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“Ja, wir werden alles, alles noch einmal in Frage stellen. Und
wir werden nicht mit Siebenmeilenstiefeln vorwéartsgehen,
sondern im Schneckentempo. Und was wir heute finden,
werden wir morgen von der Tafel streichen und erst wieder
anschreiben, wenn wir es noch einmal gefunden haben. Und
was wir zu finden wiinschen, das werden wir, gefunden, mit
besonderem Mifdtrauen ansehen.” ... ” Sollte uns dann aber
jede andere Annahme als diese unter den Handen zerronnen
sein, dann keine Gnade mehr mit denen, die nicht geforscht
haben und doch reden.”

Berthold Brecht: “Leben des Galilei”,
zitiert von M. Eigen in der Vorrede zur deutschen Ausgabe
von J. Monod “ Zufall und Notwendigkeit”, Piper 1971
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Zusammenfassung

Genetische Inaktivierung des somatischen Cytochrom C Gens der Maus

Cytochrom C wurde als ein Interaktionspartner im Apoptosom beschrieben. Ziel dieses
Projektes war es, die Rolle von Cytochrom C bei der Apoptose von Nervenzellen in vivo
durch genetische Inaktivierung in der Maus zu untersuchen. Die homozygote Deletion des
Cytochrom C Gens fihrt jedoch zu einem sehr frihen Entwicklungsdefekt: Schon am 8.
Embryonaltag findet man nur noch Embryonen ohne erkennbare Kdrperachse. Im weiteren
wurden daher heterozygote Tiere untersucht, die in bestimmten Geweben, wie Gehirn und
Rickenmark, eine Reduktion der Menge von Cytochrom C aufweisen. Am ersten Tag nach
der Geburt konnten keine Unterschiede zwischen Tieren mit einem oder zwel Cytochrom C
Genen in Bezug die Anzahl von Motoneuronen gefunden werden. Auch nach perinataler
Fazialislasion war die Rate des Zelltods bei Tieren mit heterozygoter Deletion des Cytochrom
C Gens unverandert. In vitro zeigte sich jedoch eine erhthte Resitenz von Motoneuronen
gegenlber Fas-induzierter Apoptose. Bel der Analyse der Apoptose von Thymozyten zeigte
sich ein Trend, der eine kleine, aber reproduzierbare Verzogerung einer spaten Zelltodphase
nach UV-induzierter Apoptose nahelegt. Erste Experimente deuten aul3erdem auf einen Effekt
der Cytochrom C Gendosis auf den Verlauf einer Experimentellen Autoimmunencephalitis
(EAE) hin.

Charakterisierung der NFL-Cre Maus

Die zdlltypspezifische Genablation mit dem Cre/loxP System umgeht einige der grofdten
Probleme der klassischen Methode der Geninaktivierung in M&usen, indem nur in bestimmten
Geweben oder Zelltypen, eventuell sogar nur ab einem bestimmten Zeitpunkt, ein Gen gezielt
ausgeschaltet werden kann. Allerdings héngt das Cre/loxP System von der Verfligbarkeit von
brauchbaren Cre-transgenen Mauslinien mit entsprechenden Expressionsmustern und —
kinetiken ab. Wir haben eine transgene Maudinie etabliert und analysiert, die die Cre
Rekombinase unter der Kontrolle des humanen Neurofilament-L Promotors exprimiert. Das
Expressionsmuster von Cre wurde in mehreren Geweben mit RT-PCR und durch Verkreu-
zung mit einer Reportergenmaus untersucht. Im Gehirn wurden Cre exprimierende Zelltypen
mit in-situ Hybridisierung, Immunhistochemie und wiederum mit Hilfe der Reportermaus
identifiziert. Dabei zeigte sich eine spezifische Cre Expression in bestimmten Neuron-
populationen wie hippocampalen Pyramidenzellen und spinalen und cranialen Motoneuronen.



Unsere NFL-Cre Maus besitzt einige Eigenschaften, die bisher publizierte Cre-Linien nicht
aufweisen, so z.B.eine starke Cre Expression in hippocampalen Pyramidenzellen, aber nicht
in Kornerzellen des Gyrus dentatus, Expression in cortikalen Pyramidenzellen, aber keine
Expression im Striatum; Expression in zerebellaren Purkinje-, aber nicht Kornerzellen; sowie
die Expression in spinalen und cranialen Motoneuronen, aber nicht in angrenzenden

| nterneuronen.

Die Rolle von Stat3 fiir das Uberleben von Motoneuronen

Die Mitglieder der CNTF/LIF/Cardiotrophin Genfamilie sind potente Uberlebensfaktoren fiir
embryonale und |&dierte M otoneurone sowohl in vitro als auch in vivo. Diese Faktoren binden
an Rezeptorkomplexe, die gpl30 und LIFR a's signaltransduzierende Komponenten enthal ten.
Im Gegensatz zu den Rezeptoren flr andere neurotrophe Faktoren, fuhrt die Aktivierung von
gp130 und LIFR zur Phosphorylierung und Aktivierung des Transkriptionsfaktors Stat3. Es
war aber zu Beginn dieser Arbeiten unklar, ob die Aktivierung von Stat3 fir den Uberlebens-
effekt der neuropoietischen Zytokine notwendig ist. Um diese Frage zu beantworten, wurde
Stat3 in Motoneuronen mit Hilfe des Cre/loxP Systems konditional inaktiviert. Stat3 ist nicht
fir das Uberleben embryonaler Motoneurone essentiell, obwohl man in vitro eine Verschie-
bung der Dosis-Wirkungskurve fur CNTF findet. In vivo hingegen kann kein erhohter Zelltod
von Motoneuronen nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu, kommt es bei adulten Tieren
mit Inaktivierung von Stat3 in Motoneuronen zu einem erhohten Zelltod nach Fazialislésion.
Diese Neurone konnen wiederum durch die Applikation neurotropher Faktoren, einschlief3dich
CNTF, gerettet werden. Durch semiquantitative RT-PCR kann man zeigen, dal3 Stat3-
regulierte Gene, deren Expression nach Nervenldsion induziert wird, in Neuronen mit Inakti-
vierung von Stat3 weniger stark exprimiert werden. Zu diesen Genen gehdren Reg-2, ein
Mitogen fur Schwannzellen, das von regenerierenden Neuronen exprimiert wird, und Bcl-xL,
ein Gen, welches direkt in die Apoptoseregulation eingreift. Diese Daten zeigen, dal3 Stat3
Aktivierung eine essentielle Rolle fur das Uberleben nach Lasion von postnatalen Moto-
neuronen spielt, aber nicht wahrend der Embryonal entwicklung. Das bedeutet, dal3 die Signal-
wege ein und desselben neurotrophen Faktors sich wahrend der Entwicklung und reifung des

Organismus verandern konnen.



Gerichtete Mutagenese des LIF-Rezeptor Gens in ES-Zellen

Zielsetzung war es, durch gerichtete Mutagenese in der Keimbahn der Maus gezielt einzelne
Signalwege, die am LIFR beginnen, auszuschalten, um ihre jeweilige Rolle fiir das Uberleben
und die Regeneration von Motoneuronen zu untersuchen. Durch Substitution von Tyrosin
durch Phenylalanin sollte die Phosphorylierung von SH2-Bindestellen fur SHP-2 (YIDV) und
STAT3 (YQPQ, YKPQ, YRPQ) im LIFR ausgeschaltet werden. Dazu wurde zuerst ein
Bereich des Gens fur den LIFR der Maus kloniert. Nach Einfihrung von gezielten Punkt-
mutationen wurden Targeting-Vektoren fur die Hit& Run Methode kloniert und elektroporiert.
Die Integration (“Hit") der entsprechenden Konstrukte verlief mit hoher Ausbeute. Leider
wurden bei der anschlief?enden Reversion (“Run”) zwar viele Revertanten gefunden, diese
hatten jedoch alle zum Wildtyp revertiert. An dieser Stelle war unklar, ob es sich um en
technisches Problem handelte oder ob die Mutanten in embryonalen Stammzellen einen
dominant negativen Effekt hatten. Deshalb wurde ein alternativer “knock-in” Ansatz mit
konventionellen Replacement-Vektoren verfolgt. Diese Vektoren wurden in embryonale
Stammzellen elektroporiert. Das Screening auf die gewlnschten Rekombinanten dauert noch
an. Dieselben Mutationen wurden auch in die cDNA fir den LIF-Rezeptor eingefiihrt und
diese in verschiedene bicistronische Expressionsvektoren kloniert, um die Vorraussetzung zu
schaffen, bei Bedarf neurale Stammzellen von LIFR” Embryonen zu transfizieren.

Summary

Genetic inactivation of the somatic cytochrome C gene in mice

Cytochrome C has been described as a component of the apoptosome. It was the aim of this
project to analyze the role of cytochrome C in apoptosis of neurons in vivo by genetic
inactivation in mice. Mice lacking cytochrome C, however, exhibit a very early embryonic
phenotype: On embryonic day 8, only highly degenerated embryos can be found which even
lack a body axis. Therefore, we subsequently analyzed heterozygous animals, as they showed
a gene dose-dependent reduction of cytochrome C protein in several tissues, including brain
and spinal cord. Testing motoneuron survival after development or after facial nerve lesion,
we found no significant differences between heterozygous animals and their wildtype litter
mates. In vitro, however, an increased resistance toward Fas-mediated apoptosis was observed
in heterozygous motoneurons. When we analyzed induced apoptosis of thymozytes, we
consistently found that a late phase of cell death was delayed in cytochrome C heterozygous

cels.
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Characterization of the Cre-transgenic NFL-Cre mouse

Cell type-specific gene ablation using the Cre/loxP technology can circumvent some of the
greatest problems encountered with classical gene inactivation by selective inactivation of the
gene of interest in a particular tissue or cell type, possibly at a specific time point. However,
the Cre/loxP technology critically depends on the availability of suitable Cre-transgenic
mouse lines. We have established and characterized a transgenic mouse line that expresses
Cre recombinase under control of the human neurofilament-L promoter. Cre expression was
studied by RT-PCR and cross-breeding with lacZ reporter mice. Our NFL-Cre mice exhibit
some unique features not shared with other available Cre transgenic mouse lines: We find
high Cre expression in hippocampa pyramida neurons while granule cells in the dentate
gyrus do not express Cre. In addition, we observed widespread Cre expression in cortical
neurons, but none in striatal neurons. Finaly, Cre is expressed in cranial and spinal

motoneurons, but not in adjacent interneurons.

The role of Stat3 for the survival of motoneurons

Members of the CNTF/LIF/Cardiotrophin gene family are potent survival factors for
embryonic and lesioned motoneurons in vitro as well as in vivo. These factors act through
receptor comlexes containing gpl30 and LIFR signal transducing subunits. A particular
feature of these receptors is that their activation leads to phosphorylation and activation of the
transcription factor Stat3, while neurotrophin receptors do not activate Stat3. It was the aim of
this project to find out whether Stat3 activation in response to CNTF binding is required for
its survival effect on motoneurons. Therefore, we conditionaly inactivated Stat3 in

motoneurons using our NFL-Cre transgenic mice. In NFL-Cre; Stat3"®/%©

mice, we find that
Stat3 is not essential for motoneuron survival during the the period of naturally occurring cell
death, although motoneurons from these mice require higher doses of CNTF for their survival
in vitro. In contrast, motoneuron surviva is significantly reduced after facial nerve lesion in
adult NFL-Cre; Stat3"™/%° mice, Stat3 proved essential for upregulation of Reg-2 and Bcl-xL
expression in lesioned motoneurons. These data show that Stat3 activation plays an important
role for motoneuron survival after nerve lesion in postnatal life but not during embryonic
development, indicating that signaling requirements for motoneuron survival change during

maturation.



Site-directed mutagenesis of the LIFR gene in embryonic stem cells

The aim of this project was to introduce precise mutations into the LIFR gene of mice to
dissect the role of individua signaling pathways downstream of LIFR activation. To this end
point mutations should be introduced changing tyrosine residues to phenylalanine thereby
abolishing binding site for specific downstream effector molecules like SHP-2 and Stat3.
Using the Hit& Run method, correctly targeted ES cell clones were recovered at high
frequency. However, upon “reversion” the mutations were not retained in any of 44 clones
analyzed. As the reason for this was unclear and technical problems could not be excluded, an
alternative knock-in approach was persued. G418 resistant clones have been screened by PCR
and candidate clones are being verified by Southern Blot analysis. The same mutations have
also been introduced into the mouse cDNA for LIFR and cloned into bicictronic expression

vectors. They are available for introduction into LIFR”" neural stem cells.



1.Einleitung

1.1 Neuronaler Zelltod wahrend der Entwicklung

Die Entdeckung, dal3 wahrend der Embryonalentwicklung von hdheren Wirbeltieren Nerven-
zellen zuerst im Uberschul? gebildet werden und im weiteren Verlauf wieder untergehen, geht
auf die Arbeiten von Viktor Hamburger zuriick (Hamburger 1934, 1958, zusammengefaldt in
Hamburger, 1992). Er hatte beobachtet, daf3 im lumbalen Rickenmark des Hihnchenembryos
zwischen Embryonaltag 6 und 10 mehr als die Halfte der Motoneurone degenerieren. Er hatte
auch beobachtet, dal3 die Entfernung der Anlagen fir Gliedmal3en zu einem Verlust der ent-
sprechenden Motoneuronen fuhrt. Umgekehrt fuhrte die Transplantation einer zusétzlichen
Anlage einer GliedmaRe zum Uberleben zusitzlicher Motoneurone, die diese innervierten
(Hollyday und Hamburger, 1976). Man leitete aus diesen Experimenten die “Neurotrophe
Hypothese” ab, die besagt, dal? es Faktoren in den Zielgeweben der Nervenzellen geben mul3,
die deren Uberleben wahrend einer kritischen Phase der Entwicklung regulieren, um die
Anzahl der Nervenzellen auf die Grofde ihres Zielgewebes abzustimmen (Purves 1988;
zusammengefald in (Hamburger, 1992;Hamburger, 1993). Der Ersatz von Gliedmal3en-
anlagen durch Tumorgewebe zeigte, dal3 nur das jetzt entfernte, eigentliche Zielgewebe die
notwendigen Faktoren produziert; gleichzeitig fuhrten diese Experimente zur Entdeckung
eines von einem Tumor produzierten Faktors, der das Uberleben sympathischer und sensor-
ischer Neurone stark erhohte (Levi-Montalcini und Hamburger 1951; Levi-Montalcini et a.,
1954). Dieser Faktor wurde deshalb *Nervenwachstums-Faktor” (NGF) genannt (siehe

unten).

1.2 Zelltod von Motoneuronen bei Erkrankungen des Nervensystems

Im Verlauf bestimmter degenerativer Erkrankungen kommt es ebenfalls zum Verlust von
Motoneuronen. Beispiele hierfir sind Krankheiten wie Amyotrophe Lateralsklerose (ALS),
die X-chromosomal gekoppelte spinale Muskelatrophie des Erwachsenenalters (Kennedy’s
Krankheit) und die Spinale Muskelatrophie (SMA). Bel der ALS sind sowohl das zweite
spinale Motoneuron als auch das erste kortikale Motoneuron betroffen. Bei den meisten
Patienten bricht die Krankheit in der zweiten Lebenshdfte aus und fuhrt innerhalb weniger
Jahre zum Tod. Nur etwa zehn Prozent der Félle erscheinen erblich, wobei davon nur bei
einem kleinen Teil der Patienten Mutationen bekannt sind, die mit der Erkrankung assoziiert
sind. So wurden Mutationen in der Cu-Zn Superoxid-Dismutase (SOD1) identifiziert (Rosen
et al., 1993), die zur Uberproduktion von Peroxynitrit fiihren sollen, von dem man annimmt,
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dai es die Motoneurone schadigt (Estevez et al., 1998;Estevez et al., 1999). Spater wurde ein
weiteres Gen, Alsin identifiziert (Yang et al., 2001). Trotzdem sind die Grinde fir eine
Degeneration von Motoneuronen bel ALS in der Mehrzahl der Félle noch vollig unklar. Eine
andere Form der Motoneuronerkrankung ist die X-chromosomal gekoppelte spinale
Muskelatrophie, bei der esim Gen fur den Androgenrezeptor zu einer Polyglutaminexpansion
kommt, welche fur den Untergang der Motoneurone verantwortlich gemacht wird (La Spada
et a., 1991). Die mannlichen Patienten erkranken erst nach der Pubertdt und der sehr variable
Verlauf kann nicht alleine durch die Léange der Polyglutaminexpansion erklart werden
(Brooks and Fischbeck, 1995). Bei der Spinalen Muskelatrophie kommt es schon im
Kindesalter zum Verlust von Motoneuronen, der in den meisten Fallen zum Tod der Kinder
fahrt. Es sind bisher zwei Kandidatengene bekannt, die in SMA mutiert sind: SMN (Lefebvre
et al., 1995) und IGHMBP2 (Grohmann et al., 2001). Sowohl bei diesen wie auch bel anderen
neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzheimer, Parkinson oder Huntington gibt es keine
wirksame medikamentdse Therapie. Das mag zum Teil daran liegen, dald man Uber die
Mechanismen, die zur Degeneration der Nervenzellen fihren, praktisch nichts weil3, selbst
wenn bei Erbkrankheiten das entsprechende Gen bekannt ist. Man hofft daher, dal3
Fortschritte im Verstdndnis des embryonalen Zelltods und seiner Regulation durch
neurotrophe Faktoren neue Wege fir die Therapie von neurodegenerativen Erkrankungen
er6ffnen (Sendtner 1999).

1.3 Der biochemische Mechanismus der Apoptose

1.3.1 Allgemeines

Wirden sterbende Nervenzellen sich schlicht auflésen, wéare eine Entziindung die unmittel-
bare Folge. Man findet jedoch weder beim embryonaen Zelltod noch bei Patienten mit ALS
inflammatorische Zellen in der Nadhe der untergehenden Neurone. Die sterbenden Zellen
durchlaufen viel eher einen Schrumpfungsprozess, in dessen Verlauf sie Vesikel mit Zell-
inhalt abschniren, die von naheliegenden Zellen phagozytiert werden. Der Zellkern der ster-
benden Zelle zeigt charakteristische Verdnderungen, bel denen das Chromatin kondensiert
und der Kern selbst schliefdlich fragmentiert. Der Prozess, der zu diesen morphologischen
Veranderungen fuhrt, wurde Apoptose genannt (Kerr et al., 1972). Lange Zeit war der Prozess
der Apoptose biochemisch nur schwer falbar und es bedurfte genetischer Untersuchungen am
Fadenwurm Caenorhabditis elegans, bis man einem molekularen Verstéandnis ndher kam. In
C. elegans kommt es wahrend der Entwicklung des Wurmes, bel der die Abstammungen und
die Schicksale aller 1090 Zellen genau bekannt sind, zum programmierten Zelltod von exakt
2



131 Zellen. Man fand jedoch Mutanten, bel denen dieser Zelltod nicht auftrat (Ellis und
Horvitz, 1986). Die Entdeckungen, dal3 ced-3 und ced-9 Homologe der humanen Proteine ICE
bzw. Bcl-2 (B-cell lymphoma) sind (Y uan et al., 1993;Hengartner and Horvitz, 1994), machte
die Untersuchung des programmierten Zelltodes bei Sdugern der molekularbiologischen
Untersuchung zuganglich.

1.3.2 Induktion der Apoptose

Im heutigen Bild von der Regulation der Apoptose, spielen zwei Proteinfamilien die zentralen
Rollen: Cysteinproteasen, die nach Aspartatresten schneiden (Caspasen), sowie pro- und anti-
apoptotische Proteine aus der bcl-2 Genfamilie (Abbildung 1.1). Charakteristisch fur Mit-
glieder der bcl-2 Genfamilie sind eine bis vier BH-Doménen (bcl-homology). Jeder pro-
apoptotische Stimulus wird mit der Aktivierung eines pro-apoptotischen “BH3-only” -Proteins
beantwortet (Huang and Strasser, 2001). Dabei unterteilt man die Initiation der Apoptose in
einen “intrinsischen” und einen “extrinsischen” Weg. Der intrinsische Weg beruht auf einer
endogenen, also entwicklungsspezifischen Genexpression von bestimmten BH3-only-
Proteinen (z.B. Bad, Bim), wéhrend der extrinsische Weg abhéngig von der Ligation von
sogenannten “ Todesrezeptoren” wie CD95/Fas zur Aktivierung von Bid fihrt. Selbstverstand-
lich gibt es keine genaue Abgrenzung, denn die “extrinsische” Stimulation mit UV-B
Strahlung induziert DNA Schéden, die abhangig von p53 mit der Expression des BH3-only
Proteins Noxa beantwortet wird, welches entsprechend Apoptose induziert. Man nimmt an,
dad “BH3-only” Proteine zur Aktivierung von Bax und Bak fihren, die ihrerseits an die
aul3ere Mitochondrienmembran translozieren, um dort entweder direkt as Kandle oder als
Teil von Kandlen zu wirken, die zur Freisetzung von Cytochrom C und anderen mitochon-
drialen Proteinen fihren (Polster et al., 2001). Anti-apoptotische Bcl-2 homologe Proteine wie
Bcl-2, Bcl-W und Bcel-xL sind in der Lage, diese Funktion von Bax und Bak zu blockieren,
womit ihre breite anti-apoptotische Wirkung erklért werden kann. Die Freisetzung von
Cytochrom C aus Mitochondrien fuhrt zur Bildung des “Apoptosoms’, eines Komplexes aus
Cytochrom C, Apaf-1 (homolog zu ced-4), dATP und Caspase 9 (homolog zu ced-3). Durch
die Bindung von Cytochrom C an Apaf-1 wird dieses Protein befdhigt, mit Caspase-9 zu
interagieren und die Autoprozessierung dieser Protease zu unterstiitzen. Caspase-9 initiiert
schlieffdlich die Aktivierung weiterer Caspasen (darunter CPP32/Caspase 3) durch Proteolyse,
die ihrerseits durch ihre Aktivitét den Zusammenbruch der Zelle in der oben beschriebenen
Weise bewerkstelligen (Adrain und Martin, 2001;Slee et a., 2001). Als Beispiel soll genligen,

daf3 die fur die Apoptose so charakteristische internucleosomale DNA Fragmentierung durch



die Caspase aktivierte DNase (CAD) durchgefuhrt wird. CAD wiederum ist konstitutiv durch
ein Inhibitorprotein (ICAD) inhibiert, welches durch Caspase 3 gespalten wird, um CAD zu
aktivieren (Enari et al., 1998;Sakahira et a., 1998). Dieses “kanonische” Modell der Apoptose
kann dlerdings nicht alle experimentellen Befunde erklaren; so haben Experimente mit
transgenen Méausen mit Inaktivierung der Gene fir Caspase 3 oder Caspase 9 gezeigt, dald es
in vivo durchaus zur Kompensation durch andere Caspasen kommen kann (Zheng et al.,
2000).

Abbildung 1.1: Biochemischer Mecha-
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1.3.3 Regulationsebenen der Apoptose

Caspasen werden als weitgehend inaktive Zymogene synthetisiert, dennoch besitzen sie eine
geringe Fahigkeit zur Autoprozessierung. Aus diesem Grunde ist es einsichtig, dal3 es eine
Klasse von Proteinen gibt, die as Inhibitoren der Caspasen fungiert: die IAP Proteine
(inhibitor of apoptosis proteins, Deveraux and Reed, 1999). Die ersten IAPs wurden in
Baculoviren identifiziert (Sugimoto et al., 1994;Xue und Horvitz, 1995;Bump et al., 1995)
und haben vermutlich die Aufgabe, die infizierten Zellen an der Apoptose zu hindern. Sie
enthalten eine charakteristische Proteindoméne: die BIR-Doméne (baculovirus inhibitor of
apoptosis related). Mit BIR-spezifischen Sonden gelang es, mehrere IAPs bel Saugern zu
klonieren (unter anderem IAP-1, IAP-2, XIAP). Es wurde gezeigt, dal3 eine Funktion von
Uberlebensfaktoren die Stimulation der Expression von IAPs ist (Wiese et a., 1999a).
Andererseits wurde Diablo/SMAC (Du et al., 2000;Verhagen et al., 2000) als ein Protein
identifiziert, das bei der Apoptose aus den Mitochondrien freigesetzt wird, um die 1AP-

vermittelte Inhibition von Caspasen wieder aufzuheben. Allerdings scheint die Freisetzung



von SMAC aus Mitochondrien wiederum abhangig von Caspasen und tber Bcl-2 inhibierbar
zu sein (Adrain et a., 2001). Es ist daher eher unwahrscheinlich, dal3 es einen linearen Weg
zur Apoptoseinduktion gibt, sondern eher ein Netzwerk von Wegen verschiedene pro- und
anti-apoptotische Signale integriert. Manche BH3-only-Proteine, wie Bid und Bad, werden
posttrandational reguliert. Bid wird nach Aktivierung von Fas durch Caspase-8 gespalten, und
erst das c-terminale Spaltprodukt tBid entfaltet die pro-apoptotische Wirkung (Luo et al.,
1998). Die Gegenwart von neurotrophen Faktoren fuhrt in cerebelldren Kornerzellen zur
Phosphorylierung von Bad (Datta et a., 1997). Durch diese Phosphorylierung wird Bad durch
14-3-3 Proteine im Cytoplasma gebunden und an der Interaktion mit Bax am Mitochondrion
gehindert (Datta et a., 2000).

1.4 Neurotrophe Faktoren, ihre Rezeptoren und Signaltransduktion

1.4.1 Neurotrophe Faktoren und ihre Rezeptoren

Inzwischen kennt man eine ganze Familie NGF-homologer Proteine, die Neurotrophine
(Barde, 1990). Es konnte gezeigt werden, dal3 BDNF (brain derived neurotrophic factor) und
NT-4 (Neurotrophin-4) neurotrophe Faktoren fir Motoneurone darstellen (Sendtner et al.,
1992a;Funakoshi et al., 1995). BDNF und NT-4 werden jedoch nicht im embryonalen Muskel
exprimiert und kommen daher nicht als Uberlebensfaktoren fir embryonale spinale
Motoneurone in vivo in Frage. CNTF (ciliary neurotrophic factor) ist ein potenter
Uberlebensfaktor fiir Motoneurone in vitro und in vivo (Sendtner et al., 1992b), wird aber in
postnatalen Schwannzellen und nicht im embryonalen Muskel exprimiert (Sendtner et al.,
1992c¢). Schliefdlich wurden in der Folge eine ganze Reihe neurotropher Faktoren fir
Motoneurone identifiziert bzw. gereinigt und kloniert (Tabelle 1.1). Mit den meisten dieser
Faktoren kann man degenerierende Neurone nach Lasionen im Tierexperiment retten. Von
diesen Faktoren spielen jedoch nur CT-1 (Cardiotrophin-1, (Pennica et a., 1996) und
vermutlich CLC (Elson et a., 2000) die Rolle eines neurotrophen Faktors fiir Motoneurone
wahrend der Phase des natirlichen Zelltods (Oppenheim et al., 2001). Der erste Rezeptor fir
NGF, der kloniert wurde, p75" '~ (Chao et al., 1986) hatte keinerlei Ahnlichkeit mit den
inzwischen bekannten Tyrosinkinaserezeptoren. Bis zur Entdeckung, dal3 das Protoonkogen
trkA einen solchen Rezeptor fur NGF darstellt, war es schwer zu verstehen, wie NGF seine
Wirkung in Zielzellen entfalten soll (Vetter et al., 1991;Kaplan et al., 1991). Wegen seiner
entfernten Ahnlichkeit mit dem TNFR-I gewann die Vorstellung an Popularitét, dai p75"""
sogar eher ein “Todesrezeptor” sei (Casaccia-Bonnefil et al., 1996;Frade et al., 1996).
Inzwischen ist bekannt, daR p75"™" und trkA zusammen einen hochaffinen Neurotrophin-
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rezeptorkomplex bilden (Green und Greene, 1986;Hempstead et al., 1991;Bibel et a.,
1999;Wiese et al., 1999b). Abgesehen von der Bindung der Neurotrophine an p75"™", binden
die Neurotrophine und die meisten anderen neurotrophen Faktoren an Wachstumsfaktor-
rezeptoren mit intrinsischer Tyrosinkinaseaktivitét (trkA, trkB, trkC, IGFI-R, FGF-R2, c-met,
c-ret). Davon unterscheiden sich die neurotrophen Zytokine, welche an zusammengesetzte
Rezeptoren aus gpl30 und LIFR, sowie entsprechende spezifitatvermittelnde Untereinheiten
binden. Rezeptoren von diesem Typ besitzen keine intrinsische, sondern eine assoziierte
Tyrosinkinaseaktivitat durch Januskinasen (JAK).

Tabelle 1.1 Neurotrophe Faktoren fir Motoneurone und ihre Rezeptoren

Neurotropher Faktor Rezeptor auf Motoneuronen

1. Neurotrophine

Brain derived neurotrophic factor (BDNF) p75" ", trkB

Neurotrophin-3 (NT-3) p75" ", trkC

Neurotrophin-4 (NT-4) p75" ", trkB

2. CNTF/LIF Genfamilie

Ciliary neurotrophic factor (CNTF)

gp130, LIFR, CNTFR-a

Leukemia inhibitory factor (LIF)

gp130, LIFR

Cardiotrophin-1 (CT-1)

gp130, LIFR, ?

Cardiotrophin-1-like-cytokine (CLC)

gp130, LIFR, CNTFR-a?, CLF

3. Hepatocyte growth factor/scatter factor (HGF) c-met

4. Insulin-like growth factors

Insulin-like growth factor | IGFI-R
Insulin-like growth factor 11 IGFII-R

5. Glial-derived neurotrophic factor und Homologe

Glial-derived growth factor (GDNF) c-ret, GFRal
Neurturin (NTR) c-ret, GFRa2
Artemin c-ret, GFRa3
Persephin c-ret, GFRa4
6. Fibroblast growth factors

FGF-2, -5, -9 und andere ? FGFR-2

(modifiziert nach Sendtner et a., 2000)




1.4.2 Signalwege, die durch neurotrophe Faktoren aktiviert werden

Alle beschriebenen Rezeptoren werden nach Ligandenbindung an bestimmten Tyrosinseiten-
ketten phosphoryliert. Diese Phosphotyrosinepitope stellen daraufhin spezifische Bindungs-
stellen fur Proteine dar, die Uber entsprechende Bindungsdomanen (SH-2 oder PTB-
Domanen) verfigen. Nach Bindung an den Rezeptor werden diese Bindungsproteine meist
selbst an Tyrosinresten phosphoryliert und/oder entfaten ihre Wirkung durch ihre
Lokalisation in der Néhe der Plasmamembran. Ein zentrales Paradigma der Signaltrans-
duktion stellt der Ras-Raf Weg dar, der von allen neurotrophen Faktoren aktiviert wird: Das
Adapterprotein Shc bindet ein Phosphotyrosinepitop am aktivierten Rezeptor und wird
darufhin selbst phosphoryliert, um eine Bindungstelle fir Grb2 darzustellen, welches in einem
Komplex mit Sos vorliegt. Sos ist ein Guaninnukleotidaustauschfaktor (GEF) fur Ras,
welcher sich schon an der Membran befindet. Aktiviertes Ras kann daraufhin die Raf Kinase
binden, die ihrerseits durch diese Bindung katalytisch aktiviert wird und ihre Effektoren, z.B.
MEK phosphoryliert. MEK phosphoryliert ERK und ERK aktiviert den Transkriptionsfaktor
CREB, der seinerseits Gene wie z.B. c-fos aktiviert (Sheng und Greenberg, 1990;Ginty et al.,
1994;Xia et a., 1996) oder auch zum neuronalen Uberleben beitragt (Riccio et al., 1999;
Abbildung 1.2).
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Abbildung 1.2: Klassische Signalwege der Neurotrophine. Die Neurotrophinrezeptoren der trk Familie sind
klassische Rezeptortyrosinkinasen, die durch Autophosphorylierung Bindungsstellen fir Signalmolekile
bereitstellen. Dargestellt sind die klassischen drei Signalwege: PLC bildet die second messenger Diacylglyzerin
und Inositolphosphat, die ihrerseits zur PKC Aktivierung und Ca?* Freisetzung aus intrazelluléren Speichern
fuhren. PI3-K fuhrt Uber eine Kinasekaskade zu Akt (PKB) Aktivierung und die Bindung von Grb/Sos an den
Rezeptor aktiviert den Ras/Raf-Weg. Schliefllich induzieren die meisten Signalwege Anderungen in der
Genaktivitat.



Erschwert wird das Verstandnis dieser Signalkaskaden durch Bifurkationen auf fast jeder
Ebene: Der Rezeptor bindet auRerdem PLCg, sowohl Shc als auch andere Adapterproteine
(z.B. FRS, IRS, GAB) konnen dieselbe Bindungsstelle am Rezeptor besetzen und es gibt
immer mehrere Mitglieder jeder Genfamilie (z.B. H-ras, K-ras, N-ras; A-raf, B-raf, c-raf-1).
Weiterhin hat jedes Signalmolekil mehrere Effektoren (Ras aktiviert unter anderem auch PI3-
K), MEK aktiviert auch RSKs.

Andererseits konvergieren mehrere Signalwege in einem Signalmolekil (Raf wird auch durch
Tyrosin- und Serinphosphorylierung reguliert). Folglich handelt es sich in Wahrheit nicht um
Signaltransduktionskaskaden, sondern um Netzwerke. Dazu kommt, dal3 jedes Signal auch
wieder abgeschaltet werden mufd und diese “Aus’-Schalter (GTPase-aktivierende-Proteine
(GAPs) und Proteinphosphatasen) selbst Teile von Signalwegen und vielfaltig regulierbar
sind. Schliefdlich mul3 man beriicksichtigen, dal3 die Lokalisation von Signalproteinen
ebenfalls eine Rolle fur ihre Aktivitdét und Regulation spielt: c-Raf-1 ist z.B. Teil des
Rezeptorkomplexes von trk-A in retrograd transportierten Endosomen (“signalling
endosome”, Howe et al., 2001), wahrend B-Raf ausschliefdich an mitochondrialen Mem-
branen lokalisiert zu sein scheint (G.Pel, Dissertation, Wirzburg 2001;Wiese et al., 2001).

1.4.3 Wie interferieren neurotrophe Faktoren mit dem Apoptosemechanismus ?

Cerebellare Kornerzellen lassen sich in relativ grof3en Mengen aus Nagetieren isolieren und in
hoher Reinheit préparieren. Man kann sie mit brauchbarer Ausbeute transfizieren, so dal3 sie
sich als Modell zur Untersuchung der Signaltransduktion in Neuronen sehr gut eignen. Vieles,
was im Detail Uber die Signatransduktion von neurotrophen Faktoren in Neuronen bekannt
ist, wurde mit cerebelldren Kornerzellen erarbeitet. Arbeiten aus dem Labor von M. Green-
berg haben gezeigt, daR die Uberlebenseffekte von IGF-I und BDNF in Kérnerzellen auf der
einen Seite unterschiedlich sind, sich aber teilweise (iberlappen: Der Uberlebenseffekt von
BDNF wird (iber zwei Wege vermittelt. Uber den Ras-Raf Weg kommt es zur Aktivierung
von CREB und schlieflich zur transkriptionellen Aktivierung von bcl-2. Uberexpression von
dominant negativen CREB Protein fuhrt zum Zelltod. Gleichzeitig fuhrt die Aktivierung des
Ras-Raf Weges aber auch zur Phosphorylierung von Bad tber RSK (Bonni et al., 1999). Der
Uberlebenseffekt von IGF-I, der wiederum mit einem PI3-K Inhibitor, LY 294007, ausge-
schaltet werden kann, fuhrt letztlich ebenfalls zur Bad Phosphorylierung. Interessanterweise
fuhrt BDNF aber zur Phosphorylierung von Serin 112, wéhrend 1GF-1 zur Phosphorylierung
von Serin 136 fuhrt. Somit konvergieren beide Wege in vitro auf dem selben Protein, aber
nicht auf derselben Phosphorylierungsstelle (Bonni et al., 1999). Sympathische und



sensorische Neuronen aus Hihnchen- und Mauseembryonen lassen sich durch Trituration
oder Mikroinjektion transfizieren. Es wurde gezeigt, dal3 NGF Uber die Aktivierung von
CREB zum neuronalen Uberleben beitragt (Riccio et al., 1999). Mit sympathischen Neuronen
konnte auch gezeigt werden, dal3 neurotrophe Faktoren die Expression von IAP Proteinen
regulieren (Wiese et al., 1999a), wobei der Transkriptionsfaktor NF-kB eine wichtige Rolle
spielt (Middleton et al., 2000) und eventuell Uber PI3-K aktiviert wird (Romashkova und
Makarov, 1999;Alonzi et al., 2001). PI3-K spielt auch eine Rolle bel der Phosphorylierung
und damit Inaktivierung von Bad (Datta et al., 1997) und des Transkriptionsfaktors FRHL-1,
der andernfalls zur Expression von FasL beitragt (Brunet et al., 1999). Motoneurone kann
man in vitro mit vielen Faktoren am Leben halten. Es stellt sich daher die Frage nach der
Spezifitat ihres Uberlebenssignals. Alle entsprechenden Rezeptoren haben die gemeinsame
Eigenschaft, dald sie zur Ras Aktivierung fuhren. Tatséchlich konnte man durch Transfektion
von priméren Motoneuronen des Hiihnchens mit konstitutiv aktivem Ras Protein (V12RAS)
diese Motoneuronen in vitro am Leben erhalten (Weng et a., 1996). Im Einklang damit wurde
gezeigt, dal’ embryonale sensorische und Motoneuronen der Maus absolut abhéngig von B-
Raf sind, unabhangig vom angebotenen neurotrophen Faktor (Wiese et al., 2001).
Motoneuronen konnen auch durch erhdhte cAMP Spiegel am Leben erhalten werden
(Hanson, et a., 1998). Es ist sehr wahrscheinlich, dald dieser Effekt tber RAPL und seinen
Effektor B-Raf vermittelt wird (York et a., 1998). Unterschiedliche Neuronentypen scheinen

also sowohl gemeinsame al's auch unterschiedliche Signalwege fiir ihr Uberleben zu brauchen.

1.5 Die Rolle des LIF-Rezeptors fiir das Uberleben von Motoneuronen

Der Rezeptorkomplex fir die neurotrophen Zytokine LIF, CNTF und CT-1 besteht wie oben
ausgefuhrt aus gpl30, LIFR-b (LIFR) und je nach Zytokin einem spezifischen a-Rezeptor,
der im Falle von CNTF Uber einen GPI-Anker an die Zellmembran gebunden ist (Davis et al.,
1991), und im Fale von CT-1 noch nicht bekannt ist (Stahl und Yancopoulos, 1994). Das
zuletzt entdeckte Zytokin CLC (Cardiotrophin-like cytokine) bindet den CNTFR-a nur
zusammen mit dem Korezeptor CLF/NR6 (Elson et a., 2000). Die Rolle, die gp130, LIFR,
CNTFR-a und NR6 fiir das embryonale Uberleben von Motoneuronen spielen, 143 sich aus
Genablationsstudien bei der Maus ersehen. Alle Mause mit entsprechender homozygoter
Inaktivierung eines dieser Gene sterben perinatal, wobel sie weder richtig atmen noch sdugen
(Alexander et a., 1999). Bel diesen Mausen fehlen bel der Geburt bis zu 40 % der Moto-
neurone in bestimmten Hirnstammkernen oder im Rickenmark (DeChiara et al., 1995;Li et
al., 1995;Nakashima et al., 1999). Im Gegensatz dazu findet man weder bel LIF -/- noch bei
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CNTF -/- Mausen einen Verlust von Motoneuronen bel der Geburt. Lediglich bei CT-1 -/-
Maéausen findet man eine moderate Zunahme des Verlusts von Motoneuronen wahrend der
Embryonalentwicklung (Oppenheim et al., 2001). Man nimmt an, da3 CLC der bisher
fehlende Ligand des CNTFR-a ist, der in der Embryonalentwicklung eine Rolle fiir das Uber-
leben der Motoneurone spielt, da die CLF/NR6 -/- Méause den selben Phénotyp wie die
CNTFR-a -/- Méuse haben. Die Genablationsstudien deuten darauf hin, da3 CNTF und LIF
vor alem postnatal eine Rolle spielen. Wéahrend die CNTF -/- Maus postnatal einen
progressiven Verlust von Motoneuronen aufweist (Masu et a., 1993), konnte gezeigt werden,
dal3 CNTF und LIF eine besondere Rolle nach Nervenlasionen spielen (Sendtner et al., 1996).
CNTF wird bel einer Nervenlasion aus Schwannzellen freigesetzt (Sendtner et al., 1992c;
Sendtner et al., 1997) und LIF wird an der Lasionsstelle produziert (Curtis et al., 1994). Beide
Zytokine werden nach der L&sion von Motoraxonen retrograd transportiert (Curtis et a.,
1993;Curtis et al., 1994). Weiterhin konnte mit CNTF der Krankheitsverlauf in pmn Mé&usen,
die an einer progressiven Motoneuronendegeneration leiden, verzogert werden (Sendtner et
al., 1992b;Sagot et a., 1995b) wadhrend GDNF im gleichen Mausmodell zwar den Tod,
jedoch nicht den Funktionsverlust der Motoneurone aufhalten konnte (Sagot et al., 1996).
Genauso konnte die Uberexpression von Bcl-2 zwar den Zellverlust, aber nicht den
Krankheitsverlauf bei pmn Mé&usen verzogern (Sagot et al., 1995a). Es stellt sich aso die
Frage, welche besonderen Eigenschaften die Signaltransduktion von CNTF gegeniber
anderen neurotrophen Faktoren hat, vor alem im Hinblick auf die Regeneration von
Neuronen. Die Bindung des Liganden induziert die Heterodimerisierung von gp130 und LIFR
und ihre nachfolgende Phosphorylierung an mehreren Tyrosinresten durch rezeptorassoziierte
JAK Kinasen (Stahl et al., 1994; Abbildung 1.3). Diese Phosphotyrosinreste (pY) fallen in
zwei Gruppen: Die am weitesten membranproximal gelegenen Tyrosine (pYIDV im LIFR,
und pYILV in gp130) werden von den beiden SH2-Domanen der Tyrosinphosphatase SHP-2
gebunden, die auRRerdem als Adapterprotein fir GRB2 fungiert. Die 7 weiteren SH2-
Domaénen-Bindestellen entsprechen Stat3 Bindungsstellen (pY XXQ); Lutticken et al., 1994,
Stahl et al., 1995). Stat3 (signal transducer and activator of transcription) ist ein Trans
kriptionsfaktor, der nach der Phosphorylierung am Rezeptor dimerisiert und in den Kern
trandoziert, um Gene zu aktivieren. Tatsichlich hat man gefunden, dal3 nach einer
Nervenlasion, in den axotomierten Motoneuronen Stat3 an Tyrosinresten phosphoryliert wird
(Haas et al., 1999;Schwaiger et al., 2000) und aktiviert bleibt, bis die Regeneration
abgeschlossen ist (Schwaiger et al., 2000). Der LIFR/gp130 Komplex aktiviert also direkt den
Ras-Raf Weg und Stat3.
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STATI Weg 3 RAS-RAF Weg

Abbildung 1.3: Signalwege, die an LIFR beginnen. Nach Ligandenbindung werden die Rezeptorunterein-
heiten gp130 und LIFR durch JAK Kinasen an Tyrosinresten phosphoryliert und es werden Bindungsstellen fir
Signalmolekiile wie SHP-2 und Stat3 geschaffen. SHP-2 bindet mit seinen zwei SH2-Doménen beide Rezeptor-
untereinheiten gleichzeitig und entfaltet zweierlei Wirkungen. Zum einen ist SHP-2 as Tyrosinphosphatase am
Rezeptor aktiv, andererseits wird SHP-2 auch durch JAK an einem Tyrosin phosphoryliert und bildet dadurch
eine Bindungsstelle fur den Grb/Sos Komplex, der seinerseits zur Ras-Aktivierung fihrt. An den Rezeptor
gebundenes Stat3 wird ebenfalls durch JAK phosphoryliert und kann daraufhin homo- oder heterodimerisieren.
Das Stat-Dimer wandert in den Zellkern und wird direkt transkriptionell aktiv. Die Rolle einer Serinphosphory-

lierung von Stats ist noch immer unklar.

Verschiedene Autoren haben gezeigt, da3 CNTF und verwandte Zytokine auch in
Motoneuronen den PI3-K Weg aktivieren, der fir das Uberleben in vitro und in vivo essentiell
sein soll (Nishimune et al., 2000;Dolcet et al., 2001). Diese Autoren nehmen an, dal3 CNTF
zur Stat3-abhangigen Expression von Reg-2 im Motoneuronen fiihrt und Reg-2 als autokriner
Uberlebensfaktor (iber einen bisher unbekannten Rezeptor zur Aktivierung von PI3-K fihrt.
Die Aktivierung von PI3-K wird alerdings auch durch Ret oder trk Rezeptoren vermittelt
(Soler et a., 1999). Es liegt also nahe, anzunehmen, dal? Stat3 noch andere Gene aktiviert,
deren Expression die Wirkung von CNTF von der Wirkung anderer neurotropher Faktoren
unterscheidet.

1.6 Die Rolle von Cytochrom C bei der neuronalen Apoptose

Nachdem gezeigt wurde, dal3 Cytochrom C bei der Apoptose aus Mitochondrien freigesetzt
wird und zur Ausfihrung der Apoptose in vitro notwendig ist (Kluck et al., 1997;Li et al.,
1997;Yang et al., 1997), wurde gefunden, dal3 auch die Injektion von Cytochrom C in sympa-
thische Neuronen dosisabhéngig zum Zelltod fuhrt (Deshmukh und Johnson, 1998).
Dieselben Autoren fanden aber auch, dal3 Cytochrom C nur dann Apoptose induzierte, wenn
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den Neuronen gleichzeitig NGF entzogen wurde: Diesen Zustand nannten sie “competence-
to-die”’, da die molekularen Grundlagen noch unklar waren. Es stellte sich jetzt die Frage, ob
Cytochrom C auch in vivo zur Ausfihrung der Apoptose notwendig war. Im Nervensystem
kommt es, wie oben ausgefihrt, zu extensivem Zelltod wahrend der Entwicklung und Méause
mit Inaktivierung der Gene fur Caspasen 3 und 9, sowie fir Apaf-1, zeigten Defekte bel der
Regulation des neuronaen Zelltods wahrend der Entwicklung (Kuida et al., 1996;Kuida et al.,
1998;Woo et a., 1998;Hakem et al., 1998;Y oshida et a., 1998). So stellte sich die Frage, ob
Cytochrom C in vivo fur die Regulation des neuronalen Zelltods notwendig ist.

1.7 Zielsetzungen:

Es ergaben sich fir die vorliegende Arbeit folgende Ziel setzungen:

(1) Deletion des Cytochrom C Genes in der Keimbahn der Maus und Untersuchung der
Auswirkungen des Fehlens von Cytochrom C auf die Entwicklung des Nervensystems.

(2) Mutation der Bindestellen fur SHP-2 und Stat3 im Gen fur den LIF-Rezeptor, um zu
untersuchen, welche Signalwege fiir das neuronale Uberleben in vivo entscheidend sind.

(3) Zelltyp-spezifische Genablation von Stat3, um auf einem alternativen Weg die Frage zu
kldren, welche Rolle Stat3 fiir das Uberleben von Motoneuronen in vivo spielt.

1.8 Abkturzungen und Nomenklatur:

Es gibt unterschiedliche Konventionen fir die Schreibweise von Genen verschiedener
Organismen. Gene werden bei C. elegans klein und kursiv geschrieben; bei der Maus wird der
erste Buchstabe grof3 geschrieben, beim Menschen alle. In dieser Arbeit beziehen sich die
Bezeichnungen auf verschiedene Arbeiten in unterschiedlichen Organismen (meist Taufliege,
Huhnchen, Maus, Ratte und Mensch); daher wurden die Abkirzungen fir Gene und Proteine
immer wie in der Erstbeschreibung geschrieben, unabhangig davon, auf welchen Organismus
sich der Text bezient. Der Kirze wegen werden fir Gene und ihre Produkte nur ihre
Abkirzungen verwandt und nur fir ausgewahlte Gene der volle (und meist ungebrauchliche)
Name im Text erwahnt.

ALS Amyotrophe Lateralsklerose

Apaf Apoptotic protease activating protein
Bad bcl-2 associated death promoting

Bak Bcl-2 homol ogous antagonist/killer
Bim BCL2 interacting mediator of cell death
Bcl-2 B cell lymphoma

BDNF brain derived neurotrophic factor

12



CAD
CLC
CLF
CNTF
CNTFR-a
CREB
CT-1
DAG
ERK
ES-Zellen
GDNF
gp130
HRK
IAP
ICAD
IGMBP2
JAK

LIF
LIFR
NGF
NT-3/NT-4
PI13-K
PLC

Ras
Reg-2
RSK

RT
SHP-2
SMA
SMAC
SOD1
Sos
STAT
TRK

caspase activated DNase
cardiotrophin like cytokine

cytokine like factor

ciliary neurotrophic factor

CNTF receptor-a

CAMP responsive element binding protein
cardiotrophin-1

diacylglycerol

extracellular signal regulated kinase
Embryonale Stammzellen

glial cell line derived neurotrophic factor
glycoprotein with 130 kD

harakiri

inhibitor of apoptosis protein
inhibitor of CAD

immunoglobulin mu binding protein
janus kinase

leukemia inhibitory factor

L IF-receptor

nerve growth factor

neurotrophin 3/neurotrophin 4
phosphoinositol-3-kinase
phospholipase C

rat sarcoma

regenerating protein

ribosomal S-protein kinase

Reverse Transkriptase
SH-containing phosphatase-2
Spinale Muskelatrophie

second mitochondria derived activator of caspases

Cu,Zn dependent superoxide dismutase

son of sevenless

signal transducer and activator of transcription

tropomyosin receptor kinase
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2. Materialien und Methoden

2.1 Chemikalien

2.1.1 Salze, Lésungen und Enzyme

Grundchemikalien in héchster Reinheit wurden von Merck und Sigma bezogen.

Trizol Life Technologies, Gaithersburg, MD
Glykogen 20 pg/ml Invitrogen
3-Triethoxysilylpropylamin Merck, Darmstadt

Silan #35130 Serva

TissueTek (OCT) Sakura, Zoeterwoude, NL

DABCO Merck

Aquatex Merck

DAKO Substrat (NCIP/NBT) DAKO, Hamburg

Restriktionsenzyme wurden von NEB und Fermentas bezogen.

Weitere Enzyme

T4 DNA Ligase Fermentas
Shrimp Alkalische Phosphatase Roche
Tag-Polymerase Genecraft-Natutec
T3 RNA Polymerase NEB

Bakterienmedium LB
10g Trypton, 10g NaCl, 5g Hefeextrakt pro Liter Wasser, sofort autoklavieren.

L 6sungen fir die Zellkultur

wurden von LifeTechnologies, Gaithersburg, bezogen:
Neurobasalmedium, Hank’s balanced salt solution (HBSS), B27 Zellkultursupplement,
Glutamax.
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2.1.2 DNA Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden von MWG, Ebersberg oder Life Technologies, Gaithersburg gekauft.

2.1.2.1 Oligonukleotide fur das Cytochrom C Projekt

CYCyl
CYC-x1
diagn3revl
Bamcyt3rev
Specyt3fwd
cytcRP3
cytcFP4l
cytcRP4
cytcFP2
3'neo

5 -CAC AAT ATG GAC AGA AGG GAT GCG AATCTAG-3

5-GACACT TACGACAGG CCT TAGGACG-3
5 -GCC ATA AAT ACA GCA GCCATT AGG-3
5-CGG ATC CGC AAGCAGATCAGCTAGAG-3
5-GACTAGTGGTTT ATG TAT GAT ATC-3
5'-GCA GAT CAA CTA TAA AGA AGT G-3
5-TGC CAA CAA GAA CAA AGG TAA C-3
5-CCA GGT GAT GCC TAA ACA GA-3

5-GGA AGT GACTTT AAT CGG CAG-3

5-GAT TCG CAG CGCATCGCCTT-3

2.1.2.2 Oligonuklectide fiir die NFL-Cre und Stat3 Projekte

NFL-Seq
pMC-Cre
Cre2f

Crelr

Z3

AG2
mStat3e22fwd
mStat3e23rev
mStat3el6fwd
mStat3el7rev
mStat3e21fwd
mStat3e23rev2
mStat3a
mStat3b
mStat3c
STATIoxP

5'-TCG CAG GCT GCG TCA GGA G-3

5-GGT ATGCTC AGA AAA CGC C-3
5-ACGACCAAGTGA CAGCAATG-3

5-CTC CCA CCG TCA GTA CGT GAGAT-3
5-GGCCTCTTC GCT ATT ACG-3

5-CTGCTA ACCATGTTCATG CC-3

5'-CCT GAA GAC CAA GTT CAT CTG TGT GAC-3
5-CAC ACA AGC CAT CAAACT CTGGTCTCC-3
5-CTCCTT GCC AGT TGT GGT GAT C-3

5-TGG CGG CTT AGT GAA GAA GTT C-3

5-GTC TCCACT TGT CTA CCT CTA-3

5-CTG AGG GCT CAG CACCITT-3

5-AGC AGC TGA CAA CGC TGG CTG AGA AGC T-3
5-TTGCTGCTCTCG CTG AAG CGC AGT AGG-3
5-ATCGCCTTCTAT CGCCTT CTT GAC GAG-3
5 -GAT TTGAGT CAG GGA TCC ATA ACT TCG-3
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bcl-xlantisense

bclxlsense
bcl2fwd
bcl2rev
bcl-wfwd
bcl-wrev
baxfwd
baxrev
mReg2fwd
mReg2rev
mefas
mefs
SOD4A
SOD4B

5-CGG CTCTCG GCT GCT GCA TT-3

5-AGG CTG GCG ATG AGT TTG AA-3

5-CTT TGT GGA ACT GTA CGG CCC CAG CAT GCG-3
5-ACA GCCTGCAGCTTT GTT TCA TGG TACATC-3
5-GAA TTC ATG GCG ACC CCA GC-3

5-TAGACT TTCTCA CTT GCT AGC-3

5-TGG AGC TGC AGA GGA TGA TT-3

5-AAG TTG CCA TCA GCA AACAT-3

5-AGG AGA AGA CTCTCC GAA G-3

5-TTA ACCAGT AAATTT GCA G-3

5 -CAA CAA TCA GGA CAGCACACT C-3

5'-ACA CGT AGA TTC CGG CAA GTC-3

5 -CAT CAGCCCTAATCCATCTGA-3

5-CGC GACTAA CAA TCA AAGTGA-3

2.1.2.3 Oligonukleotide fur das LIFR Projekt

mLIFRe21fwd
mLIFRe21rev
mLIFRe20fwd
mLIFRe20rev
EcoL IFRi19fwd
diagnFQPQrev
diagnFIDVrev
diagnFRPQrev

5-CTT AAGACA TTG GAA ATG AAC-3

5 -GAT TTA GGA GAG TCT TCG TCT-3

5-CTT TAT TTG AAG GAT TAA GG-3

5-GAT TACCTC GCA GACGCT C-3

5-GGA ATT CTA TCG GAA GCG AGA ATG GT-3
5-CTT TGG CTT GCG GCT GGA-3

5'-ACA TGG ACT GCA CAT CGA TAA-3
5-TACATT GGC CTG AGG TCT AAA-3

5’-phosphorylierte Oligonukleotide fur die Mutagenese:

BamKO
XbatoXho
Y IDVmut2
FQPQmMut
FKPQmut
FRPQmut

5-CACCACAGGGTCCACGTCCTIGC-Z3

5-TCG GCA GCT CTCGAGTTCACA TC-3

5 -ACT GCA CAT CGA TAA ACA CCA CCT GGG A-3
5-GGC TTG CGG CTG GAA CAT GGA CTG CAC-3

5 -CAT CTG CGG CTT GAA GCC TGC CACCAC-3
5-GGC CTG AGG TCT AAA ACC GGC GGT CTT-3
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2.1.3 Antikorper

anti-Digoxigenin-AP, Fab Fragmente Roche

anti-p75" "~ Antikdrper, monoklonal Chemicon

anti-Fas Antikorper Jo2 BD-Pharmingen

anti-cytochrom C Antikorper 7H8.2C12 BD-Pharmingen (nur fir denat. Protein)
anti-cytochrom C Antikorper 6H2.B6 BD-Pharmingen (nur fur natives Protein)
anti-phospho-Stat3 (Y 705); #9131 NEB

anti-phospho-Stat3 (S727); #9134 NEB

anti-Cre Rekombinase, polyklonal Eurogentec-BAbCo

anti-Cre Rekombinase, monoklonal 7.23 BADbCo

anti-Cre Rekombinase, polyklonal Novagen

anti-Cre Rekombinase, monoklonal Chemicon

2.1.4 Genomische DNA Bibliothek

Maus Embryonale Stammzell-DNA Bibliothek (129Sv); Release | in pBeloBAC11, von
Genome Systems, St.Louis, MO

2.1.5 “Kits” fur die Molekularbiologie

Qiagen: Mini-Spin
Maxi
Gel Extraction Kit
Promega: Altered Sites || Mammalian Mutagenesis System
Roche: DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7)
Pharmacia: Random priming labeling Kit
Life Technologies: Superscript 11 RT-PCR Kit
Clontech: T-Cloning Kit mit pT-Adv
Advantage HF-PCR Kit
Perkin Elmer: Big Dye Terminator

2.1.6 Bakterienstamme, Mauslinien und Zelllinien

Escherichia coli Stimme:

Mit Verwendung und wichtigem Genotyp:

DH5a endA1,recAl,hsdR17(r,my"), gyrA96 Standardklonierungen

JM109 endA1,recAl,hsdR17(rc,my"), gyrA96 Klonierungen mit pALTER-MAX
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ES1303 mutS201::TN5S Ortsspezifische Mutagenese

BB4 supF
Y 1090 SupF
Maudlinien:

C57BL/6, Inzuchtstamm

CD-1, Auszuchtstamm

StatSrox/rox StatSWt/KO

NFL-Cre #50

AlacZR

| -Phagen Wirt
| -Phagen Wirt

Charles River, Sulzfeld, und Eigenzucht; Embryodonoren;
genetischer Hintergrund fir Cytochrom C transgene Mause.
Charles River, Sulzfeld, und Eigenzucht; Rezipienten fur mit
Stammzellen injizierte Blastozysten; genetischer Hintergrund
fur NFL-Cre und Stat3.

von S.Akira, Osaka (Takeda et al., 1997;Takeda et al., 1998),
auf Agouti-Hintergrund erhalten, rickgekreuzt auf CD-1
(hellgraue Fellfarbe).

etabliert in der Klinischen Forschergruppe Neuroregeneration
auf CD-1 Hintergrund.

lacZ Reportermaus fur Cre-transgene Mauslinien von A.Berns,
Amsterdam (Akagi et a., 1997) auf CD-1 und C57BL/6 Hinter-
grund.

Maus Embryonale Stammzelllinien:

E14 129/0OlaHsd

(Hooper et a., 1987).

R1  129SvxC57BL/6

von A. Smith, Centre for Genome Research, Edinburgh, UK

von A. Nagy, Samuel Lunenfeld Research Institute, Toronto,

Kanada (Nagy et al., 1993).

2.2 Methoden der Molekularbiologie

2.2.1PCR

Soweit nicht anders angegeben, wurden PCR Reaktionen in einem Volumen von 30 pl

angesetzt. Die Konzentrationen der Primer waren 0,3 uM, der Desoxynukleotidtriphosphate

0,2 uM und Tag-Polymerase wurde mit 1 U pro Ansatz eingesetzt. Die Menge an DNA

variierte zwischen 10 und 300 pg. Primer wurden alle nach folgenden Regeln abgeleitet: erste

und letzte Base eine Pyrimidinbase, ein GC-Anteil von 30-45 % und eine Lange von 18-21
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Basen. Fast alle PCR Reaktionen konnten daher mit einer Hybridisierungstemperatur von 55-
59 °C durchgefuihrt werden. Die Verlangerungszeit (bei 72 °C) wurde mit 1000 Basen pro
Minute fUr jedes Produkt angepald, wobel die Verlangerungszeit nie unter 30 Sekunden lag.
Alle Denaturierungsschritte (94 °C) dauerten ebenfalls 30 Sekunden.

2.2.2 RNA Isolierung und Reverse Transkription

Gesamt-RNA aus Gewebe oder Zellkultur wurde mithilfe des Trizol Reagens entsprechend
der Anleitung des Herstellers prépariert. In Kirze: Das Gewebe oder die Zellen wurden in 1
ml Trizol lysiert und in Glashomogenisatoren 5 Minuten von Hand homogenisiert.
Entsprechend der Anleitung wurde mit Chloroform eine Phasentrennung durchgeftihrt und
nach Zentrifugation die klare wéassrige Phase abgenommen und mit Isopropanol versetzt. Als
Falunghilfe fir die RNA wurden 20 pug Glykogen zugegeben. Nach der Zentrifugation wurde
das RNA-Glykogenpellet mit 70 % Ethanol gewaschen und in RNase-freiem Wasser gel0st.
Die Konzentration wurde spektrophotometrisch bei 260 nm bestimmt (1 ODogo entspricht 40
pg/ml RNA).

100 ng Gesamt-RNA pro 10 pl wurden mit Superscript 11 Reverse Transcriptase und random
hexamer Primern entsprechend der Anleitung des Herstellers revers transkribiert. Nach
Verdau der RNA durch RNase H konnten die Proben direkt fir die semiquantitative PCR
eingesetzt werden.

2.2.3 Semiquantitative RT-PCR

Die Zyklenzahlen fir alle semiquantitativen RT-PCRs wurden empirisch festgelegt, indem
Plasmide mit kloniertem PCR-Produkt in Verdinnungen von 0,15 bis 150 fg pro Ansatz
mitamplifiziert wurden. Die Zyklenzahl, bel der die RT-PCR Produkte Ausbeuten im Bereich
des Standards gaben und dieser in diesem Bereich linear war, wurden fir weitere Messungen
verwendet, wobel drei Standards geeigneter Verdinnung zum Vergleich immer mit einge-
schlossen waren.
PCR Produkte wurden auf 1,5 %igen Agarosegelen aufgetrennt und mittels Southern Blot auf
Nitrozellulosemembranen Ubertragen (siehe dort). Die PCR Produkte wurden mit radioaktiven
Sonden (das gleiche PCR Produkt) hybridisiert und resultierende Autoradiogramme mit dem
Fuji BAS Reader und AIDA Software ausgewertet. Die Signale waren nach wenigen Stunden
Exposition jeweils schon auswertbar.
Normalisiert wurden ale Ergebnisse mit einer gleichzeitig durchgefiihten Elongationsfaktor
1-spezifischen RT-PCR.
Primerkombinationen, Hybridisierungstemperaturen, Produktgrofien
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und Zyklenzahlen fir die verschiedenen getesteten Gene kénnen der folgenden Tabelle

entnommen werden:
Primer 1 Primer 2 Hybridisierungs- | GroReinbp | Zyklenzahl
temperatur in °C
*Cre2f Crelr 58 265 30
* Act-f Act-r 58 539 30
mStat3e22fwd | mStat3e23rev2 56 150 30-35
*mStat3e21fwd | mStat3e23rev2 56 241 (wt)/198 35
(De22)

mEFs mEFas 55 350 25-30
mReg2fwd mReg2rev 53 750 23-30
bcl-2fwd bcl-2rev 55 250 22
baxfwd baxrev 55 95 35
bcl-wfwd bcl-wrev 55 780 22
bcl-Lsense bcl-xLantisense 60 336 24

*: nur qualitativer Nachwels.

2.2.4 Southern Blot/Hybridisierung einer genomischen BAC-Library

Fur Southern Blots wurden 5-7 pug genomischer DNA pro Spur auf 0,8 % Agarosegelen mit
280 Vh aufgetrennt. Die DNA wurde dann 10 Minuten mit 0,25 N HCI depuriniert, mit
Wasser gewaschen und in 0,4 N NaOH Uber Nacht mittels Kapillartransfer auf eine Nitrocel-
lulose Membran (Hybond N+; Amersham) tbertragen. Die Membran wurde dann mit 2 x SSC
neutralisiert, getrocknet und bei 120 mJcm? (254 nm) im Stratalinker (Stratagene) mit der
Membran quervernetzt.

Als Sonden dienten in der Regel PCR Produkte (80 ng), die mit dem Random priming
labeling Kit von Pharmacia unter Verwendung von 32P-adCTP radioaktiv markiert wurden.
Southern Blots oder die Filter der genomischen Bibliothek wurden in Church Puffer (7 %
SDS, 0.5 M Na-Phosphatpuffer; pH 7,4) bei 65 °C eine Stunde vorhybridisiert. Dann wurde
die Sonde denaturiert in den Hybridisierungspuffer gegeben und tber Nacht hybridisiert. Der
Hybridisierungspuffer wurde dann abgegossen und durch 2 x SSC 0,1 % SDS fur 5 Minuten
ersetzt. Dann wurde mit der gleichen Losung 40 Minuten bei 55 °C gewaschen und danach
nochmals ebensolange mit 0,2 x SSC, 0,1 % SDS. Die Membranen wurden dann in Saran
Folie eingeschlagen und die Autoradiogramme entweder mit Rontgenfilm (Kodak X-Omat)

oder den Phosphorimager Image Plates aufgenommen.
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2.2.5 Western Blot

Gewebe wurden frisch in flissigem Stickstoff eingefroren und bei — 80 °C gelagert. Extrakte
wurden durch Zerstof3en unter Kihlung mit flissigem Stickstoff und anschlief3endem Lésen
in RIPA Puffer hergestellt. Proteinkonzentrationen wurden nach der Bradford-Methode
(BioRad) gemessen. SDS-Gelelektrophorese und Detektion wurden nach den Angaben der
Hersteller der Antikorper durchgefihrt.

2.2.6 Klonierungen

Restriktionsansitze:

Analytische Ansdize enthielten typischerweise 100-300 ng Plasmid in 10 pl. Weiterhin
enthielt der Ansatz 1 pl des entsprechenden Enzympuffers (10x) und 1-5 U Restriktions-
enzym. Diese Ansédtze wurden 30 Minuten bei 37 °C inkubiert, mit Ladepuffer versetzt und
mittels Agarosegelen analysiert.

Préparative Ansédize enthielten bis zu 3 pg Plasmid in 30 ul, Restriktionspuffer und 30 U
Restriktionsenzym. Die Ansatze wurden Uber eine Stunde bel 37 °C inkubiert. Oftmals schlof3
sich die Elution eins DNA Fragmentes aus einem Agarosegel an. Hierzu wurde das Qiagen
Gelextraction Kit verwendet und der Anleitung des Herstellers gefolgt. Sollte nur das
Restriktionsenzym entfernt werden, so wurde die Probe direkt in 3 Volumen Puffer PB auf die
Saule aufgetragen, mit PE gewaschen und in EB (10 mM Tris pH 8,5) eluiert.

Die DNA Konzentration wurde jeweils photometrisch bel 260 nm bestimmt (1 ODyg ent-
spricht 50 pg/ml DNA).

Dephosphorylierung mit Shrimp Alkalischer Phosphatase (SAP):

Wurden Plasmide nur mit einem Restriktionsenzym linearisiert, so wurden etwa 100 ng
gereinigtes Plasmid in 10 pl 1x SAP Puffer mit Boehringer SAP 60 Minuten bei 37 °C
dephosphoryliert. SAP kann durch Erhitzen auf 68 °C fur 15 Minuten hitzeinaktiviert werden.
Ligationsansétze:

Ligationen wurden mit 20-100 ng Vektor DNA und einem dreifachen molaren UberschuB zu
klonierendem Fragment in 10-15 pl Ansétzen mit T4-DNA Ligase bel 15 °C Uber Nacht
ligiert. 2-5 pl der Ligationsansétze wurden dann mittels 45 Sekunden Hitzeschock in IM 109
E. coli Bakterien transformiert.

PCR-Klonierungen:

PCR Produkte wurden mittels A/T-Cloning in pT-Adv (Clontech) gemal3 der Anleitung des

Herstellers kloniert.
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2.2.7 Plasmidpréaparationen

Plasmide aus E. coli wurden mit Kits der Firma Qiagen prapariert. Entsprechend der
Kulturgrofzen wurden das Mini Spin Kit (maximal 10 pg Plasmid aus 1,5 ml Kultur) oder das
Maxi Kit (bis zur 600 pg aus 100 ml Kultur) verwendet.

BAC DNA wurde gemd? der Angaben des Herstellers (Genome Systems) durch
Phenol:Chloroform Extraktion und Ethanolprézipitation wie bei | -Phagen beschrieben
extrahiert. Die DNA wurde durch “Spot-Dialyse” auf einem schwimmenden Millipore Filter
(0,2 pm; Nitrozellulose) entsal zt.

2.2.8 | -Phagen Infektion und Pré&paration

Bel alen Schritten mit | -Phagen wurden Protokolle aus Sambrook et al. (1989) moglichst
genau eingehaten. Von Dr Austin Smith, Centre for Genome Research, Edinburgh,
tibernahmen wir einen | -Klon (I -M2 1,3 x 10° pfu/ml) mit einem Fragment des murinen
LIFR Gens (Chambers et al., 1998), das fur den Bau von Vektoren zur Veranderung des LIFR
Gensin der Maus verwendet werden sollte.

Propagation von | -M2:

5 ml Vorkulturen mit BB4 und Y 1090 E.coli Bakterien wurden in LB in der Gegenwart von
10 mM MgSO; und 10 mM Maltose Uber Nacht vorbereitet. Der Rezeptor des | -Phagen,
lamB, ist ein Maltosetransporter, der nur in Gegenwart von Maltose exprimiert wird und zur
Phagenbindung Mg®* benétigt.

Plattenlysate wurden hergestellt, indem 200 pl Bakterien (ODggo von 0,5) mit 2 pl einer
1:1000 Verdunnung Phagen (1000 pfu) infiziert wurden. Nach 30 Minuten Inkubation bei
Raumtemperatur und ohne Schiitteln wurden die Bakterien in 5 ml Top Agar (mit Maltose
und Magnesium) bei 42 °C plattiert. Am Tage danach wurden Plattenlysate und Plaquelysate
(Sambrook et al 1989; Band 12.63 und 2.65) zur Lagerung hergestellt, die jedoch nicht wieder
gebraucht wurden.

Préparation von | -Phagen

Mit den Vorkulturen wurden 250 ml Kulturen (BB4 und Y 1090) in LB mit Magnesium und
Maltose angeimpft und das Wachstum der Bakterien spektrophotometrisch verfolgt. Bei einer

ODsoo von ungefahr 0,5 wurden die 250 ml Kulturen mit jeweils 200 pl Phagen infiziert.
Nach 30 Stunden Kultur wurden die lysierten Bakterienkulturen mit 10 ml Chloroform fiir 30
Minuten bei 37 °C geschittelt. Dann wurden 25 pl DNase | (10U/ul) und 25 pl RNase |
(20mg/ml) zugegeben und weitere 30 Minuten bei 37 °C geschittelt. Nach Zugabe von NaCl
fur eine Endkonzentration von 1 M, wurden die Phagenldsungen fur eine Stunde auf Eis
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gestellt. Die Losungen wurden danach durch Zentrifugation bei 10.000 U/min (T19-
Beckmann) bei 4 °C fir 12 Minuten geklart und die Uberstdnde mit PEGS000 (10 %
Endkonzentration) im Kuhlraum Uber Nacht gefdlt. Die Phagensuspension mit PEG8000
wurde nochmals bei 10.000 U/min im T19 Rotor bei 4 °C fur 15 Minuten zentrifugiert und
der Uberstand abgenommen. Das Phagenpellet wurde in 2 ml SM Puffer gelost und in 4
Aliquots aufgeteilt.

Préparation von DNA aus | -Phagen

Die 500 ul Aliquots wurden mit jeweils 10 pul Proteinase K (10mg/ml) und 25 pl SDS (10%)

bei 65 °C fur eine Stunde inkubiert, um die Phagenhiille abzubauen. Nach zweifacher
Phenol:Chloroform Extraktion wurde die Phagen DNA mit 0,3 M Natriumacetat pH 4,5 und 2
Volumen Ethanol gefdlt und mit 70 % Ethanol gewaschen und getrocknet. Die DNA wurde
in 200 pl TE aufgenommen und enthielt 5-6 pg/ul DNA.

2.2.9 Extraktion von genomischer DNA aus Gewebe

Mausschwanzspitzen oder andere Gewebestiicke wurden in 500 pl Lysispuffer (10 mM Tris/
HCl pH 7,5; 0,1 M EDTA; 0,15 M NaCl; 0,5 % SDS) mit 15 pl Proteinase K (10 mg / ml)
Uber Nacht bei 55 °C im Thermoschuittler lysiert. Das Lysat wurde mit 430 pl SDS (5 %) und
170 pl NaCl (3M) vermischt, bevor 750 pl Chloroform zugegeben wurden. Nach 30 Sekun-
den Schitteln wurden die Suspensionen fir 15 Minuten bei Hochstgeschwindigkeit (14.000
U/min) in einer Tischzentrifuge zentrifugiert und die Oberphase nochmals zweimal mit
Chloroform extrahiert. Die genomische DNA wurde aus dem Uberstand mit zwei Volumina
Ethanol geféllt und die DNA Flocke direkt, das heil3t ohne Zentrifugation, in 70 % Ethanol
Uberfiihrt und gewaschen. Nach Zentrifugation wurde das DNA Pellet an der Luft getrocknet
und nach 5 Minuten in 10 mM Tris pH 8,5 gel 6st.

2.2.10 Ortsspezifische Mutagenese

Die ortsspezifische Mutagenese des murinen LIFR Gens und der cDNA wurde genau der
Beschreibung des Promega Altered Sites Il Kits folgend durchgefihrt. Dazu wurde die cDNA
des murinen LIFR aus pBluescript LIFR (von lan Chambers, Centre for Genome Research,
Edinburgh) mit EcoRI und Notl in pALTER MAX in Expressionsrichtung einkloniert.
Entsprechend wurde das genomische 3kb LIFR Fragment (enthalt Intron 19, Exon 20, Intron
20 und einen Teil von Exon21 bis zur BamHI Stelle) mit EcoRI und BamHI und das 4,5 kb
BamHI Fragment (enthé@lt Exon 21 ab der BamHI Schnittstelle und den 3'UTR) in gleicher
Richtung in pALTER MAX einkloniert. Da die Orientierungen beider Fragmente gleich
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waren, konnten die gleichen Oligonukleotide fir die Mutagenese der cDNA und der geno-
mischen DNA verwendet werden.

Die Mutagenese mit Oligonukleotiden wurde gewdahlt, weil sowohl cDNA als auch ein geno-
misches Fragment mutiert werden sollten, was hierdurch parallel durchgeftihrt werden konnte.
Weiterhin konnten auf diese Weise mehrere Mutationen simultan eingeftihrt werden.

2.2.11 DNA Sequenzierung nach der Didesoxymethode

Zur Sequenzierung von Plasmiden wurden etwa 300-600 ng DNA, 10 pmol Primer und 2 pl
Big-Dye Mix in 20 pl Volumen eingesetzt Zur Sequenzierung von PCR Produkten wurden
10 ng/100 bp DNA, 10 pmol Primer und 2 p Big-Dye Mix in 20 pl eingesetzt. Das Programm
der PCR Maschine lief folgendermal3en ab: 3 Min. 96 °C; 30x (15 Sek. 96 °C;15 Sek. 58 °C;
4 Min. 60 °C); 5 Min 60 °C; Halten bei 15 °C.

Die PCR Produkte wurden Uber Sephadexsaulchen gereinigt und auf einem Applied
Biosystems 373 Sequencer analysiert.

2.3 Zellkultur

2.3.1 Embryonale Stammzellen

2.3.1.1 Kultur von ES-Zellen
Embryonale Stammzellen (ES-Zellen) wurden nach den Standardprotokollen des Labors

kultiviert.

2.3.1.2 Ernte von ES-Zellen fir das Screening mit PCR

Sobald die Zellen in 96 well Platten fast konfluent waren, wurden sie mit Trypsin/EDTA
abgel6st und in 200 pl Medium vereinzelt. 100 pl der Zellsuspension wurden in einer 96 well

Platte in Gefriermedium weggefroren. Fir das Cytochrom C Projekt wurde die andere Halfte
der Zellen in 1,5 ml Eppendorfgefal3e Uberfihrt und bei 3000 rpm abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und die Zellen in 30 pl Wasser suspendiert und fur 5-10
Minuten gekocht. Danach wurden 3 pl einer 2mg/ml Proteinase K L6sung dazugegeben und
die Zellen bel 50 °C im Heizblock Uber Nacht inkubiert. Die Proteinase K wurde durch
Inkubation fir 15 Minuten bel 95 °C inaktiviert und das DNA Lysat bel —20 °C bis zur
Analyse eingefroren.

Fur das LIFR Projekt wurden die vereinzelten ES-Zellen mit der Mehrkanal pipette in 96 well
PCR Platten (PegLab, Erlangen) Uberfihrt und bel 3000 rpm im Schwenkrotor abzentri-
fugiert. Alle weiteren Schritte wurden wie oben beschrieben in diesen PCR Gefél3en durch-
gefuhrt.
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2.3.1.3 Ernte von ES-Zéllen fir die Isolierung von genomischer DNA

ES-Zellklone, die mit PCR positiv getestet waren, wurden aufgetaut, vermehrt und dann in
mit Gelatine beschichteten 6 well Platten kultiviert. Waren die Zellen fast konfluent, wurde
das Medium abgenommen, die Zellen in PBS zweima gewaschen und mit 500 pl Lysispuffer

lysiert.

2.3.2 Kultur von embryonalen Motoneuronen der Maus

Der Tag nach der Paarung (Vaginapfropf) wurde als Tag 1 der Embryonalentwicklung
festgelegt. Embryonale Motoneurone wurden entweder an Embryonaltag 12 (E12) oder E14
prapariert. Dazu wurde die trachtige Maus mit Ather betaubt und durch Genickbruch getotet.
Das Muttertier wurde &uf3erlich mit 70 % Ethanol desinfiziert und die Bauchdecke getffnet.
Die beiden HOrner der Gebarmutter wurden am Stiick aus der Mutter entnommen und die
Fruchtblasen prépariert. Die Embryonen wurden einzeln aus der Fruchtblase genommen, der
Schwanz oder Kopf zur Analyse des Genotyps abgetrennt und in Lysispuffer zur DNA Ex-
traktion gesammelt. Danach wurde das Rickenmark mit zwei spitzen Pinzetten am Stlick
entnommen und in HBSS Uberfihrt. Nachdem die Glia limitans abgezogen war, wurde das
Rickenmark in 180 pl HBSS auf Eis gestellt, bis ale Embryonen prépariert waren. Nach
Zugabe von 20 ul 1 % Trypsin wurden die Gewebe 15 Minuten bei 37 °C verdaut und mit 20
pl 0,1 % Trypsininhibitor abgestoppt. Die Zellen wurden sechsmal durch eine gelbe Pipetten-
gpitze trituriert und in 800 p Neurobasalmedium in 24 well Platten suspendiert, die vorher mit
10 ng/ml anti-p75"™® Antikérper (in 10 mM Tris pH 8,0) fir 2 h bei Raumtemperatur be-
schichtet worden waren. Nicht gebundene Zellen wurden durch dreimaliges Waschen mit 500
pl warmem HBSS entfernt. Die gebundenen Motoneurone wurden mit 800 pl Depolarisa-
tionsésung (30 mM KCl; 0,8 % NaCl) abgelost und mit 2 ml Vollmedium (Neurobasal-
medium, B27 Supplement, Glutamax, 10 % Pferdeserum) suspendiert und bei 400 g fur 5
Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde bis auf etwa 200 ml abgenommen, die Zellen
suspendiert und in einer Neubauer Zéhlkammer gezéhlt. Ungeféhr 3000 Motoneurone wurden
pro Vertiefung auf Nunc 4 well Platten in 100 pl Vollmedium plattiert, die vorher mit Poly-
D,L-Ornithin (0,5 mg/ml in 0,15 M Boratpuffer pH 8,35) und danach mit Laminin (2,5 pg/ml
in HBSS) beschichtet worden waren. Nach etwa einer Stunde hatten sich die Zellen abgesetzt
und neurotrophe Faktoren wurden zugegeben. Nach 2-3 Stunden wurden adhérende, im
Phasenkontrast dunkle Zellen mit hellem Rand in 3-5 Feldern als Ausgangswert gezéhlt. Das
Medium wurde am Tag nach der Kultur und dann an jedem zweiten Tag ersetzt.
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2.4 Histologie

2.4.1 Nissl-Farbung

Gewebe wurden nach pericardialer Perfusion mit 4 % Paraformaldehyd in 0,1 M Natrium-
phosphatpuffer, pH 7,4 Uber Nacht bei 4 °C nachfixiert. Nach Entwéssern in Alkohol und
Entfetten in Chloroform wurde das Gewebe in Paraffin eingebettet und am Mikrotom mit
einer Dicke von 7 bzw. 12 pm (Hirnstamm bzw. Rickenmark) geschnitten. Die Schnitte
wurden im erwdrmten Wasserbad auf gelatinisierte Objekttrager aufgezogen und wie folgt
geféarbt. Die Schnitte wurden jewells fir 5 Minuten in die folgenden Lésungen getaucht:
Xylen, Xylen, 100 % Ethanol, 100 % Ethanol, 95 % Ethanol und 70 % Ethanol. Danach
wurden die Schnitte kurz in destilliertes Wasser getaucht und in 0,5 % Cresylviolett fir 15-30
Minuten geféarbt. Die Farbelosung wird (fir 500 ml) mit 2,5 g Cresylecht Violett, 300 ml
Wasser, 30 ml 1 M Natriumacetat und 170 ml 1 M Essigsdure angesetzt (eine Woche rihren,
dann filtern). Danach wurden die Schnitte in Wasser 3-5 Minuten differenziert und tiber eine
aufsteigende Alkoholreihe (siehe oben) dehydriert. Die Schnitte wurden dann zum Kléren in
Xylen gestellt und eingedeckelt.

2.4.2 Auszahlen von Motoneuronen in histologischen Schnitten

Motoneurone wurden in jedem funften bzw. zehnten Schnitt (Hirnstamm bzw. Rickenmark)
unter 10x Vergroferung gezahlt. Dabei wurden nur Zellen mit folgender Morphologie
berlicksichtigt: starke Farbung des Zytoplasmas, grof3er runder Zellkern und deutlicher
Nukleolus. Da Maotoneuronen eine grof3ere Ausdehnung als die Schnittdicke besitzen, mufite
die erhaltene Zahl korrigiert werden, um Doppelzahlungen zu vermeiden (Sendtner et al.,
1996). Quantitative Zahlungen wurden nur im Fazialiskern im Hirnstamm und im lumbalen
Rickenmark durchgefihrt.

2.4.3 In situ b-Galactosidase-Farbung

Tiere fur die histologische Detektion von b-Galactosidase wurden mit 2 % Paraformaldehyd
(PFA) in 0,1 M Natriumphosphatpuffer pH 7,4 transcardial perfundiert. Organe wurden
entnommen und fir weitere 3 Stunden im selben Fixativ nachfixiert. Nach mehrmaligem
Waschen in PBS wurden die Organe in 30 % Rohrzucker in PBS tberfuhrt und Gber Nacht
bei 4 °C inkubiert. Gewebe fur Schnitte wurde in TissueTek eingebettet und mit einer Dicke
von 20 um bel —20 °C geschnitten. Ganze Organe oder Gewebeschnitte wurden in X-Gal
Losung (0,1 M Natriumphosphatpuffer pH 7,4; 5 mM Kaliumhexacyanoferrat(ll); 5 mM
Kaiumhexacyanoferrat(lll); 2 mM  MgCly; 0,1 % 5-Bromo-4-chloro-3-indolylgal ac-
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tosid) Uber Nacht bei 30 °C inkubiert. Gewebeschnitte wurden mit 1 % Neutralrot in 4 mM
Natriumacetatpuffer pH 3,5 gegengeférbt. In anderen Experimenten wurden ganze Gehirne
nach Perfusion (2 % PFA) mit X-Gal geférbt, nachfixiert in 4 % PFA und das Gewebe am
Vibratom ohne Einbettung in 50-100 pm Schnittdicke geschnitten. Diese Schnitte konnten
direkt auf gelatinierte Objekttrager aufgezogen werden und wurden mit Aquatex eingedeckelt.

2.4.4 In situ Hybridisierung

Frisch isolierte Gehirne von adulten M&usen wurden in TissueTek eingebettet und in Stick-
stoff-gekiihitem I sobutan eingefroren und bei —80 °C gelagert. Serielle Gefrierschnitte von 10
pm Dicke wurden gesammelt und jeder zehnte Schnitt zur Orientierung mit Cresylviolett
geféarbt. Gefrorene Schnitte wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und 15 Minuten an der
Luft getrocknet. Nach Fixierung mit 4 % Paraformaldehyd in 0,1 M Natriumphosphatpuffer,
pH 7,4, wurden die Schnitte dreimal in PBS gewaschen, mit 0,4 % Triton in PBS
permeabilisiert und nach einem weiteren Waschschritt in PBS und Wasser in Triethanol-
aminpuffer (TEA; 1,8 g/100 ml; pH 8,0) &quilibriert. Durch Zugabe von 250 pl Essigsaure-
anhydrid/100 ml TEA wurden die Schnitte acetyliert. Es folgten zwei Waschschritte in PBS
und dann in Wasser, bis die Schnitte Gber eine Ethanolreihe (50 %, dann 70 %) dehydriert
oder gleich weiterverwendet wurden.

Die Hybridisierung wurde mit 100 ng Sonde pro ml in 100 pl Hybridisierungspuffer pro
Schnitt bei 60 °C Uber Nacht durchgefthrt. Der Hybridisierungspuffer hatte folgende
Zusammensetzung: 600 mM NaCl; 10 mM TrisHCl pH 7,5; 1 mM EDTA; 0,05 % tRNA aus
Hefe; 1x Denhardt’s Losung; 10 % Dextransulfat; 100 pg/ml Heringsspermien DNA. Die
Sonden wurde mit dem DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7) von Roche nach der mitgelieferten
Anleitung markiert.

Ausgangsplasmide fur Sonden waren: Cre open freading frame in pBluescript |1 (antisense:
T3-Pol; mit Notl linearisieren; sense: T7-Pol; mit Xhol linearisieren); 336 bp Maus bcl-xl
Fragment in pT-Adv (PCR-Fragment-siehe RT-PCR; antisense: T7-Pol; mit Hindlll
linearisieren); Ratte reg-2 open reading frame in pPGEM-T (von Chris Henderson, Marsellle;
antisense: T7-Pol; mit Hindll1 linearisieren; sense: SP6-Pol; mit Bglll linearisieren).

Nach der Hybridisierung wurden die Schnitte zuerst in 2x SSC (20x SSC: 3 M NaCl; 0,3 M
Natriumcitrat; pH 7,0), dann in 1x SSC gewaschen, dann 60 Minuten mit RNase A Puffer (20
mg/L RNase A; 0,1 M Tris/HCI pH 8,0; 0,5 M NaCl; 1 mM EDTA) behandelt. Nach weiteren
Waschschritten in 1x SSC und 0,2x SSC bei Raumtemperatur, schlof? sich ein Waschschritt in

0,2x SSC bei 60 °C fiur eine Stunde an. Die Schnitte wurden dann jewells bei Raumtempera-

27



tur nochmal mit 0,2x SSC und Wasser gewaschen und dann entweder zur Lagerung Uber ein
Ethanolreihe entwéassert oder direkt zwei Stunden mit Blockierungslésung (100 mM Tris/HCI
pH 7,5; 150 mM NaCl; 2 % FCS) bel Raumtemperatur blockiert. Anschlief3end wurden die
Schnitte Uber Nacht bei 4 °C (oder 4 Stunden bel Raumtemperatur) mit einer 1:200 Verdin-
nung des a-DIG Fab Fragmentes (Alkalische Phosphatase Konjugat) in Blockierungslsung
inkubiert. Es folgten zwel Waschschritte mit 100 mM Tris/HCl pH 7,5; 150 mM NaCl und
dann 100 mM Tris/HCI pH 9,4; 100 mM NaCl; 50 mM MgCl,. Die Schnitte wurden dann mit
DAKO-AP Substrat (BCIP/NBT) mit 0,1 mM Levamisol Uberschichtet und die Detektions-
reaktion fur 2 Stunden (bcl-xI) oder 3 Stunden (Cre) oder 4 Stunden (reg-2) durchgefihrt. Die
Reaktion wurde mit Wasser abgestoppt und die Schnitte mit Aquatex eingedeckelt.

2.4.5 Immunhistochemie

Das Expressionsmuster der Cre Rekombinase in NFL-Cre Mé&usen wurde auch durch immun-
histochemische Farbung charakterisiert. Versuche mit allen angegebenen Antikorpern gegen
Cre in Gefrierschnitten waren erfolglos. Deshalb wurden 30-50 pm Vibratomschnitte von
Gehirnen von Tieren angefertigt, die mit 4 % Paraformadehyd in 0,1 M Natriumphosphat-
puffer pH 7,4 perikardia perfundiert worden waren. Die Schnitte wurden in PBS bel 4 °C
aufbewahrt. Blockiert wurde in 10 % BSA in PBS mit 0,5 % Triton X-100 fur eine bis zwel
Stunden bei Raumtemperatur. Die Priméarantikorper wurden in PBS/ 1 % BSA / 0,5 % Triton
verdunnt und mit den Schnitten Uber Nacht unter Schitteln bei 4°C inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen mit PBS/ 1 % BSA / 0,5 % Triton wurden die Schnitte mit Farbstoff-
konjugiertem Sekundérantikorper in der gleichen Loésung fur zwei Stunden im Dunkeln bel
Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Schnitte auf
Objekttrager gezogen und mit DABCO eingedeckelt. Die Rander wurden mit handels-
Ublichem Nagellack abgedichtet und die Schnitte bei 4 °C im Dunkeln aufbewahrt.

2.5 Verhaltenstests

2.5.1 Rotarod

Zum Rotarod Test fand ein Rotarod Modell 7650 fir Méause der Firma Ugo Basile
Verwendung. Getestet wurde im Beschleunigungsmodus bei grofter Ubersetzung (4
Umdrehungen/Min. bis 40 Umdrehungen/Min. in 5 Minuten). Jede Maus wurde pro Testtag
funfmal getestet, wobei zwischen den einzelnen Versuchen 3-5 Minuten Zeit zur Erholung der
Tiere blieben. Ein Test wurde endweder nach 200 Sekunden abgebrochen oder sobald die
Maus vom Rotarod fiel. Die Retentionszeiten (in Sekunden) auf dem Rotarod wurden
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gemittelt.

2.5.2 Motorperformance-Test

Ein Testschema zur Quantifizierung der motorischen Fahigkeiten von Mausen wurde von
Frau Dr.med.vet. Holtmann in unserem Labor etabliert (Giess et al., 2002), das sich an
klinischen Tests fir Patienten mit Motoneuronerkrankungen orientiert. Mause mit
konditionaler Inaktivierung des Transkriptionsfaktors Stat3 in Motoneuronen wurden im Alter
von 6, 9 und 12 Monaten getestet.

2.6 Statistik

2.6.1 Software

Alle statistischen Berechnungen wurden mit Hilfe von Graph Pad Prism durchgefihrt.

2.6.2 Student’s t-Test

Dieser Test wurde zur Bestimmung der Signifikanz von parametrischen Daten verwendet,
wenn nur zwel Gruppen verglichen wurden (z.B. Motoneuronanzahl nach/ohne Lasion). Im
Rahmen dieser Arbeit wurden keine gepaarten Beobachtungen/Messungen vorgenommen,
weshalb immer nur der nicht-gepaarte t-Test Verwendung fand. Die Nullhypothese wurde auf
der 5 %-Basis (p < 0.05) verworfen.

2.6.3 Mann-Whitney U-Test

Dieser Test wurde zur Bestimmung der Signifikanz von nichtparametrischen Daten
verwendet. Im Rahmen dieser Arbeit traf dies nur auf die Ergebnisse des Motorperformance-

Tests zu. Die Nullhypothese wurde auf der 5 %-Basis (p < 0.05) verworfen.

2.6.4 ANOVA

Wenn mehrere Gruppen verglichen werden sollten, wurde eine einfache Analyse der Varianz
(Einweg-ANOVA) durchgefihrt (z.B. Motoneuronanzahl nach L&asion und Behandlung mit
verschiedenen neurotrophen Faktoren). Einzelne Gruppen wurden mit Bonferronis post-hoc
Test miteinander verglichen. Die Nullhypothese wurde auf der 5 %-Basis (p < 0.05)

verworfen.
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3. Ergebnisse

3.1 Inaktivierung des somatischen Cytochrom C Gens der Maus

3.1.1 Zielsetzung und Zusammenfassung

Cytochrom C wurde als ein Interaktionspartner im Apoptosom beschrieben. Ziel dieses
Projektes war es, die Rolle von Cytochrom C bei der Apoptose von Nervenzellen in vivo
durch genetische Inaktivierung in der Maus zu untersuchen. Die homozygote Deletion des
Cytochrom C Gens fihrt jedoch zu einem sehr frihen Entwicklungsdefekt: Schon am 8.
Embryonaltag findet man nur noch Embryonen ohne erkennbare Kdrperachse. Im weiteren
wurden daher heterozygote Tiere untersucht, die in bestimmten Geweben, wie Gehirn und
Rickenmark, eine Reduktion der Menge von Cytochrom C aufweisen. Trotzdem konnten
keine Unterschiede zwischen Tieren mit einem oder zwel Cytochrom C Genen in Bezug auf
den Zelltod von Motoneuronen in vivo und in vitro gefunden werden. Bel der Analyse der
Apoptose von Thymozyten zeigte sich ein Trend, der eine kleine, aber reproduzierbare
Verzogerung einer spéaten Zelltodphase nach induzierter Apoptose nahelegt. Erste
Experimente deuten aulRerdem auf einen Effekt der Cytochrom C Gendosis auf den Verlauf

einer Experimentellen Autoimmunencephalitis (EAE) hin.

3.1.2 Genetische Inaktivierung des Cytochrom C Gens

3.1.2.1 Klonierung des Cytochrom C Gens der Maus

Zur genetischen Inaktivierung mufde ein genomischer Klon des Cytochrom C Gens der Maus
(MC1) kloniert werden. Erschwert wurde dies durch die Anwesenheit von mindestens 3
bekannten Pseudogenen (MC2-4). In einem ersten Versuch mit bereits im Labor vorhandenen
Sonden und damit ermittelten Klonen der genomischen BAC Bibliothek konnte ein Cyto-
chrom C Gen kloniert werden, das mit PCR Primern, die spezifisch fir MC1 aber nicht fur
MC2-4 sind, nachgewiesen werden konnte. Sogar eine diagnostische Hpal Schnittstelle im
Intron schien darin vorhanden zu sein. Beim Sequenzieren stellte sich allerdings heraus, dal3
es sich um ein bhisher unbekanntes viertes Pseudogen von Cytochrom C handelte und die
“diagnostische” Hpal Schnittstelle durch eine Mutation im Leserahmen erzeugt wurde. Im
weiteren zeigte sich, dal3 keiner der 18 verfligbaren BAC Klone MC1 enthielt.
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Alle bekannten Cytochrom C Pseudogene sind prozessierte Pseudogene. Es lag also nahe, den
zweiten Versuch zur Klonierung von MC1 mit einer promotorspezifischen Sonde zu starten.
Dazu wurden die Primersequenzen CY Cy1 und CY C-x1 aus einer Arbeit Gber den Cytochrom
C Promotor der Ratte verwendet (Hake und Hecht, 1993). Das entsprechende 500 bp PCR
Produkt war spezifisch und bel der Sequenzierung zeigte sich eine hohe Homologie mit der
bekannten Rattensequenz (84-92 %, BLAST). Um die Spezifitdt sicherzustellen, wurde
diesmal zuerst mit dieser Sonde ein genomischer Southern Blot von Maus DNA hybridisiert.
Sowohl mit EcoRI als auch mit BamHI verdaute DNA wurde jewells nur ein einziges
Fragment von 3 kb bzw. 4,5 kb detektiert. Mit diesem PCR Fragment als Sonde wurde die
genomische BAC Bibliothek nochmals hybridisiert. Acht Kandidatenklone wurden mittels
Kolonie-PCR mit den Primern CYCyl und CYC-x1 getestet. Nur zwei Klone, 26i01 und
26j01, ergaben das erwartete Produkt. Dieses Resultat wurde mit einer anderen Primer-
kombination, cytcFP2 und cytcRP4, verifiziert, die mit genomischer DNA nur ein Produkt
von 650 bp ergab und negativ fur ale zuerst getesteten BAC Klone war.

Nachdem genomische DNA aus Maxi-Préparationen der beiden BAC Klone hergestellt
worden war, wurde diese einem Restriktionsverdau mit mehreren Restriktionsenzymen bzw.
Kombinationen von Enzymen unterworfen und nach Southern Blot mit der Promotorsonde
hybridisiert (Abb 3.1.1).
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Abbildung 3.1.1: Southern Blot/Restriktionsverdau des BAC Klons 26i01. Genomische Fragmente des BAC
Klons, die mit der Cytochrom C-Promotorsonde hybridisieren, haben folgende Grofzen: Spel (~10 kb), BamHI
(4,5 kb), EcoRI (3 kb), Spel/sall (~11 kb), Spe/Xhol (~11 kb). Sall und Xhol Fragmente sind grofRer (nicht
gezeigt). Als Marker wurde die 1 kb-Leiter von Fermentas verwendet, deren Fragmente > 2,5 kb alle mit der

Cytochrom C Promotorsonde hybridisieren.

Diese beiden Klone enthielten offensichtlich MC1, da sie die beiden gleichen 3 kb (EcoRl)
und 4,5 kb (BamHI) Fragmente ergaben wie genomische DNA. Die anderen Enzyme wurden

auf der Grundlage ausgewahlt, dal3 die durch sie generierten DNA-Enden mit Xhol- und
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Xbal-Enden kompatibel sind, Enzyme, deren Schnittstellen im ausgewahlten Targetingvektor
pPPNT in der MCS beiderseits der neo-Kassette liegen (Abb. 3.1.2). Aus Abb. 3.1.1 ist
ersichtlich, dal3 das Spel bzw. die Spel/Sall und Spel/Xhol Fragmente die fur die
Subklonierung des Cytochrom C Gens brauchbare Grofe von etwa 10 kb aufweisen. Es
wurde also versucht, diese Fragmente in pBS Il zu klonieren. Dazu wurden die Kolonien von
den erhaltenen Transformanten auf Replikaplatten ausgestrichen und wieder per Kolonie-PCR
mit den Primern CY Cy1 und CY C-x1 gescreent. Zwei Klone (2S1, 3S1) ergaben das gesuchte
PCR Produkt und zeigten nach Spel Verdau ihrer DNA eine 10 kb Bande. Als néchstes wurde
versucht, eine Restriktionskarte des Subklones 2S1 anzufertigen. Dazu wurde eine extensive
Restriktionsanalyse mit nachfolgendem Southern Blot mit der Promotorsonde durchgefiihrt.

EcoRI

BamHI

—
- "1, PPGK-TK

oriP Hindlil

Abbildung 3.1.2: Plasmidkarte des Targetingvektors pPNT (Tybulewicz et al., 1991). Beide Selektionsgene
werden unter der Kontrolle eines murinen Phosphoglyceratkinase-Promotors (pPGK) exprimiert und enthalten
ein eigenes Polyadenylierungssignal. Zur Propagétion in Bakterien enthdlt das Plasmid einen bakteriellen
Replikationsstartpunkt (ori) und ein b-Lactamasegen (amp).

3.1.2.2 Konstruktion des Targeting-V ektors pPNTcycs

Leider konnte ich keine Moglichkeit erkennen, wie man, wie urspringlich geplant, den
ganzen Subklon in pPNT (ohne neo-Kassette) hétte klonieren kdnnen, um danach das
Cytochrom C Gen mit der neo-Kassette zu ersetzen. Deshalb wurde die Strategie wie folgt
geandert: Das 4,5 kb BamHI Fragment mit einem Teil des Promotors sollte as langer Arm
vor die neo-Kasette kloniert werden. Eine Sequenzierung des 5 davon liegenden 900 bp
BamHI Fragmentes hatte ndmlich ergeben, dal3 es repetitive DNA enthalt und deshalb fir den
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Vektor ungeeignet war. Der kurze Arm sollte dann mittels PCR kloniert werden, da 2S1 von
der Gegenseite inzwischen ebenfalls sequenziert worden war. Dabei stellte sich heraus, dai3
MC1 auch auf der 3 Seite von repetitiver DNA flankiert war. Deshalb wurde eine nicht-
repetitive Sequenz in geeignetem Abstand fir den 3' Primer gesucht. Die verwendeten PCR
Primer fur den kurzen Arm wurden mit passenden Schnittstellen fur die Klonierung in pPNT
ausgestattet und hief3en Specyt3fwd und Bamcyt3rev. Das resultierende PCR Fragment (aus
2S1) war etwa 1,6 kb lang (erschien im Gel aber wie 2,2 kb) und wurde in pT-Adv direkt
kloniert und sequenziert. Das 1,6 kb BamHI/Spel Fragment wurde dann in BamHI/Xbal
geschnittenen pPNT kloniert. Zwel positive Klone, pPNT-E3 und pPNT-F6, wurden aus den
per Kolonie-PCR getesteten Klonen fur den letzten Klonierungsschritt ausgewahlt. Dazu
muldte jedoch vorher das 4,5 kb BamHI Fragment in pBSKS(+) subkloniert werden. Die
richtige Orientierung relativ zur Notl Schnittstelle des 4,5 kb BamHI Subklons (B7) wurde
durch Sequenzierung festgestellt. Der Targeting-Vektor pPNT-cycs wurde dann durch Einbau
des 4,5 kb Notl/Xhol Fragmentes aus B7 in pPNT-E3 fertiggestellt (Abb. 3.1.3). Der Vektor
enthielt schliefdich 6,1 kb homologe Sequenz.

BamHI BamHI
| E'-Bereich

5 13fwd  3'-Bereich
pecy reic

——
. Bamcytdrev
&

BamHI

" Hindll

amp

Abbildung 3.1.3: Klonierungsstrategie zur Herstellung des Targetingvektors pPNTcycs zur Entfernung des
somatischen Cytochrom C Gens der Maus. Der kurze Arm wurde as PCR Fragment aus dem 3 -Bereich des
Gens in Xbal/BamHI-geschnittenen pPNT einkloniert. Der lange Arm, war as 4,5 kb BamHI kloniert (pBS B7)

und konnte mit Xhol/Notl aus pBS ausgeschnitten und in pPNT-E3 umkloniert werden.
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3.1.2.3 Homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen und Etablierung der Linie

Der Vektor pPNT-cycs wurde mit Notl linearisiert und in E14 ES-Zellen elektroporiert. Nach
Selektion mit G418 und Gancyclovir wurden etwa 300 Klone gepickt. Die Primer 3'-neo und
diagn3rev wurden zum Screening der ES-Zellen verwendet und sollten die Integration beim
kurzen Arm detektieren. Erste Versuche fir das Screening per PCR der ES-Zellklone blieben
alerdings erfolglos. Deshalb wurde ein Konstrukt als Positivkontrolle kloniert, um die PCR
Bedingungen fir das Sreening optimieren zu koénnen. Dazu wurde ein PCR Fragment mit
Specyt3fwd und Bamdiagn3rev (1,8 kb) direkt in pT-Adv kloniert und mit BamHI/Spel
Verdau in BamHI/Xbal geschnittenen pPNT kloniert. Dieser Vektor hief? pPNTcycspos. Zur
Optimierung der PCR Bedingungen wurde pPNTcycspos 10°-fach im Vergleich zur geno-
mischen Kompetitor DNA verdinnt. PCR mit 3'neo und diagn3rev bei 54 °C Annealing-
temperatur ergab das erwartete Produkt. Allerdings litt das Screening der ES-Zellen immer
unter unspezifischen Nebenreaktionen (“Schmier”). Um ein eventuell vorhandenes spezi-
fisches PCR Produkt dennoch sichtbar zu machen, wurden die Gele nach Southern Blot mit
dem kurzen Arm des Konstrukts als Sonde hybridisiert. Erst nach der vierten Elektroporation
wurden Klone identifiziert, in denen das Cytochrom C Gen durch homologe Rekombination
auf einem Chromosom inaktiviert war. In diesem Screening wurden Pools von je 4 Klonen (5
pl Lysat pro Klon) in 50 pyl PCR Ansétzen mit den Primern 3'neo und diagn3revl analysiert.
Die Annealingtemperatur betrug 59 °C, die Verlangerungszeit 2:20 Minuten und es wurden
40 Zyklen nach Pseudo-Hotstart durchlaufen. Grinde, weshalb es schliefdlich doch mdglich
war, positive Klone zu finden und den “Schmier” zu unterdriicken, konnten sein: Das
Reaktionsvolumen wurde von 20 auf 50 pl vergrof3ert, der Primer diagn3rev wurde verlangert
zu diagn3revl; eventuell war vorher auch die Inaktivierung der Proteinase K nicht vollstandig

gewesen. Die positiven Pools wurden aufgel st und einzelne Klone analysiert (Abb. 3.1.4A).
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Abbildung 3.1.4: Screening von G418-resistenten ES-Zellen. (A) PCR Produkte wurden durch Southern
Blot sichtbar gemacht. 3 Pools von Zellen erzeugten das erwartete 2,2 kb PCR Produkt (B9, E9 und G9). (B) Die
Klone in den jeweiligen Pools wurden aufgetaut, ohne Feder-Zellen expandiert und per Southern Blot nach
Hpal-Verdau anaysiert. Man erkennt das wt Cytochrom C Allel bei 4 kb (oberer schwarzer Pfeil) und ein
vermutliches Pseudogen bei 3 kb (unterer schwarzer Pfeil), sowie das korrekte Produkt der doppelt homologen
Rekombination (4,7 kb; Klon | G9; weil3er Pfeil). Bei diesem Klon ist das Signa des wt Allels um 50 %
erniedrigt, wahrend das Verhdltnis von wt zu transgenem Allel 1:1 ist. Bei anderen Klonen kann man zuféllig

integrierte Transgene bei anderen Grof3en erkennen.

Diese Klone wurden ohne feeder-Zellen expandiert, genomische DNA isoliert, diese mit Hpal
verdaut und nach Southern Blot mit der Promotorsonde hybridisiert (Abb. 3.1.4B). Auf dieser
Abbildung erkennt man noch weitere transgene Klone, bei denen jedoch nicht das Fragment
mit der erwarteten Grof3e (4,7 kb fur korrekte doppelt homologe Rekombination) auftaucht.
Dieses Fragment zeigt nur Klon 4./1G9. Die Integration auf der 3' Seite wurde noch einmal
mit sauberer DNA Uberprift. Der Klon 4./1G9 wurde dreima zur Blastozysteninjektion
eingesetzt. Es wurden daraus insgesamt 4 Chiméren geboren, wovon Chimére #8 “Octavian”
(Abb. 3.1.5E) das Transgen in die Keimbahn weitergab. Die Linie wurde dann auf C57BL/6
und CD-1 genetischen Hintergrund zurtickgekreuzt. Die Weitergabe des Transgens wurde in
der Fi-Generation mit Southern Blot und PCR verifiziert (Abb. 3.1.5B), danach wurde die
Zucht nur mittels PCR Genotypisierung Uberwacht (Abb 3.1.5D).
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Abbildung 3.1.5: Zusammenfassung der Inaktivierung des somatischen Cytochrom C Gens bei der Maus.

(A) Konstruktion des Replacement-Vektors pPNTcycs. Wichtige Schnittstellen und PCR-Primer, sowie die
Cytochrom C Exons und Resistenzgene (offene Késten) sind eingezeichnet. (B) Southern Blot von genomischer
DNA. (Hpal Verdau; Detektion mit der Promotorsonde). (C) Integrations-PCR am kurzen Arm. Nur transgene
Zéllen, die die korrekte Insertion des neo-Resistenzgens ausweisen, liefern das 2,2 kb PCR-Produkt mit diesen
Primern. (D) Genotypisierungs-PCR. Alle mdglichen Cytochrom C Genotypen kdnnen simultan mit dieser
Gabel PCR nachgewiesen werden. (E) Foto von Chimére #8, die das Transgen in der Keimbahn weitergab.

3.1.3 Analyse der Cytochrom C Knockout Maus

Kurz nachdem wir Keimbahntransmission fur das Cytochrom C Null-Allel erhalten hatten,
wurde von einer anderen Arbeitsgruppe die Cytochrom C knockout Maus publiziert (Li et al.,

2000). Danach ist die genetische Inaktivierung von Cytochrom C in der Maus embryonal letal
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und man kann E12 bestenfalls vollig deformierte Zellmassen ohne erkennbare Korperachse
oder Gliedmal3en mit Cytochrom C Null Genotyp isolieren (Li et al., 2000). Wir konnten
mindestens zwei solcher retardierter Embryonen E12 und E13 finden (Abb. 3.1.5D). Die
Genotypisierung dieser halb resorbierten Embryonen ist aber sehr schwierig, vor allem wegen
Kontaminationen mit mutterlichem Gewebe, die schwer zu vermeiden ist. Auch auf CD-1
Hintergrund Uberleben die Embryonen nicht langer as auf C57BL/6 Hintergrund. Die
Embryonen sterben also noch vor der Ausbildung eines erkennbaren Nervensystems, so dal3
die Analyse des Nervensystems bei den Cytochrom C Null Tieren unméglich ist.

Beim Vergleich der Intensitdt von Cytochrom C auf einem Western Blot erkennt man aber,
dald in heterozygoten Tieren, zumindest in manchen Geweben, die Menge an Cytochrom C
reduziert ist — es liegt a'so ein Gendosiseffekt vor (Abb.3.1.6).
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Abbildung 3.1.6: Gendosiseffekt bei heterozygoten Cytochrom C Méusen. (A) Western Blot von Gewebe-

+/+

homogenaten von Cytochrom C und ** Méusen. (B) Die Expression von Cytochrom C erscheint in
heterozygoten Tieren in verschiedenen Organen um die Hélfte erniedrigt (densitometrische Auswertung von 2

Western Blots bei mehreren Expositionszeiten n=3-5).
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3.1.4 Analyse der Folgen der Reduktion der Cytochrom C Gendosis auf die Apoptose

von Motoneuronen

Man konnte also, fals die Menge von Cytochrom C fir die Initiation oder Exekution der
Apoptose geschwindigkeitsbestimmend ist, erwarten, einen Effekt auf die Ausfihrung der
Apoptose in Cytochrom C * Tieren/Zellen zu finden. Wir Uberpriiften diese Hypothese in
zwsei in vivo Paradigmen fir den Zelltod von Motoneuronen. Die Phase des naturlichen Zell-
tods von Motoneuronen erstreckt sich bis in die ersten postnatalen Tage. Wére der Zelltod
von Motoneuronen verzogert, so wirde man eine Verlangerung dieser Phase erwarten. Im
anderen Paradigma, dem |&sionsinduzierten Zelltod, wird ein Fazialisnerv am ersten Tag nach
der Geburt durchtrennt. Man erwartet dann die Degeneration der meisten Motoneurone im
Fazialiskern innerhalb einer Woche. Wére die Apoptose der |adierten Motoneurone verzogert,
so wirde man erwarten, dal3 die Zahlung der Motoneurone im Fazialis wenige Tage nach der

+/+

Lasion einen Unterschied zwischen Cytochrom C* und Maéausen ergibt. Entsprechend

dieser Uberlegungen wurden die Motoneurone in 5 Tage alten Cytochrom C *~ und **
Mausen mit und ohne Fazialislasion gezadhlt. Wie in Abbildung 3.1.7 zu sehen ist, wurde kein
Unterschied in der Anzahl von Motoneuronen im Fazialiskern gefunden. Auch nach Fazialis-
lasion am ersten postnatalen Tag war kein Unterschied zwischen den Genotypen zu finden

(Abb 3.1.7).
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Abbildung 3.1.7: Auszihlung von Motoneuronen im Fazialiskern von 5 Tage aten Cytochrom C *" und **
Mausen. Die Anzahl von Motoneuronen nach der Phase des physiologischen Zelltods von Motoneuronen ist 5
Tage nach der Geburt nicht veréndert (linke Fazialiskerne). Der rechte Faziaisnerv wurde am Tag 1 nach der
Geburt durchtrennt, um die Degeneration der axotomierten Motoneurone zu induzieren. Auch in diesem Fall
erscheint der Zelltod der Motoneurone nicht verzégert (“rechts’). Die Motoneuronen im Fazialiskern wurden in
Cresylviolett-geféarbten Serienschnitten in jedem flinften Schnitt gezéhlt; n=4-5).
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Esist durchaus mdglich, dai? ein Phanotyp der Cytochrom C"" Motoneurone in bezug auf die
Ausfuhrung der Apoptose leichter in vitro zu quantifizieren ist. Es gibt eine Veréffentlichung
(Raoul et a., 1999) die zeigt, dald bei einem Teil der embryonalen Motoneurone in vitro durch
Aktivierung des Fas-Rezeptors Apoptose induziert werden kann. Dieses Paradigma wurde
von uns gewdhlt, weil in diesem Falle der pro-apoptotische Stimulus, der agonistische a-Fas
Antikorper Jo2, sehr genau titriert werden kann, sodal3 auch ein milder Dosiseffekt gemessen
werden konnte. In Abbildung 3.1.8 ist ein reprasentatives Experiment gezeigt, in dem es
durchaus so aussieht, als ob die Uberlebenskurve der Cytochrom C"" Motoneurone zu
hoheren Jo2 Dosen verschoben ist. Diese vielversprechende Beobachtung muf3 jedoch noch in

Wiederholungsexperimenten bestétigt werden.
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Abbildung 3.1.8: In einem Experiment erschien die Uberlebensrate von embryonalen Motoneuronen in
Gegenwart von BDNF, CNTF und GDNF nach Jo2 Behandlung fur die Cytochrom C heterozygoten Zellen
tendenziell verschoben. Embryonale Motoneurone wurden E12,5 isoliert und Uber Nacht mit BDNF (1 ng/ml),
CNTF (5 ng/ml) und GDNF (0,1 ng/ml) kultiviert. Am néchsten Tag wurde nach Mediumwechsel zu den
neurotrophen Faktoren der agonistische Fas Antikérper Jo2 in der angegebenen Konzentration gegeben. Die
Motoneurone wurden weitere zwei Tage kultiviert und dann gezahlt. Das Uberleben wurde relativ zur einer

Kontrolle ohne Jo2 ausgedriickt.
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3.1.5 Analyse der Folgen der Reduktion der Cytochrom C Gendosis auf die Apoptose

von Thymozyten

Bel Thymozyten von Caspase 9 defizienten Mausen wurde eine Erniedrigung der
Apoptoserate im Vergleich zu Kontrollen gefunden (Kuida et al., 1998). Wir wollten daher
Uberprifen, ob es @nliche Effekte bel Cytochrom C heterozygoten Zellen gibt, da sowohl
Caspase 9 as auch Cytochrom C Komponenten des Apoptosoms sind. Daher wurde die

+/+

Apoptose von Thymozyten aus Cytochrom C*~ und ** Mausen in Zusammenarbeit mit Dr.
Andrew Chan aus der Arbeitsgruppe von Prof. Ralf Gold untersucht. Dabei wurden Thymo-
zyten aus jungen erwachsenen Méausen isoliert und mit bestimmten pro-apoptotischen Stimuli
behandelt. Danach wurde der zeitliche Verlauf des Zelltods der behandelten Zellen anhand
folgender Parameter verfolgt: Die Induktion der Apoptose wurde mit Annexin V-Férbung
verfolgt, die die Exposition von Phosphatidylserin auf der &uReren Plasmamembran darstellt
(Chan et al., 1998). Der endgliltige Zelltod wurde anhand einer Propidiumiodid (Pi)-Farbung
verfolgt. Dabel wird die Fluoreszenz des Propidiumfarbstoffs nach seiner Interkaation in
Kern-DNA gemessen. Lebende Zellen sind jedoch in der Lage, Pi auszuschlief3en, sodal3 nur
tote Zellen mit durchlassiger Membran gefarbt werden. Schlief3dich wurde auch eine TUNEL
(Terminal dUTP Nick End Labeling)-Férbung zur Detektion von apoptotischer DNA
Fragmentierung an diesen Zellen durchgefihrt. Alle Messungen wurden am FACS Gerét der
Arbeitsgruppe Gold durchgefiihrt mit jeweils 10000 gezéhlten Zellen. Als pro-apoptotische
Stimuli wurden UV-B (254 nm, 40 mJcn?), Gammastrahlung (125 rad) und
Methylprednisolon (Urbason; 0,1 pg/ml) verwendet.

In Abbildung 3.1.9A ist gezeigt, dafl3 der Cytochrom C Genotyp keinen Effekt auf den Verlauf
der Phosphatidylserinexposition nach Gammabestrahlung mit 125 rad hat. Im Gegensatz dazu
erkennt man, dal3 der Zusammenbruch der Membranintegritdt bel heterozygoten Zellen
verzogert ist (Abb. 3.1.9B).

Bel Behandlung von Thymozyten mit Urbason findet man ebenfalls keinen signifikanten
Effekt des Genotyps auf die Phosphatidylserinexposition (Abb. 3.1.10A). Es bestétigt sich
aber der Trend aus Abb. 3.1.9B, da? Cytochrom C"" Zellen einen verzogerten
Zusammenbruch der Membranintegritét aufweisen (Abb. 3.1.10B).
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Abbildung 3.1.9: Verlauf des Zelltods von Thymozyten nach g-Bestrahlung mit 125 rad. A: Die Exposition
von Phosphatidylserin nach Bestrahlung wird nicht signifikant durch die Reduktion der Cytochrom C Gendosis
beeinfluld. B: Der Zusammenbruch der Membranintegritét wird durch die Reduktion der Cytochrom C Gendosis
verzogert. Quadrate: Wildtyp. Diamanten: Cytochrom C*". n=3 Experimente.
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Abbildung 3.1.10: Verlauf des Zelltods von Thymozyten nach Behandlung mit 0,1 ug/ml Urbason. A: Die
Exposition von Phosphatidylserin nach Glucokortikoidbehandlung wird nicht signifikant durch die Reduktion
der Cytochrom C Gendosis beeinflufdt. B: Der Zusammenbruch der Membranintegritét wird durch die Reduktion
der Cytochrom C Gendosis verzogert. Quadrate: Wildtyp. Diamanten: Cytochrom C*". n=3 Experimente.
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Bel Zellen von Mausen mit genetischer Inaktivierung von Apaf-1 und Caspase 9 wurde eine
Reduktion der Apoptose nach UV-Bestrahlung berichtet (Hakem et a., 1998). Insofern lag es
nahe, die Apoptose von Thymozyten mit Reduktion der Cytochrom C Gendosis auch nach
UV-Bestrahlung zu untersuchen. In der Tat konnten wir einen Effekt der Cytochrom C
Gendosis auf den Verlauf der Apoptose nach UV-Bestrahlung finden. In Abbildung 3.1.11
kann man erkennen, dal3 der Trend aus den vorangegangenen Experimenten (Abb. 3.1.9 und
Abb. 3.1.10) hier deutlicher zutage tritt: Bei Zellen mit Reduktion der Cytochrom C Gendosis
gibt es im Vergleich zu Wildtypzellen ab 6 h eine Erhohung des Anteils Ann'/Pi” Zellen bei
gleichzeitiger Reduktion Ann'/Pi” Zellen. Das bedeutet, da? der Ubergang von Annexin-
Positivitat zu Annexin- und Pi-Positivitat bei Cytochrom C* Thymozyten verzogert ist und
sich daher die Zwischenstufe (Ann*/Pi") anreichert.

A: Annexin-positive Zellen B: Ann+/Pi+ Zellen
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Abbildung 3.1.11: Verlauf des Zelltods von Thymozyten nach UV-B Bestrahlung mit 40 mJcm2. A: In
diesem Experiment erscheint die Phosphatidylserinexposition der heterozygoten Zellen beschleunigt im
Vergleich zum Wildtypen. Tatschlich war ein &hnlicher Trend auch in Abb. 3.1.10 zu erkennen.
Moglicherweise wird das Zwischenprodukt akkumuliert, da die Weiterreaktion verzdgert ist. B: Entsprechend ist
der Zusammenbruch der Membranintegritét verzogert, jedoch nicht signifikant. Quadrate: Wildtyp. Diamanten:
Cytochrom C*". n=3 Experimente.

Dieser Effekt ist alerdings nur transient und nach 24 Stunden unterscheiden sich die Werte
von Cytochrom C* und ** nicht mehr. Ein Problem stellt jedoch die Interpretation dieser
Ergebnisse dar: Es ist durchaus méglich, dal’ zur Ausfihrung der Apoptose, zumindest in

einer spdten Phase, eine gewisse Menge an Cytochrom C ins Cytoplasma freigesetzt sein
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muf3. Die Reduktion der Menge an Cytochrom C wiirde sich schliefdlich in einem verzdgerten
Erreichen eines hypothetischen Schwellenwerts auf¥ern, was durchaus eine Verzégerung der
Apoptose erklaren konnte. Andererseits konnte die Energidladung der Zelle an der
Entscheidung Apoptose/Nekrose beteiligt sein (Nicotera et a., 1999). Die Zellen kénnten in
diesem hypothetischen Modell nicht den “schnelleren” apoptotischen Weg zum Zelltod
beschreiten und wirden dann verzogert und schliefdich “nekrotisch”, d.h. lytisch sterben.

Hier nicht gezeigte Pilotexperimente zur TUNEL-Farbung der sterbenden Thymozyten zeigen
keinen Unterschied zwischen beiden Genotypen. Zusammenfassend kann man sagen, dal3 es
in unserem heterozygoten Tiermodell einen schwachen Einflu? von Cytochrom C auf den
Verlauf des Zelltods gibt, daf? aber Cytochrom C nur an einem spéten Schritt (nach der DNA-
Fragmentierung) geschwindigkeitsbestimmend beteiligt ist.

3.1.6 Weitere Untersuchungen der Maus mit heterozygoter Inaktivierung des

Cytochrom C Gens

Erste Experimente der Arbeitsgruppe Gold, die im Moment wiederholt werden, deuten darauf
hin, dal3 die Dosis des Cytochrom C Gens einen Einflul® auf den Verlauf der Experimentellen
Autoimmunencephalitis (EAE) nach Immunisierung mit dem Myelinprotein MOG hat.
Sollten sich die bisherigen Resultate bestétigen lassen, hatte man Hinweise, dal3 die beobach-
tete Verzogerung der Apoptose in vivo durchaus relevant ist.

Fur die Zukunft sind Untersuchungen des sehr frihen Zelltods von spezifischen Populationen
von Motoneuronen geplant, wo man eher einen mef3baren Unterschied der Zellzahlen zu
einem bestimmten Zeitpunkt erwartet, da die Apoptose in einem sehr eng begrenzten
Zeitfenster abl&uft.

Ein bisher nicht untersuchter Aspekt ist der Einflul? der Gendosisreduktion von Cytochrom C
auf den Energiemetabolismus der Maus. Gerade im Hinblick auf eine Reihe neurodegenera-
tiver Erkrankungen mit Reduktion des mitochondrialen Energiestoffwechsels, wie z.B.

Leigh’s Syndrom, kénnte dieses Mausmodell von grofiem Nutzen sein.
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3.2 Analyse der NFL-Cre Maus

3.2.1 Zielsetzung und Zusammenfassung

Die zelltypspezifische Genablation mit dem Cre/loxP System umgeht einige der grofdten
Probleme der klassischen Methode der Geninaktivierung in M&usen, indem nur in bestimmten
Geweben oder Zelltypen, eventuell sogar nur ab einem bestimmten Zeitpunkt, ein Gen gezielt
ausgeschaltet werden kann. Allerdings héngt das Cre/loxP System von der Verfligbarkeit von
brauchbaren Cre-transgenen Mauslinien mit entsprechenden Expressionsmustern und —Ki-
netiken ab. Wir haben eine transgene Maudlinie etabliert und analysiert, die die Cre
Rekombinase unter der Kontrolle des humanen Neurofilament-L Promotors exprimiert. Das
Expressionsmuster von Cre wurde in mehreren Geweben mit RT-PCR und durch Verkreu-
zung mit einer Reportergenmaus untersucht. Im Gehirn wurden Cre exprimierende Zelltypen
mit in-situ Hybridisierung, Immunhistochemie und wiederum mit Hilfe der Reportermaus
identifiziert. Dabel zeigte sich eine spezifische Cre Expression in bestimmten Neuron-
populationen wie hippocampalen Pyramidenzellen und spinalen und cranialen Motoneuronen.
Unsere NFL-Cre Maus besitzt einige Eigenschaften, die bisher publizierte Cre-Linien nicht
aufweisen, so z.B.eine starke Cre Expression in hippocampalen Pyramidenzellen, aber nicht
in Kornerzellen des Gyrus dentatus, Expression in cortikalen Pyramidenzellen, aber keine
Expression im Striatum; Expression in zerebelldren Purkinje-, aber nicht in Kornerzellen;
sowie die Expression in spinalen und cranialen Motoneuronen, aber nicht in angrenzenden

| nterneuronen.

3.2.2 Etablierung der Linie NFL-Cre

Die Eignung des humanen NF-L Promotors zur Kontrolle der neuronspezifischen Expression
von Transgenen in der Maus wurde bereits mehrfach gezeigt (Leconte et al., 1994,
Akassoglou et al., 1997). Dabel war bereits bekannt, daf3 cis-Elemente innerhalb der Introns
flr die Regulation der Spezifitdt der Genexpression wichtig sind (Beaudet et al., 1992; Hsu et
al., 1995).

Die Linie NFL-Cre wurde von Dr. Jennifer Gunnersen in unserem Labor etabliert. Der Vektor
zur transgenen Expression von Cre unter der Kontrolle des humanen NF-L Promotors wurde
folgendermal3en konstruiert: Das Plasmid dNFL, welches ein Fragment des humanen NF-L
Gens enthdlt, wurde freundlicherweise von Dr. JP. Julien, McGill University, Montreal,
Kanada, zur Verfligung gestellt. Ein 6 kb EcoRI Fragment, welches den NF-L Promotor und
den gesamten offenen Leserahmen von NF-L enthdlt, wurde in pBSIIKS(+) subkloniert,
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wodurch ein Stick von 3,4 kb 3 untrandatierter Sequenz verlorenging. Dieser Vektor,
pKS.NFL, wurde mit Clal und Xhol verdaut, wobei die kodierende Region von Exon 1 und
ein kleiner Teil von Intron 1 entfernt wurde. Nach Aufflllen der Enden wurde ein Cre-pA
Fragment, abgeleitet aus pMC-Cre (von Drs. Gu und Rajewsky, Kdln), einkloniert, um das
Plasmid pKS.NFL-Cre zu ergeben. Das Plasmid pKS.neo wurde durch Umklonierung einer
Nhel/BamHI geschnittenen neo-Kassette aus pGH1 (Gu et a., 1993) in Xbal/BamHI
geschnittenen pBSIIK S(+) erhalten. Ein Smal Fragment aus pK S.NFL-Cre, welches 2 kb vom
NF-L Promotor, gefolgt von Cre-pA und dem Rest des humanen NF-L Gens enthielt, wurde
in die Smal Schnittstelle von pKS.neo kloniert, sodal3 das NFL-Cre Gen 3 von der neo-
Kassette lag. Das gesamte neo-NFL-Cre Fragment wurde mit Kpnl/Notl Verdau aus dem
Vektor geschnitten, gereinigt und in R1 ES-Zellen elektroporiert (Abb 3.2.1A). Transgene,
G418 resistente Klone wurden einer Southern Blot Analyse unterworfen. Zwel Klone (#13
und #50) wurden ausgewdahlt und als transgene Linien etabliert. Linie #13 wurde auf
C57BL/6, Linie #50 auf CD-1 genetischen Hintergrund riickgekreuzt. Im Laufe meiner
Analysen wurde klar, dal3 Linie #13 keine Cre Expression zeigt, und wurde nicht weiter
gezlchtet.

3.2.3 Analyse der transgenen Cre Expression von NFL-Cre

Die Linie #50 wurde mit einer lacZ Reportermauslinie auf CD-1 Hintergrund (AlacZR; Akagi
et a., 1997) verkreuzt, um das Aktivitdétsmuster von Cre in verschiedenen Geweben zu
bestimmen. Dazu wurden von NFL-CrejlacZ transgenen Méusen verschiedene Gewebe
entnommen und die Expression von Cre mittels RT-PCR Uberprift. Abbildung 3.2.1B zeigt,
daf’d Cre in adultem zerebralen Kortex, Hirnstamm und Ruckenmark, aber nicht im Ischiasnerv
exprimiert ist. Die Expression scheint also spezifisch fur Neurone zu sein, wahrend
Gliazellen, wie Schwannzellen, keine Cre Rekombinase exprimieren. Andere Gewebe wie
innere Organe exprimierten Cre nicht (nicht gezeigt). In einem anderen Experiment wurde auf
genomischer Ebene die Rekombination des Reportergens durch Cre gezeigt (Abb. 3.2.1C). In
dieser Abbildung ist das Prinzip der PCR Analyse des genomischen lacZ Reporterlokus
schematisch gezeigt. Auch mit diesem Test zeigte sich, dall die Cre-vermittelte
Rekombination des Reportergens spezifisch fur Gehirn und Rickenmark ist. In Abbildung
3.2.1D und E ist schliefdlich am Beispiel des Nucleus fazialis gezeigt, dal? die Expression der
Cre Rekombinase spezifisch fur Neurone ist, wahrend umgebende Gliazellen Cre nicht
exprimieren. Diese Analysen zeigen zusammenfassend, dald die Expression des NFL-Cre

Transgens in Mausen spezifisch fir Nervenzellen ist.
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Abbildung 3.2.1: Generierung und Charakterisierung von NFL-Cre. (A) Die kodierende Region von Exon 1
innerhalb eines humanen 6 kb NF-L Genfragments wurde durch den offenen Leserahmen der Cre Rekombinase
aus dem Bakteriophagen P1 ersetzt, wobei regulatorische Segquenzen innerhalb der NF-L Introns unversehrt
blieben. (B) Die Cre Rekombinase ist spezifisch im Gehirn und dem Rickenmark exprimiert. Mit RT-PCR auf
Gesamt-RNA aus adultem cerebralen Kortex, Hirnstamm, Riickenmark und Ischiasnerv wurde Cre mRNA nur
im Gehirn und Rickenmark detektiert, aber nicht im Ischiasnerv, der Leber, der Milz oder den Nieren (die
letzten drei sind nicht gezeigt). (C) Die transgene Cre Rekombinase ist enzymatisch aktiv und rekombiniert ein
Reporterallel in vivo. NFL-Cre M&use wurden mit einem lacZ Reporterstamm verkreuzt. Die Cre-vermittelte
Rekombination des Reportergens wurde via PCR auf genomischer DNA als 580 bp Fragment detektiert,
wahrend das nicht rekombinierte Allel ein 1,7 kb Produkt lieferte. Die Cre-vermittelte Rekombination ist daher
spezifisch fir Gehirn und Rickenmark. (D) Die Expression der Cre Rekombinase ist neuronspezifisch. Mit in
situ Hybridisierung findet man Cre Expression im Fazialiskern nur in Motoneuronen. (E) Cre-vermittelte
Rekombination des lacZ Reporterallels in Motoneuronen im Fazialiskern. Hirnschnitte von NFL-Cre; lacZ
Mausen wurden mit X-Gal geférbt, um die Aktivitdt der b-Galactosidase sichtbar zu machen. Im adulten
Fazialiskern waren mindestens 53,7 + 12,9 % (Mittelwert + Standardabweichung; n=3) der Motoneurone durch
X-Gdl geféarbt. Maldstab 100um. (Abbildung modifiziert aus Schweizer et a., 2002).

Im Zuge der ersten Charakterisierung von NFL-Cre wurde klar, dal3 das Expressionsmuster
von Cre im Nervensystem sehr vielfdltig ist. Die X-Gal Farbung in Gefrierschnitten war
alerdings nur bei héhreren VergrofRerungen gut sichtbar, sodal fur die Darstellung der Cre
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Aktivitdt in Ubersichten ein anderes Vorgehen gewahit wurde. Deshalb wurde ein Gehirn
einer adulten NFL-Cre; lacZ Maus zuerst mit X-Gal geféarbt und dann nach Postfixation am
Vibratom geschnitten. Das Ergebnisist in Abbildung 3.2.2 dargestellt.

Abbildung 5.2.2: Ubersicht iiber die Expression von NFL-Cre anhand der b-Galactosidaseaktivitat des
Reportergens. (A-F) Coronaschnitte durch das Gehirn einer adulten NFL-Cre; lacZ Maus in sechs
verschiedenen Ebenen bel gleicher Vergréferung. Mal3stab: 1 mm. (G) Cre-Expression im Hippocampus ist
spezifisch fir Pyramidenzellen des Cornus ammonis, jedoch abwesend in Koérnerzellen des Gyrus dentatus
(schwarze Punkte). (H) Cre Expression in Kernen des V. cranialen Nervs. mesenzephaler Kern (weil3er Pfeil);
Motorkern (schwarzer Pfeil). Mal3stab fir G und H: 100 um. (J) Cre Expression im Faziaiskern (schwarzer
Pfeil) und im ventralen Nucleus cochlearis (weil3er Pfeil). (K) Cre Expression im Nucleus hypoglossus (weilRer
Pfeil) und im lateralen Nucleus reticularis (schwarzer Pfeil). Mal3stab fir Jund K: 500 pum.
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Die Expression von Cre in Neuronen des cerebralen Kortex reflektiert die zytoarchitekto-
nischen Grenzen zwischen verschiedenen Cortexregionen (Abb. 3.2.2 A-D). Auffdlig ist
hingegen die vdllige Abwesenheit von Cre Expression (bzw. b-Galactosidaseaktivitdt) im
Striatum (Abb. 3.2.2A,B). Man kann weiterhin gut erkennen, dal3 im Hippocampus die
Pyramidenzellen des Cornus ammonis deutlich geféarbt sind, wahrend keine Farbung im Gyrus
dentatus zu erkennen ist (Abb.3.2.2C,D,G). In Abbildung 3.2.2E und F erkennt man sehr
deutlich die Farbung der Zellschicht der Purkinjezellen im Kleinhirn und einzelne Kerne im
Hirnstamm. Die Expression von Cre in Kerngebieten des V. Hirnnerven ist in Abb.3.2.2H
nochmals vergréfdert dargestellt, ebenso die Expression in den rein motorischen Kernen des
VII. und XII. Hirnnerven (Abb. 3.2.2J,K). Die Expression von Cre in spinalen und cranialen
Motoneuronen wurde bei der Untersuchung der Rolle des Transkriptionsfaktors Stat3 fir das
Uberleben dieser Zellen (Abschnitt 3.3) ausgenutzt.

Abbildung 3.2.5: Expression von Cre Rekombinase im Hippocampus. (A) In situ Hybridisierung fir Cre
Rekombinase. Wahrend Pyramidenzellen in CA1 und CA3 stark geférbt sind (weil3er Pfeil), ist Cre praktisch
abwesend in Koérnerzellen des Gyrus dentatus (Pfeilspitzen). Mal3stab 200 um. (B) Auschnitt aus (A). Man
erkennt einzelne positiv gefarbte Neurone im Hilus, Kérnerzellen sind jedoch nicht gefarbt (Pfeilspitzen).
Mal3stab 50 um. (C) Immunfluoreszenzdetektion von Cre im Hippocampus. Cre (rot); Parvalbumin (grin). (D)
VergrofRerung aus (C). Weil3e Punkte zeigen den Verlauf des Gyrus dentatus an. Die Pyramidenzellen in CA3
sind deutlich Cre-positiv (Pfeil), ebenso einzelne Neurone im Hilus.
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Eine besonders interessante Eigenschaft der Cre Expression von NFL-Cre ist die Abwesenheit
von Cre-Aktivitdt im Gyrus dentatus. Gerade fir elektrophysiologische Untersuchungen im
Hippocampus hétte man die Méglichkeit, das Fehlen von Genaktivitdten auf der pr&, aber
nicht der postsynaptischen Seite zu untersuchen. Da auch die Expression des Reportergens
prinzipiell vom Integrationsort in Genom abhangig ist, ware es moglich, dal3 Cre zwar im
Gyrus dentatus aktiv ist, diese Aktivitdt aber aufgrund der fehlenden Reportergenexpression
nicht detektiert wird. Aus diesem Grunde, wurde dieser Punkt mit zwel weiteren, unabhan-
gigen Methoden nochmals néher untersucht. In Abbildung 3.2.3A und B ist das Ergebnis
einer in situ Hybridisierung mit einer Cre-spezifischen Sonde dargestellt. Wiederum ist die
Cre mRNA nur in den Pyramidenzellen in CA1 und CA3 nachzuweisen, wahrend im Gyrus
dentatus zwar einzelne Interneurone im Hilus, jedoch keine Kornerzellen, geférbt sind. Auch
immunhistochemisch &3t sich die Cre Rekombinase nur in CA1 und CA3, jedoch nicht in
Kornerzellen des Gyrus dentatus, nachweisen (Abb. 3.2.3C und D).

Die Verflgbarkeit eines Antikérpers gegen Cre ermdglicht es, durch Doppelféarbungen die
Cre exprimierenden Neurone ndher zu charakterisieren. In unseren Handen war es méglich,
Cre-lmmunreaktivitdt mit einem bisher oft verwendeten Antiserum gegen Cre (BADbCo;

1:2000) und einem monoklonalen Antikérper von Chemicon (1:500) in Gewebeschnitten
nachzuweisen (Abb. 3 2 4). Der monoklonale Antikérper 7.23 (BAbCo) und das polyklonale
Serum von Novagen lieferten keine befriedigenden Ergebnisse.

A

& Abbildung 3.2.4:  1mmun-
fluoreszenz zur Charakterisierung
der Expression von Cre im cere-
bralen Cortex. (A) Entorhinaer
Cortex auf der Hohe des Striatum.
(B) Piriformer Cortex. (C) Uber-
gang zwischen primdrem senso-
rischen Cortex (S1) und audito-
rischem Cortex. Chemicon mAb
el 1:500. MalR3stab 100 pm.

Bel der Doppelfarbung gegen Cre (monoklonal) und Parvalbumin (polyklonal) findet man,
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dai3 beide Farbungen praktisch nicht Uberlappen. Das heil3t, dal3 der weitaus grofdte Teil von
Interneuronen Cre nicht exprimiert. Entsprechend des Expressionsmusters im Cortex (Abb.
3.2.2A-D, G) erscheint es auch viel wahrscheinlicher, dal3 Cre von den Pyramidenzellen im
Cortex exprimiert wird. Man kann also zumindest sagen, dal’ inhibitorische Neurone nicht
von der Cre-vermittelten Genrekombination durch NFL-Cre betroffen sein werden.

Man findet Cre Expression nicht nur im Gehirn, sondern auch im Ruckenmark (Abb. 3.2.5A

und Abb. 3.3.2) und in sensorischen Neuronen der Hinterwurzelganglien (Abb. 3.2.5B).

Abbildung 5.2.5: X-Gal Nachweis von b-Galactosidase im Riickenmark und in Hinterwurzelganglien von

NFL-Cre; lacZ Reproterméusen. (A) Man erkennt deutlich die Férbung der Motoneurone im Vorderhorn,
wahrend Interneurone nicht geféarbt sind. (B) Sowohl grofie a's auch kleine sensorische Neurone exprimieren Cre
Rekombinase. Mal3stab 200 pum.

Die vorliegende Analyse des Expressionsmusters der Cre Rekombinase in NFL-Cre kann nur
einen Uberblick darstellen. Detailiert ist nur die Analyse von spinalen und cranialen Moto-
neuronen, besonders im Hinblick auf die Expression wéhrend der Entwicklung. Zukinftige
Untersuchungen anderer Gehirnregionen oder Transmittersysteme werden eine eigene
detailiertere Untersuchung erfordern. Im Rahmen dieser Arbeit wurden dazu aber die
notwendigen Analysemethoden etabliert.

Nicht von allen Gehirnregionen kénnen histologische Bilder gezeigt werden, deshalb sind in
Tabelle 3.2.1 ale untersuchten Strukturen aufgelistet und ihre Cre Expression vermerkt.
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Gehirnstruktur/Kernregion CreExpression
Vorderhirn

Bulbus olfactorius +
piriformer Cortex +++
Claustrum +++
Septum +
Ammonshorn (Pyramidenzellen) +++
Gyrus dentatus (K érnerzellen) -
Gyrus dentatus (Hilus) ++
Amygdala ++
Cerebraler Cortex (Pyramidenzellen) ++ bis +++
Striatum -
Zwischenhirn

Thalamus (VPL, VPM) ++
Hypothalamus -
Locus coeruleus (pers. Mitteilung C.Goridis, Marseille) -
Nucleus ruber -
Substantia nigra -
Hirnstamm

Bruckenkerne +
Oculomotor Kern ++
Vestibularkerne -
ventraler Nucleus cochlearis ++
mesenzephaler Trigeminuskern ++
Motorkern des Trigeminus +++
Abduzenskern -
Fazialiskern +++
Ambiguuskern ++
Hypoglossuskern +++
Zerebellum

Purkinjezellen +
Kornerzellen -
Ruckenmark

Motorneurone ++
Interneurone -
Hinterwurzel ganglien/Sensorische Neurone ++

Tabelle 3.2.1: Zusammenfassung der Expression von Cre im Gehirn und Rickenmark. (-) keine Expression. (+)

schwache Expression < 30%; (++) Expression bis 60%; (+++) starke Expression >60% der Zellen innerhab

einer Struktur.
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3.3 Die Rolle von Stat3 fiir das Uberleben von Motoneuronen

3.3.1 Zielsetzung und Zusammenfassung

Die Mitglieder der CNTF/LIF/Cardiotrophin Genfamilie sind potente Uberlebensfaktoren fiir
embryonale und |&dierte M otoneurone sowohl in vitro als auch in vivo. Diese Faktoren binden
an Rezeptorkomplexe, die gpl30 und LIFR a's signaltransduzierende Komponenten enthal ten.
Im Gegensatz zu den Rezeptoren flr andere neurotrophe Faktoren, fuhrt die Aktivierung von
gp130 und LIFR zur Phosphorylierung und Aktivierung des Transkriptionsfaktors Stat3. Es
war aber zu Beginn dieser Arbeiten unklar, ob die Aktivierung von Stat3 fir den Uberlebens-
effekt der neuropoietischen Zytokine notwendig ist. Um diese Frage zu beantworten, wurde
Stat3 in Motoneuronen mit Hilfe des Cre/loxP Systems konditional inaktiviert. Stat3 ist nicht
fir das Uberleben embryonaler Motoneurone essentiell, obwohl man in vitro eine Verschie-
bung der Dosis-Wirkungskurve fir CNTF findet. In vivo hingegen kann kein erhohter Zelltod
von Motoneuronen nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu, kommt es bei adulten Tieren
mit Inaktivierung von Stat3 in Motoneuronen zu einem erhohten Zelltod nach Fazialislésion.
Diese Neurone kdnnen wiederum durch die Applikation neurotropher Faktoren, einschlief3dich
CNTF, gerettet werden. Durch semiquantitative RT-PCR kann man zeigen, dal3 Stat3-
regulierte Gene, deren Expression nach Nervenlasion induziert wird, in Neuronen mit Inakti-
vierung von Stat3 weniger stark exprimiert werden. Zu diesen Genen gehdren Reg-2, ein
Mitogen fur Schwannzellen, das von regenerierenden Neuronen exprimiert wird, und Bcl-xL,
ein Gen, welches direkt in die Apoptoseregulation eingreift. Diese Daten zeigen, dal3 Stat3
Aktivierung eine essentielle Rolle fur das Uberleben nach Lasion von postnatalen Moto-
neuronen spielt, aber nicht wahrend der Embryonal entwicklung. Das bedeutet, dal3 die Signal-
wege ein und desselben neurotrophen Faktors sich wahrend der Entwicklung veréndern

konnen.

3.3.2 Inaktivierung von Stat3 in Motoneuronen

Fur diese Untersuchungen konnten wir unsere NFL-Cre Mause verwenden, die Cre Rekombi-
nase in spinalen und cranialen Motoneuronen exprimieren (Abschnitt 3.2). Méuse, bei denen
das Stat3 Allel loxP-flankiert ist (floxed Stat3), wurden von Dr. Akira, Osaka, freund-
licherweise zur Verfigung gestellt (Takeda et al., 1998). Bei diesen Mé&usen ist das Exon 21
durch loxP-Erkennungsstellen flankiert. Diese genomische Region kodiert fir einen Teil der
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funktionell wichtigen SH2-Doméane und die Tyrosin-Phosphorylierungsstelle Y 705. Durch
einen unbekannten Mechanismus kommt es nach Entfernung von Exon 21 zur Benutzung
einer kryptischen Splicing Akzeptorstelle und damit zu einem Verlust eines Teiles von Exon
22 in der mRNA, die die zweite regulatorische Phosphorylierungsstelle, S727, enthdlt. Das
resultierende Protein ist daher nicht mehr funktionsféhig (Takeda et al., 1998). Bei der
Verkreuzung von NFL-Cre und floxed Stat3 Mausen war es wichtig, ein Kreuzungsschema
anzuwenden, das eine brauchbare Ausbeute an Tieren mit dem gewlnschten Phéanotyp
ermoglicht. Dazu wurden zwei Linien Stat3 transgener Linien unterhalten: Die erste Linie
wurde homozygot fiir floxed Stat3 gehaten (Stat3"®"*), wahrend die andere Linie
heterozygot fir Stat3 (Stat3““™") auf einem NFL-Cre Hintergrund geziichtet wurde. Aus der
homozygoten floxed Stat3 Linie wurden jeweils die Weibchen mit M&nnchen aus der zweiten
Linie verpaart, die homozygot fur NFL-Cre und heterozygot fur Stat3 waren (Abb.3.3.1).

Abbildung 3.3.1: Verkreuzungsschema fiir

2% KF L o NFL-Cre und floxed Stat3 Linien. Eine Linie wurde
— ‘_|:'t3m3_ homozygot fir das loxP flankierte Stat3 Allel ge-
_E:E?J_ halten und Weibchen aus dieser Linie mit einem
/ \ Mannchen verkreuzt, welches homozygot fur NFL-
w}_ w'_ Cre und heterozygot for Stat3 war. Man erhélt so
den gewiinschten Genotyp und entsprechende
Kontrollen jeweils zu 50 % (aus Schweizer et a.,

50 % 50 % 2002).

NFL-Cre; Stat3T0%KC  NFL-Cre; Statafllosi

Dieses Schema hat den Vorteil, dal3 man zu 50 % Tiere mit neuron-spezifischer Inaktivierung
von STAT3 (NFL-Cre; Stat3"*/K®) erhalt und die restlichen Tiere (NFL-Cre; Stat3"™"") als
Kontrollen dienen. Beide Linien wurden auf CD-1 genetischem Hintergrund gehalten und
regelmafdig riickgekreuzt.

Es stellte sich die Frage, ob die Cre Rekombinase schon frih genug in embryonalen Moto-
neuronen exprimiert wird, dad man die Rolle von Stat3 fiir das neuronale Uberleben wahrend
der Phase des natirlichen Zelltodes von Motoneuronen untersuchen kann. Dazu wurden NFL-
Cre transgene Embryonen der AlacZR Reportermaus E13 fixiert und mit X-Gal gefarbt. Wie
man in Abbildung 3.3.2A sehen kann, ist zu diesem Zeitpunkt schon ein grof3er Teil der
Motoneurone X-Gal positiv, hat also das lacZ Reportergen durch Cre-vermittelte Rekombi-
nation aktiviert. Als nachstes wurden E12 Motoneurone von NFL-Cre; floxed Stat3 Embry-
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onen isoliert. Die Motoneuronen wurden tber Nacht in Gegenwart von GDNF kultiviert, um
ihnen Zeit zur erneuten Genexpression zu geben. Danach wurde Gesamt-RNA von den Moto-
neuronen von individuellen Embryonen prapariert, revers transkribiert und mit RT-PCR
anaysiert. Dabei konnte gezeigt werden, dal3 die Cre Rekombinase schon E12 exprimiert
wird und Stat3 schon teilweise inaktiviert ist (Anwesenheit des verkirzten Transkriptes und
Reduktion des Wildtyp Transkriptes; Abb. 3.3.2B).
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Abbildung 3.3.2: Spinale Motoneurone hangen nicht von der Expression von Stat3 wahrend der Phase des
naturlichen Zelltods ab. (A) Embryonale Motoneurone exprimieren Cre unter der Kon-
trolle des humanen NF-L Promotors. E13 Embryonen von NFL-Cre; lacZ Mé&usen wur-
den mit X-Gal geférbt. Ein Schnitt durch das lumbale Rickenmark zeigt X-Gal positive
Neurone (blau, Pfeile) nur in den ventrolateralen Motorsaulen. (B) RT-PCR zeigt die
Gegenwart des rekombinierten, verkirzten Stat3 Transkriptes, welchem Exon 22 fehlt,
schon ab E12. (C) Embryonale Motoneurone von NFL-Cre; Stat3"®/%° Tieren benéti-
gen hohere Dosen CNTF zum maximalen Uberleben in vitro. 1hr Uberleben in Gegen-
wart von BDNF oder GDNF ist nicht beeintréchtigt. Mal3stab 200 um. (aus Schwei zer
et al., 2002).



3.2.3 Stat3 ist nicht essentiell fir spinale Motoneurone wahrend der Zeit des

embryonalen Zelltods

Wenn man E14 embryonale Motoneurone von NFL-Cre; floxed Stat3 Mé&use isoliert, findet
man keinen signifikanten Unterschied in der Ausbeute von lumbalen Motoneuronen zwischen
NFL-Cre; Stat3"®/%° und NFL-Cre; Stat3"™"" Tieren. Diese Motoneuronen wurden 6 Tage
lang in der Gegenwart von BDNF, GDNF oder CNTF kultiviert. Motoneurone von NFL-Cre;
Stat3"“K© Embryonen zeigten keine Veranderung in ihrer Uberlebensrate in Gegenwart von
BDNF oder GDNF (Abbildung 3.3.2C). Im Gegensatz dazu zeigten Motoneurone von NFL-
Cre; Stat3"™° Embryonen eine verschobene und flachere Dosis-Wirkungskurve fiir ihr
Uberleben in Gegenwart von CNTF. Diese Motoneurone bendtigen eine hohere CNTF
Konzentration fiir ihr Uberleben — dabei konnen alle NFL-Cre; Stat3"*® Motoneurone mit
CNTF am Leben gehalten werden, allerdings erst bei einer Konzentration von 50 ng/ml (47,1
+ 2,3 % gegen 52,5 + 10,6 % fir NFL-Cre; Stat3"™™": Abbildung 3.3.2C). Auch in vivo
konnte E19 kein signifikanter Unterschied in der Anzahl von Motoneuronen im Fazialiskern
und im lumbalen Riickenmark zwischen NFL-Cre; Stat3"**° und NFL-Cre; Stat3"™
Méausen gefunden werden. Entsprechend haben wir die Anzahl von Motoneuronen im
Fazialiskern von 6 Wochen alten Mausen bestimmt (Tabelle 3.3.1). Wiederum war keine
Reduktion der Anzahl von Motoneuronen feststellbar, was bedeutet, dal3 in NFL-Cre;
Stat3"’K°© Mausen kein erhohter Zelltod wahrend der Embryonalentwicklung oder der frithen
postnatalen Phase feststellbar ist. Diese Daten unterstiitzen die Ergebnisse aus den in vitro
Untersuchungen, dai3 Stat3 wahrend der Phase des physiologischen Zelltodes nicht fir das
Uberleben der Motoneurone entscheidend ist.

Tabelle 3.3.1:NFL-Cre; Stat3"/K° Mause zeigen keinen erhohten Verlust von Motoneuronen

NFL-Cre; Stat3"™™ NFL-Cre; Stat3"*"©

Mittelwert S.E.M. N Mittelwert S.E.M. N
Fazialismotoneurone (6 Wochen)' 2206 88 4 2281 89 4
Fazialismotoneurone (1 Jahr)* 2243 100 8 2201 56 6
Lumbale Motoneurone (1 Jahr) 2506 34 3 2184 187 3

T Anzahl Motoneurone pro Seite
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3.2.4 Mause mit neuronspezifischer Inaktivierung von Stat3 zeigen keine Neuro-

degeneration

Mause mit Inaktivierung von Stat3 in Motoneuronen werden entsprechend der nach Mendel
erwarteten Frequenz geboren und entwickeln sich normal. Im Gegensatz zu Mausen mit einer
Inaktivierung von Stat3 in vielen Organen und Geweben, die mit dem “balancer-Cre” Maus-
stamm erzeugt wurden (Alonzi et al., 2001), sind unsere NFL-Cre; Stat3"®/%° Mause lebens-
fahig, fertil und zeigen keinerlei offensichtlichen Phanotyp. Mit einem Testverfahren, das
motorische Stérungen erfaldt, konnten ebenfalls keine funktionellen Defizite der NFL-Cre;
Stat3"KC Mause festgestelIt werden (Tabelle 3.3.2). AuRerdem wurde auch keine Reduktion
der Anzahl von Motoneuronen in einem Jahr alten NFL-Cre; Stat3"*/K© Tieren, weder im
Fazialiskern noch im lumbalen Riickenmark, festgestellt (Tabelle 3.3.1).

Tabelle 3.3.2: Ein Jahr alte NFL-Cre; Stat3"™® Mause zeigen keinerlei verschlechterte

motorische Kontrolle sowie ke ne verminderte motorische Aktivitét

NFL-Cre; Stat3"™ NFL-Cre; Stat3"*"©

Mittelwert S.E.M. N Mittelwert S.E.M. N
Korpergewichting 43,6 2,3 7 440 31 4
Laufrad (Runden)® 16032 4172 7 24650 3347 4
M otorperformance Score” 19,5 0,41 7 183 0,63 4

T Runden eines Laufrads innerhalb von 7 Tagen.
2 nicht significant, Mann Whitney U-Test.

3.2.5 Endogenes Stat3 ist fiir das Uberleben von Motoneuronen nach Fazialisldsion

notwendig

Es wurde gezeigt, dal3 Motoneurone nach einer Nervenl&sion bei neugeborenen Mausen durch
CNTF am Leben gehalten werden kénnen (Sendtner et al., 1990). Desweiteren zeigte sich
durch gezielte Auschaltung der Gene, dal3 endogener CNTF und LIF am Uberleben von
ladierten Motoneuronen in jungen adulten Mausen beteiligt sind (Sendtner et al., 1996;
Sendtner et al., 1997). Entsprechend ist bekannt, dal3 Stat3 nach Nervenlasion in Moto-
neuronen phosphoryliert wird und aktiviert bleibt, bis die Regeneration des Axons abge-
schlossen ist (Haas et a., 1999; Schwaiger et al., 2000). Deshalb stellte sich die Frage, ob
Stat3 vielleicht im Falle der Nervenlasion ein wichtiger Mediator des Uberlebenssignals durch
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CNTF und LIF sein kdnnte.

Nach der Durchtrennung des Fazialisnervs in 4 Wochen alten Méausen (das gleiche Alter wie
in den vorrangegangenen Experimenten bei CNTF/LIF doppelt defizienten Tieren; Sendtner
et a., 1996), trat ein signifikanter Verlust von Motoneuronen von NFL-Cre; Stat3"*/K©
Mausen auf, der bei NFL-Cre; Stat3"™™ Geschwistertieren nicht gefunden wurde (Abbildung
3.3.3). Zwei Wochen nach der Lasion tberlebten in den NFL-Cre; Stat3"®/%° Mausen nur 57
*+ 6 % der Fazialismotoneurone auf der |&dierten Seite (n=6, p <0,001 gegen Kontrollseite).
Dieser Verlust entspricht etwa dem, der in CNTF<®/LIF¢° Mausen gefunden wurde (Sendtner
et al., 1996).

A Abbildung 3.3.3; Das Fehlen von
funktionalem Stat3 Protein fuhrt zu Axo-
NFL-Cre; .. .

Statgﬂc;gKO tomie-induziertem Zelltod von Motoneu-
ronen bei der erwachsenen Maus. (A)
Cresylviolett-gefarbe  Schnitte durch den
Fazialiskern zwei Wochen nach der
NFL-Cre; Nervenldsion zeigen den Verlust von
Stat3flex/w : flox/KO

Motoneuronen in  NFL-CreStat3"™
Maéausen auf der Lésionsseite. Die Kontroll-
o PEEE— seite erscheint vollig unaufféllig. (B) Aus
B zshlen der Motoneurone in Serienschnitten

zeigt einen Verlust von 43 % der Moto-
neurone auf der l&dierten Seite in NFL-Cre;
Stat3Mo¥KO M &usen. (***p<0.001;
ANOVA). Maf3stab 100 pm.

number of facial metoneurons
+l-s.e.m,

o Y
control lesioned control lesioned

NFL-Cre; NFL-Cre;
Statafloxint Stataflowko

3.2.6 Motoneurone ohne funktionelles Stat3 kdnnen nach L&sion mit neurotrophen

Faktoren gerettet werden

Die Durchtrennung des Fazialisnervs bel neugeborenen Mausen fihrt zur Degeneration von
mehr als 80 % der entsprechenden Motoneurone. Diese Neurone konnen aber durch die
Applikation neurotropher Faktoren gerettet werden (Sendtner et al., 1990;Sendtner et al.,
1992;Henderson et al., 1994). Um herauszufinden, ob die Motoneurone von NFL-Cre
Stat3"K© Mausen nach Axotomie generell unfahig sind auf neurotrophe Faktoren zu
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reagieren, wurden nach der Fazialisasion GDNF und BDNF loka auf den Nervenstumpf
appliziet. GDNF war der potenteste neurotrophe Faktor und erhohte das Uberleben der
Motoneurone in NFL-Cre; Stat3"®C Tieren auf 86 + 2 % (n=4, p<0,01 verglichen mit
unbehandelter Kontrolle) zwei Wochen nach der Lasion (Abbildung 3.3.4). Die Applikation
von BDNF fuhrte zu einer Erhthung der Anzahl Uberlebender Neurone von 57 £+ 6 % (n=6)
auf 67 £ 6 % (n=5), die alerdings keine statistische Signifikanz erreichte (Abbildung 3.3.4).
CNTF wurde ebenfalls auf den proximalen Nervenstumpf in NFL-Cre; Stat3"®/%° Mausen
appliziert. In diesem Fale kam es ebenfalls zu ener signifikanten Erhohung der
Uberlebensrate der Motoneurone auf 79 + 2 % (n=4, p<0,01 gegenilber unbehandelter
Kontrolle). Das bedeutet, dal3 CNTF auch in Abwesenheit der Stat3 Signaltransduktion einen
Uberlebenseffekt bei |&dierten Motoneuronen besitzt.
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Abbildung 3.3.4: Axotomierte Motoneurone von NFL-Cre; Stat3"**® Mausen kénnen durch Applikation
von neurotrophen Faktoren am Leben gehaten werden. CNTF und GDNF waren in der
Lage, mehr as die Hélfte der sonst degenerierenden Motoneurone bei 1&dierten NFL-Cre;
Stat3"K® Mausen zu retten. der Effekt von BDNF war nicht signifikant. (*p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001; ANOVA mit Bonferroni’s post-hoc Test. Aus Schweizer et d.,
2002).

3.2.7 Die Expression von Reg-2 und Bcl-xL wird Stat3 abhangig in ladierten

Motoneuronen induziert

Reg-2 wurde as transkriptionell reguliertes Gen in axotomierten sensorischen Neuronen
identifiziert. Es zeigte sich, dal3 es mitogene Wirkung fur Schwannzellen besitzt (Livesey et
a., 1997) und in spinalen Motoneuronen nach CNTF Zugabe exprimiert wird (Nishimune et
al., 2000). Reg-2 kann bei isolierten Motoneuronen als Uberlebensfaktor in autokriner und
parakriner Weise wirken (Nishimune et a., 2000). Der Reg-2 Promotor enthélt drel Stat3
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Bindestellen und wird Stat3 abhangig aktiviert (Dusetti et al., 1995). Die Stat3 Phosphory-
lierung erreicht ihren Hochstwert zwel Tage nach der Lasion von Fazialismotoneuronen
(Schwaiger et a., 2000). Deshalb wurde dieser Zeitpunkt gewahlt, um die Expression von
Reg-2 im Fazialiskern mit semiquantitativer RT-PCR zu bestimmen. Nach der Fazialislasion
bei NFL-Cre; Stat3"™™ Mausen steigt die Menge an Reg-2 mRNA 11,1 + 4,67-fach im
Fazialiskern auf der |adierten Seite. Reg-2 wird also ebenfalls in Fazialisneuronen lasions-
abhangig induziert wie auch in spinalen Motoneuronen (Livesey et al., 1997). In den NFL-
Cre; Stat3"*© Mause steigt die Reg-2 mRNA Menge nur 3,82 + 2,6-fach (Mittelwert aus 3
Experimenten). Die Reg-2 mRNA Menge im ladierten Fazialiskern in NFL-Cre; Stat3"®/¢°
betragt nur 34 % der Menge in NFL-Cre; Stat3"™™ Mausen (n=4-5, p<0,05; Abbildung
3.3.5A). Offensichtlich ist also die Erhéhung der Reg-2 Expression nach Lasion von Moto-
neuronen Stat3 abhangig. Um sicherzugehen, dal? auch tatsachlich Motoneurone Reg-2 expri-
mieren und nicht etwa reaktive Astrozyten, wurde eine in-situ Hybridisierung fir Reg-2 in
Gehirnschnitten durchgefihrt (Abbildung 3.3.5B).
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Abbildung 3.3.5: Die Expression von Reg-2 wird in axotomierten Motoneuronen Stat3-abhéngig induziert.
(A) Semiquantitative RT-PCR mit Gesamt-RNA aus akut isolierten Fazialiskernen zeigte einen Anstieg der Reg-
2 Expression nach Fazialisiasion. In NFL-Cre; Stat3"™“° Mausen erreicht die Reg-2 Expression nur 34 % des
Wertes bei NFL-Cre; Stat3"™ Geschwistertieren (n=5; ANOVA mit Bonferroni's Test). (B) In situ
Hybridisierung offenbart, da? die Expression von Reg-2 auf Motoneurone beschrénkt ist. Die untere Abbildung
zeigt zum Vergleich die Negativkontrolle mit sense-Sonde. Mal3stab 100 um.(Schweizer et a., 2002).
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Man kann annehmen, dal3 nach der Axotomie eine ganze Reihe von Genen aktiviert wird, von
denen vermutlich mehrere Teile von anti-apoptotischen Signalwegen sind. Bcl-xL ist in ver-
schiedenen Regionen des Nervensystems stark exprimiert (Motoyama et al., 1995), unter
anderem in Motoneuronen des Fazialiskerns (Hamner et al., 1999; Abbildung 3.3.6B). Mittels
semiquantitativer RT-PCR kann man feststellen, dai? in NFL-Cre; Stat3"*' Mausen die
Expression von Bcl-xL zwel Tage nach der Lasion 8,13 + 2,02-fach induziert wird. In NFL-
Cre; Stat3"™° Tieren betragt die Induktion von Bcl-xL dagegen nur 5,3 + 0,46-fach
(Mittelwerte aus 3 Experimenten). Das bedeutet, dal? die Bcl-xL Expression in Motoneuronen
mit inaktiviertem Stat3 nur 64 % des Normalwertes betrégt (n=3-4; p<0,05) und Stat3 folglich
an der Induktion der Genexpression von Bcl-xL nach Nervenlasion beteiligt ist (Abbildung
3.3.6A).
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Abbildung 3.3.6: Die Bcl-xL Expression wird in axotomierten Motoneuronen Stat3-abhangig induziert
(A) Semiquantitative RT-PCR mit Gesamt-RNA aus akut isolierten Fazialiskernen zeigte
einen Anstieg der Bcl-xL Expression nach Fazialisiasion. In NFL-Cre; Stat3"*/%° Mausen
erreicht die Bcl-xL Expression nur 65 % des Wertes bei NFL-Cre; Stat3"** Geschwister-
tieren (n=5; ANOVA mit Bonferroni’s Test). (B) In situ Hybridisierung offenbart, dal3 die
Expression von Bcl-xL auf Maotoneurone beschrénkt ist. Die untere Abbildung zeigt zum
Vergleich die Negativkontrolle mit sense-Sonde. Mal3stab 100 um. (Schweizer et d.,
2002).

Im Nervensystem werden noch weitere Mitglieder der Bcl-2 Genfamilie exprimiert: Bcl-2 und
Bcl-W. Aus diesem Grunde wurden auch ihre Transkripte mit RT-PCR quantifiziert, wobel
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alerdings keine Induktion nach Lasion sowie keine Abhangigkeit von Stat3 gefunden wurde
(Tabelle 3.3.3). Man kann spekulieren, dal3 die transkriptionelle Aktivierung von anti-
apoptotischen Genen der Bcl-2 Familie nur notwendig ist, wenn gleichzeitig eine Aktivierung
von pro-apoptotischen Mitgliedern der Bcl-2 Familie stattfinden wirde, welche antagonisiert
werden muf3. Aus diesem Grunde wurde die Expression von Bax mittels RT-PCR untersucht.
Dabel wurde jedoch keinerlel transkriptionelle Regulation nach Axotomie festgestellt (Tabelle
3.3.3). Es wurde auch versucht, die Expression von anderen pro-apoptotischen Bcl-2
Familienmitgliedern zu untersuchen. Harakiri (hrk) wird in PC12 Zellen bei NGF Entzug
transkriptionell induziert (Imaizumi et al., 1999). Leider konnte mit den PCR Primern aus
dieser Verdffentlichung kein Produkt erhalten werden, weil vermutlich die verdffentlichte
Sequenz spezifisch fur die Ratte ist. Ein weiterer Kandidat ist Noxa. Dieses Gen wir
alerdings p53-abhéngig reguliert und ist daher eher fur die Induktion der Apoptose nach
DNA Schédigung verantwortlich (Huang und Strasser, 2001).

3.2.8 Die Expression von Genen fur IAPs wird nicht nach Lasion in Motoneuronen

induziert

In embryonalen Neuronen sind die IAP Proteine (Deveraux et al., 1998) essentielle
Komponenten der Signaltransduktionswege der neurotrophen Faktoren (Wiese et dl.,
1999;Wiese et al., 2001). Um zu testen, ob diese Gene in die Regulation des Axotomie-
induzierten Zelltods eingreifen, wurde die Expression von IAP-1, IAP-2 und XIAP mittels
RT-PCR in Faziaiskernen von NFL-Cre; floxed Stat3 Mé&usen nach Fazialislasion untersucht.
Zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme, also 48 Stunden nach der Fazialislasion, konnte keine
Induktion von IAPs nachgewiesen werden. Es gab auch keinen Unterschied zwischen NFL-
Cre; Stat3"™ und NFL-Cre; Stat3"’® Mausen (Tabelle 3.3.3).
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Tabelle 3.3.3: Zusammenfassung der Genexpressionsprofile fur die Bcl-2 und 1AP Gen-
familien in NFL-Cre; floxed Stat3 Mausen. Faktor der Anderung der Genexpression im
ladierten Fazialiskern im Vergleich zur Kontrollseite mit S.E.M.

NFL-Cre; Stat3"™™ NFL-Cre Star3™?K°
Bd-2 1,0+0,30 0,75+ 0,45
Bol-w 11034 110,32
Bax 1,0+ 0,09 1,0£0,10
IAP-1 1,0£0,24 1,2+0,34
IAP-2 1,2+0,34 15+0,38
XIAP 0,9+0,16 1,5+0,20

3.2.9 Mause mit Inaktivierung des Stat3 Gens in Neuronen erleiden grol3ere Infarkte

im Ischamiemodell als Mause mit funktionellem Stat3

Aus den oben beschriebenen Experimenten kénnte man schlief3en, dal3 Stat3 besonders fir
eine Form der StreRantwort bei Neuronen fir das Uberleben wichtig ist. Deshalb sollte
getestet werden, ob Stat3 generell als positiver Regulator des neuronalen Uberlebens unter
pathophysiologischen Umsténden ene Rolle spielt. Neben der Axotomie bel
Nervenverletzung ist die transiente Ischamie klinisch von hoher Relevanz. NFL-Cre; floxed
Stat3 Méuse wurden deshalb in Zusammenarbeit mit Dr. A. Meisel, am Institut fir
Experimentelle Neurologie, Prof. Dirnagl, Humboldt Universitét Berlin, in einem transienten
Ischdmiemodell untersucht. Dabei wird unter Narkose ein Filament in eine Halsarterie
eingeftihrt und in Richtung Kopf vorgeschoben, um die Arterie Cerebri media durch das
Filament transient zu verschlief3en. Dabel kommt es zu einem Infarkt im Bereich des
Striatums und angrenzenden Cortex, ganz dhnlich der Situtation beim Menschen bei den
haufigen Infarkten im Bereich der Capsula interna. Im Standardmodell verstarben 80 % der
NFL-Cre; Stat3"*© Tiere, im Gegensatz zu keinem der NFL-Cre; Stat3"*™ Tiere. Um die
InfarktgrofRe bestimmen zu kdnnen, muldte deshalb ein milderes experimentelles Paradigma
gewshlt werden. In diesem Paradigma ist bei NFL-Cre; Stat3"®° Tieren der Infarkt
tatsachlich signifikant groRer ist as bei Kontrollen mit Stat3 in Neuronen (93 mm® vs. 65
mm®; p=0,001 Student’st-Test; Abb. 3.3.7).
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Infarktvolumen in NFL-Cre; floxed Stat3 Méusen Abbildung 3.3.7: Infartvolumen in NFL-
Cre; Stat3 Méausen. Die Infarkte sind in NFL-
Cre; Stat3"™*° Mausen (rechts) erheblich
groRer as in NFL-Cre; Stat3'™™ Mausen
(links). Dargestellt sind jeweils der Median

—{-

» und der Bereich zwischen dem 25% und 75%
E + Perzentil im Kasten. Punkte représentieren
jeweils die gréften und kleinsten Einzel-

okmien hmm !

werte. Die Abbildung wurde freundlicher-

weise von Dr. Andreas Meisal, Experi-

NFL-Cre:  NFL-Cre: ' mentelle Neurologie, Humboldt Universitét
Etatgflmﬁwr S.ta.t:aflﬁw'}'{(}

Berlin zur Verfligung gestellt.

Experimente zur Untersuchung der Genexpression im Infarktgewebe und in der ischamischen
Penumbra, z.B. von Bcl-xL, in diesen Tieren sind im Moment noch nicht abgeschl ossen.

3.2.10 Spielt Stat3 auch bei der genetisch bedingten Neurodegeneration eine Rolle ?

Es wird im Moment noch in einem weiteren Paradigma der Neurodegeneration die Rolle von
Stat3 untersucht. Wir haben Méuse, die as Transgen ein menschliches SOD1 Gen tragen, das
in familidrer ALS auftritt (SOD1%%*%), mit NFL-Cre; floxed Stat3 Mausen verkreuzt. Wir
wissen aus der Arbeit von Dr. Ralf Giess in unserer Gruppe, dal3 Mause mit dieser SOD1
Mutation friher an einer Motoneurondegeneration erkranken, wenn bei ihnen das CNTF Gen
ausgeschaltet wurde (Giess et al., 2002). Es stellte sich also die Frage, ob Stat3 an der CNTF-
vermittelten Verzogerung des Krankheitsverlaufs beteiligt ist. Erste Ergebnisse deuten darauf
hin, da? der Uberlebenseffekt von CNTF in diesem Modell tatsichlich auf Stat3

zurtickzufuihren sein konnte. Wahrend in hSOD1%%A

transgenen Méausen die Krankheit im
Alter von 37,08 + 2,08 Wochen auftritt, bewirkt die genetische Inaktivierung von CNTF in
hSOD1%%* transgenen Mausen einen fritheren Beginn der Krankheit ( 26,72 + 3,36 Wochen).
Die ersten 50 % der NFL-Cre; Stat3"®/%°: hSOD1%%* transgenen Mause starben innerhalb
von 224 Tagen (32 Wochen; Abbildung 3.3.8).

Dieses Ergebnis ist mit der Hypothese vereinbar, daR der CNTF-vermittelte Uberlebenseffekt

in diesem Krankheitsmodell auf der Stat3 abhangigen Aktivierung eines besonderen
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Genexpressionsprogramms  beruht. Sicherlich sind mehr Experimente nétig, um diese

Arbeitshypothese weiter zu untermauern.
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Abbildung 3.3.8: Die Lebenszeit von NFL-Cre; Stat3"®/“®; hSOD1%%** transgenen Méusen ist signifikant
verklrzt. Vorléufiges Ergebnis, n=6 fir jeden Genotyp.



3.4 Gerichtete Mutagenese des LIF-Rezeptor Gens in ES-Zellen

3.4.1 Zielsetzung und Zusammenfassung

Zielsetzung war es, durch gerichtete Mutagenese in der Keimbahn der Maus gezielt einzelne
Signalwege, die am LIFR beginnen, auszuschalten, um ihre jeweilige Rolle fur das Uberleben
und die Regeneration von Motoneuronen zu untersuchen. Durch Substitution von Tyrosin
durch Phenylalanin sollte die Phosphorylierung von SH2-Bindestellen fur SHP-2 (YIDV) und
STAT3 (YQPQ, YKPQ, YRPQ) im LIFR ausgeschaltet werden. Dazu wurde zuerst ein
Bereich des Gens fur den LIFR der Maus kloniert. Nach Einfihrung von gezielten Punkt-
mutationen wurden Targeting-Vektoren fur die Hit& Run Methode kloniert und elektroporiert.
Die Integration (“Hit") der entsprechenden Konstrukte verlief mit hoher Ausbeute. Leider
wurden bei der anschlief3enden Reversion (“Run”) zwar viele Revertanten gefunden, diese
hatten jedoch alle zum Wildtyp revertiert. An dieser Stelle war unklar, ob es sich um ein
technisches Problem handelte oder ob die Mutanten in embryonalen Stammzellen einen
dominant negativen Effekt hatten. Deshalb wurde ein alternativer “knock-in” Ansatz mit
konventionellen Replacement-Vektoren verfolgt. Diese Vektoren wurden in embryonale
Stammzellen elektroporiert. Das Screening auf die gewlnschten Rekombinanten dauert noch
an. Dieselben Mutationen wurden auch in die cDNA fir den LIF-Rezeptor eingefihrt und
diese in verschiedene bicistronische Expressionsvektoren kloniert, um die Vorraussetzung zu

schaffen, bei Bedarf neurale Stammzellen von LIFR” Embryonen zu transfizieren.

3.4.2 Einfuhrung der Punktmutationen mit der Hit&Run Methode

Fur die gezielte Einfihrung von Punktmutationen in das Genom der Maus stehen mehrere
Methoden zur Verfigung: Hit& Run (Hasty et al., 1991), Tag& Exchange (Askew et al., 1993)
und “knock-in” Methoden mit cDNA oder genomischen Fragmenten entsprechend der klas-
sischen “knock-out” Strategie (Thomas und Capecchi, 1987). Alle diese Methoden besitzen
spezifische Vor- und Nachteile. Der besondere Vortell der Hit& Run Methode liegt darin, dal3
es auller der gewlnschten Punktmutation zu keinen weiteren Veranderungen im Genom
kommt, sodal3 man keine Beeintrachtigung der Genregulation durch “brig gebliebene” DNA
zu befurchten muf3. Aus diesem Grund wurde diese Methode verfolgt, obwohl erst relativ
wenige mutierte Maudlinien damit erzeugt wurden. Ein weiterer Vorteil der Hit&Run
Methode ist die Verwendung eines Integrationsvektors, die eine hohe Ausbeute an transgenen
Klonen erwarten 183t (Abb. 3.4.1).
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Abbildung 3.4.1: Das Prinzip der Hit&Run
Methode aus Hasty et a., 1991. Ein Integrations-

vektor wird innerhalb des homologen Bereichs

Hamaologous
Tiogmblapiien linearisiert, um eine einfache homologe Rekombi-
nation zu erzwingen. Dabel kommt es zu einer
l Ga1E"  FlAU® Verdopplung des homologen Bereiches. Transgene

Klone werden durch positive Selektion ange-

l inirscheomasomal reichert. Bei der intrachromosomaen Rekombi-

Ascombination

nation wird die Verdopplung des Allels wieder
aufgelost. Die revertierten Klone werden durch

negative Selektion angereichert. Bei der Reversion

kommt es mit gleicher Wahrscheinlichkeit zum
Verlust des mutierten Allels oder des Wildtypallels.

G418% Flay’

L

3.4.2.1 Klonierung eines Teils des Gens fir den LI F-Rezeptor

Grundvorraussetzung fur den Bau eines Hit& Run Vektors ist ein Stiick genomischer DNA
des LIF-Rezeptors der Maus. Wir erhielten einen | -Klon (I M2) von Dr. lan Chambers
(Centre for Genome Research, Edinburgh; Chambers et a., 1997), der die letzten drei Exone
und Introne des Gens fur den LIFR enthélt. Die anvisierten Mutationen befinden sich ale im
letzten Exon (Exon 21). Von diesem Gen war damals aber nur die Exon-Intron Struktur sowie
die Sequenz der cDNA bekannt. Aus diesem Grunde wurde nach der Vermehrung des Phagen
zuerst eine grobe Restriktionskarte erstellt. Ein PCR Produkt aus Exon 21 (mit den Primern
mLIFRe21fwd und mLIFRe21rev) diente als Sonde. Dabei wurden die BamHI Schnittstellen
(Chambers et al., 1997) bestétigt. Eine der beiden Schnittstellen liegt in Exon 21, sodal} aus-
gehend von dieser Information eine vorlaufige Restriktionskarte abgel eitet werden konnte. Da
ich mich zur Einfihrung der Punktmutationen fir das Altered Sites System von Promega
entschieden hatte, war ich bel der Auswahl von Schnittstellen fir die Klonierung von geno-
mischen Fragmenten in den pALTER-MAX Vektor beschrankt. Weiterhin sollten die mutier-
ten Fragmente spéter in pPNT (Tybulewicz et a., 1991) kloniert werden, um den Targeting
Vektor zu erhalten. Nach Beriicksichtigung dieser Bedingungen entschied ich mich fur eine
Strategie, in der ein PCR-Fragment mit einer synthetischen EcoRI Schnittstelle 5° und der
bekannten BamHI Schnittstelle 3' (im Exon 21) sowie das 4,5 kb BamHI Fragment mit dem
Rest von Exon 21 und dem 3'-UTR des Gens in den Mutagenesevektor kloniert werden

sollten. Die entsprechenden Mutationen sollten also getrennt in beiden Fragmenten
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durchgefuihrt werden. Danach sollten beide Fragmente in pPNT kombiniert werden. Die
Klonierungsstrategie (ohne Mutagenese) ist in Abb. 3.4.2 nochmas schematisch
zusammengefalt.

Abbildung 3.4.2. Die Klonierungstrategie zur
amH| . .
EcoLIFRi19fwd Herstellung der Integrationsvektoren zur Ein-
fuhrung von Punktmutationen in das Gen fur den
LIF{Rezeptor der Maus. Der homologe Bereich

mLIFReZirev

enthdlt nur zwel Exons (€20 und €21). Die Mutat-
R , ionen befinden ale sich in Exon 21 und wurden
ppmﬂmm\ll ﬁ] vorher getrennt in beide Fragmente eingefihrt. In
y | Intron 20 befindet sich die diagnostische Xhol
% M" Sch(/Eittstelle, die durch Mutation aus einer Xbal
\'_' Schnittstelle hervorgegangen ist. Dort befindet sich
" auch die einzige Hindlll Schnittstelle, an der der
Ecofl  Hindill BamHi Xbal BamHl vektor zur Einleitung der homologen Rekombi-

‘ i 1 ‘ nation linearisiert werden kann (siehe unten).

1 5 r s

PPNT FXPQ | |
13,5 kb 4 |

3.4.2.2 PCR-Klonierung eines genomischen 3 kb EcoRI/BamHI Fragmentes mit HF-PCR

Fur die PCR Klonierung eine Fragmentes aus dem 5 kb BamHI Fragment, mul3te zuerst
ausreichende Sequenzinformation beschafft werden. Von Exon 20 und Exon 21 aus wurden
deshalb beide Plasmide auf ingesamt 4 kb sequenziert. Daraufhin konnte in Intron 19 ein
Primer mit EcoRI Schnittstelle abgeleitet werden (EcoL IFRi19fwd), der zusammen mit einem
Primer aus Exon 21 (mLIFRe21rev) zur Vervielfaltigung und Klonierung des 3,5 kb Frag-
mentes eingesetzt wurde. Fir diese Reaktion wurde die “Advantage’ high-fidelity Tag-
Polymerase von Clontech verwendet. Zwei Klone dieser PCR Klonierung sowie der Aus-
gangsklon (5 kb BamHI Fragment in pBluescript) wurden parallel sequenziert. Beide Klone
stimmten in ihrer Sequenz vollsténdig mit dem Ausgangsklon tberein und konnten daher fir
die Mutagenese verwendet werden. Die Sequenzierung lieferte auf3erdem zwei potentielle
Polyadenylierungsstellen im 3'-UTR.
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3.4.2.3 Ortsspezifische Mutagenese

Die gerichtete Mutagenese wurde mit Oligonukleotiden statt PCR durchgefuhrt, da diese
Methode 1.) die Mutagenese grof3er genomischer Fragmente erlaubt, 2.) mehrere Mutationen
gleichzeitig eingefuhrt werden kénnen und 3.) keine Punktmutationen durch die Tag-Poly-
merase zu beflrchten sind, welche man durch Sequenzierung ausschlief3en mufite. Weiterhin
konnten mit derselben Methode die gleichen Mutationen in die cDNA eingefuhrt werden.
Neben den Mutationen der SH2-Bindestellen (YIDV zu FIDV fir die SHP-2 Bindestelle und
YXPQ zu FXPQ fir die drei STAT3 Bindestellen) konnte auch eine diagnostische Schnitt-
stelle in Intron 20 eingefuhrt werden, die die Genotypisierung der transgenen Stammzellen
sowie der Méause spéter erleichtern sollte. Zu diesem Zweck wurde die Xbal Schnittstelle in
Intron 20 durch zwei Basenpaaraustausche in eine Xhol Schnittstelle umgewandelt. Alle
Mutationen wurden durch Sequenzierung bestétigt. In Abbildung 3.4.3 sind représentative
Sequenzen der entsprechenden Bereiche im LIFR gezeigt.

Wildtyp Mutation heterozygot . ) )
Abbildung 3.4.3: Sequenzen im LIFR. Mit

YIDV FIDV YFI DV “Wildtyp” ist jeweils die genomische Sequenz

! des LIFR im Ausgangsklon bezeichnet. Die
| W ( ' | . | Sequenzen im entsprechenden Targetingvektor
o VLN L ,. ||/l | sind mit “Mutation” beschriftet und die Sequen-

..... - T TTTTEETEDR zen der heterozygoten Stammzellen nach der
Integration des Vektors mit “heterozygot”. Die
II _ f abgeleitete  Aminosauresequenz  ist  ebenfals
. o  H angegeben. (A) Mutagenese der SHP-2 Binde-
DU B Uil | selle YIDV zu FIDV. Das Tyrosincodon TAC
a1 ThEABsagTEiD R R wurde in TTT mutiert. (B) Mutagenese der Stat3
YRPQ FRPQ YFR PQ | gindestelle YQPQ zu FQPQ. Dabei wurde das
Tyrosincodon TAT in TTC mutiert. Es wurden
immer zwel Basenpaare ausgetauscht, um die
A ' | IR R A ' (/| Mutationen leichter detektierbar zu machen. (C)
m.wnhu sEyiELincEEELa NE— Mutation der Stat3 Bindestelle YRPQ analog zu
Y KPQ FKPQ  YFKPQ | g ) Mutation der Stat3 Bindestelle YKPQ
analog zu (B). Ein stiller Basenpaaraustausch im
|'II Prolincodon von CCA zu CCG wurde ebenfalls
LA ol ._J,{_-_j;_- eingefiihrt, um die Bildung einer Haarnadel-

D

struktur des verwendeten Oligonukleotids zu ver-

meiden.
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3.4.2.4 Zusammenbau des | nsertionsvektors

Bevor der Insertionsvektor vollendet werden konnte, mufdte eine singulére Schnittstelle im
LIFR Genfragment gefunden werden, an der man den Vektor vor der Elektroporation lineari-
sieren kann. Diese Schnittstelle sollte aber in etwa 1 kb Entfernung von der gewtnschten
Mutation liegen, um die Wahrscheinlichkeit einer “Heteroduplex-Reparatur” nach “branch-
migration” zu minimieren (Hasty et al., 1991). In Intron 20 liegt eine geeignete Hindlll
Schnittstelle. Allerdings tragen sowohl der Vektor pPNT als auch das 4,5 kb BamHI Frag-
ment je eine Hindlll Schnittstelle. Diese Schnittstellen wurden durch Schneiden mit Hindlll,
Auffillen und Religation in Nhel Schnittstellen umgewandelt. Dazu wurde zuerst die Hindll1
Schnittstelle aus pBluescript auf dem selben Weg zerstort (pBSDHind). In diesen Vektor
wurde dann das 4,5 kb Fragment einkloniert und ebenfalls die Hindlll Schnittstelle entfernt.
Schliefdich konnte das 3 kb EcoRI/BamHI Fragment in pPNTDHind kloniert werden, gefolgt
vom 4,5 kb Fragment ohne Hindlll Schnittstelle, um die Hit& Run Vektoren pPNT FIDV und
pPPNT FXPQ zu ergeben.

3.4.2.5 Homologe Integration der Hit& Run Vektoren in das Gen fiir den LIFR in ES-Zellen

Beide Targetingvektoren (pPNT FIDV und pPNT FXPQ) wurden an der Hindlll Schnittstelle
linearisiert, jeweils in E14 ES-Zellen elektroporiert und jeweils 480 G418 resistente Klone
gepickt. Von diesen wurden jeweils zuerst 288 Klone per PCR auf homologe Integration ge-
testet. Dazu wurden die Primer mLIFRe20fwd und diagnFIDVrev bzw. diagnFRPQrev ver-
wendet, um ein 720 bp Produkt zu erhalten. Die Primer liegen beiderseits der Hindlll Schnitt-
stelle — ein Produkt wird nur erwartet, wenn das mutierte Allel durch Rekombination an der
richtigen Stelle in das Genom eingefiigt wird. Transgene mit Zufallsintegration sollten kein
Produkt liefern. Um die richtige Integration zu bestétigen, wurde aul3erdem das PCR Produkt
mit Xhol geschnitten. Wenn die Integration an der richtigen Stelle stattgefunden hat, sollte
das Produkt durch Xhol geschnitten werden, da diese Schnittstelle als diagnostische Schnitt-
stelle in Intron 20 eingefuhrt wurde (s.0.). Schliefdich beweist eine Spaltung des PCR
Produkts durch Hindlll, dal3 die Rekombination an dieser Stelle auf das Basenpaar genau
stattgefunden hat. Fur die FIDV Mutation wurden 13 Klone expandiert und fir die FXPQ
Mutation wurden 16 Klone expandiert. Die Kandidaten wurden per Southern Blot analysiert
(Abb. 3.4.4).

69



Abal-Verdau von G418 rasistenten FXPQ Klonen

HE
Ml arker

i !
iy
g
§

—p= falsche tg Intagration
Abbildung 3.4.4: Southern Blot Analyse von Klonen nach der Integration des Hit& Run Vektors. Von 16
Kandidaten nach PCR haben mindestens 11 Klone den Vektor richtig integriert. Bei Verdau mit Xbal erhélt man
bei homologer Rekombination ein 2,6 kb Fragment und ein 1,3 kb Wildtyp Fragment vom Wildtypallel. Analog
erhdlt man umgekehrt bei Verdau mit Xhol ein neues 10 kb Fragment bei homologer Rekombination (nicht
gezeigt). Fur die FIDV bzw. FXPQ Mutationen konnten 10 bzw. 11 korrekt integrierte Klone identifiziert
werden (Ausbeute ~4 %).

Von diesen ES-Zell Klonen wurde jeweils der Bereich von Exon 21 sequenziert, um die
Gegenwart der gewlinschten Mutationen zu verifizieren. Alle Klone waren heterozygot fur die
gewlnschten Mutationen, d.h. esist nicht zu “branch-migration” und “Heteroduplex-Repair”
gekommen.

3.4.2.6 Reversion der “Hit”-Klone durch Gegensel ektion mit Gancyclovir

Die ES-Zell Klone mit Integration des Targetingvekors tragen das Vektorriickgrat mit
Neomycinphosphotransferase  und HSV-Thymidinkinase. Durch Gegenselektion mit
Gancyclovir kann man spontane Revertanten anreichern, die durch intrachromosomale
homologe Rekombination das Vektorriickgrat in Umkehrung der Integration eliminieren.
Diese Reversion fuhrt theoretisch bei der Halfte der Klone zur Retention der Mutation und bei
der anderen Halfte zuriick zum Wildtyp (Hasty und Bradley, 1993). Bel der Reversion wurde
jeweils ein Klon mit korrekter Integration in Gegenwart von G418 expandiert und dann bei
geringer Zelldichte ohne G418, aber in Gegenwart von Gancyclovir mehrere Tage kultiviert,
um Revertanten zu selektieren. Gancyclovir resistente Klone wurden dann gepickt und per
Southern Blot und Sequenzierung auf Reversion bzw. Retention der Mutation untersucht. Mit
Klon 111E11 (FIDV) wurden 16 Klone erhaten, von denen 3 Revertanten waren, die aller-
dings alle die Mutation verloren hatten. Nach Reversion von Klon [1D4 (FXPQ) wurden 21
Kandidaten gefunden, von denen 20 echte Revertanten waren, die ebenfalls alle die Mutation
verloren hatten und zum Wildtyp revertiert waren.
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Abbildung 3.4.5. Southern Blots von genomischer DNA aus embryonalen Stammzellklonen nach Reversion.
Die DNA wurde mit BamHI geschnitten und die LIFR Fragmente mit der Exon 21 Sonde detektiert. Im Beispiel
links sieht man 9 von 10 Klonen nicht revertiert (Vektorbande bei 11 kb; Ausgansgsklon |11 E11). Rechts sind
ale Klone tatséchlich revertiert (Banden nur bei 4,0 und 4,5 kb; Ausgangsklion 11D4), d.h. sie haben das
Vektorriickgrat verloren. Diese Klone stellten sich aber nach Sequenzierung as Wildtypen heraus, hatten also

ale das mutierte Allel verloren.

Es stellte sich die Frage, ob das Fehlen von Revertanten mit Mutationen darauf beruht, daf3
die ES-Z€llen in Gegenwart von LIF kultiviert wurden. Es ware denkbar, dafl’ die Punktmuta-
tionen schon als heterozygote Mutationen die LIF Signaltransduktion beeintréchtigen. In den
“Hit"-Klonen (die mit LIF gehalten werden konnen) befinden sich zwei Selektionskassetten,
die eventuell das transgene Allel inaktivieren, bis sie durch Reversion entfernt werden. Um
dieses Problem zu umgehen, wurden die Reversionsexperimente nochmals in Gegenwart von
IL-6/IL-6Ra durchgefiihrt. Diesem Experiment lag die Uberlegung zugrunde, dal3 ES-Zellen
auch durch IL-6 im pluripotenten Zustand gehalten werden kdnnen, dal3 IL-6 aber nur gp130
Dimere engagiert und somit nicht durch LIFR Mutationen beeinfluf3 werden sollte.

Die Reversionsexperimente wurden in Gegenwart von IL-6/IL-6Ra mit Klon 11G11 (FIDV)
und Klon 11D4 (FXPQ) wiederholt. Von zusammen 37 Kandidatenklonen waren 21 korrekt
revertiert, aber wiederum hatten alle Revertanten die Mutationen verloren. An dieser Stelle
war unklar, ob ein technisches Problem vorlag (Dickinson et al., 2000; Hdllrigl et al., 2001)
oder die Mutationen im LIFR irgendwie mit der Beibehaltung des Stammzellcharakters der
Zéellen interferieren. Ein zelllinienabhéngiger Heterozygoteneffekt wurde z.B. fir die
Mutation von Stat3 in ES-Zellen beschrieben (Raz et a., 1999). Diese Fragen klar zu
beantworten, mag eventuell sehr zeitaufwendig sein und geht Uber das Ziel dieses Projektes
hinaus. Daher wurde die Strategie gedndert, um technische Probleme mit der Hit&Run
Methode auszuschlief3en. Jetzt sollten die Mutationen mit einem Replacementvektor durch
doppelt homologe Rekombination in ES-Zellen eingefiihrt werden. Um die Regulation des
LIFR Lokus moglichst wenig zu beeintrachtigen, sollte statt cDNA dieselbe genomische
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DNA des LIFR wie fur Hit& Run verwendet werden und die notwendige Selektionskassette

Uber Cre/loxP vermittelte Rekombination nach Integration wieder entfernt werden.

3.4.3 Klonierung der Replacement-Vektoren

Die Strategie fur den Zusammenbau der Replacement-V ektoren war, in die singulére Hindll|
Schnittstelle eine loxP-flankierte Neomycin-Resistenzkassette (floxed-neo)einzufiigen, die,
wie oben ausgefihrt, durch in vitro Cre Expression spéter entfernt werden kann. Dazu wurde
aus den Hit& Run Vektoren ein 2 kb Xbal/BamHI Fragment ausgeschnitten (enhdt die FIDV
und FQPQ Mutationen) und in pBSDHind kloniert. Danach wurde das entsprechende 4,5 kb
BamHI Fragment (Wildtyp bzw. mit FKPQ und FRPQ Mutationen; mit zerstorter Hindlll
Schnittstelle, s.0.) dahinter einkloniert und die Orientierung mit durch Xbal Verdau Uberpriift
(2,7 kb und 6,8 kb Fragmente). Die resultierenden Vektoren wurden mit Hindlll linearisiert
und eine 2,2 kb floxed-neo Kassette eingefiihrt. Diese Kassette war von Dr. Sibylle Jablonka
in unserem Labor hergestellt worden und wurde mir freundlicherweise Uberlassen. Durch
BamHI Verdau lief3 sich die Orientierung der floxed-neo Kassette bestimmen und es wurden
Klone selektiert, bei denen die Transkriptionsrichtungen von Neomycinphosphotransferase
und LIFR entgegengesetzt waren. Dadurch konnte fur das PCR Screening der Primer 3'-neo
verwendet werden. Die Klonierungsstrategie ist in Abbildung 3.4.6 zusammengefalit.

Xbal Hindll  Bamk|
20

I- Abbildung 3.4.6; Klonierungsstrategie fur die
Replacementvektoren zur Einfihrung von Punkt-
ki mutationen in das Gen fir den LIF-Rezeptor der
s Maus. Der homologe Bereich enthdlt nur zwei
dbal  Hindll BamH| Moal BamH| Exons (e20 und €21). Alle Mutationen befinden
I L sich in Exon 21. Zwischen neo und Exon 21
| . befindet sich die diagnostische Xhol Schnittstelle,

die durch Mutation aus einer Xbal Schnittstelle
hervorgegangen ist. AuRerdem erlaubt die BamHI
< L Schnittstelle in der neo Kassette eine Genotypi-

elill Bami Xoal Rk sierung per Southern Blot nach BamHI Verdau
| von genomischer DNA. Bei Verwendung der
Sonde aus Exon 21 erhdt man ein 2,2 kb Fragment

dtatt des 5 kb Fragmentes. Das 4,5 kb BamHI

HESFIDVRes | pESFXPCnes Fragment bleibt durch die Mutation unverandert.

Abal Hindl)l BamHI Hi
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Ein weiterer Vektor als Positivkontrolle wurde ebenfalls kloniert, um die Screening PCR
optimieren zu kénnen. Fir diesen Vektor wurden die EcoRI/BamHI und BamHI Fragmente in
pBSDHind kloniert und die floxed-neo Kassette in die Hindlll Schnittstelle eingesetzt. Ein
Vektor, bel dem die Transkriptionsrichtungen von Neomycinphosphotransferase und LIFR
entgegengesetzt waren, wurde nach diagnostischem Restriktionsverdau mit BamHI ausge-
wahlt. Die Screening PCR wurde mit den Primern EcoL1FRi19fwd und 3'-neo in Gegenwart

von genomischer DNA optimiert.

3.4.4 Herstellung von Punktmutanten der LIFR cDNA

Ein Klon der murinen LIFR cDNA in pBSIl wurde uns freundlicherweise von Dr. lan
Chambers, Centre for Genome Research, Edinburgh, zur Verfigung gestellt. Aus diesem
Vektor konnte man die cDNA mit EcoRI und Notl ausschneiden und in pALTER-MAX
umklonieren. Dort wurde die ortsspezifische Mutagenese mit den gleichen Oligonukleotiden
durchgefiihrt wie bel den genomischen Fragmenten. AulRerdem wurde die BamHI Schnitt-
stelle in der kodierenden Region durch eine stille Mutation zerstort, um spéter in der Lage zu
sein, nach Transfektion in Wildtypzellen die relative Menge von endogener und mutierter
MRNA nach RT-PCR abschétzen zu kénnen.

3.4.5 Umklonierung der LIFR cDNA in bicistronische Expressionsvektoren

Um die Transfektion auf Einzelzellebene verfolgen zu kénnen, wurde der konstante Teil der
cDNAs in pIRES2-EGFP (Clontech) mit EcoRI/Sacl umkloniert. Der c-terminale Tell mit
allen Mutationen wurde as Sacl Fragment aus pALTER-MAX ausgeschnitten und in
pPIRES2-EGFP-LIFR eingefigt. Die Orientierung wurde wiederum durch PCR und
Sequenzierung Uberprift. Um die Moglichkeit zu erhalten, transfizierte Zellen durch
Selektion anzureichern, wurden alle LIFR cDNAs aul}erdem in pIRES-puro2 (Clontech)
umkloniert. Zur Untersuchung der LIFR Signaltransduktion wurden folgende cDNAS von
Dr.lan Chambers zur Verfigung gestellt: SHP-2 (wt, Y>F, C>S); STAT3 (wt, STAT3D,
STATS3F). Diese Klone wurden teilweise in die gleichen Expressionsvektoren wie die LIFR
Mutanten umkloniert (Tabelle 3.4.1).

Es gibt inzwischen Hinweise, dal3 Zytokine wie LIF und CNTF nicht nur bei der astrozytéren
Differenzierung von neuralen Stammzellen eine Rolle spielen (Johe et al., 1996), sondern
auch an der Regulation des Stammzellcharakters beteiligt sind (Shimazaki et al., 2001). Es
ware daher interessant, diese Mutanten zukiinftig in neurale Stammzellen von LIFR” Tieren
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einzubringen, um die den oben genannten Beobachtungen zugrunde liegende Signaltrans-

duktion zu untersuchen.

Tabelle 3.4.1:

pPpALTER-MAX plRES2-EGFP plRES-puro2
LIFR: wt LIFR: wt LIFR: wt
LIFR: FIDV LIFR: FIDV LIFR: FIDV

LIFR: FQPQ; FKPQ; FRPQ

LIFR: FQPQ; FKPQ; FRPQ

LIFR: FQPQ; FKPQ; FRPQ

LIFR:
FIDV; FQPQ;FKPQ;FRPQ

LIFR:
FIDV; FQPQ;FKPQ;FRPQ

LIFR:
FIDV; FQPQ;FKPQ;FRPQ

LIFR:FQPQ;FRPQ

LIFR:FQPQ;FRPQ

LIFR:FQPQ;FRPQ

SHP-2: wt

SHP-2: Y>F (DN fir Grb2)

SHP-2: C>S (DN fir Enzym)

STAT3: wt

STAT3: STAT3D

STAT3: STAT3F

Diese Konstrukte stehen in den angegebenen Vektoren fur weitere Untersuchungen zur

Verfligung.
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4. Diskussion

4.1 Inaktivierung des somatischen Cytochrom C Gens in der Maus

4.1.1 Zur Zielsetzung der Arbeit

Die Regulation des programmierten Zelltods wahrend der Entwicklung unterscheidet sich in
wenigstens einem Punkt grundlegend zwischen dem Nematoden C. elegans und den
Sdugetieren: In Saugetieren stellt die Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien
einen kritischen Schritt bei der Bildung des Apoptosoms aus Cytochrom C, Caspase 9 und
Apaf-1 dar, in dem es zur Autoprozessierung und Aktivierung der Caspase 9 kommt (Kluck et
al., 1997;Li et a., 1997a,Li et a., 1997b). Die Relevanz der Cytochrom C Freisetzung beim
neuronalen Zelltod konnte durch die Arbeitsgruppe um Eugene Johnson in St. Louis
unterstrichen werden, indem gezeigt wurde, dal3 die Mikroinjektion von Cytochrom C in
kultivierte sympathische Neuronen unter bestimmten Umsténden dosisabhéngig Zelltod
induziert (Deshmukh und Johnson, 1998). Nachdem man fand, dal3 die Wirkung von Bcl-2
und verwandten Proteinen zumindest teilweise auf der Verhinderung der Cytochrom C
Freisetzung beruht (Yang et al., 1997;Li et a., 1997a), ruickte Cytochrom C ins Zentrum des
Interesses an der Regulation der Apoptose.

Wie erwartet, fhrt die genetische Inaktivierung der anderen beiden Komponenten des
Apoptosoms zu einer Reduktion des neuronalen Zelltods und damit zur Hyperplasie des
Gehirns von Caspase 97" (Kuida et al., 1998) bzw. Apaf-17~ Mausen (Yoshida et al., 1998;
Cecconi et al., 1998). Interessanterweise ist aber z.B. die apoptotische Elimination des
interdigitalen Gewebes bei Caspase 9"~ Embryonen unverandert (Kuida et al., 1998), wahrend
bei Apaf-1 defizienten Méausen dieser apoptotische Vorgang verringert ist (Cecconi et al.,
1998). Zusammengenommen bedeutet dies, dal3 es gewebespezifische Unterschiede bel der
Exekution der Apoptose gibt, die noch weiter untersucht werden missen. Ein weiteres
Beispiel in diesem Sinne ist die Fas-induzierte Apoptose, bei der man sogenannte Typ | und
Typ I1l-Zéllen unterscheidet, abhéngig davon, ob zur Initiation des Zelltods ein
mitochondrialer oder ein direkter Weg aktiviert wird (Scaffidi et al., 1998;Nagata, 1999).
Inwiefern der physiologische Zelltod z.B. von Motoneuronen abhangig von Cytochrom C ist,
war unklar, sodald wir uns entschlossen, die Rolle von Cytochrom C bel der neuronalen
Apoptose in vivo durch die genetische Inaktivierung in der Maus zu untersuchen.
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4.1.2 Genetische Inaktivierung in Mausen zur Erforschung der Apoptose von

Nervenzellen

Es herrscht Einigkeit dartber, dal’3 der Mechanismus der Apoptose eine Rolle bel der Ent-
wicklung des Nervensystems spielt. Durch die genetische Deletion von Bax wurde gezeigt,
da’3 Bax sowohl am durch Faktorentzug induzierten Zelltod von sympathischen und Moto-
neuronen (Deckwerth et al., 1996) as auch am entwicklungsabhangigen Zelltod im Gehirn
beteiligt ist (White et al., 1998). Interessanterweise kommt es bei diesen M&usen jedoch nicht
zu der Hyperplasie des Vorderhirns, welche fir Caspase 9 und Apaf-1 defiziente Embryonen
beschrieben wurde (Kuida et al., 1998;Yoshida et al., 1998). Bei Caspase 3 defizienten
Embryonen kommt es ebenfalls zu einer Hyperplasie des Vorderhirns, die aber stérker ist as
bei den beiden vorher beschriebenen Mutanten (Kuida et al., 1996;Kuan et a., 2000). Man
nimmt daher an, dal3 Caspase 3 fir einen friheren Schritt der Elimination von Vorlauferzellen
im sich entwickelnden Grofhirn wichtig ist, bel dem Caspase 9 und Apaf-1 keine Rolle
spielen (Kuan et al., 2000). Man geht gerne von einem biochemischen “Weg” der Apoptose
aus, bei dem eine klare Abfolge von molekularen Ereignissen zur Ausfihrung des Zelltodes
fahrt (siehe Einleitung; Abb. 1.1). Entsprechend gibt es Versuche, epistatische genetische
Wege fir die neuronale Apoptose aufzustellen (Roth et al., 2000). Umso auffaliger ist, dal3
die verfigbaren Daten aus Genablationsexperimenten dieser Auffassung zumindest teilweise
widersprechen: Die genetische Inaktivierung des Bcl-x Gens in der Maus fuhrt zur verstarkten
Apoptose von friihen postmitotischen Neuronen im Gehirn (Motoyama et a., 1995), wéhrend
die gleichzeitige Inaktivierung von Bcl-2 und Bcl-x zum Zelltod der entsprechenden
Vorléauferzellen fuhrt (Shindler et al., 1998; Kuan et a., 2000). Die gleichzeitige Elimination
von Bcl-x und Bax, dem “Gegenspieler” von Bcl-xL, verhindert zwar den erhohten Zelltod
von frihen postmitotischen Neuronen in Bcl-x defizienten Embryonen, trotzdem kommt es
wie oben ausgefuhrt in Bax defizienten Embryonen nicht zur Hyperplasie des Gehirns (siehe
oben; Kuan et al., 2000).

Man kann also festhalten, dal3, anders als ein fester “ Apoptoseweg” es nahelegen wirde, die
Phanotypen von Méausen mit genetischer Inaktivierung von “Apoptosegenen” nicht identisch
sind, sondern jedes Gen in jedem Zelltyp und zu jeder Zeit in einem anderen physiologischen
Umfeld funktioniert. Das bedeutet, dal3 es einen allgemeinen “Apoptoseweg” in der selben
Formwiebel C. elegans bel Sdugern nicht gibt.
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4.1.3 Genetische Inaktivierung von Cytochrom C

Die Ausfuhrungen oben erkléaren, weshalb die genetische Inaktivierung von Cytochrom C in
der Maus trotz der vorhandenen Daten aus Caspase 9 und Apaf-1 Knockout Mausen nicht
redundant war. Nattrlich war uns die entscheidende Rolle von Cytochrom C bei der Oxida-
tiven Phosphorylierung bewul3, sodal3 der letztlich von uns und anderen gefundene frihe
Entwicklungsdefekt nicht vollig unerwartet kam (Li et al., 2000). Unerfreulicherweise wurde
aber die genetische Inaktivierung von Cytochrom C in der Maus von einer anderen Arbeits-
gruppe publiziert, als wir gerade die Linie etabliert hatten (Abb.3.1.5). Die andere Arbeits-
gruppe présentierte neben der hinreichend bekannten Rolle von Cytochrom C bei der Bildung
des Apoptosoms nur Daten zur Apoptose, die mit Hilfe einer uncharakterisierten, moglicher-
weise embryonalen Stammzellen dhnlichen Zellinie erhalten wurden (Li et al., 2000). Das
Ziel der genetischen Manipulation von Mausen liegt aber darin, die Auswirkungen der
Mutation im Organismus oder wenigstens in differenzierten Zellen zu untersuchen. Da wir
beobachtet hatten, dal3 in manchen Geweben die Menge an Cytochrom C in heterozygoten
Tieren reduziert ist (Abb.3.1.6), entschieden wir uns, die Auswirkungen der heterozygoten
Inaktivierung von Cytochrom C in differenzierten Zellen zu untersuchen. Diesen Experi-
menten lag die Hypothese zugrunde, dald zur Initiation der Apoptose moglicherweise ein
gewisser Schwellenwert von Cytochrom C im Cytosol erreicht werden muf3, entsprechend der
Beobachtungen von Deshmukh et a. (1998). Man kann in diesem Falle jedoch nicht davon
ausgehen, dal3 bel reduzierter Cytochrom C Gendosis die Ausfihrung der Apoptose voll-
stdndig unterbunden sein kann. Vielmehr war die zu testende Hypothese, dal3 bel Verrin-
gerung der Menge an Cytochrom C das Erreichen dieses Schwellenwertes zeitlich verzogert
sein konnte.

Méuse mit heterozygoter Inaktivierung des Cytochrom C Gens erscheinen auf3erlich
phénotypisch vdllig normal. Das heil3t jedoch nicht, dal? esim Detail, gerade im Ausmal3 oder
der Geschwindigkeit der Apoptose keinen Effekt der Cytochrom C Dosisreduktion geben
kann. Motoneuronen sind ein etabliertes Modell des physiologischen, embryonalen Zelltods.
Aus diesem Grunde wurde die Anzahl von Fazialismotoneuronen in Cytochrom C** und *"
Méausen am Tage ihrer Geburt bestimmt. Im Falle einer klaren Verzogerung des spéten
embryonalen Zelltods von Motoneuronen hétte man eine Erhéhung der Anzahl von Moto-
neuronen erwartet, die jedoch nicht beobachtet wurde. Ein anderes Modell zur Induktion der
Apoptose von Motoneuronen in vivo ist die perinatale Fazialislasion. Dabei gehen mehr als
95 % der |adierten Neurone innerhalb einer Woche unter. Da wir eine Verlangsamung der
Apoptose erwarteten, wurden die Tiere schon funf (statt acht) Tage nach der L&sion
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analysiert. Zu diesem Zeitpunkt fanden wir keinen Unterschied zwischen Cytochrom C *~ und
** Mausen (Abb. 3.1.7). Es besteht natiirlich die Moglichkeit, zu einem fritheren Zeitpunkt,
z.B. nach zwei oder drei Tagen die Motoneuronen auszuzahlen, um einen eventuellen
Unterschied auszumachen. Inzwischen wurde aber gezeigt, dal3 die genetische Inaktivierung
von Caspase 9 und Apaf-1 keinen Einflul3 auf den entwicklungsabhangigen Zelltod von
Motoneuronen hat (Oppenheim et al., 2001). Es scheint daher eher unwahrscheinlich, dafd
dann eine Gendosisreduktion von Cytochrom C einen solchen Einflul® hat. Interessant ist
alerdings, dal’ Caspase 9 und Apaf-1, die offensichtlich an der Regulation der Apoptose von
embryonalen Neuronen beteiligt sind, den physiologischen Zelltod von Motoneuronen (in
entsprechenden Knockout Méausen) nicht beeinflussen. In diesem Zusammenhang muf3 man
weiterhin bedenken, daf in transgenen Tieren oft das Fehlen eines Gens durch Anderungen
der Regulation von anderen Genen kompensiert wird. Gerade im Falle der Caspasen ist
inzwischen bekannt, dal3 bel genetischer Inaktivierung von Caspasen 3 und 9 andere

Caspasen, z.B. Caspasen 6 und 7, kompensatorisch hochreguliert werden (Zheng et al., 2000).

Neben der Neurotrophen Hypothese, die besagt, dal3 zum Beispiel spinale Motoneurone
wahrend der Phase des physiologischen Zelltods untergehen, weil sie nicht ausreichend mit
neurotrophen Faktoren versorgt werden (um die sie konkurrieren), gibt es die Hypothese, dal3
der neuronale Zelltod genetisch programmiert ist. Man hat daher spekuliert, da3 ein
genetisches Programm die Expression von “Todesgenen” wie Fas und Fas-Ligand reguliert,
die trotz der Verfligbarkeit neurotropher Faktoren zum Tod von bestimmten Neuronen-
populationen fihren (Raoul et al., 1999; Raoul et al., 2000). Tats&chlich kann in etwa 50%
von isolierten spinalen Motoneuronen der Maus in Gegenwart von neurotrophen Faktoren
durch die Zugabe von Fas-Ligand die Apoptose induziert werden (Raoul et al., 1999). Dieser
Antell entspricht genau dem Anteil von Motoneuronen, die die Phase des physiologischen
Zéelltods tberleben (Raoul et al., 2000). Wir haben den Einflufd der Cytochrom C Gendosis in
diesem Modell untersucht und gefunden, dal? die Dosis-Wirkungskurve fir den Fas-Liganden
bei Motoneuronen mit reduzierter Cytochrom C Gendosis verschoben ist (Abb.3.1.8). Das
wurde bedeuten, dal3 Motoneurone in Bezug auf Fas-vermittelte Apoptose sogenannte Typ-I|
Zellen sind (Scaffidi et a., 1998), die den mitochondrialen Signalweg benutzen. Es wurde
schon von anderen gezeigt, dal3 wahrend der Entwicklung des Nervensystems eine vermehrte
Expression von Fas und FasL stattfindet (Park et al., 1998;Cheema et a., 1999) ebenso wie
nach Ischdmie (Matsuyama et al., 1994;Sakurai et al., 1998). Ob der Fas-vermittelte Zelltod
eine Rolle bei der Entwicklung des Nervensystems spi€lt, ist allerdings umstritten, da weder
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bei Caspase 8 noch bel Bid-defizienten Mausen bisher ein Einflul3 auf die neuronae
Apoptose beschrieben wurde (Kuan et a., 2000).

Bel Caspase 9 defizienten Thymozyten wurde eine Verringerung der Apoptose nach ¢
Bestrahlung und Dexametasonbehandlung beobachtet, wahrend die Fas-induzierte Apoptose
durch das Transgen unbeeinfluf3t blieb (Kuida et a., 1998). Bei der induzierten Apoptose von
Thymozyten zeigte sich tatséchlich eine Verzdgerung des Zelltods (gemessen als Zusammen-
bruch der Integritét der Zellmembran) bei Cytochrom C* Zellen (Abbildungen 3.1.9-11B),
waéhrend ein friher Marker der Apoptose (der Verlust der Membranasymmetrie) nicht oder
kaum durch den Cytochrom C Genotyp beeinflufdt war (Abb. 3.1.9-11A). Dieses Ergebnis ist
alerdings insofern Uberraschend, dal3d man bisher die Rolle von Cytochrom C bei der
Apoptose eher bel der Induktion der Apoptose gesehen hat (Reed, 1997). Auch Kuida et al.
(1998) beobachteten eine reduzierte der Annexin-V Farbung bei Caspase 9 defizienten
Thymozyten, wahrend in unseren Experimenten diese frilhe Phase der Apoptose unbeeinfluf3t
von Cytochrom C erscheint und statt dessen die Apoptose bel einem spateren Schritt
verzogert ist. Es gibt alerdings aus Untersuchungen zur Aktivierung von Caspasen
Ergebnisse, die eine spate, mitochondriale “Verstarkerphase” bei der Exekution der Apoptose
nahelegen (Desagher und Martinou, 2000;Chen et a., 2000). Im Lichte dieser Berichte
sprechen die vorliegenden Ergebnisse daflr, dal? die Freisetzung von Cytochrom C bei der
Induktion der Apoptose nicht geschwindigkeitsbestimmend ist, wohl aber bei der Exekution.
In diesem Zusammenhang gewinnen auch bisher schwer einzuordnende Ergebnisse
Bedeutung. Sie zeigen, dal’ z.B. die genetische Inaktivierung des BH-3 only Proteins Bim die
Apoptose von axotomierten Neuronen zwar verzogert, aber nicht verhindert (Putcha et al.,
2001). Nach alem, was man bisher weil3, ist aber die einzige Aufgabe von BH-3 only
Proteinen die Freisetzung von Cytochrom C, die sogar durch Peptide aus der BH-3 Domane
aleine veranlald werden kann (Polster et al., 2001). Mdglicherweise gibt es pardlele
Signalwege, die letztlich unabhéngig von der Bildung des Apoptosoms zum Zelltod fihren
(man denke an die hier nicht weiter beriicksichtigten (Stress-)Kinasen), bisher aber nicht in
das hier besprochene “kanonische” Modell der Apoptose integriert sind.

Die hier prasentierten Ergebnisse weisen den Weg fur zukinftige Untersuchungen zur Rolle
von Cytochrom C in einer spdten Phase des Zelltods. Man kann spekulieren, dal3 der hier
beschriebene Effekt auf einer reduzierten Energieladung der Zellen beruhen koénnte (noch
nicht gemessen), die die Balance zwischen Apoptose und Nekrose beeinflufd (Nicotera et a,
1999).
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4.2 Analyse der Expression von Cre in der NFL-Cre transgenen Maus

4.2.1 NFL-Cre als Werkzeug fur die Untersuchung von Genen im Gehirn von M&usen

In dieser Arbeit wurde die Expression von Cre Rekombinase unter Kontrolle des humanen
Neurofilament-L Promotors in transgenen Mausen untersucht. Diese Vorarbeiten waren Vor-
aussetzung fur die Verwendung der NFL-Cre Maus fir die konditionale Inaktivierung von
Stat3 im Nervensystem von Mausen (Abschnitte 3.3 und 4.3). Es konnte gezeigt werden, dal3
die Expression spezifisch fur bestimmte Neurone ist. Eine detailiertere Analyse ergab, daf3
Cre in verschiedenen Strukturen des Gehrins spezifisch exprimiert wird. So findet man zwar
Cre-Expression in Purkinjezellen, aber nicht in cerebellaren Kornerzellen; in spinalen Moto-
neuronen, aber nicht in Interneuronen des Rickenmarks, und in hippocampalen und
cortikalen Pyramidenzellen, jedoch nicht in Kornerzellen des Gyrus dentatus.

Drel Eigenschaften machen unsere NFL-Cre Maus zu einem wertvollen und bisher einzig-

artigen Werkzeug fir die konditionale Inaktivierung von Genen im Gehirn:

1) Die Expression von Cre in spinalen und cranialen Motoneuronen erlaubt die Analyse von
Genfunktionen in Motoneuronen in vivo. Im Rahmen dieser Arbeit wurde NFL-Cre zur
Analyse der Rolle von Stat3 in Motoneuronen bereits erfolgreich eingesetzt (Abschnitte
3.2und 3.3; Schweizer et a., 2002).

2) Die Expression von Cre in hippocampalen Pyramidenzellen, aber nicht in Kornerzellen im
Gyrus dentatus. Diese Eigenschaft ware fir elektrophysiologische Untersuchungen im
Hippocampus von besonderem Interesse, da die Funktion eines Gens fur die LTP
spezifisch auf der postsynaptischen Seite ausgeschaltet werden koénnte, wahrend die pré-
synaptische Seite weiterhin das Gen exprimiert.

3) Da Parvabumin-positive GABAerge Interneurone scheinbar nicht NFL-Cre exprimieren,
kann man die Funktion von Genen gezielt in Pyramidenneuronen im Cortex oder Hippo-
campus untersuchen, ohne eine gleichzeitige Beeintrachtigung von Interneuronen

beriicksichtigen zu missen.

4.2.2 Zur Regulation des NFL-Cre Transgens

Der NF-L Promotor wurde aus zweierlei Griinden ausgewahlt, um eine neuronspezifische Cre
Mauslinie zu etablieren. Zum einen wurde der NF-L Promotor sowohl des Menschen al's auch
von Nagern ausfthrlich untersucht (Schlagpfer und Bruce, 1990;Beaudet et a., 1992;L econte
et al., 1994;Charron et al., 1995). Dabel zeigte sich, dal3 NF-L in praktisch alen Neuronen
exprimiert wird, jedoch erst nach der letzten Mitose. Zum zweiten wurde der NF-L Promotor
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bereits verwendet, um heterologe Gene in transgenen Mausen neuronspezifisch zu expri-
mieren (Leconte et al., 1994;Akassoglou et al., 1997).

Das Expressionsmuster von NFL-Cre entspricht nicht exakt der Expression von NF-L.
Grunde dafir mogen sein, dald Transgene, die zuféllig ins Genom integrieren, oft unter die
Kontrolle von starken Enhancern oder Silencern fallen, die mit der Expression des Transgens
interferieren. So kommt es z.B. in einer GFAP-Cre transgenen Maus nicht wie erwartet zur
astrozytenspezifischen Cre Expression, sondern zur Expression von Cre in ganz bestimmten
neuronalen Subklassen (Kwon et a., 2001). Dieser Effekt ist bereits als “ position variegation
effect” beschrieben (Opsahl et a., 2002). Verantwortlich hierfir ist die Chromatinstruktur, die
wiederum durch DNA-Methyltransferasen wie Su(var)3-9 (suppressor of variegation effect 3-
9; Schotta et al., 2002) reguliert wird. Diese methylierungsabhéngigen Effekte breiten sich
von den Enhancern ausgehend entlang der DNA aus, bis sie durch sogenannte |solator-
elemente (“insulators’) gestoppt werden (Filippova et al., 2001;Szabo et al., 2002). Solche
|solatorelemente befinden sich oft in den MARs (“matrix attachment regions’), welche die
Chromatindoméanen im Kern voneinander trennen (Gasser und Laemmli, 1986;Jenuwein et
al., 1997). Leider wurde bei der Konstruktion des NFL-Cre Transgens ein 3 kb Fragment vom
humanen NF-L Gen entfernt, welches eine MAR enthielt (Charron et al., 1995).

Bel Genen mit neuronspezifischer Expression befinden sich Enhancerelemente haufig inner-
halb der Introns (Ingraham und Evans, 1986;Evans und Chen, 1989). Auch beim NF-L Gen
fand man regulatorische Sequenzen in den Introns (Beaudet et al., 1992;Hsu et a., 1995). Aus
diesem Grunde wurden die Introns des humanen NF-L Gens bei der Konstruktion des NFL-
Cre Transgens beibehalten. Allerdings werden diese Introns nicht transkribiert, da sie jenseits
des Polyadenylierungssignals liegen. Diese Lage beeinflufd die Funktion der Enhancer jedoch
nicht. Allerdings enthdt das Cre-Transgen kein exprimiertes Intron, welches fir ene
effiziente Expression von Sdugergenen wichtig ist (Brinster et al., 1988; Palmiter et al., 1991;
Maniatis und Reed, 2002). Esist aso durchaus mdglich, dal3 ein Grund fir die fehlende (oder
nicht detektierbare) Expression von NFL-Cre in manchen Zelltypen schlicht das Fehlen eines
gespleilten Introns ist. Alle oben genannten Uberlegungen fuhrten kiirzlich zur Einfiihrung
einer neuen Methode zur Herstellung Cre-transgener Maudlinien. Dabei wird Cre Uber
homologe Rekombination in den gewunschten Lokus auf einem BAC-DNA-Fragment
eingefuihrt (Casanova et a., 2001). Man erwartet, dal3 das BAC-Transgen mit 150-250 kb
Grofe Uber genigend flankierende regulatorische DNA Sequenzen verfugt, um die
Regulation der Expression des verénderten Lokus beizubehalten. Dabel umgeht man zudem
noch den einzigen Nachteil eines knock-in Ansatzes, bei dem man Cre direkt in den
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gewlnschten Lokus in der Maus einfuhrt, denn beim knock-in wird das betroffene Gen meist
selbst inaktiviert.

4.3 Konditionale Inaktivierung von Stat3 in Neuronen

4.3.1 Die Rolle von Stat3 beim neuronalen Uberleben

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal3 der Transkriptionsfaktor Stat3 fir das
Uberleben von axotomierten Motoneuronen essentiell ist, wohingegen der Stat3 Signalweg in
embryonalen Motoneuronen wahrend der Zeit des physiologischen Zelltods verzichtbar ist
(Schweizer et al., 2002). Das bedeutet, dal’ derselbe Zelltyp (hier: Motoneuronen) fur dieselbe
Entscheidung (hier: Apoptose oder nicht) die Signale aus unterschiedlichen Signalwegen
unterschiedlich gewichtet, abhéngig von seiner Entwicklungsstufe (hier: embryonal oder
adult).

Es wurde gezeigt, dal3 die genetische Inaktivierung von Stat3 in Mausen nicht zu einem
erhdhten Zelltod von Motoneuronen fihrt (Tabelle 3.3.1). Allerdings war die Dosis
Wirkungskurve fir das Uberleben von Motoneuronen mit dem Stat3 aktivierenden neuro-
trophen Faktor CNTF verschoben (Abb. 3.3.2). Dieser Befund deutet darauf hin, dal3 Stat3
sehr wohl an der Signaltransduktion von CNTF fiir das neuronale Uberleben beteiligt ist, sein
Fehlen aber alleine nicht zum Zelltod fuhrt, solange andere Signale weiter verfligbar oder
noch verstarkt sind (Verschiebung der Kurve zu hoheren CNTF Dosen). Die Natur dieser
anderen Signale wird im nachsten Abschnitt diskutiert.

Nach der Fazialisldsion bei adulten Mé&usen sterben die |&dierten Motoneurone nicht, sondern
versuchen zu regenerieren. Dabel werden an der L&sionsstelle neurotrophe Faktoren
freigesetzt, die zum Uberleben und zur Regenerartion der Nerven beitragen (Fawcett und
Keynes 1990). Werden aber die neuropoietischen Zytokine CNTF und LIF gleichzeitig
genetisch inaktiviert, so sterben etwa 40 % der |&dierten Motoneurone (Sendtner et a., 1996).
Dieses Resultat weist darauf hin, dai diese beiden neurotrophen Zytokine fir das Uberleben
der ladierten Motoneurone in vivo notwendig sind. Wie in der Einleitung ausgefihrt,
unterscheiden sich beide Zytokine von den anderen neurotrophen Faktoren durch die
Aktivierung des JAK/Stat Signalweges. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dal’ fur diesen
Uberlebenseffekt vor allem der Transkriptionsfaktor Stat3 verantwortlich ist, denn aleine
seine genetische Inaktivierung fuhrt nach Fazialisldsion zum Untergang von etwa 40 % der
ladierten Motoneurone (Abb. 3.3.3) trotz Anwesenheit von CNTF und LIF an der L&sions-
stelle. Es stellt sich unmittelbar die Frage, welches denn die Uberlebensnotwendigen Gene
sein konnten, die durch Stat3 nach der Lasion exprimiert werden. Wir konnten zeigen, daf
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Reg-2 und Bcl-xL nach Lasion Stat3-abhangig induziert werden (Abb. 3.3.5 und 3.3.6). Von
beiden Genen ist bekannt, daR sie am Uberleben von Motoneuronen beteiligt sind
(Parsadanian et al., 1998;Nishimune et al., 2000). Naturlich ist es moglich, dald3 es noch
andere, bisher unbekannte Stat3 abhéngige Gene gibt, die das Uberleben von |adierten Moto-
neuronen regulieren. Eine ganze Familie offensichtlicher Kandidaten kénnten die IAP
Proteine sein. Von ihnen weil3 man, dal3 sie in embryonalen Neuronen in Abhéngigkeit von
neurotrophen Faktoren transkriptionell aktiviert werden (Wiese et al., 1999; Wiese et .,
2001). Es war insofern interessant zu finden, dald die Transkription von IAP-1, IAP-2 und
XI1AP nicht durch Nervenlasion in Fazialisneuronen induziert wird (Tabelle 3.3.3). Aus ener
teleologischen Perspektive ist dies einsichtig, denn esist bekannt, dal3 die Expression von IAP
Proteinen das Neuritenwachstum hemmt (Gotz et al., 2000). Das Neuritenwachstum sollte
aber geradezu die Essenz der Regeneration eines durchtrennten Nervs sein. In diesem Zusam-
menhang ist bemerkenswert, da3 die Uberexpression von Bcl-2, einem eng verwandten
Homologen von Bcl-xL, die Regeneration von retinalen Ganglienzellaxonen in vivo
unterstitzt (Chen et al., 1997). Aus dieser Sicht ist es aso leicht einsichtig, weshalb die
Motoneuronen nach einer Axotomie bevorzugt Bcl-xL im Vergleich zu IAPs exprimieren.
Kurzlich wurde gefunden, dal3 es in Neuronen nach Entzug des neurotrophen Faktors sowie
nach Nervenlasion zur Expression des pro-apoptotischen Proteins Bim kommt (Putcha et al.,
2001). Esist aso durchaus “sinnvoll”, wenn es gleichzeitig zur Aktivierung des Bcl-xL Gens
kommt, um den Anstieg der Bim Expression abzufangen. Sicherlich ist diese Sichtweise keine
Begrundung, wohl aber eine brauchbare Erklarung fur den Sprachgebrauch (Monod 1971). Im
selben Sinne |& sich auch die Expression von Reg-2 durch Motoneurone nach Axotomie
erkldren: Reg-2 ist ein Mitogen fiir Schwannzellen (Livesey et al., 1997) und ein Uberlebens-
faktor fir Motoneurone (Nishimune et a., 2000). Da nach der Durchtrennung des Axons sein
distaler Antell inklusive seiner Markscheide abstirbt, miissen sich die tbrigen Schwannzellen
wieder teilen, um das regenerierende Axon wieder zu umhillen. Da die Abwesenheit
funktionellen Stat3 Proteins auch nach einem Jahr weder zu einem Verlust von Motoneuronen
noch zu einer Beeintréchtigung der motorischen Kontrolle fuhrt (Tabelle 3.3.2), muld man
annehmen, dald Stat3 fur Motoneurone schlicht nicht wichtig ist, solange sie nicht einer
Nervenlasion ausgesetzt sind. In diesem Moment aber wird Stat3 unverzichtbar. Man kdnnte
Stat3 also einen Transkriptionsfaktor nennen, der das genetische Uberlebens- bzw.
Regenerationsprogramm der Motoneuronen aktiviert und CNTF (und LIF) as seine
Signalgeber oder “Lasionsfaktoren” (Sendtner et al., 1997). Es sei am Rande bemerkt, dai3
man Stat3 auch die Fahigkeit der Repression des Fas Gens zuschreibt (Ivanov et a., 2001).
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Andere Arbeitsgruppen haben die Aktivierung von Fas als einen Mechanismus der Induktion
der Apoptose von Neuronen in vitro (Raoul et al., 1999) und in vivo (French et a.,
1996;Cheema et al., 1999;Martin-Villabaet al., 1999) vorgeschlagen.

4.3.2 Andere Signalwege fur das Uberleben von Motoneuronen

Schon seit langem ist bekannt, dal3 Motoneurone wie auch andere Neurone in vitro nur auf
einem Substrat aus extrazelluldren Matrixproteinen (z.B. Laminin) gehalten werden kdnnen —
unabhangig von der Gegenwart neurotropher Faktoren. Dabei |a3t sich ebenso wie fir
neurotrophe Faktoren eine Dosisabhangigkeit fir Laminin finden (Sendtner et al., 1991).
Spéter wurde gezeigt, dal3 Motoneurone vom Hihnchen alein durch Transfektion mit
aktiviertem Ras Protein genauso gut in vitro gehalten werden kdnnen wie mit Muskelextrakt
(Weng et d., 1996). In der Maus konnte durch Inaktivierung der Gene gezeigt werden, dal3
das Fehlen von B-Raf (aber nicht c-Raf oder A-Raf) sowohl sensorische als auch Moto-
neurone vollkommen unresponsiv gegeniiber neurotrophen Faktoren macht (Wiese et .,
2001). Es stellt sich nattrlich die Frage, welches denn die Substrate der B-Raf Kinase sind,
die fir das Uberleben so wichtig sind. Es ist bekannt, dal3 Raf und Bag-1 interagieren (Wang
et a., 1996) und Bcl-2 oder ein anderes Mitglied der Bcl-2 Genfamilie, wie vielleicht Bad, ein
B-Raf Substrat sein kénnte (S. Wiese und M. Sendtner, unpublizierte Ergebnisse).

Es wurde gezeigt, dal3 (zumindest in cerebelldren Kornerzellen) die Aktivierung der Protein-
kinase B (Akt) zur Phosphorylierung von Bad fuhrt (Datta et al., 1997). Diese Phosphory-
lierung fuhrt zur Interaktion von Phospho-Bad mit cytosolischen 14-3-3 Proteinen und damit
zur Inaktivierung des pro-apoptotischen Bad Proteins (Datta et al., 2000). Dieser Signalweg
scheint in Motoneuronen jedoch untergeordnet zu sein, da es in der Bad knockout Maus noch
immer zum physiologischen Zelltod von Motoneuronen kommt (Kuan et al., 2000;Putcha et
al., 2001). Die Aktivierung von PI3-K, einem Aktivator von Akt, ist aber durchaus am
Uberleben von Motoneuronen beteiligt. So fiihrt z.B. die Inkubation mit dem PI3-K Inhibitor
LY 294002 oder die Expression von mutierten Proteinen (z.B. DN Ruk), die PI3-K inhibieren,
zur Beeintrachtigung des CNTF Uberlebenssignals (Nishimune et al., 2000; Alonzi et al.,
2001; Dolcet et a., 2001). Stat3 konnte insofern an der Aktivierung von PI3-K beteiligt sein,
als Stat3 zur Expression von Reg-2 fuhrt, dessen autokrine Wirkung Uber PI3-K vermittelt
sein soll (Nishimune et al., 2000; Alonzi et al., 2001; Dolcet et a., 2001). Man nimmt an, daf3
die Aktivierung von NF-kB durch PI-3K (Romashkova und Makarov 1999) ebenfalls zum
neuronalen Uberleben beitragt. So fiihrt die Inaktivierung von NF-kB durch Expression von |-

kB oder die genetische Inaktivierung von p65 zur Besintrachtigung des Uberlebenseffektes
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von CNTF, aber nicht von BDNF (Middleton et al., 2000). Verantwortlich dafir kénnte sein,
dal3 zu den Zielgenen von NF-kB auch die Gene fur IAPs gehtren (Stehlik et al., 1998).

4.3.3 Die Rolle von Stat3 fur das neuronale Uberleben in anderen Modellen der
Neurodegeneration

Im Rahmen dieser Arbeit stand das Fazialislésionsmodell im Mittelpunkt der Untersuchung
der Rolle des Transkriptionsfaktors Stat3 in Nervenzellen. Die bisherigen Ergebnisse legen
die Hypothese nahe, dal’3 es sich bel Stat3 um einen Transkriptionsfaktor handelt, der
besonders wichtig fiir ein genetisches Uberlebensprogramm nach Axotomie der Neurone ist.
Es stellte sich daher die Frage, ob Stat3 auch in anderen Fallen von neuronalem Zelluntergang
dieselbe Rolle spielt. Deshalb wurden zwei andere Mausmodelle exemplarisch ausgewahlt:
Die transiente Ischamie als Model fir einen exogenen Apoptosestimulus und das
menschliche SOD1%** Transgen als Modell fiir eine genetisch bedingte Neurodegeneration.
Vorlaufige Experimente zeigten, dal3 Mause ohne funktionelles Stat3 in Neuronen (NFL-Cre;
Stat3"’%°) um mindestens 30 % groRere Infarkte erleiden und bestétigen eine wichtige Rolle
von Stat3 bel der genetischen Stref3antwort in Neuronen. Weltere Unterstiitzung erhédt die
These der genetischen Schalterfunktion von Stat3 durch erste Daten, die nahelegen, dal3 das
Fehlen von Stat3 in Motoneuronen die Lebenszeit von SOD1%%** transgenen Méausen fast im
gleichen Ausmald verkiirzt wie das Fehlen von CNTF (Giess et al., 2002).

Diese Untersuchungen sollen zukinftig erweitert werden, um die Frage zu erhellen, welcher
Art das Genexpressionsprogramm ist, das durch Stat3 gesteuert wird und zum Uberleben von
Neuronen beitragt.

4.4 Punktmutationen im LIFR der Maus

Ein Ziel der Arbeit war es, durch gezielte Punktmutationen im LIF-Rezeptor der Maus zu
untersuchen, welcher nachgeschaltete Signaltransduktionsweg fir das Uberleben von
Motoneuronen in vivo verantwortlich ist. Beim Versuch, die entsprechenden Mutationen mit
Hilfe der Hit&Run Methode in embryonalen Stammzellen zu etablieren, lief? sich die
Integration des Vektors mit hoher Effizienz erreichen. Doch trotz einer theoretischen
Wahrscheinlichkeit bei der Reversion von 50 % und 44 getesteten Revertanten konnten keine
Revertanten mit der gewinschten Mutation gefunden werden, sondern ale Revertanten
behielten das Wildtypallel. Es konnte sich hierbel um ein bisher nicht identifiziertes
technisches Problem handeln (Dickinson et al., 2000; Hdllrigl et a., 2001) oder es

interferieren die Mutationen im LIFR irgendwie mit der Beibehaltung des Stammzell-
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charakters der Zellen. Ein zelllinienabhdngiger Heterozygoteneffekt wurde z.B. fir die
Mutation von Stat3 berichtet (Raz et a., 1999). Der Jak/Stat Weg wurde ebenfalls mehrfach
mit der Selbsterneuerungsfahigkeit von embryonalen (Niwa et al., 1998), neuralen (Shimazaki
et al., 2001) und Insekten-(Kiger et a., 2001) Stammzellen in Verbindung gebracht.

Diese Fragen klar zu beantworten, mag eventuell sehr zeitaufwendig sein und geht Uber das
Ziel dieses Projektes hinaus. Aus diesem Grund wurde die Strategie gedandert, um technische
Probleme mit Hit&Run auszuschlief}en. Jetzt sollen die Mutationen mit Hilfe enes
klassischen "knock-in" Ansatzes Uber doppelt-homologe Rekombination in embryonale
Stammzellen eingefihrt werden. Das entsprechende Konstrukt wurde elektroporiert und PCR-
positive Kandidatenklone wurden bereits expandiert. Im Moment steht die Verifikation der
korrekten Mutation in diesen Klonen noch aus. Im Erfolgsfalle konnten die Zellen direkt zur
Etablierung entsprechender Mauslinien verwendet werden.

Moglicherweise ist das einfache Schema der LIFR-abhangigen Signaltransduktion (Abb. 1.3),
im RuUckblick betrachtet, zu sehr vereinfachend. Wie schon im vorherigen Abschnitt
diskutiert, mul3 die Aktivierung des PI3-K Signalweges as weiterer am LIFR initiierter
Signalweg bedacht werden (Hirano et al., 1997;Nishimune et al., 2000; Alonzi et a., 2001;
Dolcet et a., 2001). Doch nicht nur kooperative, sondern auch antagonistische
Wechselwirkungen zwischen diesen Signalwegen wurden beschrieben. So beobachteten Ihara
et a. (1997), dald Stat3 Aktivierung das Neuritenwachstum in PC12 Zellen hemmt, wahrend
Aktivierung des MAPK Weges das Neuritenwachstum fordert. Ein ganzer Bereich der LIFR
Signaltransduktion wurde bisher nicht im Hinblick auf die Funktion und Erneuerungsfahigkeit
von embryonalen Stammzellen untersucht: Weder die Rolle der SOCS (suppressor of
cytokine signalling) Genfamilie sowie der PIAS Proteine, die E3-Ligaseaktivitét fur die
SUMO Modifikation von Zielproteinen besitzen, ist derzeit in Stammzellen geklart (O’ Shea
et a., 2002). Vielleicht liegt dort der Schlissel fur das Verstandnis des unerwarteten Resultats

der Reversionsexperimente von mutierten embryonalen Stammzellen.

4.5 Gedanken zur Kooperativitat und Spezifitat in der Signaltransduktion

Ein Uberraschendes Ergebnis dieser Arbeit war, dal3 auch Motoneurone ohne funktionelles
Stat3 Gen nach der Fazialislésion Uberlebten, wenn man CNTF auf den Nervstumpf appli-
zierte (Abb. 3.3.4). Man hétte annehmen konnen, dal3 die vorherigen Lasionsexperimente
gezeigt hétten, da Stat3 fiir das Uberleben der Motoneurone unverzichtbar ist und da3 CNTF
der Faktor ist, der Stat3 aktiviert. Wie kann man dieses scheinbar widersprtichliche Ergebnis

interpretieren? Auch im Falle der embryonalen Motoneurone in vitro wurde gezeigt, dal3 Stat3
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am CNTF-vermittelten Uberlebenseffekt beteiligt ist, dal aber die Abwesenheit von Stat3
durch hoéhere Dosen CNTF kompensiert werden kann. Man mul3 also annehmen, dal3 es
mindestens zwei CNTF-abhéngige Signalwege fiir das neuronale Uberleben gibt, von denen
einer Stat3-abhangig ist. Der andere Signaweg konnte dann der Ras-Raf Weg sein. Diese
Annahme ist nicht unbegriindet, denn man wei(3, da’3 der CNTF Rezeptorkomplex neben dem
Stat auch den Ras Signalweg aktiviert (Davis et a., 1995;Hirano et a., 1997). Betrachtet man
den Verlauf der DosisWirkungskurve fir das CNTF-abhangige Uberleben von
Motoneuronen in vitro (Abb. 3.3.2), dann fallt auf, daB fur die NFL-Cre; Stat3"®/%° Neurone
die Kurve nicht einfach verschoben ist, sondern flacher und fast linear verlauft (siehe auch
Alonzi et al., 2001). Diesen Kurvenverlauf kann man so interpretieren, dald eine sonst
vorhandene Kooperativitdt zwischen mehreren Signalwegen verloren gegangen ist. Solche
Kooperativitéten (oder physikalisch gesprochen: Autokatalyse, feed-forward) sind aber ein
Kennzeichen selbstorganisierter und daher aler biologischen Systeme (Monod 1971; Hopfner
1990; Krauss 1997). Der Ausfall einer Komponente fuhrt dann nicht notwendigerweise zum
Zusammenbruch des Systems, wohl aber zum teilweisen Verlust von Kooperativitét, der sich
im vorliegenden Fall darin ausdriickt, dal3 eine viel (etwa 100-fach) hthere CNTF Konzen-
tration furr das Uberleben der Motoneurone notwendig wird.

Wie kommt die Kooperativitét auf molekularer Ebene zustande ? Formal wére es ausreichend,
wenn ein Signalweg z.B. zur Phosphorylierung einer Kinase eines anderen Signalwegs fuhrt
und diese dadurch aktiviert (Krauss 1997). Wenn diese Phosphorylierung nicht nur einen Ein-
/Aus-Schalter darstellt, sondern zu einer allosterischen Aktivierung, also Erhdhung der
Wechselzahl des Enzyms fuhrt, so wére ein supra-additiver Effekt die Folge. Als ein Beispiel
dafir soll die Raf-Kinase dienen, sie wird z.B. durch PKC, PKA und Src Kinasen moduliert
(Daum et al., 1994). Naturlich gibt es noch weitere Moglichkeiten, die teilweise in Kapitel 1
beschrieben sind.

Die Daten zur Inaktivierung von Stat3 in Neuronen weisen noch auf ein anderes Prinzip der
Signaltransduktion hin — eine mitunter Uberraschende Spezifitét. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde der Jak/Stat Weg immer in einer Weise diskutiert, die nahelegt, dal3 die Aufgabe von
Jak die Aktivierung von Stat Transkriptionsfaktoren ist. Dies ist nattrlich nicht der Fal. So
fhrt die genetische Inaktivierung von Jak1 (Rodig et al., 1998) zu einem Phénotyp, der dem
von gpl30 und LIFR defizienten Mausen ahnelt (O'Shea et a., 2002), wahrend Stat3™
Embryonen zur Zeit der Gastrulation sterben (Takeda et a., 1997) und die Inaktivierung aller
anderen Stat Homologen nicht letal ist (O’ Shea et al., 2002). Es scheint vielmehr so, dal3 die
Rolle von Jak im gpl30/LIFR Komplex in embryonalen Motoneuronen in erster Linie die
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Aktivierung des Ras/Raf-Weges und des PI3-K Weges ist (Hirano et a., 1997; Nishimune et
al., 2000;Dolcet et a., 2001), wahrend der Stat3 Weg in diesen Neuronen sogar verzichtbar
ist. Kommt es aber dann zur L&sion, mussen sowohl der Stat3 als auch der Ras-Raf
(mdglicherweise auch der PI3-K) Weg kooperieren. Es ist in meinen Augen ein Haupt-
ergebnis dieser Arbeit, ein solches Beispiel fir Kooperativitdt und Spezifitét innerhalb eines

Zé€lltyps in unterschiedlichen physiologischen Zustdnden gefunden zu haben.
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