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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 DAs NERVENSYSTEM

Einfache Nervensysteme finden sich bei allen Metazoen (mit Ausnahme der
Parazoa). Als ein einfaches Netz aus Mechanorezeptoren zur Reaktion auf
Umweltreize bei den Cnidaria ausgebildet, tbernimmt das Nervensystem mit
zunehmender Komplexitdt der Organismen auch vielfaltigere Aufgaben.
Hochkomplexe Verschaltungen von spezialisierten Neuronen ermdglichen die
Zusammenarbeit einzelner Organe, Rezeptoren und Effektoren, sowie die

Entwicklung von Gedachtnis und Bewusstsein.

Das Nervensystem der Cephalopoda und Vertebrata lasst sich in das zentrale
Nervensystem (ZNS), bestehend aus Gehirn und Rickenmark, und das
periphere Nervensystem, bestehend aus Ganglien und peripheren Nerven,
gliedern (siehe Abb. 1.1). Trotz der anatomischen Trennung beeinflussen sich

beide Systeme in ihren Funktionen.

Zentrales Nervensystem
(ZNS)

Peripheres Nervensystem

(GIS)

Nervensystem
1 |
Parasympathisches
Nervensystem

Enterisches
ABB. 1.1 ORGANISATION DES NERVENSYSTEMS BEI VERTEBRATEN.

Sympathisches
Nervensystem

Nervensystem
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1.2 DAsS PERIPHERE NERVENSYSTEM

Das periphere Nervensystem (PNS) wird unterteilt in einen somatischen und
einen autonomen Teil (siehe Abb. 1.1). Der somatische Teil bildet die Briicke
zwischen den Rezeptoren fur Reize der AuRenwelt und dem ZNS. Es innerviert
Haut, Gelenke und Skelettmuskulatur. Das autonome Nervensystem lasst sich
weiter in drei rdumlich getrennte Systeme unterteilen (siehe Abb. 1.1). Das
sympathische (Sympathikus) und das parasympathische Nervensystem
(Parasympathikus) wirken antagonistisch. In Stresssituationen steuert der
Sympathikus Kampf und Fluchtverhalten, wéahrend der Parasympathikus in
Phasen der Ruhe und Verdauung aktiv ist. Das enterische Nervensystem ist ein
komplexes Netzwerk aus Neuronen, das den gesamten Gastrointestinaltrakt

durchzieht und Verdauungsprozesse steuert.

Das vergleichsweise einfach aufgebaute periphere Nervensystem bietet sich
an, die Signale und Faktoren, die zur Entstehung der unterschiedlichen

Neuronentypen notwendig sind, zu untersuchen.

1.3 ENTWICKLUNG DES PNS AUS ZELLEN DER NEURALLEISTE

Sowohl das zentrale als auch das periphere Nervensystem entstehen in der
frihen Embryonalentwicklung aus Zellen des Ektoderms. Bereits wahrend der
Neurulation bildet sich die Neuralleiste im Grenzbereich zwischen Ektoderm
und Neuroektoderm. Die Zellen der Neuralleiste wandern zu beiden Seiten des
Neuralrohrs in  zwei  Hauptrichtungen aus. Frih  delaminierende
Neuralleistenzellen migrieren in ventraler Richtung (Abb. 1.2, (1)). Ein Teil
dieser Zellen aggregiert im rostralen Bereich der Somiten lateral des
Neuralrohrs, um die Hinterwurzelganglien (dorsal root ganglion, DRG) zu bilden
(Abb. 1.2, (2), Le Dourain und Kalcheim, 1999). Die segmentale Anordnung der
DRGs entsteht durch selektive Migration durch den rostralen Teil des Somiten
(Gilbert, 2003). Eine weitere Subpopulation der frih delaminierenden
Neuralleistenzellen wandert weiter in ventraler Richtung zur dorsalen Aorta

(Abb. 1.2, (4)). Eine Wanderungsbewegung entlang der anterior-posterior
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Achse der dorsalen Aorta fuhrt schlieBlich dazu, dass die Neuralleistenzellen
aus der interganglionaren Zone (Abb. 1.2, (3)) die metamere Struktur der
paravertebralen sympatischen Grenzstrange ausbilden (Abb. 1.2, (5), Kulesa et
al., 2009)).

Posterior ABB. 1.2 Wanderung der Neuralleistenzellen Die
S Migration verlauft in zwei Hauptrichtungen. Frih
delaminierende Neuralleistenzellen wandern
entlang der Somiten und bilden die sensorischen
Hinterwurzelganglien 2) und priméren
sympathischen Ganglien entlang der dorsalen Aorta
(4). Durch Wanderung in der anterior-posterior
Achse (3) bilden die Neuralleistenzellen schlielich
die segmentartige Form der paravertrebralen
sympathischen Grenzstrange. (5, modifiziert nach
Kulesa et al. 2009, SE — Oberflachen Ektoderm, NT
— Neuralrohr, DRG — Hinterwurzelganglion, som —
Somit, r — rostral, ¢ — caudal, N — Notochord, IG —
Interganglion, SG — sympathische Ganglien, DA -
dorsale Aorta).

Eine dritte Subpopulation der frih delaminierenden Neuralleistenzellen migriert
weiter in ventraler Richtung und bildet die pravertebralen Ganglien und die

chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks.

Spater delaminierende Neuralleistenzellen migrieren in dorso-lateraler Richtung
zwischen Ektoderm und Somiten und bilden die Melanozyten.

1.4 DETERMINIERUNG VON NEURALLEISTENZELLEN DURCH BMPs

Die Endothel- und glatten Muskelzellen der dorsalen Aorta sezernieren
Morphogene (bone morphogenic protein, BMP), die die wandernden
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Neuralleistenzellen zu Vorlauferzellen sympathischer Neurone determinieren
(Reissmann et al., 1996; Shah et al., 1996; Varley und Maxwell, 1996). Diese
Morphogene gehdren zur Superfamilie der TGF-B Wachstumsfaktoren, deren
Funktion urspringlich in der Entstehung von Knochen aus mesenchymalem
Gewebe beschrieben wurde (Urist, 1965). In den sympathischen
Vorlauferzellen induzieren die BMPs 2, 4 und 7 Uber Serin-/Threonin-Kinase
Rezeptoren intrazellular ein Netzwerk von Transkriptionsfaktoren, das die
Differenzierung zu sympathischen Neuronen einleitet. Allgemein anerkannte
terminale Differenzierungsmarker sympathischer Neurone sind zwei wichtige
Enzyme des Noradrenalinsyntheseweges. Die Dopamin-beta-hydroxylase
(DBH) katalysiert die Reaktion von Dopamin zu Noradrenalin und die Tyrosin-
Hydroxylase (TH) die Reaktion der Aminosaure Tyrosin zu L-
Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA). Uberexpression von BMP4 in vivo fihrt zu
vergroRerten sympathischen Ganglien und ektopischen TH-exprimierenden
Zellen im Brachialnerv, in dem sonst keine sympathische Neurogenese
stattfindet. Weiterhin konnte mRNA der BMPs 4 und 7 in den Endothel- und
glatten Muskelzellen der dorsalen Aorta nachgewiesen werden. Blockiert man
hingegen die Wirkung der BMPs 2, 4 und 7 in vivo mit dem spezifischen BMP-
Antagonisten Noggin, sind sowohl panneuronale Marker wie SCG10 und
NF160, als auch DBH und TH stark reduziert bzw. nicht mehr nachweisbar
(Reissmann et al.,, 1996). In der Embryogenese induzieren die BMPs
Transkriptionsfaktoren wie Ascll, Phox2b, Phox2a und Gata2/3. Diese konnten
in Noggin-behandelten Embryonen nicht nachgewiesen werden (Guillemot et
al., 1993; Pattyn et al., 1999; Stanke et al., 1999; Morin et al., 1997; Tsarovina
et al., 2004).

Im folgenden Abschnitt soll die Funktion dieser BMP-abhangigen

Transkriptionsfaktoren néher beschrieben werden.

1.5 TRANSKRIPTIONSFAKTOREN SYMPATHOADRENERGER DIFFERENZIERUNG

Der BMP-Signalweg induziert in den sympathoadrenergen Vorlaufern ein

regulatorisches Netzwerk von Transkriptionsfaktoren. Bisher konnte fir Ascll,
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Phox2b, Phox2a, Hand2 und Gata2/3 eine Rolle in der Entwicklung
nachgewiesen werden (Guillemot et al., 1993; Pattyn et al., 1999; Stanke et al.,

1999; Morin et al., 1997; Tsarovina et al., 2004). Diese komplexen Interaktionen

wurden sowohl in vitro also auch in vivo in transgenen Tieren nachgewiesen.

BMPs
247

TH, DBH,
SCG10, NF160

ABB. 1.3 SCHEMATISCHE DARSTELLUNG DER NORADRENERGEN DIFFERENZIERUNG Die BMPs induzieren
die Expression einer Signalkaskade von Transkriptionsfaktoren (Ascll, Phox2b, Phox2a, Hand2 und Gata2/3). Diese
Transkriptionsfaktoren steuern die Differenzierung sympathischer Vorlauferzellen. Am Ende des regulatorischen
Netzwerks steht die Expression der terminalen Differenzierungsgene (TH, DBH, SCG10, NF160). Die
Transkriptionsfaktoren kénnen sich untereinander regulieren. Durchgezogene Pfeile symbolisieren Regulation aus
Uberexpressions- oder Funktionsblockierungsexperimenten, gestrichelte Pfeile Regulation aus Uberexpression oder
Funktion in der Erhaltung der Expression (modifiziert nach Goridis und Rohrer, 2002)

AscL1 (ACHAETE SCUTE LIKE 1)

Ascll ist ein Helix-Schleife-Helix (bHLH) Transkriptionsfaktor, der urspringlich
in Drosophila als proneurales Gen Achaete-Scute identifiziert wurde (Ascll von
Achaete-Scute-Like 1, Ghysen und Dambly-Chaudiere, 1988; Alonso und
Cabrera, 1988; Martin-Bermudo et al., 1991; Skeath und Caroll, 1992). Ascll ist
sowohl im Huhn als auch in der Maus bereits sehr friih in den sympathischen
Vorlauferzellen exprimiert wird (Lo et al.,, 1991; Guillemot et al. 1993). Die
Expression von Ascll im Huhn beginnt bei Hamburger-Hamilton-Stadium 15
(HH, Hamburger und Hamilton, 1949), verlauft transient und endet am
Embryonaltag funf (E5, Jasoni et al., 1994; Ernsberger et al. 1995). Ascll-

5
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defiziente transgene Mause bilden zwar Zellaggregate an der Stelle der
sympathischen Ganglien, eine Differenzierung dieser Zellen findet jedoch nicht
statt. Es werden weder panneuronale noch noradrenerge Markergene
exprimiert und die undifferenzierten Zellen werden apoptotisch (Guillemot et al.,
1993). Uberexpression von Ascll in vivo fuhrt zu ektopischen, peripheren

Neuronen im Brachialnerv (Stanke et al., 2004).

GATA2/3

Die Familie der Gata-Transkriptionsfaktoren umfasst insgesamt sechs
Mitglieder, von denen Gata2 und Gata3 im peripheren Nervensystem der Maus
exprimiert sind. Im Huhn ist Gata2, jedoch nicht Gata3, ab HH-Stadium 18
nachweisbar und ist ebenfalls von der Induktion durch BMPs abhéngig (Groves
et al., 1995, Tsarovina et al., 2004). Uberexpression von Gata2 im Brachialnerv
des Huhnes zieht die ektopische Expression des panneuronalen Markers
SCG10 nach sich, jedoch nur eine geringe Induktion der noradrenergen
Genexpression. Die Funktionsblockierung von Gata2 Uber ein dominant-
negatives Konstrukt fuhrt sowohl in vitro als auch in vivo zu verminderter TH-
Expression, die panneuronale Genexpression ist in vitro nicht betroffen
(Tsarovina et al., 2004, Tsarovina et al., eingereicht). Nach Uberexpression von
Phox2b entstehen im Brachialnerv ektopische noradrenerge Neurone, die
ebenfalls Gata2 positiv sind. Da Gata2 nur im geringen Umfang noradrenerge
Eigenschaften induzieren kann und chronologisch nach Phox2b exprimiert wird,
spricht dieses Resultat fir eine Rolle von Gata2 unterhalb von Phox2b im
kreuzregulatorischen Netzwerk (Tsarovina et al., 2004). In Gata3-defizienten
Mausen ist die Grol3e der sympathischen Ganglien (E13,5) und selektiv die TH-
Expression (E11,5) stark reduziert. Neuere Studien in konditionell defizienten
Mausen, in denen Gata3 in bereits differenzierten adulten sympathischen
Neuronen eliminiert wird, zeigen eine Rolle von Gata3 im Uberleben dieser
Neurone. Die Grol3e des SG ist bei allen untersuchten Markern stark reduziert
und eine erh6hte Anzahl apoptotischer Zellen befindet sich im Bereich des SG
(Tsarovina et al., 2004, Tsarovina et al., eingereicht). Zusammengefasst kénnte
Gata2/3, abhangig von zellularen Interaktionspartnern, als Ko-Regulator der

6
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Transkription sowohl noradrenerger als auch panneuronaler Gene fungieren
oder ebenfalls kontextabhangig wichtig fir das Uberleben sympathoadrenerger
Neurone sein. Als Interaktionspartner kommen Phox2b, Phox2a, Hand2 oder

auch noch vollig unbekannte Faktoren in Frage.

HAND2

Hand2 (auch dHand; deciduum, heart, autonomic nervous system, neural crest
derived) ist ein Transkriptionsfaktor mit Helix-Schleife-Helix-Motiv und wird in
den SG des Huhnes chronologisch nach Ascll und Phox2b und vor DBH und
TH exprimiert (Howard et al., 1999, 2000). Die Expression von Hand2 ist BMP-
abhangig. In Ascll- und Phox2b-defizienten Mausen finden sich keine Hand2
exprimierenden Zellen (Howard et al.,, 2000; Pattyn et al., 1999). Hand2 ist
damit im Netzwerk der BMP-induzierten Transkriptionsfaktoren unterhalb von
Ascll und Phox2b einzuordnen. Im Gegensatz zu Gata2 ist Hand2 durch
Uberexpression im Brachialnerv des Huhnes in der Lage noradrenerge
ektopische Neurone zu induzieren (Howard et al., 2000). Frihe Experimente an
Hand2-defizienten Mausen scheiterten am lethalen Herzphanotyp dieser Tiere,
der an E9,5, also vor der Differenzierung sympathischer Neurone, zum Tod
fuhrt (Srivastava et al., 1999). Eine kirzliche Untersuchung in Mausen, in denen
Hand2 konditionell in Neuralleistenabkdmmlingen eliminiert wird, zeigte, dass
fehlende Hand2-Expression zu einer verringerten Anzahl Gata3- und Phox2a-
positiver Zellen fuihrt. Ebenfalls ist die Expression von DBH, TH und Hu, einem
panneuronalen Marker, betroffen. Ascll und Phox2b werden durch die
Eliminierung von Hand2 nicht beeinflusst, ebenso ist das Uberleben der
Neurone im SG nicht betroffen. Ein weiterer wichtiger Befund dieser Studie
zeigt, dass die Anzahl der proliferierenden Neurone im SG durch das Fehlen
von Hand2 stark reduziert wird, jedoch keine Apoptose festgestellt werden kann
(Hendershot et al., 2008). Hand2 interagiert zudem direkt mit Phox2a und
aktiviert synergistisch mit Phox2a den DBH-Promotor (Rychlik et al., 2003; Xu
et al., 2003). Die Funktion von Hand2 auf die noradrenerge Differenzierung und
die Proliferation ist auch in differenzierten Neuronen nachzuweisen (Schmidt et
al., 2009).
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Hand2 ist somit im Netzwerk der BMP-induzierten Transkriptionsfaktoren
unterhalb von Ascll und Phox2b einzuordnen, jedoch mit direkter Wirkung auf
die noradrenergen Markergene und einem bislang nicht weiter charakterisierten

Einfluss auf den Zellzyklus friher sympathischer Neurone.

PHOX2A UND PHOX?2B

Phox2a und Phox2b sind Homdodoméanen-Transkriptionsfaktoren (paired like
homeobox transcription factor 2 a und b; auch Arix fir Phox2a / NBPhox flr
Phox2b), die bereits sehr friih, ab HH-Stadium 18, in den SG exprimiert werden
(Ernsberger et al., 2000). Die DNA-bindende Homéodomane ist bei Phox2a und
Phox2b identisch und in verschiedenen Spezies hochkonserviert (Pattyn et al.,
1997).

Homéodoméne Polyalanin
96 157 240 267

N-Terminus C-Terminus

ABB. 1.4 DOMANENSTRUKTUR DES TRANSKRIPTIONSFAKTORS PHOX2B Das Phox2b-Gen kodiert fiir ein 314
Aminosauren langes Protein mit zwei Doméanen. Die DNA-Bindung erfolgt Gber die Homdodoméne. Sowohl die
Homoodoméne als auch der N-Terminus sind zwischen verschiedenen Spezies hochkonserviert. Mutationen, die zu
einer Verlangerung des Polyalaninbereiches fihren, pradispositionieren zum kongenitalen Hypoventilationssyndrom.

Untersuchungen Ascll-defizienter Mause haben ergeben, dass Phox2a nicht
exprimiert, die Expression von Phox2b jedoch nicht betroffen ist. Phox2b wird
somit Ascll-unabhéangig exprimiert, wahrend die Effekte von Ascll durch
Phox2a vermittelt werden (Hirsch et al. 1998; Pattyn et al., 1999).
Uberexpression beider Phox2-Proteine induziert die Expression noradrenerger
Marker im Brachialnerv (Stanke et al., 1999, 2004). Phox2a-defiziente Mause
zeigen keinen Phanotyp in der sympathischen Differenzierung, da Phox2b die
Rolle von Phox2a kompensiert. In einem eleganten Experimentansatz, in dem
Phox2a in den Phox2b Genlokus eingebracht wurde, konnte gezeigt werden,
dass Phox2b nicht durch Phox2a substituiert werden kann (Morin et al., 1997;
Coppola et al.,, 2005). Phox2b-defiziente Ma&ause zeigen eine ganzliche
Degeneration des gesamten autonomen Nervensystems, reprasentiert durch

das Fehlen subtypspezifischer und panneuronaler Marker (Pattyn et al., 1999).
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Die Uberexpression von Phox2a im Huhn induziert ektopische Phox2b-
exprimierende Zellen (Stanke et al., 1999). Phox2a kann somit Phox2b-
Expression induzieren, obwohl es von Ascll und Phox2b abhangig und damit
unterhalb von Ascll und Phox2b in der Signalkaskade einzuordnen ist. In vitro
konnen Phox2a und Phox2b an den DBH-Promotor binden und dessen
Expression regulieren (Swanson et al.,, 1997; Kim et al.,, 1998; Yang et al.,
1998; Zellmer et al., 1995; Yokoyama et al., 1999; Adachi et al., 2000). Wird
Phox2a oder Phox2b Uber ein dominant-negatives Konstrukt in Primarkulturen
von Neuralleistenzellen bzw. postmitotischen sympathischen Neuronen
blockiert, ist die Expression der TH stark reduziert (Lo et al., 1999; Ridiger et
al., 2009).

Phox2b nimmt also im Netzwerk der BMP-induzierten Transkriptionsfaktoren
eine Schlusselrolle ein. Die Bedeutsamkeit von Phox2b fir die Entwicklung des
autonomen Nervensystems zeigt sich in  humanen Krankheitsbildern.
Veranderungen im Phox2b-Gen, wie Dbeispielsweise Punktmutationen,
Leserasterverschiebungen, Duplikationen oder kompletter Funktionsverlust

fuhren zu Neurocristopathien.

1.6 NEUROCRISTOPATHIEN

Unter Neurocristopathien werden samtliche Krankheitsbilder zusammengefasst,
die auf der fehlerhaften Migration, Reifung und Differenzierung von
Neuralleistenzellen beruhen. Sie koénnen isoliert, haufig auch kombiniert
auftreten (Bolande et al., 1973). Dazu gehdren eine Reihe von
Tumorerkrankungen wie Phaochromozytoma, Karzinome im medullarem Teil
der Schilddriise, neuroendokrine Tumore sowie Neuroblastome (NB). Weitere
nicht Tumor-assoziierte Neurocristopathien sind beispielsweise kongenitale
Hypoventilation (CCHS, congenital central hypoventilation syndrome) und
Morbus Hirschsprung (HSCR, Hirschsprung Cristopathy). Mutationen im
Phox2b-Gen préadisponieren sowohl zur Entwicklung eines NB als auch zu
CCHS und HSCR (Mosse et al., 2004; Amiel et al., 2003; Garcia-Barcelo et al.,

2003). In genetischen Screening-Verfahren wurden Uberwiegend Phox2b-
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Mutationen, die zu einer Verlangerung des Polyalanin-Bereichs des Proteins
fuhren, als hauptursachlich fur die Erkrankung an CCHS identifiziert (Trochet et
al., 2005). CCHS-Patienten leiden unter einer Insuffizienz der autonomen
Kontrolle der Atmung und missen im Schlaf kinstlich beatmet werden.
Untersuchungen an einem CCHS-Mausmodell zeigten kirzlich, dass Phox2b-
exprimierende glutamaterge Neurone des retrotrapezoiden Nukleus komplett
fehlen und somit keine Antwort auf steigende CO,-Konzentrationen im Blut
(Hyperkapnie) stattfindet (Dubreuil et al., 2008). Ursprtinglich wurde Phox2b-
Haploinsuffizienz als Ursache von CCHS diskutiert. Der
Hypoventilationsphanotyp heterozygoter Phox2b-defizienter Mause ist dagegen
sehr mild, was gegen einen einfachen Funktionsverlust spricht (Dauger et al.,
2003). Wabhrscheinlicher ist ein dominant-negativer Effekt der Polyalanin
Phox2b-Mutationen, der durch Aggregation von sowohl mutiertem- als auch von
Wildtyp-Phox2b im Cytoplasma verursacht wird (Trochet et al., 2005). In
weiteren Screening Analysen wurde gezeigt, dass die Wahrscheinlichkeit an
einem Neuroblastom zu erkranken bei CCHS-Patienten mit Phox2b-Mutationen
aulRerhalb des Polyalanin-Bereichs mit 50% sehr viel hoher ist als bei

Verlangerungen des Polyalanin-Bereichs (Berry-Kravis et al., 2006).

1.7 DAS NEUROBLASTOM

Rudolf Virchow beschrieb 1864 erstmalig einen abdominalen Tumor,
bezeichnete ihn aber féalschlicherweise als Gliom. Die ersten Charakteristika
des NB, als Tumor des sympathischen Nervensystems und der Nebenniere,
wurden 1891 vom Pathologen Felix Marchand beschrieben (Beckwith und
Perrin, 1963). Das NB ist der haufigste extracraniale, solide Tumor in der
Kindheit und kann an allen Stellen des sympathischen Nervensystems
auftreten. 65% der NB treten im Abdomen auf, haufig im Nebennierenmark oder
entlang der paravertebralen sympathischen Grenzstrdngen. Seltener finden
sich NB im Nacken- (5%), Brustkorb- (20%) und Beckenbereich (5%)
(Janoueix-Lerosey et al., 2010). Das Bemerkenswerteste am NB ist seine
Heterogenitat. Das klinische Spektrum des NB reicht von spontaner Regression

Uber Differenzierung zu Ganglioneuroma bis hin zu unbehandelbarem tddlichen
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Ausgang (Hoene et al., 2009). Die Einteilung des NB erfolgt nach dem INSS
(International Neuroblastoma Staging System) in 4 Stufen. Sie geben unter
anderem Auskunft Gber den MYCN-Amplifikationsstatus (MYCN), mdgliche
Metastasierung und ob eine Biopsie des malignen Gewebes mdglich ist. Eine
Amplifikation des auf Chromosom 2p24.1 gelegenen MYCN-Protoonkogens ist
in ca. 20% aller NB-Patienten zu finden. MYCN-Amplifikation ist assoziiert mit
fortgeschrittenem Tumorstadium, einer schnellen Tumorprogression und einer

schlechten Prognose (Hoene et al., 2009; Bagatell et al., 2009).

Bereits im Jahr 2003 wurde Phox2b als das erste zu NB pradispositionierende
Gen identifiziert. Mutationen des Phox2b-Gens finden sich in rund 2% der
Patienten mit familiar vererbtem NB. Die geringe Penetration in familiar
vererbtem NB und der Fakt, dass in sporadischem NB bisher nur sehr
vereinzelt Phox2b-Mutationen beschrieben wurden, sprechen gegen eine
Hauptrolle von Phox2b-Mutationen in der Karzinogenese des NB (Trochet et al.,
2003; Mosse et al., 2004; Perri et al., 2005; Fischer et al., 2009). Grundsétzlich
korreliert ausgepragte Expression sympathoadrenerger bzw. cholinerger Marker
mit erhohter Wahrscheinlichkeit eines milden Krankheitsverlaufs. Aufgrund der
Abstammung von autonomen Vorlauferzellen sind weitere Marker wie Phox2a,
Hand2, Gata2/3/4, noradrenerge Markerenzyme wie DBH und TH sowie
cholinerge Marker wie VAChT und VIP in vielen Fallen im Tumorgewebe
exprimiert (Hoene et al., 2009; Voth et al., 2009; Longo et al., 2008; Bourdeaut
et al., 2009). Kirzlich konnte mit ALK (anaplastic lymphoma kinase) ein zweites
zu NB préadisponierendes Gen beschrieben werden (Janoueix-Lerosey et al.,
2008; George et al., 2008; Chen et al., 2008; Bourdeaut et al., 2009). ALK ist
eine Rezeptor-Tyrosinkinase der Insulin Rezeptor-Superfamilie.
Homodimerisierung der extrazellularen Domanen nach Ligandenbindung
aktiviert die Tyrosinkinase-Aktivitat von ALK (Mossé et al., 2009). Pleiotrophin
und Midkin kommen als Ligand in Frage und werden noch kontrovers diskutiert
(Stoica et al., 2001; Stoica et al., 2002). Erhohte ALK-Expressionslevel oder
Mutationen im ALK-Gen, die zu einer konstitutiven Kinaseaktivitat fuhren,
werden sowohl in familiaren als auch sporadisch auftretenden NB gefunden.
Die Penetration von Alk-Mutationen ist mit rund 40% bei familidarem- und rund
8% bei sporadischem NB sehr viel hoher als die von Mutationen in Phox2b

(Janoueix-Lerosey et al., 2008, 2010). Als Signalweg kommen sowohl STAT3,
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AKT/PI3K oder RAS/ERK in Frage, welche Proliferation, Uberleben und
Zellzyklus beeinflussen kdnnen (Mossé et al., 2009). Pharmakologische
Blockade des ALK-Signalwegs fuhrt sowohl in NB-Zelllinien mit erhdhter ALK-
Expression als auch mit konstitutiv aktiven ALK-Mutationen zu
Proliferationsstop und Zelltod (Passoni et al., 2009). Untersuchungen der
Transkriptionsfaktoren Phox2b, Phox2a, Hand2 und Gata2/3/4 beschrankten
sich bisher auf Differenzierungseffekte. Uber eine mogliche Rolle in der
molekularen Kontrolle der Neurogenese in autonomen Ganglien ist wenig

bekannt.

1.8 PROLIFERATIONSKONTROLLE IN FRUHEN SYMPATHISCHEN NEURONEN

Neurogenese beschreibt die Reifung eines Neurons durch asymmetrische
Teilung aus dem Stammzellstadium Uber ein Vorlauferzellstadium. Sowohl im
ZNS als auch in parasympathischen und sensorischen Ganglien teilen sich die
Stamm- und Vorlauferzellen. Mit dem Austritt aus dem Zellzyklus beginnt die
Expression terminaler Differenzierungsgene. Eine Teilung reifer Neurone findet
in diesen Geweben nicht statt. Die Neurone der SG bilden hier eine Ausnahme.
In vitro konnte hier gezeigt werden, dass reife Neurone *H-Thymidin
inkorporierten und gleichzeitig mit Q211, einem Antikdrper gegen ein
Polysialogangliosid auf der Oberflache differenzierter Neurone gefarbt werden
konnten (Rohrer und Thoenen, 1987). In vitro und in vivo wurden
proliferierende, TH-exprimierende Zellen nachgewiesen (Rothman et al., 1978;
Tsarovina et al.,, 2008). Analysen Uber die Proliferationskontrolle dieser

sympathischen Neurone stehen noch aus.

Zwei Klassen von Zellzyklusregulatoren, Zykline und Zyklin-abh&ngige Kinasen
(Cyclin-dependent Kinase, CDK), steuern auf molekularer Ebene die Dauer und
Abfolge der Zellzyklusphasen. Abb. 1.5 zeigt exemplarisch die Kontrolle des G;-
S-Ubergangs durch den  ZyklinD1-CDK4-Komplex. Dieser Komplex
phosphoryliert Rb (Retinoblastoma Protein). Das hyperphosphorylierte Rb
dissoziiert aus dem Komplex mit E2, welches in Folge dessen die Transkription

S-Phasen-spezifischer Gene initiiert (siehe Abb. 1.5).
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Untersuchungen des Zellzyklusaustritts in Geweben des ZNS, wie
beispielsweise dem zerebralen Kortex oder der Retina, identifizierten eine
Reihe von Zyklin-abhangigen Kinase Inhibitoren (Cyclin-dependent Kinase-
Inhibitor, CKI) als wichtige Regulatoren der Neurogenese (Nguyen et al., 2006,
Dyer und Cepko, 2001). CKils fuhren zum Zellzyklusaustritt (Go) wahrend der
G;i-Phase, indem sie spezifisch an Zykline und Zyklin-abhangige Kinasen
assoziieren und deren Phosphorylierung durch ATP verhindern (Nguyen et al.,
2006; Vidal und Koff, 2000). Zwei dieser CKls, p27“** und p57""2 sind
ebenfalls im sich entwickelnden Rickenmark exprimiert (Gui et al., 2006). Sie

verhindern die fur den S-Phasen Eintritt notwendige Phosphorylierung von RbD,

das fur die Transkription S-Phasen spezifischer Gene wie der E2-Faktoren
notwendig ist (Macleod, 1999).

Zellzyklus-
arrest

Zellzyklus-
progression

S-Phasen-spezifische Transkription

ABB. 1.5 EINFACHE DARSTELLUNG DES EUKARYOTISCHEN ZELLZYKLUSSES. In der S-Phase findet die DNA-
Synthese und Genom Duplikation statt. Mit G2 beginnt die Mitose (M) und es entstehen bei symmetrischer Teilung zwei
Tochterzellen. In der G1-Phase entscheidet sich nun, ob die Zelle im Zyklus verbleibt, also eine neue S-Phase beginnt,
oder aus dem Zellzyklus austritt und terminal differenziert (Gg). (modifiziert nach Dyer und Cepko).
Zellzyklusprogression findet durch Phosphorylierung von Rb durch den ZyklinD1/CDK4-Komplex statt.
Hyperphosphoryliertes Rb dissoziiert aus dem E2-Komplex, welches wiederum S-Phasen-spezifische Gentranskription
aktiviert. Die Bindung der CKlIs p27“"* und p57""* an den ZyklinD1/CDK4-Komplex fiithrt zu Zellzyklusarrest (griin:
proliferationsstimulierend; rot: antiproliferativ).

In der Retina ist sowohl in p27“- als auch p57“**-defizienten Mausen die
Anzahl der Zellzyklen erhdht und somit auch das Verhdltnis der einzelnen

Subtypen der Ganglionzellen verschoben (Dyer und Cepko, 2000, 2001). Damit
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Ubereinstimmend konnte ein verfrihter Zellzyklusaustritt von Muller-Glia-Zellen
bei retroviraler p27*'- bzw. von Amakrinzellen bei p57“P%-Uberexpression
festgestellt werden (Dyer und Cepko, 2000, 2001). Dartber hinaus sind beide
CKls Uberwiegend in postmitotischen Zellen exprimiert (Nagahama et al.,
2001).

Uber eine Rolle von p27XP* und p57XP? in der Kontrolle der Proliferation im PNS
ist bisher wenig bekannt. In Wachtel-Neuralleistenzellkulturen sowie in der
noradrenergen CAD-Zelllinie konnte demonstriert werden, dass Phox2a
zusammen mit zyklischem AMP (cAMP) die Expression von p27"! stimuliert
(Paris et al., 2006). Die Uberexpression sowohl von Phox2b als auch der
Phox2-Homoéodoméane alleine fihrt im Neuralrohr des Huhnes zu einer
verminderten Expression der Gene Hes5b und 1d2, die im Neuralrohr Marker fur
unreife, proliferative Neurone sind. Zusatzlich ist die Anzahl BrdU-positiver
Zellen verringert, was fur vermehrten Zellzyklusaustritt spricht (Dubreuil et al.,
2000, 2002). Zudem konnte in einer Neuroblastoma Zelllinie gezeigt werden,
dass Phox2b antiproliferativ wirkt (Raabe et al., 2008).

1.9 ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Im Rahmen dieser Arbeit soll eine mdgliche Rolle des Transkriptionsfaktors
Phox2b in der Tumorgenese des Neuroblastoms untersucht werden. Phox2b ist
ein  Homoodomanen-Transkriptionsfaktor, der essentiell fir die initiale
Entwicklung des autonomen Nervensystems ist und durch den BMP-Signalweg
aktiviert wird (Stanke et al., 1999; Pattyn et al., 1999). Zeitgleich werden eine
Reihe weiterer Transkriptionsfaktoren (Ascll, Phox2a, Hand2 und Gata2/3)
durch den BMP-Signalweg induziert und bilden ein kreuzregulatorisches
Netzwerk, das zur Differenzierung sympathischer Nervenzellen mit
panneuronaler und noradrenerger Genexpression fuhrt. In den vergangenen
Jahren konnte gezeigt werden, dass Mutationen im fir Phox2b kodierenden
Gen zu schweren Stoérungen in der Entwicklung des autonomen Nervensystems
fuhren (Trochet et al., 2003).
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Durch genetische Screening-Analysen von Neuroblastoma-Patienten konnte bei
Tragern einer Phox2b-Mutation eine Pradisposition zur Erkrankung an diesem
Tumor festgestellt werden (Trochet et al., 2003). Neuroblastome entstehen aus
sympathoadrenergen Vorlauferzellen, die genetischen Grundlagen, die zur
Tumorgenese fuhren, sind jedoch unklar. Zwei Kennzeichen tumorartigen
Wachstums sind Entartung und unkontrollierte Teilung von Zellen.
Vorangegangene Untersuchungen zeigten fiir Phox2b sowohl eine Rolle in der
Differenzierung als auch in der Proliferation friher Neurone (Pattyn et al., 1999;
Dubreuil et al., 2002; Raabe et al., 2008).

In der vorliegenden Arbeit sollten nun die Auswirkungen von Phox2b und
Phox2b-Mutationen, die in Patienten zu NB fihrten, auf mitotische,
sympathoadrenerge Vorlauferzellen untersucht werden. Zellen dieses Typs
stellen die Ausgangszellpopulation fur die Tumorgenese des NB dar (Alam et
al.,, 2009). Um die Rolle von Phox2b in dieser initialen Phase der
Tumorentstehung zu verstehen, sollten die Auswirkungen der tumor-
assoziierten Phox2b-Mutationen auf den Differenzierungsstatus, die
Proliferation und das Uberleben in primaren Gewebskulturen untersucht

werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 MATERIAL

2.1.1 HERSTELLERNACHWEISE

HERSTELLER

Amaxa, Koln, Deutschland

Biomol, Hamburg, Deutschland

Boehringer, Mannheim, Deutschland

Difco, Detroit, Michigan USA

Greiner, Frickenhausen, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

MATERIAL

Chicken Nucleofector Kit

Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
(IPTG), 5-bromo-4-chloro-3-indoxyl-
beta-D-galactopyranoside (X-Gal)

Nervenwachstumsfaktor (Nerve
Growth Factor; NGF)

Bacto-Hefeextrakt, Bacto-Trypton,

Bacto-Agar

35 mm Gewebekulturschalen mit 4
Kulturarealen @=10 mm

Taqg DNA Polymerase Kit, T4 DNA
Ligase, 1 kb plus DNA Ladder,
Glutamin
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Eurogentec, Kdln, Deutschland

Life Technologies, Gibco BRL,
Eggenstein, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Messer Griesheim, Frankfurt,

Deutschland

Millipore, Schwalbach, Deutschland

Mobitec, Géttingen, Deutschland

Nunc, Wiesbaden, Deutschland

Polysciences, Warrington, USA

Promega, Mannheim, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Bakterien-Elektroporationskivetten

Agarose, Glutamin Agarose,
Glutamin, Penicilin-Streptomycin-
Ldsung (5000 U/ml, 5000 mg/ml),
fotales Kalberserum (FCS), DMEM,
MEM, F14

Borsaure, Eisessig, MgCly,

CaC|2 X 2 H,0, NaCI, NaHCOs,
MgSO, x 7 H,0, Kaisers Glycerin
Gelatine, Natriumcitrat, NaH,POy,
NazHPO,, Glucose, KCI, KH,HPOy,,
LiCl

CO2, N2

Sterivex-GS 0,22 mm-Filtereinheiten
(Glockenfilter)

Zweitantikorper

35 mm Gewebekulturschalen

Aqua Poly/Mount

pGEMTeasy-Vektor Kit

Plasmid Purification Mini Kit
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Riedel-de-Haen, Seelze,
Deutschland

Roche Diagnostics, Heidelberg,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland

Sigma-Aldrich-Chemie, Taufkirchen,
Deutschland

Stratagene, Amsterdam, Niederlande

Worthington, Freehold, Ohio, USA

Plasmid Purification Midi Kit
PCR Aufreinigungs Kit

Gel Eluation Kit

Ethanol, NaOH, HCI

Ampicillin, DNA Langenstandard,
DIG-Nucleinsaure-Detektionskit,
Restriktionsendonukleasen mit den
zugehdorigen Puffern, Pferdeserum
(HS)

Glycerin, Triton-X100,
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Paraformaldehyd

Ethidiumbromid (EtBr), Isopropanal,
Tween-20 (Polyoxyethylensorbitan-
Monolaureat), Poly-DL-Ornithin
Hydrobromid, DNase I, HEPES,
Dimethylsulfoxid

XL-1 Blue elektrokompetente Zellen,
JM110 elektrokompetente Zellen

Trypsin, Trypsininhibitor
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2.1.2 MEDIEN UND LOSUNGEN

Alle Medien und Losungen werden, wenn nicht anders angegeben, mit

hochgereinigtem H,O (MilliQ-Filtersystem der Firma Millipore) angesetzt.

2.1.3 MEDIEN UND LOSUNGEN FUR ZELLKULTUR

Medium flr sympathische
Ganglienkulturen (5% CO,)

MEM

+10% HS
+5% FCS
+1% Glutamin

+1% Penicillin/Streptomycin

Medium fur Maus-SCG-
Kulturen(5% CO,)

DMEM/F12 (1:1)

+1% N2-Supplement
+1% Glutamin
+0,1%BSA

+1% Penicillin/Streptomycin

Medium fur PC12 Zellen(5% CO,)

DMEM
+ 10% HS

+ 1% Penicillin/Streptomycin

Medium fur SH-SY5Y NB-
Zellen(5% COy)

MEM
+10% FCS

+ 1% Penicillin/Streptomycin

Medium fur DF1-Fibroblasten
(10% CO,)

DMEM
+10% HS

+ 1% Penicillin/Streptomycin
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Poly-(DL)-Ornithin in Boratpuffer

0,5 mg Poly-(DL)-Ornithin pro ml
0,15 M Boratpuffer |6sen, steril
filtrieren

2.1.4 MEDIEN FUR BAKTERIENZELLKULTUR

LB-(Luria Bertani) Medium

LB-(Luria Bertani) Agarplatten

10 g Trypton, 5 g Hefe-Extrakt, 10 g
NacCl in 1| H,O l6sen; autoklavieren

5 g Hefe-Extrakt, 10 g Trypton, 10 g
NaCl, 15 g Agar in 1 | H,O lésen;
autoklavieren und unter RiUhren auf
60°C im Wasserbad abkihlen lassen.
(Bei Selektionsplatten bis auf 37°C
abkihlen lassen und  Ampicillin
hinzugeben) Platten gie3en und bei
4°C lagern

Zur Herstellung von Selektionsmedien oder —platten werden 50 mg/ml

Ampicillin oder eines anderen Antibiotikums hinzugegeben.

2.1.5 LOSUNGEN FUR DIE MOLEKULARBIOLOGIE

50 x TAE-Puffer

0,5M EDTA

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

186,12 g Ethylendiamintetraacetat in
H,O loésen, pH 8,0 mit NaOH-
Platzchen und 1 M NaOH einstellen,
mit H,O auf 100 ml auffullen
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2.1.6 LOSUNGEN FUR DIE IMMUNZYTOCHEMIE

KRH

10 x PBS

PBST

4% Paraformaldehyd in PBS

Farbepuffer

PBS/Glycerin

125 mM NacCl, 4,8 mM KCI, 1,3 mM
CaCl, x 2 H,O, 25 mM HEPES, 1,2
mM MgSO4 x 7 H,0, 1,2 mM KH,POy,

6 mM Glucose, pH 7,3

1,3 M NaCl, 40 mM Na;HPO., 14 mM
KH2POy4, 24 mM KCI, pH 7,3

PBS + 0,1% bis 0,5% Triton

4 g Paraformaldehyd pro 100 ml PBS
bei 60°C I6sen, pH auf 7,3 einstellen

PBS + 0,5% Triton + 5% FCS

PBS / Glycerin 1:1

2.1.7 IMMUNOLOGISCHE REAGENZIEN

AntikOrper/Reagenz

Dapi

anti-Dopamin-3-Hydroxylase
(DBH)

Verdinnung/ Spezies
Inkubation
1:1000/

5 min bei RT

1:500/ Kaninchen

UN bei 4°C

Hersteller

Hoechst,
Frankfurt,
Deutschland

Diasorin,
Dietzenbach,
Deutschland
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anti-Tyrosin-Hydroxylase (TH)

anti-Tujl

anti-Phox2b (H20, N20)

anti-Hand2

anti-mouse Alexa 488, 546,

594

anti-goat / rabbit biotinylated

Strept / Avidin-Cy3 Konjugat

anti-rabbit Alexa 488, 546,594

1:1000 /
30 min bei RT
1:1000 /

30 min bei RT

1:200/
UN bei 4°C
1:200/
UN bei 4°C
1:500/

30 min bei RT

1:200/

30 min bei RT

1:200/

30 min bei RT

1:500/

30 min bei RT

Maus

Maus

Ziege

Kaninchen

Ziege

Esel

Ziege

RT — Raumtemperatur, UN — Inkubation (iber Nacht

Arbeitsgruppe
Rohrer

HiSS
Diagnostics,
Freiburg,
Deutschland

Santa Cruz,
Santa Cruz,
USA

Santa Cruz,
Santa Cruz,
USA

Invitrogen,
Paisley,
England

Diasorin,
Dietzenbach,
Deutschland

Diasorin,
Dietzenbach,
Deutschland

Invitrogen,
Paisley,
England
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2.1.8 DNA-KONSTRUKTE

VERWENDETE VEKTOREN

Plasmid

pCAGGS

PCAGGS?

pBluescript Il SK(+)

pGEM

(T-Easy)

pGEX_5 1

PRSETA

GroRRe

4,8 kb

4,8 kb

3,0 kb

3,0 kb

5,0 kb

2,9 kb

Merkmale

Ampicillin-Resistenz
(AmpR), Chicken beta-
actin/rabbit beta-globin
hybrid promotor

AmpR, Chicken beta-
actin/rabbit beta-globin
hybrid promotor

AmpR, lacZ

AmpR, lacZ, TA-
Klonierungsvektor

AmpR

AmpR

Hersteller

H. Niwa,
Osaka,
Japan

D. Junghans,
Frankfurt,
Germany

Stratagene,
Amsterdam,
Niederlande

Promega,
Mannheim,
Deutschland

B. Schmitt,
Frankfurt,
Germany

B. Schmitt,
Frankfurt,
Germany
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EXPRESSIONSKONSTRUKTE

Plasmid

pCAGGS-eGFP

pCAGGS-engrailed

pCAGGS-Phox2 HD

pCAGGS-Gata2 engrailed

pCAGGS-Phox2b

pPpCAGGS-Phox2b Mutationen

(R100L, R141G, K155X, nt676)

pCAGGS-Phox2b engrailed

pCAGGS-cID2

GrolRe

5,6 kb

5,8 kb

5,0 kb

6,2 kb

6,0 kb

6,0 kb

5,8 kb

6,1 kb

Hersteller

C. Goridis,
Paris,
Frankreich

T. Reiff,
Frankfurt,
Deutschland

C. Goridis,
Paris,
Frankreich

T. Reiff,
Frankfurt,
Deutschland

C. Goridis,
Paris,
Frankreich

T. Reiff,
Frankfurt,
Deutschland

E. Binder,
Frankfurt,
Deutschland

C. Goridis,
Paris,
Frankreich
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pCAGGS-MYCN

pCAGGS-Hand2

pCAGGS-p274F!

2.1.9 OLIGONUKLEOTIDE

RT-PCR PRIMER

6,2 kb
USA

5,7 kb

C. Beltinger,

E. Binder,

Frankfurt,
Deutschland

5,8 kb

P. Politis,
Athen,

Griechenland

Sense Primer (5°-3") Antisense Primer (5°-3") Laborbuch

BDNF | ATAATCTAGATGACCATCCTTTT | ATAATCTAGACTATCTTCCCCTCT ||, S.213
CCTT TAAT

DBH GCACAACCGAGTCTGTCAACAT | CATCGTGGGAACGCAGTTTG I, S.199
C

Hand2 | AAGATCAAAACCCTCCGCCTGG | ATCGCTGCTGCTAACTGTGC I, S.95

GAPDH | AAGGGTGGTGCTAAGCGT GCAGGGGCTCCAACAAAG J.

Stubbusch

ID2 CGCAGAACAAGAAGGTCAGCAA | GGGGGGATAAAGAGCAATCTCG | |, S.122
G

MYCN | CCTAACTCCATCATCATCCAG TCTTCATCATCCTCTTCCTCCTC ||, S.179

p27“P1 | AAGGGAGGGGGAGATGTCAAA | CGGCTTGTGGTTCTGGAAATC I, S.240
C

p75 TGGGGCTCCAAGGAAAAGTG ACCTCGTTCTCTTCGCAGATGG | |, S.260

Phox2a | GGGCGGTTTCCAATACAG GGTGAGGTCGATCTTCAGG I, S.192

Phox2b | GACCACGGCGGTTTGAACGAGA | GGGTGTAAATGTCGGGGTAGTG ||, S.231
AG CGTC

TH GCGGCTACAATGAGAACAACAT | GGCTCGTATTTCACTGAGAAGGG | |, S.199
C

TIx3 CTTCCAGAAGTCGCTCAACG TCAGACGAGGGAGGTGAC I, S.260

TrkA CCCCTCATCATGGTCTTCGA TGTGGATGTCCTGGATGCGC I, S.179

TrkB CTGGTGGACAATCCATTCAAGT | TGGTGCAAAGAATACCGTCAGTT ||, S.179
G C

TrkC ATGCTGCCTATCCGCTGGAT ACAGGTCGTCGTTTTGTGGG I, S.179
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PRIMER ZUR MUTAGENESE

Mutation Sense Primer (5°-3") Antisense Primer (5'-3")  Laborbuch

Phox2b™% | CGCAAGCAGCGGCTCATCCGC | GGTGGTGCGGATGAGCCG | |, S.163
ACCACC CTGCTTGCG

Phox2b™*1¢ | CCTCACAGAGGCGGGAGTCCA | CCACACCTGGACTCCCGCC | |, S.97
GGTGTGG TCTGTGAGG

Phox2bX®>* | GCTAGCACCACCATGTATAAAA | TTATCGATCTGAGCGAAACT | E. Binder
TGGAATATTCCTC TAGCCCG

Phox2b"®"® GCGCTCCGGGGCGGCGGGCC | GGGCCCGCCGCCCAGGAG | |, S.163
C CGC

PRIMER FUR KLONIERUNGEN

Konstrukt Sense Primer (5°-3") Antisense Primer (5"-3") Laborbuch

PRSETA Hand2 | CGCGGATCCATGAGTCT | CCCAAGCTTTCACTGCTTGAG | |I, S.134

GGTGGGGGGC CTCCAGGGCCCA

pGEX5 1 CCGGAATTCATGTATAAA | CCGCTCGAGTCAGAACATAC | 11, S.134

Phox2ph Wt R100L, | ATGGAATATTCTTACC TGCTCTTCAC

R141G, nt676)

pGEX5 1 CCGGAATTCATGTATAAA | CCGCTCGAGCTAGCGAAACT | ||, S.134

Phox2bk155% ATGGAATATTCTTACC TAGCCCG

pGEX5 1 CCGGAATTCATGGGATC | CCGCTCGAGTCATCTAGATTT | ||, S.134

Phox2'P CGGCCTGCATG GGCGCTGG

PRIMER FUR SEQUENZIERUNGEN

Vektor Sense Primer (5-3") Antisense Primer (5"-3") Laborbuch

PpCAGGS | GCCTTCTTCTTTTTCCTACA | TGGTATTTGTGAGCCAG |1, S.112

GC GG

DoPPELSTRANGIGE SIRNA (QIAGEN, HILDEN, GERMANY)

SiRNA Zielsequenz (57-3")
siPhox2b CAAGAACGGAGCGGCCGGCAA
siHand2 CACAGTTAGCAGCAGCGATAA

siLuc (Kontrolle firefly luciferase)

CACCTAGATCCTTTTAAAT
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2.1.100ORGANISMEN

GALLUS GALLUS

Zur Praparation fur Primarkulturen werden sieben Tage (Embryonaltag 7 (E7))
und zwolf Tage (Embryonaltag 12 (E12)) alte Embryonen des Huhnes (Gallus
gallus) verwendet. Die Eier werden bei einer Temperatur von 37°C und einer
Luftfeuchtigkeit von 60% inkubiert. Der Tag des Einlegens wird als EO

bezeichnet.

Mus MuscuLus

Zur Praparation fur Primarkulturen werden zwolf Tage alte Embryonen der
Hausmaus (Mus musculus) verwendet. Der Tag nach der Verpaarung und

positiver Uberpriifung der Trachtigkeit des Weibchens wird als EO bezeichnet.

BAKTERIENSTAMME ESCHERICHIA COLI

JM110 Genetische Marker: RpsL(str') thr, leu, thi-1, lacY, galK, galT,
ara, tonA, tsx, dam, dcm, supE44, D(lac, proAB), (FtraD36,
proAB, lac%ZDM15), Stratagene

XL1-Blue Genetische Marker: RecAl, end Al, gyrA96, thi-1, hsdR17,
SUpE44, relA1l, lac, (F'proAB, lac®ZDM15, Tn10, (tet"))

NEB Turbo C2984, New England Biolabs

27



MATERIAL UND METHODEN

2.2 METHODEN

2.2.1 ARBEITEN MIT ZELLKULTUREN

Zellkulturarbeiten werden in einem separaten Raum in einer Sterilwerkbank
durchgefthrt. Die Kultivierung der Zellen erfolgt in Inkubatoren bei 37°C, 5-10%
CO; und unterschiedlichen Kulturmedien abhangig von den Anforderungen der

entsprechenden Kulturen (siehe 2.1.3).

BESCHICHTEN VON KULTURSCHALEN MIT PoLY-DL-ORNITHIN/LAMININ
SUBSTRAT

Die Kultivierung der Primarkulturen fur die immunhistochemische Analyse
erfolgte in 35 mm Kulturschalen mit 4 Arealen mit einem Durchmesser von 10
mm. Zum Beschichten der Kulturareale werden 100 pl Poly-Ornithin Losung in
jedes Kulturareal pipettiert. Die Kulturschalen werden dann Uber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert. Nicht gebundenes Poly-Ornithin wird am nachsten
Tag durch zwei Waschschritte mit H,O entfernt. Anschlielend trocknen die
Kulturschalen in der Sterilwerkbank und sind, durch Lagerung bei 4°C, fur
mehrere Wochen haltbar. Anschlie3end wird Laminin auf eine Konzentration
von 10 pg pro ml mit PBS verdinnt, je 100 pl dieser Ldsung in jedes Well
pipettiert und fur zwei Stunden inkubiert. Ungebundenes Laminin wird durch
zweimaliges Waschen mit PBS entfernt. Schlief3lich wird 1 ml Medium vorgelegt
und die fertigen Kulturschalen bis zum Ausbringen der Zellen im Inkubator bei
37°C und 5% CO, gelagert.
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PRIMARKULTUREN

PRAPARATION PARAVERTEBRALER SYMPATHISCHER GRENZSTRANGE DES
HUHNES

Das Ei wird mit einer Schere getffnet und der Embryo mit einer Pinzette
entnommen. Der Embryo wird dekapitiert, in eine Petrischale Gberfuhrt und auf
den Rucken gelegt. Mit zwei sehr feinen Pinzetten wird die Bauchdecke
gedffnet. Durch das Entfernen der inneren Organe wird die dorsale Aorta mit
der dahinterliegenden Wirbelséaule sichtbar. Die dorsale Aorta wird mit der
Pinzette angehoben und in rostraler Richtung entfernt. Die sympathischen
Grenzstrange liegen lateral der Wirbelsdule. Mit der Pinzette wird an der
Wirbelsdule entlanggefahren. Durch gleichzeitiges Anheben wird der
sympathische Grenzstrang von der Wirbelsaule gelost und kann

herausprapariert werden.

Die praparierten sympathischen Grenzstrange werden in einer Kulturschale mit

PBS/Glukose (1 mg/ml) gesammelt.

DISSOZIATION

Mit einer silikonisierten Pasteur-Pipette werden die sympathischen
Grenzstrange in ein 15 ml Zentrifugationsréhrchen tberfuhrt. Nach einmaligen
Waschen mit PBS wird der Uberstand abgesaugt. Um die Zellverbande
enzymatisch zu dissoziieren werden 100 ul Trypsin (1:10 in PBS verdinnt)
hinzugegeben. Trypsin ist eine Endopeptidase die zunachst praferentiell Zell-
Zell-Verbindungen der extrazellularen Matrix l6st. Die Inkubationsdauer bei
37°C im Wasserbad hangt hierbei von der Grol3e der Ketten, das heilst vom
Alter der praparierten Embryonen ab. Sympathische Grenzstrange von E7-
Embryonen werden 25 min inkubiert, sympathische Grenzstrénge von E12-

Embryonen 30 min.
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Die Inkubation wird mit 100 ul Sojabohnentrypsininhibitor abgestoppt.
Zusatzlich werden 20 pl DNase-l hinzugegeben, um die bei der
Trypsininkubation freigesetzte genomische DNA zu verdauen.

Die sympathischen Grenzstrange werden einmal mit Medium gewaschen und
durch Triturieren mit einer rundgeschmolzenen, silikonisierten Pasteur-Pipette

mechanisch dissoziiert.

BESTIMMUNG DER ZELLZAHL

Die Zellzahl pro ml wird mit einer Neubauer Zahlkammer bestimmt. Die
Zahlkammer besitzt 16 Quadrate, die komplett ausgezahlt werden. Uber die
folgende Formel lasst sich das Volumen fir die gewiinschte Zellzahl

bestimmen.

Volumen [ul] = gewunschte Zellzahl / (gezahlte Zellen x 10)

TRANSFEKTION UND KULTIVIERUNG DER ZELLEN

Die Transfektion der Zellen durch Elektroporation erfolgt mit dem Amaxa
Chicken  Nucleofector Kit. Dieses Kit bestehnt aus speziellen
Elektroporationskiuvetten, sterilen Pipetten und der Chicken Nucleofector

LOsung.

Bei der Elektroporation wird die Zellmembran durch einen kurzen Elektroschock
permeabel gemacht. Es entstehen kurzzeitig hydrophile Poren in der Membran
des Zellkerns und des Nukleus, durch die Fremd-DNA eingebracht werden

kann.

Das Insert im pCAGGS Plasmid kann durch dessen Beta-Aktin-Promotor in den
transfizierten Zellen des sympathischen Grenzstrangs exprimiert werden.
pCAGGS-GFP dient als Marker fur transfizierte Zellen. Die Wahrscheinlichkeit
einer Kotransfektion liegt bei 88% (Dityateva et al.,, 2003). Als
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Kontrollbedingung dient ein pCAGGS-Plasmid ohne DNA-Insert. Die jeweiligen
Expressionskonstrukte werden zusammen mit pCAGGS-GFP in einem
Eppendorf-Reaktionsgefal im Verhaltnis 2:1 vorbereitet. Bei
Dreifachtransfektionen mit pCAGGS-GFP, einem Expressionskonstrukt und
einer siRNA werden je 1 pg der Nukleotidlésungen verwendet. Die maximal
applizierbare DNA-Menge liegt bei 3 pg. Fur jede Elektroporation werden fir
manuelle Auszéhlungsexperimente 200.000 Zellen bzw. fur RNA- und
Proteinisolationsexperimente 400.000 Zellen eingesetzt. Die
Transfektionseffizienz betragt rund 50%. AnschlieRend werden die Zellen bei
150 g 10 min lang pelletiert. Der Uberstand wird abgesaugt und die Zellen in
100 pl Chicken-Nucleofector Lésung resuspendiert. Anschlielend wird die
Zellsuspension mit den Plasmiden vermengt und in die Elektroporationskivette

pipettiert.

Elektroporiert wird im Amaxa Nucleofector Il Elektroporationsgerat mit dem
Programm G-13, das laut Herstellerprotokoll eine hohe Transfektionseffizienz
fur Nervenzellen aufweist. Nach der Elektroporation werden Uber eine
Dichtegradientenzentrifugation mit 3% BSA in MEM-Medium bei 60 g fur 25 min
die Zelltrimmer entfernt, anschlieBend das Pellet in 500 pl Medium
resuspendiert und ausplattiert. Fur Proliferationsexperimente werden dem
Kulturmedium fur festgelegte Zeitspannen die artifiziellen Nukleotide BrdU bzw.
EdU (Roche bzw. Invitrogen) hinzugefigt. Diese Nukleotide werden von
mitotischen Zellen wahrend der S-Phase des Zellzyklus in ihre DNA inkorporiert

und sind spater immunzytochemisch nachweisbar.

PRAPARATION UND KULTIVIERUNG DES OBEREN ZERVICAL-UND DES
STELLATGANGLIONS DER MAUS (DURCHGEFUHRT VON AFSANEH MAJDAZARI)

Ein bis drei Tage alte Méause (Postnatal 1-3) werden durch intraperitoneale
Injektion von 100 pl Pentobarbital getotet. Der Brustkorb wird mit einer feinen
Schere geotffnet, das Herz perforiert und das ausstromende Blut mit
Papiertiichern aufgesaugt. Die Haut im Halsbereich wird aufgeschnitten und die

Speicheldriisen freigelegt. Durch das Entfernen der Speicheldrise und
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Muskelgewebe werden rechts und links der Luftrohre die Halsschlagadern
(Arteria carotis communis) freigelegt. Unterhalb der Verzweigungsstelle der
Halsschlagader liegt das obere Zervicalganglion. Mit einer Pinzette wird die
Halsschlagader zur Seite geklappt, die drei abgehenden Nervenfasern des
Ganglions mit einer zweiten Pinzette gekappt und das Ganglion
herausgenommen (Higgins et al., 1991). Die zwei Zervicalganglien werden in
Glukoselésung (2 mg/ml) gesammelt und anhaftendes Gewebe entfernt.

Die Stellarganglien liegen seitlich am ersten Brustrippenwirbel in unmittelbarer
Néahe zum Thymus. Zur Praparation der Stellarganglien werden die Rippen und
die inneren Organe des Brustbereiches entfernt. Kaudal werden die Ganglien
durch Entfernen von Muskel- und Bindegewebe freigelegt. Anschliel3end
werden die abgehenden Nervenfasern mit einer Pinzette gekappt und die
Ganglien herausgenommen. Diese werden ebenfalls in die Glukoselésung
Uberfihrt und anhaftendes Gewebe entfernt. Als Vorbereitung zum
Trypsinverdau werden die Zervical- und Stellarganglien entweder zerrupft oder
mit zwei Skalpellen in je vier gleichgrof3e Teile geschnitten.

Das Gangliengewebe wird mit einer silikonisierten Pasteur-Pipette in ein 15 ml
Reaktionsrohrchen uberfihrt. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wird der
Uberstand abgesaugt. Mit 18,9 U Trypsin/ml PBS und 22 U Kollagenase/ml
PBS werden die Zell-Zell-Verbindungen bei 37°C fir 45 min gel6ést. Durch
Zugabe von 10% BSA/ml PBS, Sojabohnentrypsininhibitor (0,02 mg/ml) und
DNase | (0,2 mg/ml) in 1 ml Medium wird der Verdau abgestoppt und die unter

Umstanden freigesetzte genomische DNA verdaut.

Die Ganglienzellen werden zweimal mit serumfreiem Medium gewaschen und
durch Triturieren mit einer rundgeschmolzenen, silikonisierten Pasteur-Pipette
mechanisch vereinzelt. Die Zellzahl pro ml wird mit einer Neubauer
Zahlkammer ermittelt und die gewlnschte Zellzahl berechnet. Die
sympathischen Neuronen werden nach der Transfektion mit dem Small Cell
Number Nucleofector auf poly-DL-Ornithin/Kollagen beschichtete Kulturschalen

ausgebracht und in serumfreiem Medium bei 37°C und 5% CO,, kultiviert.
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2.2.2 IMMUNZYTOCHEMIE

IMMUNFLUORESZENZFARBUNG KULTIVIERTER ZELLEN (ERNSBERGER ET AL.,
1989)

Das Kulturmedium wird abgesaugt und die Zellen kurz in KRH-Puffer
gewaschen. Die Zellen werden anschlieBend fur 15 min mit 4%
Paraformaldehyd in PBS fixiert. Durch zweimaliges Waschen mit PBS wird das
Fixativ entfernt. Eine 20-minitige Inkubation der Zellen in Farbepuffer
permeabilisiert die Zellen und blockt unspezifische Bindungsstellen in den
Zellen. Der Erstantikérper wird wahrenddessen auf Eis vorbereitet. Je nach
Erstantikorper sind wie oben aufgeflihrt verschiedene Inkubationsbedingungen
notwendig. Nach dem Blocken wird der Erstantikérper in einem Volumen von 60
pl pro Kulturareal mit den permeabilisierten Zellen inkubiert. Nach der
Inkubation wird der Erstantikdrper durch zweimaliges Waschen mit PBST
entfernt. Der Zweitantikorper, der artspezifisch an den Erstantikdrper bindet, ist
bei der Immunfluoreszenzfarbung mit einem Fluorophor gekoppelt, das eine
Auswertung am Fluoreszenzmikroskop erméglicht. Pro Kulturareal werden 60 pl
Zweitantikorperlosung fur 30 min inkubiert. Zur Visualisierung des Nukleus wird
Dapi  (4',6-Diamidino-2-phenylindol, Roche) zur Zweitantikbrperlésung
hinzugefugt. Anschlieend werden ungebundene Antikdrper und DAPI-
Reagenz durch zweimaliges Waschen mit PBST und PBS entfernt.
AbschlieRend werden die Kulturareale mit 10 mm Deckglaschen und einem

Tropfen Aqua-Polymount eingedeckelt.

IMMUNFLUORESZENZFARBUNG BRDU- BzwW. EDU-MARKIERTER ZELLEN

Die Fixierung und Permeabilisierung erfolgt wie bereits im vorherigen Absatz
beschrieben. Bei BrdU-markierten Zellen ist eine Denaturierung der DNA mit 2N
HCI far 5 min erforderlich. Die weitere Farbung der markierten Zellen erfolgt
sowohl fur BrdU als auch fir EdJU nach Herstellerprotokoll. Die Denaturierung

der DNA mit HCI zieht ebenfalls eine weitgehende Denaturierung der in den
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Zellen fixierten Proteine nach sich. Eine folgende Detektion niedrig exprimierter
Proteine im Falle von BrdU-Markierung ist somit aufgrund fehlender Epitope fur
Antikorper erschwert. Eine Immunfluoreszenzfarbung nach EdU-Markierung ist

jedoch problemlos méglich.

AUSWERTUNG UND AUFNAHME DER IMMUNFARBUNGEN AM
FLUORESZENZMIKROSKOP

Die statistische Auswertung der Immunfarbungen wird an einem Axiophot 2
Fluoreszenzmikroskop der Firma Zeiss durchgefuhrt. Fur Bildaufnahmen
befindet sich eine Kamera der Firma Visitron Systems am Mikroskop, die mit
einem PC verbunden ist. Mit dem Programm MetaMorph (Visitron Systems)
werden die Daten dann weiterverarbeitet und gesichert. Die Gesamtzellzahl
lasst sich anhand der DAPI-Farbung der Zellen bestimmen. Pro Kulturareal

werden 10 Gesichtsfelder bei 20 facher Vergro3erung ausgezabhit.

Um die Zahl der transfizierten Zellen zu bestimmen, werden in 10
Gesichtsfeldern bei 40facher VergroBerung die GFP-positiven Zellen
ausgezahlt. Zur anteilsmaligen Auswertung proliferierender oder positiver
Zellen fur andere Marker werden ebenfalls GFP-positive transfizierte Zellen
ausgezahlt und der Anteil proliferierender oder Marker positiver Zellen
bestimmt. Hierbei werden auf 10 Gesichtsfeldern GFP-positive Zellen bestimmt

und auf ihre Farbung hin analysiert.

Aufnahmen der Immunfarbungen erfolgten entweder am bereits erwéhnten
Axiophot 2 Mikroskop oder an einem Zeiss Axio Imager 2 mit Apotome Zusatz

und einer Axio-Cam (MRm)-Digitalkamera.

STATISTISCHE AUSWERTUNG DER ROHDATEN

Die statistische Auswertung der Rohdaten erfolgt am Computer in der

Tabellenverarbeitung Microsoft Excel XP und dem Statistikprogramm InStat.
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Fur alle biologischen Grundgesamtheiten kann approximativ eine
Normalverteilung angenommen werden. Zur Uberprifung, ob die Mittelwerte
zweier Grundgesamtheiten differieren wurde deshalb der gepaarte
Zweistichproben t-Test angewendet (Statistik flr Fortgeschrittene, Seminarreihe
gehalten von Prof. Dr. Gaby Schneider, Johann Wolfgang Goethe-Universitat
Frankfurt). Angewendet auf die in dieser Arbeit durchgefihrten Experimente
wirde das bedeuten, dass die Grundgesamtheit der praparierten Neurone in
den betrachteten Parametern normalverteilt ist und durch Transfektion
spezifisch ein Parameter wie z.B. Phox2b-Proteinmenge durch Uberexpression

gegenuber einer Kontrollbedingung veréndert wird.

Soweit nicht anders in der Abbildungslegende beschrieben wurden zur
statistischen Analyse Mittelwerte dreier identisch durchgefiihrter Experimente

verwendet.

2.2.3 ARBEITEN MIT NUKLEINSAUREN

TRANSFORMATION ELEKTROKOMPETENTER BAKTERIEN (FIEDLER UND WIRTH,
1988)

Bei der Elektroporation werden Bakterien kurzzeitig einem Elektroschock
ausgesetzt. Wie auch bei der Transfektion mit dem Amaxa Kit, entstehen in der
Plasmamembran kurzzeitig hydrophile Poren, durch die Plasmide eindringen

kdnnen.

Die elektrokompetenten Bakterien (100 pl Aliquot) werden auf Eis aufgetaut und
2-50 ng/ml Plasmid-DNA hinzupipettiert. Die Bakterien/Plasmid-DNA-L6sung
wird mit der Pipette gemischt und in eine gekuhlte Elektroporationskivette
uberfuhrt. Das Elektroporationsgerat ,Gene Pulser® (Biorad) wird auf 2,5 kV
(Feldstarke 12,5 kV/cm) und 200 W (Pulse Controller) eingestellt. Mit der
Kondensatorkapazitat von 25 pF ergibt sich eine Pulsdauer von 5 ms
(200W x 25uF= 5ms). Nach der Elektroporation werden 800ul LB-Medium

zugegeben und in ein steriles Eppendorf-Reaktionsgefald Uberfihrt. Die
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transformierten Bakterien werden fir eine Stunde bei 37°C inkubiert und
anschlieend je nach Konzentration der verwendeten Plasmid-DNA-L6sung in
unterschiedlichen Mengen auf Selektionsplatten ausgebracht und tber Nacht
bei 37°C inkubiert.

TRANSFORMATION CHEMOKOMPETENTER BAKTERIEN

Die chemokompetenten Bakterien werden ebenfalls auf Eis aufgetaut und 1-50
ng/ml Plasmid-DNA-L6sung hinzupipettiert. Die Bakterien/Plasmid-DNA-L&sung
wird fur 20 min auf Eis inkubiert. Ein Hitzeschock bei 42°C mit einer Dauer von
30 Sekunden im Wasserbad veranlasst die Bakterien, die Plasmid-DNA
aufzunehmen. AnschlieRend werden die transformierten Bakterien in 200 pl LB-
Medium erst fir 10 min auf Eis und dann fur eine Stunde bei 37°C inkubiert. Sie
werden dann je nach Konzentration der Plasmid-DNA-L6sung in
unterschiedlichen Mengen auf Selektionsplatten ausgebracht und tGber Nacht

inkubiert.

TRANSFORMATION VON NEB-HOCHKOMPETENTEN BAKTERIEN

Die Transformation erfolgt wie bereits im vorherigen Abschnitt beschrieben. Es
kann jedoch eine erhohte Plasmid-DNA-LOsungsmenge von bis zu 5 pl
eingesetzt werden. Im Anschluss an die Transfektion werden die Bakterien in
500 pl SOC-Medium inkubiert.

BLAU-WEISS SELEKTION AUF LB-AGARPLATTEN

Anhand der Antibiotikaresistenz konnen die Kolonien erkannt werden, die ein
Plasmid aufgenommen haben. Es kann aber noch keine Aussage daruUber
getroffen werden, ob in diesem Plasmid das zu klonierende DNA-Fragment
enthalten ist. Der verwendete pGEM-Klonierungsvektor ist so konzipiert, dass in
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der multiplen Klonierungsstelle (multiple cloning site; MCS) das lacZ-Gen

integriert ist, welches fur die [3-Galaktosidase kodiert.

Fir LB-Agarplatten mit Blau-Weil3-Selektion werden 4 pl 0,1 M IPTG (Isopropyl-
B-D-thiogalaktopyranosid) in H,O zu den Bakterien gegeben. IPTG aktiviert das
Lactose Operon des lacZ-Gens. Die LB-Agarplatte wird mit 80 pl 2% X-Gal (5-
bromo-4-chloro-3-indoxyl-beta-D-galaktopyranosid) in Dimethylsulfoxid (DMSO)
bestrichen und fur 10 min getrocknet. X-Gal ist ein nicht induzierendes Substrat,
das durch die R-Galaktosidase zu Galaktose und einem blauen Farbstoff
umgesetzt wird. Befindet sich das DNA-Fragment in der multiplen
Klonierungsstelle, ist das lacZ Gen unterbrochen, und die Kolonie auf der Platte
bleibt weil3. Haben die Bakterien ein Plasmid ohne DNA-Fragment, setzen sie
X-Gal durch die 3-Galaktosidase in blauen Farbstoff um, und die Kolonie farbt

sich blau.

VERMEHRUNG VON BAKTERIENSTAMMEN FUR PLASMID-PRAPARATIONEN

Eine einzelne Kolonie wird von den Selektionsplatten mit einer sterilen
Impfnadel in LB-Medium mit Antibiotikum (3 ml fir eine Mini-DNA-Praparation;
50 ml fur eine Midi-DNA-Praparation) dberfiihrt und Uber Nacht bei 37° im

Rundschuttler inkubiert.

PLAsMID DNA-PRAPARATION

Fur die Praparation der Plasmid DNA werden Saulen und Puffer der Firma

Qiagen verwendet und nach deren Protokoll verfahren.

Zunachst wird das Nahrmedium abzentrifugiert und das Pellet im alkalischen
Lysispuffer resuspendiert. Die durch die alkalische Lyse (Birnboim and Doly,
1979; Birnboim, 1983) entstandenen Zelltrimmer und die an die
Plasmamembran gebundene genomische DNA werden durch Zentrifugation

sedimentiert. Die Plasmid-DNA bindet an die Siliziumdioxid-S&ulen, wahrend
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RNA und Proteine durch die Saule laufen. Nach mehrmaligem Waschen wird

die DNA mit Wasser eluiert.

ETHANOL-FALLUNG VON NUKLEINSAUREN (SHAPIRO, 1981)

Durch  Ethanol-Fallung lassen sich  Nukleinsauren aufreinigen und
konzentrieren. Sie bilden in Gegenwart der einwertigen Kationen des
Natriumacetats (3 M, pH 5,2) einen unl6slichen Niederschlag. Zur Fallung der
DNA wird 10% Natriumacetat und das 2,5 fache Volumen reines Ethanol
hinzugegeben. Die Prazipitation der DNA erfolgt dann bei -20°C fir 60-90 min.
Die gefallte DNA wird durch Zentrifugation bei 13000 U/min und 4°C pelletiert.
Der Uberstand wird abgesaugt und das Pellet wird mit 70% igem Ethanol bei
13000 U/min und 4°C gewaschen. AbschlieBend wird der Uberstand

abgesaugt, das Pellet an der Luft getrocknet und in H,O aufgenommen.

PHOTOMETRISCHE DNA-KONZENTRATIONSBESTIMMUNG

Die photometrische Konzentrationsbestimmung wird mit einem Spektrometer
der Firma Nanodrop durchgefuhrt. Prinzipiell funktioniert das Nanodrop-
Spektrometer  wie herkdbmmliche Photometer, indem es das
Absorptionsmaximum der Probe bei 260 nm (ODgsonm) gegenuber einer
Blindprobe misst. Es kommt ohne Kivetten und mit nur 1,5 pl Probenvolumen
aus. Der Computer berechnet aus der Messung automatisch die DNA-

Konzentration in ng/pl und gibt diese auf dem Bildschirm aus.

Zusatzlich misst das Gerat das Absorptionsmaximum bei 280 nm (OD2gonm).
Der Quotient von ODzgonm/ OD2gonm €rgibt ein Verhaltnis, mit dem Aussagen
Uber die Reinheit der Probe getroffen werden kénnen. Bei DNA-Proben liegt

dieses Verhaltnis meist bei 1,8-2,0.
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AGAROSE-GELELEKTROPHORESE

Bei der Gelelektrophorese werden DNA-Strange nach ihrer Grol3e aufgetrennt,
um sie im Vergleich mit bekannten Strdngen zu bestimmen. Agarosepolymere
werden hierzu zu einem Gel vernetzt. Die Gré3e der Poren im Netz ist von der
Konzentration der Agarose abhangig und bestimmt die
Wanderungsgeschwindigkeit der DNA-Strange. Die Agarose wird durch
Erhitzen in der Mikrowelle gelést und nach kurzem Abkuhlen in den Gelschlitten
gegossen. Der Gelschlitten besitzt eine Vorrichtung zum Einsetzen eines
Kammes, mit dem man die GrofRe der Probentaschen bestimmt. Nach der
Polymerisation der Agarose wird der Schlitten in die Gelkammer eingesetzt und
die Kammer mit TAE-Puffer geflllt, bis das Gel komplett Uberdeckt ist. Die

Gelkammer ist mit zwei elektrischen Polen ausgestattet.

Die Proben werden mit Farbepuffer (1/6) vermischt und in die Probentaschen
des Gels aufgetragen. Zusatzlich wird eine so genannte Leiter aus DNA-
Strangen bekannter GroRR3e aufgetragen. Die beiden Pole werden mit einem
regelbaren Transformator verbunden, der auf eine Spannung von 120-160 V

und 150 mA eingestellt werden kann.

Die aufgrund ihrer Phosphatgruppen negativ geladene DNA wandert zur Anode
hin, wobei kleinere DNA-Fragmente schneller durch die Poren wandern. Der
Farbepuffer erlaubt eine visuelle Kontrolle, wie weit das Gel gelaufen ist. Um
die DNA fur eine Auswertung unter ultraviolettem Licht sichtbar zu machen, legt
man das Gel fir 15 min in eine Ethidiumbromid-Lésung (0,5 pg/ml). Das
Ethidiumbromid interkaliert zwischen die Basen und veréandert so sein
Anregungsspektrum (254 nm), so dass es im ultravioletten Licht stark
fluoresziert. Zur Auswertung wird das Gel auf einem UV-Tisch fotografiert.
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RESTRIKTIONSSPALTUNG VON DNA

Zur Linearisierung und zur Uberpriifung der DNA-Sequenz eines Plasmids kann
dieser an definierten Stellen von Restriktionsenzymen gespalten werden. Fur
die Restriktionsspaltung kann, je nach Bedarf, eine variable Menge DNA
eingesetzt werden. 1 Unit (U) eines Restriktionsenzyms kann im vom Hersteller
vorgeschriebenen Puffer bei 37°C pro Stunde 1 pg DNA spalten. Um die
Spaltung eines DNA-Fragmentes oder Linearisierung eines Plasmids zu
Uberprufen, entnimmt man dem Verdau eine Probe und trennt sie durch

Gelelektrophorese auf.

AUFREINIGEN VON DNA UBER EIN AGAROSEGEL

Die Aufreinigung von DNA erfolgt Uber ein Agarosegel mit verbreiterten
Taschen. Auf dem UV-Tisch wird das DNA-Fragment mit einem Skalpell aus
dem Gel ausgeschnitten und in ein Eppendorf-Reaktionsgefald tberfuhrt. Die
Extraktion geschieht Uber Saulen und Puffer der Firma Qiagen und wird nach
Protokoll des Herstellers durchgefuhrt. Zunachst wird das Gelstick mit
Diffusionspuffer bei 50°C fur 10 min inkubiert. Die Agarose geht in Lésung und
der Inhalt des Eppendorf-Reaktionsgefdles wird auf eine Sé&ule mit
Silicagelmatrix aufgetragen. Bei der folgenden Zentrifugation wird die geldste
Agarose abgetrennt und nach zwei Waschritten das DNA-Fragment mit H,O

eluiert.

POLYMERASE-KETTEN-REAKTION (SAIKI ET AL., 1988)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (,polymerase-chain-reaction PCR) dient zur

selektiven Amplifikation bestimmter Nukleinsauresequenzen.

Das Verfahren der PCR macht sich den Umstand zu Nutze, dass die DNA-
Polymerase zum Synthesestart einen Primer bendtigt. Die Primer haben meist

eine Lange von 18-24 bp und kdnnen in beliebiger Sequenz hergestellt werden.
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Um einen doppelstrangigen DNA-Abschnitt zu amplifizieren wird ein
komplementarer Primer zur ,sense“ (kodogenen) Richtung sowie ein

komplementarer Primer zur ,antisense“ (nicht kodogenen) Richtung gewahit.

Beim ersten Schritt der PCR wird der DNA-Doppelstrang bei einer Temperatur
von 94°C denaturiert. Die beiden Strange l6sen sich voneinander, so dass im
zweiten Schritt die Primer bei einer niedrigeren Temperatur an die
komplementare Sequenz am Einzelstrang hybridisieren kdnnen. Die
Temperatur ergibt sich aus dem G-C und A-T Gehalt der Primer. Die DNA-
Polymerase beginnt mit der Synthese des Stranges. Bei der PCR kommt eine
spezielle DNA-Polymerase aus dem thermophilen Bakterium (Thermus
aguaticus) zum Einsatz, die bei 94°C nur sehr langsam denaturiert. Thermus
aguaticus lebt in Geysiren und heiRen Quellen bei denen die

Umgebungstemperatur bis 110°C betragen kann.

Ihre optimale Arbeitstemperatur betragt 72°C. Durch die Elongation werden aus
den Einzelstrangen wieder Doppelstrange. Beim nachsten Zyklus von
Denaturierung der Doppelstrange, Hybridisierung der Primer und Elongation der
DNA-Polymerase koénnen die neu hinzugekommenen Strédnge wieder als
Matrize dienen, womit die Zahl der Strange exponentiell ansteigt. Durch eine
hohe Anzahl von Synthesezyklen kénnen DNA Abschnitte bis zu 10°fach

vervielfaltigt werden

LIGATION VON DNA-FRAGMENTEN MIT DER T4-DNA-LIGASE

Fur eine Standard-Ligation werden 30-100 ng eines linearisierten Vektors und
die 2-5 fache molare Menge des zu klonierenden DNA-Fragments bendétigt. Die
Ligation erfolgt Uber Nacht bei 4°C mit den Pufferbedingungen des
Herstellerprotokolls in einem 10 pl Ansatz mit 1 U T4-DNA-Ligase. Die T4-DNA-
Ligase katalysiert die Phosphodiesterbindungen von einer freien 5 -Phosphat-
Gruppe und einer 3"-Hydroxyl-Gruppe (Bolivar et al., 1977). Als Co-Substrat
bendtigt sie dATP.
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DNA-SEQUENZANALYSE

Die DNA-Sequenzanalyse wird von der Firma MWG-Biotech durchgefihrt.
Hierfir muss ein pg der DNA in einer Vakuum-Zentrifuge lyophilisiert und fur

das Insert passende Primer ausgewahlt werden.

MUTAGENESE

Die Mutagenese Reaktionen zur Herstellung der Phox2b Mutanten wurden mit
dem Quick Mutagenesis Kit (Stratagene) durchgefiihrt. Hierbei wird eine
Aminosaurensubstitution tber die Veranderung der Template DNA (in diesem
Fall Phox2b™) auf Nukleinsaureebene erreicht. Dafiir werden zwei Primer so
geschaffen, dass sie die entsprechende Nukleinsaure als ,Mismatch“ tragen.
Die langen Uberhdnge garantieren eine Hybridisierung mit dem, durch
bakterielle Expression methyliertem-, DNA-Template. Bei der PCR-Reaktion
werden dann unmethylierte Nukleotide verwendet, so dal? die amplifizierten
Plasmide mit Mutationen unmethyliert sind. Uber einen Dpnl-Verdau wird im
Anschluss an die PCR-Reaktion methyliertes Template abgebaut. Nach dem
Verdau wird die DNA dann wie bereits beschrieben in elektro- oder

chemokompetente Bakterien transformiert.

RNA-ISOLIERUNG AUS ZELLKULTUREN UND GEWEBE SYMPATHISCHER
GANGLIEN

Zur lIsolierung der RNA wird das RNeasy-Mini-Kit (Qiagen) verwendet. Zu
Beginn wird der RLT-Lysispuffer mit 1% B-Mercaptoethanol versetzt. Fir die
RNA-Isolation werden die adharenten Zellen mit einem sterilen Zellkratzer vom
Substrat geldst und bei 150 g fur 15 min bei 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand
wird abgesaugt und verworfen. Das Zellpellet wird in 350 pl RLT-Puffer
resuspendiert und danach wird nach dem Herstellerprotokoll verfahren. Das

Zelllysat wird auf Aufreinigungssaulen gegeben und schliefilich in 30 pl RNAse-

42



MATERIAL UND METHODEN

freiem H,O eluiert. Nicht unmittelbar zur cDNA-Synthese verwendete RNA wird

bei -20°C gelagert.

REVERSE TRANSKRIPTION

Die cDNA Synthese wird mit Hilfe des Enzyms Super Script Ill Reverse-
Transkriptase Kit (Invitrogen) nach Herstellerprotokoll durchgefuhrt. Es stellt
einen doppelstrangigen RNA-/DNA-Hybrid her. Als Primer kommen Oligo-dT-
Nukleotide zum Einsatz. Die Primerhybridisierung erfolgt bei 65°C fur 5 min.
Die reverse Transkription findet dann bei 55°C fiur eine Stunde im Wasserbad
statt. Schlie3lich wird die reverse Transkriptase bei 72°C fur 5 min inaktiviert.
Die cDNA wird mit dem PCR-Purification-Kit (Qiagen) aufgereinigt, um

anschlieBend in der semiquantitativen PCR-Reaktion verwendet zu werden.

SEMIQUANTITATIVE ANALYSE DER GENEXPRESSION

Die semiquantitative Analyse der Genexpression wird mit durch reverse
Transkription hergestellter cDNA durchgefihrt. Mittels konventioneller PCR-
Gerate (Eppendorf) wird die cDNA des Zielgens amplifiziert und nach
unterschiedlichen Zykluszahlen wird eine Probe der PCR von 10pl enthommen.
Per Agarosegelektrophorese  wird anschlieBen das Amplikon mit
Ethidiumbromid visualisiert. Bei der Enthahme von Proben muss errechnet
werden, ob sich die PCR in der exponentiellen Amplifikationsphase des
Templates befindet. AnschlieBend wird eine Digitalfotografie des Agarosegels
densitometrisch analysiert. Hier zu kommt die Software Scion Image 4.03
(Scion Corporation) zum Einsatz. Als Gleichladungskontrolle wurde die
Expression der GAPDH untersucht und die Expression der verschiedenen

Gene als Quotient der GAPDH-Expression tber Excel (Microsoft) errechnet.
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2.2.4 ARBEITEN MIT PROTEINEN

PROTEIN-ISOLATION AUS ZELLKULTUREN

Die Zellen werden auf Eis mit kaltem PBS gewaschen und mit einem
Zellschaber (Fa. Greiner) von der Kulturschale abgeldst. Durch Zentrifugation
fur 10 min bei 150 g und 4°C werden die Zellen pelletiert. Das Zellpellet wird in
RIPA-Lysispuffer (20 mM Tris-HCI, pH 7,4; 150 mM NaCl; 1 mM NazVO,; 1mM
EDTA; 1 mM EGTA, 1% Triton; 2,5 mM Na-Pyrophosphat, 1 mM [3-
Glycerolphosphat; 1 mM PMSF; 1 ug/ml Leupeptin) resuspendiert und fur 10
min auf Eis inkubiert. Durch Zentrifugation (13.000 x g, 10 min, 4°C) wird das
Proteinlysat im Uberstand von unldslichen Zellbestandteilen im Pellet getrennt.

Anschliel3end erfolgt eine Proteinkonzentrationsbestimmung nach Lowry.

PROTEIN-ISOLATION AUS GEWEBE

Im Gegensatz zur Protein-Isolation aus Zellkulturen wird das Gewebe nach der
Praparation mit einem Homogenisator (Xenox) in einem gekihlten Raum
mechanisch aufgeschlossen. Der Aufsatz des Xenox-Homogenisators passt
exakt in den konischen Teil eines 1,5 ml Reaktionsgefal3es und garantiert so
eine sehr gute Homogenisierung des Gewebes. AnschlieBend wird das
Homogenat zentrifugiert, in RIPA-Lysispuffer aufgenommen und weiter

verfahren wie im vorherigen Absatz.

KOMPLEX-IMMUNPRAZIPITATION (CO-IP)

Bei der Co-IP werden Proteinkomplexe mittels spezifischen Antikdrpern aus
Proteinlysaten isoliert und Uber Agarose-Kugeln (Roche) in einem gekihlten
Raum (4°C) aufgereinigt. Hierzu wird das gesamte Proteinlysat (RIPA

Lysispuffer, Input Kontrolle) vorerst ohne Antikdrper mit Protein-G-Agarose-
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Kugeln inkubiert, um unspezifische Bindungen zwischen Proteinen des Lysats
und der Protein-G-Agarose auszuschlieRen. Nach Zentrifugation wird der
gereinigte Uberstand (Uberstand Kontrolle) zuerst tiber Nacht unter konstantem
Schitteln  mit dem Antikoérper (anti-Hand2, Santa Cruz, USA, 1:1000,
Kaninchen) inkubiert. Am zweiten Tag wird das Lysat mit den Protein-G-
Agarose-Kugeln fir 4 h wunter konstantem Schitteln inkubiert. Nach
mehrmaligem Waschen mit Lysispuffer und PBS (Wasch-Kontrolle) und
Abzentrifugieren wird der Uberstand ber den Agarose Kugeln verworfen.
Anschliel3end kdnnen die Bestandteile der isolierten Komplexe per SDS-PAGE

und Western-Blot analysiert werden.

SDS-POLYACRYLAMID-GELELEKTROPHORESE (SDS-PAGE)

Die Protein-Proben werden mit 4x-Probenpuffer (250 mM Tris/HCI pH 6.8, 8%
SDS, 40% Glycerin, 0,04% Bromphenolblau, 0,1% [B-Mercaptoethanol) versetzt
und 5 min bei 94°C gekocht. Die Auftrennung der Proteine nach
Molekulargewicht erfolgt mittels diskontinuierlicher SDS-PAGE nach Laemmli,
wobei die Proteine zunachst durch ein Sammelgel (1 M Tris-HCI, pH 6,8; 0,4%
SDS, 8% Polyacrylamid) horizontal fokussiert werden, um dann mit Eintritt in
das Trenngel (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8; 0,4% SDS, 12% Polyacrylamid) der
GroRRe nach separiert zu werden. Die GréRenbestimmung erfolgt anhand eines
Standards, welcher farblich markierte Proteine bekannter GroRR3e enthélt
(Fermentas Spektra). Verwendet wird das Gelelektrophoresesystem Mini
Protean Il (BioRad). Die Separation der Proteine erfolgt bei 100 V Spannung fur
ca. 50 min. Als Laufpuffer wurde 0,25 M Tris, 0,96 M Glycin und 1% SDS

verwendet.

TRANSFER VON PROTEINEN AUF MEMBRANEN (WESTERN-BLOT)

Beim Western-Blotting werden elektrophoretisch aufgetrennte Proteine aus dem

Trenngel auf eine Polyvinylidenfluorid- (PVDF, BioRad) oder Nitrocellulose-
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Membran transferiert und dort immobilisiert. Der Transfer der Proteine auf die
Membran erfolgt durch Anlegen eines elektrischen Feldes, das orthogonal zum
Trenngel verlauft. Die negative Ladung der Proteine durch SDS ubertragt die
Proteine im elektrischen Feld aus dem Trenngel auf die jeweilige Membran. Die
Bindungsstellen der PVDF-Membranen werden durch 5 minitiges Schwenken
in Methanol aktiviert. Anschliel3end wird das Gel mit der jeweiligen Membran
zwischen 2 Whatman Papieren in Transferpuffer (0,05 M Tris; 0,038 M Glycin;
0,1% SDS; 20% Methanol; pH 8,8) in korrekter Orientierung vertikal zwischen
zwei sog. ,scotch pads“ in die Wet-Blot Apparatur (BioRad) eingehangt. Der
Proteintransfer erfolgt fir 75 min bei 100 V und 4°C oder UN bei 10 V und
Raumtemperatur (RT). Der Nachweis gebundener Proteine erfolgt

immunzytochemisch.

IMMUNZYTOCHEMISCHER NACHWEIS VON PROTEINEN AUF MEMBRANEN

Der Nachweis von transferierten Proteinen auf PVDF- oder Nitrocellulose-
Membranen erfolgt unter Verwendung spezifischer Antikérper gegen das zu
untersuchende Protein. Diese werden zunéchst durch Inkubation mit 5%
Magermilchpulver in TBS/Tween (TBST; 50 mM Tris-HCI, pH 8; 150 mM Nacl;
2,5 mM KCI; 0,1% Tween-20) fur eine Stunde bei RT geblockt. Anschlie3end
wird der Antikoérper (1:1.000-1:10.000) in TBST/5% Magermilchpulver Uber
Nacht bei 4°C unter konstantem Schuitteln inkubiert. Nach mehrmaligem
Waschen der Membran mit TBST erfolgt die Inkubation mit einem
speziesspezifischen Meerettichperoxidase-gekoppeltem Zweitantikorper (HRP
von horseraddish-peroxidase, 1:1000-1:100.000), welcher gegen den Fc-Teil
des Erstantikbrpers gerichtet ist. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit
TBST wird das zu untersuchende Protein durch Inkubation mit ECL-Reagenz
(Amersham) nachgewiesen, die zur Emission von Chemilumineszenz des
Zweitantikorpers fuhrt. Diese wird in der Dunkelkammer mit speziellen Filmen
(Agfa) nachgewiesen und mit einer Entwicklungsmaschine (Agfa) visualisiert. In
der folgenden Tabelle sind alle im Western-Blot verwendeten Antikorper

aufgelistet.
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Antikorper Verdinnung Spezies Herkunft
anti-Phox2b 1:1000 Kaninchen C. Goridis
anti-Hand2 1:1000 Kaninchen Santa Cruz
anti-rabbit HRP 1:30000 Esel Diasorin

2.2.5 REPORTERGENASSAYS

TRANSFEKTION VON DF1-ZELLEN BzW. HEK293T-ZELLEN

Die Transfektion mit Effectene wird nach Vorschrift des Herstellers (Qiagen,
Hilden, Deutschland) vorgenommen. Auf eine Kulturschale mit 6cm
Durchmesser kann max. 1 pg Plasmid DNA eingebracht werden. Die
Transfektionseffizienz ist bei Fibroblasten mit rund 30% transfizierten Zellen

relativ hoch.

LUCIFERASE-REPORTERGEN-ASSAY

Mit Reportergen-Systemen kann unter anderem der regulative Einfluss
potentieller Transkriptionsfaktoren auf die Transaktivierung spezifischer
Promotoren in vitro untersucht werden. Hierzu wird der zu untersuchende
Promoter oder Promoterbereich vor ein so genanntes Reportergen kloniert,
wodurch dessen Expression unter die genetische Kontrolle dieses Promoters
gebracht wird. Das Enzym Luciferase ist ein haufig verwendetes Reportergen,
da die Synthese der Luciferase durch Inkubation des Zelllysats mit deren
Substrat Luciferin in einer Enzymreaktion resultiert, die luminometrisch
bestimmt wird. Die Transaktivierung des Promoters kann somit indirekt
quantifiziert werden. Fur die durchgefiihrten Reportergen-Studien werden DF1-
Huhnfibroblasten verwendet, die mit einem Luciferase-Reportergen-Plasmid
unter der Kontrolle eines 1 kb langen Fragments des DBH-Promotors (von J.

Amiel) transfiziert werden. Die Renilla-Luciferase wird als Zellzahl- und
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Transfektionskontrolle kotransfiziert. 48 h nach der Transfektion erfolgt die
Analyse mit dem DualGlo-Kit (Promega) in einem Luminometer (Promega). Im
ersten Schritt wird hierbei die Aktivitat der Luciferase bestimmt, in einem
zweiten Schritt erfolgt die Messung der Renilla-Luciferase-Aktivitat. Die Aktivitat
ergibt sich aus dem Quotienten der Renilla-Luciferase und der gemessenen
Luciferase-Aktivitat der einzelnen Proben, normalisiert an der Kontrollbedingung

mit leerem Expressionsvektor.

48



ERGEBNISSE

3 ERGEBNISSE

3.1 UNTERSUCHUNGEN ZUR ROLLE VON PHOX2B UND NEUROBLASTOMA-
PHOX2B-MUTATIONEN IN DER DIFFERENZIERUNG UND PROLIFERATION
SYMPATHOADRENERGER VORLAUFERZELLEN

Der Homooddoméanen Transkriptionsfaktor Phox2b spielt in der Entwicklung des
autonomen Nervensystems eine essentielle Rolle. In Phox2b-defizienten
Mausen ist die Entwicklung aller sympathischen, parasympathischen und
enterischen Ganglien gestort (Pattyn et al., 1999). Spatere Arbeiten lieferten
Hinweise darauf, dass Phox2b zuséatzlich eine Rolle in der
Proliferationskontrolle einnehmen kénnte (Dubreuil et al., 2002; Raabe et al.,
2008). Sympathoadrenerge Neurone der paravertebralen sympathischen
Grenzstrange nehmen bezlglich der Proliferation neuronaler Gewebe eine
Sonderstellung ein, da sie trotz der Expression von neuronalen
Differenzierungsmarkern weiterhin mitotisch sind (Rohrer und Thoenen, 1987,
Tsarovina et al., 2008; Hendershot et al., 2008). Das NB ist ein neuroendokriner
Tumor, der aus Zellen des autonomen Nervensystems entsteht. 65% der NB im
Retroperitonealraum entstehen aus immaturen Zellen der paravertebralen
sympathischen Grenzstrange oder der Nebenniere (Roy et al., 2009).
Heterozygote Mutationen im Phox2b-Gen pradisponieren zur Entwicklung eines
NBs. Um die Rolle des Transkriptionsfaktors Phox2b und der Mutationen im
Phox2b-Gen zu untersuchen, wurden zunachst die NB-Phox2b-Mutationen
durch Mutagenese hergestellt und spater deren Rolle in der Differenzierung und

Proliferation in immaturen sympathischen Neuronen des Huhnes analysiert.

3.1.1 HERSTELLUNG VON PHOX2B-MUTATIONEN DURCH MUTAGENESE

Mutationen im Phox2b-Gen pradisponieren zur NB-Entwicklung. Um den

Wirkungsmechanismus von Phox2b-Mutationen in unreifen sympathischen
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Vorlauferzellen zu untersuchen, wurden zunachst in der Literatur Mutationen
von NB-Patienten im Phox2b-Gen gesucht. Die untersuchten Phox2b-
Mutationen beruhen auf Einzelnukleotidaustausch (single-nucleotide-exchange,
SNE) oder einer Leserasterverschiebung aufgrund einer Deletion. Die
Phox2b™®". sowie die Phox2b™*'®- und Phox2b"!***-Mutation beruhen auf
SNE, die zu Veranderungen innerhalb der Homéodomane fihren (Trochet et
al., 2004, Weese-Mayer, 2004). Bei R100L und R141G wird Arginin durch
Leucin bzw. Glyzin substituiert, wahrend die K155X Mutation zu einem
trunkierten Protein fuhrt, dem ein kleiner Teil der Homdodoméane und der
komplette C-Terminus fehlt. Die Phox2b®"®*®“-Mutante wird durch Deletion
eines Nukleotids verursacht, welche zu einer Leserasterverschiebung
(frameshift) fuhrt (siehe Abb. 3.1).

Phox2b** | Homsodomane | | Polyalanin |

96 157 240 267
R100L

Phox2b?100t I F‘)méodomﬁne I I Polyalanin I

96 157 240 267
R141G

Phox2b?1416 | Homsodomgne | | Polyalanin |

96 157 240 267
K155X

Phox2bX135% I Homéodoméne I

96

676delG - frameshift

Phox2 b676delG I Homoéodomane I
96 157

Phox2HDen anrailed-Repressorl Homéodomine I

ABB. 3.1 PHOX2B KONSTRUKTE Die schematisch dargestellten Phox2b Konstrukte wurden aus Neuroblastoma-
Fallstudien selektiert. Uber Mutagenese wurde die Nukleotidsequenz des murinen Phox2b™ so veréndert, dass die
entsprechenden Aminosauren translatiert werden. Die Mutagenese wurde mit pPCAGGS-Phox2b durchgefihrt.

Durch ortspezifische Mutagenese Uber Primer, welche die SNE oder die

Deletion enthalten, wurden Mutationen in die murine Isoform von Phox2b im
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pCAGGS-Vektor eingefligt. Die Interspezies-Sequenzhomologie wurde mit dem
Programm ClustalX2 (Version 2.0.11) berechnet. Die Phox2b-Proteinsequenz
ist bei Homo sapiens sapiens und Mus musculus zu mehr als 99% homolog.
Die Proteinsequenzen der Homododoméne und des N-Terminus sind von
Xenopus laevis Uber Gallus gallus, Mus musculus und Rattus norvegicus bis hin

zum Menschen ebenfalls stark konserviert.

Phox2™"™®" st ein Fusionsprotein der Phox2a-Homéodomédne mit dem
Drosophila melanogaster Engrailed-Repressor (E. Binder, Frankfurt, siehe Abb.
3.1). Die Phox2a-Homdodomanen-Proteinsequenz ist identisch zur Sequenz
der Phox2b-Homdodomane. Eine Fusion von Transkriptionsfaktoren mit dem
Engrailed-Repressor fuhrt zu dominant-negativen Fusionsproteinen, die die
Transkription der Zielgene blockieren (Vickers et al., 2002, Markel et al., 2002).

3.1.2 EXPRESSIONSNACHWEIS DER PHOX2B MUTATIONEN IN FIBROBLASTEN

Um die Expression der Phox2b-Varianten zu verifizieren, wurden
immortalisierte Huhnfibroblasten (DF1-Zellen) mit den pCAGGS-Phox2b
Varianten transfiziert. DF1-Zellen exprimieren kein Phox2b. Nach 48 h in Kultur
wurde die Expression sowohl auf mRNA per RT-PCR, als auch auf
Proteinebene immunhistochemisch nachgewiesen. Nahezu alle transfizierten
pCAGGS-Konstrukte konnten durch RT-PCR und Immunhistochemie
nachgewiesen werden (siehe Abb. 3.2). Allerdings zeigte die Frameshiftmutante
Phox2b™76%®C nur eine partielle Kernlokalisation. Die Intensitat der Phox2b-
Farbung war starker als die Hintergrundfarbung nicht-transfizierter Zellen,

jedoch deutlich schwéacher als die Farbung der anderen Konstrukte.
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ABB. 3.2 EXPRESSIONSNACHWEIS IN DF1-ZELLEN Huhnfibroblasten wurden mit den pCAGGS-Phox2b Varianten
transfiziert und nach 48 h in Kultur wurde die Expression sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene nachgewiesen.

3.1.3 EXPRESSIONSNACHWEIS DER PHOX2B MUTANTEN IN SYMPATHISCHEN
NEURONEN

Zusatzlich  zum  Expressionsnachweis in  Huhnfibroblasten  wurden
paravertebrale sympathische Grenzstrange aus E7 Huhnembryos prapariert.
Die paravertebralen sympathischen Grenzstrange bestehen in diesem Stadium
der Entwicklung zu tber 90% aus immaturen sympathischen Vorlauferzellen
und einem geringen Anteil glialer Zellen (Rohrer und Thoenen, 1987). Zum
Nachweis der Uberexpression der Phox2b-Varianten in sympathischen
Vorlauferzellen wurden diese durch Elektroporation mit den verschiedenen
Phox2b-Varianten transfiziert. Zum Nachweis der Transfektion wurde pCAGGS-
GFP koelektroporiert. Die Wahrscheinlichkeit einer Doppeltransfektion zweier
verschiedener Expressionsvektoren liegt bei dieser Form der Elektroporation

bei 88% (Dityateva et al., 2003).
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ABB. 3.3 EXPRESSIONSNACHWEIS DER PHOX2B-VARIANTEN IN IMMATUREN SYMPATHISCHEN NEURONEN
DES EMBRYONALTAGS 7 Paravertebrale sympathische Grenzstrange von E7-Huhnembryonen wurden prépariert,
dissoziiert und mit den Phox2b-Varianten transfiziert. Nach 48 h wurde die Expression immunhistochemisch untersucht.
Alle Phox2b-Konstrukte (B-G) wiesen eine héhere Immunfluoreszenz auf als nicht-transfizierte (GFP/Phox2b") oder
Kontrollbedingungen (A). (A-G anti-Phox2b, A*-G” anti-GFP, A”-G” DAPI, A”"-G”"" Uberlagerung der Farbkanéle
(merge), Maf3stab = 20 pm)

Die neuronale Identitat der analysierten Zellen wurde morphologisch entweder

Uber GFP-Farbung oder udber Phasenkontrastmikroskopie ermittelt. Zur
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Feststellung der Gesamtzellzahl wurde mit dem Kernfarbereagenz DAPI
histochemisch der Nukleus gefarbt. Eine immunhistochemische Markierung des
Phox2b-Proteins Uber spezifische Antikorper zeigte in der Kontrolle eine
deutliche Kernlokalisation (siehe Abb. 3.3, A). Diese Antikérper binden
spezifisch an die Homéodomane von Phox2b. Wurde eine der Phox2b-
Varianten kotransfiziert, zeigte sich eine erhohte Immunfluoreszenzintensitat,
die Ruckschlusse auf ein erhdohtes Vorkommen von AntikGrper-markiertem
Phox2b-Protein zulasst (siehe Abb. 3.3, B-G). Die Immunfluoreszenzintensitat
ist starker als die Kontroll-transfizierter GFP*-Neurone (siehe Abb. 3.3, A) und
GFP-negativer nicht-transfizierter Zellen (siehe Abb. 3.3, B-G). Diese Daten
sowie auch die Daten aus der DF1-Zelltransfektion lassen sowohl auf eine
korrekte Expression als auch auf eine Kernlokalisation der Phox2b-Varianten

schliel3en.

3.1.4 SYMPATHOADRENERGE VORLAUFERZELLKULTUREN ALS MODELLSYSTEM
FUR PROLIFERATIONSKONTROLLE

Sympathoadrenerge Neurone der paravertebralen sympathischen
Grenzstrange aus E7-Huhnembryos proliferieren in vitro (Rohrer und Thoenen,
1987; Zackenfels et al., 1995). In frUheren Arbeiten konnte gezeigt werden,
dass Neurone in den SG die Rezeptortyrosinkinase trkB exprimieren.
Aktivierung des trkB-Rezeptors mit dem Liganden BDNF fuhrt zu einem starken
Anstieg BrdU-inkorporierender sympathischer Vorlauferzellen in Kultur (Straub
et al., 2007; siehe Abb. 3.4; 35,1% = 2,5%). BrdU ist ein artifizielles
Nukleotidanalog, das wahrend der S-Phase in die replizierende DNA eingebaut
wird und nach Fixierung der Zellen immunhistochemisch Uber Antikorper

nachgewiesen werden kann.

Erst kirzlich konnte gezeigt werden, dass neuronale Stammzellen im
Vorderhirn durch Uberexpression von Id2 ein erhohtes Proliferationspotential
aufweisen (Jung et al., 2009). I1d2, ebenso wie das bereits beschriebene MYCN
sind in der Proliferationskontrolle im NB involviert (JOgi et al., 2002; Brodeur et

al., 1984; Alam et al., 2009). Durch Uberexpression wurde die Auswirkung von
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erhohten MYCN- und Id2-Proteinmengen untersucht. Sowohl fir MYCN (51,9%
*+ 7,8%) als auch fur 1d2 (46,1% + 3,5%) wurde ein signifikanter Anstieg der
Anzahl BrdU-inkorporierender transfizierter Zellen beobachtet (siehe Abb. 3.4).
Primarkulturen E7-sympathischer Vorlauferzellen reagieren somit auf Stimuli,
die auch in der Proliferationskontrolle von Neuroblastomzellen eine Rolle

spielen.
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ABB. 3.4 BRDU-INKORPORATION IMMATURER  SYMPATHISCHER NEURONENKULTUREN MIT
UNTERSCHIEDLICHEN PROLIFERATIONSSTIMULI E7-sympathische Neurone wurden mit Expressionsvektoren fiir
MYCN bzw. Id2 (pCAGGS-MYCN/pCAGGS-Id2) transfiziert oder mit erhéhter BDNF-Konzentration (50 pM, Straub et
al., 2007) kultiviert. Nach 48 h wurde die Anzahl BrdU'-transfizierter Zellen ausgewertet. Dargestellt ist die
Proliferationsrate transfizierter Neurone durch die Mittelwerte mit der Standardabweichung des Mittelwerts (SEM) in
Prozent. (signifikant unterschiedlich zur Kontrolle, *-p<0,05; **-p<0,01; ***-p<0,001).

In Neuralleistenzellkulturen sowie in der noradrenergen CAD-Zelllinie konnte
gezeigt werden, dass Phox2a die Transkription der Zyklin-abhangigen Kinase
p27"P! stimuliert. Als Folge davon verlassen die Zellen den Zellzyklus und
beginnen zu differenzieren. Sowohl Knockdown von Phox2a als auch von
p27"P* blockiert diesen Effekt (Paris et al., 2006). Durch Uberexpression sollte
die Rolle von Phox2a und p27P! in der Proliferation sympathoadrenerger
Vorlauferzellen untersucht werden. In Ubereinstimmung mit den Daten aus der

CAD-Zelllinie und den Neuralleistenkulturen zeigte die Uberexpression von
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Phox2a und p27Y*! (5,64% + 0,83% bzw. 1,45% + 0,49% BrdU-transfizierte
Zellen) einen antiproliferativen Effekt. E7 sympathoadrenerge Vorlaufer
reagieren somit auch auf antiproliferative Stimuli und sind demnach ein

geeignetes Testsystem fur Proliferationsexperimente in vitro.
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ABB. 3.5 BRDU-INKORPORATION IMMATURER SYMPATHISCHER NEURONENKULTUREN NACH PHOX2A UND
P27 UBEREXPRESSION E7-sympathische Neurone wurden mit Expressionsvektoren fir Phox2a bzw. p27“™
(PCAGGS-Phox2a/pCAGGS-p27"") transfiziert. Nach 48 h wurde die Anzahl BrdU-transifizierter Zellen ausgewertet.
Dargestellt ist die Proliferationsrate transfizierter Neurone durch die Mittelwerte mit der Standardabweichung des
Mittelwerts (SEM) in Prozent. (signifikant unterschiedlich zur Kontrolle, *-p<0,05; **-p<0,01; ***-p<0,001).

3.1.5 UNTERSUCHUNGEN ZUR ROLLE VON PHOX2B UND NEUROBLASTOMA
PHOX2B-MUTATIONEN IN DER PROLIFERATION SYMPATHOADRENERGER
VORLAUFERZELLEN

Die Funktion des Transkriptionsfaktors Phox2b in der frihen Differenzierung
sympathoadrenerger Vorlauferzellen wurde bereits in friheren Arbeiten
untersucht (Pattyn et al., 1999; Stanke et al., 1999). Zu einer moglichen Rolle in
der Proliferationskontrolle friiher autonomer Neurone ist bislang wenig bekannt.
Uberexpression von Phox2b im Neuralrohr des Huhnes fihrt zu einer
verringerten Zahl BrdU- und PCNA-positiver Zellen (Dubreuil et al., 2000).

PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) ist ein Antikdrper gegen ein Protein,
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das an die 6-DNA-Polymerase gebunden ist und kommt ausschlief3lich wéahrend

der Zellteilung vor.

Parallel zu den in dieser Arbeit erhobenen Daten wurden Experimente mit den
Neuroblastomazelllinien SK-N-AS und NLF veroffentlicht, in denen gezeigt
wurde, dass Phox2b™ antiproliferativ wirkt und zwei ebenfalls in dieser Arbeit
untersuchte Phox2b-Mutationen (Phox2b™*® und Phox2b™®7¢%¢) einen
verringert antiproliferativen Effekt aufweisen (Raabe et al., 2008). Es ist jedoch
unklar, ob diese Daten von Neuroblastomazelllinien auf die initiale Entstehung
von Tumorzellen Ubertragen werden kénnen. Um die Rolle von Phox2b™ und
Phox2b-Mutationen in den potentiellen Ursprungszellen des Neuroblastoms zu
untersuchen, wurden sowohl immature sympathoadrenerge Vorlauferzellen der
paravertebralen Grenzstrdnge aus E7-Huhnembryonen als auch proliferative
SCG- (Superiores Zervikal Ganglion, superior cervical ganglion) und
Stellarganglion- (ST) Vorlauferzellen aus E12,5 Mausembryonen mit

Expressionsplasmiden fur die Phox2b-Varianten transfiziert. (Wolf et al., 1999)

Die quantitative Analyse der Immunfarbungen erfolgte Uber die statistische
Analyse der Anzahl BrdU*/GFP*-positiver Neurone (siehe Abb. 3.6, A). Die
Auswertung ergab einen antiproliferativen Effekt des Phox2b-Wildtypproteins
sowohl in E7-Huhn- (siehe Abb. 3.6, B) als auch in E12,5-Maus-SCG/ST-
Kulturen (siehe Abb. 3.7). Die Zahl der proliferierenden sympathoadrenergen
Vorlauferzellen sinkt hierbei von 17,7% = 1,4% bzw. 25,1% % 1,6% in der
Kontrolle auf 2,9% =+ 0,8% bzw. 4,6% * 0,9% bei Phox2b"-Uberexpression. Die
untersuchten Phox2b-Mutationen zeigten keinen Effekt auf die Proliferationsrate
(siehe Abb. 3.6, B; Abb. 3.7). Somit kénnte die Tumorpradisposition durch
Phox2b-Mutationen durch den Funktionsverlust eines Tumorsuppressors
(Phox2b™) erklart werden.

57



ERGEBNISSE

Allerdings wurden in diesen Experimenten die Phox2b-Mutationen zusatzlich
zum endogenen Phox2b des normalen doppelten Chromosomensatzes
Uberexprimiert. Das Experiment spiegelt also nicht die heterozygote Situation

der Neuroblastoma-Patienten mit Phox2b-Mutationen wider, die ein gesundes
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ABB. 3.6 BRDU-INKORPORATION IMMATURER SYMPATHISCHER NEURONENKULTUREN NACH
UBEREXPRESSION VON PHOX2B"" UND PHOX2B-MUTATIONEN. E7-sympathische Neurone aus Huhnembryonen
wurden mit Expressionsvektoren fiir Phox2b™ und Phox2b-Mutationen transifziert. Nach 48 h wurde die Anzahl BrdU*-
transfizierter Zellen immunhistochemisch untersucht (A) und statistisch analysiert (B). (A) zeigt exemplarisch eine
Immunfarbung fir BrdU, GFP und DAPI der Kontrollbedingung und der Uberexpression von Phox2b™ und Phox2b™",
Die Pfeilspitzen markieren proliferierende GFP*-Neurone. In (B) ist die Proliferationsrate transfizierter Neurone durch
die Mittelwerte mit der Standardabweichung des Mittelwerts (SEM) in Prozent dargestellt. (signifikant unterschiedlich zur
Kontrolle, *-p<0,05; **-p<0,01; ***-p<0,001).
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Phox2b"™- und ein mutiertes Phox2b-Allel haben. Ein méglicher
proliferationsstimulierender Effekt der Phox2b-Mutationen kdnnte also durch

endogenes proliferationshemmendes Phox2b verdeckt werden.

Um die heterozygote Situation in Neuroblastoma-Patienten nachzustellen
wurde ein Herunterregulierungsansatz (Knockdown) auf mRNA-Ebene gewahlt.
Uber small-interfering-RNA (siRNA), die spezifisch an die Phox2b-mRNA des
Huhnes bindet, sollte die heterozygote genetische Situation in Neuroblastom-
Patienten nachgestellt werden.
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ABB. 3.7 EDU-INKORPORATION IMMATURER SYMPATHISCHER NEURONENKULTUREN NACH
UBEREXPRESSION VON PHOX2B"" UND PHOX2B-MUTATIONEN. Maus E12,5-sympathische Neurone wurden mit
Expressionsvektoren fiir Phox2b™ und Phox2b-Mutationen transfiziert. Nach 48 h wurde die Anzahl EdU-transfizierter
Zellen ausgewertet. Dargestellt ist die Proliferationsrate transfizierter Neurone durch die Mittelwerte mit der
Standardabweichung des Mittelwerts (SEM) in Prozent. (signifikant unterschiedlich zur Kontrolle, *-p<0,05; **-p<0,01;
***.p<0,001).

Die mRNA der Phox2b-Expressionsplasmide wird hierbei nicht degradiert, da
die Nukleotidsequenz der siRNA gegen Phox2b spezifisch die Sequenz des
Huhnhomologs hybridisiert.
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3.1.6 FUNKTIONSNACHWEIS DER SIRNA GEGEN PHOX2B

Um das endogene Phox2b spezifisch herunterzuregulieren, wurden siRNA-
Konstrukte  synthetisiert  (siPhox2b). Diese hybridisieren an eine
Nukleotidsequenz, die fur den C-Terminus von Phox2b kodiert. Im Vergleich
verschiedener Spezies ist der C-Terminus sehr heterogen (siehe 3.1.1). Zum
Funktionsnachweis der siPhox2b wurden E7-SG-Primarkulturen mit siPhox2b
transfiziert. Der Knockdown von Phox2b wurde sowohl immunhistochemisch
(siehe Abb. 3.8, A) als auch proteinbiochemisch untersucht (siehe Abb. 3.8, B,
C).
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ABB. 3.8 FUNKTIONSNACHWEIS DER SIRNA GEGEN PHOX2B E7-sympathische Neurone aus Huhnembryonen
wurden mit siPhox2b transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen immunhistochemisch mit einem Antikdrper gegen
Phox2b (A) oder proteinbiochemisch (B,C) per Western-Blot analysiert. (A) zeigt die quantitative Analyse der
Immunfarbungen mit Phox2b-Antikérpern. In mit siPhox2b transfizierten Kulturen ist die Zahl der Phox2b*-Neurone um
73,4% + 8,8% (n=3) reduziert. (B) zeigt Western-Blots mit Phox2b- und Aktin-Antikdrpern von Kontroll- und siPhox2b-
Lysaten. Die densitometrische Analyse des Bandensignals (C) ergab eine Reduktion des auf Aktin normalisierten
Phox2b-Signals um 88,2% + 7,8% (n=2). (signifikant unterschiedlich zur Kontrolle, *-p<0,05; **-p<0,01; ***-p<0,001).

Die immunhistochemische Analyse ergab eine Reduktion der Phox2b-positiven
Neurone um 73,4% * 8,8% (siehe Abb. 3.8, A, n=3). Gleichzeitig wird durch
siPhox2b das Uberleben transfizierter Neurone in Kultur verringert (38% =
0,7%). Zusatzlich erfolgte daher eine proteinbiochemische Analyse durch
Western Blot-Analysen mit Kontroll- und siPhox2b-transfizierten Lysaten (siehe
Abb. 3.8, B). Die Phox2b-Bandenintensitat wurde mit Hilfe des Programms 1D-
Gel-Analysis der Firma Amersham analysiert. Normalisierung auf Aktin ergab
eine Reduktion des Phox2b-Signals um 88,2% + 7,8% durch siPhox2b (siehe
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Abb. 3.8, C). Diese Ergebnisse zeigen eine effiziente Reduktion des endogenen

Phox2b-Proteinlevels nach siPhox2b-Transfektion.

3.1.7 PHOX2B-MUTANTEN STIMULIEREN DIE PROLIFERATION SYMPATHISCHER
NEURONE

Neuroblastoma-Patienten mit Mutationen in Phox2b sind heterozygot und
haben ein gesundes und ein mutiertes Phox2b-Allel. Um diese genetische
Situation experimentell nachzustellen, wurde die endogene Phox2b-Protein

Expression mit siPhox2b reduziert und die Phox2b-Varianten kotransfiziert.
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ABB. 3.9 BRDU-INKORPORATION IMMATURER SYMPATHISCHER NEURONENKULTUREN NACH SIMULTANER
UBEREXPRESSION VON PHOX2B-VARIANTEN UND KNOCKDOWN DURCH SIPHOX2B. E7-sympathische
Neurone aus Huhnembryonen wurden mit Expressionsvektoren fiir Phox2b™, Phox2b-Mutationen und siPhox2b
kotransfiziert. Nach 48 h wurde die Anzahl BrdU'-transfizierter Zellen statistisch analysiert. Die Proliferationsrate
transfizierter Neurone ist durch die Mittelwerte mit der Standardabweichung des Mittelwerts (SEM) in Prozent
dargestellt. (signifikant unterschiedlich zur Kontrolle, *-p<0,05; **-p<0,01; ***-p<0,001).

Die Anzahl der BrdU-positiven Zellen war bei mit siPhox2b und den Phox2b-
Mutationen R100L, R141G und K155X kotransfizierten Kulturen signifikant
erhoht. Eine Veranderung der Proliferationsrate durch siPhox2b wurde nicht

festgestellt. Dasselbe gilt fiir Phox2b™ und Phox2h®76%¢¢,
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Der Knockdown mit siPhox2b hat ebenfalls einen Effekt auf das Uberleben der
sympathischen Neuronen in Kultur (38% GFP*-Neurone verglichen mit
Kontrollbedingungen). Die erhdhte Proliferationsrate kdnnte demnach durch
einen Effekt auf das Zelluberleben erklart werden. Dagegen spricht, dass der
Uberlebenseffekt  weitestgehend durch  Koexpression von Phox2b",
Phox2bR*% Phox2b™*¢ und Phox2b***** kompensiert wird (87,3% =+ 1,6%,
107% =+ 2,8%, 101,8% + 2,1% und 107,3% + 4,1% GFP*-Neurone verglichen
mit der Kontrollbedingung ohne siPhox2b).
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ABB. 3.10 BRDU-INKORPORATION IMMATURER SYMPATHISCHER NEURONENKULTUREN NACH
UBEREXPRESSION VON PHOX2B-VARIANTEN, KNOCKDOWN DURCH SIPHOX2B UND APOPTOSE INHIBITION
MIT DEVD-CHO. E7-sympathische Neurone aus Huhnembryonen wurden mit Expressionsvektoren fiir Phox2b™,
Phox2b-Mutationen und siPhox2b kotransfiziert. Die Apoptose wurde mit DEVD-CHO (5 puM) blockiert. Nach 48 h wurde
die Anzahl BrdU"-transfizierter Zellen statistisch analysiert. Die Proliferationsrate transfizierter Neurone ist durch die
Mittelwerte mit der Standardabweichung des Mittelwerts (SEM) in Prozent dargestellt. (signifikant unterschiedlich zur
Kontrolle, *-p<0,05; **-p<0,01; ***-p<0,001).

Weiterhin wurde das vorangegangene Experiment unter Apoptose-
blockierenden Bedingungen wiederholt. Hierzu wurde DEVD-CHO ein
zellpermeabler spezifischer Inhibitor der Caspase3 in einer Endkonzentration
von 5 UM eingesetzt (Nicholson et al., 1995).

Die DEVD-CHO Applikation verminderte den siPhox2b-induzierten Effekt auf
das Uberleben weitestgehend auf 91,0% + 8,1% (GFP'-Neurone). Der

proliferationsstimulierende Effekt auf die Anzahl BrdU’-transfizierter Neurone
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der Phox2b-Mutationen mit Veranderungen in der Homdodomane
(Phox2b"P™"Y blieb jedoch erhalten (Phox2b™": 24,1% + 2 5%, Phox2b"***¢:
24,5% * 1,7%, Phox2b™>**: 22,29 + 1,7% zur Kontrolle: 15,9% = 2,3%, siehe
Abb. 3.10). Phox2b™ und Phox2b®7®%®® zeigten signifikant erniedrigte
Proliferationsraten (3,3% = 0,9% und 8,6% + 1,6%, siehe Abb. 3.10). Ein
Uberlebenseffekt als Ursache fiir den erhohten Anteil an BrdU™-transfizierten
Neuronen konnte durch diese Experimente weitestgehend ausgeschlossen

werden.

BrdU markiert Zellen, die wahrend der Dauer des BrdU-Pulses ihre DNA
replizieren und sich somit in der S-Phase des Zellzyklus befinden. Um
auszuschlieRen, dass der Proliferationsanstieg durch Phox2b™™" auf
vermehrtem Zellzyklusarrest in der S-Phase beruht, wurde ein weiterer Marker

proliferierender Zellen untersucht.

In der M-Phase des Zellzyklus werden bestimmte Aminosauren (Ser™, Ser®®
und Thr'') des Histons H3 wahrend der Chromosomenkonzentration
phosphoryliert (Hendzel et al., 1997). Die Phosphorylierung des Histons 3
wurde immunhistochemisch mit Antikérpern gegen phosphoryliertes Ser'® an
Histon 3 (pH®) nachgewiesen. Die Untersuchung von pH® als Marker fiir
proliferierende Neurone in der M-Phase wurde unter denselben Bedingungen,
wie in Abb. 3.10 beschrieben, durchgefihrt. Die quantitative Analyse ergab ein
ahnliches Profil. Phox2b™P™" erhéhen ebenfalls signifikant die Anzahl der pH>-
positiven transfizierten sympathischen Vorlauferzellen (siehe Abb. 3.11). Eine

bHDmut

Erhdhung der Zahl proliferierender Zellen durch Phox2 ist somit auch in

der M-Phase nachzuweisen.
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ABB. 3.11 PROLIFERATION IMMATURER SYMPATHISCHER NEURONENKULTUREN NACH UBEREXPRESSION
VON PHOX2B-VARIANTEN, KNOCKDOWN DURCH SIPHOX2B UND APOPTOSE INHIBITION MIT DEVD-CHO. E7-
sympathische Neurone aus Huhnembryonen wurden mit Expressionsvektoren fiir Phox2b™, Phox2b-Mutationen und
siPhox2b kotransfiziert. Die Apoptose wurde mit DEVD-CHO (5 uM) blockiert. Nach 48 h wurde die Anzahl pH*'-
transfizierter Zellen statistisch analysiert. Die Proliferationsrate transfizierter Neurone ist durch die Mittelwerte mit der
Standardabweichung des Mittelwerts (SEM) in Prozent dargestellt. (signifikant unterschiedlich zur Kontrolle, *-p<0,05;
**.p<0,01; ***-p<0,001).

3.1.8 PROLIFERATIONSKONTROLLE IN SYMPATHISCHEN VORLAUFERZELLEN

Neurogenese im ZNS und in einer Vielzahl der peripheren neuronalen Gewebe
endet mit dem Austritt aus dem Zellzyklus (Go) und der Expression terminaler
Differenzierungsgene. Die Neurone der paravertebralen sympathischen
Grenzstrange des PNS bilden eine Ausnahme. Sowohl in vitro als auch in vivo
teilen sich neuronale Vorlauferzellen trotz der Expression terminaler
Differenzierungsgene (Rohrer und Thoenen, 1987; Tsarovina et al., 2008). Im
zerebralen Kortex und in der Retina konnten zwei Zyklin-abhéangige Kinase
Inhibitoren (CKI), p27“"* und p574°%, identifiziert werden, die zum
Zellzyklusaustritt fihren (Nguyen et al., 2006; Dyer und Cepko, 2001). Im PNS
wurden bisher keine Untersuchungen zur Proliferationskontrolle durchgefuhrt.
Es konnte gezeigt werden, dass Phox2a in Wachtel-Neuralleistenzellkulturen

sowie in CAD-Zellen zusammen mit zyklischem AMP (CAMP) die Expression
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von p27Y"! stimuliert (Paris et al., 2006). Sowohl Phox2a- als auch p27<P’-
Uberexpression fuhrt in Kulturen paravertebraler sympathischer Neurone zu
einer verringerten Anzahl BrdU-positiver Neurone (siehe Abb. 3.5). Zudem wirkt
Phox2b antiproliferativ in NB-Zelllinien (Raabe et al., 2008).

Im Neuralrohr des Huhnes ist die Uberexpression der Phox2-Homéodoméane
ausreichend, um die Anzahl BrdU-positiver Zellen zu verringern (Dubreuil et al.,
2000). Die Uberexpression der Phox2-Homoodomane wirkt in E7 SG-Kulturen
mit siPhox2b-Knockdown antiproliferativ, wahrend eine in die Phox2-
Homododomane eingefihrte Aminosduren-Substitution gleich der R141G-
Mutation weder antiproliferative noch proliferationsstimulierende Wirkung hat
(Phox2"P: 3,4% + 0,9%; Phox2™PR41C: 16 5% + 1,5% zur Kontrolle: 15,2% +
0,3% BrdU*-transfizierte Neurone). Der antiproliferative Effekt von Phox2b™
konnte auf einer antiproliferativen Wirkung der in Phox2a und Phox2b
identischen Homoodoméane beruhen und zu erhohter p27“P-Transkription
filhren (siehe Abb. 3.6, B). Um eine Regulaton von p27“"* auf
Transkriptionsebene zu untersuchen, wurden semiquantitative RT-PCR
Experimente durchgefiihrt. Hierfir wurde die mRNA mit Phox2b"-, Phox2""-
oder siPhox2b-transfizierter Kulturen nach 48 h isoliert und mit Hilfe der

reversen Transkriptase in cDNA transkribiert.

Die Uberexpression von Phox2b"™ und der Knockdown mit siPhox2b zeigen
einen reziproken Effekt auf die p27“"'-Transkription. Phox2"°
Effekt auf die p27“P-Transkription (siche Abb. 3.12) ebenso wie

Uberexpression der Phox2b*****-Mutation (Daten nicht gezeigt). Da Phox2"°

zeigt keinen

eine antiproliferative Wirkung auf E7 SG-Kulturen hat, ist der antiproliferative

Effekt wahrscheinlich nicht durch p27"* vermittelt.

Der nah mit Phox2b verwandte Transkriptionsfaktor Phox2a reduziert ebenfalls
stark die Proliferation in E7 SG-Kulturen (siehe Abb. 3.5). Mit RT-PCR und
Immunfarbungen mit Phox2a-Antikbrpern konnte jedoch keine Phox2a-
Expression nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). In Folgeexperimenten
wurde mit qPCR die Expression von Phox2a untersucht. Unter Verwendung
derselben Primer und cDNA konnte nur sehr geringe Phox2a-Expression
festgestellt werden (Ctgapan: 18 Zyklen, Ctpnoxa: 32 Zyklen). Auch Phox2b-

Uberexpression hatte keine signifikante Auswirkung auf die Phox2a-Expression
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(Daten nicht gezeigt). Phox2a spielt demnach in der Proliferationskontrolle

sympathischer Neurone keine Rolle.

ABB. 3.12 P27“"-MRNA-
EXPRESSIONSLEVEL E7 sympathische
Neurone wurden mit pCAGGS-Phox2b™,
-Phox2b™ und siPhox2b transfiziert.
Nach 48 h in Kultur wurde die mRNA
isoliert und die Expressionslevel von
p27%*' mit semiquantitativer RT-PCR
durch  Normalisieren auf GAPDH
bestimmt. Das Expressionslevel der
120 - Kontrolltransfektion wurde auf 100%

—

[02]

o
1

150 -

festgesetzt. Dargestellt  sind die

T prozentualen  Mittelwerte  mit  der
Standardabweichung des  Mittelwerts

%%k (SEM) in Prozent. (n=4; signifikant
T unterschiedlich zur Kontrolle, *-p<0,05; **-

[o)]
o
1

p<0,01; ***-p<0,001).

w
o
1

p27¥iP1.mRNA (% der Kontrolle)
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Im Rahmen dieser Dissertation wurde wahrend eines 12-wdchigen Praktikums
das Projekt ,The role of the transcription factor Phox2b in the proliferation
control of sympathetic neurons” von Sarah Melzer durchgefuhrt. Unter anderem
war es Ziel dieses Projekts, Zellzyklusgene nach antiproliferativem Stimulus
durch Phox2b-Uberexpression zu untersuchen. Mit semiquantitativer RT-PCR
wurde die Expression der Zykline D1, D2 und D3, sowie der Zyklin-abhangigen
Kinase-Inhibitoren p18, p21 und p579"? in Kulturen sympathischer
Vorlauferzellen nachgewiesen. Es konnten jedoch keine signifikant veranderten
Expressionsniveaus nach Phox2b-Uberexpression festgestellt werden (Daten

nicht gezeigt; siehe Praktikumsprotokoll Sarah Melzer).
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3.1.9 DIE ROLLE VON HAND2 IN DER PROLIFERATION SYMPATHISCHER
VORLAUFERZELLEN

In Mausen, bei denen der bHLH-Transkriptionsfaktor Hand2 konditionell in allen
Neuralleistenabkommlingen deletiert wird, ist die Anzahl proliferierender
Neurone stark reduziert (Hendershot et al., 2008, Schmidt et al., 2009). Mit Hilfe
von Uberexpressions- und Knockdown-Experimenten wurde untersucht, ob

Handz2 in die Proliferation immaturer sympathischer Neurone involviert ist.

50 = ABB. 3.13 PROLIFERATION IMMATURER
SYMPATHISCHER NEURONENKULTUREN NACH
UBEREXPRESSION VON HAND2 UND KNOCKDOWN

40 = DURCH SIHAND2. E7-sympathische Neurone aus
sk Huhnembryonen wurden mit pCAGGS-Hand2 oder

siHand2 transfiziert. Nach 48 h wurde die Anzahl BrdU™-

30 = T transfizierter Neurone statistisch analysiert. Die

Proliferationsrate transfizierter Neurone ist durch die
Mittelwerte mit der Standardabweichung des Mittelwerts
20 = (SEM) in Prozent dargestellt. (signifikant unterschiedlich

BrdU*-transfizierte Zellen (%)

* zur Kontrolle, *-p<0,05; **-p<0,01; ***-p<0,001).
T
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Hierfir wurden E7 SG nach der Praparation mit einem Uberexpressionsvektor
fur Hand2 (pCAGGS-Hand2) oder mit Hand2-spezifischen siRNAs (siHand2)
transfiziert. Die quantitative Analyse der BrdU-positiven transfizierten Neurone
zeigte, dass die Proliferation von Hand2 abh&angt. Nach Uberexpression von
Hand2 stieg die Anzahl proliferierender Neurone (30,1% + 2,7%) und durch
Reduktion der Hand2-Proteinlevel sank die Zahl auf 10,5 % *= 2,2%. Die

Proliferation h&ngt somit von der Hand2-Proteinmenge ab (siehe Abb. 3.13).

Es stellte sich die Frage, auf welcher Ebene die antagonistischen Effekte von
Hand2 und Phox2b auf die Proliferation bewirkt werden. Diese Effekte kdnnten
sowohl durch einen Antagonismus auf transkriptioneller Ebene als auch auf

Wechselwirkungen beider Proteine entstehen. Um Veranderungen auf der
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transkriptionellen Ebene zu verfolgen, wurden die mRNA-Level von Hand2 nach

Uberexpression und Knockdown von Phox2b untersucht.

180 -

150 -

120 -

*

ABB. 3.14 HAND2-MRNA-LEVEL E7-sympathische
Neurone wurden mit pCAGGS-Phox2b™ und siPhox2b
transfiziert. Nach 48 h in Kultur wurde die mRNA isoliert
und das Expressionslevel von Hand2 mit
semiquantitativer RT-PCR durch Normalisieren auf
Gapdh bestimmt. Das Expressionslevel der
Kontrolltransfektion wurde auf 100% festgesetzt.
Dargestellt sind die prozentualen Mittelwerte mit der
Standardabweichung des Mittelwerts (SEM) in Prozent.
(n=5; signifikant unterschiedlich zur Kontrolle, *-p<0,05;

* **.p<0,01; ***-p<0,001).

Hand2 mRNA Level (%)
S 8

W
o
]

Uberexpression von Phox2b hat verringerte Hand2-mRNA-Expression (59,9% +
15,5%) zur Folge, wahrend bei Phox2b-Knockdown das mRNA-Niveau von
Hand2 signifikant erhoht ist (172,0% * 22,4%). Die Transkriptionsrate von
Hand2 ist somit invers abhangig vom Phox2b-Level. Jedoch zogen sowohl die
Expression der antiproliferativ wirkenden Phox2™° (92,4% + 9,6%, p= 0,51) als

auch die proliferationsstimulierende Expression von Phox2b"*>*

in Gegenwart
von siPhox2b keine signifikanten Anderungen im Hand2-Expressionslevel nach
sich (219,6% * 59,4%, p= 0,18). Andererseits ist der proliferationsstimulierende
Effekt der Phox2b™™™" wie in Abb. 3.15 gezeigt, von Hand2 abhéngig. E7-
sympathische Vorlauferzellen wurden sowohl mit siPhox2b, als auch mit
Phox2b™"P™" transfiziert (siche Abb. 3.15, graue Balken). Die schwarzen Balken

stellen den zusatzlichen Knockdown von Hand2 mit siHand2 dar.
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ABB. 3.15 PROLIFERATION IMMATURER SYMPATHISCHER NEURONENKULTUREN NACH UBEREXPRESSION
VON PHOX2B-VARIANTEN, KNOCKDOWN DURCH SIPHOX2B UND APOPTOSE INHIBITION MIT DEVD-CHO. E7-
sympathische Neurone aus Huhnembryonen wurden mit Expressionsvektoren fir Phox2b"™, Phox2b-Mutationen
siHand2 und siPhox2b kotransfiziert. Die Apoptose wurde mit DEVD-CHO (5uM) blockiert. Nach 48 h wurde die Anzahl
EdU"-transfizierter Zellen statistisch analysiert. Die Proliferationsrate transfizierter Neurone ist durch die Mittelwerte mit
der Standardabweichung des Mittelwerts (SEM) in Prozent dargestellt. (signifikant unterschiedlich zur Kontrolle, *-
p<0,05; **-p<0,01; ***-p<0,001).

Der urspriinglich proliferationsstimulierende Effekt der Phox2b"™" in
Kombination mit siPhox2b ist bei gleichzeitigem Hand2-Knockdown nicht mehr
festzustellen. Zusétzlich verstarkt siHand2 den antiproliferativen Effekt von
Phox2b"™ (vergleiche Abb. 3.15, schwarze/hellgraue Balken). Aus diesem
Experiment ergab sich die Fragestellung, ob verstarkte Hand2-Expression den
antiproliferativen Effekt von Phox2b" aufheben kann. Hierfiir wurden E7 SG-
Primarkulturen mit Expressionsplasmiden fur Phox2b™ und Hand2 transfiziert

und die Proliferation analysiert.
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ABB. 3.16 PROLIFERATION IMMATURER
SYMPATHISCHER NEURONENKULTUREN NACH
;\? 30 * UBEREXPRESSION VON PHOX2B, HAND2 UND
- T APOPTOSE INHIBITION MIT DEVD-CHO. E7-
- sympathische Neurone aus Huhnembryonen wurden
- 25 - mit Expressionsvektoren fir Phox2b™ und Hand2
2 transfiziert. Die Apoptose wurde mit DEVD-CHO (5
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Die Transfektion einer vierfach hoheren Konzentration an Hand2-
Expressionsplasmiden (2 pg pCAGGS-Hand2 / 0,5 pg pCAGGS-Phox2b™)
zeigte einen signifikanten Proliferationsstimulus. Zusammengefasst konnte
gezeigt werden, dass sich die Effekte von Phox2b"™ und Hand2 direkt Dosis-
abhangig antagonisieren (vergleiche Abb. 3.13, Abb. 3.15 und Abb. 3.16).
Phox2b™™" zeigen dagegen keinen antagonistischen Effekt auf die
Proliferation sympathischer Vorlauferzellen, ihr proliferationsstimulierender
Effekt hangt jedoch von der Hand2 Proteinmenge ab (siehe Abb. 3.15).

Fir den zu Phox2b eng verwandten Homododomanen-Transkriptionsfaktor
Phox2a konnte eine direkte Protein-Interaktion mit Hand2 nachgewiesen
werden (Rychlik et al., 2003). Es sollte nun untersucht werden, ob die
unterschiedlichen Effekte von Phox2b"/Hand2 und Phox2b"°™"/Hand2 auf die
Proliferation sympathischer Vorlauferzellkulturen auf veranderten Protein-
Protein-Interaktionen beruhen. Hierfir wurde eine Kompleximmunprézipitation

von Phox2b und Hand2 durchgefihrt. Lysate von SY5Y-Neuroblastomazellen
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wurden tUber Nacht mit Hand2-Antikérpern inkubiert und kovalent an Protein-G-
Agarose Kugeln gebunden (siehe Abb. 3.17, Input: Zelllysat, SN: Uberstand
nach Bindung an Protein-G-Agarose Kugeln, W: Uberstand nach vier

Waschschritten, IP: Immunopellet enthalt Gber Hand2 gebundene Proteine).

NS NS

O >

S & Qo & & g
IP: anti-Hand2 IP: anti-GFP
WB: anti-Phox2b WB: anti-Phox2b

ABB. 3.17 KOMPLEXIMMUNOPRAZIPITATION VON HAND2 UND PHOX2B Lysate von SY5Y-Neuroblastomazellen
wurden mit Hand2(A) bzw. GFP(B)-Antikdrpern inkubiert und kovalent an Protein-G-Agarose Kugeln gebunden. Nach
wiederholtem Waschen wurde Uber Western-Blot (A,B) Uberprift, ob Phox2b im Immunopellet (IP) prazipitiert wurde.
(Input: Zelllysat, SN: Uberstand nach Bindung an Protein-G-Agarose Kugeln, W: Uberstand nach 4 Waschschritten, IP:
Immunopellet enthalt Gber Hand2 gebundene Proteine)

Nach mehrmaligem Waschen der Protein-G-Agarose Kugeln erfolgte ein
Western-Blot des Immunopellets und der Kontrollen fur Input, SN und W mit
Antikorpern gegen Phox2b (siehe Abb. 3.17, A). Als Negativkontrolle wurde
parallel sowohl mit Protein-G-Agarose Kugeln allein (nicht gezeigt) als auch mit
Antikdrpern gegen GFP immunoprazipitiert (siehe Abb. 3.17, B) und ein
Western-Blot mit Phox2b-Antikérpern durchgefuhrt. Im Immunopellet der
Lysate, die mit Hand2 prézipitiert wurden, konnte Phox2b im Western-Blot Gber
Antikorper nachgewiesen werden. Beide Negativkontrollen zeigten keine
Phox2b-Immunreaktivitdt (nicht gezeigt bzw. siehe Abb. 3.17, B). Die
Transkriptionsfaktoren Phox2b und Hand2 liegen demnach in einem
Proteinkomplex in SY5Y-Neuroblastomazellen vor. Um eine putative direkte
Protein-Protein-Interaktion zwischen Phox2b und Hand2 zu untersuchen,
wurden von Phox2b™ und Phox2b™" GST-Fusionskonstrukte (Glutathion-S-
Transferase) in den pGEX5_1-Vektor kloniert. Zusétzlich wurde Hand2 in den
PRSETA-Vektor kloniert, der ein C-Terminales His-tag an das Hand2-Protein
anhangt. Beide Vektoren erlauben die Expression von Proteinen in BL21-
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Bakterien. Nach der Isolation der Proteine werden im Bindungsassay zunachst
die GST-Fusionsproteine von Phox2b™ und Phox2b™' an Glutathion-
beschichtete Kugeln gebunden und anschlieend mit Hand2-His-

Fusionsproteinen inkubiert.

Hand2-His

ABB. 3.18 GST-PULLDOWN VON PHOX2B-VARIANTEN UND HAND2 GST-Fusionsproteine verschiedener Phox2b-
Varianten wurden erst an Glutathion-Kugeln gebunden und anschlieRend mit Hand2-His Fusionsproteinen inkubiert. Im
Western-Blot wurde zunéchst die Expression der GST-Fusionsproteine mit Hilfe von GST-Antikérpern untersucht (A)
und anschlieBend die Bindung von Hand2 uber Antikérper gegen His nachgewiesen (B).

Zuerst wurde die Expression der Phox2b-Varianten mit Hilfe von GST-
Antikdrpern im Western-Blot untersucht (siehe Abb. 3.18, A). Samtliche GST-
Phox2b-Varianten wurden exprimiert und zeigten korrekte Proteingrof3en (GST:
~26kD, Phox2b: ~32kD). Die anschlieBende Analyse mit His-Tag-Antikdrpern
im Western-Blot zeigte, dass samtliche GST-Phox2b-Fusionsproteine Hand2-
His binden (siehe Abb. 3.18, B). Als Negativkontrollen dienten Glutathion-
beschichtete Kugeln alleine und das reine GST-Protein an Glutathion-
beschichteten Kugeln die mit Hand2-His Fusionsproteinen inkubiert wurden.
Weder die Glutathion-Kugeln alleine noch GST-Protein zeigten Hand2-His
Bindung in der Western Blot Analyse mit Hand2-Antikdrpern (nicht gezeigt). In
spateren Versuchen konnte gezeigt werden, dass ein GST-Fusionsprotein,
bestehend aus der Phox2-Homdodomane und GST, ebenfalls in der Lage ist,
Hand2 zu binden (nicht gezeigt).

Durch Komplex-Immunpréazipitation und GST-Pulldown konnte somit gezeigt

werden, dass es eine direkte Protein-Protein-Interaktion zwischen Phox2b und
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Hand2 gibt. Diese Interaktion wird, zumindest zum Teil, zwischen der
identischen Homoodoméne von Phox2a/b und Hand2 vermittelt. Die
Interaktionsdomane im Hand2-Protein ist unklar (Eigene Daten und Rychlik et
al., 2003).

Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass Phox2b" in E7 Huhn- und E12
Maus-Priméarkulturen sympathischer Neurone stark antiproliferativ wirkt. Diesen
Effekt haben alle NB-Phox2b Mutationen verloren. Bei gleichzeitigem
Knockdown von endogenem Phox2b stimulieren Phox2b"®™ die Proliferation
und dieser Effekt ist von dem Transkriptionsfaktor Hand2 abhangig.
Uberexpression von Hand2 wirkt proliferationsstimulierend, wahrend Hand2-
Knockdown die Proliferationsrate reduziert. Zudem konnte eine direkte Protein-
Protein-Interaktion von Phox2b-Varianten und Hand2 nachgewiesen werden.
Der Zyklin-abhangige Kinase-Inhibitor p27“"* und das eng mit Phox2b
verwandte Phox2a scheinen in der Proliferationskontrolle von E7 SG-Neuronen

keine Rolle zu spielen.
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3.2 UNTERSUCHUNGEN ZUR ROLLE VON PHOX2B UND NEUROBLASTOMA-
PHOX2B-MUTATIONEN IN DER DIFFERENZIERUNG SYMPATHOADRENERGER
VORLAUFERZELLEN

Frihe Arbeiten dber die Funktion des Transkriptionsfaktors Phox2b
beschaftigten sich hauptsachlich mit dessen Rolle in der friihen Differenzierung
sympathoadrenerger Vorlauferzellen. So konnte gezeigt werden, dass Phox2b
essentiell fur die Entwicklung des autonomen Nervensystems ist und in
sympathoadrenergen Vorlauferzellen die Expression der
Differenzierungsmarker DBH und TH reguliert (Pattyn et al., 1999, Lo et al.,
1999, Yang et al., 1998). NB zeigen eine sehr unterschiedliche Expression von
Differenzierungsmarkern sympathoadrenerger Neurone. Interessanterweise
korreliert eine niedrige DBH- und TH-Expression mit undifferenzierten,
aggressiven Formen des NB (Bourdeaut et al.,, 2009). Es war daher von
grolem Interesse zu untersuchen, inwiefern Phox2b-Mutationen Einfluss auf
die Expression dieser Differenzierungsmarker haben. Zusatzlich zu DBH und
TH sollten weitere bekannte Phox2b-regulierte Gene untersucht werden. Ein
weiteres Gen, das direkt von Phox2b reguliert wird, ist der Transkriptionsfaktor
TIx2 (Borghini et al., 2006). TIx2 findet sich in Neuralleistenzellabkdmmlingen
und ist u.a. in enterischen Ganglien und parasympathischen Ganglien des
Herzens  exprimiert  (Shirasawa et al., 1997). Als  weiteres
Differenzierungsmerkmal sollten zwei weitere NB-relevante Marker untersucht
werden. Eine erhdhte Expression der Neurotrophinrezeptoren p75 und trkA
korreliert mit hohem Differenzierungsgrad des NB und somit einer guten
Prognose von NB-Patienten (Nakagawara et al., 1993; Kogner et al., 1993).

Um die Effekte von Phox2b-Mutationen auf den Differenzierungsstatus
immaturer, sympathischer Vorlauferzellen zu analysieren, wurden, wie fur die
Proliferationsuntersuchungen, E7 SG-Primarkulturen mit den unterschiedlichen
Phox2b-Varianten transfiziert. Urspringlich sollten die Auswirkungen der
Phox2b-Mutationen sowohl auf transkriptioneller als auch auf translationaler
Ebene analysiert werden. Eine Untersuchung auf Proteinebene war jedoch
aufgrund der geringen Menge an Zellmaterial nicht mdglich. Im Folgenden
werden die Analysen auf Transkriptomsebene gezeigt. Nach der Transfektion

wurden die immaturen, sympathischen Neurone fur zwei Tage kultiviert. Auf die
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Isolation der mMRNA und cDNA-Transkription folgte die Genexpressionsanalyse
mit semiquantitativer RT-PCR. AnschlieRend wurden die Banden anhand der
Digitalfotographie des Agarosegels densitometrisch analysiert und auf die
Gleichladungskontrolle Gapdh normalisiert. Zunachst wurde der noradrenerge

Differenzierungsstatus untersucht.
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ABB. 3.19 DBH- UND TH-MRNA-EXPRESSIONSLEVEL E7 sympathische Neurone wurden mit pCAGGS-Phox2b", -
Phox2b-Mutationen und Phox2"°*" transfiziert. Nach 48 h in Kultur wurde die mRNA isoliert und die Expressionslevel
von Dbh (A) und Th (B) mit semiquantitativer RT-PCR durch Normalisieren auf Gapdh bestimmt. Das Expressionslevel
der Kontrolltransfektion () CAGGS-eGFP) wurde auf 100% festgesetzt. Dargestellt sind die prozentualen Mittelwerte mit
der Standardabweichung des Mittelwerts (SEM) in Prozent. (n=3; signifikant unterschiedlich zur Kontrolle, *-p<0,05; **-
p<0,01; ***-p<0,001).

Die trunkierte Phox2b"****-Mutation reduziert die Dbh- und Th-mRNA-Level
(siehe Abb. 3.19, A bzw. B). Diese Effekte sind vergleichbar mit denen von
Phox2"P®", einem dominant-negativem Fusionsprotein, bestehend aus Phox2-
Homododomane und dem Drosophila Engrailed-Repressor. Die Transfektion von
Phox2b™ und der NB-Varianten Phox2pR00 R141G und 676delG  hatte Kkeinen
Einfluss auf die Expression von Dbh und Th. Zuséatzlich wurde TH mit
Immunfluoreszenzfarbungen auf Proteinebene untersucht. Phox2b**** und
Phox2"®" reduzierten auch auf Proteinebene die Anzahl TH-transfizierter
Zellen (Phox2b"™>°%; 24,4% + 4,4%; Phox2"P®": 32,3% + 5,4%, n=3). Die Anzahl
TH*-transfizierter Zellen blieb bei Phox2b™ und Phox2b™***®-Uberexpression

unverandert.

Im Anschluss wurde die Expression der NB-Markergene trkA und p75

untersucht. Das Expressionsniveau des Neurotrophinrezeptors trkA, als auch
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des p75-Rezeptors wird von Phox2b***** und Phox2"P®" signifikant reduziert
(siehe Abb. 3.20, A bzw. B). Zusétzlich erhoht die Transfektion von Phox2b™
das p75-mRNA-Niveau (185,9% + 35,0%, siehe Abb. 3.20, B).
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ABB. 3.20 TRKA UND P75 MRNA-EXPRESSIONSLEVEL E7 sympathische Neurone wurden mit pCAGGS-Phox2b™, -
Phox2b-Mutationen und Phox2"*" transfiziert. Nach 48 h in Kultur wurde die mRNA isoliert und die Expressionslevel
von trkA (A) und p75 (B) mit semiquantitativer RT-PCR durch Normalisieren auf Gapdh bestimmt. Das Expressionslevel
der Kontrolltransfektion () CAGGS-eGFP) wurde auf 100% festgesetzt. Dargestellt sind die prozentualen Mittelwerte mit
der Standardabweichung des Mittelwerts (SEM) in Prozent. (n=3; signifikant unterschiedlich zur Kontrolle, *-p<0,05; **-
p<0,01; ***-p<0,001).

Schlie8lich wurde mit TIx3 ein bekanntes, direktes Zielgen von Phox2b
analysiert. TIx3 im Huhn ist das orthologe Gen zu humanem TIX2. Die
Genexpressionsanalyse von TIx3 zeigte ein ahnliches Bild wie p75. Phox2b**>*
sowie Phox2"P®" reduzieren signifikant die Expression von TIx3, und Phox2b™
steigert das TIx3-Expressionslevel (156,0% + 27,1%, siehe Abb. 3.21).
Weiterhin soll, der Vollstandigkeit halber hier erwahnt werden, dass die NB-
Marker trkB, trkC, Mina53, Ndrgl untersucht wurden (nicht gezeigt). Die
Analysen durch semiquantitative RT-PCR blieben jedoch ohne signifikantes
Resultat. Zudem wurde die Expression von 1d2 und dem Protoonkogen MYCN
per RT-PCR untersucht. Beide Gene konnten in Kulturen sympathischer

Vorlauferzellen nach 40 Zyklen nicht detektiert werden.
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ABB. 3.21 TLX3-MRNA-EXPRESSIONSLEVEL E7
sympathische Neurone wurden mit pCAGGS-Phox2b",
Phox2b-Mutationen und Phox2""" transfiziert. Nach
48 h in Kultur wurde die mRNA isoliert und das
T I Expressionslevel von TIx3 mit semiquantitativer RT-PCR
durch Normalisieren auf Gapdh bestimmt. Das
Expressionslevel der Kontrolltransfektion (pCAGGS-
eGFP) wurde auf 100% festgesetzt. Dargestellt sind die
prozentualen Mittelwerte mit der Standardabweichung
des Mittelwerts (SEM) in Prozent. (n=3; signifikant
unterschiedlich zur Kontrolle, *-p<0,05; **-p<0,01; ***-
p<0,001).
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TRANSAKTIVIERUNGSAKTIVITAT AM PROMOTOR DER DBH

Die vorangegangenen Ergebnisse zeigen zusammengefasst eine dominant-

negative Funktion von Phox2b"!*>X

auf bestimmte Zielgene vergleichbar mit
dem dominant-negativen Konstrukt Phox2"°®". Diese dominant-negative
Funktion wurde in Luciferase-Assays weiter analysiert. Hierzu wurden DF1-
Huhnfibroblasten mit den pCAGGS-Expressionsvektoren fiir Phox2b",
Phox2b™**¢, Phox2b***** oder Phox2™*" und einem Promotorfragment der
Dbh gekoppelt mit dem Luciferase-Gen transfiziert (Swanson et al., 2000). Als
Negativkontrolle diente pCAGGS-eGFP. Die Transaktivierung des Dbh-
Promotorfragments durch Phox2b-Varianten fuhrt zur Transkription des
Luciferase-Gens und zu, der Transaktivierungsaktivitdt entsprechenden,

Mengen an Luciferase, die mit dem Glomax-Luminometer bestimmt werden.

Die Transaktivierungsaktivitat von Phox2b™ wurde in Abb. 3.22 (schwarzer
Balken) auf 100% festgelegt. Phox2b"*>** und Phox2"*" reprimieren den von
Phox2b™ induzierten Transaktivierungseffekt. Die Phox2b™*®-Mutation kann
diesen Effekt nicht antagonisieren. Ohne Kotransfektion von Phox2b" zeigen
Phox2b"*>** | Phox2™P®", Phox2b™*®(siehe Abb. 3.22), Phox2b™®" und
Phox2b676%'® eine geringe Transaktivierungsaktivitit am Dbh-Promotor
(Phox2bR*%%: 70,8%, Phox2h®7%%C: 38 3%, Daten nicht gezeigt). Vergleichbare

Ergebnisse wurden bereits in vorherigen Studien erzielt (Trochet et al., 2009).
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ABB. 3.22 RELATIVE DBH-LUCIFERASE-AKTIVITAT VON PHOX2B VARIANTEN DF1-Huhnfibroblasten wurden mit
PCAGGS-eGFP, -Phox2b™, -Phox2b *****| -Phox2"™*" oder -Phox2b™*® und Dbh-Luciferase kotransfiziert. Um den
dominant-negativen Effekt von Phox2b“**** und Phox2"®" zu analysieren, wurde Phox2b™ (Saule 3,4 und 5) in
aquivalenter Menge kotransfiziert. Die Transaktivierungsaktivitat von Phox2b™ wurde auf 100% festgesetzt. Dargestellt
sind die prozentualen Mittelwerte mit der Standardabweichung des Mittelwerts (SEM) in Prozent. (n24; signifikant
unterschiedlich zur Kontrolle, *-p<0,05; **-p<0,01; ***-p<0,001).

Zusammengefasst konnte durch Luciferase-Assays und semiquantitative RT-
PCRs gezeigt werden, dass alle untersuchten NB-Phox2b-Mutationen die
transaktivierende Eigenschaft von Phox2b" verloren haben (siehe Abb. 3.20
(B), Abb. 3.21, Abb. 3.22). Dariiber hinaus reduziert die Phox2b*****-Mutation
die Expression der noradrenergen Marker Th und Dbh, der
Neuroblastomamarker trkA und p75 und die Expression des direkten Phox2b-

Zielgens TIx3 im selben Umfang wie ein dominant-negatives Phox2-Konstrukt.
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4 DISKUSSION

Das Neuroblastom (NB) ist ein neuroendokriner Tumor, der von Zellen des
autonomen Nervensystems abstammt. NB entstehen meist entlang der
paravertebralen, sympathischen Grenzstrange oder in der Nebenniere (Roy et
al.,, 2009). Mutationen im Gen des Homododomanen-Transkriptionsfaktors
Phox2b pradisponieren zur Karzinogenese des NB (Mosse et al., 2004, Amiel et
al., 2003, Garcia-Barcelo et al., 2003). Phox2b spielt in der Entwicklung
autonomer Nervenzellen eine essentielle Rolle. In Phox2b-defizienten Mausen
wird die Entwicklung aller sympathischen, parasympathischen und enterischen
Ganglien vollstdndig unterbunden (Pattyn et al., 1999). Spatere Arbeiten im
embryonalen Neuralrohr des Huhns zeigten, dass Phox2b zusétzlich eine Rolle
in der Proliferationskontrolle einnimmt (Dubreuil et al., 2002; Raabe et al.,
2008).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden in Kulturen sympathischer Vorlauferzellen die
molekularen Konsequenzen von Phox2b-Mutationen auf Proliferations- und
Differenzierungsverhalten dieses Zelltyps untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass Mutationen in der Phox2b-Homoodomane zu
proliferationsstimulierenden Isoformen fihren. Dementgegen wirkt das Wildtyp-
Protein antiproliferativ. Ein genereller Einfluss der Phox2b-Mutationen auf das
Differenzierungsverhalten  konnte  nicht  festgestellt  werden. Das
Transaktivierungsvermogen aller Phox2b-Mutanten ist jedoch stark vermindert.
Eine C-terminal trunkierte Phox2b-Mutante flhrte zur Dedifferenzierung
sympathischer  Vorlauferzellen, vergleichbar mit den  molekularen

Konsequenzen eines dominant-negativen Phox2b-Fusionsproteins.

79



DiSKUSSION

4.1 PRIMARKULTUREN SYMPATHOADRENERGER VORLAUFERZELLEN ALS
MODELLSYSTEM FUR PROLIFERATIONSUNTERSUCHUNGEN

Die Untersuchungen zur Rolle von Phox2b und NB-Phox2b-Mutationen wurden
in Primarkulturen paravertebraler, sympathischer Grenzstrdnge des Huhns
durchgefuihrt. Bereits in friheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass
sympathische Vorlauferzellen aus E7-Huhnembryonen in vitro proliferieren und
auf Proliferationsstimuli reagieren (Rohrer und Thoenen, 1987; Zackenfels et
al., 1995, Straub et al.,, 2007). Untersuchungen von Proliferationseffekten
anhand von Priméarkulturen haben gegenuber den haufig in der Onkologie
eingesetzten Tumorzelllinien entscheidende Vorteile. Zum Einen werden die
Priméarkulturen paravertebraler, sympathischer Vorlauferzellen direkt ex vivo
prapariert und stellen die Ausgangszellpopulation des Neuroblastoms dar (Alam
et al.,, 2009). Zum Anderen handelt es sich bei Tumorzelllinien um bereits
entartete Zellen, die meist aus sekundarem Tumorgewebe entnommen wurden.
So sind diese Zellen immortalisiert, d.h. essentielle Mechanismen der
Proliferationskontrolle sind bereits nicht mehr funktionstiichtig oder verandert.
Zusatzlich ist auch die Genexpression von Differenzierungsmarkern in den
haufig verwendeten NB-Zelllinien sehr unterschiedlich. Beispielsweise ist
Phox2a, fur das eine Rolle in der Proliferationskontrolle der noradrenergen
CAD-Zelllinie gezeigt wurde, nicht in allen NB-Zelllinien exprimiert (Paris et al.,
2006; de Pontual et al., 2007; J. Amiel, CCHS-Meeting, Sestri Levante). Uber
die Analyse der BrdU-Inkorporation nach Phox2a-Uberexpression konnte
jedoch im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass in Primarkulturen
sympathischer Vorlauferzellen Phox2a antiproliferativ wirkt. Zeigen Faktoren die
in der NB-Progression und —Proliferation involviert sind ebenfalls
Proliferationseffekte in primaren sympathischen Vorlauferzellen?
Proliferationsstimulierende Effekte konnten fiir das Neurotrophin BDNF sowie
MYCN und Id2 nachgewiesen werden. BDNF ist der Ligand des trkB-Rezeptors
und wurde bereits in einer friheren Arbeit als proliferationsfordernder Stimulus
in Kulturen sympathischer Vorlauferzellen identifiziert (Straub et al., 2007).
Interessanterweise haben trkB-exprimierende NB haufig MYCN-Amplifikation
und exprimieren BDNF, welches parakrin oder autokrin zum Uberleben, zur

Arzneimittelresistenz und zur Angiogenese dieser Tumore beitragt (Brodeur et
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al., 2009). Das Expressionsniveau von trkB ist in Kulturen sympathoadrenerger
Vorlauferzellen nicht betroffen. Die Expression von BDNF wurde nicht
untersucht. MYCN ist ein in aggressiven NB amplifiziertes Protoonkogen und
korreliert mit fortgeschrittenem Stadium und schneller Tumorprogression (Rubie
et al., 1997). Mause, in denen MYCN zelltypspezifisch unter dem TH-Promotor
verstarkt exprimiert wird, entwickeln allein durch diese artifzielle MYCN-
Amplifikation Neuroblastome (Weiss et al., 1997). Uber die molekularen
Konsequenzen der MYCN-Amplifikation ist wenig bekannt. Ein bislang
kontrovers diskutiertes Thema ist die Rolle des HLH-Proteins 1d2. MYCN
aktiviert direkt den Id2-Promotor und die Id2-Uberexpression fiihrt zu erhéhter
Proliferation. Verantwortlich hierflr ist wahrscheinlich eine direkte Interaktion
von 1d2 mit dem Retinoblastom-(Rb) Tumor-Suppressor, die wiederum eine
Interaktion mit den E2F-Transkriptionsfaktoren verhindert. Weiterhin konnte in
47 NB-Patienten mit schlechter Prognose erhohte Id2-Expression festgestellt
werden (Lasorella et al., 2000, 2002). Dementgegen konnte von Wang et al. in
einer Kohorte von 131 NB-Tumoren keine Korrelation zwischen 1d2-mRNA-
oder Protein-Level und einer MYCN-Amplifikation gefunden werden (Wang et
al., 2003). Die erhohte Proliferation, sowohl nach MYCN- als auch nach 1d2-
Uberexpression in sympathischen Vorlauferzellkulturen, konnte jedoch artifiziell
sein, da weder MYCN, noch Id2 in RT-PCR-Experimenten detektiert werden
konnten (siehe Kapitel 3.2).

Zusammengefasst stellen Kulturen sympathoadrenerger Vorlauferzellen nicht
nur die mutmalfliche Ausgangszellpopulation des NB dar, sondern reagieren
zusatzlich sowohl auf pro- als auch antiproliferative Stimuli, u.a. auch auf

Faktoren die bei der NB-Entstehung und —Progression impliziert sind.

4.2 EFFEKTE VON WILDTYP-PHOX2B UND NB-PHOX2B-MUTATIONEN AUF DIE
PROLIFERATION SYMPATHISCHER VORLAUFERZELLEN

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, durch welchen
Mechanismus NB-Phox2b-Mutationen zur Entstehung des NB beitragen. Zwei

Kennzeichen tumorartigen Wachstums sind die Entartung von Zellen und deren
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ungehinderte Proliferation. Zur Untersuchung der Auswirkungen auf die
Proliferation wurden E7-sympathische Vorlauferzellen des Huhns mit
Expressionsplamiden fiir Phox2b™ und NB-Phox2b-Mutationen transfiziert und
die Proliferationsrate der transfizierten Neurone nach zwei Tagen in Kultur (2
DIV) analysiert. Die Uberexpression von Phox2b™ hatte eine Abnahme der
Anzahl proliferierender, transfizierter Neurone zur Folge. Keine der NB-Phox2b-
Mutationen zeigte einen antiproliferativen Effekt. Vergleichbare Resultate
wurden mit Kulturen proliferierender sympathischer Vorlauferzellen aus E12-
Maus SCG und ST erzielt. Diese Ergebnisse decken sich weitestgehend mit
Daten, die mit der Uberexpression von Phox2b™ und zweier NB-Phox2b-
Mutationen (Phox2b™%" und Phox2b®7®®®) in der SK-N-AS NB-Zelllinie

erhoben werden konnten (Raabe et al., 2008).

Eine Erklarung fur die NB-Pradisposition durch Phox2b-Mutationen kénnte der
dosisabhangige Verlust einer Tumor-Suppressorfunktion von Phox2b durch
Haploinsuffizienz sein. Gegen eine durch Haploinsuffizienz verursachte
Pradisposition durch Phox2b sprechen jedoch Daten aus einer HSCR-Patientin.
Der Erkrankung dieser Patientin liegt eine Translokation des
Chromosomenabschnitts 4p12-4p14 und eine dadurch bedingte heterozygote
Deletion des Phox2b-Genlokus zugrunde. Diese Patientin entwickelte kein NB
(Benailly et al.,, 2003). Zuséatzlich wurde in Untersuchungen der Phox2b-
heterozygoten Maus kein NB gefunden und ein, gegentber Wildtyp-Mausen,
verringertes Atemvolumen als Antwort auf Hyperkapnie festgestellt (Dauger et
al., 2003; Dubreuil et al., 2008). Der Hypoventilationsphéanotyp des ebenfalls
heterozygoten CCHS-Mausmodells ist dagegen, aufgrund der gestorten
Entwicklung des retrotrapezoiden Nukleus, sehr viel starker (Dubreuil et al.,
2008). CCHS-Phox2b-Mutationen im Polyalanin-Abschnitt von Phox2b bringen
dominant-negative Phox2b-Proteine hervor, die zur Aggregation von sowohl
mutiertem- als auch Wildtyp-Phox2b im Cytoplasma fuihren. (Trochet et al.,
2005). Diese im CCHS-Kontext gewonnenen Daten sind zwar nicht direkt auf
die Rolle von Phox2b im NB ubertragbar, legen aber nahe, dass ein
Funktionsgewinn (Gain-of-Function), wie z.B. eine dominant-negative Wirkung
der NB-Phox2b-Mutationen moglich ware. Die Resultate aus der heterozygoten
Patientin und heterozygot Phox2b-defizienten Mausen lassen vermuten, dass

ein Gain-of-function der NB-Phox2b-Mutationen wahrscheinlicher ist als ein
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einfacher  Verlust der Tumor-Suppressorfunktion aufgrund von

Haploinsuffizienz.

Ein moglicher Funktionsgewinn der NB-Phox2b-Mutationen bezuglich ihrer
Auswirkungen auf die Proliferation sympathischer Vorlauferzellen kdnnte durch
den Aufbau der initialen Experimente ,maskiert” d.h. nicht detektierbar gewesen
sein. So wurden die NB-Phox2b-Mutationen ektopisch in der Gegenwart des
homozygoten Chromosomensatzes der Wirtszellen exprimiert. Die NB-
Patienten sind dagegen heterozygot und haben vermutlich eine um rund 50%
reduzierte Phox2b"-Expression. Nach siRNA-Knockdown des endogenen
Phox2b-Proteinlevels konnte ein Proliferationsstimulus derjenigen Phox2b-
Mutationen nachgewiesen werden, die eine Mutation innerhalb der DNA-

bindenden Homdodomane tragen (Phox2b"™P™

). Durch Blockade der Apoptose
wurde ein Uberlebenseffekt als Ursache dieses Proliferationsstimulus
ausgeschlossen. Diese Experimente werfen, neben der Frage wie die
Phox2b"P™" diesen Proliferationseffekt vermitteln, zwei weitere wichtige Fragen

auf (siehe Abb. 3.9 und Abb. 3.10).

Zum Einen, warum die Reduktion der endogenen Phox2b"-Level alleine nicht
ausreicht, die Proliferation zu stimulieren, und zum Anderen, warum die
ebenfalls in einem NB-Patienten beschriebene Phox2b®%"®®'®.Mutation keinen
proliferationsstimulierenden Effekt hat. Letzteres koénnte dadurch erklart
werden, dass Phox2b®’®®'® in DF1-Fibroblasten nicht in den Nukleus
transloziert wurde. Dementgegen stehen die Ergebnisse aus der
immunzytochemischen Markierung von Phox2b in Kulturen E7-sympathischer

b®76%IC aine mit anderen Phox2b-Varianten

Vorlauferzellen, in denen Phox2
vergleichbare Immunfluoreszenzintensitat aufwies. Bei Blockade der Apoptose
mit DEVD-CHO fiihrte die Expression von Phox2b®"®%'¢ zu einer signifikant
verringerten Anzahl proliferierender Neurone. Die bei dieser Frameshift-Mutante
intakte Homoéodomane und eine gegeniber Phox2b"™ verminderte
Phox2b®7®%*®®_Nukleustranslokation ~ kénnten  fur  diese  verringert-
antiproliferativen Effekte verantwortlich sein. Um dies exakter zu quantifizieren,
kbnnten Western-Blots durchgefihrt werden, in denen die Phox2b-
Proteinmengen der zytoplasmatischen- und der nuklearen Fraktion von DF1-

Fibroblasten und E7-SG Neuronen verglichen werden.
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Die Fragestellung warum die Reduktion des endogenen Phox2b"-Levels mit
siPhox2b nicht zur Stimulation der Proliferation fuhrt, kdnnte durch eine
indirekte Funktion von Phox2b erklart werden. Phox2b-Uberexpression konnte
die Aktivitat eines proliferationsregulierenden Proteins verandern, der
Knockdown mit siPhox2b jedoch keine Auswirkungen auf dessen Kontrolle
haben. Eine naheliegende Moglichkeit ist, dass das nach dem Knockdown
verbleibende endogene Phox2b™-Niveau ausreichend ist, um weiter
antiproliferativ zu wirken. Eine weitere Erklarung ist, dass die Phox2b-Aktivitat
posttranslational durch Phosphorylierung gesteuert wird, wie bereits fir Phox2a
demonstriert wurde. Phox2a und Phox2b werden in vitro und in vivo
phosphoryliert. Bisher wurde nur die phosphorylierungsabhéngige Aktivitat von
Phox2a sowohl am DBH- als auch am p27P*-Promotor untersucht (Adachi et
al., 2002). Aktivierung des cAMP-Signalwegs fuhrt zur Dephosphorylierung von
Phox2a am Serin 206 und ermoglicht so dessen DNA-Bindung und
Transkriptionsaktivitat am p27<"'-Promotor. Zur Inaktivierung der DNA-
Bindefahigkeit werden die Serine 202 und 208 dephosphoryliert und Uber
Protein-Kinase-A das Serin 153 phosphoryliert. Auch am Promotor der DBH
zeigt dephosphoryliertes Phox2a eine hohere Transaktivierung (Shin et al.,
2009; Adachi et al., 2000).

Ser153 Ser202 Ser206 208
Phoxza KGAAGA GAKKGEARC PT LPPPPAPBILABH - -- - - - PR PLPAALGSG- PGPEPL 223
e (o T g e TIPSR AT L

ABB. 4.1 AUSSCHNITT DER PROTEINSEQUENZ VON PHOX2A UND PHOX2B Dargestellt ist die Phox2a-Sequenz
von aal52 bis aa223 und die komplementdre Sequenz von Phox2b. Beide Alanine (aal52) gehdren noch zum
homologen Bereich der Phox2-Homdodomé&ne. Ser206, eine der von Shin et al. in Phox2a gezeigten
Phosphorylierungsstellen, ist auch in Phox2b vorhanden (Alignment mit ClustalX2).

Abb. 4.1 zeigt eine Gegenuberstellung der murinen Phox2a- und Phox2b-
Aminosauresequenz durch das Programm ClustalX2. Das fir die DNA-Bindung
von Phox2a dephosphorylierte Serin 206 ist auch in der Phox2b-Sequenz
vorhanden. Die fUr die Deaktivierung der DNA-Bindefahigkeit von Shin et al.
beschriebenen Serine 202, 208 und 153 sind jedoch in Phox2b nicht
vorhanden. Netphos 2.0, ein Programm mit dem in Aminoséuresequenzen

mogliche Phosphorylierungsstellen vorhergesagt werden kdnnen, berechnet fur
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das murine Phox2b insgesamt 16 Serin-, 7 Threonin- und 5 Tyrosin-

Phosphorylierungsstellen.

Vorausgesetzt, die Phox2b-Aktivitdt ware wie bei Phox2a durch
Phosphorylierung gesteuert, bedeutet eine Uberexpression von Phox2b eine
erhohte Anzahl transkriptionell aktiver Proteine, die fir den antiproliferativen
Effekt verantwortlich sind. Bei Knockdown des endogenen Phox2b-Niveaus mit
siPhox2b, kdnnte vorhandenes Phox2b dephosphoryliert werden und somit den
proliferationsstimulierenden Effekt kompensieren. Der genaue Zusammenhang
zwischen antiproliferativ. wirkender Phox2b-Expression und ausbleibendem
Proliferationsstimulus im Phox2b-Knockdown bleibt jedoch unklar, ebenso wie
die Frage welcher der diskutierten Mechanismen wirklich zutrifft. Die wichtigste
Frage, die sich aus den Proliferationsexperimenten ergab, ist jedoch, wie der
bHDmut

proliferationsstimulierende Effekt der Phox2
Abb. 3.9 und Abb. 3.10).

erklart werden kann (siehe

4.3 STRUKTURELLE KONSEQUENZEN DER NEUROBLASTOMA-PHOX2B-
MUTATIONEN

Die Untersuchung der Proliferation sympathoadrenerger Vorlauferzellkulturen
ergab, dass drei der vier untersuchten NB-Phox2b-Mutationen nach Knockdown
des endogenen Phox2b-Niveaus eine proliferationsstimulierende Wirkung
zeigten. Dieser Effekt trat nur bei Mutationen innerhalb der Phox2b-
Homoodomane auf (Phox2b™: Phox2b™*€ und Phox2b****). Da die
Uberexpression der Phox2-Homdodoméane antiproliferativ wirkt (siehe 3.1.8),
konnten die beobachteten Effekte auf einer eingeschrankten Funktion der
Homododomane der Phox2b™™" beruhen. Nach Verdffentlichung des humanen
Genoms wurden Transkriptionsfaktoren als eine von vier Hauptgruppen von
funktionellen Proteinen identifiziert, deren Keimbahn-Mutationen zu bekannten
Krankheiten fuhren (Jimenez-Sanchez et al., 2001). Der UCSC-Human Genom
Browser listet insgesamt 155 Homoéodoméanen-Proteine. Eine Vielzahl von
genetisch bedingten Krankheiten, die von Entwicklungsabnormalitaten bis hin

zu  Stoffwechselerkrankungen reichen, wird durch  Mutationen in
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Homoodomanen-Transkriptionsfaktoren hervorgerufen (zusammengefasst in
D’Elia et al., 2001). Diese Mutationen flhren entweder zu abnormer
Transkriptionskontrolle oder zum Zusammenbruch der
Transkriptionsmaschinerie durch Funktionsverlust des veranderten Proteins. Als
Mechanismus kommen sowohl Haploinsuffizienz als auch dominant-negative
Funktionen in Betracht (Seidman und Seidman, 2002). Relativ einfach
nachvollziehbar  sind  krankheitsverursachende  Mutationen, die zu
Leserasterverschiebungen oder trunkierten Proteinen fiihren. Substitutionen
einzelner Aminosauren (Missense-Mutationen; Single Amino-Acid Substitution,
SAS), wie sie bei Phox2b™® und Phox2b™*€ vorliegen, erfordern das
Verstandnis der Aufgabe dieser einzelnen, mutierten Aminosaure. Die
Veranderung einer Aminosaure kann Auswirkungen auf Expressionslevel,
Proteinstabilitat, -faltung und —lokalisierung, posttranslationale Modifikationen
und auf die Interaktionsfahigkeit mit anderen Proteinen und DNA haben (Wang
und Moult, 2001). In einer weiteren Studie wurden insgesamt 119 unabhangige
Missense-Mutationen in 26 verschiedenen Genen zusammengetragen und
untersucht, ob bestimmte SAS gehauft vorkommen. Die Untersuchungen

ergaben, dass u.a. in Phox2b™%"

eine sog. Kernaminosaure (Core-Residue)
der Homdodomane mutiert ist. Arg5, das in der Homdodomane von Phox2bR*%%-
mutiert ist, bindet die ,kleinen Furchen® (Minor-Grooves) der Ziel-DNA und
bildet Wasserstoffbindungen mit den Desoxyribonukleinsauren aus. Die DNA
und im Besonderen die Minor-Grooves stellen eine stark negative Ladung dar,
wahrend die Homoéodomane positiv geladen ist und Uber elektrostatische
Wechselwirkungen zunachst einen schwachen unspezifischen Kontakt zur DNA
herstellt. Die Neutralisation der negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA
durch positiv geladene Gruppen der HD fihrt anschlielend zur spezifischen
Interaktion der HD mit der DNA (Chirgadze et al., 2009). In Phox2b"**!€ ist das
Arg44 der Homododomane mutiert. Bisher ist keine ndhere Funktion dieser
Aminosaure beschrieben. Es existieren jedoch weitere Arg44-Mutationen z.B. in
HNFla, dessen Mutationen zu Diabetes fuhren (Chi et al., 2005). Der
trunkierten Phox2b*****-Mutante fehlen zwei Aminoséuren am Ende der dritten
Helix. Untersuchungen an Pax6, einem weiteren HD-Transkriptionsfaktor,
zeigten eine essentielle Rolle der dritten Helix in der Zielfindung dieses HD-

Proteins sowohl fir DNA-, als auch Protein-Interaktionen. Diese Daten
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suggerieren, dass bei Phox2b****

ebenfalls eine Stérung in der DNA-Bindung
vorliegen konnte (Bruun et al., 2005). Zudem weisen die untersuchten NB-
Phox2b-Mutationen in Luciferase-Assays verringerte Transaktivierungsaktivitat

am DBH-Promotor auf (Trochet et al., 2005, eigene Daten).

4.4 DIE ROLLE VON PHOx2B UND NB-PHOX2B-MUTANTEN IN DER
PROLIFERATIONSKONTROLLE SYMPATHOADRENERGER VORLAUFERZELLEN

Aufgrund der Proliferationseffekte von Phox2b™ und Phox2b™™" wurde eine
putative Rolle von Phox2b in der Kontrolle des Zellzyklus vermutet. Ein
naheliegender Kandidat war der Zyklin-abhangige Kinase-Inhibitor p27“?*. In
der noradrenergen CAD-Zelllinie aktiviert Phox2a die Transkription von p27+P!
und fahrt zu Zellzyklusaustritt und Differenzierung (Paris et al., 2006). In
Kulturen sympathoadrenerger Vorlauferzellen fiihrten Uberexpression und
Knockdown von Phox2b zu erhéhtem bzw. erniedrigtem p27<P:-mRNA-Niveau.
Weiterhin wirken die Uberexpression von Phox2a und p27<** antiproliferativ. Es
wurde gezeigt, dass Phox2b sowohl den Phox2a-Promotor als auch
autoregulatorisch den eigenen Promotor aktiviert (Flora et al., 2001; Cargnin et
al., 2005). Phox2b konnte somit indirekt Uber Aktivierung von Phox2a und
folglich p27* seinen antiproliferativen Effekt austiben (siehe Abb. 4.3). Gegen
eine Rolle von p27%P! bei der Vermittlung der Effekte auf die Proliferation von
Phox2b-Varianten spricht jedoch, dass sich das p27<P'-Expressionsniveau nach
Uberexpression der ebenfalls antiproliferativ wirkenden Phox2"® nicht
veranderte. Das p27"P*-Expressionsniveau scheint demnach nicht strikt an die
Proliferation sympathischer Vorlauferzellen gekoppelt zu sein, obwohl forcierte
Uberexpression von p27<** antiproliferativ wirkt. Die p27<P'-Expression nach
Phox2a-Uberexpression in Kulturen sympathischer Vorlauferzellen wurde
bisher nicht untersucht. Phox2a ist jedoch in  sympathischen
Vorlauferzellkulturen gar nicht oder nur sehr gering exprimiert und wird nicht
signifikant nach Phox2b-Uberexpression hochreguliert. Trotzdem lasst sich ein
zumindest teilweiser Beitrag von Phox2a-vermittelter p27“P*-Expression nach
Phox2b-Uberexpression am antiproliferativen Effekt von Phox2b nicht ganz

ausschlieRen. Fir die Vermittlung des antiproliferativen Effekts von Phox2"™°
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muss jedoch ein anderer Mechanismus existieren, der entweder von der DNA-
Bindeféahigkeit oder Protein-Protein-Interaktionen der Phox2-Homo6odomane
abhangt. Es stellt sich dadurch die Frage, ob auch die Effekte von Phox2b"P™"
unabhangig vom p27<P'-Expressionslevel bewirkt werden. Ein interessantes
Experiment ware in diesem Zusammenhang zu untersuchen, inwiefern sich die
Proliferationsrate  sympathoadrenerger Vorlauferzellkulturen nach p27F'-

Knockdown verandert.

Effekte der Phox2-Homododoméane wurden bereits bei Arbeiten im Neuralrohr
des Huhns beobachtet. Uberexpression von Phox2™ fihrt zu einer
Verringerung der Hes5- und ld2-Expression (Dubreuil et al., 2002). E7
sympathische Neurone haben jedoch bereits die Notch-Signalweg-abhangige
Hes5-Expression verloren und exprimieren kein Id2 (Tsarovina et al., 2008;
eigene Daten). Hes5 und Id2 sind daher nicht in den antiproliferativen Effekt

involviert.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde wahrend eines 12-wdchigen Praktikums
von Sarah Melzer die Rolle weiterer Zellzyklusgene untersucht. Mit
semiquantitativer RT-PCR wurde die Expression der Zykline D1, D2 und D3,
sowie der Zyklin-abhéngigen Kinase-Inhibitoren p18, p21 und p57<"? in Kulturen
sympathischer Vorlauferzellen nachgewiesen. Es konnten jedoch keine
signifikant veranderten Expressionsniveaus nach Phox2b-Uberexpression

festgestellt werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass sowohl der antiproliferative
Effekt von Phox2b als auch der proliferationsstimulierende Effekt der
Phox2b™™" vermutlich durch den Transkriptionsfaktor Hand2 vermittelt
werden. Diese Hypothese wird durch folgende Argumente unterstitzt: Hand2
spielt sowohl in vivo als auch in vitro eine essentielle Rolle in der Proliferation
sympathoadrenerger Vorlauferzellen (Hendershot et al., 2008; Schmidt et al.,
2009; eigene Daten). Ferner sind der proliferationsstimulierende Effekt der
Phox2b™™" und der antiproliferative Effekt von Phox2b™ von Hand2 abhéngig
und alle untersuchten Phox2b-Varianten und Hand2 zeigen direkte Protein-
Protein-Interaktion. Weiterhin ist das Hand2-Expressionsniveau invers abhangig
vom Phox2b-Proteinlevel. Ein weiterer interessanter Befund ist, dass NB nicht

in parasympathischen Ganglien entstehen, die per se kein Hand2 exprimieren
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(Muller und Rohrer, 2002). Andere Effekte der Phox2b-Mutanten sind aber
offensichtlich von Hand2 unabhéngig, wie z.B. Strabismus und Defekte in der
Kontrolle der Pupillen, die Konsequenzen fehlerhafter parasympatischer

Innervation darstellen (J. Amiel, Konferenz Sestri Levante 2007).

Als mégliche mechanistische Erklarungen, wie Phox2b"™, Phox2b"P™! und
Hand2 die Proliferation in sympathoadrenergen Vorlauferzellen regulieren,

kommen verschiedene Modelle in Betracht.

MODELL 1:

Die Phox2b"°™! konkurrieren mit endogenem Phox2b"* um Hand2-Bindung und
wirken dem antiproliferativen Effekt von Phox2b™ entgegen. Die Mutationen in
der Homoodomaéane fihren zu einer Konformationsanderung im Phox2b-Protein,
die ebenfalls die Interaktion mit Hand2 beeinflusst. Die Interaktion zwischen
Phox2b und Hand2 konnte von einer antagonistischen Funktion in der
Steuerung der Proliferation zu einer synergistischen,
proliferationsstimulierenden  Funktion der Phox2bHD™/Hand2-Komplexe
verandert sein (siehe Abb. 4.2). Weiterhin existieren Komplexe aus Phox2"P,
Phox2b®76%®® ynd Phox2"PR*1¢ Komplexe aus Phox2-Homdodomane und
Hand2 wirken antiproliferativ wie Phox2b"-Hand2-Komplexe. Da Phox2a und
Hand2 Komplexe bilden, lasst sich durch diese Vorstellung ebenfalls deren
antiproliferativer Effekt erklaren (Adachi et al., 2000). Der ausbleibende
antiproliferative  Effekt von Phox2b®%®¢ kann durch eine verringerte
Kerntranslokation dieser Mutante erklart werden. Einen Schwachpunkt dieses
Modells zeigen die Daten zu Phox2"PR*¢ Diese Variante zeigt Interaktion mit
Hand2 in GST-Pulldown-Experimenten und tragt eine Mutation in der
Homoodoméane. Phox2"PR*¢ hat jedoch keinen Effekt auf die Proliferation.
Eine mogliche Erklarung hierfir kdnnte eine verringerte Affinitdt zu Hand2 sein,
wenn fur maximale Bindungsstabilitét die Interaktionsdoméanen in N- und C-
Terminus von Phox2b benétigt werden. Da die C-terminal verkirzte
Phox2b*****-Mutation die Proliferation stimuliert, ist vermutlich der Phox2b-N-

Terminus fur die proliferationsstimulierende Interaktion verantwortlich. Der N-
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Terminus enthalt die Transaktivierungsdomane und eine Reihe
hochkonservierter Phosphorylierungsstellen, die wie bei Phox2a fir
Aktivitatsregulation verantwortlich sein konnten (Adachi et al. 2000; Trochet et
al., 2009; eigene Daten). Weiterhin enthélt der N-Terminus von Phox2b eine
Bindungsstelle fir den Koaktivator CBP, der, wie am DBH-Promotor fir Phox2a
gezeigt wurde, eine Briicke zur allgemeinen Transkriptionsmaschinerie darstellt
(Phox2b CBP-Bindungsstelle im N-Terminus: Aminosauren 69-83; Swanson et
al., 2000).

MODELL 2:

bHDmut

Der Proliferationsstimulus von Phox2 ist ein indirekter Effekt aufgrund des

erhohten Niveaus von ungebundenem Hand2-Protein, das aufgrund

verringerter Bindungsaffinitat von Phox2b"P™"

enthaltenden Komplexen zu
Stande kommt (siehe Abb. 4.2). Radioaktiv markierte in vitro translatierte
Phox2b- oder Phox2a-His markierte Fusionsproteine bilden Homo- und
Heterodimere (Adachi et al., 2000). Phox2b-Dimerbildung wurde in den GST-
Pulldown Experimenten nicht beobachtet. Mogliche Ursache hierfiir konnte eine
sterische Hinderung der Homodimerbildung durch die Struktur des
Fusionsproteins aus Phox2b und GST sein. Es kdnnte auch durch ein Artefakt
der bakteriellen Proteinexpression aufgrund fehlender, zur Homodimerbildung
notwendigen, Proteinmodifikationen erklart werden. Eine Doméne, die fir
Homo- und Heterodimerbildung in Phox2-Proteinen verantwortlich ist, wurde
bisher nicht beschrieben. Die Interaktion mit Hand2 wird durch die Phox2-
Homoodomane vermittelt (Rychlik et al., 2003; eigene Daten). Heterodimere
aus Phox2b™™™% und Phox2b"-Proteinen und Homodimere aus Phox2b"P™"
kénnten in den Vorlauferzellen eine verringerte Affinitdt zu Hand2 aufweisen
und somit die Anzahl der ungebundenen Hand2-Proteine erhéhen (siehe Abb.
4.2). Die Erhohung des Hand2-Protein-Niveaus durch Uberexpression fihrte in
sympathoadrenergen Vorlauferzellkulturen zu signifikant erhdhter Proliferation.
Fur die Proliferationseffekte von Phox2™® und Phox2b®"®%'® wiirden dieselben
Erklarungen gelten wie bei Modell 1. Komplexe aus Phox2"°f*¢ und Phox2b™
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konnten aufgrund fehlender Proteininteraktionsdomanen in N- und C-Terminus
in ihrer Hand2-Bindefahigkeit limitiert sein.

MOde" 1 Legende

| E Phox2b"*

G Phox2bHPmut
rO= ~
Hand2

antiproliferativ proliferations-
stimulierend

ga &4

o)
|

antiproliferativ stimulierend

Modell 2

ABB. 4.2 MODELLE DER INTERAKTIONEN ZWISCHEN PHOX2B", PHOX2B""™ UND HAND2 IN DER
PROLIFERATIONSKONTROLLE SYMPATHOADRENERGER VORLAUFERZELLEN Modell 1: Komplexe aus
Phox2b™ und Hand2 wirken antiproliferativ, wahrend durch eine Konformationsanderung Komplexe aus Phox2b"m
und Hand2 die Proliferation stimulieren; Modell 2: Phox2b"-Homodimere haben eine starke Hand2-Bindungsaffinitat,
wahrend Heterodimere aus Phox2b™ und Phox2b™™™, sowie Phox2b"™®™-Homodimere eine verringerte Hand2-
Bindungsaffinitat aufweisen und somit ungebundenes Hand2 die Proliferation stimuliert.

91



DiSKUSSION

4.5 DIE ROLLE VON HAND2 IM NB UND IN DER PROLIFERATIONSKONTROLLE
SYMPATHOADRENERGER VORLAUFERZELLEN

Modell 2 und die Daten der Hand2-Uberexpressionsexperimente werfen die
Frage auf, wie der proliferationsstimulierende Effekt von Hand2 zustande
kommt. Hand2 ist in NB exprimiert, es konnte jedoch keine Korrelation der
Hand2-Expression mit dem Tumorstadium festgestellt werden (Gestblom et al.,
1999; Voth et al., 2009). Die Fragestellung, ob Hand2 die Transkription von
Zellzyklusregulatoren beeinflusst oder ob mdglicherweise direkte Interaktionen
mit Zellzyklusregulatoren bestehen wurde bisher nicht untersucht.

Hand2 bildet Heterodimere mit Klasse A- und B-bHLH-Transkriptionsfaktoren
(Murakami et al.,, 2004; Firulli et al.,, 2005). Die HLH Id-Protein-Familie
(Inhibitors of Differentiation oder Inhibitors of DNA-Binding) besteht aus
insgesamt 4 Mitgliedern, von denen 1d1-3 im NB exprimiert sind. Id1-3 besitzen
keine DNA-Bindedomé&ne und gelten als dominant-negative Inhibitoren in der
Zellzykluskontrolle. Durch Bindung an E-Proteine verhindern sie deren Bindung
an gewebsspezifische bHLH-Proteine und kénnten dadurch die Tumorzellen in
einem undifferenzierten Status halten. Id-Proteine haben jedoch auch direkte
Effekte auf Zellzyklusregulatoren. 1d2 interagiert mit hypophosphoryliertem Rb
und stort so dessen Bindung an E2F-DP1 (siehe Abb. 4.3). Dies fuhrt zur
Transkription S-Phasen-spezifischer Gene und Zellzyklusprogression. Eine
direkte Interaktion zwischen Hand2 und Id-Proteinen wurde nicht festgestellt
(JOgi et al., 2001). Mdoglicherweise hat Hand2 jedoch eine vergleichbare
Funktion in der Zellzykluskontrolle wie die Id-Proteinfamilie. Interessanterweise
kénnen viele Funktionen von Hand2 auch durch Hand2-Varianten ausgelost
werden, die keine basische Doméane aufweisen und deshalb nicht an DNA
binden kénnen (Xu et al., 2003). 1d2 und Hand2 binden u.a. an das E-Protein
E2A (Murakami et al., 2004; Rothschild et al., 2006). Das E2A-Gen kodiert fur
zwei Splicevarianten:, E12 und E47. Fur E2A wurden in friheren Arbeiten
verschiedenste Rollen in der Zellzykluskontrolle diskutiert. So verhindert die
Uberexpression von E2A in der NIH-3T3-Fibroblastenzelllinie die
serumstimulierte Proliferation (Peverali et al., 1994). Kontrovers dazu wurde in
B-Zellen eine proliferationsstimulierende Rolle von E2A durch Stimulation der
ZyklinD3-Transkription beschrieben (Song et al., 2004; Zhao et al., 2001). In
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den Neuroblastomazelllinien SK-N-SH und IMR-32 fiihrt die Uberexpression
von E12 und E47 zu verringerter Proliferation und aktiviert die Transkription der
Zyklin-abhangigen Kinase p57"2. Reziprok dazu sinkt das p57“P-mRNA-
Niveau nach Id2-Uberexpression (Rothschild et al., 2006). Die Uberexpression
von Hand2 kénnte zu einer erhdhten Anzahl an E2A/Hand2-Komplexen fihren.
Diese Komplexe konnten einerseits die Transkription von p57P? oder anderen
Zellzyklusarrest-Genen reduzieren oder andererseits stimulierend auf die
ZyklinD3-Transkription wirken (diese Madoglichkeit ist in Abb. 4.3 nicht

dargestellt).
o

@

GATA3

I~ ~
/ | Phox2a

% ? Zellzyklus-
@ arrest

Zellzyklus-

progression

S-Phasen-spezifische Transkription

ABB. 4.3 SCHEMATISCHE DARSTELLUNG DER MOGLICHEN FUNKTIONEN UND INTERKATIONSPARTNER
DER TRANSKRIPTIONSFAKTOREN PHOX2B UND HAND2 IN DER PROLIFERATIONSKONTROLLE
SYMPATHOADRENERGER VORLAUFERZELLEN Der Einfluss von Phox2b auf die Transkription des CKI p27<"
konnte einerseits direkt oder andererseits indirekt Uber die Transaktivierung des Phox2a-Promotors erfolgen. Bindung
von p27kipl an den ZyklinD1/CDK4-Komplex fuihrt zu Zellzyklusarrest (Go). Fur Hand2 sind zwei der in diesem Kapitel
beschriebenen moglichen Funktionen in diesem Schema dargestellt. (1) Hand2 nimmt Uber einen Komplex mit Gata3,
welches wiederum direkt ZyklinD1-Transkription steuert Einfluss auf den Zellzyklus. (2) Hand2 kompetitiert wie |d2 mit
E2 um Bindung an Rb und fihrt somit zu Zellzyklusprogression. (grun: proliferationsstimulierend; rot: antiproliferativ;
diinne gestrichelte Pfeile: transkriptionelle Kontrolle; dicke gestrichelte Pfeile: Zellschicksal; durchgezogene Pfeile:
Veranderungen auf Proteinebene)

Ein weiterer Interaktionspartner von Hand2 in der Proliferation kdnnten die
Zinkfingerdomanen-Transkriptionsfaktoren der Gata-Familie sein. Eine direkte
Interaktion zwischen Gata4 und Hand2 konnte bereits gezeigt werden und

findet in der C-terminalen Zinkfingerdomane statt (Dai et al., 2002). Die
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Sequenz der Zinkfingerdoméne ist innerhalb der Gata-
Transkriptionsfaktorenfamilie hochkonserviert. Die Familie umfasst insgesamt
sechs Mitglieder, von denen Gata2-6 im ZNS exprimiert werden (Agnihotri et
al., 2009). Im peripheren Nervensystem wurden bisher Gata2 und Gata3
beschrieben. Bei der Untersuchung Gata3-defizienter Mause wurde sowohl
eine verringerte Proliferation sympathoadrenerger Neurone, als auch ein Effekt
auf das Zelliberleben festgestellt (Tsarovina et al., 2004; Tsarovina et al.,
eingereicht). Eine kirzlich vero6ffentlichte Arbeit zeigt, dass Gata3 in NB-
Zelllinien den ZyklinD1-Promotor aktiviert und die Proliferation von IMR-32-NB-
Zellen reduziert ist (Molenaar et al., 2010; siehe Abb. 4.3). In konditionell
Hand2-defizienten Mausen konnte durch Gene-Array-Analysen von Herz-
MRNA-Isolationen eine starke Reduktion der Insml-Expression (Insulinoma
associated 1) festgestellt werden (Kristen et al., 2010). Insm1-defiziente Mause
zeigen, wie Hand2-defiziente M&ause, eine starke Reduktion der Proliferation
sympathoadrenerger Vorlauferzellen (Wildner et al., 2008; Hendershot et al.,
2008). Insm1 bindet direkt an ZyklinD1 und konkurriert mit ZyklinD1 um CDK4-
Bindung (Liu et al., 2006). Die Interaktion zwischen ZyklinD1 und CDK4 ist
wiederum  notwendig fur die  Phosphoryllierung von Rb und
Zellzyklusprogression von Gy zu G; (Zhang et al, 2009). Hand2 konnte
demnach einerseits auf transkriptioneller Ebene Uber die Expression von Insm1
und dessen Interaktion mit ZyklinD1- oder andererseits lUber eine Interaktion mit
Gata3 und dessen Einfluss auf den ZyklinD1-Promotor Einfluss auf die
Proliferation sympathoadrenerger Vorlauferzellen nehmen.

Interessanterweise ist Gata4 in aggressiven NB hochreguliert und korrelliert mit
MYCN-Amplifikation. In der Entwicklung sympathoadrenerger Neurone wird
Gatad4 jedoch nicht exprimiert (Hoene et al., 2009). Gata4 induziert in

5NK4B nd inhibiert

Astrozyten die Transkription der Zyklin-abhangigen Kinase pl
deren Proliferation (Agnihotri et al., 2009). Ein synergistischer Effekt von
Hand2- und Gata4-Komplexen wird in Kardiomyozyten beschrieben (Dai et al.,
2002). Das nach Uberexpression erhohte Hand2-Niveau kénnte zur Inhibition
von Gata4-Zielgenen wie p15™**® fiihren. Denkbar ist auch ein synergistischer
Effekt von Hand2/Gata4-Komplexen auf proliferationsstimulierende Zielgene,
eine proliferationsstimulierende Rolle von Gata4 wurde jedoch bisher nicht

beschrieben.
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Der Mechanismus, wie NB-Phoxb-Mutationen und Phox2b™ {iber Hand?2
Einfluss auf die Proliferation sympathoadrenerger Vorlauferzellen nehmen,
bleibt somit weitestgehend unklar. Es existieren jedoch Anhaltspunkte aus
Arbeiten in anderen Geweben, die auf eine Verbindung z.B. zu den E-Proteinen
oder ZyklinD1 hindeuten.

4.6 DER EINFLUSS VON PHOx2B"" UND NB-PHOX2B-VARIANTEN AUF DIE
DIFFERENZIERUNG SYMPATHOADRENERGER VORLAUFERZELLEN

Das NB ist ein ausgesprochen heterogener Tumor und zeigt ein breites
Spektrum Klinischen Verhaltens. Die Aggressivitdt des Tumors und somit die
Prognose hangen unter anderem vom Differenzierungsstatus der Tumorzellen
ab. NB mit niedrigem Differenzierungsstatus Kkorrellieren eng mit hoher
Tumoraggressivitat und schlechter Prognose (Bourdeaut et al., 2009). Die
ersten Untersuchungen zur Funktion von Phox2b beschrénkten sich auf dessen
Rolle in der initialen Differenzierung peripherer und zentraler noradrenerger
Neurone. In Phox2b-defizienten Mausen konnte gezeigt werden, dass Phox2b
essentiell fur die Differenzierung peripherer autonomer Neurone ist und keine
autonomen und enterischen Ganglien gebildet werden (Pattyn et al., 1999).
Durch Uberexpression von Phox2b konnen in Neuronen des Brachialnervs

Eigenschaften noradrenerger Neurone induziert werden (Stanke et al., 1999).

In der vorliegenden Arbeit sollten die Auswirkungen veréanderter Phox2b-
Proteinvarianten auf den Differenzierungsstatus sympathoadrenerger
Vorlauferzellen untersucht werden. Die Untersuchungen fanden ebenfalls in
Primarkulturen dissoziierter, paravertebraler, sympathischer Ganglien des
siebten Embryonaltags (E7) des Huhns statt. In diesem Entwicklungsstadium
haben diese unreifen Neurone bereits Eigenschaften noradrenerger Neurone
erworben und exprimieren sowohl Dbh als auch Th (Ernsberger et al., 1995,
2000). Die Expression der Neurotrophinrezeptoren p75 und trkA war von
besonderem Interesse, da ihre Expression mit guter Prognose von NB-
Patienten korreliert (Kogner et al., 1993, Nakagawara et al., 1993). TIx3 ist das
Huhn-Ortholog zu TIx2 im Sauger und stellt ein direktes Phox2b-Zielgen dar
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(Borghini et al., 2006). Zur Analyse der Auswirkungen von NB-Phox2b-
Varianten auf die Differenzierung wurden sympathoadrenerge Vorlauferzellen
mit Phox2b-Varianten transfiziert und nach zwei Tagen in Kultur die mRNA
isoliert. Mit semiquantitativer RT-PCR konnte gezeigt werden werden, dass die
C-terminal trunkierte Phox2b"***-Mutation die Expression der analysierten
Gene signifikant reduziert. Ein dominant-negatives Fusionsprotein aus Phox2-
Homoodomane und der Drosophila engrailed-Repressor-Doméne zeigte
vergleichbare Auswirkungen auf die Dbh, Th, p75, trkA und TIx3-Expression.
Mit Luciferase-Assays konnte am DBH-Promotor die dominant-negative
Wirkung von Phox2b**** und Phox2"*" in einem weiteren Versuchsaufbau
direkt demonstriert werden. Die DBH-Promotor-Transaktiverung von den
untersuchten Phox2b-Varianten war vergleichbar mit friiheren Arbeiten (Trochet
et al., 2009). Die Uberexpression von Phox2b" fiihrte zu signifikant erhéhter
p75- und TIx3-Expression, jedoch nicht zu einem Anstieg von Th, Dbh oder
trkA. Dieses Ergebnis kdnnte bedeuten, dass das endogene Phox2b-Niveau fur
Th, Dbh und trkA an den Promotoren dieser Gene zur vollstandigen
Promotoraktivierung ausreicht, wahrend p75 und TIx3 durch zusétzliches

Phox2b"™ vermehrt transkribiert werden.

Phox2b™1% Phox2bR*¢ und Phox2b®"%%C zeigten keine signifikanten Effekte
auf die Expression von Dbh, Th, p75, trkA und TIx3, jedoch reduzierte
Transaktivierung am DBH-Promotor (Trochet et al., 2009, eigene Daten). Die
Experimente am DBH-Promotor offenbarten, dass die untersuchten NB-
Phox2b-Mutationen die Transaktivierungsfahigkeit von Phox2b"™ verloren
haben. Der ausbleibende Effekt auf die Transkriptionsrate der in
semiquantitativen RT-PCRs untersuchten Gene kann durch Uberexpression in
Gegenwart von endogenem Phox2b™ erklart werden. Nur Phox2b-Varianten mit
dominant-negativem Effekt auf Phox2b™ zeigten hier einen Effekt. Die sich

K155X
b 55

daraus ergebende Frage ist nun, welche Eigenschaft Phox2 von den

anderen untersuchten NB-Phox2b-Mutationen unterscheidet.

Die Phox2b*****-Mutation fiihrt zum Verlust des gesamten C-Terminus und der
beiden letzten Aminosduren der Homéodoméne. Der C-Terminus beinhaltet
einen Polyalanin-Bereich und eine weitere CBP-Interaktionsdoméane (Trochet et

al., 2005, Wu et al., 2009). Mutationen des Polyalanin-Bereichs fiihren zum
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kongenitalen, zentralen Hypoventilationssyndrom (CCHS). CCHS-
verursachende Phox2b-Mutationen, die eine Verlangerung oder Verkirzung
des Polyalanin-Bereichs verursachen, fihren jedoch nicht zwangslaufig zu
verminderter  Transkriptionsaktivitdt. = Desweiteren  konnte in  einem
Kompetitionsassay gezeigt werden, dass Polyalanin-Mutanten mit Phox2b™
interagieren (Trochet et al.,, 2005). Die Homodimerisierung von Phox2b ist
demnach nicht von einem intakten Polyalanin-Bereich abhéangig. Zudem wurde
bisher in keinem NB-Patienten eine Verlangerung im Phox2b-Polyalanin-
Bereich beschrieben. Die CBP-Bindedoméane im N-Terminus bildet eine Briicke
zur allgemeinen Transkriptionsmaschinerie (Swanson et al., 2000). Der C-
Terminus von Phox2b™ bindet ebenfalls CBP und die Koexpression zeigt einen
synergistischen Effekt am DBH-Promotor. Interessanterweise zeigen Phox2b-
Mutationen, die zu einem verlangerten Polyalanin-Bereich filhren keinen
synergistischen Effekt bei Koexpression von CBP (Wu et al., 2009). Aufgrund
dieser Daten ist eine Konformationsanderung von Phox2b-Polyalanin-
Mutationen wahrscheinlich. Der Polyalanin-Bereich wird als flexible Doméane
beschrieben, die fur die Proteinkonformation, Protein-Protein-Interaktionen und
DNA-Bindung verantwortlich ist (Albrecht et al., 2004; Brown et al., 2004;
Albrecht und Mundlos, 2005). Das Fehlen dieser Domane in der Phox2b*!*>*-
Mutante konnte zu einer Konformation fihren, die im Gegensatz zu den
anderen untersuchten NB- und CCHS-Phox2b-Mutationen dominant-negativ mit
Phox2b™ interagiert. Uber Konformationséanderungen der Mutanten und die
Phox2b"-Konformation bei der Interaktion mit CBP konnte letztendlich eine

Kristallstruktur Auskunft geben.

4.7 NEUROBLASTOMA-PRADISPOSITION DURCH MUTATIONEN IN PHOX2B

Das Neuroblastom entsteht aus Zellen der embryonalen Neuralleiste, die nicht
vollstandig differenziert sind. Die ausgesprochene Heterogenitat des NB,
sowohl auf klinischer, als auch auf molekularer Ebene, lasst verschiedene
Ruckschliisse zu. Die Unterbrechung normaler Differenzierungsprozesse spielt
eine wichtige Rolle in der Tumorentstehung. Genetische Analysen identifizierten

mehrere  Pradispositions-Loci, was darauf hinweist, dass vermutlich
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oligogenetische Veranderungen zur Onkogenese des NB notwendig sind (Maris
et al., 2007). Es gibt, abgesehen von der relativ haufigen MYCN-Amplifikation,
keinen spezifischen genetischen Marker fir NB (Serra et al., 2007). Phox2b-
Mutationen finden sich in nur 1-2% familiar-vererbter NB. Somatische Phox2b-
Mutationen wurden bisher nur in zwei Fallen nachgewiesen (van Limpt et al.,
2004). Kurzlich konnte mit der Rezeptor-Tyrosin-Kinase ALK ein weiteres NB-
Pradispositionsgen identifiziert werden, das sowohl in sporadischem als auch
vererbtem NB eine Rolle spielt. Die Haufigkeit von ALK-Mutationen liegt bei
familiarem NB bei rund 57% und bei rund 9,6% bei sporadischen NB (Eng et
al.,, 2008). Die tumorigene Wirkung von ALK beruht auf erhdohten ALK-
Expressionsniveaus durch genomische Amplifikation oder Mutationen im ALK-
Gen, die zu einer konstitutiven Kinaseaktivitat fihren (Janoueix-Lerosey et al.,
2008). Zusatzlich sind Mutationen im ALK-Promotor denkbar, die zu erhéhter
Expression fuhren konnten (Eng et al.,, 2008). Der siRNA-vermittelte
Knockdown oder die pharmakologische Blockade von ALK fihren zu
veminderter Proliferation in NB-Zelllinien (Chen et al., 2008; Li et al., 2008).
Beide bisher identifizierten = NB-Pradispositionsgene sind in  die
Proliferationskontrolle involviert und kénnten einen ahnlichen
Pradispositionsmechanismus aufweisen. Die Verlangerung der proliferativen
Phase der Neurogenese durch Phox2b- bzw. Alk-Mutationen konnte die
Empfanglichkeit fir eine weitere, somatische Mutation verlangern. Diese
Mutation kdnnte beispielsweise die Aktivierung eines Proto-Onkogens oder die
Deaktivierung eines Tumorsupressorgens zur Folge haben. Diese Art der
Tumorentstehung, die aufgrund einer weiteren Mutation zusatzlich zu einer
vererbten Pradisposition basiert, wurde bereits 1953 von Carl Nordling
postuliert und 1971 von Alfred Knudson als Two-Hit- oder auch Knudson-
Hypothese  ausformuliert  (Nordling, 1953; Knudson, 1971). In
Regressionsanalysen von NB konnte gezeigt werden, dass bei vererbten NB
das mittlere Diagnosealter bei neun Monaten liegt, wahrend in nicht genetisch
vorbelasteten Patienten das NB nach rund 18 Monaten diagnostiziert wird. Die
Two-Hit-Hypothese ist demnach bei NB zutreffend (Maris und Matthay, 1999).

Ein zweiter Befund dieser Arbeit ist, dass zumindest die Phox2b"****-Mutation
dominant-negativ auf die Expression charakteristischer Markergene wirkt, die

einerseits sympathoadrenerge Neurone spezifizieren und andererseits mit
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mildem Krankheitsverlauf assoziiert sind. Dedifferenzierung von Zellen wird
beispielsweise in Hepatokarzynomen als Bestandteil der Tumorgenese
diskutiert (Sell et la., 1993). Eine kurzlich durchgefiihrte Studie in einem NB-
Mausmodell zeigt, dass Phox2b*/TH-Neuroblasten die Tumorgriinderzellen
darstellen (Alam et al., 2009). In menschlichen Féten werden bis zum Zeitpunkt
der Geburt Neuroblastenknoten gefunden, die nach der Geburt regressieren
(Brodeur et al., 2003). Mutationen im Phox2b-Gen kénnten dazu beitragen,
dass diese Neuroblastenknoten Uber einen langeren Zeitraum in einem
undifferenzierten Status gehalten werden und somit die Empféanglichkeitsphase

fur weitere Tumor-initiierende Ereignisse verlangert wird.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass NB-Phox2b-Mutationen sowohl
Uber proliferationsstimulierende als auch dedifferenzierende Effekte zur

Karzinogenese des NB beitragen kdnnten.

4.8 AUSBLICK

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die untersuchten
Phox2b™™" proliferationsstimulierende und dedifferenzierende Effekte auf
sympathoadrenerge Vorlauferzellen zeigen und so zur Entstehung des
Neuroblastoms beitragen konnten. An der  Vermittlung des
Proliferationsstimulus ist der Transkriptionsfaktor Hand2 beteiligt. Eine direkte
Beteiligung von Hand2 an der Kontrolle des Zellzyklus ist bisher nicht bekannt.
Untersuchungen bekannter Zellzyklusregulatoren wie ZyklinD1-3 und der
Zyklin-abhangigen Kinase-Inhibitoren p18, p21 und p57"? mit quantitativer
PCR konnten Aufschluss daruber bringen, inwiefern sich Hand2-Knockdown
und Uberexpression auf das Expressionsniveau dieser Gene in
sympathoadrenergen Vorlauferzellen auswirkt. Weitere Zielgene von Hand2
und Phox2b, unter denen sich neben proliferationsregulierenden- auch
differenzierungsregulierende-Gene befinden kdnnten, ware durch ChIP on Chip
maoglich. Hierbei wirde Uber Chromatin-Immunoprazipitation (ChlP) durch
Hand2 oder Phox2b gebundene DNA isoliert und durch Hybridisieren auf einem

Microarray identifiziert.
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Mit GST-Fusionsproteinen ist die Identifikation weiterer Interaktionspartner von
Phox2b bzw. Hand2 mdglich. Neben naheliegenden Kandidaten wie Gata2/3,
ware es denkbar, bisher unbekannte Interaktionspartner Uber eine
massenspektrometrische Analyse (Maldi-Tof) zu identifizieren. Eine wichtige
Anforderung der Massenspektrometrie ist eine relativ hohe Menge an
Proteinen, die z.B. aus der SY5Y-Neuroblastomazelllinie gewonnen werden
konnte. Das Lysat wurde mit GST-Phox2b oder GST-Hand2 inkubiert und
konnte Uber GST-Beads aufgereinigt werden. Durch SDS-PAGE und
anschlieBendes Silver-Staining kénnten dann sichtbare Proteinbanden der
putativen Interaktionspartner ausgeschnitten und massenspektrometrisch

identifiziert werden.

Die von Wu et al. untersuchte CCHS-Phox2b-Mutation (Phox2b***?), die zu
einem Phox2b-Protein mit verlangertem Polyalanin-Bereich fuhrt, zeigte eine im
Vergleich zu Phox2b"™ verringerte Transaktivierungsaktivitit erst bei
Kotransfektion von CBP (Wu et al., 2009). Ein der physiologischen Situation
eher entsprechender Versuchsaufbau eines Transaktivierungsassays mit
Phox2b-Varianten, Kotransfektion von CBP und/oder Hand2 und dem Promotor
der DBH kénnte neue Hinweise zu strukturellen Konsequenzen der Phox2b-

Mutationen erbringen.

Die Untersuchungen der Konsequenzen von Phox2b-Mutationen auf die
Differenzierung sympathoadrenerger Vorlauferzellen sollten unter der
heterozygoten, genetischen Situation durchgefiihrt werden, die den
Bedingungen im Patienten entspricht. Mdgliche Loss-of-Function-Effekte der
Phox2b-Mutanten konnten durch das normale Komplement an endogenem
Phox2b maskiert sein, welches, wie in den Proliferationsexperimenten gezeigt,
mit siPhox2b reduziert werden konnte. Mit diesem experimentellen Ansatz sollte
auch die Expressionsanalyse der Zellzyklusregulationsgene erneut
durchgefuhrt werden, da bislang nur Daten in Gegenwart des normalen
Phox2b-Komplements vorliegen. Zusatzlich ware mit gPCR-Light-Cyclern eine

prazisere Analyse der Expressionsniveaus der untersuchten Gene maoglich.

Der wohl wichtigste Punkt ist die Uberpriifung der in vivo-Relevanz der in dieser
Arbeit gewonnen in vitro-Daten. Die Kulturbedingungen fir sympathoadrenerge

Vorlauferzellen kénnten z.B. durch das Fehlen oder das Ubermalige
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Vorhandensein trophischer Faktoren in den im Medium vorhandenen Pferde-
und Kalberserum einen Einfluss auf das Proliferationsverhalten haben. Zur
Untersuchung der Konsequenzen von Phox2b-Varianten in vivo bietet sich die
virale Infektion von Huhnembryonen mit RCAS-Viren an. Die Vorbereitungen
dieser Versuche wurden zum Ende dieser Arbeit hin bereits abgeschlossen. Die
Phox2b-Varianten wurden gemeinsam mit einer ShRNA gegen Huhn-Phox2b in
den fur das RCAS-Virus-kodierenden RCAS-Vektor kloniert (Das et al., 2006).
Neuralleistenzellen von E2-Huhnembryonen wurden mit RCAS-Viren infiziert
und an E4,5 fUr drei Stunden mit EdJU markiert, in 4% Paraformaldehyd fixiert
und am Kryostat geschnitten. Durch Immunfluoreszenzfarbung mit Antikbrpern
gegen TH und EdU-Fluoreszenzfarbung wurden der Anteil proliferierender
Zellen im paravertebralen Grenzstrang und die Gangliengréf3e bestimmit.
Vorlaufige Ergebnisse zeigen bei Infektion mit Phox2b™%"- Phox2b™*€.und
Phox2b"*>**-Viiren eine signifikant erhéhte Anzahl TH*-proliferierender Zellen
gegenuber der Kontrollinfektion mit RCAS-Virus ohne DNA-Insert. Die
GangliengrofRe ist in diesem Stadium nicht signifikant verandert. Die Analyse
der Infektion mit Phox2b" zeigte einen signifikanten, antiproliferativen Effekt.
Zukunftige Experimente konnten beispielsweise einige Hypothesen dieser
Arbeit weiter untermauern. Die Untersuchung von RCAS-Phox2b™P™
shPhox2b infizierten Embryonen am Embryonaltag 8 kodnnte beispielweise
Aufschluss dartber bringen, ob diese Embryonen tatsachlich eine verlangerte
Neurogenese aufweisen, da in der Embryonalentwicklung des Huhns zu diesem
Zeitpunkt sympathoadrenerge Neurone postmitotisch werden. Weiterhin kénnte
durch virusvermittelte Hand2-Uberexpression die Rolle von Hand2 in der
Proliferation sympathoadrenerger Vorlauferzellen zusétzlich zu den bereits

bekannten Effekten aus Hand2-defizienten Mausen naher untersucht werden
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das Neuroblastom ist ein Tumor, der sich von sympathoadrenergen
Vorlauferzellen ableitet und die haufigste solide Krebsform im Kindesalter
darstellt. Das breite klinische Spektrum dieses Tumors, das von spontaner
Regression zu fataler Progression reicht, spiegelt die aulRerordentliche
biologische und genetische Heterogenitat dieses Tumors wider. Polyploidie und
Genexpressionsanalysen werden auf klinischer Seite zur Risiko- und
Therapieeinschatzung eingesetzt. Genomweite Screeninganalysen
identifizierten den Transkriptionsfaktor Phox2b als erstes Pradispositionsgen fur
NB.

Frihere Arbeiten haben gezeigt, dass Phox2b absolut essentiell fur die
Entstehung aller Ganglien des autonomen NS aus Neuralleistenzellen ist. Ziel
der Untersuchungen dieser Arbeit war es, die Auswirkungen der NB-
assoziierten Phox2b-Mutationen auf Proliferations- und
Differenzierungsverhalten sympathoadrenerger Vorlauferzellen zu untersuchen.
Hierzu  wurden  paravertebrale, = sympathische  Grenzstrdnge  aus
Huhnembryonen des Embryonaltags 7 prapariert, dissoziiert und mit
Expressionsplasmiden fiir Phox2b"™ und NB-Phox2b-Mutationen transfiziert.
Nach zwei Tagen in Kultur wurden mit molekularbiologische Methoden

Veranderungen des Proliferations-und Differenzierungsverhalten untersucht.

Die Analyse des Proliferationsverhaltens transfizierter Neurone mit BrdU-
Proliferationsassays und Phospho-Histon-3-Antikérpern offenbarte einen stark
antiproliferativen Effekt des Phox2b™-Proteins, den die untersuchten NB-
Phox2b-Mutationen nicht aufwiesen. NB-Phox2b-Patienten sind heterozygot,
d.h. Trager eines gesunden und eines mutierten Phox2b-Allels. Um die
genetische Situation im NB-Patienten nachzuahmen, wurde mit spezifischen
SiRNAs das endogene Phox2b-Protein-Niveau herunter reguliert. NB-Phox2b-
Mutationen mit mis- oder nonsense Mutation in der Hombéodomane zeigten
unter Phox2b-Knockdown-Bedingungen einen proliferationsstimulierenden

Effekt. Diese Experimente warfen die Frage auf, Uber welche Mechanismen
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Phox2b und NB-Phox2b-Mutationen Einfluss auf die Zellzykluskontrolle
nehmen. Die  quantitative  Analyse der  Expression bekannter
Zellzyklusregulatoren wie Zyklin D1, D2 und D3 und der Zyklin-abhangigen
Kinase-Inhibitoren p18, p21 und p57""? verlief ergebnislos. Die Uberexpression
des Zyklin-abhangigen Kinase-Inhibitors p27<"* wirkte antiproliferativ auf
Kulturen sympathoadrenerger  Vorlauferzellen und das p274PL.
Epxressionsniveau korrelierte mit dem Phox2b-Proteinniveau. P274"! scheidet
jedoch als alleiniger Vermittler des antiproliferativen Effekts von Phox2b aus, da
die ebenfalls antiproliferativ wirkende Phox2-Homoéodoméne keinen Einfluss auf
das p27“"l-Expressionsniveau  besitzt. Vielmehr wurde der bHLH-
Transkriptionsfaktor Hand2 als Mediator der Proliferationseffekte von Phox2b
identifiziert. Die Proliferation sympathoadrenerger Vorlauferzellen ist abhangig
von der Hand2-Proteinmenge, und Hand2-Uberexpression ist ausreichend, den
antiproliferativen Effekt von Phox2b aufzuheben. Damit im Einklang geht der
proliferationsstimulierende Effekt der Phox2b"™™' bei siRNA-vermitteltem
Hand2-Knockdown verloren. Weiterhin fiihrt Phox2b-Uberexpression zu
verringertem Hand2-Expressionsniveau und Phox2b-Knockdown zu vermehrter
Hand2-Transkription. In Protein-Protein-Interaktionsexperimenten konnte eine
direkte Bindung von Hand2 an Phox2b™ und die untersuchten NB-Phox2b-
Mutanten nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass Hand2 in der
Vermittlung der Phox2b-Proliferationseffekte auf transkriptioneller und
posttranskriptioneller Ebene involviert ist. Der Wirkungsmechanismus dieser
Phox2b-Varianten / Hand2-Komplexe konnte nicht endgultig geklart werden und

wird in Form verschiedener Modelle diskutiert.

In NB-Patienten korreliert  ein hohes Expressionsniveau  von
Differenzierungsmarkern mit mildem Krankheitsverlauf. Die Rolle von Phox2b
als Schlusselgen in der Entstehung und Differenzierung autonomer Neurone
und die genetische Heterogenitat des NB legen eine Funktion von NB-Phox2b-
Mutationen auf den Differenzierungsstatus sympathoadrenerger Vorlauferzellen
nahe. In quantitativen Analysen wurde die Expression von Phox2b-Zielgenen

pX15®X  eine C-

und in NB-Diagnostik involvierten Genen untersucht. Phox2
terminal trunkierte NB-Phox2b-Mutation, wirkte dominant-negativ auf die

Expression der noradrenergen Markergene Th und Dbh, TIx3 und die
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Neurotrophinrezeptoren trkA und p75, deren reduzierte Expression mit

schlechter Prognose und damit aggressiven NB-Formen korreliert ist.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, das NB-Phox2b-
Mutationen in sympathoadrenergen Vorlauferzellen, den potentiellen
Tumorentstehungszellen des NB, proliferationsstimulierend wirken und
zumindest die C-terminal trunkierte Phox2b"****-Mutation zur Dedifferenzierung
dieser Zellen fuhrt. Hereditare Mutationen in Phox2b kdnnten im Patienten nicht
nur die terminale Differenzierung sympathischer Neurone stéren, sondern auch
durch eine verlangerte Phase der Neurogenese die Empfanglichkeit flr weitere

Tumor-initiierende Mutation erhéhen.
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