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Zusammenfassung der Arbeit

Die verschiedenen Typen von Nervenzellen sind durch die differentielle Expression terminaler

Differenzierungsgene charakterisiert. Dies sind z.B. Gene, deren Produkte die Synthese und den

Transport der verwendeten Neurotransmitter gewährleisten. Die Expression dieser Gene wird

während der Entwicklung durch spezifisch exprimierte Transkriptionsfaktoren reguliert. In der

Entwicklung sympathischer Nervenzellen sind Mitglieder aus der Familie der basic Helix-Loop-

Helix-(bHLH)-Transkriptionsfaktoren und der paired-Homöodomänen-Faktoren identifiziert wor-

den, deren Expression in Vorläuferzellen aus der Neuralleiste durch das Signalmolekül BMP4

induziert wird und die an der Regulation des sympathischen Phänotyps beteiligt sind. Null-

mutanten des bHLH-Faktors Mash1 und des Homöodomänen-Faktors Phox2b zeigen eine stark

gestörte Entwicklung der sympathischer Nervenzellen. Weitere bHLH-Faktoren, dHand und

eHand, vermögen in vitro die Expression noradrenerger Differenzierungsgene in Neuralleistenzell-

kulturen zu induzieren. Ob diese Faktoren in vivo eine Rolle in der entwicklungsabhängigen

sympathischen Differenzierung spielen, kann im Mausmodell nicht untersucht werden, da die

Nullmutanten noch vor der Sympathogenese sterben.

Das Huhnembryo bietet das ideale Modellsystem, die Rolle von Transkriptionsfaktoren in vivo

zu untersuchen und durch Kopplung embryologisch-experimenteller und molekularer Verfah-

ren die Faktoren gezielt in bestimmten Geweben zu exprimieren.

In dieser Arbeit werden Experimente dargestellt, welche die Rolle dieser Transkriptionsfaktoren

genauer definieren. Durch die viral induzierte Expression von Phox2a und Phox2b im Huhn-

embryo wird gezeigt, dass die Expression dieser Faktoren ausreicht, in multipotenten Vorläufer-

zellen des Brachialnervs und des Hinterwurzelganglions die Differenzierung sympathischer

Nervenzellen zu induzieren. Dieser Phänotyp umfasst neben der Expression typisch noradrenerger

und panneuronaler Gene ebenfalls die Expression der Transkriptionsfaktoren Phox2a und -b,

dHand und Cash1.

Es wird gezeigt, dass dHand im Laufe der sympathischen Entwicklung noch vor den

noradrenergen und panneuronalen Differenzierungsgenen exprimiert wird. Auch dHand ist in

der Lage, nach viraler Misexpression in multipotenten Vorläuferzellen des Embryos Differen-

zierung zu sympathischen Nervenzellen  auszulösen.

Weiter wird gezeigt, dass die Überexpression von BMP4 im Huhnembryo dazu führt, dass

undifferenzierte Vorläuferzellen im Brachialnerv zu sympathischen Nervenzellen differenzie-

ren.

Mash1 vermag nach Überexpression die Expression neuronaler Gene im Brachialnerv und um-

liegenden Mesoderm zu induzieren. Die Bildung sympathischer Nervenzellen im Bereich des

Brachialnervs wird ebenfalls induziert. Diese exprimieren wiederum neben den noradrenergen

und panneuronalen Genen auch die Transkriptionsfaktoren Phox2a/b und dHand.



Die Ergebnisse zeigen überzeugend das Vermögen der Transkriptionsfaktoren Phox2a/b, dHand

und Mash1 den komplexen sympathischen Phänotyp in multipotenten Vorläuferzellen aus der

Neuralleiste zu induzieren.

Besonders wichtig sind hierbei die Ergebnisse nach dHand-Überexpression. Hiermit wird erst-

mals gezeigt, dass dieser bHLH-Transkriptionsfaktor in vivo eine hervorragende Rolle inner-

halb der Regulation noradrenerger und neuronaler Gene einnimmt.

Die Ergebnisse der verschiedenen Untersuchungen zeigen darüber hinaus, dass während der

Normalentwicklung in Vorläuferzellen des peripheren Nervensystems die Expression einer Grup-

pe von Transkriptionsfaktoren induziert wird. Deren Mitglieder werden in einer festgelegten

zeitlichen und epistatischen Reihung exprimiert. Jeder Einzelne dieser Transkiptionsfaktoren ist

ausreichend, in Vorläuferzellen die Entstehung sympathischer Nervenzellen auszulösen. Dabei

wird die Expression der anderen Mitglieder dieser Gruppe induziert. Es handelt sich also nicht

um eine lineare Kaskade von Transkriptionsfaktoren, sondern um ein Netzwerk von Faktoren,

die ihre Expression gegenseitig regulieren und vermutlich gemeinsam die Expression terminaler

Differenzierungsgene steuern.



1. Einleitung

1.1. Transkriptionelle Regulation der Organogenese von Metazoen

Die Entwicklung vielzelliger Organismen ist ein Schritt in der Evolutionsgeschichte, der eine

Vielzahl struktureller und funktioneller Neuerungen erfordert. Die Anzahl von Genen, welche

an der Regulation der Transkription beteiligt sind, weist mit dem Schritt zur Multizellularität

eine deutliche Erhöhung auf (Escherichia coli: 319; Homo Sapiens: 1850; Perez-Rueda und

Collado-Vides 2000, Venter et al. 2001). Die Bedeutung der Regulierung von Genaktivität durch

Transkriptionsfaktoren lässt sich auch daran ermessen, dass vier der 20 häufigsten Sequenz-

motive im Genom von C.elegans Transkriptionsfaktoren zugeordnet werden (The C. elegans

Sequencing Consortium 1998).

Der Schritt zum mehrzelligen Lebewesen bringt nicht nur eine erhöhte Anforderung an

intrazellulärer Regulation mit sich. Das Zusammenwirken verschiedener arbeitsteiliger Zelltypen

in einem Organ macht ein flexibel gestaltbares Signalisationsvermögen zwischen Zellen nötig.

Zellen müssen in der Lage sein, zu unterschiedlichen Zeitpunkten in ihrer Entwicklung unter-

schiedlich auf dieselben Signale zu antworten (Davidson 1991). Die Entwicklung differenzier-

ter Zelltypen aus multi- oder pluripotenten Stammzellen oder Vorläuferzellen während der Em-

bryonalentwicklung verdeutlicht diese Anforderungen. In diesem Prozess muss es gelingen, nur

aufgrund der Rezeption räumlich und zeitlich aufgelöster Signale eine differentielle  Expression

zelltypspezifischer Gene auszulösen.

1.2. Der Sympathikus als Modellsystem zum Studium neuronaler Organisation

Ein hervorstechendes Beispiel eines komplexen Organsystems ist das Nervensystem der

Vertebraten. Kein anderes Organsystem (ausgenommen das ”Organ” Immunsystem) weist eine

solche Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen auf; nirgendwo anders ist ein solcher Grad von Ver-

netzung und Wechselwirkung zwischen Zellen erreicht worden. Die Entstehung dieses komple-

xen Systems, die Neurogenese,  ist ein vielschichtiger Prozess, der auf einer engen transkriptio-

nellen Kontrolle der beteiligten Zellen beruht (Bang und Goulding 1996).

Wie kann die Entwicklung eines so komplexen Systems untersucht werden? Die Be-

schränkung auf bestimmte einfach aufgebaute Bereiche des Nervensystems erleichtert die Ana-

lyse und das Verständnis der Entstehung von Nervenzellen. Ein einfach aufgebautes Teilsystem

ist das periphere Nervensystem (PNS). Es wird gebildet aus der Gesamtheit aller nicht im Zen-

tralnervensystem (ZNS) gelegenen Gliazellen und Nervenzellen. Dies sind sensorische Nerven-

zellen, enterische Nervenzellen, die Zellen der zwei Bereiche des autonomen Nervensystems,

Sympathikus und Parasympathikus, sowie gliale Satelliten- und Schwannzellen (Le Douarin

und Smith 1988).

Gut beschrieben und Gegenstand klassischer neuroentwicklungsbiologischer Arbeiten

ist das sympathische Nervensystem (Landis 1988, LeDouarin und Kalcheim 1999, Abb. 1). Der
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Sympathikus umfasst die prävertebralen und paravertebralen Ganglien im Rumpfbereich von

Vertebraten. In den segmental organisierten Ganglien (auch Grenzstrangganglien genannt) lie-

gen die postganglionären sympathischen Neurone und gliale Satellitenzellen. Die sympathi-

schen Nervenzellen werden innerviert von präganglionären Motoneuronen der Terni´schen Säule

aus dem Rumpfbereichs des Rückenmarks (Forehand et al. 1997). Über die nichtmyelinisierten

sympathischen Efferenzen wird die Aktivität einer Vielzahl homöostatischer Funktionen ge-

steuert; als sicher bekannteste die Modulation von Anstrengungs- und Erregungszuständen, die

z. B. Veränderungen physiologischer Parameter wie Herzschlagfrequenz, Durchblutung und Ak-

tivität innerer Organe, der Haut und der Muskulatur mit sich bringen (Jänig und Bräunig 1996).

Sympathische Endigungen bilden keine klassischen Synapsen, sondern Varikositäten; perlschnur-

artige axonale Auftreibungen, aus denen die Neurotransmitter Noradrenalin (im Falle

Abb. 1.1: Aufbau des sympathischen Nervensystems. Die im sympathi-

schen Ganglion gelegenen Nervenzellen werden innerviert von

präganglionären Neuronen aus dem Rückenmark. Cholinerge sympathi-

sche Nervenzellen (rot) innervieren im Säuger die Schweißdrüsen (Mitte

unten) und Blutgefäße (unten links). Noradrenerge sympathische Nerven-

zellen innervieren ebenfalls Blutgefäße und Organe des Verdauungstraktes.

noradrenerger sympathischer Neurone) oder Acetylcholin (im Falle cholinerger sympathischer

Neurone) sezerniert werden. Noradrenerge und cholinerge sympathische Fasern innervieren mit

wenigen Ausnahmen dieselben Zielgebiete. Im Huhn sind die Arteria ischiadica, die Arteria

metatarsalis communis dorsalis sowie Blutgefässe der Haut und der Skelettmuskulatur als Ziel-

gebiet cholinerger sympathischer Innervation beschrieben (Zechbauer 1995, Ernsberger und

Rohrer 1999). Durch ihren Transmittergebrauch sind die sympathischen Nervenzellen von an-

deren neuronalen Zellen des maturen peripheren Nervensystems unterscheidbar: sensorische

Nervenzellen gebrauchen kein Noradrenalin; enterische Nervenzellen sind serotonerg, cholinerg,

nitrerg oder GABAerg (Gershon 1997) und parasympathische Nervenzellen sind rein cholinerg.

1. Einleitung 12



Die maturen sympathischen Nervenzellen zeichnen sich ausserdem durch den Einsatz  einer

Vielfalt von Kotransmittern aus, wie etwa Adenosintriphosphat (ATP, Kennedy 1993) oder den

Neuropeptiden Neuropeptid Y (NPY), Calcitonin gene related peptide (CGRP), Somatostatin

(SOM) und dem vasoaktiven intestinalen Peptid (VIP, nur cholinerge Neurone, Gibbins 1995,

Landis 1988).

1.3. Die Herkunft sympathischer Nervenzellen

Die peripheren Nervenzellen und die nichtneuronalen myelinisierenden Schwannzellen des PNS

entstammen multipotenten Vorläuferzellen aus der Neuralleiste oder den epibranchialen Plakoden

(Le Douarin und Kalcheim 1999, Baker und Bronner-Fraser 2001). Die Neuralleiste ist eine

transiente Struktur in der Wirbeltierentwicklung. Sie wird gebildet durch Zellen des dorsalen

Neuralrohrs, die nach der Schließung des Neuralrohrs in der Spätphase der Neurulation aus dem

epithelialen Verband delaminieren. Die Zellen wandeln sich hierbei in einer epithelial-

mesenchymalen Transition in wanderungsfähige Zellen um (Duband et al. 1995, Christiansen et

al. 2000, Nieto 2001). Die Zellen, die an diesem Vorgang beteiligt sind, sind auf molekularer

Ebene von den im Neuralrohr verbleibenden Zellen durch die Expression spezifischer

Transkriptionsfaktoren und Oberflächenmoleküle unterscheidbar. So exprimieren

Neuralleistenzellen schon innerhalb des dorsalen Neuralrohres die Transkriptionsfaktoren FoxD3

aus der Forkhead-Klasse (Kos et al. 2001), den Zinkfinger-Transkriptionsfaktor Slug (Nieto et

al. 1994) sowie den Homöodomänen-Transkriptionsfaktor Sox10 (Cheng et al. 2000, Britsch et

al., 2001) und verschiedene Cadherine und NCAM (Pla et al. 2001, Akitaya und Bronner-Fraser

1992).

Im Rumpfbereich erfahren die neurogenen Neuralleistenzellen nach ihrer Delamination

abhängig vom Ort ihrer Enstehung und vom Zeitpunkt der Auswanderung ein unterschiedliches

Schicksal. Spät auswandernde Zellen schlagen überwiegend einen lateralen subepidermalen

Wanderweg ein und differenzieren zu Pigmentzellen der Haut (Artinger und Bronner-Fraser

1992). Neuralleistenzellen im posterioren rhombenzephalischen und anterioren cervikalen so-

wie im lumbosakralen Bereich wandern nach ventral zu den Anlagen des Vorder- und Enddarmes.

Sie besiedeln den gesamten Darmtrakt und differenzieren zu enterischen Neuronen (Young und

Newgreen 2001, Burns und LeDouarin 2001). Die sympathischen Vorläuferzellen entlang des

gesamten Rumpfbereichs wandern ebenso wie die Vorläufer der chromaffinen Zellen der Ne-

benniere im Übergang zwischen Nacken- und Brustbereich nach ventral zur dorsalen Aorta (Le

Douarin und Kalcheim 1999). Die sympathischen Vorläuferzellen wandern segmental organi-

siert zwischen Neuralrohr und Somiten oder durch den rostralen Teil der Somiten und weiter am

Notochord vorbei (Krull 2001). Die Wanderung der Neuralleistenzellen wird vermutlich durch

Signale der Umgebung gesteuert (Perris und Perrissinotte 2000). Es gibt Hinweise, dass die

wandernden Zellen hier schon Signale erkennen, die sie kompetent für die spätere sympathische

Differenzierung werden lassen (Stern et al. 1991). Während die Vorläufer der chromaffinen

1. Einleitung 13



Zellen der Nebenniere noch weiter zu den Anlagen der Nebenniere wandern, stoppt die Wande-

rung der Sympathikusvorläufer dorsolateral von und in engem Kontakt zur dorsalen Aorta (Yip

1986, Le Douarin und Kalcheim 1999). Hier wird der Differenzierungsprozess ausgelöst, inner-

halb dessen sich ein Teil dieser Zellen zu Nervenzellen des sympathischen Nervensystems ent-

Abb. 1.2: Entwicklung des sympathischen Ganglions. Neuralleistenzellen aus

der dorsalen Neuralrohr wandern nach ventral (A) zur dorsalen Aorta. Dort

binden die Zellen BMP4 und-7 und differenzieren zu sympathischen Nerven-

zellen. Später wandern die Zellen der primären sympathischen Ganglien nach

dorsal (B). Ventrolateral des Rückenmarks nehmen sie die endgültige Position

der sekundären paravertebralen Ganglien ein (C).

wickelt (Abb. 1.2). Der Zeitverlauf dieser Differenzierung ist in verschiedenen Vogelarten de-

tailliert herausgearbeitet worden. Die ersten Neuralleistenzellen, die die dorsale Aorta errei-

chen, sind im Rumpf auf der Höhe der Flügelanlage am zweiten Tag der Entwicklung im Hamilton-

Hamburger-Stadium 15 nachgewiesen worden. Bereits wenige Stunden später, im späten HH-

Stadium 18, weisen die ersten dieser Zellen noradrenerge Eigenschaften auf (Lallier und Bronner-

Fraser 1988,  Ernsberger et al. 1995, Groves et al. 1995, Ernsberger et al. 2000, McPherson et al

2000, Ernsberger et al. 2001).

1.4. Noradrenerge und panneuronale Markergene zeigen die terminale Differenzierung

sympathischer Neurone an.

Die terminale Differenzierung sympathischer Nervenzellen wird schliesslich durch die Expres-

sion der noradrenergen phänotypischen Markergene TH (Tyrosin-Hydroxylase) und DBH

(Dopamin-beta-Hydroxylase) angezeigt (Landis 1988). Beide Gene kodieren für Enzyme aus

dem Biosyntheseweg von Noradrenalin. TH hydroxyliert Tyrosin zu Dihydroxy-Phenylalanin

(DOPA). Dies ist der erste und geschwindigkeitsbestimmende Schritt im Syntheseweg. DOPA

1. Einleitung 14



wird von der DOPA-Decarboxylase zu Dopamin umgesetzt, welches das Substrat für DBH zur

Bildung von Noradrenalin darstellt. Die Expression dieser Gene ist charakteristisch für Nerven-

zellen, deren Transmitter Adrenalin oder Noradrenalin ist. Zusammen mit Dopamin und Adre-

nalin gehört Noradrenalin zur Klasse der Catecholaminderivate unter den biogenen Aminen.

Catecholaminerge Zellen können außer durch den Nachweis der entsprechenden Syntheseenzyme

auch chemisch durch die Formaldehyd-induzierte-Fluoreszenz (FIF) des Catecholaminrings der

Transmittermoleküle nachgewiesen werden.

Die neuronale Differenzierung wird durch die Expression der panneuronalen Gene SCG10

und NF160 angezeigt. SCG10 (Superior cervikal ganglion clone 10) ist ein membranassoziiertes

Protein, welches über die Regulierung der Mikrotubuli-Depolymerisation in den Wachstums-

kegeln wachsender oder plastischer Nervenzellen die dynamische Instabilität der Tubulinfilamente

beeinflusst (Stein et al. 1988, Riederer et al. 1997). Seine frühe Expression in neuronal differen-

Abb. 1.3: Expression von Transkriptionsfaktoren, BMP-Rezeptor und terminalen Differenzierungsgenen

in sympathischen Vorläuferzellen und sympathischen Nervenzellen im Zeitverlauf. Cash1-Vorläuferzellen

erreichen die dorsale Aorta im HH-Stadium 15. Dort exprimieren sie den BMPRI und aggregieren. Ab HH-

Stadium 17 wird die Expression von Phox2b erkennbar. Die Expression noradrenrger und neuronaler Mark-

ergene beginnt ab HH-Stadium 18. Erst spät werden die cholinergen Markergene ChAT und VAChT

exprimiert.
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zierenden Zellen macht es zu einem geeigneten Indikator für früheste neuronale Spezifizierung

(Groves et al. 1995, Ernsberger et al 1995). NF160 (Neurofilament, Molekulargewicht 160

kDalton), ein anderes neuronales Markermolekül, ist ein Mitglied aus der Familie spezifisch

neuronal exprimierter Intermediärfilamente.

1.5. BMP-Signale initiieren die Expression spezifischer Transkriptionsfaktoren

Die Differenzierung der sympathischen Vorläuferzellen wird durch BMPs (bone morphogenetic

proteins) ausgelöst (Varley et al. 1995, Varley und Maxwell 1996, Shah et al. 1996, Reissmann

et al. 1996). BMPs sind lösliche und sezernierte Signalmoleküle, die in vielfältigen Prozessen

der Embryonalentwicklung beteiligt sind. BMP 4 und BMP 7 werden im Huhn an dem Ort

synthetisiert, an dem Zellen der Neuralleiste beginnen, noradrenerge und neuronale Eigenschaf-

ten herauszubilden (Reissmann et al. 1996). Das Gewebe, welches diese induzierenden Molekü-

le synthetisiert, ist die dorsale Aorta, die sich in diesem Entwicklungsstadium ventral des

Notochords entlang der Längsachse durch den Embryo zieht. Wird die Wirkung der BMPs durch

deren spezifischen Antagonisten Noggin in vivo gehemmt, so werden die neuronalen Vorläufer-

zellen apoptotisch und es bilden sich keine sympathischen Nervenzellen aus (Schneider et al.

1999). Umgekehrt können im Zellkulturmodell die dorsale Aorta, aktivierte BMP-Rezeptoren

oder BMPs die Entwicklung des sympathischen Phänotyps aus multipotenten Neuralleistenzellen

hervorrufen (Varley et al. 1995, Varley und Maxwell 1996, Shah et al. 1996, Reissmann et al.

1996, Varley et al. 1998); ein Effekt, der wiederum durch Zugabe von Noggin blockierbar ist

(Schneider et al. 1999). Die Gesamtheit dieser Befunde bestätigt eindrucksvoll die Beteiligung

von BMPs bei der Ausbildung des sympathischen Phänotyps im Hühnchenembryo.

Wie stellt sich die Verknüpfung des induzierenden BMP-Signals mit der Aktivierung der

phänotypischen neuronalen und noradrenergen Markergene dar? Der Mechanismus der BMP-

Signalrezeption ist in Grundzügen bekannt: BMPs binden als Dimere an den BMP-Rezeptor II;

sowohl eine Bindung von Homo- als auch Heterodimeren ist ausreichend zur Rezeptoraktivierung.

Der Ligand-Rezeptorkomplex assoziiert mit dem BMP-Rezeptor I und im intrazellulären Teil

der assoziierten Rezeptorkomplex-Untereinheiten findet eine Aktivierung der signalübertragenden

Domänen durch die Übertragung von Phosphatgruppen auf Serin/Threonin-Seitenkettenreste

statt. Die aktivierten Domänen phosphorylieren intrazellulär lokalisierte SMAD-Proteine, wel-

che daraufhin dimerisieren und in den Zellkern wandern, wo sie an die Promotorregionen ihrer

Zielgene oder an Faktoren des Transkriptionskomplexes binden (Massague 1998, 2000). Dieses

allgemeine Schema wurde in verschiedenen Modellsystemen untersucht und trifft vermutlich

auch für die BMP-induzierte Differenzierung sympathischer Nervenzellen zu. Neuere Daten

aus Kulturversuchen mit Neuralleistenzellen aus der Wachtel demonstrieren, dass in diesem

System BMP4 die Translokation von Smad1 in den Zellkern reguliert (Wu et al. 2001).
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1.6. Identifizierung von Transkriptionsfaktoren, die an der Weiterleitung des induktiven

BMP-Signals beteiligt sind

Auf der Suche nach Transkriptionsfaktoren, deren Expression durch BMPs reguliert wird und

die an der sympathischen Differenzierung beteiligt sind, lassen sich mehrere Kandidaten identi-

fizieren:

Cash-1/Mash-1

Die proneuralen basic Helix-Loop-Helix (bHLH)-Transkriptionsfaktoren des achaete scute-

Komplexes achate, scute und lethal of scute (achaete scute Homologe: ASH) wurden als wich-

tige Regulatoren neural differenzierender Zellen in D. melanogaster identifiziert (Ghysen und

Richelle 1979). Proneurale bHLH-Faktoren sind früheste Determinatoren neuronaler Differen-

zierung und wirken über ihre bHLH-Domäne (Hinz et al 1994, Ma et al 1996, Lee et al. 1997).

Ihre Expression im Neuroektoderm steuert die Entscheidung zwischen ektodermalem und

neuralen Schicksal von neuroektodermalen Vorläufern (Ruiz-Gomez und Ghysen 1993, Skeath

und Carroll 1994). Zudem unterteilen verschiedene bHLH-Faktoren neuronale Vorläuferzellen

in verschiedene Entwicklungslinien (Anderson 1999, Guillemot 1999). Die proneurale Aktivität

von ASH-Faktoren ist über entwicklungsgeschichtlich weit entfernte Arten konserviert (Ferreiro

et al. 1994). So ist z.B. das Hydra-Homolog in der Lage, neurale Differenzierung in C. elegans

zu determinieren (Gren et al 1995). In Säugern besitzen ASH-Faktoren noch eine zusätzliche

Rolle: Ihre Expression reguliert die subtypspezifische Differenzierung von Nervenzellen. So

wird z.B. in der Entwicklung des Vorderhirns die Unterscheidung zwischen ventralen und dor-

salen Phänotypen durch die Wirkung von Mash-1 bzw. Neurogeninen gesteuert (Ma et al. 1997,

Fode et al. 2000). Im PNS determinieren die Neurogenine die Entwicklung sensorischer Neuro-

ne und Mash-1 die Entwicklung autonomer Strukturen (Sommer et al. 1996, Hirsch et al. 1998,

Lo et al 1998, Ma et al. 1996, 1998, 1999, Perez et al. 1999). ASH-Faktoren werden in sympa-

thischen Vorläuferzellen von Huhn, Wachtel und Maus früh exprimiert (Ernsberger et al. 1995,

McPherson et al. 2000, Groves et al. 1995). Die Überexpression von Mash-1 ist ausreichend, in

klonalen Neuralleistenkulturen der Maus initiale Schritte der noradrenergen Differenzierung

auszulösen (Lo et al. 1998). Die Eliminierung der Mash-1-Funktion in Knockout-Mäusen führt

zum Verlust der Expression des Transkriptionsfaktors Phox2a (siehe unten) in den frühen sym-

Abb. 1.4: Schematischer Aufbau der Transkriptions-

faktoren e/dHand, Mash1/Cash1 und Phox2a/b. Die

Hand-Faktoren besitzen eine Histidinreiche Domäne

N-terminal zur basic Helix-Lop-Helix-Domäne.

Mash1/Cash1 besitzen eine Alanin/Glutaminreiche Do-

mäne und Phox2-Faktoren weisen einen Prolin- und

einen Glycinreichen Abschnitt in ihrer Aktivator-

domäne auf. D = Domäne
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pathischen Vorläuferzellen und verhindert die noradrenerge Differenzierung. Darüberhinaus

kommt es zum Verlust einer Teilpopulation des enterischen Nervensystems (Blaugrund et al.

1996, Hirsch et al. 1998). Im Huhnembryo ist die Aufrechterhaltung der Expression des Huhn-

homologs Cash-1 in den sympathischen Vorläuferzellen abhängig von BMP-Signalen (Schnei-

der et al. 1999). Die genaue Rolle von Mash-1 für die Entwicklung des sympathischen Nerven-

systems ist noch unklar. Zwar ist die Bildung der sympathischen Nervenzellen in der Mash-1-

Mutante beeinträchtigt (Hirsch et al. 1998); es ist jedoch offen, ob Mash-1/Cash-1 ausreichend

ist, in vivo eine vollständige sympathische Differenzierung auszulösen.

Phox2a und Phox2b

Die beiden paralogen Transkriptionsfaktoren Phox2a und Phox2b enthalten eine Domäne, die

aufgrund ihrer Ähnlichkeit zu dem Drosophila-Transkriptionsfaktor paired zu der Bezeichnung

paired-domain containing homeodomain protein 2 geführt hat. Ihre DNA-Homöobox-Binde-

domänen sind identisch (Pattyn et al. 1999). Homologe Faktoren sind auch in Nichtvertebraten

wie z.B. C. elegans vorhanden (Pujol et al. 2000). Die Expression der Phox2-Faktoren in

Vertebraten ist beschränkt auf die meisten der zentralen und alle peripheren Anteile des autono-

men Nervensystems und seiner ZNS-Regulationszentren (Tiveron et al. 1996, Pattyn et al. 1997).

Der Knockout von Phox2b weist Defekte in zentralnervösen noradrenergen Zentren auf und

zeigt die Bedeutung für die Entwicklung sympathischer Nervenzellen: in homozygoten Mutan-

ten unterbleibt die terminale Differenzierung sympathischer Vorläuferzellen (Morin et al. 1997,

Pattyn et al. 1999, 2000a). In vitro-Studien zeigten die direkte Bindung beider Faktoren an die

Promotorregionen der noradrenergen Gene TH und DBH (Swanson et al. 1997, Kim et al. 1998,

Yang et al. 1998, Kim et al. 1999, Yokoyama et al. 1999, Adachi et al. 2000). Diese Bindung ist

ausreichend, um in geeigneten Zelllinien die Aktivierung von Reportergenen auszulösen. Ihre

direkte oder indirekte Beteiligung an der sympathischen Differenzierung wird durch den Be-

ginn der Expression nahegelegt, der sich im frühen HH-Stadium 18 zeitlich zwischen die BMP-

Expression und die Aktivierung der noradrenergen Gene festlegen lässt (Ernsberger et al. 1995,

siehe Ergebnisse). Darüberhinaus gibt es Befunde aus Noggin-behandelten Hühnchenembryonen,

in denen gezeigt wird, dass durch die Blockierung der BMP-Wirkung nicht nur ein Verlust der

Expression der noradrenergen und neuronalen Markergene, sondern sogar schon der Verlust der

zeitlich früher eingeordneten Phox2-Expression zu beobachten ist (Schneider et al. 1999). Es ist

nicht klar, ob die Expression der beiden Phox2-Faktoren ausreichend ist, sympathische Diffe-

renzierung auszulösen.

dHand

Aus in vitro-Experimenten mit Neuralleistenkulturen der Wachtel stammt der Befund, dass die

Überexpression der beiden orthologen Vertreter der Familie der basic-Helix-Loop-Helix-

Transkriptionsfaktoren dHand (deciduum, heart, autonomic nervous system, neural crest derived)
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und eHand (extraembryonic membranes, heart, autonomic nervous system, neural crest derived)

zu einer Erhöhung des Anteils catecholaminerger Zellen führt (Howard et al. 1999). Ein zusätz-

liches Indiz für eine mögliche Beteiligung der Hand-Faktoren an der BMP-induzierten sympa-

thischen Differenzierung ist die Tatsache, dass in Neuralleistenkulturen, in denen als Antwort

auf BMP-Gabe der Anteil TH-positiver Zellen erhöht wird, ebenfalls eine deutlicher Anstieg der

dHand-Expression gezeigt werden kann (Howard et al. 2000). Nicht zuletzt zeigen Expressions-

studien in der Maus in den sympathischen Ganglien eine frühe Expression von dHand und eHand

(Hollenberg et al. 1995, Cserjesi et al. 1995). dHand ist jedoch ausser in den sympathischen

Ganglien noch in einer Vielzahl von Geweben exprimiert (Srivastava et al. 1995, Srivastava et

al. 1997), darunter in den mesodermalen Anteilen des Herzens. Die Eliminierung von dHand

führt zum embryonalen Tod der Mutanten; die Herzventrikelbildung und die Bildung der

Aortenbögen ist schwer beeinträchtigt; darüberhinaus ist die Bildung extraembryonaler Gefässe

defekt (Srivastava et al. 1997). Die Defekte in der Blutgefässbildung ergeben sich wahrschein-

lich durch eine Störung der VEGF/Semaphorin-Signalübermittlung (Yamagishi et al. 2000).

Der frühe Tod der Knockout-Tiere an E10 verhindert die Untersuchung der sympathischen Dif-

ferenzierung. So ist nicht bekannt, ob dHand notwendig oder ausreichend für die sympathische

Differenzierung ist.

1.7. Transkriptionsfaktoren, die an der Differenzierung sympathischer Nervenzellen be-

teiligt sind, müssen durch BMP reguliert werden.

Transkriptionsfaktoren, die an der BMP-abhängigen sympathischen Differenzierung beteiligt

sind, sollten bestimmte Eigenschaften aufweisen.

i) Ihre Expression sollte notwendig sein für die Differenzierung sympathischer Nervenzellen:

Die Eliminierung des Faktors z.B. in transgenen Mauslinien hat einen nachweisbaren negativen

Effekt auf den Prozess der sympathischen Differenzierung. Dies kann zur Folge haben, dass

betroffene Zellen nicht mehr differenzieren oder nur einen Teilaspekt ihres Differenzierungs-

programms durchlaufen. Solch eine direkte Abhängigkeit ist für die Faktoren Phox2b und Mash-

1 gezeigt worden (Sommer et al. 1995, Pattyn et al. 1999); für dHand fehlen aufgrund der frühen

Letalität der Mutation die entsprechenden Daten.

ii) Ihre Expression sollte ausreichend sein für die Differenzierung sympathischer Nervenzellen:

Die Über- oder Misexpression in Teilen des Nervensystems, die diesen Faktor in der ungestör-

ten Entwicklung nicht exprimieren, führt dazu, dass das Schicksal dieser Zellen beeinflusst wird

und es zur teilweisen oder vollständigen sympathischen Differenzierung in ektopischen Regio-

nen im Embryo kommt. Hierzu fehlen experimentelle Daten vollständig.

iii) Die Expression dieser Transkriptionsfaktoren muss in der Entwicklungslinie der sympathi-

schen Vorläuferzellen unter der Kontrolle von BMP stehen. Dies bedeutet, dass die Blockierung

des BMP-Signals zu einem Ausfall der Expression führt, bzw. die ektopische BMP-Gabe zu

einer ektopischen Expression der Faktoren führen kann. Hierzu hat die Säugergenetik bislang
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keine Daten liefern können, da BMPs in vielen Prozessen der Entwicklung wichtige Rollen

einnehmen und ihr Funktionsverlust in frühen Stadien letal wirkt (Winnier et al. 1995) oder

funktionell durch koexprimierte Homologe kompensiert wird (Dudley und Robertson 1997).

Um die Expression von BMP4 und BMP7 in den Zellen der dorsalen Aorta auszuschalten, wä-

ren konditionelle Doppelknockouts erforderlich.

1.8. Replikationskompetente Viren erlauben die Untersuchung von Transkriptionsfaktoren

in transgenen Huhn-Chimären

Im Gegensatz zu Säugetieren hat es bislang noch keinen erfolgreichen Versuch gegeben, durch

den Eingriff in die Keimbahn von Vögeln Nullmutanten zu erzeugen. Dieser Nachteil wird

teilweise ausgeglichen durch ein einfaches Expressionssystems, das auf der Überexpression

eines Transgenes durch replikationskompetente vogelspezifische Viren beruht. Der meist-

verwendete Vektor ist der auf dem Schmidt-Ruppin A-Stamm (SR-A) des Rous-Sarcoma-Virus

basierende Retrovirus RCAS-BP (Replication-competent, ALV LTR (Avian Leucosis virus-Long

terminal repeat), Splice acceptor, Bryan High Titer Polymerase). In diesem Typ wird die Promotor-

region der ALV-LTR verwendet, das über starke Enhancer-Elemente und alternative Splice-

Abb. 1.5: Aufbau des RCAS-Genoms. Unter den viruseigenen Genen, die unter der Kontrolle des

ALV-LTR-Promotors stehen, sind die Strukturproteine des Viruskerns (gag), enzymatische Proteine

(pol) und die Proteine der Virushülle (env). Das src-Onkogen ist in dieser Variante durch ein er-

wünschtes Transgen ersetzt.
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Mechanismen die hohe Expression eines experimentellen Genes gewährleistet (Federspiel und

Hughes 1997). Mit der Subtyp-B-Variante dieses Vektors lässt sich im Hühnchen eine starke

Infektion neuronaler Gewebe erreichen (Homburger und Fekete 1996). Zahlreiche Beispiele

belegen eine effiziente virale Expression von Transgenen im PNS von Huhnembryonen

(Reissmann et al. 1996, Geissen et al. 1998, Perez et al. 1999, Ernsberger et al. 2000).

1.9. Ist die Aktivität der Phox2-, Mash-1/Cash-1- und dHand-Transkriptionsfaktoren aus-

reichend, in vivo die Bildung des sympathischen Phänotyps zu induzieren?

Es ist nicht klar, ob die Aktivität von Phox2-, Cash-1/ Mash-1- und dHand-Transkriptionsfaktoren

ausreichend ist, um die Differenzierung von Neuralleistenzellen und nicht differenzierten Vor-

läuferzellen zu sympathischen Nervenzellen auszulösen. Die Zielsetzung der Arbeit war, die

Rolle dieser Transkriptionsfaktoren durch den kombinierten Einsatz von molekularbiologischen

Methoden und Techniken der klassischen experimentellen Embryologie aufzuklären.

i. Dazu sollte die frühe Expression dieser Transkriptionsfaktoren im sympathischen Nervensy-

stem untersucht werden.

ii. Die Transkriptionsfaktoren sollten durch das RCAS-System im Huhnembryo überexprimiert

werden. Effekte auf die Differenzierung sollten untersucht und dokumentiert werden.

iii. Es sollte untersucht werden, ob BMP4 ausreicht, die Expression der Transkriptionsfaktoren

zu induzieren. Auch dies sollte durch virale Überexpression erreicht werden.

Abb. 1.6: Zielsetzung der Arbeit. Innerhalb des BMP-abhängigen Induktionsprozesses, an des-

sen Ende die Expression von terminalen Differenzierungsgenen steht,  soll die Rolle der

Transkriptionsfaktoren Mash1/Cash1, Phox2a/b und dHand untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Herstellernachweise

Collaborative Biomedical Products, Becton Dickinson GmbH: Nu-Serum Culture Supplement

Costar, Cambridge, Massachusetts: Gewebekulturflaschen T75 (75cm2 Kulturfläche)

DIFCO, Detroit, Michigan: Bacto-Hefeextrakt, Bacto-Trypton, Bacto-Agar

Greiner, Frickenhausen: 35mm Gewebekulturschalen aus Polystyrol mit 4 Kulturarealen

(Durchmesser der Areale 6 mm, 95 mm2 Kulturfläche)

Life Technologies, Gibco BRL, Eggenstein: Agarose, Glutamin, Penicillin-Streptomycin-Lö-

sung (5000 U/5000 µg/ml), Trypsin-EDTA-Lösung, fötales Kälberserum, Hühnerserum, Pan-

kreatin, DMEM, Ham´s F12/14, Natrium-Pyruvat 100mM, Taq DNS Polymerase, 10x Taq

DNS Polymerase Puffer

Menzel, Deutschland: SuperFrostPlus Objektträger

Merck, Darmstadt: Bromphenolblau, Natriumacetat, Eisessig, H
2
O

2
, Methanol, Chloroform,

MgCl
2
, CaCl

2
x2 H

2
O, NaCl, NaHCO

3
, MgSO

4
x7H

2
O, Tween20, Natriumcitrat, Na

2
HPO

4
,

NaH
2
PO

4
, Glucose, Saccharose, KCr(SO

4
)x12 H

2
O, Kaisers Glycerin Gelantine, KCl,

KH
2
HPO

4
, Aceton, LiCl

Messer Griesheim: CO
2
, N

2

Sakura, Zoeterwoude, Niederlande: Tissue-Tek

Nunc, Wiesbaden: 35mm Gewebekulturschalen aus Polystyrol (9,62 cm2Kulturfläche)

Qiagen, Hilden: Plasmid Kits (Midi, Mini), Gel Extraction Kit, PCR Purification Kit

Riedel-de Haen, Seelze, Niederlande: Ethanol, NaOH, HCl

Roche Diagnostics, Mannheim: Ampicillin, DNS Längenstandard, DIG-Nukleinsäure-

Detektions-Kit, DIG-RNS-Labeling Kit, Fast-Red Tabletten, Fluorescein-RNS-Labeling-Kit,

Pferdeserum, Proteinase K, Restriktionsendonucleasen mit den zugehörigen Puffern, RNSse-

Inhibitor,

Roth, Karlsruhe: Triton-X-100, Phenol, Glycerin, Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)

Schleicher&Schuell, Dassel: Faltenfilter, Filterhalter (0,45 µm Weißrand),

Serva, Heidelberg: Paraformaldehyd, Silicon, SDS, Lysozym

Sigma, Deisenhofen: Ethidiumbromid (EtBr), Rinderserumalbumin Fraktion V (BSA),

Isopro-panol, Gelatine, EDTA, DMSO, Levamisol, Isoamylalkohol, Mineralöl, Hefe RNS,

Tween-20 (Polyoxyethylensorbitan-Monolaureat)

Stratagene, La Jolla, Californien: XL-1 blue (elektrokompetente Zellen), DNS Polymerase I

(Klenow Fragment)

Worthington, Freehold, Ohio: Trypsin
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2.1.2. Lösungen

Sämtliche Lösungen werden, wenn nicht anders angegeben, in zweifach deionisiertem Wasser

(MilliQ-Filtersystem der Firma Millipore) angesetzt.

Lösungen für die Zellbiologie

Embryoextrakt: zehn Tage alte Hühnerembryonen werden nach Dekapitation und Entfernen

der Augen homogenisiert. Das Homogenat wird mit dem gleichen Volumen DMEM mit 1%

(v/v) Penicillin/Streptomycin gemischt. Die Lösung wird unter leichtem Schütteln 30 min bei

RT inkubiert und dann 20 min bei 1500 g zentrifugiert. Der Überstand wird aliquotiert (4,5

ml) und bei -20°C gelagert.

10x PBS: 1,3 M NaCl, 40 mM Na
2
HPO

4
, 14 mM KH

2
PO

4
, 26 mM KCl, pH 7,3

Trypsin: Trypsin wird mit 18900 U/mg Protein eingewogen und in 10ml PBS gelöst. Nach

Sterilfiltration wird die Lösung bei -20°C gelagert und 1:10 verdünnt eingesetzt.

Lösungen für die Molekularbiologie

TAE: 40 mM Tris-acetat, 2 mM EDTA (pH 8,0)

TE-Puffer: 50 mM Tris-HCl (pH 8,25), 1 mM EDTA (pH 8,0)

Lösungen für die Immuncytochemie

PBT1: PBS mit 0,1% (v/v) Triton und 1% (w/v) BSA

PBT2: PBS mit 0,1% (v/v)Triton und 0,1% (w/v) BSA

KRH: 125 mM NaCl, 4,8 mM KCl, 1,3 mM CaCl
2
 x 2 H

2
O, 25 mM HEPES, 1,2 mM MgSO

4

x 7 H
2
O, 1,2 mM KH

2
PO

4
, 5,6 mM Glucose, pH 7,3

4% Paraformaldehyd: Paraformaldehyd im Wasserbad bei 50°C in Phosphatpuffer 1 M, pH

7,4 lösen (in Abständen aufschütteln), bei –20°C lagern.

Lösungen für in-situ-Hybridisierungen

Natriumphosphatpuffer: 7 g Na
2
HPO

4
 x 2 H

2
O und 1,38 g NaH

2
PO

4
 in 500 ml H

2
O lösen,

pH 7,0

0,5 M EDTA: 186,12 g Ethylendiamin-tetraacetat in H
2
O lösen, pH 8,0 mit NaOH-Plätzchen

(ca. 23g) und 1 M NaOH einstellen, mit H
2
O auf 1000 ml auffüllen

Hybridisierungspuffer: 1 ml 10 x Salz, 5 ml Formamid, 1 ml Hefe RNS (10 mg/ml), 2 ml

50% (w/v) Dextransulfat, 100 µl 50 x Denhardts, 900 µl H
2
O

20 x SSC: 3 M NaCl, 0,3 M NaCitrat in H
2
O, pH7,0

10 x Salz: 0,4614 g Tris (pH7,5), 3,24 g NaCl, 0,234 g NaH
2
PO

4
 x H

2
O, 0,213 g Na

2
HPO

4
, 3

ml 0,5M EDTA, ad 30ml mit H
2
O, autoklavieren

50 x Denhardts:1% (w/v) BSA, 1% (w/v) Ficoll, 1% (w/v) PVP, bei -20°C lagern
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Waschlösung: 1 x SSC, 50% (v/v) Formamid, 0,1% (v/v) Tween20

Maleinsäurepuffer: 100 mM Maleinsäure, 150 mM NaCl, pH7,5, autoklavieren (MAB), vor

Gebrauch 0,1% (v/v) Tween20 zugeben (MABT)

AP-Puffer: 20 ml 1 M Tris (pH 9,5), 10 ml 1 M MgCl
2
, 4 ml 5 M NaCl, 200 µl Tween20, 48

mg Levamisol, ad 200 ml mit H
2
O

NaP-Puffer: 0,1 M/15% Saccharose: 15g Saccharose in 100 ml 0,1M NaP-Puffer lösen,

sterilfiltrieren

2.1.3. Medien

Medien für die Zellkultur

DF1-Fibroblastenlinie: DMEM, 10% fötales Kälbereserum, 1% Penicillin/Streptomycin

Hinterwurzelganglienkultur: F14-Medium, 10% (v/v) Pferdeserum, 5% (v/v) fötales

Kälberserum

Die verwendeten Seren wurden vor Gebrauch 30 min bei 56°C hitzeinaktiviert.

Medien für die Bakterienkultur

LB-Medium: 10 g Caseinhydrolysat, 5 g Hefe-Extrakt, 10 g NaCl in 1 l H
2
O lösen,

autoklavieren

LB-Agarplatten: 5 g Hefe-Extrakt, 10 g Trypton, 10 g NaCl, 15 g Agar in 1 l H
2
Olösen,

autoklavieren und unter Rühren auf 60°C abkühlen lassen; etwa 20 ml pro Kulturschale

ausgiessen. Platten nach dem Giessen bei 4°C lagern.

LB-Ampicillin-Platten: Vor dem Giessen der Platten LB-Agar auf 50°C abkühlen und

Ampicillin zugeben (20 g/ml)

2.1.4. Immunologische Reagentien

Antikörper

anti-Tyrosinhydroxylase: Maus monoklonal (Rohrer et al., 1986); Kaninchen polyklonal

(Reichardt)

anti-GAG-(AMV3C2): IgG1 Maus Hybridomaüberstand, wechselnde Konzentrationen,

Developmental Studies Hybridomabank

anti-c-myc (Maus monoklonal, Roche Pharmaceuticals, Mannheim)

anti-mPhox2a (Kaninchen polyklonal, C. Goridis)

anti-mPhox2b (Kaninchen polyklonal, C. Goridis)

anti-Hu (Maus monoklonal, J. Weston)

CY3- oder Cy5-konjugiert-anti-Maus IgG (H+L) aus Esel oder Ziege und Cy3-konjugiert-

anti-Kaninchen IgG (H+L) aus Ziege, Dianova, Hamburg.

Alexa 488-konjugiert-anti-Maus IgG aus Ziege und

Alexa 569-konjugiert-anti Kaninchen aus Ziege, Molecular Probes, Leiden, Niederlande.

2. Material und Methoden 24



2.1.5. Faktoren

BMP4, BMP5: rekombinant human, Genetics Institute, USA

mBMP7: recombinant mouse, Genetics Institute, USA

2.1.6. DNS

virale Konstrukte

mPhox2a-RCAS(B), C. Goridis, D. Junghans, M. Geissen

mPhox2b-RCAS(B), C. Goridis, D. Junghans, M. Geissen

Mash-1-RCAS(B), D. J. Anderson, Pasadena, USA

eHand-RCAS(B), M. Howard, Ohio, USA

dHand-RCAS(B), M. Howard, Ohio, USA

Plasmide für Sondensynthesen

Cash-1: 1,9 kb cDNS Fragment in pBluescript/SK, (T. Reh, Washington, USA)

cChAT: 2,8 kb Fragment in pBluescript/SK (T. Jessell, New York, USA)

cDBH: 480 bp Fragment in pBluescript/SK (U. Ernsberger)

cPhox2a: 346 bp cDNS Fragment in pBluescript/SK (Ernsberger et al., 1995)

cPhox2b: 374 bp PCR-Fragment in pBluescript/KS (C.Goridis, Marseille, FR)

c-ret: 400 bp Fragment in pBluescript/SK (I. Mason)

cVAChT: 800 pb Fragment in pBluescript/SK (selbst)

cTH: 1,8 kb cDNS Fragment pBluescript/SK (U. Ernsberger)

cNF160: ca. 1 kb Fragment in pBluescript/SK (Gundelfinger, Marburg)

Reverse Transkriptase: 405 bp Fragment aus RCAS in pBluescript/SK (S. Heller)

cSCG10: 890 bp cDNS Fragment in pGEM-3Z (T. Jeffrey)

Oligonukleotide

Sequenzierprimer

T3: AATTAACCCTCACTAAAGGG

T7: GTAATACGACTCACTATAGGGC

RCAS sense: GTGAAATACGCTTTTGTCTGTGTG

RCAS antisense: ACAACCGAAGCCCCGCTTTTCGCC

2.1.7. Organismen

Zur Herstellung primärer Neuralleistenkulturen werden zwei Tage alte Wachtelembryonen

(Coturnix coturnix) verwendet. Zur retroviralen Infektion von Embryonen und für die Präpa-

ration primärer Fibroblasten werden virusfreie Embryonen des Haushuhns (Gallus

domesticus) verwendet. Zur Herstellung von Embryoextrakt und für die Expressionsanalysen

werden herkömmliche Hühnereier verwendet.
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2.2. Methoden

2.2.1. Zellkultur

2.2.1.1. Fibroblastenkulturen

Primäre CEF (chicken embryo fibroblasts) aus den Extremitätenanlagen zehn Tage alter virus-

freier Hühnerembryonen dienen als Wirtszellen für den RCAS-Virus.

Präparation und Kultivierung primärer Fibroblasten

Die den Embryonen entnommenen Extremitäten werden in PBS-Glucose (1mg/ml) gesam-

melt, in PBS mit zwei feinen Pinzetten zerkleinert und anschließend 2 x mit PBS gewaschen.

Das Gewebe wird zentrifugiert (930rpm, 10min, RT) um den Überstand zu entfernen. Es wird

20 min bei 37˚C in 0.1%iger Trypsinlösung unter Schütteln inkubiert. Die Reaktion wird mit

serumhaltigem Medium inkl. 1% DNase und 10% Trypsininhibitor abgestoppt. Das Gewebe

mit einer silikonisierten Pipette bis zur Einzelzellsuspension trituriert und verbleibende

Gewebereste werden durch ein Nylonnetz (50 µm Porengröße) gefiltert. Die Zellen werden in

einer Dichte von 6 x 105 Zellen/ml in serumhaltigem IMDM in eine 75cm2 große

Zellkulturflasche (Costar) in 20ml Volumen ausgesät und bei 37˚C und 5% CO2 kultiviert.

Am nächsten Tag wird das Medium gewechselt werden, um tote Zellen zu entfernen. Sobald

die Zellen einen konfluenten Zellrasen bilden, werden sie in geringerer Dichte auf neue

Zellkulturflaschen verteilt (siehe Abschnitt Passagieren). Die Zellen werden in einer Dichte

von 6x 105 Zellen/ml ausplattiert und weiterkultiviert. Die anfängliche Mischung verschiede-

ner Zellarten ändert sich nach etwa einer Woche zu einer reinen Fibroblastenkultur. Über-

schüssige Zellen können für spätere Versuche in flüssigem Stickstoff gelagert werden.

Passagieren und Kultivierung von Huhn-Fibroblasten

Sobald die Fibroblasten einen konfluenten Zellrasen bilden, werden sie zur weiteren

Kultivierung passagiert, d.h. in geringerer Dichte in neue Zellkulturflaschen überführt. Dazu

wird das Medium aus der Kulturflasche abgesaugt und die Zellen werden mit PBS

gewaschen. Danach erfolgt die Zugabe von 1 ml Trypsin-EDTA-Lösung (Angabe bezieht sich

auf eine 75 cm2 Flasche). Die Ablösung der Zellen vom Untergrund wird am Mikroskop

kontrolliert. Sobald sich die Zellen abgelöst haben, wird die Reaktion durch Zugabe von 5 ml

Fibroblastenmedium abgestoppt. Ein Teil der Zellsuspension wird in eine neue 75 cm2

Zellkulturflasche mit 12 ml serumhaltigem Fibroblasten-Medium überführt, so dass

schließlich eine Zelldichte von 6x105 Zellen/ml vorliegt.
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Kryokonservierung und Rekultivierung von Zellen

Zur Vorratshaltung von Fibroblasten besteht die Möglichkeit, die Zellen in flüssigem

Stickstoff zu konservieren. Dazu werden die Zellen einer konfluenten Kultur trypsinisiert

(s.o.) in 10 ml Medium bei RT, 150 g, 10 min sedimentiert. Das Medium wird vorsichtig

abgenommen und die Zellen in kaltem Fibroblastenmedium mit 10% (v/v) DMSO

resuspendiert; für eine 75 cm2 Zellkulturflasche (5x106 Zellen) werden 5 ml verwendet. Die

Suspension wird sofort in Kryoröhrchen aliquotiert und in einer Einfrierbox (Qualifreeze),

welche ein definiertes Abkühlen (1°C/min) der Zellen ermöglicht, über Nacht bei –70°C

gelagert. Die Zellen werden zuletzt in flüssigen Stickstoff überführt.

Gefrorene Zellen werden durch vorsichtiges Spülen mit Medium aufgetaut. Die suspendierten

Zellen werden in einer 6 cm Schale rekultiviert.

Transfektion von Fibroblasten

Superfect (Qiagen): Die Transfektion wird nach Vorschrift des Herstellers vorgenommen. Das

Verfahren nutzt die Möglichkeit, DNA mit Reagenzien zu komplexieren, die dem

Gesamtkomplex eine positive Ladung verleihen. Dieser bindet über unspezifische elektrische

Anziehungskräfte an Membranrezeptoren und wird internalisiert.

2.2.1.2. RCAS-Virus

Viruskonzentrierung

Zur Gewinnung einer konzentrierten Virussuspension wird eine infizierte Fibroblastenkultur

(136 cm2-Flasche) mit 12 ml Fibroblastenmedium/10% (v/v) Serumersatzlösung (Nu-Serum

V) inkubiert. Das Medium wird täglich gewechselt und gesammelt. Hierzu wird das Medium

sterilfiltriert, in N
2
 liq. eingefroren und bei –70°C gelagert. Das Medium von 5 Kulturtagen

wird ultrazentrifugiert. Die Viruspartikel werden durch Zentrifugation bei 4°C und 68,000 g

sedimentiert. Der Überstand wird abpipettiert und verworfen und das Pellet durch 1 h

Schütteln auf Eis in dem Restvolumen von etwa 100 µl resuspendiert. Die Viruslösung wird

aliquotiert und bei -70°C gelagert.

Bestimmung des Virustiters

Um die Konzentration der Viren in Lösung zu bestimmen, wird eine Verdünnungsreihe der

Lösung (10-2 - 10-7) erstellt. Fibroblasten werden in einer 35 mm Zellkulturschale mit 4

Kulturarealen in einer Dichte von 5000 Zellen/Areal ausplattiert und mit den verschiedenen

Virusverdünnungsstufen infiziert. Der Nachweis der Infektion erfolgt am nächsten Tag

immunhistochemisch über den Nachweis des viralen gag-Proteins. Die Anzahl gag-positiver

Zellen entspricht dem Produkt aus Titer und Verdünnung.
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2.2.2. Kultivierung und Präparierung von Hinterwurzelganglien

Vorbehandlung der Kulturschalen

Zur Herstellung sensorischer Primärkulturen werden 35-mm-Kulturschalen mit vier Arealen

(Durchmesser pro Areal, 6 mm) vorbereitet. Die Areale werden mit 150 µl Poly-DL-Ornithin

(50% w/v in Boratpuffer) über Nacht bei Raumtemperatur beschichtet. Dann werden die

Schalen zweimal mit Wasser gewaschen und schließlich bei RT getrocknet. Die so

vorbereiteten Areale werden 2 h mit 80 µl Laminin (10 µg/ml PBS) beschichtet. Die Schalen

werden zweimal mit PBS gewaschen. Das F14-Medium wird unmittelbar vor dem

Ausplattieren der Zellen in die Schalen gegeben.

Präparation und Kulturbedingungen

Zur Gewinnung von Hinterwurzelganglien werden 5 Tage alte Hühnerembryonen verwendet.

Die präparierten Ganglien werden PBS/Glucose (1 mg/ml) gesammelt. Das Gewebe wird mit

einer silikonisierten Pasteurpipette in ein steriles Röhrchen überführt, mit PBS/Glucose

gewaschen und in 1 ml PBS/Glucose gesammelt. Durch Zugabe von 100 µl Trypsinlösung

werden die Ganglien unter Schwenken im Wasserbad bei 37°C innerhalb von 4-5 min

dissoziiert. Das Trypsin wird durch Zugabe von 100 µl Sojabohnentrypsininhibitor, 20 µl

DNAseI (2 mg/ml) und 1 ml Medium beendet. Die Ganglien werden in Medium gewaschen

und anschließend durch mehrmaliges Auf- und Absaugen in einer silikonisierten

Pasteurpipette trituriert. Die Zellen werden in einer Dichte von 3x104 Zellen/35mm Schale in

einem Gesamtvolumen von 1,5 ml Medium mit 20 ng NGF auf Laminin-beschichteten

Schalen ausplattiert. Die Kulturen werden bei 37°C und 5% CO
2
 inkubiert.

2.2.3. Implantation von Fibroblastenaggregaten

Für die Implantationen werden SPAFAS-Eier in einem Brutschrank bei 37°C und einer

Luftfeuchtigkeit von 60-70 % zwei Tage inkubiert. Die verwendeten Embryonen besitzen zum

Zeitpunkt der Implantation 16-22 Somiten. Um die Dotter der Eier abzusenken, werden mit

einer sterilen Spritze 4 ml Eiweiß aus dem Ei abgesaugt. Das Ei wird mit Klebeband (Scotch

3M) abgeklebt und mit einer Schere kreisförmig geöffnet. Durch Injektion von Tusche unter

die Keimscheibe wird der Embryo sichtbar. Nach Öffnen der Vittelinmembran über dem

Implantationsgebiet werden ein oder zwei Aggregate auf Höhe des zuletzt gebildeten Somiten

zwischen Somit und Neuralrohr gesteckt. 200 µl einer Antibiotika-Lösung (10% (v/v) Penicil-

lin/Streptomycin-Lösung in PBS) werden über den Embryo gegeben, das Ei mit Klebeband

verschlossen und im Brutschrank bis zur Fixierung weiter bebrütet.

2. Material und Methoden 28



2.2.4. Präparation und Fixierung von Embryonen

Die Embryonen werden aus dem Ei entnommen, in PBS gespült, das Entwicklungsstadium

nach Hamburger und Hamilton (1951) bestimmt und je nach Grösse für ca. 2-6 Stunden oder

über Nacht bei 4°C mit 4% (w/v) Paraformaldehyd in NaP-Puffer fixiert. Der Wasseranteil in

den Embryonen wird vor dem Einbetten durch Inkubation in 15% (w/v) Saccharose in NaP-

Puffer über Nacht bei 4°C reduziert. Das Einbetten der Embryonen in TissueTek erfolgt auf

Trockeneis. Die Embryonen werden bis zur weiteren Verwendung bei -20 oder -70°C

gelagert.

2.2.5. Anfertigen von Gefrierschnitten

Die in TissueTek eingebetteten Embryonen werden mit einem Kryostat (Jung Frigocut 2800E,

Leica) bei ca. -13-16°C geschnitten. Die 12-16 µm dicken Schnitte werden auf die

unbeschichteten Objektträger (SuperFrost Plus, Menzel) aufgenommen, eine Stunde bei 37°C

getrocknet und anschließend bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

2.2.6. Antikörperfärbungen

Immunhistochemische Färbung auf Gewebeschnitten

Die auf Raumtemperatur angeglichenen Gewebeschnitte werden zunächst mit einem Fettstift

(PAP-Pen) umrundet, um ein Abfliessen der Färbelösung vom Objektträger zu verhindern.

Das Gewebe wird mit 300 µl einer Lösung aus 10% (v/v) Eselserum in PBS/0,1% Triton X-

100 eine Stunde rehydriert. Der erste Antikörper wird in derselben Lösung in einer feuchten

Abb. 2.1: Schema des Implantationsortes im Embryo: die beiden

Fibroblastenaggregate werden in der Höhe des zuletzt gebildeten

Somiten zwischen Somiten und dem Neuralrohr plaziert.
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Kammer inkubiert. Am nächsten Tag werden die Schnitte 2 x je 1 h mit PBS gewaschen.

Danach erfolgt die Inkubation mit dem Zweitantikörper, der eine Fluoreszenz-

Farbstoffmarkierung besitzt. Der Antikörper wurde in PBS/10% Serum/0,1 % Triton X-100 1

h in einer feuchten Kammer inkubiert. Abschließend werden die Schnitte 3 x je 10 min in PBS

gewaschen und in etwa 50 µl 50% (v/v) Glycerin/PBS eingedeckelt. Die Auswertung der

Färbungen erfolgte am Fluoreszenzmikroskop (Axiophot, Zeiss).

Immuncytochemische Färbungen auf Kulturen

Die Zellen werden in 35 mm-4-well-Kulturschalen kultiviert. Das in der Schale befindliche

Medium wird abgesaugt und die Zellen zweimal mit KRH gewaschen. Die Zellen werden mit

4% (w/v) Paraformaldehyd in PBS bei Raumtemperatur 15 min fixiert. Nach Waschen in PBS

werden die Zellen 15 min in PBT1 permeabilisiert. Der erste Antikörper wird in PBT1/10%

Eselserum verdünnt und 30 min inkubiert. Die Kulturen werden 3 x je 5 min. in PBS

gewaschen und 5 min. in PBT2 äquilibriert. Der Zweitantikörper wird in PBT2/10%

Eselserum verdünnt und 30 min. inkubiert. Die Zellen werden 3 x je 10 min. in PBS

gewaschen, in etwa 40 µl 50% (v/v) Glycerin in PBS eingebettet und am

Fluoreszenzmikroskop analysiert.

2.2.7. In-situ-Hybridisierung

Zum Nachweis der Expression verschiedener Gene in kultivierten Zellen und in

Gewebeschnitten wird endogene RNS in situ markiert und angefärbt. Dabei hybridisiert eine

genspezifische Gegenstrang-RNS-Sonde an die endogene RNS. Die Sonde wird durch

spezifische Alkalische-Phosphatase-gekoppelte Antikörper detektiert. Die alkalische Phos-

phatase schliesslich setzt in einer Farbreaktion ein Substrat in ein lichtmikroskopisch

detektierbares Produkt um. Durch Doppel-in-situ-Hybridisierung kann die Transkription von

zwei Genen nachgewiesen werden. Dazu werden zwei verschiedene, unterschiedlich

markierte Sonden verwendet. Das zu untersuchende Gewebe wird mit beiden Sonden

gleichzeitig hybridisiert. Die Sonden werden in zwei aufeinander folgenden Farbreaktionen

nachgewiesen.

In-situ-Hybridisierung auf Gewebeschnitten

Hybridisierungsschritt: Die Gewebeschnitte werden auf Raumtemperatur angeglichen. Die

Sonde wird währenddessen in Hybridisierungspuffer (v/v) 1:500 verdünnt und 10 min bei

70°C denaturiert. Auf jeden Objektträger werden 120 µl Sondenlösung gegeben, mit einem

sterilen Deckglas abgedeckt und über Nacht in einer mit Waschpuffer benetzten Kammer bei

68°C inkubiert.

Antikörperschritt: Die Gewebeschnitte werden danach zunächst 2 x je eine Stunde bei 65°C in

Waschpuffer und schließlich 2 x je eine Stunde in MABT (0,1% (v/v) Tween20 in
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Maleinsäurepuffer) gewaschen. 120 µl der Antikörperlösung (Anti-DIG oder anti-Fluorescein,

1:5000 in MABT/20% (v/v) Hühnerserum) werden über Nacht inkubiert. Die Schnitte werden

2 x je eine Stunde in MABT gewaschen.

Farbreaktion: Die Gewebeschnitte werden 10 min mit 500 µl AP-Puffer äquilibriert. Die

Farbreaktion wird nach Zugabe von 120 µl Substratlösung (10% (v/v) NBT/BCIP

Stocklösung in AP-Puffer) pro Objektträger im Dunkeln in 1 bis 2 Tagen durchgeführt. Die

Objektträger werden dabei mit Deckgläsern abgedeckt. Die Reaktion wird durch Waschen in

PBS beendet und die Schnitte in vollentsalztem Wasser gewaschen. Die Schnitte werden

getrocknet und schliesslich in Kaisers Glyceringelatine eingebettet.

Doppel-in-situ-Hybridisierung

Hybridisierung: Es werden zwei verschiedene, unterschiedlich markierte

Hybridisierungssonden (DIG- und Fluorescein-markiert) in einem Volumen von 120 µl auf

das Gewebe gegeben. Die Hybridisierungsreaktion erfolgt über Nacht in einer feuchten

Kammer bei 68° C.

Erster Antikörperschritt: Die zuerst nachzuweisende Sonde wird mit dem entsprechenden

Antikörper markiert (wie oben).

Erste Farbreaktion: Die Gewebeschnitte werden 2 x je 1 Stunde in MABT gewaschen.

Danach werden sie 10 min in 500 µl 0,1 M Tris-HCl/4% Na Cl (pH 8,2) inkubiert. Eine

Tablette Fast-Red (Roche Diagnostics, Mannheim) wird in 2 ml 0,1 M Tris-HCl/4% NaCl (pH

8,2) gelöst und sterilfiltriert. Diese Substratlösung (120 µl/Objektträger) wird auf die

Gewebeschnitte gegeben, die Objektträger mit Deckgläsern abgedeckt und die Reaktion wird

im Dunkeln etwa 1-2 Tage durchgeführt.

Deaktivierung der alkalischen Phosphatase und zweiter Antikörperschritt:

Die Gewebeschnitte werden 2 x je eine Stunde in MABT gewaschen. Um die Antikörper der

ersten Reaktion zu deaktivieren, werden die Gewebeschnitte 10 min in 0,1 M Glycin (pH1,8)

inkubiert. Danach werden die Gewebeschnitte 2 x je 30 min in MABT gewaschen. Der

weitere Verlauf wie oben, wobei ein Antikörper gemäss der zweiten markierten Sonde

verwendet wird.

Zweite Farbreaktion und Eindeckeln der Schnitte: Die Farbreaktion unter Verwendung des

NBT/BCIP-Substrats und das Waschen und Eindeckeln der Schnitte werden wie oben

durchgeführt.

In-situ-Hybridisierung auf kultivierten Zellen

Die Zellen werden in 35 mm-4-well-Gewebekulturschalen kultiviert. Das Medium wird

entfernt und die Zellen 2 x mit PBS gewaschen. Die Zellen werden mit 4% (w/v)

Paraformaldehyd in PBS bei Raumtemperatur 15 min fixiert. Nach Waschen mit PBS werden

die Zellen mit 80 µl Sondenlösung bedeckt und in einer mit Waschpuffer benetzten Kammer
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bei 68°C über Nacht inkubiert. Die weitere Behandlung entspricht der Hybridisierung auf

Gewebeschnitten. Die gefärbten Zellen werden nach Beendigung der Farbreaktion in 50 %(v/

v) Glycerin in PBS mit einem Deckglas eingebettet.

2.2.8. Molekularbiologische Methoden

Vermehrung von Plamid-DNS

Plasmid-DNS wurde durch Elektroporation in E.coli–Zellen eingebracht und vermehrt. Die

Bakterienzellen wurden einem kurzen elektrischen Impuls ausgesetzt, der Poren in der

Zellmembran entstehen läßt, so dass die im elektrischen Feld beschleunigten DNS-Moleküle

in das Zellinnere gelangen. In einer Transformation werden ca. 0,1-0,5 ng Plasmid-DNS und

50 µl elektrokompetente Zellen (XL1-Blue) eingesetzt. DNS und Bakterien werden gemischt,

in eine gekühlte Elektroporationsküvette (0,2 cm, Biorad) gefüllt und einem elektrischen

Impuls (5 ms) von 200 W, 25 mF und 2,5 kV (Feldstärke 12 kV/cm) ausgesetzt. Die

transformierten E.coli-Zellen werden sofort in 500 µl LB-Medium aufgenommen, in ein

steriles Röhrchen überführt und zur Expression der Plasmid-vermittelten Resistenzgene für

ca. 1 h bei 37°C unter Schütteln inkubiert. Die Bakteriensuspension wird auf

Selektionsagarplatten ausgestrichen und über Nacht bei 37°C inkubiert. Einzelne E. coli

Kolonien werden schließlich in Flüssigkultur (LB-Medium, Antibiotikum) überimpft und über

Nacht vermehrt.

Präparation von Plasmid-DNS

Zur Reinigung von Plasmid-DNS aus einer Bakterienkultur werden die Zellen durch

Zentrifugation geerntet, lysiert und die freien Plasmide an einer Silikatsäule gebunden und

isoliert. Es wurden Säulen und Puffer der Fa. Qiagen nach Herstellervorschrift verwendet. Die

gereinigte DNS wird in Wasser  oder TE-Puffer aufgenommen.

DNS-Sequenzierung

Die Sequenzierung erfolgt nach der Kettenabbruchmethode unter Verwendung eines

DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing Kits (Applied Biosystems). Als Sequenzierprimer

werden, neben T3 und T7, PCR-Primer in einer Konzentration von 5 pmol/µl eingesetzt. Die

Reaktion wird nach Angabe des Herstellers durchgeführt.

Restriktionsspaltung, Aufreinigung und Konzentrationsbestimmung von DNS

Zur Linearisierung von Plasmid-DNS oder Überprüfung von DNS–Sequenzen kann DNS

durch Endonukleasen an definierten Stellen gespalten werden. Pro µg zu spaltender DNS

werden 2-5 U Restriktionsenzym in dem vom Hersteller vorgeschriebenen Puffer  für 2-5

Stunden bei 37°C zum Verdau eingesetzt. Um die Spaltung zu überprüfen, wird eine Probe

des Spaltungsansatzes durch Gelelektrophorese aufgetrennt. Der Reaktionsansatz wird mit
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Ladepuffer versetzt und im Agarosegel in TAE-Puffer elektrophoretisch aufgetrennt. Nach

Färbung der Gele in Ethidiumbromidlösung (1µg/µl, 15 min.) wird das Bandenmuster im UV-

Durchlicht überprüft und dokumentiert. Die DNS wird, falls sie Verwendung in späteren in

vitro Transkriptionen finden soll, über Phenol/Chloroform-Extraktion gereinigt und

alkoholisch in 1/10 Vol. 3M Na-Acetat und 2,5 Vol. (100%) Ethanol gefällt. Die DNS wird in

70% (v/v) Ethanol gewaschen, getrocknet und schließlich in 10 µl Wasser aufgenommen. Die

Konzentration der DNS wird photometrisch (Spektrophotometer DU640, Beckmann) bei 260

nm gemessen.

Herstellung von RNS-Hybridisierungssonden durch in vitro-Transkription

Die in den in-situ-Hybridisierungen verwendeten Sonden werden durch in vitro Transkription

mit dem DIG- oder dem Fluorescein-RNS-Labeling-Kit hergestellt. Ein 20 µl in vitro-

Transkriptionsansatz wird mit 1 µg linearisiertem Plasmid, 2 µl Nukleotidmix und 2 µl 0,1M

DTT in 1 x in vitro Transkriptionspuffer durchgeführt. Durch Zusatz von 50 U RNAse-Inhibi-

tor wird Abbau der neu synthetisierten RNS verhindert. Der Start der Reaktion erfolgt in

Abhängigkeit vom verwendeten Promotor durch Zugabe von 10-20 U T3- bzw. T7-RNA-

Polymerase. Der Ansatz wird für 2 Stunden bei 37°C inkubiert und mit Aqu. dest. auf 125 µl

aufgefüllt. Die in vitro transkribierte RNS wird mit 10 µl 4 M LiCl und 100 µl Ethanol

(100%) über Nacht bei -20°C gefällt. Nach Zentrifugation und Waschen in 70% (v/v) Ethanol

wird die RNS-Sonde in 100 µl Aqu. bidest aufgenommen.
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3. Ergebnisse

Für die Differenzierung sympathischer Nervenzellen ist die Aktivität der Transkriptionsfaktoren

Mash-1 und Phox2b eine wesentliche Voraussetzung (Hirsch et al. 1998, Pattyn et al. 1999). In

kultivierten Neuralleistenzellen kann durch die Expression von Phox2a und Mash-1 partiell

differenzierte Nervenzellen induziert werden (Lo et al. 1998, 1999). Der bHLH-Faktor dHand

ist in der Lage, in Neuralleisten-Zellkulturen die Entstehung catecholaminerger Nervenzellen

auszulösen (Howard et al. 1999). In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob diese

Faktoren auch in vivo in der Lage sind, die Differenzierung zu sympathischen Nervenzellen zu

induzieren.

3.1. Überexpression von Transkriptionsfaktoren

3.1.1. Phox2a

Phox2-Transkriptionsfaktoren sind ausreichend, in Neuralleistenzellkulturen die Expression

noradrenerger Markergene auszulösen .

Phox2b-Nullmutanten zeigten, dass die Differenzierung von sympathoadrenergen Vorläufer-

zellen zu sympathischen Nervenzellen direkt von Phox2b abhängig ist (Pattyn et al. 1999). Das

Differenzierungspotential beider Phox2-Faktoren wurde auch in Kultursituationen untersucht.

Hier führte die virusgesteuerte Überexpression von Phox2-Proteinen in klonalen Kulturen von

Neuralleistenzellen der Maus zur Expression von TH. Hierzu war allerdings erforderlich, durch

Forskolin-Gabe gleichzeitig den cAMP-Spiegel in den Zellen zu erhöhen (Lo et al. 1999). Au-

ßerdem wurde beobachtet, dass die regulatorische Aktivität von Phox2-Proteinen nicht aus-

reicht, um alle Aspekte sympathischer Differenzierung zu induzieren. Phox2a-induzierte

Expresion von DBH wurde nicht beobachtet und neuronale Differenzierung (NF160-Expressi-

on) wurde nicht ermöglicht. Um die in vivo-Rolle von Phox2-Faktoren charakterisieren zu kön-

nen, sollten Phox2a und Phox2b im Huhnembryo überexprimiert werden. Da die Huhnhomologe

nicht zur Verfügung standen, wurden Phox2a und Phox2b aus der Maus in RCAS(B)-Vektoren

einkloniert. Um zu testen, ob die Maus-Homologe auch im Huhn wirksam sind,  wurden Vorver-

suche in Neuralleistenkulturen der Wachtel durchgeführt. Es zeigte sich, dass in Phox2a/

RCAS(B)-infizierten Kulturen der Anteil TH-immunreaktiver Zellen signifikant erhöht ist (Abb.

3.1). Um in vivo in das regulatorische Geschehen innerhalb der sympathoadrenergen Linie ein-
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Abb. 3.1: Die Phox2a-Überexpression in Neuralleisten-
Zellkulturen führt zu einem deutlichen Anstieg der Anzahl
TH-positiver Zellen. (A) Die Anzahl TH-positiver Zellen in
Kontrollkulturen und in Phox2a/RCAS-infizierten Kulturen
wurde quantifiziert. Die Daten zeigen die Mittelwerte und
deren Standardabweichungen aus 4 Experimenten. (B) Dop-
pel-Immunfärbung für TH (grün) und Phox2a (rot) in
Phox2a/RCAS-infizierten Neuralleistenkulturen nach 5 Ta-
gen Kulturdauer. Alle TH-immunreaktiven Zellen zeigen

auch ein Phox2a-Signal. Abbildungsmaßstab: 50 µm.



zugreifen, wurde zunächst ein Verfahren zur lokalen Virusinfektion entwickelt. Embryonale

Hühnchenfibroblastenkulturen wurden mit Phox2a/RCAS(B)-DNS transduziert. Vollständig

durchinfizierte Kulturen wurden herangezogen, um anschließend die Zellen in hängenden Trop-

fen zu kultivieren. In dieser Bedingung bilden die Zellen solide Aggregate. Diese Aggregate

wurden in zwei Tage alte Huhnembryonen implantiert. Die Implantationsstelle lag auf der Höhe

der zuletztgebildeten Somiten von Embryonen mit 16-22 Somiten. Hier entwickelt sich die Flügel-

anlage und in dieser rostro-kaudalen Region ist das endogene Expressionsmuster differenzie-

render sympathischer Nervenzellen detailliert beschrieben (Ernsberger et al. 1995). Es wurden

ein oder zwei Implantate seitlich des Neuralrohres auf einer Seite gesetzt (Reissmann et al.

1996). Die Eier wurden sechs weitere Tage bebrütet und dann fixiert. Von den implantierten

Exemplaren sowie von Kontrolltieren, die mit dem RCAS(B)-Virus ohne Transgen infiziert

wurden, wurden Kryoschnitte angefertigt und diese durch in situ-Hybridisierung untersucht.

Abb. 3.2: Phox2a-überexprimierende Embryonen zeigen vergrösserte sympathische Ganglien  und weisen ektopische

TH-mRNA-exprimierende Zellen in den Hinterwurzelganglien und in peripheren Nerven auf. (A) In Embryonen,

die an E2 infiziert wurden, zeigt sich an E8 eine starke Ausweitung der Infektion auf eine Vielzahl von Geweben

auf der Seite der Implantation (rechts). Die blaue Färbung zeigt die virale reverse-Trankriptase-mRNS an. Infiziert

werden unter anderem das Hinterwurzelganglion, das sympathische Ganglion, der Brachialnerv und umgebendes

mesenchymales Gewebe. Die Pfeilspitze zeigt die Position ektopischer TH-positiver Zellen im Hinterwurzelganglion

an (B). (B) In situ-Hybridisierung mit einer TH-mRNS-Sonde auf einem darauffolgenden Schnitt. Die Fläche des

unterhalb des Neuralrohr gelegenen sympathischen Ganglions ist vergrössert. Im Hinterwurzelganglion ist eine

kleine Anzahl TH-positiver Zellen zu sehen (Pfeilspitze). Im Brachialnerv erscheinen massiv TH-positive Zellen.

(C) Eine stärkere Vergrösserung aus einer anderen Region des Embryos zeigt eine grosse Anzahl TH-positiver

Zellen im Hinterwurzelganglion. Die Umrisse bezeichneter Strukturen wurden mit gestrichelten Linien verdeut-

licht. Nr, Neuralrohr; SG, Sympathisches Ganglion; HWG, Hinterwurzelganglion; Bn, Brachialnerv. Maßstab 500

µm in (A) - (C).
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Phox2-Transkriptionsfaktoren sind ausreichend, um in vivo die ektopische Expression von TH

auszulösen.

Der Nachweis der mRNS des viral kodierten Gens reverse Transkriptase (rT) belegt eine nahezu

komplette Infektion der Gewebe auf der Implantationsseite mit Ausnahme des Neuralrohrs und

der Knochenstrukturen. Während die Infektion zunächst nur auf der Implantationsseite beob-

achtet werden kann, breitet sie sich sechs Tage nach der Implantation zunehmend auch kontra-

lateral vor allem in mesenchymatischem Gewebe und Muskelgeweben aus (Abb. 3.2 A). Die

Analyse der Expression noradrenerger Markergene zeigt eine Expression in vergrössert erschei-

nenden sympathischen Ganglien, in Zellen des Hinterwurzelganglions sowie in Zellen des

Brachialnervs (Abb. 3.2 B). Die ektopische Expression von TH entlang der Spinalnerven konn-

te bis in die Flügelspitzen beobachtet werden. In Kontrollembryonen, welche den RCAS(B)-

Virus ohne Transgen überexprimierten, liessen sich niemals ektopische TH-positive Zellen fin-

den. Dies bedeutet, dass das ektopische Erscheinen des noradrenergen Markers an die Über-

expression des Transkriptionsfaktors Phox2a geknüpft ist.

Undifferenzierte Vorläuferzellen im peripheren Nervensystem werden durch Phox2-Faktoren

zur Differenzierung gebracht

Wie kommt es zur Entstehung der ektopischen TH-positiven Zellen? Werden sie de novo aus

undifferenzierten Vorläuferzellen generiert oder kann der Phänotyp einfach dadurch erklärt wer-

den, dass das Wanderungsverhalten sympathischer Nervenzellen durch die Phox2-Expression

verändert wird? Ein Effekt auf die Zellwanderung erscheint  möglich, da Phox2a an die Promotor-

region des NCAM-Gens bindet (Valarche et al., 1993). NCAM ist an Zelladhäsionsvorgängen

und morphogenetischen Prozessen beteiligt und kann auch das Wanderungsverhalten von Zel-

len beeinflussen (Goridis und Brunet, 1992). Es wurde deshalb überprüft, ob es möglich ist,

durch Phox2a-Überexpression in peripheren Vorläuferzellen TH-positive Zellen ohne Beteili-

gung der sympathischen Ganglien zu generieren. Hierzu wurden die Hinterwurzelganglien von

E5-Embryonen herauspräpariert und in Kultur genommen.

Unter den gewählten Kulturbedingungen, die eine sympathische Differenzierung von

Neuralleistenzellen ermöglichen, tritt bei den sensorischen Zellen keine Expression von TH auf.

Abb. 3.3: Phox2a-Überexpression in Kulturen aus

dissoziierten Hinterwurzelganglionzellen von E5.

(A) Doppel-Immunfärbung für TH (grün) und

Phox2a (rot) in sensorischen Kulturen nach 5 Ta-

gen Kulturdauer. Das Phox2a-Signal ist beschränkt

auf die Kerne infizierter Zellen. Von diesen koex-

primieren einige TH. (B) Die Anzahl TH-positiver

Zellen in Kontrollkulturen und Phox2a-überexprimierenden Kulturen wurde ermittelt. Die Säulen repräsentieren

die Mittelwerte und deren Standardabweichungen aus drei unabhängigen Experimenten. Maßstab 25 µm.

3. Ergebnisse 36



Nach viral induzierter Phox2a-Expression lässt sich jedoch ein starker Anstieg TH-immun-

reaktiver Zellen nachweisen (Abb. 3.3).

Dies ist ein direkter Nachweis der Fähigkeit von Phox2a, in Zellen ausserhalb der

sympathoadrenergen Entwicklungslinie die Expression von TH zu induzieren.

Durch die Überexpression von Phox2 werden noradrenerge und panneuronale Markergene in-

duziert

Phox2a reicht aus, die Expression von TH in undifferenzierten Zellen in vitro und in vivo auszu-

lösen. Werden auch weitere noradrenerge und auch panneuronale Gene aktiviert? Eine Doppel-

immunfärbung in den sensorischen Kulturen zeigt, dass die Phox2a-induzierten TH-positiven

Zellen auch das Protein Hu synthetisieren (Abb. 3.4). Dieses ist ein RNS-bindendes Protein und

wird nur in neuronalen Zellen exprimiert (Wakamatsu und Weston, 1997). Darüberhinaus wei-

sen die infizierten Kulturen im Gegensatz zu Kontrollkulturen auch Zellen auf, die das DBH-

Gen exprimieren (Abb.3.5). Die Anzahl DBH-positiver Zellen und TH-immunreaktiver Zellen

nach Phox2a-Expression ist ähnlich hoch (Vgl. Abb. 3.3 und Abb. 3.5).

Abb. 3.4: Doppelfärbung für TH und das neuronale Protein Hu

in Phox2a-überexprimierenden sensorischen Kulturen nach 5

Tagen Kulturdauer. (A) TH-positive Zellen (grün) in der Kultur.

(B) Neuronale Zellen (rot) im selben Bildausschnitt. Die TH-po-

sitiven Zellen koexprimieren Hu. Maßstab 50 µm.

Abb. 3.5: in situ-Hybridisierung mit DBH-mRNS-Sonden in

Phox2a-überexprimierenden sensorischen Kulturen zeigt einen

Anstieg der Anzahl noradrenerger Zellen. (A) DBH-positive Zel-

len sind blau gefärbt. (B) Quantifizierung der Anzahl DBH-posi-

tiver Zellen in Kontrollkulturen und Phox2a/RCAS-infizierten

Kulturen. Die Daten zeigen die Mittelwerte und deren Standard-

abweichung von 9 Plattierungen aus zwei unabhängigen Experi-

menten. Masstab 50 µm.

3. Ergebnisse 37



Die Überexpression von Phox2a und Phox2b in vivo führt zur ektopischen Differenzierung

sympathischer Nervenzellen.

Die positive Regulierung der adrenergen Markergene und des neuronalen Gens in den Kulturen

des Hinterwurzelganglions weist auf ein überraschend grosses Regulationspotential von Phox2a

hin. Der volle sympathische Phänotyp umfasst unter anderem die Expression des noradrenergen

Genes DBH und natürlich der panneuronalen Gene SCG10 und NF160 (siehe Einleitung). Ist

Phox2a ausreichend, um die Entstehung voll differenzierter sympathischer Nervenzellen auszu-

lösen? Um diese Frage zu beantworten wurden die Phox2a-infizierten Embryonen im Bereich

Abb. 3.6: Phox2a-Überex-

pression in Embryonen

führt zur ektopischen Ex-

pression von noradrenergen

und panneuronalen Mark-

ergenen in Zellen des

Brachialnervs. In den

Brachialnerven Phox2a-

implantierter Embryonen

werden zahlreiche

ektopische Zellen

detektiert, die mRNS für

TH (A), DBH (B) und

SCG10 (C) exprimieren.

Zahlreiche gefärbte Zellen

liegen gruppiert oder ver-

einzelt innerhalb des Nerv-

gewebes (Umrisse mit ge-

strichelter Linie markiert).

Maßstab 100 µm.

ihrer Brachialnerven genauer unter-

sucht. Der Brachialnerv wurde gewählt,

da sich in dieser Struktur in der Normal-

entwicklung keine Nervenzellen bilden.

Abb. 3.6 zeigt Ausschnitte aus den

Brachialnerven Phox2a/RCAS-infizier-

ter Embryonen an E8. Zellen, die mRNS

für TH, DBH und SCG10 aufweisen,

liegen vereinzelt oder in kleineren Grup-

pen zusammengefasst im Gewebe des

Brachialnervs vor. Mit einer Doppel-in

situ Hybridisierung  konnte gezeigt wer-

den, dass die ektopisch auftretenden TH-

positiven Zellen auch SCG10-positiv

sind (Abb. 3.7). Durch die Über-

expression des Phox2a-Transkriptions-

faktors wird somit in vivo ein differen-

zierter Phänotyp induziert, der nicht nur

subtypspezifi-sche noradrenerge Gene,

sondern auch panneuronale Gene

umfasst.

Sympathische Nervenzellen exprimie-

ren die Rezeptortyrosinkinase c-ret

(Pattyn et al. 1999, U. Ernsberger, per-

sönliche Mitteilung). c-ret wird, ähnlich

der Situation in den sympathischen

Ganglien an E8, in den ektopischen Zel-

len nach Phox2a-Überexpression in

schwacher Expression in wenigen Zel-

len gefunden (Abb. 3.8). Es war überra-

Abb. 3.7: Koexpression

noradrenerger und neuronaler

Gene nach Doppel-in situ-

Hybridisierung in Phox2a/

RCAS-infizierten Embryonen.

(A) Im Brachialnerv sind

ektopische TH-positive Zellen

(rot) zu sehen. (B) Dieselben

Zellen sind durch den Nach-

weis von SCG10 blau gefärbt.

Maßstab 250 µm.

3. Ergebnisse 38



schend, dass die Überexpression von Phox2a ausreicht, noradrenerge und panneuronale Gene

sowie c-ret zur Expression zu bringen, da für Phox2a/b in Transaktivationsexperimenten ein

Effekt bislang nur auf die Aktivierung von TH und DBH nachgewiesen wurde (Zellmer et al.

1995, Kim et al. 1998, Yang et al. 1998). Andererseits induziert Mash-1 in Neuralleistenkulturen

der Maus die Expression neuronaler Gene (Lo et al. 1998) und Cash-1 ist früh in den sympathi-

schen Vorläuferzellen exprimiert (Ernsberger et al. 1995). Es stellte sich somit die Frage, ob

durch Phox2a auch die Expression von Cash-1 induziert wird. Tatsächlich beobachtet man die

Expression von Cash-1 in den Brachialnerven von Phox2-implantierten Embryonen. Allerdings

zeigt die Doppelfärbung von Cash-1 und TH, dass nicht alle Zellen sowohl TH als auch Cash-1

exprimieren (Abb. 3.9). Die Anzahl Cash-1-positiver Zellen (blau gefärbt) ist kleiner als die

Anzahl TH-positiver Zellen (rot gefärbt). Die Untersuchung der Expression weiterer

Transkriptionsfaktoren ergab, dass neben Cash-1 auch Phox2b sowie dHand in den Phox2a-

induzierten ektopischen Populationen vorhanden sind (Abb. 3.10). Dies ist überraschend, da

Phox2a im zeitlichen Verlauf der Normalentwicklung nach Cash-1, Phox2b und dHand (siehe

unten) exprimiert wird. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass die Faktoren Cash-1, Phox2b,

dHand und Phox2a gegenseitig ihre Expression stimulieren.

Abb. 3.8: Phox2a-Überexpression in Embryonen führt zur ektopischen Expression

von c-ret in Zellen des Brachialnervs. (A) Ein Kontrollembryo zeigt die endogene

Expression von c-ret-mRNS im Hinterwurzelganglion und im sympathischen Gan-

glion. (B) In den Brachialnerven Phox2a/RCAS-infizierter Tiere ist c-ret ektopisch

exprimiert. Die Expressionsstärke ist den sympathischen Zellen des Kontrollembryos

vergleichbar. Die Umrisse des Hinterwurzelganglions, das sympathischen Ganglions

und des Brachialnervs sind mit gestrichelten Linien verdeutlicht. HWG, Hinterwurzel-

ganglion; SG, Sympathisches Ganglion. Maßstab 100 µm.

Abb. 3.9: Doppel-in situ-Hybridisierung

mit Sonden für die mRNS von TH und

Cash-1. Nach Phox2a-Überexpression im

Embryo exprimieren Zellen im Brachial-

nerv ektopisch TH (rote Färbung). Der

proneurale Transkriptionsfaktor Cash-1 ist

in einer Subpopulation dieser Zellen

koexprimiert (Purpur). Maßstab 125 µm.

Abb. 3.10: Ektopische Expression von sympathi-

schen Transkriptionsfaktoren in Phox2a/RCAS-in-

fizierten Embryonen. Zellen innerhalb des Brachial-

nervs, die Phox2b-mRNS (A) und dHand-mRNS

(B) exprimieren. Die Umrisse des Nerven sind mit

gestrichelten Linien markiert. Maßstab 100 µm.
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Abb. 3.11: In situ-Hybridisierung mit einer Auswahl spezifisch sympathischer

mRNS-Sonden in mPhox2b/RCAS-infizierten Embryonen. In Auschnitten aus

den Brachialnerven sind ektopisch Zellen erkennbar, die die sympathischen

terminalen Differenzierungsgene TH (A), DBH (B) und SCG10 (C) exprimieren.

Die Transkriptionsfaktoren dHand (D) und Phox2a (E) werden in diesen Em-

bryonen ebenfalls ektopisch in Zellen des Brachialnervs exprimiert. Die Umris-

se der Brachialnerven sind mit gestrichelten Linien umrandet. Maßstab 50 µm.

3.1.2. Phox2b

Die Überexpression von Phox2b im Huhnembryo führte zu Ergebnissen, die denen der Phox2a-

Überexpression glichen. Neben den Transkripten der terminalen Differenzierungsgene TH, DBH,

SCG10 (Abb. 3.10, A-C) und NF160 (Daten nicht gezeigt) konnte in Zellen des Brachialnervs

auch mRNS der sympathisch-spezifischen Transkriptionsfaktoren dHand und Phox2a nachge-

wiesen werden (Abb. 3.10, D und E).
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Abb. 3.12: Die Expression von dHand liegt zeitlich zwischen Phox2b und Phox2a. Querschnitte aus der Region der

Flügelanlage von Hühnerembryonen im frühen (29 Somiten, A-D) und späten (36 Somiten, E-H) HH-Stadium 18.

Im frühen HH-Stadium 18 können durch in situ-Hybridisierung die Zellen der primären sympathischen Ganglien

(schwarze Pfeilspitzen) durch Cash-1- (A) und Phox2b-Expression (B) dargestellt werden. Die Folgeschnitte zei-

gen noch keine dHand- (C) oder eHand-Expression (D) (weisse Pfeilspitzen). Im späten Stadium 18 enthalten die

primären sympathischen Ganglien Zellen, die Phox2b (E) und dHand (F) exprimieren (schwarze Pfeilspitzen).

Wenige TH-positive Zellen sind erkennbar (G) (schwarze Pfeilspitzen). Im Folgeschnitt (H) ist diese Region (weisse

Pfeilspitzen) noch frei von eHand-positiven Zellen. dA, dorsale Aorta. Maßstab 500 µm.

3.1.3. dHand und eHand

dHand ist früh in den sympathischen Ganglien exprimiert

Überexpressionsexperimente des bHLH-Faktors dHand in Neuralleistenkulturen der Wachtel

hatten gezeigt, dass dHand die Anzahl TH-positiver Zellen signifikant erhöht (Howard et al.

1999). Um herauszufinden, ob dieser Faktors auch in vivo an der Entwicklung des sympathi-

schen neuronalen Phänotyps beteiligt ist, wurde zunächst eine Expressionsanalyse in den sym-

pathischen Ganglien durchgeführt. Es stellte sich heraus, dass dHand sehr früh in den Vorläu-

fern sympathischen Nervenzellen des Hühnchens exprimiert wird (Abb. 3.12). dHand-positive

Zellen können in den primären sympathischen Ganglien auf der Höhe der Flügelanlagen erst-

mals in Embryonen mit 32/33 Somiten gefärbt werden (Tab. 3.1). Der Zeitpunkt der frühesten

Expression, der mittels in situ-Hybridisierung ermittelt werden konnte, folgte direkt auf die

erstmalige Expression von Phox2b. Die Expression von Phox2a wird wiederum erst nach dHand

angeschaltet. Die Expressionsdaten aus mehreren Embryonen vom ausgehenden HH-Stadium

17 (29-30 Somiten) bis zum späten HH-Stadium 18 (35-36 Somiten) sind in Tabelle 1

zusammengefasst. Die frühe Expression von dHand noch vor dem Beginn der Expression so-

wohl neuronaler als auch noradrenerger Markergene lässt vermuten, dass dieser Faktor an bei-

den Regulationsprozessen beteiligt sein kann.
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Tab. 3.1: Zeitliche Abfolge der Expression verschiedener Transkriptions-
faktoren und des terminalen Differenzierungsgenes TH in den primären sym-
pathischen Ganglien des Hühnchenembryos.

Somiten 29-30 31-32 33-34 35-36

Sonde

Cash1 +,+ +,+ + +,+

Phox2b +,+ +,+ + +,+

dHand -,- +,+ + +,+

Phox2a -,- -,+ + +,+

TH -,- -,- - +,+

eHand -,- -,- - -,-

+ bezeichnet Schnitte mit positiven Zellen in der Gegend der dorsalen Aor-
ta.
- Schnitte zeigen keine positiven Zellen.
Alle Schnitte entstammen der Höhe der Flügelanlage. Schnitte in einer
Spalte entstammen dem selben Tier.

eHand wird erst spät in den sympathischen Ganglien exprimiert

Das dHand-Paralog eHand ist ebenfalls in der Lage, in Neuralleistenkulturen die Ausbildung

catecholaminerger Zellen zu erhöhen (Howard et al. 1999). Ob dieser Effekt eine Rolle eHands

in der frühen Initiation sympathischer Nervenzellen in vivo widerspiegelt, war unklar. Die Un-

tersuchung der entwicklungsabhängigen eHand-Expression in den sympathischen Ganglien sollte

den zeitlichen Zusammenhang zur Expression der terminalen Differenzierungsgene aufklären.

Es stellte sich heraus, dass eHand in den primären sympathischen Ganglien des Rumpfes erst

nach der noradrenergen Differenzierungsphase exprimiert wird. Im späten HH-Stadium 18, in

dem die Transkriptionsfaktoren Phox2b, dHand und Phox2a und auch die terminalen

noradrenergen Differenzierungsgene TH und DBH schon exprimiert sind, ist in den Ganglien

noch keine eHand-Expression nachzuweisen (Abb. 3.12). Da in diesen Embryonen eHand in

den Flügelanlagen, in extraembryonalen Membranen und in den cervikalen sympathischen Gang-

lien detektiert wird, kann es sich nicht um ein Nachweisproblem handeln (Abb. 3.12). Bei E6

und E8 ist schwache eHand-Expression in den sympathischen Ganglien auf Höhe der Flügelan-

lagen detektierbar (Daten nicht gezeigt). Eine spezifische Rolle für eHand in der frühen, BMP-

abhängigen sympathischen Differenzierung kann damit ausgeschlossen werden.
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Abb. 3.13: Die Überexpression von dHand im Embryo führt zur Ausbildung eines

ektopischen noradrenergen Phänotyps in den Brachialnerven infizierter Tiere. In

situ-Hybridisierung mit Sonden gegen TH- (A) und DBH-mRNS (B) färbt positive

Zellen in den Brachialnerven. Die Umrisse der Nerven sind mit gestrichelten Linien

markiert. Masstab 100 µm.

Abb. 3.14: Ektopische Nervenzellen in den

Brachialnerven dHand-RCAS-infizierter Em-

bryonen. Die neuronalen Markergene SCG10

(A) und NF160 (B) sind in Zellen des

Brachialnervs ektopisch exprimiert. Der

Umriss der Nerven ist mit einer unterbroche-

nen Linie dargestellt. Maßstab 100 µm.

in vivo-Überexpression von dHand ist ausreichend, noradrenerge und neuronale Zellen zu indu-

zieren

Wie wird sich die Funktion von dHand auswirken, wenn dieser Transkriptionsfaktor in Vor-

läuferzellen überexprimiert wird? Ist dHand ausreichend, einen sympathischen Phänotyp in vivo

ektopisch zu induzieren? Zur Beantwortung dieser Frage wurde wiederum der Überexpressions-

ansatz mittels der RCAS-Viren gewählt. Die Untersuchung dHand-implantierter Embryonen an

E8 ergab, dass dHand die Expression der noradrenergen Markergene TH und DBH in Zellen des

Brachialnervs induziert (Abb. 3.13). Zudem konnte nicht nur noradrenerge Genexpression, son-

dern auch die Expression der panneuronalen Markergene SCG10 und NF160 gezeigt werden

(Abb. 3.14). Die neuronalen und die noradrenergen Gene werden in den ektopischen sympathi-

schen Zellen koexprimiert (Abb. 3.15). Diese Ergebnisse weisen auf eine zentrale Rolle von

dHand nicht nur in der Spezifizierung des Transmitter-phänotyps, sondern auch bei der koordi-

nierten Expression panneuronaler Eigenschaften hin.

Abb. 3.15: dHand-Überexpression führt zu der Expression

von noradrenergen und neuronalen Differenzierungsgenen

in denselben Zellen. Nach Doppel-in situ-Hybridisierung

gegen mRNS für SCG10 (rote Färbung, A) und TH (blaue

Färbung, B) ist ein identisches Färbungsmuster erkennbar.

Die Umrisse des Nervs sind mit gestrichelter Linie

gekenzeichnet. Maßstab 50 µm.
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Abb. 3.16: In situ-Hybridisierung mit Sonden gegen die beiden Phox2-

Transkriptionsfaktoren. In den Brachialnerven dHand-infizierter Em-

bryonen sind Phox2a (A) und Phox2b (B) ektopisch exprimiert. Die

gestrichelte Linie kennzeichnet den Umriss der Nerven. Maßstab 100

µm.

Die dHand-induzierten ektopischen Zellen im Brachialnerv exprimieren beide Phox2-

Transkriptionsfaktoren

Wirkt dHand direkt auf die Promotoren der noradrenergen Gene oder kann seine Wirkung durch

andere Transkriptionsfaktoren vermittelt werden? Da Phox2a in der Expressionskaskade der

sympathischen Nervenzellen erst nach dHand exprimiert wird, ist es möglich, dass dHand seine

induzierende Wirkung auf die TH und DBH-Expression über Phox2a vermittelt. In den Brachial-

nerven der dHand-infizierten Embryonen wurden Phox2a-positive Zellen gefunden (Abb. 3.16).

In den mPhox2a-infizierten Embryonen wurden Phox2b-positive ektopische Zellen nachgewie-

sen. Kann dHand die Expression von Phox2b hervorrufen? Der Nachweis von Phox2b-mRNS in

den Brachialnerven der dHand-implantierten Embryonen bestätigte diese Vermutung (Abb. 3.16).

Es ist allerdings unklar, ob diese Fähigkeit ein direkter Effekt von dHand ist. Hier könnte die

Induktion über Phox2a verlaufen, von dem gezeigt wurde, dass es in der Lage ist, Phox2b zu

induzieren.

Schema 3.1: Modell der Regulation noradrenerger und panneuronaler

Differenzierungsgene durch die Transkriptionsfaktoren Phox2a, Phox2b

und dHand. Pfeile sind durchgezogen gezeichnet, wenn gezeigt wurde,

dass eine direkte Wechselwirkung besteht. Die Ergebnisse der Über-

expression von Phox2b zeigen, dass die Expression von dHand und Phox2a

stimuliert wird. Der Phox2a-Promotor kann direkt aktiviert werden (durch-

gezogener Pfeil, Hong et al. 2001); im Falle der dHand-Expression kön-

nen andere Gene beteiligt sein (gestrichelter Pfeil). Phox2a und Phox2b

binden beide direkt an die TH- und DBH-Promotoren. Phox2a-Über-

expression induziert die Expression von dHand und Phox2b. Das einfach-

ste Modell zur Erklärung verlangt eine Aktivierung des Phox2b-Promotors

durch Phox2a (gestrichelter Pfeil). dHand-Überexpression führt zur Ex-

pression von Phox2b und Phox2a. dHand könnte direkt oder indirekt

Phox2a-Expression stimulieren (gestrichelte Pfeil). In allen Fällen werden

DBH- und TH-Promotoren aktiviert. Die bisherigen Experimente geben

keinen Aufschluß über den Mechanismus der Aktivierung der

panneuronalen Gene SCG10 und NF160.
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Abb. 3.17: Der proneurale Transkriptionsfaktor Mash1 induziert die Expres-

sion neuronaler Gene in Mash1-infizierten Tieren. Zellen der Brachialnerven

exprimieren die Gene NF160 (A) und SCG10 (B). Besonders Neurofilament-

positive Zellen finden sich auch ausserhalb des Brachialnervs im umliegen-

den mesenchymatischen Gewebe. Maßstab 500 µm.

3.1.4. Mash-1

Mash-1 ist ein starker Regulator neuronaler Gene

Die Ash-Transkriptionsfaktoren (Cash-1 beim Hühnchen; Mash1 bei der Maus) sind die frühe-

sten Marker der sympathoadrenergen Zelllinie. Cash-1 wird noch vor den Phox2-Faktoren in

den Vorläuferzellen der sympathischen Nervenzellen an der dorsalen Aorta exprimiert (Ernsberger

et al. 1995, McPherson et al. 2000). In der Maus ist Mash-1 unter anderem notwendig für die

Differenzierung der sympathischen Nervenzellen (Guillemot et al. 1993, Hirsch et al. 1998). Ob

das Potential von achaete scute-Homologen ausreicht, undifferenzierte Vorläuferzellen zu einer

vollen sympathoadrenalen Differenzierung zu bringen, konnte bisher nicht ausreichend beant-

wortet werden. Das RCAS-System bietet die Möglichkeit, die Wirkung von Mash-1 in vivo zu

untersuchen. RCASB/Mash-1-implantierte  Tiere wurden an E8 analysiert. Die Untersuchung

der Embryonen ergab, dass Mash-1 ausreichend ist, in Zellen des Brachialnervs ektopisch Ner-

venzellen entstehen zu lassen. In situ-Hybridisierungen mit NF160 und SCG10-Sonden zeigten,

dass eine grosse Anzahl positiver Zellen ektopisch entstehen (Abb. 3.17). Im Unterschied zur

Phox2- oder dHand-Überexpression waren diese Effekte nicht auf den Brachialnerv begrenzt.

Zwar enthielt der Brachialnerv positive Zellen, welche die neuronalen Markergene sehr stark

exprimierten; jedoch wurden SCG10- und NF160-positive Zellen auch im angrenzenden

mesenchymalen Gewebe gefunden (Abb. 3.17). Die Fähigkeit des proneuronalen Transkriptions-

faktors Mash-1 zur Induktion neuronaler Gene ist also stärker als das Potential von Phox2-

Faktoren.
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Abb. 3.18: In situ-Hybridisierung gegen noradrenerge Markergene in Mash1-

infizierten Embryonen. In den Brachialnerven sind Zellen gefärbt, die ektopisch

TH (A) exprimieren. Doppel-in situ-Hybridisierung gegen SCG10 (rot) und

TH (blau) in (B) zeigt, dass mehr Zellen SCG10-positiv sind als TH-positiv.

Maßstab 500 mm in (A), 125 µm in (B).

Mash-1 überexprimierende Embryonen zeigen ektopische noradrenerge Differenzierung

Ist die Mash-1-Überexpression ausreichend, die Expression noradrenerger Gene zu induzieren?

Durch in situ-Hybridisierung mit Sonden gegen TH und DBH konnten tatsächlich noradrenerge

Zellen in den Geweben des Brachialnervs Mash-1-infizierter Embryonen detektiert werden (Abb.

3.18). Ein wichtiger Unterschied zu der Induktion neuronaler Charaktere besteht darin, dass

noradrenerge Gene nur in Brachialnervzellen, nicht aber im umgebenden mesenchymatischen

Gewebe zur Expression kommen. Die Kompetenz zur Expression von DBH und TH ist be-

schränkt auf Zellen, die der Neuralleiste entstammen. Im Nerv ist die Anzahl TH-positiver Zel-

len (Abb.3.18) deutlich kleiner als die Anzahl von SCG10-positiven Zellen. Dies ist ein signifi-

kanter Unterschied zur Phox2a/b und dHand-Überexpression, bei der alle ektopischen Neuro-

nen noradrenerge Eigenschaften aufweisen. Zudem scheint das Ausmaß Mash-1-induzierter

noradrenerger Differenzierung kleiner zu sein als nach Phox2-Überexpression: in Mash-1-im-

plantierten Tieren wurden bislang noch keine ektopischen noradrenergen Nervenzellen in den

Hinterwurzelganglien detektiert. Diese Ergebnisse zeigen, dass Mash-1 alleine nicht ausreicht,

um in nichtneuralen Geweben wie dem Mesenchym Transmitter-Subtypspezifische Gene zu

induzieren.

Abb. 3.19: Mash1 ist ausreichend, in den Brachialnerven infizierter Embryonen die

Expression von Phox2a und-b und dHand zu induzieren. In situ-Hybridisierung mit

Sonden gegen Phox2a (blaue Färbung in (A)), Phox2b (B) und dHand (C) . Die Dop-

pel-in situ-Hybridisierung in (A) zeigt, dass mehr Zellen SCG10-positiv sind (rot) als

Phox2a-positiv (blaue Färbung). Maßstab in (A) und (B) 125 mm, in (C) 250 µm.
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Mash-1 rekrutiert die Transkriptionsfaktoren Phox2b, dHand und Phox2a

Eine Funktion von Mash-1/Cash-1 liegt in der Kontrolle autonomer Subtypen des PNS (Guillemot

et al. 1993). In der Mash-1-Mutante ist die Bildung verschiedener autonomer Bereiche des ZNS

und des PNS gestört. Diese Bereiche umfassen Nervenzellpopulationen mit verschiedenen

Transmitterphänotypen. Cash-1/Mash-1 sind in neuronalen Geweben exprimiert, die in ihrer

Entwicklung keinen autonomen oder gar noradrenergen Phänotyp zeigen, z. B. in den

Nervenzellvorläufern des ventralen Telencephalons oder in den Nervenzellen des olfaktorischen

Epitheliums (Ma et al. 1997, Guillemot et al. 1993). Dies macht klar, dass Mash-1/Cash-1 nicht

alleine für die Determinierung des Transmitterphänotyps verantwortlich sein kann. Wie kann

Mash-1 die Expression noradrenerger Gene auslösen? Um diese Frage zu klären, wurden die

infizierten Embryonen auf die Expression sympathischer Transkriptionsfaktoren untersucht. Es

zeigt sich, dass in den Brachialnerven implantierter Tiere Phox2a und Phox2b exprimiert wer-

den (Abb.3.19). Auch hier ist die Expression in den ektopischen Zellen unterschiedlich: von den

auftretenden SCG10-positiven Zellen ist nur ein Teil auch Phox2a-positiv (Abb. 3.19). dHand

ist in den Brachialnerven ebenfalls ektopisch exprimiert (Abb. 3.19).

Die Ergebnisse aus den Mash-1-Infektionen in vivo zeigen, dass Mash-1 ein stark ausge-

prägtes neuronales Induktionspotential besitzt. In nichtneuralem mesenchymalen Gewebe ist

Mash-1 ausreichend, neuronale Genexpression auszulösen. Auch in neuralen Bereichen ist eine

ausgeprägte Expression neuronaler Gene zu beobachten. Mash-1 alleine ist in nichtneuralen

Geweben nicht ausreichend, subtypspezifische Genexpression auszulösen. Dies gelingt jedoch

im Brachialnerv, der noch undifferenzierte Vorläuferzellen enthält. Hierzu werden in einem Teil

der infizierten Zellen die subtypspezifischen Transkriptionsfaktoren Phox2a/b und dHand re-

krutiert. Diese führen dann vermutlich zur Expression von TH und DBH.

Schema 3.2: Modell der Regulation noradrenerger und

panneuronaler Differenzierungsgene nach Überexpression von

ash-Faktoren: Die Überexpression von Mash1 führt zur In-

duktion von Phox2a/b und dHand. In einem einfachen Mo-

dell genügt eine direkte oder indirekte Aktivierung des Pro-

motors eines oder beider Phox2-Faktoren (1, 2), um diesen

Effekt auszulösen (gestrichelte Pfeile). Die Aktivierung der

panneuronalen Gene SCG10 und NF160 kann direkt (3) oder

indirekt (4) mit oder ohne Beteiligung von Phox2/dHand er-

folgen. Zur Rolle von Phox2a/b und dHand siehe Schema 3.1.
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Abb. 3.20: In situ-Hybridisierungen auf Querschnitten BMP4-RCAS-infizierter Embryo-

nen. In den Brachialnerven BMP4-infizierter Tiere sind Zellen, die die

transkriptiosregulierenden Gene dHand (A) und Phox2a (B), die noradrenergen Gene TH

(C) und DBH (D), sowie das panneuronale Gen SCG10 (E) ektopisch exprimieren. Die

durchbrochenen Linien begrenzen die Umrisse der Nerven. Maßstab 100 µm.

3.2. BMP induziert die Expression der Transkriptionsfaktoren Phox2b und dHand in Zel-

len des Brachialnervs.

Die bisherigen Ergebnisse aus den Überexpressionsexperimenten zeigen, dass die Transkriptions-

faktoren Mash-1, Phox2b, dHand und Phox2a alle ausreichend sind, einen komplexen sympa-

thischen Phänotyp zu induzieren. Ein wichtiges Ergebnis ist die Beobachtung, dass jeder einzel-

ne Faktor ausreichend ist, die Expression der anderen beteiligten Transkriptionsfaktoren zu sti-

mulieren. Dies führt zu der Vorstellung, dass die Expression der Transkriptionsfaktoren Cash-1,

Phox2a/b und dHand netzwerkartig reguliert wird. Das Potential, auf die Wirkung eines Faktors

in dieser Weise zu antworten, ist jedoch auf Zellen innerhalb des Brachialnervs beschränkt.

Es ist wahrscheinlich, dass im Brachialnerv noch undifferenzierte Vorläuferzellen aus

der Neuralleiste exisitieren (Morrison et al. 1999). BMP4 wurde als ein Faktor identifiziert, der

in vivo für die sympathische Differenzierung von undifferenzierten Vorläuferzellen der

sympathoadrenalen Linie ausreichend und erforderlich ist (Reissmann et al. 1996, Schneider et

al. 1999). Kann BMP4 in den Vorläuferzellen des Brachialnervs ebenfalls eine sympathische

Differenzierung auslösen? Durch die Infektion von Embryonen mit dem RCAS(B)-Virus wurde

viral kodiertes BMP4 exprimiert (Reissmann et al. 1996). Embryonen, denen am zweiten

Embryonaltag ein virusproduzierendes Fibroblastenaggregat implantiert wurde, wurden an E8

untersucht. Mittels in situ-Hybridisierungen wurde besonders die Region um die Flügelanlage

mit dem Brachialnerv untersucht. Es zeigte sich, dass BMP4 in der Lage ist, innerhalb des

Brachialnervs Zellen hervorzubringen, die einen sympathischen Phänotyp aufweisen (Abb. 3.20).

Die beobachtete Expression sympathischer Markergene im Brachial-

nerv umfasste die Transkriptionsfaktoren Phox2b und dHand und die

noradrenergen und neuronalen terminalen Differenzierungsgene TH,

DBH und SCG10 (Abb. 3.20). Es kann davon ausgegangen werden,

dass auch Cash1 und Phox2a (nicht untersucht) wie in der Normal-

entwicklung auch exprimiert werden. Dieses Ergebnis zeigt, dass Vor-

läuferzellen innerhalb des Brachialnervs in der Lage sind, auf BMP4-

Signale mit einer spezifischen sympathischen Differenzierung zu ant-

worten. Hiermit wurde zum ersten Mal in vivo gezeigt, dass auch dHand

in der Reihe der Transkriptionsfaktoren steht, die in der sympathischen

Entwicklungslinie von BMP4 reguliert werden.
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Schema 3.3: Modell zur Regulation von Phox2b und dHand

durch BMP4. Nach Überexpression von BMP4 werden

Phox2b- und dHand-positive Zellen detektiert.

3.3. Zusammenfassung der Ergebnisse
In dieser Arbeit wurde die entwicklungsabhängige Expression von Transkriptions-
faktoren sympathischer Entwicklungslinie untersucht. Diese Untersuchungen konn-
ten dem bHLH-Transkriptionsfaktor dHand eine prominente Rolle in der frühen
Differenzierung sympathischer Nervenzellen zuweisen. dHand wird in engem zeit-
lichen Zusammenhang mit den Transkriptionsfaktoren Phox2b und Phox2a in den
primären sympathischen Ganglien exprimiert. Die erstmalige Expression erfolgt
kurz vor der Expression der noradrenergen und neuronalen terminalen Differen-
zierungsgene TH, DBH, SCG10 und NF160 (Ernsberger et al. 1995). Im Gegen-
satz dazu konnte eine Rolle des homologen Faktors eHand innerhalb dieses Pro-
zesses ausgeschlossen werden: eHand ist zum Zeitpunkt noradrenergen sympathi-
schen Differenzierung noch nicht in den sympathischen Ganglien exprimiert.

Die Überexpressionsexperimente zielten darauf ab, die Rolle der Transkrip-
tionsfaktoren Cash-1, Phox2a/b und dHand innerhalb der sympathischen Diffe-
renzierung zu beleuchten. Es stellte sich heraus, dass jeder der Faktoren in der
Lage ist, in undifferenzierten Vorläuferzellen des Brachialnervs den vollen sym-
pathischen Phänotyp zu induzieren. Diese Transkriptionsfaktoren induzieren ge-
genseitig ihre Expression und bilden so ein regulatorisches Netzwerk. dHand ist
Teil dieses Netzwerkes und seine Expression wird zusammen mit Phox2b durch
das Differenzierungssignal BMP4 in den Vorläuferzellen peripherer Nerven indu-
ziert.
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4. Diskussion

In der Arbeit wurde gezeigt, dass die Expression der Transkriptionsfaktoren Mash-1, Phox2a

und Phox2b und dHand ausreichend ist, die Entstehung ektopischer Nervenzellen in den Brachial-

nerven infizierter Embryonen zu induzieren. Es handelt sich um Nervenzellen, die sowohl

panneuronale Gene wie SCG10 und NF160, als auch die noradrenergen Markergene TH und

DBH exprimieren. Die Regulation neuronaler und noradrenerger Gene wird wahrscheinlich

dadurch vermittelt, dass die Expression der einzelnen Transkriptionsfaktoren ein Regulations-

netzwerk aktivieren. Cash-1, Phox2a/b und dHand selbst sind Teile dieses Netzwerks. Die indu-

zierten noradrenergen Nervenzellen differenzieren sehr wahrscheinlich aus Vorläuferzellen, die

sich in der Umgebung der Schwannzellen erhalten haben. Auch die BMP4-Überexpression ist

in der Lage, diese Vorläuferzellen zu sympathischer Differenzierung zu bringen. Dies geschieht

ebenfalls durch Aktivierung des regulatorischen Netzwerkes unter Beteiligung von Phox2b und

dHand.

4.1.1. Die Überexpression von Transkriptionsfaktoren führt zur ektopischen neuronalen

Differenzierung

Die Überexpression von Phox2a und Phox2b, dHand und Mash-1 im Huhnembryo induzierte

die Differenzierung sympathischer Nervenzellen in verschiedenen Bereichen des peripheren

Nervensystems (siehe unten). In den Embryonen gibt es zwei verschiedene Bereiche, in denen

dieser Effekt beobachtet wurde: die Hinterwurzelganglien (nur nach Phox2-Expression) sowie

die Spinalnerven. Durch die geeignete Auswahl der Implantationsstelle konnte eine bevorzugte

Infektion derjenigen Spinalnerven im thorakalen Rumpfbereich erreicht werden, welche in ihrer

Gesamtheit den Brachialnerv und den Brachialplexus bilden. Dies ist eine Bündelung von Spinal-

nerven benachbarter Segmente, die zusammen in die Vorderextremität ziehen und sich inner-

halb des Plexuses in definierte Äste verzweigen (Hollyday 1995). Hier wird weiter nur vom

Brachialnerv die Rede sein, ohne seine Verzweigungen weiter zu unterscheiden. Die

Schwannzellen der Spinalnerven entstammen den Neuralleistenzellen der korrespondierenden

Segmente (Carpenter und Hollyday 1992a,b). In den Phox2a-implantierten Embryonen wurde

durch den Nachweis verschiedener mRNS-Transkripte in den Zellen demonstriert, dass die bei-

den betrachteten neuronalen Gene SCG10 und NF160 sowie die beiden noradrenergen Gene TH

und DBH ektopisch exprimiert wurden. Es konnte weiter gezeigt werden, dass die induzierten

Zellen SCG10 und TH koexprimieren. Daraus lässt sich der Schluss ziehen, dass Phox2a aus-

reicht, sowohl die Expression neuronaler als auch noradrenerger Differenzierungsgene in den-

selben Zellen hervorzurufen. Weiter werden in den ektopischen Nervenzellen die Transkriptions-

faktoren Cash-1, das Phox2b-Homolog und dHand exprimiert. All diese Faktoren sind auch in

differenzierenden Zellen der primären sympathischen Ganglien exprimiert. Weiter wurde ge-

zeigt, dass eine schwache Expression der Rezeptortyrosin-Kinase c-ret in vergleichsweise we-

nigen Zellen auftritt. Die sympathischen Nervenzellen in den nichtinfizierten Ganglien kontra-
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lateral oder in kontrollinfizierten Embryonen (RCAS(B) ohne Transgen, Daten nicht gezeigt)

sind in der Expression panneuronaler und noradrenerger Differenzierungsgene und der

Transkriptionsfaktoren Cash-1, Phox2a/b und dHand von den ektopischen Nervenzellen nicht

zu unterscheiden. Durch die Überexpression der Transkriptionsfaktoren Mash-1 und dHand

wurden ebenfalls ektopisch Nervenzellen induziert, die SCG10, NF160, TH, DBH, dHand und

Phox2a/b exprimierten. In der Summe weisen die ektopisch auftretenden Nervenzellen einen

peripheren autonomen Phänotyp auf, der dem sympathischen Phänotyp gleicht.

Im Verlauf der Arbeit wurde von anderen Arbeitsgruppen gezeigt, dass Phox2a in anderen Sy-

stemen für die Expression noradrenerger Phänotypen von Bedeutung ist. In der Phox2a-defizienten

Zebrafisch-Mutante soulless ist die Entwicklung noradrenerger peripherer und zentralnervöser

Nervenzellen gestört. Injektion von zPhox2a in Blastomere führt zur Entwicklung ektopischer

TH-positiver Nervenzellen im ZNS (Guo et al. 1999). Auch im Huhnembryo führte die Über-

expression von Phox2a im Hinterhirn zur Entstehung ektopischer noradrenerger Nervenzellen

dorsal des locus coeruleus, des grössten Zentrums noradrenerger Nervenzellen im ZNS (Vogel-

Höpker und Rohrer 2002).

4.1.2. Unterschiede zu anderen autonomen peripheren Phänotypen

Die ektopisch induzierten Neurone besitzen eine große Ähnlichkeit mit sympathischen Neuro-

nen. Im Rumpfbereich des Huhns existieren an E8 neben den sympathischen Neuronen jedoch

noch andere Zellpopulationen, die DBH- und TH-positiv sind.

Die endokrinen chromaffinen Zellen der Nebenniere, die Adrenalin synthetisieren,

exprimieren früh in ihrer Entwicklung auch NF160. Im Gegensatz zu den sympathischen Ner-

venzellen verlieren sie die Neurofilamentexpression im Verlauf ihrer späten Differenzierung (U.

Ernsberger, persönliche Mitteilung). An E8 ist allerdings noch eine deutliche NF160-Expressi-

on vorhanden (Combs et al. 2001). Ein starkes Argument gegen eine chromaffine Identität der

induzierten Nervenzellen im Brachialnerv ist die Expression der Gene ChAT und VAChT. Diese

sind ebenfalls an E8 schon in den sympathischen Ganglien exprimiert, während die Nebenniere

frei von VAChT- und ChAT-Expression ist.

Darüber hinaus gibt es im Verdauungstrakt von Säugern die Cash-1- und Phox2-positi-

ven Zellen des enterischen Nervensystems, die vorübergehend TH exprimieren (Young et al.

1999, 2001). In den enterischen Populationen des Huhns werden jedoch zu keiner Zeit während

der Normalentwicklung TH-positive Zellen beobachtet (Le Douarin et al. 1978). Zudem ent-

stammen die Vorläuferzellen des enterischen Nervensystems nicht dem thorakalen Bereich, son-

dern aus dem vagalen und sakralen Bereich.

Weiter wurde gezeigt, dass einige oder alle der Phox2-positiven parasympathischen Ner-

venzellen des autonomen Nervensystems wenigstens transient DBH und TH exprimieren (Iacovitti

et al. 1985, F. Müller; unveröffentlichte Ergebnisse). Gegen eine parasympathischen Identität

der induzierten Zellen im Brachialnerv spricht die Tatsache, dass die ektopischen Nervenzellen

4. Diskussion 51



dHand und GATA-2 (K. Tsarinova, unveröffentlichte Ergebnisse) exprimieren. dHand- und

GATA-2-Expression sind in Zellen des parasympathischen Ciliarganglions bis E8 nicht vorhan-

den (F. Müller und N. Tsarinova; persönliche Mitteilung). Nach den vorliegenden Ergebnissen

handelt es sich somit bei den induzierten ektopischen Nervenzellen nicht um chromaffine Zel-

len, enterische oder parasympathische Nervenzellen, sondern um sympathische Nervenzellen.

Die Infektion des Embryos mit dHand-exprimierenden Viren erbrachte den Phox2-Über-

expressionen vergleichbare Resultate. Auch hier kam es zur Ausbildung ektopischer adrenerg/

neuronaler Phänotypen in Zellen des Brachialnervs. Eine Abweichung zu den sehr stabilen In-

duktionen nach Phox2a-Misexpression war hier allerdings, dass die Anzahl der der dHand-in-

duzierten ektopischen Nervenzellen geringer schien als in der Phox2a-Situation.

Es ist nicht klar, wodurch dieser geringere Effekt zustande kommt. Es ist denkbar, dass

eine unterschiedliche Effizienz der Transkription aus dem Provirus heraus gegeben ist. Zwar

wird die Transkription der proviralen DNS in allen RCAS-Konstrukten durch dieselben Promo-

toren reguliert; je nach Insertionsort der Virus-DNS in das Wirtsgenom sind aber zellspezifische

Unterschiede möglich. Dieses Argument ist allerdings schwach, da eine Vielzahl von Zellen zur

Infektion beiträgt und sich Unterschiede in der Expressionsstärke über alle Zellen herausmitteln

würden. Ein anderer Befund könnte wichtiger sein: die beiden Phox2/RCAS-Konstrukte besit-

zen eine Kozak-Sequenz, die die Translation des Proteins aus der mRNS erleichtert. Das dHand/

RCAS-Konstrukt hingegen wurde ohne Kozak-Sequenz kloniert. Aus diesem Grund könnte eine

unterschiedliche Translationseffizienz der Konstrukte gegeben sein.

4.1.3. Identität der reagierenden Zellen

Welche Zellen sind denn nun in der Lage, das Signal der überexprimierten Transkriptionsfaktoren

umzusetzen? Es existieren zwei Möglichkeiten. Entweder werden durch die Expression der

Transkriptionsfaktoren differenzierte Gliazellen des Hinterwurzelganglions und des Brachial-

nervs zu einer Dedifferenzierung und einer anschliessenden sympathischen Differenzierung ge-

bracht, oder es existieren noch undifferenzierte Vorläuferzellen im Gewebe des Brachialnervs.

Die Existenz von undifferenzierten Vorläuferzellen, auch in späten embryonalen Stadien, wurde

mit verschiedenen Methoden demonstriert: Hinterwurzelganglien, die heterotopisch in die Um-

gebung des Neuralleistenwanderungsweges verpflanzt werden, enthalten Zellen, die zur sympa-

thischen Nervenzellenpopulation in den Ganglien der Wirtstiere beitragen (LeLievre et al. 1980,

Rohrer et al. 1986). Zellen aus frühen Hinterwurzelganglienpräparationen der Maus exprimieren

unter geeigneten Kulturbedingungen die sympathischen Gene Mash-1, Phox2a und TH, ChAT

und NPY (Paulsen und Matsumoto 2000). Schliesslich reagieren in den Kulturen aus sensori-

schen Hinterwurzelganglien von E5-Embryonen Vorläuferzellen auf Phox2a-Expression (vor-

liegende Arbeit) und BMP4/5-Gabe (Daten nicht gezeigt) mit TH-Expression. Dies verdeut-

licht, dass Vorläuferzellen sensorischer Ganglien in geeigneter Umgebung und mit entsprechen-

den induzierenden Faktoren einen sympathischen Phänotyp ausbilden können. Auch Nervgewebe
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enthält in frühen embryonalen Stadien noch Zellen, die sich Pluripotenz bewahrt haben. Em-

bryonale Nerven (N. ischiadicus) der Maus enthalten zumindest in frühen Entwicklungsstadien

unreife, multipotente Vorläuferzellen, die sich durch Fluoreszenz-aktivierte Sortierungsverfahren

isolieren lassen. Diesen Zellen fehlt der Schwannzell-Differenzierungsmarker P0 und sie

exprimieren noch den niederaffinen NGF-Rezeptor p75, der ein Marker für undifferenzierte

Vorläuferzellen aus der Neuralleiste ist (Rao et al. 1997, Morrison et al. 1999). Sie sind nach

Reimplantation in Huhnembryonen noch fähig, sowohl periphere Neuronen als auch Glia her-

vorzubringen (Morrison et al. 1999). SCG10-positive Nervenzellen aus diesen injizierten Popu-

lationen wurden in sympathischen Ganglien und im enterischen Remakganglion von Wirtstie-

ren entdeckt. Einige der Spenderzellen in den sympathischen Ganglien zeigten Phox2b-Expres-

sion. Weiterführende Arbeiten zeigten, dass die implantierten Vorläuferzellen der Ratte im sym-

pathischen Ganglion des Wirtshuhns zu c-ret-, GATA-2- und z.T. auch TH-positiven Zellen

heranreifen können (White und Anderson 1999, White et al. 2001).

Andererseits gibt es Arbeiten, die eine Dedifferenzierung von differenzierten Nervenzel-

len in Gliazellen demonstrieren. So verlieren sympathische Neuroblasten noradrenerge Charak-

tere, wenn sie in Umgebungen kultiviert werden, die die Differenzierung und Erhaltung enterischer

Nervenzellen fördern (Pisano und Birren 1999). Umgekehrt verlieren Schwannzellen

Differenzierungsmarker, wenn sie in Kokultur mit enterischen Geweben gebracht werden, wel-

che die Schwannzelldifferenzierung in der normalen Entwicklung nicht zulassen (Dulac und Le

Douarin, 1991). Auch Gliazellen peripherer Ganglien aus dem Huhnembryo verlieren in Kultur

sehr rasch ihre differenzierten Eigenschaften (Rüdel und Rohrer, 1986). O-2A-positive

Oligodendroglia-Vorläuferzellen können unter geeigneten Bedingungen in Nervenzellen diffe-

renzieren (Lillien et al. 1988). Diese Beispiele zeigen, dass durch äussere oder innere Faktoren

ein ganz oder teilweise differenzierter Zelltyp beeinflusst werden kann. Solange die Zellen nicht

identifiziert sind, die auf die Überexpression der Transkriptionsfaktoren mit der Differenzie-

rung zu sympathischen Nervenzellen antworten, kann keine der beiden Möglichkeiten ausge-

schlossen werden. Da die Zahl der durch BMP-Behandlung, bzw. Phox2a-Überexpression ent-

standenen sympathischen Neuronen im Vergleich zum Umfang der Infektion eher gering ist,

scheint es wahrscheinlich, dass die ektopischen noradrenergen Nervenzellen von undifferenzierten

Stammzellen des Nervgewebes abstammen. Es existiert die Möglichkeit, in dieser Frage Klä-

rung zu schaffen: es könnte versucht werden, durch Methoden der Immunselektion die in der

Maus beschriebene p75+/P0--Population auch aus peripherem Nervengewebe des Hühnchens zu

isolieren und anzureichern. In dieser Population sollte der Anteil derjenigen Zellen sehr hoch

sein, die noch undifferenziert sind. Diese sollten in der Lage sein, auf BMP4-Signale oder die

Expression von Transkriptionsfaktoren mit der Differenzierung zu sympathischen Nervenzellen

zu antworten.
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4.1.4. Differentielle Antwort auf die Überexpression von Transkriptionsfaktoren in neuralen

und nichtneuralen Geweben

Die Induktion der noradrenergen Markergene TH und DBH sowie der neuronalen Markergene

SCG10 und NF160 nach Expression von Phox2a/b und dHand mit der angewandten Infektions-

methode bleibt beschränkt auf Zellen innerhalb neuraler Anteile des PNS. Infizierte oder nicht-

infizierte mesenchymale Gewebe, Muskeln oder Knochen zeigen zu keinem Zeitpunkt Anzei-

chen einer Phox2- oder dHand-abhängigen Transkription noradrenerger oder neuronaler Gene.

Dieser offenkundige Unterschied im Differenzierungsvermögen kann aus der ontogenetisch dif-

ferentiellen Herkunft erklärt werden. Während der Bildung der Körpergrundgestalt entstehen

bestimmte Anteile des Embryos aus unterschiedlichen Keimblättern. So finden während der

Neurulation Induktionsprozesse statt, die die Grundlagen für eine Aufteilung ektodermalen Ge-

webes in Neuroektoderm und nichtneurales Ektoderm legen. In Vertebraten spielen hierbei die

aus der Neuralplatte stammenden und später im Neuralrohr lokalisierten Homeobox-

Transkriptionsfaktoren der Pax- und der Nkx-Klasse eine aktive Rolle in der Neuralisierung des

Ektoderms. Die Expression dieser Faktoren wird durch BMP-Signale im nichtneuralen Ekto-

derm unterdrückt, während im neuralen Ektoderm Inhibitoren von BMPs eine Umgebung schaf-

fen, die die Entwicklung neuraler Phänotypen gestattet. Am Ende dieser Entwicklung steht das

Neuralrohr, welches alle ZNS- und den grössten Teil der PNS-Vorläuferzellen enthält.

Im Gegensatz zum Neuoektoderm besitzen weder das Endoderm noch das Mesoderm die Kom-

petenz, im Laufe der normalen Entwicklung Zellen mit neuralem Schicksal hervorzubringen.

Es ist wahrscheinlich, dass Phox2a/b und dHand zur Transaktivierung von noradrenergen

und pan-neuronalen Genen in neuralen Geweben auf die Mitwirkung von Kofaktoren angewie-

sen sind, die in nicht-neuralen Geweben nicht exprimiert werden. Das Fehlen spezifischer

Kofaktoren im mesenchymalen Gewebe könnte eine noradrenerge Differenzierung nach Phox2-

oder dHand-Überexpression verhindern. Im Falle der Vorläuferzellen der Schwannzellen des

Brachialnervs sieht die Lage anders aus: diese Zellen stammen, wie auch die sympathischen

Vorläuferzellen, von der Neuralleiste ab, welche neuroektodermalen Ursprungs ist. Es ist wahr-

scheinlich, dass undifferenzierte multipotente Zellen im Brachialnerv eine Umgebung bieten, in

der Phox2a/b und dHand eventuell benötigte Kofaktoren vorfinden (siehe auch Abschnitt 4.2).

Andererseits gibt es viele Hinweise auf einen inhibitorischen Mechanismus, der dafür

verantwortlich ist, dass die Expression neuraler Gene in nichtneuralen Zellen wirksam und dau-

erhaft unterdrückt bleibt (Chen et al. 1998, Paquette et al. 2000, Ballas et al. 2001). Ein entschei-

dender Bestandteil ist der mutmassliche Zinkfinger-Repressor NRSF (neuron-restrictive silencer

factor). Eine Vielzahl neuronaler Gene, unter anderen N-Tubulin, NgCAM, SCG10 und NF160,

besitzen spezifische Promotorsequenzen, die die Bindung dieses Repressors zulassen (Schoenherr

und Anderson 1995). Seine Überexpression im Rückenmark führt zur Störung der Expression

von neuronalem N-Tubulin und NgCAM; jedoch nicht von SCG10 und NF160. Auch reicht

NRSF-Überexpression nicht aus, die Bildung und Wanderung von Nervenzellen zu verhindern

4. Diskussion 54



(Chong et al. 1995, Chen et al. 1998, Paquette et al. 2000). Allerdings ist bekannt, dass neben

NRSF noch andere Moleküle daran beteiligt sind, die Expression neuronaler Gene zu beschrän-

ken. Diese umfassen die Korepressoren CoREST und Sin3 (Andres et al. 1999, Roopra et al.

2000). Auch für die Promotoren der noradrenergen Differenzierungsgens DBH und für die Gene

des cholinergen Locus ChAT und VAChT sind reprimierende Sequenzen beschrieben worden

(Wuenschell et al. 1990, Kim und Kim 1998, De Gois et al. 2000), wenn auch über die physio-

logische Relevanz im Falle der DBH-Regulierung Uneinigkeit besteht (Kim und Kim 1998,

aber Schoenherr und Anderson 1995). Eine entsprechende reprimierende Sequenz kann

schliesslich auch für die Promotoren beider Phox2-Faktoren postuliert werden, die in der Normal-

entwicklung ausschließlich in neuralen Geweben exprimiert werden.  Eine Repression durch

den NRSF-Komplex könnte erklären, dass keiner der Transkriptionsfaktoren ausreichend ist,

Cash-1, dHand und das andere Phox2-Homolog in den mesenchymalen Zellen zu aktivieren.

Detaillierte Untersuchungen der Promotorsequenz von Phox2a und Phox2b sind zur Zeit noch

nicht veröffentlicht, so dass nicht klar ist, ob ihre Expression in nichtneuralen Zellen durch

NRSF blockiert werden könnte.

Interessanterweise wird durch Mash-1-Überexpression in mesenchymalen Zellen die

Expression neuronaler Gene ausgelöst. Dies führt zu der Annahme, dass Mash-1 in der Lage ist,

die Blockierung neuronaler Gene im Mesenchym zu durchbrechen. Die molekulare Grundlage

dafür ist unklar.

4.2. Weitere Regulationswege noradrenerger Gene

Neben Phox2a und Phox2b sind noch andere Transkriptionsfaktoren beschrieben worden, die

zur Aktivierung der Promotoren noradrenerger Gene ausreichend sind oder die Phox2-Wirkung

verstärken können.

Der cAMP-PKA-Signalweg:

Für ein Zusammenwirken von intrazellulärem cAMP-Niveau und Phox2-Faktoren sprechen

mehrere Anhaltspunkte: Phox2a weist in seiner N-terminalen Aktivierungsdomäne eine

Aminosäurensequenz auf, über die es mit dem Transkriptions-Koaktivator cAMP-responsive

element binding protein (CREB) interagiert (Swanson et al. 2000). CREB selbst verstärkt die

Transkription des DBH-Promotors in Abhängigkeit der Proteinkinase A (PKA). Auf dem Pro-

motor von DBH liegen die Bindestellen für CREB und Phox2a direkt nebeneinander (Swanson

et al. 1997). Schliesslich zeigen Phox2a/b und PKA  in Kotransfektionsexperimenten synergisti-

sche Effekte auf die DBH-Promotoraktivierung (Adachi et al. 2000). TH-Promotor-

Reporterkonstrukte in PC12-Zellen werden nach nach Membrandepolarisierung und folgendem

Kalziumeinstrom aktiviert, wofür das cAMP-responsive element (CRE)- und die activating protein

1 (AP-1)-Bindungsstellen erforderlich sind (Nagamoto-Combs et al. 1997). Wird die TH-Induk-

tion dagegen durch FGF-2-Gabe ausgelöst, ist AP-1 verzichtbar, während CREB weiterhin be-

teiligt bleibt (Osaka und Sabban 1997). Die Analyse des  elektrophysiologischen Verhaltens
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neuronal differenzierender Neuralleistenzellen der Ratte zeigte, dass eine Subpopulation der

differenzierenden Neurone neben der Expression neuronenspezifischer Proteine auch vom Pro-

fil ihrer Kalziumströme her sympathischen Nervenzellen gleicht (Carey und Matsumoto 1999a).

Darüberhinaus scheinen während der Phase der Differenzierung spontane Kalziumströme in

den Zellen aufzutreten (Carey und Matsumoto 1999b), die über den IP3-Rezeptor reguliert wer-

den (Carey und Matsumoto 2000). In dichten Kulturen korrelieren diese spontanen transienten

Kalziumeinströme mit Mash-1-Immunreaktivität (Matsumoto 2000). Werden diese Ströme blok-

kiert, so unterbleibt die Neurogenese in den Kulturen (Carey und Matsumoto 1999b). Es ist

nicht klar, ob Mash-1 in vivo in die Regulation des Kalziumspiegels eingreift oder selbst dessen

Ziel ist. Die transiente pharmakologische Induktion der Kalziumaktivität führt weiter zu einem

drastischen Anstieg der Zahl Phox2a/Hu-doppelimmunreaktiver Zellen in Kultur, wobei das

Phox2a-Signal cytoplasmatisch lokalisiert ist und nur in geringem Anteil der Zellen auch nukleär.

Die chronische Steigerung intrazellulärer Kalziumkonzentration verhindert jedoch die Translo-

kation von Phox2a in den Zellkern (Matsumoto 2000).

Die These eines kalziumabhängigen Signalwegs bei der noradrenergen Differenzierung

findet Unterstützung in Arbeiten mit Wachtelneuralleistenzellen in klonalen und dichten Kultu-

ren: in dichten Kulturen führten BMP2 wie auch eine pharmakologische Erhöhung des cAMP-

Spiegels sowohl einzeln als auch synergistisch zusammenwirkend zur catecholaminergen Dif-

ferenzierung bzw. TH-Expression der Zellen. In klonal geführten Kulturen zeigte eine Erhö-

hung des cAMP-Spiegels alleine keine induzierende Wirkung auf die Catecholamin-synthese;

der Synergieeffekt mit BMP2-Gabe blieb jedoch deutlich ausgeprägt. RT-PCR-Daten aus dich-

ten Neuralleistenzellkulturen der Wachtel zeigen zudem, dass nur die BMP-Aktivität zu der

Expression von Mash-1, Phox2a und Phox2b führt; nicht jedoch die Erhöhung des cAMP-Spie-

gels (Bilodeau et al. 2000). Andererseits gibt es den TH-induzierenden Effekt eines erhöhten

cAMP-Spiegels, welcher Phox2- und Mash-1-unabhängig ist und an dem die PKA beteiligt ist

(Bilodeau et al. 2000). Der Effekt des erhöhten cAMP-Spiegels auf die Aktivierung des TH-

Genes kann widerspruchsfrei mit dem Vorhandensein eines cAMP-response element (CRE) im

TH-Promotor erklärt werden (Kim et al. 1993, Lim et al. 2000).

Neuere Arbeiten zeigen jedoch, dass sich die sympathischen Ganglien in CREB-Mutan-

ten bilden und initiale TH-Expression stattfindet (Lonze et al. 2002). Defekte in der Zellzahl

sympathischer Nervenzellen treten erst auf, nachdem die Axone der sympathischen Nervenzel-

len ihre Zielgebiete erreichen. Das Ausschalten des Zielgebietsstämmigen Überlebensfaktors

NGF (Nerve growth factor) durch blockierende Antikörper in P0-Mäusen verhindert die

Phosyphorylierung und Aktivierung von CREB in den superioren Cervikalganglien. Diese Be-

funde weisen eine mögliche in vivo-Beteiligung von CREB an der Regulierung von TH erst

nach Zielgebietskontakt zu. In diesem Zusammenhang ist festzustellen, dass die Gewebs- und

Funktionsspezifische Regulation der TH-Expression sehr komplex ist und eine sehr grossen

Promotor-/Enhancerbereich umfasst (Trocme et al. 1998).
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Sauerstoffkonzentrationsabhängige Regulation

Ein weiterere mögliche Transaktivierung des TH-Promotors geschieht über einen Transkriptions-

faktor, der im Zuge einer Antwort auf Sauerstoff-Mangelzustände exprimiert wird. Dies ist HIF1a/

EPAS1 (Hypoxia inducible Transcription Factor/Endothelial PAS protein 1, Tian et al. 1998,

Favier et al. 1999). Beide Faktoren binden an Hypoxia responsive Elemente (HRS). HIF1a wird

in der normalen Entwicklung sympathischer Ganglien in der Maus und im Huhn exprimiert und

kolokalisiert mit Tyrosin-Hydroxylase (Tian et al. 1998, Favier et al. 1999). In der Maus wurde

HIF1a-Expression in sympathischen Ganglien schon an E11,5 detektiert (Tian et al. 1998). HIF1a-

defiziente Mutanten sterben bis spätestens E16. Der Noradrenalingehalt in den Körpern dieser

Tiere ist gegenüber den Wildtypembryonen um über 40% reduziert und die Letalität der Muta-

tion wird auf eine defiziente Herzentwicklung als Folge des Catecholaminmangels zurückge-

führt (Tian et al. 1998). Hypoxische Bedingungen aktivieren TH-Expression in PC12-Kulturen

über eine PKA-unabhängige Phosphorylierung von CREB (Breiter-Johnson und Millhorn 1998).

Die Wirksamkeit eines sauerstoffabhängigen Regulationsmechanismus auch in

Neuralleistenzellkulturen wurde ebenfalls gezeigt: Die Kultivierung von Neuralleistenkulturen

bei niedrigem Sauerstoff-Partialdruck führte zur vermehrten Expression von TH (Morrison et

al. 2000a). Zur Zeit ist nicht klar, ob die Expression des Faktors HIF1a in den sympathischen

Ganglien notwendig oder ausreichend für die entwicklungsabhängige Expression noradrenerger

Gene ist. Auch ist nicht bekannt, ob eine Wechselwirkung dieses Faktors mit Phox2 oder dHand

besteht.

Der MAP-Kinase Signalweg

Die Map-Kinase (MAPK; mitogen-activated protein kinase) und weitere Angehörige dieses

Signalwegs (ebenfalls Kinasen) werden assoziert mit der Weiterleitung von Wachstumsfaktor-

und Differenzierungsfaktor-Signalen innerhalb der Zelle (Garrington und Johnson, 1999). Ins-

besondere sind sie essentiell für die Aktivierung der immediate-early-Gene c-Jun und fos. Die

Hemmung dieses Signalwegs in Neuralleistenkulturen der Wachtel zeigten, dass die spontane,

BMP-unabhängige catecholaminerge Differenzierung in diesen Kulturen MAPK-abhängig ist

(Wu und Howard, 2001). Diese Differenzierung wird geleistet durch den Zusatz von Embryo-

extrakt im Kulturserum, welcher für die Antwortbereitschaft auf BMP-Signale notwendig ist.

Die BMP-stimulierte Differenzierung wiederum ist MAPK-unabhängig. Diese Ergebnisse deu-

ten auf eine Beteiligung des MAPK-Signalwegs in BMP-unabhängigen Vorgängen; hierbei sind

insbesondere nachgeschaltete Proliferations- oder Überlebenseffekte zu berücksichtigen.

Eine mögliche Rolle für MAPK ergibt sich innerhalb der Weiterleitung von Signalen der GDNF-

Familie. MAPK ist Teil des Rezeptor-Tyrosin-Kinase-Signalwegs. Der Tyrosin-Kinaserezeptor

RET ist früh in sympathischen Neuronen exprimiert (Tsuzuki et al. 1995, Schuchardt et al.

1995, Durbec et al. 1996.) und stellt einen möglichen Aktivator MAPK-abhängiger Signale dar.

In der RET-Mutante entwickeln sich die frühen sympathischen Nervenzellen; jedoch ist ihre

4. Diskussion 57



Wanderung und die Axonlenkung gestört, so dass sie ihre Zielgebiete nicht erreichen und später

sterben (Enomoto et al. 2002). Möglicherweise ergibt sich daraus die Erklärung für MAPK-

abhängige catecholaminerge Syntese in der Kultursituation: MAPK könnte eine Rolle im Über-

leben differenzierter catecholaminerger Neurone spielen. Eine kürzlich erschienene Arbeit zeigt,

dass MAPK an der Signalweiterleitung des ret-abhängigen GFRa1-Rezeptors beteiligt ist

(Mograbi et al. 2002).

Mögliche Überschneidungen der Signalwege

Es konnte eine Verbindung zwischen dem TGFβ-Signalweg und der PKA-Aktivität in der em-

bryonalen Ausbildung der Knochen demonstriert werden: die BMP2-stimulierte Knochen-

entwicklung während der Entwicklung der Extremitäten ist von PKA abhängig (Lee und Chuong

1997). Erst kürzlich wurde ein anderes Beispiel aufgezeigt, das den Zusammenhang zwischen

TGFβ-Signalwegen und dem PKA-Signalweg in der Embryonalentwicklung illustriert. In der

frühen Achsenbildung des Wirbeltierembryos, in der die TGFβ-Mitglieder Nodal und BMPs

Signale zur Etablierung der Links-Rechts-Asymmetrie beitragen (Whitman und Mercola 2001),

wurde die Beteiligung eines endogenen PKA-Inhibitors (PKIa) an der Integration der verschie-

denen Signale demonstriert (Kawakami und Nakanishi 2001). In diesem Zusammenhang wäre

sicher von Interesse, ob die induzierende Aktivität von BMPs im Kontext der sympathischen

Differenzierung in vivo ebenfalls von der Aktivität der PKA abhängig ist. Ein geeignetes Mittel,

um in vivo zu interferieren, könnte wiederum die virale Überexpression sein. Um die Notwen-

digkeit einer PKA-Aktivierung für die sympathische Differenzierung in vivo nachzuweisen,

könnte ein PKA-Antagonist wie PKIa in den sympathischen Vorläuferzellen exprimiert werden.

Um zu bestimmen, ob eine Stimulierung der PKA in vivo ausreichend ist, könnte versucht wer-

den, durch lokal begrenzte Gabe von Agonisten den cAMP-Spiegel zu erhöhen.

Die Verbindung des cAMP- und des MAPK-Signalwegs ist in verschiedenen Beispielen aufge-

zeigt worden (Saxena et al. 1999, Stork und Schmitt, 2002). In PC12-Zellen kann cAMP akti-

vierend auf MAP-Kinasen einwirken (Arslan und Fredholm 2000, Vossler 1997).

4.3. Wechselwirkungen zwischen Transkriptionsfaktoren

Die Ergebnisse aus den Überexpressionsversuchen zeigen, dass die Expression der Transkriptions-

faktoren Cash-1, Phox2a/b und dHand miteinander verknüpft ist. Wie dies geschieht, ist nicht

bekannt, da die Promotoren dieser Gene noch nicht untersucht sind. Die Kreuzregulation und

gegenseitige Aktivierung der Phox2-Faktoren wurde in vitro untersucht. Demnach ist Phox2a in

der Lage, den Phox2b-Promotor direkt zu aktivieren (Hong et al. 2001). Allerdings bringen auch

die Phox2- und Mash-1-Mutanten indirekte Erkentnisse über Regulationswege zwischen den

Transkriptionsfaktoren: in den Phox2b-Mutanten unterbleibt die Phox2a-Expression und es fin-

det keine Differenzierung von Vorläuferzellen zu sympathischen Nervenzellen statt (Pattyn et

al. 1999). Dies zeigt, dass in der Normalentwicklung sehr wahrscheinlich Phox2a ein Zielgen
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von Phox2b darstellt.  Die initiale Mash-1-Expression in den Phox2b-Mutanten ist ungestört.

Mash-1 ist also nicht in der Lage, Phox2a in der Abwesenheit von Phox2b zu aktivieren.  In den

Mash-1-defizienten Tieren ist Phox2b-Expression in den sympathischen Vorläuferzellen vor-

handen; diese Zellen exprimieren jedoch kein Phox2a (Hirsch et al. 1998). Dies zeigt, dass in

der in vivo-Situation Phox2b alleine nicht ausreichend ist, Phox2a-Expression zu aktivieren.

Hier ist offensichtlich Mash-1 notwendig, um die Phox2a-Expression auszulösen.

Die Phox2-Überexpression in dieser Arbeit zeigte, dass Cash-1 in einer Subpopulation

der TH-positiven ektopischen Zellen exprimiert wird. Es ist möglich, dass Cash-1 sogar in jeder

ektopisch auftauchenden Nervenzelle wenigstens vorübergehend exprimiert wird; dass die Ex-

pression jedoch, analog zur Situation inden sympathischen Ganglien selbst, nach kurzer Zeit

herunterreguliert wird. Vor diesem Hintergrund sollte untersucht werden, ob in den Phox2b-

implantierten Embryonen die induzierte Phox2a-Expression von Cash-1-Expression begleitet

wird.

4.4. Cash-1/Mash-1 in der neuronalen Differenzierung

Mash-1 als auch die Neurogenine Ngn1 und Ngn2 sind in der Lage, im kortikalen neuralen

Differenzierungsprozess zwischen neuronaler und glialer Alternative eine Entscheidung zugun-

sten neuronaler Differenzierung hervorzurufen. Dies geht aus Untersuchungen kortikaler

Vorläuferzellkulturen von Mash-1/Math-3-Doppelmutanten und Ngn1/Ngn2-Doppelmutanten

hervor: das Ausschalten der Wirkung proneuraler bHLH-Faktoren führt dazu, dass in den Popu-

lationen die gliale Differenzierung gegenüber Wildtyp-Kulturen favorisiert wird (Tomita et al.

2000, Nieto et al. 2001). Eine mögliche Erklärung liefern Ergebnisse aus klonalen Kulturen

kortikaler Vorläuferzellen, in denen die Komposition der Klone in Abhängigkeit von Alter ana-

lysiert wird. Die ersten Teilungen kortikaler Vorläuferzellen bringen Neurone und Stammzellen

hervor; die späten Teilungen Neurone, Stammzellen und Gliazellen (Quian et al. 2000). Eine

Verbindung dieser Arbeiten leitet zu der Hypothese, dass die proneuronalen bHLH-Faktoren

entweder die Suppression glialer Phänotypen in  Tochterzellen aus frühen Teilungen oder die

Expansion neuronaler Abkömmlinge verantwortet. Es scheint klar zu sein, dass die gliale Diffe-

renzierung nicht stattfindet, solange proneuronale bHLH-Faktoren prominent exprimiert wer-

den (Vetter 2001). Die vorliegenden Ergebnisse bestätigen die Rolle von Mash-1 für die Ent-

scheidung zugunsten neuronaler Zelltypen. Allerdings gibt es bHLH-Faktoren, die in der Ent-

wicklung glialer Phänotypen äquivalente Rollen einnehmen (Zhou et al. 2000).

Neben der  neuronal differenzierenden Wirkung von Mash-1 gibt es Hinweise auf eine

weitere Funktion: Transfektion von cDNA neural determinierender bHLH-Faktoren in die em-

bryonale Maus-Karzinomazelllinie P19 führt nicht nur zu deren neuronaler Differenzierung,

sondern auch zum vorangehenden Austritt aus dem Zellzyklus unter Beteiligung des Cdk-

Inhibitors p27Kip1 (Farah et al. 2000). Die Überexpression des Mash-1 nachgeschalteten  Phox2b

im Rückenmark reicht aus, um Zellen zum Austritt aus dem Zellzyklus und zur vorzeitigen
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Differenzierung in branchio- oder viszerale Motoneuronen zu bewegen (Pattyn et al. 2000b,

Dubreuil et al. 2000). Es besteht die Möglichkeit, dass Differenzierungsgene zusätzliche Aufga-

ben besitzen, die mit der Steuerung des Zellzyklus zu tun haben (Ohnuma und Sabban 1997).

Ob Mash-1 selbst Zellzyklus-Gene reguliert, ist nicht bekannt. In der Entwicklung sympathi-

scher Nervenzellen ist eine Beteiligung von Cash-1 oder Phox2-Faktoren an dem Austritt sym-

pathischer Nervenzellen aus dem Zellzyklus unwahrscheinlich, da sympathische Nervenzellen

auch nach der phänotypischen Differenzierung mitotisch aktiv sind (Rohrer und Thoenen 1987).

4.5. Die Beziehung zwischen ASH-Faktoren und BMP

Es ist gezeigt worden, dass die Expression von Mash-1 und Cash-1 während der Entwicklung

sympathischer Nervenzellen durch BMP2/4 reguliert wird (Schneider et al. 1999). Dabei ist es

zur Zeit noch unklar, ob dies ein Effekt auf die initiale Induktion von Cash1 ist oder auf die

Aufrechterhaltung der Expression. Hinweise darauf, dass Neuralleistenzellen, die an der dorsa-

len Aorta ankommen schon Cash-1-positiv sind, bevor sie BMP-Rezeptoren exprimieren

(McPherson et al. 2000), deuten vielleicht auf eine Funktion in der Aufrechterhaltung der Cash1-

expression. Demnach würde BMP auf eine Zelle wirken, die schon die Expression proneuronaler

ASH-Transkriptionsfaktoren aufweist. BMP würde somit nicht die Entscheidung einer neuralen

Differenzierung herbeiführen, sondern in einer BMPR-positiven Subpopulation der Mash1/Cash1-

positiven Zellen die neuronale Differenzierung dieser Zellen gewährleisten, bzw. ermöglichen.

In all diesen Fällen würde der initiale Aktivator der ASH-Expression in sympathischen Vor-

läuferzellen entweder stromaufwärts von BMP und der dorsalen Aorta oder in einem engen

Zeitfenster, schon an der dorsalen Aorta, aber noch vor BMPR-Expression, gesucht werden.

Die Überexpression von BMP4 im Huhnembryo zeigt andererseits, dass Vorläuferzellen

nicht zwangsläufig durch Cash-1-Expression auf eine neuronale Differenzierung vorbereitet

sein müssen. Die Zellen in den Brachialnerven von Kontrolltieren exprimieren in der Normal-

entwicklung kein Cash-1 und reagieren dennoch auf BMP4 mit der Differenzierung zu sympa-

thischen Neuronen.

4.6. Notch/Delta-Signale in der Sympathogenese

Ein wichtiger Mechanismus, der bei der Entscheidung zwischen Neuron- oder Glia-Schicksal

beteiligt ist, ist das Notch-Delta-System. Dieser Signalweg führt in neural-determinierten Ge-

weben die Entscheidung zwischen neuronaler und nichtneuronaler Differenzierung durch late-

rale Inhibition herbei. Die Aktivierung des membrangebundenen Rezeptors Notch durch den

membrangebundenen Liganden Delta einer neuronalen Nachbarzelle führt zur Hemmung der

neuronalen Differenzierung über die Aktivierung des bHLH-Repressors Hairy/Enhancer of split

(Hes). Es wurde gezeigt, dass in der Entscheidung sensorischer Vorläuferzellen zugunsten

neuronaler oder glialer Differenzierung Notch und Delta beteiligt sind (Morrison et al. 2000b).

Daten zur Funktion von Notch und Delta in der neuronalen Differenzierung sympathischer Vor-
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läuferzellen liegen noch nicht vor. Interessant wäre sicher, ob allein durch die experimentelle

Beeinflussung des Notch/Delta-Systems eine Nervenzellbildung in Zellen des Brachialnervs

induziert werden kann. Es ist allerdings wahrscheinlich, dass dazu eine vorherige Aktivierung

durch einen proneuralen bHLH-Faktor notwendig ist.

4.7. Mögliche Aufgaben von eHand in der sympathischen Differenzierung

Die Überexpression von eHand im Huhnembryo erbrachte zu keinem Zeitpunt Hinweise auf

eine Rolle für diesen Transkriptionsfaktor in der frühen Differenzierung von Vorläuferzellen zu

sympathischen Nervenzellen. Die entwicklungsabhängige Expression von eHand in den sym-

pathischen Gangllien des Huhns und der Maus legen jedoch eine Rolle in der Entwicklung

dieser Zellen nahe. eHand ist in den sympathischen Nervenzellen des Rumpfes an E2 noch nicht

exprimiert. In cranialen Ganglien beginnt die Expression an E3 und ist in den sympathischen

Ganglien des Rumpfes an E7/8 schwach detektierbar. Der Zeitpunkt frühester Expression in den

sympathischen Rumpfganglien wurde nicht genau ermittelt, da er für die initiale BMP-gesteuer-

te Differenzierung nicht relevant sein kann. Somit ist der mögliche Expressionsbeginn zwischen

E3 und E7 anzusetzen. Welche Aufgaben könnten eHand damit zukommen? Es gibt verschiede-

ne Hinweise dafür, dass eHand vielleicht an der cholinergen Differenzierung beteiligt sein kann.

i. Zwischen dem 4. und dem 6. Tag der Embryonalentwicklung beginnen sich in den sympathi-

schen Ganglien des Huhns die ersten cholinergen Eigenschaften herauszubilden. In diesem Zeit-

raum wird erstmals die Expression des cholinergen Markermoleküls VAChT detektierbar (U.

Ernsberger, eigene Beobachtungen). Diese Expression findet in bereits noradrenergen Zellen

statt, da zu diesem Zeitpunkt alle symapthischen Nervenzellen TH-positiv sind. Die Expression

von eHand könnte mit dem Beginn der cholinergen Genexpression auf zellulärer Ebene korre-

lieren.

ii. Im Laufe der Entwicklung verliert eine Subpopulation der sympathischen Nervenzellen ihren

noradrenergen Phänotyp und erlangt statt dessen einen cholinergen Phänotyp (Ernsberger et al.

1997). Dies bedeutet, dass die Expression noradrenerger Gene reprimiert werden muss, bzw.

dass die aktivierende Wirkung von Phox2-Faktoren und dHand inhibiert werden muss. eHand

ist in einigen Fällen als Repressor von bHLH-Faktoren bechrieben worden (Bounpheng et al.

2000, Knofler et al. 2002). Weiter ist eine direkte Interaktion zwischen dHand und eHand aufge-

zeigt worden (Firulli et al. 2000). Es ist möglich, dass eHand daran beteiligt ist, die stabilisieren-

de Wirkung von dHand in einer Subpopulation sympathischer Nervenzellen aufzuheben. In der

vorliegenden Untersuchung wurde diese Hypothese nicht untersucht, da das Hauptaugenmerk

auf der noradrenergen Differenzierung lag. Mit den vorliegenden Methoden könnte jedoch auch

versucht werden, die Rolle von eHand in der Entwicklung sympathischer Nervenzellen genauer

herauszuarbeiten.
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4.8. Ausblicke

Die Untersuchung der transkriptionellen Kontrolle der Differenzierung sympathischer Nerven-

zellen wartet mit einigen bemerkenswerten Ergebnissen auf. Hervorzuheben ist, dass eine In-

duktion sympathischer Nervenzellen in undifferenzierten Vorkäuferzellen des peripheren Ner-

vensystems durch Überexpression jedes der untersuchten Transkriptionsfaktoren erreicht wird.

Mash1, Phox2a/b und dHand sind jeder für sich ausreichend, den sympathischen Phänotyp in all

seinen  Facetten hervorzubringen. Eine wichtige Beobachtung hierbei ist, dass alle beteiligten

Transkriptionsfaktoren aufgerufen werden. Diese durchgehend beobachtete wechselseitige Ver-

knüpfung der Transkriptionsfaktoren miteinander lässt vermuten, dass nur eine Möglichkeit der

transkriptionellen Regulation des sympathischen Phänotyps in vivo sinnvoll ist und realisiert

wird. Die Organisation der beteiligten Transkriptionsfaktoren auf genetischer Ebene zu untersu-

chen, wird einen entscheidenden Beitrag zum Verständnis des Differenzierungsprozesses lie-

fern.

Nur eine kleine Anzahl von Vorläuferzellen in den Spinalnerven ist potent genug, in dieser

Umgebung zu sympathischen Nervenzellen zu differenzieren. Die Vorraussetzungen hierfür sind

noch völlig unklar. Es wird eine wichtige Fragestellung für zukünftige Untersuchungen sein,

diese Zellen zu identifizieren und auf molekularer Ebene zu charakterisieren. Die begrenzte

Anzahl dieser Zellen lässt ihre Untersuchung jedoch schwierig erscheinen. Eine eventuelle  Er-

leichterung  hierfür könnte die Isolierung und Vermehrung von peripheren neuralen Stamm-

zellen durch die selektive Kultivierung in vitro nach dem Vorbild neuronaler Stammzellen aus

dem ZNS sein.
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