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1. Einleitung

1.1 Vorwort

Das Nervensystem der Vertebraten entwickelt sich aus dem Neuroektoderm, dem Neuralrohr
und den ektodermalen Plakoden. Die Zellen innerhalb des Neuroektoderms, die
neuroepithialien Zellen, sind multipotente Stammzellen und konnen sich zu unterschiedlichen
Zelltypen innerhalb des Nervensystems differenzieren. Eine wesentliche Fragestellung der
Entwicklungsneurobiologie ist, wie und wann sich aus diesen multipotenten Zellen die
unterschiedlichen Zelltypen des Nervensystems entwickeln und welche molekularen
Mechanismen diese Prozesse steuern. Weitere unbeantwortete Fragen sind, wie sich
entwickelnde Neuronen ihre Zellkontakte zu Nachbarzellen und zum Zielgebiet ausbilden und
diese so festigen, daB ein funktionsfahiges Nervensystem entsteht.

Obwohl die neurobiologische Forschung der letzten Jahrzehnte bereits ein grofes Spektrum
von Wachstumsfaktoren aufdeckte, die an der Entwicklung des Nervensystems beteiligt sind,
sind in vielen Féllen noch nicht alle Mitspieler gefunden, die in diese spezifischen Regel- und
Steuerungsprozesse eingreifen.

Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit ist daher die Eingrenzung und Identifizierung von

Faktoren, die an Differenzierungsprozessen sympathischer Neuronen beteiligt sind.

1.2 Die Entwicklung des peripheren Nervensystems

Das gesamte Nervensystem der Vertebraten ist ektodermalen Ursprungs. Wahrend der
embryonalen Entwicklung wird im zunidchst homogenen Ektoderm durch die Wirkung des
mesodermalen Urdarmdaches die Neuralplatte induziert. Unabhédngig davon werden die
ektodermalen Plakoden im Ektoderm induziert (z.B. Ohr- und Riechplakode), auf deren
Entwicklung aber nicht weiter eingegangen wird. Die Neuralplatte faltet sich anschlieend ein
und schlieBt sich zum Neuralrohr. Im Verlauf dieses als Neurulation bezeichneten Vorgangs
wird die Neuralleiste mediodorsal zwischen Neuralrohr und der Epidermis abgeschniirt. Die
totipotenten Zellen der Neuralleiste zeichnen sich durch eine hohe Migrationsfahigkeit aus

und koénnen sich zu unterschiedlichen Zelltypen entwickeln. Das Schicksal der
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Neuralleistenzellen ist zum groBen Teil abhingig vom Zielort der Wanderung, d. h. der
Region, in der sie sich letztendlich ansiedeln (Ubersicht in Gilbert, 2000).

Aus den cranialen Neuralleistenzellen entwickeln sich zum groflen Teil die mesenchymalen
Gewebe von Gesicht und Schidel, wihrend die vagalen und sacralen Neuralleistenzellen sich
zu den parasympathischen und enterischen Ganglien entwickeln. Neuralleistenzellen aus dem
Rumpf bewegen sich entlang zweier Hauptwanderungswege. Diejenigen, die im
Rumpfbereich den dorsolateral gelegenen Weg in das Ektoderm einschlagen, entwickeln sich
zu Pigmentzellen (Melanozyten; Dorsky et al., 1998). Dagegen differenzieren sich die den
ventrolateral Weg einschlagenden Neuralleistenzellen zu Hinterwurzelganglien (DRG),
sympathischen Ganglien, Nebennierenmark und Schwannzellen (Gilbert, 2000; Le Douarin

und Kalcheim, 1999).

1.3 Die sympathoadrenerge Zelllinie

Neuralleistenzellen, die sich zu sympathoadrenergen Zellen entwickeln, also sympathische
Neuronen und chromaffine Zellen des Nebennierenmarks, nehmen den ventrolateralen Weg
durch die Somiten zur dorsalen Aorta und bilden dort die primiren sympathischen Ganglien
(Abb.1). Die grundlegenden Mechanismen der Entwicklung sympathoadrenerger Zellen sind
im Stamm der Vertebraten stark konserviert und fiir das Haushuhn (Gallus gallus) sehr
detailliert untersucht und beschrieben worden (Le Douarin und Kalcheim, 1999). Da Gallus
gallus auch das Forschungsobjekt der vorliegenden Arbeit ist, ist im folgenden die
Entwicklung der sympathoadrenergen Linie an dieser Art beschrieben.

Die Zellen der primédren sympathischen Ganglien exprimieren relativ frith, etwa am
Embryonaltag 2,5-3 (E2,5-3; HH-Stadium 21; Hamburger und Hamilton, 1951) noradrenerge
Markergene (Ernsberger et al., 1995), wie die fiir die Noradrenalinsynthese wichtigen
Enzyme Tyrosinhydroxylase (TH, Schrittmacherenzym der Catecholamin-Biosynthese) und
Dopaminbetahydroxylase (DBH) (Ernsberger et al., 2000). Die Induktion des noradrenergen
Phénotyps wird hierbei durch Faktoren aus den angrenzenden axialen Strukturen (Notochord,
Neuralrohr und der dorsalen Aorta) induziert (Groves et al., 1995). Hierbei spiclen BMPs
(bone morphogenetic proteins), Peptidwachstumsfaktoren der TGFp-Familie, eine
entscheidende Rolle. Zum Zeitpunkt der noradrenergen Differenzierung werden BMPs an der
dorsalen Aorta exprimiert (Reissmann et al., 1996; Shah et al., 1996). Die Applikation von
BMPs induziert noradrenerge Eigenschaften sowohl in Neuralleistenkulturen als auch in vivo

(Varley and Maxwell, 1996; Reissmann et al., 1996; Lo et al., 1999). Der Befund, daB3 die
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noradrenerge Differenzierung in priméren sympathischen Neuronen durch den BMP-
Antagonisten Noggin blockiert werden kann, zeigt die essentielle Rolle der BMPs bei diesem
Vorgang (Schneider et al., 1999).

Etwa am Embryonaltag 3,5 entfernen sich die Zellen der primaren Ganglien von der dorsalen
Aorta. Eine Teilpopulation wandert in ventraler Richtung und differenziert sich zu den
chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks bzw. zu den Zellen der priavertebralen Ganglien.
Eine weitere Population wandert in dorsolateraler Richtung zuriick und bildet ventrolateral

vom Riickenmark die sekundiren paravertebralen sympathischen Ganglien.
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Abb.1: Migrationswege der sympathoadrenergen Zellpopulation. Neuralleistenzellen aus dem
Rumpfbereich wandern entlang zweier Hauptmigrationswege. Diejenigen Neuralleistenzellen, die den
dorsolateralen Weg unterhalb des Ektoderms einschlagen (1.), entwickeln sich zu Pigmentzellen
(Melanozyten). Neuralleistenzellen, die sich zu sympathoadrenergen Zellen entwickeln, nehmen den
ventrolateralen Weg durch die Somiten (2.) und bilden in der Néhe der dorsalen Aorta die priméiren
sympathischen Ganglien. Spéter wandert eine Subpopulation in dorsolateraler Richtung zuriick und
bildet ventrolateral vom Riickenmark die endgiiltigen sekundédren paravertebralen sympathischen
Ganglien.

An die Migrations-Phase schlieft sich eine Proliferationsphase der bereits differenzierten
sympathischen Neuronen an. Diese Proliferationsphase der bereits differenzierten TH-
positiven sympathischen Neuronen stellt eine Besonderheit wahrend der Entwicklung des
Nervensystems dar (Rohrer und Thoenen, 1987), da in der Regel die Fahigkeit zur Zellteilung

auf undifferenzierte, neuronale Vorlduferzellen beschrinkt ist. Im Hithnerembryo ist die
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Teilungsrate der Neuronen im sympathischen Ganglion zwischen Embryonaltag 3 und 9 am
hochsten. Schon ab Embryonaltag 8 beginnen sympathische Neuronen mit der Innervierung
der Zielgebiete (Kirby et al., 1978, Kirby et al., 1980, Rush et al., 1986). Dies erfordert
zunéchst die Navigation der Axone zu ihren Zielgeweben. In peripheren sympathischen
Neuronen wird dieser Prozess zum Teil von externen Leitmolekiilen vermittelt, die das
axonale Wachstums steuern. Solche Signale sind Bestandteile der extrazelluldren Matrix, die
sowohl aus I6slichen Faktoren, als auch aus in den Interstitialraum hineinragenden
Membrankomponenten benachbarter Zellen besteht (Ledda et al., 2002). Zur Zeit sind einige
Familien von attraktiven und repulsiven Leitmolekiilen bekannt, die im gerichteten axonalen
Wachstum involviert sind. In diesem Zusammenhang ist von Bedeutung, dal Artemin
(ARTN), ein Mitglied der TGFp-Familie, von Blutgefilen und den angrenzenden Zellen
sympathischer axonaler Projektionen exprimiert wird (Honma et al., 2002). Es ist dafiir
verantwortlich, da3 sympathische Fasern entlang von Blutgefilen zu ihren Zielgeweben
projizieren. Artemin (ARTN)- und GFRa3 (Artemin spezifischer Rezeptor)-defizienter Méuse
zeigen Verdnderungen in der Migration und im axonalen Projektionsmuster sympathischer
Nervenzellen (Honma et al., 2002). Auch ,,glial derived neurotrophic factor* (GDNF), ein
weiterer Faktor aus der TGF-g-Familie, kann zusammen mit vom Zielgewebe sekretiertem
GFRal (GDNF spezifischer Rezeptor) als chemoattraktives Signal dienen (Ledda et al.,
2002), welches das Auswachsen von sensorischen und sympathischen Axonen zu den
Zielgebieten fordert. Dort sekretierte oder prasentierte Faktoren spielen nicht nur eine
wesentliche Rolle bei der Etablierung und Erhaltung spezifischer neuronaler Verkniipfungen,
sondern haben auch einen Einflu} auf die weitere Entwicklung. So werden nach Erreichen des
Zielgewebes die sympathischen Neuronen abhidngig von dort synthetisierten
Uberlebensfaktoren, wobei NGF (nerve growth factor) ein entscheidender Uberlebensfaktor
ist (Stemple et al., 1988). In vivo-Blockierung von NGF mit Antikérper (Levi-Mantalcini und
Booker, 1960), sowie Untersuchungen an NGF- (Crowley et al., 1994) oder TrkA (NGF-
Rezeptor) defizienten Tieren (Smeyne et al., 1994) bestitigen dessen Wirkung. Auch fiir NT-
3 wurde eine entscheidende Rolle als Uberlebensfaktor fiir sympathische Neuronen
nachgewiesen. So zeigen z.B. neugeborene NT-3-defiziente Mause einen 50%igen Verlust an
sympathischen Neuronen (Francis et al., 1999; Wyatt et al., 1997). Neben der Bedeutung des
Zielgebietes fiir das axonale Wachstum und das Uberleben von Neuronen kann es auch einen
EinfluB auf den Phénotyp der innervierenden Nervenzellen ausiiben. So z.B. treten die ersten
VIP-positiven, cholinergen sympathischen Neuronen erst nach Innervation der Zielgebiete auf

(Schotzinger and Landis, 1988; Landis and Keefe, 1983; Abb.2, 3).
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1.4 Zielgebiete cholinerger sympathischer Nervenzellen

Bisher wurden in Sdugern drei verschiedene Zielgebiete charakterisiert, die von cholinergen
sympathischen Neuronen innerviert werden. Diese sind die Schweidriisen, die Blutgefiie
der Skelettmuskulatur und das Periost (Knochenhaut). Das am besten untersuchte Modell der
cholinergen Differenzierung sympathischer Neuronen sind die rein cholinerg innervierten
Schweilidriisen in den Pfoten von Nagern (Leblanc and Landis, 1986; Stevens and Landis,
1987; Landis et al., 1988). Die cholinerge Natur der Schweilldriiseninnervierung wird durch
die Blockierung der Schweillbildung durch Atropin, einen Muscarin-Antagonisten (Grant et
al., 1995), sowie durch die Stimulation der Schwei3bildung durch cholinerge Agonisten
(Steven and Landis, 1997) nachgewiesen. Zudem weisen Fullsohlen-Homogenate eine hohe
Cholinacetyl-Transferase (ChAT)-Aktivitdt auf (Leblanc und Landis, 1986).
Immunhistologisch lassen sich ChAT- und vesiculdrer Acetylcholin-Transporter (VAChHT),
der der Akkumulation von Acetylcholin in synapthischen Vesikeln cholinerger Neuronen
dient, in den synaptischen Endigungen der Schweifidriise detektieren (Leblanc and Landis,
1986; Weihe et al., 1996).

Eine weiteres Zielgebiet cholinerger sympathischer Neuronen in Nagern sind die Blutgefil3e
der Skelettmuskulatur. Physiologische Studien zeigen eine cholinerge sympathische
Vasodilatation der Skelettmuskeln (Uvnas, 1996; Anderson et al., 1996) an kleinen
intramuskuldren Aterien (Matsukawa et al., 2002).

Das dritte bekannte Zielgebiet cholinerger sympathischer Neuronen bei Nagern ist das Periost
(Asmus et al., 2000; Asmus et al., 2001). Es wird in adulten Tieren von zwei Populationen
sympathischer Neuronen innerviert: periostale Blutgefile werden vorwiegend noradrenerg
innerviert, wihrend das Parenchym vorwiegend nicht-adrenerge Fasern enthilt (Hohmann et
al., 1986; Sisask et al., 1996). Diese VAChT-immunoreaktiven Nervenfasern zeigen eine
hohe Immunoreaktivitit fiir ,,Vasoaktives intestinales Peptid (VIP)*“ (Francis et al., 1997;
Schifer et al., 1998; Asmus et al., 2000).

Beim Huhn wird eine starke cholinerge synapthische Innervation von Arterien in Muskel und
Hautgewebe beobachtet (Zechbauer, 1995; Rohrer, unveroffentlicht). Die Innervation der
BlutgefiBle ist jedoch im Gegensatz zu den Schweilldriisen nicht rein cholinerg, sondern
erfolgt sowohl durch cholinerge als auch durch noradrenerge Fasern. Auch hier scheint die

initiale Innervation durch noradrenerge Fasern zu erfolgen (Zechbauer, 1995).
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Abb.2: Modell der cholinergen Zielgebiets-Innervation. In Sdugern innervieren cholinerge
sympathische Fasern die Schweilldriisen, das Periost und die Blutgefille. Fiir die cholinerge
Differenzierung sympathischer Neuronen werden sekretierte Faktoren aus dem Zielgewebe
verantwortlich gemacht, die cholinerge Markergene wie VIP induzieren.

1.5 Bedeutung des Zielgewebes fiir die cholinerge Differenzierung

Fiir eine bedeutende Funktion des Zielgebiets wiahrend der Ausbildung des cholinergen
Phinotyps sprechen Beobachtungen in Nagern, da3 cholinerge Markergene (ChAT, VIP) in
den Axonen erst nach Kontakt der Nervenfasern mit dem Zielgebiet auftreten (Schotzinger
and Landis, 1988; Landis and Keefe, 1983). Dies wurde eindeutig fiir die
Schweilldriiseninnervation gezeigt, bei der cholinerge sympathische Axone aus
catecholaminergen Axonen hervorgehen (Guidry und Landis, 1998).

Die Transplantation von Schweildriisen in die Haut des lateralen Thorax, die rein
noradrenerg innerviert wird, flihrt nach initialer Innervierung des Implantats durch
noradrenerge Axone zu einem Wechsel der Eigenschaften zum cholinergen Phénotyp
(Schotzinger and Landis, 1988). Zudem entwickeln die die FuBBsohle innervierenden Axone
keine cholinergen Eigenschaften, wenn die Schweilldriisen fehlen, z.B. in ,,tabby“-Mé&usen
(Falconer, 1952; Gruneberg, 1971; Blecher et al., 1986), die aufgrund einer Mutation keine
SchweiBdriisen ausbilden konnen (Rao et al., 1994). Ahnliche Resultate zeigen
Transplantationsversuche, in denen die Schwei3driisen aus den FuBlsohlen entfernt und gegen
Ohrspeicheldriisen, die rein adrenerg innerviert werden, ersetzt wurden (Schotzinger and
Landis, 1990).

Seit langerer Zeit ist man der Natur des cholinergen Differenzierungsfaktors auf der Spur. So

zeigen in vitro-Experimente, dal sympathische Neuronen cholinerge Eigenschaften
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entwickeln, wenn sie mit Schwei3driisen kokultiviert werden, oder wenn sie mit dem Medium
aus der Kokultur behandelt werden. Dies 146t vermuten, dal3 ein sekretierter, 10slicher Faktor
am Wechsel des Neurotransmitterphdnotyps beteiligt ist (Habecker und Landis, 1994;
Habecker et al. 1995). Ahnliche Arbeiten zeigen, daB eine ChAT-induzierende Aktivitit in
den Homogenaten der Schwei3driisen von Ratten (Rao und Landis, 1990; Rao et al., 1992;
Rohrer, 1992) und Miusen (Habecker et al., 1995) vorhanden ist. Demgegentiber fehlt diese
Aktivitdt in FuBsohlenextrakten von ,tabby“-Miusen (Habecker et al., 1995). Eine
vergleichbare ChAT-induzierende, sekretierte Aktivitit 148t sich auch in kultivierten Zellen
aus dem Periost detektieren (Asmus et al., 2001). Andererseits ist auch die Innervation fiir die
Entwicklung des Zielgebiets notig. So zeigen Untersuchungen an TH-defizienten Méusen,
dal3 Catecholamine fiir die funktionelle Reifung der Schweil3driisen notwendig sind (Tafari et
al., 1997; Tian et al., 2000).

Im Gegensatz zur Schwei3driiseninnervation in Nagern, werden im Huhn frithe cholinerge
Markergene bereits vor der Innervation des Zielgebietes exprimiert. Schon an Embryonaltag
6,5 ist ChAT- und VAChT-mRNA in Neuronen sympathischer Ganglien nachweisbar
(Ernsberger et al., 1997, Stanke et al., 1999), die Innervation der Zielgebiete erfolgt im Huhn
jedoch erst ab dem achten Tag der Embryonalentwicklung (Abb.3).

i i 5 & 5 8 9 10 Embryonaltag
Py . (. . . A ——
151617181920 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 HH Stadium
SCG 10
TH, DBH
ChAT, VAChT

Zielgebietskontakt \VIP

Abb.3: Zeitliches Auftreten diverser Markergene wihrend der Differenzierung sympathischer
Ganglien des Huhns. Wihrend der Entwicklung cholinerger sympathischer Neuronen exprimieren
die Vorlduferzellen neben den panneuronalen Genen wie SCG10, auch noradrenerge Markergene wie
TH und DBH. AnschlieBend durchlduft ein Teil dieser zunichst noradrenergen Neuronen einen
Phinotypwechsel von noradrenerg zu cholinerg. An E6 findet man die ersten ChAT/VAChT-positiven
Neuronen, wobei die noradrenergen Markergene TH und DBH in diesen Neuronen allméihlich
herrunterreguliert werden. Erst an E10, nachdem die cholinergen sympathischen Neuronen ihre
Zielgebiete innervieren, lassen sich die ersten VIP-positiven Neuronen detektieren. Diese cholinergen
sympathischen Neuronen exprimieren gleichzeitig ChAT, VAChT und VIP.
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1.6 Identitiit des in vivo relevanten cholinergen Differenzierungsfaktors

Fir die Induktion des cholinergen Phinotyps in sympathischen Neuronen kommen

neurotrophe Faktoren aus drei verschiedenen Familien in Frage. Zumindest in vitro fordert

GDNF und Neurturin (TGF-g-Familie) cholinerge Eigenschaften, ebenso NT-3

(Neurotrophin-Familie) und CNTF (IL-6-Familie) (Broski et al., 2002). Jedoch ist die in vivo

Relevanz von GDNF, Neurturin und NT-3 fiir die cholinerge Differenzierung sympathischer

Neuronen noch ungeklért. Im Gegensatz dazu ist die in vivo Beteiligung von Mitglieder der

IL-6-Familie an der cholinergen Differenzierung sympathischer Neuronen bereits untersucht

worden (Geissen et al., 1988). In Hiihnerembryonen konnte die VIP-Induktion, nicht jedoch

die ChAT-Expression durch Blockade von gp130 (einer von den vorgestellten Faktoren
gemeinsam verwendeten signaltransduzierenden Rezeptoruntereinheit) gehemmt werden

(Geissen et al., 1998).

Die Interleukin-6 (IL-6) Familie der neuropoietischen Zytokine umfafit folgende Mitglieder:

¢ Leukemia inhibitory factor* (LIF), auch als ,,cholinerger Differenzierungsfaktor (CDF)
bezeichnet (Yamamori et al., 1989), ist ein multifunktionelles Zytokin und wurde erstmals
von der Arbeitsgruppe Metcalf beschrieben (Gearing et al., 1987). Die Aufreinigung und
Klonierung erfolgte aufgrund der Féhigkeit, die leukdmische Zelllinie M1 zu Monocyten
zu differenzieren und die Proliferation zu inhibieren. Es stellte sich im Lauf der Zeit
heraus, daB LIF ein vielfiltiges Wirkungsspektrum besitzt (Ubersicht in Murphy et al.,
1997): In den frilhen Entwicklungsstadien supprimiert LIF die Differenzierung von
embryonalen Stammzellen. In spiteren Entwicklungsstadien kann LIF als Uberlebens- und
Proliferationsfaktor fiir primordiale Keimzellen wirken. Neben der Bedeutung von LIF fiir
die Blutbildung und Knochenhomeostase hat LIF zahlreiche Funktionen innerhalb des
Nervensystems, z.B. als Traumafaktor bei verletzten peripheren Nervenzellen (Rao et al.,
1993; Ito et al., 1998).

e _Ciliary neurotrophic factor (CNTF) wurde urspriinglich als Ziliarneuronen-
Uberlebensfaktor aus der Ratte isoliert und kloniert (Lin et al.; 1989; Stdckli et al., 1989).
Da weder Ratten- noch Hasen-CNTF ein Signalpeptid besitzen, geht man davon aus, daf3
CNTF nicht sekretiert wird. Ein Indiz dafiir ist, dal CNTF bei Transfektions-Experimenten
nicht im Medium nachweisbar ist (Stockli et al., 1989; Lin et al., 1989). Funktionell gibt es
Hinweise, dal nach Nervenldsionen CNTF aus verletzten Schwannzellen freigesetzt wird

(Ubersicht in Terenghi, 1999).
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e _Cardiotrophin-1* (CT-1), wurde kloniert, da es in vitro eine GroBenzunahme
(Hypertrophie) von Herzmuskelzellen ausldsen kann (Pennica et al., 1995). Die Expression
von CT-1 mRNA konnte im Herzen und anderen Mausgeweben nachgewiesen werden
(Pennica et al., 1995).

* ,Oncostatin M*“ (OSM) wurde aus dem Uberstand von U-937 Lymphomazellen isoliert,
die nach Behandlung mit Phorbol-Ester zu makrophagendhnlichen Zellen differenzieren
konnen. Die Aufreinigung des Faktors ergab ein 28kDa grofles Protein (Zarling et al.,
1986), welches von Malik et al., (1989) kloniert werden konnte.

¢ Cardiotrophin-like cytokine“, (CLC; Shi et al., 1999) ist assoziiert mit ,,Cytokine-like
factor-1“ (CLF-1; Elson et al., 1998) und bindet als heterodimerer CLC/CLF-1-Ligand an
CNTFRa. Diese Beobachtung erkldrt auch den unterschiedlichen Phidnotyp CNTF-
defizienter und CNTFRa-defizienter Mduse. Wéhrend CNTF-defiziente Mause einen
milden Phinotyp aufweisen (Masu et al., 1993), sterben CNTFRa-defiziente Mause kurz
nach der Geburt (De Chiara et al., 1995). Der Verlust von CNTF kann anscheinend
weitgehend durch CLC/CLF-1 kompensiert werden. Dies wird durch die Analyse CLF-1-
defizienter Miuse bestitigt, die dhnlich den CNTFRa-defizienten Méusen eine 20-30%ige
Reduktion an lumbalen Motoneuronen aufweisen (Forger et al., 2002).

» ,,Growth promoting activity* (GPA), ein weiterer Ziliarneuronen-Uberlebensfaktor, wurde
aus Vogelgewebe isoliert und charakterisiert (Eckenstein et al., 1990). Dieser Faktor hat
ein Molekulargewicht von 21,5 kDa und ist zu 50% homolog zum Sauger-CNTF (Leung et
al., 1992). Es besitzt dhnliche Eigenschaften wie CNTF (Leung et al., 1992). Doch im
Gegensatz zu CNTF handelt es sich bei GPA um ein sekretiertes Protein.

Die Gemeinsamkeiten im Wirkungsspektrum im Bezug auf die Entwicklung und
Regeneration von peripheren Nervenzellen (Ito et al., 2000), sowie Gemeinsamkeiten der
Proteinstruktur und des Aufbaus ihrer Rezeptoren, haben zur Einordnung der genannten
Faktoren in die Familie der neuropoietischen Zytokine gefiihrt (Bazan, 1991). Die abgeleitete
Proteinstruktur dieser Faktoren zeigt konservierte Bereiche, z.B. vier o-Helix-Bereiche
(Bazan, 1991), welche durch Kristallstruktur-Analysen von LIF und CNTF (Lee et al., 1988)
bestitigt werden konnten. Zu den neuropoietischen Zytokinen werden auch weitere Faktoren,
wie Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-11 (IL-11) gezéhlt, die aber soweit bisher bekannt,
nur eine geringe Funktion im Nervensystem besitzen (Mehler et al., 1993; Patterson, 1992;

Fann und Patterson, 1994).
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Neuropoietische Zytokine vom IL-6 Typ verwenden gp130 (ein membrandurchspannendes
130kDa Glykoprotein) als signaltransduzierende Rezeptoruntereinheit (Ubersicht in Heinrich
et al., 1998). Zusitzliche signaltransduzierende p-Rezeptoruntereinheiten wie LIFRpg und
ligandenspezifische a-Untereinheiten definieren die Spezifitit der einzelnen
Rezeptorkomplexe fiir die verschiedenen neuropoietischen Zytokine. So besteht der IL-6-
Rezeptor aus IL-6Ra und zwei gp130 Untereinheiten, der CNTF-Rezeptor aus CNTFRa,
LIFRp und gp130 (Abb.4).

Faktor Organismus Rezeptoruntereinheit
CDF/LIF Siuger gpl30, LIFRP

CNTF Sauger egpl30, LIFRP, CNTFRa
CLC/CLF Sauger gpl30, LIFRPB, CNTFRa
CT-1 Sauger gp130, LIFRP, CT-1Ra
OSM Sauger gpl30, LIFRP

epl30, OSMRp

IL-6 Siuger 2p130, gp130, IL-6Ra

GPA Huhn gpl30, LIFRpB, GPARa

Abb.4: Bislang bekannte neuropoietische Zytokine und deren Rezeptoren. Die
signaltransduzierenden Rezeptoruntereinheiten sind farblich abgesetzt: gp130 (rot) und LIFRp (blau).
Mit Ausnahme des zweiten OSMRp-Rezeptorkomplex und des IL-6-Rezeptorkomplex verwenden alle
neuropoietischen Zytokine gp130 und LIFR$ als signaltransduzierende Rezeptoruntereinheiten.

1.7 Signaltransdukionsweg neuropoietischer Zytokine

Als typisches Beispiel fiir die Signaltransduktion neuropoietischer Zytokine soll im folgenden
der Signaltransduktionsweg von CNTF erldutert werden (Abb.5; Ubersicht in Frank und
Greenberg, 1996; Heinrich et al., 1998; O‘Shea et al., 2002). CNTF bindet zunichst an eine a-
Untereinheit, CNTFRa. Diese ist liber einen Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol-(GPI-) Rest mit
der Zellmembran verankert und trigt somit nicht zur cytoplasmatischen Signaltransduktion
bei (Davis et al., 1991). Die Bindung des Liganden fiihrt zur Rekrutierung und Dimerisierung
der signaltransduzierenden pg-Untereinheiten, gpl130 und LIFRp. Die anschlieBende
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Phosphorylierung der p-Komponenten sowie weiterer Proteine in der CNTF-Signalkaskade
durch 16sliche Tyrosin-Kinasen der Jak-Tyk-Familie (Muramaki et al., 1993; Stahl et al.,
1994) fiihrt zur Rekrutierung und Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren der STAT-
Familie (signal transducer and activator of transcription; Ihle, 1995; Thle,1996; Rajan et al.,
1996). Im Falle des gp130/LIFRp-Rezeptorkomplexes wurde die spezifische Aktivierung von
STATI- und STAT3-Molekiilen nachgewiesen (Bonni et al., 1993; Briscoe et al., 1994).
Aktivierte STATs aggregieren zu Homo- oder Heterodimeren und konnen in den Zellkern
eindringen (Bonni et al., 1993; Briscoe et al., 1994). Die Bindung von STATSs an bestimmte
Promotorregionen (CyRE, cytokine response element) von Zielgenen ermdglicht dann deren
Transkription (Darnell, 1997; Pellegrini und Dusanter-Fourt, 1997). Promotorstudien zeigen,
daB CyR-Elemente sowohl in der Promotorregion des VIP-Gens (Symes et al., 1995, Symes
et al., 1997) als auch im ChAT- und VAChT-Promotor vorhanden sind (Misawa et al., 1993).
In vitro Luziferase-Reporterassays zeigen zudem, daB3 fiir die vollstindige Aktivierung von
ChAT und VIP tliber STAT1 und STAT3 die C-terminalen 47aa von gp130 bendtigt werden
(Bartoe und Nathanson, 2002). Eine direkte Aktivierung von Genen iiber STAT-Molekiile,
die spezifisch in cholinergen sympathischen Neuronen exprimiert werden, ist daher moglich
(Habecker et al., 1997). Diese Reporterstudien unterstiitzen somit die Zellkulturexperimente
und die Vorstellung, dall neuropoietische Zytokine an der Differenzierung cholinerger
sympathischer Neuronen beteiligt sein konnten.

Diese Aktivierung des JAK-STAT-Signalweges kann auf verschiedenen Ebenen reguliert
werden (Ubersicht in: O‘Shea et al., 2002; Aaronson und Horvath, 2002). Neben den
Mechanismen wie Rezeptorinternalisierung in endocytotischen Vesikeln und Degradierung
der Rezeptoren erfolgt eine spezifische Inhibierung durch Tyrosinphosphatasen. Dies erfolgt
zum einen auf der Ebene des Membran-assozierten-Rezeptor-Kinasekomplexes oder im
Zellkern durch Dephosphorylierung der aktivierten STAT-Dimere, zudem kann die
Kinaseaktivitdt der JAKs von spezifischen Inhibitoren, den SOCS (supressor of cytokine
signaling), durch direkte Bindung inaktiviert werden. Die Expression der SOCS kann
wiederum durch das gleiche Zytokin stimuliert werden, das den STAT-Signalweg aktiviert.
Im Zellkern konnen die aktivierten STATs von PIAS-Proteinen (protein inhibitors of

activated STATs) an der DNA-Bindung gehindert werden.
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Abb.5: Modell des CNTF-Signaltransduktionsweges. Die Bindung von CNTF an CNTFRa fiihrt zu
einer Zusammenlagerung des trimeren Rezeptorkomplexes, bestehend aus CNTFRo, LIFRS und
gp130, und zur Phosphorylierung von Tyrosinresten in der zytoplasmatischen Domédne von gp130 und
LIFRp. Diese Tyrosin-Phosphorylierung der g-Komponenten, sowie weiterer Proteine in der CNTF-
Signalkaskade wird durch losliche Tyrosin-Kinasen der JAK-Tyk-Familie katalysiert. Intrazellulér
erfolgt eine Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren, die zur STAT-Familie gerechnet werden.
Aktivierte STATs aggregieren zu Homo- oder Heterodimeren und konnen in den Zellkern
transferieren, dort binden sie an CyRE von Zielgenen und ermdglichen deren Transkription.

1.8 Die Bedeutung bisher bekannter neuropoietischer Zytokine fiir die cholinerge
Differenzierung sympathischer Neuronen

Zahlreiche in vitro-Studien unterstreichen die Beteiligung von neuropoietischen Zytokinen
bei der Differenzierung cholinerger sympathischer Neuronen (Ubersicht in Francis and
Landis, 1999; Ernsberger and Rohrer, 1999), die zumindest in vitro in dissoziierten
sympathischen Neuronen cholinerge Eigenschaften induzieren kdnnen. Es stellt sich daher die

Frage, ob eines der bisher bekannten neuropoietischen Zytokine allein die Entwicklung der



Einleitung 23

cholinergen Innervation sympathischer Zielgebiete bewirkt. Dies kann in dieser Form
verneint werden, da experimentell alle Mitglieder dieser Familie in Sdugetieren als mdgliche
alleinige Kandidaten ausgeschlossen wurden: Im Falle von LIF zeigen anti-LIF-Antikorper
keine blockierende Wirkung auf die cholinerge Aktivitit des unbekannten
SchweiBdriisenfaktors auf sympathische Neuronen (Rao and Landis, 1990). Weiterhin ist die
Innervation der Schwei3driisen in homozygoten ,,LIF-knock out“-Miusen im Vergleich zum
Wildtyp unbeeintrichtigt (Francis et al., 1997). Auch CNTF konnte ausgeschlossen werden,
da zum einen homozygote ,,CNTF-knock out“-Méuse keine Verdnderung in der
Schweilldriiseninnervation aufweisen (Masu et al., 1993), und der von den Schweilldriisen
sekretierte Faktor in vitro nicht durch ein 16sliches Dimer aus CNTFRa und gp130 (CGX)
blockierbar ist (Habecker et al., 1997). Dieses Resultat schliet gleichzeitig CLC/CLF-1 als
moglichen Kandidaten aus, da dieser iiber den CNTFRa transduziert (Elson et al., 2000). Eine
Expression von CT-1-mRNA in den FuB3sohlen konnte zwar durch RT-PCR nachgewiesen
werden (Habecker et al., 1995), jedoch ist die von den Schweil3driisen sekretierte cholinerge
Differenzierungsaktivitit weder in Kulturexperimenten noch in FuBBsohlenextrakten mit Anti-
CT-1-Antiserum blockierbar (Habecker et al., 1995). RT-PCR-Analysen zeigen, dal OSM
zwar in den FuBsohlen exprimiert wird, jedoch nicht in den Schwei3driisen nachweisbar ist.
Somit ist auch OSM ein unwahrscheinlicher Kandidat fiir das induzierende Agens (Habecker
et al., 1997).

Keiner der im Sduger bislang identifizierten Faktoren (LIF, CNTF, CLC/CLF-1, OSM, CT-1)
ist demnach der von den Schweilldriisen identifizierte Faktor, der in vivo den cholinergen
Transmitterphidnotyp induziert.

Es ist jedoch nicht auszuschlieBen, dal in vivo mehrere Faktoren aus der gleichen Familie
diesen cholinergen Differenzierungsschritt einleiten. In mutanten Tierstimmen, in denen nur
ein Faktor betroffen ist, konnten andere Faktoren diesen Verlust kompensieren. Diese
Moglichkeit wurde fiir CNTF und LIF in doppel-defizienten Méusen ausgeschlossen, da sie
keine Veranderung in den Eigenschaften der Schweifldriiseninnervation aufweisen (Francis et
al., 1997).

Eine weitere Moglichkeit wiére, dal ein bisher nicht identifiziertes Mitglied dieser
Zytokinfamilie fiir die cholinerge Differenzierung der peripheren sympathischen Neuronen
verantwortlich ist (Landis, 1996; Habecker et al, 1997).

Fiir das Huhn wurde die Beteiligung von neuropoietischen Zytokinen an der cholinergen
Differenzierung sympathischer Neuronen durch die Blockade von gpl130 wihrend der

Differenzierungsphase gezeigt (Geissen et al., 1998). Die VIP-Induktion in cholinergen
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sympathischen Neuronen konnte durch Expression von gpl30-antisense RNA blockiert
werden, was die Beteiligung von neuropoietischen Zytokinen an der Differenzierung
cholinerger sympathischer Neuronen belegt. Im Gegensatz zur VIP-Expression ist die
Expression des eigentlichen cholinergen Markers ChAT durch Blockierung der gp130
Funktion nicht betroffen. Eine Aussage iiber die Natur des Liganden kann jedoch nicht
getroffen werden (Geissen et al., 1998).

GPA, einziges bekanntes neuropoietisches Zytokin in Huhn, besitzt dhnliche Eigenschaften
wie CNTF (Leung et al., 1992). Es ist daher unwahrscheinlich, dal GPA der cholinerge
Zielgebietsfaktor ist. Zudem wird es stark in Gliazellen der peripheren Nerven exprimiert
(Leung et al., 1992). Vorldufige in vivo Untersuchungen zeigen zudem, dafl die VIP-
Expression in cholinergen sympathischen Neuronen im Hithnerembryo nicht durch CNTFRa-
antisense RNA inhibiert werden kann (Geissen, unverdffentlicht). Obwohl nicht zwingend
davon ausgegangen werden kann, dall ein Effekt von CNTFRa-antisense RNA in vivo
ausreichend ist, die VIP-Expression zu hemmen, so ist dieses Resultat zusammmen mit den
beschriebenen Untersuchungen in Nagern ein Indiz dafiir, daB GPA alleine nicht der
cholinerge Differenzierungsfaktor ist. Dieses vorldufige Resultat schlieBt ebenfalls Huhn-
Homologe von CLC/CLF als mogliche Kandidaten aus, da diese iiber den CNTFR«
transduzieren (Elson et al., 2000).

Die Suche nach dem fiir die cholinerge Differenzierung relevanten unbekannten
neuropoietischen Zytokin kann prinzipiell durch die Charakterisierung der beteiligten
Rezeptoruntereinheiten eingegrenzt werden. In den meisten Féllen wird der LIFRp als zweite
signaltransduzierende Rezeptoruntereinheit verwendet (Abb.4, 6), auBerdem OSMRgp oder

gp130.

Abb.6: Méglicher
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In vitro-Versuche zeigen, dall die Blockierung der signaltransduzierenden LIFRgp-
Rezeptoruntereinheit mit spezifischen Antikdrpern zur Inhibition der cholinergen
Differenzierung in Neuronen/Schweilldriisen Kokulturen fiihrt (Habecker et al., 1997). Im
Einklang dazu steht auch die Beobachtung, dal Faktoren in Schweilldriisen-Extrakten die
Phosphorylierung von gp130 und LIFRp, sowie von STAT-3 stimulieren (Habecker et al.,
1997). In vivo konnten diese Resultate durch die Analyse LIFRp-defizienter Tiere nicht
verifiziert werden, da homozygote Tiere an PO sterben, bevor die sympathischen Fasern ihre
Zielgebiete erreichen (Ware et al., 1995; Guidry and Landis, 1998). Der Kontakt von
sympathischen Faser mit den Schweilldriisen erfolgt in Nagern erst an P2 (Vorderpfoten)
bzw. P4 (Hinterpfoten, Guidry und Landis, 1998; Landis und Keefe, 1983). Diese offene
Frage kann im Huhnsystem durch rdumlich begrenzte Expression von antisense LIFRg-
mRNA mittels eines retroviralen Vektors gekliart werden. Vorteil dieser Methode ist, dafl
lediglich im regionalen Infektionsbereich die LIFRpg-Expression reprimiert ist. Die
Verwendung eines retroviralen Vektors flihrt im Laufe der Zeit iiber Sekundarinfektion zu
einer starken Ausweitung des Wirkungsbereiches. Im Gegensatz zum vollstindigen ,,knock
out™ iiberleben die Embryos meistens den regionalen Verlust des Gens und konnen zu einem

Zeitpunkt analysiert werden, an dem der cholinerge Phinotypwechsel bereits erfolgt ist.

1.9 Zielsetzung

In vitro-und vivo-Studien belegen die Bedeutung von neuropoietischen Zytokinen bei der
Differenzierung sympathischer Neuronen. Die Identitét des physiologisch relevanten Zytokins
ist jedoch bis heute ungeklért. Aus diesem Grunde sollte eine Eingrenzung der bei diesem
Prozess beteiligten neuropoietischen Zytokine vorgenommen werden, in dem der beteiligte
Rezeptorkomplex untersucht wird. Vorangegangene in vitro-Untersuchungen sprechen fiir die
Beteiligung eines Rezeptorkomplexes, der zumindest die Rezeptoruntereinheiten gp130 und
LIFRp enthalt.

Zunichst sollte die Frage geklart werden, ob die signaltransduzierende Rezeptoruntereinheit
LIFRp an der VIP-Induktion cholinerger sympathischer Neuronen in vivo beteiligt ist.
Weiterhin sollten neuropoietische Zytokine im Huhn gefunden und charakterisiert werden.
Hierzu sollen dimere Rezeptor-Antikdrper-Fusionsproteine (Rezeptorfusionsprotein) aus
LIFRp-Fc und/oder gp130-Fc hergestellt werden, mit denen eine Expressionsbank durchsucht
werden kann. Die Expressionsbank sollte aus kultivierten Herzzellen gewonnen werden, die

einen unbekannten VIP-induzierenden Faktor produzieren.
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2. Material

2.1 Bakterienstimme

Stamm  Gentische Marker Bezugsquelle

JM110  RpsL(str') thr, leu, thi-1, lacY, galK, galK, galT, ara, tonA, tsx, dam, Stratagene
dem, supE44, A(lac,proAB), (F'traD36, pro AB, lac'ZAM15)

TOP10  F- mer A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74deoR recAl  Invitrogen
araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL(StrR)endA1 nupG

XL-1 RecAl, end Al, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, lac, Stratagene

Blue (F’proAB, lac’ZAM15, Tn10, (tet))

Y1090r- AraD139, hsdR (rk-, mk+), mecr A-, rpsL, supF, trpC22 Clontech

2.2 Enzyme/Marker

2.2.1 Enzyme

Enzyme

katalytische Aktivitat

Bezugsquelle

Alkalische Phosphatase
Desoxyribonuklease I

DNA Polymerase I

Proteinase K
Restriktionsenzyme
Ribonuklease A
Ribonuklease H
Ribonuklease

(aus Rinderpankreas)

Taq DNA Polymerase

T3-RNA Polymerase
T7-RNA Polymerase
T4-DNA Ligase
T4-Polynukleotidkinase
Trypsin

Trypsin-EDTA

Phosphatase

Desoxyribonuklease

DNA abhingige DNA Polymerase,
Klenow-Enzym

Proteinase

DNA-Endonukleasen
Ribonuklease

Ribonuklease

Ribonuklease

DNA abhingige DNA Polymerase,
hitzestabil

DNA abhingige RNA Polymerase
DNA abhingige RNA Polymerase
DNA Ligase

Kinase

Proteinase

Proteinase

Roche Diagnostics
Sigma

Roche Diagnostics

Sigma

Roche Diagnostics, Amersham
Roche Diagnostics

Roche Diagnostics

Roche Diagnostics, Sigma

Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen

Stratagene, Roche Diagnostics
Worthington

Invitrogen
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2.2.2 Molekulargewichtsmarker

Molekiil Bezeichnung Hersteller
DNA 1 kb Plus DNA Ladder Invitrogen
DNA Smart Ladder Eurogentec
Proteine Color Markers, Sigma

High Range, Wide Range

2.3 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

2.3.1 Bezugsquellen von Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Die Chemikalien und das Verbrauchsmaterial wurden von folgenden Firmen bezogen:
Amersham, ABI, Becton Dickinson, Biomol, BRL, Costar, Difco, Falcon, Fischer, Fluca, Greiner,
Kodak, Merck, Messer Griesheim, Invitrogen, Nunc, Pharmacia, Promega, Riedel-de Haen, Roche

Diagnostics, Qiagen, Roth, Schleicher & Schiill, Serva, Sigma, USB.

2.3.2 Spezielles Verbrauchsmaterial und Kits

Kit Hersteller
dNTP Set Invitrogen
DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing Kit ABI
NAP-Séulen/Nick-Séaulen Pharmacia
Nitrocellulosemembran (Schleicher und Schiill) Fischer
Nylonmembran (Hybond-N; Hybond-N+) Amersham
Qiagen Plasmid Kits Qiagen
Lambda DNA Purification Kit Qiagen
Qiagen PCR Purification Kit Qiagen
Geleluation Kit Qiagen
Qiagen RNeasy Mini Kit Qiagen
Rediprime Randome Primer Labelling Amersham
Rontgenfilme (Kodak XAR-5) Sigma
5’-Race Kit Roche Diagnostics

Slide-A-Lyzer Casette Pierce
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Quick-Spin Columns G-50 Sephadex RNA

Purification
Hi Speed Plasmid Midi Kit
Ni-NTA Spin Kit

pGEMT®T-Easy Vector System |

Superfect

Efectene

Qiagen
Qiagen
Promega
Qiagen
Qiagen

Roche Diagnostics

2.4 Plasmide

2.4.1 Plasmid-Konstrukte

Plasmid Groe  Resistenzen u. besondere genetische Hersteller
Merkmale

pBlueskript KS 2,96kb  AmpR, lacP/Oaq, f(1)+ori Stratagene

pcDNA-lacZ 8,6kb AmpR, CMV-Promotor, S. Heller
SV40intron/pA, E.coli lacZcds

pBK-CMV 4,5kb NeoR, CMV-Promotor, Stratagene
SV40intron/pA, lacP/Oa, f(1)-ori

pcDNA3.1(+) 5,4kb  AmpR, NeoR, CMV-Promotor, Stratagene
f(1)+ori

pCMX ca. 5kb  AmpR, CMV-Promotor, Davis et al. (1991)
SV40intron/pA

RCAS (B) 11,6kb  AmpR Hughes and Kosik (1984)

pGEM®-TEasy 3,0kb  AmpR, lacZ, TA-Klonierungsvektor =~ Promega

Vector

pBK-CMYV hlgG NeoR, CMV-Promotor S. Heller

pFC-gp130 NeoR, CMV-Promotor D. Junghans

pGEM 3Z GPA AmpR R. Nishi

pBK-SK RT AmpR S. Heller

pGEM 3Z SCG10 AmpR P. Jeffrey

pBK II SK+ VIP AmpR P. Sharp

p ChAT AmpR T. Jessell

p TH AmpR U. Ernsberger

p LIFRB 5,5kb AmpR M. Geissen
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2.4.2 HCM-Expressionsbank

1. cDNA Bibliothek aus kultivierten Huhnzellen in pcDNA3.1(+)
2. Primirtiter 3,8 x 10° cfu

3. Bezugsquelle: Scinet Bioproducts GmbH, Mascheroder Weg 1B, D-38124 Braunschweig

2.5 Oligonukleotidprimer

Primer Beschreibung Sequenz
A2 RACE-Primer, 5’-CATTCCGGAGTACCTCAATCTC-3’
antisense
A3 RACE-Primer, 5’-GGCATATCTGACTTCCAGTTCC-3’
antisense
Al5 LIFRp (Konstrukt E), 5’-CCATCGATGCCGGCTGTGCAAATAACTGACCAG-3’
sense, Cla I
Al6 LIFRp (Konstrukt E), 5’-CCATCGATTGCACACTATATTTGTCCCACTGGC-3’
antisense, Cla |
AS5S pcDNA3.1, sense, 5’-TACGACTCACTATAGGGAGAC-3’
Insert flankierend
A56 pcDNA3.1, antisense, 5’-CAACTAGAAGGCACAGTCGA-3’
Insert flankierend
AS57 GPA, sense 5’-GAGCTCCCGGCTGGAATGCACC-3’
A58 GPA, antisense 5’-GGCTCTCCAGATGCTTTATTTGCTCAGC-3’
A63 GAPDH, sense 5’-GTCAACGGATTTGGCCGTAT-3’
A64 GAPDH, antisense 5’-AATGCCAAAGTTGTCATGGATG-3’
A6S5 Actin, sense 5’-TATGCCAACACAGTGCTGTCTGGTGG-3’
A66 Actin, antisense 5’-TAGAAGCATTTGCGGTGGACAATGG-3’
RCASB;  Sequenzierprimer, 5’-GTGAAATACGCTTTTGTCTGTGTG-3’
sense
RCASB, Sequenzierprimer, 5’-ACAACCGAAGCCCCGCTTTTCGCC-3’
antisense
Sp6 Sequenzierprimer 5’>-TTTAGGTGACACTATAGAATACTCAAG-3’
T3 Sequenzierprimer 5’-CGAAATTAACCCTCACTAAAGG-3’
T7 Sequenzierprimer 5’-TAATACGACTCACTATAGGGCG-3’
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2.6 Puffer und Losungen

2.6.1 Allgemeine Puffer

Puffer Zusammensetzung

Denaturierungs-Losung 0,5M NaOH; 1,5M NaCl

Denhardt’s (50x) 1% (w/v) Ficoll; 1% (w/v) Polyvinylpyrrolidon;
1% (w/v) BSA; (nicht autoklaviert)

DNA-Probenpuffer (6X)  0,25% (v/v) Bromphenolblau; 0,25% (v/v) Xylencyanol FF;
30% (v/v) Glycerol; (nicht autoklaviert)

Hybridisierungspuffer DNA-Membranen: 50% (v/v) Formamid; 5xSSPE; 5xDenhardt’s;
0,1% (w/v) SDS; 100ug/ml Heringssperma-DNA (denaturiert); (nicht

autoklaviert)

MOPS-Puffer (10x) 200mM MOPS; 50mM Na-Acetat; pH7,0; (mit NaOH einstellen)

Neutralisierungslosung 1,5M NaCl; 1,5M Tris-HCI; pH7,5; (nicht autoklaviert)

SSC (20x) 3M NaCl; 300mM Trinatriumcitrat; pH7,0

SSPE (20x) 3M NaCl; 200mM NaH,POy; 20mM EDTA; pH7,4 (mit NaOH
einstellen)

TAE (20x) ImM EDTA; 400mM Na-Acetat; 800mM Tris-HCI; pH8,0 (mit
Essigsdure einstellen)

TBE (5x) ImM Tris-HCI; IM H3BO;; 25mM EDTA; pH8,0

TE-Puffer 10mM Tris-HCL; ImM EDTA; pHS,0

Waschpuffer 1 2xSSC; 0,5% (v/v) SDS; (nicht autoklaviert)

Waschpuffer 2 1xSSC; 0,1% (v/v) SDS; (nicht autoklaviert)

Waschpuffer 3 0,2xSSC

2.6.2 In situ-Hybridisierung

Puffer/Lésungen Zusammensetzung

AP-Puffer 0,1M Tris; 50mM MgCl,; 100mM NacCl; 0,1% (v/v) Tween-20; 0,024%
(w/v) Levamisol; pH9,5 (nicht autoklaviert)

Hybridisierungspuffer  50% (v/v) Formamid; 1xSalz, 10% (w/v) Dextransulfat; 1xDenhardt's;
10% (w/s) Hefe-RNA; (nicht autoklaviert)

MAB 100mM Maleinséure; 150 mM NaCl; pH7,5
MABT MAB; 0,1% (v/v) Tween-20; (nicht autoklaviert)
Salz (10x) 0,461g Tris; 3,24g NaCl; 0,234g NaH,PO4x2H,0; 0,213g Na,HPOy,;

50mM EDTA; pH7,5 (30ml)
Waschlosung 1xSSC, 50% Formamid, 0,1% Tween
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2.6.3 Immunfidrbungen-/ DAB-Fdrbung

Puffer Zusammensetzung

BBS(2x) 50mM BES; 280mM NacCl; 1,5mM Na,HPO4; pH6,94; (steril filtriert)

Boratpuffer 150mM H;3;BOy; pH8,3 (mit NaOH einstellen); (steril filtriert)

KRH Krebs-Ringer-Hepes; 25mM Hepes; 125mM NaCl; 4,8mM KCI; 1,3mM
CaCly; 1,2mM MgSOQOy; 1,2mM KH,POy; 5,6mM Glucose; pH7,3; (steril
filtriert)

PBS 137mM NaCl; 3mM KCl; 6,5mM NaH,POy; pH7,3

PBST (0,1%) 0,1% (v/v) Triton X-100 in PBS

PBST (10%) 10% (v/v) Eselserum in (0,1%) PBST

PBST (0,2%) 0,2% (v/v) Triton X-100 in PBS

PBST (20%) 10% (v/v) Eselserum; 10% (v/v) Kélberserum in (0,2%) PBST

PBS/Glycerin PBS/Glycerin 1:1 (v/v)

PBT1 1xPBS; 0,1% (v/v) Triton X-100; 1% (w/v) BSA; (nicht autoklaviert)

PBT2 1xPBS; 0,1% (v/v) Triton X-100; 0,1% (w/v) BSA; (nicht autoklaviert)

PORN Poly-DL-Ornithin (0,5mg/ml) in Boratpuffer; (nicht autoklaviert)

Trisphosphatpufter 90mM Tris-Phosphat; 2mM EDTA; pH 7,8 (mit Phosphorséure einstellen)

(TPE), pH 7,8

2.6.4 SDS Polyacrylamidgelelektrophorese

Puffer/Lésungen Zusammensetzung

Acrylamid/ Bisacrylamid 29,2 ¢/ 100 ml Acrylamid; 0,8 g/ 100ml N’N’-bis-
methylen-arylamid in Wasser

Trenngelpuffer 0,1 M Tris / HCI; pHS,8

Sammelgelpuffer 0,5 M Tris / HCI; pH6,8

SDS-Stockldsung
TGS-Laufpuffer (5x)
Probenpuffer reduzierend (4x)

Probenpuffer nicht reduzierend (4x)

10% SDS (w/v) in Wasser

15 g/1Tris; 72 g /1 Glycin; 5 g/ SDS

0,5 M Tris-HCI, pH6,8; 10% (v/v) Glycerin, 10% (w/v)
SDS; 5% (v/v) p-Mercaptoethanol; 1% (w/v)
Bromphenolblau

0,5 M Tris-HCI, pH6,8; 10% (v/v) Glycerin, 10% (w/v)
SDS; 1% (w/v) Bromphenolblau

2.6.5 Coomassie blue-Fdrbung von Proteinen in Polyacrylamidgelen

Loésungen Zusammensetzung
Coomassie blue-Farbelosung 0,1% Coomassie blue R-250, 40% (v/v) Methanol, 10% (v/v)
Essigséure

Entfarberlosung

40% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigséure, 4% (v/v) Glycerin
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2.6.6 Silberfirbung von Proteinen in Polyacrylamidgelen

Puffer/Lésungen Zusammensetzung

Fixierpuffer 1 50% (v/v) Ethanol; 10% (v/v) Essigsédure
Fixierpuffer 2 5% (v/v) Ethanol; 5% (v/v) Essigsédure
Farmers-Reagenz 1,5 g/l K;Fe(CN)g; 3 g/l Na,S,05; 0,5 g/l Na,COs
Silbernitratlosung 100 mg/50 ml (12 mM)

Entwicklerldsung 30 g/l Na,COs; 500 pl/l Formaldehyd (37%)
Stoplosung 1% (v/v) Essigsdure

2.6.7 Transfer von Proteinen auf Membranen

Puffer

Zusammensetzung

Transferpuffer

20% (v/v) Methanol in TGS

2.6.8 Immundetektion von Proteinen auf Membranen

Puffer Zusammensetzung

TBS 10 mM Tris/HCI; 150 mM NacCl, pH8,0

TBST 10 mM Tris/HCI; 150 mM NacCl, 0,1% (v/v) Tween20, pHS,0
Blockpuffer 5% (w/v) Milchpulver in PBST

2.6.9 Aufreinigung von heterodimeren Rezeptorfusionsproteinen auf Protein A-Sdulen

Puffer Zusammensetzung

Puffer A 300 mM NacCl, 50 mM NaH,PO,, pH7,3

Puffer B 300 mM NacCl, 50 mM NaH,PO,, pH6,3

Puffer C 300 mM NaCl, 20 mM Zitronenséure, 40 mM NaH,PO,, pH5,5
Puffer D 300 mM NaCl, 20 mM Zitronenséure, 40 mM NaH,PO,, pH5,3
Puffer E 300 mM NaCl, 20 mM Zitronenséure, 40 mM NaH,PO,, pH4,9
Puffer C, D, E mit NaH,PO,, Citronensiure und NaOH einstellen

2.7 Bakterienkulturen

2.7.1 Medien und Substrate

Medium Zusammensetzung
LB-Broth 1% (w/v) Bacto-Trypton; 0,5% (w/v) Hefeextrakt; 171mM NaCl; pH7,0
LB-Agar LB-Broth; 1,5% (w/v) Bacto-Agar

LB-Topagarose
LB-Topagar

LB-Broth; 0,75% (w/v) Agarose
LB-Broth; 1,5% (w/v) Bacto-Agar




Material

2.7.2 Zusdtze fiir Bakterienkultur

Agentien

Zusammensetzung

Hersteller

Ampicillin (Amp)

Kanamycin (Kan)

0,5% (w/v) Amp-Na-Salz in Wasser; 1/500, sterilf. Sigma

0,5% (w/v) Kan-sulfat in Wasser; 1/1000,
(sterilfiltriert)

Roche Diagnostics

Tetracyclin (Tet)  0,025% (w/v) Tet in Ethanol/Wasser (50%); 1/100 Serva
IPTG 0,IM IPTG in Wasser Biomol
X-Gal 2% (w/v) X-Gal in DMF Biomol
2.8 Zellkultur
2.8.1 Zelllinien
Bezeichnung Ursprungsgewebe Ursprungsorganismus
COS-7 Niere Cercopithecus aethiops
DF-1 Fibroblastenzellen Gallus gallus
HEK 293 Niere Homo sapiens
2.8.2 Medien fiir die Zellkultur
Medium  Zusammensetzung Hersteller
MEM ohne Glutamin, mit Earle’s Salzen Invitrogen
MEM* MEM; 10%(v/v) Pferdeserum, 5%(v/v) fotales Kilberserum;
1%(v/v) Pen/Strep Antibiotikalosung
DMEM Dubecco's Mod Eagle Medium, Glucose, Pyridoxine HCI Invitrogen

2.8.3 Zusdtze fiir die Zellkultur

Losungen Behandlung und Dosierung Hersteller
CNTF (human 1,5ng/ml (Endkonzentration) Leihgabe von H. Huber
rekombinant)

fotales Kdlberserum

Geneticin

hitzeinaktiviert (30min, 56°C)
100mg/ml G-418 Sulphat in Wasser; 1/100

Invitrogen

Invitrogen
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Glutamin 200mM Glutamin; 1/100 (Stockldsung) Invitrogen
Laminin 10ug/ml (Endkonzentration), PBS Invitrogen
Pferdeserum hitzeinaktiviert (30min; 56°C) Roche Diagnostics
Penicillin (Pen) 0,6% (w/v); 1/100 (Stocklosung) Sigma; Invitrogen
Streptamycin (Step)  1,33% (w/v); 1/100 (Stocklésung) Sigma; Invitrogen
Trypsin 189U/ml (Endkonzentration) Worthington
Trypsin-Inhibitor dquivalent zu Trypsin Worthington
2.8.4 Antikérper
Antikorper Verdiinnung Spezies Bezugsquelle
anti 3-Galactosidase ~ 1/1000 Maus Promega
anti-DIG FAB- 1/5000 Schaf Roche Diagnostics
Fragment
anti-Fluorescein 1/5000 Schaf Roche Diagnostics
anti-GAG 1/100 Maus Dev. Hybridoma Bank
anti-Human IgG Fc 1/20000 (Western) Ziege Sigma

1/200 (Farbung)
anti-Human IgG Fc- 1/20000 (Western) Ziege Sigma
HRP 1/200 (Féarbungen)
anti-LIFRp 1/500 Hase Santa Cruz
anti-Maus IgG FITC  1/100 Maus Dianova
anti-rabbit IgG Cy3 1/500 Ziege Dianova
anti-VIP 1/100 Hase Incstar
2.9 Bruteier

Die Bruteier des Haushuhns (Gallus domesticus) wurden vom Forsthaus Finkenloch (Nidda) bezogen.
Zur Infektion mit RCAS(B) Retrovirus wurden virusfreie SPF-Bruteier der Firma Charles River

eingesetzt.
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3. Methoden

3.1 Praparation von Plasmid-DNA

Die Préparation von Plasmid-DNA erfolgt mit Hilfe verschiedener Methoden. Ausgangspunkt der
Aufreinigung ist die Herstellung einer Bakterienfliissigkultur. AnschlieBend erfolgt die Freisetzung
der Plasmid-DNA durch eine alkalische Lyse der Bakterien (Sambrook et al., 1989). Die bakteriellen
Zelltrimmer und die an der Kermembran verankerte DNA werden dann mittels Zentrifugation
(11.000g, 5min) von der Plasmid-DNA getrennt. Die Isolierung und Aufreinigung der Plasmid-DNA
kann entweder nach der klassischen alkalischen Lyse (3.1.1; Sambrock et al., 1989) oder mit Hilfe der

Ionenaustauschchromatographie (3.1.2) erfolgen.

3.1.1 Klassische alkalische Lyse (Sambrook et al., 1989)

Die alkalische Lyse nach Sambrook et al., (1989) ist eine Methode zur Isolierung kleiner Plasmid-
DNA Mengen. Die isolierte Plasmid-DNA ist jedoch haufig nach der alkoholischen Fillung (3.3) noch
durch bakterielle Proteine und Salze verunreinigt. Diese schnelle Methode bietet sich zur Priaparation
einer grofleren Anzahl von Bakterienkolonien und folgender Restriktionsanalyse (3.5) an. Zur
Erhohung des Reinheitsgrades der isolierten Plasmid-DNA kann eine Phenol/Chloroform-Extraktion
(3.2) vor der Ethanolfillung (3.3) durchgefiihrt werden. Die aufgereinigte DNA eignet sich im

Anschluf3 daran fiir Sequenzierreaktionen.

3.1.2 Plasmid-DNA Isolierung mittels lonenaustauschchromatographie

Diesem Verfahrten liegt eine unterschiedliche Aufreinigungsmethode der Plasmid-DNA zugrunde.
Hierbei wird die Plasmid-DNA mittels alkalischer Lyse freigesetzt (Sambrook et al., 1989) und durch
Zentrifugation von groBeren bakteriellen Zellbestandteilen befreit. Die sich anschlieende
Ionenaustauschchromatographie fiihrt zu einem hohen Reinigungsgrad der gewonnen Plasmid-DNA,
da lediglich DNA-Molekiile an die Saulenmatrix gebunden werden. Die Préparation der DNA erfolgt
nach dem Protokoll des Herstellers (Qiagen und Promega). Die mittels
Ionenaustauschchromatographie aufgereinigte DNA eignet sich u.a. fiir Sequenzanalysen und zur

Transformation von eukaryontischen Zellen.

3.2 Phenol/Chloroform-Extraktion (Brawermann et al., 1972)

Zur Denaturierung und Entfernung von Proteinen aus der DNA-enthaltenden Losung, wird die
Phenol/Chloroform-Extraktion verwendet. Hierbei wird zum DNA-Proteingemisch 1 Volumen

Phenol/Chloroform-Losung (1:1) zugegeben und gut gemischt, bis sich eine weile Emulsion gebildet
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hat. Wéhrend der Zentrifugation bei 10000g (10min) bildet sich eine Interphase zwischen der
wissrigen und der Phenol/Chloroform-Phase. Zellfragmente und Proteine verbleiben in der lipophilen
Phenol/Chloroform-Phase bzw. der Interphase, wiahrend die DNA in der wéssrigen Phase geldst ist.
Die DNA-haltige wissrige Phase wird vorsichtig abgenommen und mehrmals mit je 1 Volumen
Chloroform extrahiert, um Phenolreste zu beseitigen. An die Extraktion schlieft sich eine

Ethanolféllung (3.3) an.

3.3 Fillung von Nuleinsiuren (Shapiro, 1981)

Mit Zugabe von Alkohol zu einer DNA- oder RNA-Losung kann man in Anwesenheit hoher
Konzentration monovalenter Kationen eine Aggregation der DNA bewirken und diese prizipitieren,
hierbei verbleiben z.B. Oligonukleotide und Nukleotide in Losung. Mit Hilfe dieser Methode ist es
moglich, eine Konzentrierung und Aufreinigung der DNA zu erreichen.

Zur Fillung der Nukleinsduren wird die DNA- oder RNA-Lsung mit 1/10 Volumen Na-Acetat (3M,
pHS5,2) versetzt und nach Zugabe von 2,5 Volumen absoluten Ethanols gut gemischt. Die Prézipitation
der Nukleinsduren erfolgt bei -20°C. Alternative kann die Féallung auch mit Isopropanol (0,7-faches
Volumen) bei Raumtemperatur durchgefiihrt werden. Nach mindestens 30 Minuten wird die DNA
durch Zentrifugation (25000g, 4°C; 30min) pelletiert. Im Anschlufl daran wird das Pellet mit 70%

(w/w) Ethanol gewaschen, getrocknet und in einer geeigneten Menge H,O gelost.

3.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Die Konzentration von Nukleinsduren (DNA oder RNA) wird photometrisch ermittelt. Grundlage
dieser Messung ist das ,,Lambert-Beersche Gesetz“. Die Absorption der verdiinnten Nukleinsdure-
Losung wird in einer Quarzkiivette bei einer Wellenlinge von 260 und 280nm, gegen das
Losungsmittel gemessen. Ein Extinktionswert von 1 bei 260nm entspricht bei doppelstrdngiger DNA
einer Konzentration von 50ug DNA/ml, bei einzelstringiger DNA von 33ug DNA/ml und bei RNA
40ug RNA/ml. Der Reinheitsgrad der Nukleinsdurelosung wird durch den Quotienten der
Extinktionsmesswerte bei 260nm/280nm bestimmt. Fiir DNA-Losungen soll der Quotient bei 1,8, fiir

RNA-Losungen bei 2,0 liegen.

3.5 Restriktionsverdau von Nukleinsiduren

Fiir die Linearisierung von Plasmiden, Uberpriifung von Ligationen und Kartierung von Konstrukten
werden Restriktionsenzyme eingesetzt. Pro ug DNA werden 2-5 Units Restriktionsenzym bendtigt.
Die Standardkonzentration der DNA-Losung sollte zwischen 40-150ng/pl liegen. Die
Inkubationsdauer betrdgt zwischen 2 bis3 Stunden bei der vom Hersteller empfohlenen Temperatur

und entsprechenden Pufferbedingungen.
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3.6 ,Fill in“-Reaktion zur Herstellung glatter Enden

Fiir einige Klonierungsreaktionen werden glatte, doppelstrangige DNA-Enden bendtigt. Die bei
einigen Restriktionsverdaus und PCR-Produkten auftretenden kohdsiven Enden (sticky ends) miissen
aus diesem Grunde gegléttet werden. Die ,,Fill-in“-Reaktion wird durch das Klenow-Enzym der DNA-
Polymerase I aus E.coli katalysiert. Das Klenow-Enzym ist in der Lage, die {iberhdngenden 5°‘-Enden
zu komplementieren. 3‘-iiberhdngende Enden werden hingegen mit Hilfe der 3°-5‘-Endonuklease-
Aktivitat des Enzyms abgedaut. Die Reaktion (<lug Template) erfolgt in Mediumsalz-Puffer (z.B.
Roche Diagnostics Restriktionspuffer M) mit einer Endkonzentration von SmM dNTPs, mit 1U
Klenow-Enzym in einem 20ul Ansatz (37°C, 30min). Im Anschlufl wird das Enzym hitzeinaktiviert

(70°C, 10min).

3.7 Kinasieren von DNA-Fragmenten oder Oligonukleotiden

Synthetisierte Oligonukleotide besitzen gewohnlich keine 5°-Phosphatgruppe. Aus diesem Grunde
lassen sich PCR-Produkte nur ineffizient subklonieren (3.16.3). Zur Vermeidung dieses Problems
konnen die Oligonukleotide oder PCR-Produkte (3.16.1) mit Polynukleotidkinase (PNK) kinasiert
werden. Das Enzym katalysiert den Transfer der endstdndigen Phosphatgrupppe von dATP auf die 5°-
Hydroxylgruppe eines DNA- oder RNA-Fragments (Richardson, 1965). Die Reaktion erfolgt in
1xPNK-Puffer (Amersham) mit 0,1mM dATP und 10U PNK, in einem Reaktionsvolumen von 30ul
(30min, 37°C). Es werden bis zu 400ng Nukleinsduren pro Reaktionsansatz eingesetzt. Die
Polynukleotidkinase kann auch zur radioaktiven Endmarkierung von DNA-Fragmenten eingesetzt

werden. Hierbei wird dATP durch [y-*P] dATP ersetzt.

3.8 Entfernung der 5‘-Phosphatgruppe von DNA-Fragmenten

Die Behandlung eines linearen Vektors (3.5) mit alkalischer Phosphatase zur Entfernung der
terminalen 5°‘Phosphatgruppen verringert den Anteil an rezirkularisiertem Plasmid bei einer
Ligationsreaktion (3.11) und begiinstigt die Klonierung des DNA-Fragments in den gedftneten Vektor
(3.11). Nach dem Restriktionsverdau (3.5) wird die Plasmid-DNA mittels Ethanol prézipitiert (3.3)
und in H,O gelost. Nach Zugabe von Dephosphorylierungspuffer und 2U alklischer Phosphatase wird
der Ansatz inkubiert (37°C; 30min). Bei 3°-iiberhdngenden Restriktionsschnittstellen empfiehlt sich,
nach erneuter Zugabe von 2U alkalischer Phosphatase, eine zusétzliche Inkubation (56°C, 30min).
Durch die erhdhte Temperatur wird dem Enzym der Zugang zum 5°-Ende erleichtert. Im Anschluf3

wird die DNA durch Agarose-Gelelektrophorese aufgereinigt (3.10).
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3.9 Agarose-Gelelektrophorese

Die Gelelektorphorese ist eine Methode zur Trennung von geladenen Molekiilen unterschiedlicher
GroBe mit Hilfe eines elektrischen Feldes (Meyers et al., 1976). Sie wird u.a. dazu verwendet, die
Effizienz eines Restriktionsverdaus (3.5) zu iiberpriifen, die Groflen von DNA-Fragmenten zu
bestimmen oder DNA-Fragmente aufzureinigen (3.10.1/2). Bei dieser Trennungsmethode macht man
sich die Eigenschaft zu nutze, dal die negativ geladene DNA, in Abhédngigkeit von ihrer Ladung und
damit von ihrer Grof3e, unterschiedlich schnell im elektrischen Feld wandert (Sambrook et al.,1989).
Zusitzliche Faktoren beeinflussen die Wanderung der DNA-Molekiile im Agarosegel. Hierzu gehdren
die GroBen und Konfiguration der zu trennenden DNA-Molekiile, Pufferbedingungen, die angelegte
Spannung und die Konzentration der Agarose. Lineare, doppelstringige DNA-Molekiile wandern
antiproportional zum logl0 der Anzahl der Basenpaare in der Gelmatrix. Ringférmge DNA-Molekiile
bewegen sich in Abhingigkeit zur Konfiguration, dabei bewegt sich die superhelikale Form schneller
als die relaxierte Form.

Fiir die Auftrennung der DNA-Molekiile werden Agarosegele verwendet, deren Agarosekonzentration
sich nach der GroBe der zu analysierenden DNA richtet (Sambrook et al., 1989). Die entsprechende
Agarosemenge wird in 1xTAE-Puffer gelost und in der Mikrowelle so lange erhitzt, bis keine
Schlieren mehr zu erkennen sind. Nach dem Abkiihlen der Agaroselosung (ca. 50°C) wird die Agarose
in eine Flachbettkammer gegossen und der Kamm eingesteckt. Nachdem die Agarose festgeworden
ist, wird die Gelkammer mit 1xTAE-Puffer gefiillt und der Kamm vorsichtig abgezogen. Zum
Auftragen der Proben werden diese mit 1/6 Volumen DNA-Probenpuffer versetzt. Die Grofie der
DNA-Molekiile wird mit Hilfe eines DNA-Ladngenstandards ermittelt. Die Elektrophorese wird mit 6-
8V/cm Elektrodenabstand durchgefiihrt. Zur Analyse wird das Agarosegel anschlieBend in einem
Ethidiumbromidbad (0,5ug/ml) gefarbt (15min). AbschlieBend wird das Gel auf einem UV-Tisch bei

einer Wellenldnge von 254nm fotografiert.

3.10 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

3.10.1 Stickstoff-Methode

DNA-Fragmente werden zunichst gelelektrophoretisch aufgetrennt (3.9) und nach der Anfarbung mit
Ethidiumbromid unter langwelligem UV-Licht (302nm) sichtbar gemacht. Das Gelstiick mit dem
gewiinschten DNA-Fragment wird mit einem Skalpell ausgeschnitten, zerkleinert und in ein PCR-
Reaktionsgefd iiberfiihrt. In den Boden und in den Deckel des Reaktionsgefafles wird vorher mit
einer diinnen Kaniile ein feines Loch gestochen. Nach Zugabe von ca. 100ul H,O wird das Gemisch in
fliissigen Stickstoff eingefroren (mind. 15min). AnschlieBend wird das gefrorene Reaktionsgefal3 in
ein 1,5ml Eppendorfgefal} iiberfithrt und zentrifugiert (12000g, 15-45min, RT). In einem zusétzlichem
Zentrifugationsschritt werden noch vorhandenen Agarosestiicke pelletiert (25000g, RT). Der
Uberstand wird abgenommen, und die DNA wird mit Ethanol {iber Nacht gefillt (3.3).
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3.10.2 Geleluation von DNA-Fragmenten nach Qiagen

Bei diesem Verfahren wird das ausgeschnittende Gelstiick mit der DNA in einem Puffer (Qiagen)
inkubiert (50°C). Dabei 16st sich die Agarose und wird anschlieBend auf einer Séule, bestehend aus
einer Kieselgelmatrix, abgetrennt. Nach den Waschschritten kann die DNA mit H,O eluiert werden.

Alle Schritte erfolgen geméfl den Herstellerangaben.

3.11 Ligation von DNA-Fragmenten

DNA-Ligasen katalysieren die Verkniipfung von Phosphodiesterbindungen zwischen einer freien 5°-
Phosphat-Gruppe und einer benachbarten 3°‘-Hydroxylgruppe. Die verwendete T4-DNA-Ligase
benotigt als Cosubstrat dATP.

Fiir eine Standard-Ligation werden 30-100ng eines linearisierten, dephosphorylierten Vektors und die
2-5 fache molare Menge an freien Termini des zu klonierenden DNA-Fragments eingesetzt. Die
Ligation erfolgt unter den Pufferbedingungen des Herstellers (Invitrogen) unter Verwendung von T4-

DNA Ligase (1U) in einem 10ul Ansatz iiber Nacht (gegebenenfalls mehrere Tage) bei 8°-16°C.

3.12 Herstellung elektrokompetenter Bakterienzellen

11 LB-Medium werden mit 1ml einer frischen Ubernachtkultur angeimpft und auf einem Schiittler bei
37°C solange inkubiert, bis eine ODgoy zwischen 0,5 und 0,8 erreicht ist. Die Zellsuspension wird
dann in einem Eisbad auf 4°C abgekiihlt, bevor sie bei 4°C pelletiert wird (15min, 7000g, Sorvall,
GSA-Rotor). Wichtig fiir alle folgenden Schritte ist die kontinuierliche Kiihlung der Zellen auf 4°C.
Im Anschlufl an die Zentrifugation werden die Zellen wie folgt gewaschen (wobei nach jedem
Waschschritt wie zuvor zentrifugiert wird): Nacheinander jeweils einmal mit 250ml und 125ml
eiskaltem, sterilem ddH,O. AnschlieBend wird einmal mit 50ml eiskaltem Elektroporationsmedium
(10% (v/v) Glycerin in H,O) gewaschen. Nach dieser Zentrifugation wird das Bakterienpellet in 2ml
eiskaltem Elektroporationsmedium resuspendiert. SchlieBlich werden die kompetenten Zellen in 25ul

Aliquots aufgeteilt, in fliissigen Stickstoff schockgefroren und bei -70°C gelagert.

3.13 Elektrotransformation (Fiedler und Wirth, 1988)

Eingefrorene 25ul-Aliquots kompetenter E. coli Bakterien werden im Eisbad aufgetaut. Zu den
Bakterien werden 1-2ul einer DNA-Losung (2-200ng/pl) pipettiert und gemischt. Das
Bakterien/DNA-Gemisch wird dann in eine vorgekiihlte 0,2cm Elektroporationskiivette (Biorad)
iiberfiihrt und in die Pulskammer gestellt. Die Elektrotransformation erfolgt mit einem ,,Gene Pulser*

von Biorad, gemdfl den Anweisungen des Herstellers. Hierbei wird der ,,Gene Pulser” auf 2,5kV
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(Feldstarke 12,5kV/cm) und der ,,Puls-Controller auf 200W eingestellt. Die Kapazitidt des
Kondensators betrdgt 25uF. Somit ergibt sich eine Pulsdauer von Smsec (200Wx25uF=5msec). Nach
dem Puls werden sofort 800ul LB-Medium zugegeben und der Ansatz 1 Stunde lang bei 37°C
inkubiert. Anschlieend werden die transformierten Zellen, in unterschiedlichen Konzentrationen, auf

Selektionsplatten ausgestrichen und inkubiert (37°C, iN).

3.14 Vermehrung und Lagerung von Bakterienstimmen

Bei der Anzucht von Bakterienstimmen wird unter sterilen Bedingungen eine vereinzelte
Bakterienkolonie von Agarplatte in frisches Ndhrmedium (mit geeignetem Antibiotikum) tliberimpft

und in einem Schiittler kultiviert (37°C, iiN).

Fiir die Lagerung von Bakterienkulturen bieten sich zwei verschiedene Verfahren an (Sambrook et al.,

1989) :

» Agar-Stabs: Aus einer Ubernachtkultur werden Bakterienzellen mit einer Impfose in einen
Agarblock (Iml Stab-Agar, 1,5ml Schraubdeckelrohrchen) eingestochen. Die Kultur wird mit
locker aufgeschraubtem Deckel inkubiert (37°C, iiN) und ist mit geschlossenem Deckel etwa 2
Jahre im Dunkeln und bei Raumtemperatur lagerungsfihig.

* Fliissig-Stabs: 500ul einer Ubernachtkultur werden mit 500ul steriler 30% (v/v) Glycerin-Ldsung
in einem Schraubdeckelrohrchen gemischt und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die

Lagerung erfolgt bei -70°C.

3.15 ,,Bakterien-Lifting* und ,,Dot-Blot*

Diese Methoden dienen der schnellen Identifizierung von positiven Klonen aus einer grofleren Anzahl
von Klonen. Bakterien oder geloste DNA werden zundchst auf eine Nitrocellulose- oder
Nylonmembran transferiert. Beim ,,Bakterien-Lifting* werden die einzelnen Klone auf die Membran
ausgestrichen, im Falle eines ,,Dot-Blots* wird die DNA-Losung auf die Membran getropft. Dann
werden die an der Membran locker gebundenen Molekiile denaturiert (0,5M NaOH; 1,5M NacCl;
2min), neutralisiert (1,5M NaCL; 1M Tris-HCL; pH 7,5; 5Smin) und die Membran kurz in 20xSSC
gebadet. Die Fixierung an die Membran erfolgt durch UV-Bestrahlung (,,auto crosslink®, Stratalinker
2400, Stratagene) oder Inkubation (80°C, 2h).

3.15.1 Markierung von DNA-Sonden

Fiir die radioaktive Markierung von DNA wird das Verfahren der ,random primed* DNA-Markierung
nach Feinberg und Vogelstein (1983) angewendet. Das Verfahren beruht auf der Hybridisierung eines

Gemisches von Hexanukleotiden zufilliger Sequenz an die zu markierende, hitzedenaturierte DNA
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(5min, 96°C). Diese dient als Matrize fiir die Synthese des komplementdren DNA-Stranges durch das
Klenow-Enzym. Die Markierung erfolgt durch den Einbau von [o’*P]-dCTP. Zur Markierung wird der
,rediprime Randome Primer Labelling“-Kit (Amersham) nach Herstellerangaben verwendet. Die
Aufreinigung der radioaktiven Sonden erfolgt durch eine Gelfiltration mit Sephadex G-50 (Nick

Column, Pharmacia Biotech) nach den Angaben des Herstellers.

3.15.2 Hybridisierung der Membranen

Bei Verwendung einer radioaktiven DNA-Sonde wird die Membran zunéchst fiir vier Stunden bei der
spater verwendeten Hybridisierungstemperatur in DNA-Hybridisierungspuffer (ca. 50ml)
vorinkubiert. Dies dient der Blockierung von unspezifischen Bindungen. Fiir die Hybridisierung wird
eine hitzedenaturierte (5min, 96°C), radioaktive Sonde (3.15.1) zu den préhybridisierten Filtern hinzu
pipettiert. Die Hybridisierung erfolgt auf einem Schiittler (42°C, iiN). Am folgenden Tag werden die
Filter zunédchst in Waschpuffer 1 (100ml) geschwenkt (20min, RT). Danach erfolgen zwei
Waschschritte in Waschpuffer 2 (100ml): je 1 Stunde. Die Temperatur der Waschlosung richtet sich
nach den Bindeeigenschaften der Sonde. Hochstringente Hybridisierungen werden bei 65°C,
mittelstringente bei 60°C und niederstringente bei <55°C durchgefiihrt. Falls nach diesen
Waschschritten der unspezifische Hintergrund (gemessen an einem Kontrollfilter) noch zu hoch ist, so
werden die Filter zusdtzlich in Waschpuffer 3 bei der entsprechenden Temperatur inkubiert (1h). Die
Aufnahme des autoradiographischen Signals erfolgt in einer Expositionskassette (Du Pont) mittels
eines Rontgenfilms (X-OMAT AR, Kodak). Die Expositionsdauer richtet sich nach der Stérke des
radioaktiven Signals. In der Regel 3-4 Tage. Beim ,,Dot-Blot“ und ,,Bakterien-Lifting* reichen 4
Stunden bis liber Nacht. Die anschlieBende Entwicklung des Films erfolgt mittels eines automatischen

Filmentwicklers (Kodak).

3.16 Polymerase Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR, Saiki et al., 1988) ermdglicht die
enzymatische Amplifikation von DNA-Fragmenten in vitro durch eine Abfolge von
Inkubationsschritten bei verschieden Temperaturen. Bei dieser Methode wird ein Oligonukleotidpaar,
das den zu amplifizierenden Bereich flankiert (in sense und antisense Orientierung) an die denaturierte
Matrize hybridisiert (annealing) und durch eine hitzestabile DNA-Polymerase (Taq-DNA-
Polymerase), aus ,,Thermus aquaticus* elongiert (Elongation). Durch wiederholten Ablauf eines
solchen PCR-Zyklus kénnen DNA-Abschnitte 10°-10°-fach amplifiziert werden (Sambrook et al.,
1989).
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3.16.1 Standard PCR-Bedingungen

1xPCR-Puffer, 0,2uM Nukleotidmischung (dATP, dCTP, dGTP,dTTP), je 50uM Primer, 10-100ng
Template (fiir RT-PCR werden 1-2ul der Erststrangsynthese eingesetzt) und 2,5U Taq-DNA-
Polymerase werden im Eisbad mit H,O auf 50ul aufgefiillt und gemischt. Zur Amplifikation werden
20-35 Zyklen aufeinanderfolgender Denaturierungs-, Hybridisierungs- und Elongationsschritte
durchgefiihrt (Perkin Elmer Thermal Cycler TC480). Die verwendeten Temperaturen und
Inkubationszeiten richten sich nach der jeweiligen Matrize, der gewiinschten Spezifitit der Reaktion,
der Hybridisierungstemperatur der Primer und der Lidnge der erwarteten PCR-Fragmente. Ein 5-
miniitiger Polymerisationsschritt bei 72°C schlieffit die Amplifikation ab. Zur Reduzierung
unspezifischer Nebenprodukten wird der PCR-Ansatz vor Beginn der PCR hitzedenaturiert (1min,

96°C).

3.16.2 Direkte PCR auf Bakterien oder Zellen

Hierzu werden 1-5ul einer Bakterienkultur bzw. Zellen in 50pul 70% Ethanol (w/w) aufgenommen und
der Alkohol bei 95°C vollstindig verdampft. Dann werden 50ul PCR-Ansatz zugegeben (3.16.1), gut
gemischt und die PCR-Reaktion, bei den fiir das Reaktionsprodukt optimalen Bedingungen,
durchgefiihrt (3.16.1).

3.16.3 Subklonierung von PCR-Fragmenten

Ein 5ul Aliquot der PCR-Reaktion wird zunéchst gelelektrophoretisch iiberpriift (3.9). Danach wird
der PCR-Ansatz iiber lonenaustauschchromatographie (Qiagen, nach Herstellerangaben) aufgereinigt.
Sind geeignete Restriktionsschnittstellen in der amplifizierten Sequenz vorhanden oder die in der PCR
eingesetzten Oligonukleotide mit Restriktionsschnittstellen versehen, so wird das Fragment mit den
geeigneten Enzymen verdaut (3.5), gelelektrophoretisch aufgereinigt (3.10.1/2) und ligiert (3.11). Fiir
eine ,,blunt-end-Ligation* werden die Enden der PCR-Produkte geglittet (3.6), der Ansatz gefillt (3.3)
und die 5°-Enden kinasiert (3.7). Das so behandelte PCR-Produkt wird gelelektrophoretisch
aufgereinigt (3.10.1/2) und ligiert (3.11). Als Alternative wurde ein TA-Klonierungskit (pGem-T Easy

Vector Systems, Promega) nach Herstellerangaben eingesetzt.

3.17 DNA-Sequenzanalyse

Die DNA-Sequenzanalyse erfolgt mit Hilfe eines automatischen Sequenziergerites (ABI 373A DNA
Sequencer) unter Verwendung eines Sequenzierkits nach Herstellerangaben (Dye Desoxy Terminator
Cycle Sequencing Kit, Perkin Elmer). Die ,,Annealing-Temperatur® des Sequenzier-Primers 148t sich
anhand der Formel: (C + G) x 4 + (A + T) x 2 — 5°C abschitzen. Nach Abschlufl der Amplifikation

wird die Probe nach den Angaben des Herstellers aufbereitet. Die gelelektrophoretische Auftrennung
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und die Speicherung der Daten erfolgen mit dem automatischen Sequenzer. Die Analyse und

Aufarbeitung der Sequenzdaten erfolgte am Computer unter Verwendung des Herstellerprotokolls.

3.18 Bebriitung von befruchteten Hiihnereier

Befruchtete Hiihnereier werden in einem Brutschrank bei 37°C und 70% Luftfeuchtigkeit inkubiert.

Der Tag des Einlegens wird als Embryonaltag 0 (E0Q) definiert.

3.19 Zellbiologische Methoden

Fiir alle zellbiologischen Arbeiten werden immer sterile Losungen, Medien, Gefédlle, Pipetten und
Pipettenspitzen verwendet. Es werden immer Handschuhe getragen, und alle Arbeiten werden an
einem Reinstluftarbeitsplatz durchgefiihrt. Soweit nicht anders angegeben, werden alle Arbeiten bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Die Zellinkubationen erfolgen im Inkubator bei 37°C und
wasserdampfgesittigter 3%iger bzw. 5%iger CO,-Atmosphére. Alle Zellkulturlésungen sollen, wenn

nicht anders angegeben, eine Temperatur von 37°C aufweisen.

3.19.1 Vorbereitung der Kulturschalen fiir neuronale Primdrkulturen

Zuerst werden die Vertiefungen (,,wells*) der Kulturschalen (4 well Schalen, Greiner) mit Poly-DL-
Ornithin (PORN) in 0,15M Boratpuffer (pHS8,3) beschichtet (mind. 12h, RT). Die so behandelte
Fliache wird dann zweimal mit sterilem Wasser gewaschen und anschlieBend getrocknet. Danach sind
die PORN-beschichteten Schalen bis zu 6 Wochen lagerungsfihig (4°C). Kurz vor der Verwendung
der beschichteten Kulturschalen, werden diese mit Laminin (10pg/ml (w/v), 1xPBS) beschichtet (2h,

RT), zweimal mit 1xPBS gewaschen und Kulturmedium in die ,,wells* gefiillt.

3.19.2 Préparation der sympathischen Ganglien

Embryonen geeigneten Alters werden mit einer Schere dekapitiert, der Bauchraum gedffnet, die
inneren Organe und die dorsale Aorta entfernt. Mit einer Pinzette seitlich an der Wirbelsdule entlang
fahrend, werden die paravertebralen sympathischen Ganglien gelost und konnen aus dem lumbosakral
Bereich herausprépariert werden. Von gegebenenfalls anhaftenden Geweberesten befreit, werden die

sympathischen Ketten in steriler Glucoseldsung (1mg/ml, PBS) gesammelt.

3.19.3 Inkulturnahme sympathischer Neuronen

Zunichst werden die Ganglien mit einer silikonisierten Pasteurpipette in ein 15ml Falcon-Réhrchen
iiberfiihrt und zweimal mit PBS gewaschen. Nach dem Absaugen des Uberstandes werden die

Ganglien mit 1ml Trypsinldsung (Trypsin 1% (w/v), PBS) bei 37°C inkubiert. Die Inkubationsdauer
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richtet sich jeweils nach dem Alter der Embryonen. Fiir 7 Tage alte Embryonen betrigt die
Inkubationszeit 25 Minuten. Durch Zugabe von Sojabohnen-Trypsininhibitor (Endkonzentration
0,02mg/ml) wird die Proteinaseaktivitit gestoppt und freigesetzt, genomische DNA wird durch
Zugabe von Desoxyribonuklease I (Endkonzentration 0,02mg/ml) verdaut. Danach werden die
Ganglien zundchst zweimal mit Kulturmedium (MEM*) gewaschen und dann in Iml MEM*
aufgenommen. Die Dissoziation der sympathischen Ganglien zu Einzelzellen erfolgt durch Trituieren
mit einer rundgeschmolzenen, silikonisierten Pasteurpipette in 1ml Kulturmedium. Nach Ermittlung
der Zellzahl in einer Neubauer-Zahlkammer werden fiir Transfektionsexperimente etwa 35000 Zellen

pro ,,well*“ ausgebracht.

3.19.4 Kulturbedingungen fiir verschiedene eukaryontische Zellen

4. sympathische Neuronen: 37°C, 5% CO, in MEM*-Medium.

5. HEK 293 Zellen: 37°C, 5% CO2 in MEM-Medium (+10%FCS, 1% P/S, 1% Glutamin)
6. DF-1 Zellen: 37°C, 10% CO2 in DMEM-Medium (+10% FCS, 1% P/S)

7. COS-7 Zellen: 37°C, 5% CO2 in MEM-Medium (+10% FCS, 1% P/S, 1% Glutamin)

3.19.5 Lagerung und Rekultivierung eukaryontischer Zellen

Zur Lagerung werden Zellen in einer 75¢cm” Kulturschale bis zur Konfluenz angezogen, trypsiniert
und in 5ml eiskaltem Kulturmedium mit 10% DMSO (v/v) vorsichtig resuspendiert. Die Zellen
werden liber Nacht mit einer Gefrierbox bis auf -70°C gekiihlt und dann in fliissigem Stickstoff
gelagert.

Die Rekultivierung erfolgt in serumfreiem, vorgewarmtem Medium. Hierbei werden die Zellen ziigig
aufgetaut, zentrifugiert (150g, 10min, RT) und das Pellet in 5ml Kulturmedium resuspendiert. Die
Zellen werden anschlieBend in eine Kulturschale (J 6c¢cm) iiberfiihrt und unter Standardbedingungen

kultiviert.

3.19.6 Passagieren von eukaryontischen Zellen

Konfluent gewachsene, adherente Zellkulturen miissen regelmaBig gesplittet und weiterkultiviert
werden. Hierzu wird das Kulturmedium abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen. AnschlieBend
werden die Zellen durch Zugabe von Trypsin-EDTA Losungen von der Zellkulturschale abgelost. Der
Trypsinverdau wird danach mit Zugabe von Kulturmedium abgestoppt. Die Zellen kdnnen nun je nach

Zelllinie verdiinnt (1:4 - 1:8) auf neue Kulturschalen tiberfiihrt werden.
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3.19.7 Transfektion eukaryontischer Zellen.

Um Plasmide in eukaryontische Zellen einzubringen, stehen mehrere Methoden zur Verfiigung. Die
Methode richtet sich nach dem verwendeten Zelltyp und der angestrebten Transfektionseffizienz.

Fiir DF-1 Fibroblasten, sowie HEK 293-Zellen hat sich die Verwendung von aktivierten Dendrimeren
(Tang et al., 1996) als sehr effektiv herausgestellt. Hierbei bindet die Plasmid-DNA an die
Dendrimere, welche aktiv von den Zellen aufgenommen werden. In der Regel werden 5pg DNA in
150ml serumfreiem Medium aufgenommen. Danach werden 30ul Transfektionsreagenz (Superfect,
Qiagen) zugegeben, gemischt und inkubiert (5min, RT). Eine zu 50-60% konfluente 6cm
Zellkulturschale wird in der Zwischenzeit mit PBS gewaschen. Nach der fiinfminiitigen Inkubation
wird dem Transfektionsansatz 1ml serumhaltiges Kulturmedium zugesetzt, kurz gemischt und auf die
Kulturschale iiberfiihrt. Die Zellen werden fiir 2-3 Stunden unter Standardbedingungen kultiviert.
Danach wird mit PBS gewaschen und frisches Kulturmedium (z.T. mit Selektionsantibiotikum)
zugegeben.

Die Transfektion von COS-7-Zellen erfolgt mit dem Effectene Kit von Qiagen gemiB den
Herstellerangaben. Das Effektene Transfektions Reagenz ist eine nichtliposomale Lipidverbindung,
die in Kombination mit einem DNA-Kondensationsenhancer verwendet wird. Bei dieser Methode
werden die DNA-Molekiile zunédchst iiber den Enhancer kondensiert. Das mitgelieferte Effectene
Reagenz bewirkt eine partielle Umhiillung der DNA mit kationischen Lipiden und ermoglicht die
effektive Aufnahme von DNA in eukaryontischen Zellen.

Fiir sympathische Neuronen hat sich die Ca-Phosphat-Methode bewéhrt. Die erzielte
Transfektionseffizienz betrdgt in der Regel ca. 1:1000.

Sympathische Neuronen werden hierzu pripariert (3.19.1/2) und in einer Dichte von ca. 35000
Zellen/well ausgesdt (3.19.6). Danach werden die Zellen mindestens zwei Stunden lang kultiviert
(3.19.4), damit sie sich absetzen und sich von der Trypsin-Behandlung (3.19.6) erholen konnen. Fiir
die Transfektion werden 18ug Plasmid-DNA und gegebenenfalls 2ug Markerplasmid in einem
Gesamtvolumen von 75ul H,O aufgenommen. Zu dieser Losung werden 25ul 1M CaCl, und 100pl
BBS (pH6,91-6,95) zugegeben, gemischt und inkubiert (10min, RT). Vor der Transfektion werden die
Kulturschalen mit Transfektionsmedium (MEM+0,5% (v/v) Serum) zweimal gewaschen, 1,8ml
Transfektionsmedium werden zugegeben, das DNA-Calzium-Préazipitat wird der Kultur zugetropft und
sorgfiltig verteilt. Die Transfektion erfolgt in einem Zellkulturinkubator (37°C, 3% CO,, 6-8h).
Danach werden die Kulturen zweimal mit MEM*-Medium gewaschen und inkubiert (37°C, 5% CO,).

3.19.8 Herstellung klonaler und stabiler exprimierender HEK 293-Zelllinien zur Expression von
Rezeptorfusionsproteinen

Hierzu werden HEK 292-Zellen mit geeigneten eukaryontischen Expressionsvektoren (z.B. pFc-
LIFRB, pFc-gp130) transfiziert (3.19.7) und anschliefend mit antibiotikumhaltigem Medium (1mg/ml

Geneticin) kultiviert. Nach zwei Wochen werden am Mikroskop isolierte Einzelklone mit einer Pipette
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abgesaugt und in einer 96 Well-Schale iiberfiihrt. Nur Zellen, die die Plasmidinformation und somit
auch die Antibiotika-Resistenz in ihr Genom integriert haben, iiberleben den Geneticin-
Selektionsdruck. AnschlieBend konnen Uberstéinde der klonalen Kulturen iiber Mini-Ni-2"-Séulen
(Qiagen) aufgereinigt (3.22.9/10) und im Silber-gefarbten SDS-Acrylamidgel (3.22.2/4) analysiert

werden.

3.19.9 Herstellung von héingenden DF-1-Fibroblastenaggregaten

Eine konfluent gewachsene Fibroblastenkultur (75cm® Kulturflasche) wird durch Zugabe von 2ml
Trypsin-EDTA vereinzelt (3.19.6), der Verdau mit 10ml Kulturmedium abgestoppt und zentrifugiert.
SchlieBlich wird das Zellpellet in 500-700ul Kulturmedium resuspendiert. Danach werden jeweils
60ul der Zellsuspension in Form von Tropfen unter den Deckel einer Kulturschale vorsichtig
angehdngt. In die Kulturschale wird zusitzlich Kulturmedium zugegeben. Nach Inkubation haben sich
jeweils Aggregate am Kegel jedes Tropfen gebildet (iiN). Die grolen Aggregate konnen nun je nach

Bedarf verkleinert und fiir die Implantationen proportioniert werden.

3.19.10 Implantationen von Zellaggregaten in Hiihnerembryonen

Die virusfreien befruchteten Hiithnereier werden in waagerechter Position 48 Stunden im Brutschrank
(37°C, 65% Luftfeuchtigkeit) bebriitet. Die Eierschale wird mit 70% (v/v) alkoholischer Losung
desinfiziert. Mit einer sterilen Kaniile werden etwa 3,5ml Eiweil entnommen. Dann wird die
Oberseite des Eies mit transparentem Klebeband (Scotch) sorgfiltig abgeklebt. An dieser Stelle wird
mit einer Feinschere ein Loch von etwa 1,5-2cm Durchmesser geschnitten, so dal man von oben auf
den Embryo sehen kann. Mit einer feinen Glaskapillare wird Tuscheldsung (Pelikan, schwarz) unter
den Embryo injiziert. Die Vitellinmembran wird oberhalb der Implantationsstelle mit einem
Augenskalpell eingeschnitten. Der Einschnitt erfolgt auf Hohe der Somiten 18-23 zwischen
Riickenmark und Somit. Er umfafit maximal den Bereich zwischen zwei benachbarten Somiten. Ein
oder zwei Fibroblastenaggregate (3.19.9) der gewiinschten Grof3e (etwa 1/4 Somit) werden mit einer
sterilen Pinzette in die Ndhe der Implantationsstelle gebracht und mit sterilen Stahlnadeln in die
Offnung gedriickt. Im AnschluB werden 400ul Antibiotikumldsung (1% Pen, 1% Strep in PBS) auf die
Vitellinmembran pipettiert und die Offnung der Schale mit Klebeband verschlossen. Die behandelten
Embryonen werden im Brutschrank inkubiert (3.18).
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3.20 Immunfirbungen

3.20.1 Immunfdrbung kultivierter Zellen

Zuerst wird das Medium aus den Schalen entfernt und die Zellen einmal mit KRH gewaschen (RT).
Danach werden die Zellen mit Paraformaldehyd-Losung (4% (w/v) PA, PBS) fixiert (15min, RT).
Anschliefend werden die fixierten Zellen mit PBT1 gewaschen und im gleichen Puffer permeabilisiert
(15min, RT). Der Erstantikorper wird, in PBT1 verdiinnt, zugegeben und inkubiert (40min, RT). Zur
Entfernung von nicht gebundenen Antikorpern werden die Zellen jeweils zweimal mit PBT1 und
PBT2 gewaschen. Die Zugabe des fluoreszenzmarkierten Antikorpers erfolgt in PBT2. Nach einer
Inkubationsdauer von 30 Minuten wird nicht-gebundener Zweitantikorper durch jeweils zwei
Waschschritte mit PBT2 und PBS entfernt. SchlieBlich werden die Priparate fiir die mikroskopische
Auswertung mit 50% (v/v) Glycerin in PBS eingedeckt.

3.20.2 Immunfdrbung auf Kryoschnitten

Die Gefrierkryoschnitte (3.21.1/2) werden zunichst auf Raumtemperatur angeglichen. Anschlieend
werden die Objekttriger mit einem Fettstift (PAP PEN, SCI Science Services) eingerahmt, damit die
aufgetragene Fliissigkeit an den Rénder nicht ablaufen kann. Die Objekttrager werden fiir 2 Stunden
blockiert (jeweils 500ul PBS, 0,1% (v/v) Tween und 10% (v/v) Serum). Die Inkubation mit dem
Erstantikorper erfolgt in PBS, 0,1% (v/v) Tween, 10% (v/v) Serum (iiN, RT). Am néichsten Tag
werden die Objekttrager mit PBS, 0,1% (v/v) Tween in einer Kiivette gewaschen (1h, RT). Der
fluoreszenzmarkierte Antikdrper wird in 0,1% (v/v) Tween-PBS verdiinnt und auf den Schnitten
inkubiert (30min, RT). Nach dreimaligem Waschen mit PBS werden die Objekttriger mit jeweis 30ul
50% (v/v) PBS/Glycerin eingedeckt.

3.21 In situ-Hybridisierung

3.21.1 Préparation und Fixierung von Embryonen

Hithnerembryonen des gewlinschten Alters werden dekapitiert, Haut und die inneren Organe werden
entfernt. AnschlieBend werden die Extremitéten und die Rippen (etwa 0,2-0,5cm von der Wirbelsdule
entfernt) abgeschnitten. Der so priparierte Embryo wird in sterilem PBS gewaschen und danach in
Paraformaldehydlosung (4% (w/v) Paraformaldehyd; 0,1M Phosphatpuffer) fixiert (4°C, {iN). Nach
der Fixierung werden die Priparate mit 15% (w/v) Saccharose (0,1M Phosphatpuffer) entwéssert
(mind. 24h) und zuletzt mit Tissue-Tek (Sakura Finetek) eingebettet. Das eingebettete Gewebe wird
bei -20°C gelagert.
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3.21.2 Anfertigen von Gefrierschnitten

Die vorbehandelten Préparate (3.21.1) werden mit einem Kryostaten (Jung Frigocut 2800E) in einer
Schnittdicke von 14pum geschnitten und auf Super Frost Plus-Objekttrager (Menzel-Gliser)
aufgenommen. Nach dem Trocknen (1h, 37°C) sind die Priparate fest an die Objekttrager gebunden.
Die so behandelten Praparate werden bei -20°C gelagert (bis zu 2 Monate verwendbar). Lingere

Lagerungszeiten konnen durch Einfrieren bei -70°C erreicht werden.

3.21.3 Sondensynthese fiir die In situ-Hybridisierung

20ul Plasmid-DNA werden restriktionsverdaut (3.5). Ein Aliquot davon wird gelelektrophoretisch
iiberpriift (3.9). Nach Feststellung des vollstdndigen Verdaus wird die Plasmid-DNA mittels PCR-
Purifikation Kit (Qiagen) aufgereinigt, in RNase freiem Wasser aufgenommen. Die DNA-
Konzentration wird photometrisch bestimmt (3.4). Die RNA-Synthese mit digoxigeninmarkierten
UTPs (DIG RNA-labelling Kit, Roche Diagnostics) erfolgt nach Herstellerangaben. Die RNA-Probe
wird mit Quick-Spin-Sdulen (Roche Diagnostics) nach Herstellerprotokoll aufgereinigt.

3.21.4 Kontrolle der markierten RNA-Proben iiber einen ,,Spot-Assay

Die synthetisierten Proben (3.21.3) werden verdiinnt (pur, 1:10, 1:100, 1:1000) auf eine Hybond N"-
Membran (Pharmacia) aufgetropft und iiber UV-Bestrahlung (,,auto crosslink®, Stratalinker 2400,
Stratagene) mit der Membran vernetzt. Dann wird mit MAB gewaschen (5min) und danach mit
MAB/20% (v/v) Hithnerserum blockiert (1h, RT). Die Inkubation mit dem jeweiligen Antikorper
(1:5000-10000) erfolgt in MAB/20% (v/v) Hithnerserum (1h, RT). Nach einmaligem waschen in
MAB (30min) und in AP-Puffer (5min) erfolgt die Féarbereaktion fiir 5-10Minuten. Im Anschluf3 wird
mit MAB gestoppt und mit H,O gewaschen.

3.21.5 Durchfiihrung der In situ-Hybridisierung

Die tiefgefrorenen Kryostatenschnitte werden zunédchst auf Raumtemperatur angeglichen. In der
Zwischenzeit werden die DIG-markierten RNA-Sonden in Hybridisierungspuffer verdiinnt (1:100)
und denaturiert (10min, 70°C). Pro Objekttrager werden 100pul der denaturierten Sonde eingesetzt, mit
einem hitzesterilisierten Deckglas (200°C, 12h) eingedeckt und in einer feuchten Kammer
(Waschpuffer) inkubiert (65°C, iiN). Das Deckglas wird abgeschwemmt, und die Objekttrager werden
unter stringenten Bedingungen in einer Glaskiivette gewaschen (Waschpuffer, 1h, 65°C). Die
Objekttrager werden in eine mit MABT gefiillte Glaskiivette {iberfithrt und inkubiert (1h, RT). Zur
Blockierung unspezifischer Bindungen fiir die folgende Antikdrperdetektion werden die Schnitte mit
300ul Blockpuffer (MABT, 20% (v/v) CHS) eine Stunde lang behandelt. Der Anti-DIG-Antikorper
(Roche Diagnostics) wird 1:5000 in Blockpuffer verdiinnt und 1 Stunde auf Eis vorinkubiert. Auf
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jeden Objekttrager werden 100ul dieser Antikorperlosung pipettiert. Die Objekttrager werden mit
einem sterilem Deckglas abgedeckt. Die Bindung des Anti-DIG-Antikorpers (Roche Diagnostics)
erfolgt in einer feuchten Kammer (H,O) (RT, iiN). Uberschiissiger Antikdrper wird mit MABT
entfernt (90min, RT, Glaskiivette), und der Objekttrager wird 2 mal mit AP-Puffer gewaschen (10min,
RT). Fiir die Farbreaktion wird die NBT/BCIP-Stocklosung (Roche Diagnostics) in AP-Puffer im
Verhiltnis 1/100 verdiinnt und auf jeden Objekttriger (120ul) aufgetragen. Zur Vermeidung eines
unspezifischen Prézipitats, das durch Reaktion mit dem Luftsauerstoff erfolgen kann, werden die
Priparate mit einem Deckglas abgedeckt. Die Farbreaktion erfolgt in einer lichtundurchléssigen,
feuchten Kammer (H,O) fiir mehrere Stunden (ggf. {iber Nacht). Die Farbreaktion wird mit PBS
abgestoppt, und die Objekte werden mit Kaisers-Glycerin-Gelatine eingedeckt.

3.21.6 Doppel-In situ-Hybridisierung

Das Protokoll entspricht dem der einfachen /n situ-Hybridisierung auf Schnitten (3.21.5), wobei
allerdings eine DIG-markierte und eine Fluorescein-markierte cCRNA-Probe gleichzeitig hybridisiert
werden. Nach dem Waschvorgang und der Blockierung entsprechend dem Standardprotokoll wird
anti-Fluorescein AP (1:250, Roche Diagnostics) in MABT/20% (v/v) CHS appliziert und inkubiert
(RT, iiN). Danach wird mit MABT gewaschen (3x20min). In der Zwischenzeit wird eine Fast Red-
Tablette in 2ml 0,1M Tris (pH8,2) gelost und steril filtriert. Danach werden die Objekttrager mit 0,1M
Tris (pH8,2) gewaschen (2x10min). Anschlieend erfolgt die 1. Farbereaktion unter Luftausschlufl mit
100pul Fast Red-Losung. Hierzu werden die Objekttriger mit einem Deckglas abgedeckt. Die
Farbreaktion lauft in der Regel innerhalb der ersten sechs Stunden ab. Sie kann aber unter Umstidnden
auch iiber Nacht erfolgen. Danach werden die Objekttrager kurz in PBS gewaschen (Glaskiivette) und
zum Photographieren mit 30ul 50% (v/v) PBS/Glycerin abgedeckt. Im Anschlu3 daran wird das
Deckglas abgeschwemmt. Die Objekttrager werden abgetrocknet und mit 300ul PBS gewaschen. Das
Strippen des Erstantikorpers erfolgt durch Waschen in 0,1M Glycin (pH1,8; 3x10min). Nach 2x30
Minuten Waschen in MABT und 30 Minuten in MABT/20% (v/v) CHS erfolgt die Inkubation mit
dem Anti-DIG-Antikorper (1:1000-5000, iiN, RT). Die Farbreaktion am ndchsten Tag erfolgt wie

beschrieben mit NBT/BCIP und kann unter Umstianden mehrere Tage dauern.

3.21.7 Morphometrische Analyse

Mittels morphometrischer Analyse sollte die Anzahl von Neuronen pro Fldcheneinheit des Ganglions
bzw. das Verhiltnis unterschiedlicher neuronaler Populationen zueinander ermittelt werden.

Zuerst wurde in alternierenden Kryoschnitten die mRNA-Expression fiir RT, VIP, ChAT und SCG10
iiber In situ-Hybridisierung nachgewiesen. Anschlieend wurde die Anzahl VIP-positiver und ChAT-
positiver Zellen in den sympathischen Ganglien gezdhlt. Auf einem weiteren alternierenden

Gewebsschnitt wurde die Fldche der SCG10-mRNA Expression bestimmt. Die Ausmessung der
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Flache erfolgte mit der Metamorph Imaging System-Software (Version 4.0, Universal Imaging
Corporation). Zuletzt wurde die Anzahl der VIP-positiven und ChAT-positiven Zellen auf die SCG10-
positive Fliche bezogen und als Anzahl VIP™ oder ChAT" Zellen/mm® dargestellt.

3.22 Biochemische Methoden

3.22.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinen (Lowry 1951, Bradford, 1976)

Proteinbestimmungen werden mit fertigen Proteinbestimmungs-Kits (Bio-Rad) durchgefiihrt. Fiir
Detergentien-freie Proteinlosungen wird ein Bio-Rad Protein Assay verwendet, der auf der Methode
von Bradford (1976) basiert. Fiir Detergentien-haltige Losungen wird ein Bio-Rad DC Protein Assay
nach Lowry (1951) eingesetzt. Die Durchfiihrung erfolgt nach Herstellerangaben.

3.22.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (Laemmli, 1970)

Zur elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen werden in der Regel SDS-Acrylamidgele
verwendet. Durch vorheriges Aufkochen der Proben in SDS-haltigem Puffer werden die Proteine
denaturiert. Ggf. werden die Proteine dabei durch Zugabe von Reduktionsmittel (z.B. B-
Mercaptoethanol) reduziert. Sie erhalten durch Anlagerung von SDS eine negative Ladung. Somit
konnen sie im Polyacrylamidgel ihrer Grof3e nach aufgetrennt werden. Es werden Trenngele zwischen
6% und 15% Polyacrylamid verwendet. Fiir das Sammelgel werden immer 4% Acrylamid eingesetzt.
Da es weniger dicht vernetzt ist und einen niedrigeren pH-Wert besitzt, erhdlt man mit diesem
diskontinuierlichen Gelsystem sehr scharfe Probenbanden (Gabriel, 1971).

Nach Zugabe von TEMED (Katalysator) und APS (Radikalstarter) wird die Trenngellosung in die
GelgieSkammer gegeben und mit Isopropanol iiberschichtet. Nach der Auspolymerisierung wird das
Isopropanol abgezogen und mit H,O gewaschen. AnschlieBend wird das Trenngel mit dem Sammelgel
iiberschichtet und der Probenkamm eingesteckt. Die Proben (bis Sug Protein Spur) werden mit 1/4
Volumen 4x Probenpuffer versetzt, aufgekocht (10min, 95°C) und anschlieBend auf Eis gehalten. Zur
GroBenabschitzung wird ein Probenmarker mit aufgetragen. Soll anschliefend ein ,,Western-Blot*
(3.22.5) durchgefiihrt werden, so sollte ein farbmarkierter Proteinstandard (2.2) verwendet werden.

Die Elektrophorese wird in 1x TGS und einer Spannung von 200V durchgefiihrt.

3.22.3 ,,Coomassie-Blue-Fdrbung “ von Proteinen in Polyacrylamidgelen

Fiir eine ,,Coomassie-Blue-Farbung® wird das Gel in Coomassie-Blue R-250 (0,1%) in Fixativ (40%
(v/v) Methanol, 10% (v/v) Eisessig inkubiert (30min) und anschlieBend in mehrfachen Waschschritten
mit Fixativ entfarbt, um den Hintergrund zu entfernen (normalerweise 1 bis 3h, 3x). Das geférbte

Proteingel wird auf Whatmanpapier tibertragen und im Vakuumtrockner getrocknet (2h).
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3.22.4 Silberfirbung von Proteinen in Polyacrylamidgelen (Meril et al., 1981)

Zum Anfirben von Proteinen in Acrylamidgelen eignet sich, neben der Farbung mit ,,Coomassie-
Blue* (3.22.3), die Farbung mit Silbernitrat. Der Vorteil besteht in der groBeren Sensitivitdt dieser
Methode, die den Nachweis von weit weniger als einem pg Protein ermdglicht. Das Gel wird in
Fixierpuffer 1 fixiert (mind. 20min). Danach wird in Fixierpuffer 2 gewaschen (3x10-15min).
AnschlieBend wird das Gel in Farmers-Reagenz inkubiert (1-2min). Das Gel wird danach so oft mit
Wasser gewaschen (etwa 5x 3min), bis es wieder klar und transparent erscheint. Im Anschlu3 wird in
0,012 M Silbernitratlésung inkubiert (30min). Diese wird danach verworfen. Das Gel wird mit Wasser
gesplilt. Nun wird solange in Entwicklerlosung inkubiert, bis Proteinbanden sichtbar werden. Die
Reaktion wird mit 1%iger Essigsdure abgestoppt (10-30min). Das Gel wird in Wasser gewaschen (1-
2h) und ggf. getrocknet.

3.22.5 Transfer von Proteinen auf Membranen (Kyhse-Andersen, 1984)

Die ,Western-Blot Methode* ermoglicht es, Proteine, die mittels SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese (3.22.2) aufgetrennt wurden, auf eine Membran zu transferieren, um
diese anschlieBend mit Hilfe von immunologischen Methoden (3.22.7) zu analysieren. Zum
Transferieren wird eine NaBgelkammer (Biometra) verwendet. Das Polyacrylamidgel wird auf drei in
Transferpuffer getrinkte Whatmanpapierlagen aufgelegt. Darauf kommt eine in Transferpuffer
getrankte Nylonmembran, gefolgt von drei weiteren Lagen getrinkten Whatmanpapiers. Der Transfer

erfolgt mit einer Stromstirke von 1 mA/cm” fiir 60-90 Minuten.

3.22.6 ,, Ponceau S-Firbung“ (Harlow and Lane, 1988)

Zur Mengenabschitzung der transferierten Proteine auf der Nylonmembran, kann eine ,,Ponceau S-
Féarbung®™ durchgefiihrt werde. Hierbei wird die Membran in ,,Ponceau S-Farbelosung® inkubiert
(5min). Falls notwendig kann nun der GroBenstandard nachgezeichnet werden. Die anschliefende

Entfarbung des roten Signals erfolgt durch mehrfaches Waschen mit Wasser.

3.22.7 Immunodetektion von Proteinen auf Membranen

Sollen auf Membranen geblottete Proteine (3.22.5) identifiziert werden, oder sollen spezifische
Mengenbestimmung (Dot blot) von Proteinen durchgefiihrt werden, so wird ein
Immunnachweisverfahren eingesetzt. Die Membran wird in Blockpuffer inkubiert (1xTBST-Puffer
mit 5% Milchpuffer, 60min, RT). Hierdurch werden unspezifische Bindungsstellen abgedeckt. Danach
wird die Membran mit dem Erstantikorper in Blockierungspuffer inkubiert (4°C, iiN). Nach
dreimaligem Waschen der Membran mit TBST (10-15min) wird der Zweitantikorper (z.B. HRP-
gekoppelt) in Blockierungspuffer verdiinnt, zugegeben und inkubiert (1h, RT). Nach dreimaligem
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Waschen mit TBST (10-15min) wird abschliefend mit TBS gewaschen (5min), um Detergentien zu
entfernen. Um den gebundenen Antikdrper sichtbar zu machen, wird ein Chemolumineszenzverfahren
(Supersignal, Pierce) angewandt. Das Enzym ,,Horseradish Peroxidase* (HRP) setzt dabei ein Substrat
um, welches bei diesem Vorgang Licht emittiert. Das emittierte Licht kann iiber einen aufgelegten

Rontgenfim (Kodak Biomax) nachgewiesen werden.

3.22.8 ,,Strippen von Western-Blot Membranen

Damit eine ,,Western-Blot Membran fiir einen weiteren Antikorper verfiigbar ist, miissen bereits
gebundene Antikdrper wieder von der Membran entfernt werden (strippen). Hierzu wird die Membran
4x mit 0,2M Glycin (pH2,9) behandelt (10min, 37°C). Um die Stringenz zu erhdhen, kdnnen SDS
(0,1M) und B-Mercaptoethanol (0,1%) zugegeben werden. AnschlieBend wird mit TBST-Puffer
gewaschen (2x5min). Danach ist die Membran fiir eine weitere Immunodetektion von Proteinen

verwendbar (3.22.7).

3.22.9 Aufreinigung von Rezeptorfusionsproteinen durch Affinititschromatographie

Rezeptorfusionsprotein-enthaltende Uberstinde (gewdhnlich 200-250ml) werden in 3 Volumen PBS
mit Proteaseinhibitoren (Complete Protease inhibitor cocktail tablets, Roche Diagnostics) verdiinnt
und filtriert (45um Filter). Eine 1ml Protein-A-Sepharose-Séule (Pharmacia) wird zunichst mit PBS
equilibriert und gewaschen. Die verdiinnten Zelliiberstinde werden anschlieBend auf die Siule
gepumpt (1-1,5ml/min) und dann mit 25 Siulenvolumen PBS gewaschen. Danach wird solange mit
PBS gewaschen, bis die UV-Absorption des Eluats wieder auf die Basislinie zuriickgekehrt ist (i.d.
Regel 20 Saulenvolumen). Die Eluation erfolgt anschlieBend mit 0,2M Glycin, pH3. Alle Fraktionen
des Eluats werden mit 1M Tris-HCI (1/5Vol, pH7,4) abgepuffert und in Dialysekasetten (Pierce)
gegen PBS dialysiert. Danach wird die Konzentration bestimmt (3.22.1).

3.22.10 Aufreinigung von HIS-Tag-markierten Rezeptorfusionsproteinen

In HEK293-Zellen exprimierte Rezeptorfusionsproteine (3.19.8) werden zuerst an einer Protein A-
Sdule aufgereinigt (3.22.9). Dabei werden sowohl homodimere, als auch heterodimere
Rezeptorfusionsproteine isoliert. Zur Aufreinigung von heterodimeren und homodimeren Histidin
(HIS)-markierten Rezeptorfusionsproteinen wird eine Ni**-Sepharosematrix verwendet. Heterodimere
Rezeptorfusionsproteine (LIFRB-Fc/gp130-Fc) besitzen einen einzigen HIS-Tag, wohingegen
Homodimere entweder keinen (LIFRpB-Fc/LIFRp-Fc) oder zwei HIS-Tags (gpl130-Fc/gp130-Fc)
besitzen. Bei diesen Verfahren wird auf der Sdule gebundene LIFRpB-Fc/gpl130-Fc und gpl130-
Fc/gp130-Fc von Homodimer LIFRB-Fc/LIFRB-Fc abgetrennt Die Rezeptorfusionsproteine werden
mit dem gleichen Volumen Puffer (300mM NaCl, 50mM Phosphat, pH7,3) verdiinnt und auf eine

Ni**-Sepharosesiule (1ml, Qiagen) gegeben, die mit Puffer A equilibriert wurde. AnschlieBend wird
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mit jeweils 8-10 Sdulenvolumen Puffer B, C, D bzw. E gewaschen. Dabei wird der pH-Wert
stufenweise von 7,3 auf 4,9 erniedrigt. Die gesammelten Fraktionen werden mit 1M Tris (pH7,3)
abgepuffert, anschlieend aufkonzentriert (Centricon 30kD, Amicon) und mittels Dialysekasseten
(Slide-A-Lyzer, Pierce) umgepuffert. Zum SchluB} erfolgt die Analyse der Fraktionen mittels SDS-
Acrylamidgelelektrophorese.

3.22.11 DAB-Fdirbungen auf Kulturen mit Rezeptorfusionsproteinen

In 10cm Schalen transfizierte COS-7-Zellen (3.19.7) werden 1x mit PBS gewaschen und in 1,8%
(w/v) Paraformaldehyd/PBS fixiert (15min). Danach wird kurz 2x mit PBS gewaschen. Die
anschlieBende Inkubation mit Methanol, 0,3% (v/v) H,O, dient der Inaktivierung von endogenen
Peroxydasen (30min). Nach 2x Waschen mit PBS wird mit Blockierungspuffer (0,2% (v/v) Triton X-
100, 10% (v/v) Eselserum, 10% (v/v) Kélberserum in PBS) blockiert (30min). Aufgereinigte
Rezeptorfusionsproteine (3.22.9/10) werden 1:50-1:100 in Blockierungspuffer verdiinnt und inkubiert
(4°C, iN). Am nédchsten Tag wird 4x mit Blockierungspuffer gewaschen und zusammen mit dem
Zweitantikoper (anti-IgG, HRP, 1:200) inkubiert (1h, RT). Nach 3x Waschen in 0,1M
Trisphosphatpuffer (pH7,8) erfolgt die DAB-Farbereaktion in Farbepuffer (50ul DAB-Substrat, 1pl
H,0, (30%), 2,5ml 0,1M Trisphosphatpuffer). Nach 5-10 Minuten wird die Farbereaktion mit 0,1M
Trisphosphatpuffer abgestoppt und 2x mit PBS gewaschen. DAB-gefirbte Zellen konnen nun von der
Kulturschale abgepickt und analysiert werden. Zur Analyse bietet sich zum einen die PCR-Methode
(3.16.2) bzw. die Isolierung der Plasmid-DNA an. Fiir die Isolierung der Plasmid-DNA werden DAB-
positive COS7-Zellen direkt in Lysispuffer (100mM EDTA, 10mM Tris, pHS, 0,1% (w/v) SDS, 200
pg/ml Proteinase K) aufgenommen und verdaut (56°C, iiN). Die Aufreinigung der Plasmid-DNA
erfolgt iiber Phenol/Chloroform-Extraktion (3.2). Anschlieend wird die Plasmid-DNA in Bakterien

elektroporiert (3.13). Einzelne Klone werden isoliert und iiber Sequenzanalyse identifiziert (3.17).



Ergebnisse

4. Ergebnisse

4.1 Vervolistindigung der Huhn-LIFRp iiber 5-RACE

In vorangegangenen Arbeiten von Markus Geissen (Geissen, Doktorarbeit 1998) und Chi
Vinh Duong (Duong, Diplomarbeit 1999) zur Ermittelung von Huhn LIFRg war es nicht
gelungen, den gesamten kodierenden Bereich zu klonieren. Am 5°-Ende fehlten etwa 300bp
bis zum Translationsstartpunkt der bekannten LIFRp-Sequenzen von Maus und Menschen.
Zur Vervollstindigung dieses offenen Leserahmens wurde eine 5°‘-Race auf eine cDNA
durchgefiihrt, die aus Leber von 9 Tagen alten Hithnerembryonen (E9) gewonnen wurde

(Abb.8).

mRNA 5 (A-3°  Erststrang-Synthese mit A3-Primer

l

= e e omom o= o= om s (AN-3° RNAse -Verdau durch die AMV

cDNA 3¢

3 (AIMAAA “Tailingreaktion” der cDNA

— TTT
((B:: AAA PCR-Amplifikation mit Oligo-dT-
Adapterprimer und A2-Primer
l A2
PCR-Amplifikation mit Adapter-
-— primer und A2-Primer
A2

Abb.8 Schematische Darstellung der S‘RACE. Hierzu wurde aus 9 Tage alten Embryonen die Leber
prapariert, Gesamt-RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die Synthese der LIFRp-spezifischen
cDNA erfolgt unter Verwendung des 5°/3° RACE Kit (Roche Diagnostics) mit dem antisense LIFRp-
spezifischen Primer A3 (2.5). Nach der cDNA-Aufreinigung wird iiber eine ,,Tailing-Reaktion® ein
Poly-A Schwanz mit Hilfe einer terminalen Transferase angefiigt. Die Amplifikation des unbekannte
LIFRp-Fragments erfolgt dann iiber einen Adapter-enthaltenden Oligo dT-Primer und den weiter in
Richtung 5° gelegenden Primer A2. In einer zweiten PCR-Reaktion wird ein weiteres Fragment iiber
den ,,Adapterprimer” und den A2 Primer amplifiziert (2.5). Das somit erhaltene Fragment wird iiber
die EcoRV-Schnittstelle in den pBluescript subkloniert (3.16) und durch Sequenzanalyse (3.17)
verifiziert.
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Es wurde ein Fragment mit der Lange von 650bp gefunden. Die Sequenz iiberlappt in 200bp
mit der bereits bekannten Sequenz und enthdlt weitere 450bp, unter anderen den
Translationsstartpunkt.

Zur Auswertung der Sequenzdaten wurde das Mac Vektor-Programm, das ,,Gapped blast®
und ,,PSI blast“-Programm von NCBI (National Center for Biotechnology Information,
Internet-Adresse: http://www.ncbi.nlm.nih.gov) hinzugezogen.

Die auf diese Weise iiber den Translationsstart vervollstindigte Huhn LIFRp cDNA-Sequenz
umfalit 4114bp. Der abgeleitete offene Leserahmen kodiert fiir 1083 Aminosiuren. Die
Protein-Sequenz ist zu 51% identisch mit der Human-Sequenz und zu 49% identisch mit der
Maus-LIFRp-Sequenz (Gearing et al., 1991). Zu den Sauger-OSMRg-Sequenzen besteht nur
eine geringe Homologie (32%, Mensch (Mosley et al., 1996) und 31%, Maus (Tanaka et al.,
1999)). Die abgeleitete Aminosdure-Sequenz enthélt alle fiir die gpl130-Rezeptorfamilie
beschriebenen konservierten Sequenzmotive.

Eine hydrophobe N-terminale Sekretionssequenz (1-24AS) ist vorhanden, die mittels der
vorhergesagten Proteaseschnittstelle (VHS-RE) abgespalten werden konnte. Im
extrazellularen Bereich befinden sich zwei konservierte Trp-Ser-X-Trp-Ser (WSXWS)-
Motive, wie sie fiir die Sduger-LIFRp-Rezeptoren beschrieben worden sind (Abb.9, Bazan
1990). Des Weiteren existieren 17 mogliche N-verkniipfte Glykosylierungsschnittstellen
(NXT/NXS) und zwei Regionen mit hoher Homologie zu fn3-Doménen (Computer-
Vorhersage). Die Cystein-Reste befinden sich an den konservierten Positionen. In der
Transmembrandomaine sind 16 von 22 Aminosiuren identisch zur Humansequenz. C-terminal
der Transmembrandomine befinden sich die fiir Himatopoietin-Rezeptoren charakteristischen
Konsensussequenzen, Boxl und Box2 (Bazan, 1990). Zusammen mit den ebenso
cytoplasmatisch lokalisierten konservierten Tyrosinresten und den Tyr-X-X-Gln (YXXQ)-
Motiven (Stahl et al., 1995) enthilt die gefundene Sequenz alle Elemente, die fiir die
Aktivierung von STATs und Tyrosinphosphatasen der SH-PTP2-Familie notwendig sind
(IHLe,1995; Taga and Kishimoto, 1997; Heinrich et al., 1998). Aufgrund der Prasenz aller
dieser fiir die gp130-Rezeptorfamilie konservierten Motiv-Elemente und der Homologie zu
den bekannten Sduger-Sequenzen kann von einer erfolgreichen Klonierung des Huhn-LIFRp

ausgegangen werden.
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Abb.9 Sequenzvergleich der abgeleiteten

YPTECFKTKE
isrsCyqlek
ikdsChplet

PYGLDASWEI
PhrsnviWEI
PhpsnAtWEI

DTEPSGSGLF
ipd-SgtkvF
-irntetnvF

DGAVLFVGYG
£GtViFaGYp
yGtVvFaGYp

TYSFILGASN
i¥nFtLnAhN
ihnFtLtgrN

PGGKFSNYTA
kGvenSsYlv
rGaedStYhv

ANGKIVSYEV
ANGKI1lSYnV
ANGKI1lSYnV

YISWNSFPNM
11tWhydPNM
£1tWrhdPNM

PKRAHNFTVE
PivAPNFTVE
PivAPNFTVE

KTSYQLDLQA
KTSYhLVLrA
KTSYhLvVLrA

FQENICEGNK
FQKsvCEGss
FQEsvCEGsn

TMDEPVGLSQ
aaDEagGtaQ
aaDEvgGaSsQ

DTPDSPGSVE
vsPDSPrsid
vsPDSPrstd

MWTN
mvdnkRMrTa
mvdnkRsrmt

ERVEIPVPES
tsikIP-als
tnVkIPalsp

EVLRNGNNVT
kVLRkeselv
kVLgNtepVa

PQDTVVAVGS
PQDkVilVGS
PODkVV1aGs

PDTPKGLSCE
PDTPqgLNCE
PDVPQKLSCE

PIGQTEASLL
PlGrsgstiL
PlGQagsavv

QLNALHPYTK
aLdkLnPYT1
avdkLnPYTa

SCYLLEKSLE
SCssdEetgs
SCsLnEetgs

TCGYIVEWCH
TCdYviKWCn
TCdYviKWCn

ETSSDSILVK
dTSaDSILVK
dTSaDSILVK

YTAGGLSP
YTdGGvgP
YThGGLgP

SLKTLEMNPC
aLKTLEMNPC
aLKTLEMNPC

VVYIDIQSMY
ViYIDvQSMY
VVYIDvQSMY

SNNENTSFGS
SNSEivSFGS
SNNEvVSFGS

PNLRLPFSSS FLCLTSLVHS
sNfqw-11St Fi-LlyLmng
PNLpwllSal tL-LhltmHa

STTVKITTYS ISGTAFATRH
hgdyeITinS lhdfgssTsk
gdhevtin¥- 1lnG--Fgsk-

RETYNSKLIH EDIIHSWNWK
kvThNttLng kDtlHhWsWa
1vllNtmLsg kDtvghWNWt

NVTFCCVHEE GQQIQRMSYG
diTFCCVsgE -kvlsal-iG
NmTiCCm-sp t-kvlsggiG
TSNFVIIKCT WKPGRATGLY

ThdlkeIiCs WnPGRvTaLv
ThdlkeIiCs WnPGRiTGLv

VDLNQR E TPEKLTASGN
VnitekVylPh TPtsfkvkdi
invteRVaPh dPtsLkvkdi
DHFWRWSDWS
etFWkWslkWs

ktFWKWSrWs

YOFKVRCSAA
YtFriRCS-t
YtFrVRCS-s

YKEVMEPSNS
1sEipdPghk
v1EifdPghr

TEIKLGRNDC
aEIrLdkNDy
aEIgLskNDy

SSGSEPCSVD WQKFPSNTTD
SSrSEPClmD WrKvPSNsTe
SSrSEPC11D WrKvPSNsTe

WEDMSIEDCQ GFLEGYRLSF
WEDipvEelr GFLrGYlfyF
WdDipvEelr GFLrGYlfyF

SLYVVTKEDS VGLI
SmYVVTKEnS VGLIIA
SmEVVTKEnS VGLIJ

TENTVEVVET QSAAPKIEDT
TPNnVEV1ET rSAfPKIEDT
TPNnVEV1Es rSivPKIEDT

QPQIKPEEES EIDLVTTAGY
QPQaKPEEEq EnDpVggAGY
QPQaKaEEEq dvDpVvvAGY

PCSINSRQFL LPPKDDEDSP
PCSINSRQFL iPPK-DEDSP
PCSINSRQFL iPPK-DEDSP

REIGSQGDPQ
vnsgkkGaFh
ngl-krG-vQ

FEIHKKDISF
FtlnegnvSl
FtlneKDvS1l

SDMPLECTSH
SDMPLECaiH
SD1PLgCatH

AKDYPLIRLS
htncPLIhLd
ntlrPLIhLy

KARGTKYSLT
gpRaTsYtLv
gpRnTeYtLf

SSTSVHLRWF
nSTaVkLsWh
nSTvVtfsWy

GTLEYTTLEA
nkkghlTtEA
dekrhlTtEA

VISVVAENHA
iISVVAKNsvV
iISVVArNsA

AVIKSALFRP
tVIeSdeFRP
tVIeSdgFgP

AKGEEDALRP
gKGErDtskm
gKGErDtpkt

EMMSTTTDTI
EiiSpvaer-
EiiSpvaer-

KPOMQLPVSA
KPOMhLPins
KPOMrLPiSp

KPSNTGWSFT
KsnggGWSFT
KsnggGWSFT

NLKCVTHNLH
dLKCVTnNLg
dLECtTnNmr

VPLAPRILSL
iPdtPeILnL
iPetPeILdL

HVRIRHYINI
fVeIRcYIdn
sVsIRwhIds

SRSSAIRVLN
genvAIkirN
ggtvAIhiLN

ESISGKNVSC
ES£SGKyVrl
ESISGKsVEh

INGSFAEIRL
lpGnFAkInf
lpGnFtkInL

PPTRGPDIWR
sPskGPDtWR
tPskGPDtWR

GSSPPSRITS
GSSPPSkIasS
GSSPPSkIas

GVRYNFSLYG
GiRYNF£LYG
GVRYNFYLYG

RLLESGNPEL
RvLESGrsdi
RsLEphhsdi

"YRKRE
LCYRKRE
YRKRE

VPEDGSDSET
-PEDrSDaEp
-PgerSevdp

LKIESRTPAE
-tvEd-iaAE
-avEd-TaAE

HFFQNKPND
nFFQNKPND
nFFONKPND

KMVCTWEISS ERRHGQTEFC
vwnCsWkapS gtRgtdyEvC
vwdCTWpapl gvspGtkdic

TPDFSTFTLT LKWSDNGSPF
5aDFSTsTLy LKWnDrGSvF
saDFfTssLl LKWnDrGSal

TQFDGPEDWS AWSRVVVPGK
1hFsGleews dwWSpVknisw
phFsGyKeWs dwWSplknisw

ANASSASGTN IVCTMSEDWM
isvSasSGTN vVET-tEDni
ipvSenSGTN IifitddD-v

EVNEMKKEHV CGFPVLADQK
kraEaptnes ygFgmLpnQe
riegltnety rGvgmhpgQe

LCEIEISSGH SEQKLHNVSM
LCEIEIkksn SvQegrNvti
LCgIEIckan SkkevrNati

ERSPSGKSLR IFWKPLSLSE
EwSsdGKnLi IyWKPLpinE
EwSsdGEnLi vyWKPLpinE

VELPSDNVET DRAVAMGNGI
mMEiPnDd1Ki eqvVgMGkKGI
mEiPnDditv egAVglGNrI

CKSSGYQLLK NITGYMKELP
CrngGYQLLr smiGYieELa
CtngGYQLLr sIiGYveELa

KVENITDLTK KSLKILDLQG
KVKNITDisq KtLrIaDLQG
K1KNITDisq KtLrIaDLQG

WIKETFY[PEI PNPHTSEKALQ
WIKETFY[PdI PNPEncKALQ
WIKETFY[PdI PNPEncKALQ

ENHVVVSYCP PIIEEEISNP
ENHVVVSYCP PIIEEEIpNP
ENHVVVSYCP PIIEEEItNP

EESDKTAGYR PQANTNAWNM
Ed1DKTAGYR PQANVNtWNI1
dEegKTAGYR POANVNtWNL

Huhn LIFRB Aminosiuresequenz mit den

entsprechenden Human/Maus Orthologen. Identische Aminoséuren sind in den Séugersequenzen in
Groflbuchstaben hervorgehoben. Farblich abgesetzt: Signalpeptid (blau), Transmembranregion
(hellrot, AS 819-840), Cysteinreste (orange) und die beiden WSXWS-Motive (griin). Potentielle
Asparagin-verkniipfte Glycosylierungsstellen (NXS/T) sind durch Fettschrift hervorgehoben und die
beiden Regionen mit hoher Homologie zur ,,fn3 Doméne* sind eingeklammert. Box1 und Box2 sind
eingerahmt. Die fiir den STAT-Signaltransduktionsweg wichtigen Tyrosinreste und die YXXQ-
Motive sind rot markiert.

4.2 LIFRB-mRNA-Expression im Huhn

Vorangegangene Arbeiten (Duong, 1999; Geissen, unverdffentlicht; Ernsberger,

unverdffentlicht) zeigten, dal der LIFRg in Motoneuronen des Riickenmarks, in den

sensorischen Hinterwurzelganglien (dorsal root ganglia, DRG) und den paravertebralen

sympathischen Ganglien an den untersuchten Embryonaltagen E7-E14 exprimiert ist. Hierbei
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ist die Expression im sympathischen Ganglion signifikant hoher als im umgebenden Gewebe,
wie Muskel und Knochen. Sie erscheint jedoch niedriger im Vergleich zum DRG und den

Motoneuronen zu sein (Abb.10).

Abb.10 L IF Rp-mRNA-
Expression in vivo, Thorakaler
RM Querschnitt. In  situ-

Hybridisierung fiir LIFRp mRNA
auf einem Querschnitt aus dem
A L & e Thorakalbereich. E14 Hiihner-

% embryonen zeigen eine starke
bt LIFRp-mRNA-Expression in
o X Motoneuronen (Pfeilkopf), DRG
ko & (weiBer Pfeil) und sympathischem
Ganglion (schwarzer Pfeil).
Riickenmark (RM), Wirbelkorper
(W) Schnittdicke 14pum, MaBstab
300pum.

4.3 Blockierung der CNTF-induzierten VIP-Expression mit antisense LIFRp-RNA

Das Neuropeptid VIP ist in sympathischen Neuronen ab E10 nachweisbar (New and Mudge,
1986, Ernsberger et al., 1997). In vitro zeigen E7 sympathische Neuronen nach einer
Kultivierungsdauer von vier Tagen keine VIP-Expression (Ernsberger et al., 1989). Die VIP-
Expression erfordert somit ein Signal, das in vivo, jedoch nicht mehr in vitro vorhanden ist.
Appliziert man aber GPA oder CNTF ins Kultivierungsmedium (bei einmaliger Zugabe zu
Beginn der Kulturperiode), so kann die VIP-Expression in einen groBen Teil der Zellen
induziert werden. Der prozentuale Anteil der VIP-positiven Neuronen ist in diesem Fall
abhingig von der Dosis und der Zeitdauer der Faktorzugabe. Er kann bei tdglicher Faktor-
Applikation auf etwa 90% gesteigert werden (Rohrer, unverdffentlicht). Da die Kulturen von
E7 sympathischen Neuronen fast keine nicht-neuronalen Zellen enthalten (Rohrer und
Thoenen, 1987), ist die VIP-Induktion in den Neuronen mit hoher Wahrscheinlichkeit ein
direkter Effekt der zugesetzten Faktoren auf die Nervenzellen. Diese CNTF-induzierte VIP-

Expression kann durch eine Hemmung der Expression der Rezeptoruntereinheiten mit Hilfe
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von CNTFRa- bzw. gpl30-antisense RNA (Heller et al., 1995; Geissen et al., 1998)
verhindert werden. Dieses Verfahren sollte nun ebenfalls eingesetzt werden, um die Funktion
des LIFRp zu blockieren. Die Interferierung mit der endogenen Genepression iiber antisense
RNA fiihrt nicht immer zu den angestrebten Effekten (Ubersicht in: Fiset und Gounni, 2001).
Vielmehr ist beschrieben, dafl zuweilen antisense Konstrukte nur schwache, bzw. keine
Effekte bewirken oder das korrespondierende sense Konstrukt ebenfalls einen inhibierenden
Effekt besitzt (Stein und Krieg, 1994). Aus diesen Griinden ist es notwendig, die spéter in
vivo zum Einsatz kommenden Genabschnitte zunéchst in vitro in einem kontrollierten Assay
zu testen. Hierzu wurden 5 iiberlappende Fragmente der LIFRp-cDNA (Abb.11), die die
gesamte LIFRp-Sequenz abdecken, iiber PCR amplifiziert (3.16), sequenziert (3.17) und in
sense bzw. antisense Orientierung in den eukaryontischen Expressionsvektor pBK-CMV

subkloniert (3.16.3).

eLIFR-cON A |

1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Konstrukt E
Konstrukt C _

Konstrukt D C———
Konstrukt A [ ——]
Konstrukt B —

Abb.11 Schematische Darstellung der LIFRp-cDNA-Bereiche, die zur Synthese von sense bzw.
antisense LIFRB-mRNA verwendet wurden. Die entsprechenden cDNA-Bereiche wurden {iber PCR
amplifiziert und mittels beigefiigter Clal-Schnittstellen in den eukaryontischen Expressionsvektor
pBK-CMYV subkloniert. Kodierender Bereich (offener Leserahmen, ORF), rot; nicht kodierender
Bereich, blau.

Im Anschlu3 daran wurden die Konstrukte in Kulturexperimente eingesetzt und ihr Einflul3
auf die CNTF-induzierte VIP-Expression ermittelt. Fiir diesen in vitro-Assay (Abb.12)
wurden E7 sympathische Neuronen prépariert, dissoziiert und in Kultur genommen (3.19.1-

3). Nach der Anheftung der Neuronen an das Lamininsubstrat, wird jeweils eines dieser
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Konstrukte zusammen mit einem p-Galaktosidase exprimierenden Plasmid (10pg LIFRg-
Plasmid / 2pg pcDNA-lacZ-Plasmid) durch Transfektion in die sympathischen Neuronen
eingebracht (3.19.7). Die dabei verwendete CaCl,-Prizipitationsmethode fiihrt zur Aufnahme
einer Mischung vieler Plasmidmolekiile in Form von Prézipitatkristallen. Da die verwendete
Konzentration an p-Gal-Plasmid wesentlich geringer ist als das LIFRp-Konstrukt, ist davon
auszugehen, daf} eine p-Gal-transfizierte Zelle nach der Kotransfektion ebenfalls sense bzw.
antisense Plasmide enthélt. 24 Stunden nach der Kotransfektion wird die VIP-Expression mit
CNTF stimuliert. Das dabei verwendete Sduger CNTF ist weniger aktiv, als das CNTF-
verwandte, im Huhn vorkommende GPA (Heller et al., 1995). Es ist aber aufgrund der
kommerziellen Verfiigbarkeit dem spezieseigenen Faktor vorgezogen worden. Nach weiteren
drei Kultivierungstagen wurden die sympathischen Neuronen iiber eine Immundoppelfiarbung
mit Antikorpern gegen VIP und p-Galactosidase markiert und fluoreszensmikroskopisch

optisch ausgewertet (3.20.1).
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Abb.12 Zeitliche Abfolge der Faktor-induzierten VIP-Expression in kultivierten sympathischen
Neuronen. E7 sympatische Neuronen werden in Kultur genommen, mit sense-/antisense
Expressionsvektor und einem p-Gal-Vektor (5:1) kotransfiziert. Nach 24 Stunden wird die VIP-
Expression mit Zugabe von CNTF stimuliert. Die Analyse erfolgt iber Immunfarbung gegen VIP und
p-Galaktosidase.

Nur eines der 5 getesteten Konstrukte wies den angestrebten Effekt auf. Die Auswertung der
VIP-Expression in den p-Galaktosidase-exprimierenden Zellen zeigt, dal nur ausschlieBlich
das Konstrukt E, welches den Translationsstartpunkt enthélt (Abb.11) in der Lage ist, die
CNTF-induzierte VIP-Expression zu reduzieren. Neuronen, in denen LIFRg-antisense RNA

exprimiert wird, zeigen einen reduzierten Anteil VIP-positiver Neuronen (p< 0,001,
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zweiseitiger T-Test) gegeniiber Neuronen, die mit sense und Kontroll p-Gal-Plasmid

transfiziert worden waren (Abb.13).
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Abb.13 In vitro-Effekt von antisense LIFRg-mRNA. Der Anteil VIP-positiver Neuronen der g-Gal-
exprimierenden Zellen ist in Prozent angegeben. Fehlerbalken beschreiben die Standardabweichung
vom Mittelwert. Die Anzahl der Versuche ist iiber den Siulen angegeben.

4.4 In vivo-Expression von LIFRg-antisense RNA

4.4.1 Effekt von LIFRg-antisense RNA auf noradrenerge, cholinerge und panneuronale

Markergene

Zur in vivo-Expression von LIFRg-sense bzw. antisense RNA wurde das in vitro erfolgreich
getestete Fragment E iiber die angefiigte Clal-Schnittstelle in den retroviralen RCAS(B)-
Vektor (Hughes and Kosik, 1984; Morgan and Fekete, 1996) subkloniert (Abb.14).
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Abb.14 Schematischer Aufbau des RCAS(B)-Provirus. Der replikationskompetene retrovirale
RCAS(B)-Virus leitet sich vom ,,Rous-Sarkoma-Virus*“ ab. gag, pol und env sind Strukturgene des
Provirus. Anstatt des urspriinglichen tumorinduzierenden Onkogen (src) kdnnen nach Belieben, iiber
die Clal-Schnittstellen, DNA-Fragmente bis zu einer Gréfle von 2,4kb eingebracht (Gen X) und iiber
den src-Promotor exprimiert werden (Morgan und Fekete, 1996). Als retroviraler Virus ist er in
mitotischen Zellen in der Lage, in das Wirtsgenom zu integrieren. Vom Provirus wird dann die
gesamte genetische Information, einschlieBlich der einklonierten Fragmente, transkribiert und ggf.
translatiert. Die Virus-RNA wird auBerdem verpackt, ausgeschleust und iiber Sekundérinfektionen
konnen danach benachbarte Zellen infiziert werden. Das Vektorsystem eignet sich sowohl zur
Expression von RNA, als auch von Proteinen.

Anschlieend wurden Huhn DF1-Fibroblastenzellen (2.8.1) mit den retroviralen RCAS(B)-
Vektoren transfiziert (3.19.7) und so lange kultiviert, bis iiber einen immunologischen
Nachweis des GAG-Virusproteins (Immunfiarbung, 3.20.1) die vollstdndige Infektion aller
Zellen gewihrleistet war. AnschlieBend wurden Aggregate der virusproduzierenden DF-1-
Zellen unilateral in den Migrationsweg der Neuralleistenzellen an E2 implantiert (3.19.10).
Nach Zielgebietsinnervation der cholinergen sympathischen Neuronen wurden an E13/14 (St.
39/40) serielle Gefrierschnitte (3.21.2) der cervikal/thorakalen Region angelegt und diese liber
In situ-Hybridisierungen (3.21) und Immunfirbungen (3.20.2) analysiert. Die Detektion der
viralen Infektion erfolgt iiber mRNA-Nachweis der viruseigenen ,,Reversen Transkriptase
(RT)“.

Der Einsatz von virusinfizierten DF-1-Zellen fiihrte hdufig zu einer effizienten Infektion der
paravertebralen sympathischen Ganglien auf beiden Seiten des Embryos. Obwohl die
Infektion an E2 nur auf einer Seite erfolgt war, hatte sich die Infektion bis E13/14 auf die
Gegenseite ausgebreitet. Nach dulleren morphologischen Gesichtspunkten wurde die
allgemeine Entwicklung, einschlieBlich des Nervensystems nicht beeinflu3t. Die embryonale
Entwicklung der sympathischen Ganglien konnte an Hand der Expression des adrenergen
Markergens TH und des panneuronalen Markergens SCG10 untersucht werden. Analysen
mittels /n situ-Hybridisierungen zeigten keinen offensichtlichen Unterschied in der TH- bzw.
SCG10-Expression in implantierten Embryonen, gegeniiber den nicht implantierten
Kontrolltieren. Bei genauer Betrachtung der VIP-Expression zeigen sich deutliche
Unterschiede. Die VIP-Expression in infizierten sympathischen Ganglien von Embryonen,
welche LIFRp-antisense RNA produzieren (antisense LIFRg Embryonen), war im Vergleich

zu sense LIFRp Embryonen und den nicht implantierten Kontrolltieren deutlich reduziert
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(Abb. 15). Dieser Effekt konnte durch Quantifizierung der VIP-mRNA exprimierenden Zellen
pro durchnittlicher sympathischer Ganglionfldche bestétigt werden. Hierbei wurde die Flache
der panneuronalen SCG10-Expression mittels /n situ-Hybridisierung detektiert (3.21) und
morphometrisch ausgemessen (3.21.7). Die ebenfalls iiber /n situ-Hybridisierung detektierten
VIP-positiven Zellen/Schnitt wurden ausgezahlt und auf die ermittelte SCG10-positive Flache
des sympathischen Ganglions bezogen. Diese Analyse zeigte, dal in den Ganglien der
antisense LIFRp Embryonen die Anzahl der VIP-positiven Zellen (60+15) signifikant
reduziert ist gegeniiber den sense LIFRg Embryonen (148+35) und den Kontrolltieren
(16015, p<0,0001, zweiseitiger t-Test). Da nun die Fliche des sympathischen Ganglions,
gemessen an der Fldche der SCG10-positiven Neuronen nicht signifikant unterschiedlich ist
in sense und antisense LIFRp Embryonen (38808 = 5237 um” und 35343 = 7520 pm®),
reflektiert die reduzierte Anzahl VIP-positiver Neuronen eine Abnahme von VIP-

exprimierenden Neuronen pro Ganglion.
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Abb.15 Ganglien, die mit antisense LIFRB-RCAS infiziert sind, zeigen eine reduzierte Anzahl an
VIP-exprimierenden Zellen. Dargestellt ist ein mit sense LIFRB-RCAS (A, B, C, D) bzw. antisense
LIFRB-RCAS (E, F, G, H) infiziertes sympathisches Ganglion. Die erfolgreiche Infektion der
thorakalen sympathischen Ganglien an E13/14 wurde iiber RT-mRNA Expression nachgewiesen. Die
mRNA Expression fir VIP (B, F) TH (C, G) und SCG10 (D, H) wurde auf den folgenden seriellen
Kryoschnitten detektiert. Schnittdicke 14pum. MaBstab: 100pm.
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4.4.2 Quantifizierung des Effekts von antisense LIFRg-RNA auf die VIP-Expression

Im Prinzip kann die beobachtete Reduktion der VIP-positiven Neuronen auf einen Verlust
von VIP-exprimierenden Neuronen durch Zelltod (Apoptose) oder auf eine Reduktion der
VIP-Expression zuriickgefiihrt werden. Ein Verlust von VIP-positiven Neuronen lieBe sich
nicht alleine mit der Beobachtung ausschlieBen, da3 die GangliongroBe sich in sense LIFRp
Embryonen und antisense LIFRp Embryonen nicht signifikant unterscheidet. Der Grund dafiir
ist der geringe Prozentsatz von ca. 30% VIP-exprimierenden Neuronen im ausdifferenzierten
sympathischen Ganglion. Es ist fraglich ob eine Reduzierung der Gangliongréfle um den
Anteil VIP-exprimierender Zellen signifikant zu erfassen ist. Ein apoptotischer Effekt hétte
neben VIP auch Auswirkungen auf die Detektierbarkeit anderer Gene. Da wir von einer
selektiven Reduktion von VIP aufgrund eines fehlenden Differenzierungssignal ausgehen,
sollen frithe cholinerge Marker nicht betroffen sein. Fiir das Huhn ist nun bekannt, da3 VIP
im differenzierten sympathischen mit den frithen cholinergen Markergenen VAChT und
ChAT (Ernsberger et al., 1997; Ernsberger und Rohrer, 1999) koexprimiert ist. Ein Verlust
von VIP-positiven Neuronen sollte sich daher auch in einer Reduktion an VAChT und ChAT-
positiven Neuronen wiederspiegeln. Die quantitative Analyse der ChAT-Expression zeigt,
daB die Anzahl ChAT-positiver Neuronen in antisense LIFRp Embryonen (313+64) nicht
reduziert ist, im Vergleich zu sense LIFRg Embryonen (309+98) und Kontrolltieren(336+79).
Damit ist eindeutig nachgewiesen worden, da3 die VIP-Induktion in sympathischen Neuronen
iiber LIFRp-vermittelte Zytokine erfolgt, die jedoch keinen Einflu3 auf die ChAT-Expression
haben. Diese neuropoietischen Zytokine beeinflussen nicht das Uberleben der ChAT- und

VIP-exprimierenden Zellpopulation.
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Abb.16 Quantifizierung der VIP- und ChAT-Expression in E13/14 sympathischen Ganglien. Die
Anzahl der VIP-(A, D) und ChAT-(B, E) positiven Neuronen wurde in alternierenden cervikalen und
thorakalen Kryoschnitten von infizierten sympathischen Ganglien bestimmt. Die Fliche der SCG10
(C, F)-Expression im sympathischen Ganglion wurde morphometrisch ausgemessen. Die Anzahl der
VIP-(G) und ChAT-(H) positiven Zellen wurde auf die SCG10 positive Fldche bezogen. Die
Fehlerbalken beschreiben die Standardabweichung vom Mittelwert. Die Anzahl der ausgewerteten
Embryonen ist iiber den Balken angegeben. Die Zahl VIP-positiver Neuronen ist in antisense LIFRp-
Embryonen signifikant reduziert (Stern, p<0,0001). Schnittdicke, 14pum. MaBstab: 100pm.
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4.4.3 VIP- und ChAT-Expression in E13/14 und E18 Wildtyp Embryonen

Die Differenzierung cholinerger sympathischer Neuronen findet im Huhn vermutlich in
mehreren Schritten statt. Hierbei werden frithe cholinerge Markergene, wie ChAT und
VACHT bereits vor der Innervation des Zielgebietes exprimiert (Ernsberger et al., 1997). Die
Expression von VIP hingegen ist erst nach Zielgebietskontakt an E10 iber In situ-
Hybridisierung nachweisbar (Ernsberger et a., 1997). In ausdifferenzierten, thorakalen
sympathischen Neuronen des Huhns findet man letztendlich folgendes Bild vor; es lassen sich
ausschlieBlich cholinerge sympathische Neuronen detektieren, die sowohl VIP, als auch
ChAT koexprimieren (Ernsberger und Rohrer, 1999). Die Quantifizierung von ChAT- und
VIP-positiven Neuronen in cervikalen bis thorakalen Schnitten des sympathischen Ganglions
an E13/14 ergaben nun eine geringere Anzahl VIP-positiver, als ChAT-positiver Neuronen. In
Wildtypembryonen findet man im Mitte 160 VIP-positive Neuronen und 336 ChAT-positive
Neuronen pro mm” (Abb.16). Diese Differenz konnte zum einen an einen Unterschied in der
VIP- und ChAT Koexpression zwischen cervikalen und thorakalen sympathischen Neuronen
liegen, oder aber an dem unterschiedlichen Entwicklungsalter. Die vorangegangenen
Untersuchungen von Ernsberger und Rohrer (1999) bezogen sich nur auf die thorakale
Region, daher wurden zur Kldrung dieses Sachverhalts Doppel-/n situ-Hybridisierungen fiir
VIP und ChAT an cervikalen und thorakalen Schnitten von E18 Kontrolltieren durchgefiihrt
(3.21). Das Resultat zeigt eine vollstindige Koexpression von VIP und ChAT im cervikalen
und auch im thorakalen Abschnitt des sympathischen Ganglions (Abb.18). Daraus folgt, da3
die im Vergleich zur ChAT-Expression geringere Anzahl VIP-exprimierender Neuronen an
E13/14 auf eine kontinuierliche Zunahme der VIP-Expression, oder eine Abnahme der ChAT-

Expression zwischen E13 und E18 zuriickzufiihren ist.
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4.4.4 Effekt von LIFRg-antisense RNA auf die endogene Proteinexpression

Zur Ermittlung der Spezifitit des Effekts der antisense LIFRg-mRNA wurde die
Proteinexpression von LIFRp in sense- und antisense LIFRp Embryonen untersucht. Das
verwendete Infektionsprotokoll fiihrte in fast allen Embryonen zu einer effizienten Infektion
des sympathischen Ganglions. Die Schnittserien haben gezeigt, dal DRG, Nerv und
Riickenmark, wie schon in anderen Arbeiten beobachtet (Geissen et al., 1998), haufig nicht
infiziert sind. Daher kann die LIFRp-Expression im DRG und im Riickenmark als endogene
Referenz fiir das LIFRg-Expressionslevel im sympathischen Ganglion herangezogen werden.

Immunfarbungen auf seriellen Kryoschnitten (3.20.2) von 14 Tage alten Tieren zeigen eine
deutliche Reduktion von LIFRp in sympathischen Ganglien von antisense LIFRg Embryonen,
im Vergleich zu Ganglien von sense LIFRg Embryonen (Abb.18). Dagegen ist die LIFRp
Expression im DRG identisch in antisense- und sense LIFRg Embryonen. Diese Ergebnisse
wurden durch In situ-Hybridisierungen zum Nachweis der LIFRg-mRNA-Expression

bestitigt (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 18 Die Expression von LIFRg
antisense RNA interferiert in vivo mit
der endogenen LIF Rg-
Proteinexpression. Kryoschnitte aus der
thorakalen Region von implantierten
Embryonen (E14) wurden auf
Virusinfektion (A, C) getestet. In jeweils
alternierenden Kryoschnitten wurde die
LIFRp-Proteinexpression (B, D) durch
Immunfarbung detektiert. Die Expression
von antisense LIFRp-mRNA im
sympathischen Ganglion (Pfeil) fithrt zu
einer starken Reduktion der endogenen
LIFRB-Proteinexpression (D), im
Vergleich zu den nicht infizierten
Neuronen in DRG (Stern) und
Riickenmark. (RM), Wirbelknochen.
(W). Mafistab: 200um.

RM

sense-RCAS

RM

antisense-RCAS

4.4.5 Zusammenfassung des 1. Teils

Die Ergebnisse zeigen, dal die Hemmung mit der LIFRpg-vermittelten Signaltransduktion zu
einer selektiven Reduktion der VIP-Expression fiihrt, wohingegen die frithe cholinerge
(ChAT), noradrenerge (TH) und panneuronale (SCG10) Genexpression unbeeinfluf3t bleiben.
Damit ist nachgewiesen, da3 neuropoietische Zytokine, die iiber den LIFRp wirken, essentiell
und damit physiologisch relevant fiir bestimmte Aspekte terminaler Differenzierung (VIP-

Expression) sympathischer Nervenzellen sind.
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4.5 Expressionsklonierung von VIP-induzierenden Zytokinen

4.5.1 LIFRp/gp130-Rezeptorfusionsprotein

Aus den vorangegangenen Arbeiten geht hervor, dal die VIP-Induktion iiber einen
Rezeptorkomplex vermittelt wird, der die signaltransduzierenden Untereinheiten LIFRp und
gp130 (Geissen et al., 1998) enthélt. Diese wichtige Erkenntnis ist ausschlaggebend fiir die
weitere Suche nach dem vom Zielgewebe prisentierten, VIP-induzierenden Zytokin(en).
Neben dem (den) cholinergen Zielgebietsfaktor(en) sind allgemein alle neuropoietischen
Zytokine interessant, da sie unterschiedliche Funktionen wihrend der embryonalen
Entwicklung und im adulten Organismus erfiillen. Aus diesem Grunde wurde die Suche auf
alle neuropoietische Zytokine ausgeweitet, die liber einen homodimeren gp130/gp130-
Rezeptorkomplex bzw. heterodimeren LIFRp/gp130-Rezeptorkomplex transduzieren.

Zur gezielten Suche nach neuropoietischen Zytokinen wurden Rezeptor-Antikorper-
Fusionsproteine (Rezeptorfusionsproteine) hergestellt, mit denen eine Expressionsbank nach
neuropoietischen Zytokinen abgesucht wurde, u.a. nach dem cholinergen
Differenzierungsfaktor. Das angestrebte LIFRp/gp130- (Abb.19) bzw. gp130/gp130-
Rezeptorfusionsprotein besteht aus ligandenbindenden, extrazelludren Regionen von LIFRp
bzw. gpl130, die jeweils mit dem N-Terminus C-terminal mit der konstanten
Immunglobulinkette (Fc) des humanen Immunglobulin (hIgG) verbunden sind. Die
Dimerisierung zum Heterodimer bzw. Homodimer erfolgt iiber die angefiigten

Immunglobulinketten durch Ausbildung von Disulfidbriicken.

Abb. 19 Schematische Struktur des
LIFRB-/gp130-Rezeptorfusionsproteins.
Extrazelluldre ligandenbindene Regionen

[ CNTFRa-Sequenz von LIFRB und gp130 werden jeweils mit

@ HIS-Tag humanen Immunketten fusioniert. Die

[ gp130-extrazellular Dimerisierung des vollstdndigen LIFRp-

O LIFRp-extrazellular /gp130 Rezeptorfusionsproteins erfolgt

B Fc-Region higG iber die Disulfidbriicken (S-S) der
S-S Immunglobulinketten.

gp130 LIFRp
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4.5.2 Klonierung und Produktion von Rezeptorfusionsproteinen in HEK 293 Zellen

Fiir die Konstruktion des LIFRp-Rezeptorfusionsproteins wurde die extrazelluldre Region des
LIFRp in den eukaryontischen Expressionsvektor pPBK-CMV-hlgG (2.4) subkloniert. Damit
das Fusionsprotein erfolgreich aus den humanen HEK 293 Zellen ausgeschleust werden kann,
wurde die Sekretionssequenz gegen die humane Sekretionssequenz des CNTFRa ausgetauscht
(Das Signalpeptid von CNTFRa war bereits erfolgreich zur Produktion von gpl130-FC
eingesetzt worden). Zudem wurde im 3‘-Bereich der LIFRp-Sequenz eine 5°-Splice-Site
angefiigt, iiber die nach der Synthese des primiren Transkriptes die Fc-Kette angefiigt wird.
Das Einbringen einer 5°-Splice-Site war notig, weil die humane Fc-Sequenz aus genomischer
DNA gewonnen wurde.

Der entsprechende gpl30-Rezeptorfusionsprotein-Expressionsvektor (2.4) wurde von Dirk
Junghans hergestellt. Er enthdlt analog zum LIFRg-Konstrukt eine humane CNTFRa-
Sekretionssequenz, die extrazellulire Doméine von gp130 und eine Fc-Kette, die auch beim
Splicen angefiigt wird. Die Aufreinigung der Rezeptorfusionsprotein-Varianten iiber Ni->-
Saulen (Abb.20) wird durch einen HIS-Tag ermoglicht, das am N-Terminus des gp130-
Konstrukts angefiigt wurde.

Zur Produktion des Rezeptorfusionproteins wurden HEK 293 Zellen mit beiden
Expressionskonstrukten kotransfiziert und in Selektionsmedium kultiviert. Einzelne stabil
transfizierte Klone wurden nach 3 Wochen isoliert und getrennt kultiviert (3.19.7-8).
AnschlieBend wurden Uberstinde dieser Klone iiber Nickelsiulen (Qiagen) aufgereinigt und
mit Hilfe von Silber-gefarbten Polyacrylamidgelen untersucht (3.22.4).

Die Kotransfektion von HEK 293 Zellen hat zur Folge, dal3 einige Zellklone entweder nur das
Homodimer LIFRp-Fc, Homodimer gpl130-Fc oder eine Mischung aus den beiden
Homodimeren und dem Heterodimer LIFRg-Fc/gp130-Fc synthetisieren.
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Abb.20 Schematischer Ablauf der Herstellung und Isolation von LIFRB/gp130-
Rezeptorfusionsproteine-exprimierenden HEK 293 Zellen. Die Vektoren basieren auf pPBKCMV-
Vektoren mit bereits eingefiigter humaner genomischer Fc-Sequenz. Die extrazelluldren liganden-
bindenen Regionen von LIFRp und gp130 mit angefiigtem CNTFRa-Signalpeptid wurden einkloniert,
wobei 5°- und 3°-Splice-Sites die kodierenden Bereiche flankieren. Zur Herstellung von gp130- und
LIFRB-Rezeptorfusionsproteinen wurden HEK 293 Zellen mit beiden Expressionskonstruktionen
kotransfiziert und unter selektiven Bedingungen gehalten, bis sich einzelne stabil transfizierte
,»Zellklone® gebildet hatten. Diese ,,Zellklone® wurden getrennt weiterkultiviert, und die
Zelliiberstinde wurden auf die hergestellten Rezeptorfusionsproteine hin analysiert.

4.5.3 Detektion, Isolierung und Aufreinigung von sekretierten Rezeptorfusionsproteinen aus

den Zelliberstianden.

Das Prinzip der Aufreinigung iiber Ni**-Sdulen beruht auf der spezifischen Bindung von
Histidin an der Matrix bei den gewéhlten Bedingungen. Hierdurch wird durch die

Konstruktion der Rezeptorfusionsproteine bedingt nur gpl130-Fc gebunden (Homodimer
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gp130-Fc/gp130Fc und Heterodimer LIFRp-Fc/gp130-Fc). Das homodimere LIFRp/LIFRp-
Rezeptorfusionsprotein hingegen enthdlt kein HIS-Tag und wird nicht an der Sdulenmatrix
gebunden. Da die Rezeptorfusionsproteine unterschiedliche Molekulargewichte besitzen, ist
es moglich, mittels Acrylamidgelelektrophorese (3.22.2) und Silberfarbung (3.22.4), die
exprimierten Konstrukte zu identifizieren. Im reduzierenden Polyacrylamidgel werden
monomere Rezeptorfusionsproteine untereinander aufgetrennt. Klone, die nur homodimeres
LIFRp/LIFRg-Rezeptorfusionsprotein produzieren, erscheinen wie erwartet ,,ohne Bande®.
gp130/gp130-Rezeptorfusionsprotein-exprimierende Klone weisen eine monomere Bande bei
140 kDa auf, LIFRp/gp130-Rezeptorfusionsprotein-exprimierende Zellen hingegen jeweils
eine Bande fiir gp130-Fc bei 140 kDa und eine weitere fiir LIFRg-Fc bei 180 kDa (Abb.21).
Die Proteinbande bei ca. 200 kDa wird in allen aufgereinigten Kloniiberstinden und in
aufgereinigten Uberstinden von nicht-transfizierten Hek 293 Zellen detektiert und stellt
vermutlich eine Verunreinigung mit Serumprotein dar.

Insgesamt wurden 48 Klone isoliert, kultiviert und mit dem beschriebenen Verfahren
identifiziert. Von den 44 untersuchten Klonen exprimierten 26 Klone homodimer
LIFRp/LIFRp-Rezeptorfusionsprotein, 11 Klone exprimierten gpl130/gpl130-
Rezeptorfusionsprotein und nur 7 exprimierten eine Mischung aus den verschiedenen
Homodimeren zusammen mit dem heterodimeren LIFRp/gp130-Rezeptorfusionsprotein. Die
Synthesemenge von heterodimeren LIFRp/gp130-Rezeptorfusionsproteinen ist jedoch unter

den 7 gefundenen Klonen sehr variabel (Abb.21).

Kont. 1 2 3

$ i ¥ ~— LIFRB-Fc
Gty — gp130-Fc

Abb.21 Detektion von Zellen, die LIFRpB/gp130-Rezeptorfusionsproteine exprimieren. Ni**
aufgereinigte Zelliiberstinde einzelner Zellklone wurden im Silber-gefdrbten 7,5%igen
Polyacrylamidgel untersucht. Klon 1 und 2 synthetisieren LIFRB-Fc und gp130-Fc in unterschiedlicher
Menge. Klon 3 synthetisiert nur gp130-Fc. Als Kontrolle dient Ni**-Saulen-aufgereinigter HEK 293
Zelliiberstand. * In seltenen Féllen auftretendes Degradationsprodukt.
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4.5.4 Funktionelle Analyse der synthetisierten Rezeptorfusionsproteine

Im vorigen Experiment wurde gezeigt, dal3 die produzierten Rezeptorfusionsproteine im
Uberstand der transfizierten HEK 293 Zellen detektiert werden kénnen und somit eine
erfolgreiche Sekretion stattgefunden hat. Um die Funktionalitit der synthetisierten
Rezeptorfusionsproteine zu iiberpriifen, wurden Zelliibersténde von Klonen, die entweder nur
homodimeres gp130/gp130-Rezeptorfusionsprotein oder eine Mischung aus heterodimeren
und homodimeren Rezeptorfusionsproteinen exprimieren, dazu verwendet, die VIP-
induzierende Aktivitit in HCM zu blockieren. Sympathische Neuronen wurden kultiviert und
die VIP-Expression mit HCM-Applikation stimuliert (3.19.1-4). Inkubiert man das
zugegebene HCM mit Uberstéinden von homodimer gp130/gp130-Rezeptorfusionsproteinen-
enthaltenenen Uberstinden (4:1), so ist die VIP-Induktion unverindert im Vergleich zur
Kontrolle (Uberstand von nicht transfizierten HEK 293 Zellen). Im Gegensatz dazu kann man
mit Uberstinden, die ein Gemisch aus den drei verschiedenen Rezeptorfusionsproteinen
exprimieren, den Anteil der VIP-positiven Neuronen um fast 50% signifikant reduzieren
(p<0,001, Abb.22). Das Ergebnis zeigt, dal die produzierten Rezeptorfusionsproteine
funktionell aktiv sind und auch in der Lage sind, die unbekannte Aktivitdt in HCM zu binden.
Eine Blockierung mit homodimeren LIFRp/LIFRp-Rezeptorfusionsproteinen-enthaltenden
Uberstéinden wurde nicht durchgefiihrt, da bisher keine biologische Aktivitit eines solchen
Komplexes beschrieben worden ist und auch keine entsprechenden Rezeptoren beschrieben

sind. Aus diesen Griinden wurden diese Klone auch nicht weiter kultiviert.

60
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Fiir die Produktion und Isolierung von heterodimeren LIFRp/gp130-Rezeptorfusionsproteinen
wurde Klon Nr.12 aufgrund der hohen Proteinexpression des heterodimeren LIFRp/gp130-
Rezeptorfusionsproteins ausgewahlt und im groferen Mafstab kultiviert (3.19.4-7). Die erste
Aufreinigung und Aufkonzentrierung der Rezeptorfusionsproteine erfolgte zunédchst {iber eine
Protein A-Séule von Pharmacia (3.22.9). Im Westernblot lassen sich dann mit Antikorper
gegen die humane Immunglobulinkette die produzierten Rezeptorfusionsproteine nachweisen
(3.22.1-8). Diese wurden zur Identifizierung mit CNTFRa-Fc und gp130-Fc Untereinheiten
verglichen (Abb.23).

K12 Kontrolle

Abb.23 Protein A-Siaule

205 aufgereinigter K12-Uberstand.
Im Eluat (K12) lassen sich iiber
Western-Blot Analyse eine ca.
- -F
. > ;;fﬁ,'}cc 180kDa (LIFRg-Fc) und
116 . 140kDA  (gp130-Fc) groBe

Bande detektieren. In der

66 Y ) CNTFRo-Fe | Kontrolle ist ein heterodimeres
Rezeptorfusionsprotein aus
CNTFRa- (90kDa) /gpl130-Fc

. aufgetragen.

In einem zweiten Aufreinigungsschritt wurden die Immunglobuline aus dem K12-
Zelliberstand iiber Ni*"-Sdulen aufgereinigt (3.22.10), wodurch eine weitere
Aufkonzentrierung und Aufreinigung der Rezeptorfusionsproteine erfolgt. Bei diesem Schritt
wird das homodimere LIFRg/LIFRp-Rezeptorfusionsprotein von den restlichen
Rezeptorfusionsproteinen und von Serumantikdrpern abgetrennt. Das aufgereinigte
Konzentrat enthédlt somit eine hohe Konzentration an heterodimerem LIFRp/gp130-

Rezeptorfusionsprotein und das homodimere gp130/gp130-Rezeptorfusionsprotein.

4.5.5. Expressionsklonierung von VIP-induzierenden Zytokinen

4.5.5a. Vorarbeiten

Zur Expressionsklonierung von VIP-induzierenden Zytokinen ist Zielgewebe erforderlich, das
eine VIP-induzierende Aktivitdt produziert. Eine solche Quelle sind kultivierte Herzzellen.

Sie produzieren in Kultur einen oder mehrere sekretierte, VIP-induzierende Faktoren (HCM),
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deren Aktivitdt sich weder durch einen CNTF-Antagonisten, noch durch CNTFR« antisense
RNA blockieren lassen (Geissen, unverdffentlicht). Daraus folgt, dal diese VIP-induzierende
Aktivitdt nicht das CNTF-verwandte Huhn-Zytokin GPA darstellt. Zur Herstellung einer
HCM-Expressionsbank wurde von Markus Geiflen Herzen von 7 Tagen alten Embryonen in
Kultur genommen und das gewonnene, konditionierte Kultivierungsmedium auf seinen VIP-
induzierenden Effekt hin getestet. Nach dem gewéhrleistet ist, da3 die Herzzellen diese VIP-
induzierenden Faktoren exprimieren, wurde die Gesamt-RNA aus diesen Zellen isoliert
(Abb.24). Die weiteren Prozeduren, wie cDNA-Synthese, Subklonierung in den pcDNA3.1-
Expressionsvektor und Qualitatskontrolle der mittleren InsertgroBen, die zur Herstellung der
HCM-Expressionsbank notwendig waren, wurden von der Firma Scinet (Scinet Bioproducts
GmbH, 2.4.1) ausgefiihrt.

Die HCM-Expressionsbank hat einen Primirtiter von 3,8x10° cfu und eine mittlere
InsertgroBe von 1,58kb. Gene, die iiber den pcDNA3.1-Vektor exprimiert werden, miissen
einen eigenen Translationsstartpunkt mitbringen und im richtigen Leserahmen vorliegen.

Die Durchsuchung der HCM-Expressionsbank sollte mit dem von Davis et al., (1996)
etablierten ,,Secretion-Trap Expression Cloning“-Verfahren durchgefiihrt werden. Hierbei
werden iiber dimere Rezeptor-Antikorper-Fusionsproteine (Rezeptorfusionsprotein)
unbekannnte Liganden in COS-7 Zellen detektiert, die zuvor mit einer Expressionsbank
transfiziert worden sind (Abb.24). Besonderheit dieses Verfahrens ist die Moglichkeit, einen
unbekannten sekretierten Faktor noch wihrend des Transports aus den Zellen zu detektieren.
Zunichst war es erforderlich, die ,,Secretion-Trap Expression Cloning“-Methode (Davis et al.,
1996) an Hand eines bekannten Zytokins zu etablieren. In Vorexperimenten, parallel zur
Herstellung des LIFRp/gp130-Rezeptorfusionsproteins, wurden Bedingungen definiert, um
das Zytokin GPA in COS-7 Zellen mit dem GPA-spezifischen, aufgereinigten
CNTFRa/gp130-Rezeptorfusionsprotein zu detektieren. Hierzu wurde ein fiir GPA
kodierendes Fragment in den eukaryontischen Expressionsvektor pCDNA 3.1 subkloniert, der
fir die Herzzellen der Bank verwendet wurde. Dieser Schritt war notwendig, um ein

Expressionsniveau zu erhalten wie in der HCM-(pCDNA3.1) Expressionsbank.
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Herzzellen, die neuropoietische
Zytokine exprimieren

Herstellung einer
R} Expressionsbank
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Transfektion in COS-7 Zellen

X

Immobilisierung und Permeabilisierung
der Zellen, sowie Detektion der Zellen,
die neuropoietische Zytokine

Y exprimierenden

Isolierung der Plasmid-
DNA aus den positiven
Zellen und
Identifizierung der
Sequenz

Abb.24 Modell des Expressions-Screens mit dem LIFRB/gp130-Rezeptorfusionsprotein. Eine
HCM-Expressionsbank in pcDNA3.1 wurde in COS-7 Zellen transfiziert. Nach drei
Kultivierungstagen werden die Zellen fixiert. Die Detektion der Zellen, die neuropoietische Zytokine
exprimieren, erfolgt mit Hilfe eines LIFRB/gp130-Rezeptorfusionsproteins. Eine angeschlossene
Immunférbung mit HRP-gekoppelten Fc-Antikdrpern macht die positiven Zellen sichtbar. Im letzten
Schritt wird die Plasmidinformation aus den positiven Zellen ermittelt.

Die anschlieBende Transfektion von 4ug Plasmid-DNA mit 1pug GFP-Plasmid, soll eine hohe
Kotransfektion von GFP-exprimierenden Zellen mit GPA-Plasmid gewihrleisten. Die
Transfektion der Plasmide erfolgt in einer 10 cm Schale mit ca. 1x10’-Zellen. Nach zwei
Kultivierungstagen wurde eine DAB-Farbung (3.22.11) durchgefiihrt, wobei das GPA-
spezifische Rezeptorfusionsprotein zur Detektion GPA-exprimierender Zellen verwendet
wurde. Eine Zahlung zeigt, daB3 72% der GFP-positiven Zellen zugleich DAB-positiv sind
(Abb.25). Dies deutet darauf hin, daB3 es sich bei den meisten DAB-positiven Zellen um GPA-
exprimierende Zellen handelt. Kontrolltransfektionen mit 1pg GFP-Plasmid zeigen hingegen,
daB ca.12% der GFP-positiven Zellen als DAB-positiv gewertet werden. Auffillig ist, daf3
diese positiv gefiarbten Zellen hdufig abgerundet und lddiert erscheinen. Eine mogliche

Erklarung ist, da8 Antikorper sich in den toten, bzw. geschiadigten Zellen ansammeln kdnnen
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und spiter relativ schlecht wieder ausgewaschen werden. Daher wurden diese gefirbten,

morphologisch erkennbar geschiddigten Zellen in den folgenden Versuchen ignoriert

DAB

Abb.25 Detektion von GPA- und
GFP-exprimierenden COS-7-
Zellen.

COS-7-Zellen wurden mit einem
GPA und GFP/NLS (nuclear
localisation sequence)-
Expressionsvektor (5:1)
kotransfiziert und nach drei
Kultivierungstagen iiber ein
CNTFRa-/gp130-Rezeptorfusions-
protein detektiert. Es finden sich
stark braune, DAB-positive Zellen,
die gleichzeitig ein kernlokalisiertes
GFP exprimieren.

Um nun herauszufinden, ob bei der GFP/GPA-Kotransfektion die gefirbten Zellen zumindest
ein GPA-Plasmid besitzen, wurden diese mit einem Zahnstocher mechanisch von der Schale
abgekratzt und in ein PCR-Reaktionsgefdll mit 70%igem Ethanol iiberfiihrt. AnschlieBend
wurde nach Entfernung des Ethanols bei 95°C eine direkte PCR auf Zellen durchgefiihrt
(3.16.2). Die Untersuchung dieser Zellen iiber direkte PCR mit GPA-spezifischen Primern
(3.16.2) zeigt, daBB 6 von 8 isolierten DAB-positiven Zellen eine GPA-spezifische Bande
aufweisen (Abb.26). Die Subklonierung der PCR-Banden (3.16.3) und anschlieende

Sequenzanalyse bestétigen die Banden als GPA-Fragmente.

Abb.26 Detektion von GPA in
DAB-positiven Zellen. DAB-

gefdrbte Zellen wurden isoliert, in
123456738 70% Ethanol aufgenommen und
eingedampft. Die Anwesenheit von
GPA-Plasmid wurde iiber direkte
PCR mit GPA-spezifischen Primern
nachgewiesen.

Die Tatsache, dal 75% (6 von 8) der isolierten DAB-positiven Zellen zumindest ein GPA-
Plasmid enthilt, spricht fiir den Erfolg dieser Methode. Gleichzeitig deutet das Resultat darauf
hin, daB mit diesem Analyseverfahren mit einer minimalen Fehlerquote von 25% zu rechnen

ist. Hierbei kann nicht unterschieden werden, ob die mechanische Isolierung der Zellen, die
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weitere PCR-Amplifikation nach Zellaufschlu oder die Hintergrundfirbung die
Hauptursache ist fiir die relativ hohe Anzahl an falsch-positiven Zellen.

Zur Abschitzung, ob die Transfektion mit der HCM-Expressionsbank einen Einflu} auf die
Anzahl der falsch-positiven Klone, sowie die Identifizierung der Klone hat, wurde der GPA-
Expressionsvektor mit der HCM-Expressionsbank (1:500) verdiinnt. Gleichzeitig wurden
verschiedene Verfahren zur Isolation und Analyse der DAB-positiven Zellen getestet, indem
eine direkte PCR mit Insert-flankierenden Primern (3.16.2) auf DAB-positiven Zellen
durchgefiihrt wurde. Als Resultat wurden neben der GPA-spezifischen Bande bis zu drei
weitere Banden pro GPA-positiver isolierter Zelle gefunden. Dieses Ergebnis 1483t vermuten,
dafl wahrend der Transfektionsprozedur entweder mehrere Plasmide in eine Zelle gelangen,
oder durch die Zell-Isolierungsprozedur beim Ablosen der Zellen gleich mehrere transfizierte
Zellen aufgenommen werden. Fiir die Kotransfektion mit mehreren Plasmiden sprechen vor
allem die unterschiedlich starken Banden, die bei der direkten PCR auf GPA-transfizierte,
DAB-positive Zellen auftreten (Abb.26).

Die Vorexperimente zeigten insgesamt, daf die Detektion von Zytokin-exprimierenden Zellen
mit spezifischen Rezeptorfusionsproteinen moglich ist. Es mufl jedoch mit einer hohen
Fehlerquote beim Detektieren, Isolieren und Identifizieren der positiven Zellen von mind.
25% gerechnet werden. Des Weiteren ist eine Mehrfachtransfektion mit verschiedenen
Plasmiden moglich, welche die Identifizierung der Klone iiber PCR-Amplifikation und
direkter Sequenzierung verhindert. Aus diesem Grund wurde ein neuer Ansatz gewdhlt, um
die positiven Klone zu identifizieren und um gleichzeitig die Anzahl falsch-positiver Klone zu

verringern.

4.5.5b. Screen

Der erste Screen nach Zytokinen in der HCM-Expressionsbank wurde mit der aufgereinigten
Rezeptorfusionsprotein-Mischung aus dem heterodimeren LIFRp/gpl130-
Rezeptorfusionsprotein und dem homodimeren gpl130/gp130-Rezeptorfusionsprotein
durchgefiihrt, wobei die Detektion von Zytokinen, die an einen homodimeren gp130/gp130
Rezeptorkomplex binden, als erwiinscht in Kauf genommen wurde. Es wurden jeweils 1ug
HCM-Expressionsbank pro 10 cm Schale (70% konfluent) mit ca. 1x10’-Zellen transfiziert
(3.19.7). Die Transfektion einer geringen DNA-Menge auf eine relativ hohe Zellzahl, sollte
eine mogliche Kotransfektion mit mehreren Plasmiden vermeiden. (Sie wurde auch in dieser

Form in der Orginalarbeit durchgefiihrt, Davis et al., 1996).
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Die HCM-Bank hat einen Primirtiter von 3,8x10°cfu. Dies entspricht einer méglichen
Komplexitit von 3,8x10° unabhingigen Klonen. In 1pg der HCM-Bank mit einer mittleren
InsertgroBe von 1,6kb und einer VektorgroBe von ca. 5,4kb sind etwa 9x10'°
Plasmidmolekiile enthalten (ein 7kb groBes DNA-Fragment hat ein Molekulargewicht von ca.
4,45x10°Da ). Somit ist die Expressionsbank 2,4x10° fach in 1pg HCM-Bank enthalten. Geht
man nun von einer mittleren Transfektionseffizienz von 1:1x10° Molekiilen aus (die Angaben
fiir die Transfektionseffizienz wurden aus der Produktbeschreibung 2003 fiir das Effektene-
Transfektionssystem von Qiagen abgeleitet), so miiite man insgesamt 4ug HCM-Bank
transformieren, um die Expression aller vorhandenen Molekiile zu gewéhrleisten. Diese
Rechnung gilt nur fiir den Fall, wenn das gesuchte Molekiil nur einmal in der HCM-Bank
vertreten ist. Da man davon ausgehen kann, dal3 das gesuchte Molekiil mehrfach in der HCM-
Bank vertreten ist, wurde die HCM-Bank fiir die erste Suchrunde nur einfach transformiert.
(Fiir diese Vorgehensweise spricht vor allem das zeitraubende Suchen nach den DAB-
positiven Zellen auf den 10cm Schalen). Die mittels aufgereinigter Rezeptorfusionsproteine
iiber Immunféarbung (3.22.11) detektierten DAB-positiven Zellen wurden zu Pools von 10 bis
15 Klonen vereinigt, die Plasmid-DNA isoliert (3.1.3), in den E. coli Stamm XL1-blue
elektroporiert (3.13) und der gesamte Elektroporationsansatz in Fliissigkultur angezogen. Auf
das Ausplattieren des Elektroporationsansatzes auf Agarplatten und Isolation einzelner
Kolonien wurde verzichtet, da die transfizierten Bakterien generell langsam wuchsen (1,5-2
Tage) und die Unterscheidung von langsam wachsenden plasmidtragenden Kolonien und
Satellitenkolonien ist nach diesem Zeitraum nicht moglich war. Die Analyse eines solchen
Ansatzes hitte zu einer hohen Zahl nicht anwachsender Fliissigkulturen gefiihrt.

Nach der Isolierung der Plasmid-DNA (3.1) wurde diese erneut in COS-7 Zellen transfiziert
(3.14.7) und der Detektion mit den Rezeptorfusionsproteinen unterzogen. Dieser Schritt dient
der Verifizierung positiver Klone, d.h. Pools die positive Klone enthalten sollten nach der
zweiten Runde eine Anreicherung zeigen. Des Weiteren werden Mehrfachtransfektion mit
unterschiedlichen Plasmiden reduzieren. Nach erneutem Poolen der DAB-positiven Zellen,
Isolation der Plasmid-DNA (3.1), Retransformation in Bakterien und Isolation einzelner
Bakterienklone, konnen die unterschiedlichen Expressionskonstrukte voneinander getrennt
werden. Danach erfolgt eine grobe Unterscheidung einzelner Bakterienklone durch
Linealisierung der Plasmid-DNA {iber eine plasmidinterne Restriktionsschnittstelle (EcoRI)
(3.5) und Analyse im Agarosegel (3.9). Die anschlieBende Sequenzierung (3.17) dieser Klone
148t nun eine letztendliche Identifikation zu. Zur Uberpriifung wurden die einzelnen Klone

nochmals in COS-7 Zellen transformiert (3.19.7) und mittels Rezeptorfusionsprotein-
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vermittelter DAB-Farbung detektiert (3.22.11). Das Resultat dieses ersten Screens sind 12
Klone, wovon einige bisher sequenziert werden konnten (Abb.27). Keines der gefunden Gene

hat jedoch eine Ahnlichkeit zu bisher bekannten neuropoietischen Zyokinen.

a) Popeye : - wird in Skelettmuskel und Herzen exprimiert

- tritt in verschiedenen Splice-Varianten auf

b) Cytochrom C Oxidase: - katalytische Untereinheit der Cytochrom
(Il. Untereinheit) C-Oxidase

c) unbekanntes UBX-Protein: - enthélt Ubiquitinulierungs-Motiv

Abb.28 Ergebnis des ersten Screens. Kurze Beschreibung der gefundenen Gene.

4.6 Suche nach weiteren Quellen fiir VIP-induzierende Aktivitdten

HCM ist bisher die einzige bekannte und gut charakterisierte Quelle fiir ein, von GPA
verschiedenes VIP-induzierenden neuropoietisches Zytokin im Huhn. Falls die
Expressionsklonierung von VIP-induzierenden Zytokinen mit der ,,Secretion-Trap Expression
Cloning*“-Methode erfolgreich ist, so kann diese Methode dazu angewendet werden, weitere
VIP-induzierende Aktivitdten zu identifizieren. Daher erscheint es sinnvoll, nach weiteren
Quellen fiir VIP-induzierende Faktoren und damit potentielle cholinerge

Differenzierungsfaktoren Ausschau zu halten und diese zu charakterisieren.

4.6.1 Identifizierung einer weiteren VIP-induzierenden Aktivitit in Uberstinden von

kultivierten Retina- und Miillergliazellen.

Reis et al. beschrieben 2002, daB undefinierte Faktoren in Uberstinden von kultivierten
Retinazellen (RCM) und Miillergliazellen (AMG) das Uberleben von sympathischen
Neuronen stimulieren. Die Inhibition des Zytokin-vermittelten STAT-Signalweges fiihrte zu
einer Hemmung des Uberlebenseffekts und legt nahe, daB es sich bei dem Faktor um ein
Mitglieder der IL-6-Zytokinfamilie handelt. GPA wurde jedoch als Bestandteil dieser
Aktivitit ausgeschlossen, da blockierende anti-CNTF-Antikorper den Uberlebenseffekt nicht

hemmen. Im Rahmen der Kooperation erhielten wir diese konditionierten Medieniiberstinde
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von Retinazellen und Miillergliazellen. Beide Uberstiinde induzieren dosisabhéngig die VIP-
Expression in sympathischen Neuronen (Abb.29). Bei einem Anteil von 50% am
Kultivierungsmedium induzierte AMG in 71% der Zellen eine VIP-Expression, mit RCM
hingegen nur in 21% der Zellen. Somit enthdlt AMG eine hohe Konzentration VIP-
induzierender Faktoren. Im Vergleich dazu erhdlt man ca. 50% VIP-positiver Neuronen bei

Induktion mit 1ng/ml CNTF und 0,5ng/ml GPA (Geissen et al., 1998).
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Abb.29 VIP-induzierender Effekt von RCM und AMG. E7 sympathische Neuronen wurden in
Kultur genommen und die VIP-Expression mit unterschiedlichen Konzentrationen an RCM
(konditioniertes Retinazellmedium), AMG (konditioniertes Miillergliazellmedium) bzw. CNTF
stimuliert.

4.6.2 Charakterisierung der VIP-induzierenden Aktivitit in AMG

Es wurde zunichst iiberpriift, ob GPA Bestandteil dieser VIP-induzierenden Aktivitdt ist.
Sowohl die Blockierung mit aufgereinigten GPA-spezifischen heterodimeren
CNTFRo/gp130-Rezeptorfusionsprotein, als auch die Verwendung eines CNTF-Antagonisten
hat keinen EinfluB} auf die VIP-Induktion durch AMG. Dies schlie8t nun die Prdsenz von
GPA in AMG aus und steht im Einklang mit den vorangegangenen GPA-
Blockierungsversuchen (Reis et al., 2002).

Des Weiteren sollte diese Aktivitdt iiber die unterschiedlichen Rezeptorfusionsproteine
charakterisiert werden. Die Blockierung mit homodimeren gp130/gp130

Rezeptorfusionsprotein-enthaltenden Uberstinden fiihren zu einer Reduzierung des Anteil
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VIP-positiver Neuronen von ca. 52% auf 30%. Dies deutet darauf hin, dal in AMG Faktoren
enthalten sind, die tiber einen homodimeren gp130/gp130 Rezeptorkomplex wirken. Die
Zugabe einer Mischung aus allen dimeren Rezeptorfusionsproteinformen, bewirkte eine
vollige Reduzierung des Anteils VIP-positiver Neuronen (Abb.30A). Dieses Resultat ist ein
Indikator fiir die Anwesenheit eines weiteren Faktors in AMG, der an den heterodimeren
Rezeptorkomplex aus LIFRp und gpl130 bindet. Nicht auszuschliefen ist auch die
Anwesenheit nur eines einzigen Zytokins, das mit unterschiedlicher Affinitit an das
homodimere gp130/gp130-Rezeptorfusionsprotein und das heterodimere LIFRp/gp130-
Rezeptorfusionsprotein bindet. Untersuchungen an Maus-Retinazellen unterstreichen jedoch
die Anwesenheit zweier Faktoren aus der IL-6-Zytokinfamilie (Reis, unverdffentlicht).
Vorversuche mit RCM deuten auf eine dhnlichen Zusammenhang, wie bei AMG (Abb.30B).
In diesem Fall 148t sich der VIP-induzierende Effekt mit homodimeren gp130/gp130-
Rezeptorfusionsprotein-enthaltenden Uberstinden um 74% und mit einer Mischung aus allen
dimeren Rezeptorfusionsprotein-Formen vollstdndig blockieren. Eine schwache Hemmung
von 40% konnte auch mit dem heterodimeren CNTFRo/gpl130-Rezeptorfusionsprotein
bewirkt werden, jedoch mul3 die Signifikanz dieser Resultate durch weitere Experiment
bestdtigt werden (bisher wurde der Versuch nur einmal durchgefiihrt, da der Vorrat an RCM

limitiert war).
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Abb.30 Blockierung der VIP-induzierenden Faktoren in AMG (A) und RCM (B). E7 sympatische
Neuronen wurden mit AMG und RCM stimuliert. Diese VIP-induzierende Aktivitit wurde dann mit
unterschiedlichen GPA-blockierenden Antagonisten und Rezeptorfusionsproteine-enthaltenden
Uberstinden blockiert.
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5. Diskussion

5.1 Die Rolle von neuropoietischen Zytokinen bei der VIP-Induktion in cholinergen

sympathischen Neuronen

Cholinerge sympathische Neuronen gehen aus noradrenergen sympathischen Neuronen
hervor. Im Laufe ihrer Entwicklung exprimieren sie zunichst noradrenerge Markergene, wie
z.B. Tyrosinhydroxylase (TH), das Schrittmacherenzym der Catecholamin-Biosynthese. Die
cholinerge Differenzierung verlduft im Huhn in zwei Schritten, dabei werden zundchst
unabhéngig vom Zielgebiet die cholinergen Markergene Cholin-Acetyltransferase (ChAT)
und vesikuldrer Acetylcholin-Transporter (VACHT) induziert und spiter das vasoaktive
intestinale Peptid (VIP), das zur Familie der neuroaktiven Peptide zdhlt. VIP wird erst ab
Embryonaltag 10 exprimiert, nach Innervierung der Zielgegewebe. Der Kontakt zum
Zielgewebe ist essentiell fiir die Ausbildung des reifen cholinergen Phianotyps, bzw. fiir die
Expression von VIP. Man geht davon aus, da3 das Zielgewebe einen Faktor sezerniert, der
den Phinotypwechsel von noradrenerg zu cholinerg induziert. Bei Sdugern und im Huhn sind
zahlreiche neuroregulatorische Faktoren bekannt (neuropoietische Zytokine), die in vitro in
der Lage sind, die cholinerge Differenzierung sympathischer Neuronen zu induzieren. Hierzu
gehoren die Faktoren Leukémie inhibierender Faktor (LIF), Ziliarneuronen-Uberlebensfaktor
(CNTF), Kardiotrophin-dhnliches Zytokin/Zytokin-&dhnlicher Faktor-1 (CLC/CLF-1),
Kardiotrophin-1 (CT-1), Oncostatin M (OSM) und Interleukin-6 (IL-6). Im Huhn wurde
bislang nur ein einziges neuropoietisches Zytokin identifiziert, das als Wachstumsfordernde
Aktivitdt (GPA) bezeichnet wird. Alle diese Faktoren haben eine &hnliche 3D-Proteinstruktur
und einen dhnlichen Signaltransduktionsweg. Die Rezeptoren dieser Faktoren verwenden alle
gp130 zur Signaltransduktion, und mit Ausnahme von OSM und IL-6, setzen sie LIFRp als
zweite signaltransduzierende Untereinheit ein. Alle bisher bekannten neuropoietischen
Zytokine zeigen zwar induktive Aktivitit in vitro, eine Beteiligung bei der cholinergen
Differenzierung in vivo wurde jedoch fiir die einzelnen Faktoren, bei den untersuchten
Saugermodellen, ausgeschlossen (Habecker et al., 1997). Jedoch wurde im Hithnerembryo
bereits gezeigt, da die signaltransduzierende Rezeptoruntereinheit gp130 essentiell fiir die
VIP-Expression ist (Geissen et al., 1998). Diese Resultate lassen auf einen bisher noch
unbekannten gp130 Liganden schlieBen, der die cholinerge Differenzierung in vivo reguliert

(Landis, 1996; Habecker et al, 1997; Geissen et al., 1998). Die Frage nach dem fiir die
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cholinerge Differenzierung relevanten unbekannten neuropoietischen Zytokin kann
eingegrenzt werden, wenn bekannt ist, welche signaltransduzierenden Rezeptoruntereinheiten
neben gp130 bei diesem Prozef3 involviert sind. /n vitro-Studien sprechen fiir eine Beteiligung
des LIFRp bei diesem Prozel3 (Habecker et al., 1997). In vivo konnten diese Resultate bisher
noch nicht durch die Analyse LIFRp-defizienter Tiere verifiziert werden, da homozygote
Tiere noch vor dem Zeitpunkt, an dem die sympathischen Neuronen ihre Zielgebiete
innervieren, sterben (Ware et al.,1995; Guidry und Landis, 1998). Diese Frage kann im
Huhnsystem durch die rdumlich begrenzte Hemmung der LIFRpg-Expression durch LIFRp
antisense mRNA geklért werden.

Die Vorarbeit dieser Untersuchung erforderte zunichst die Klonierung des LIFRg-Homologs
aus Huhn. Die klonierte cDNA Sequenz ist hoch konserviert im Vergleich zu den bekannten
LIFRg-Homologen (Gearing et al., 1991; Tomida, 1995). Die Proteinsequenz ist zu 51%
identisch mit der humanen Sequenz und zu 49% identisch mit der Maus LIFRp-Sequenz. Das
geklonte Huhn-Gen zeigt auch eine geringe Homologie zu OSMRp (Human 32%, (Mosley et
al., 1996); Maus 31%, (Tanaka et al., 1999). Die Anzahl der WSXWS-Motive, sowie die hoch
konservierte cytoplasmatische Region sind charakteristisch fiir den LIFRp (Bazan, 1990), aber
nicht fiir den OSMRg. Daher kann von einer erfolgreichen Klonierung des Huhn LIFRp
ausgegangen werden.

Ein erster Anhaltspunkt fiir eine mogliche Funktion des LIFRp bei der Differenzierung
sympathischer Neuronen ist die Prisenz des Rezeptors in den entsprechenden Geweben zum
Zeitpunkt des cholinergen Phidnotypwechsels. Die ersten VIP-positiven sympathischen
Neuronen sind im Hithnerembryo am Embryonaltag 10 unter Verwendung von
immunohistochemischen Methoden nachweisbar (New und Mudge, 1986, Ernsberger et al.,
1997). Bereits an E7 wird der LIFRg und gp130 in den sich entwickelnden sympathischen
Neuronen exprimiert (Ernsberger, unverdffentlicht, Duong, 1999, Geissen et al., 1998). Fiir
die Anwesenheit eines funktionellen LIFRg in den frithen Entwicklungsstadien sympathischer
Neuronen spricht auch die Tatsache, da3 die VIP-Expression in E7 sympathischen Neuronen
durch Applikation von CNTF bzw. GPA induziert werden kann (Ernsberger et al., 1989;
Heller et al., 1995; Geissen et al., 1998). Diese Reaktion auf GPA/CNTF setzt das
Vorkommen von LIFRp als signaltransduzierende Untereinheit voraus. Die Beteiligung von
gp130 bei der Induktion von VIP, die Expression von LIFRg in sympathischen Ganglien und
die Funktionsfihigkeit des LIFRg in vitro lassen den RiickschluBl zu, dal der LIFRg zum
Zeitpunkt der VIP-Induktion in sympathischen Neuronen prisent ist und an deren

Differenzierung beteiligt sein kann. Da die in vivo-Relevanz von LIFRp bei der
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Differenzierung cholinerger sympathischer Neuronen in LIFRp-defizienten Tieren nicht
geklart werden konnte, war es sinnvoll mit der Expression von LIFRg in vivo, lokal begrenzt
zu interferieren. Die ,,Antisense-Technik* hat sich schon in dhnlichen Fragestellungen im
Hithnermodell bewéhrt, in denen gezielt die Signaltransduktion bestimmter
Rezeptoruntereinheiten in vitro und in vivo blockiert wurde (Heller et al., 1995; Geissen et al.,
1998). Antisense RNA ist Bestandteil der normalen Genregulation (Vanhee-Brossollet und
Vaquero, 1998). Mindestens 2% von 12.897 humanen mRNAs in der RefSeq-Datenbank
(http:www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink/refseq.html) haben einen antisense Partner. Daraus
wurde extrapoliert, daf} fiir das humane Genom mit ca. 40.000 kodierenden Genen etwa 800
natiirliche antisense Transkripte existieren (Lehner et al., 2002).

Experimentelle Studien haben gezeigt, dal natiirliche antisense RNA {iber diverse
Mechanismen wirkt, z.B. Degradierung der Ziel-mRNA, Regulation des Splicing-Prozesses
der Pre-mRNA oder der Kontrolle der Translation. Zudem konnen lingere RNA Molekiile
einen stabilen RNA/RNA Duplex ausbilden, der die Elongation blockiert (Ubersicht in
Vanhee-Brossollet und Vaquero, 1998; Dagle und Weeks, 2001). Ebenfalls ist durch den
stabilen RNA/RNA Duplex ein Wirkungsmechanismus iiber die RNA-Interferenz-(RNA1)
Mechanismen denkbar (Zamore, 2001, Martinez et al., 2002). Unter RNAi versteht man das
Phianomen, dal3 doppelstringige RNA in der Lage ist die endogene Genexpression spezifisch
zu reprimieren (Sharp, 1999). Langere und kurze (si, small interfering) doppelstringige RNAi
wird erst seit kurzem im Huhn als effektives Tool fiir Geninaktivierungen verwendet (Hu et
al., 2002; Pekarik et al., 2002). Die vektorvermittelte Expression von antisense RNA in vivo
macht sich diese Mechanismen zu Nutze, um gezielt Genexpression zu reprimieren. Da die
antisense RNA von den Zellen selbst synthetisiert wird, sind keine unspezifischen
Nebenreaktionen zu erwarten, wie sie hdufig beim Einsatz von chemisch modifizierten
antisense Oligonukleotiden auftreten konnen. Diese Modifikationen stabilisieren die
Oligonukleotide und schiitzen sie vor Abbau durch RNasen. (Ubersicht in Stein und Krieg,
1994). Fiir die in ovo-Untersuchung der spéteren cholinergen Differenzierung erscheinen
modifizierte Oligonukleotide, sowie synthetische ,,small interfering RNA*“ (siRNA) jedoch
ungeeignet. Ein Zugriff auf die sympathischen Vorlduferzellen wire etwa an E2 moglich,
indem z.B. siRNA durch Elektroporation in die Neuralleistenzellen eingebracht wird (Hu et
al., 2002). Der Effekt von siRNA wire jedoch zum einen rdumlich, etwa durch den
Elektroporationsbereich, und zeitlich 2-4 Tage nach Elektroporation sehr eingeschrankt (Hu et
al., 2002). Eine mehrmalige Applikationen der siRNA wire in jedem Falle erforderlich, um
die Expression des LIFRp in der Phase der Zielgebietsinnervation zu blockieren (ab E8). Das
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wird jedoch aufgrund der Unzugénglichkeit der sympathischen Ketten in dlteren Embryonen
verhindert. Die genannten Schwierigkeiten konnen im Hithnerembryo durch Einsatz eines
replizierenden retroviralen RCASB-Virus (Morhan und Fekete, 1996) umgangen werden.
Nach einmaligem Einbringen des Virus in den Embryo, breitet sich dieser mit der Zeit
selbstindig aus und fiihrt zu Infektion eines groBen Teils der Zellen in der Umgebung der
Implantationsstelle. Vor allem jedoch integriert der Virus in das Genom seiner Wirtszelle und
induziert die Transkription seiner eingebrachten Gene. Die ,,Antisense-Technik* hat jedoch
auch gewisse Nachteile. Oft zeigen antisense RNA-Konstrukte keine Effekte, bzw. das
entsprechende sense RNA-Konstrukt ebenfalls inhibierende Effekte. Aus diesen Griinden ist
es sinnvoll, diese RNA-Konstrukte in einem in vitro-Assay zu testen. Dies hat den Vorteil,
daB die Versuchsbedingungen in einem kontrollierten Rahmen stattfinden. Des Weiteren
lassen sich theoretisch mit einen geringem Arbeitsaufwand viele antisense RNA-Konstrukte
in kurzer Zeit auf ihre Eignung hin iiberpriifen.

In vitro-Untersuchungen an fiinf verschiedenen LIFRg-RNA-Konstrukten zeigten, dal3
lediglich ein RNA-Konstrukt in der Lage ist, mit der CNTF-induzierten VIP-Expression in
kultivierten sympathischen Neuronen zu interferieren. Der Effekt von LIFRp antisense RNA
in vitro ist eine zwar relativ geringe, jedoch signifikante Reduktion der VIP-Expression im
Vergleich zur LIFRp sense RNA und zur Kontrolle (p<0,001, zweiseitiger T-Test). Eine
mogliche Begriindung fiir den relativ geringen Effekt ist, dal in dem kurzen Zeitintervall des
Zellkulturversuches eine vollstdndige Reduktion der VIP-Induktion mit LIFRp antisense RNA
nicht moglich ist, da lediglich die Neusynthese von Rezeptoren durch LIFRp antisense RNA
verhindert werden kann. Rezeptoren, die sich in der Plasmamembran, im endoplasmatischen
Reticulum oder/und im Golgi befinden, werden durch LIFRp antisense RNA nicht beeinfluf3t.
Die beobachtete Reduktion liegt jedoch im Rahmen von vorangegangenen antisense RNA-
Experimenten mit diesem Kultursystem (Heller et al., 1995; Geissen et al., 1998).

Aus diesen Griinden war das entsprechende RNA-Konstrukt fiir die in vivo Applikation
geeignet und wurde in sense und antisense Orientierung, unter Verwendung des RCAS(B)-
Virusvektors, exprimiert. Die Implantation von Virus-infizierten DF1-Zellen in den
Migrationsweg der wandernden Neuralleistenzellen fiihrte bis E13/14 zu einer groBrdumigen
Infektion des Hithnerembryos, einschlieBlich der sympathischen Ganglien. Nur in seltenen
Féillen wurden die DRGs infiziert, wihrend das Riickenmark nie infiziert wurde. Daher

konnten diese Gewebe zum Teil als internes Kontrollgewebe verwendet werden.
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Ein erstes Indiz fiur die Wirksamkeit der LIFRp antisene RNA ist, daf} in antisense-infizierten
sympathischen Ganglien die LIFRp-Expression reduziert ist, im Gegensatz zu den nicht
infizierten sympathischen Ganglien und DRGs.

Da der LIFRp in der Mehrzahl, wenn nicht in allen peripheren sympathischen Neuronen durch
In situ-Hybridisierung detektierbar war (Duong, 1999; Ernsberger, unverdffentlicht), stellt
sich die Frage, ob die Expression von LIFRg-antisense RNA im sympathischen Ganglion
einen EinfluB auf die generelle und speziell die neuronale Differenzierung hat.

Gegen eine generelle Storung der Zelldifferenzierung oder einen massiven apoptotischen
Effekt der LIFRp-antisense RNA spricht die Tatsache, dafl keine offensichtlichen
morphologischen Verdnderungen, insbesondere des sich entwickelnden Nervensystems in
antisense LIFRp Embryonen zu beobachten war. Dies wurde durch Analyse des
panneuronalen Markergens SCG10 in sympathischen Ganglien, DRG und Riickenmark
bestitigt. Die Quantifizierung der Grof3e des sympathischen Ganglions an Hand der SCG10-
Expression erbrachte keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen LIFRp antisense-
und LIFRp sense Embryonen. Die beobachtete Streuung der Ganglienflachen ist auf die Form
der sympathischen Ganglien zuriickzufiihren. Die Ganglien stellen keine rohrenférmige
Struktur gleichbleibenden Durchmessers dar, sondern liegen, dhnlich einer Perlenkette,
ventrolateral neben der Wirbelsdule. Verdnderungen in der Schnittebene erhdhen ebenfalls die
Streuung der MeBwerte. Diese Einfliisse spiegeln sich dann in einer hoheren
Standardabweichungen wider. In vorangegangenen Studien, in denen der gpl130 ,knock
down* (Geissen et al., 1998) und LIFRp-defiziente Méuse (Stanke et al., 2000) untersucht
wurden, wurde ebenfalls kein Effekt auf die GroBe des sympathischen Ganglions beobachtet.
Im Gegensatz zu der normalen allgemeinen Entwicklung des sympathischen Ganglions, zeigt
die cholinerge Neuronenpopulation eine starke Abnahme an VIP-exprimierenden Zellen,
wohingegen die Anzahl ChAT positiver Zellen unverdndert bleibt. VIP wird in cholinergen
sympathischen Neuronen wéhrend der normalen embryonalen Entwicklung exprimiert, die
gleichzeitig ChAT und VAChHT koexprimieren (Geissen et al., 1998; Ernsberger und Rohrer,
1999). Die reduzierte Anzahl VIP-exprimierender Zellen 14Bt sich daher nicht durch ein
Absterben von VIP-positiven Neuronen erkliren. Einen solchen Verlust von im Durchschnitt
100 Neuronen/mm” hitte sich in der Quantifizierung ChAT-positiver Neuronen
wiedergespiegelt. Vielmehr deutet die unverdnderte Anzahl ChAT-positiver Zellen in
antisense LIFRp Embryonen darauf hin, dal cholinerge Neuronen, die normalerweise VIP-
exprimieren, noch vorhanden sind, aber aufgrund des Fehlens von LIFRp kein VIP

exprimieren.
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An E13/14 werden im sympathischen Ganglion im Durchschnitt eine geringere Anzahl VIP-
positiver (160 Neuronen/mm?), als ChAT-positiver Neuronen (340 Neuronen/mm?) gefunden.
Doppel-In situ-Hybridisierungen fiir VIP und ChAT an cervikalen und thorakalen Schnitten
von E18 Kontrolltieren zeigen eine vollstindige Koexpression von VIP und ChAT im
cervikalen, als auch im thorakalen Bereich der sympathischen Ganglien. Daraus folgt, daf3 die
im Vergleich zur ChAT-Expression geringere Anzahl VIP-exprimierender Neuronen an
E13/14 auf eine kontinuierliche Zunahme der VIP-Expression, oder eine Abnahme der ChAT-
Expression zwischen E13 und E18 zuriickzufiihren ist. Diese Resultate werden unterstiitzt von
der Vorstellung eines zwei Schritte-Modells der cholinergen Differenzierung sympathischer
Neuronen, das durch ein zeitlich versetztes Auftreten von ChAT/VACHhT und VIP wihrend
der embryonalen Entwicklung (Ernsberger et al., 1997; Ernsberger und Rohrer, 1999)
impliziert wird.

Der Effekt der LIFRp antisense Behandlung in vivo ist stirker als zuvor im Kulturexperiment.
Dies ist vermutlich auf eine kontinuierliche Expression der antisense RNA in den infizierten
Zellen zuriickzufiihren, die schon an E2 beginnen kann und sich letztendlich bis zur Analyse
der Embryonen an E13/14 fortsetzt, was zu einer starken Reduzierung der LIFRp-Expression
fiihrt. Die restlichen VIP-positiven Zellen in antisense LIFRg Embryonen sind
hochstwahrscheinlich auf nicht infizierte sympathische Neuronen zuriickzufiihren. Dies ist
moglich, da die ersten sympathischen Vorlduferzellen zwischen E2 und E3 aus dem
Zellzyklus austreten (Rothmann et al., 1978) und somit nicht vom Virus infiziert werden
konnen. Des Weiteren kann die Virusinfektion zu spét erfolgen, so dal die LIFRg-Expression
in den entsprechenden Zellen nicht ausreichend gehemmt wird. Eine weitere, nicht
auszuschlieBende alternative Moglichkeit wére, daB3 in einer kleinen Minderheit von
cholinergen sympathischen Neuronen die VIP-Expression durch andere Faktoren induziert
wird, die nicht iiber gp130 und LIFRp vermittelt wird.

Die Expression des frithen cholinergen Markergens ChAT in Abwesenheit der
Rezeptoruntereinheiten LIFRp und gp130 (Geissen et al., 1998) legt die Vermutung nahe, dafl
diese frithe cholinerge Induktion nicht durch neuropoietische Zytokine erfolgt. Es geht aus
beiden Studien jedoch nicht hervor, ob zum Zeitpunkt der ChAT-Induktion die
Signaltransduktion iiber die Rezeptoruntereinheiten ausreichend unterbunden werden konnte.
Einer in vivo noch unbestitigte Kulturstudie zufolge ist Activin A, ein Mitglied der TGFp
Superfamilie, in der Lage, die Expression von ChAT, aber nicht von VIP in cholinergen

sympathischen Neuronen zu induzieren (Fann und Patterson, 1994).
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Andere Studien zeigen, daf} c-Ret, die signaltransduzierende Rezeptoruntereinheit fiir GDNF,
Neurturin (NTN), Artemin und Persephin, sowie der NT3 Rezeptor trkC in cholinergen
sympathischen Neuronen zu einem Zeitpunkt exprimiert werden, an dem die
unterschiedlichen noradrenergen und cholinergen Subpopulationen schon klar unterscheidbar
sind (Ernsberger et al., 2000; Brodski et al., 2000). Somit konnen diese Faktoren an der
cholinergen Differenzierung sympathischer Neuronen beteiligt sein. Auch wenn bereits
bekannt ist, dal NT3 (Brodski et al., 2000), sowie GDNF und NTN (Brodski et al., 2002) in
der Lage sind die ChAT-Expression in Explantkulturen von E12 sympathischen Ganglien zu
induzieren, ist noch ungewiB3, ob dieser Effekt auch an E7 zu beobachten ist, zum Zeitpunkt
der embryonalen ChAT-Expression. Diese in vitro Daten lassen vermuten, daf die Induktion
oder Erhaltung von cholinergen Eigenschaften durch mehrere neurotrophe Faktoren vermittelt
wird (Brodski et al., 2002). Eine Bestétigung dieser Vermutung durch ,,gain of function® bzw.

,,loss of function* Experimente in vivo steht jedoch noch aus.

Im ersten Abschnitt der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dafl die Expression von LIFRg fiir
die Induktion der VIP-Expression in sympathischen Neuronen des Huhnes notwendig ist. Der
fiir die VIP-Induktion notwendige Rezeptorkomplex besteht somit zumindest aus LIFRgund
gp130 (Geissen et al., 1998). Die Untersuchungen legen weiterhin nahe, dafl die Induktion
von ChAT in sympathischen Neuronen unabhéngig von der VIP-Expression iiber einen

alternativen Signaltransduktionsweg erfolgen konnte.

5.2 Expressionsklonierung von VIP-induzierenden Zytokinen

Die Aussage, da3 die VIP-Induktion in vivo iiber einen heterodimeren Rezeptorkomplex aus
gp130 und LIFRp erfolgt, liefert die Grundlage fiir die Expressionsklonierung von VIP-
induzierenden Zytokinen. Das hierbei verwendete Verfahren wird als ,,Secretion-Trap
Expression Cloning®“ bezeichnet und wurde zum ersten mal von Davis et al., (1996)
angewandt. Mit dieser Methode konnte unter Zuhilfenahme eines Rezeptor-Antikdrper-
Fusionsproteins (Rezeptorfusionsprotein) und Durchsuchen einer Expressionsbank,
Angiopoietin als der sekretierte Ligand fiir den TIE2 Rezeptor detektiert werden. Vorteil
dieses Verfahrens ist die Moglichkeit der Detektion eines unbekannten sekretierten Faktors
noch wéhrend des Transports aus den Zellen. Fiir diesen Zweck wurden dimere
Rezeptorfusionsproteine (LIFRp-Fc, gp130-Fc) hergestellt. Dies erfolgte durch Konstruktion

eines geeigneten Expressionsvektors, bei dem die ligandenbindene Domine des LIFRP mit
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dem Fc-Bereich des humanen IgG fusioniert wurde. Der entsprechende gpl130-Fc-
Expressionsvektor mit zusitzlicher Histidin-Markierung zur Aufreinigung wurde von Dirk
Junghans hergestellt. Zusidtzlich wurden beide Fusionsproteine mit der humanen
Sekretionssequenz von CNTFRa ausgestattet, damit gewéhrleistet ist, da} die synthetisierten
Rezeptorfusionsproteine aus humanen HEK 293 Zellen sekretiert werden.

Nach stabiler Transfektion von HEK 293 Zellen mit beiden Expressionsvektoren wurden
diese auf ihr Expressionsniveau fiir das heterodimere LIFRp/gp130-Rezeptorfusionsprotein
hin analysiert. Lediglich 16% (7 von 44) der untersuchten Klone exprimieren eine Mischung
der Rezeptorfusionsproteine. Dies erscheint nicht verwunderlich, da die Zellen einerseits zwei
verschiedene Plasmide aufnehmen und andererseits beide Plasmide stabil in das Genom
integrieren werden miissen. Die Wahrscheinlichkeit, dal die Zellen nur homodimere
Rezeptorfusionsproteine exprimieren, ist hoch, da in diesen Féllen nur ein Plasmid stabil
integrieren muf}, bzw. mehrere von der gleichen Art. Ein geeigneter Zellklon mit starker
Expression des heterodimeren LIFRp/gp130-Rezeptorfusionsproteins wurde ausgewidhlt und
zur Produktion von Rezeptorfusionsproteinen eingesetzt.

Als Quelle fiir die Expressionsklonierung von neuropoietischen Zytokinen bieten sich
kultivierte Herzzellen an, da sie einen oder mehrere unbekannte VIP-induzierende Faktoren
(HCM) produzieren. GPA wurde als Bestandteil dieser Aktivitdt ausgeschlossen (Geissen,
unverdffentlicht). Uberstinde aus LIFRp/gp130-Fc doppeltransfizierten Zellen sind in der
Lage, diese VIP-induzierenden Aktivititen in HCM zu blockieren, wihrend Uberstinde, die
nur homodimere gp130/gp130-Rezeptorfusionsproteine enthalten, dazu nicht in der Lage
sind. Dieses Resultat zeigt, dal das heterodimere LIFRp/gpl130-Rezeptorfusionsprotein
weitere VIP-induzierende Faktoren binden kann und damit geeignet ist Zellklone der
Expressionsbank zu identifizieren, die neuropoietische Zytokine exprimieren. Analog zur
»Secretion-Trap Expression Cloning“-Methode (Davis et al., 1996) wurde ein Screening-
Verfahren etabliert. In Vorexperimenten wurde zunéchst gezeigt, dal ein CNTFRa/gp130-
Rezeptorfusionsprotein (GPA-spezifisch) in der Lage ist, GPA-exprimierende COS-7 Zellen
zu detektieren. Hierbei dient zunidchst das Rezeptorfusionsprotein zur Detektion des
Liganden, ein Horse Raddish Peroxidase-gekopplelter anti-Fc-Antikdrper macht die GPA-
exprimierenden Zellen iiber eine DAB-Substratumsetzung sichtbar. Die gefiarbten Zellen
wurden als GPA-exprimierende Zellen iiber PCR und Sequenzierungen verifiziert. 6 von 8
isolierten, DAB-positiven Zellen enthielten ein GPA-Fragment. Daraus folgt, da} beim
Auflesen der DAB-positiven Klone von der Schale bis zu 25% der Zellen verloren gehen,

oder aber dall 25% der DAB-positiven Zellen falsch-positive gefiarbte Zellen darstellen.
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Alternative Isolationsvarianten mit Metall- und Kunstoffspateln wurden erprobt, jedoch
blieben die Zellen an den glatten Oberflichen nicht haften. Lediglich Zahnstocher erwiesen
sich durch die rauhe Oberflache als geeignet. Ein grofler Nachteil dieser Isolierungsmethode
ist, daB3 neben der DAB-positiven Zelle auch bis zu 10-20 benachbarte Zellen mit {iberfiihrt
werden. Dies ist, neben der Kotransfektionshdufigkeit ein Grund, warum bei der PCR-
Analyse (mit Insert-flankierenden Primern) von HCM-Bank/GPA-Plasmid (1:500)
kotransfizierten COS-7 Zellen bis zur vier unterschiedliche Fragmente bei einem isolierten,
DAB-positiven Klon auftraten. Aufgrund dieser hohen Fehlerquote wurde darauf verzichtet,
die isolierten DAB-positiven Zellen direkt iiber PCR mit Insert-flankierenden Primern zu
identifizieren. Im Gegensatz dazu wurden die DAB-positiven Zellen zu Pools von je 10 bis 15
Klonen vereinigt, die Plasmid-DNA isoliert und durch Retransformation in Bakterien
vermehrt. Erneute Tranfektion in COS-7 Zellen und die Detektion mit den
Rezeptorfusionsproteinen ermoglicht zum einen die Reduzierung der falsch-positiven Zellen
und zum anderen die Verifizierung und Anreicherung der DAB-positiven Zellen (d.h. Pools,
die positive Klone enthalten, sollten in der zweite Suchrunde eine erh6he Anzahl DAB-
positiver Zellen aufweisen). Nach Isolierung der Plasmid-DNA, Retransformation in
Bakterien und Isolierung einzelner Bakterienklone, konnen die unterschiedlichen
Expressionskonstrukte voneinander getrennt werden. Die anschlieBende Linearisierung und
Sequenzierung dieser Klone 148t nun eine Identifizierung zu.

Erste Suchzyklen in einer HCM-Expressionsbank mit aufgereinigten LIFRp/gp130- und
gp130/gp130-Rezeptorfusionsproteinen ergaben DAB-gefiarbte Zellen, deren
Plasmidsequenzen jedoch keine Ahnlichkeiten zu bisher bekannten neuropoietischen
Zytokinen aufweisen. Die Tatsache, daf} alle bisher gefundenen Gene (wovon einige noch
nicht sequenziert werden konnten) nicht zur Familie der IL-6-Zytokinfamilie gehoren, deutet
auf die hohe Fehlerquote dieses Screeningverfahrens hin. Mogliche Erklarungen sind, neben
den bereits oben erwihnten unspezifischen Bindungen der Rezeptorfusionsproteine, eine zu
geringe Empfindlichkeit des Nachweisverfahrens iiber Antikdrper und DAB-Firbung. Es
kann nicht ausgeschlossen werden, dafl erst eine Transfektion mit mehreren Plasmiden
notwendig ist, um ein nachweisbares Expressionslevel zu erhalten. Diese Vermutung wird
durch die unterschiedlich starken PCR-Banden unterstiitzt, die bei der PCR-Analyse auf
DAB-gefiarbte, GPA-transfizierte Zellen auftraten (Abb. 26). Es kann daher nicht
ausgeschlossen werden, da3 die Detektion von GPA-exprimierenden Zellen mit GPA-
spezifischem Rezeptorfusionsprotein nur mdglich war, weil mehrere Kopien des gleichen

Gens in ein und der selben Zelle eingebracht worden sind.
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Somit mull davon ausgegangen werden, dall selbst wenn neuropoietische Zytokin-
exprimierende Zellen in den DAB-positiven Zellen enthalten sind, diese nur sehr mithsam von
den falsch-positiven Klonen getrennt werden konnen. Fiir zukiinftige Arbeiten ist es daher
ratsam, die Zahl dieser falsch-positiven Zellen zu reduzieren und die Spezifitit der Signale zu
erhohen, indem z.B. nur das LIFRp/gp130-Reptorfusionsprotein bei der Screeningprozedur
verwendet wird.

Falls sich das Verfahren letztendlich als erfolgreich herausstellen sollte, so konnen die
hergestellten Rezeptorfusionsproteine dazu angewendet werden, weitere VIP-induzierende
Faktoren zu identifizieren. Solche VIP-induzierenden Faktoren wurden im Rahmen der
eigenen Untersuchungen in Zelliiberstdnden von kultivierten Retinazellen (RMG) und Miiller-
Gliazellen (AMG) gefunden. Die VIP-induzierenden Faktoren in AMG konnten weder mit
einem CNTF-Antagonisten, noch mit einem GPA-spezifischen CNTFRa-/gp130
Rezeptorfusionsprotein blockiert werden. Die Erkenntnis, dal GPA kein Bestandteil der VIP-
induzierenden Aktivitit in AMG ist, wird durch die Beobachtung gestiitzt, da} der
Uberlebenseffekt von AMG auf sympathische Neuronen nicht mit Antikdrpern gegen
CNTFRa (Reis et al., 2002) blockierbar ist. Vielmehr deuten die Blockierungsversuche mit
Rezeptorfusionsproteine-enthaltenden Uberstinden darauf hin, daB in AMG mindestens ein,
von GPA unterschiedliches, neuropoietisches Zytokin enthalten ist, das an dimere
Rezeptorkomplexe aus LIFRp/gp130 bzw. gp130/gp130 bindet. Untersuchungen an Maus-
Retinazellen bestdtigen die Prisenz zweier Faktoren aus der IL-6-Familie in AMG (Reis,
unverdffentlicht). Die Identitit der Faktoren in RCM sind mit denen in AMG vergleichbar.
Dies ist nicht iiberraschend, da Miillergliazellen dadurch gewonnen werden, indem die
neuronalen Zellen einer Retinazellkultur abgetotet werden (Reis et al., 2002).

Als weitere mogliche Quelle fiir eine VIP-induzierende Aktivitdt bietet sich vermutlich die
glatte Muskulatur der Arterien an, die durch cholinerge sympathische Fasern innerviert wird

(Zechbauer, unveroffentlicht).
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5.2 Schlufifolgerung

Im Rahmen der Dissertation wurde nachgewiesen, da3 die in vivo-Induktion von VIP in
sympathischen Neuronen iiber einen Rezeptorkomplex aus gp130 und LIFRp bewirkt wird.
Im Gegensatz dazu ist die Expression des cholinergen Markergens ChAT nicht betroffen. Zur
Identifizierung von Zytokinen, die an einen Komplex von LIFRp und gp130 binden, wurde
eine Expressionsklonierung durchgefiihrt. Hierzu konnte ein funktionelles LIFRpg/gp130-
Rezeptorfusionsprotein hergestellt werden, das in der Lage ist, VIP-induzierende Faktoren in
HCM, RCM und AMG zu blockieren. Uber Kontrollexperimente wurde ein
Expressionsklonierungs-Protokoll erarbeitet, das geeignet ist, auf Einzelzell-Ebene Zytokin-
exprimierende Zellen zu detektieren und aus diesen die Plasmid-Information zu ermitteln.
Somit wird das Verfahren als prinzipiell durchfiihrbar erachtet. In der bisher durchgefiihrten

Suchrunde gelang es jedoch nicht, neue neuropoietische Zytokine zu identifizieren.
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6. Zusammenfassung

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit stand die Untersuchung von Faktoren, die eine
physiologische Funktion bei der VIP-Induktion cholinerger sympathischer Neuronen des
Huhns besitzen. Die essentielle Bedeutung von neuropoietischen Zytokinen bei diesem
Differenzierungsprozess wurde bereits durch Geissen et al. (1998) gezeigt. Eine weitere
Eingrenzung der in vivo beteiligten Mitglieder dieser Zytokinfamilie sollte nun durch Kldrung
des beteiligten Rezeptorkomplexes vorgenommen werden.

Hierzu wurde zunichst die Klonierung des 5°‘-Bereiches der Huhn-LIFRg-cDNA unter
Verwendung der 5°-RACE-Technik abgeschlossen. AnschlieBend wurde ein antisense Ansatz
etabliert, der es ermoglicht, in vivo die Signaltransduktion iiber die Rezeptoruntereinheit
LIFRp zu blockieren.

Unter Verwendung eines retroviralen Expressionsvektors RCAS(B) wurde LIFRp antisense
RNA im sich entwickelnden Hiithnerembryo exprimiert. Dies bewirkte eine spezifische
Reduzierung der endogenen LIFRp-Expression in den infizierten Geweben, die iiber /n situ-
Hybridisierung und Immunfirbungen nachweisbar war.

Die Reduktion der LIFRp hatte keinen EinfluB auf die allgemeine Entwicklung des
sympathischen Ganglions. Sie fiihrte jedoch zu einer selektiven Reduktion der VIP-
Expression, wohingegen die frithe cholinerge (ChAT), noradrenerge (TH) und panneuronale
(SCG10) Genexpression unbeeinfluflt bleibt. Damit ist eindeutig gezeigt, dal neuropoietische
Zytokine, die iiber LIFRp wirken, essentiell sind fiir bestimmte Aspekte der terminalen

Differenzierung (VIP-Expression) cholinerger sympathischer Neuronen.

In Anlehnung an die vorangegangene Studie sollten unbekannte Zytokine, die an den
Komplex aus LIFRp- und gpl30-Rezeptoruntereinheiten binden, iiber eine
Expressionsklonierung identifiziert werden. Hierzu konnten funktionelle LIFRp-Fc/gp130-Fc
Rezeptorfusionsproteine hergestellt werden, die in der Lage sind, VIP-induzierende Faktoren
in HCM, RCM und AMG zu blockieren. Uber Kontrollexperimente wurde ein
Expressionsklonierungsprotokoll erarbeitet, das geeignet ist auf Einzelzellebene Zytokin-
exprimierende Zellen zu detektieren und aus diesen die Plasmid-Information zu ermitteln.
Somit wird das Verfahren als prinzipiell durchfiihrbar erachtet. In der bisher durchgefiihrten
Suchrunde in einer HCM-Bank gelang es jedoch nicht, neuropoietische Zytokine zu

identifizieren.
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