen regenerativen Zustand zu versetzen. Vermutlich spielt die mTOR-AKktivitit jedoch
eine Rolle bei der Aufrechterhaltung des regenerativen Zustands, beispielsweise durch
eine verstirkte Protein- und Lipidbiosynthese (Kroczynska et al., 2009;
Leibinger et al., 2012). Eine Inhibition von mTOR durch Rapamycin in vivo im
Zebrafisch fiihrte zu einer verminderten Axonregeneration und einer beeintrichtigten
funktionellen Regeneration nach einer Sehnervschidigung (Diekmann et al., 2015b).
Rapamycin konnte die funktionelle Regeneration jedoch lediglich verzdgern, nicht aber
unterdriicken, sodass eine eher unterstiitzende Rolle von mTOR fiir die axonale

Regeneration im Zebrafisch anzunehmen ist (Diekmann et al., 2015b).

Da zur Inhibition von mTOR eine systemische Rapamycinbehandlung iiber das Wasser
der Zebrafische erfolgte, wire es zudem moglich, dass auch die mMTOR-Aktivitéit anderer
Zelltypen als von RGZ beeinflusst wurde. Diese konnten dadurch ebenfalls
Auswirkungen auf den Regenerationsprozess gehabt haben. So wurde beispielsweise

gezeigt, dass mTOR Differenzierungsprozesse von Oligodendrozyten und ZNS-
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Mpyelinisierung reguliert (Narayanan et al., 2009; Tyler et al., 2009). In-vivo-
Untersuchungen legen jedoch einen fiir RGZ-spezifischen Effekt nahe. So war die
Axonregeneration lediglich bei einer Rapamycinbehandlung zu frithen Zeitpunkten (0—
3 dpi) beeintrachtigt, wihrend ein Rapamycinzusatz im spiteren Verlauf (4-18 dpi)
keinen Einfluss mehr auf die Regeneration hatte (Diekmann et al., 2015b). Daraus ldsst
sich schlieen, dass die beobachtete Induktion von mTOR in cholinergen amakrinen
Zellen ab Tag 4 nach einer Sehnervverletzung keinen Einfluss auf den

Regenerationsprozess hat.

5.6 Beteiligung weiterer Signalwege wahrscheinlich

Insgesamt zeigte sich, dass die durch PTEN-Inhibition und Zytokinstimulation
induzierten axonalen Wachstumseffekte im Zebrafisch iiber den PI3K/AKT/mTOR-
Signalweg vermittelt wurden. Eine Aktivierung des Signalwegs ist fiir den
Regenerationsprozess jedoch nicht essenziell, sodass andere Signalkaskaden im
Zebrafisch eine grofere Bedeutung fiir die hohe Regenerationsfihigkeit der Tiere haben
miissen. In der Literatur wurde beschrieben, dass durch CNTF ebenfalls der JAK/STAT3-
Signalweg im Zebrafisch aktiviert und das axonale Wachstum stimuliert wird. Die
Induktion von SOCS3, ein Inhibitor dieses Signalwegs, blockierte diesen Effekt
(Elsaeidi et al., 2014; Rasmussen and Sagasti, 2016). Bei eigenen Untersuchungen des
Signalwegs konnte jedoch immunhistochemisch keine Induktion von STAT3 in der
Zebrafischretina detektiert werden. So sind zukiinftig weitere Forschungsarbeiten
notwendig, um die genauen molekularen Mechanismen, die dem Regenerationsprozess

im Zebrafisch zugrunde liegen, zu entschliisseln.

5.7 Schlussfolgerungen

Wihrend im ZNS von Sédugetieren Nervenlidsionen irreparable Schidden zur Folge haben,
besitzen RGZ von Zebrafischen die Fihigkeit, geschiddigte Axone anatomisch und
funktionell innerhalb von 2 bis 4 Wochen erfolgreich zu regenerieren. Die genauen
Grundlagen der diesem erfolgreichen Regenerationsprozess zugrunde liegenden

molekularen Mechanismen sind noch weitestgehend unbekannt.
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Mit dem etablierten Zellkulturmodell und geeigneten Markern zur sicheren
Identifizierung von Zebrafisch-RGZ sowie den beschriebenen transgenen GAP43:GFP-

Zebrafischen konnten intrinsische Signalwege niher charakterisiert werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass es fundamentale Unterschiede in der mTOR-
Aktivierung nach einer Sehnervverletzung zwischen regenerationsinkompetenten
Sédugetier-RGZ und denen des Zebrafisches gibt. Im Zebrafisch kommt es nach einer
Schidigung des Sehnervs zu einer starken, jedoch temporiren Induktion von mTOR in
vivo sowie in vitro durch eine Aktivierung des PI3K/AKT-Signalwegs. Die Aktivitéit von
mTOR scheint jedoch nicht fiir den axonalen Regenerationsprozess essenziell zu sein, da
eine Hemmung der Signalkaskade durch den mTOR-Inhibitor Rapamycin oder den PI3K-
Inhibitor LY294002 das basale Neuritenwachstum nicht beeintrdchtigen konnte. Eine
mTOR-Induktion durch Aktivierung des Signalwegs durch CNTF oder durch PTEN-
Inhibition steigerte hingegen das axonale Wachstum signifikant. Der ebenfalls mit
Regenerationsprozessen assoziierte MAPK/ERK-Signalweg spielt im Zebrafisch fiir die
axonale Regeneration vermutlich keine besondere Rolle, da es nach einer

Optikusschiddigung zu keiner Induktion der Signalproteine kam.

Insgesamt konnten die beschriebenen Untersuchungen weitere Aspekte der molekularen
Mechanismen axonaler Regeneration im Zebrafisch-ZNS aufdecken und damit das
Verstindnis regenerativer Prozesse in dieser Spezies verbessern. Die Ergebnisse deuten
auf eine hohere Bedeutung anderer Signalwege als der PI3K/AKT/mTOR-Signalkaskade
fiir den Regenerationsprozess von Zebrafischen nach einer ZNS-Verletzung hin. Jedoch
konnte gezeigt werden, dass die beobachtete transiente mTOR-Aktivitit mit durch
Zytokine sowie PTEN-Inhibition induziertem Neuritenwachstum korrelierte und damit

pro-regenerative Effekte vermittelte.
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