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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die transformierenden Wachstumsfaktoren B (TGF-Bs) sind multifunktionale Zytokine, die
zahlreiche zellulare Prozesse in einer kontextabhangigen Weise regulieren konnen. TGF-Bs
und ihre Signaleffektoren sind im Vorderhirn exprimiert, Uber die Funktion von TGF-Bs
wahrend der Entwicklung des Vorderhirns ist bisher allerdings nur wenig bekannt. Ziel dieser
Arbeit war es, mogliche Funktionen von TGF-$ in neuronalen Zellen des sich entwickelnden
Vorderhirns zu untersuchen. Als Modell wurden priméare dissoziierte Zellkulturen des
Hippokampus und Cortex embryonaler Mause verwendet, von denen gezeigt werden konnte,
dass sie responsiv fur TGF-B-Signale sind.

Die exogene Behandlung von diesen Kulturen mit TGF-$ fuhrte Uber die Regulation von
Zellzyklus-Kontrollgenen zu einem Austritt von neuralen Vorlauferzellen aus dem Zellzyklus
und zu einer Reduzierung der Nestin- und Pax6-positiven Vorlduferzellpopulation.
Gleichzeitig kam es zu einem Anstieg an Zellen, welche die neuronalen Marker HuC/D und
NeuN exprimierten, was auf eine vermehrte neuronale Differenzierung der Progenitoren
schliefen lasst. Diese TGF-B vermittelte Induktion der Neurogenese war abhangig von der
Aktivitdt von Smad-Proteinen und vom Entwicklungsstatus der Progenitoren. Wahrend
cortikale Progenitoren aus E14.5 Mauseembryonen auf die TGF-B-Stimulation nicht mit einer
vermehrten Neurogenese reagierten, entwickelten Progenitoren spater Stadien aus E16.5
Embryonen 34% mehr Neurone im Vergleich zu unbehandelten Kulturen.

In dieser Arbeit konnten weiterhin Zielgene des TGF-p-Signalweges in primaren
hippokampalen Kulturen identifiziert werden. Die durch TGF-B regulierten Gene umfassten
Molekdle der extrazellularen Matrix wie Ctgf, Timp3, TenascinC und die Integrine a3 und o5
sowie Molekule, die eine regulierende Funktion auf TGF-p-Signale selbst ausiben kdnnen,
wie Smad7, Igf2r und Fstl3. Durch die Regulation von Genen, die an der Ubertragung von
Notch- und Wnt-Signalen beteiligt sind, konnte eine Interaktion von TGF-B-Signalwegen mit
den an vielféltigen Entwicklungsprozessen beteiligten Notch- und Wnt-Signalwegen
festgestellt werden. Aulerdem beeinflusste TGF-3 die Expression von Genen, die eine Rolle
bei der Differenzierung neuraler Zellen spielen, wie Gata2, Runx1, 1d3 und Nedd9.

Die nahere Untersuchung der Auswirkungen eines Funktionsverlustes der Zielgene Ctdgf,
Gata2, Runx1 und Nedd9 auf die TGF-p induzierte Neurogenese identifizierte Nedd9 als
notwendige Signal-Komponente wahrend dieses Prozesses. Die Expression dieses Proteins,
welches an der Integrin-vermittelten Signaltransduktion Uber fokale Adhasionspunkte
beteiligt ist, war nicht nur nach TGF-B-Stimulation induziert, sondern auch mit
morphologischen Anderungen von Nestin-positiven Vorlauferzellen assoziiert, welche nach

TGF-B-Behandlung beobachtet werden konnten. Diese morphologischen Anderungen
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scheinen, den durch TGF-B vermittelten Ubergang eines Vorlauferzelltyps in einen anderen,
starker differenzierten Typ darzustellen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit demonstrieren eine Beteiligung von TGF- an der
Differenzierung neuraler Progenitoren des Vorderhirns wahrend spater Phasen der
Entwicklung. Bei diesem Prozess scheint TGF-B die Progenitoren in einen Status zu

versetzen, der nach einer letzten Zellteilung zur Differenzierung zu Neuronen fihrt.



Summary

Summary

Transforming Growth Factor Bs (TGF-fs) are multifunctional cytokines and mediate a wide
range of biological activities in a context dependent manner. TGF-Bs and their signalling
effectors are expressed in the forebrain, but little is known upon their role during forebrain
development. The aim of this study was to investigate possible functions of TGF-$ in
neuronal cells of the developing forebrain.

As a model primary cortical and hippocampal cultures isolated from E14.5 and E16.5 mouse
embryonic brains were used, which were shown to be responsive for TGF-f signals.
Exogenic treatment with TGF-B induced cell cycle exit of neural progenitors through
regulation of cell cycle control genes and led to a reduction of Nestin- and Pax6-positive
progenitor cells. At the same time an increased expression of the neuronal markers HuC/D
and NeuN were observed, indicating enhanced neuronal differentiation. This TGF-B induced
neurogenesis was dependent on the activation of Smad-proteins and on the developmental
stage of the respective progenitors. While E14.5 derived progenitors did not respond with
increased neurogenesis to the TGF-f3 stimulus, later-stage progenitors of E16.5 produced
around 34% more neurons compared to unstimulated cultures.

Furthermore this study identified several downstream target genes of the TGF-f signalling
pathway in primary hippocampal cultures isolated from E16.5 mouse embryos.

These TGF-p regulated genes included molecules of the extracellular matrix like Ctgf, Timp3,
TenascinC and the integrins a3 and o5, as well as molecules which exert regulating
functions on members of the TGF- superfamiliy themselves like Smad7, Igf2r and Fstl3.

Due to the regulation of genes involved in the mediation of Notch and Wnt signals a cross
talk between TGF-f signalling pathways and the developmentally important Notch and Wnt
signalling pathways were discovered. Furthermore TGF-f influenced the expression of genes
with a role in neuronal differentiation like Gata2, Runx1, 1d3 and Nedd9.

By investigating the implications of a loss of function of the TGF-B-induced target genes Ctgf,
Gata2, Runx1 and Nedd9 using siRNA mediated knock-down or knock-out animals, Nedd9
was identified as essential signalling component for TGF-B-dependent increase in neuronal
differentiation. Expression of this scaffolding protein, that is mainly described as signalling
molecule of the integrin pathway through focal adhesions, was not only induced after TGF-f3
treatment but was also associated with morphological changes of the Nestin-positive
progenitor pool observed upon exposure to TGF-B. This morphological changes seemed to
represent the TGF- mediated transition from one type of progenitor cells to another, more

differentiated type.



Summary

The results of this study show an implication for TGF-p during the differentiation of neural
progenitors of the forebrain during later phases of their development. In this process TGF-8

may transform the progenitor pool into a status that mediates neuronal differentiation after

induction of the last mitotic division of neural progenitors.
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1 Einleitung

1.1 Die transformierenden Wachstumsfaktoren-g (TGF-f)

Die transformierenden Wachstumsfaktoren-p (transforming growth factors-f, TGF-B) bilden
eine grolle Superfamilie von multifunktionellen Proteinen, zu der mehr als 40 Mitglieder
gehoren, wie die bone morphogenetic proteins (BMPs), Aktivine und Inhibine, das mulillerian
inhibiting protein (AMH) und growth and differentiation factors (GDFs) (Massague, 1990;
Bottner et al., 2000). Sie alle gehéren zur Gruppe der Zytokine. Einige Mitglieder der
Superfamilie, wie z.B. GDNF (glial cell line-derived neurotrophic factor), werden als
neurotrophe Faktoren klassifiziert, da sie neuronales Uberleben und Wachstum férdern und
auch TGF-B kann innerhalb dieser Definition dazu gezahlt werden (Krieglstein et al., 1995).
TGF-B wurde zum ersten Mal 1981 aufgrund seiner Fahigkeit beschrieben, das Wachstum
von Fibroblasten der Niere zu stimulieren (Roberts et al., 1981). Spater stellte sich jedoch
heraus, dass TGF-B Vvielféltige andere Funktionen entfalten kann, die eine starke
Abhangigkeit vom jeweiligen Kontext der Zelle aufweisen. So kann es Proliferation und
Differenzierung, Adhésion und Migration, Uberleben und Apoptose in vielen verschiedenen
Zelltypen steuern (Massague, 1998). Daruber hinaus wurden ihm Funktionen bei der
Angiogenese, Hamatopoese, Immunreaktionen und dem Auf- und Umbau der extrazellularen
Matrix (ECM) zugeschrieben (Bottner et al. 2000).

1.1.1 Die TGF-B-Isoformen

In der Gruppe der TGF-Bs sind flnf Isoformen bekannt, von denen drei (TGF-1, -2, -p3) in
Saugetieren vorkommen (Assoian et al., 1983; Derynck et al., 1988; ten Dijke, 1988; Wrann
et al., 1987). TGF-B4 wurde als Ortholog von TGF-31 im Huhn beschrieben (Jakowlew et al.,
1988) und TGF-B5 konnte in Oocyten des Krallenfrosches Xenopus laevis nachgewiesen
werden (Kondaiah et al., 1990).

Alle TGF-B-Isoformen werden zunachst in einer inaktiven, dimeren Vorstufe synthetisiert. Ein
Signalpeptid leitet das Vorlauferprotein durch das Endoplasmatische Retikulum in den
Sekretionszyklus. Im Golgi-Apparat erfolgt eine Spaltung im C-terminalen Bereich durch die
Protease Furin (Dubois et al., 1995). Das 110-140 Aminosauren umfassende C-terminale
Fragment stellt das eigentliche biologisch aktive TGF-p-Molekdl dar, wahrend der N-
terminale Anteil als /latency-associated protein (LAP) bezeichnet wird (Munger et al., 1997).
Beide Spaltprodukte bleiben zunachst durch nicht-kovalente Wechselwirkungen miteinander

verbunden und bilden einen inaktiven Komplex, den small latent complex (SLC), welcher
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gegenuber der aktiven Form von TGF-§ eine erheblich gréere Biostabilitat besitzt. Zudem
ist der LAP Uber Disulfid-Briicken an das latent TGF-# binding protein (LTBP) gebunden
(Miyazono et al.,, 1988). Die LTBPs dienen dazu, die Stabilitdt des TGF-B-Molekils
sicherzustellen und sind vermutlich auch fir die Steuerung der Freisetzung des TGF-§ in den
Extrazellularraum oder seine Speicherung in der extrazellularen Matrix verantwortlich
(Taipale und Keski-Oja, 1997).

Die endgultige Aktivierung des TGF-B-Molekils wird durch Dissoziation des LAP erreicht.
Dies kann enzymatisch durch Proteasen wie Plasmin, Cathepsin, Thrombospondin-1 und
Matrix-Metalloproteinasen erfolgen (Taipale und Keski-Oja, 1997; Munger et al., 1997;
Crawford et al., 1998; Yu und Stamenkovic, 2000) oder durch physikalische Einwirkungen
wie pH- und Temperaturanderungen (Brown et al., 1990).

Die aktive Form von TGF-B besitzt ein charakteristisches Strukturmotiv aus sechs
Cysteinresten, die drei intramolekulare Schwefelbriicken ausbilden. Dieses Motiv wird als
cystine knot bezeichnet und ist in allen Mitgliedern der Superfamilie konserviert (Bottner et
al., 2000).

1.1.2 Die Rezeptoren der TGF--Superfamilie

Die Signalubertragung von allen Mitgliedern der TGF-B-Superfamilie wird Uber ein
Serin/Threonin-Kinase-Rezeptorsystem vermittelt, welches aus den Rezeptortypen | und I
besteht (Massague, 1998). Dabei handelt es sich um transmembrane Glykoproteine mit
einem Molekulargewicht von 55-70 kDa (Typ |) und 70-100 kDa (Typ Il), die aus einer kurzen
Cystein-reichen extrazellularen Domane zur Bindung des Liganden, einem
Transmembransegment und einer intrazellularen Region mit Serin-Threonin-Kinase-Aktivitat
bestehen (Massague, 1992; Wrana et al., 1994). Die Rezeptoren liegen jeweils als
Homodimer in der Zellmembran vor und bilden im Zuge der Aktivierung einen tetrameren
Komplex aus jeweils zwei Typ | und zwei Typ |l Rezeptoren. Typ | Rezeptoren werden auch
als ALKs (activine receptor-like kinases) bezeichnet. Bisher sind sieben verschiedene Typ |
Rezeptoren (ALK1-7) beschrieben worden und funf Typ Il Rezeptoren, nach ihren
bevorzugten Liganden benannt als BMPRII (bone morphogenetic protein receptor Il), ActRII
und ActRIIB (activine receptor I, 1IB), TBRIl (TGF-B receptor II) und AMHR (anti-miillerian
hormone receptor). Die Vielfalt an Rezeptoren fiihrt zu einer groReren Anzahl von
Kombinationsmdglichkeiten innerhalb des tetrameren Rezeptorkomplexes. Durch diese
kombinatorischen Interaktionen kénnen die Affinitaten der unterschiedlichen Liganden zum
jeweiligen Rezeptorkomplex reguliert werden und auch unterschiedliche Antworten auf die

Bindung desselben Liganden vermittelt werden (Derynck und Zhang, 2003). Tabelle 1 gibt
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eine Ubersicht Uber die verschiedenen Rezeptortypen, ihre bevorzugte Komplexbildung und
die daraus resultierende Aktivierung unterschiedlicher R-Smads.

Eine dritte Gruppe der TGF-B-Rezeptoren stellen die Typ Il Rezeptoren Betaglycan und
Endoglin dar. Diese transmembranen Proteine binden zwar TGF-3, nehmen jedoch nicht
aktiv an der SignalUbermittlung teil. Im Falle des Betaglycan wurde gezeigt, dass es alle drei
TGF-B-Liganden mit hoher Affinitdt zu binden vermag, wahrend Endoglin nur TGF-$1 und
TGF-B3 bindet (Cheifetz et al., 1992; Lopez-Casillas et al., 1994). Als akzessorische
Rezeptoren verbessern sie die Prasentation von TGF-B flr den Rezeptorkomplex und
kénnen so die Rezeptoraktivitat gegeniber dem Ligandenangebot regulieren (Massague und
Wotton, 2000).

Tabelle 1: Kombination der verschiedenen TGF-B-Rezeptoren und die Signalweiterleitung Giber R-Smads
(nach Derynck und Zhang, 2003 ; Lutz und Knaus, 2002)

Rezeptor-Typ Il | Rezeptor-Typ | R-Smad
BMPRII ALK-2,ALK-3, ALK-6 |Smad1, Smad5, Smad8
ActRIIl, ActRIIB |ALK-4 Smad2
ActRIIB ALK-7 Smad?2
AMHR ALK-2, ALK-3, ALK-6 [Smad1, Smad5
TBRII ALK-5 Smad2, Smad3
ALK-1 Smad1, Smad5
ALK-2 Smad1, Smad5

1.1.3  Signaltransduktion durch TGF-

Der TGF-B-Rezeptor Typ Il (TBRII) stellt eine standig aktive Kinase dar, im Gegensatz dazu
muss die Typ | Rezeptor-Kinase zunachst aktiviert werden. Dieser Vorgang wird durch das
Binden des Liganden an den Typ |l Rezeptor eingeleitet. Der Ligand-Rezeptorkomplex
rekrutiert einen Typ | Rezeptor, wodurch sich eine kurzlebige Verbindung aus dem Liganden
TGF-B und den beiden Rezeptortypen ausbildet. In diesem Komplex phosphoryliert TBRII die
Glycin-Serin reiche Domane (GS-Domane) des TGF-B-Rezeptor Typ | (TBRI) an Serin- und
Threonin-Resten (Wrana et al., 1994). Durch die Phosphorylierung kommt es zu einer
Konformationséanderung des Typ | Rezeptors und damit zur Freigabe des bisher sterisch
behinderten katalytischen Zentrums der Kinase des TPRI (Dennler et al., 2002). Aktivierte
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Typ | Rezeptoren kdnnen im Anschluss mit einer Reihe von spezifischen, zytoplasmatischen
Proteinen interagieren, als deren wichtigste Gruppe die Familie der Smad-Proteine zu
nennen ist. Eine Schlusselrolle bei der TBRI-Smad-Interaktion kommt dabei einer speziellen
Region in der Kinase-Domane des TBRI zu, die als L45-loop bezeichnet wird (Feng und
Derynck, 1997). In dieser Region bestimmt ein Austausch von nur vier Aminosauren die
Spezifitat fur die Smad-Isoformen und separiert so TGF-f von BMP-Signalwegen (Chen et
al., 1998; Persson et al., 1998).

Darliber hinaus existieren aber auch Signaltransduktionswege, die unabhangig von Smad-
Proteinen sind.

Die TGF-B-Signaltransduktion kann bereits auf dem Level der Rezeptor-Aktivierung reguliert
werden. Zum einen kénnen die akzessorischen TGF-B-Rezeptoren des Typs Il die Aktivitat
durch erleichterte Bindungen der Liganden steigern, zum anderen kann durch die Bindung
von FKBP12 an die unphosphorylierte GS-Domane des Typ | Rezeptors eine Aktivierung
sterisch verhindert werden (Huse et al., 1999). FBPK12 hat in diesem Zusammenhang
vermutlich die Aufgabe, die zufallige Aktivierung der TGF-B-Signalkaskade zu minimieren,
die durch Liganden-unabhangige Begegnungen von Typ | und Typ |l Rezeptoren entstehen.
Das TGF-p-receptor-interacting protein (TRIP) 1 interagiert mit dem ligandengebundenen
Typ Il Rezeptor und hemmt die TGF-B-Signalaktivitdt (Choy und Derynck, 1998). Eine
ahnliche Funktion besitzt auch der Translationsfaktor elF2a (McGonigle et al., 2002). Der
Pseudorezeptor BAMBI (BMP and activin membrane-bound inhibitor) bildet inaktive Dimere
mit TBRI und blockiert so die Signaltransduktion (Onichtchouk et al., 1999).

1.1.4 Die Familie der Smad-Proteine

In Drosophila wurden durch genetisches Screening nach intrazelluaren Molekilen, welche
die Wirkung von dem TGF-B-Funktionshomolog decapentaplegic (Dpp) verstarken, neue
zytoplasmatische Signalproteine entdeckt, die so genannten mother’s against
decapentaplegic (mad) Proteine (Raftery et al., 1995; Sekelsky et al., 1995). Auch im
Fadenwurm Caenorhabditis elegans wurden nachfolgend homologe Proteine identifiziert,
namlich sma2, sma3 und sma4 (Savage et al., 1996). SchlieRlich fand man auch in hoheren
Organismen, einschlieBlich Saugetieren, homologe Proteine, die als sma/mad verwandte
Proteine, kurz als Smads bezeichnet wurden.

Sie werden weiterhin entsprechend ihrer funktionellen und strukturellen Eigenschaften in drei
Gruppen unterteilt: die Rezeptor-regulierten Smads (R-Smads), die common-mediator
Smads (Co-Smads) sowie die inhibitorischen Smads (I-Smads). Zu den R-Smads zahlen
Smad1, Smad2, Smad3, Smad5 und Smad8. Sie werden direkt durch die Typ | Rezeptor-
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Kinase an Serin-Resten des Carboxy-Endes phosphoryliert und somit aktiviert. Fir den TGF-
B-Signalweg sind vor allem Smad2 und Smad3 von Bedeutung, wahrend Smad1, Smad5
und Smad8 in der BMP-Signaltransduktion eine Rolle spielen (ltoh et al., 2000). Von den Co-
Smads ist bislang nur ein Mitglied identifiziert, das Smad4, es gilt als gemeinsamer
Bindungspartner fiur alle R-Smads. Die inhibitorischen Smads, Smad6 und Smad7, wirken
als Antagonisten, indem sie mit den signaltransduzierenden R- und Co-Smads um die
Bindung an den aktivierten Typ | Rezeptor konkurrieren (Imamura et al., 1997; Nakao et al.,
1997).

Eine hoch konservierte Struktur in Smad-Proteinen sind die MH1- und MH2-Domanen (mad
homolgy domains). Die MH1-Domane befindet sich im N-terminalen Bereich von R-Smads
und Co-Smads, nicht jedoch in inhibitorischen Smads und besitzt DNA-bindende
Eigenschaften (Shi et al., 1998).

Die MH2-Domane, am C-terminalen Ende gelegen, ist fur die Interaktion mit Proteinen und
die Transkriptionskontrolle von Bedeutung (Massague, 1998). Beide Domanen sind durch
eine variable Linker-Region miteinander verbunden. Im basalen Status inhibieren sich die
MH1- und MH2-Doméanen gegenseitig (Hata et al., 1997). Diese Hemmung wird jedoch
durch die ligandengesteuerte Phosphorylierung der R-Smads aufgehoben (Massague,
1998).

1.1.5 Signaltransduktion durch Smad-Proteine

Nach der Phosphorylierung der R-Smads durch die aktivierte TGF-B-Typ I-Rezeptor-Kinase
formen die R-Smads Uber ihre MH2-Domanen Komplexe mit dem Co-Smad Smad4 und
wandern in den Nukleus. Dort kénnen die Smad-Komplexe direkt oder indirekt Gber andere
DNA-bindende Proteine an bestimmte Zielsequenzen der DNA binden, die in der Regel eine
CAGAC-Sequenz oder ahnliche G/C-reiche Sequenzen besitzen, und so die Transkription
beeinflussen. An jedem dieser Schritte kdnnen verschiedene Faktoren regulierend auf die
Smad-Aktivitat einwirken.

Smad anchor for receptor activation (SARA) ist ein Smad-interagierendes Protein, dass im
basalen Status ein Zurtckhalten von Smad2 im Zytoplasma bewirkt. Durch die
Phosphorylierung von Smad2 wird dessen Affinitat fir SARA vermindert und der Kernimport
ermoglicht (Xu et al., 2000). Smad4 besitzt ebenso eine intrinsische, Agonisten-unabhangige
Kernimportfunktion, wird aber im basalen Status durch ein Exportsignal aus dem Kern
ferngehalten (Watanabe et al., 2000). Das TpRI-associated protein-1 (TRAP-1) hilft bei der
Rekrutierung von Smad4 und bringt es in die Nahe des TPRRI/TBRII-Rezeptorkomplexes
(Wurthner et al., 2001).

12
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Aktivierte R-Smad/Smad4-Komplexe, die den Kern erreichen, besitzen allein oft nur eine
geringe Affinitat gegenuber den Zielgensequenzen. Andere Faktoren sind daher notwendig,
um eine selektive Bindung des Komplexes an die Zielgene zu erreichen. Die Tatsache, dass
solche Faktoren in unterschiedlichen Zelltypen in unterschiedlichem Ausmal} exprimiert sind,
liefert die Grundlage fir die vielfaltigen, zelltypspezifischen Antwortmaoglichkeiten auf TGF-f3-
Signale (Chen et al., 1997; Hata et al.,, 2000). Als akzessorische Proteine, die bei der
Zusammensetzung des Transkriptions-Initiationskomplexes und zur verstarkten Transkription
Smad-regulierter Gene beitragen, sind beispielsweise DNA-bindende Adaptoren wie der
forkhead activin signal transducer-1 (FAST-1) und Mixer beschrieben worden (Chen et al.,
1996; Germain et al., 2000). Ein wichtiger Co-Aktivator der Transkription stellt CBP/p300 dar
(Yingling et al., 1997; Janknecht et al., 1998). Neben diesen Co-Aktivatoren existieren auch
Co-Repressoren, wie der TG3-interacting factor (TGIF), das Sloan-kettering Institute proto-
oncogen (Ski) und das Ski-related novel gene N (SnoN) (Wotton et al., 1999; Sun et al.,
1999; Luo et al., 1999). Diese Proteine binden und aktivieren direkt oder indirekt Histon-
Deacetylasen und verursachen somit eine Kondensation des Chromatins an den
Zielgenpromotoren. Ski und SnoN werden durch Stimulation mit TGF-B schnell degradiert,
spater erhoht sich ihr Level wieder, wodurch ihre Funktion vermutlich darin besteht, die
Smad-Aktivitat im basalen Status gering zu halten und die Smad-abhangige Genregulation
zeitlich verzogert wieder abzuschalten. TGIF dagegen wird durch TGF-B induziert und
scheint vielmehr die Amplitude der transkriptionellen Antwort zu begrenzen (Stroschein et al.,
1999; Sun et al., 1999).

Die Menge an verfigbaren R-Smads kann durch die Ubiquitin-Ligasen Smurf1 und Smurf2
(Smad-ubiquitination-regulatory factor) reguliert werden. Diese Faktoren haben eine
antagonistische Wirkung, indem sie die R-Smads ubiquitinieren und sie somit der

proteasomalen Degradation zuflihren (Zhu et al., 1999; Arora und Warrior, 2001).

1.1.6 Smad-unabhangige Signaltransduktion

Die TGF-B vermittelte Signaltransduktion kann auch unabhangig von der Aktivierung von
Smad-Proteinen erfolgen. Dabei spielt vor allem die Familie der MAP (mitogen activated
protein) Kinasen eine wichtige Rolle. Zu den Unterfamilien der MAP-Kinasen, die durch TGF-
B aktiviert werden zahlen die ERK- (extracellular signal-regulated kinase), JNK- (Jun N-
terminal kinase) und p38-MAP-Kinase (Derynck und Zhang, 2003). Eine Aktivierung mit
langsamer Kinetik kann ein Ergebnis der Smad-abhangigen Transkription sein, jedoch
spricht die beobachtete Aktivierung innerhalb von funf bis 15 Minuten fur einen anderen
Signalweg, der nicht auf den Weg Uber den Zellkern angewiesen ist (Massague und Chen,

2000). Versuche mit Smad4-defizienten Zellen oder dominant-negativen Smads
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demonstrieren, dass die Aktivierung der JNK durch TGF-B, unabhangig von den Smad-
Proteinen ist (Engel et al., 1999).

Neben Smad-unabhangigen Effekten kdnnen die MAPK-Signaltransduktoren auch wieder
mit den Smad-Proteinen zusammenwirken, indem sie R-Smads phosphorylieren und somit
deren Aktivitat regulieren (Kretzschmar et al., 1999; Engel et al., 1999; Funaba et al., 2002).
Zusatzlich kann die MAPK-Aktivierung direkte Effekte auf Smad-interagierende
Transkriptionsfaktoren ausiuben und somit die TGF-B vermittelte Transkription regulieren
oder, je nach Zellkontext, den Smad-Signalweg negativ beeinflussen (Bakin et al., 2002; Yu
et al., 2002). Umgekehrt haben auch die Smads regulatorischen Einfluss auf die MAPK, so
kann z.B. Smad7 die Aktivierung der JNK verstarken (Mazars et al., 2001).

In Abhangigkeit von der Zelllinie kann TGF-B kleine Rho-GTPasen wie RhoA, Rac und
Cdc42 aktivieren (Bhowmick et al., 2001; Edlund et al., 2002).

Rac und Cdc42 konnen ihrerseits wieder die Aktivierung von JNK- und p38-MAPK-
Signalwegen regulieren (Derynck und Zhang, 2003). Die GTPasen sind auf3erdem an der
TGF- induzierten Epithel-Mesenchym-Transformation beteiligt, indem sie Veranderungen in
der Organisation des Zytoskeletts vermitteln (Yu et al. 2002; Bhowmick et al., 2001). Des
Weiteren kénnen die Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) mit inrem Effektor Akt (Bakin et al.,
2000) und der PP2A/p70°% —Signalweg durch TGF-p aktiviert werden.

Die Abbildung 1 gibt eine vereinfachte Ubersicht (iber die Smad-abhéngige und Smad-
unabhangige TGF-B-Signaltransduktion wieder.
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Abbildung 1: Schematische Ubersicht iiber die Smad-abhingigen und die Smad-unabhingigen
Signaltransduktionswege (modifiziert nach Derynck und Zhang, 2003)
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1.1.7 Expression von TGF- und deren Rezeptoren im Nervensystem

Im sich entwickelnden Zentralnervensystem (ZNS) werden alle drei TGF-B-Isoformen
exprimiert. Wahrend TGF-p2 und TGF-B3 weit verbreitet sowohl in Neuronen als auch in
Gliazellen anzutreffen und meist co-exprimiert sind, findet sich die Expression von TGF-$1
im intakten, unverletzten Nervensystem Uberwiegend in den Meningen und im Plexus
choroideus (Flanders et al., 1991). Es gibt aber auch Hinweise auf die Expression von TGF-
B1 in proliferativen Regionen wahrend der Cortexentwicklung sowie in der gesamten
cortikalen Platte (Miller, 2003).

Immunreaktivitdt von TGF-B2 und 3 wurde wahrend der Embryonalentwicklung der Maus
zuerst ab E12,5 in radialen Gliazellen und ab E15 auch in Neuronen und Gliazellen des
Gehirns und Riickenmarks gefunden (Flanders et al., 1991).

Die zur Signallbertragung erforderlichen Rezeptortypen TBRI und TBRII sind im ZNS
ebenfalls ubiquitéar vorhanden. Die mRNA des TBRII konnte bereits ab E12,5 im Neuroepithel
nachgewiesen werden (Falk et al., 2008) und wird auch nachfolgend im Cortex, Mittelhirn,
Cerebellum, Hirnstamm und Hippokampus in einer Vielzahl von Zellen wie Neuronen,
Astroglia, Mikroglia, Endothelzellen und anderen nicht-neuronalen Zellen wie jenen des
choroidalen Plexus exprimiert (Bottner et al., 1996; Morita et al., 1996; Ata et al., 1999; de
Groot et al., 1999). TBRI und TBRII werden auch von radialen Gliazellen exprimiert (Galter et
al., 1999; Miller, 2003), was auf eine mogliche Bedeutung des TGF-B-Systems fir diesen
Zelltyp hindeutet, der inzwischen wahrend der Gehirnentwicklung als Stamm- oder
Vorlauferzelle fur neurale Zellen identifiziert wurde (Malatesta et al., 2003).

Im adulten System sind TGF-B2 und TGF-3 in allen Arealen des ZNS weit verbreitet und
werden gleichfalls sowohl von Gliazellen als auch von Neuronen exprimiert (Flanders et al.,
1998; Bottner et al., 2000; Unsicker und Strelau, 2000). TGF-p1 ist auch hier Uberwiegend in
den Meningen und im Plexus choroideus zu finden, allerdings wird es nach Verletzungen des
ZNS auch von astroglialen, mikroglialen und neuronalen Zellen verstarkt exprimiert (Flanders
et al.,, 1991; Unsicker et al., 1991; Constam et al., 1992; Zhu et al., 2000; Unsicker und
Krieglstein, 2002).

1.1.8  Funktionen von TGF-$ im Nervensystem

Ebenso wie in anderen Organsystemen sind auch die Wirkungen von TGF-B auf das
Nervensystem vielfaltig und stark vom jeweiligen molekularen Kontext abhangig.
So kann TGF-B einerseits das Uberleben von Neuronen férdern und sie gegeniiber

neurotoxischen Substanzen schitzen (Krieglstein et al., 1995a; Krieglstein et al., 1995b;
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Krieglstein und Unsicker, 1994; Krieglstein und Unsicker, 1996), aber auch Apoptose férdern
(Krieglstein, 2006; Krieglstein et al., 2000). Die neurotrophen Wirkungen von TGF- beruhen
dabei haufig auf einem synergistischen Zusammenwirken mit anderen neurotrophen
Faktoren. So konnte gezeigt werden, dass TGF-B fir die neurotrophe Wirkung von GDNF
auf periphere und zentrale dopaminerge Neurone essentiell ist (Krieglstein et al., 1998b).
Des Weiteren moduliert TGF-B als wichtiger Co-Faktor die neurotrophe Wirkung von CNTF
(ciliary neurotrophic factor) und FGF-2 (fibroblast growth factor-2) in Neuronen des Ganglion
ciliare (Krieglstein et al., 1998a) und von Neurotrophin (NT)-3 und NT-4 in Hinterwurzel-
Neuronen (Krieglstein und Unsicker, 1996). In TGF-f1-deletierten (TGF-$1 (-/-)) neonatalen
Mausen kommt es zu einer vermehrten Degeneration von Neuronen und heterozygote (TGF-
p1 (+/-)) Tiere zeigen eine erhohte Empfindlichkeit gegenuber neurotoxischen Stimuli,
wahrend die astrogliale Uberexpression von TGF-B die Neurone vor Degeneration nach
akuten, chronischen und exzitotoxischen Verletzungen schitzt (Brionne et al., 2003).

TGF-B kann auflerdem die Proliferation und Differenzierung von neuralen Zellen
beeinflussen. So wurde eine inhibierende Wirkung auf die Proliferation von Astrozyten
(Lindholm et al., 1992; Morganti-Kossmann et al., 1992; Rich et al., 1999) und Mikroglia
(Suzumura et al., 1993) beschrieben. Dabei konnte TGF-f die Proliferationsrate entweder
unmittelbar beeintrachtigen oder aber die wachstumsférdernde Wirkung von FGF, EGF
(epidermal growth factor), PDGF (platelet-derived growth factor) und Interleukin2
antagonisieren (Hunter et al.,, 1993; Vergeli et al., 1995). Darliber hinaus wurden auch
Hinweise auf eine differenzierungsférdernde Wirkung auf Astrozyten gefunden (de Sampaio
e Spohr et al., 2002; Sousa Vde et al., 2004).

Eine anti-proliferative Wirkung von TGF-§ konnte ebenso fur kultivierte fotale cortikale (Miller
und Luo, 2002), postnatale cerebelldare (Constam et al., 1994) und retinale (Close et al.,
2005) Vorlaufer und Neuroblasten gezeigt werden.

Der Wnt-1 induzierte konditionale Verlust des TBRII in der Maus flihrt spezifisch im dorsalen
Mittelhirn zu einer erhohten Zellproliferation neuroepithelialer Zellen (Falk et al.,, 2008).
Ebenso im Mittelhirn kann TGF-$ eine differenzierende Wirkung auf Progenitoren austben
und fordert dort sowohl die Entstehung von Neuronen als auch die Ausbildung eines
dopaminergen Phanotyps. Dies konnte sowohl in vitro an dissoziierten Kulturen des
Mittelhirns von E12,5 Ratten und in vivo an frihen Hihnchenembryonen beobachtet werden,
wo eine Neutralisation von TGF-B zu einem Verlust ventraler dopaminerger Neurone fuhrte
(Farkas et al., 2003). In Neurospheren, generiert vom ventralen oder dorsalen Mittelhirn aus
E12,5 Mauseembryonen flhrt eine Behandlung mit TGF-B ebenso zur Entstehung
dopaminerger Neurone. In diesem Kontext induziert TGF-$ die Differenzierung, beeinflusst

jedoch nicht die Proliferation der Progenitoren (Roussa et al., 2006).
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Uber die Wirkung von TGF-B auf adulte neuronale Stammzellen des Hippokampus existieren
kontroverse Daten, wahrend Wachs et al. (2006) eine Inhibierung der Neurogenese in vitro
und in vivo nach intracerebroventrikularer Infusion von TGF-3 beschreiben, berichten Battista
et al. (2006) von einer verstarkten Neurogenese in TGF-p behandelten, adulten neuronalen
Stammzellen in vitro und in adrenalektomisierten Ratten in vivo, bei denen die erhohte
Expression von TGF-3 mit einer vermehrten Neurogenese korrelierte.

Die antiproliferativen Eigenschaften von TGF-p auf viele Zelltypen werden vermutlich Gber
eine vermehrte Expression der cyclin dependent kinase inhibitors (CDKIs), hauptsachlich
p15INK4B und p21CIP1, vermittelt (Datto et al., 1995; Hannon et al., 1994; Reynisdottir et
al.,1995). CDKIls bewirken eine Arretierung des Zellzyklus, indem sie mit den cyclin
dependent kinases (CDKs) interagieren, welche fur die Progression des Zellzyklus wichtig
sind. p21CIP1 interagiert mit CyclinE/CDK2 Komplexen und inhibiert so die CDK2-Aktivitat
und die Progression des Zellzyklus in der G1-Phase (Massague et al., 2000; Reynisdottir et
al., 1995). Dagegen kann p15INK4B sowohl CDK4 und CDK®6 direkt inhibieren, als auch mit
deren Komplexen mit CyclinD assoziieren. Im letzteren Fall inaktiviert dies nicht nur die
katalytische Aktivitat der CDKs, sondern verdrangt gebundenes p21CIP1 oder p27KIP1 aus
der Bindung an CDK4 oder CDKG6. Dies fiihrt Uber eine einfache stéchiometrische
Verschiebung zu einer vermehrten Inhibition von CDK2, welches dann in fast vollem Umfang
inhibiert ist, und die Progression des Zellzyklus so unterbindet (Massague et al., 2000;
Reynisdottir et al., 1995; Sandhu et al., 1997).

Auch in neuronalen Progenitoren konnte ein Zusammenhang zwischen Zellzyklusarrest und
verstarkter Expression des CDKI p21CIP1 beobachtet werden. So fuhrte eine Behandlung
mit TGF-B in cortikalen neuroepithelialen Kulturen von E10,5 Mausen (Seoane et al., 2004)
und in organotypischen Schnittkulturen des Cortex von E16,5 Ratten (Siegenthaler und
Miller, 2005) sowohl zu einer Arretierung des Zellzyklus als auch zu einer Hochregulation
von p21Cip1.

Auf welche Weise TGF-B seine differenzierungsférdernden Wirkungen entfalten kann, ist
dagegen noch unklar. Es ist aber anzunehmen, dass dies ebenfalls durch die Regulation von

Zielgenen geschieht und spezifisch flir den jeweiligen zellularen Kontext ist.

1.2 Neurogenese im Telencephalon

Die Neurone des zentralen Nervensystems entstehen wahrend der Embryonalentwicklung
aus einer einschichtigen Zelllage neuroektodermaler Zellen, welche die Wand des
Neuralrohrs formen und als Neuroepithel bezeichnet werden. Im Verlauf der weiteren
Entwicklung wird das Neuroepithel zu einem mehrschichtigen Gewebe, dessen innerste

Schicht die Ventrikularzone bildet und die primare proliferative Zone im Neuroepithel
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darstellt. Ausgehend von diesen Neuroepithelzellen entwickeln sich die Neurone, Astrozyten
und Oligodendrozyten in zeitlich koordinierter Reihenfolge, wobei zuerst Neurone, dann
Astrozyten und zuletzt Oligodendrozyten entstehen (Bayer und Altmann, 1991; Sauvageot
und Stiles, 2002). Im Cortex der Maus werden Neurone hauptsachlich zwischen dem
Embryonaltag 10 (E10) und E17 gebildet, wahrend die ersten Astrozyten etwa ab E16
erscheinen und den Hohepunkt ihrer Entwicklung in den ersten Tagen nach der Geburt
erreichen. Differenzierte Oligodendrozyten werden dagegen erst postnatal beobachtet
(Altmann und Bayer, 1991) (Abbildung 2A). Diese Abfolge kann auch an kultivierten Zellen
beobachtet werden. Primare cortikale Zellen aus E10-E12 Embryonen generieren in den
ersten Tagen in vitro ausschliel3lich Neurone, gefolgt von der sequenziellen Generierung von
Astrozyten und Oligodendrozyten bei fortgesetzter Kultivierungsdauer (Qian et al., 2000)
(Abbildung 2B). Diese Beobachtung spricht dafir, dass ein intrinsisches Programm die
zeitliche Differenzierung der Progenitoren steuert. Experimente mit Co-Kulturen, in denen
multipotente Progenitoren unterschiedliche Zellschicksale annehmen, je nachdem ob sie
dem neurogenen Milieu embryonaler cortikaler Explants oder dem gliogenen Milieu
postnataler cortikaler Explants ausgesetzt waren, legen jedoch nahe, dass auch extrinsische
Faktoren, wie z.B. Wachstumsfaktoren, eine Rolle bei der Festlegung des Zellschicksals

spielen (Morrow et al., 2001).

Neurone Astrozyten Oligodendrozyten
(@) In vivo-
Entwicklung
T | T T T | T T T 1 ] I ] | T L]
E E10 E12 E14 E16 E18 E20 P1 P3 P5 P7 P9 P11 P13 P15 P17
(b) Differenzierung R — -. - _—
von E12 Langzeit- |
kulturen L PR I/\\

Abbildung 2: Die Entwicklung cortikaler Progenitoren erfolgt in einer zeitlich koordinierten Abfolge
(modifiziert nach Sauvageot und Stiles, 2002)

(A) In vivo werden Neurone hauptsachlich zwischen E10 und E17, Astrozyten zwischen E16 und der ersten
postnatalen Woche gebildet. Die Generieung von Oligodendrozyten erreicht ihr Maximum in der spateren
postnatalen Entwicklung

(B) Kultivierte Progenitoren isoliert aus dem Cortex von E12 Mauseembryonen zeigen eine analoge zeitliche
Reihenfolge in der Differenzierung von Neuronen, Astrozyten und Oligodendrozyten, was auf das Vorhandensein

intrinsischer Faktoren hindeutet, die das Zellschicksal bestimmen.
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1.2.1 Neuronale Stamm-und Vorlauferzellen und die verschiedenen

Typen ihrer Zellteilung

Im Telencephalon lauft die Differenzierung neuronaler Stamm- und Vorlauferzellen zu
Neuronen in mehreren Phasen ab, wobei verschiedene Populationen von Progenitoren
beteiligt sind: die Neuroepithelzellen, die auch als Stammzellen bezeichnet werden, die
Radialglia und die basalen Progenitoren (Go6tz und Huttner, 2005). In der ersten Phase
werden durch symmetrische, proliferierende Teilungen aus einer Neuroepithelzelle zwei
neuroepitheliale Tochterzellen gebildet, die anschlieRend wieder in den Zellzyklus eintreten.
In dieser Phase kommt es also zu einer Expansion des Pools an Vorlauferzellen. In der
zweiten Phase gehen Neuroepithelzellen von der Proliferation zur Neurogenese tber. Dabei
kommt es zu einem Wechsel von den symmetrisch-proliferierenden Zellteilungen zu
asymmetrisch-differenzierenden Teilungen. Hierbei wird neben einer Neuroepithel-
Tochterzelle auch eine starker differenzierte Zelle wie eine pluripotente Vorlauferzelle ohne
Stamzellcharakter oder ein postmitotisches Neuron generiert. Die Zahl an Neuroepithelzellen
bleibt konstant, wahrend die an Neuronen ansteigt. Die pluripotenten Vorlduferzellen kénnen
sich ebenfalls wieder auf selbsterneuernde Weise asymmetrisch-differnzierend teilen oder
sie gehen symmetrisch-differenzierende Teilungen ein, wobei z.B. zwei Neurone entstehen.
Dabei wird die Population an Progenitoren aufgebraucht.

Radiale Gliazellen stellen solche pluripotenten Vorlauferzellen dar, die nach und nach die
Neuroepithelzellen ersetzen und sowohl Neurone als auch Gliazellen hervorbringen kénnen.
Die Radialglia teilen sich an der apikalen Oberflache des Ventrikels des Telencephalons und
generieren direkt oder indirekt die meisten Neurone des Gehirns. Sie zeichnen sich durch die
Expression einiger astroglia-typischer Moleklle aus, wie dem astrozyten-spezifischen
Glutamattransporter GLAST, dem Ca?*-bindenden Protein S1008, GFAP (glial fibrillary acidic
protein), Vimentin und BLBP (brain-lipid-binding protein), dariber hinaus exprimieren sie den
neuroepithelialen Marker Nestin (G6tz und Huttner, 2005).

Die basalen Progenitoren stellen vermutlich einen noch starker spezifizierten Vorlauferzelltyp
dar. Sie gehen aus Mitosen von Neuroepithelzellen und radialen Gliazellen hervor. Im
Gegensatz zu den Radialglia teilen sich die basalen Progenitoren an der basalen Seite der
Ventrikularzone, wo sich eine zweite proliferative Zone, die Subventrikularzone (SVZ) bildet
(Campbell und Goétz, 2002). Basale Progenitoren unterscheiden sich von Neuroepithelzellen
und Radialglia durch die Expression verschiedener Gene, wie z.B. der Transkriptionsfaktoren
Tbr2, Cux1 und Cux2 sowie der nicht kodierenden RNA Svet1 (Go6tz und Huttner, 2005). Bei
der Beteiligung von basalen Progenitoren an der Neurogenese kann man anstatt der
asymmetrisch-neurogenen Zellteilungen genauer von asymmetrisch-differenzierenden

Teilungen sprechen, da aus einer Vorlauferzelle (Neuroepithelzelle oder Radialglia) zwei
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Vorlauferzellen mit unterschiedlichem Differenzierungsgrad hervorgehen (z.B. eine radiale
Gliazelle und ein basaler Progenitor) Die basalen Progenitoren erzeugen dann in
symmetrisch-neurogenen Teilungen ausschlieBlich Neurone. Abbildung 3 gibt eine
schematische Ubersicht (iber die auftretenden Zellteilungen wahrend der Entwicklung des
Cortex mit (A) und ohne (B) Beteiligung der basalen Progenitoren.

Wie der Wechsel von symmetrischen zu asymmetrischen Teilungen zustande kommt, ist
noch nicht vollstandig geklart. Wahrend der Neurogenese von Drosophila wird der Wechsel
des Zellschicksals durch eine wesentliche Anderung der Orientierung der Teilungsebene,
namlich von vertikal zu horizontal, verursacht (Matsuzaki, 2000; Knoblich, 2001; Wodarz und
Huttner, 2003).

Ahnliches wurde auch im embryonalen Gehirn von S&augern beobachtet (Smart, 1973;
Landrieu and Goffinet, 1979; Heins et al, 2001). Wahrend eine vertikale Teilungsebene die
gleiche Verteilung der unterschiedlichen apikalen und basolateralen Zellbestandteile auf
beide Tochterzellen gewahrleistet, erbt bei einer horizontalen Teilungsebene nur eine der
Tochterzellen alle apikalen Komponenten einschliel3lich der Zell-Zell-Kontakte und bleibt
daher Progenitor. Allerdings sind horizontale Teilungsebenen in Neuroepithelzellen von
Saugern, im Gegensatz zu Neuroblasten in Drosophila, selten und nur flr einen sehr
geringen Teil der asymmetrisch-neurogenen Zellteilungen verantwortlich. Vielmehr flhrt
bereits eine geringfiigige Abweichung der Teilungsebene von der vertikalen Orientierung
dazu, dass eine der beiden Tochterzellen keine apikalen Komponenten und Zell-Zell-
Kontakte erbt und Neuron wird (Kosodo et al., 2004).

a / \symmetrisch-praliferative Teilung
/ \isymmetrisch—neurogene Teilung
iil | asymmetrisch-neurogene Teilung
/ \fymmetrisch—neurogene Teilung
b / symmetrisch-proliferative Teilung
\fsymmetrisch-diﬁerenzierende Teilung
symmetrisch- asymmetrisch-differenzierende Teilung

neurogeneTeilung .~

| =ln
symmetrisch-differenziernde Teilung
symmetrisch- ¥ e N\

neurogene Teilung EP symmetrisch-neurogene
symmetrisch- / ¥ ™\ Teilung
neurogeneTeilung [N N IN
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Abbildung 3: Typen der Zellteilung wahrend der Neurogenese (modifiziert nach G6tz und Huttner, 2005)
(A) Bei der symmetrisch-proliferativen Teilung erzeugt eine Neuroepithelzelle zwei neue Epithelzellen und
erweitert somit den Stammzellenpool. Die asymmetrisch-neurogene Zellteilung fihrt zur Bildung eines Neurons
und einer weiteren Vorlauferzelle, die aber nicht mehr tUber den Stammzellencharakter der Neuroepithelzellen
verfugt. Die symmetrisch-neurogene Teilung fihrt zur Bildung von zwei Neuronen.

(B) Unter der Annahme der Beteiligung von basalen Progenitoren kann man statt der asymmetrisch-neurogenen
Teilung eher von asymmetrisch-differenzierenden Teilungen sprechen, bei denen aus einer Vorlduferzelle zwei
Vorlauferzelltypen mit unterschiedlichem Differenzierungsgrad entstehen. Basale Progenitoren erzeugen durch
symmetrisch-neurogene Zellteilungen ausschlief3lich Neurone. N: Neuron, NE: Neuroepithelzelle, RG: Radialglia,

BP: basaler Progenitor

Nach dem Austritt aus dem Zellzyklus wandern die neugeborenen Neurone aus der
Ventrikularzone aus und migrieren in radialer Richtung zu ihrem Zielort im Cortex. Radiale
Gliazellen, die die cortikale Schicht durchziehen, dienen dabei als Gerust und unterstitzen
die Migration der Neurone (Schmechel und Rakic, 1979).

Die neugeborenen Neurone und neuronalen Vorlauferzellen migrieren in der Reihenfolge, in
der sie generiert werden. Die erstgeborenen Neurone bilden etwa ab E11 die Preplate. Eine
darauf folgende Welle migrierender Zellen ab etwa E13 teilt die Preplate in zwei Schichten:
die oberhalb gelegene Marginalzone, welche die ersten sich differenzierenden Neurone, die
Cajal-Retzius-Zellen, enthalt, und die darunter liegende Subplate.

Neuronale Vorlauferzellen, die die tieferen Schichten des Cortex bilden, werden friiher
geboren, als solche, die oberflachennahe Schichten bilden. Spater geborene Zellen
durchwandern die friher gebildeten Schichten in einem so genannten Inside-out-
Mechanismus (Gillies und Price, 1993). Im adulten Zustand besteht der Cortex aus sechs
Schichten, von denen jede Schicht Neurone mit bestimmten Eigenschaften enthalt, die sich
anhand ihrer Morphologie, ihrer Projektionsmuster, ihres Neurotransmitter-Phanotyps und
ihres Genexpressionsmusters unterscheiden (Guillemot et al., 2006). Die Neurone der
tieferen Schichten V und VI werden zwischen E10 und E14 der Embryonalentwicklung
gebildet, wahrend Progenitoren nach E14,5 Neurone der oberen cortikalen Schichten 1V, llI
und Il hervorbringen (McConnell, 1988). Am Zeitpunkt E16,5 ist die Wanderung der
neugeborenen Neurone in die unteren Schichten V und VI bereits zum grofiten Teil
abgeschlossen. Die Bildung der oberen Schichten setzt sich dagegen noch bis in frihe
postnatale Phasen fort. Dabei wird das Potential der Progenitoren in der Ventrikularzone, die
verschiedenen neuronalen Subtypen hervorzubringen, mit fortschreitender Entwicklung mehr

und mehr begrenzt (Frantz und McConnell, 1996).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der

| Schichtenbildung im Cortex (aus Molyneaux
m et al., 2007)
Cp Die zuerst geborenen Neurone bilden die
Preplate (PP), welche spater in die Marginalzone
CP v L (MZ) und die darunter ligende Subplate (SP)
y Vi y iete.ilt wird. Die cortikale Platte (CP), aus de'r die
Cp Vi chichten des Cortex hervorgehen, entwickelt
SP I SP I I SP I sich zwischen diesen beiden Schichten, indem
PP Iz 7 die spater geborenen Neurone durch die Schich-
SVZ - ten der friiher geborenen Neurone hindurch-
V7 Vi vz VL 7 WM wandern. CH: cortical hem; Ncx: Neocortex; 1Z:
VZ VZ Intermediarzone; LGE: lateral  ganglionic

- eminence; MGE: medial ganglionic eminence;
E105 ElLS EIZ5 El45 El6.5 Adult SVZ: Subventrikularzone; VZ: Ventrikularzone;
WM: Weille Substanz

1.2.2 Einfluss intrinsischer Faktoren auf die Neurogenese cortikaler

Stamm- und Vorlauferzellen

Die Differenzierung von Stammzellen zu neuronal-spezifizierten Progenitoren erfordert ein
hoch koordiniertes transkriptionelles Programm. Dabei spielen proneurale bHLH- (basic helix
loop helix) Faktoren, wie Mash1, Math1 und Neurogenin 1 und 2 (Ngn1/2) eine zentrale
Rolle.

Klonale Analysen in vitro haben gezeigt, dass die proneuralen Gene eine Restriktion der
Progenitoren auf die neuronale Linie und eine Inhibierung des alternativen astroglialen
Schicksals bewirken (Nieto et al., 2001; Parras et al.,, 2004). Aulerdem kdnnen
unterschiedliche proneurale Gene Einfluss auf die Spezifizierung bestimmter neuronaler
Subtypen nehmen (Bertrand et al., 2002).

Die wichtige Bedeutung von proneuralen Genen fur die Spezifizierung von neuralen
Stammzellen konnte durch die Analysen von Gen-Knock-out Modellen in der Maus
unterstitzt werden. Mash1-deletierte Mause weisen einen Verlust GABAerger Interneurone
im Telencephalon auf (Casarosa et al., 1999). In Einzel- oder Doppel-Mutanten fir Ngn1 und
Ngn2 kommt es zu schweren Defekten im neuronalen Differenzierungsprogramm und einem
Verlust korrekt spezifizierter neuronaler Vorlauferzellen, die dadurch verfriiht in Gliazellen
differenzieren (Fode et al., 2000; Nieto et al., 2001; Sun et al., 2001). Neben Mash1 und
Ngn1/2, die auch als Determinierungsfaktoren bezeichnet werden, existieren weitere
Mitglieder der bHLH-Familie, die spatere Prozesse der neuronalen Differenzierung steuern,
wie NeuroD1, NeuroD, Math2 und Math3. Sie werden zeitlich verzdgert nach den

proneuralen Genen in postmitotischen Neuronen exprimiert.
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Die Aktivitat der proneuralen Gene kann durch zahlreiche Faktoren inhibiert werden, was
dazu fuhrt, dass die Progenitoren in einem undifferenzierten Status gehalten werden. Hes-
Proteine, die als Zielgene des Notch-Signhalweges fungieren, inhibieren die Neurogenese
durch Repression der proneuralen Gentranskription (Kageyama und Ohtsuka, 1999). Ebenso
als transkriptioneller Repressor inhibiert REST/NRSF (neuron-restrictive silencer factor/RE1
silencing transcription factor) die Expression von Mash1 und der Ubergang von neuronalen
Stammzellen zu Neuronen erfordert die Degradation von REST/NRSF (Ballas et al., 2005).
Andere Faktoren inhibieren die Neurogenese, indem sie die Aktivitdt von proneuralen
Proteinen blockieren. |d-Proteine sind strukturverwandt mit bHLH Transkriptionsfaktoren, sie
besitzen ebenso eine HLH-Domane, es fehlt ihnen jedoch die basische DNA-
Bindungsdomane. Sie stéren die Aktivitdt von proneuralen bHLH-Proteinen, indem sie an
deren Bindungspartner, die E-Proteine, binden und sie an der Kontaktierung ihrer Ziel-DNA
hindern (Benezra et al., 1990).

Der Zellzyklusregulator und Determinierungsfaktor Geminin inhibiert die Interaktion der
proneuralen Proteine mit Brg1 und blockiert so deren Aktivitat (Seo et al., 2005). Auch Sox-
Gene der B1-Gruppe wie Sox1, Sox2 und Sox3 spielen eine Rolle bei der Aufrechterhaltung
des undifferenzierten Status von Stammzellen, indem sie die Funktion von proneuralen
Proteinen durch einen bisher unbekannten Mechanismus hemmen (Bylund et al., 2003;
Graham et al., 2003).

Die bHLH Proteine sind jedoch nicht die einzigen Faktoren, die Neurogenese in
multipotenten Progenitoren instruieren. Ein anderes wichtiges Molekdl in diesem
Zusammenhang ist der Transkriptionsfaktor Pax6. Ein Verlust der Pax6 Funktion flihrt zu
einer reduzierten Zahl von cortikalen Neuronen (Hack et al., 2005; Heins et al., 2002). Dabei
fordert Pax6 die Neurogenese zumindest zum Teil durch die direkte Aktivierung der
Transkription von Ngn2. Es wurden aber wichtige Unterschiede zwischen der Funktion von
Pax6 und den proneuralen Genen beobachtet, so dass Pax6 auch Uber Ngn2-unabhangige
Mechanismen zu agieren scheint. In Pax6 (-/-) Mutanten kommt es zwar zu einer reduzierten
Neurogenese, nicht aber zu verstarkter Generierung von Astrozyten, wie in Ngn2-deletierten
Mausen. Auch kann Pax6 die Neurogenese in postnatalen Astrozyten induzieren, wahrend
bHLH Proteine dazu nicht in der Lage sind (Heins et al., 2002).

1.2.3 Einfluss extrinsischer Faktoren auf die Neurogenese cortikaler

Stamm- und Vorlauferzellen

Die Entwicklung neuraler Progenitoren wird zudem von zahlreichen Faktoren beeinflusst, die
von aullen auf die Zellen einwirken und verschiedene Signalwege aktivieren oder

deaktivieren kdnnen. Dabei kommt es zu einem komplexen Zusammenspiel der einzelnen
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Signalwege und die Selektion eines bestimmten Zellschicksals resultiert aus der Integration
der verschiedenen Signale.

Ein wichtiger Signalweg, involviert in die Steuerung der Neurogenese, ist der Wnt-Signalweg.
Dabei koénnen Wnt-Signale zu unterschiedlichen Zeitpunkten in der Entwicklung
gegensatzliche Auswirkungen haben. In einem frilhen Stadium der cortikalen Entwicklung
fordern Wnt-Signale die Proliferation von Progenitoren. Die Uberexpression einer dominant-
aktiven Form von B-Catenin, dem zentralen Effektormolekil des kanonischen Wnt-
Signalweges, filhrt zu einer Uberproduktion von cortikalen Progenitoren (Chenn und Walsh,
2003), wahrend der Verlust von B-Catenin im Cortex eine Reduzierung der Progenitoren zur
Folge hat (Zechner et al., 2003; Backmann et al., 2005). Ein mdglicher Mediator der
proliferativen Wirkung von Wnt-Signalen im Cortex ist der Transkriptionsfaktor Emx2 (Muzio
et al., 2005)

Im Gegensatz dazu kdnnen Wnt-Signale zu spateren Zeitpunkten in der Entwicklung (nach
E13,5) die Neurogenese fordern. Die Uberexpression von Wnt7a oder eine stabilisierte Form
von B-Catenin fihren dann zu einem Zellzyklusarrest und zu neuronaler Differenzierung
cortikaler Progenitoren, wahrend die Expression von Wnt-Inhibitoren wie Axin und Dkk1 die
Differenzierung verhindern (Hirabayashi et al., 2004). Vermutlich wird der positive Effekt der
Whnt-Signale auf die Neurogenese durch direkte Induktion von Ngn1 und Ngn2 ausgelést,
denn aus in vitro Experimenten geht hervor, dass B-Catenin/Tcf-Komplexe die Promotoren
von Ngn1 und 2 aktivieren kénnen (Hirabayashi et al., 2004; Israsena et al., 2004) und in
Mausen mit cortikaler B-Catenin Deletion kommt es zum Verlust der Ngn2 Expression
(Machon et al.,, 2003). Moglicherweise stimulieren Wnt-Sighale im Zusammenwirken mit
anderen Signalen wie Sonic hedgehog (Shh) und FGF2 die Transformation von Radialglia zu
basalen Progenitoren, die darauf spezifiziert sind, Neurone zu generieren (Viti et al., 2003).
Auch in vitro ist die neurogene Aktivitdt der Wnt-Signale auf spéate cortikale Progenitoren
beschrankt und fuhrt in frihen Progenitoren (E10) zur Inhibierung der Differenzierung
(Hirabayashi und Gotoh, 2005).

Dem Notch-Signalweg wird klassicherweise in erster Linie eine Rolle bei der
Aufrechterhaltung des undifferenzierten Status der Progenitoren wahrend der proliferativen
Phasen der ZNS-Entwicklung zugeschrieben (Artavanis-Tsakonas et al., 1999; Mizutani und
Saito, 2005). In neuerer Zeit wurde jedoch deutlich, dass Notch-Signale komplexere
Funktionen bei der neuralen Entwicklung haben, indem sie die Transformation von
neuroepithelialen Progenitoren zu radialen Gliazellen und im weiteren Verlauf die
Differenzierung von radialen Gliazellen zu Astrozyten unterstiitzen (Anthony et al., 2005;
Gaiano et al., 2000). Dabei aktivieren Notch-Signale direkt die Expression des Radialglia-
Markers BLBP.
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Die Neurogenese wird auch durch verschiedene Wachstumsfaktoren beeinflusst.

FGF2 hat eine grundlegende Funktion bei der Stimulierung der Proliferation telencephaler
Progenitoren (Ghosh und Greenberg, 1995). EGF agiert ebenso als Mitogen flr Progenitoren
und erhalt ihren multipotenten Status, indem es deren Determinierung auf neuronale und
oligodendrogliale Schicksale blockiert (Burrows et al., 1997; Morrow et al., 2001).

Die Differenzierung zu Neuronen dagegen wird durch neurothrophe Faktoren wie NT-3,
BDNF (brain-derived neurotrophic factor) und Wachstumsfaktoren wie PGDF geférdert
(Ghosh und Greenberg, 1995; Menard et al., 2002; Barnabe-Heider und Miller, 2003)

PDGF fordert die Neurogenese in vitro durch die Aktivierung des MEK-ERK-C/EBP
Signalweges (Menard et al., 2002). Cortikale Progenitoren exprimieren BDNF und NT-3
sowie deren Rezeptoren TrkB and TrkC, deren Funktion wichtig fiir das Uberleben dieser
Zellen ist und auferdem die Neurogenese stimulieren kann. Dabei sind zwei
unterschiedliche Signalmechanismen beteiligt. Wahrend die Uberlebensfordernde Funktion
Uber die Aktivierung der PI3-Kinase verlauft, ist die Aktivierung des MEK-ERK Signalweges
fur die differenzierunsfordernde Wirkung verantwortlich (Barnabe-Heider und Miller, 2003) .
Andere Wachstumsfaktoren unterstiitzen eher die Differenzierung zu Gliazellen. CNTF und
LIF (leukemia inhibitory factor) signalisieren dabei iber den JAK-STAT Signalweg, der eine
zentrale Rolle bei der Entwicklung von Astrozyten einnimmt (Bonni et al., 1997; Sauvageot
und Stiles, 2002).

Fir BMPs sind ebenso wie fur Wnt- und Notch-Signale differenzielle Auswirkungen in
Abhangigkeit des Entwicklungsstadiums beschrieben worden. So wurden fordernde
Wirkungen auf die neuronale Differenzierung in frihen cortikalen Explant-Kulturen (E12-13 in
der Maus) beobachtet (Li et al., 1998). In alteren Kulturen neuraler Vorlaufer nach E14
dagegen induzieren BMP2 und BMP4 die Differenzierung zu Astrozyten und unterdricken
die alternative neuronale und oligodendrogliale Entwicklung (Gross et al., 1996; Nakashima
et al., 2001). Die Inhibierung der Neurogenese durch BMP2 wird durch die Induktion der anti-

neurogenen Transkriptionsfaktoren 1d1, 1d3 und Hes5 vermittelt (Nakashima et al., 2001).

1.2.4 Die Entwicklung des Hippokampus

Der Hippokampus nimmt im Telencephalon insofern eine Sonderstellung ein, da er eine
grélRere Anzahl undifferenzierter Stammzellen bis in das Erwachsenenalter aufrecht erhalt.
Diese befinden sich in einer Region, die als Gyrus dentatus (DG) bezeichnet wird.

Wahrend der Embryogenese entwickelt sich der Hippokampus ausgehend von der medialen
Wand des dorsalen Telencephalons. Das Neuroepithel des DG wird durch einen besonderen
Bauplan aufgebaut, der einzigartig im Nervensystem ist. Die Formierung des DG beginnt in

der Maus etwa ab E15, dabei wird das Primordium des DG anfanglich von Cajal-Retzius-
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Zellen und radialen Gliazellen besiedelt, die bei der Histogenese des DG helfen (Rickmann
et al., 1987; Del Rio et al., 1997; Alcantara et al., 1998; Borrell et al., 1999). Anders als in
anderen Cortexregionen beginnen migratorische Progenitoren, und postmitotische Neurone
aus der subventrikularen Zone des DG-Neuroepithels auszuwandern und sich im Bereich der
spateren Hilusregion des Hippokampus anzusiedeln. Dort bilden sie eine ektopische
proliferative Zone, die tertidre Matrix aus, von der aus ab etwa E17 die Kdrnerzellen des DG
generiert werden. Diese sind in einer V-formigen, laminaren Struktur angeordnet (Altman und
Bayer, 1990; Cowan et al., 1980). Die Progenitoren der tertiaren Matrix persistieren bis in
das Erwachsenenalter in einer als Subgranularen Schicht bezeichneten Region im Bereich
des Hilus (Altman und Bayer, 1990; Altman und Das, 1965). Diese Progenitoren kdénnen
wahrend des gesamten Lebens neue Kornerzellen hervorbringen und gelten als Quelle der
adulten Neurogenese.

Welche Molekile die Entwicklung des DG und die Spezifizierung der Zelltypen steuern, ist
noch nicht vollstandig verstanden, aber auch hier scheinen proneurale bHLH-Proteine und
Signalwege wie der Wnt-Signalweg eine wichtige Rolle zu spielen. Wnt-Signale férdern
dabei die Proliferation von DG-Progenitoren. Mausen mit einer Deletion von Whnt3a fehlt
beispielsweise der komplette Hippokampus (Lee et al., 2000), wahrend der Verlust von Lef1
zu erheblichen Defekten des DG und zu verminderter Proliferation von bestimmten
Populationen von Progenitoren fuhrt (Galceran et al., 2000). Dabei agiert der Wnt-Signalweg
zumindest zum Teil durch Induktion des Transkriptionsfaktors Emx2, welcher flir das
Wachstum des Hippokampus und die Migration der DG-Progenitoren notwendig ist
(Backman et al., 2005; Oldekamp et al., 2004; Pellegrini et al., 1996; Theil et al., 2002; Tole
et al., 2000). Wnt-Signale scheinen aber auch die Spezifizierung von DG-Kdrnerzellen zu
fordern, da eine ektopische Aktivitdt von Wnt-Signalen im Cortex die Expression
Hippokampus-spezifischer Marker induziert (Machon et al., 2007).

Transkriptionsfaktoren der bHLH-Familie, wie NeuroD1 und Math2, sind hauptsachlich in
postmitotische Kornerzellen exprimiert und spielen vermutlich eine Rolle in spateren Phasen
der Differenzierung der Koérnerzellen (Liu et al., 2000; Miyata et al., 1999; Pleasure et al.,
2000; Schwab et al., 2000). Fur die friihe Determinierung der Progenitoren scheint in erster

Linie Ngn2 von Bedeutung zu sein (Galichet et al., 2008).

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Die Entwicklung des Vorderhirns ist ein duferst komplexer Prozess und er verlangt die
genau abgestimmte Balance zwischen der Proliferation neuraler Stamm- und
Vorlauferzellen, deren korrekte Spezifizierung zu den verschiedenen Typen von Neuronen

und Gliazellen, die Migration zu ihren Zielorten und die terminale Differenzierung dieser
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Zellen zu funktionsfahigen Systemen, welche die vielfaltigen Aufgaben des Gehirns
ausflhren. Zahlreiche Signale sorgen fur den geordneten Ablauf der Entwicklung und die
Integration dieser Signale ist dabei von =zentraler Bedeutung. Dabei spielen
Wachstumsfaktoren eine wichtige Rolle. Sie werden in den extrazellularen Raum abgegeben
und stimulieren durch die Bindung an membranstédndige Rezeptoren intrazellulare
Signalkaskaden, die Genexpressionen steuern. Diese signalabhangige Regulation der
Genexpression erlaubt die Koordinierung von Zellproliferation, Zellmigration und
Zelldifferenzierung. Dabei kdnnen dieselben Signale in unterschiedlichen Kontexten
differentielle Wirkungen entfalten, je nachdem welche Kombinationen an Rezeptoren und
intrazellularen Mediatoren in der Zelle vorliegen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Bedeutung von TGF-B wahrend der embryonalen
Entwicklung des murinen Vorderhirns auf molekularer und zelluldrer Ebene zu untersuchen.
Dabei sollten TGF-B regulierte Zielgene in primaren neuronalen Zell-Praparationen des
Vorderhirns identifiziert werden, die Auskunft dariiber geben kdnnten, auf welche Weise
TGF-B die Entwicklung dieser Zellen beeinflusst. In weiteren Experimenten sollte die
Auswirkungen einer exogenen TGF-f-Behandlung auf die Entwicklung dieser Zellen in vitro
analysiert werden. Dabei sollte geklart werden, ob TGF-B auf die Proliferation, Apoptose
und/oder Differenzierung neuronaler Vorlauferzellen des Vorderhirns einwirkt und ob die
identifizierten TGF-B-abhangigen Zielgene mit diesen Effekten in Zusammenhang gebracht
werden konnen. Dabei sollte verglichen werden, ob TGF-§ die Entwicklung der neuronalen
Zellen in Abhangigkeit von ihrem Entwicklungsstadium auf unterschiedliche Weise

beeinflusst.
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2 Matherial und Methoden

2.1 Tiere

NMRI-Mause wurden von der zentralen tierexperimentellen Einrichtung der
Universitatsmedizin Goéttingen bezogen.

Ctgf (+/-) Mause stammten urspringlich von K.M. Lyons, Los Angeles , USA und wurden in
der zentralen tierexperimentellen Einrichtung der Universitatsmedizin Goéttingen gehalten und
gezichtet.

Mause mit einem gefloxten Allel des TGF-B-Rezeptors Typ Il stammen urspriinglich von H.L.

Moses, Nashville, USA und wurden im hauseigenen Tierstall gehalten und gezlchtet.

2.2 Zelllinien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei Zelllinien verwendet: die Muskelzelllinie C2C12 der
Maus (Blau et al., 1985; Yaffe und Saxel, 1977), die oligodendrogliale Vorlauferzelllinie Oli-
neu der Maus (Jung et al., 1995) und die stabil mit einem TGF-p-Reporterkonstrukt
transfizierte Zelllinie MLEC (Abe et al., 1994).

2.3 Zellkulturmedien und Zusatze

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium), Neurobasal-Medium, HBSS (Hank's buffered
salt solution), D-PBS, 50x B27, fétales Rinderserum (FBS), Pferdeserum (HS), 35% BSA,
Glutamin, 100x Penicillin/Streptomycin/Neomycin (PSN) und 7,5% Natriumbicarbonat
wurden von Gibco/Invitrogen (Karlsruhe) bezogen.

Apo-Transferrin, Cytosin-Arabinosid (AraC), Glutamat, Glutathion, Insulin, Laminin, Poly-L-
Lysin, Poly-L-Ornithine, Progesteron, Puromycin, Putrescin, Selenit, Super-Oxid-Dismutase

(SOD), L-Thyroxin und Tri-lod-L-Thyronin wurden von Sigma (Taufkirchen) bezogen.

24 Chemikalien

Aceton, Acrylamidlésung, Agarose, Ammoniumperoxysulfat (APS), bovines Serumalbumin
(BSA), EDTA, EGTA, Ethanol, Glucose, Glycin, Glycerin, Glycylglycin, Isopropanol, LB-
Medium, LB-Agar, Magermilchpulver, Magnesiumchlorid (MgCl,), Methanol, Natriumchlorid
(NaCl), Natriumcitrat, Natriumhydroxid (NaOH), Saccharose, Salzsdure (HCI), Tris-HCI,

Trypan-Blau und Tween-20 wurden von Roth (Karlsruhe) bezogen.
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Eindeckmittel (Fluoromount-G) wurde von Southern Biotechnology (Birmingham, AL, USA)
bezogen.

Borsaure (H3;BOs3), Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na,HPO4x2H,0), Ethidiumbromid,
Formaldehyd, Kaliumchlorid (KCI), Kaliumdihydrogenphosphat-Monohydrat (KH,PO4xH,0),
Magnesiumsulfat (MgSO,), Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (NaH,PO4xH,O) und
Propidiumiodid wurden von Merck (Darmstadt) bezogen.

Bromodeoxyuridin (BrdU), DTT (Dithiothreitol), Proteinase K, b-Mercaptoethanol, TEMED
(Tetramethylethylendiamin) und Triton-X 100 wurden von Fluka/Sigma (Taufkirchen)
bezogen.

Natriumdodecylsulfat (SDS) wurde von Serva (Heidelberg) bezogen.

Entwickler- und Fixierldsung fur Réntgenfilme wurden von Adefo (Nirnberg) bezogen.
Normal Goat Serum (NGS) und Normal Donkey Serum (NDS) wurden von Sigma

(Taufkirchen) oder Dianova (Hamburg) bezogen.

25 Zytokine und Inhibitoren

TGF-B1 (Kat. Nr. 100-21C) PeproTech, London/Hamburg
TGF-2 (Kat. Nr. 10035B) PeproTech, London/Hamburg
TGFB3 (Kat. Nr. 100-36) PeproTech, London/Hamburg
DAPT (Presinilin y-Sekretase-Inhibitor) Calbiochem/Merck, Darmstadt
SB 431542 (ALK4,5,7-Inhibitor) Tocris, London, UK

2.6 Enzyme

DNasel Qiagen oder Machery Nagel
M-MuLV Reverse Transkriptase Fermentas, St-Leon-Rot
Restriktionsenzyme Fermentas, St-Leon-Rot
Protease-Inhibitor Roche, Mannheim

RNaseA Machery Nagel, Diren
RNase-Inhibitor Fermentas, St-Leon-Rot
0,05 % Trypsin/0,02 % EDTA Gibco, Karlsruhe
Tag-Polymerase Invitrogen, Karlsruhe
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2.7

Bradford-Lésung
ET-Mix
Galacto Light™ Kit

In situ Cell Death Detection TMR red Kit

Lipofectamine™ 2000 Transfection Reagent

Luciferase Assay System
NucleoBond® Xtra Midi Kit

NucleoSpin® RNAII

NuPage® LDS Sample Puffer
QIAquick Gel Extraktion Kit

RNeasy MiniKit
RNeasy MicroKit

SYBR-Green PCR Master Mix

Western Lighting Chemilumineszenz Lésung

2.8

Antikorper

Kits und fertige Gebrauchslésungen

Bio-Rad, Miinchen
Amersham Biosciences, Freiburg
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Roche, Mannheim

Invitrogen, Karlsruhe
Promega, Madison, WI, USA
Machery-Nagel, Diren

Machery-Nagel, Diren

Invitrogen, Karlsruhe

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Millipore, Billerica, MA, USA

Primarantikorper

(Name u. Katalognr.)

Spezies und Typ

eingesetzte

Verdiinnung

Firma

BrdU (ab1893)

Schaf polyklonal

1:500 (IC)

Abcam, Cambridge, UK

Ctip2 (ab18465) Ratte monoklonal 1:500 (IC) Abcam, Cambridge, UK
Doublecortin (sc-8066) [Maus monoklonal 1:100 (IC) Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA
Flag (F7425) Kaninchen polyklonal|1:5000 (WB) |Sigma, Taufkirchen

Foxp2 (ab16046) Kaninchen polyklonal|1:5000 (IC) |Abcam, Cambridge, UK

GAPDH (ab8245) Maus monoklonal 1:10000 (WB)|Acris, Hiddenhausen

GFAP (G3893) Maus monoklonal 1:500 (IC) Sigma, Taufkirchen

GFAP (Z0334) Kaninchen polyklonal|1:1000 (IC) |DakoCytomation GmbH, Hamburg
HuC/D (A21271) Maus monoklonal 1:100 (IC) Invitrogen, Karlsruhe
Ki67(M7249) Ratte monoklonal 1:20 (IC) DakoCytomation GmbH, Hamburg
Nedd9 (18056) Maus monoklonal 1:500 (IC) Abcam, Cambridge, UK

Nestin (Rat-401) Maus monoklonal 1:10 (I1C) DS Hybridoma Bank, lowa City, USA
Nestin (ab5968) Kaninchen polyklonal|1:500 (IC) Abcam, Cambridge, UK

NeuN (MAB377) Maus monoklonal 1:100 (IC) Chemicon, Hampshire, UK

Pax6 (PRB-278P) Kaninchen polyklonal|1:250 (IC) Covance, Denver, PA, USA
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PSA-NCAM (5A5) Maus monoklonal 1:20 (IC) DS Hybridoma Bank, lowa City, USA
Reelin Maus monoklonal 1:50 (IC) M. Ogawa, Wako, Saitama, Japan
Satb2 Kaninchen polyklonal|1:500 (IC) Dr. V. Tarabykin, Goéttingen

Smad 1,2,3 (Sc-7960) |[Maus monoklonal 1:200 (IC) Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA
Thr1 (AB9616) Kaninchen polyklonal|1:500 (IC) Chemicon, Hampshire, UK

Tuj1 (MMS-435P) Maus monoklonal 1:500 (IC) Covance, Denver, PA, USA

Konjugierte Sekundar-Antikorper

eingesetzte

Verdiinnung

Firma

Ziege anti-Maus FITC (115-095-062)

1:100 (IC)

Dianova, Hamburg

(
Ziege anti-Kaninchen FITC (111-095-003) [1:100 (IC) Dianova, Hamburg
Esel anti-Maus Cy3 (715-165-151) 1:800 (IC) Dianova, Hamburg
Esel anti-Kaninchen Cy3 (711-165-152) 1:800 (IC) Dianova, Hamburg
Esel anti-Ratte FITC (712-095-150) 1:100 (IC) Dianova, Hamburg
Esel anti-Schaf Cy3 (713-165-147) 1:800 (IC) Dianova, Hamburg

Ziege anti-Maus HRP (115-035-003)

1:10000 (WB)

Dianova, Hamburg

Ziege anti-Kaninchen HRP (111-035-003)

1:10000 (WB)

Dianova, Hamburg

29 Plasmide

Plasmid Hersteller

pSuper.gfp/neo OligoEngine, Seattle, WA, USA
pGL3-SBE P. ten Dijke, Amsterdam, Niederlande
pCMV-B-Gal Humangenetik, Géttingen

pTPRII-flag-tag

C.S. Krishnaveni, Gielten

pAAV 6P1 Cre SEWB

S. Kugler, Gottingen

pAAV EGFP

S. Kugler, Gottingen

pAAV H1 CytbAS SEWB

S. Klgler, Géttingen

2.10 Standards

DNA-Standards:
Hyperladder | (1 kb)
Hyperladder Il (100 bp)

Bioline, Luckenwalde

Bioline, Luckenwalde
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Proteinstandard:

SeeBlue™ Plus2, prestained

2.1 Verbrauchsmaterialien

Deckglaschen (Durchmesser 12 mm)
MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction Plate
MicroAmp™ Optical Adhesive Film
Multiwellplatten fur die Zellkultur
Nitrocellulosemembran (Porengr. 45um)
Objekttrager

Pasteurpipetten, Glas

PCR Softtubes (0,2 pnl)

Pipettenspitzen

Plastik-Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)
Plastik-Kivetten (1,5 ml)

Reaktionsgefalke

Rontgenfilme

Spritzen (5 ml, 10 ml, 20 ml)
Sterilfilter (0,22 um)

Whatman Filterpapier
Zellkulturflaschen und -schalen
Zellschaber

Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml)

212 Laborgerate

Autoklav Systec ELV 5050
Binokular

Blot-Apparatur

Brutschrank Biometra OV5

Geldokumentations- Anlage

PCR Cycler Mastercycler
Gradientencycler
pH-Meter pH526 Multical®

Invitrogen, Karlsruhe

Menzel-Glaser, Braunschweig

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Nunc, Langenselbold

Bio-Rad, Miinchen

Roth, Karlsruhe

WU, Mainz

Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf
Sarstedt, Niimbrecht

Costar, Schiphol-Rijk, Niederlande

Brand, Wertheim

Eppendorf, Hamburg und Sarstedt,
Numbrecht

Amersham Biosciences, Freiburg

B. Braun, Melsungen

Sartorius, Gottingen

Schleicher & Schuell, Dassel

Nunc, Langenselbold

Sarstedt, NUmbrecht

Falcon/Becton Dickinson, Heidelberg

Systec GmbH, Wettenberg
Zeiss, Jena
Harnischmacher, Kassel
Biometra, Gottingen

Intas, Gottingen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
WTW, Weilheim
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Luminometer

Photometer

Magnet-Ruhrer

Mikroliter-Pipetten

Real-Time-Maschine

Rollschuttler

Rundschuttler
SDS-PAGE-Kammer
Elektrophorese Zelle
Spannungsquellen

Sterilbank

Ultraschallbad

Vortexer

Waagen

Zentrifugen

Lumat LB 9507

BIOPhotometer
RET basic

Eppendorf Research
ABI 7500 Real Time PCR

CAT RM5
KS 250 basic IKA

Mini-PROTEAN®

Heraeus HeraSafe

ElmaSonic EIma®
VORTEX Genie2 G560

Sartorius 1602MP
Sartorius 3716MP
Centrifuge5415D
Centrifuge5417

Sorval EvolutionRC

EG&G Berthold, Bad
Wildbach

Eppendorf, Hamburg
Schitt Labortechnik,
Gottingen

Eppendorf, Hamburg
Applied Biosystems, Foster
City, CA,USA

NeolLab, Heidelberg
Schiitt Labortechnik,
Gottingen

Bio-Rad, Minchen
Bio-Rad, Minchen
Bio-Rad, Miinchen
Kendro Laboratory GmbH,
Langenselbold

Roth, Karlsruhe

Scientific industries Inc.,
Bohemia, NY, USA
Sartorius, Gottingen
Sartorius, Gottingen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Kendro Laboratory GmbH,

Langenselbold
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213 Zellbiologische Methoden

2.13.1 Praparation und Kultivierung primarer hippokampaler und

cortikaler Neurone

Far die Kultivierung primarer Zellen wurden die Zellkulturschalen und Deckglaser mit Poly-L-
Ornithin und Laminin beschichtet. 12 mm-Deckglaser wurden zuvor durch Erhitzen fir drei
Stunden bei 180°C sterilisiert und dann in 24-Well-Platten ausgelegt. Die Beschichtung
erfolgte in zwei Schritten, zunachst wurden die Zellkulturschalen flir mindestens eine Stunde
mit einer Poly-L-Ornithin-Lésung (0,1 mg/ml in Aqua dest.) bedeckt. Nach zweimaligem
Waschen mit Aqua dest. wurden sie mit einer Laminin-Lésung (1 ug/ml in DMEM) bedeckt
und bis zur Verwendung im Brutschrank bei 37°C aufbewahrt. Kurz vor der Aussaat der
Zellen wurden die Deckglaser und Schalen zweimal mit DMEM gewaschen.

Fir die Praparation der primaren Zellen aus dem Cortex und Hippokampus wurden
Embryonen einer zeitlich verpaarten Maus am Trachtigkeitstag 16,5 bzw. 14,5 (E16,5 bzw.
E14,5) verwendet. Der Morgen der Feststellung des Vaginalplugs galt dabei als Zeitpunkt
EO0,5. Das Muttertier wurde durch cervikale Dislokation getdtet, die Embryonen wurden
entnommen, in ein GefaR mit CMF (Ca*- und Mg*-freies HBSS, 0,04% Natriumbikarbonat)
Uberfuhrt und auf Eis gekuhlt. Die Schadeldecke der Embryonen wurde mit Hilfe einer
Augenschere durch einen Schnitt entlang der Mittellinie und zwei seitlichen Schnitten
erdffnet, sodass das Gehirn freigelegt werden konnte. Fir die Praparation des Cortex
wurden nun die beiden Hemisphdren direkt mit einer Augenschere durch einen flach
angesetzten Schnitt abgetrennt, in einen Tropfen CMF Uberflihrt und von den Meningen
befreit. Danach wurden die Hemispharen mit der Augenschere grob zerkleinert und die
Stlicke in eiskaltem CMF gesammelt. Fir die Praparation der Hippokampi wurde das Gehirn
mit einem Lo6ffel entnommen, die Hemispharen getrennt und vom Hirnstamm und den
Meningen befreit und der Hippokampus durch einen prazisen konvexen Schnitt isoliert. Flr
die Dissoziation wurden die Gewebesticke zunachst enzymatisch mit 750 pl 0,25%
Trypsin/0,02% EDTA fir zehn Minuten bei 37°C verdaut. Die Reaktion wurde durch Zugabe
von 450 ul FBS beendet. Die Suspension wurde mit Kulturmedium (Neurobasalmedium
supplementiert mit 1x B27, 5 ug/ml Apo-Transferrin, 1 ug/ml Glutathion, 0,5 mM Glutamin,
0,8 pug/ml SOD und 1x PSN (Penicillin/Streptomycon/Neomycin)) auf 2 ml aufgefiillt und es
erfolgte zunachst eine grobe mechanische Zerkleinerung mit einer silikonisierten,
feuerpolierten Pasteur-Pipette (Durchmesser der Offnung 3 mm), dann eine feine
Dissoziation mit einer silikonisierten Pasteur-Pipette mit kleinerer Offnung (Durchmesser 1

mm). Die Zellen wurden durch zehnminitige Zentrifugation bei 1000 rpm pelletiert und in 2
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ml Kulturmedium resuspendiert. Die Anzahl der vitalen Zellen wurde in einer Neubauer-
Zahlkammer nach Trypanblau-Farbung ermittelt.

Cortikale Zellen wurden, wenn nicht anders angegeben, in einer Dichte von 100.000 Zel-
len/Deckglas und hippokampale Zellen in einer Dichte von 80.000 Zellen/Deckglas ausgesat.
Dafir wurden die Deckglaschen in einer sterilen Petrischale auf die Innenseite
abgeschnittener Deckel von 1,5 ml Reaktionsgefallen gesetzt und 100 pl der Zellsuspension
als Tropfen auf das Deckglaschen pipettiert. Die Zellen wurden so zum Absetzen fir ein bis
zwei Stunden kultiviert und dann in die vorbereiteten, mit Medium befiillten 24-Well Platten
Uberfiihrt. Auf diese Weise konnte gewahrleistet werden, dass sich die Gesamtheit der
ausgesaten Zellen auch auf dem Deckglaschen befand. Fir die Gewinnung von RNA-und
Proteinextrakten wurden die Zellen in einer Dichte von 150.000 Zellen/cm? ausgesat. Bei der
Aussaat wurde dem Kulturmedium 25 pM Glutamat zugefiigt. Die Zellen wurden im
Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und 95% relativer Luftfeuchte kultiviert. Der Tag des
Ausplattierens der aus dem Gewebe dissoziierten Zellen wird als Tag in vitro (DIV) 0
bezeichnet. Das Medium wurde ab DIV4 alle drei Tage zur Hélfte erneuert. Dem Medium der
hippokampalen Kulturen, die fir die RNA- oder Proteinisolation an DIV12 vorgesehen waren,
wurde ab dem ersten Mediumwechsel 2 mM AraC zugefugt, um das Wachstum von

Astrozyten einzuddmmen.

2.13.2 Praparation und Kultivierung primarer Astrozyten

Fir die Anlage der Astrozyten-angereicherten Kulturen wurden die Ubrigen Grof3hirn-
Hemispharen von E16,5 Mauseembryonen nach der Entnahme der Hippokampi verwendet.
Die Hemispharen wurden sorgfaltig von den Meningen befreit, mit der Augenschere grob
zerkleinert und in eiskaltem CMF gesammelt. Die enzymatische und mechanische
Dissoziation erfolgte analog zu dem Protokoll fir die Praparation der primaren Neurone.
Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurden die Zellen in Kulturmedium (DMEM, 10%
FBS, 1x PSN) aufgenommen und in unbeschichteten Zellkulturschalen oder auf
Deckglaschen ausgesat. Nach drei Tagen Kultivierung im Brutschrank bei 37°C, 5% CO,und
95% relativer Luftfeuchte wurden das Medium entfernt und die Zellen zweimal mit
Kulturmedium gewaschen, um abgestorbene Neurone und Zelltrimmer zu entfernen.
AnschlieRend wurden die Zellen bis zum Erreichen der Konfluenz (ca. 14 Tage)

weiterkultiviert, dabei wurde das Kulturmedium alle drei Tage zur Hélfte erneuert.
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2.13.3 Kultivierung der Zelllinie Oli-neu

Bei Oli-neu Zellen handelt es sich um murine oligodendrogliale Vorlauferzellen. Die
Kultivierung erfolgte in DMEM supplementiert mit 1% Pferdeserum, 1x PSN , 340 ng/ml Tri-
lod-L-Thyronin, 400 ng/ml L-Thyroxin, 5 pg/ml Insulin, 100 pg/ml Transferrin, 6,3 ng/mi
Progesteron, 16 ug/ml Putrescin und 5,2 ng/ml Selenit in poly-L-Lysin-beschichteten
Zellkulturflaschen. Die Inkubation erfolgte bei 37°C, 5% CO, und einer Luftfeuchtigkeit von
95%. Zum Passagieren oder Aussaen der Zellen wurden die Zellen kurz in D-PBS
gewaschen und fur etwa 2-3 min in 2 ml Trypsin-EDTA bei 37°C abgelost. Das Stoppen der
Trypsinierung erfolgte mit 8 ml Stoppmedium (DMEM, 10% Pferdeserum). Die geldsten
Zellen wurden in ein 15 ml Falcon-Réhrchen Uberfihrt und bei 1000 rpm fir 5 min
abzentrifugiert. Das Stoppmedium wurde abgezogen und das Zellpellet in Kulturmedium
aufgenommen. Das Zellpellet einer voll bewachsenden Kulturflasche wurde im Verhaltnis 1:3
bis 1:4 geteilt. Wahrend der Behandlung mit TGF-1 wurde das DMEM-Medium auf 0,8%

Pferdeserum reduziert und keine Zusatze zugegeben.

2.13.4 Kultivierung der Zelllinie C2C12

C2C12 Zellen sind murine pramyoblastische Vorlauferzellen. Die Kultivierung erfolgte in
unbeschichteten Zellkulturflaschen in Kulturmedium (DMEM, 10 % FBS, 1x PSN). Aufgrund
der hohen Proliferationsrate wurden die Zellen alle zwei bis drei Tage passagiert. Zum
Passagieren der Zellen wurden die Zellen mit warmen D-PBS gewaschen und mit 2 ml
warmen Trypsin/EDTA fir 2-3 min bei 37 °C inkubiert. Anschliel3end wurde die Trypsinierung
mit 8 ml Kulturmedium beendet und die Zellen bei 1000 rpm flr 5 min zentrifugiert. Das
Pellet wurde in Kulturmedium aufgenommen und die Zellen wurden nach einer 1:8

Verdunnung erneut in Zellkulturflaschen ausgesat.

2.13.5 Stimulation der Primarkulturen mit TGF-f1

Die TGF-B1-Stimulation erfolgte stets in einer Konzentration von 5 ng/ml.

Fur die Gewinnung von RNA-und Proteinextrakten wurden die Primarkulturen an DIV2 bzw.
DIV10 mit dem ALK4,5,7-Inhibitor SB431542 (10 uM) vorbehandelt, um die TGF-B-Aktivitat,
ausgeldst durch endogenes TGF-f, auf ein konstant niedriges Ausgangsniveau zu setzen.
Nach 24 Stunden wurden die Kulturen kurz mit Neurobasalmedium gewaschen und mit dem
TGF-B1-haltigem Kulturmedium versetzt. Die Isolation der RNA- und Proteinextrakte erfolgte
in der Regel nach zwei Stunden bzw. 24 Stunden an DIV4 bzw. DIV12.
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Fur die Quantifizierung von Markerproteinen fir Neurone, deren Subpopulationen, Gliazellen
sowie Progenitoren wurden die Primarkulturen standardmaflig ab DIV2 bis zur Fixierung an
DIV8 mit TGF-B1 behandelt.

Fir die Experimente zur Visualisierung der Smad-Kerntranslokation wurden die
Priméarkulturen an DIV3 bzw. DIV11 fir 24 Stunden mit dem ALK4,5,7-Inhibitor SB431542
(10 uM) vorbehandelt. Anschliellend wurden die Zellen fur eine Stunde mit TGF-B1 stimuliert

und danach fixiert.

2.13.6 BrdU-Markierung primarer Zellkulturen

Bromodeoxyuridin (BrdU) wird als Basenanalogon wahrend der S-Phase in die DNA von tei-
lungsaktiven Zellen eingebaut und kann spater immunzytochemisch nachgewiesen werden.
Fir die einfache BrdU-Markierung zur Bestimmung des Anteils proliferierender Zellen
wurden die auf Deckgldschen ausgesaten primaren Kulturen des Cortex bzw. des
Hippokampus ab DIV2 mit TGF-B1 behandelt und nach 24 Stunden (DIV3) oder flnf Tagen
(DIV7) wurde dem Kulturmedium 20 nM BrdU zugefiigt. Nach weiteren 24 Stunden wurden
die Zellen fixiert und das inkorporierte BrdU immunzytochemisch detektiert.

Far die kumulative BrdU-Markierung wurden cortikale Kulturen ab DIV2 mit TGF-B1
behandelt. Nach 24 Stunden wurde dem Kulturmedium 20 nM BrdU zugefugt. Die Fixierung
der Zellen erfolgte nach 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 18, 24 und 30 Stunden.

2.13.7 TGF-B-Sekretionsmessung mit MLEC-Zellen

Um die Sekretion von TGF-B in primaren cortikalen und hippokampalen Zellkulturen zu
ermitteln, wurde ein etablierter und sehr sensitiver Bioassay verwendet (Abe et al., 1994;
Krieglstein et al., 2000). Dabei handelt es sich um MLEC-Zellen (mink lung epithel cells), die
als stabile Transfektion einen Luciferase-Reporter unter der Kontrolle einer trunkierten Form
des TGF-B responsiven PAIl- (plasminogen activator inhibitor) Promotors tragen. Wird der
PAI-Promotor durch TGF-B aktiviert, fuhrt dies zur Produktion von Luciferase. In dem
anschlielenden Assay, fur den das Luciferase-Detektions-Kit von Promega verwendet
wurde, katalysiert die Luciferase die Oxidierung des D-Luciferins in Gegenwart von
molekularem Sauerstoff, ATP und Mg? zu Oxyluciferin, wobei Licht mit einer Wellenlange
von 556 nm freigesetzt wird. Da die gemessene Lichtemission proportional zur Menge an
Luciferase im Zelllysat ist, lasst sich somit die Expression des Luciferasereportergens

quantifizieren.
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Als Testmedien wurde das konditionierte Medium von den Primarkulturen nach vier Tagen
Kultivierung gesammelt. In einem Teil des Testmediums wurde zuvor das latent gebundene
TGF-B durch Saurebehandlung freigesetzt. Dazu wurden 150 ul des konditionierten Mediums
mit 5 ul 1N HCI versetzt und nach einer Minute mit 5 ul 1N NaOH wieder neutralisiert. Als
Leerwert wurde nicht-konditioniertes Neuronenkulturmedium verwendet.

Die Kultivierung der MLEC-Zellen erfolgte in DMEM, 10% FCS, 1x PSN, 0,3 mg/mi
Geneticin.

Fir das Experiment wurden die Zellen in eine 96-Well-Platte (18.000 Zellen/Well) in
Kulturmedium ausgesat und fir einige Stunden zum Absetzen kultiviert. Dann wurden die
Zellen mit D-PBS gewaschen und pro Well 50 pul Inkubationsmedium (DMEM, 0,1% BSA, 1x
PSN) vorgelegt. Dazu wurden dann 50 ul des Testmediums gegeben. Nach 18 Stunden
Kultivierung wurde das Medium entfernt, mit D-PBS gewaschen und die Zellen mit 20 pl
Passiv-Lysis-Puffer (Promega, 1:5 verdinnt in Aqua dest.) pro Well fir 15 min lysiert. Fir die
Messung der relativen Luciferaseaktivitdt wurden 10 pl Lysat direkt in einem Messréhrchen
mit 50 ul Luciferasesubstrat (Promega) vermischt und anschlieRend sofort im Luminometer
(Lumat LB 9507, EG&G Berthold) gemessen (Messzeit 10 sec). Alle Messungen wurden im

Duplikat und von jeweils drei unabhangigen Zellpraparationen durchgefiihrt.

2.13.8 Transfektion von Zelllinien

Die Transfektion der Zelllinien Oli-neu und C2C12 erfolgte mit Lipofectamine 2000 Reagenz
nach Angaben des Herstellers in antibiotikafreiem Kulturmedium. Nach finf Stunden wurde
das Transfektionsgemisch entfernt und durch frisches Kulturmedium mit Antibiotika ersetzt.

Nach einer weiteren Inkubationsphase der transgenen Veranderung von 24 bis 72 Stunden

wurden die Zellen entsprechend weiterbehandelt und aufgearbeitet.

2.13.9 Transduktion von Primarkulturen mit Adeno-assoziierten Viren

Fir die Transduktion mit Adeno-assoziierten Viren (AAV) wurden die primaren Zellen in 24-
Well Platten (250.000 Zellen pro Well, jeweils nur die obere und untere Reihe der Platte)
oder auf Deckglaschen (100.000 Zellen) ausgesat. Die Infektion der primaren Zellkulturen
erfolgte jeweils an DIV2. Dazu wurde das Medium auf 250 pl pro Well reduziert und 5x 10°
infektiose Partikel zu den Zellen pipettiert. Am folgenden Tag wurde das Medium wieder auf
500 ul aufgefllt. Alle drei Tage erfolgte ein halber Mediumwechsel, was zu einer langsamen

Ausdinnung der Viruskonzentration fihrte.
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Die TGF-p1 Behandlung der Zellen fur die RNA-Extraktion erfolgte unter den unter 2.13.5
beschriebenen Standardbedingungen fir den Aufarbeitungszeitpunkt DIV12.

2.13.10 Transduktion von Primarkulturen mit Lentiviren

Fur den Knock-down der TGF-B-Zielgene Smad4, Gata2, Runx1 und Nedd9 und wurden die
entsprechenden MISSION™ shRNA-Target-Gene Sets von Sigma-Aldrich verwendet. Die
Sets umfassten funf shRNA-Klone je Zielgen, die in einen lentiviralen Vektor (pLKO.1-Puro)
integriert waren. Dieser Vektor erlaubt die stabile Transduktion der shRNA und eine
Selektion der transduzierten Zellen durch Puromycin.

Zunachst wurde flr die hippokampalen und cortikalen Zellen diejenige Konzentration an
Puromycin ermittelt, die innerhalb von 24 Stunden zum Absterben aller nicht-resitenten
Zellen fuhrt. Dazu wurden in einer 24-Well-Platte jeweils 250.000 Zellen ausgesat und an
DIV4 mit 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 und 1,0 ug/ml Puromycin behandelt. Die minimale
Konzentration, die nétig war, um alle Zellen abzutéten betrug fir cortikale Zellen 0,9 pug/ml
und fUr hippokampale Zellen 0,8 ug/ml. Diese Konzentration wurden fir die nachfolgenden
Puromycin-Selektionen der Virus-transduzierten Primarkulturen verwendet.

Um die erforderliche Viruskonzentration fur eine vollstandige Transduktion der primaren
Zellkulturen zu ermitteln, wurden je 250.000 hippokampale Zellen in einer 24-Well Platte
ausgesat und an DIV2 mit 0,5; 1,0; 2,5 und 5 MOI (multiplicity of infection) infiziert. Ein MOI
von 1 entspricht dabei einem infektiésen Partikel pro Zelle. Fir die Infektion wurde das
Medium auf exakt 250 ul reduziert und erst am folgenden Tag wieder auf 500 pl aufgefilllt.
An DIV4 wurde das viruspartikelhaltige Medium entfernt, die Zellen einmal mit Medium
gewaschen und flr die Selektion der transduzierten Zellen mit der zuvor ermittelten
Puromycin-Konzentration flir weitere 24 Stunden inkubiert. Danach wurde optisch beurteilt,
bei welcher minimalen MOI die Zellen eine groRtmogliche Uberlebensrate aufwiesen. Dies
war bei einem MOI von 2,5 der Fall, sodass diese Viruskonzentration fiir die nachfolgenden
Experimente verwendet wurde.

Alle folgenden Experimente mit lentiviraler Transduktion wurden nach dem oben
beschriebenen Zeitablauf von Transduktion und Puromycin-Selektion durchgefuhrt.

Fir die Validierung des Knock-down-Potentials der individuellen shRNA-Klone wurden je
250.000 hippokampale Zellen in einer 24-Well Platte an DIV2 mit 2,5 MOI des jeweiligen
shRNA-Klons transduziert. Nach der Puromycin-Selektion wurden die Zellen fur weitere 48
Stunden kultiviert. Dann wurde die RNA isoliert und die Expression des Zielgens mittels
quantitativer Real-Time PCR gegenlber einer nicht-transduzierten Kontrolle tberpruft.

Fir die Analyse der TGF-B-Zielgenregulationen nach Smad4-Knock-down wurden die

Kulturen nach der Puromycin-Selektion gemal® den unter 2.13.5 beschriebenen
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Standardbedingungen fur den Aufarbeitungszeitpunkt DIV12 behandelt. Die RNA-Isolation
erfolgte pro Bedingung aus 250.000 ausgesaten Zellen mit dem RNeasy-Micro-Kit der Firma
Quiagen.

Far die immunzytochemische Quantifizierung der Neuronenzahl nach Knock-down von
Smad4, Gata2, Runx1 und Nedd9 wurden die auf Deckglaschen ausgesaten Zellen (100.000
Zellen/Well) nach der Puromycin-Selektion ab DIV5 flir sechs Tage mit TGF-$ behandelt und
an DIV11 fixiert.

214  Zytochemische Methoden

2.14.1 Immunzytochemie

Fir die Darstellung von Proteinlokalisationen von Markern fir Neurone bzw. deren
Subpopulationen, Gliazellen sowie Progenitoren wurden die Zellen wie beschrieben auf 12
mm-Deckglaschen ausgesat und entsprechend des jeweiligen Experimentes behandelt und
kultiviert. Die Fixierung erfolgte nach kurzem Waschen mit PBS (140 mM NaCl, 2,7 mM KClI,
1,8 mM KH,PO,4, 10 mM Na,HPO4x2H,0, pH7.4) in 4% PFA/PBS bei RT fir 10 min. Nach
dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit Aceton bei —20°C fir 10 min
permeabilisiert. Im Anschluss wurden die Zellen erneut dreimal je 5 min mit PBS gewaschen
und fir die Blockierung unspezifischer Bindungen fiir mindestens 30 min je nach zu
verwendendem Sekundarantikdrper entweder in 10% Normal Goat Serum (NGS) oder 5%
Normal Donkey Serum (NDS) in PBS + 0,1% Triton X-100 bei RT inkubiert.

Far die Detektion von BrdU wurden die Zellen nach der Fixierung zunachst fir 10 min in 1N
HCI auf Eis und anschlielend in 2N HCI fur 20 min bei 37°C inkubiert. Danach wurden die
Zellen in Boratpuffer (150 mM H3;BO3;, pH 8,4) neutralisiert, mit PBS gewaschen und wie
beschrieben in 5% NDS geblockt.

Die Inkubation mit den Primarantikérpern, verdinnt in der jeweiligen Blockldésung, erfolgte
Uber Nacht bei 4°C. Danach wurden die Zellen dreimal fur 5 min mit PBS gewaschen und
anschlieltend fir eine Stunde mit den jeweiligen Sekundarantikérpern verdinnt in PBS bei
RT inkubiert.

Nach erneutem dreimaligem Waschen wurden die Zellen in Fluoromount-G Eindeckmedium,

dem im Verhaltnis 1:1000 DAPI fiir die Farbung der Zellkerne zugesetzt war, eingedeckt.
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2.14.2 Bestimmung apoptotischer Zellen durch Propidiumiodid-FACS-

Analyse

Bei dieser Methode werden fixierte Zellen mit dem DNA-interkalierenden Farbstoff
Propidiumiodid (Pl) gefarbt. Die Intensitat der DNA-Farbung kann anschlielfend in einem
Durchflusszytometer fir jede einzelne Zelle gemessen werden. Apoptotische Zellkerne
besitzen einen niedrigeren DNA-Gehalt als vitale Zellen und diese Kerne kdénnen daher
durch die FACS-Analyse erkannt und gezahlt werden.

Die primaren cortikalen- und hippokampalen Zellen wurden in einer 12-Well Platte (750.000
Zellen/Well) ausgesat und ab DIV2 mit TGF-f1 behandelt und bis DIV4 bzw. DIV8 weiter
kultiviert. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. Fir die Fixierung wurden die Zellen
zunachst mit 200 pl Trypsin/EDTA bis zur Ablésung der Zellen bei 37°C inkubiert, mit FBS
abgestoppt und in 2 ml Reaktionsgefalien gesammelt. Dann wurden die Zellen bei 4°C und
1000 x g fiir 10 min sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen die pelletierten Zellen mit
kaltem PBS gewaschen und erneut zentrifugiert. Die Proben wurden in 600 pl PBS vorsichtig
resuspendiert. Anschlieffend wurde 700 pl kaltes 100%iges Ethanol tropfenweise zugegeben
und die Zellen fur mindestens zwei Stunden bzw. bis zur Analyse bei -20°C fixiert. Kurz vor
der Messung wurden die Zellen fir 20 min bei 1000 x g abzentrifugiert. Die Zellen wurden
nun in PI-FACS-Lésung (100 pg/ml Propidiumiodid, 10 pg/ml RnaseA in PBS, pH7.4)
aufgenommen, in FACS-ROhrchen dberfuhrt und fur 30 min bei 37°C im Brutschrank
inkubiert. Die Messungen wurden im Institut fir Humangenetik in der Abteilung
Immungenetik mit dem Durchflusszytometer FACScan Cell Quest (Becton Dickinson,
Heidelberg) durchgefuhrt. Fur die statistischen Auswertungen wurden Messungen aus

jeweils drei unabhangigen Experimenten herangezogen.

214.3 Bestimmung apoptotischer Zellen durch TUNEL-Farbung

Die Farbung kultivierter Zellen mittels der TUNEL-Technologie stellt eine weitere Methode
zur Bestimmung apoptotischer Prozesse dar. Hierbei werden fragmentierte DNA-Uberhénge
am 3’-OH-Terminus mit markierten Nukleotiden versehen. Eine anschlieRende enzymatische
Reaktion, die Fluoreszenz erzeugt, ermdglicht die Visualisierung der markierten Zellkerne.

Fur diese Methoden wurden die hippokampalen und cortikalen Zellen wie Ublich auf
Deckglaschen ausgesat und kultiviert. Ab DIV2 erfolgte die Behandlung mit TGF-B. Nach
zwei Tagen (an DIV4) oder sechs Tagen (an DIV8) wurden die Zellen in 4% PFA/PBS fixiert.
Danach wurden die Proben mit PBS gewaschen und fir 2 min auf Eis mit einer

Permeabilisierungslosung (0,1% TritonX-100, 0,1% Natriumcitrat in PBS) inkubiert. Die
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Farbungsreaktion mit dem ,/n situ Cell Death Detection TMR red Kit* der Firma Roche
erfolgte nach Herstellerangaben. Dazu wurden die Deckgldaschen mit je 50 pl
Markierungslosung fur eine Stunde bei 37°C inkubiert, anschlieBend mit PBS gewaschen
und in Fluoromount-G Eindeckmedium eingedeckt. Die fluoreszenzmikroskopische Detektion

der markierten Zellkerne erfolgte bei einer Wellenlange von 540/580 nm.

2.14.4 Quantitativer Nachweis der Smad-Aktivierung mittels des

Luciferase-Reporterplasmids pGL3-SBE

Fir die Validierung des Knock-down Potentials der TPRIl-spezifischen shRNAs in den
Zelllinien Oli-neu und C2C12 wurde die TGF-B-abhangige Aktivierung des Luciferase-
Reporterplasmids pGL3-SBE nach Transfektion der shRNAs Uberpriift. pGL3-SBE tragt ein
Smad-bindendes Element (SBE) vor dem Luciferase-Reportergen. Aktivierte Smad2/3/4-
Komplexe binden an das SBE und flihren dadurch zur Expression von Luciferase. Um Fehler
durch Schwankungen in der Transfektionseffizienz abgleichen zu kénnen, wurden die Zellen
zusatzlich mit dem pCMV-B-Gal-Plasmid transfiziert. Dieses Plasmid tragt das Gen fir das
Enzym B-Galaktosidase unter der Kontrolle des konstitutiv aktiven CMV-Promotors. Mittels
chemischer Reaktionen kann die gebildete Luciferase bzw. p-Galaktosidase in Lichtemission
umgewandelt werden. Durch Division der gemessenen Luciferasewerte durch die pB-
Galaktosidasewerte konnen relative Lichteinheiten (RLU) als Mall der Smad-Aktivierung
berechnet werden.

Fir die Bestimmung der Luciferaseaktivitat wurden 100.000 im 48-Well ausgesate Zellen mit
dem shRNA tragendem pSuper-Vektor, pGL3-SBE und pCMV-B-Gal mittels Lipofectamine

nach Herstellerangaben transfiziert. Dabei wurde folgendes Mengenverhaltnis der Plasmide

eingesetzt:
pSuper shRNA | pGL3-SBE pCMV-B-Gal Lipofectamine
200 ng 200 ng 25ng 0,8 ul

Die Zellen wurden jeweils 48 und 72 Stunden nach der Transfektion aufgearbeitet. Dazu
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 70 ul Passiv Lysis Puffer (Promega) fur 15
min auf dem Schittler lysiert. Die Extrakte wurden in Reaktionsgefale Uberfuhrt, gevortext

und kurz abzentrifugiert.

Messung der Luciferaseaktivitat

Jeweils 25 pl des Zellextraktes wurden mit 200 pul Luciferase-Reaktionspuffer (25 mM,
Glycylglycinpuffer pH 7,8 (25 mM Glycylglycin, 15 mM MgSO,, 4 mM EGTA) 100 mM
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Kaliumphosphat pH 7,8, 500 mM DTT, 200 mM ATP) in einem Messrohrchen vermischt.
Durch das Luminometer wurden 100 ul Luciferin-Injektionslésung (1 ml Luciferin-Stocklésung
(10 mg D-Luciferin, 55 mg DTT, 37,5 ml Glycylglycinpuffer), 4 ml Glycylglycinpuffer, 80ul
DTT) in jedes Messrohrchen injiziert und die Lichtemission nach Verstreichen einer

Vorlaufzeit von 20 sec Uber weitere 20 sec gemessen.

Messung der B-Galaktosidaseaktivitat

Die p-Galaktosidaseaktivitat wurde mit Hilfe des ,Galacto Light™

Kits“ der Firma Tropix be-
stimmt. Das als Stockldsung vorliegende chemilumineszente Substrat Galacton wurde 1:100
mit dem Reaktionspuffer verdiinnt und es wurden jeweils 70 ul in Messrohrchen vorgelegt. In
einem Abstand von jeweils 30 sec wurden nun je 10 ul des Zellextraktes zugegeben. Mit
dem Pipettieren der ersten Probe begann die Inkubationszeit von 60 min im Dunkeln bei
Raumtemperatur. Nach Ablauf dieser Zeit begann die Messung am Luminometer. Dabei
wurden je 100 ul ,Light Emission Accelerator” in das Messrdohrchen injiziert und nach einer
Vorlaufzeit von 20 sec Uber 10 sec gemessen. Da die Signalintensitat von der
Inkubationszeit abhangt, war es wichtig, die Zeitabstdnde genau einzuhalten, damit alle

Proben eine identische Inkubationszeit hatten.

2.15 Fluoreszenzmikroskopie

Aufnahmen von fluoreszierenden Antikérper-Markierungen wurden mit einem Nikon Eclipse
E600 Mikroskop bzw. einem Axio Imager Z1 Mikroskop (Carl Zeiss AG, Jena) mit
angeschlossener Digitalkamera (AxioCamMR Kamera, Carl Zeiss AG, Jena) angefertigt. Die
Anregungs (Ex)- und Emissionswellenlangen (BA) betrugen fir den DAPI-Filter: Ex 340-380,
BA 435-485, fir den FITC-Filter: Ex 465-495, BA 515-555 und fiir den Cy3-Filter: 510-560,
BA 590 (alle Angaben in nm). Fur die Quantifizierung von Markerproteinen unter
verschiedenen Bedingungen wurden bei 20facher Vergrofierung jeweils 10 Gesichtsfelder
unter Konstanthaltung der Belichtungszeit aufgenommen. Die Auszahlung der markierten
Zellen erfolgte manuell mit Hilfe der AlphaEaseFC™ Software (Alpha Innotech Corporation,
San Leandro, CA, USA).
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2.16 Molekularbiologische Methoden

2.16.1 Herstellen von kompetenten Bakterien fiir die Elektroporation

Zur Herstellung und Vermehrung von Konstrukten und Plasmiden wurden Bakterienzellen
des Stamms Escherichia coli (E. coli) DH5a benutzt. Fir die Vermehrung der shRNA-
Konstrukte zur Herstellung der Adeno-assoziierten-Viren wurde eine Variante, so genannte
Sure-Zellen, verwendet, die besonders geeignet sind, um irregulare DNA wie z.B. inverted
repeat- und Sekundarstruktur-bildende Sequenzen zu klonieren. Die E. coli wurden auf einer
LB-Platte (1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 1% NaCl, 1% Agar) ausgestrichen und tber Nacht
bei 37°C inkubiert. Von dieser Platte wurden Einzelkolonien gepickt und in 5 ml LB-Medium
(1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 1% NaCl) angeimpft und Uber Nacht bei 37°C geschittelt.
Am nachsten Tag wurden 500 ml LB-Medium mit der Bakteriensuspension angeimpft und bis
zu einer ODgy von 0,5-0,7 inkubiert. Das Wachstum der Bakterien wurde durch eine 15-
minltige Inkubation in einem Eisbad gestoppt. Danach wurden die Zellen bei 3500 rpm und
4°C fur 20 min pelletiert. Die Bakterien wurden in 500 ml eiskaltem autoklavierten Aqua dest.
aufgenommen und nach dem Lésen wieder pelletiert. Dieser Waschschritt wurde noch
zweimal mit zunachst 500 ml und dann 250 ml eiskalter 10%-Glycerinlésung wiederholt. Das
nun erhaltene Pellet wurde in 20 ml 10%-Glycerinlésung aufgenommen und nach dem
Mischen erneut zentrifugiert. AnschlieRend wurde das Bakterienpellet mit 1 bis 2 ml 10%-

Glycerinldsung resuspendiert und nach dem Aliquotieren bei -80°C aufbewahrt.

2.16.2 Transformation elektrisch kompetenter Bakterien durch

Elektroporation

Die kompetenten Bakterien wurden auf Eis aufgetaut. Fir die Elektroporation wurden 45 pl
Bakterien mit 2 pul DNA aus dem Ligationsansatz vermischt und in eine Kkalte
Elektroporationsklvette Uberflhrt. Diese wurde in die Elektroporationskammer eingebracht.
Der Gen-Pulser wurde auf 1,8 kV, 25 mF und 200 W eingestellt. Nach Auslésen des Pulses
wurden die Bakterien sofort in 1 ml SOC-Medium (2% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 10 nM
NaCl, 2,5 mM KCI, 1 nM MgCl,, 10 nM MgSOQO,,. 20 mM Glukose) resuspendiert und fir 45
min bei 37°C unter leichtem Schutteln inkubiert. Anschlief3end wurden je 50 ul und 250 pl der
Bakteriensuspension auf LB-Agar-Platten mit Ampicillin (50 mg/l) ausplattiert und tGber Nacht
im Brutschrank bei 37°C inkubiert.
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2.16.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

DNA-Minipraparation

Zur schnellen Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Bakterien wurde ein Protokoll verwendet,
das auf der Methode der alkalischen Lyse basiert. Dazu wurde 1 ml LB-Selektionsmedium
(1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 1% NaCl, supplementiert mit 50 pg/ml Ampicillin) mit einem
Bakterienklon angeimpft und Uber Nacht bei 37°C im Bakterienschittler inkubiert. Die
Bakterien wurden durch Zentrifugation fir 5 min bei 12.000 x g bei RT pelletiert und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 150 ul Resuspensionspuffer (50 mM Tris/HCI, 10
mM EDTA, 10 pg/ml RNaseA, pH8,0) aufgenommen und die Bakterien durch Zugabe von
150 pl Lysepuffer (200 mM NaOH, 1% SDS) lysiert. Die Neutralisation erfolgte durch Zugabe
von 300 pl Neutralisationspuffer (2,8 M Kaliumacetat, pH 5,1). An dieser Stelle fielen
genomische DNA und ein GroRteil der Proteine aus und konnten durch Zentrifugation fur 20
min bei 12.000 x g und 4°C von der noch in Lésung befindlichen Plasmid-DNA abgetrennt
werden. Der Uberstand wurde nach der Zentrifugation in ein neues GefaR Uberfiihrt und die
Plasmid-DNA durch Zugabe von 600 ul Isopropanol gefallt und fir 10 min bei 12.000 x g bei
RT abzentrifugiert . Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet durch Zugabe von 600
70% Ethanol und anschlielender Zentrifugation (3 min, 12.000 x g, RT) gewaschen. Nach
Entfernung des Uberstandes und Luft-Trocknung des DNA-Pellets wurde die DNA in 30 pl
Aqua dest. aufgenommen. Die Konzentration der DNA wurde spektrophotometrisch

bestimmt.

DNA-Midipraparation

Zur Gewinnung gréRerer Mengen hochreiner Plasmid-DNA wurde das NucleoBond® Xtra
Midi Kit der Firma Machery-Nagel eingesetzt. Die Methode basiert auf einer alkalischen Lyse
der Bakterien mit anschlielender Reinigung der Plasmid-DNA (iber eine
Anionenaustauschersdule. Das Vorgehen erfolgte nach Anleitung des Herstellers. Die

Konzentration der DNA wurde spektrophotometrisch bestimmt.

2.16.4 Restriktions-Spaltung von Plasmid- DNA

Fir die Restriktionsreaktionen wurde die DNA mit 3-5 Units des entsprechenden Enzyms pro
ug DNA bei angegebener Temperatur im entsprechenden Puffersystem flr eine Stunde
inkubiert. Die entstandenen Restriktionsfragmente wurden mittels Gelelektrophorese
aufgetrennt und die gewilinschten Fragmente anschlieBend aus dem Gel isoliert und

aufgereinigt.
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2.16.5 Ligation von DNA-Fragmenten

In den Vektor einzubauende DNA wurde, nach Kontrolle der Mengen der DNA durch
Agarosegelelektrophorese, in dreifach molarem Uberschuss gegeniber dem Vektor
eingesetzt. Die Ligationen wurden mit 400 Units T4 DNA-Ligase in einem Gesamtvolumen
von 20 ul pro Ansatz bei RT fur 20 min in dem vom Hersteller mitgelieferten Puffersystem
durchgefihrt.

2.16.6 Agarosegelelektrophorese

Bei der Agarosegelelektrophorese werden DNA-Fragmente ihrer GréRe nach aufgetrennt.
DNA wandert aufgrund der negativen Ladungen der Phosphatreste in einem elektrischen
Feld zur Anode.

FUr analytische und praparative Zwecke wurden Agarosegele angefertigt. Der
aufzutrennenden Fragmentgrofie entsprechend wurden 0,8 bis 2%ige Agarosegele in TAE-
Puffer (40 mM Tris, 20 mM NaOAc, 2 mM EDTA, pH 8,3) verwendet, die vor dem Giel3en mit
0,1 pug/ml Ethidiumbromid versetzt wurden. Die DNA-Proben wurden vor dem Auftragen 6:1
mit 6x Ladepuffer (50% Sukrose, 1% SDS, 0,2% OrangeG) verdinnt. Die Elektrophorese
erfolgte bei 50 bis 100 V. Als Laufpuffer diente jeweils 1x TAE. Das Gel wurde bei
kurzwelligem UV-Licht (254 nm) betrachtet und photographiert.

2.16.7 Isolation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Isolation der DNA-Fragmente wurde unter Verwendung des ,QIAquick Gel Extraktion
Kits“ der Firma Qiagen durchgeflhrt. Dieses arbeitet nach dem Prinzip der selektiven
Bindung von DNA an eine Silikon-Gel-Membran. Dabei macht man sich zunutze, dass DNA
bei hohen Salzkonzentrationen an der Saulenmatrix haften bleibt, wahrend Kontaminationen
weggewaschen werden. Bei niedrigen Salzkonzentrationen kann die DNA eluiert werden.

Die gesuchten Banden wurden anhand des GroéRenstandards identifiziert, mit einem Skalpell

aus dem Gel herausgeschnitten, gewogen und nach Herstellerangaben weiter bearbeitet.

2.16.8 Inhibierung der Genexpression mittels shRNA

Unter RNA-Interferenz (RNAI) versteht man die sequenzspezifische, posttranskriptionelle
Inhibierung der Genexpression durch den gezielten Einsatz von RNA-Molekilen, welche zur

Sequenz des auszuschaltenden Gens homolog sind. In der Zelle wird doppelstrangige RNA
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in 21-23 Nukleotide lange Fragmente, den sogenannten siRNAs (small interfering RNA)
gespalten. Dies erfolgt durch das Enzym Dicer, welches eine katalytische RNase Il Domane
enthalt. Die siRNAs werden daraufhin in den RNA induced silencing complex (RISC)
integriert, wodurch die Degradation der komplementaren RNA induziert wird.

Im Gegensatz zu synthetischen siRNAs ermdglicht der Einsatz vektorbasierender short-
hairpin RNAs (shRNAs) auch eine langerfristige Hemmung der Genexpression, da die
siRNA-Molekule kontinuierlich in der Zelle synthetisiert werden. Darlber hinaus kdnnen die
shRNA-tragenden Plasmide in virale Vektoren integriert werden, wodurch das Spektrum an
transfizierbaren Zelltypen erheblich erweitert wird.

In dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche Virustypen verwendet: Adeno-assoziierte Viren
(AAV) und Lentiviren. Das Adeno-assozierte Virus ist ein Parvovirus aus der Familie der
Dependoviridae. Es infiziert eine Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen, einschlieRlich
neuronaler und glialer Zellen des ZNS. Verschiedenen Serotypen zeigten dabei ein
unterschiedliches Spektrum an infizierbaren Zelltypen. Der in dieser Arbeit verwendete
Serotyp 2 infiziert mit hoher Effizienz postmitotische Neurone (Shevtsova et al., 2004;
Tenenbaum, 2004). Die Lentiviren gehdren zu der Familie der Retroviren (Orthoretroviren).
Charakteristisch fur Retroviren ist die reverse Transkriptase, die es ermdglicht, ihr RNA-
Genom in DNA umzuschreiben und anschlielend in das Wirtsgenom stabil zu integrieren.
Lentiviren kénnen sowohl proliferierende als auch ruhende bzw. differenzierte Zellen

infizieren.

2.16.8.1 Design von shRNA-Sequenzen

Die Generierung TpRIl-spezifischer shRNAs erfolgte unter Nutzung der RNAi-Design
Software von OligoEngine. Mit Hilfe dieser wurden, basierend auf der cDNA-Sequenz des
Zielgens (Gene Bank Accession No. NM_009371), spezifische siRNA-Sequenzen von 19 bp
Lange ermittelt.

Unter den angezeigten siRNA-Sequenzen wurden funf aufgrund ihres Score-Wertes
ausgewahlt, welcher ein algorithmischer Indikator fur die Wahrscheinlichkeit einer
erfolgreichen Inhibition mit dieser Sequenz darstellt. Zusatzlich wurden die siRNA-
Sequenzen mit Hilfe der Suchfunktion “BLAST”(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/)
analysiert, um signifikante Homologien mit anderen Genen als dem Zielgen ausschlieRen zu
kénnen. Nachfolgend wurden diese dann als Vorlage fir die Synthese der shRNA-Oligomere
herangezogen. Diese beinhalten neben der dem Zielgen homologen Sequenz eine Spacer-
Sequenz sowie am 5-Ende eine Xhol und am 3’-Ende die T5-Sequenz und einige
Nukleotide der Hindlll-Sequenz zur Klonierung in den pSuper-Vektor. Die genauen

Sequenzen der shRNA-Konstrukte befinden sich im Anhang.
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sense:
5°- GATCCCC - Zielsequenz — TTCAAGAGA - Zielsequenz (invers) — TTTTTGC — 3’
antisense:

5-TCGAGAAAAA- Zielsequenz — TCTCTTGAA — Zielsequenz (invers) - GGG-3’

2.16.8.2 Klonierung von pSuper-Konstrukten zur Expression der TSRII-
shRNAs in Zelllinien

Der Vektor pSuper exprimiert shRNAs unter Kontrolle des H1-RNA-pol IllI-Promotors
(Brummelkamp et al., 2002). Diese kénnen nach Export ins Zytoplasma von dem Enzym
Dicer zu funktionellen siRNAs prozessiert werden.

Zur Hybridisierung der sense- und antisense-Oligonukleotide wurden jeweils 1 ug jedes
Oligonukleotids und 5 ul 10x Puffer B (Fermentas, 10 mM Tris-HCI, pH 7.5 10 mM MgCl,, 0,1
mg/ml BSA) in einem Gesamtvolumen von 50 pl H20 im Thermocycler bei 94°C flr 4 min
erhitzt und dann schrittweise auf Raumtemperatur abgekuhlt (4 min 80°C, 4 min 75°C, 4 min
70°C, 20 min 37°C, RT). Die Oligonukleotide wurden (ber die Schnittstellen Bgllll und Xhol
in die Multiple Cloning Site des pSuper-Vektors kloniert.

Nach der Elektroporation des Ligationsansatzes in elektrokompetente E. coli Zellen wurde
die Bakteriensuspension auf LB-Platten mit Ampicillin ausplattiert und bei 37°C Gber Nacht
wachsen gelassen. Zur Uberpriifung der Klone wurden Plasmid-Minipraparation angefertigt
und die Plasmid-DNA mit EcoRI und Xhol verdaut. Klone mit dem korrekten Insert zeigten
nach Agarosegelelektrophorese ein Bande bei 281 bp, negative Klone ohne Insert bei 248
bp.

2.16.8.3 Klonierung der shRNA-Konstrukte zur Verwendung in Adeno-

assoziierten Viren

Der Vektor pAAV H1 CytbAS SEWB sowie der die shRNA tragende pSuper-Vektor wurden
mit Bstbl und Hindlll geschnitten und die aufgereinigten, linearisierten Vektoren mit dem
shRNA-Insert ligiert. Nach der Elektroporation des Ligationsansatzes in elektrokompetente
E. coli Sure-Zellen wurde die Bakteriensuspension auf LB-Platten mit Ampicillin ausplattiert
und bei 37°C Uber Nacht (maximal 10 bis 12 Stunden) wachsen gelassen.

Zur Uberpriifung der Klone wurden Plasmid-Minipraparation angefertigt und die Plasmid-
DNA der Klone wurden einerseits mit EcoRl und Hindlll und andereseits mit Smal

geschnitten und Uber ein Agarosegel aufgetrennt.
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2.16.9 DNA-Sequenzierung

Um Punktmutationen in den klonierten shRNA-Konstrukten auszuschlieen, wurden die
fertig gestellten Konstrukte abschliefiend sequenziert. Die Sequenzierungs-PCR wurde nach

folgendem Ansatz in einem Gesamtvolumen von 10 pl pipettiert:

0,5 ug DNA

5 pmol Primer (M13-reverse)
4 ul ET-Mix

X Ml H.O

Die PCR-Reaktion wurde nach folgendem Protokoll durchgeflhrt:

1 [Initiale Denaturierung 5min 95°C
2 | Denaturierung 20 sec 95°C
3 |Annealing 15 sec 62°C
4 |Elongation 4 min 60°C

Die Schritte 2 bis 4 wurden insgesamt 25 mal wiederholt. Nach der PCR-Reaktion wurden
den Proben je 10 pl H,O hinzugeflgt. Die Analyse wurde vom Institut fir Humangenetik der

Universitat Gottingen Gbernommen.

2.16.10 Isolierung genomischer DNA

Fir die Genotypisierung der Ctgf-Knock-out Mause und Embryonen wurde genomische DNA
aus Schwanzbiopsien isoliert. Die Biopsien wurden Uber Nacht in 500 pl Lysispuffer (100 mM
Tris-HCI pH 8,0, 5 mM EDTA, 0,2% SDS, 200 mM NaCl in Aqua dest.) mit 7,5 ul Proteinase
K bei 55°C inkubiert, unlésliche Partikel wurden durch Zentrifugation (12.000 x g, 5 min, RT)
sedimentiert und aus dem Uberstand wurde die DNA durch Zugabe von 500 pl Isopropanol
ausgefallt. Fur die Gewinnung genomischer DNA aus primaren Zellkulturen wurden die
Zellen aus einem 24-Well mit 500 ul Lysispuffer + 7,5 ul Proteinase K fur einige Stunden bei
55°C inkubiert und die DNA ebenfalls durch Zugabe von 500 pl Isopropanol ausgefallt. Durch
Zentrifugation (12.000 x g, 5 min, RT) wurde die DNA pelletiert, das Pellet zweimal mit 70%

Ethanol gewaschen und anschlieend in Aqua dest. bei 37°C Uber Nacht gelost.
2.16.11 Isolierung der Gesamt-RNA

Zur lIsolierung der Gesamt-RNA aus primaren Zellkulturen und Zelllinien wurden Kits der

Firmen Quiagen oder Machery Nagel entsprechend der Herstellerangaben verwendet. Die
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Entfernung etwaiger Verunreinigungen mit genomischer DNA erfolgte mit der im Kit

enthaltenen DNAse.

2.16.12 Konzentrationsmessung von Nukleinsduren

Die Konzentration von RNA-und DNA-LOsungen wurde mit Hilfe eines UV/VIS-Photometers
bestimmt. Dazu wurden Verdinnungen der DNA- bzw. RNA-LOsung in TE-Puffer (10 mM
Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA) hergestellt und bei 260 und 280 nm gegen einen Leerwert (nur
TE-Puffer) gemessen. Bei 260 nm, dem Absorptionsmaximum der Nukleotide, lasst sich

Konzentration von Nukleinsauren nach folgender Formel ermitteln:

c[mg/ml] = OD260 x Verdinnung x Multiplikationsfaktor (fir RNA: 40, fir dsDNA: 50)

Bei 280 nm befindet sich das Absorptionsmaximum von Proteinen und aus dem Quotient von
0OD260/0D280 kann daher die Reinheit der RNA bestimmt werden. Bei einer reinen RNA-

Lésung betragt der Quotient 2,0, bei einer reinen DNA-L6sung 1,7.

2.16.13 Reverse Transkription

Aus der isolierten Gesamt-RNA wurde mittels Reverser Transkriptase komplementare DNA
(cDNA) hergestellt. Das erfolgte mit Hilfe des ,RevertAid™ MMuLVReverse Transkriptase
Systems von Fermentas. Dazu wurden zunachst 1 ng RNA mit RNase-freiem Wasser auf ein
Volumen von 12,5 ul aufgefullt und fur 10 min bei 70°C erhitzt, um die Sekundarstrukturen
der RNA aufzuschmelzen und ein Hybridisieren der Primer zu ermoglichen. Dann wurde

folgender Ansatz hinzu pipettiert:

4 ul 5 x Reaktionspuffer

1l 0,5 pg/ul Oligo(dT)12-18mer

1 ul 80 mM dNTPs

1l RevertAid™ Reverse Transkriptase (200 U/ul)
0,5 ul RNase Inhibitor (40U/ul)

Der Mix wurde fir eine Stunde bei 42°C inkubiert und die Reverse Transkriptase

anschlieRend bei 72°C fur 5 min inaktiviert.
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2.16.14 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction; (Saiki et al., 1985)) ist eine
Methode, die die spezifische Amplifikation von Nukleinsduresequenzen aus einem Gemisch
von Nukleinsauren ermoglicht. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die PCR fir
Expressionsanalysen in primaren Zellkulturen (so genannte Reverse Transkriptase-PCR;
RT-PCR), fur die Uberpriifung des Rekombinationsereignisses in hippokampalen Neuronen
aus TPRII (flox/flox) Mausen nach Transduktion mit AAV-Cre und fir die Genotypisierung der

Ctgf-Knock-out Tiere eingesetzt.

2.16.14.1 PCR zur Uberpriifung des Rekombinationsereignisses in hippo-
kampalen Neuronen aus TpRIl (flox/flox) Mausen nach
Transduktion mit AAV-Cre

Hierzu wurde die genomische DNA aus hippokampalen Primarkulturen von TBRII (flox/flox)
Mausen nach Transduktion mit AAV-Cre bzw. ohne AAV-Cre an DIV12 gewonnen. Diese

genomische DNA wurde dann neben Kontroll-DNA aus TBRII (flox/+) Tieren in folgende PCR

eingesetzt:

2 pl 10x PCR-Puffer (ohne Mg*")

1,2 yl MgCl; (25 mM)

0,2 ul 80 mM dNTPs

1 ul Primer forward (10 pmol) (Bam up bzw. Kpn up)
1 ul Primer reverse (10 pmol) (Bam down)

1ul DNA

0,1 ul Taqg-Polymerase (5 U/pl)

13,5 H,O

Das Amplifizierungsprogramm umfasste folgende Schritte:

1 [Initiale Denaturierung 5min 95°C
2 | Denaturierung 1 min 95°C
3 |Annealing 30 sec 62°C
4 |Elongation 1 min 72°C
5 | Finale Elongation 5 min 72°C

Die Schritte 2 bis 4 wurden in insgesamt 40 Zyklen wiederholt.
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Die Amplifikate wurden mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Bande des Wildtyp-Allels
entspricht einer Groflde von 422 bp. Das Amplifikat des gefloxten Allels hat eine Grélie von
575 bp. Die Bande des KO-Allels nach erfolgreicher Rekombination liegt bei 692 bp.

2.16.14.2 PCR zur Genotypisierung der Ctgf-Knock-out Tiere

Zur Genotypisierung wurde genomische DNA aus Schwanzbiopsien gewonnen und in die

nachfolgend beschriebene PCR eingesetzt:

2 pl 10x PCR-Puffer (ohne Mg?*)
1,2 pl MgCl; (25 mM)

0,2 ul 80 mM dNTPs

0,5l Primer P20 (50 pmol)

0,25 ul Primer P21 (10 pmol)

1 ul Primer P23 (10 pmol)

1ul DNA

0,1 ul Tag-Polymerase (5 U/pl)
13,75 pl H,O

Das Amplifizierungsprogramm umfasste folgende Schritte:

1 [Initiale Denaturierung 5min 95°C
2 | Denaturierung 30 sec 95°C
3 |Annealing 45 sec 59°C
4 |Elongation 75sec72°C
5 | Finale Elongation 5 min 72°C

Die Schritte 2 bis 4 wurden in insgesamt 35 Zyklen wiederholt.
Aus dem Bandenmuster der mittels Gelelektrophorese aufgetrennten Amplifikate wurde der
Genotyp ermittelt. Fur Wildtypen wurde nur das 400 bp-Fragment, fir Ctgf (-/-) nur das 560

bp-Fragment amplifiziert. Flr heterozygote Tiere lielRen sich beide Allele nachweisen.

2.16.14.3 Semiquantitative Reverse-Transkriptase PCR (RT-PCR)

Bei einem semiquantitativen Vergleich des Gen-Expressionslevels mittels RT-PCR ist es von
essentieller Bedeutung, dass sich die PCR im linear ansteigenden Teil der DNA-

Amplifikationskurve befindet, um die Unterschiede in der Genexpression zu zeigen.
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Deshalb wurden in Vorversuchen fir die einzelnen Primerpaare zunachst die optimalen
Zykluszahlen ermittelt. Es wurde eine Zykluszahl in dem Bereich gewahlt, indem noch eine
lineare Steigerung der Amplifikation stattfand. Die Angabe der optimierten Zykluszahlen
findet sich zusammen mit den Primersequenzen im Anhang.

Im folgenden ist das Pipettierschema fiir einen 20 ul Ansatz dargestellt:

2 pl 10x PCR-Puffer (ohne Mg?*)
1,2 MgCl,l (25 mM)

0,2 ul 80 mM dNTPs

1l Primer forward (10 pmol)
1l Primer reverse (10 pmol)

1 ul cDNA (1 ug /ul)

0,1 ul Taqg-Polymerase (5 U/pl)
13,5 ul H,O

Zur Amplifikation diente folgendes Programm:

1 [Initiale Denaturierung 5min 95°C

Denaturierung 15 sec 95°C

2
3 | Annealing und Elongation |1 min 59°C
4

Finale Elongation 5 min 72°C

Die Schritte 2 und 3 wurden primerabhangig, gemafR der ermittelten optimalen Zykluszahl,

wiederholt.

2.16.15 Quantitative Real-Time Polymerase-Ketten-Reaktion

Die quantitative Real-Time PCR ist eine Vervielfaltigungsmethode flir Nukleinsauren, die auf
dem Prinzip der herkdmmlichen Polymerase-Kettenreaktion beruht und zusatzlich die
Méglichkeit der Quantifizierung in Echtzeit bietet. In einer Real-Time PCR wird, im
Gegensatz zur konventionellen PCR, die Anzahl der entstandenen Kopien nach jedem
Zyklus gemessen. Die Messung kann mit Hilfe fluoreszierender Farbstoffe erfolgen, in dieser
Arbeit wurde SYBR-Green verwendet. SYBR-Green bindet nur an doppelstrangige DNA und
andert dabei sein Emissionsmaximum. Bei der Wellenlange von 530 nm kann die Zunahme
von doppelstrangiger DNA verfolgt werden. Zur Quantifizierung wird der Anfang der
exponentiellen Phase der PCR-Reaktion benutzt, in der sich die Zielsequenz unter optimalen
Bedingungen mit jedem Zyklus verdoppelt. Dabei wird der Zyklus, an dem die Fluoreszenz

erstmalig signifikant Uber die Hintergrundfluoreszenz ansteigt, als CT-Wert (threshold cycle)
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angegeben. Die Expression des Zielgens wird mit einem Referenzgen normalisiert, um
Variationen in der Ausgangsmenge der eingesetzten RNA-Probe auszugleichen. Als
Referenzgen diente hier das Housekeeping-gene Gapdh.

Die Berechnung des Expressionsunterschiedes zwischen behandelter und unbehandelter

Probe erfolgte mittels der AACT-Methode nach folgender Berechnung:

ACT = CT-Zielgen — CT Referenzgen
AACT = ACT Behandlung — ACT unbehandelte Kontrolle

Ratio = 2744¢T

Voraussetzung fir die Anwendung der AACT-Methode ist, dass alle verwendeten Primer
annahernd die gleiche Effizienz besitzen. Im optimalen Fall, in dem sich die Zielsequenz mit
jedem Zyklus verdoppelt, ware die Effizienz = 2. In der Praxis sind die Effizienzen jedoch
etwas geringer.

Die fir die quantitative Real-Time PCR verwendeten Primerpaare wurden mittels einer
Standardkurve auf ihre Effizienz Gberprift. Dazu wurden vier Verdinnungsstufen der cDNA
hergestellt (1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000) und deren CT-Werte halblogarithmisch tUber der
DNA-Menge aufgetragen. Aus der Steigung (m) der Standardkurve lasst sich dann die
Effizienz (E) nach folgender Formel berechnen:

E=10 (-1/m)

Es wurden nur Primerpaare verwendet deren Effizienzen zwischen 1,7 und 1,9 lagen.

Fir die Real-Time PCR wurde ein Mastermix bestehend aus 12,5 ul SYBR-Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems), 2 ul cDNA (1:10 verdidnnt) und 5,5 ul Aqua dest. pro
Reaktion angefertigt. Je 20 ul davon wurden in eine 96-Well PCR-Platte pipettiert und je 5 pl
des Primerpaargemisches hinzugefiigt. Die PCR-Platte wurde mit einem optischen Film
versiegelt, fur 3 min bei 1000 x g zentrifugiert.

Die Reaktion wurde im Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System nach folgendem
Programmm durchgeflhrt: 10 min Denaturierung bei 95°C, 40 Zyklen mit 15 sec 95°C, 1 min
59°C. Im Anschluss an die PCR erfolgte eine Schmelzkurvenanalyse, um das Vorkommen

von Fehlamplifikaten zu kontrollieren.

2.16.16 Primerdesign

Alle Oligonukleotidprimer fiir die Zielgen-Expressionsanalyse wurden mit dem Programm

PrimerExpress 2.0 (Applied Biosystems) entworfen und von der Firma Invitrogen bezogen.
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Dabei wurden die Primer so gewahlt, dass ihr Schmelzpunkt zwischen 58 und 60°C lag und
das Amplifikat eine Lange zwischen 100 und 200 bp aufwies. Exon-Intron-Grenzen
Uberspannende Primer wurden nach Moglichkeit bevorzugt. Die Spezifitdt wurde mittels
BLAST-Sequenzvergleich (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) Uberpruft.

217 Proteinbiochemische Methoden

2.17.1 Zellaufschluss

Um kultivierte Zellen zu lysieren, wurde das Medium abgenommen, die Zellen wurden
zweimal in eiskaltem PBS gewaschen und dann in PBS mit einem Zellschaber vom Boden
abgelést. Alle folgenden Schritte wurden auf Eis oder bei 4 °C durchgefiihrt. Die Suspension
wurde in Reaktionsgefale uberfuhrt und fir 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Anschlieend
wurde das Pellet in einer der PelletgroRe entsprechenden Menge NP40-Puffer (10 mM Tris-
HCI, 1,5 mM MgCl,, 0,5% Nonident P40 Substitent), dem Protease-Inhibitor (1:25) zugesetzt
wurde, resuspendiert. Die Zellen wurden durch dreimaliges Beschallen mit Ultraschall im
Ultraschallbad fiir jeweils 5 min aufgeschlossen. Das Lysat wurde durch 30-mindtige
Zentrifugation bei 13.000 rpm von Debris befreit. Dann wurde die Proteinkonzentration des

Uberstandes bestimmt.

2.17.2 Messung der Proteinkonzentration nach Bradford

Nach der Isolierung wurden die Proteine nach der Bradford-Methode gemessen (Bradford,
1976). Diese Methode basiert auf der proportionalen Bindung von Coomassie-Blue an das
Protein. Als Abgleich fur die Proteinmengen wurde eine Standardkurve definierter BSA-
Mengen erstellt. Die Zellextrakte sowie die BSA-Konzentrationsreihe wurden mit einer
Verdinnung von 1:50 in einem Endvolumen von 100 pl in Aqua dest. aufgenommen und
anschlieltend mit 400 pl 1x Bradford-Reagenz vermischt. Die Proben wurden flir 10 min bei
RT inkubiert und anschliellend mittels eines UV/VIS-Photometers bei einer Absorption von

595 nm gemessen.

2.17.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE ist ein Verfahren zum elektrophoretischen Auftrennen von Proteinen

entsprechend ihres Molekulargewichtes unter denaturiernden Bedingungen.
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Zur Auftrennung des flag-markierten TBRII wurde ein 10%-Polyacrylamidgel verwendet
(Sammelgel: 0,12 M Tris (pH 6,8), 2 mM EDTA, 0,1 % SDS, 4 % Acrylamid/Bisacrylamid
29:1, 0,05 % Ammoniumpersulfat, 0,1 % TEMED; Trenngel: 0,38 M Tris (pH 8,8), 2 mM
EDTA, 0,1 % SDS, 10 % Acrylamid/Bisacrylamid 29:1, 0,05 % Ammoniumpersulfat, 0,1 %
TEMED).

Die aufzutrennenden Proteinlésungen wurden mit 4x NuPage® LDS Sample Puffer und 50
mM DTT fir 10 min bei 70°C erhitzt um eine Denaturierung der Proteine zu erreichen und
anschlieftend fir 2 min auf Eis abgekihlt, bevor sie in die Geltaschen geladen wurden. Die
Gelelektrophorese fand in ELPHO-Puffer als Laufpuffer (25 mM Tris-HCI, 250 mM Gilycin,
1% SDS, pH8.3) bei einer Spannung von 120 V statt und wurde abgestoppt, wenn die blau

gefarbte Lauffront des Ladepuffers das Ende des Gels erreicht hatte.

2.17.4 Western Blot

Es gibt verschiedene Varianten des Western-Blotting. Das in dieser Arbeit angewandte
Verfahren ist das so genannte Semi-Dry-Blotting, bei dem die im SDS-PAGE aufgetrennten
und zu Banden fokussierten Proteine Uber eine senkrecht zum Gel angelegte Spannung auf
eine Nitrocellulosemembran Ubertragen werden. AnschlieRend erfolgt die Detektion Uber
proteinspezifische Antikérper und Enzym-gekoppelte Sekundarantikérper.

Das Polyacrylamidgel und die in Transferpuffer (250 mM Tris-HCI, 190 mM Glycin, 2% SDS,
pH8.4; 10% Methanol frisch) angefeuchtete Nitrocellulosemembran wurden zwischen
Schichten von mit Transferpuffer befeuchteten Whatman-Papieren gelegt und in die Blot-
Apparatur eingebracht. Bei einer konstanten Stromstdrke von 4 mA/cm? wurden nun die
Proteine fir 1,5-2 Stunden Ubertragen. Nach dem Transfer der Proteine wurden die
Membranen fir 10 min in TBS-T (150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, pH7.4, 0,5% Tween-20)
gewaschen. Dann wurden unspezifische Bindungsstellen mit Blockpuffer (5%
Magermilchpulver, 0,1% Tween-20 in TBS) zwei bis drei Stunden abgesattigt. Danach
erfolgte die Inkubation mit dem ersten Antikorper verdinnt in Blockpuffer Gber Nacht bei 4°C.
Nach dreimaligem Waschen fur je 15 min mit TBS-T wurden die Membranen fur eine Stunde
bei Raumtemperatur mit einem Meerettich-Peroxidase (HRP)-gekoppeltem Zweit-Antikdrper
verdunnt in TBS-T inkubiert. Danach wurde wieder dreimal fir 15 min mit TBS-T gewaschen
und anschlielend erfolgte die Signaldetektion mit der verstarkten Chemilumineszenz-
Methode. Als Substrat wurde die ,Western Lighting Chemielumineszenz Lésung® der Firma
Millipore nach Angaben des Herstellers verwendet. Entsprechend der Signalstarke wurden
unterschiedliche Zeitraume flir die Belichtung der Rdntgenfilme bendtigt. Zum Abschluss
wurde der Rontgenfilm entwickelt, kurz in Wasser gewaschen und fixiert und nach der

Trocknung mit einem Flachbett-Scanner (Epson) eingelesen
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2.18 Statistische Auswertung

In allen Untersuchungen wurden Daten aus mindestens drei unabhangigen Experimenten (n
2 3) erhoben. Diese Werte wurden zur statistischen Prifung in die GraphPad Prism-Software
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) importiert. Zum Vergleich zweier
Behandlungsgruppen wurde der Students t-test verwendet Die Signifikanzniveaus sind mit *
P< 0,05, =+ P < 0,01; =*x P < 0,001 angegeben. Alle Werte sind in graphischen

Darstellungen als Mittelwert £ SEM (standard error of the mean) wiedergegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung dissoziierter Neurone des Hippokampus und
Cortex im Hinblick auf die Responsivitat gegenuber TGF-B-

Signalen

Als Zellmodell zur Untersuchung von moglichen Funktionen von TGF-B wahrend der
Entwicklung von neuronalen Zellen wurden dissoziierte Kulturen des Cortex und
Hippokampus aus embryonalen Mausen der Embryonalstadien 14,5 und 16,5 (E14,5 und
E16,5) verwendet. Zunachst sollte Uberprift werden, ob in den dissoziierten Zellen unter den
gegebenen Kulturbedingungen die charakteristischen Komponenten des TGF-B-Signalweges

in funktioneller Form vorhanden sind.

3.1.1  Expression der TGF-p Isoformen und deren Rezeptoren

Aus in vivo Studien ist bekannt, dass alle drei TGF-B-Isoformen im zentralen Nervensystem
vorkommen. Wahrend TGF-$2 und TGF-B3 von Neuronen und Gliazellen gebildet werden,
ist TGF-B1 im intakten, unverletzten zentralen Nervensystem nur in Meningen und im Plexus
choroideus zu finden (Flanders et al., 1991; Pelton et al., 1991). Auch die Expression der
MRNA des TGF-B-Rezeptors Typ Il (TBRII) konnte weit verbreitet im ZNS nachgewiesen
werden (Bottner et al.,, 1996). Um festzustellen, ob die dissoziierten neuronalen Kulturen
TGF-Bs und deren Rezeptoren besitzen, wurde die Expression der TGF-p-lIsoformen 1, 2
und 3 und der TGF-p-Rezeptoren des Typs | und Il auf mMRNA-Ebene untersucht.

Dazu wurde RNA aus dissoziierten Kulturen des Cortex aus E14,5 und E16,5 embryonalen
Mausen sowie aus Kulturen des Hippokampus von E16,5 Mausen am vierten Kulturtag
(DIV4) gewonnen und mittels RT-PCR auf das Vorhandensein dieser Transkripte Uberpruft.
Es zeigte sich, dass sowohl alle drei TGF-B-Isoformen (Abbildung 5A), als auch die TGF-B-
Rezeptoren Typ | und Il (Abbildung 5B) in den cortikalen und hippokampalen Kulturen

exprimiert werden.
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A Abbildung  5: Dissoziierte
Cortex E14.5 Cortex E16.5 Hippokampus E16.5
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ausgestattet
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Cortex E14.5 Cortex E16.5 Hip E16.5 1, 2 und 3 (A) sowie der Rezep-

300bp toren TBRI und Il (B) in cortikalen
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100bp
DIv4.

TBR | I | | I

3.1.2 Sekretion von TGF-

Um sicherzustellen, dass diese Komponenten des TGF-B-Signalweges auch funktionell aktiv
und die Zellen somit responsiv fur TGF-B-Signale sind, wurden weitere Untersuchungen
bendtigt.

Zunachst wurde die Sekretion von TGF-$ aus den neuronalen Kulturen mittels des PAI-1-
Luciferase-Assays bestimmt (Abe et al., 1994). Dazu wurde das konditionierte Medium aus
Kulturen von jeweils 100.000 ausgesaten Zellen nach vier Tagen Kultivierung gesammelt, in
der Halfte des Mediums wurde das latent gebundene TGF-B durch Saurebehandlung
freigesetzt und mit MLEC (mink lung epithelial cells) inkubiert. Die mit dem PAI-1-Luciferase-
Konstrukt stabil transfizierten MLEC zeigen nach der Stimulation mit TGF-B eine erhdhte
Luciferase-Expression, welche in einer chemischen Reaktion in Lumineszenz verwandelt
und somit gemessen werden kann. Diese Lumineszenzaktivitat kann dann als MaR} fir die
Konzentration von TGF-$ im konditionierten Medium verwendet werden. In den cortikalen
Kulturen beider Entwicklungsstadien sowie in den hippokampalen Kulturen konnte eine

Sekretion von TGF-f in das Kulturmedium nachgewiesen werden (Abbildung 6).
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Abbildung 6: TGF-B-Sekretion in dissoziierten

cortikalen und hippokampalen Kulturen

3500+ 1 Iatent gebun- Zellkulturiiberstande von cortikalen und
= 3000+ denes TGF-f  hippokampalen Kulturen an DIV4 wurden mittels PAI-
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% 25007 latent gebundenem TGF-B analysiert. Sowohl
@2000' cortikale Neurone aus E14,5 und E16,5 Embryonen
5‘2’3 1500 = als auch hippokampale Neurone aus E16,5
:f 1000 = Embryonen sekretieren TGF-B in aktiver und latent
o gebundener Form. Die Balken reprasentieren den

5004 Mittelwert von jeweils drei Messungen + SEM.
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3.1.3 Aktivierung von Smad-Proteinen

Die Responsivitdt der neuronalen Kulturen auf TGF-B-Signale wurde weiterhin durch die
Lokalisation von Smad-Proteinen untersucht. Nach Aktivierung der TGF-B-Rezeptoren durch
die Bindung von TGF-B kann eine Smad-abhangige Signalkaskade ausgeldst werden, in
deren Verlauf es zu einer kurzzeitigen Translokation von Smad2 und Smad3 vom Zytosol in
den Zellkern kommt (Derynck und Zhang, 2003). Da TGF-$, wie zuvor gezeigt, von cortikalen
und hippokampalen Kulturen konstitutiv sekretiert wird, wurden die Kulturen fir 24 Stunden
mit dem ALK4,5,7-Inhibitor SB431542 (10 uM) vorbehandelt. SB431542 inhibiert selektiv die
Typ | TGF-B-Rezeptoren ALK4, 5 und 7, ohne einen Effekt auf andere ALK-
Familienmitglieder zu haben (Inman et al., 2002). Es inhibiert spezifisch TGF-3- oder Aktivin-
stimulierte Smad-Phosphorylierung, beeinflusst die ERK-, JNK- und p38-MAPK-Signalweg
jedoch nicht. AnschlieRend wurden die Kulturen fur eine Stunde mit 5 ng/ml TGF-p1
stimuliert und die Lokalisation von Smad-Proteinen mittels eines Antikdrpers gegen Smad1,
2 und 3 immunzytochemisch untersucht. In Abbildung 7 sind die Ergebnisse in
hippokampalen und cortikalen Kulturen aus E16,5 Embryonen nach vier oder zwdlf Tagen in
Kultur dargestellt. Unter Kontroll-Bedingungen war eine diffuse Verteilung von Smad1,2,3
Uberwiegend im Zytoplasma zu beobachten. Nach 60-minitiger Behandlung mit TGF-31
dagegen, war eine deutliche Lokalisation von Smad1,2,3 Immunreaktivitdt im Zellkern
festzustellen.

Damit konnte gezeigt werden, dass sowohl junge (DIV4) als auch reife (DIV12)

Neuronenpraparationen von Cortex und Hippokampus responsiv fir TGF-B-Signale sind.
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Abbildung 7: Hippokampale und cortikale Kulturen sind responsiv fiir TGF-B-Signale
Immunzytochemischer Nachweis von Smad1,2,3 in hippokampalen und cortikalen Kulturen an DIV4 und DIV12.
Unter Kontroll-Bedingungen war eine Lokalisation von Smad1,2,3 Uberwiegend auf’erhalb des Zellkerns im
Zytosol zu beobachten. Nach Stimulation mit TGF-p kam es zu einer Translokation der Smad-Proteine in den
Zellkern. MaRstab: 50 pm.

Zusammengefasst demonstrieren diese Ergebnisse, dass dissoziierte embryonale
Neuronenpraparationen des Cortex und Hippokampus eine funktionsfahige TGF-p-
Signalkaskade aufweisen und daher ein geeignetes Modell darstellen, TGF-B induzierte

Mechanismen in sich entwickelnden neuronalen Zellen des Vorderhirns zu untersuchen.

3.2 Evaluierung von Zielgen-Kandidaten des TGF-3-Signalweges in

primaren hippokampalen Kulturen

TGF-B ist ein vielfaltiges Molekil mit oft sehr gegensatzlichen Wirkungsweisen in einer
Vielzahl von Organsystemen. Aber auch innerhalb des zentralen Nervensystems sind
differentielle Auswirkungen im Zusammenhang mit TGF-f beschrieben worden (s. Kapitel
1.1.8). Diese unterschiedlichen Wirkungsweisen desselben Zytokins koénnen nur durch
genau aufeinander abgestimmte Regulationen von stromabwarts gelegenen Zielgenen
erreicht werden, durch die TGF-f schlieRlich die jeweiligen Effekte entfaltet.

Eine erste Annaherung an die Funktion von TGF-§ fir die Entwicklung von Neuronen im
embryonalen ZNS kann daher durch das Studium der von TGF-f an- oder abgeschalteten
Zielgene erfolgen. In der Literatur sind bereits fir viele Organsysteme zahlreiche Gene
beschrieben worden, die spezifisch durch TGF-B-Signalwege reguliert werden. Fir das
zentrale Nervensytem sind allerdings nur sehr wenige Zielgene bekannt. Daher sollten im

ersten Teil dieser Arbeit potentielle TGF-p-Zielgenkandidaten auf ihre Regulation in primaren
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Zellkulturen des Hippokampus mittels semiquantitativer RT-PCR und Real-Time PCR
evaluiert werden. Als Ausgangsbasis fir diese Analyse wurden 70 Gene ausgewahlt, die in
der Literatur durch Microarray-Studien in endothelialen, mesenchymalen und ependymalen
Zellen als potentielle TGF-B-Zielgene beschrieben worden sind (Verrecchia et al., 2001;
Zavadil et al., 2001;0ta et al., 2002; Kang et al., 2003; Yang et al., 2003; Zhao et al., 2004)
und eine Bedeutung fiir das Nervensystem haben. Die Tabelle 2 gibt eine kurze Ubersicht
Uber die getesteten Gene. Eine detaillierte Auflistung mit den Accession numbers und den
Sequenzen der verwendeten Primerpaare befindet sich im Anhang.

Fur die Analyse wurden hippokampale Primarkulturen aus E16,5 Mauseembryonen an zwei
unterschiedlichen Zeitpunkten ihrer Kultivierung verwendet: an DIV4, wenn die Kultur noch
viele Vorlauferzellen sowie junge Neurone enthdlt und an DIV12, wenn die Kultur
Uberwiegend aus ausdifferenzierten Neuronen besteht. Da die hippokampalen Kulturen
konstitutiv TGF-B sekretieren und somit ein gewisses Level an basaler TGF-B-Signalaktivitat
herrscht, wurden die Kulturen wiederum fir 24 Stunden mit dem ALK4,5,7-Inhibitor
SB431542 (10 uM) vorbehandelt. Anschlielend erfolgte die Stimulation mit 5 ng/ml TGF-$1
Uber einen Zeitraum von zwei Stunden, um eher schnelle Regulationen zu erfassen und Gber
24 Stunden, um auch lang anhaltende und verzdgert einsetzende Effekte mit einzuschlieRen.
Als Kontrolle dienten nur mit SB431542 behandelte Kulturen. Aus den Zellen wurde nach
Behandlung die Gesamt-RNA gewonnen und daraus cDNA synthetisiert, welche als
Template fur die nachfolgende PCR-Reaktion eingesetzt wurde. Zunachst wurde jedes Gen
in allen Bedingungen mindestens dreimal mit cDNAs aus unterschiedlichen
Zellpraparationen mittels semiquantitativer RT-PCR getestet. Diejenigen Gene, die in
mindestens zwei von drei Fallen eine deutlich Regulation zeigten, wurden anschlieRend

durch Real-Time PCR nochmals verifiziert.
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Tabelle 2: Potentielle TGF-B-Zielgene ermittelt in Microarray-Analysen in endothelialen, ependymalen und
mesenchymalen Zellen (Verrecchia et al., 2001; Zavadil et al., 2001; Ota et al., 2002; Kang et al., 2003;

Yang et al., 2003; Zhao et al., 2004).

Zell-Matrix- Zell-Zell- Signalmolekiile
Interaktion Interaktion und Effektoren
Decorin Catenin-p3 Akap9 Nedd9
Igfbp3 Deltex 1 Anxa2 Nrg1
Igfbp5 Dishevelled 1 Bmp4 Nrg3
Integrin-a.3 Dishevelled 2 Bmpr2 p15Ink4b
Integrin-a. 5 Dishevelled 3 c-Myc p21Cip1
Integrin-p 3 Ephb2 Ctgf RhoB
Integrin-pg 5 Ephrin A1 Fgfr1 Rock1
Laminin B1 Ephrin B1 Fstl3 Smad7
MMP-2 Gja4 Fzd1 Snail2
MMP-3 Smoothened Fzd7 Sortilin1
MMP-11 Tle3 Gata2 Sox4
MMP-14 Vdac Hes1 Sox9
MMP-16 Wnt2b Hgof Sox10
Neogenin Wnt8b Id1 Spry2
Semaphorin 3b ld2 Tqif
Semaphorin 4c Id3
TenascinC lgf2r
Timp1 Inhba
Timp2 Jagged1
Timp3 Lrrn3
3.21 TGF-B regulierte Zielgene in jungen hippokampalen Kulturen

(DIV4)

In jungen hippokampalen Kulturen nach viertagiger Kultivierung konnten neun deutlich
regulierte Gene identifiziert werden (Abbildung 8). Davon zeigten flinf (Ctgf, Hes1, Nedd9,
Smad7 und Tle3) eine andauernde Hochregulation sowohl nach zweistlindiger als auch nach
24-stundiger Behandlung mit TGF-B. Fstl3 und Itga5 waren kurzfristig nach zwei Stunden
verstarkt exprimiert, nach 24 Stunden sank das Expressionslevel jedoch wieder auf das
Kontrollniveau ab. Bei Gata2 war die anfangliche Induktion der mRNA gefolgt von einer
starken Repression. Zwei Gene zeigten insgesamt eine Verminderung der Genexpression.
Bei |d3 war diese sowohl kurz- als auch langfristig, bei Itga3 war die Repression erst nach 24
Stunden deutlich messbar. In der Tabelle 3 sind die in der Real-Time PCR ermittelten

quantifizierten Werte der Expressionsanderungen angegeben.
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Abbildung 8: Regulation von TGF-B-Zielgenen in jungen hippokampalen Kulturen (DIV4)
Die semiquantitative RT-PCR nach zwei Stunden (A) und 24 Stunden (B) Behandlung mit TGF-B1 (5 ng/ml)

identi-fiziert neun regulierte Gene.

Tabelle 3: Quantitative Real-Time PCR-Analyse der TGF-B regulierten Zielgene in jungen hippokampalen

Kulturen (DIV4) Die Auswertung erfolgte nach der 44 CT-Methode und der Zahlenwert entspricht der x-fachen

Expressionsanderung der TGF-B behandelten Probe in Bezug auf die Kontrolle.

Gen 2h TGF-B | 24h TGF-$
Ctgf 3,58 1,93
Gata2 3,19 -7,16
Hes1 2,23 3,61
I1d3 -2,03 -3,25
Itga3 1,15 -2,07
Itga5 2,49 -1,50
Nedd9 3,79 3,34
Smad7 3,77 2,62
Tle3 2,14 -1,22
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3.2.2 TGF-B regulierte Zielgene in reifen hippokampalen Kulturen
(DIV12)

In ausgereiften hippokampalen Kulturen (DIV12) konnten 13 deutlich regulierte Gene
detektiert werden (Abbildung 9). Ctgf, Nedd9 und Smad7 waren ebenso wie in den jungen
Kulturen sowohl kurz- als auch langfristig hochreguliert. Abweichend zu den Beobachtungen
an DIV4 war Gata2 an DIV12 nicht nur kurzfristig sondern auch lang anhaltend verstarkt
exprimiert, es kam also zu keiner Repression nach fortgesetzter TGF-p-Stimulation von
Gata2. Fstl3 und Itga5 waren jeweils nur kurzzeitig nach zwei Stunden hochreguliert, nach
24-stindiger TGF-B-Behandlung erreichte das  Expressionslevel wieder das
Ausgangsniveau. Timp3 und TnC zeigten erst nach 24-stiindiger Behandlung eine erhdhte
Expression. Finf Gene reagierten auf die TGF-B-Behandlung mit einer
Expressionsminderung. Im Fall von Dtx1 und Igf2r trat diese bereits nach der zweistlindigen
Behandlung auf und war lang anhaltend, wahrend Dvl1, DvI3 und Itga3 erst verzogert nach
24 Stunden deutlich herabreguliert waren. In der Tabelle 4 sind die in der Real-Time PCR
ermittelten  quantifizierten Werte der Expressionsdnderungen angegeben. Die
Expressionsanderung von Dtx1 konnte aufgrund des fir die Real-Time PCR ungeeigneten
Primers nicht quantifiziert werden.

Insgesamt ergaben sich also Unterschiede in der Komposition der regulierten Gene in
jungen und ausgereiften Kulturen. Wahrend Ctgf, Gata2, Itga3, Itga5, Nedd9 und Smad7 in
beiden Entwicklungsstadien reguliert waren, zeigten Hes1, Id3 und Tle3 ausschlielich in
den jungen Kulturen eine Expressionsanderung, Dtx1, Dvl1, DvI3, Fstl3, Igf2r, Timp3 und
TnC dagegen nur in reifen Kulturen. Aufgrund bekannter Funktionen (s. Kapitel 4.1) kénnen
diese Zielgene in verschiedene Gruppen kategorisiert werden. Ctgf (Connective tissue
growth factor), Timp3 (Tissue inhibitor of metalloproteases 3), TnC (TenascinC) sowie die
Integrine a3 (Itga3) und a5 (ltga5) sind Proteine, die mit der extrazellularen Matrix assoziiert
sind. Gata2 (GATA-binding protein 2), I|d3 (Inhibitor of differentiation 3) und Nedd9 (Neuronal
precursor cell expressed developmentally downregulated gene 9) spielen eine wichtige Rolle
bei der Differenzierung neuronaler Progenitoren. Tle3 (Transducin like enhancer of split 3 ),
Dvl1 und DvI3 (Dishevelled homolog 1 und 3), Dix1 (Deltex1) und Hes1 (Hairy and enhancer

of split 1) sind in Notch-und/oder Wnt-Signalwege involviert.
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Abbildung 9: Regulation von TGF-B-Zielgenen in reifen hippokampalen Kulturen (DIV12)

Die semiquantitative RT-PCR nach zwei Stunden (A) und 24 Stunden (B) Behandlung mit TGF-B1 (5 ng/ml)

identi-fiziert 13 regulierte Gene.

Tabelle 4: Quantitative Real-Time PCR Analyse der TGF-§ regulierten Zielgene in reifen hippokampalen

Kulturen (DIV12) Die Auswertung erfolgte nach der 44 CT-Methode und der Zahlenwert entspricht der x-fachen

Expressionsanderung der TGF-B behandelten Probe in Bezug auf die Kontrolle.

Gen 2h TGF-§ |24h TGF-$

Ctgf 9,92 12,36
Dvi1 1,1 -4,2
DvI3 -1,14 -2,55
FstI3 3,72 1,42
Gata2 2,59 4,61
Igf2r -1,65 -2,65
Itga3 -1,31 -2,07
Itga5 4,78 1,1
Nedd9 3,45 2,51
Smad7 3,16 3,97
Timp3 1,57 2,72
TnC 1,17 2,27
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3.2.3 TGF-B-Zielgene involviert in Notch- und Wnt-Signalwege

Die Entwicklung des Nervensystems wird durch eine Vielzahl von Signalen gesteuert, die
aber im Wesentlichen auf wenige, evolutionar hoch konservierte Signalwege zurlickzuflihren
sind. Ein wesentlicher Faktor flir den geordneten Ablauf dieser Entwicklungsprozesse ist
daher die korrekte Integration der verschiedenen Signalwege. In der Literatur existieren
mehrere Hinweise darauf, dass auch die TGF-B-Signalwege in Wechselwirkungen mit
anderen Signalwegen stehen, insbesondere den Notch- und Wnt-Signalkaskaden.

Erste Hinweise auf mdgliche Interaktionen zwischen TGF-B-, Notch- und Wnt-Signalwegen in
hippokampalen Kulturen konnten auch durch die zuvor beobachteten Regulationen der Gene
Ctgf, Dtx1, Dvl1, DvI3, Tle3 und Hes1 gefunden werden.

Deshalb sollte innerhalb des Notch- und Wnt-Signalweges gezielt nach weiteren TGF-B-
Zielgen-Kandiaten gesucht werden. Die Firma SABiosciences bietet Pathway-spezifische
Real-Time PCR-Arrays an, bei denen sich in einer 96-Well-Platte Primerpaare fir 84
Pathway-fokussierte Gene befinden. Es wurden die RT? Profiler™ PCR Arrays Mouse Notch
Signalling Pathway (PAMM-059) und Mouse Wnt Signalling Pathway (PAMM-043)
verwendet. Ein Set besteht aus je zwei Platten, so dass eine mit der cDNA aus den
Kontrollzellen und eine mit der cDNA aus den TGF-§ stimulierten Zellen analysiert werden
konnte. Hierflr wurde cDNA aus hippokampalen Kulturen an DIV4 nach 24-stindiger TGF-§3-
Behandlung eingesetzt. Die Auswertung erfolgte nach der A4-CT-Methode, dabei ist der
Anderungsfaktor in der Expressionsstarke der TGF-B behandelten Probe gegeniiber der
Kontrolle als x-fache Anderung (Fold-change) angegeben. Die kompletten Ergebnisse dieser
Arrays sind im Anhang dargestellt. Im Array inbegriffene RNA-Qualitatskontrollen bestatigten
jedes Mal, dass die RNA keine Verunreinigungen mit genomischer DNA aufwies und durch
die PCR-Qualitatskontrollen konnte sichergestellt werden, dass die Effizienz der PCR selbst
in Ordnung war und dass keine Schwankungen zwischen den einzelnen Wells innerhalb der
Platte auftraten. Als eindeutig reguliert wurden diejenigen Gene bewertet, bei denen der
Anderungsfaktor mindestens 2,0 erreichte. Fir diese Gene wurden selbst Primerpaare
gesucht und die Regulation durch Wiederholung der quantitativen Real-Time PCR nochmals
Uberprift. Gleichzeitig wurde der Zeitraum der zweistliindigen TGF-B-Behandlung in die
Auswertung mit einbezogen. Gene, bei denen der Anderungsfaktor zwischen 1,6 und 2,0 lag,
wurden ebenfalls in die Uberpriifung aufgenommen. Die Resultate sind in den Tabellen 5A
und B dargestellt. Aufgrund der Schwierigkeit, fir einige Gene spezifische, Real-Time PCR
geeignete Primerpaare zu finden, konnten einige Genregulationen nicht verifiziert werden.

Im Notch-Signalweg konnte eine deutliche Expressionssteigerung der Notch-Rezeptoren
Notch2 und Notch3 und im geringeren Malie von Notch4 sowie der Notch-Zielgene und

Transkriptionsregulatoren Hes1 (Hairy and enhancer of split 1), Hey1 (Hairy/enhancer-of-split
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related with YRPW motif protein 1) und Runx1 (Runt related transcription factor 1) sowie des
in den Sonic hedgehoc-Signalweg involvierten Gli1 (GLI-Kriippel family member GLI1)
beobachtet werden. Eine leichte Expressionserhdhung zeigte auch der Notch-Ligand DIl1
(Delta-like 1). Weiterhin kam es zu einer vermehrten Expression der Zytokine [117b
(Interleukin 17B) und Ifng (Interferon gamma) sowie von Krt1 (Keratin1), Lor (Loricrin) und
Lmo2 (LIM domain only 2).

Der Zellzyklusregulator Ccnd1 (Cyclin D1) =zeigte eine positive Regulation nach
zweistlindiger TGF-B-Stimulation gefolgt von einer Repression nach 24 Stunden TGF-3-
Behandlung. Erbb2 (V-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2), ein
Mitglied der Familie der epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptoren und der
Transkriptionsfaktor Pparg (Peroxisome proliferator activated receptor gamma) wiesen eine
reduzierte Expression nach TGF-p-Behandlung auf.

Unter den Wnt-Signalweg assoziierten Genen fiel eine Expressionssteigerung der
Transkriptionsfaktoren Lef1 (Lymphoid enhancer binding factor 1) und Pitx2 (Paired-like
homeodomain transcription factor 2) auf. Neben Cyclin D1 war Cyclin D2 ebenso kurzfristig
hochreguliert und bei fortgesetzter TGF-p-Behandlung herabreguliert.

Die diversen Wnt-Gene zeigten unterschiedliche Regulationen, wahrend Wnt2, Wnt3a,
Wnt5b, und Wnt10a eine erhdhte Expression aufwiesen, war die Expression von Wnt8a,
Wnt11 und Wnt16 nach TGF-B-Behandlung reduziert.
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Tabelle 5A und B: TGF-B-abhidngige Regulation von Notch- und Wnt-Signalweg assoziierten Genen in
hippokampalen Kulturen an DIV4

Ergebnisse der Notch- und Wnt-pathway fokussierten PCR-Arrays sowie deren Uberpriifung mittels Real-Time
PCR.

A B
Mouse Notch Signalling Pathway (PAMM-059)  Mouse Wnt Signalling Pathway (PAMM-043)
24h TGF- 2h TGF- 24h TGF- 2h TGF-
Uber- Uber- Uber- Uber-
Gen Array prifung priiffung | |[Gen Array priifung priifung |
Ccnd1 -2,93 -1,7 3,06 Ccnd1 -2,79 -1,7 3,06
DIl 1,67 1,58 1,07 Ccnd2 -1,85 -4,68 1,66
Erbb2 -1,78 Lef1 1,87 4,2 3,25
Gli1 213 2,15 1,74 Pitx2 2,23 2,35 1,6
Hes1 1,69 3,61 3,71 Wnt2 1,71
Hey1 1,78 1,84 2,56 Wnt3a 1,91
Ifng 223 Wnt5b 2 1,22 1,12
117b 1,75 Wnt8a -2,66
Krt1 2,35 2,03 -1,02 Wnt10a 2,62 3,29 24
Lmo2 1,62 1,63 1,82 Wnt11 -2,41
Lor 1,78 1,74 2,8 Wnt16 -3,61
Notch2 2,95 2,67 1,91
Notch3 3,78 3,59 2,32
Notch4 1,88 2,01 2,14
Pparg -1,65 -2,01 1,02
Runx1 4,38 4,91 3,9

3.24 Abhangigkeit der TGF-B-Zielgenregulation vom TGF--Rezeptor
Typ Il

Um herauszustellen, dass die untersuchten Genregulationen tatsachlich abhangig von einer
funktionierenden  TGF-B-Signaltransduktion sind, wurde eine Unterbrechung der
Signaltransduktion durch einen experimentellen Knock-down des TGF-p-Rezeptors Typ Il in
hippokampalen Kulturen durchgefiihrt.  Anschlie®Bend wurde der Einfluss des
Funktionsverlustes auf die Regulation der ermittelten TGF-B-abhangigen Zielgene
untersucht. Daflr wurden zwei unterschiedliche Strategien verwendet. Die erste basiert auf
dem Prinzip des Cre/loxP-Systems in Verbindung mit der Transduktion durch Adeno-
assoziierte Viren (AAV). Fir eine weitere Moglichkeit, die TGF-B-Signaltransduktion in

kultivierten Neuronen zu inhibieren, wurden gegen den TGF-B-Rezeptor Typ Il gerichtete
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shRNAs hergestellt. Diese shRNAs wurden zunachst im Zellkulturmodell an C2C12 und Oli-
neu Zellen auf ihre Funktionsfahigkeit getestet. Die effektivste wurde ausgewahlt und in
einen Vektor kloniert, mit dem Adeno-assoziierte Viruspartikel hergestellt werden konnten.
Die Herstellung des Virus wurde durch einen Kooperationspartner tbernommen (Dr. S.

Kugler, Institut fir Neurologie, Universitatsmedizin Gottingen).

3.2.41 Prinzip des Cre/loxP vermittelten Knock-downs des TGF-f3-
Rezeptor Typs Il

Fir dieses System standen Mausmutanten zur Verfigung, bei denen das Exon 2 des Gens
fir den TGF-B-Rezeptor Typ Il von loxP-Stellen flankiert ist (Chytil et al., 2002). Aus diesen
Tieren wurden primare hippokampale Kulturen angelegt und mit einem Adeno-assoziierten
Virus, der zur neuronenspezifischen Expression von Cre-Rekombinase flhrt, transduziert.
Die Aktivitdt der Cre-Rekombinase vermittelt den Funktionsverlust des TBRIl durch
Ausschneiden des Exon 2 des TSRII-Gens in den transduzierten Zellen.

Die infektidsen  Adeno-assoziierten  Viruspartikel, die den Cre-Rekombinase-
Expressionsvektor pAAV 6P1 Cre SEWB enthielten (Abbildung 10), wurden von Dr.
Sebastian Kigler zu Verfigung gestellt.
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Abbildung 10: Schematische Darstellung des Cre-
Rekombinase Expressionsvektors pAAV 6P1 Cre
SEWB

TR: AAV-2 inverted terminal repeats; hSyn1: human
synapsin 1 Gen-Promotor; CRE: Cre-Rekombinase-
Gen; SvpA: Simian Virus 40 Polyadenylierunsstelle;
TB: synthetischer Transkriptionsblocker; EGFP:
Enhanced green fluorescent protein Reportergen;
WPRE: woodchuck hepatitis virus posttranscriptional
regulatory element; bGHpA: bovine growth hormone
Polyadenylierungsstelle; Ori: origin of replication;
f1(+) Ori: origin of single strand-DNA; AMP:

Ampicillinresistenzgen

Dieser Vektor besteht aus einer bicistronischen Expressionskasette, wobei die Expression
der Cre-Rekombinase und des enhanced green fluorescent protein (EGFP), zur optischen
Kontrolle des Transduktionserfolgs, jeweils unabhangig voneinander von dem human

synapsin1-Promotor (hSyn1) gesteuert werden. Dieser Promotor ist ausschlieRlich in
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Neuronen aktiv (Kugler et al., 2003), so dass durch dieses System ein Knock-down des
TBRII spezifisch in Neuronen erreicht werden kann. Die Expressionskassette wird durch zwei
inverted terminal repeats (TR) flankiert, die fur die Virusreplikation notwendig sind.
Zusatzliche Elemente, die fir die korrekte Genexpression erforderlich sind, beinhalten das
woodchuck hepatitis virus posttranslational control element (WPRE), die bovine growth
hormone (bGH) Polyadenylierungsstelle und die Simian Virus 40 Polyadenylierungsstelle
(SVpA). Ein synthetischer Transkriptionsblocker (TB) sorgt fiir die getrennte Transkription
des EGFP und der Cre-Rekombinase. Es wurde der AAV-Serotyp 2 verwendet, da dieser
eine hohe Effizienz bei der Infektion von Neuronen aufweist (Shevtsova et al., 2004;
Tenenbaum, 2004). In Abbildung 11A sind die hippokampalen Kulturen sieben Tage nach
der Transduktion mit dem AAV 6P1 Cre SEWB (kurz: AAV-Cre) dargestellt. Nahezu alle
Zellen exprimieren EGFP, was eine hohe Transduktionseffizienz belegt. Durch PCR-Analyse
von genomischer DNA der transduzierten Zellen konnte der Erfolg des
Rekombinationsereignisses Uberprift werden (Abbildung 11B). In Zellen von Tieren, die
heterozygot fur das gefloxte Allel des TPRII sind (flox/+) erscheinen zwei Banden in der PCR
zur Detektion des gefloxten Allels, wobei die Bande bei 422 bp dem Wildtyp-Allel entspricht
und die Bande bei 575 bp dem gefloxten Allel. Zellen aus homozygoten Tieren (flox/flox)
zeigen demnach nur die 575 bp-Bande. Nach Transduktion der Cre-Rekombinase in die
homozygoten Zellen (flox/flox+Cre) findet ein Ausschneiden des gefloxten Allels statt, was
durch die Reduzierung der 575 bp-Bande sichtbar wird. In der zweiten PCR fiir das Knock-
out (KO) -Allel findet sich kein Amplifikat in den untransduzierten heterozygoten und
homozygoten Zellen. Nach Transduktion der Cre-Rekombinase erscheint jedoch die Bande
des KO-Allels bei 692 bp. Die Rekombination und das Cre-vermittelte Ausschneiden des
TPBRII-Gens haben also erfolgreich stattgefunden, wodurch es auch zu einer deutlichen
Reduzierung der TBRII-Expression in den transduzierten hippokampalen Kulturen kam
(Abbildung 11C).
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Abbildung 11: Die Transduktion von AAV-Cre in hippokampalen Kulturen aus TBRII (flox/flox)-Embryonen
besitzt eine hohe Effizienz und fiihrt zur Reduktion des TBRII

(A) Live-Imager-Aufnahmen von hippokampalen Kulturen sieben Tage nach der Transduktion mit AAV-Cre. Die
Expression von EGFP in nahezu allen Zellen belegt die hohe Transduktionseffizienz.

(B) PCR-Analysen genomischer DNA belegen den Erfolg der Rekombination und das Ausschneiden des
gefloxten Allels des TBRII.

(C) Die RT-PCR zeigt eine Reduktion des TPRII in den AAV-Cre transduzierten Zellen.

3.24.2 Generierung einer gegen den TGF-B-Rezeptor Typ Il gerichteten
shRNA

3.24.21 Validierung TBRIl-spezifischer shRNA-Vektoren in Oli-neu und C2C12-

Zellen

Mit Hilfe der RNAi-Design Software von OligoEngine wurden funf unabhangige TBRII-
spezifische shRNA-Sequenzen ermittelt, welche gegen unterschiedliche Zielsequenzen
innerhalb der TPRII mRNA gerichtet sind. Vor der Klonierung in die entsprechenden
Vektoren zur Herstellung Adeno-assoziierter Viren, wurde die Effizienz der einzelnen
shRNA-Sequenzen zunachst in der murinen oligodendroglialen Vorlauferzelllinie Oli-neu und
in der murinen pramyoblastischen Vorlauferzelllinie C2C12 auf verschiedenen Ebenen
analysiert. Dazu wurden die shRNA-Sequenzen in den shRNA-Expressionsvektor pSuper

ligiert. Als Negativkontrolle diente der leere pSuper-Vektor ohne shRNA-Insert.
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Zunachst wurde der shRNA-vermittelte Knock-down der TBRII-Expression in C2C12-Zellen
auf Proteinebene untersucht. Daflir wurden die C2C12-Zellen mit einem flag-markierten
Expressionsplasmid, welches die TPRII-spezifische Ziel-mRNA lieferte und den shRNAs co-
transfiziert und die Menge an gebildetem TBRIl mit einem gegen die flag-Markierung
gerichtetem Antikdrper nachgewiesen (Abbildung 12A). Diese Methode besitzt gegenlber
dem Nachweis mit dem proteinspezifischen Antikorper den Vorteil, dass nur transfizierte
Zellen erfasst werden und somit das Hintergrundsignal von untransfizierten Zellen
ausgeblendet werden kann. Mit der TBRIl shRNA1 und shRNA3 transfizierte Zellen zeigten
48 Stunden nach der Transfektion ein positives Signal fur den flag-markierten TBRII, welches
in der Intensitat vergleichbar mit dem des Kontrollvektors war. Diese shRNAs waren offenbar
ineffizient und wurden daher im folgenden Test nicht mehr berucksichtigt. Mit der shRNA4
konnte bereits ein deutlicher Rickgang des TpRII-Proteinlevels erzielt werden und nach
Transfektion der shRNAs 2 und 5 war kein Signal mehr detektierbar.

Um den Knock-down des TBRII auch funktionell nachzuweisen, wurde der Effekt der TBRII
shRNAs auf die Aktivierung von Smad-Proteinen nach Stimulation mit TGF-f unersucht.
Dazu wurden C2C12- und Oli-neu-Zellen mit dem Luciferase-Reporterplasmid pGL3-SBE
transfiziert, welches ein Smad-bindendes Element (SBE) vor dem Luciferase-Reportergen
tragt. Aktivierte Smad2/3/4-Komplexe binden an das SBE und fuhren dadurch zur
Expression von Luciferase. Um Fehler durch Schwankungen in der Transfektionseffizienz
abgleichen zu koénnen, wurden die Zellen zusatzlich mit dem pCMV-B-Gal-Plasmid
transfiziert. Dieses Plasmid tragt das Gen fur das Enzym p-Galaktosidase unter der Kontrolle
des konstitutiv aktiven CMV-Promotors. 24 und 48 Stunden nach der Transfektion wurden
die Zellen fur weitere 24 Stunden mit 5 ng/ml TGF-p1 stimuliert. Zur Kontrolle der basalen
Smad-Aktivitdt diente eine mit dem Kontrollvektor transfizierte Probe ohne TGF--
Stimulation. Danach erfolgte die Lyse der Zellen und die Messung der Luciferaseaktivitat und
der B-Galaktosidaseaktivitat (Abbildung 12B und C). Durch Division der Luciferasewerte
durch die p-Galaktosidasewerte wurden relative Lichteinheiten (RLU) als Mal® der Smad-
Aktivierung berechnet. Der Wert der mit dem Kontrollvektor transfizierten und mit TGF-$
stimulierten Zellen wurde dabei als Maximalwert angesehen und auf 100% gesetzt und die
Ubrigen Werte prozentual auf diesen Wert bezogen. Alle drei in diesem Test verwendeten
shRNAs zeigten eine Tendenz, die TGF- vermittelte Smad-Aktivierung zu reduzieren. Die
Reduktion war 72 Stunden nach der Transfektion starker ausgepragt als nach 48 Stunden.
Die shRNAZ2 verringerte zu diesem Zeitpunkt die Smad-Aktivitadt auf 6,5% in C2C12-Zellen
und auf 5,5% in Oli-neu-Zellen, shRNA5 erreichte eine Reduktion auf 7% in C2C12-Zellen
und auf 25% in Oli-neu Zellen. Die shRNA4 war hingegen weniger effektiv und erzielte nur

eine Verminderung auf 39% in C2C12-und Oli-neu-Zellen.
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Basierend auf diesen Ergebnissen wurde die TPRIl-spezifische shRNA2 ausgewahlt, um

einen Adeno-assoziierten Virus zur Verwendung in neuronalen Primarkulturen zu erzeugen.

A
TRRII TBRI TRRII Kontroll  TRRII TRRI TRRII Kontroll
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Abbildung 12: Validierung der TBRIl-spezifischen shRNA-Konstrukte in C2C12- und Oli-neu-Zellen

(A) Western-Blot von Zelllysaten aus C2C12-Zellen co-transfiziert mit den jeweiligen shRNA-Konstrukten und
flag-markiertem TBRII. Der Pfeil gibt die erwartete GroRRe des TBRII-flag bei ca. 70 kDa an. Die shRNAs 2 und 5
sind in der Lage, die Expression des TBRII unter die Detektionsgrenze zu senken.

(B) und (C) Messung der Luciferaseaktivitat vom TGF-p-Reporterkonstrukt pGL3-SBE in C2C12-Zellen (B) und
Oli-neu-Zellen (C) 48 und 72 Stunden nach Transfektion der shRNA-Konstrukte. Die shRNAs 2 und 5 besitzen
das grofite Potential, die durch TGF-B-Stimulation hervorgerufene Smad-Aktivitdt zu reduzieren. Die Balken

reprasentieren den Mittelwert aus n=3 unabhangigen Experimenten + SEM.

3.24.2.2 Klonierung des AAV-shRNA-Expressionsvektors

Der shRNA-Expressionsvektor pAAV H1 CytbAS SEWB wurde von Dr. Sebastian Kigler zu
Verfigung gestellt (Abbildung 13A). Er enthalt eine bicistronische Expressionskassette mit
der shRNA unter der Kontrolle des H1-Promotors und EGFP unter der Kontrolle des human
synapsin1-Promotors (hSyn1). Da der H1-Promotor grundsatzlich in allen Zellen aktiv ist,
kann durch diesen Vektor keine ausschlieRlich neuronale Spezifitdt des Knock-downs erzielt
werden. Das in diesem Vektor enthaltene shRNA-Konstrukt CytbAS wurde durch

Restriktionsverdau mit BstBl und Hindlll herausgeschnitten und stattdessen das gegen den
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TBRII gerichtete shRNA-Konstrukt hineinligiert, welches zuvor ebenfalls durch BstBl und
Hindlll- Spaltung aus dem pSuper-Vektor entnommen wurde. Abbildung 13B zeigt den
shRNA Expressionsvektor pAAV H1 TBRIlI shRNA2 nach erfolgreicher Umklonierung.
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Abbildung 13: Schematische Darstellungen der shRNA-Expressionsvektoren

(A) Der Vektor pAAV H1 CytbAS SEWB wurde als Ausgangsvektor zur Einklonierung des TBRIl shRNA
Konstruktes verwendet (B) pAAV shRNA Expressionsvektor nach vollendetem Einfliigen des TPRIl shRNA-
Konstruktes.

TR: AAV-2 inverted terminal repeats; hSyn1: human synapsin 1 Gen-Promotor; H1pro: H1-Promotor; SvpA:
Simian Virus 40 Polyadenylierunsstelle; TB: synthetischer Transkriptionsblocker; EGFP: Enhanced green
fluorescent protein Reportergen; WPRE: woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory element;
bGHpA: bovine growth hormone Polyadenylierungsstelle; Ori: origin of replication; f1(+) Ori: origin of single

strand-DNA; AMP: Ampicillinresistenzgen

3.2.4.3 Einfluss des Cre/loxP vermittelten Knock-downs des TGF-B-
Rezeptor Typs Il auf die Regulation von TGF--Zielgenen

Die Transduktion der hippokampalen Kulturen aus TBRIl flox/flox Embryonen erfolgte an
DIV2. Die Stimulation mit TGF-f wurde wie unter 3.2 beschrieben an DIV11 fur 24 Stunden
durchgefihrt. AnschlielRend wurde die mRNA isoliert und die Expression der identifizierten
TGF-B-Zielgene semiquantitativ mittels RT-PCR analysiert. In Abbildung 14 sind die
Ergebnisse dargestellt, dabei entsprechen die ersten beiden Banden jeweils den
Kontrollzellen, transduziert mit einem EGFP-tragenden Kontrollvirus. Sie zeigen die zuvor
beschriebenen Expressionsanderungen nach Stimulation mit TGF-. Die letzten beiden
Banden entsprechen Kulturen nach neuronalem Knock-down des TBRII ohne und nach TGF-

B-Stimulation. Dabei wurde deutlich, dass einige Gene (Ctgf, Dtx1, Dvl1, Smad7, Timp3 und
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TnC) auch nach Knock-down des TBRII noch eine Regulation aufwiesen. Im Fall der Proteine
der extrazellularen Matrix Ctgf, Timp3 und TnC war das Ausgangslevel jedoch stark
vermindert, so dass erst nach der TGF-B-Stimulation eine detektierbare Expression erreicht
wurde, was auf eine grundsatzlich Beteiligung des TBRII bei der Expression dieser Gene
hindeutet. Da durch den neuronenspezifischen Synapsin1-Promotor die Cre-Expression, und
damit der Knock-down des TBRIIl, nur in Neuronen, nicht aber in Astrozyten bzw.
Vorlauferzellen  erreicht wurde, stammt die noch vorhandenen Regulation
héchstwahrscheinlich von den in der Kultur gegenwartigen Astrozyten oder Vorlauferzellen.
Fstl3, Itga3 und Nedd9 waren dagegen in den AAV-Cre transduzierten Zellen nicht mehr
reguliert, so dass die Regulation dieser Gene von der Signaltransduktion durch den TBRII
abhangt und vermutlich zu einem grofen Teil in den Neuronen stattfindet. Im Fall von Gata2,
Id3 und Itgab5 war Expression nach Knock-down des TBRII insgesamt kaum noch
detektierbar. Moglicherweise ist eine funktionierende TGF-B-Signalkaskade fur die
Expression dieser Gene essentiell oder der andauernde Verlust des TGF-3-Signals Uber die
Kultivierungsperiode verursacht Anderungen im Zellsystem, die zu diesem Abfall in der

Genexpression flhren.

dd9
[AAV-Cre | - [ - + [ + [ -1 - + | + |
TGF-B - ¥ = + = + = +
Gapdh
[AAV-Cre | - | - | + [ + |
TGF- - + - +

Abbildung 14: Regulation der TGF-p-Zielgene in hippokampalen Kulturen aus TBRII (flox/flox) Embryonen
an DIV12 nach Knock-down des TBRII durch das Cre/loxP-System

Die semiquantitative RT-PCR zeigt, dass die in den Kontrollzellen nach 24-stiindiger TGF-B-Behandlung
auftretenden Genregulationen nach Ausschalten des TBRII durch Transduktion mit dem Cre-exprimierenden AAV
im Fall von Fstl3, ltga3 und Nedd9 aufgehoben sind. Ctgf, Dtx1, DvI1, Smad7, Timp3 und TnC zeigen weiterhin

eine, teils abgeschwachte, Regulation. Die Expression von 1d3 und Itga5 ist insgesamt unterdrickt.
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3.24.4 Einfluss des shRNA vermittelten Knock-downs des TGF-3-
Rezeptor Typs Il auf die Regulation von TGF-B-Zielgenen

Die Transduktion der hippokampalen Kulturen mit der TBRIl shRNA sowie die TGF-B-
Stimulation und RNA-Isolation erfolgte nach gleichem Schema wie beim Cre/loxP-System.

Abbildung 15 zeigt die Genexpressionsanderungen nach Transduktion der shRNA bzw. in
den AAV-EGFP transduzierten Kontrollzellen. Die Ergebnisse sind weitestgehend identisch
mit denen des durch den Cre/loxP vermittelten Knock-down des TPRIl. Auch hier zeigten
Ctgf, Dtx1, Dvl1, Timp3 und TnC noch immer eine Regulation, wahrend diese bei den
Ubrigen Zielgenen nicht mehr auftrat. Ebenso bestatigte sich die starke allgemeine
Expressionsverminderung bei Gata2 und Id3. Itga5 =zeigte in diesem Fall keine
aullergewohnliche Repression, dafiir war das Expressionslevel von ltga3 stark reduziert,
aber auch hier waren die Proteine der extrazelluldren Matrix Ctgf, Timp3 und TnC in ihrer
allgemeinen Expression vermindert. In dem verwendeten shRNA Expressionsvektor wird die
Expression der shRNA vom H1-Promotor kontrolliert. Dieser ist grundsatzlich in allen Zellen
aktiv, daher ist dieses Modell des TBRIlI Knock-downs nicht strikt neuronenspezifisch. Da der
Serotyp 2 des AAV jedoch bevorzugt Neurone infiziert, kann auch hier die verbleibende
Regulation auf Astrozyten zurlckzufihren sein bzw. von restlichen, nicht transduzierten
Neuronen stammen. Bei Dtx1 und Dvl1 ist sowohl die allgemeine Expression als auch die
Regulation selbst nach Ausschalten des TpRIl unverandert. Dies konnte auf einen

Mechanismus unabhangig vom TBRII hindeuten.
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Abbildung 15: Regulation der TGF-B-Zielgene in hippokampalen Kulturen an DIV12 nach shRNA

vermitteltem Knock-down des TBRII

Die semiquantitative RT-PCR zeigt, dass das shRNA vermittelte Ausschalten des TBRIl dazu fihrt, dass die in
den Kontrollzellen nach 24-stiindiger TGF-B-Behandlung auftretenden Genregulationen im Fall von Fstl3, Itga5,
Nedd9 und Smad7 aufgehoben sind. Ctgf, Dtx1, Dvl1, Timp3 und TnC zeigen weiterhin eine, teils
abgeschwachte, Regulation. Die Expression von Gata2, 1d3 und ltga3 ist insgesamt stark reduziert.
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3.2.5 Regulation der TGF-p-Zielgene in Astrozyten-angereicherten

Kulturen

Die vorangegangenen Experimente des neuronenspezifischen Knock-downs des TpRII
lieferten eine erste Mdglichkeit, zu entscheiden, welche der Zielgene eher in Neuronen und
welche eher in Astrozyten oder neuronalen Vorlauferzellen durch TGF- reguliert werden.
Um diese Entscheidung noch besser einzugrenzen, wurden Astrozyten-angereicherte
Kulturen aus dem Cerebrum embryonaler Mause (E16,5) angelegt. Wie in Abbildung 16
dargestellt ist, enthielten diese Kulturen neben GFAP-positiven Zellen (Abbildung 16A) auch
viele Zellen, die flr Nestin positiv waren (Abbildung 16B). Es handelt sich hierbei also um
eine Mischkultur aus glialen Zellen und undifferenzierten Vorlauferzellen bzw. radialen

Gliazellen. Neurone, positiv fur B-Tubulin, konnten nicht detektiert werden.

Nestin/DAPI

Abbildung 16: Astrozyten-angereicherte Kulturen aus dem Cerebrum embryonaler (E16,5) Mause
Die Kulturen beinhalten sowohl GFAP-positive, gliale Zellen (A), als auch Nestin-positive Vorlauferzellen (B).
Mafstab: 50 um

Die Kulturen wurden bis zum Erreichen der Konfluenz kultiviert, was nach 14 Tagen der Fall
war, dann wurden sie nach dem gewohnten Schema fiir zwei und fur 24 Stunden mit TGF-$
behandelt, die RNA isoliert und die Regulation der TGF-B-Zielgene mittels semiquantitativer
RT-PCR analysiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 17 dargestellt.

Ctgf war ebenso wie in den hippokampalen Kulturen deutlich hochreguliert, vor allem nach
langerer TGF-B-Stimulation. Fstl3, Gata2, Itga5, Smad7 und Tle3 waren ebenfalls analog zu
den hippokampalen Kulturen nach zwei Stunden stark induziert. Bei fortgesetzter TGF-3-
Stimulation sank das Expressionslevel wieder ab und erreichte im Fall von Gata2 sogar ein
Level unterhalb des Kontrollniveaus. Diese Expressionskinetik von Gata2 entspricht also der
in den jungen hippokampalen Kulturen beobachteten Kinetik. Id3 war, wie in den
hippokampalen Kulturen, vor allem nach 24-stiindiger Behandlung herabreguliert. Timp3 und

Tnc zeigten eine Induktion nach zwei und 24-Stundiger TGF-B-Behandlung, in den
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hippokampalen Kulturen war die Induktion dieser Gene dagegen erst nach der 24-stiindigen
Behandlung aufgefallen. Fur Dtx1, Dvl1, Hes1, Igf2r, Itga3 und Nedd9 konnten keine

deutlichen Regulationen festgestellt werden.

Ctgf Dtx1 Dvi1 Fstl3 Gata2
TGF-B - 2h | 24h - 2h [ 24h - 2h | 24h - 2h | 24h - 2h [ 24h

Hes1 1d3 Igf2r ltga3 ltga5

TGF-B

TGF-p

Gapdh

TGF-B

Abbildung 17: Regulation der TGF-B-Zielgene in Astrozyten-angereicherten Kulturen

Die semiquantitative RT-PCR zeigt eine Induktion von Cigf, Fstl3, Gata2, Itga5, Smad7, Timp3 und TnC nach
zwei- bzw. 24-stiindiger TGF-B-Behandlung und eine Repression von 1d3 analog zu den in den hippokampalen
Kulturen beobachteten Regulationen. Dtx1, Dvl1, Hes1, Itga3 und Nedd9 weisen dagegen keine deutlichen

Expressionsénderungen auf.

3.2.6 Smad-Abhangigkeit der TGF-3 regulierten Zielgene

Die Transduktion von TGF-B-Signalen erfolgt zu einem grofRen Teil Uber die Aktivierung von
Smad-Proteinen, daneben existieren aber auch Smad-unabhangige Mechanismen (Derynck
und Zhang, 2003). Deshalb sollte untersucht werden, welche Genregulationen eine Smad-
Abhangigkeit aufweisen. Dazu wurde die Smad-Signaltransduktion durch eine gegen Smad4
gerichtete shRNA inhibiert, die mittels Lenti-Viren in die primaren Zellkulturen transduziert
wurde. Smad4 ist ein gemeinsamer Bindungsparntner fur alle Rezeptor-regulierten Smads
und essentiell fur deren Signaltransduktion. Die Knock-down-Effizienz der shRNA wurde
bereits durch Vorversuche in der Arbeitsgruppe validiert. Da die virale Transduktion der
Zellen und das Wirksamwerden der shRNAs einige Tage in Anspruch nimmt (s. Kapitel
2.13.10), konnten hier nur die an DIV12 regulierten Zielgene untersucht werden. Die Analyse

erfolgte mittels Real-Time PCR und ist in Tabelle 6 dargestellt. Die Ergebnisse
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demonstrieren eine Smad-abhangige Regulation von Ctgf, DvI1, DvI3, Fstl3, Gata2, Itga3,
Nedd9, Timp3 und TnC, da diese nach dem Ausschalten der Smad4-Aktivitat keine bzw. nur
noch eine sehr geringfliigige Expressionsanderung nach TGF-B-Stimulation zeigten. Bei
Itga5, Runx1 und Smad7 wurde dagegen eine nahezu unverminderte Regulation gefunden,
so dass diese Zielgene vermutlich Uber Smad-unabhangige Signaltransduktionswege

beeinflusst werden.

Tabelle 6: Abhéangigkeit der TGF-B-Zielgenregulation von der Smad-Aktivitat
Real-Time PCR Auswertung der Regulation von TGF-B-Zielgenen in hippokampalen Kulturen an DIV12 nach

shRNA vermitteltem Knock-down von Sma4 bzw. nach Transduktion einer Non-target-shRNA-Kontrolle.

Smad4 shRNA Kontroll-shRNA

2h TGF- 24h TGF-B 2h TGF-B 24h TGF-B
Ctgf 1,40 2,10 9,82 12,36
Dvi1 -1,40 1,18 1,10 -4,20
Dvi3 1,05 1,31 -1,14 -2,55
Fsti3 1,31 1,53 3,72 1,42
Gata2 -1,06 -1,40 2,59 4,61
Itga3 1,46 1,60 -1,31 -2,07
Itga5 4,08 1,20 4,78 1,10
Nedd9 1,80 1,28 3,45 2,51
Notch2 -1,23 1,52 3,34 2,31
Runx1 17,38 9,80 10,26 8,45
Smad7 2,86 2,92 3,16 3,97
Timp3 1,09 1,50 1,57 2,72
TnC 1,11 1,27 1,17 2,27

3.2.7 Einfluss von Ctgf auf die Regulation von TGF--Zielgenen

Wahrend des Screens nach TGF-B-Zielgenkandidaten ist stets eine starke Induktion des
Connective tissue growth factors (Ctgf) aufgefallen. Eine derartige Expressionssteigerung
von Ctgf durch TGF-B wurde auch in zahlreichen anderen Studien in verschiedenen
Zellsystemen beobachtet und es wurde diskutiert, dass Ctgf eine Verstarkung der TGF-3-
Signaltransduktion bewirken kénnte (Abreu et al., 2002).

Ziel war es daher, zu untersuchen, ob die Regulation der identifizierten TGF-p-Zielgene
abhangig von der Ctgf-Expression ist. Zu diesem Zweck wurden Ctgf-defiziente Mause
(Ivkovic et al., 2003) verwendet. Diese Mause kénnen heterozygot gehalten werden,

homozygote Nachkommen weisen starke Skelettmissbildungen auf und sterben kurz nach
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der Geburt auf Grund von Atemstdrungen. Fir die Experimente wurden die Gehirne von
E16,5 Embryonen prapariert und die hippokampalen Neurone fir jeden einzelnen Embryo
eines Wurfes getrennt dissoziiert und kultiviert. Zusatzlich wurde von jedem Embryo eine
Schwanzbiopsie zur Feststellung des Genotyps genommen. Da die heterozygot Cigf-
deletierten Mause subfertil sind, standen nur wenige Embryonen zur Verfugung, weshalb die
Analyse auf einen Zeitpunkt beschrankt werden musste. Es wurden reife, bis DIV12
kultivierte Zellen gewahlt, weil hier die Ctgf-Induktion am starksten ausgepragt war. Die
Zellen wurden fur zwei Stunden mit TGF-f behandelt und danach die RNA isoliert. In Tabelle
7 sind die Expressionsanderungen der in diesem Zeitfenster regulierten Gene aus Kulturen
von zwei unterschiedlichen homozygot Citgf-deletierten Embryonen (-/-) sowie einem
heterozygot deletierten (+/-) und einem Wildtyp (+/+) Embryo desselben Wurfes aufgelistet.
Dabei konnte bei keinem der getesteten Gene ein Zusammenhang der Regulation mit der
Ctgf-Expression gefunden werden. Alle Gene waren sowohl in homozygot als auch in
heterozygot Ctgf-defizienten Kulturen gleichermalien wie im Wildtyp reguliert. Zwar weisen
die absoluten Zahlenwerte der Fold-Expression gewisse Schwankungen auf, diese wurden
jedoch Ublicherweise zwischen verschiedenen Zellpraparationen beobachtet.

Die Regulation dieser TGF-B-Zielgene ist also nicht abhangig von der Ctgf-Expression.

Tabelle 7: Abhédngigkeit der TGF-B-Zielgenregulation von der Ctgf-Expression
Real-Time PCR Auswertung der Regulation von TGF-B-Zielgenen in hippokampalen Kulturen von homozygot (-/-)

bzw. heterozygot (+/-) Ctgf-deletierten sowie Wildtyp (+/+) Embryonen an DIV12 nach zweistiindiger TGF-B-

Behandlung.

Gen _ |Ctgf (-) #1 Ctof (-)#2 Ctgf (+/-)  Ctgf (+/+)
Fsti3 5,41 1,81 2,01 3,77
Gata2 |2,06 3,70 2,61 2,63
Itga5 |6,06 3,90 3,90 4,74
Smad7 | 2,21 3,15 5,19 3,27
Nedd9 |3,78 5,80 4,02 4,14
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3.3 Einfluss von TGF-3 auf die Entwicklung hippokampaler und

cortikaler Zellen in vitro

Unter den identifizierten TGF-p-Zielgenen in den hippokampalen Kulturen befanden sich
zahlreiche Gene, die neuronale Entwicklungsprozesse wie Proliferation, Differenzierung,
Uberleben und Apoptose steuern kénnen. Daher sollten im zweiten Teil dieser Arbeit die
Auswirkungen einer exogenen TGF-B-Stimulation auf die Entwicklung embryonaler

hippokampaler und cortikaler Zellen in vitro untersucht werden.

3.3.1 TGF-B fordert die Neurogenese von hippokampalen und

cortikalen Progenitoren

Um die Auswirkungen einer exogenen Stimulation mit TGF-p auf die Entwicklung cortikaler
und hippokampaler Neurone zu untersuchen, wurden die dissoziierten Kulturen ab dem
zweiten Kultivierungstag mit 5 ng/ml TGF-1 behandelt und fur weitere sechs Tage in Kultur
gehalten. Anschlieend wurden die Zellen fixiert und die Expression von Markern fur
Neurone, Gliazellen und Progenitoren immunzytochemisch detektiert und quantifiziert. Als
neuronale Marker wurden HuUC/D und NeuN verwendet. Gliazellen wurden Uber Antikdrper
gegen GFAP identifiziert und Progenitoren im Hippokampus und Cortex Uber Nestin-
spezifische Antikdrper sowie im Cortex zusatzlich Uber einen gegen Pax6 gerichteten
Antikdrper. In Abbildung 18 sind beispielhaft die hippokampalen (A) und cortikalen (B)
Kulturen aus E16,5 Embryonen mit den genannten Immunfarbungen und einer DAPI-
Kernfarbung dargestellt.

Die quantitative Auswertung ergab, dass die TGF-p behandelten Hippokampus-Kulturen
(Abbildung 18 C) gegenuber den unbehandelten Kontrollen einen um 34% gesteigerten
Anteil HuC/D-positive Neurone (Kontrolle: 58,83% = 1,19 ; TGF-B: 79,05% + 1,59, n=7)
beinhalteten. Die Auszahlung des zweiten neuronalen Markers NeuN lieferte ein
gleichwertiges Ergebnis mit einer 37%igen Steigerung der Neuronenzahl (Kontrolle: 51,10%
+ 3,20; TGF-B: 69,93% + 2,08, n=4).

Die Anzahl GFAP-positiver Astrozyten war dagegen unverandert (Kontrolle: 17,57% + 1,69;
TGF-B: 16,88% * 1,74, n=4). Gleichzeitig mit der Zunahme an differenzierten Neuronen
konnte eine Abnahme der Nestin-positiven Progenitoren beobachtet werden, deren Anteil
sich um 31% reduzierte (Kontrolle: 27,94% + 0,17; TGF-B: 19,29% % 0,59, n=3).
Vergleichbare Resultate zeigten sich ebenso in den Cortex-Kulturen aus E16,5 Embryonen

(Abbildung 18 D). Hier fuhrte die Behandlung mit TGF-f zu 27% mehr HuC/D-positiven
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(Kontrolle: 62,52% + 2,07; TGF-B: 79,52% % 1,02, n=6) und NeuN-positiven (Kontrolle:
62,97% * 2,56; TGF-B: 80,35% + 0,48, n=4) Neuronen.

Die Menge an Astrozyten war gleichermal3en unverandert (Kontrolle: 5,55% £ 0,29; TGF-p:
4,64% = 0,18, n=3) und auch die Reduzierung der Progenitoren bestatigte sich. So waren
Nestin-positive Zellen um fast 47% ( Kontrolle: 24,77% + 1,47; TGF-$ : 13,03% % 0,55, n=3)
und Pax6-positive Zellen um 32% (Kontrolle: 15,51% * 1,51; TGF-B: 10,55% * 0,46, n=4)

vermindert.

84



Ergebnisse

A B
Hippokampus Cortex
Kontrolle TGF-B Kontrolle

HuC/D/DAPI
HuC/D/DAPI

NeuN/DAPI

NeuN/DAPI

Nestin/DAPI
Nestin/DAPI

GFAP/DAPI
GFAP/DAPI

@]
o

Hippokampus DIV8 Cortex DIV8
90 = 90 1 - ‘i
80 i [ Kontrolle Ao [ Kontrolle
e B TGF-p B TGF-p
2 70 e 704 .
ke
E 60 = E 60 =
O . . KR
E 50 Ej 50
® 40 = 0 40 =
.E 30 = .-§ 30 =
Q 20 = n.s. Q 204 .
10 < rl 10 = rl n.s.
i os
HuC/D NeuN Nestin GFAP HuC/D NeuN Nestin Pax6 GFAP
n=7 n=4 n=3 n=4 n=6 n=4 n=3 n=4 n=3

Abbildung 18: TGF-§ fordert die Neurogenese von hippokampalen und cortikalen Progenitoren

(A) und (B) Verteilung von Neuronen visualisiert durch immunzytochemische Darstellung von HuC/D und NeuN,
Progenitoren markiert durch Nestin und Pax6 sowie von GFAP-positiven Astrozyten nach sechs Tagen TGF-p-
Behandlung in hippokampalen (A) und cortikalen (B) Kulturen.

(C) und (D) AQuantitative Auswertung der immunzytochemischen Analyse neuronaler, glialer und
progenitorspezifischer Markerproteine in hippokampalen und cortikalen Kulturen nach sechstagiger Behandlung

mit 5 ng/ml TGF-B1. Hippokampale (C) und cortikale (D) Kulturen zeigen eine Zunahme an Neuronen,
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reprasentiert durch HuC/D und NeuN exprimierende Zellen sowie eine Abnahme von Nestin- bzw. Pax6-positiven
Vorlauferzellen. Der Anteil GFAP-positiver Astrozyten @ndert sich nicht. Die Werte geben den prozentualen Anteil
bezogen auf die Gesamtzellzahl an. Die Daten wurden aus n voneinander unabhangigen Experimenten erhoben
und sind als Mittelwert + SEM angegeben. Zur Uberprifung der statistischen Signifikanz wurde der t-Test

verwendet ( ** P < 0,01; *** P < 0,001; n.s.: nicht signifikant).

Um zu testen, ob der Effekt auf die Bildung von Neuronen durch die Inhibition des TGF-[3-
Rezeptor Typ | blockiert werden kann, wurden hippokampale Kulturen zusatzlich zu TGF-3
allein auch in Kombination mit dem ALK4,5,7-Inhibitor SB431542 (10 pM) behandelt.
Dadurch kam es zu keiner Steigerung der HuC/D-positiven Neuronenzahl mehr (Abbildung
19).

Abbildung 19: Inhibition des TGF-B-Signalweges

80 1 durch den ALK4,5,7-Inhibitor =~ SB431542
S 70 - verhindert die vermehrte Generierung von

E 60 = Neuronen durch TGF-3
% 50 = Die Graphik zeigt den Anteil HuC/D-positiver
':' 40 = Neurone nach sechstagiger Behandlung mit TGF-p1
g 30 (5 ng/ml) und SB431542 (10 uM) bzw. der
2 20 4 unbehandelten Kontrolle. Die Balken reprasentieren
10 - den Mittelwert aus n=3 unabhangigen Experimenten
+ SEM (Kontrolle: 57,5% + 0,59; TGF-p + SB431542:

Kontrolle TGF-B1 + 54,54% + 1,05).
SB431542

3.3.1.1  Abhéngigkeit der TGF- induzierten Neurogenese von der TGF-

B-Isoform

Da TGF-p1, welches in den vorangegangenen Experimenten zur Stimulation verwendet
wurde, in vivo Uberwiegend in mesenchymalen Zellen exprimiert wird und TGF-f2 und 3 die
eigentlich in neuronalen Zellen vorherrschenden Isoformen sind (Flanders et al., 1991;
Pelton et al., 1991), wurde Uberpruft, ob auch diese Isoformen in der Lage sind, die
Neurogenese zu induzieren. In Abbildung 20 sind die Ergebnisse der Behandlung von
hippokampalen Kulturen mit 5 ng/ml TGF-B 2 bzw. 3 dargestellt. Es zeigte sich, dass sowohl
TGF-B2 als auch TGF-B3 zu einer gleichfalls um etwa. 34% vermehrten Generierung Hu C/D
positiver Neurone fuhrten (Kontrolle: 57,5% + 0,59; TGF-B2: 77,0% £ 0,67; TGF-B3: 76,14%

+ 0,70, n=3). Daher wurde in allen folgenden Experimenten weiterhin TGF-31 verwendet.
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80 = Abbildung 20: Die Induktion der Neurogenese ist

70 = nicht abhdngig von der TGF-B-Isoform
E’i 60 = Die Balken stellen den Anteil HuC/D positiver
E 50 Neurone nach sechstagiger Behandlung mit TGF-p2
% 404 und TGF-B3 (5 ng/ml) dar. Es ist der Mittelwert +
8 304 SEM aus n=3 unabhangigen Experimenten
33: 204 angegeben (Kontrolle: 57,5% + 0,59; TGF-p2: 77,0%
+ 0,67, TGF-B3: 76,14% + 0,70, n=3). Zur
Ly Uberpriifung der statistischen Signifikanz wurde der t-

Kontrolle TGF-B2 TGF-B3 Test verwendet (*** P < 0,001).

3.3.1.2 Abhangigkeit der TGF-3 induzierten Neurogenese vom
Zeitpunkt und der Dauer der TGF-3-Behandlung

Um herauszustellen, ob die TGF-p induzierte Neurogenese abhéngig von der Lange des
TGF-B-Pulses ist, wurden hippokampale Kulturen an DIV2 fir 24 Stunden mit TGF-f
behandelt und anschlieRend bis DIV8 weiterkultiviert, bevor die Menge HuC/D-positiver
Neurone quantifiziert wurde (Abbildung 21, 2). Dieser 24-stiindige TGF-B-Puls war
ausreichend, um eine Steigerung der Neuronenanzahl um 33,74% % 2,39 zu erzielen. Des
Weiteren wurde untersucht, welche Zeitspanne zwischen Behandlungsbeginn und
Sichtbarwerden des Effektes nétig ist. Dazu wurden die Kulturen erst ab DIV5 mit TGF-
behandelt und nach drei Tagen Behandlungsdauer an DIV8 analysiert (3). Hier konnte zwar
ebenfalls eine Steigerung der Neuronenzahl beobachtet werden, die aber mit 11,69% % 0,92
deutlicher schwacher ausgepragt war. Wurde dagegen ab DIV5 wieder fUr sechs Tage mit
TGF-B behandelt und an DIV11 analysiert (4), erreichte die Zunahme 44,14% + 1,14. Auch
hier war der 24-stindige, anfangliche Puls ausreichend und die Steigerungsrate des
Neuronenanteils betrug hier 47,86% * 4,22 (5). Die beiden letztgenannten Ergebnisse
zeigen aulerdem, dass die Kulturen zu einem spateren Zeitpunkt ihrer Entwicklung in der
Kultur auf die Behandlung mit TGF-B sogar noch mit einer starkeren Steigerung der
Neuronengeneration reagieren. Um dies noch naher zu betrachten, wurde der Startpunkt der
Behandlung um drei weitere Tage auf DIV8 verschoben und die Kulturen wiederum entweder
fur weitere sechs Tage bis DIV14 unter stdndigem TGF-B-Einfluss gehalten (6) oder nur fir
24 Stunden behandelt und anschlie3end bis DIV14 kultiviert (7). Auch hier war ein Anstieg
der Neuronenpopulation zu erkennen, die Steigerungsrate vergroerte sich mit 31,70% =

2,25 bzw. 28,22% £ 1,19 jedoch nicht weiter, sondern sank vielmehr wieder etwas ab. Dies
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ist dadurch zu erkldren, dass unter den gegebenen Kulturbedingungen die Progenitoren
auch spontan ausdifferenzieren und somit der Pool an zur Verfugung stehenden
Vorlauferzellen, die auf TGF-f reagieren kdnnen, an DIV8 bereits wieder reduziert ist. Nach
finf Tagen Kultivierung scheint dagegen der Anteil an TGF-$ responsiven Progenitoren am

groéften zu sein.

@ e . H

@ : H

® e e - -

@ - H

® . N

@ T — , H

@ . H

01 234 5678 9101 121314 0 20 30 40 80
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— —— Zeitintervall zwischen Behandlung und Analyse
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Abbildung 21: Behandlungsschema zur Untersuchung des Einflusses von Zeitpunkt und Dauer der TGF-
p-Behandlung

Auf der linken Seite ist jeweils der Start- und Endpunkt der TGF-f-Behandlung dargestellt sowie die Léange der
Kultivierungsperiode wahrend bzw. nach dem TGF-B-Puls in Tagen. Die Balken rechts zeigen die
korrespondierende prozentuale Steigerungsrate der HuC/D-positiven Neurone, jeweils in Bezug auf die
unbehandelten Kontrollen. Die Werte sind als Mittelwert + SEM angegeben (n=3). (1) 34,33% + 2,67; (2) 33,74%
+2,39; (3) 11,69% £ 0,92; (4) 44,14% + 1,14; (5) 47,86% =+ 4,22; (6) 31,70% £ 2,25; (7) 28,22% £ 1,19

3.3.1.3 Abhangigkeit der TGF-f induzierten Neurogenese von der
Smad-Aktivitat

Da einer grol3er Teil der TGF-B-Signaltransduktion Gber die Aktivierung von Smad-Proteinen
vermittelt wird, sollte untersucht werden, ob die TGF-B induzierte Neurogenese in
hippokampalen und cortikalen Zellen ebenfalls abhangig von einer Aktivierung der Smad-
Signalkaskade ist. Zu diesem Zweck wurde die gegen Smad4 gerichtete shRNA verwendet.
Da die virale Transduktion der Zellen und das Wirksamwerden der shRNAs einige Tage in

Anspruch nimmt, wurde hier das Behandlungsschema Nr.4 aus Abbildung 21 (DIV5 bis
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DIV11) verwendet. Als Negativkontrolle diente eine shRNA, deren Sequenz keine Homologie
im Mausgenom besitzt, aber zum Anschalten der RNAi-Maschinerie fuhrt (Non-Target-
ShRNA Control). Diese beeintrachtigte die TGF-p induzierte Neurogenese nicht (Abbildung
22). In Kulturen, die mit der Smad4 shRNA infiziert wurden, kam es dagegen zu keinem
Anstieg der Neuronenpopulation mehr. Aus diesem Experiment kann daher geschlossen

werden, dass die TGF-p vermittelte Neurogenese uber den Smad-Signalweg verlauft.

A B
Hippokampus Cortex
70 - . [ Kontrolle 70 = 3 Kontrolle
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c 60 - c 60 -
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Non-Target Smad4 shRNA Non-Target Smad4 shRNA
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Abbildung 22: Der shRNA vermittelte Knock-down der Smad-Aktivierung verhindert die TGF-p induzierte
Neurogenese

Quantifizierung der HuC/D-positiven Neurone in hippokampalen (A) und cortikalen (B) Kulturen nach lentiviraler
Transduktion einer gegen Smad4 gerichteten shRNA bzw. einer Non-target Kontroll-shRNA mit und ohne TGF-$-
Behandlung. Es ist der Mittelwert + SEM aus n=3 unabhangigen Experimenten angegeben. Zur Uberpriifung der

statistischen Signifikanz wurde der {-Test verwendet (+** P < 0,001).

3.3.2 TGF-B fordert den Austritt von Progenitoren aus dem Zellzyklus

Progenitorzellen im ZNS kdnnen verschiedene Typen von Zellteilungen durchlaufen:
Symmetrisch-proliferative Zellteilungen, bei den aus einer Vorlauferzelle zwei neue Vorlaufer
entstehen, fiihren zur Expansion des Progenitorpools. Neurone kdnnen entweder aus
asymmetrisch-neurogenen  Teilungen hervorgehen, indem sich Progenitoren auf
selbsterneuernde Weise teilen, wobei aufler einem Neuron ein neuer Progenitor gebildet
wird, oder aus einer symmetrisch-neurogenen Teilung. Hierbei werden aus einem Progenitor
zwei Neurone gebildet, wodurch der Pool an Progenitoren aufgebraucht wird. Im sich
entwickelnden ZNS koénnen alle Typen proliferativer und neurogener Zellteilungen
nebeneinander vorkommen und werden vermutlich durch die unterschiedliche Verteilung

apikaler und basaler Membranbestandteile bestimmt (Huttner und Kosodo, 2005; Go6tz und
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Huttner, 2005). Eine Zelle, die sich zum Neuron entwickelt, tritt dabei aus dem Zellzyklus
aus, das heift sie wird postmitotisch und beginnt, neuronale Marker zu exprimieren.

Um die Auswirkungen von TGF-p auf den Zellzyklus hippokampaler und cortikaler Kulturen
zu untersuchen, wurde der Anteil proliferativer Zellen durch BrdU-Inkorporation und Ki67-
Immunfarbung bestimmt. BrdU wird als Basenanalogon wahrend der S-Phase in die DNA
von Zellen eingebaut und kann spater immunzytochemisch nachgewiesen werden. Bei Ki67
handelt es sich um ein Protein, das in allen teilungsaktiven Zellen wahrend des Zellzyklus
exprimiert wird (Scholzen und Gerdes, 2000). Die BrdU-Markierung erfolgte Uber 24
Stunden, so dass alle zur Proliferation fahigen Zellen mindestens einmal die S-Phase
durchlaufen konnten. In den Kulturen, die an DIV8 nach sechstagiger TGF-p-Behandlung
analysiert wurden, war eine deutliche Abnahme der Proliferationsrate zu erkennen
(Abbildung 23A). So reduzierte sich die Anzahl BrdU-positiver Zellen in Hippokampus-
Kulturen von 24,96% + 0,84 auf 12,49% + 0,8 und die der Ki67-positiven Zellen von 14,83%
+ 0,93 auf 2,55% £ 0,6, n=3. In Cortex-Kulturen fihrte die TGF-B-Behandlung zu einer
Reduktion der BrdU-positiven Zellen von 16,34% £ 0,87 auf 9,33% + 0,55 und der Ki67-
positiven Zellen von 8,1% % 0,48 auf 1,38% % 0,92, n=3.

Bei Kulturen, die an DIV4 analysiert wurden, war noch keine signifikante Reduzierung der
BrdU-positiven Zellen zu erkennen. Die TGF-B-Behandlung begann in diesem Fall ebenso an
DIV2, 24 Stunden spater wurde BrdU zugesetzt und nach weiteren 24 Stunden erfolgte die
Fixierung. Das bedeutet, das direkt 24 Stunden nach dem TGF-B-Stimulus die Uberwiegende
Anzahl der proliferierenden Zellen noch nicht aus dem Zellzyklus ausgetreten war und
weiterhin BrdU inkorporierten. Durch eine Co-Farbung von BrdU und Ki67 konnte jedoch der
Anteil an BrdU-positiven Zellen ermittelt werden, der am Ende des Behandlungszeitraums,
also 48 Stunden nach der Stimulation mit TGF-, noch immer proliferierte sowie der Anteil an
Zellen, der zu diesem Zeitpunkt den Zellzyklus bereits verlassen hatte. Die erstgenannte
Fraktion, als cycling fraction (CF) benannt, war durch diejenigen Zellen determiniert, die
sowohl positiv fir BrdU als auch fir Ki67 waren, die zweite Fraktion bestand aus Zellen, die
zwar BrdU inkorporiert hatten, aber nun nicht mehr teilungsaktiv, also negativ flr Ki67 waren.
Diese Fraktion wurde als quitting fraction (QF) bezeichnet. Die Behandlung mit TGF- fuhrte
dabei zu einer signifikanten Vergrolierung der quitting fraction im Hippokampus (Kontrolle:
33,71% + 2,93; TGF-B: 56,43% + 0,99) und im Cortex (Kontrolle: 32,97% + 1,7; TGF-B: 68,26
+ 2,1) und zu einer damit einhergehenden Verminderung der cycling fraction (Abbildung
23B).

Diese Ergebnisse zeigen, dass TGF-p den Austritt der sich teilenden Progenitoren aus dem
Zellzyklus fordert und somit vermutlich den Ubergang von proliferativer Zellteilung in
neurogene Zellteilung beeinflusst. Ob es sich hierbei um neurogen-asymmetrische oder

neurogen-symmetrische Teilung handelt kann anhand dieser Daten nicht eindeutig belegt
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werden. Da die Abnahme an Ki67-positiven, proliferierenden Zellen aber, vor allem in
cortikalen Zellen, sehr drastisch ausfallt und der Pool an Progenitoren daher rasch abnimmit,

kann man eine Favorisierung der neurogen-symmetrischen Teilung annehmen.
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Abbildung 23: TGF-g fordert den Austritt von Progenitoren aus dem Zellzyklus

(A) Nach sechstagiger Behandlung mit TGF- war der Anteil an proliferierenden Zellen in hippokampalen und
cortikalen Kulturen, bestimmt durch BrdU Inkorporation und Ki67 Expression, signifikant vermindert
(Hippokampus: BrdU Kontrolle: 24,96% + 0,84; TGF-B: 12,49% % 0,8; Ki67 Kontrolle: 14,83% % 0,93; TGF-B:
2,55% % 0,6; Cortex: BrdU Kontrolle: 16,34% * 0,87; TGF-B: 9,33% + 0,55; Ki67 Kontrolle: 8,1% * 0,48; Ki67
TGFB: 1,38% + 0,92; alle n=3)

(B) Bestimmung der Fraktion von Zellen, die den Zellzyklus innerhalb der ersten 48 Stunden der TGF-§-
Behandlung verlassen. Die TGF-B-Behandlung startete an DIV2, nach 24 Stunden wurde BrdU hinzugefugt und
nach weiteren 24 Stunden wurden die Zellen fixiert und eine Doppelimmunfarbung fir Ki67 und BrdU
durchgeflhrt. Die BrdU-Inkorporation war zu diesem Zeitpunkt unverandert, jedoch fand sich eine erhéhte Anzahl
an Zellen, die aus dem Zellzyklus austraten, gegeben durch die Anzahl an BrdU+/Ki67-Zellen (QF=quitting
fraction (BrdU";Ki677)/(BrdU")); Hippokampus Kontrolle: 33,71% % 2,93; TGF-B: 56,43% + 0,99, Cortex Kontrolle:
32,97% + 1,7, TGFB: 68,26 + 2,1) und einer korrespondierenden Verminderung an Zellen, die im Zellzyklus
verbleiben (BrdU*/Ki67" Zellen) (CF=cycling fraction (BrdU*;Ki67")/(BrdU")) (alle n=3), Signifikanz bestimmt durch
t-Test (x#x P <0,001; *+x P <0,01).

Um sicherzustellen, dass die Reduzierung der proliferationsfahigen Zellen sowie des Pools
an Nestin- und Pax6-positiven Progenitoren nicht auf einen Verlust dieser Zellen durch
apoptotische Prozesse zurlickzuflihren ist, wurden die hippokampalen und cortikalen
Kulturen kurzzeitig fir 48 Stunden (DIV2 bis DIV4) oder Uber einen langeren Zeitraum von
sechs Tagen (DIV2 bis DIV8) mit TGF-p behandelt und dann mittels Propidiumiodid-FACS-
Analyse und TUNEL-Farbung analysiert (Abbildung 24). Dabei konnte mit beiden Methoden

keine verstarkte Apoptose gegeniber den unbehandelten Kontrollzellen festgestellt werden.

91



Ergebnisse

A PI-FACS B TUNEL
159 [_] Kontrolle 60 [] Kontrolle

S Bl TGF-B X 5 Bl TGF-p

£ £

S 104 § 40-

S S

o o 30+

o [&]

2 D

5 5 = 20

g g

=% a 10

0] [4+]
Div4 DIVv8 DIv4 DIV8 DIv4 DIv8 DIv4 DIV8
Hippokampus Cortex Hippokampus Cortex

Abbildung 24: Die TGF-B-Behandlung I6st keine verstarkte Apoptose in hippokampalen und cortikalen
Kulturen aus

Weder eine kurzzeitige TGF-pB-Behandlung lber 48 Stunden (DIV4) noch eine andauernde Behandlung Uber
sechs Tage (DIV8) fihrte zu einer erh6hten Apoptose, was durch Propidiumiodid-FACS Analyse (A) und TUNEL-
Farbung (B) gezeigt werden konnte. Es ist jeweils der Mittelwert + SEM aus n=3 unabhangigen Experimenten

angegeben.

3.3.3 Die TGF-p vermittelte Induktion der Neurogenese ist abhangig

vom Entwicklungsstadium

Die Entwicklung des Nervensystems in Vertebraten und die Determinierung der neuralen
Vorlauferzellen auf eine neuronale, astrogliale oder oligodendrogliale Linie erfolgt in einer
prazisen zeitlichen Abfolge. Die Koordination wird iber komplexe Regulationsmechanismen
gesteuert und erfordert die Integration zahlreicher Signale. Dabei konnen dieselben Signale
in Abhangigkeit vom Entwicklungsstadium haufig unterschiedliche Auswirkungen haben, da
sich die kombinatorische Zusammensetzung Transkriptions- und anderer Faktoren wahrend
der Entwicklung andert.

Die in den vorangegangenen Experimenten beschriebene TGF-f induzierte Neurogenese
wurde in neuronalen Zellkulturen isoliert aus E16,5 Embryonen beobachtet. Dies ist ein
relativ spater Zeitpunkt im Ablauf der Gehirnentwicklung, wenn die Generierung von
Neuronen aus den Vorlauferzellen bereits abnimmt und die Gliogenese einsetzt (Bayer und
Altmann, 1991). Deshalb sollten die Auswirkungen von TGF-f auch in cortikalen Kulturen
isoliert zu einem friiheren Entwicklungszeit, namlich an E14,5 untersucht werden, wenn die
Neurogenese normalerweise ihren Héhepunkt erreicht.

Die Kulturen wurden, analog zu den bisherigen Experimenten, von DIV2 bis DIV 8 mit TGF-

B1 behandelt. Anschliefend wurden die HuC/D-positiven Neurone und die Nestin- und Pax6-
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exprimierenden Progenitorzellen immunzytochemisch detektiert und deren relative Anzahl
quantifiziert. AulRerdem wurde der Anteil an proliferierenden Zellen mittels Ki67-
Immunfarbung ermittelt. In diesen Kulturen konnte jedoch keine signifikante Steigerung der
Neuronenzahl beobachtet werden (Abbildung 25). Auch wurde keine signifikante Anderung
im Umfang des Progenitorpools und der proliferierenden Zellen gefunden. Diese Ergebnisse
demonstrieren, dass die Fahigkeit der Progenitoren, auf den TGF-B-Stimulus mit vermehrter

Neurogenese zu reagieren, vom Zeitpunkt in der Entwicklung abhangt.

Abbildung 25: Die TGF-f vermittelte Induktion der

70 1 Kontrolle Neurogenese ist abhidngig vom Entwicklungsstadium
~ 60 - El TGF-3 der Progenitoren
< Cortikale Kulturen isoliert aus E14,5 Embryonen zeigen
E >0 keine signifikanten Anderungen in der Anzahl von HuC/D-
ﬁ 40 - positiven Neuronen sowie Nestin- und Pax6-positiven
.2 30 Progenitoren nach sechstagiger TGF-B-Behandlung. Auch
.g 20 - die Proliferation war nicht negativ beeinflusst, was durch
die Quantifizierung von Ki67-positiven Zellen analysiert
104 wurde (alle n=3).

HuC/D Kie7 Pax6 Nestin

3.3.4 Einfluss von TGF-§ auf die Zellzykluslange

Ein weiterer Mechanismus, der den Ubergang von Proliferation zu Neurogenese steuert,
kénnte der Faktor Zeit sein, denn es wurde beobachtet, dass die Lange des Zellzyklus
wahrend der Neurogenese der Maus von ca. 8 auf 16 Stunden zunimmt (Takahashi et al.,
1993). Die Zunahme der Zellzykluslange ist hier ausschlieRlich durch eine Verlangerung der
G1-Phase bedingt (Takahashi et al.,1995). Fir die Induktion der Differenzierung cortikaler
Progenitoren durch das Zytokin NT-3 konnte gezeigt werden, dass dieser Effekt ebenfalls mit
einer Verlangerung der G1-Phase einhergeht (Lukaszewicz et al. 2002). Eine Vermutung ist,
dass mit verlangerter Zellzyklusdauer die zugrunde liegenden biochemischen Reaktionen
langer ablaufen. Es entsteht mehr Produkt pro Zellzyklus, was ein entsprechendes
Entscheidungsprogramm einleiten koénnte. Solche Signale bzw. biochemischen Prozesse
kénnten schon vor Differenzierungsvorgangen ablaufen, wirden aber durch einen zu
schnellen Zyklus einfach ,Uberlesen®. Erst bei einer Verlangerung des Zellzyklus, kdnnten
die Produkte einen Schwellenwert erreichen, der fur die Differenzierung notwendig ist.
Tatsachlich fihrt alleine die Verlangerung der G1-Phase proliferierender Neuroepithelzellen

der Maus zu einer verfriihten Neurogenese (Calegari et al., 2005). Deshalb sollte Gberprift
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werden, ob auch die TGF-B induzierte Neurogenese von einer Verlangerung der
Zellzyklusdauer begleitet ist.

Kumulative BrdU-Markierung ist eine Moglichkeit, die Zellzykluslange innerhalb einer
definierten Zellpopulation zu untersuchen (Nowakowski et al., 1989). Dabei werden die
Zellen Uber zunehmend langere BrdU-Pulse markiert und so kann der Anteil an Zellen
bestimmt werden, die zu jedem Zeitpunkt gerade in der S-Phase sind bzw. die wahrend des
Pulses mindestens einmal die S-Phase durchlaufen haben. Im Zeitverlauf nimmt der Anteil
BrdU-positiver Zellen linear zu und erreicht, wenn alle Zellen genau einmal die S-Phase
durchlaufen haben, zum Zeitpunkt t,.x ein Plateau. Der maximale Anteil BrdU-positiver
Zellen in der Population definiert die growth fraction (GF). Der Zeitpunkt tax entspricht einer
Zellzykluslange (t.) abzlglich der Dauer der S-Phase (ts) (tnmax=tc-ts). Der Achsenabschnitt (b)
der Regression Uber den linearen Anstieg entspricht dem prozentualen Anteil der S-Phase
an der gesamten Zellzykluslange (b=ts/t;). Mit diesen Beziehungen kann die Dauer von
Zellzyklus und S-Phase errechnet werden.

Zur Untersuchung dieser Zellzyklusparameter wurden die Kulturen nach dem selben
Behandlungsschema wie zuvor fur die Bestimmung der quitting fraction beschrieben,
behandelt. Unter diesen Bedingungen wurde zuvor der Beginn des Zellzyklusaustritts
sichtbar, folglich sollte der Ubergang von der proliferativen in die neurogene Teilung genau in
dieser Zeitspanne stattfinden. Die Kulturen des Cortex bzw. des Hippokampus wurden also
ab DIV2 mit TGF-f stimuliert und nach 24 Stunden wurde dem Kulturmedium 20 nM BrdU
zugefugt. Die Fixierung der Zellen erfolgte nach 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 18, 24 und 30 Stunden.
Der Anteil BrdU-positiver Zellen wurde zu jedem Zeitpunkt bezogen auf die Gesamtzellzahl
quantifiziert. Aus der Auswertung der Daten in den cortikalen Kulturen ergab sich eine
geringflugige Verminderung der Zellzykluslange T. und der Synthese-Phase Ts in den TGF-
behandelten Kulturen (Abbildung 26). Da die Anderung von T.Ts , also der Zeitperiode,
welche die G1-, G2- und M-Phase umfasst, nur 0,37 Stunden betrug, deutet dies nicht auf
einen gravierenden Einfluss von TGF-f auf die Zellzykluslange hin. Die TGF-f vermittelte
Induktion der Neurogenese scheint daher unabhangig von einer Verlangerung der G1-Phase
zu verlaufen. Dieses Ergebnis ist auch konform mit den von Siegenthaler und Miller (2005)
veroffentlichten Daten, bei denen TGF-B den Austritt cortikaler Progenitoren aus dem

Zellzyklus ebenfalls ohne Beeinflussung der Zellzykluslange fordert.
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Abbildung 26: TGF-B hat keinen EinfluB auf die

0.21 Kinetik des Zellzykus
= ; Die Bestimmung der Lange des Zellzyklus T sowie
der Lange der Synthesephase Ts durch kumulative
= 01- BrdU-Markierung ergab keine Beeinflussung dieser
Zellzyklusparameter durch  TGF-B.  Cortikale
® Kontrolle Kulturen wurden an DIV2 mit TGF-B behandelt und
= TGF nach 24 Stunden fiir 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 18, 24 und
0.0 T T T 1 0 Stund
0 10 20 30 40 30 Stunden
BrdU-Puls (h) mit BrdU markiert. Die Anzahl BrdU-positiver Zellen
Zell Zyklus-Parameter Cortex DIV 4 steigt linear mit zunehmender BrdU-Pulslange an,
Tc-Ts Tc (h) Ts (h) GF (%) bis alle proliferativen Zellen BrdU markiert sind. Der
Kontrolle 17,17 18,13 0,96 15,82 + 0,08 . . ) . . .
TGF-p 16.80 17.24 0.44 15732014 maximale Anteil BrdU-positiver Zellen bildet die

growth fraction (GF). (*) Ubergang von dem
linearen Anstieg in die Plateauphase (tmax). Die
Werte reprasentieren den Mittelwert aus n=2

unabhangigen Experimenten.

3.3.5 Einfluss von TGF-3 auf die Expression von Zellzyklusregulatoren

In den vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass TGF- den Austritt von
proliferierenden neuronalen Progenitoren aus dem Zellzyklus fordert. Die Kontrolle Gber
Zellzyklusprogression und Arrest wird durch die temporale und Zellzyklusphasen-spezifische
Expression von Zellzyklusproteinen wie den Cyclinen und den Cyclin-abhangigen Kinasen
(CDKs) ausgelibt (Sherr and Roberts, 2004). Der Austritt aus dem Zellzyklus wird durch die
Inhibition von Cyclin/CDK-Komplexen durch CDK-Inhibitoren (CDKIs) vermittelt (Sherr und
Roberts, 1999).

Wahrend der Analyse von TGF-B-Zielgenen im ersten Teil dieser Arbeit war bereits eine
Reduzierung der Expression der Cycline D1 und D2 nach 24-stindiger TGF-3-Behandlung
aufgefallen. Daher wurden auch  weitere  Zellzyklus-relevante  Gene  auf
Expressionsanderungen nach zwei- und 24-stiindiger TGF-B-Stimulation in hippokampalen
Kulturen an DIV4 untersucht. Dies umfasste die Cyclin-abhangigen Kinasen Cdk2, Cdk4 und
Cdk6, das Cyclin E1 sowie die CDKIs der Ink4 Familie wie p15Ink4b, p16Iink4a, p18ink4c,
p19Ink4d und der Cip/Kip Familie p21Cip1, p27Kip1 und p57Kip2.

Zusatzlich zu der Regulation der Cycline D1 und D2 konnte noch eine voriibergehende
Induktion von p21 und p57 nachgewiesen werden (Abbildung 27). Die
Expressionssteigerung dieser Gene war nach zweistiindiger TGF-p-Behandlung deutlich und

sank nach fortgesetzter TGF-p-Behandlung auf ein Level unterhalb der Kontrollwerte ab.
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Abbildung 27: Einfluss von TGF-f auf die Expression von Zellzyklusregulatoren

Die Semiquantitative RT-PCR zeigt, dass TGF-$ in jungen hippokampalen Kulturen (DIV4) zu einer transienten
Expressonsteigerung der Zellzyklusinhibitoren p21Cip1 und p57Kip2 fihrt sowie zu einer spater einsetzenden

Reduzierung der Expression der Cycline D1 und D2.

3.3.6 Einfluss der identifizierten TGF-p-Zielgene auf den neurogenen
Effekt

Das Verlassen des Zellzyklus ist zwar eine notwendige Voraussetzung fir die Einleitung der
Differenzierung, aber vermutlich allein nicht ausreichend. Es ist also anzunehmen, dass
andere Faktoren mitwirken mussen, um das Schicksal der Progenitoren auf die Generierung
von Neuronen festzulegen und die Differenzierung zu vollenden. Welche Faktoren bei der
TGF-B induzierten Neurogenese eine Rolle spielen, ist unklar. Daher sollte untersucht
werden, ob unter den im Rahmen dieser Arbeit identifizierten TGF-B-Zielgenen Kandidaten
zu finden sind, die fir den neurogenen Effekt bedeutsam sind.

Als potentielle Kandidaten wurden Ctgf, Gata2, Runx1 und Nedd9 ausgewahlt, da diese eine
robuste, mindestens 3-fache Expressionssteigerung nach TGF-p-Behandlung aufwiesen und
in der Literatur bereits in Verbindung mit der Regulation von Proliferation und Differenzierung
neuronaler Zellen beschrieben worden sind. Auf diese Funktionen dieser Gene wird im
Kapitel 4.1 der Diskussion ndher eingegangen. Da TGF- in den hippokampalen Kulturen
aullerdem den Notch-Signalweg zu aktivieren schien, was durch die Expressionssteigerung
von Notch2 und Notch3 sowie des Notch-Mediators Hes1 angenommen werden konnte,
sollten auch die Auswirkungen einer Inhibierung des Notch-Signalweges untersucht werden.
Hierzu wurden hippokampale Kulturen mit dem Inhibitor der Presenilin-y-Sekretase DAPT
behandelt (Crawford und Roelink, 2007). Die Presenilin-y-Sekretase sorgt wahrend der
Notch-Signaltransduktion fur die Abspaltung der intrazellularen Doméane (NICD) aus dem
vollstandigen transmembranen Notch-Protein. Die NICD kann dann in den Kern wandern
und Uber die Wechselwirkung mit anderen Notch-Mediatoren Regulationen von Notch-
Zielgenen bewirken.

Wie in Abbildung 28 gezeigt ist, hatte die Behandlung mit DAPT (1 uM) allein keinen Einfluss
auf die Differenzierung der hippokampalen Neurone. Der Anteil an HuC/D-positiven
Neuronen war vergleichbar mit den Kontrollwerten. Eine gleichzeitige Gabe von DAPT und

TGF-B fuhrte zu einer ebensolchen Erhdhung der Neuronenzahl wie die TGF-p-Behandlung
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allein. Die Inhibierung des Notch-Signalweges schien sich daher nicht negativ auf den
neurogenen Effekt von TGF-f auszuwirken. Allerdings bewirkte die Inkubation mit DAPT eine
starke Reduktion der Ki67-positiven, proliferativen Zellen, die auch signifikant groRer als die
durch TGF-B hervorgerufene Reduktion war. Die kombinierte Behandlung mit TGF-$ und
DAPT flhrte nochmals zu einer signifikanten Verringerung der proliferativ aktiven Zellen im
Vergleich zu der alleinigen Behandlung mit TGF-p oder DAPT. Die Inhibition des Notch-
Signalweges bewirkte also zusatzlich zu TGF-f einen Arrest des Zellzyklus in den
hippokampalen Progenitoren, gleichzeitig war der Verlust des Notch-Signales allein nicht

ausreichend, um neuronale Differenzierung zu induzieren.
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Abbildung 28: Auswirkungen der Inhibition des Notch-Signalweges durch den Presenilin-y-Sekretase-
Inhibitor DAPT auf die Entwicklung hippokampaler Kulturen

(A und B) Hippokampale Kulturen wurden ab DIV2 fir sechs Tage mit TGF-3, DAPT oder einer Kombination von
TGF-B und DAPT behandelt. Die anschlieBende Auszéhlung der HuC/D-positiven Neurone (A) ergab keine
signifikanten Auswirkungen von DAPT allein auf die Neuronenzahl. Der Anteil an Neuronen nach DAPT-
Behandlung war mit 59,75% + 2,03 vergleichbar mit den Kontrollwerten (57,5% + 0,58). Auch die kombinatorische
Gabe von DAPT und TGF-B beeinflusste die durch TGF-B hervorgerufene Steigerung der Neuronenzahl nicht
(TGF-B: 75,01% + 0,47; DAPT + TGF-B: 75,97% + 2,21). Im Gegensatz dazu bewirkte DAPT eine starke
Reduktion der Ki67-positiven proliferativen Zellen (B). Wahrend TGF-B zu einer Reduktion des Anteils
proliferativer Zellen gegentiber dem Kontrollwert von 14,63% + 0,22 auf 5,81% + 0,15 fuhrte, reduzierte DAPT die
Ki67 positiven Zellen auf 2,69% + 0,21. Eine Kombination von DAPT und TGF-B hatte einen nochmals
vermehrten Effekt auf die Proliferation der Zellen und verringerte diese auf 1,32% + 0,20. Die Balken
reprasentieren den Mittelwert aus n=3 unabhangigen Experimenten + SEM. Zur Uberpriifung der statistischen
Signifikanz der jeweils paarweise verglichenen Behandlungsgruppen wurde der t-Test verwendet (** P < 0,01;

% P <0,001).

Zur Klarung der Beteiligung von Gata2, Runx1 und Nedd9 bei der TGF-B induzierten
Neurogenese wurden hippokampale Kulturen mit Lentiviren transduziert, die gegen die

jeweilgen Gene gerichtete shRNAs trugen und somit zu einem Funktionsverlust dieser
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Faktoren flhrten. Zu jedem der drei Gene wurde ein Set von flnf verschiedenen shRNA
Konstrukten eingesetzt, welche zunachst auf ihre Funktionalitat Gberprift werden mussten.
Zu diesem Zweck wurden hippokampale Kulturen an DIV2 mit den shRNAs transduziert,
nach 48 Stunden mittels Puromycin selektiert und nach weiteren 48 Stunden wurde die
mMRNA isoliert und die Suppression der jeweiligen Gen-Expression mittels quantitativer Real-
Time PCR analysiert. Fur jedes der drei Gene konnten zwei shRNA Konstrukte identifiziert
werden, welche die Expression der Zielgene um mehr als 80% unterdrickten (Abbildung
29A-C). Fur den Knock-down von Gata2 wurden die shRNAs mit den TRC-Nummern
TRCN0000085418 und TRCN0000085422 ausgewahlt, die eine Expressionsminderung auf
19% bzw. 3% gegenuber der Kontrolle zeigten. Fir den Knock-down von Runx1 wurden die
shRNAs TRCN0000084808 und TRCN0000084810 verwendet, die beide in der Lage waren,
die Runx1 Genexpression unter 2% zu senken. Zum Ausschalten von Nedd9 wurden die
shRNAs TRCNO0000009791 und TRCNOO000009795 eingesetzt, die eine Reduktion der
Nedd9 Genexpression auf 19% bzw. 17% erreichten.

Die shRNAs wurden in die hippokampalen Kulturen transduziert, die TGF-p-Behandlung
nach demselben Schema wie zuvor bei der Smad4-shRNA beschrieben (s. Kapitel 3.3.1.3)
durchgefihrt und die Anzahl HuC/D-positiver Neurone nach Beendigung der
Behandlungsperiode ermittelt. Als Kontrolle diente wiederum eine shRNA, deren Sequenz
keine Homologie im Mausgenom besitzt.

Der Einfluss von Ctgf auf die TGF-B induzierte Neurogenese wurde mit Hilfe der Ctgf-
defizienten Tiere untersucht, indem hippokampale und cortikale Kulturen aus Ctgf (-/-) und
Ctgf (+/-) Embryonen angelegt und auf ihre Fahigkeit Uberprift wurden, auf TGF-B-
Behandlung mit vermehrter Bildung von Neuronen zu reagieren.

Wie in Abbildung 29D-H dargestellt ist, beeintrachtigte der Funktionsverlust von Gata2,
Runx1 und Ctgf den neurogenen Effekt von TGF-B nicht. Das Ausschalten der Nedd9
Expression dagegen verhinderte die vermehrte Generierung von Neuronen nach TGF-B-
Behandlung vollstandig. Dieses Ergebnis lasst demnach auf eine Funktion von Nedd9 im

molekularen Prozess der Neurogenese schlie3en.
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Abbildung 29: Einfluss des Funktionsverlustes von TGF-$-Zielgenen auf den neurogenen Effekt
(A-C) Validierung der Gata2- (A), Runx1- (B) und Nedd9- (C) spezifischen shRNAs in hippokampalen Kulturen

mittels Real-Time PCR. Fir jedes der drei Gene wurden zwei shRNAs identifiziert, die eine Knock-down-Effizienz

von mehr als 80% besalien. Diese sind mit einem Sternchen (*) markiert. (D-F) Quantifizierung der HuC/D-

positiven Neurone nach lentiviraler Transduktion von shRNAs gegen Gata2 (D), Runx1 (E) und Nedd9 (F). Der

Funktionsverlust von Gata2 und Runx1 beeintrachtigt die TGF-f induzierte Neurogenese nicht, wahrend nach

Knock-down von Nedd9 keine vermehrte Neurogenese unter TGF-B-Stimulation mehr auftritt (alle n=3). (G und H)

Die Quantifizierung der HuC/D-positiven Neurone in hippokampalen (G) und cortikalen (H) Kulturen von

homozygot (-/-) und heterozygot (+/-) Ctgf-deletierten Embryonen zeigt, dass der Verlust der Ctgf-Expression

keine Auswirkungen auf die TGF-B induzierte Neurogenese gegeniiber dem Wildtyp (+/+) hat (alle n=2). Die

Balken geben jeweils den Mittelwert + SEM an.

99



Ergebnisse

3.3.7 Expression von Nedd9 in cortikalen Kulturen

Um die Bedeutung der Nedd9-Expression fir den neurogenen Effekt von TGF-B noch weiter
zu stitzen, wurde die Expression von Nedd9 auch in cortikalen Kulturen Gberprift. Dabei
stellte sich heraus, dass in den cortikalen Kulturen aus E16,5 Embryonen Nedd9 ebenfalls
eine deutliche Expressionssteigerung nach zwei- und 24-stindiger TGF-p-Behandlung
aufwies (Abbildung 30). In den Kulturen aus E14,5 Embryonen kam es dagegen zu keiner
Induktion von Nedd9 nach TGF-B-Stimulation. Allerdings schien hier das Ausgangsniveau in
den unbehandelten Zellen bereits héher zu sein im Vergleich zu den unbehandelten Zellen
aus E16,5 Embryonen. Die unterschiedliche Induzierbarkeit von Nedd9 kénnte eine mdgliche
Begriindung fiir die abweichenden Wirkungen von TGF-$ in E14,5 und E16,5 Progenitoren

sein.

Cortex E14,5 Cortex E16,5

Nedd9

Gapdh

Abbildung 30: Regulation der Nedd9-Expression in cortikalen Kulturen aus E14,5 und E16,5 Embryonen
Die RT-PCR zeigt, dass Nedd9 in den cortikalen Kulturen aus E16,5 Embryonen ebenfalls durch TGF- kurz- und
langfristig induziert ist, wahrend in Kulturen aus E14,5 Embryonen keine Expressionssteigerung von Nedd9 durch
TGF-B ersichtlich ist.

3.3.8 TGF-B andert die Morphologie von Nestin-positiven Progenitor-

zellen

Im Rahmen der Untersuchungen fiel auf, dass die Behandlung mit TGF-$ in hippokampalen
Kulturen bereits innerhalb der ersten 48 Stunden zu morphologischen Veranderungen in
Nestin-positiven Progenitorzellen fuhrte (Abbildung 31). In den unbehandelten Kulturen lagen
die Nestin-positiven Zellen haufig in kompakten Clustern aus grof3en, flach ausgebreiteten
Zellen mit einem groRen runden Zellkern vor. Diese Zellen besalRen keinen oder nur einen
breiteren Fortsatz. Darlber hinaus existierten schmalere, lang gestreckte Nestin-positive
Zellen mit kleinerem Zellkern und Soma und diinnen, haufig bidirektionalen Fortsatzen, die
nicht in den kompakten Zellverbanden angeordnet waren. Die Behandlung mit TGF-$

favorisierte dabei den Phanotyp der letztgenannten Zellen, wahrend die kompakten Cluster
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aus den groflen, ausgebreiteten Zellen 48 Stunden nach Beginn der TGF-B-Behandlung
kaum noch zu finden waren. Die Behandlung mit dem TGF-B-Inhibitor SB431542 dagegen
forderte die Morphologie der grofRRen, flachen Zellen. Um diese morphologischen
Veranderungen noch eingehender zu charakterisieren, wurden weitere Immunfarbungen
durchgefihrt.

Die Co-Farbung mit dem Proliferationsmarker Ki67 gab zu erkennen, dass die grolien
flachen Zellen in den Kontroll- und SB431542 behandelten Kulturen zu einem groflien Tell
proliferativ aktiv waren, zum Teil sich aber auch in einem Ruhezustand befanden (Abbildung
31A). Die schmalen Zellen in den TGF-B behandelten Kulturen waren ebenfalls Gberwiegend
teilungsaktiv. Des Weiteren waren die flachen Zellen schwach GFAP positiv, wohingegen die
schmalen Zellen zu einem geringen Teil eine Co-Lokalisation mit GFAP aufwiesen, zum
gréten Teil aber GFAP negativ waren (Abbildung 31B). Die Co-Farbung mit dem Marker fur
junge neuronale Vorlauferzellen PSA-NCAM ergab keine Co-Lokalisation mit den flachen
Nestin-positiven Zellen, wahrend die schmalen Nestin-positiven Zellen in den TGF-$
behandelten Kulturen zunehmend PSA-NCAM co-exprimierten (Abbildung 31C). Keine der
beiden Nestin-positiven Zelltypen zeigte gleichzeitig eine Co-Lokalisation mit Doublecortin
(Dcx), einem Marker flr junge Neurone und auf die neuronale Linie festgelegter
Vorlauferzellen spaterer Stadien (Abbildung 31D). Jedoch wird auch in vivo selten eine Co-
Expression der beiden Proteine beobachtet, da die Nestin-Expression in den spezifizierten
Vorlauferzellen abrupt endet, wenn die Expression von Doublecortin beginnt (Couillard-
Despres et al., 2005). Zusammenfassend kann man aussagen, dass die durch TGF-$
hervorgerufenen morphologischen Veranderungen den Ubergang eines Vorlauferzelltyps in
einen anderen, moglicherweise in der Entwicklung weiter fortgeschrittenen Zelltyp anzeigen.
Die zunehmende Co-Lokalisation mit PSA-NCAM koénnte auf neuronal spezifizierte
Progenitoren hindeuten, die Co-Expression einiger Zellen mit GFAP demonstriert aber auch
die Entstehung von Zellen mit glialer Identitat bzw. Progenitoren vom Typ der Radialglia. Ob
TGF-B Einfluss auf die Bevorzugung des neuronalen oder glialen Schicksals nimmt, kann
anhand dieser statischen Aufnahmen nicht festgestellt werden.

In den vorangegangenen Experimenten wurde Nedd9 als Faktor identifiziert, der fir die TGF-
B vermittelte Neurogenese eine bedeutsame Rolle spielt. Dartber hinaus ist bekannt, dass
Nedd9 die Zellmorphologie verandern und die Zellmotilitdt erhéhen kann (O’Neil et al., 2000;
Fashena et al., 2002). AulRerdem wurde die Expression von Nedd9 in multipotenten Nestin-
positiven Zellen in vivo beschrieben (Aquino et al., 2008). Daher wurde untersucht, ob die
beobachteten morphologischen Veranderungen der Nestin-positiven Zellen nach TGF-§-
Behandlung mit der Expression von Nedd9 korrelieren. Wie in Abbildung 31E zu erkennen ist
exprimieren die flachen Nestin-positiven Zellen der unbehandelten und SB431542

behandelten Kulturen kein oder nur sehr wenig Nedd9. In den TGF-$ behandelten Kulturen
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dagegen konnte eine vermehrte Co-Expression von Nedd9 und Nestin in den morphologisch
veranderten Zellen beobachtet werden und nahezu alle Nestin-positiven Zellen des
schmalen, langgestreckten Typs zeigten eine Nedd9 Farbung des Zellsomas. Die TGF--
Behandlung flhrt also zu einer Erhéhung der Nestin/Nedd9-doppelt-positiven Progenitoren,

was auf eine Funktion von Nedd9 bei der Umbildung der Progenitoren hinweisen kdnnte.
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unbehandelt TGF-B SB431542

>

@ | | Nestin/Ki67/DAPI

| | Nestin/GFAP/DAPI

| | Nestin/NCAM/DAPI

Nestin/Dcx/DAPI

Nestin/Nedd9/DAPI T

Abbildung 31: Morphologische Veranderungen in Nestin-positiven Progenitoren nach TGF-3-Behandlung

(A-E) Hippokampale Kulturen enthalten Cluster von Nestin-positiven Zellen. In unbehandelten Kontrollen und in
héherem Ausmal in Kulturen behandelt mit dem ALK-Inhibitor SB431542 sind diese Cluster sehr kompakt und
bestehen aus groRen Zellen mit flach ausgebreitetem Soma und groem Zellkern ohne oder mit nur einem
dickeren Fortsatz. Diese Zellen sind schwach GFAP-positiv (B) und teilweise proliferativ aktiv, demonstriert durch
KI67 Immunreaktivitat (A). Sie sind auRerdem negativ fiir PSA-NCAM (C) und Doublecortin (D). Die Behandlung

mit TGF-B andert die Morphologie dieser Nestin-positiven Zellen zu kleineren Zellen mit schmalen Fortsatzen, die
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langer oder kirzer sein kdnnen und haufig bidirektional sind. Diese Zellen sind zum gréRten Teil Ki67-positiv (A).
Einige Zellen, besonders die mit langeren Fortsdtzen sind GFAP-positiv, die meisten sind jedoch GFAP-negativ
(B). Viele zeigten ebenfalls Co-Lokalisation mit PSA-NCAM (C). Eine Co-Lokalisation mit Doublecortin konnte
nicht beobachtet werden (D). Die Expression des TGF-B-Zielgens Nedd9 war in den grofRen, flach ausgebreiteten
Zellen der unbehandelten und der mit SB431542 behandelten Zellen nur sehr schwach ausgepragt, verstarkte
sich jedoch nach TGF-B-Behandlung in den schmalen, Fortsatz-tragenden Zellen. Eine hohe Nedd9-Expression

konnte ebenfalls in Nestin-negativen Zellen beobachtet werden (E). Maf3stab 50 um

3.3.9 Einfluss von TGF-f auf die Spezifizierung neuronaler Subtypen

im Cortex

Der Cortex beinhaltet eine Vielzahl neuronaler Subtypen, die innerhalb der sechsschichtigen
Struktur des Cortex geordnet vorliegen. Die Spezifizierung von Progenitoren in einen
bestimmten Subtyp kann zellautonom durch die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie
Pax6 und Emx2 erfolgen (Molyneaux et al., 2007), aber auch extrinsische Signale kénnen
das Schicksal der Zellen beeinflussen. Deshalb sollte untersucht werden, ob durch TGF-
die Neurogenese bestimmter cortikaler Subtypen gegeniber anderen bevorzugt wird. Die
verschiedenen Subtypen lassen sich aufgrund ihrer Expression bestimmter Markergene
unterscheiden. Fur die immunzytochemische Analyse von cortikalen Kulturen wurden
folgende Marker ausgewahlt: Ctip2, der Neurone der tiefen Schichten V und VI markiert;
Foxp2, ein Marker fur Schicht VI; Tbr1, der lberwiegend in Neuronen der Schicht VI
exprimiert ist, aber auch in den oberen Schichten Il und Ill zu finden ist; Satb2 markiert die
oberen Schichten Il bis IV und Reelin, der in den Cajal-Retzius-Zellen der Marginalzone
(Schicht 1) exprimiert wird (Guillemot et al., 2006, Molyneaux et al., 2007). Die cortikalen
Kulturen wurden nach sechstagiger TGF--Behandlung an DIV8 fixiert und mit Antikdrpern
gegen HuC/D und den genannten Markerproteinen gemeinsam gefarbt. Anschlie®end wurde
innerhalb der Population der HuC/D-positiven Neurone der Anteil an denen fir die
verschiedenen Marker positiven Zellen bestimmt. Dadurch sollten Anderungen in der
Subtypen-Zusammensetzung der Neurone mit und ohne TGF-B-Behandlung verglichen
werden. In Abbildung 32 sind die Ergebnisse dieser Analyse graphisch dargestellt. Nach
TGF-B-Behandlung war eine leichte Erhéhung der Marker tieferer Schichten zu beobachten,
die aber im Fall von Ctip2 nicht signifikant war (Kontrolle: 43,80% + 1,07, TGF-B: 46,5% +
1,7, n=3) und im Fall von Foxp2 zu einem Signifikanzniveau von 0,041 leicht signifikant war
(Kontrolle: 7,24% + 0,66, TGF-B: 9,52% + 0,36, n=3). Uber die Halfte der Neurone
exprimierte den Marker Tbr1, jedoch liel3 sich hier kein Unterschied zwischen den TGF-
behandelten und den unbehandelten Kontrollzellen feststellen (Kontrolle: 53,29% + 1,11,
TGF-B: 55,08% +1,96, n=3). Bei dem Marker fur die oberen Schichten Il bis IV Satb2 konnte
eine leichte Reduktion nach TGF-B-Behandlung beobachtet werden (Kontrolle: 58,24% =+
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0,75, TGF-B: 50,27% + 1,42, n=4), die zu einem Niveau von 0,0026 signifikant war. Da die
Auswertung der Daten die prozentuale Verteilung der Subtypen innerhalb der HuC/D-
positiven Neuronenpopulation angibt, und die Neuronenpopulation sich unter TGF-j-
Behandlung bezogen auf die Gesamtzellzahl erhéht, bedeutet die Reduktion des Satb2-
positiven Anteils nicht unbedingt eine echte Reduzierung dieser Zellen. Vielmehr kann
angenommen werden, dass die Population der Satb2-positiven Zellen nicht in einem
gleichmaRigem Verhaltnis mit der Gesamtneuronenzahl ansteigt, sondern stagniert und die
unter TGF-B-Einfluss neu generierten Neurone nicht zu dem Subtyp der Satb2-positiven
Neurone gehoren. Die Auszdhlung des Marginalzonenmarkers Reelin ergab keinen
Unterschied zwischen TGF-p behandelten und unbehandelten Zellen (Kontrolle: 11,75% =+

0,33, TGF-B: 12,46 + 0,14, n=2).
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Abbildung 32: Auswirkungen der TGF-B-Behandlung auf die Zusammensetzung neuronaler Subtypen in
cortikalen Kulturen

Die Graphik zeigt den Anteil der Neurone positiv fir diverse Marker neuronaler Subtypen im Cortex bezogen auf
die Gesamtzahl HuC/D-positiver Neurone. Die Behandlung mit TGF-f fihrte zu einer leichten Steigerung der
Neurone positiv fur die Marker tieferer Schichten (V und VI) Ctip2 und Foxp2 und zu einer Reduktion des Anteils
an Neuronen positiv flir den Marker der oberen Schichten (Il bis IV) Satb2. Die Auszahlung der Neurone positiv
fur Tbr1 (Schicht VI und Il bis 1lI) so wie Reelin (Schicht I) ergab keine Unterschiede zwischen TGF-$ behandelten
und unbehandelten Zellen. Die Balken reprasentieren den Mittelwert aus n=3 unabhangigen Experimenten +

SEM. Zur Uberpriifung der statistischen Signifikanz wurde der t-Test verwendet (* P < 0,05; ** P < 0,01).
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4 Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mogliche Bedeutungen von TGF-B auf die
Entwicklung neuronaler Zellen des Vorderhirns zu untersuchen. Als Modellsystem wurden
primare Kulturen aus dem Hippokampus und Cortex von Mausen der Embryonalstadien
E14,5 und E16,5 verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass diese Kulturen selbst TGF-B-
Signale produzieren, indem sowohl die Expression der mRNA fir die Liganden TGF-p1,
TGF-B2 und TGF-33, als auch die Sekretion von TGF-Bs aus den Zellen in das Medium
nachgewiesen wurde. Darlber hinaus konnte die Responsivitat der Zellen auf TGF-3-Signale
demonstriert werden, da sie die mRNA der TGF-B-Rezeptoren des Typ | und Typ |l
exprimieren und auf die Stimulation mit TGF- mit einer Translokation von Smad-Proteinen
aus dem Zytosol in den Zellkern reagieren. Diese Befunde legen nahe, dass in cortikalen
und hippokampalen Zellen TGF-p-Signalaktivitdt vorliegt, die auch von funktioneller
Bedeutsamkeit sein sollte.

Die Klarung der Frage nach moglichen Funktionen erfolgte sowohl auf molekularer Ebene,
durch die Identifizierung von TGF-B-Zielgenen, als auch auf zelluldrer Ebene, durch die
Betrachtung der Auswirkungen exogener TGF-B-Behandlung auf die Proliferation und
Differenzierung der Kulturen. Dabei konnte gezeigt werden, dass TGF-Bf in den
hippokampalen und cortikalen Kulturen, gewonnen zum Zeitpunkt E16,5 der
Embryonalentwicklung, die Neurogenese induziert. Dieser Prozess ist abhangig von der
Aktivierung von Smad-Proteinen und vom Entwicklungsstatus der Progenitorzellen.
Abschlieend wurde die Bedeutung einiger der identifizierten TGF-p-Zielgene im Hinblick auf

den beobachteten neurogenen Effekt von TGF- vertiefend untersucht.

4.1 Identifizierung von TGF-B-Zielgenen

Die Aktivierung des TGF-B-Signalweges flhrt unter der Beteiligung von Smad-Proteinen,
sowie Uber einige Smad-unabhangige Signaltransduktionswege, zur Regulation bestimmter
Zielgene, welche die vielfaltigen TGF- induzierten Auswirkungen vermitteln. Die Qualitat der
regulierten Gene ist dabei stark vom jeweiligen Kontext abhangig und variiert je nach Zelltyp,
Umgebung und Entwicklungsstatus der Zelle. Dabei spielt die zellspezifische Komposition an
Co-Faktoren eine wichtige Rolle, welche Uber aktivierende oder inhibierende Wirkungen
letztendlich das Antwortverhalten der Zelle bestimmen (Massague, 2000).

Um Funktionen von TGF-f wahrend der Entwicklung des Vorderhirns verstehen zu kénnen,

ist es hilfreich, die durch TGF- regulierten Zielgene in Zellen des embryonalen Vorderhirns
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zu kennen. Bisher waren allerdings nur wenige Zielgene von TGF-f im zentralen
Nervensystem bekannt. Daher war die Identifizierung von TGF-$ regulierten Zielgenen in
diesen Zellen ein Ziel der vorliegender Arbeit.

Screenings nach Zielgenen werden haufig durch die Verwendung von DNA-Microarrays
durchgefiihrt. Diese Methode hat den Vorteil, dass eine sehr grof’e Anzahl von Genen
untersucht werden kann. Allerdings sind Microarrays auch sehr kostenintensiv und liefern
zahlreiche falsch-positive Ergebnisse, so dass die Resultate anschlieRend durch andere
Methoden, wie z.B. auf RT-PCR basierende Methoden, verifiziert werden miissen. Da flr
Zielgene des TGF-B-Signalweges bereits Microarray-Studien in anderen Zellsystemen wie
epithelialen, mesenchymalen und endothelialen Zellen durchgefiihrt wurden (Verrecchia et
al., 2001; Zavadil et al., 2001;0ta et al., 2002; Kang et al., 2003; Yang et al., 2003; Zhao et
al., 2004), wurde auf die erneute Verwendung eines Microarrays verzichtet. Stattdessen
wurden innerhalb der in diesen Studien identifizierten regulierten Gene diejenigen
ausgewahlt, die auch im Nervensystem von Bedeutung sind und die TGF-B-abhangige
Regulation dieser Gene in hippokampalen Zellen aus Mausen des Embryonalstadiums E16,5
mittels semiquantitativer RT-PCR sowie quantitativer Real-Time PCR validiert.

Aus diesem Screen konnten insgesamt 16 Zielgene identifiziert werden, die im folgenden
naher dargestellt und insbesondere ihre bekannten Funktionen wahrend der Entwicklung des

ZNS herausgestellt werden sollen.

411 TGF-B reguliert die Expression von Molekiilen der extrazellularen

Matrix

Unter den regulierten Genen befanden sich mehrere Moleklle der extrazellularen Matrix, wie
der Tissue inhibitor of metalloproteinases (Timp) 3, TenascinC (TnC), und der Connective
tissue growth factor (Ctgf), welche eine positive Regulation nach TGF--Behandlung zeigten,
sowie die Integrine a3 und a5.

Die extrazellulare Matrix (ECM) stellt die Gesamtheit der Makromolekile aufllerhalb der
Plasmamembran von Zellen in Geweben und Organen dar. Neben der Formgebung von
Geweben und Organen besitzt sie weitreichende Funktionen z.B. bei der Signaltransduktion,
Zelladhasion, -migration und -differenzierung. Dazu unterliegt die ECM einem standigen
Umbau. Wichtige Molekile, die diese Umbauprozesse regulieren, sind die Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs), sie sorgen in erster Linie fir die Degradation der ECM (Bissell
et al., 1982; Adams und Watt, 1993), und die Timps, die wiederum die Aktivitat der MMPs
hemmen (Baker et al., 2002). Die genaue Regulation der Expression von MMPs und Timps

ist daher essentiell fir das Fliegleichgewicht der ECM. Mittlerweile belegen zahlreiche
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Studien, dass die Timps auch in viele Prozesse der neuronalen Entwicklung und Plastizitat
involviert sind. In Sauger existieren vier Mitglieder der Timp-Familie (Timp1-4) (Brew et al.,
2000). Wahrend der Embryonalentwicklung ist Timp3 mRNA im ZNS vor allem in den
ventrikularen Zonen und in Kernen des Hirnstamms exprimiert, und im adulten ZNS wird
Timp3 von Neuronen und Astrozyten in der subventrikuldren Zone, des Thalamus und des
Bulbus olfactorius und des rostralen migratorischen Traktes exprimiert (Vaillant et al., 1999;
Jaworski und Fager, 2000). Dieses Expressionsmuster in Populationen mit neuronalen
Progenitoren koénnte auf eine Beteiligung von Timp3 bei der Neurogenese und/oder der
zellularen Migration hindeuten. Darlber hinaus wurde eine Induktion von Timp3 nach
Verletzungen, wie z.B. cerebraler Ischamie gefunden (Wallace et al., 2002), wobei ihm in
diesem Kontext eine Beteiligung bei der Induktion von Apoptose zugeschrieben wird. Flr
Timp2, welches Uberwiegend von postmitotischen Neuronen exprimiert wird, wird eine Rolle
bei der terminalen Differenzierung von Neuronen angenommen (Jaworski und Leonor Perez-
Martinez, 2006). Timp1 wird ebenfalls haufig nach Verletzungen des ZNS verstarkt exprimiert

und scheint dort neuroprotektiv zu wirken (Rivera et al., 2002; Tan et al., 2003).

TenascinC ist ein extrazellulares Matrixprotein, das Uberwiegend von Gliazellen und von
migrierenden astroglialen Vorlauferzellen exprimiert wird (Chiquet-Ehrisman et al., 1986;
Bartsch et al., 1992). Es kann sowohl das axonale Wachstum férdern und als Leitmolekul die
Migration des Axons zu ihren Zielen lenken, aber auch repulsiv auf den Wachstumskegel
des Axons wirken und das Axonwachstum hemmen (Bourdon und Ruoslathi, 1989; Wehrle-
Haller und Chiquet, 1993; Dorries et al., 1996; Faissner und Kruse, 1990; Lochter und
Schachner, 1993; Bartsch, 1996). Diese gegensatzlichen Wirkungen werden durch den
multimodularen Aufbau von TenascinC ermoglicht, der zu einer gro3en kombinatorischen
Vielfalt des Molekiils und zu Wechselwirkungen mit unterschiedlichen Rezeptoren flihrt
(Spring et al., 1989; Prieto et al., 1992; Husmann et al.,1995; Dorries et al.,1996; Gétz et al.,
1996; Strekalova et al., 2002; Rigato et al.,, 2002). Ebenso wie die Timps ist auch die
Expression von TnC in einer Reihe von Verletzungs-Paradigmen des ZNS hochreguliert und

vermittelt dort vermutlich regenerative Prozesse (Brodkey et al., 1995; Bartsch, 1996).

Ctgf ist ein Mitglied der Ccn-Proteinfamilie, die neben Ctgf (Ccn2) auch Cyr 61 (Ccn1), Nov
(nephroblastoma-overexpressed gene, Ccn3) und die Wht-induced secreted proteins Wisp 1-
3 (Ccn4-6) umfasst (Brigstock et al., 2003). Es ist ein sekretiertes, mit der extrazellularen
Matrix assoziiertes Protein und ist an einer Vielzahl zellularer Vorgange beteiligt. Abhangig
vom Zelltyp kann Ctgf Zellwachstum, Migration, Adhasion, Uberleben, Differenzierung und
Synthese der extrazelluldren Matrix fordern (lgarashi et al., 1993; Frazier et al.,, 1996;

Moussad und Brigstock, 2000). Daruber hinaus ist es in vielféltige biologische Vorgange wie
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Angiogenese (Babic et al., 1999; Lau und Lam, 1999), Chondrogenese (lvkovic et al., 2003;
Takigawa et al., 2003), Tumorigenese (Frazier und Grotendorst, 1997; Kubo et al., 1998),
Wundheilung (Igarashi et al., 1993) und entzindliche und fibrotische Prozesse involviert
(Igarashi et al., 1996; Dammeier et al., 1998). Ctgf kann auch modulierend auf viele andere
Signalwege wirken. So wurde eine Beeinflussung des kanonischen und nicht-kanonischen
Whnt-Signalweges durch Ctgf beschrieben (Mercurio et al. 2003). AulRerdem kann es mit
anderen Proteinen der ECM, vor allem mit Integrinen, wechselwirken (Lau und Lam, 1999;
Babic et al., 1999; Jedsadayanmata et al., 1999).

Wahrend der Embryonalentwicklung der Maus ist Ctgf in verschiedenen Gewebetypen
exprimiert. Im Hinblick auf das ZNS erstreckt sich die Expression auf das Neuroepithel des
gesamten Gehirns in den Embryonalstadien von E12 bis E18 und scheint mit der Phase der
neurogenen Zellteilungen zu korrelieren (Friedrichsen et al., 2003). Im adulten Gehirn wurde
eine besonders starke Ctgf-Expression spezifisch in cortikalen Neuronen der Schicht VII
gefunden (Heuer et al., 2003). Uber die Funktion von Ctgf im embryonalen und adulten ZNS
ist allerdings wenig bekannt.

Die Expressionssteigerung von Ctgf durch TGF-$ wurde bereits in zahlreichen Zellen und
Geweben aulerhalb des Nervensystems beschrieben (Brunner et al., 1991; Igarashi et al.,
1993; Frazier und Grotendorst, 1997) und wird Gber ein TGF-B-responsives Element auf dem
Ctgf-Promotor gesteuert (Holmes et al., 2001). Im ZNS wurde fur Ctgf, wie fur TGF-f3, eine
verstarkte Expression nach Lasionen beobachtet, und in diesem Zusammenhang wurde Ctgf
als Mediator der TGF-§ vermittelten glialen Narbenbildung diskutiert (Hertel et al., 2000).
Eine direkte Interaktion zwischen TGF-$ und Ctgf fanden Abreu et al. (2002) in Experimenten
an Xenopus und in diversen Zelllinien. Die Autoren zeigten, dass Ctgf durch seine Cystein-
reiche Domane, die Willebrand Typ C-Domane, direkt an TGF-f und BMP4 binden kann,
wodurch eine antagonistische Wirkung auf BMP4 vermittelte Signale und eine Verstarkung
der TGF-B-Signalkaskade erreicht werden kann.

Aufgrund dieser beschriebenen verstarkenden Wirkung von Ctgf auf die TGF-f-
Signalkaskade wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob die Regulation der TGF-3-
Zielgene von der Ctgf-Expression abhangig ist. Dies schien jedoch nicht der Fall zu sein, da
die Regulation der TGFpB-Zielgene auch in hippokampalen Zellen aus Citgf-deletierten
Mausen auftrat. In der Studie von Abreu et al. wird allerdings darauf hingewiesen, dass die
verstarkende Wirkung von Ctgf vor allem bei geringen TGF-B-Konzentrationen zum Tragen
kommt und dann die TGF-B-Signale potenzieren kann. In den hier durchgefihrten
Experimenten wurde mit 5 ng/ml TGF-B stimuliert, was physiologisch eher einer héheren
TGF-B-Konzentration entspricht. Mdglicherweise ist der Verlust von Ctgf nur bei der
Stimulation mit geringen TGF-p-Konzentrationen von Bedeutung, was durch Experimente mit
Konzentrationsreihen Uberprift werden misste. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde
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auch der Einfluss von Ctgf auf den neurogenen Effekt von TGF-f in hippokampalen und
cortikalen Kulturen untersucht, doch auch hier konnte kein Zusammenhang mit der Ctgf-
Expression gefunden werden. Die TGF- vermittelte Induktion der Neurogenese trat auch in

hippokampalen und cortikalen Kulturen Ctgf-defizienter Mauseembryonen auf.

Eine modulierende Aktivitat von TGF-p auf die Produktion der extrazellularen Matrix im ZNS
ist auch im Kontext mit anderen Molekulen beschrieben worden. In Kulturen primarer
Astrozyten und in transgenen Mausen, die TGF-B1 spezifisch in Astrozyten Uberexprimieren,
steigert TGF-p die Expression von Laminin und Fibronektin sowie deren Integration in die
ECM (Wyss-Coray et al., 1995) und TGF-p1-Knock-out Mause zeigen eine verminderte
Expression von Laminin (Brionne et al., 2003).

Die Beeinflussung der extrazelluaren Matrix durch TGF-B wird haufig im Zusammenhang mit
der Reaktion auf Verletzungen des ZNS gesehen, bei denen TGF-f verstarkt exprimiert wird
(Flanders et al., 1998). Dabei soll TGF-B durch seinen stimulierenden Einfluss auf die
Produktion von ECM-Molekllen eine bedeutende Rolle fir die Bildung der Glianarbe nach
Lasionen des ZNS spielen (Wang et al., 2007; Moon und Fawcett, 2001). In diesen Studien
fuhrte die Neutralisation von TGF-B1 und 2 durch Antikérper (Moon und Fawcett, 2001) bzw.
der Knock-out von Smad3 (Wang et al., 2007) zu einer Verminderung der glialen
Narbenbildung nach Verletzungen des ZNS.

Auch bei den hier betrachteten Genen Timp3, TnC und Ctgf wurde eine verstarkte
Expression nach Schadigungen des ZNS beschrieben (Wallace et al., 2002; Brodkey et al.,
1995; Bartsch, 1996; Hertel et al., 2000). Die TGF-p-abhangige Regulation dieser Gene in
den hier verwendeten hippokampalen Kulturen weist darauf hin, dass die Induktion dieser
Gene nach Verletzungen durch die verstarkte TGF-B-Expression vermittelt werden kénnte.
Da die Expressionssteigerung von Ctgf, Timp3 und TnC innerhalb der hippokampalen
Kulturen Uberwiegend den Astrozyten zugeordnet werden konnte (s. Kapitel 4.2), kann
angenommen werden, dass diese Molekile in die Prozesse der TGF-f vermittelten glialen

Narbenbildung involviert sind.

Integrine sind hauptverantwortlich fir die Zell-Matrix-Adhasion und bilden als funktionelle
Einheit Heterodimere aus, die aus einer a- und einer B-Untereinheit bestehen (Ubersicht in
Hynes, 2002). In 