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|. Abstract/Zusammenfassung: 1.1. Abstract

l. Abstract /ZZusammenfassung

1.1. Abstract

The serotonergic (5-HT) system is involved in the modulation of mood and behaviour.
Extrinsic factors, such as fibroblast growth factor 4 (Fgf4), Fgf8, and sonic hedghog (Shh),
dictate the development of hindbrain 5-HT neurons. In addition, the developmental network is
regulated by transcription factors, such as Nkx2.2, Lmx1b, Gata2, and Pet1. However, the
regulatory network of extrinsic and intrinsic factors directing the development of 5-HT
neurons is not fully elucidated. In order to complete the network, a primary neurospheres
culture system from mouse ventral rostral hindbrain embryonic day (E) 12 has been
established. This model system exhibits the main characteristics of progenitor cells: a) the
ability to proliferate and b) the capacity of multilineage differentiation. Hereby it allows the
enrichment of progenitor cells, and also triggers these cells towards a specific cell fate. Tgf-3
treatment of primary neurospheres from mouse ventral rostral hindbrain (E12) does not
influence the expression of Gata2. However, the functional blocking of Tgf-p signalling
results in a significant down regulation of Gata2, indicating that the maintenance of Gata2
expression is Tgf-p dependent. Treatment of primary neurospheres with Tgf-f has no effect
on Pet1 expression, whereas the inhibition of Tgf-B signaling led to a significant down
regulation of Pet? expression. These results suggest a role of Tgf-p in regulating the
differentiation of progenitors towards the terminal 5-HT phenotyp via the maintenance of
Gata2 and Pet1 expression.

Additionally, the function of the transcription factor Sim1 (Single-minded homolog 1), the
murine homologue of sim, a master regulator of CNS midline formation in D. melanogaster,
in the development of 5-HT neurons has been analysed. Immunohistological analysis of
newborn Sim1 —/— mice compared with wt littermates revealed a significantly reduced
number of 5-HT neurons within a 5-HT neuron subpopulation, the dorsal raphe nucleus, at
about 30%. The underlying molecular mechanisms were investigated by gain- and loss-of-
function experiments using the MN9D cell line. Gene expression changes were analysed
after Sim1 overexpression by quantitative Real-Time-PCR. Sim1 overexpression did not
result in an upregulation of Gata2. In contrast, a significant upregulation of the expression of
Pet1 after Sim1 overexpression has been observed and confirmed after down-regulating
Sim1 by transfection using Sim1 specific siRNA. Moreover, an upregulation of Tph2
expression was observed after Sim1 overexpresion. These data suggest a relevance of Sim1
for the differentiation of 5-HT neurons, and allow to position Sim1 upstream Pet1 and Tph2
within the regulatory network directing the formation of 5-HT neurons. In order to identify new

members of the regulatory network directing the development of 5-HT neurons, a cDNA
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|. Abstract/Zusammenfassung: 1.1. Abstract

microarray has been performed, comparing the gene expression pattern of mouse ventral
midbrain with that of ventral rostral hindbrain, E11. Three genes highly upregulated in ventral
hindbrain, were further investigated by Sim1 overexpression in MN9D cells: Rgs4, a
regulator of G-protein coupled receptors, such as 5-HT receptors, and the transcription
factors Brn3.2 and Lhx8. Sim1 overepression led to a significant upregulation of Rgs4 and
Brn3.2. In summary, the results indicate a role of Sim1 during the late development of 5-HT
neurons, at least in a subpopulation of 5-HT neurons, either directly, on Tph2 and Pet1 by
regulating their expression, or indirectly via induction of Brn3.2. Furthermore the results
suggest an indirect regulation of serotonin release by Sim1 via Rgs4, and thereby directing
the development of 5-HT neurons themself and their target areas.

keywords: primary neurospheres, raphe, rhombencephalon, serotonergic neurons



I. Abstract/Zusammenfassung: 1.2. Zusammenfassung

1.2. Zusammenfassung

Das serotonerge (5-HT) System ist maBgeblich an der Modulation des Verhaltens und der
Gemutslage beteiligt. In ihrer Entwicklung sind 5-HT-Neurone des Rhombencephalon von
extrinsischen Faktoren wie Fgf4 (,Fibroblast growth factor 4), Fgf8 und Shh (,Sonic
hedghog) sowie u. a. von den Transkriptionsfaktoren Nkx2.2, Lmx1b, Gata2 und Pet1
abhangig. Bis heute ist, Uber die genannten extrinsischen und intrinsischen Faktoren
hinausgehend, die Steuerung der Entwicklung von 5-HT-Vorlduferzellen hin zum terminalen
5-HT-Phéanotyp nicht vollstdndig aufgeklart. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, das
regulatorische Netzwerk der 5-HT-Neuronenentwicklung zu ergénzen. Hierzu wurde
zunachst das Kultursystem primdrer Neurospheres des ventralen rostralen
Rhombencephalon der Maus des Embryonaltages (E) 12 etabliert und charakterisiert. Es
konnte gezeigt werden, dass diese primaren Neurospheres grundlegende Eigenschaften von
Vorlauferzellen aufweisen: a) die Fahigkeit zur Proliferation und b) die Méglichkeit, sich in
unterschiedliche neurale Zelltypen zu differenzieren. Somit erméglicht dieses Modellsystem
die Anzahl von Vorlauferzellen zu erhéhen und die Zellen in Richtung eines bestimmten
zellularen Schicksals zu steuern. Dieses Kulursystem wurde verwendet, um zunachst den
Einfluss des extrinsichen Signalmolekil Tgf-B (,Transforming growth factor-f*) auf die
Entwicklung von 5-HT-Neuronen untersucht. Behandlung primérer Neurospheres mit Tgf-B
fihrte zu keiner Steigerung der Gata2-Expression. Neutralisation endogen synthetisierten
Tgf-B resultierte hingegen in einer signifikanten Herabregulation von Gata2. Tgf-B-
Behandlung primaren Neurospheres des ventralen rostralen Rhombencephalon der Maus
(E12) bedingte keine Erhéhung der Pet1-Expression. Eine funktionelle Blockierung der
Tgf-B-abhangigen Signaltransduktionskaskade fihrte jedoch zu einer signfikanten Reduktion
der Pet1-Transkription. Hieraus kann gefolgert werden, dass Tgf-p auf die Differenzierung
von neuralen Vorlauferzellen zu 5-HT-Neuronen Uber die Aufrechterhaltung der Gata2- und
Pet1-Expression Einfluss nimmt.

Neben Tgf-B wurde die Bedeutung des Transkriptionsfaktors Sim1 (,Single-minded
homolog 1) fur die Entwicklung von 5-HT-Neuronen analysiert. Die Deletion des Sim71-Gens
auBert sich in neugeborenen Sim1i-defizienten Mausen in einer Reduktion der Anzahl
5-HT-Neuronen einer Subpopulation, dem Nucleus dorsalis raphe, um 30%. Die diesem
Befund zugrunde liegenden molekularen Regulationsmechanismen wurden durch Sim1-
Uberexpressions- und Sim1-spezifische siRNA-Experimente in MN9D-Zellen untersucht.
Durch Analyse der Anderungen des Genexpressionmusters nach Sim1-Uberexpression
konnte gezeigt werden, dass Sim1 die Expression von Gata2 nicht induziert. Die Expression
der Gene Pet! und Tph2 wurde im Gegensatz hierzu durch eine Sim1-Uberexpression in
MN9D-Zellen signifikant gesteigert. Dies zeigt, dass Sim1 zwar keine Bedeutung fir die
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I. Abstract/Zusammenfassung: 1.2. Zusammenfassung

Induktion wohl aber fir die Differenzierung von 5-HT-Neuronen Uber eine Regulation von
Pet1 sowie Tph2 besitzt. Somit konnte Sim1 eine bisher unbekannte Funktion innerhalb des
transkriptionellen Netzwerkes der 5-HT-Neuronenentwicklung zugewiesen werden.

Um bisher unbekannte Elemente des regulatorischen Netzwerkes der Entwicklung 5-HT-
Neuronen zu identifizieren, wurde ein cDNA-Mikroarray durchgefiihrt und das
Genexpressionsmuster des ventralen rostralen Rhombencephalon mit dem des ventralen
Mesencephalon (E11) der Maus verglichen. Drei der im ventralen Rhombencephalon im
Vergleich zum ventralen Mesencephalon am stéarker exprimierten Gene wurden durch Sim1-
Uberexpessionsversuche auf eine denkbare Sim1i-abhangige Expressionsregulation in
MN9D-Zellen untersucht: Rgs4, ein Regulator G-Protein-gekoppelter Rezeptoren, wie
5-HT-Rezeptoren, sowie die Transkriptionsfaktoren Brn3.2 und Lhx8. Eine Uberexpression
von Sim1 fuhrte zu einer signifikanten Steigerung der Expression von Rgs4 und Brn3.2.
Zusammenfassend weisen die Ergebnisse daraufhin, dass Sim1 die spate Entwicklungs-
phase von 5-HT-Neuronen durch Regulation der Expression von Pet1 und Tph2 zumindest
in einer Subpopulation steuert. Es ist denkbar, dass dies indirekt Gber eine Sim1-abhéngige
Regulation der Expression von Brn2.3 erfolgt. Des Weiteren ist eine funktionelle Regulation
der Serotonin-Freisetzung durch Sim1, vermittelt Uber Rgs4, denkbar, wodurch die
Entwicklung von 5-HT-Neuronen selbst und von ihnen innervierten Gehirnregionen

beeinflusst wird.

Schlagwoérter: primare Neurospheres, Raphe, Rhombencephalon, serotonerge Neurone



Il. Einleitung: 2. Das serotonerge System des zentralen Nervensystems der Saugetiere

Il. Einleitung

2. Das serotonerge System des zentralen Nervensystems der Saugetiere

2.1. Anatomie und Funktionen des serotonergen Systems

Das serotonerge (5-HT-) System des zentralen Nervensystems (ZNS) ist von groBer
Bedeutung fir die Modulation und Koordination von Verhaltensweisen sowie verschiedener
Bewusstseinslagen. Hierzu zahlen u. a. die Regulation des Schlaf-Wach-Rhythmus, die
Regulation der Korpertemperatur, die Beeinflussung emotionaler Vorgange und die
Schmerzperzeption. Des Weiteren ist das 5-HT-System an der Steuerung von
Entwicklungsprozessen des ZNS beteiligt, einerseits durch autoregulatorische Prozesse
(Diefenbach et al., 1995, Lauder et al., 2000), andererseits durch die Beeinflussung
innervierter Gehirnareale (Daval et al., 1987; Gaspar et al., 2003; Lauder et al., 1982).
Obwohl die Zahl der Serotonin-(5-Hydroxytryptamin, 5-HT)-synthetisierenden Neurone im
Vergleich zu anderen Neuronenpopulationen innerhalb des ZNS relativ gering ist, verflgt das
5-HT-System somit Uber ein Uberaus breites Funktionsspektrum. Zusammen mit den
catecholaminergen (adrenerge, noradrenerge und dopaminerge) Neuronen bilden 5-HT-
Neurone die Familie der monoaminergen Neurone. 5-HT-Neurone befinden sich in der
Formatio reticularis (FR) des Hirnstamms des adulten Gehirns der S&ugetiere. Die FR
erstreckt sich von der Medulla oblongata Gber den Pons bis zum kaudalen Mesencephalon.
Innerhalb der FR treten 5-HT-Neurone als diffuse Neuronenansammlungen entlang der
rostro-kaudalen Achse innerhalb und lateral der Mittellinie auf. Dort bilden sie ein
weitverzweigtes, axonales Netzwerk. Eine erste Einteilung der in der FR gelegenen 5-HT-
Neuronenansammlungen zu Kerngebieten (B1-B9) und Beschreibung ihrer Projektionen
nahmen Dahlstrém und Fuxe 1964 vor. Die Gruppen B1-B4 sind innerhalb der Medulla
oblongata lokalisiert. Sie umfassen die kaudalen Kerngebiete, wobei die Gruppe B1 die am
weitesten kaudal gelegene Neuronenansammlung bezeichnet. Den kaudalen Kerngebieten
steht die Gruppe rostraler Kerngebiete gegenlber, welche die Gebiete B5-B9 beinhaltet.
Diese erstrecken sich von dem Pons bis hin zum kaudalen Mesencephalon. Der GroBteil der
5-HT-Neurone befindet sich in den Nuclei raphes (Raphe-Kerne), deren Einteilung
weitestgehend der zeitlich vorangegangenen B-Gruppenklassifikation entspricht (Jacobs und
Azmitia, 1992; Toérk, 1990). Eine Zuordnung der B-Gruppen zu den sich aus ihnen
zusammensetzenden Nuclei raphes ist in Tab. 1 (Seite 6) wiedergegeben.
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Tab.1: B-Gruppenklassifikation und Lokalisation der Nuclei raphes des Rhombencephalon der

Saugetiere
B-Gruppe Nucleus raphe Lokalisation
kaudal |B1 Nucleus raphe pallidus Medulla oblongata
B2/B4 Nucleus raphe obscurus Medulla oblongata
B3 Nucleus raphe magnus Pons (kaudal)
Nucleus paragigantocellularis | Medulla oblongata (rostral)
reticularis
rostral |B5/B8 Nucleus raphe medialis B8-Kernhauptanteil: Pons (kaudal)
B5 : Pons (kaudal von B8)
B6/7 Nucleus raphe dorsalis B7-Hauptkern: Mesencephalon
B6: Pons
B8 Nucleus raphe medialis Pons
B8/B9 Nucleus raphe pontis Pons

Die in der Medulla oblongata gelegenen Nuclei raphes (B1-B4) projizieren in die Medulla
spinalis und in das Cerebellum. Die Kerne B5-B9, lokalisiert innerhalb des Pons und des
Mesencephalon, innervieren, wie die Abb. 1 (Seite 7) zeigt, durch ihre aufsteigenden
Projektionen nahezu alle Gehirnbereiche. Hierzu zahlen Hippocampus, Amygdala,
Hypothalamus, Thalamus und die Basalganglien bis hin zum Neocortex (Azmitia und Segal,
1978; Fuxe, 1965; Skagerberg und Bjérklund, 1985; Waterhouse et al., 1986). Die rostralen
und kaudalen Nuclei raphes unterscheiden sich jedoch nicht nur beziglich ihrer Lokalisation,
ihrer Projektionen und damit verbunden in ihren Funktionen voneinander, sondern auch in
ihrer zeitlichen Entwicklung. So beginnt die Entstehung der rostralen Nuclei raphes der Maus
um den Embryonaltag (E) 10.5, die der kaudalen Nuclei raphes hingegen einen Tag spater
(Ding et al., 2003). Selbst innerhalb einzelner Nuclei raphes sind Unterschiede der
Neuronengruppen und Abstufungen hinsichtlich ihrer pharmakologischen Sensitivitat
erkennbar (Beck et al.,, 2004). Dartber hinaus lassen sich gruppen-charakteristische
Besonderheiten in den jeweiligen wahrend der Entwicklung erforderlichen Bedingungen
feststellen (Brodski et al., 2003; Craven et al., 2004; Pattyn et al., 2003). Somit handelt es
sich bei dem 5-HT-System des ZNS, um ein sehr heterogenes System, dessen Entwicklung
bisher noch nicht umfassend aufgeklart werden konnte.
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Abb.1: Kaudale und rostrale B-Gruppen serotonerger (5-HT) Neurone des zentralen
Nervensystems (ZNS) der Sdugetiere und ihre Projektionen am Beispiel der Ratte, aus: The Biology
of Serotonergic Transmission, Consolazione, A. und Cuello, A., New York: John Willey & Sons,
1982, 29-61.

Dysfunktionen des 5-HT-Systems, und damit einhergehend z. B. die Deregulation der
Serotonin-Ausschiittung und seine Wiederaufnahme im ZNS, werden mit einer Vielzahl von
Erkrankungen in Verbindung gebracht. Hierzu z&hlen unter anderem Migrane, depressive
Erkrankungen, Angst- und Panikzustdnde bis hin zu Zwangsneurosen, Borderline-
Persdénlichkeitsstérungen, Schizophrenie und Autismus (Dean und Hayes, 1996; Goodman
und New, 2000; Murphy et al., 1989; Nelson und Chiavegatto, 2001; Jones und Blackburn,
2002). Einige psychiatrische Erkrankungen, wie z. B. Formen der Depression, konnten
partiell auf genetische Funktionsstérungen des 5-HT-Systems zurlickgeflhrt werden
(Carpenter et al.,, 1993). Eine mdgliche Ursache fur unterschiedlich ausgepragte
Schweregrade mancher psychiatrischer Erkrankungen, z. B. des Autismus, kénnte eine hohe
Genvariabilitdt aber auch eine starke Sensitivitdt der 5-HT-Neurone gegeniber
Veranderungen der direkten Zellumgebung (z. B. nach Alkoholmissbrauch) wahrend der
neuronalen Entwicklung sein. Zudem verfligt das 5-HT-System Uber eine auBerordentliche
Vielfalt an 5-HT-Rezeptoren (5-HTR). Eine gestdrte oder gar fehlende Expression der
Rezeptoren hat erheblichen Einfluss auf die Funktionsfahigkeit des 5-HT-Systems. Bisher
wurden drei Klassen von 5-HT-Rezeptoren beschrieben, die wiederum jeweils mehrere
Familien und Subtypen umfassen. Bis auf 5-HTRS3, ein Liganden-gesteuerter lonenkanal,
gehdren alle 5-HT-Rezeptoren zur Superfamilie der G-Protein gebundenen Rezeptoren
(,G-protein coupled receptors, GCRs; Martin et al., 1998; Pauwels, 2000), deren
Signaltransduktion Uber Gi,- und Gg-Proteine vermittelt wird. Diese beinhaltet z. B. die
Inhibition und Aktivierung der Adenylatzyklase und Proteinkinase A (AC/PKA), die Steuerung

der intrazellularen Ca®**-Konzentration, die Aktivierung der NFxB-(,Nuclear factor-kB)-, der
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PI3K-(,Phosphoinosid  3-kinases”)- oder der ERK1/2-(“Extracellular signal-regulated
kinases”)-Signaltransduktionskaskade (Baumgarten und Grozdanovic, 1995; Cox und
Cohen, 1996, Hoyer et al., 2002). Im Hinblick auf neue therapeutische Ansatze ist die
Erforschung der Entwicklung, der Erhaltung und Funktionsregulation zentraler 5-HT-Neurone

von gréBtem Interesse.

2.2. Die Entwicklung 5-HT-Neurone des ventralen Rhombencephalon der Maus

— Zusammenspiel intrinsischer und extrinsischer Faktoren

2.2.1. Organisationszentren des ZNS der Vertebraten

Die Entwicklung 5-HT-Neurone erfolgt in der Maus zwischen dem E10.5 und E12.5. Damit
gehoéren 5-HT-Neurone zu den ersten sich entwickelnden Neuronen des ZNS. MaBgeblich ist
ihre Entwicklung von zwei lokalen Organisationszentren abhangig, dem Isthmus-Organizer
(IstO) sowie der Grundplatte (siehe Abb. 2, Seite 9). Organisationszentren weisen sich durch
die Fahigkeit aus, nach Transplantation in Gewebe anderer regionaler Abstammung ihnen
normalerweise benachbarte Gewebestrukturen ektopisch zu induzieren. So ist der IstO nach
Transplantation in das kaudale Diencephalon in der Lage, in diesem Gehirnbereich cerebrale
und mesencephale Strukturen zu induzieren. IstO und Grundplatte dirigieren die anterior-
posterior (A-P) und dorso-ventral (D-V) Achsenbildung innerhalb des sich entwickelnden
Gehirns. Die D-V-Achse wird durch die Grundplatte, der Mittelinie des Neuralrohres,
bestimmt. Das induzierende Signalmolekil ist Shh (,Sonic hedghog"), das Maushomologon
zu Hedgehog (hh) aus D. melanogaster (Nusslein-Volhard und Wieschaus, 1980). Als
sogenanntes Segmentpolaritaitsgen tragt hh zur Etablierung der A-P-Grenzen der
Parasegmente in D. melanogaster bei (Mohler und Vani, 1992). Shh wird zunachst von der
Chorda dorsalis, einer embryonalen Struktur mesodermalen Ursprungs, sezerniert. Bereits
nach kurzer Zeit beginnen Zellen der Grundplatte indessen selbst Shh zu synthetisieren
(Marti et al., 1995; Roelink et al., 1994). Durch Diffusion entsteht ein von ventral nach dorsal
gerichteter Hh- bzw. Shh-Konzentrationsgradient. Eine Abhangigkeit der Induktion und
Spezifikation 5-HT-Neurone von Shh konnte durch Explantatversuche nachgewiesen werden
(Hynes und Rosenthal, 1999; Goridis und Rohrer, 2002). So kénnen 5-HT-Neurone durch
externe Applikation von Shh in Explantaten des dorsalen Rhombencephalon des Huhns und
der Maus ektopisch induziert werden (Yamada et al., 1991). Diese durch Shh vermittelte
Induktion ist nicht in Explantaten aus anderen entlang der A-P-Achse gelegenen
Gehirnregionen méglich. Dies lasst auf eine komplizierte, regionale Spezifizierung der 5-HT-
Vorlauferzellen schlieBen, auf die im nachsten Abschnitt ndher eingegangen werden soll. Die
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Dorsalisierung des Neuralrohres wird durch Zytokinsignale der Bmp-(,Bone morphogenetic
protein®)-Familie vermittelt. Dabei spielen insbesondere Bmp-4, Bmp-5 und Bmp-7,
sezerniert vom Ektoderm, eine wichtige Rolle bei der dorsalen Limitierung der
ventralisierenden Aktivitat von Shh (Barth et al., 1999; Bauer et al., 2001; Timmer et al.,
2002).

Diencephalon yscti

Mesencephalon

Tegmentum,

IstO

Metencephalon

r LocusAO

coerukeus

Tekencephalon

Inductive
Influences

Newronal populations

Shh Mdtraln dopaminergic neurons

Fore | € 5HT neroms

= oemes | | Locus coeruleus neurons

Abb.2: Schematische Darstellung der Lokalisation kaudaler und rostraler serotonerger (5-HT-)
Neurone des ventralen Rhombencephalon unter Berlicksichtigung der beiden essentiellen
Organisationszentren, Isthmus-Organizer (IstO) und Grundplatte, im zentralen Nervensystem (ZNS)
der Maus des Embryonaltages (E) 12. (Shh: ,Sonic hedghog’, FGF8: ,Fibroblast growth factor 8",
BMP5: ,Bone morphogenetic protein 5, Rhombomer: r; aus: Goridis C. & Rohrer H., Specification of

Catecholaminergic and Serotonergic Neurons, Nature Reviews Neuroscience 3, 2002, 531-541.)

Der IstO lasst sich als eine neuroepitheliale Einschnirung zwischen Mesencephalon und
Rhombencephalon erkennen — dem Isthmus. Tatsé&chlich liegt der IstO der Maus leicht
kaudal des Isthmus. Die Bildung des IstO ist Teil der A-P-Achsenbildung des Neuralrohres,
an der wahrend der Gastrulation Fgf-(,Fibroblast growth factor®)-Signalmolekile und Wnt-
(»Wingless-related MMTYV integration site*)-Signale beteiligt sind (Rhinn et al., 2005; Olander
et al., 2006). Der IstO selbst wird im Wesentlichen durch zwei Gene spezifiziert, Otx2 und
Gbx2 (siehe Abb. 3, Seite 10). Otx2 (,Orthodenticle homeobox homolog 2) wird im
Mesencephalon exprimiert (Acampora et al., 1995; Matsuo et al., 1995), wahrend Gbx2
(»Gastrulation brain homeobox 2*) ausschlieBlich im Rhombencephalon exprimiert wird
(Millet et al., 1999; Waters und Levandowski, 2006). Die Deletion des Gens bewirkt im Falle
von Otx2 die ausbleibende Bildung des Mesencephalon, im Falle von Gbx2 den Verlust

9



IIl. Einleitung: 2.2.1. Organisationszentren des ZNS der Vertebraten

rostraler rhombencephaler Strukturen sowie den Verlust dorsaler Anteile des
Rhombencephalon. Durch gegenseitige Hemmung der Genexpression von Otx2 und Gbx2
entsteht eine exakt definierte Grenze zwischen Mesencephalon und Rhombencephalon
(Glavic et al., 2002).

Eine Vielzahl sich in ihrer Expression Uberlappender oder gegenseitig reprimierender Gene,
En1 und En2 (,Engrailed 1/2°), Wnt1, ,Paired box gene 2‘ (Pax2) und Pax5, sind an der
Etablierung und Aufrechterhaltung des IstO beteiligt und nimmt Einfluss auf sich
entwickelnde, benachbarte Regionen (Echevarria et al., 2003; Joyner, 1996; Prakash und
Wourst, 2004; Wassef und Joyner, 1997). Wichtigstes Signalmolekil der 5-HT-Neurogenese,
welches durch den IstO sezerniert wird, ist Fgf8. Dieses wird an der Grenze zwischen den
beiden Otx2- bzw. Gbx2-exprimierenden Regionen induziert. Die Expression von Fgf8
Uberlappt zunachst mit dem Expressionsmuster von Gbx2. Hierbei ist die Fgf8-Expression
anfanglich im gesamten anterioren Rhombencephalon zu beobachten, wird jedoch
kontinuierlich starker auf den IstO begrenzt. Damit etabliert sich im Rhombencephalon ein
von kaudal zu rostral ansteigender Gradient des Signalmolekiils Fgf8.

Mes
= I Otx2 Met
E8.0-8.5 — QY =
B Gbx2 1" e
Fgf8 . Gbx
| B Gbx2
Fgf8
mes | met |
+ —_— Gbx2 mes met
> |
— O | e
eS| Wt | Otx2
| Faf8 O Wnt1
N | Fgf8

Abb. 3: Schematische Darstellung der Ausbildung des Isthmus-Organizer (IstO) der Maus des
Embryonaltages (E) 8-9.5. Gegenseitige Hemmung der Expression der intrinsischen Faktoren
Otx2, exprimiert im Mesencephalon (Mes), und Gbx2, exprimiert im frilhen rostralen
Rombencephalon (Metencephalon, Met), flhrt zur Ausbildung einer Expressionsgrenze
zwischen Mes und Met. Im Zuge der weiteren rdumlichen Definierung des IstO wird die
Expression extrinsischer Faktoren, u. a. Fgf und Wnt1, zunehmend auf bestimmte Regionen
beschrénkt. Modifiziert nach: Joyner A., Liu A. und Millet S., Otx2, Gbx2 and Fgf8 Interact to
Position and Maintain a Mid—Hindbrain Organizer, Current Opinion in Cell Biology, Volume 12,
Issue 6, 2000, 736-741.)
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5-HT-Neurone entstehen kaudal des IstO im Rhombencephalon aus neuroepithelialen
Vorlauferzellen der ventrikularen Zone (VZ, Neuroepithelium). Es konnte gezeigt werden,
dass Fgf8 fur die Induktion der ventralen rostralen 5-HT-Neurone des Rhombencephalon
essentiell ist. Dies gilt insbesondere fir den Nucleus raphe dorsalis (NRD), ein Abkémmling
des ventralen Rhombomers 1 (R1), welches unmittelbar kaudal des IstO lokalisiert ist. Wird
die Otx2-Expression nach kaudal ausgedehnt, und damit der IstO nach kaudal verschoben,
so bedingt dies eine Verkleinerung des Expressionsgebietes von Fgf8. Hierdurch kommt es
zu einer Reduzierung der Anzahl 5-HT-Neurone des NRD. Komplementar hierzu wird die
Anzahl der dopaminergen (DA-) Neurone des Mesencephalon erhdht. Wird hingegen durch
Verschiebung der Grenze der Gbx2-Expression die Expression von Fgf8 nach rostral
ausgedehnt, so hat dies eine Erhdéhung der Anzahl 5-HT-Neurone des NRD zur Folge
(Brodski et al., 2003). Wéahrend der Entwicklung der kaudalen 5-HT-Gruppe scheint, im
Gegensatz zur rostralen Gruppe, Retinolsdure (RA, ,Retinoid acid), sezerniert vom
paraxialem Mesoderm, wichtige Information bezlglich der rdumlichen Lokalisation der
Vorlauferzellen zu vermitteln. RA bildet hierbei einen dem Signalmolekil Fgf8
entgegengesetzten Gradienten aus (Durston et al., 1989; Hernandez et al., 2007).

Im Unterschied zu 5-HT-Neuronen entstehen DA-Neurone des ventralen Mesencephalon
aus rostral des IstO gelegenen Vorlauferzellen der VZ. Beide, DA- und 5-HT-Neuronentypen
stehen in enger ontogenetischer Verwandtschaft zueinander. Sowohl rostrale 5-HT- als auch
mesencephale DA-Neurone sind wahrend der Induktion auf Fgf8- und Shh-Signale der
beiden Organisationszentren IstO und Grundplatte angewiesen. Diese Beobachtung wirft
zugleich die Frage auf, durch welches Signal die Entwicklung von Vorlauferzellen zu 5-HT-
Neurone im Unterschied zur Entwicklung hin zu DA-Neuronen entschieden wird. Die
Behandlung von Explantaten des ventralen Mesencephalon der Maus durch externe Gabe
von Fgf4 flhrt zur ektopischen Induktion 5-HT-Neurone und einer gleichzeitigen Abnahme
der Anzahl DA-Neurone (Hynes und Rosenthal, 1999; Ye et al., 1998). Somit sind Shh und
Fgf8 zwar notwendig, jedoch nicht ausreichend, um 5-HT-Neurone zu induzieren. 5-HT-
Vorlauferzellen beddrfen zudem Fgf4, welches im Primitivstreifen synthetisiert wird. Damit ist
die Abhéngigkeit von Fgf4 ein wesentlicher Unterschied zwischen 5-HT- und DA-
Vorlauferzellen in ihrer Entwicklung. Aufgrund der frihen Einflussnahme von Fgf4 wird
angenommen, dass Fgf4 als ein Signal der vorausgehenden, zelluldren Préagung fungiert.
Trotz fortschreitender Forschung konnte die Bedeutung extrinsischer Signalmolekdile fir die
Entwicklung der Gesamtheit 5-HT-Neurone oder einzelner Subpopulationen bisher jedoch
nicht eindeutig geklart werden.
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2.2.2. Zeitliche und raumliche Entstehung 5-HT-Neurone

Bevor erste 5-HT-Zellgruppen erkennbar sind, erfahrt das Rhombencephalon um E8.5 eine
der Segmentierung in D. melanogaster &hnliche, vorlbergehende Gliederung in sieben
gleichférmige Abschnitte, die sogenannten Rhombomere (R1-7; Lumsden und Krumlauf,
1996). Die Individualitdit der Rhombomere wird durch die Expression von Hox-(,Homeo-
box“)-Genen in fir die einzelnen Rhombomere spezifischer Zusammenstellung bestimmt, die
durch den zuvor erwahnten RA-Gradienten induziert wird (Gavalas et al., 1997; Guthrie und
Lumsden,1991; Papalopulu et al., 1991). Die Ausbildung der Grenzen der Rhombomere,
bedingt durch gegenseitige, durch Zellkontakt vermittelte Repulsion von Grenzzellen, wird
durch spezifische Ephrine und ihre Rezeptoren vermittelt. Direkt kaudal des Isthmus liegt das
R1. Die rostralen Nuclei raphes entstehen aus den R1-3, wobei aus R1 ausschlieBlich 5-HT-
Neurone des Nucleus raphe dorsalis (NRD) hervorgehen. Aus ventralen Vorlauferzellen der
R5-7 gehen die 5-HT-Neurone der kaudalen Nuclei raphes hervor.

Beide 5-HT-Gruppen werden anatomisch durch das R4 voneinander getrennt, in dem sich
keine 5-HT-Neurone entwickeln (Pattyn et al., 2003). Der Entwicklung 5-HT-Neurone geht
die Bildung kranialer branchialer Motoneurone (MNs) und visceraler Motoneurone (MNv)
voraus (Pattyn et al., 2003). Wie die Entstehung der 5-HT-Neurone ist auch die Entwicklung
von Motoneuronen raumlich und zeitlich exakt festgelegt. Zeitgleich mit der Bildung der MNs
in R2-4 und MNv in R5-7 beginnt um E9.5 die Generierung von 5-HT-Neuronen in R1. Wie
bereits angedeutet, ist R1 von der Bildung der Motorneuronen ausgenommen. Es folgt um
E10.5 die zusatzliche Bildung von 5-HT-Vorlauferzellen in den R1-3. Ungefahr einen Tag
spater, E11.5, setzt die Entwicklung der kaudalen 5-HT-Neurone ein, wahrend im R4
weiterhin MNv gebildet werden. Das Ausbleiben der Induktion 5-HT-Neurone und die
ausschlieBliche Generierung von Motoneuronen in R4 beruht auf einer gleichbleibenden
Expression von Phox2b (,Paired-like homeobox-domain protein 2 beta“). Diese wird durch
die Homeobox-Transkriptionsfaktoren Hox1b, Nkx6.1 (,NK6 transcription factor related,
locus 1) und Nkx6.2 bedingt. Wahrend in R1 keine Phox2b-Expression detektierbar ist, wird
Phox2b bis zum E10.5 in R2-3 und R5-7 exprimiert. Zu spateren Zeitpunkten wird es in
diesen Bereichen durch Nkx2.2 (,NKZ2 transcription factor related, locus 2‘) in seiner
Expression reprimiert. Diese Hemmung gibt den Weg zur Induktion 5-HT-Neurone frei.
Phox2b gilt daher als zentraler Repressor der Entwicklung 5-HT-Neurone (Pattyn et al,
2000). In Phox2b-defizienten Mausen sind Vorlaufer visceraler Motoneurone nicht
nachweisbar. Hingegen werden 5-HT-Neurone, obgleich nicht vollstandig ausgereift, in
diesen Mausmutanten in allen Rhombomeren verstarkt gebildet.
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2.2.3. Intrinsische Faktoren bestimmen das Vorlauferstadium 5-HT-Neurone

Die raumlich und zeitlich korrekte Induktion und Differenzierung 5-HT-Neurone steht
einerseits unter Kontrolle der bereits erwahnten externen Signalmolekule Shh, Fgf4 und
Fgf8. Andererseits sind diese extrinsischen Faktoren eng mit transkriptionellen
Regulationsmechanismen verknilpft, mit denen sie ein kompliziertes Netzwerk bilden. Dabei
sind extrinsische Signalmolekule und intrinsische Transkriptionsfaktoren nicht fur alle 5-HT-
Neurone in gleichem MaBe von Bedeutung. Bisher ist es noch nicht gelungen, dieses
Netzwerk flr die einzelnen Subpopulationen der 5-HT-Neurone vollstandig aufzuklaren.

Auf transkriptioneller Ebene I&sst sich die Entwicklung von 5-HT-Neuronen in zwei Phasen
unterteilen. Erstens die Induktion von 5-HT-Vorlauferzellen, zweitens die postmitotische
Entwicklung bis hin zur terminalen Differenzierung und Ausbildung des 5-HT-Phanotyps.

Die Expression von Nkx2.2, die dem Shh-Signal der Bodenplatte nachfolgt, besitzt eine
essentielle Bedeutung fur die Spezifizierung ventraler Zelltypen. Dieser Transkriptionsfaktor
wird als einer der ersten Faktoren von allen 5-HT-Vorlauferzellen bis zum Verlassen des
Zellzyklus exprimiert (Briscoe et al., 1999). Beobachtungen an Nkx2.2-defizienten M&usen
zeigten, dass Nkx2.2 die Entwicklung der kaudalen, jedoch nicht aller rostralen 5-HT-
Neurone bestimmt. So sind 5-HT-Neurone des NRD, einem Abkémmling des R1, in Nkx2.2-
defizienten Mausmutanten weiterhin vorhanden. Es wird vermutet, dass der dem
Transkriptionsfaktor Nkx2.2 verwandte Faktor Nkx2.9, welcher in R1 exprimiert wird,
maoglicherweise einen Verlust von Nkx2.2 kompensiert. Nkx2.2 wiederum induziert Nkx6.1 in
Zellen der Vorlauferregion. Eine Deletion von Nkx6.1 fuhrt zum Ausbleiben der Expression
von Genen, welche die Differenzierung zu 5-HT-Neuronen kontrollieren, und somit zum
vollstandigen Verlust aller 5-HT-Neurone. Nkx2.2 und Nkx6.1 regulieren gemeinsam die
Expression von Gata-Transkriptionsfaktoren (,GATA-binding protein 2/3’, Gata2 und Gata3),
die eine bedeutende Rolle in der postmitotischen Entwicklung 5-HT-Neurone spielen. Wie
bereits erwahnt, ist Nkx2.2 von essentieller Bedeutung flr die zeitliche Kontrolle der
Initiierung der 5-HT-Neurogenese zu Lasten der Entwicklung von Motoneuronen durch
Hemmung der Expression von Phox2b.

Mash1 (,Mouse achaete-scute homolog 1), ein bHLH-(,Basic helix-loop-helix“)-
Transkriptionsfaktor, wird bereits sehr frih in der VZ exprimiert und gehért zu den
proneuralen bHLH-Transkriptionsfaktoren (Bertrand et al. 2002; Guillemot und Joyner, 1993).
Mash1 ist nach Herabregulation von Phox2b direkt an der Generierung von postmitotischen
5-HT-Vorlaufern beteiligt. Die Bedeutung dieses Transkriptionsfaktors wird anhand von
Untersuchungen von Mashi-defizienten Mausen deutlich (Pattyn et al., 2004). Diese weisen
eine gestdrte Neurogenese zentraler 5-HT-Neuronen auf. Darliber hinaus lassen sich keine
der folgenden, postmitotisch exprimierten Transkriptionsfaktoren nachweisen: Lmx1b
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(,LIM homeobox transcription factor 1 beta“), Gata2/3 und Pet1 (,Plasmacytoma expressed
transcript 1). Die Genexpressionsmuster von Nkx2.2, Nkx2.9 und Phox2b bleiben hingegen
unverandert. Interessanterweise werden Nkx2.2 und Mash1 auch in Vorlauferzellen, die nicht
den 5-HT-Entwicklungsweg einschlagen, exprimiert. Es ist daher anzunehmen, dass
mindestens ein weiterer Faktor zur Festlegung der Entwicklung von 5-HT-Neuronen
notwendig ist. Diese Annahme wird durch die Tatsache gestltzt, dass eine ektopische
Expression von Nkx2.2 und Mash1 nicht in der Lage ist, 5-HT-Neurone zu induzieren (Pattyn
et al.,, 2004). Ein mdglicher Transkriptionsfaktor, dem die Rolle der Festlegung von
Vorlauferzellen auf die Entwicklung zu 5-HT-Neurone zukommen koénnte, ist Foxa2
(,Forkhead box AZ‘). Foxa2 wird ventral von jener Vorlauferzellpopulation verstarkt
exprimiert, die von der Bildung von MNv zur Entwicklung 5-HT-Neurone umschalten. Dieses
Umschalten geht mit einer Herabregulation von Phox2b einher (Jacob et al., 2007).

2.2.4. Vom postmitotischen Neuron bis zum Erlangen des 5-HT-Phéanotyps

Pet1 ist bislang das einzige identifizierte Markergen, das spezifisch ausschlieBlich in
postmitotischen 5-HT-Neuronen exprimiert wird. Seine beginnende Expression um E10.75
geht der Expression des Gens Tph2 (, Tryptophanhydroxylase 2‘) um 6-12 h voraus. Auch im
adulten Stadium wird Pet1 in seiner Expression aufrecht erhalten. Die Spezifitdt des
Transkriptionsfaktors Pet1 fir 5-HT-Neurone lasst sich durch die Tatsache erklaren, dass in
Promotorregionen der Gene Sert ,Plasma membrane serotonin transporter®), Tph2, Aadc
(~LAromatic L-aminoacid-decarboxylase®) und des Autorezeptor 5-HTR1a Bindungsstellen fir
Pet1 identifiziert werden konnten (Hendricks et al., 1999). Pet1-defiziente Mause zeigen eine
Reduktion 5-HT-Neurone um nahezu 70% (Hendricks et al., 2003). Die verbleibenden 5-HT-
Neurone weisen eine verminderte Expression oben genannter, den 5-HT-Phanotyp
spezifizierender Gene auf, wodurch die 5-HT-Synthese, seine Wiederaufnahme und
Speicherung eingeschrankt werden. Die Tatsache, dass in Pet1-defizienten Mausmutanten
dennoch 5-HT-Neurone vorliegen, deutet darauf hin, dass die Funktion von Pet1 in diesen
Zellen durch ein weiteres Mitglied der Familie der ETS-Transkriptionfaktoren kompensiert
wird. Es koénnte sich hierbei auch um 5-HT-Neurone handeln, deren Vorlaufer einen
spateren, bisher unbekannten und zudem von Petl unabhangigen Entwicklungsweg
eingeschlagen haben. Im Gegensatz zu anderen Mausmutanten, defizient fir Gene der
5-HT-Neuronenentwicklung, sind Peti-defiziente Mutanten lebensfahig. Jedoch zeigen
Mause dieses Genotyps ein deutlich gesteigertes Furchtverhalten und Aggressivitat ahnlich
Mausen defizient fir Lmx1b oder fir einzelne 5-HT-Rezeptortypen (Gaspar et al., 2003;
Gingrich et al., 2003).
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Gata2 und Gata3 verknipfen das 5-HT-Vorlauferstadium, welches durch eine Expression
von Nkx2.2 und Mash1 gekennzeichnet ist, mit der postmitotischen Entwicklungsstufe
(Nardelli et al., 1999). Erste postmitotische 5-HT-Neurone lassen sich um E11.5 im rostralen
Rhombencephalon immunhistochemisch nachweisen. Ein Ausschalten eines der Gene,
Gata2 oder Gata3, fuhrt in Mausen zum frihen embryonalen Tod (E 9.5-12.5). Hierzu tragen
unter anderem gravierende neurogenetische Defekte bei (Pandolfi et al., 1995; Tsai et al.,
1994). Gata2 Ubernimmt eine bedeutende Rolle in der Generierung rostraler und kaudaler
rhombencephaler 5-HT-Neurone. Es ist notwendig fir die Induktion der Expression von
Lmx1b und Pet1. Fir die Induktion 5-HT-Neurone des R1 ist Gata2 nicht nur notwendig,
sondern auch ausreichend. Dies wird durch Beobachtungen an Gata2-defizienten
Mausmutanten gestitzt. 5-HT-Neurone, abstammend von Vorlduferzellen des R1, werden in
diesen Mutanten nicht ausgebildet, was gegen eine mdgliche Kompensation durch Gata3
spricht (Craven et al., 2004). Ob Gata3 in seiner Expression von Gata2 abhangig ist, konnte
bisher nicht eindeutig geklart werden. Gata3, so zeigen konventionelle Gata3-
Mausmutanten, ist im Gegensatz zu Gata2 fir die Entwicklung der kaudalen 5-HT-Neurone
essentiell. Zwar wird es auch von rostalen 5-HT-Neuronen exprimiert, jedoch entwickeln sich
diese auch in Gata3-defizienten Mausen in nahezu normaler Anzahl. Fehlt Gata3, so fuhrt
dies zu einem Verlust von circa 80% der kaudalen 5-HT-Neurone, aber nur zu einer
Reduktion um circa 30% der Anzahl rostraler 5-HT-Neurone. Die Expression von Lmx1b und
Pet1 ist durch das Fehlen von Gata3 nicht beeintrachtigt, was daflir spricht, dass diese
Faktoren parallel zueinander agieren.

Lmx1b ist ein Zink-Finger-Transkriptionsfaktor mit weiter Verbreitung im ZNS. Er ist unter
anderem fUr die weitere postmitotische Entwicklung aller 5-HT-Vorlduferzellen notwendig
(Chen et al., 2003; Ding et al., 2003). In Mausen flihrt die Gendeletion von Lmx1b zum
volligem Fehlen zentraler 5-HT-Neurone und zum perinatalen Tod. Mausmutanten, in denen
die Lmx1b-Expression konditionell ausschlieBlich in Pet1-exprimierenden Zellen aufgehoben
ist, weisen dennoch eine vorUbergehende Expression von Pet1 in postmitotischen 5-HT-
Vorlauferzellen auf (Zhao et al., 2006). Diese Expression geht jedoch im Zuge der weiteren
Entwicklung verloren. Daher ist davon auszugehen, dass Lmx1b nicht die Expression von
Pet1 initiiert, jedoch flar die Aufrechterhaltung der Pet1-Expression notwendig ist. Ein
ganzlicher Verlust von Lmxib fOhrt in Mausen des Weiteren zu einer raumlichen
Ausdehnung der 5-HT-Vorlauferzellregion von ventral zu dorsal. Somit scheint Lmxib
zusatzlich eine regulatorische Funktion bei der Festlegung der regionalen Identitdt oder
direkt bei der Regulation von Migrationsvorgédngen zu besitzen. Es sei an dieser Stelle
erwahnt, dass Lmx1ib wahrend der Entwicklung mesencephaler dopaminerger (DA-)
Neurone ebenfalls eine wesentliche Bedeutung zu kommt, was ein weiterer Hinweis auf eine

ontogenetische Verwandtschaft beider Neuronengruppen sein kénnte.
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Der ausgereifte, terminale 5-HT-Phanotyp wird schlieBlich durch die Expression der Gene
Tph2, eine nur im ZNS exprimierten Isoform des Tryptophanhydroxylase-Gens, des Sert-
Gens und des Vmat2-(,Vesicular monoamine transporter 2°)-Gens erreicht.

2.3. Tgf-B (,, Transforming growth factor-*) — Ein extrinsisches Signhalmolekul

und seine Bedeutung fiir die Entwicklung ventraler Neuronenpopulationen

DA-Neurone des ventralen Mesencephalon stehen in enger Verwandtschaft zu 5-HT-
Neuronen des ventralen Rhombencephalon. So entstehen beide Neuronentypen aus
Vorlauferzellen beiderseits des IstO. Kaudal des IstO entstehen 5-HT-Neurone, rostral des
IstO befinden sich Vorlauferzellen der mesencephalen DA-Neurone. Neben dieser
raumlichen Beziehung zueinander weisen beide Neuronentypen auch bezlglich ihrer
Entwicklung Parallelen auf. Hierzu zahlt beider Abhangigkeit von Shh, Signalmolekll der
Grundplatte, als auch von Fgf8, sezerniert vom IstO. Shh und Fgf8 sind jedoch nicht die
einzigen extrinsischen Signalmoleklle die in diesen Strukturen exprimiert werden und in
angrenzenden Geweben ihren positionsdefinierenden Einfluss ausiben. Weitere in diesen
Regionen endogen exprimierte Molekile sind zwei Isoformen des Zytokins Tgf-B
(» Transforming growth factor-§*), Tgf-p2 und Tgf-B3. Wéahrend der Entwicklung regulieren
Tof-Bs unter anderem wichtige zellulare Prozesse wie Proliferation, Differenzierung,
Apoptose, aber auch zellulares Uberleben in spateren Stadien. Weitere regulatorische
Aufgaben erfullen Tgf-Bs in der Regulierung der Synthese extrazellularer Matrix-
komponenten, in der Hamatopoese und in immunologischen Prozessen (Unsicker et al.,
1996). Tgf-Bs werden zunachst als Vorlauferproteine sekretiert und nachfolgend durch
proteolytische Spaltung aktiviert. Die Smad-(,Mothers against DPP homolog")-abhangige
Signaltransduktion erfolgt, stark vereinfacht, Uber die Bindung von Tgf-B an den
homodimeren Tgf-B-Rezeptor Typ Il (,Rezeptor serin/threonin kinase Typ II). Dieser
rekrutiert, bindet und aktiviert den Tgf-B-Rezeptor Typ | (,Rezeptor serin/threonin kinase typ
I; ,Activin receptor-like kinase 5°, AIk5). Im Anschluss hieran phosphoryliert der Tgf-B-
Rezeptor Typ | Smad2 oder Smad3. Einmal phosphoryliert, dissoziiert der homotrimere
Smad-Komplex vom Rezeptorkomplex und bindet Co-Smad/Smad4. Der Smad-
Proteinkomplex transloziert schlieBlich in den Nucleus und induziert die Expression
spezifischer Zielgene. Hierzu zahlen auch die Gene der inhibitorischen Smad-Proteine 6 und
7. Diese inhibitorischen Smad-Proteine stehen in Konkurrenz mit aktivierenden Smad-
Proteinen um die Bindung an den zuvor aktivierten Tgf-B-Rezeptor Typ I. Die beschriebene

Smad-abhangige Signaltransduktionskaskade stellt nur einen der durch Tgf-Bs induzierten
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Signaltransduktionswege dar. Neben diesem sind auch Smad-unabhéngige Signal-
transduktionskaskaden durch Tgf-Bs aktivierbar (Moustakas und Heldin, 2005). Die zellulare
Antwort auf Tgf-p ist extrem variabel und wird unter anderem durch den jeweiligen Zelltyp
und die Zellumgebung determiniert (Rahimi und Leof, 2007; Zhu und Burgess, 2001). Bisher
wurden drei Tgf-B-Isoformen (Tgf-p 1/2 und 3) in S&ugetieren beschrieben, die innerhalb der
Tgf-B-Superfamilie eine eigenstandige Familie bilden. Eine Expression von Tgf-B1 konnte in
neuralem Gewebe unter normalen, physiologischen Bedingungen nicht beobachtet werden.
Im Gegensatz hierzu werden die Tgf-B-Isoformen 2 und 3 in weiten Teilen des adulten ZNS
und peripheren Nervensystem (PNS) exprimiert (Unsicker und Strelau, 2000). Obwohl die
Expression der Tgf-B-Isoformen 2 und 3 haufig Gberlappen, resultieren beide Gendeletionen
in unterschiedlich ausgepragten Phanotypen der jeweiligen Mausmutanten. Tgf-3-defiziente
Mause leiden unter anderem an einer ausgepragten Gaumenspalte. Diese Missbildung
bedingt eine Stérung der Atmung und der Nahrungsaufnahme und hierdurch den Tod der
Mutanten innerhalb eines Tages nach der Geburt (Proetzel et al., 1995). Der Phanotyp einer
Gendeletion von Tgf-p2 &auBert sich weitaus vielfaltiger. So lassen sich skelettale
Missbildungen, organischen Missbildungen, insbesondere des Herzens, der Lunge, des
Auges und Innenohres sowie des Urogenitaltraktes beschreiben. Aufgrund kongenitaler
Zyanose tritt bei Tgfp2-defizienten Mausen der Tod bereits perinatal ein (Dinker und
Krieglstein, 2002).
Bedeutsam in Hinblick auf die Entwicklung mesencephaler DA-Neurone ist die Expression
der beiden Tgf-B-Isoformen 2 und 3 in der Substantia nigra (SN). Wahrend friher
Embryonalstadien sind diese beiden Tgf-p-Isoformen zudem in der Chorda dorsalis und der
Grundplatte nachweisbar (Béttner et al., 1996; Farkas et al., 2003; Flanders et al., 1991;
Unsicker et al., 1996). Darlber hinaus konnten Tgf-B2, Tgf-3 und die Tgf-B-Rezeptoren Typ
[ und Il im ventralen Mesencephalon der Maus ab dem E12 nachgewiesen werden. Eine
spezifische Bedeutung der Tgf-Bs fir die Entwicklung und Aufrechterhaltung DA-Neurone
des ventralen Mesencephalon konnte durch die Applikation von Tgf-Bs in vitro an
mesencephalen Zellkulturen der Ratte und in vivo an Hudhnerembryonen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der Entwicklung abgeleitet werden (Farkas et al., 2003).
Durch externe Tgf-B-Gabe konnte die Anzahl Tyrosinhydroxylase-(TH)-exprimierender Zellen
in vitro in mesencephalen Zellkulturen der Ratte (E12) signifikant erhéht werden. Dieser
Effekt lieB sich durch Blockierung aller endogen exprimierten Tgf--lsoformen mittels eines
spezifischen Antikérpers umkehren. Die Expression von TH definiert das Erreichen des
terminalen DA-Phé&notyps und entspricht damit der Expression von Tph2 in 5-HT-Neuronen.
Interessanterweise zeigte sich in den obig beschriebenen in vitro-Versuchen eine starke
gegenseitige Abhangigkeit der durch Tgf-Bs und Shh induzierten Effekte. Trotz endogen
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verfigbarem Shh-Signal resultierte die Blockierung endogen vorliegender TGF-fs in vitro in
einem Ausbleiben der Induktion DA-Neurone. Eine Blockierung des Shh-Molekdls, nicht aber
der endogenen exprimierten Tgf-Bs, durch einen spezifischen Antikérper flihrte wiederum zu
vergleichbaren Ergebnissen (Farkas et al., 2003). Noch deutlicher wurde die Bedeutung der
Tgf-Bs flr die Induktion DA-Neurone anhand ihrer ektopischen Induktion im dorsalen
Mesencephalon durch Tgf-Bs (Roussa et al., 2006). Behandlung von primaren Zellkulturen
des ventralen Mesencephalon der Ratte (E14) mit Tgf-Bs Uber einen langeren Zeitraum
hinweg begiinstigt das Uberleben TH-exprimierender Neurone. Tgf-B hat hierbei keinen
Einfluss auf die Zellproliferation, sondern reduzieren tatsachlich die Anzahl apoptotischer
Zellen. Dieser Effekt lasst sich verstarken, wenn Tgf-B in Verbindung mit Shh und Fgf8
appliziert wird (Roussa et al., 2004). Der positive Effekt von Tgf-B auf das Uberleben DA-
Neurone konnte auch in vivo demonstriert werden. Hierzu wurde in Hihnerembryonen (E6 -
E10) nach Abschluss der Induktion der Entwicklung von DA-Neuronen endogen
synthetisierte Tgf-Bs durch einen, die Tgf-B-Funktion blockierenden, Antikérper neutralisiert.
Dies fiihrte zu einer deutlichen Abnahme der Anzahl DA-Neurone (Farkas et al., 2003).
Tof-B2 und 3 lassen sich beginnend mit dem Embryonaltag 12 auch im ventralen
Rhombencephalon nachweisen (Flanders et al., 1991). Einzelne Applikation der Tgf-B-
Isoformen 2 und 3 fuhrten in vitro jeweils zu einem vergleichbar hohen Anstieg der Anzahl
5-HT-Neurone in primaren Zellkulturen des ventralen Rhombencephalon der Ratte, E14
(Galter et al., 1999). Der Anstieg der Anzahl 5-HT-Neurone beschrankte sich hierbei auf
5-HT-Neurone, die dem kaudalen Abschnitt des Rhombencephalon entstammten. Im
Gegensatz hierzu blieb die Anzahl der 5-HT-Neurone der rostralen Raphe unverandert. Eine
sich Uber einen langeren Zeitraum erstreckende Einzelbehandlung von Kulturen des
rostralen und kaudalen Rhombencephalon friherer Embryonalstadien (E12 und E13) mit
Tgf-Bs zeigte deutlich, dass es sich bei der Empféanglichkeit der Zellen fir Tgf-B-Isoformen
um ein zeitlich und raumlich regulierten Effekt handelt. Eine externe Tgf-B2 oder 3 Gabe
steigerte die Zahl rostraler 5-HT-Neurone um den E12 und E13, wédhrend die sich zu
entwickeln beginnenden kaudale Population von 5-HT-Neuronen zuné&chst nicht beeinflusst
wurde (Galter et al., 1999). In vivo-Studien von Tgf-f-Mausmutanten stutzen die These, dass
Tgf-Bs sowohl an der Induktion als auch der Aufrechterhaltung von 5-HT-Neuronen beteiligt
sind. Interessanterweise deuten in unserem Labor durchgefiihrte immunhistochemische
Untersuchungen an Tgf-f2-defizienten Mausen auf eine Reduktion der Anzahl rostraler
5-HT-Neurone um E11.5 hin (Roussa E., persénliche Mitteilung). Zu diesem Zeitpunkt sind
einzelne Nuclei raphes noch nicht identifizierbar. Ebenso sind die kaudalen 5-HT-Neurone
noch nicht in die postmitotische Entwicklung eingetreten. Dies deutet auf eine induktive
Funktion von Tgf-B2 fir die Entwicklung rostraler 5-HT-Neurone des ventralen
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Rhombencephalon hin. Zu einem spateren Zeitpunkt, E18.5, lasst sich eine Reduktion von
5-HT-Neurone der paramedianen Raphe (B5/B8) beobachten. Der selektive Verlust dieser
Neuronen legt die Vermutung nahe, dass Tgf-p2 zumindest flr die Aufrechterhaltung diese
Subpopulation von 5-HT-Neuronen notwendig ist. Der molekulare Mechanismus einer

Tgf-p2-abhangigen Induktion und Aufrechterhaltung 5-HT-Neurone ist bisher nicht aufgeklart.

2.4. Der Transkriptionsfaktor ,,Single-minded” (sim) — Ein intrinsischer Faktor
und seine Bedeutung fir die Bildung der ventralen Mittellinie in
D. melanogaster

Die Mittellinie von D. melanogaster ist ein wichtiges Organisationszentrum fur die Ausbildung
der D-V-Achse des ZNS (Nambu et al., 1993; Lee et al., 1999). Sie stammt vom
Mesektoderm, einer Kette von Einzelzellen ab, welches das Mesoderm vom Neuroektoderm
wahrend der Gastrulation trennt (Kosman et al., 1991). ,Single-minded" (sim) kodiert far
einen bHLH-PAS-Transkriptionsfaktor und stellt ein Hauptregulatorgen der Neurogenese,
insbesondere der Bildung der Mittellinie in D. melanogaster, dar. Dabei aktiviert sim die
Expression von Genen der Mittellinie, z.B. ,rhomboid (rho), ,engrailed‘ (en) und ,epidermal
growth factor receptor® (egfr). Diese sind notwendig, um die Expression von Genen zu
regulieren, die fir die D-V-Achsenbildung verantwortlich sind. Gleichzeitig reprimiert Sim in
den Mittellinienzellen die Expression von weiter lateral im ZNS zu exprimierenden Genen
(Kim, 1.O. et al.,, 2005). Die Zellen der Mittellinie fungieren als Signalzentren fir sie
umgebendes Gewebe und differenzieren sich in Gliazellen sowie in verschiedene neuronale
Zelltypen. Die spezifische Expression von sim in Zellen der Mittellinie wird durch das dorso-
ventrale Expressionsregulationssystem, bestehend aus dorsal, twist und snail, sowie durch
das Notch-Delta-System kontrolliert. In sim-defizienten D. melanogaster lasst sich
beobachten, dass sich Zellen der Mittellinie nicht in die entsprechenden, ausgereiften
Zelltypen differenzieren und in ihrer Migration beeintrachtig sind, so dass sie ihre endgultige,
zugedachte Position innerhalb des ZNS nicht einnehmen kénnen. In der Folge wird keine
Mittellinie gebildet (Crews et al., 1988; Thomas et al., 1988). Zudem fiihrt die ektopische
Expression von sim in Zellen des lateralen ZNS von D melanogaster zur Ausbildung einer
Mittellinienzellen-spezifischen Morphologie und Genexpression (Nambu et al., 1991). Nicht
nur an der Ausbildung der Mittellinie in D. melanogaster ist sim beteiligt, sondern auch an der
Ausformung des visuellen Systems. Nach der hh-abhangigen Induktion der sim-Expression
in den Ganglienzellen wird sim bendtigt, um die synaptische Assoziation der Axone von
Photorezeptorzellen mit den Ganglienzellen zu regulieren (Umetsu et al., 2006). Dartber
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hinaus wirkt sim wesentlich an der korrekten asymetrischen (links-rechts) Entwicklung
innerer Organe von D. melanogaster mit (Maeda et al., 2007). In S&dugetieren wurden bisher
zwei sim-Homologe identifiziert, die als Sim71 und Sim2 bezeichnet werden (Ema et al., 1996;
Fan et al., 1996; Moffett et al., 1996; Yamaki et al., 1996). Sim2 wird im embryonalen
Diencephalon, einschlieBlich seiner Mittellinie, exprimiert. Das humane Sim2-Gen wird mit
der Ausbildung des Down-Syndrom assoziiert und ist in Tumoren des Colon, der Prostata
und des Pankreas nachweisbar (Chen et al., 1995; Dahmane et al., 1995; Woods et al.,
2008). Sim1 wird im Gegensatz zu Sim2 direkt lateral zur Mittellinie des Diencephalon und
des Rickenmarks sowie in weiteren Bereichen des ZNS und in der sich entwickelnden Niere
exprimiert. Wahrend der Entwicklung hypothalamischer neuroendokriner Zellen des Nucleus
pariventricularis anterior (aPV), des Nucleus paraventricularis (PVN), der fir die Regulation
des Koérpergewichts von entscheidender Bedeutung ist, und des Nucleus supraopticus (SO)
der Maus lassen sich sowohl Sim1 als auch Sim2 nachweisen (Holder et al., 2000; Goshu et
al.,, 2002). Histologische Untersuchungen an Sim1-defizienten Mausen zeigten, dass der
PVN und der SO unterentwickelt sind. Neuroendokrine Zellen dieser Kerne (aPV, PVN, SO),
welche fUr die Neurosekretion von Somatostatin, Vasopressin, Oxytozin, Corticoliberin
(»Corticotropin releasing hormone®, CHR) und Tyroliberin (, Thyrotropin releasing hormone®,
TRH) verantwortlich sind, sind nicht in der Lage den Zustand der terminalen Differenzierung
zu erreichen. Dies fuhrt schlieBlich kurz nach der Geburt zum Tod der homozygoten Sim1-
Mutanten (Michaud et al., 1998). Sim2-defiziente Mause besitzen hingegen einen normalen
PVN und SO (Goshu et al., 2002). Aus diesem Grund wird angenommen, dass nur Sim1
essentiell fur die Bildung der oben genannten hypothalamischen Kerne ist und ein Fehlen
von Sim1 nicht durch Sim2 kompensiert werden kann. Auch Sim2-Mausmutanten sterben
perinatal, spatestens drei Tage nach der Geburt. Der Tod tritt durch gravierende Defekte des
respiratorischen Apparates, beruhend auf Missbildungen der Rippen, der Pleurahdhlen und
des Diaphragma, ein (Goshu et al., 2002).

Die durch Sim1-vermittelte Transkriptionsaktivierung wird durch die Bindung von
Heterodimeren aus Sim1 und Arnt2 (,Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator), dem
Orthologon des Tango-Proteins aus D. melanogaster, an die CME-(,CNS midline element")-
Sequenz vermittelt. Mégliche Zielgene von Sim1 wurden durch Analysen der Genexpression
mittels cDNA-Mikroarray anhand eines in vitro-Zellsystems identifiziert (Liu et al., 2003).
Sim1- und Arnt2-lberexprimierende Neuro2a-Zellen, eine neuronale Saugerzelllinie, wiesen
eine gesteigerte Expression einer Vielzahl von Genen auf. Zu diesen méglichen Zielgenen
von Sim1 zahlten interessanterweise auch Gata2 und Gadnf (,Glia cell Line derived
neurotrophic factor”), ein Mitglied der Tgf-B-Superfamilie (Liu et al., 2003), welches fur das
Uberleben von DA-Neuronen des Mesencephalon essentiell ist (Clarkson et al., 1997; Choi-
Lundberg et al.,, 1997). Es ware denkbar, dass der Transkriptionsfaktor Sim1 in die
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IIl. Einleitung: 2.4. Der Transkriptionsfaktor “Single-minded ,, (Sim) — Ein intrinsischer Faktor und seine Bedeutung fir die
Bildung der ventralen Mittellinie in D. melanogaster

Neurogenese ventraler Vorlauferzellen des ZNS der S&uger involviert ist. Hierflr spricht zum
einen die Bedeutung von sim in der Ausbildung der Mittellinie in D. melanogaster und damit
einhergehend die Beeinflussung der Entwicklung von neuronalen Zelltypen. Zum anderen
zeigte ein Vergleich der Genexpression zwischen ventralem und dorsalem Mesencephalon
der Maus (E11) mittels Mikroarray-Analyse der Genexpressionsmuster eine deutlich starkere
Sim1-Expression im ventralen Gewebe (personliche Mitteilung: Roussa E.). Inwieweit Sim1
als ventraler Determinant auch in die Induktion und Spezifikation 5-HT-Neurone involviert ist,
ist bisher nicht bekannt.
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lll. Zielsetzung

lll. Zielsetzung der Arbeit

Die Entwicklung rostraler 5-HT-Neurone des ventralen Rhombencephalon wird durch ein
zeitlich und raumlich genau festgelegtes Zusammenspiel extrinsischer und intrinsischer
Faktoren bestimmt, welches bisher nur ansatzweise aufgeklart werden konnte. Die
vorliegende Arbeit soll dazu beitragen, weitere Erkenntnisse Uber die molekularen
Mechanismen der Induktion und Spezifikation 5-HT-Neurone zu gewinnen. Im Fokus wird
hierbei die Untersuchung einer denkbaren Beteiligung des extrinsischen Signalmolekils
Tgf-p und des Transkriptionsfaktors Sim1, als intrinsischer Faktor, an der Entwicklung 5-HT-
Neurone des ventralen rostralen Rhombencephalon der Maus (E12) stehen.

Aus diesem Forschungsansatz ergeben sich folgende Ziele der Arbeit:

- Die Etablierung und Charakterisierung eines in vitro-Systems des
ventralen rostralen Rhombencephalon der Maus (E12), das es ermoglicht,
die Induktion und Spezifizierung 5-HT-Neurone in vitro zu untersuchen
und gezielt zu beeinflussen.

- Die Untersuchung eines vorstellbaren Einflusses des extrinsischen
Signalmolekils Tgf-B auf die Entwicklung und Differenzierung 5-HT-
Neurone aus Vorlauferzellen des rostralen Rhombencephalon.

- Die Analyse einer moéglichen Bedeutung des Transkriptionsfaktors Sim1
fir die Entwicklung von 5-HT-Neuronen des ventralen rostralen
Rhombencephalon der Maus.

- Die Identifizierung von bisher unbekannten Genen, die an der Induktion
und Spezifikation von rostralen 5-HT-Neuronen des ventralen
Rhombencephalon der Maus beteiligt sein kénnten, und hierdurch die
Ergdnzung fehlender Elemente innerhalb des transkriptionellen
Netzwerkes, welches der Entwicklung rostraler 5-HT-Neurone zugrunde
liegt.
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IV. Materialien und Methoden: 4.1 Materialien

IV. Materialien und Methoden

4.1. Materialien

4.1.1. Organismen

Mikroorganismen

Escherichia coli DH5« Stratagene, La Jolla, California, USA

DH5a (F',980dlacZAM15, A(lacZY A-argF), U169, deoR, recA1, endA1, hsdR17, (rK-,mK+),
SUpE44, \-, thi-1, gyrA96, relA1)

Eukaryontische Zelllinien

MN9D-Zelllinie (,Mouse neuronal cell line clone 9D)
Durch somatische Zellfusion generierte, immortalisierte, klonale Hybridzelllinie aus Zellen
des rostralen mesencephalen Tegmentum der Maus (E14); Choi et al., 1991.

Mausstamme

NMRI Mausstamm

Mauslinie des ,Naval Medical Research Institute, Teil des U.S. Navy's National Naval
Medical Center. NMRI-Mause wurden von der zentralen tierexperimentellen Einrichtung der
Universitatsmedizin Géttingen bezogen.

Sim1-defizienter Mausstamm

Die Sim1-defiziente Mauslinie mit genetischem C57BL/6-Hintergrund (Michaud et al., 1998)
wurde freundlicherweise durch Herrn Dr. Chen-Ming Fan (Carnegie Institution, Department
of Embryology, Baltimore, Maryland 21218, USA) zur Verfligung gestellt.
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IV. Materialien und Methoden: 4.1 Materialien

4.1.2. Medien

Mikrobiologische Kulturmedien

Luria-Bertani-(LB)-Flissigmedium

1,09
10,0 g
0,5¢

Trypton

NaCl
Hefeextrakt

ad 1| A. bidest

Fur die Erstellung von Selektivkulturmedien wurden Ampicillin oder Kanamycin in einer

Endkonzentration von 100 pg/l bzw. 50 pg/l zugesetzt.

LB-Kulturplattenmedium

Eukaryontische Zellkulturmedien
Dulbecco's modified Eagle medium-F12

(DMEM-F12)
DMEM-F12-Komplettmedium der Primarkultur

DMEM-F12 MN9D Kulturmedium

CMF (Calcium-Magnesium-freies Medium)

2x Einfriermedium

.Magnesium-free Hank's balanced salt solution®
(HBBS); 10x
Natriumbicarbonat; 7,5%

1,5% Agar-Agar in LB-Flissigmedium

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe, D

2,5mil

5 mi

5 mi
1,43 mi
1ml

3,9 ml
ad 500 ml
5%

50 pg/ml
50 ml
5mi

20%
40%

N1-Mix

PSN (100x)

Glutamin

BSA (35%)

Insulin

Glucose (33 mM)
DMEM-F12

FCS

Geniticin

HBBS 10x
Natriumbicarbonat (7,5%)
ad 500 ml A bidest
DMSO

FCS (,Fetal calf serum®)

Lésung in DMEM-F12 Medium
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe, D

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe, D
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IV. Materialien und Methoden: 4.1 Materialien

Opti-MEM
(,Reduced serum medium, modification of MEM
Eagle's")

Antibiotika und Medienzusétze

Insulin

N1-Mix Medium Supplement (100x)

Penicillin (100 mg/ml)/Streptomycin (0,5 mg/ml)/
Neomycin (100 mg/ml); PSN-Lésung (100x)
Geniticin (50 mg/ml)

Ampicilin-Stammlésung (100 mg/ml in A. bidest,
Lagerung bei —20 °C)

Kanamycin-Stammlésung (50 mg/ml A. bidest,
Lagerung bei -20 °C)

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe, D

Sigma-Aldrich Laborchemikalien
GmbH, Seelze, D

Sigma-Aldrich Laborchemikalien
GmbH, Seelze, D

Sigma-Aldrich Laborchemikalien
GmbH, Seelze, D

Sigma-Aldrich Laborchemikalien
GmbH, Seelze, D

Carl Roth GmbH, Roth, Karlsruhe, D

Carl Roth GmbH, Roth, Karlsruhe, D

Faktoren

Tof-p1 0,5 pg/ml, PeproTech, Hamburg, D
o-Tgf-p1/2/3 R&D Systems, Minnesota, USA
Fgf2,100 pg/ml Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D
Egf, 100 pg/ml Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D

4.1.3. Plasmidvektoren

(Sequenzangaben siehe Anhang, Punkt 7.4. Plasmide und Sequenzen, Seite 167)

Uberexpressionsplasmide

pcDNA3 Tetsuo Mashima,Cancer Research,Tokyo, J

CMVProm, bla, neo, BGH PolyA
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IV. Materialien und Methoden: 4.1 Materialien

PcDNA3::Sim1

freundlicher Weise zur Verfligung gestellt von

Herrn Dr. Chen-Ming Fan (Carnegie Institution,
Baltimore, Maryland 21218, USA)

In situ-RNA-Sondenplasmide

PGEM-T Easy Vector System |

PGEM-T Easy::Sim1 (213 bp)

4.1.4. Oligonukleotide

Promega, Mannheim, D

Synthetische Oligonukleotid-Primer, wie z.B. Oligo(dT)1..1g-Primer, die in die cDNA-Synthese

eingesetzt wurden, wurden von Invitrogen GmbH (Karlsruhe, D) bezogen. Alle hier

angegebenen Oligonukleotide wurden zu einer Konzentration von 100 pmol/ul in DEPC

behandeltem A. bidest aufgenommen.

Primer der Polymerase-Ketten-Reaktion

Name
Fgf4
Fgf8
Gapdh
Gbx2
Gfap
Lmx1b
Nestin
Nkx2.2
Oix2
Shh

Primer vorwarts 5’-3’
TCTACTGCAACGTGGGCAT
GTAGTTGAGGAACTCGAAGCG
AGTATGATGACATCAAGAAGG
TCTGGAGAGCGATGTGGATTA
AGGCAGAGAACAACCTGGCT
ATGTTGGACGGCATCAAGAT
CAGGCTTCTCTTGGCTTTCCTG
GAAGCGCCGAGTGCTCTTCTCC
TATGGAGCTTCAAGCTTGGGT

TGATGTGTGGGCCCGGCAGGGGGTTT

S-1I-Tubulin ACCTTGTGTCTGCCACCATGA

Primer rickwarts 5°-3’
AGGAAGGAAGTGGGTTACCTT
TTTACACAGCATGTGAGGGAG
ATGGTATTCAAGAGAGTAGGG
ATAGCGAACCTGCTAACGTGA
CTCCTCCTCCAGCGATTCAA
TCACAGAGTCAGACTCGTCCG
GGTGAGGGTTGAGGGGTGG
GCCGAGCTGTACTGGGCGTTGT
GTCCATTTCAGGTTGCTGGTT
TCAGCCGCCGGATTTGGCCGCC
ACG
TTACTCTGGATGGCCAGCAT
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IV. Materialien und Methoden: 4.1 Materialien

Primer der Quantitativen-,,Real-Time“-Polymerase-Ketten-Reaktion

Name Primer vorwérts 5°-3’ Primer riickwarts 5’-3’
Atoh1  CACGGGCTGAACCACG CGTTGATGTAGATCTGGGCC
Brn3.2 ACATCGTCTCCCAGAGTAAGAG CACGGGATGGTGTTCTGG
Gapdh CGGCCGCATCTTCTTGTG TGACCAGGCGCCCAATAC
Gata2 CACCCCGCCGTATTGAATG CCTGCGAGTCGAGATGGTTG
Meis1  CAGTGAGCAAGGTGATGGCTT AGATGCCACGCTTTTTGTGAC
Mash1 ACTTGAACTCTATGGCGGGTT CCAGTTGGTAAAGTCCAGCAG
Lmx1b TTCCTGATGCGAGTCAACGAG TCCGATCCCGGAAGTAGCAG
Lhx8 ACACGAGCTGCTACATTAAGGA CCCAGTCAGTCGAGTGGATG
Pet1 AGCAAGCCTAACATGAACTACG AAGTCAAAGCGGTAGGCG
Rgs4 GAGTGCAAAGGACATGAAACATC TTTTCCAACGATTCAGCCCAT
Sema5a AGGTGCCACTTCCATCAAACA TGGGTCATGCTCAGACTCTCC
Sim1 CTTTCTTTTATACTTACACCTCACGTTTTC AACATAACTTTAAACAGGAGGCTG
AAG
Tph2 AGTCGAAATCTTCGTGGACTG GGCGGATTCAGGGTCACAAT

Primer der Klonierung von in situ-RNA-Sonden

Name Primer vorwarts 5’-3’ Primer riickwiérts 5’-3’
Sim1 (213 bp) CCAGATATCAGCCTCTAAGCC TATCAGTCAGGGGACTTCCAC

siRNA-Oligonukleotide

AllStars Negative Control siRNA Alexa 488,  Qiagen GmbH, Hamburg, D
5 nmol

Mm_Sim1_1 HP siRNA Cy5 (NM_011376),  Qiagen GmbH, Hamburg, D
20 nmol
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IV. Materialien und Methoden: 4.1 Materialien

4.1.5. Enzyme, Inhibitoren und Beschichtungskomponenten

Enzyme

DNase-L6sung (RNase-frei), 10 mg/ml
ProteinaseK-Lésung

RevertAidTM MmuLV Reverse-Transkriptase

200 U/pl
Ribonuklease-(RNase)-A-Ldsung,
10 mg/ml TE, pH 8
Sp6-Polymerase 20 U/pl
tag-Polymerase 5 U/pl
T4-DNALigase 5 U/ul
T7-Polymerase 20 U/pl
0,15% Trypsin/0,02% EDTA
EcoRl

Sacll

Sall

Inhibitoren

Complete™ Preoteinase Cocktail
Pefa-Block
Ribonuklease-(RNase)-Inhibitor
SB421543 (Alk 4/5/7-Inhibitor 1614)
10 mM in DMSO, Lagerung bei —20°C

Qiagen, Hilden , D
Roche Diagnostics, Mannheim, D
MBI Fermentas, St.Leon-Rot, D

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Seelze, D

MBI Fermentas, St.Leon-Rot, D

MBI Fermentas, St.Leon-Rot, D

MBI Fermentas, St.Leon-Rot, D

MBI Fermentas, St.Leon-Rot, D
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe, D

MBI Fermentas, St.Leon-Rot, D

MBI Fermentas, St.Leon-Rot, D

MBI Fermentas, St.Leon-Rot, D

Roche Diagnostics, Mannheim, D
Biomol GmbH, Hamburg, D

MBI Fermentas, St.Leon-Rot, D
Tocris, London, UK

Beschichtungskomponenten und Aminosaurederivate

Laminin (1 mg/ml)

Poly-D-Lysin (1 mg/ml)

Poly-L-Ornithine (10 mg/ml 150 mM
H3;BO3;NaOH, pH 8,3)

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Seelze, D
Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Seelze, D
Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Seelze, D
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IV. Materialien und Methoden: 4.1 Materialien

4.1.6. Antikérper

Priméare Antikorper

o-Gapdh hergestellt in Maus, monoklonal
o-B-I-Tubulin, hergestellt in Maus,
monoklonal

o-Nestin, hergestellt in Maus, monoklonal

o-Gfap, hegestellt in Kaninchen, polyklonal
o-0O4, hergestellt in Maus, monoklonal
a-Digoxogenin-(DIG)-Alkalische-
Phosphatase

o-5-HT, hergestellt in Kaninchen, polyklonal

o-Sim1, hergestellt in Kaninchen, polyklonal
o-Alkalische Phosphatase, hergestellt in
Kaninchen, gekoppelt an Alkalische-
Phosphatase

o-Alkalische Phosphatase, hergestellt in
Maus, gekoppelt an Alkalische-Phosphatase
Streptavidin-FITC

Sekundare Antikorper

Ziege-a-Kaninchen IgG, biotinyliert

Esel-a-Maus-1gG-Cy3

Ziege-a-Maus-IgG-FITC

Ziege-a-Kaninchen-IgG-FITC

Esel-a-Kaninchen-HRP
Ziege-a-Maus-HRP

Abcam, Cambridge, UK

Developmental Studies Hybridoma Bank,
University of lowa, USA

Developmental Studies Hybridoma Bank,
University of lowa, USA

Dako, Hamubrg, D

Chemicon/Millipore, Hofheim, D

Roche Diagnostics, Mannheim, D

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Seelze, D

Chemicon/Millipore, Hofheim, D

Nordic Immunological Laboratories, Tilburg,
NL

Nordic Immunological Laboratories, Tilburg,
NL

Dako Diagnostika GmbH, Hamburg, D

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Seelze, D

Jackson Immuno Research Europe,
Newmarket, Suffolk, UK

Jackson Immuno Research Europe,
Newmarket, Suffolk, UK

Jackson Immuno Research Europe,
Newmarket, Suffolk, UK

GE Healthcare, UK

GE Healthcare, UK
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4.1.7. Molekulare Standards

Hyperladder Il (100 bp-Léangenstandard)
,Prestained"-Proteinstandard

Bioline GmbH, Luckenwalde, D
BioRad GmbH, Hamburg, D

4.1.8. Kommerzielle Reinigungs- und Nachweissysteme

GeneChip® 430A Mouse Genome Array
5-Brom-2-desoxyuridin-(BrdU)-
Proliferationsassay
3,3'-Diaminobenzidin (DAB)

NucleoBond® Xtra Midi-Kit
QiaEx-Gelelutionskit
RNAeasy-Kit

4.1.9. Chemikalien und Biochemikalien

Azeton

Acrylamid-Bis-Lésung (29:1, 30%)
Entwickler-Lésung

Fixierldsung

Agarose NEO Ultra 2267
Ammoniumpersulfat (APS)
Bromchloridinolylphosphat (50 mg BCIP/ml
Dimethylformamid)

B-Mercaptoethanol

Bovines Serumalbumin (BSA)

Bradford-Reagenz

Chemilumineszenz-Reagenz

Coomassie brilliant blue R250

deionisiertes Formamid

Affymetrix GmbH, Minchen, D
Roche Dignostics, Mannheim, D

Linaris Biologische Produkte GmbH,
Wertheim - Bettingen, D

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren, D
Qiagen GmbH, Hilden, D

Qiagen GmbH, Hilden, D

Carl Roth GmbH, Roth, Karlsruhe, D
Serva GmbH, Duisburg, D

Adefo Chemie GmbH, Nurnberg, D
Adefo Chemie GmbH, Nurnberg, D
Carl Roth GmbH, Roth, Karlsruhe, D
Carl Roth GmbH, Roth, Karlsruhe, D
Roche, Mannheim, D

Fluka/Sigma, Taufkirchen, D
Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Seelze, D

Carl Roth GmbH, Roth, Karlsruhe, D

PerkinElmer Life and Analytical Sciences,
Mailand, ITA

BioRad GmbH, Miinchen, D

Carl Roth GmbH, Roth, Karlsruhe, D
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Dextransulfat
4’,6’-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid
(DAPI)

Diethylpyrocarbonat (DEPC, C¢H100s)

Digoxigenin-(DIG)-Mix labeling 10x
DIG-,labeled controf'-RNA, 10 ug/ml
Di-Natriumethylendiamintetra-Acetat (EDTA)
Di-Natriumhydrogenphosphat-dihydrat
(NaoHPO, x 2H,0)
Denhardt’s-Lésung 100x

dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP,
Endkonzentration 10 uM in A. bidest)
Eisessig/Essigsaure

Entellan

Essigsaureanhydrid

Ethanol, absolut

Ethidiumbromid (C4,H20BrNj;, EtBr);
10 mg/ml

Formaldehydlésung, 37%

Glycerol

Glycin

Hefe-Extrakt

Hefe-tRNA (10 mg/ml)
Heringspermien-DNA (10 mg/ml)
HiPerFect

Isopropanol/2-Propanol
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH.PO,)

Levamisol

Lipofectamine

Lithiumchlorid (LiCl)

Magermilchpulver

Methanol
3-[N-morpholino]propansulfonsaure (MOPS)
Natriumazid (NaNs)

Carl Roth GmbH, Roth, Karlsruhe, D

10 mg/ml A. bidest, Sigma-Aldrich
Laborchemikalien GmbH, Seelze, D
Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Seelze, D

Roche, Mannheim, D

Roche, Mannheim, D

Carl Roth GmbH, Roth, Karlsruhe, D
Merck, Darmstadt, D

Eppendorf, Hamburg, D
MBI Fermentas, St.Leon-Rot, D

Carl Roth GmbH, Roth, Karlsruhe, D
Merck, Darmstadt, D

Carl Roth GmbH, Roth, Karlsruhe, D
Carl Roth GmbH, Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Seelze, D

Merck, Darmstadt, D

Carl Roth GmbH, Roth, Karlsruhe, D
Carl Roth GmbH, Roth, Karlsruhe, D
Becton, Dickinson & Company, Sparks, USA
Roche, Mannheim, D

Promega, Mannheim, D

Qiagen, Hilden, D

Carl Roth GmbH, Roth, Karlsruhe, D
Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Seelze, D

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D

Carl Roth GmbH, Roth, Karlsruhe, D
Sucofin, Zeven, D

Carl Roth GmbH, Roth, Karlsruhe, D
Carl Roth GmbH, Roth, Karlsruhe, D
Carl Roth GmbH, Roth, Karlsruhe, D
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Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PQO,)
Natriumdodezylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natrumzitratdihydrat (C¢HsNaz;O; x 2H,0)

NBT (50 mg Nitroblautetrazolium/ml 70%
Dimethylformamid)

NBT/BCIP Stock-Solution
Paraformaldehyd (PFA)

PonceauS

Saccharose

Salzsaure (HCI)

Silikonél

SYBR ®-GREEN | PCR Master Mix
Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Triethanolaminhydrochlorid (C¢H1sNO3HCI)

Trishydroxyaminomethan (Tris)
Triton X-100

Trypton

Tween-20

Wasserstoffperoxid (H-O,)

Xylol
Vectashield Eindeckmedium

Ziegenserum (,Normal goat serum”, NGS)

Fluka, Taufkirchen, D

Merck, Darmstadt, D

Applichem, Darmstadt, D

Carl Roth GmbH, Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Seelze, D

Roche, Mannheim, D

Roche, Mannheim, D

Merck GmbH, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Seelze, D

Carl Roth GmbH, Roth, Karlsruhe, D
Carl Roth GmbH, Roth, Karlsruhe, D
Serva GmbH, Duisburg, D

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Seelze, D

Carl Roth GmbH, Roth, Karlsruhe, D
Carl Roth GmbH, Roth, Karlsruhe, D
Fluka/Sigma, Taufkirchen, D

Becton, Dickinson & Company, Sparks, USA
Carl Roth GmbH, Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Seelze, D

Carl Roth GmbH, Roth, Karlsruhe, D
Linaris Biologische Produkte GmbH,
Wertheim - Bettingen, D

Dako Diagnostika GmbH, Hamburg, D
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4.1.10. Lésungen und Puffer

Alkalische Phosphatase (AP)-Puffer

AP-Farbeldsung

1% BSA/0,01% PBS-Azid

Coomassie-Proteingel-Farbung

DNA-Ladepuffer Orange G (50 bp), 6x

DEPC

0,5 M EDTA-L6sung

50 mM CaCl,-Lésung
0,1 M Glycin-Lésung
50 mM Gilycin in Ethanol
Homogenisierungspuffer

100 mM Tris
100 mM NaCl
50 mM MgCl,
pH 8,9
66 pl NBT-Lésung
33 ul BCIP-Lésung
in 10 ml AP-Puffer
1% BSA (w/v)
0,01% Natriumazid (w/v)
in 1x PBS
0,5% (w/v) Coomassie brilliant blue R250
20% Eisessig
80% Ethanol
0,2% (w/v) OrangeG
1% (w/v) SDS
50% (w/v) Saccharose
Lésung in A. bidest
0,1% DEPC in A. bidest, G.N. riGhren und
anschlieBend autoklavieren.
18,11 g EDTA x 2H,O unter Rihren und
Zuabe von 2N NaOH lésen und auf 1 | mit
DEPC-behandeltem A. bidest auffillen, pH 8

3,75 g Glycin in 500 ml 1x PBS Iésen

280 mM Mannitol

10 mM HEPES

10 mM KCI

1 mM MgCl,

0,1 mM Pefablock (1 ml einer 100 mM
Stammlésung/500ml H,O)

250 pl Proteinase-Inhibitor-L6sung/500 ml
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Hybridisierungslésung

KCM-L&sung

1M Levamisol-Lésung
4 mM LiCl-Lésung
MOPS-Puffer, 10x

Paraformaldehyd-Lésung, 4 %ige

PBS (,Phosphat buffered saline*) 10x

PBST
PonceauS-Lésung

Proteingel-Entfarbelésung

5 ml 50%iges deionisiertes Formamid

2 ml 50%iges Dexransulfat

100 ml 100x Denhard's Lésung

0,5 ml Lachsspermien-DNA (10 mg/ml)

0,25 ml Hefe-tRNA (10 mg/ml)

1,3 ml 20x SSC (“Sodium chloride/sodium
citrate”)

ad 10 ml DEPC-behandeltes A. bidest,
Lagerung bei —20 °C

500 mM KCI

100 mM CacCl, x 2H,0

250 mM MgCl, x 6H,0

ad 50 ml H,O

sterilflitrieren, Lagerung bei 4 °C

2,4 ng/ml

41,9 g MOPS (saure-frei)

6,8 g Natriumacetat

20 ml 0,5 M EDTA, pH 8

ad 11 A. bidest, pH 7

lichtgeschitzt bei 4 °C lagern, nicht
autoklavieren

4 % (w/v) Paraformaldehyd in 1x PBS bis
max. 60 °C erwarmen und mit 1N NaOH
klaren und nach Abkihlung abfiltrieren

2 g KCI

2 g KH,PO,

80 g NaCl

11,5 g Na,HPO,

ad 1| A. bidest

1x PBS unter Zugabe von 0,1% Triton X-100
0,25% PonceauS

40% Methanol

15% Eisessig

10% Ethanol

15% Eisessig
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Proteinproben-Puffer, 6x 62,5 mM Tris, pH 6,8
2% SDS
10% Glycin
5% B-Mercaptoethanol
0,001% Bromphenolblau
Puffer | 0,1M Tris
150 mM NacCl
in A. bidest I6sen und auf pH 7,5 einstellen,
autoklavieren
Puffer IlI 100 mM Tris
100 mM NacCl
50 mM MgCl, x 6H,O
ad 500 ml H,O, pH 9,5
nicht autoklavieren
RNA-Gel-Laufpuffer 100 ml 10x RNA-Gel-Puffer
120 ml 37%ige Formaldehyd-L&sung
880 ml DEPC-behandeltes A. bidest
RNA-Gel-Puffer, 10x 200 mM MOPS
50 mM Natriumacetat
20 ml 0,5 M EDTA, pH 8
ad 1 | DEPC-behandeltes A. bidest, pH 7
RNA-Probenpuffer, 6x 25 mg Bromphenolblau
80 ul 0,5 M EDTA, pH 8
750 pl 37% Formaldehyd
2 ml Glycerol
3084 pl Formamid
4 ml 10x MOPS-Puffer
ad 10 ml A. bidest
Sammelgel-Puffer 4x Tris/HCI, pH 6,8
6,05 g Tris in 40 ml A. bidest |6sen und auf
pH 6,8 mit HCL einstellen, hiernach durch
@ 0,45 pym Einmalfilter filtrieren und 0,4 g
SDS zugeben
SDS-Elektrophorese-Puffer, 5x 15,1 g Tris
72 g Glycin
59 SDS
ad 1 | A. bidest, pH 8,3
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1% SDS/0,01% PBS-Azid

20x SSC-Ldésung

TAE-Puffer, 50x

TE-Puffer

0,1 M Trap-Puffer

Transfer-Puffer

Trenngel-Puffer

10x TTBS

1% SDS (w/v)

0,01% Natriumazid (w/v)

in 1x PBS

87,5 g NaCl

44 1 g Natriumcitrat

in 500 ml A. bidest lI6sen und mit
Zitronensaure auf pH 7 einstellen
242 g Tris

57,1 ml Eisessig

100ml 0,5 M EDTA, pH 8

ad 1| A. bidest

0,6 g Tris

019 g EDTA

in 500 ml A. bidest I6sen und pH 8 einstellen

9,3 g Triethanolaminhydrochlorid in 500 ml

A. bidest I6sen und auf pH 8 einstellen
0,25 M Tris

0,19 M Gilycin

10% Methanol

pH 8,4-8,6 mit konzentrierter HCI einstellen

4x Tris/HCI pH 8,8

91 g Tris in 300 ml A. bidest I6sen und
pH 8,8 einstellen. Lésung auf 500 ml
auffillen und mit & 0,45 pm Einmalfilter
sterilfiltrieren, hiernach 2 g SDS zugeben
(0,4%)

1 M Tris

1,5 M NaCl

1% Tween-20

pH 7,5 durch 37%ige HCI (ca. 60-70 ml/l)

einstellen
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4.1.11. Verbrauchsmaterialien

Deckglaschen, & 12 mm

Easy Flask 75 Filt und 25 Filt
EinmalklOvetten (1,5 ml)
Falcon-Réhrchen, 15 ml und 50 ml
Kammerkulturplatten, 24 und 48 well plates
Kryoréhrchen, 2 ml

MicroAmp ™Fast Optical Adhesive Film
MicroAmp™Fast Optical 96 well Reaction
Plate

Nitrozellulose Hybond N+Membran
Objekttrager

Objekttrager SuperFrostPlus
Parafilm’M*®LaboratoryFilm
Pasteur-Pipetten, 230 mm
PCR-Softtubes, 0,2 ml

Petrischalen, & 10 cm

PVDF-Membran

Réntgenfilm X-Omat Blue

SafelLock-ReaktionsgefaBe, 0,5 ml; 1,5 ml
und 2 ml
Sterilfilter & 0,22 ym und & 0,45 um

Whatman-Vliespapier

Zellkulturschalen, & 30 mm

4.1.12. Geréate

Autoklav 5050 ELV

Binokular

BioPhotometer

Brutschrank InCuSafe Co, Inkubator
Centrifuge 5804R

Einbettautomat Leica ASP200

Menzel-Glaser, Braunschweig, D

Nunc™, Roskilde, Ddnemark

Brand GmbH & Co KG, Wertheim, D
Falcon/Becton Dickinson, Heidelberg, D
Falcon/Becton Dickinson, Heidelberg, D
Carl Roth GmbH, Roth, Karlsruhe, D
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Amersham Bioscience, Freiburg, D

Carl Roth GmbH, Roth, Karlsruhe, D
Menzel, Braunschweig, D

American National CAN, Chicago, IL, USA
Pasteurpipetten, Glas WU, Mainz

Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf, D
Greiner, Bio-one GmbH, Frickenhausen, D
Amersham Bioscience, Freiburg, D
Kodak/PerkinElmer Life and Analytical
Sciences, Mailand, ltalien

Eppendorf, Hamburg, D

Sartorius

Schleicher & Schuell Biosciences GmbH,
Whatman Group, Dassel, D

Nunc™, Roskilde,Danemark

Systec GmbH, Wettenberg, D

Wild M3Z, Heerbrugg, CH

Eppendorf AG, Hamburg, D

Sanyo FISCHER Sales GmbH, Minchen, D
Eppendorf, Hamburg, D

Leica Mikrosystems GmbH, Wetzlar, D
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Elektrophoresekammer 41-2025
Fluoreszenzmikroskop ECLIPSE E600
FACS (,Fluorescence activated cell sorter")
Gelimager Classico Uno

Heizblock neoBlock II

Homogenisator Ultra-Turrax
Horizontalschittler Polymax 1040
Hybridisierungsofen Thermo Hyoid
Shak’n’Stack

Kihlzentrifuge 5417R (Rotor FA 45-24-11)
Mikroskop Stemi DV4

Mini-PROTEAN® Elektrophorese-Zelle
Neubauerzahlkammer ,improved
ParaffinausgieBstation EG 1150C
pH-Meter pH526 Multical

Power Supply Standard Power Pack P25
.Real-Time“-PCR Cycler ABI7500
Rollschittler CAT RM5

Rotationsmikrotom RM2125RT
Rotationsschuttler Unitron
Sterilbank Heraeus HeraSafe

Termocycler Mastercycler personal
Ultrazentrifuge Sorvall Evolution RC
(Rotor Sorvall SLA-1500 SuperLite)
Ultraschallgerat Sonoplus
Warmeschrank Modell 600

PeqgLab Biotechnologie GmbH, Erlangen, D
Nikon GmbH, Dusseldorf, D

Core Facility, ZFK Freiburg, D

Intas, Géttingen, GmbH, D

NeolLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH,
Heidelberg, D

IKA Labortechnik AG, Liiau, D

Heidolph Elekro GmbH % Co KG, Kelheim, D
Thermofischer Scientific GmbH, Ulm, D

Eppendorf AG, Hamburg, D

Carl Zeiss GmbH, Jena, D

BioRad Laboratories GmbH, Miinchen, D
Laboroptik GmbH, Friedrichsdorf, D

Leica Mikrosystems GmbH, Wetzlar, D
WTW, Weilheim, D

Biometra, Minchen, D

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
NeolLab, Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH,
Heidelberg, D

Leica Mikrosystems GmbH, Wetzlar, D
Infors AG, Bottmingen, D

Kendro Laboratory Products GmbH,
Langenselbold, D

Eppendorf AG, Hamburg, D

Kendro Laboratory Products GmbH,
Langenselbold, D

Bandelin electronics, Berlin, D

Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach, D
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4.2. Methoden

4.2.1. Mikrobiologische Methoden

4.2.1.1. Herstellung von Bakterienkulturplatten

Zur Herstellung von Bakterienkulturplatten wurden 500 ml Luria-Bertani-(LB)-Medium
(1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 1% NaCl, 1,5% Agar-Agar) nach dem Autoklavieren auf
circa 60 °C abgekihlt. Sofern die Kulturplatten zur Selektion von transformierten E. coli
DHb5¢a, welche eine plasmid-kodierte Ampicillin-(Amp)- oder Kanamycin-(Km)-Resistenz
trugen, bestimmt waren, wurden dem Plattenmedium vor dem GieBen 500 ul einer
Amp-Stammldsung (100 mg/ml A. bidest, sterilfiltriert) bzw. 500 ml einer Km-Stamml&sung
(50 mg/ml A. bidest) zugefiigt und diese gleichmaBig im Medium verteilt. Das Medium wurde
anschlieBend auf Plastik-Petrischalen (& 10 cm) aufgeteilt und die Platten hiernach
verschlossen. Bis zur Verwendung wurden die Kulturplatten nach dem vollstandigen Erkalten
bei 4 °C gelagert.

4.2.1.2. Herstellung chemisch kompetenter E. coli DH5a-Zellen

Zur Herstellung chemisch kompetenter E.coli-Zellen des Stammes DH5« wurde mittels einer
abgeflammten Impfése einem Glycerol-Stock dieses Bakterienstammes eine geringe Menge
entnommen und diese durch Dreistrich auf einer LB-Kulturplatte verteilt. Die Platte wurde
anschlieBend bei 37 °C 0. N. im Brutschrank inkubiert. Eine Einzelkolonie der Plattenkultur
wurde zur Beimpfung von 3 ml LB-FlUssigkulturmedium in einem 15 ml Falcon-Réhrchen
verwendet und die Vorkultur bei 37 °C bei 150 Upm 0. N. inkubiert. Am folgenden Tag
wurden 100 ml LB-Flassigkulturmedium mit 1 ml der Vorkultur inokuliert und diese bis zum
Erreichen einer Optischen Dichte (OD) von 0,3-0,4 bei einer Wellenlange von A = 600 nm
bei 37 °C und 150 Upm fir circa 3—4h kultiviert. Die Kultur wurde nun in zwei vorgekuhlte
50 ml Falcon-Réhrchen dberfihrt. Im Anschluss hieran wurden die Bakterien durch
Zentrifugation bei 3500 Upm fir 10 min bei 4 °C sedimentiert und auf Eis gestellt. Das LB-
Kulturmedium wurde vollstédndig dekantiert und die beiden Zellpellets in jeweils 50 ml einer
50 mM CaCl,-Lésung durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren vollstéandig resuspendiert. An
eine 20minutige Inkubation der Zellsuspension auf Eis schloss sich eine erneute
Zentrifugation bei 3500 Upm bei 4 °C fir 10 min an. Nach Sedimentierung der Zellen wurde
der Uberstand verworfen und die beiden Pellet zusammen in 9 ml eiskalter 50 mM CaCl,-
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Lésung aufgenommen. Der Bakteriensuspension wurde nun Glycerol bis zu einem Anteil von
15% des Gesamtvolumens zugefigt und durch Schwenken im Ansatz verteilt. Die Zellen
wurden fur weiter 20 min auf Eis belassen und anschlieBend zu je 100 ul in sterile,
vorgekuihlte 1,5 ml Eppendorf-ReaktionsgefaBe aliquotiert. Nach Schockgefrieren der Zellen

in flissigem N, wurden diese bei —80 °C gelagert.

4.2.1.3. Transformation chemisch kompetenter E. coli DH5« Zellen

Die Transformation chemisch kompetenter E. coli DH5« Zellen erfolgte durch Anwendung
des Hitzeschockverfahrens. Hierzu wurde pro Transformationsansatz ein 100 pl Aliquot
kompetenter E. coli DH5a-Zellen (Punkt 4.2.1.2., Seite 39) langsam auf Eis aufgetaut. Fir
Retransformationen wurden zu den Zellen 30 ng Plasmid-DNA zugegeben, fir
Transformationen durch Ligationsansatze wurden von diesem 10 pl zugesetzt. Des
Weiteren wurden den Transformationsansatzen jeweils 20 pl einer Sfach konzentrierten
KCM-L6sung sowie 70 pl autoklaviertes A. bidest zugefligt und die Anséatze durch leichtes
Schwenken gemischt. Hiernach wurden die Zellen fir 30 min auf Eis belassen. Die
Aufnahme der Plasmid-DNA erfolgte durch einen Hitzeschock bei 42 °C fir 45 s im
Heizblock. AnschlieBend wurden die Anséatze fir 1 min auf Eis abgekuhlt. 1 ml auf 37 °C
vorgewarmtes LB-Flussigkulturmedium wurde nun zu den Transformationsansatzen
pipettiert und die Ansatze bei 37 °C und 65 Upm im Schittler fir 1h inkubiert. Nach Ablauf
der Inkubation wurden die Zellen bei 300 Upm fur 5 min bei RT abzentrifugiert und der
Uberstand bis auf 200 pl abgenommen. In dem verbleibendem Medium wurden die
sedimentierten Zellen resuspendiert und auf geeignete Selektivkulturplatten ausplattiert. Die
Kultivierung der Platten erfolgte 0. N. bei 37 °C im Brutschrank.

4.2.2. Methoden der eukaryontischen Zellkultur

4.2.2.1. Kultivierung und Passage der Zelllinie MN9D

Zur Kultivierung der murinen Zelllinie MN9D wurde DMEM-F12-Minimalmedium unter
Zusatz von 5% fetales Kalberserum (,Fetal calf serum, FCS) und 50 pg/ml Geniticin
verwendet. Die Zellen wurden in 20 ml dieses Mediums in unbeschichteten 75 cm?®-
Zellkulturflaschen unter physiologischen Bedingungen, d. h. bei 37 °C, 5% CO,, 95% Luft
und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 100%, in einem Brutschrank kultiviert. Eine
Passagierung der Zellen wurde nach Erreichen einer Zellkonfluenz von circa 80% der
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Wachstumsoberflache vorgenommen. Hierzu wurde das Medium mit einer sterilen Pasteur-
Pipette, welche mit einer Pumpe verbunden war, vorsichtig abgesogen. Zur Ablésung der
Zellen vom Boden der Kulturflasche wurden 3 ml einer 0,15%igen Trypsin-
/Ethylendiamintetraacetat-(EDTA, 0,02%)-Lésung auf den Zellen gleichmaBig verteilt und
diese bei 37 °C fir circa 3 min im Brutschrank inkubiert. Die enzymatische Ablésung der
MN9D-Zellen wurde durch Zugabe von 9 ml Kulturmedium inhibiert. Der Boden der
Kulturflasche wurde mehrmals durch Auf- und Abpipettieren des Mediums abgespult, und
die Zellsuspension in ein steriles 15 ml Falcon-Réhrchen tberfuhrt. Nach Zentrifugation bei
RT fir 5 min und 100 Upm wurde der Uberstand vorsichtig abgesogen und das gewonnene
Zellpellet in 5 ml Medium resuspendiert. In eine 75 cm®Zellkulturflasche wurden 20 ml des
im Wasserbad auf 37 °C temperierten Kulturmedium vorgelegt und 500 ul der
Zellsuspension zugegeben. Die weitere Kultivierung der Zellen erfolgte unter den zuvor
beschriebenen physiologischen Bedingungen.

Far die im Rahmen dieser Arbeit vorgenommenen Transfektionen wurde eine Passagenzahl
von 20 nicht Uberschritten, um ein Vorliegen spontan differenzierter MN9D-Zellen in der
Kultur zu vermeiden. Sofern eine genaue Bestimmung der Zellzahl erforderlich war, wurde
diese unter Verwendung einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt. Hierzu wurden die Kammer
mit 10 pl einer homogenen Einzelzellsuspension, basierend auf den zwischen Deckglas und
Kammer herrschenden Kapillarkraften, befillt. AnschlieBend wurden vier GroBquadrate der
Zahlkammer, bestehend aus jeweils 16 Kleinstquadraten, maanderférmig ausgezéahlt. Die
Zellzahl pro ml ergibt sich aus dem Mittelwert fir ein GroBquadrat multipliziert mit dem
Kammerfaktors 10%/ml. Fiir Transfektionen wurden die Zellen in einer Zelldichte von 1x10°in
7,5 ml Kulturmedium in 25 cm?® Zellkulturflaschen unter den oben angegebenen
Bedingungen kultiviert.

4.2.2.2. Kryokonservierung und Auftauen von eukaryontischen Zellen

Zur dauerhaften Zellkonservierung der Zelllinie MN9D wurden diese wie unter Punkt 4.2.2.1.
(Seite 40) dargelegt durch Trypsinierung vom Boden der Kulturflasche abgeldst. Nach
Zentrifugation der Zellen wurden diese in 10 ml DMEM-F12-Medium (5% FCS, 50 ug/ml
Geniticin) gewaschen und bei 1000 Upm und RT fir 5 min abzentrifugiert. Das Zellpellet
wurde in 5 ml DMEM-F12-Medium ohne Zusatze resuspendiert und nach Bestimmung der
Zellzahl letztere auf eine Dichte von 1x10° Zellen pro ml Medium eingestellt. In 2 ml
Kryoréhrchen wurde nun 1 ml des 2fach konzentrierten Einfriermediums (20%
Dimethylsulfoxid (DMSQO), 40% FCS in DMEM-F12) vorgelegt und 1 ml der Zellsuspension

zugegeben. Die Réhrchen wurden verschlossen und 2 h bei —20 °C in einem mit
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Isopropanol gefllltem Einfierbehélter heruntergekihlt. Im Anschluss hieran wurden die
Zellen 0. N. bei —80 °C gelagert und am darauffolgenden Tag in flissigem N, gelagert.

Um MN9ID-Zellen in Kultur zu nehmen, wurden diese zlgig im Wasserbad aufgetaut und
direkt in eine mit 7,5 ml DMEM-F12 (5% FCS, 50 pg/ml Geniticin) gefilllte 25 cm?-
Kulturflasche Uberfliihrt. Nach Anheftung der Zellen wurde das Kulturmedium
ausgewechselt, um das DMSO aus der Kultur zu entfernen.

4.2.2.3. Transiente Transfektion von MN9D-Zellen durch Lipofectamine

Die Untersuchung der regulatorischen Einflussnahme des Transkriptionsfaktors Sim1 auf
die Expression von Genen, die in die Entwicklung serotonerger Neurone und ihrer terminale
Differenzierung involviert sind, wurde unter Verwendung des MN9D-Zellkulturmodells durch
Transfektion des Uberexpressionsplamides pcDNA3::Sim1 in vitro analysiert. Zur
transienten Transfektion der MN9D-Zellen wurden diese am Vortag der Transfektion in einer
Zelldichte von 1x10° Zellen pro 7,5 ml in einer 25 cm®-Kulturflasche ausgesét und unter
physiologischen Bedingungen Kkultiviert. Je Zeitpunkt der beabsichtigten Probennahme
(24 h, 48 h und 72 h nach der Transfektion) und des zu verwendenden Plasmides (pcDNA3
bzw. pcDNA3::Sim1) wurden zwei Kulturflaschen angesetzt. Am nachsten Tag wurde das
Kulturmedium gegen 7,5 ml DMEM-F12-Medium ohne Zuséatze ausgetauscht und die Zellen
im  Brutschrank bis zur Transfektion belassen. Fir jede Flasche wurden die
Transfektionsreagenzien, wie im Folgenden beschrieben, angesetzt. Zu 750 pl Opti-MEM in
einem sterilen 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefd3 wurden 6 pg der Plasmid-DNA gegeben
und der Ansatz gemischt. In 750 pl Opti-MEM wurden 30 pl des zuvor griindlich gemischten
Lipofectamin sorgfaltig suspendiert. Nach einer Inkubation von 5 min bei RT wurden beide
Ansatze zusammengefugt und fur weitere 20 min bei RT zur Bildung von Liposomen-/DNA-
Komplexen belassen. Das Transfektionsgemisch wurde anschlieBend zu den Zellen
gegeben und durch Schwenken im Medium verteilt. Die Aufnahme der Plasmid-DNA durch
Endozytose erfolgt innerhalb einer vierstiindigen Inkubation im Brutschrank. Nach Ablauf
dieser Zeit wurde das Medium abgesogen und durch DMEM-F12 (5% FCS, 50 pg/ml
Geniticin) ersetzt. Zum Zeitpunkt der Probennahme wurden die Zellen von je zwei
Kulturflaschen, welche mit pcDNA3 als Kontrollprobe bzw. mit pcDNA3::Sim1 transfiziert
worden waren, wie unter Punkt 4.2.2.1. (Seite 40) beschrieben trypsiniert. Nach
Zentrifugation und Verwerfen des Uberstandes wurden die Zellen in 10 ml PBS gewaschen
und erneut bei 1000 Upm, bei 4 °C fir 5 min sedimentiert. Das Zellpellet wurde
anschlieBend in 3 ml PBS aufgenommen. 1 ml der Zellsuspension wurde fir die Isolation
von Gesamt-RNA verwendet und hierzu bei 1000 Upm, bei 4 °C fir 5 min sedimentiert. Die
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Isolation der Gesamt-RNA erfolgte wie unter Punkt 4.2.6.4. (Seite 61) beschrieben. 2 ml der
Zellsuspension wurden in ein 15 ml Falcon-Réhrchen Uberflhrt und wie unter Punkt 4.2.8.1.
(Seite 75) erlautert zur Isolation von Gesamt-Protein eingesetzt.

4.2.2.4. Liposomen vermittelte Einbringung von ,,short interfering“-RNA in Zellen der
eukaryontischen Zelllinie MN9D

RNA-Interferenz  (RNAi) bietet die Maoglichkeit, spezifisch die Expression eines zu
untersuchenden Gens in Zellkulturmodellen herunterzuregulieren. Diese ,Loss-of-function®-
Technik kann Hinweise auf die jeweilige Funktion des Gens liefern, da hierdurch der
Einfluss des herabregulierten Gens auf nachgeschaltete Gene analysiert werden kann. Die
am héaufigsten angewendete Methode der RNAi-Technik bedient sich der Transfektion von
Zellen mit kurzen, doppelstrangigen RNA-Molekulen. Diese RNA-Molekile werden als
»short interfering“-BRNA bezeichnet (siRNA). Die siRNA wird in einen Proteinkomplex
aufgenommen, dem RNA induzierten Silencing-Komplex (,RNA induced silencing complex*,
RISC). In der Folge leitet der ,anti-sense“Strang den Proteinkomplex RISC zur
komplementaren mRNA, die anschlieBend abgebaut wird. Durch den Abbau der mRNA wird
die Translation und somit die Bildung des spezifischen Genproduktes verhindert. Wichtig bei
der Auswahl der Sequenz des siRNA-Molekiils ist es, dass der ,sense“Strang nicht mit
mRNA anderer Gene interagieren kann und somit nicht unbeabsichtigte Nebeneffekte
ausgeldst werden. Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Expression des flir den
Transkriptionsfaktor Sim1 kodierenden Gens in MN9D-Zellen durch spezifische siRNA
herunterreguliert werden. Hierzu wurden MN9D-Zellen in einer 75 cm?®Kulturflasche, wie
unter Punkt 4.2.2.1. (Seite 40) beschrieben, durch Trypsinierung vom Boden der
Kulturflasche abgeldst. Nach Sedimentierung und Suspendierung der Zellen in 10 ml
DMEM-F12-Kulturmedium (5% FCS und 50 pg/ml Geniticin) wurde mittels einer Neubauer-
Zahlkammer (improved) die Zellzahl bestimmt. Jeweils 1x10° Zellen wurden in eine 25 cm?-
Zellkulturflasche ausgesat und flr 2 h unter physiologischen Bedingungen inkubiert, um ein
Anheften der Zellen an die Oberflache des Kulturbodens zu ermdéglichen. Zur Transfektion
wurde eine Sim1i-spezifische siRNA (siehe Punkt 4.1.4., Seite 27), welche durch das
Fluorophor Cyanin-5 (Cy5) markiert war, sowie eine Kontroll-siRNA (Ctr-siRNA), welche
Alexa-488 gebunden vorlag, eingesetzt (siehe Punkt 4.1.4., Seite 27). Die Sequenz der
Ctr-siRNA weist keinerlei Homologie zu bekannten Genen der S&uger auf. Je zu
verwendender siRNA wurden sechs Kulturflaschen angesetzt. Pro Kulturflasche wurde in
einem 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefa3 1 ml DMEM-F12 ohne weitere Zuséatze vorgelegt.
Als Transfektionsreagenz wurde HiPerFect verwendet. Nach grindlichem Vortexen des
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Reagenz wurden von diesem 30 pl in das vorgelegte Medium pipettiert und dieses sofort
grundlich gemischt. Hierzu wurden 30 pl einer kurz vor Verwendung angesetzten 1:10
Verdinnung einer 20 uM siRNA-Stammldésung in A. bidest hinzugeflgt, dies entspricht
750 ng siRNA. Der Transfektionsansatz wurde erneut gevortext und schlieBlich fir 25 min
bei RT belassen. Im wassriger LOsung bilden die Kkationischen Lipide des
Transfektionsreagenz Komplexe mit den siRNA-Molekilen welche endozytotisch durch die
Zellen aufgenommen werden. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der
Transfektionsansatz langsam auf die Zellen aufgetropft. Um eine optimalen Kontakt der
Zellen zum Transfektionsansatz zu erreichen, wurde beim Auftropfen die Kulturflasche
schrag gehalten. Im Anschluss wurden die Zellen wieder in horizontaler Lage der
Kulturflasche unter normalen, physiologischen Bedingungen fir 24 h kultiviert. Ein
Mediumwechsel nach der Transfektion war nicht erforderlich. 24 h nach der Transfektion
wurden die Zellen, wie unter Punkt 4.2.2.1. (Seite 40) erlautert, geerntet und die Gesamt-
RNA der Zellen zur Analyse der Genexpression isoliert (Punkt 4.2.6.4, Seite 61).

4.2.3. Techniken der Primarkultur

4.2.3.1. Praparation des ventralen rostralen Rhombencephalon der Maus (E12)

Um die Entwicklung serotonerger Neurone des ventralen rostralen Rhombencephalon der
Maus genauer studieren zu kénnen, wurde zun&chst ein in vitro-Zellkulturmodell dieses
Gehirnbereiches des Embryonaltages (E)12 etabliert. Ausgangspunkt hierzu war die
Praparation des ventralen rostralen Rhombencephalon von Embryonen der Maus (E12) der
Mauslinie NMRI (,Naval Medical Research Institute*). Diese Mauslinie wurde an der
Tierexperimentelle Einrichtung des Universitatsklinikums, Goéttingen gehalten und terminiert
verpaart. Nach Verpaarung wurden die Weibchen auf die Bildung des vaginalen ,Plug®
getestet. Ein positives ,Plug“Ergebnis wurde mit dem Embryonalstadium (E) 1
gleichgesetzt. Am errechneten Embryonaltag 12 wurden tréachtige Weibchen durch
Genickbruch getdtet und im direkten Anschluss die Embryonen entnommen. Hierzu wurde
zunachst die Bauchwand des Muttertieres durch 70%iges Ethanol gesaubert und die Haut
im Bereich des Abdomens circa 2 cm weit aufgeschnitten ohne hierbei das darunter
liegende Peritoneum zu verletzen. Dieses wurde mit einer sterilen Pinzette gefasst und
leicht angehoben, so dass wahrend der Durchtrennung des Bauchfells mit einer sterilen
Schere der Darm nicht verletzt wurde. Innere Organe und Fettgewebe wurden zu Seite
geschoben und der Uterus freigelegt. Durch leichtes Anheben eines Uterusschenkels mit
der Pinzette konnte die Uterusverankerung lokalisiert und durchtrennt werden, wodurch der

Uterus komplett entnommen werden konnte. Der Uterus wurde nun in ein mit Calcium-
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sowie Magnesium-freiem ,Hank's balanced salt solution® (mit 0,04% Natriumbicarbonat,
CMF) gefllltes und auf Eis vorgekihltes 50 ml Falcon-Réhrchen tberfihrt. Zur Entnahme
der Embryonen wurde eine & 10 cm-Petrischale mit kaltem CMF befillt, die
Unterusschenkel hierin tberfihrt und jeweils ein kleiner Schnitt in die Uteruswandung
gesetzt. Die Embryonen wurden leicht aus dem Uterus herausgeschoben und das Amnion
entfernt. In dieser Weise isolierte Embryonen wurden in frischem, kaltem CMF gesammelt.
Zur Praparation des ventralen rostralen Rhombencephalon wurde, wie Abb. 4A (Seite 46)
zeigt, eine sterile Glasplatte mit einigen Tropfen CMF benetzt und ein Embryo darauf gelegt.
Die Praparation wurde unter einem Binokular durchgefiihrt. Die Meningen wurden entfernt
und knapp kaudal des Isthmus, welcher anhand einer Gewebeeinschniirung zwischen
Mesencephalon und Rhombencephalon zu erkennen ist, ein circa 3 mm langer Schnitt zum
Embryo hin gesetzt (Abb. 4B). Zur Erleichterung der weiteren Praparationsschritte wurde
das Mesencephalon leicht nach vorne geschoben. Der zweite Schnitt wurde circa 1 mm
kaudal des ersten Schnittes gefihrt, was im Gewebe etwa der H6he des 4. Rhombomers
(R) entspricht. Hiernach wurde die geschlossene Schere auf der ventralen Seite des durch
beide Schnitte vom umgebenden Gehirngewebe getrennten Bereiches angesetzt und
vorsichtig der Gewebeabschnitt herausgeschoben. Der herausgeldste Gehirnbereich wurde
im Anschluss hieran auf die Seite gedreht. Hierdurch lieB sich, wie in Abb. 4C dargestellt,
das Neuralrohr deutlich als ringférmige Struktur erkennen. Das Neuralrohr wurde dorsal
geodffnet und bis auf den Bereich der ventralen Grundplatte das angrenzende Gewebe
entfernt (Abb. 4D). Das ventrale Gewebestlick wurde vorsichtig mit der Pinzette in ein mit
CMF gefiilltes 15 ml Falcon-Réhrchen Uberfihrt. Die innerhalb einer Stunde préparierten
Gewebestlicke des ventralen rostralen Rhombencephalon wurden auf Eis gesammelt und
sedimentierten am Boden des Falcon-Réhrchens.
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1. Schnitt

ventral

Abb.4: Praparation des ventralen rostralen Rhombencephalon der Maus des Embryonaltages 12
(E12). A: Lateralansicht eines isolierten Mausembryos (E12) nach Entfernung der Meningen. B: Der
erste Schnitt (Pfeil) wird knapp kaudal des Isthmus gesetzt, der zweite Schnitt (gestrichelte Linie)
erfolgt circa 1 mm caudal des 1. Schnittes zum Embryo hingerichtet. Das Gewebestlick, welches
das rostrale Rhombencephalon umfasst, wird mittels Praparationsschere ausgehend von der
ventralen Seite herausgeschoben. C: Aufsicht auf den Neuralrohrabschnitt des rostralen
Rhombencephalon. Angedeutet ist der die Vorlauferzellen enthaltene Gewebebereich beiderseits
der ventralen Mittellinie, der nach Offnung des Neuralrohres (D) isoliert wird. (Isthmus: Isth,

Mesencephalon: Mes, Rhombencephalon: Rhom)

4.2.3.2. Silikonisierung von Pasteur-Pipetten

Um eine Zerstérung sowie ein Anheften der Zellen wahrend ihrer Isolierung aus primarem
Gewebe des ventralen rostralen Rhombencephalon der Maus (E12) oder wéahrend der
Aufarbeitung aus diesen Zellen gebildeter primarer Neurospheres zu verhindern, wurden die
zur Titruierung eingesetzten Pasteur-Pipetten silikonisiert. Hierzu wurden diese mit der
kleinen Offnung nach oben gerichtet in einen 250 ml-Glaszylinder gestellt und dieser mit
Silikondl geflllt, bis die Pasteur-Pipetten vollstdndig bedeckt waren. Nach 10 min wurde das
wiederverwendbare Silikondl abgegossen und die Pasteur-Pipetten fiunfmal mit A. bidest
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gewaschen. Die Trocknung der Pasteur-Pipetten erfolgte 0. N. bei 50 °C im Warmeschrank.
Zur Einbrennung der Silikonbeschichtung wurden die Pipetten anschlieBend bei 150 °C flr
eine Stunde gebacken. Nach Auskiihlung wurden die weiten Pipettenenden mit Watte
gestopft und autoklaviert.

4.2.3.3. Aufarbeitung embryonalen Gewebes (E12) des ventralen rostralen

Rhombencephalon der Maus zur Gewinnung einer Einzelzellsuspension

Zur Gewinnung einer Einzelzellsuspension aus dem Gewebe des ventralen rostralen
Rhombencephalon der Maus (E12) wurden die in eisgekihltem CMF in einem 15 ml-Falcon-
Réhrchen gesammelten Gewebestlicke zundchst durch Zentrifugation fir 5 min bei
1000 Upm und 4 °C sedimentiert. Der Uberstand wurde vorsichtig mit einer sterilen,
silikonisierten Pasteur-Pipette, deren Offnung zuvor durch Abschmelzen in der Flamme von
scharfen Unebenheiten befreit worden war, abgesogen. Die Auflockerung der
Gewebestruktur erfolgte durch enzymatischen Verdau des Gewebes in 300-500 pl einer
0,15%igen Trypsin-/EDTA-(0,02%)-Lésung, je nach Menge des vorliegenden Gewebes, bei
37 °C im Wasserbad fir 15 min. Die Inaktivierung des Typsins erfolgte durch Zugabe von
500 pl fetalem Kalberserum (FCS). Durch den enzymatischen Verdau freigesetzte
genomische DNA wurde durch Zugabe von 10 pl DNase-Lésung (10 mg/ml Stammlésung)
abgebaut. Eine silikonisierte, sterile Pasteur-Pipette wurde unmittelbar am Beginn des
dinnen Schaftes abgebrochen und die Bruchstellen in einer Flamme glatt geschmolzen.
Diese Pipette diente zur gleichmaBigen Durchmischung der Trypsin-Lésung, der darin
enthaltenen Gewebestlicke und des zugegebenen FCS sowie der DNase-L6ésung durch
zweimaliges, vorsichtiges Titruieren des Gemisches. Das Falcon-Réhrchen wurde nun fur
8 min auf Eis gestellt, wahrenddessen die Gewebestiicke zum Boden absinken konnten.
Der Uberstand wurde vorsichtig abgesogen und verworfen. Nachdem das Pellet in 1 ml
FCS, 2 ml CMF und 10 ul DNAse-L&sung gelést wurde, konnte anschlieBend mit der
mechanischen Vereinzelung der Zellen aus dem Gewebeverband begonnen werden. Hierzu
wurden die Gewebestlicke mit der gesamten sie umgebenden Flissigkeit langsam durch
den schmalen Schaft der silikonisierten Pasteur-Pipette aufgezogen und vorsichtig zurlick in
das Falcon-Rdéhrchen gegeben. Dabei war darauf zu achten, dass keine Schaumbildung
auftrat. Dieser als Titruierung bezeichnete Vorgang wurde 8mal wiederholt und
anschlieBend das Réhrchen wiederum fir 8 min auf Eis belassen. In dieser Zeit sanken die
schwereren Gewebestiicke zum Boden des Falcon-Réhrchens; wohingegen Einzelzellen im
Uberstand verblieben. Dieser Uberstand wurde abgehoben und in ein vorgekiihltes 15 ml-
Falcon-Réhrchen Gberfihrt. Beginnend mit der Zugabe von FCS, CMF und DNase-Lésung
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auf das verbleibende Pellet wurden die oben aufgeflihrten Schritte erneut zweimal
durchgefiihrt und alle Uberstinde zusammen in einem Falcon-Réhrchen gesammelt. Nach
insgesamt drei Titruierungsgangen waren in der Regel keine weiteren Gewebestiicke mehr
zu erkennen, wodurch auf eine erneute Trypsinierung verzichtet wurde. In seltenen Féllen,
in denen noch Restgewebe vorlag, wurde der Vorgang mit einer zusatzlichen Inkubation in
Trypsin-/EDTA-Lésung wieder aufgenommen. Die gesammelten Uberstinde, welche die
gewonnenen Einzelzellen enthielten, wurden bei 4 °C, 1000 Upm fur 10 min abzenrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in serum-freien DMEM-F12-
Komplettmedium (siehe Punkt 4.1.2., Seite 24) suspendiert und zentrifugiert. Dieser
Vorgang wurde nochmals durchgefiihrt um das FCS vollstandig zu entfernen. Nach erneuter
Zentrifugation wurden die Zellen in 3 ml DMEM-F12-Komplettmedium aufgenommen und
die Zellzahl pro ml, wie unter Punkt4.2.2.1. (Seite 40) erlautert, in einer Neubauer-
Zahlkammer bestimmit.

Far Experimente an direkt ausplattieren Zellen des ventralen rostralen Rhombencephalon
der Maus (E12) wurde die Zellzahl auf 2x10° Zellen/100 pl DMEM-F12-Komplettmedium
eingestellt. Die Zellsuspension wurde nun auf PORN-/Laminin-beschichtete & 12 mm-
Deckglaschen gleichméaBig aufgetropft. Um die Handhabung zu erleichtern wurden die
Deckglaschen vor dem Auftropfen der Zellsuspension auf umgekehrte, sterile
Abschlussdeckel von Eppendorf-ReaktionsgefaBen, welche in sterilen & 10 cm-Petrischalen
verteilt wurden, ausgelegt. Zur Ermdglichung der Anheftung der Zellen an die beschichtete
Oberflache der Deckglaschen wurden die Zellen fir 1 h im Brutschrank inkubiert. Hiernach
wurden sie mit den Deckglaschen in eine mit je 650 pl DMEM-F12-Komplettmedium pro
Kammer beflllte, vorgewarmte 24-Kammerkulturplatte gelegt und in den Brutschrank
zurickgestellt.

4.2.3.4. Generierung primarer Neurospheres des ventralen rostralen Rhomben-
cephalon der Maus (E12)

Zur Bildung von primaren Neurospheres wurden, wie unter Punkt 4.2.3.3. (Seite 47)
angegeben, die gesammelten Uberstande bei 1000 Upm und 4 °C fiir 10 min abzentrifugiert
und die isolierten Einzelzellen aus dem ventralen rostralen Rhombencephalon der Maus
(E12) in 3 ml serumfreien DMEM-F12-Medium unter Zusatz von jeweils 20 ng/ml der
Mitogene Fgf2 (,Fibroblast growth factor 2*) und Egf (,Epidermal growth faktor*) suspendiert.
Hiernach wurde die Zellzahl pro ml bestimmt. Diese wurde auf 5x10° Zellen pro ml DMEM-
F12-Medium (inklusive Fgf2 und Egf) eingestellt. In unbeschichtete & 35 mm-Petrischalen

wurden 2 ml des mitogen-haltigen Kulturmediums vorgelegt und 1 ml der Zellsuspension
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darin verteilt. Die Zellen wurden nun fir circa 10 Tage zur Bildung primarer Neurospheres
unter einer Atmosphare von 37 °C, 5% CO, und 95% Luft und einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 100% kultiviert.

4.2.3.5. Dissoziation generierter primérer Neurospheres

Die Bildungsdauer primérer Neurospheres aus dem ventralen rostralen Rhombencephalon
der Maus (E12) betrug 7-10 Tage. Zur Ernte der generierten primdren Neurospheres
wurden 2 ml des DMEM-F12-Komplettmedium (20 ng Fgf2/ml, 20 ng Egf/ml) aus den, die
primaren Neurospheres enthaltenden, Petrischalen (& 30 mm) entnommen und in 15 ml-
Falcon-Réhrchen gesammelt. Mit dem restlichen in der Petrischale verbliebenen Medium
wurden die Petrischale vorsichtig gewaschen, um teilweise adherente primére
Neurospheres zu lésen. In dieser Weise wurden alle Petrischalen behandelt und das
primare Neurospheres enthaltende Medium gesammelt. Die Zellen wurden durch
Zentrifugation bei 1000 Upm bei 4 °C far 10 min sedimentiert. Zur enzymatischen
Vereinzelung der Zellen wurden nach Entfernen des Uberstandes 300 pl einer 0,15%igen
Trypsin-/EDTA-(0,02%)-Lésung zugegeben, das Zellpellet aufgewirbelt und schlieBlich bei
37 °C im Wasserbad fiir 15 min inkubiert. Durch Zusatz von 500 ul FCS sowie 10 ul DNase-
Lésung (Stammldsung: 10 pg/ml) wurde die Enzymaktivitat des Trypsins inhibiert und durch
den Verdau freigesetzte, genomische DNA abgebaut. Nach Hinzufigen von 1 ml DMEM-
F12-Komplettmedium (Punkt 4.1.2., Seite 24) wurden die Zellen achtmal durch langsames
Aufziehen und Ablassen mittels einer abgeflammten, silikonisierten Pasteur-Pipette titruiert.
Die Zellsuspension wurde nun fiir 8 min auf Eis belassen und der Uberstand in einem 15 ml-
Falcon-Réhrchen aufgefangen. Drei weitere Titruierungsgénge schlossen sich, wie unter
Punkt 4.2.3.3. (Seite 47) beschrieben, an. Die erhaltenen Uberstande wurden dem ersten
Uberstand zugefiigt und bis zur Beendigung der Dissoziation auf Eis belassen. Im
Anschluss wurde der gesamte Uberstand bei 1000 Upm fiir 5 min bei 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und mit 10 ml DMEM-F12-Komplettmedium gewaschen, um
das Trypsin vollstdndig zu entfernen. Das Zellpellet wurde nun in 3 ml Komplettmedium
resuspendiert und die Zellzahl durch Auszéhlung in einer Neubauer-Z&éhlkammer bestimmt
(siehe Punkt 4.2.2.1., Seite 40). Sollten die vereinzelten Zellen der Immunzytochemie
zugefiihrt werden, wurden diese in einer Zellzahl von 2x10° Zellen in 100 pl auf PORN-
/Laminin-beschichtete & 12 mm-Deckgléaschen, wie unter Punkt 4.2.3.3. (Seite 47)
beschrieben, ausplattiert (,Day in vitro", DIVO). Zur Isolierung von Gesamt-RNA oder
Gesamt-Protein wurden die Zellen in einer Zelldichte von 5-7,5x10° Zellen in 3 ml

Komplettmedium auf PORN-/Laminin-beschichtete & 30 mm-Petrischalen ausgesat. Die
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weitere Vorgehensweise zur Generierung von sekundaren Neurospheres aus dissoziierten
primarer Neurospheres des ventralen rostralen Rhombencephalon der Maus (E12) ist unter
dem nachfolgendem Punkt 4.2.3.6. beschrieben.

4.2.3.6. Erzeugung sekundarer Neurospheres aus dissoziierten primaren Neuro-
spheres des ventralen rostralen Rhombencephalon der Maus (E12)

Die Fahigkeit von Stamm- und Vorlauferzellen zu proliferieren, lasst sich durch die
Generierung sekundarer Neurospheres aus dissoziierten primaren Neurospheres
demonstrieren. Hierzu wurde, nach Titruierung der priméren Neurospheres, der gewonnene
Uberstand in einem 15 ml-Falcon-Réhrchen bei 1000 Upm und 4 °C fiir 5 min zentrifugiert
(Punkt 4.2.3.5., Seite 49). Der Uberstand wurde nun vorsichtig entfernt und das Zellpellet in
3 ml DMEM-F12-Komplettmedium nach Zugabe der Mitogene Fgf2 und Egf (jeweils
20 ng/ml) resuspendiert. Die Zellzahl wurde in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. In die
Kammern einer unbeschichteten 48-Kammerkulturplatte wurden jeweils 250 yul DMEM-F12-
Komplettmedium (20 ng/ml Fgf2, 20 ng/ml Egf) vorgelegt und die Zellen in einer Dichte von
10x10° Zellen/100 ul dem vorgelegten DMEM-F12-Komplettmedium hinzugefiigt. Die
Bildung sekundarer Neurospheres wurde Uber einer Zeitraum von 22 Tagen hinweg
photographisch dokumentiert (Nikon Eclipse TE 200).

4.2.3.7. Poly-Ornithine-/Laminin-Beschichtung von Deckglaschen

Um isolierten Primarzellen des ventralen rostralen Rhombencephalon der Maus (E12) die
Differenzierung zu gestatten, wurden & 12 mm-Glasdeckgldschen mit Poly-Ornithine und
Laminin (PORN/Lam) beschichtet. Hierdurch wurde auf der Oberflache der Deckglaschen
eine etrazellulare Matrix (EZM) simuliert und die Zelldifferenzierung ermdglicht. Vorbereitend
zur Beschichtung der Deckglaschen wurden diese in 100% Ethanol bei 4 °C gelagert. Nach
kurzem Abflammen wurden die Deckglédschen einzeln in eine 24-Kammerkulturplatte
ausgelegt und mit 500 pl einer frisch angesetzten Verdinnung von Poly-L-Ornithine in
A. bidest in einer Konzentration von 0,1 mg/ml (PORN-Stammlésung: 10 mg/ml 150 mM
H;BO;NaOH, pH 8,3) bedeckt. Die Platte wurde nun fir 1 h bei RT belassen. Die PORN-
Lésung wurde abgesogen und nicht gebundenes PORN durch dreimaliges Waschen der
Deckglaschen in A. bidest entfernt. Die Beschichtung mit Laminin (Lam) erfolgte durch
Uberschichten der Deckglaschen mit 500 ul einer Verdiinnung der Laminin-Stammlésung
(1 mg/ml) in DMEM-F12 ohne weitere Zuséatze in einer Endkonzentration von 1 pg/ml. Die
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Kulturplatte wurde . N. bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Zur Verwendung der Kulturplatte
wurde die Laminin-Lésung abgesogen und die Kammern dreimal mit DMEM-F12-Medium
ohne Zusatze gewaschen und anschlieBend jede Kammer mit 750 ul DMEM-F12-
Komplettmedium bef(llt.

4.2.3.8. 5'-Bromodeoxyuridin-(BrdU)-Proliferationsassay

Zum Nachweis der Fahigkeit von Vorlauferzellen in primdren Neurospheres des ventralen
rostralen Rhombencephalon zur Proliferation wurde der 5'-Bromodeoxyuridin-
(BrdU)-Inkorporationsassay angewendet. Als chemisches Analogon des Nukleosids
Thymidin wird BrdU nach Phosphorylierung in der Zelle anstelle des Nukleotids
Desoxythymidintriphosphat  (dTTP) wahrend der mitotischen S-Phase in den
neusynthetisierten Strang der Desoxynukleinsdure (DNA) eingebaut. Das BrdU wird
anschlieBend immunzytochemisch nachgewiesen. Fir den BrdU-Inkorporationsassay
wurden primare Neurospheres (DIV8) aus primaren Zellen des ventralen rostralen
Rhombencephalon der Maus (E12) eingesetzt. Zunachst wurde eine 1:1000 Verdinnung der
BrdU-Stammlésung (Stammlésung: 10 nmol) in 1 ml des DMEM-F12 (20 ng/ml Fgf2,
20 ng/ml Egf) frisch angesetzt, zu den 3 ml DMEM-F12 (20 ng/ml Fgf2, 20 ng/ml Egf) der
Kultur primarer Neurospheres gegeben und durch Schwenken im Medium gleichmaBig
verteilt. Die BrdU-Endkonzentration betrug 10 pmol/ml Kulturmedium. Die Zellen wurden bis
zur Probenentnahme nach 2 h, 4 h, 6 h und 8 h nach BrdU-Gabe in & 30 mm-Kulturschalen
im Brutschrank inkubiert. Zur Probennahme wurden je zwei Kulturschalen verwendet. Das
Medium wurde bis auf 1 ml aus den Kulturschalen entnommen und auf Eis in einem 15 ml-
Falcon-Réhrchen gesammelt. Das restliche in den Petrischalen vorliegende Medium wurde
zum Abspilen adherenter primarer Neurospheres verwendet und ebenfalls in das Falcon-
Réhrchen Uberfihrt. Die primaren Neurospheres wurden bei 1000 Upm und 4 °C fiir 5 min
sedimentiert und mit 5 ml DMEM-F12-Komplettmedium gewaschen. Nach erneuter
Zentrifugation wurden die Zellen in 400 pl Komplettmedium Uberfohrt. Je 100 pl der
Zellsuspension wurde auf ein PORN-/Lam-beschichtetes & 12 mm-Deckglaschen (Punkt
4.2.3.7., Seite 50) pipettiert und unter normalen Kulturbedingungen im Brutschrank fur 1 h
inkubiert, um eine erste Anheftung der undissoziierten primaren Neurospheres zu
ermdglichen. Hiernach wurden die Deckgldschen in die Kammern einer mit 650 pl
Komplettmedium pro Kammer befllliten 24-Kammerkulturplatte gelegt und fir 72 h im
Brutschrank belassen, um ein Eintreten der Zellen in die Differenzierung zu erlauben. Nach
drei Tagen wurde das Medium entfernt und die Zellen dreimal in PBS gewaschen. Die
azidische Fixierung und Permeabilisierung der Zellen erfolgte durch eine 20minutige
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Inkubation der Zellen in einer kalten 50 mM Glycin-Lésung in Ethanol bei —20 °C. Das Fixanz
wurde durch dreimalige Waschung mit PBS entfernt. Im Anschluss wurden die Deckglaschen
in eine mit Parafilm ausgekleidete Feuchtkammer gelegt und mit 100 ul der Anti-BrdU-
Lésung bedeckt. Die Anti-BrdU-Lésung enthédlt neben einem monoklonalem, gegen BrdU
gerichteten und in Maus hergestellten Antikérper unbekannter Konzentration zusatzlich
200 nM B-Mercaptoethanol sowie Nukleasen zur Denaturierung der DNA. Inkorporiertes
BrdU wird hierdurch far die Bindung des priméren Antikdrpers zuganglich. Die Antikorper-
Lésung wurde fir 30 min bei 37 °C in einem Warmeschrank auf den Deckglaschen belassen.
Die Deckglaschen wurden anschlieBend dreimal in PBS gewaschen. Als sekundéarer
Antikdrper wurde ein im Schaf hergestellter, gegen Maus gerichteter und mit Fluorescein
markierter Antikérper der Immunoglobinklasse G verwendet. Dieser wurde 1:10 in PBS
verdinnt und jeweils 100 ul der Verdinnung auf ein Deckglaschen aufpipettiert. Die Bindung
des sekundaren Antikérpers erfolgte wahrend einer 30minutigen Inkubation bei 37 °C im
Waérmeschrank in einer Feuchtkammer. Zum Abschluss des Nachweises von BrdU wurden
die Deckglaschen dreimal in PBS gewaschen.

Fir den Nachweis spezifische Markerproteine neuraler Zelltypen in Zellen, die von
proliferierenden Vorlauferzellen innerhalb primérer Neurospheres abstammten, wurden wie
unter Punkt 4.2.4. (Seite 53) erlautert, weitere immunzytochemische Analysen
angeschlossen. Sofern keine weiteren immunzytochemischen Analysen angeschlossen
werden sollten, wurden die Zellen in Vectashield eingedeckt, mit Klarlack versiegelt und am
Fluoreszenzmikroskop (Nikon Eclipse E600) das Ergebnis dokumentiert.

4.2.3.9. Behandlung von Primarkulturen und primaren Neurospheres des ventralen
rostralen Rhombencephalon der Maus (E12) durch Faktorengabe

Eine Behandlung durch externe Faktorengabe wurde sowohl an Primarzellen als auch an
primaren Neurospheres des ventralen rostralen Rhombencephalon der Maus (E12)
vorgenommen. Hierzu wurden die nach Aufarbeitung embryonalen Gewebes (E12) des
ventralen rostralen Rhombencephalon der Maus gewonnene Einzelzellsuspension auf
PORN-/Lam-beschichtete @ 12 mm-Deckglaschen in einer Zelldichte von 2x10°
Zellen/750 yI DMEM-F12-Komplettmedium ausplattiert und 0. N. im Brutschrank unter
Normalbedingungen kultiviert (Punkt 4.2.3.4, Seite 48). Primare Neurospheres wurden, wie
unter Punkt 4.2.3.5. (Seite 49) erlautert, in PORN-/Lam-beschichtete & 30 mm-Kulturschalen
in einer Zelldichte von 5x10%3 ml DMEM-F12-Komplettmedium ausgesat. Die Faktorengabe

wurde am darauffolgenden Tag (DIV1) durchgefihrt. Hierzu wurden 2/3 des Medium
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