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Einleitung

2. EINLEITUNG

Chemokine sind kleine Proteine (8-12 kDa), die strukturell und funktionell
miteinander verwandt sind. Sie zahlen zu den chemotaktischen Cytokinen, die
in vivo und in vitro die Aktivierung und Migration von Immun- (z. B. Leukozyten)
und Nicht-Immun-Zellen (z. B. Blutzellen) steuern (Bleul et al., 1996; Oberlin et
al.,1996; Baggiolini et al., 1998; Nagasawa et al., 1999).

Im Nervensystem wurde die Cytokinexpression bisher Uberwiegend im Kontext
autoimmunologischer und entzindlicher Prozesse wie der experimentell
autoimmunen Enzephalomyelitis und der Multiplen Sklerose gesehen. Die
Cytokine sind dort mafR3geblich an der Entstehung, Ausbreitung und Limitierung
der Entzindungsreaktion beteiligt. Erst seit kurzem ist bekannt, dal3 Cytokine
nicht nur Autoimmunprozesse und Kklassische Entzindungsreaktionen
modulieren (Merril & Benveniste, 1996), sondern auch Signal- und
Effektorfunktionen bei priméar nicht entziindlichen Prozessen wie ischamischen
Hirninfarkten, traumatischen Hirnldsionen, Nervenfaserdurchtrennungen,
neurodegenerativen Erkrankungen und in der Entwicklung des Nervensystems
ausuben.

Die Klassifikation der chemotaktischen Cytokine ist abhéngig von der Anzahl
und dem Abstand der ersten Cysteine in der Aminosauresequenz und erfolgt in
vier Gruppen: CC (b-Chemokine), CXC (a-Chemokine), CX3C und C
(Hesselgesser et al., 1997; Hesselgesser et al., 1999).

Der Stromal cell Derived Factor-1 (SDF-1) z&hlt aufgrund des Cys(30)-Pro(31)-
Cys(32) Motivs zur CXC-Chemokinfamilie (Oppenheim et al., 1991) und
beinhaltet insgesamt vier Cysteine, die zwei Disulfidbricken bilden. Die
Aminosauresequenz von SDF-1 besitzt eine 32%ige Homologie zum
Interleukin-8 (Hauptaktivator der neutrophilen Granulozyten) des Menschen und
dem MIP-1a (macrophage inflammatory protein) der Maus.

Urspriinglich wurde SDF-1 aus einer Maus-Knochenmarkszelllinie (Tashiro et
al., 1993) isoliert. 1994 konnten Nagasawa et al. im menschlichen
Knochenmark SDF-1 nachweisen. Im Gegensatz zu vielen anderen
Chemokinen ist die Nukleotid- und Aminoséaure-Sequenz von SDF-1 zwischen
Maus und Mensch stark konserviert. Das humane sdf-1 Gen wurde auf
Chromosom 10q lokalisiert (Shirozu et al., 1995). Zusatzlich wurde gezeigt, daf3
durch alternatives Splei3en des sdf-1 Gens zwei alternative Isoformen, SDF-1a
und SDF-1b (Jiang et al., 1994; Shirozu et al., 1995) entstehen.

Mit dem Bestreben neue Gene zu finden, die wahrend der Ischiasnerv
Regeneration reguliert werden, wurde von einem Mitarbeiter (Gillen et al., 1995)
aus unserem Labor (Labor fir Molekulare Neurobiologie an der Heinrich Heine
Universitat Dusseldorf) eine neue SDF-1 Isoform isoliert, das SDF-1g. Bei
dieser Isoform handelt es sich vermutlich um ein weiteres Spleil3produkt des
sdf-1 Gens. Erste Daten, basierend auf Untersuchungen, die Marc Gleichmann
durchfiihrte (Gleichmann M., Dissertation, 1996), wurden im Juni 2000 publiziert
(Gleichmann et al., 2000).

Die drei SDF-1 Transkripte unterscheiden sich im carboxyterminalen Bereich
sowie in der 3‘-untranslatierten Region. SDF-1a kodiert fur 89 Aminosauren,
wobei 19 Aminoséauren als Signalsequenz abgespalten werden, und stellt somit
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mit einem Molekulargewicht von 7,8 kDa die kleinste SDF-1 Isoform dar. Nach
der kodierenden Sequenz folgt eine ca. 1500 bp lange nicht-kodierende
Sequenz, die keine Homologie zu SDF-1b und SDF-1g zeigt. Im Fall von SDF-
1b wird die SDF-1a Isoform um 4 Aminosauren carboxyterminal erweitert, d.h.
SDF-1b kodiert fur ein 93 Aminosduren langes Protein mit einem
Molekulargewicht von 8 kDa. Die ersten 19 AS kodieren auch hier fur eine
sekretorische Signalsequenz (Tashiro et al., 1993). SDF-1gist in den ersten 89
Aminosauren mit SDF-1b identisch. Danach folgen, bedingt durch eine 2572 bp
grol3e Insertion, 30 Aminosauren, die keine Homologie zu SDF-1b aufweisen.
Das theoretische Molekulargewicht betragt 12,5 kD.

Abspaltung putativer Neuropeptide

In der SDF-1b Aminosduresequenz der Ratte findet man an Position 89-90
(Lys-Arg) zwei basische Aminosduren, die ein typisches Motiv fur eine
proteolytische Peptidabspaltung darstellen kdnnten. Als Endprodukte wirde ein
verkurztes SDF-1b mit 88 AS (Met 1-Asn 88), sowie ein 5 Aminoséuren kurzes
Peptid (Lys 89 - Met 93) entstehen.

In der SDF-1g Aminosauresequenz finden sich carboxyterminal, kodiert durch
die 2572 bp lange Insertion, mehrere Paare basischer Aminosduren. Eine
maogliche proteolytische Peptidabspaltung wirde maximal 6 Peptide ergeben,
wovon drei C-Terminal mit einem Glycin enden wirden. Dieses Glycin kénnte
durch die Peptidyl-Glycin-a-amidierende-Monooxygenase (PAM) a-amidiert
werden. Bei dieser Reaktion handelt es sich um einen bekannten und weit
verbreiteten Mechanismus posttranslationaler Prozessierung von
Neuropeptiden. Zu den a-amidierten Peptiden zéhlen z. B. Gastrin, Oxytocin,
Vasopressin und Substanz P, wobei in den meisten Fallen die biologische
Aktivitat durch die a-Amidierung gewahrleistet wird (Eipper et al., 1992a; Eipper
et al., 1992b; Eipper et al., 1993).

Uber die Funkion und spontane Entstehung der SDF-1 Neuropeptide in vivo ist
allerdings nichts bekannt.

SDF-1 Gewebeexpression

In der adulten Maus wird die SDF-1a/b mRNA in unterschiedlichen Organen
exprimiert. Man findet sie in Milz, Niere, Leber, Magen, Verdauungstrakt,
Lunge, Herz, Thymus, Knochenmark und Gehirn (Nagasawa et al., 1999). Auch
wahrend der Embryogenese von Leber, Herz, Knochenmark und Gehirn scheint
SDF-1a/b eine Rolle zu spielen (McGrath et al., 1999; Nagasawa et al., 1999).
Mit Hilfe der Nothernblot-Analyse wurde 1996 von M. Gleichmann, im Rahmen
seiner Dissertation, die Gewebeverteilung der neuen SDF-1g Isoform,
vergleichend mit der SDF-1b Expression, in der adulten Ratte untersucht. So
wird die SDF-1b mRNA vorwiegend in Leber, Milz, Thymus und Niere
gefunden, SDF-1g dagegen uberwiegend in Lunge, Herz, Muskel, Gehirn
(Cortex, Hippocampus, subcorticale Kerngebiete, Cerebellum), Ischiasnerv und
Schwannzellen. SDF-1a mRNA wurde im Nervensystem der adulten Ratte nicht
detektiert (Gleichmann M., Dissertation, 1996). Mit dieser Analyse konnten
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allerdings die Zelltypen, die spezifisch SDF-1g im Nervensystem exprimieren,
nicht ermittelt werden.

SDF-1b/g Expression wéhrend der Nervensystem-Entwicklung und nach
Ischiasnerv-L&sion

Die SDF-1b/g mRNAs der Ratte werden entwicklungsabhangig unterschiedlich
exprimiert. M. Gleichmann zeigte dies zu unterschiedlichen Zeitpunkten
wahrend der Ischiasnerv- und Gehirn-Entwicklung mit Hilfe der Nothernblot-
Analyse.

Postnatal findet man im Ischiasnerv eine initial hohe SDF-1b Genexpression mit
kontinuierlicher Abnahme zu spateren Entwicklungszeitpunkten. SDF-1g wird
am Tag der Geburt nur schwach exprimiert, allerdings mit stetiger Zunahme
wahrend der ersten beiden Wochen, bis ein Maximum am 14. Tag erreicht wird.
Anschlieend folgt ein Abfall auf das basale Niveau adulter Tiere. Einen
ahnlichen Verlauf zeigen die mRNA-Muster wahrend der Gehirnentwicklung:
Zunéchst (P1) wird fast ausschlief3lich die SDF-1b Form exprimiert, bis sich das
Expressionsmuster am 17. Postnataltag allméhlich umkehrt und es zu einer
ausschlief3lichen SDF-1g Genexpression im adulten Tier kommt. Die Zelltypen
die spezifisch SDF-1g bzw. SDF-1b exprimieren konnten mit dieser Analyse
jedoch nicht ermittelt werden.

Auch nach einer Lasion des Ischiasnervs der Ratte werden die alternativen
Transkripte SDF-1b und SDF-1g differentiell reguliert. Bereits am 1. Tag nach
der Lasion kommt es zu einem Anstieg der SDF-1b mRNA Expression mit
maximalen Werten am 2. Tag. Parallel hierzu wird die SDF-1g Transkription
herunter reguliert. Nach einsetzender Regeneration entspricht das
Expressionsmuster eine Woche nach Quetschléasion wieder dem eines intakten
Nerven.

CXCR-4, der SDF-1 Rezeptor

Der Rezeptor, an den SDF-1 bindet, war lange Zeit unbekannt. 1996 klonierten
Oberlin et al. einen Ca?"-abhéngigen Rezeptor, bestehend aus sieben
Transmembrandomanen, der als CXCR-4 klassifiziert wurde. Das cxcr-4 Gen
enthalt zwei Exons und kodiert fir ein 48 kDa Protein (Caruz et al., 1998).
Dieser Rezeptor wurde bereits als Co-Rezeptor (Fusin) auf CDA4-
exprimierenden Lymphozyten gefunden und tragt genauso wie CD4 und CCR-5
zur HIV-1 Infektion bei (Feng et al., 1996, Oberlin et al.,, 1996; Samson et al.,
1996). Oberlin et al. und Bleul et al. erkannten Ende 1996 in dem CXC-
Chemokin SDF-la den natirlichen Liganden fur diesen CXCR-4/Fusin
Rezeptor und zeigten, dald er nach Rezeptorbindung die HIV-1 Permission in
Lymphozyten verhindern kann.

Homologe CXCR-4 Rezeptorsequenzen waren bereits seit Anfang der
neunziger Jahre bekannt, allerdings ohne Kenntnis der/des biologischen
Liganden, obwonhl eine grof3e Anzahl chemotaktischer Cytokine getestet worden
waren.

1994 klonierten Loetscher et al. den CXCR-4/Fusin homologen und 352
Aminoséuren langen GTP-bindenden, sieben-transmembran Rezeptor LESTR
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(leucocyte-expressed seven-transmembrane-domain receptor), indem mit einer
Interleukin-8 cDNA Probe eine humane Blut-Lymphozyten cDNA Bank
durchsucht wurde. Der gefundene neue Rezeptortyp band kein 11-8 und
erstaunlicherweise, obwohl eine 93%ige Homologie zum bovine neuropeptid Y
(NPY) Rezeptor (Rimland et al.,1991) besteht, auch kein NPY. Weitere
homologe Rezeptorsequenzen wurden von Herzog et al. (1993) in humaner
Niere und Lunge, sowie von Federsppiel et al. (1993) in humaner fotaler Milz
und von Jazin et al. (1993) im humanen fotalen Gehirn gefunden.

Im Gehirn wird CXCR-4 von vielen Zelltypen exprimiert, einschlie3lich Mikroglia,
Astrozyten, Neuronen und vaskularen Endothelzellen (Wong et al.,1996; Lavi et
al., 1997; Ohtani et al., 1998; Lazarini et al., 2000). CXCR-4 scheint, genauso
wie SDF-1, eine wichtige Bedeutung wahrend der Embryogenese vieler
Organe, besonders aber im neuronalen Gewebe zu besitzen (Nagasawa et al.,
1996b; Jazin et al., 1997; McGrath et al.,1999). CXCR-4 und SDF-1 defiziente
Maus Mutanten (knockout-Mause) zeigen beide eine Vielzahl von multiplen
Defekten, unter anderem eine identische, strukturabweichende Architektur des
Kleinhirns (Zou et al., 1998; Tachibana et al., 1998), bedingt durch eine
abnorme Migration der cerebellaren Zellschichten mit ektopisch liegenden
Zellen.

AulRerhalb des Nervensystems findet man in der embryonalen Leber dieser
Tiere eine starke Reduktion der B-Zell Vorlaufer. Die Myeloidzell Vorlaufer sind
nicht im Knochenmark, aber in der embryonalen Leber reduziert (Nagasawa T.
et al., 1996a). Zusatzlich findet man im Herzen der Mause einen schweren VSD
(Ventrikel-Septumsdefekt). Beide knockout Ma&ause-Stamme sind nicht
lebensfahig und sterben perinatal (Nagasawa et al., 1996a; Ma et al., 1998).

SDF-1 und CXCR-4 Funktionen

Uber die Rolle der a-Chemokine im Nervensystem ist wenig bekannt, trotz weit
verbreiteter Expression verschiedener CXC-Rezeptoren im Gehirn (Horuk et al.,
1997; Lavi et al.,1998). Der CXCR-4 Rezeptor ist aullerhalb des
hamatopoetischen Systems der am weitesten verbreitete funktionelle
Chemokinrezetor (Bleul et al., 1996). Im Immunsystem wirkt das a-Chemokin
SDF-1 Uber CXCR-4 stimulierend auf die Proliferation von B-Vorlauferzellen
und wirkt chemoattraktiv auf T-Lymphozyten und andere Leukozyten
(Nagasawa et al., 1994; Bleul et al., 1996; Oberlin et al., 1996). Vermutlich ist
nur SDF-la an der B-Zell Lymphopoese und Knochenmarks-Myelopoese
beteiligt.

Neben diesen einfachen immunmodulatorischen Funktionen von SDF-1 und
CXCR-4 scheinen beide Proteine eine grol3ere biologische Relevanz zu
besitzen als urspriinglich angenommen (Horuk, 1998).

Im Gehirn induziert SDF-1 die Migration von mikroglialen Zellen und Astrozyten
(Tanabe et al., 1997a). Zusatzlich kann SDF-1 in vitro eine CXCR-4 vermittelte
Apoptose in humanen neuronalen Zelllinien induzieren (Hesselgesser et al.,
1998a; Hesselgesser et al.,, 1998b; Kaul & Lipton, 1999). Wéahrend der ZNS
Entwicklung kdnnte diese apoptotische Elimination von nicht korrekt migrierten
Zellen zum richtigen Gewebeaufbau beitragen. Auch die Induktion von Zell-
Migration oder -Chemostase kann bei der Morphogenese von Geweben
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entscheidend dazu Dbeitragen einen Zellverband zu bilden oder
aufrechtzuerhalten. Das Verstandnis Uber die Verteilung von CXCR-4 im
Nervensystem koénnte daher Aufschlul? geben Uber die Entstehung von
neuronalen Mustern im Gehirn. Davor steht allerdings die Identifizierung der
Zelltypen, die im zentralen Nevensystem CXCR-4 und SDF-1 exprimieren.

Uber die SDF-1 Biedung an den Rezeptor kommt es zu einer Mobilisierung und
transienten Erh6hung von intrazellularem Kalziu
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einer immundefizienten Maus durch spezielle CXCR-4 neutralisierende
Antikorper verhindert werden (Mdiller et al., 2001).

An welcher der aufgefihrten Funktionen SDF-1g ausschlie3lich bzw. mitbeteiligt
ist, bleibt noch zu untersuchen. Zu Beginn der SDF-1g Analyse steht die
Charakterisierung der Genexpression, die eine Untersuchung der
Normalverteilung im Organismus und Bestimmung der Zelltypen, die das
Protein exprimieren, beinhaltet.




Einleitung

Problemstellung:

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, eine eingehende Charakterisierung der
Genexpression der neuen SDF-1gIsoform der Ratte durchzufiihren.

Mit Synthese spezifischer SDF-1 Primer und mit Hilfe der PCR-Analyse, sowie
cDNAs aus unterschiedlichen Geweben sollte untersucht werden, ob eine
ubiquitdre oder eine gewebespezifische Genexpression von SDF-1g vorliegt.
Zusatzlich sollte die Transkription der neuen SDF-1g Isoform mit der, der
Ubrigen SDF-1 Isoformen verglichen werden und vergleichend sollte auch die
Verteilung des CXCR-4 Rezeptors analysiert werden.

Im Zusammenhang mit der SDF-1b und SDF-1g Transkription in bestimmten
Geweben sollte vergleichend auch die Gewebeverteilung des PAM-Enzyms
(Peptidyl-Glycin-a-amidierende-Monooxygenase), im  Hinblick auf die
Entstehung putativer Neuropeptide, diskutiert werden.

Die zellulare Lokalisation der SDF-1g Expression sollte mit Hilfe der In situ
Hybridisierung im peripheren Nerven und wahrend der Gehirnentwicklung
erfolgen.

Wahrend eines Grol3teils der ZNS-Entwicklung sollte die Expression von SDF-1
g mit der Rezeptorexpression verglichen werden. Einzelne Hirnregionen, wie
z.B. Cortex, Hippocampus, Cerebellum, Bulbus olfactorius sollten wahrend der
ontogenetischen Entwicklung und Reifung zu verschiedenen Zeitpunkten mit
einer spezifischen SDF-1g und CXCR-4 RNA Sonde hybridisiert und das
Expressionsmuster vergleichend analysiert werden. Die verschiedenen
Zeitpunkte sollten dabei embryonale, postnatale und das adulte Stadium der
Ratte umfassen.

Diese schwerpunktméfige Untersuchung einzelner Hirnregionen mit
Identifizierung derjenigen Zelltypen im Nervensystem, die sowohl SDF-1g als
auch den CXCR-4 Rezeptor exprimieren, sollte Aufschlu? geben lber das
spezifische Verteilungsmuster beider Proteine

Eine Untersuchung der SDF-1g und CXCR-4 Proteinexpression sollte die
erhaltenen Transkriptionsdaten bestatigen.

Eine Analyse beider Proteine sollte mit spezifischen SDF-1 und CXCR-4
Antikdrpern an Gewebeschnitten durchgefuhrt werden. Eine in vivo Analyse an
Zelllinien mit beiden Antikérpern schlof3 sich an.

Die gewonnenen Daten sollten bewertet und im Hinblick auf die Méglichkeit
einer Aussage zur Funktion des SDF-1 Gens und dessen Protein beurteilt
werden.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Chemikalien und Enzyme:

Alle in dieser Arbeit aufgefihrten Chemikalien mit dem Reinheitsgrad p.a.
wurden, wenn nicht anders beschrieben, von folgenden Firmen bezogen:
Fluka (Neu-Ulm)

Merck (Heidelberg)

Roth (Karlsruhe)

Sigma (Deisenhofen)

Faust (Kdln)

Serva (Heidelberg)

Pharmacia (Schweden)

Promega (Mannheim)

Perkin Elmer (Applied Biosystems Division, USA)

Alle fur diese Arbeit notwendigen Enzyme lieferten folgende Firmen:
GIBCO/BRL (Fa. Life Technologie, Eggenstein)

Roche (Basel)

AGS (Heidelberg)

Biolabs (Schwalbach)

3.2 Standardpuffer, Losungen und Medien
Aufgefuhrte Puffer, Losungen und Medien wurden, wenn nicht anders
beschrieben, mit Aqua dest. angesetzt.

Agar/LBawe-Petrischalen

1,0 % Bactotrypton

0,5 % Bacto-Hefeextrakt

0,5 % NacCl

1,5 % Agar

Nach dem Autoklavieren, wurde das auf ca. 42°C abgekuhlte Medium mit
Ampizillin bis zu einer Konzentration von 100 pg/ml versetzt.

Ampizillin
25 mg/ml des Ampizillin Natriumsalzes wurden in Wasser geldst, sterilfiltriert,
aliquotiert und bei -20°C im Dunkeln gelagert.

Ethidium-Bromid-Losung
1% (w/v) Ethidiumbromid in Wasser
Die Losung wurde einige Stunden gerthrt und lichtgeschiitzt bei 4°C gelagert.

HEPES-Puffer
10 mM HEPES
2 mM MgCl,
Die Losung wurde auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt.
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LB-Medium

1,0 % (w/v) Bactotrypton

0,5 % Bacto Hefeextrakt

0,5 % NacCl

Das Medium wurde autoklaviert.

PBS fur Immunzytochemie
170 mM NacCl
3,35 mM KCI
4,0 mM Na,HPO,x 2H,0
1,84 mM KH,PO,

Die Losung wurde auf eine pH-Wert von 7,2 eingestellt und autoklaviert.

Phenol/Chloroform
Phenol/Tris wurde mit einem gleichen Volumen Chloroform versetzt und
lichtgeschutzt in einer dunklen Flasche bei 4°C gelagert.

Phenol/Tris

Festes Phenol wurde im 65°C-Wasserbad geldst. Das flissige Phenol wurde
anschlielend durch Ausschitteln mit 1 M Tris, pH 8,0 gesattigt und mit 2100 mM
Tris, pH 8,0 Uberschichtet.

RNase A (Fa. Roche)
10 mg/ ml H,O

Die Losung wurde 10 min bei 90°C erhitzt, aliquotiert und bei -20°C gelagert.

Tris1 M
1M Tris
Die Losung wurde auf einen pH-Wert von 8,0 eingestellt und autoklaviert.
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3.2.1 In situ Hybridisierungs-Puffer und -Losungen

H2Opepc
dH,O0 wurde mit 0,1% Diethylpyrocarbonat versetzt, kréaftig geschuttelt,
nach 12 Std. wurde die Losung autoklaviert

TE
100 mM Tris-HCI
50 mM EDTA
Die Losung wurde auf einen pH-Wert von 8,0 eingestellt.

PBS fur ISH
120 mM NacCl
2,7 mM KCI
7,0 mM NayHPO4x 2H,0
3,0 mM NaH2PO4X Hzo
Die Losung wurde mit H,Opgpc angesetzt, auf einen pH-Wert von 7,4
eingestellt und autoklaviert.

TEA

0,1 M Triethanolammoniumhydrochlorid
Die Losung wurde mit 10 N NaOH auf einen pH-Wert von 8,0 eingestellt.

Hybridisierungsmix

50% Formamid

1x Denhardts-L6sung

20 mM Tris-HCI pH 8,0

1 mMEDTA

300 mM NacCl

10 % Dextransulfat 500000

500 pg/ml Backerhefe tRNA

Die Losung wurde mit H,Opgpc angesetzt.

20x SSC

3 M NacCl

300 mM Natrium-Citrat

Die Losung wurde auf einen pH-Wert von 7,0 eingestellt und anschlie3end
autoklaviert. Fur die Prahybridisierung wurde die Losung mit HzOpgpc
angesetzt.

RNase Puffer
10 mM Tris-HCI pH 8,0
1 mM EDTA
500 mM NacCl

TBS fur ISH
100 mM Tris-HCI pH 8,0
150 mM NacCl
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Blockier Losung

2% NGS (normales Ziegenserum)
0,15% Triton X-100

Die Losung wurde mit TBS angesetzt.

Substrat Puffer
100 mM Tris-HCI pH 9,5
100 mM NacCl

3.2.2 Qiagen-Puffer

P1 (TE)

50 mM Tris/HCI

10 mM EDTA

Die Losung wurde auf einen pH-Wert von 8,0 eingestellt.

P2 (NaOH/SDS)
0,2 M NaOH
1% (w/v) SDS

P3 (3M Kaliumacetat)

3 M Kaliumacetat

2 M Eisessig

Die Losung wurde mit Eisessig auf einen pH-Wert von 5,5 eingestellit.

3.3 Primer:
Die verwendeten Primer wurden von der Fa. MWG Biotech (Ebersberg)
bezogen:

SDF-1a:

SDF 1AP1 5-GCT TCT CAC CTC TGT AGC CTG AC-3

(nt 998-1020, sense)

SDF 1AP2 5'-GGG TTC CAA TCA GAA ATG GAG AC-3
(nt 1380-1403, sense)

SDF 1AM1 5-GCT AGT GCA TAT AAT GTC ACAGTT G-3f
(nt 1731-1707, antisense)

SDF-1b:

SDF 1BP1 5-CTT TCACTC TCG GTC CAC CTC GGT G-3
(nt 1-25, sense)

SDF 1BP2 5'-CAG TCA GCC TGA GCT ACA GAT GC-3

(nt 122-144, sense)

SDF 1BM1 5-TGG CCT TGG CCT GTC ACC AAT GAC G-3
(nt 572-548, antisense)

SDF 1BM2 5-TCT TCC CTG ACC TCA CAC TCC TG-3

(nt 758-736, antisense)

14



Material und Methoden

SDF-1g;

SDF 1GP1 5-TCT GCT AAG CTA TGA AGA AAG ATG T-3
(nt 661-685, sense)

SDF 1GM1 5-TTG GGA TAT TAG GTA ATT CCA GAG C-3
(nt 1313-1289, antisense)

CXCR-4:

Lestr P1 5-ATA ATT ACA CCG AGG ATG ACT TG-3¢

(nt 96-118, sense)

Lestr M1  5-TAG AGG ATG GGA TTC AGG CAG CA-3'

(nt 990-968, antisense)

Fusin P1 5'-GGA TGA AAA CGA AAA CTT CAA CAG G-3
(nt 159-184, sense)

Fusin M1  5-CGT GAT GGA GAT CCA CTT GTG CAC G-3
(nt 946-922, antisense)

3.4 Antikorper:

Alle Antikorper sind unter Angabe der Immunglobulinklasse, des Herstellers und
der verwendeten Arbeitskonzentration aufgefuhrt.

1. AK:

SDF-1b:

Anti-SDF-1 (C19): Ziege polyklonal 1gG, 1:100 (Fa. Santa Cruz, Heidelberg)
CXCR-4:

Anti-Fusin (C20): Ziege polyklonal 1gG, 1:100 (Fa. Santa Cruz, Heidelberg)

2. AK:
Biotinylierter anti Ziege aus Pferd IgG 1:400 (Fa. Vector Laboratories, USA)

Avidin-Reagenz:
FITC-Streptavidin (Fluoreszein Avidin D) 1:400 (Fa. Vector Laboratories, USA)

3.5 Tiere:

Gewebe und Zellen wurden aus Wistar-Ratten isoliert, die von der Zentralen
Tierversuchsanlage (TVA) der Heinrich-Heine-Universitat bezogen wurden.

Die Tiere wurden in der TVA unter spezifiziert pathogenfreien Bedingungen
(SPF) bei einer Temperatur von 21°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von
50%+/-5% gezuchtet. Die Haltung erfolgte in zwoélfstindigem Hell-
Dunkelwechsel.

Die Totung der Tiere erfolgte gemaf dem geltenden Tierschutzgesetz.

15



Material und Methoden

3.6 Primare Zellkulturen:

3.6.1 Material und Medien

96-Loch-Mikrotiter-Platten stammten von Becton und Dickinson (Heidelberg).
Alle anderen fur die Zellkultur verwendeten Flaschen und Schalen wurden von
Greiner (Solingen) bezogen. Die in der Zellkultur verwendeten Grundmedien
Dulbeccos modifiziertes Eagle Medium (DMEM) und Hams F12 Medium sowie
das fotale Kalberserum (FCS) wurden steril und gebrauchsfertig von der Firma
GIBCO/BRL bezogen.

3.6.2 Neuronale Zellkultur

Neocorticale Neurone wurden aus Ratten des Embryonaltages 15 (E15)

gewonnen (Muller, H.W. et al., 1984). Nach T6tung des Muttertieres wurden die

Foten entnommen, die anschlieRende Praparation des Gewebes erfolgte mit

Hilfe der Stereolupe unter einer horizontalen, sterilen Werkbank (Gelaire, Flow).

1. Entnahme des Gehirns und Entfernung der Meningen.

2. Die Cortizes wurden abgetrennt und in DMEM gewaschen.

3. Die Cortizes wurden 10 min bei 37°C in 0,05% Trypsin/ 0,02% EDTA
Losung (v/v) (Fa. Roche) inkubiert.

4. Die Trypsinisierung wurde durch Zugabe von 10% FCS in DMEM gestoppt.

5. Das Gewebe wurde 2x mit DMEM gewaschen und in 2 ml N2-Medium (75%
DMEM, 25% Hams F12, 3,9mM L-Glutamin, 5ug/ml Insulin, 100pg/mi
Transferrin, 20nM Progesteron, 100uM Putrescin, 30nM Na-Selenit)
aufgenommen.

6. Vorsichtiges Scheren des Gewebes mit Pasteurpipetten, deren Offnungen
durch Abflammen zunehmend verengt wurden. Dadurch wurden die Zellen
vereinzelt.

7. Entfernung der verbliebenen Zellaggregate durch Filtrieren durch
Nylongaze (Porengréf3e 30 um, Neolab, Heidelberg).

8. Bestimmung der Viabilitat durch Farbung der lebenden Zellen mit
Fluoreszeindiacetat (FDA).

9. Ein Aliquot der Zellsuspension wurde mit dem gleichen Volumen FDA-
Lésung (0,042% in Aceton, 1:10 in 10% FCS/DMEM) verdinnt, gemischt
und die fluoreszierenden Zellen in einer Thoma-Zahlkammer unter dem
Fluoreszenzmikroskop gezahlt.

3.6.3 Schwannzellkultur

Schwannzellen wurden aus Ischiasnerven der adulten Ratten gewonnen. Nach

Totung des Tieres wurden die Ischiasnerven freigelegt und entnommen.

1. Die Ischiasnerven wurden zerkleinert und in DMEM gewaschen.

2. Das Gewebe wurde 5 min bei 2000 Upm zentrifugiert.

3. Der Uberstand wurde verworfen.

4. Das Gewebe wurde 60 min bei 37°C mit 2,5% Trypsin/ 0,6% Kollagenase in
DMEM L6sung inkubiert.

5. Die Trypsinisierung wurde durch Zugabe von 10% FCS in DMEM gestoppt.

6. Das Gewebe wurde 5 min bei 1500 Upm zentrifugiert.

7. Der Uberstand wurde verworfen.
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8. Der Niederschlag wurde in 0,5% FCS in DMEM aufgenommen und mit einer
Spritze trituiert.

9. Das Zellhomogenat wurde durch Nylongaze (Porengréf3e 60 um, Neolab,
Heidelberg) filtriert.

10.Das Filtrat wurde 5 min bei 1500 Upm zentrifugiert.

11.Der Uberstand wurde verworfen.

12.Der Niederschlag wurde in 5 ml 0,5% FCS in DMEM aufgenommen und in
eine unbeschichtete Kulturflasche gegeben.

13.Der Mediumwechsel erfolgte 1x pro Woche.

3.7 Bakterienstamme:
In der vorliegenden Doktorarbeit wurden ausschliel3lich Derivate des E.coli
Stamms DH5a verwendet.

3.8 Vektoren und Plasmide:

pBluescript Il KS +/- (Fa. Stratagene, Niederlande)

Das Plasmid enthalt fur die Blau-Weil3 Selektion die kodierende Region des b-
Galaktosidase-Gens von E.coli.

3.9 Standardmethoden der Molekularbiologie:

Alle Methoden wurden, wenn nicht anders beschrieben, nach Sambrook et al.,
1989 durchgefuhrt.

3.9.1 Ligation
Ligationen wurden mit dem Rapid DNA Ligations Kit (Fa. Roche) durchgefuhrt
und 5 min bei RT inkubiert.

3.9.2 Kompetente Zellen
Es wurden ausschlie3lich E.coli Bakterien im ToplO0 One Shot Kit (Fa.
Invitrogen, Niederlande) verwendet.

3.9.3 Transformation

Die Transformation von Bakterien wurde nach folgendem Protokoll

durchgefuhrt:

1. 50 pl kompetente Zellen (Top 10) wurden auf Eis aufgetaut.

2. 5yl Ligationsansatz wurde hinzugefugt und vorsichtig gemischt.

3. Der Ansatz wurde 30 min auf Eis inkubiert und dann 45 sek. auf 42°C
erhitzt.

4. Erneut wurde 2 min auf Eis inkubiert, anschlieBend 900 ul LB Medium
zugegeben und der Ansatz bei 37°C 60 min geschuttelt.

5. 50 bis 100 pl Aliquots wurden auf Agar/LBamp-Petrischalen ausgestrichen
und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.
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3.9.4 Plasmid-Mini-Praparation

Bei der Praparation wurden die Puffer P1-P3 der Fa. Qiagen (Hilden) benutzt.

1. Von einer 3 ml Uber Nacht angewachsenen Bakterienkultur wurde 1,5 ml in
ein Eppendorfreaktionsgefal’ tberfihrt und 45 sek. in einer Eppendorftisch-
zentrifuge bei maximaler Geschwindigkeit abzentrifugiert.

2. Der Uberstand wurde verworfen und der Bakterienniederschlag in 300 pl TE
mit 3 pl RNase A (10 pg/ml) (P1) resuspendiert.

3. 300 pl frisch angesetzte NaOH/SDS Loésung (P2) wurde zugegeben,
gemischt und 5 min bei RT inkubiert.

4. 300 pl kaltes 3M Kaliumacetat (P3) wurde zugegeben, vorsichtig gemischt
und 5 min auf Eis inkubiert.

5. In einer Eppendorftischzentrifuge wurde bei 4°C und maximaler
Geschwindigkeit 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein frisches
Eppendorfreaktionsgefald tberfihrt.

6. 500 ul Isopropanol wurden zugegeben, gut gemischt, 5 min bei RT inkubiert
und erneut, wie oben beschrieben, zentrifugiert. Anschliel3end wurde der
Uberstand verworfen.

7. Der Niederschlag wurde mit 750 pl 70%igen EtOH (-20°C) gewaschen,
erneut wie beschrieben zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig
verworfen.

8. Das Prazipitat wurde unter Vakuum getrocknet und in 50 pl HO
resuspendiert.

3.9.5 Phenol/Chloroform-Extraktion von Plasmid DNA

Nach Zugabe von 1 Vol Phenol/Chloroform (1:1) zur wassrigen DNA LOsung
wurde die Suspension gemischt. Die Phasentrennung erfolgte durch 5 min
Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit in einer Eppendorf-
tischzentrifuge. Die wassrige Phase wurde nach Zugabe von 1 Vol
Chloroform erneut extrahiert und 5 min zentrifugiert. Die wassrige Phase
wurde dann fur die EtOH-Prazipitation eingesetzt.

3.9.6 EtOH-Prazipitation

Nach Zugabe von 1 Vol NH-Acetat (5 M, pH 7,2) oder 0,1 Vol Na-Acetat (3 M,
pH 5,2) und 2,5 Vol EtOH wurde die DNA-haltige Losung nach der Phenol/
Chloroform Extraktion mehrmals grindlich geschuttelt und 30 min bei 4°C in
einer Eppendorftischzentrifuge zentrifugiert. Bei geringen DNA-Konzentrationen
wurden die Proben fir 1-2 Std. bei -80°C oder UN bei -20°C inkubiert. Vor
Aufnahme des DNA-Préazipitats in TE oder H,O wurde es getrocknet.

3.9.7 Endonukleolytische Spaltung von Plasmid DNA
Fur die Reaktionanséatze wurden die Puffer benutzt, die vom Hersteller zu den
Enzymen geliefert wurden und es wurde nach Angabe verfahren.
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3.9.8 Photometrische Konzentrationsbestimmung far

nukleinsaurehaltige Losungen

Die DNA Konzentration wurde durch OD Messung bei 260 und 280 nm
(A260/280) bestimmt. Die OD Werte entsprechen folgenden Konzentrationen:
A260=1,00D = 50 pgds DNA/mI

40 pg RNA/ml

20 pg Oligonukleotid/ml
Das Verhaltnis von A260 zu A280 ist ein Mal} fur die Reinheit der praparierten
Nukleinsaure. Der Wert sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

3.9.9 RNA-Praparation
Eine RNA-Praparation wurde mit dem RNeasy Mini Kit (50) (Fa. Qiagen,
Hilden) durchgefihrt.

3.9.10 Reverse Transkription

Aus Gesamt-RNA veschiedener Gewebe wurde mittels einer Reversen
Transkriptase (Superscript TM Il, Fa. GIBCO/BRL) cDNA gewonnen.

Die Reaktion wurde in einem 20 pl Ansatz nach den unten aufgefiihrten
Mengenangaben durchgefihrt.

1l RNA (1 pg/ul)
4yl 5x Puffer (250 mM Tris pH 8,3, 375 mM KCI, 15 mM MgCly)
2ul DTT (0,1 M)
4 pul dNTPs (2,5 mM)
1 ul  Oligo (dT)zo-Primer (0,5 pg/ul)

0,3 I RNasin (40 U/ul, Fa. Promega)
1 pl Superscript TM 11 (200 U/pl)

6.7l H2Opepc

Total: 20ul

Temperaturprofil der cDNA Synthese: 5 min 20°C, 1 Std. 44°C, 5 min 99°C.
Die cDNA kann direkt fir eine PCR-Amplifikation eingesetzt werden.
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3.9.11 PCR-Amplifizierung

1 pl eines RT-PCR-Ansatzes wurde in einer PCR-Amplifizierung mit einem
Primer gegen das 3'- bzw. 5'- Ende der zu amplifizierenden bekannten Ratten-
cDNA-Sequenz eingesetzt:

1 ul RT-PCR-Ansatz (cDNA ca.10-30 ng/pl)
xul MgCl; (1,5 mM - 2,0 mM)
3 ul 10x PCR Puffer Il (Fa. Perkin Elmer)
3 ul dNTPs (2,5 mM)
1,5yl P (sense)-Primer (20 pmol/ul)
1,5yl M (antisense)-Primer (20 pmol/pul)

3u DMSO
0,5l Ampli Taq (5 U/ul, Fa. Perkin Elmer)/ Pfu (3 U/ul, Fa. Promega)
y Ul H2Opepc

Total: 30ul Ansatz + Mineraldl (ca. 20 pl)

N&here Bezeichnung der M- P- Primer fur SDF-1 und CXCR-4 siehe unter 3.3.
Temperaturprofil der PCR-Amplifizierung (modifiziert nach Bajetto et al., 1999):
1x (5 min 94°C); 30-40x (30 sek. 94°C, 30 sek. 60°C, 30 sek. 72°C); 1x (1 min
72°C).

Nach erfolgter PCR wurden 8 pl aus dem Ansatz auf einem 1,5%igem Agarose-
Gel elektrophoretisch aufgetrennt.

3.9.12 DNA-Sequenzierung

Sequenziert wurde mit dem DNA Sequencing Kit der Fa. Perkin Elmer. Die
Aufreinigung der fur die Sequenzierung benotigten PCR-Produkte erfolgte tber
Spin-Saulen nach Angaben des Herstellers (PCR-Purification Kit, Fa. Qiagen,
Hilden). Nach der Sequenzreaktion wurde das gesamte Probenvolumen uber
Centrisep-Saulen (Centrisep Spin Columns; Fa. Perkin Elmer) aufgereinigt und
im ABI 310 Genetic Analyzer Sequenzer (Fa. Perkin Elmer) mittels
Kapillarelektrophorese vollautomatisch aufgetrennt. Die vom erhaltenden
Elektropherogramm abgeleiteten Nukleinsauresequenzen wurden mit Hilfe der
Software DNAsis (Fa. Hitachi, Japan) an einem handelstblichen PC
ausgewertet.

3.9.13 Herstellung Digoxigenin-markierter Transkripte

Die zu untersuchenden SDF-1a b gund CXCR-4 cDNAs, mittels PCR generiert,
mufdten in einen RNA-Expressionsvektor (z.B. pBluescript [l KS+/-) kloniert
werden.

Um Transkripte in sense- und antisense-Orientierung zu erhalten wurden die
Plasmide mit der SDF-1 cDNA (a: nt 998-1731; b: nt 1-572; g nt 661-1313) und
CXCR-4 cDNA (nt 159-946) mit geeigneten Restriktionsenzymen linearisiert
(Die Verwendung von jeweils zwei nebeneinanderliegenden
Restriktionsenzymen erhéhte die Wahrscheinlichkeit einer vollstandigen
Linearisierung. Restriktionsenzyme die 5'-Uberhédngende Enden erzeugen sind
ungeeignet, da diese Enden von RNA-Polymerasen auch als Startpunkte der
RNA-Synthese benutzt werden kdnnen. Hierzu gehéren z.B.: Bgl I, BstX I, Kpn
l, Pst1, Pvu I, Sac I, Sac Il, Sfi I, Sphi I).
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Die in vitro Transkription wurde mit der T3 bzw. T7 RNA Polymerase unter
Verwendung des DIG RNA Labeling Kits (SP6/T7) (Fa. Roche) nach Angaben
des Herstellers durchgefiihrt (hierbei wurde Digoxigenin-konjugiertes UTP in die
Transkripte eingebaut).

2 yul - 10x Transkriptionspuffer
1 pl RNase Inhibitor (40U/ul)
2 pl - 10x Dig RNA Labeling Mix
2yl linearisiertes Plasmid (0,5 pg/ul)
11yl H2Opepc
2ul T3 bzw. T7 RNA-Polymerase (20 U/pul)
Total: 20ul

Es wurde 2 Std. bei 37°C inkubiert. Die Plasmid DNA wurde mit 2 pl Dnase |
(20 U/ul) 15 min bei 37°C abgebaut. Mit 2 pl 0,2 M EDTA pH 8,0 wurde die
Reaktion  abgestoppt.  Nichtinkorporierte  Nukleotide  wurden  durch
Gelchromatographie abgetrennt (MicroSpin  S-200  HR Columns, Fa.
Pharmacia). Die Aliquots wurden UV-spektrometrisch vermessen, mit
Hybridisierungsmix auf 20 ng/ul verdinnt und bei —-20°C gelagert. Die
Digoxigenin markierten SDF- und CXCR-4-Transkripte konnten mit einem Anti-
Digoxigenin-Antikorper (Fa. Roche) in der In situ Hybridisierung nachgewiesen
werden (siehe 3.10.4).

3.10 Histochemische Methoden:

3.10.1 Gewebevorbehandlung

Das fir Kryostatschnitte verwendete Gewebe wurde in Tissue-Tec (Fa. Miles,
Naperville, USA) eingebettet und in Methylbutan bei -50°C vorsichtig
eingefroren.

Fur die Paraffineinbettung von Gehirn und Rickenmark wurden die Tiere
zunachst mit 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,0 und dann mit einer Formalin-
Pikrinsaure-Ldsung (5% (v/v) Essigsaure, 4% (w/v) Paraformaldehyd, 0,85%
(w/v) Pikrinséure) transkardial perfundiert und die Organe nach Entnahme fir 4
Std. in der gleichen LOdsung nachfixiert. Ischiasnerven wurden direkt in der
Formalin-Pikrinsaure-Losung fur 4 Std. immersionsfixiert. Anschlie3end wurden
die Gewebe in 70% Ethanol, 0,025% Ammoniakldsung mehrere Tage entfarbt
und in 100% Ethanol bei +5°C bis zur Paraffineinbettung gelagert.

3.10.2 Paraffineinbettung

Die in Ethanol gelagerten Gewebe wurden in 5 mm grof3e Stiicke zerkleinert
und in 80% Ethanol fur 30 min, in 90% Ethanol fir 30 min und in 98% Ethanol
fur 3x 30 min. entwassert. Nach Inkubation in Methylbenzoat fir 2 Std. und in
Benzol fur 15 min wurden die Gewebe fur 30 min. in ein Benzol/Paraffin-
Gemisch (1:10 v/v) bei 60°C uberfuhrt. Es folgten Inkubationen in Paraffin
(Paraplast plus, Fa. Monoject, St. Louis, USA) bei 60°C fur 30 min, 60 min
sowie Uber Nacht bei anschlieRender Einbettung der Gewebestiicke in Silikon-
GuRformen (Fa. Reichert-Jung, USA).
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3.10.3 Anfertigung von Mikrotomschnitten

Objekttrager wurden im Ultraschallbad gereinigt, gespilt und in einem
Methanol/Azeton-Gemisch (3:1,v/v) fir 2 Std. eingelegt. Dann wurde mit Azeton
gespult, 15-20 sek. mit TESPA-L6sung (2% 3-Aminopropyl-triethoxysilan in
Aceton; Fa. Aldrich, Steinheim) beschichtet, wieder in Azeton gespult und an
der Luft getrocknet.

Aus den Paraffinblécken wurden auf einem Rotationsmikrotom (Autocut, Fa.
Reichert-Jung, USA) mit Glasmessern 5-6 um dicke Gewebeschnitte
hergestellt, auf TESPA beschichtete Objekttrager aufgezogen und tber Nacht
bei 45°C getrocknet.

3.10.4 In situ Hybridisierung
Da das ISH Protokoll sehr ausfiuhrlich ist und sich tUber drei Tage erstreckt, wird
es nur stichpunktartig aufgefuhrt.

1.Tag:

1. Entparaffinieren:
Paraffinschnitte mit Xylol fur 10 min entparaffinieren und tber eine
absteigende Ethanolreihe (100-90-70%) rehydrieren.
Gewebe 2x in H,Opgpc spilen.

2. Proteinase-K Behandlung:
Praparate in TE bei 37°C 1x spulen.
Schnitte 30 min bei 37°C mit Proteinase K (1pg/ml) in TE inkubieren.
Reaktion 3 min mit 4%igem Paraformaldehyd/PBS bei RT abstoppen.
Gewebe 2x in H2Opepc Spulen.

3. Acetylierung:
Préparate 1x in TEA spulen.
0,25% Essigsaureanhydrid in TEA frisch ansetzen und Préparate bei RT
10 min inkubieren.
Gewebe 2x in H,Opgpc spilen.

4. Trocknen:
Praparate in aufsteigender Ethanolreihe (70-90-100%) entwassern und
trocknen.

5. Prahybridisierung:

- Préaparate in Hybridisierungsmix (pro OT ca. 150 pl und mit
Parafilmstreifen blasenfrei abdecken) bei 55°C fur 3 Std. in feuchter
Kammer inkubieren.

Gewebe 1x in 2x SSCpepc spllen.
Gewebe 2x in H,Opgpc spilen.

6. Trocknen:
Praparate in aufsteigender Ethanolreihe (70-90-100%) entwassern und
trocknen.
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7. Hybridisierung:
- RNA-Probe (2 ng/ul in Hybridisierungsmix verdunnt; siehe 3.9.13) auf
OT auftragen.
Schnitte eindeckeln mit Deckglaschen und mit Best Test Papierleim
(USA) verkleben.
Uber Nacht bei 55°C in feuchter Kammer inkubieren.

2.Tag:

1. Nachbehandlung:
Préaparate bei RT in 2x SSC einweichen und Deckglaschen vorsichtig
vom OT entfernen.

2. RNase A-Verdau:
Préaparate mit RNase-Puffer (37°C) 1x vorspulen.
20 min bei 37°C mit RNase A (20 pg/ ml in RNase-Puffer) inkubieren.

3. Waschen:
Praparate 3x 20 min in 2x SSC bei 50°C waschen.
Praparate 3x 20 min in 0,1x SSC bei 50°C waschen.
OT 1x in TBS spilen.

4. Blocken:
Praparate 30 min mit Blockier Losung bei RT in feuchter Kammer
inkubieren (pro OT ca. 150 pl und mit Parafilmstreifen blasenfrei
abdecken).

5. Digoxigenin-Detektion:
Praparate mit Anti-Digoxigenin/Alkalischem Phosphatase-Konjugat (Fa.
Roche; 1:500 in 1% Normal Goat Serum/ 0,15% Triton X-100/TBS) tber
Nacht bei 4°C inkubieren (pro OT ca.150 pl und mit Parafilmstreifen
blasenfrei abdecken).

3.Tag:

1. Nachbehandlung:
Préparate 1x in TBS spulen.
Préparate 1x in Substrat-Puffer vorspulen.

2. Entwicklung:

- Detektion im Dunkeln fur 1-6 Std. oder tber Nacht in 0,33 mg/ml NBT
(Nitroblue-Tetrazolium)/ 0,175 mg/ml BCIP (Bromchlorindolylphosphat)
in Substrat-Puffer.

Unter dem Mikroskop Signalstarke kontrollieren. Durch mehrfaches
spulen in H,O Reaktion abstoppen.
Praparate mit Aquatex (Fa. Merck) eindeckeln.

Die Hybridisierungen wurden mit antisense orientierten RNA-Transkripten
durchgefuhrt. Zu jeder antisense Hybridisierung wurde das sense RNA-
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Transkript des jeweiligen Klons auf dem gleichen Objekttrager an benachbarten
Gewebeschnitten als Negativ-Kontrolle verwendet.

3.10.5 Immunhistochemie
Das folgende Protokoll diente zur immunhistochemischen Farbung von Paraffin-
und Kryostat- Gewebeschnitten.
1. Nur fur Paraffinschnitte:
Mit Xylol 10 min entparaffinieren und Uber eine absteigende Ethanolreihe
(100-90-70%) rehydrieren.
Fur Kryostatschnitte:
Praparate 5 min mit 4%igem Paraformaldehyd/PBS fixieren.
2. Ab 2. identisches Vorgehen fur Paraffin- und Kryostatschnitte:
Gewebe 1x in PBS spilen.
3. Schnitte 30 min bei RT mit 3%igem Serum/PBS (je nach 2.
biotinyliertem Ak, z.B. Ziegenserum, Pferdeserum) blocken.
Praparate mit 1. Ak in PBS verdiinnt 2 Std. bei RT inkubieren.
Gewebe 1x in PBS spilen
Préaparate mit 2. biotinyliertem Ak in PBS verdinnt (1:200 bzw. 1:50) 30 min
bei RT inkubieren. Gleichzeitig ABC-Elite-Komplex (Fa. Vector
Laboratories, USA) ansetzen.
7. Gewebe 1x in PBS spiulen.
8. Praparate mit ABC-Elite-Komplex 30 min bei RT inkubieren.
9
1

o gk

. Gewebe 1x in PBS spilen.
0. Praparate mit DAB-L6sung (0,7 mg/ml in PBS), unmittelbar vorher mit 0,3
pI/ml 35%igem H,O, versetzen und10 min bei RT entwickeln.
11. Durch mehrfaches Spiilen in H,O Reaktion abstoppen.
12. Praparate mit Aquatex (Fa. Merck) eindeckeln.

3.10.6 Immunzytochemie

Zur immunzytochemischen Farbung wurden Neuronen- und Schwannzell-
kulturen wie unter 3.6 beschrieben angelegt. Die Zellen wurden in mit 10 mm
Deckglaschen bestlckten 48-well-Titerplatten in 10% FCS/DMEM ausgesat und
unter Standardbedingungen kultiviert. Es erfolgte alle zwei bis drei Tage ein
Mediumwechsel bis zur Konfluenz (ca. 4- 5 Tage).

1. Zellen 1x in PBS spiilen.

2. Zellen 10 min mit 4%igem Paraformaldehyd/PBS fixieren.

3. Zellen 3xin PBS spiilen.

4. Deckglaschen 2 Std. bei RT mit 3%igem Serum/ PBS (je nach 2.
biotinyliertem Ak, z.B. Ziegenserum, Pferdeserum) blocken.

Zellen mit 1. Ak, in PBS verdunnt, 24Std. bei 4°C inkubieren.

Zellen 3x in PBS spiilen.

Préaparate mit 2. biotinyliertem Ak, in PBS verdinnt (1:200 bzw. 1:50),

1 Std. bei RT inkubieren.

8. Zellen 3xin PBS spiilen.

9. 1h bei RT Detektion mit FITC- Avidin.

10. Zellen 3x in PBS spiilen.

11. Zellen 2 min mit Dapi (20mml PBS, Fa. Roche) farben.

No o
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12. Zellen 3x in PBS spiilen.

13. Zellen 1x in PBS spiilen.

14. Durch mehrfaches Spiilen in H,O Reaktion abstoppen.

13. Praparate mit Mounting Medium (Fa. Vector Laboratories, USA) eindeckeln.
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4. ERGEBNISSE

4.1 RT-PCR-Analyse der gewebespezifischen Expression von
SDF-1 und CXCR-4:

Um zu ermitteln ob SDF-1, speziell die neue SDF-1gIsoform (Gleichmann et al.,
2000) und CXCR-4 in den gleichen Geweben exprimiert werden, wurde RNA
aus Ischiasnerv, Gehirn zu verschiedenen Entwicklungszeitpunkten und andere
relevante Gewebe, in denen eine SDF-1 Expression beschrieben wurde (Zou et
al., 1998; Horuk, 1998; McGrath et al., 1999) revers transkribiert und mittels
PCR amplifiziert. Spezifische Primer wurden zuvor generiert um maoglichst nur
eine SDF-1 Isoform zu amplifizieren (Abb.1).

Lage der SDF-1 Primer

SDF-1AP1 SDF-1AM1
¢ <—I g
SDF-1a s+ 89AS SDF-1AP2 13
(Maus)
SDF-1BP2
SDF-1b =1 93AS I SDF-1BM1 SDF-1BM2 13
(Ratte) SDF-1BP1 —
SDF-1GP1
———
SDF-1g 5+ 93 AS 30 AS 7. SDHGWD 4 .
(Ratte) ——— 119As ——(——— |

2572bp ————

Lage der CXCR-4 Primer

CXCR-4 = I ™1 I ™ 2 I ™ 3 . ™ 4 I ™5 I ™6 I ™7 I

(Ratte) FusinP1 FusinM1

LestrP1 LestrM1
_——> «—

Abb. 1: Schematische Darstellung der Bindungsstellen der verschiedenen SDF-1 und CXCR-
4 Primer, die in PCR-Amplifizierungen eingesetzt wurden. Alle dargestellten Primer wurden so
ausgewahlt, dal3 sie moglichst spezifisch eine SDF-1 Isoform erkennen. Fir SDF-1a liegt nur
eine Maussequenz vor, daher wurden mausspezifische Primer Kkonstruiert und im
Rattengewebe getestet.

Um mogliche PCR-Artefakte auszuschlielRen wurde als Negativkontrolle jeweils
eine PCR mit einem Primerpaar, aber ohne cDNA amplifizert. Zur eindeutigen
Identifizierung jeder erhaltenen PCR-Bande wurde anschlieend sequenziert.

Die erhaltenen Ergebnisse (Abb.2) zeigen in Schwannzellen und im Ischiasnerv
der Ratte eine gleichzeitige Expression aller SDF-1 Isoformen und des CXCR-4
Rezeptors. Auch zu verschiedenen Zeitpunkten im sich entwickelnden,
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transsektierten und gequetschten Nerven kommt es mit den entsprechend
eingesetzten Primerpaaren zur Amplifizierung aller untersuchten cDNAs. Im
humanen afferenten N. suralis kommt es zu keiner Amplifizierung, weder bei
SDF-1 noch bei dem CXCR-4 Rezeptor.

cDNA aus: SDF-la |SDF-1b |SDF-1g |CXCR-4 |PAM
PNS:

ra Schwannzellen + + + + +
ra Ischiasnerv + + + + +
ra Nerv (IN) entw. + + + + +
ra Nerv (IN) trans. + + + + +
ra Nerv (IN) quet. + + + + +
hu Nerv (N. suralis) - - - - -
ZNS:

ra Hirn E17 + + + + 2
ra Hirn adult + + + + +
andere:

ra Herz - + + + +
ra Milz + + + + 2
ra Blut + - + + )
ma Blut + - + + )
hu Blut + - - + ”?
hu Blut genom. + - - + 2

Abb. 2: PCR Analyse der SDF-1 und CXCR-4 Gewebeverteilug. Die PCR-Amplifizierung
wurde mit rattenspezifischen SDF-la (Fragmentlangen: 351 bp; 733 bp), SDF-1b
(Fragmentléangen: 450 bp; 571 bp; 636 bp; 757 bp), SDF-1g (Fragmentlange: 652 bp) und
CXCR-4 (Fragmentlangen: 787 bp; 894 bp) Primern durchgefuhrt. entw., Entwicklung; genom.,
genomisch; hu, human; ma, Maus; PAM, Peptidyl-Glycin-a-amidierende-Monooxygenase,
guet., Quetschung; ra, Ratte; trans., Transsektion; (?), hierzu liegen fir das betroffene Gewebe
keine Literaturdaten vor.

Die zwei Zeitpunkte in der Rattenhirnentwicklung (El7/adult) zeigen die
Expression aller SDF-1 Isoformen und des Rezeptors. Im Rattenherz ist die
SDF-1a Isoform nicht nachzuweisen. Im Blut der Ratte, der Maus und des
Menschen fehlt die SDF-1b Form. Im Blut des Menschen fehlt zusatzlich die
SDF-1gIsoform. In der Milz der Ratte findet man alle SDF-1 Isoformen und den
CXCR-4 Rezeptor. Zusétzlich ist die Verteilung des PAM Enzyms in den
einzelnen Geweben aufgefihrt (Schafer et al., 1992; Rhodes et al., 1990;
Rhodes et al, 1991;). Mit einem Fragezeichen sind die Gewebe
gekennzeichnet, die auf das Vorhandensein des Enzyms noch nicht untersucht
wurden.

Um festzustellen in welchen Arealen bzw. Zelltypen im Nervensystem SDF-1
und der CXCR-4 Rezeptor exprimiert werden, wurden In situ Hybridisierungen
durchgefhrt.
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4.2 In situ Hybridisierung zur zellularen Lokalisation der mRNA
von SDF-1 und CXCR-4 im PNS:

4.2.1Zelluldre Lokalisation von SDF-1 und CXCR-4 im Ischiasnerv der
Ratte

Der periphere Nerv (hier am Beispiel des Ischiasnerven dargestellt) bietet eine
Reihe verschiedener Zelltypen (z.B. Nervenfasern, Schwannzellen
Fibroblasten, Endothelzellen) in denen eine SDF-1g bzw. eine CXCR-4 mRNA
Expression moglich ware. Die zellulare Lokalisation wurde an 6 nm dicken
Querschnitten eines Ratten-Ischiasnerven mit verschiedenen SDF-1 und
CXCR-4 Transkripten (Abb.3) untersucht.

SDF-1 ISH-Sonden

SDF-1a s+ 89 AS |3
(Maus) a-Sonde m———
(733nt)

SDF-1b s+ 93 AS ] s
(Ratte) b-Sonde —————

(571nt) \
SDF-1g s+— 93 AS 30 AS T, D 4 "
(Ratte) —————— 119AS —M8M—

am ¢-Sonde mm
(652nt)

—_— —

CXCR-4 ISH-Sonden

CXCR-4 = I ™1 I ™2 I ™ 3 . ™ 4 I ™5 I ™6 I ™7 I

(Ratte)

CXCR-4 -Sondé m——

(787nt)

Abb.3: Schematische Darstellung der ISH Sonden. Synthese der spezifischen a-Sonde durch
PCR-Amplifizierung mit dem Primerpaar SDF-1AP1/SDF-1AM1 unter Verwendung von
Ischiasnerv cDNA der Ratte. SDF-1 Sonde (da komplamentar zum kodierenden Bereich aller
SDF-1 Proteine): Ratten-Ischiasnerv cDNA, SDF-1BP1/SDF-1BM1-Primerpaar. Spezifische ¢
Sonde: Ratten Ischiasnerv cDNA, SDF-1GP1/SDF-1GM1-Primerpaar. Spezifische CXCR-4
Sonde: adulte Rattenhirn cDNA, FusinP1/FusinM1-Primerpaar. Um den Einbau durch falsche
Basen zu minimieren, wurde die PCR-Amplifizierung mit Pfu-Polymerase (prove reading
activity) anstelle von Tag-Polymerase durchgefinhrt.
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Die Abbildung 4 zeigt eine ISH mit einer sichelférmige Anfarbung von Zellen,
sowohl mit der SDF-1b/g Sonde, als auch mit der CXCR-4 Sonde. Diese
sichelférmige Anfarbung entspricht dem Zytoplasma der Schwannzelle, das
sich sichelférmig den Myelinringen im Nervenquerschnitt anlagert (vgl. 4.2.2).
Es kann somit von einer Zelltyp identischen Expression des SDF-1b/g Gens und
des CXCR-4 Gens im peripheren Nerven ausgegangen werden. Zusatzlich
findet sich eine Expression der SDF-1g und CXCR-4 Transkripte in
GefalRendothelien.

Ob SDF-1b im Ischiasnerv vorkommt, a3t sich mit der SDF-1 Sonde nicht
aussagen. Die a- und g-Sonden sind spezifisch fur die entsprechende SDF-1
Isoform. Die b-Sonde erkennt zusatzlich zu dem b-Bereich (nur 12 spezifische
SDF-1b Basenpaare sind in der Sequenz vorhanden) auch den fur alle 3
Isoformen identischen kodierenden Bereich (89 AS) und ist daher nicht SDF-1b
spezifisch, sondern kdnnte auch als Allgemeine-, bzw. Familien-SDF-1 Sonde
bezeichnet werden (vgl. Abb.3).

Ein SDF-1a Transkript ist im peripheren Nerv nicht nachweisbar. SDF-1a as
zeigt kein signifikantes Hybridisierungssignal (nicht gezeigt) und entspricht
damit dem Ergebnis der Untersuchungen mit allen tbrigen sense Proben. Die
Spezifitat aller In situ antisense Signale wurde durch Hybridisierung mit der
jeweiligen sense Probe Uberpriift.

Ischiasnerv Querschnitt

SDF-1g as
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Abb.4: Zellulare Lokalisation von SDF-1b/g und des CXCR-4 Transkripts in Paraffin-
Querschnitten des Ischiasnerven der adulten Ratte. Bei der In situ Hybridisierung mit
Digoxigenin-UTP-markierten antisense SDF-1b/g und CXCR-4 RNA-Proben erkennt man ein
deutliches Hybridisierungssignal des Schwannzellzytoplasmas und eine Markierung der
GefalRendothelien. SDF-1g se als Negativkontrolle ohne signifikantes Hybridisierungssignal.
SDF-1b se und CXCR-4 se entsprechen der SDF-1g se Probe. Skalierungsbalken 100 mm.

4.2.2Lokalisierung von SDF-1 in S-100 immunpositiven Schwannzellen im
Ischiasnerv der Ratte

Das SDF-1 und das CXCR-4 Gen werden im selben Zelltyp exprimiert, aber
handelt es sich bei der sichelférmigen  Anfarbung auch um
Schwannzellzytoplasma? Zum Nachweis wurden direkt benachbarte
Gewebeschnitte des Ratten-Ischiasnervs angefertigt und mit einem Ak gegen
das S-100 Protein inkubiert, das im peripheren Nerv spezifisch das Zytoplasma
der Schwannzellen farbt. Zusatzlich wurden direkt benachbarte Gewebeschnitte
mit den entsprechenden SDF-1b/g Sonden hybridisiert (vgl. Abb.3).

Die GrolRe einer Schwannzelle ermdglicht die Verfolgung einer Zelle tber
mehrere  Schnitte  hinweg. In  Abbildung 5 markieren Kreise
Hybridisierungssignale identischer Zellen, die sich Uber alle vier Schnitte
verfolgen lassen. Quadrate markieren entsprechende Zellen in Schnitt #1 und
#2. Dreiecke zeigen gleiche Zellen in Schnitt #3 und #4 an.

Die SDF-1b/g Hybridisierungssonden markieren die selben Zellbereiche wie der
Ak gegen das schwannzellspezifische S-100 Protein. Da S-100 ein
Schwannzell-Markerprotein ist, kann somit von einer schwannzellspezifischen
Expression des SDF-1g Gens im peripheren Nerven ausgegangen werden. Ob
SDF-1b im Ischiasnerv vorkommt laf3t sich durch Hybridisierung mit der SDF-1
Sonde nicht aussagen (vgl. Abb.3).

Eine Kolokalisierung mit CXCR-4 war bisher nicht mdglich, aber aufgrund der
erhaltenen Ergebnisse unter 4.2.1 ist auch hier von einer spezifischen
Schwannzellexpression auszugehen. Ob allerdings CXCR-4 in der selben Zelle
exprimiert wird wie SDF-1g bleibt noch zu zeigen.
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Kolokalisierung: SDF-1g/ -1b / S-100
Serienschnitte Ischiasnerv
anti-S-100
SDF-1g as
SDF-1b as
o anti-S-100

Abb.5: Zelluldre Kolokalisierung vom S100-Protein und SDF-1b/g mRNA in Paraffin-
Serienquerschnitten  (#1-#4) eines Ischiasnerven der adulten Ratte. (#1 und #4)
Immunhistochemische ldentifizierung des Schwannzellzytoplasmas unter Verwendung eines
Antikérpers gegen das S-100 Protein. (#2 und #3) In situ Hybridisierung mit Digoxigenin-UTP-
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markierten antisense SDF-1b/g RNA Proben an zu #1 und #4 direkt benachbarten
Gewebeschnitten. Die SDF-1b/g Hybridisierungssignale sind auf das Zytoplasma von S-100
positiven Schwannzellen beschrankt. Kreise: Zellen durchgehend in Schnitt #1-#4
angeschnitten. Quadrate: Zellen nur in Schnitt #1-#2 angeschnitten. Dreiecke: Zellen nur in
Schnitt #3-#4 angeschnitten. Die Hybridisierung mit einer Digoxigenin-UTP-markierten sense
SDF-1b/g Probe als Negativkontrolle ergab kein signifikantes Hybridisierungssignal. IF,
Immunférbung; ISH, In situ Hybridisierung; Skalierungsbalken 100 nm.

4.3 In situ Hybridisierung zur zellularen Lokalisation der mRNA
von SDF-1 und CXCR-4 im ZNS:

Untersucht wurde die CXCR-4 (Federsppiel et al., 1993) und SDF-1 (Tashiro et
al., 1993) mRNA Verteilung wahrend der Entwicklung des zentralen
Nervensystems (ZNS) der Ratte. Um zu ermitteln, ob und in welchen Arealen
des ZNS CXCR-4 und SDF-1 exprimiert werden, wurden aus verschiedenen
Bereichen und zu verschiedenen Entwicklungszeitpunkten Gewebeschnitte der
Ratte untersucht. Analysiert wurde das Grol3hirn (graue und weil3e Substanz),
das Kleinhirn und das Rickenmark.

Die mRNA Expression von CXCR-4 und SDF-1 wurde in verschiedenen 10 nm
Schnitten sowohl embryonaler als auch verschiedener postnataler Stadien und
im adulten Rattenhirnschnitt untersucht.

Fur die ISH wurden Digoxigenin-UTP-markierte antisense Transkripte, wie in
Abb.3 beschrieben, konstruiert. Im gesamten ZNS konnte mit der spezifischen
a-Sonde keine SDF-la mRNA detektiert werden. Die korrespondierenden
sense Transkripte dienten als Negativkontrolle.

4.3.1Zelluléare Lokalisation von SDF-1 und CXCR-4 in der grauen Substanz
des Cerebrums

I) Zellulare Lokalisation von SDF-1 und CXCR-4 im Cortex und im
Hippocampus wéahrend der Entwicklung

SDF-1 und CXCR-4 mRNAs werden konstitutiv in verschiedenen Geweben
(siehe 4.1), einschlieBlich des Gehirns (Bajetto et al., 1999a), exprimiert. Im
Gehirn der Ratte bleibt aber noch zu zeigen in welchem Areal bzw. Zelltyp die
MRNA des neuen SDF-1 Chemokins und des CXCR-4 Rezeptors exprimiert
wird.

Die CXCR-4 und SDF-1 mRNA Expression wurde daher mit Hilfe der ISH
Methode im Bereich des sich entwickelnden Cortex und Hippocampus
untersucht. Abb.6 zeigt die CXCR-4 und SDF-1 mRNA Expression wahrend
verschiedener Entwicklungsstadien des Rattengehirns. Am embryonalen Tag
17 (E17), ein fruher Zeitpunkt der corticalen Entwicklung, findet man mit allen
antisense Proben ein starkes Hybridisierungssignal in der corticalen Platte (cp),
in der sekundaren Rindenzone (cortical subplate, sp) und im Neuroepithel (ne).
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Ein reduziertes Signal findet sich in der Marginalschicht (ms) und in der
Intermediarschicht (im). Zuséatzlich finden sich starke Signale in den Zellen der
periventrikularen Teilungszone. In der weiteren Entwicklung, am postnatalen
Tag 4 (P4), findet man deutliche Hybridisierungssigale in dem sich weiter
ausdifferenzierenden Neocortex. Alle neocorticalen Schichten (I-1V) zeigen mit
den verschiedenen antisense Proben ein vergleichbares Signal. Besonders
Schicht 1l und IV sind deutlich zu erkennen.

Zum  Entwicklungszeitpunkt E17 werden die Vorlauferzellen der
Pyramidalneurone im Hippocampus durch alle antisense Proben genauso
markiert wie die Hippocampusneurone am postnatalen Tag 4.

Vom Entwicklungszeitpunkt E17 bis P4 findet sich ein identisches
Expresssionsmuster der mRNA von SDF-1 und CXCR-4. Das
Verteilungsmuster und die Charakteristik des Hybridisierungssignals aller
antisense Proben andert sich nicht wahrend der weiteren Entwicklung. Abb.7
zeigt den Neocortex und den Hippocampus der Ratte zum
Entwicklungszeitpunkt P14. Neurone in allen corticalen Schichten (I-VI) zeigen
ein deutliches Signal. Im Hippocampus markieren alle antisense Proben
selektiv Pyramidalneurone und granulare Neurone. In Abb.8 sind
ausdifferenzierte neocorticale Bereiche, sowohl frontolateral (SDF-1b as) als
auch mediolateral (SDF-1g as/ CXCR-4 as) zum Zeitpunkt P21 hybridisiert
worden. Vergleichbare Signale finden sich hier in allen corticalen Schichten (I-
VI). Im weiteren Verlauf der Hippocampusentwicklung (Abb.9) zeigt sich keine
Veranderung der  Expressionsmuster von SDF-1 und CXCR-4.
Pyramidalneurone als auch granulare Neurone werden sowohl am Tag P21, als
auch im adulten Rattengrof3hirn mit allen antisense Proben erkannt.

Die Untersuchung von embryonalen (E17) und postnatalen (P4 bis Adult)
Bereichen des GroRRhirns zeigt, dafl wahrend der gesamten Cortex und
Hippocampus Entwicklung eine ubiquitéare, Uberwiegend neuronale Expression
von SDF-1 und CXCR-4 vorliegt.

Das starkste Signal erzeugt immer die SDF-1b antisense Sonde, die alle
Isoformen von SDF-1 detektieren kann (siehe 4.3), so dal3 sich dadurch keine
spezifische Aussage zur Expression von SDF-1b machen IaR3t.

33



Ergebnisse

Rattenhirn frontal

"{ZXCR-4 se

Cortex/ Cortex Hippocampus
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Abb.6: Zellulare Lokalisation von SDF-1b/gund CXCR-4 mRNA im Embryo an Tag 17 und am
postnatalen Tag 4 in frontalen Paraffinschnitten. (A-C) In situ Hybridisierung mit Digoxigenin-
UTP-markierten antisense SDF-1b/g und CXCR-4 RNA Proben. (A-B) Zum Zeitpunkt E17
erkennt man ein Signal in der corticalen Platte (cp) und der sekundaren Rindenzone (cortical
subplate (sp)). P4 zeigt ein deutliches Signal aller corticalen Schichten (I-VI). Alle antisense
Proben zeigen bei E17 ein Hybridisierungssignal in den Vorlaufern der Pyramidenzellen des
Hippocampus. (C) Deutliche Markierung durch antisense SDF-1b/g und CXCR-4 Proben in den
Pyramidenzellen des Hippocampus. SDF-1g se und CXCR-4 se sind Negativkontrollen ohne
signifikantes Hybridisierungsignal. Skalierungsbalken 100 nmm. cp, corticale Platte; im,
Intermediarschicht; ms, Marginalschicht; ne, Neuroepithel; sp, cortical subplate.

34



Ergebnisse

Rattenhirn sagittal
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Abb.7: Zellulare Lokalisation von SDF-1b/g und CXCR-4 mRNA am postnatalen Tag 14 in
sagittalen Paraffinschnitten. (A-B) In situ Hybridisierung mit Digoxigenin-UTP-markierten
antisense SDF-1b/g und CXCR-4 RNA Proben. (A) Die SDF-1b/g und CXCR-4 antisense
Hybridisierungssignale sind auf die neuronalen Schichten im Cortex begrenzt. Man erkennt bei
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allen antisense Proben ein deutliches Hybridisierungssignal der Schichten II-VI. (B) Deutliches
Hybridisierunssignal in den Pyramidal- und Granulérneuronen des Hippocampus. SDF-1g se
und CXCR-4 se sind Negativkontrollen mit keiner signifikanten Hybridisierung der Proben.
Skalierungsbalken 100 nm.

Cortex frontal

P21

CXCR-4 se

Abb.8: Zelluldre Lokalisation von SDF-1b/g und CXCR-4 mRNA im Neocortex der Ratte,
postnataler Tag 21 (P21) in frontalen Paraffinschnitten. Bei den In situ Hybridisierungen mit
Digoxigenin-UTP-markierten antisense SDF-1b/g und CXCR-4 RNA Proben erkennt man
deutliche Hybridisierunssignale der Neurone in den neocorticalen Schichten 1I-VI. CXCR-4 se
als Negativkontrolle mit keiner signifikanten Hybridisierung. SDF-1b/g se entsprechen der
CXCR-4 se Probe. Skalierungsbalken 100 nm.
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Abb.9: Zellulare Lokalisation der SDF-1b/g und CXCR-4 mRNA im Hippocampus der adulten
Ratte und am postnatalen Tag 21 (P21) in sagittalen Paraffinschnitten. Bei der In situ
Hybridisierung mit Digoxigenin-UTP-markierten antisense SDF-1b/g und CXCR-4 RNA Proben
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erkennt man ein starkes Hybridisierunssignal in Pyramidal- und granuldren Neuronen des
Hippocampus. SDF-1g se und CXCR-4 se sind Negativkontrollen, die keine signifikanten
Hybridisierungssignale zeigen. Skalierungsbalken 100 mm.

II) Zellulare Lokalisation von SDF-1 und CXCR-4 wahrend der Cerebellum
Entwicklung

Die CXCR-4, genauso wie die SDF-1 mRNA wird wahrend der Embryogenese
in zahlreichen Geweben exprimiert (Nagasawa et al., 1996a; Jazin et al., 1997).
Auch in sich entwickelnden neuronalen Geweben (McGrath et al., 1999) findet
man beide Transkripte. Im Kleinhirn lauft eine komplexe Entwicklung ab und
CXCR-4 und SDF-1 defiziente Maus Mutanten zeigen beide eine identische,
strukturabweichende Architektur des Kleinhirns (Tachibana et al., 1998; Zou et
al.,1998).

In diesem Zusammenhang wurde daher hier das Kleinhirn-Expressionsmuster
von SDF-1gund dem CXCR-4 Rezeptor vom Embryonalstadium bis zur adulten
Ratte miteinander verglichen.

Abb.10 zeigt das Kleinhirn vom Entwicklungszeitpunkt E17 bis P14. Am Tag
E17 findet man mit allen as Proben ein deutliches Hybridisierungssignal in der
Externen-Granularen-Schicht (EGS), einer transienten proliferativen Zone des
Kleinhirns, aus der durch Migration die innere Granularschicht entsteht. Bedingt
durch die Schnittlage werden mit der SDF-1g Sonde auch Neurone des
cerebellaren Nucleus (cn) markiert. Im Stadium P4 findet man zuséatzlich ein
Signal in der deutlich ausgebildeten Purkinje-Zell-Schicht PZS, darunter findet
man immer noch die markierte Externe-Granulare-Schicht (EGS). Alle
antisense Proben markieren hier den cerebellaren Nucleus. Zum Zeitpunkt P14
ist bereits die Migration der EGS durch die Purkinje-Zell-Schicht abgeschlossen
und man findet den typischen dreischichtigen, neuronalen Kleinhirnaufbau, wie
er auch im adulten Tier vorliegt. Hier finden sich mit allen antisense Proben
sehr starke Hybridisierungssignale in  den Purkinjezellen. In der
daruiberliegenden Granularschicht (gs) zeigen sich markierte Kornerzellen.
Unterhalb der Purkinjezellen befinden sich in der Molekularschicht (ms)
vereinzelt Signale, wahrscheinlich in Korb- bzw. Sternzellen. Deutliche Signale
findet man auch weiterhin im cerebellaren Nucleus (cn).

Abb.11 zeigt Kleinhirnausschnitte zum Zeitpunkt P21 und im adulten Tier. Es
dominieren auch hier neuronale Hybridisierungssignale der as Proben mit sehr
deutlicher Markierung der Purkinjezellen und beim adulten Tier findet man eine
zunehmende Signalgebung in der Molekularschicht. Vermutlich handelt es sich
um Korb- und Sternzellen. Zusatzlich erkennt man zu beiden Zeitpunkten eine
deutliche Farbung der Granularschicht.

Zusammenfassend kommt es wahrend der gesamten Kleinhirn-Entwicklung
(E17 bis Adult) zu einer ubiquitdren, Uberwiegend neuronalen Expression,
einschlie3lich in den neuronalen Vorlauferzellen. Im Kleinhirn findet man zu
keinem Zeitpunkt eine Markierung der weifl3en Substanz.
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Abb.10: Zellulare Lokalisation von SDF-1b/g und CXCR-4 mRNA vom embryonalen Tag 17
bis zum postnatalen Tag 14 in sagittalen Paraffinschnitten. (A-C) In situ Hybridisierung mit
Digoxigenin-UTP-markierten antisense SDF-1b/gund CXCR-4 RNA Proben. (A) Alle as Proben
zeigen ein deutliches Signal in der Externen-Granularen-Schicht (EGS). Die SDF-1g as Probe
zeigt zusatzlich ein Hybridisierungssignal in Zellen des cerebellaren Nucleus (cn). (B)
Deutliches Signal aller as Proben in der Externen-Granuléaren-Schicht (EGS) und zusatzlich in
der gesamten Purkinje-Zell-Schicht (PZS). Starke Markierung auch des cerebellaren Nucleus
(cn). (C) Sehr starkes Hybridisierungssignal der as SDF-1b/gund CXCR-4 RNA Proben in den
Purkinjezellen (pz). Zusatzliche Signale findet man in der Molekularschicht (ms) und in der
Granularschicht (gs). Kein Signal in der weilen Substanz. SDF-1g se und CXCR-4 se sind
Negativkontrollen, die keine signifikanten Hybridisierungssignale zeigen. Skalierungsbalken 1
mm. cn, cerebellarer Nucleus; EGS, Externe-Granulare-Schicht; gs, Granularschicht; ms,
Molekularschicht; pc, plexus choroideus; pz Purkinjezellen; PZS, Purkinje-Zell-Schicht.
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Abb.11: Zellulare Lokalisation von SDF-1b/gund CXCR-4 mRNA im Kleinhirn der Ratte zum
Zeitpunkt P21 und im adultem Tier in sagittalen Paraffinschnitten. (A-B) In situ Hybridisierung
mit Digoxigenin-UTP-markierten antisense SDF-1b/g und CXCR-4 RNA Proben. (A-B) Starkes
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Hybridisierungssignal aller as Proben sowohl zum Zeitpunkt P21 als auch im adulten Tier. Das
stéarkste Signal zeigen die Purkinjezellen (pz). In der Molekularschicht (ms) sind vereinzelt
Zellen markiert. In der Granularschicht (gs) findet man Signale in den Kdrnerzellen. Kein Signal
in der weillen Substanz (ws). SDF-1g se und CXCR-4 se sind Negativkontrollen, die keine
signifikanten Hybridisierungssignale zeigen. Skalierungsbalken 1 mm. gs, Granularschicht; ms,
Molekularschicht; pz Purkinjezellen; ws, weil3e Substanz.

lII) Zellulare Lokalisation von SDF-1 und CXCR-4 im Bulbus olfactorius

Bereits 1998 untersuchten Zou et al. die Expression von CXCR-4 in
Méausehirnen zu verschiedenen embryonalen Zeitpunkten. Im Stadium E13,
E15 und E18 fanden sie mit der ISH Methode CXCR-4 Transkripte in Cortex,
Hippocampus, Cerebellum, Retina und Bulbus olfactorius. Jazin et al. (1997)
zeigten eine @hnliche CXCR-4 mRNA Expression in embryonalen Rattenhirnen.

Hier soll nun anhand von zwei postnatalen Entwicklungszeitpunkten die CXCR-
4 mit der SDF-1g Expression im Bulbus olfactorius verglichen werden. Im
adulten Tier ist die Darstellung des Bulbus olfactorius durch die ernorme
GroRenzunahme schwierig, daher wurde ein friher postnataler Zeitpunkt (P4)
mit dem Zeipunkt P21 verglichen.

Abb.12 zeigt einen sagittal geschnittenen Bulbus olfactorius im Stadium P4 und
P21. Am postnatalen Tag 4 zeigen sich mit der SDF-1g und CXCR-4 as Probe
vergleichbare neuronale Hybridisierungssignale in der mitralen Zellschicht (mz).
Zum Entwicklungszeitpunkt P21 werden selektiv Neurone im Bulbus olfactorius
angefarbt. Vereinzelt sind Strukturen im lateralen olfactorischen Trakt gefarbt.
Der primére olfactorische Cortex ist frei von Signal. Ob SDF-1b im Bulbus
olfactorius vorkommt lafdt sich durch Hybridisierung mit der SDF-1 as Sonde
nicht aussagen (vgl. Abb.3).
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Abb.12: Zellulare Lokalisation von SDF-1b/g und CXCR-4 mRNA im Bulbus olfactorius der
Ratte zum Zeitpunkt P4 und P21 in sagittalen Paraffinschnitten. (A-B) In situ Hybridisierung mit
Digoxigenin-UTP-markierten antisense SDF-1b/g und CXCR-4 RNA Proben. (A) Starkes
Hybridisierungssignal der mitralen Zellschicht. (B) Markierung der Bulbus olfactorius Neurone
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und Strukturen im lateralen olfactorischen Trakt. SDF-1g se und CXCR-4 se sind
Negativkontrollen mit keiner signifikanten Hybridisierung der Proben. Skalierungsbalken 100
nm. lo, lateraler olfactorischer Trakt; mz, mitrale Zellschicht; poc, priméarer olfactorischer Cortex.

4.3.2 Zellulére Lokalisation von SDF-1 und CXCR-4 in der weil3en Substanz
des Cerebrums

) Zellulare Lokalisation von SDF-1 und CXCR-4 im Corpus callosum

Neben Strukturen in der grauen Substanz des ZNS (vgl. 4.3.1) zeigt auch die
weil3e Substanz deutliche Hybridisierungssignale mit den SDF-1g und CXCR-4
antisense Sonden.

In der weilRen Substanz wurden SDF-1 und CXCR-4 mRNA Transkripte in stark
myelinisierten Regionen, wie dem subcortikalen Marklager und dem Corpus
callosum (Abb.13) gefunden. Im Corpus callosum zeigt sich mit allen
verwendeten as Sonden eine perlschnurartige Anordnung der signalgebenden
Zellen, die als Oligodendrozyten-spezifisch vorbeschrieben ist (Fleischhauer &
Wartenberg, 1967; Berger & Frotscher, 1994).
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Abb.13: Zelluldre Lokalisation der SDF-1b/g und CXCR-4 mRNA im Corpus callosum der
Ratte zum Zeitpunkt P21 in sagittalen Paraffinschnitten. In situ Hybridisierung mit Digoxigenin-
UTP-markierten as SDF-1b/g und CXCR-4 RNA Proben. Im Corpus callosum findet man eine
perlschnurartige Anordnung der signalgebenden Oligodendrozyten (Pfeile). Oberhalb des
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Corpus callosum intensive Markierung der Induseum griseum (ig) Neurone. SDF-1g se und
CXCR-4 se sind Negativkontrollen ohne Hybridisierungssignal. Skalierungsbalken 100 mm.

4.3.3Zellulére Lokalisation von SDF-1 und CXCR-4 mRNA im Rickenmark

Im Ruckenmark der adulten Maus wurde 1998 von Sehgal et al. eine CXCR-4
Expression beschrieben (Sehgal et al., 1998a). Uber die CXCR-4 Expression im
Ruckenmark der Ratte ist nichts bekannt. SDF-1 Expression konnte im
Ruckenmark der adulten Ratte von M. Gleichmann (1996) im Rahmen seiner
Dissertation nachgewiesen werden. Er benutzte ein 300nt Transkript (nt 1758-
2199 in SDF-1b) aus dem gemeinsamen 3‘-UTR von SDF-1b/g, das jedoch
keine Aussage Uuber die gefundene SDF-1 Isoform erlaubte.

Hier wurde daher mit einem spezifischen SDF-1g bzw. CXCR-4 in vitro
Transkript das Expressionsmuster der neuen SDF-1 Isoform und des Rezeptors
vergleichend untersucht. Zuséatzlich wurde mit der SDF-1b Sonde hybridisiert.
Diese Sonde erkennt nicht nur SDF-1b sondern auch alle tbrigen SDF-1
Isoformen (siehe Abb.3).

In Abb.14 ist der Querschnitt eines adulten Ratten-Ruckenmarks in Hohe des
cervicalen Segments 5 (C5) dargestellt. Die Querschnitte, die mit einem SDF-
1b, SDF-1g bzw. CXCR-4 antisense Transkript hybridisiert wurden, zeigen
deutliche Signale in Neuronen der grauen Substanz. Die kraftigste Markierung
zeigen dabei die Motoneurone. In der wei3en Substanz findet man vereinzelt
angefarbte Zellen. Allerdings war eine genaue Zuordnung dieser Zellen zu
einem Zelltyp nicht méglich.

4.3.4Kolokalisierung von SDF-1 und CXCR-4 mRNA im Rickenmark

Im RiUckenmark der adulten Ratte werden SDF-1g und CXCR-4 Transkripte
gefunden (vgl. 4.3.3). Zusatzlich zeigen beide Gene ein vergleichbares
Expressionsmuster, d.h. sowohl SDF-1g als auch der Rezeptor werden im
selben Zelltyp, z.B. in Motoneuronen transkribiert.

Durch die GroRe der 2. Motoneurone im Ruckenmark konnten direkt
benachbarte Gewebeschnitte angefertigt und mit SDF-1 und CXCR-4 Sonden
hybridisiert werden. Anhand dieser 6 nm dicken Serienschnitte (#1-#3) konnte
SDF-1g mit CXCR-4 in Motoneuronen kolokalisiert werden (Abb.15).
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Abb.14: Zellulare Lokalisation von SDF-1b/g und CXCR-4 mRNA im Riickenmark (C5) der
adulten Ratte in Paraffinschnitten. In situ Hybridisierung mit Digoxigenin-UTP-markierten
antisense SDF-1b/g und CXCR-4 RNA Proben. Mit allen antisense Proben erhalt man ein
starkes Hybridisierungssignal in den Neuronen der grauen Substanz, speziell die Motoneurone
in den Vorderhérnern zeigen eine sehr deutliche Markierung. Einzelne signalgebende Zellen
finden sich in der weilen Substanz. Im Funiculus gracilis Ausschnitt sind diese Zellen
vergroRert dargestellt. SDF-1g se und CXCR-4 se sind Negativkontrollen mit keiner
signifikanten Hybridisierung der Proben. Skalierungsbalken 1 mm, in den Ausschnitt-
VergréRerungen 100 nm.
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Kolokalisierung: SDF-1b / -1g/ CXCR-4

Serienschnitte Rickenmark

SDF-1b as

Abb.15: Zellulare Kolokalisierung von SDF-1b/g und CXCR-4 mRNA in Paraffin-
Serienquerschnitten (#1-#3) eines Riuckenmarks der adulten Ratte in Hohe C5. In situ
Hybridisierung mit Digoxigenin-UTP-markierten antisense SDF-1b/g und CXCR-4 RNA Proben
an direkt benachbarten Gewebeschnitten. Die eingekreisten Hybridisierungssignale markieren
identische Motoneurone. Die Hybridisierung mit einer Digoxigenin-UTP-markierten sense SDF-
1b/g und CXCR-4 Probe als Negativkontrolle ergab kein signifikantes Hybridisierungssignal.
Skalierungsbalken 100 nm.
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4.4 Zellulare Protein Lokalisation von SDF-1 und CXCR-4 im
Nervensystem:

In vielen Bereichen des ZNS der Ratte findet man ein starkes, neuronales SDF-
1g und CXCR-4 mRNA Signal (4.3.1). Im PNS wird diese mRNA spezifisch in
Schwannzellen detektiert (4.2.1). Zuséatzlich findet man im ZNS und PNS ein
zusatzliches SDF-1 Signal mit der SDF-1b as Sonde.

Mit Hilfe von Antikorpern sollten die unter 4.2.1 und 4.3.1 erhaltenen
Ergebnisse auf Proteinebene bestétigt werden. Zum SDF-1 Nachweis wurde
ein polyklonaler IgG Antikorper verwendet, der den C-Terminus (C19) von SDF-
la/b und somit auch SDF-1g erkennen sollte. Dieser Antikérper kénnte somit
alle Isoformen detektieren. SDF-1a und SDF-1b unterscheiden sich nur in 4
Aminosauren, daher ist die Synthese eines spezifischen Antikérpers, der nur
eine Isoform erkennt, problematisch. Fir den spezifischen C-Terminus von
SDF-1gexistiert bislang kein Antikdrper.

Zur CXCR-4 Detektion wurde ein polyklonaler Antikdrper verwendet, der gegen
den intrazellularen C-Terminus (C20) des Rezeptors gerichtet ist (Bajetto et al.,
1999a).

4.4.1Immunhistochemische Darstellung des SDF-1 und CXCR-4 Proteins
auf Kryostatschnitten

I) Immunhistochemische Lokalisation des SDF-1 und CXCR-4 Proteins im
Cortex

Auf mRNA Ebene wurde mehrfach eine neuronale SDF-1g und CXCR-4
Expression gezeigt (vgl. 4.3). Hier wurde nun die Protein Expression von SDF-1
und CXCR-4 im Neocortex der adulten Ratte mit Hilfe immunhistochemischer
Methoden (3.10.5) untersucht.

Die Abbildung 16 zeigt das Ergebnis der immunhistochemischen Lokalisation
beider Proteine. Verteilt Uber den gesamten Cortex zeigen beide Antikorper ein
identisches Immunreaktivitatsmuster. Bis auf Schicht | werden Neurone in allen
neocorticalen Schichten homogen angefarbt. Besonders deutlich wird dies in
Schicht IV, in der gro3e Pyramidenzellen mit Soma und Fortsatzen markiert
sind. Eine Aussage, um welche SDF-1 Isoform es sich handelt, ist durch den
verwendeten Antikdrper nicht méglich.

Als Kontrollfarbung wurden Kortexschnitte nur mit dem 2. Antikdrper inkubiert,
was zu keiner Signalgebung fuhrte (nicht gezeigt).
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Abb.16: Immunhistochemischer Nachweis des CXCR-4 Rezeptors und des SDF-1 Proteins
im Cortex der adulten Ratte. Frontale 10 nm dicke Kryostatschnitte aus dem Gehirn adulter
Ratten wurden mit dem polyklonalen anti-CXCR-4 Ak bzw mit dem polyklonalen anti-SDF-1 Ak
markiert. Beide Proben wurden mit einem Pferd-anti-Ziege 1gG als 2. Ak inkubiert und mit DAB
entwickelt. Alle neocorticalen Schichten (I-VI) zeigen ein deutliches neuronales Signal. Schicht
IV zeigt deutlich geféarbte Pyramidalneurone. Skalierungsbalken 100 nm. IF, Immunfarbung.

II) Immunhistochemische Lokalisation des SDF-1 und CXCR-4 Proteins im

Hippocampus

Die Expression von SDF-1 und CXCR-4 wurde im Hippocampus der adulten
Ratte untersucht (Abb.17). Mit dem SDF-1 und mit dem CXCR-4 Antikorper
findet man eine deutliche Markierung der Hippocampalneurone. Besonders
deutlich lassen sich mit beiden Antikérpern die grof3en Pyramidalneurone des
Hippocampus (siehe VergroRerungsausschnitt) anfarben. Man findet eine
Somafarbung und eine Ansatzmarkierung der Zellfortséatze.
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Abb.17: Immunhistochemischer Nachweis des CXCR-4 Rezeptors und des SDF-1 Proteins
im Hippocampus der adulten Ratte. Frontale 10 nm dicke Kryostatschnitte aus dem Gehirn
adulter Ratten wurden mit einem polyklonalen anti-CXCR-4 Ak bzw mit dem polyklonalen anti-
SDF-1 Ak markiert. Beide Proben wurden mit einem Pferd-anti-Ziege 1gG als 2. Ak inkubiert und
mit DAB entwickelt. Beide Ak markieren selektiv Neurone im Hippocampus. Die Vergrél3erung
zeigt angefarbte Pyramidalneurone. Skalierungsbalken 100 nm.
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4.4.2Immunzytochemische Darstellung des CXCR-4 Proteins in priméren
Kulturzellen

Die Charakterisierung von kultivierten Cortexneuronen und von Schwannzellen
in vitro erfolgte nach immuncytochemischen Gesichtspunkten unter
Verwendung der indirekten Immunfluoreszenztechnik (3.10.6).

1) Immunzytochemischer Nachweis von CXCR-4 in priméren Cortexneuronen

Mit Hilfe der ISH Methode wurde unter 4.3.1 mehrfach eine neuronale SDF-1g
und CXCR-4 mRNA Expression beschrieben, speziell Cortexneurone zeigen
ein deutliches Signal (vgl. 4.3.1; 4.4.1). Hier wurde nun die CXCR-4 Expression
mit Hilfe der Immunfluoreszenz Methode in kultivierten Cortexneuronen
untersucht.

Primare Cortexneurone aus 15 Tage alten Rattenembryonen wurden auf PDL-
und Laminin- vorbeschichteten Deckglaschen in einer Dichte von 4x10*
Zellen/cm? kultiviert und nach 5 Tagen mit einem anti-CXCR-4 Antikorper
markiert. Das Fluoreszenssignal wurde nach Inkubation mit einem biotinyliertem
2. Ak und FITC gekoppelten Streptavidin Reagenz freigesetzt.

Die primaren Cortexneurone der Ratte zeigen ein deutliches, griines CXCR-4
Fuoreszenzsignal (Abb.18), das in der Kontrolle nur mit dem 2. Antikorper
(Pferd-anti-Ziege IgG) bzw. nur Streptavidin nicht zu detektieren war. Das griine
CXCR-4 Signal verteilt sich inhomogen tber das Neuron und farbt vorwiegend
Neuriten an. Der Zellkérper mit dem Zellkern werden weniger stark markiert.
Das wird besonders im Vergleich mit dem Dapi-Kernsignal deutlich.

II) Immunzytochemischer Nachweis von CXCR-4 in Schwannzellen

Unter 4.2.1 wird in Schwannzellen ein SDF-1 und CXCR-4 mRNA Signal
beschrieben. Hier wurde nun die Expression der CXCR-4 Immunreaktivitat mit
Hilfe der Immunfluoreszenz Methode in kultivierten Schwannzellen untersucht.

Schwannzellen aus Rattenischiasnerven wurden auf PDL-vorbeschichteten
Deckglaschen in einer Dichte von 0,5x10° Zellen/cm?® kultiviert und nach
Erreichen der Konfluenz mit einem anti-CXCR-4 Antikdrper markiert.

Der anti-CXCR-4 Antikorper farbt in Schwannzellen hauptséchlich die
Perikarien und flachenformige Bereiche der Zellfortsatze an. Der Vergleich mit
dem Dapi Kernsignal macht deutlich, dal3 anti-CXCR-4 den Zellkern nicht
anfarbt (Abb.19).
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Abb.18: Immunfluoreszenznachweis des CXCR-4 Rezeptors auf primaren Cortexneuronen
der Ratte. Die Neurone wurden mit Paraformaldehyd fixiert und indirekt mit dem polyklonalen
anti-CXCR-4 Antikdrper immunzytochemisch geférbt. Zusatzlich erfolgte eine Kernfarbung mit
Dapi (blaues Signal). Griines Fuoreszenzsignal in Perikarien und in den Zellfortsatzen der
Neurone. Skalierungsbalken 100 mm.
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Abb.19: Immunfluoreszenznachweis des CXCR-4 Rezeptors auf Schwannzellen der Ratte.
Die Zellen wurden mit Paraformaldehyd fixiert und indirekt mit einem polyklonalen anti-CXCR-4
Antikérper immunzytochemisch gefarbt. Zusatzlich erfolgte eine Kernfarbung mit Dapi (blaues
Signal). Grines, inhomogenes Floureszenzsignal in den Perikarien und Zellfortsatzen der

Zellen. Skalierungsbalken 10 mm.
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5. DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Charakterisierung der Genexpression der
neuen SDF-1g Isoform der Ratte durchgefihrt. Neben einer
gewebespezifischen Untersuchung stand die Analyse der zellularen
Lokalisation von SDF-1g und dem CXCR-4 Rezeptor im Nervensystem der
Ratte im Vordergrund.

Gewebespezifische Expression von SDF-1gund CXCR-4

Bei der gewebespezifischen mRNA Expression in Nervensystem, Herz, Milz
und Blut zeigte sich, mit Ausnahme von menschlichem Blut und humanem N.
suralis, eine ubiquitare Expression von SDF-1gund CXCR-4.

In dieser Arbeit konnte durch RT-PCR Analyse gezeigt werden, dafld im PNS
nicht nur alle SDF-1 Isoformen, sondern auch der CXCR-4 Rezeptor sowohl in
Schwannzellen, als auch im peripheren Ischiasnerv exprimiert werden. Somit
konnte das erste Mal der Nachweis der Rezeptor mRNA im PNS erbracht
werden. Aus der Literatur war bereits die SDF-1b und SDF-1g Expression im
PNS der Ratte bekannt. Es wurde gezeigt, dal3 im Ischiasnerv der Ratte SDF-
1b und SDF-1g entwicklungs- sowie lasionsbedingt mit gegenlaufiger
Regulation exprimiert werden (Gleichmann et al., 2000). Passend dazu konnte
in der hier durchgefuihrten RT-PCR-Analyse zu verschiedenen Zeitpunkten in
sich entwickelndem, transsektierten und gequetschten Ischiasnerven SDF-1g
und SDF-1b nachgewiesen werden. Erstmalig wurde im PNS auch CXCR-4
MRNA detektiert.

Allerdings war eine quantitative Aussage Uber die einzelnen vorliegenden
Isoformen mit der RT-PCR-Analyse nicht mdglich, so dal? eine zeitliche
Regulation, wie sie fur SDF-1b und SDF-1g bereits gezeigt wurde (Gleichmann
et al., 2000), auch fur SDF-1a und fur den Rezeptor durchaus mdoglich wére.
Problematisch ist, daf3 die meisten Untersuchungen tber SDF-1 und CXCR-4
sich ausschlieBlich auf das ZNS beschranken, so dafl3 in dieser Arbeit,
aufbauend auf den Untersuchungen von Gleichmann et al., Grundziige der
Expression dargestellt wurden und Uber die funktionelle Bedeutung von SDF-1
und CXCR-4 im PNS nur spekuliert werden kann.

Im humanen, rein afferenten N. suralis konnte weder SDF-1 noch CXCR-4
MRNA nachgewiesen werden, was einerseits an den Kulturbedingungen der
Schwannzellen liegen konnte oder andererseits mit dem Fehlen des PAM
Enzym erklarbar ist (siehe Diskussionspunkt: SDF-1g und PAM Expression:
Entstehung von Neuropeptiden?).

Im Gehirn der Ratte wurde eine entwicklungsabhangige SDF-1g und SDF-1b
Expression gezeigt (Gleichmann et al., 2000). Die hier durchgefihrte
Untersuchung ergab im ZNS der Ratte zu zwei Zeitpunkten, E17 und im adulten
Gehirn, neben einer schon vorbekannten SDF-1b/g mRNA Expression auch
einen SDF-1a und CXCR-4 cDNA Nachweis.

Im Nervensystem der Ratte zeigten sich somit keine Expressionsunterschiede
der einzelnen SDF-1 Isoformen. Es wurde eine gleichzeitige Expression aller
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SDF-1 Transkripte und des CXCR-4 Rezeptors gezeigt. Gut vereinbar sind
diese Ergebnisse damit, daf3 in kultivierten Astrozyten und corticalen Neuronen
der Ratte mittels PCR- und Nothernblot-Analyse eine SDF-l1a, SDF-1b und
CXCR-4 mRNA Expression beschrieben wurde (Ohtani et al., 1998; Dorf et al.,
2000). Bajetto et al. konnten mit den gleichen Analyseverfahren SDF-1a und
CXCR-4 in kultivierten granularen Zellen des Ratten-Kleinhirns nachweisen
(Bajetto et al., 1999).

In dieser Arbeit konnte allerdings in vivo, mit Hilfe der ISH Methode, keine SDF-
la mRNA Expression gezeigt werden. Auch Gleichmann et al. konnten keine
SDF-1a mRNA durch Nothernblot-Analyse detektieren (Gleichmann et al.,
2000).

Eine neuronale Expression des CXCR-4 Rezeptors ist mehrfach gezeigt
worden (Horuk et al., 1997; Jazin et al., 1997; Lavi et al., 1997; Lavi et al., 1998;
Hesselgesser et al., 1999; Bajetto et al., 1999a; Bajetto et al., 1999b; Lazarini et
al., 2000; McManus et al., 2000) und bestatigt die hier erzielten Ergebnisse.

AulRerhalb des Nervensystems war in den weiteren Untersuchungen auffallig,
dal nur im Herzen die SDF-la Form fehlte. SDF-1b, SDF-1g und CXCR-4
MRNA konnten im Herzen nachgewiesen werden. Durch Nothernblot-Analyse
war bekannt, dall SDF-1g die dominierende SDF-1 Isoform im Herzen ist
(Gleichmann et al, 2000). AuRerdem wurde wahrend der
Embryonalentwicklung eine sehr frihe CXCR-4 Expression im Herzseptum der
Ratte beschrieben (McGrath et al., 1999).

Tragt man all diese Daten zusammen, so konnten sie jetzt zum besseren
Verstandnis der SDF-1 und CXCR-4 defizienten Maus Mutanten beitragen, die
neben multiplen Defekten auch einen schweren Ventrikel-Septumsdefekt (VSD)
am Herzen aufweisen (Nagasawa et al., 1996a; Ma et al., 1998). Zusétzlich
fand man eine identische, strukturabweichende Kleinhirnarchitektur, die durch
eine abnorme Migration der cerebellaren Zellschichten verursacht wurde.
Vermutet wird daher, dal? der schwere Herzscheidewanddefekt durch Ausfall
von SDF-1 bzw. CXCR-4 zu einer embryonalen Migrationstorung des
Herzseptums fihrt (McGrath et al., 1999).

Die erhaltenen Daten dieser Arbeit lassen vermuten, dall es sich
wahrscheinlich um den Ausfall der im Herzen gefundenen, dominierenden SDF-
1g Form handeln kdnnte. Zusétzlich ist SDF-1g auch die Hauptform im adulten
Nervensystem (Gleichmann et al.,, 2000). Auffallig ist daher, dal3 SDF-1
defiziente Maus Mutanten in beiden Geweben, Herz und Kleinhirn, die
schwersten Defekte aufweisen und perinatal versterben.

Wir vermuten daher, dal3 der Ausfall der SDF-1g Isoform maf3geblich zu den
letalen Defekten fuhrt. In beiden Geweben konnte auch eine CXCR-4 mRNA
Expression gezeigt werden. Ob SDF-1gan diesen Rezeptor bindet, wird zur Zeit
untersucht. Welche Funktion SDF-1g und der Rezeptor nach abgeschlossener
Embryonalentwicklung am Herzen haben, ist allerdings nicht bekannt.

Aus der Literatur war bekannt, daf? im menschlichen Blut SDF-la die
dominierende Isoform ist. In dieser Arbeit konnte im Blut der Maus und der
Ratte zusatzlich SDF-1g mRNA nachgewiesen werden. SDF-1b mRNA konnte
im Blut des Menschen, der Ratte und der Maus nicht amplifiziert werden.
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Eine SDF-la und CXCR-4 Expression im Blut und im hamatopoetischen
System ist seit langem bekannt (Kowalska et al., 2000; Onai et al., 2000;
Nagasawa et al.,, 1996a; Nagasawa et al., 1996b, Loetscher et al., 1994;
Nomura et al., 1993). Urspriglich wurde SDF-1 aus dem Knochenmark der
Maus isoliert (Tashiro et al., 1993; Nagasawa et al., 1994). Fur die SDF-1a
Form wurde ein Funktionszusammenhang mit der B-Zellreifung beobachtet
(Nagasawa et al., 1994). Beschrieben sind auch Funktionen in der Hamato-,
Lympho- und Myelopoese (Bleul et al., 1996; Oberlin et al.,1996; Durig et al.,
2000). Die neue SDF-1g Isoform liel3 sich in der vorliegenden Arbeit im
humanen Blut nicht nachweisen, so dall SDF-1g nicht mafRgeblich an der
Modulation von klassischen, humoralen Entziindungsreaktionen beteiligt sein
kann.

Bekannt war, dafd durch Nothernblot-Analysen SDF-1a/b Transkripte in Leber,
Niere und Milz nachweisbar sind (Shirozu et al., 1994; Gleichmann et al., 2000).
Passend dazu konnten in der Milz Transkripte aller SDF-1 Isoformen und des
CXCR-4 Rezeptors nachgewiesen werden.

Der in dieser Arbeit gefihrte RT-PCR Nachweis von SDF-1g in multiplen
Geweben lal3t auf die Existenz eines weiteren Exons des SDF-1 Gens
schlieBen. Lokalisiert wurde das humane sdf-1 Gen auf Chromosom 10qg11.1.
Vier Exons (I-1V) kodieren durch alternatives Splei3en fir die SDF-1a und SDF-
1b Isoform (Jiang et al., 1994; Shirozu et al., 1995). Durch Insertion eines
neuen alternativen Exons llla zwischen das Exon Il und IV, kdnnte es zur
Bildung der dritten Isoform kommen.

Welche Funktionen die drei SDF-1 Isoformen haben und welche Form jeweils
dominant fur ein bestimmtes Gewebe ist, missen weitere Nothernblot-Analysen
und Funktionsuntersuchungen zeigen. Mdglich ware auch eine zeitliche
Regulation in der SDF-1 Expression. Gezeigt wurde das bereits fur SDF-1b und
SDF-1g wahrend der Gehirnentwicklung und nach Ischiasnerv-Lasion
(Gleichmann et al., 2000).
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SDF-1gund CXCR-4 Expression im Nervensystem (PNS/ZNS) der Ratte

Durch In situ Hybridisierung konnte hier gezeigt werden, dal3 SDF-1g und
CXCR-4 im PNS der Ratte in myelinisierenden Schwannzellen exprimiert wird.
Zusatzlich fand sich eine Expression beider Transkripte in Geféal3endothelien
(Abb.4). Durch Kolokalisierung von SDF1g mit dem Schwannzell-Markerprotein
S-100 konnte das sichelférmige Signal der ISH eindeutig dem Zytoplasma der
Schwannzelle zugeordnet werden, das sich sichelférmig den Myelinringen im
Nervenquerschnitt anlagert (Abb. 5). Ob CXCR-4 in denselben Schwannzellen
exprimiert wird wie SDF-1g, konnte durch Kolokalisierung nicht ermittelt werden
und bleibt noch zu zeigen. Allerdings konnte CXCR-4 mit Hilfe der
Immunzytochemie zusatzlich in kultivierten Schwannzellen nachgewiesen
werden. Das CXCR-4 Protein fand sich hauptsachlich in Perikarien und in
flachenférmigen Bereichen der Zellfortsatze. Das spricht fir eine zusatzliche
Proteinlokalisation auf3erhalb der Zellmembran und wurde von anderen
Arbeitsgruppen ahnlich beobachtet (Bajetto et al., 1999b).

Ob SDF-1b im Ischiasnerv vorkommt, konnte in der vorliegenden Arbeit durch
ISH nicht eindeutig ermittelt werden. Durch die SDF-1 Sonde (SDF-1b as)
konnte das Vorkommen von SDF-1b im Ischiasnerv nicht bestatigt, aber auch
nicht ausgeschlossen werden. Die Problematik lag in der Generierung einer
selektiven SDF-1b Sonde, die bei einer LaAnge von 600-700nt komplementar zu
allen SDF-1 Isoformen wird, so daf3 nur eine ISH mit Oligonukleotiden aus dem
spezifischen b-Bereich wirklich Aufschlufd bringen kdnnte. Vergleichend und als
Kontrolle sollten hierbei auch Oligonukleotide aus spezifischen SDF-1a, SDF-1g
und CXCR-4 Bereichen untersucht werden.

In den hier durchgefuhrten Untersuchungen konnte ein SDF-1a Transkript im
PNS nicht nachgewiesen werden, so dal® die Hauptfunktion von SDF-1a nicht
im Nervensystem, sondern héchstwahrscheinlich im hamatopoetischen System
zu vermuten ist (Kowalska et al., 2000; Onai et al., 2000; Nagasawa et al.,
1996a; Nagasawa et al., 1996b; Loetscher et al., 1994; Nomura et al., 1993).
Die Funktion von SDF-1g bzw. SDF-1b und CXCR-4 im PNS ist bislang
unbekannt. Neben einer entwicklungsabh&ngigen und nach Ischiasnerv-Lasion
regulierten SDF-1b/g Expression (Gleichmann et al., 2000) sind keine weiteren
Daten zu SDF-1 im PNS bekannt. In dieser Arbeit wurde erstmalig durch ISH
CXCR-4 mRNA in Schwannzellen nachgewiesen. Uber eine Verteilung bzw.
Funktion des CXCR-4 Rezeptors im PNS waren bisher noch keine
Literaturdaten vorhanden. Denkbar ist, dal3 die funktionelle Bedeutung dieses
SDF-1 Rezeptors nicht nur darin bestehen kann, Autoimmunprozesse und
klassische Entziindungsreaktionen zu modulieren, sondern auch Signal- und
Effektorfunktionen bei priméar nicht entzindlichen Prozessen im Nervensystem
auszuuben.

Beide Proteine, SDF-1 und CXCR-4, bieten somit genlgend interessante
Anhaltspunkte fur weitere Analysen.

Im gesamten ZNS der Ratte konnte eine konstitutive und ubiquitare,
Uberwiegend neuronale SDF-1g und CXCR-4 Expression gezeigt werden. Ob
SDF-1b im ZNS transkribiert wird, konnte nicht eindeutig gezeigt werden. Ein
SDF-1a Transkript konnte erneut nicht nachgewiesen werden.
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Mit Hilfe der In situ Hybridisierung wurden Cortex, Hippocampus, Cerebellum,
Bulbus olfactorius, Riickenmark und Corpus callosum untersucht.

Verschiedene Arbeiten (Nagasawa et al., 1996; Zou et al., 1998; Bajetto et al.,
1999a) beschrieben bereits eine Expression von CXCR-4 in Retina,
Hippocampus, Bulbus olfactorius, Cerebellum und Ruckenmark, aber nie
vergleichend mit dem einzigen Liganden des Rezeptors SDF-1. Speziell die
neue Isoform SDF-1g ist in diesem Zusammenhang noch nicht untersucht
worden. Zusatzlich blieb im Gehirn der Ratte noch zu zeigen in welchem Zelltyp
bzw. Zelltypen die mRNA des SDF-1g Chemokins und des CXCR-4 Rezeptors
exprimiert wird.

Im adulten Gehirn zeigte sich eine ubiquitdre SDF-1g und CXCR-4 Expression
in den Gebieten der grauen Substanz, mit der starksten Expression in den
Neuronen von Cortex, Hippocampus, den subcorticalen Kerngebieten (z.B.
Induseum griseum), sowie im Cerebellum, hier besonders in den Purkinje
Zellen. Die SDF-1g und CXCR-4 mRNA Expressionsmuster waren unabhangig
vom untersuchten Hirnareal identisch. Zur Bestatigung dieser Ergebnisse
konnten Cortex- und Hippocampus-Neurone immunhistochemisch mit einem
CXCR-4 Antikorper, bzw. einem Antikdrper gegen den kodierenden Bereich von
SDF-1, markiert werden. Das fir SDF-1 und CXCR-4 ermittelte
immunhistochemische Verteilungsmuster glich sich und entsprach zusatzlich
dem des SDF-1gCXCR-4 mRNA Verteilungsmusters der ISH. Eine Aussage,
welche SDF-1 Isoform durch den Antikdrper markiert wurde, konnte allerdings
nicht gemacht werden. Ein spezifischer SDF-1g Antikdrper existiert bislang
nicht. Aufgrund der hier erhaltenen mRNA Daten sollte es sich um die SDF-1g
Form handeln. Allerdings konnte eine zusatzliche Markierung des SDF-1b
Proteins nicht ausgeschlossen werden.

Ob CXCR-4 und SDF-1g gleichzeitig in derselben Zelle exprimiert werden und
somit autoregulativ wirken kénnten, bleibt noch zu zeigen.

CXCR-4 konnte zusatzlich mit Hilfe der Immunzytochemie in Kkultivierten
Cortexneuronen nachgewiesen werden. Ohtani et al. (1998) fanden in
Cortexneuronen nicht nur CXCR-4, sondern auch eine SDF-1 Expression. Auch
in kultivierten Astrozyten der Ratte konnten beide Proteine nachgewiesen
werden (Ohtani et al, 1998). Eine Astrozytenexpression des CXCR-4
Rezeptors wurde in der Literatur mehrfach erwahnt (Bajetto et al., 1999a; Dorf
et al., 2000).

In dieser Arbeit konnte in vivo weder auf mRNA, noch auf Proteinebene eine
SDF-1gund CXCR-4 Lokalisation in Astrozyten gezeigt werden.

Uber eine SDF-1 bzw. CXCR-4 Expression im Riickenmark der Ratte war
bisher nichts bekannt. Es gab nur Daten Uber eine CXCR-4 Expression im
Ruckenmark der Maus (Sehgal et al., 1998a) und erste Untersuchungen von M.
Gleichmann zur SDF-1 Expression mit einer unspezifischen SDF-1g/b Sonde,
so dall keine Ruckschlisse Uber die gefundene SDF-1 Isoform gemacht
werden konnten.

Mit einer spezifischen SDF-1g und CXCR-4 Sonde wurden in dieser Arbeit
erstmalig deutliche Hybridisierungssignale in Neuronen der grauen Substanz
gefunden. Die kraftigste Markierung zeigten dabei die Motoneurone. Aufféllig
war, dall die SDF-1g und CXCR-4 mRNA Sonden ein identisches
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Hybridisierungsmuster im Rickenmark der adulten Ratte zeigten. In weiteren
Untersuchungen konnte SDF-1g und CXCR-4 mRNA in Motoneuronen
kolokalisiert werden. Der Chemokin Rezeptor CXCR-4 wird in derselben Zelle
transkribiert wie die neue Isoform SDF-1g. In Motoneuronen laft dies somit auf
eine cis Wirkung von SDF-1g auf den CXCR-4 Rezeptor schliel3en, falls diese
Isoform an den Rezeptor binden sollte.

Auch in der weil3en Substanz des Rickenmarks zeigten sich zahlreiche Signale
mit der entsprechenden SDF-1 und CXCR-4 Sonde. Allerdings war eine genaue
Zuordnung dieser Zellen zu einem Zelltyp nicht mdoglich. Wahrscheinlich
handelte es sich um Gliazellen und/oder Interneurone.

In der weil3en Substanz des Gehirns konnten SDF-1g und CXCR-4 Transkripte
in Oligodendroglia nachgewiesen werden. Im Corpus callosum konnte SDF-1g
und CXCR-4 mRNA in Oligodendrozyten nachgewiesen werden.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, daf3 das Chemokin SDF-1g und der
CXCR-4 Rezeptor mehrfach zellularen Ursprungs sind und somit ganz
verschiedene Zielzellen und Strukturen beeinflussen missen.

Beobachtet wurde, dal SDF-1g immer zeitgleich mit dem CXCR-4 Rezeptor
exprimiert wird, was auf eine Autoregulation hinweisen kénnte. Die funktionelle
Bedeutung der gleichzeitigen Expression ist jedoch bislang unklar.
Wabhrscheinlich wirkt SDF-1g einerseits sukzessiv in Signalkaskaden
(Signalvermittlung), andererseits werden verschiedene Chemokine bzw.
Isoformen haufig zeitgleich induziert. All dies erschwert die Beurteilung des
funktionellen Beitrags des neuen SDF-1g Chemokins in einem komplexen
Zusammenhang wie dem des Nervensystems erheblich. Bislang gab es keine
vergleichenden oder funktionellen Untersuchungen zu SDF-1 und CXCR-4 im
Nervensystem.

Interessant waren zusatzlich weiterfihrende SDF-1g und CXCR-4 Experimente
in einem pathologischen Zusammenhang, z.B. in ischamischen bzw.
traumatischen Hirnlasionen, Nervenfaserdurchtrennungen und
neurodegenerativen Erkrankungen.

Ein Vergleich mit der Expression anderer Chemokine ist schwierig, da die
Uberwiegende Cytokinexpression im Nervensystem bisher meist im Kontext
autoimmunologischer und entzundlicher Erkrankungen wie der experimentell
autoimmunen Enzephalomyelitis gesehen wurde. Erst seit kurzem ist bekannt,
dal3 auch nicht-immunologische L&sionsparadigmen, wie Nervenfaser-
durchtrennungen, ischamische  Hirninfarkter und  neurodegenerative
Erkrankungen zu einer erhéhten Chemokinexpression im Nervensystem fiihren.
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Entwicklungsabhéangige SDF-1gund CXCR-4 Expression im ZNS der Ratte

Im Gegensatz zu vielen anderen funktionellen Chemokinrezeptoren wird der
sieben-transmembran Rezeptor CXCR-4 bereits sehr fruh wahrend der
Embryonalentwicklung der Ratte exprimiert (Jazin et al., 1997). In dieser Arbeit
wurde daher fur die ISH ein moglichst friihes embryonales Stadium des
Rattenhirns untersucht. Begonnen wurde die Analyse am embryonalen Tag 17.
Zusatzlich ist eine sehr weite Verbreitung von CXCR-4 wahrend der
Immunsystem- und wahrend der Hirn-Entwicklung in proliferierenden Bereichen
beschrieben worden. Kein anderer Chemokinrezeptor weist eine derartige
Verteilung auf (Bleul et al., 1996) und ist so stark konserviert (Jazin et al.,
1993). Das legt die Vermutung nahe, dalR dieses ausgepragte
Verteilungsmuster des CXCR-4 Rezeptors wahrend der Entwicklung fir eine
multiple biologische Funktion von SDF-1 sprechen kénnte (Nagasawa et
al.,1996a).

Daher wurden hier die mRNA Verteilungsmuster von CXCR-4 und SDF-1gim
sich entwickelnden ZNS der Ratte miteinander verglichen. Eine ubiquitare,
neuronale SDF-1 Verteilung in der Hirnentwicklung der Ratte wurde in der
Literatur bereits mit einer Familiensonde aus dem kodierenden SDF-1 Bereich
beschrieben (Tham et al.,, 2001), allerdings ohne einen CXCR-4 Rezeptor-
Expressionsvergleich und ohne Aussage zur betreffenden SDF-1 Isoform.

Die hier durchgefiuhrten Untersuchung von embryonalen (E17) und postnatalen
(P4 bis Adult) Cortex-Hippocampus Bereichen zeigte, dal wahrend der
gesamten Entwicklung eine ubiquitare, Gberwiegend neuronale Expression von
SDF-1g und CXCR-4 vorlag. Dieses Expressionsmuster herrschte auch im
adulten Tier vor (Abb: 6 bis 9). Zusatzlich konnten mit der SDF-1g und CXCR-4
Sonde in den Cortex-Hippocampus Strukturen identische mMRNA
Verteilungsmuster gefunden werden. Eine Expression von SDF-1 und CXCR-4
in derselben Zelle kénnte dadurch méglich sein.

Tanabe et al. konnten 1997 zeigen, daf} im Kleinhirn die Migration von
mikroglialen Zellen und Astrozyten durch SDF-1 induziert wird (Tanabe et al.,
1997a). CXCR-4, der einzige bis heute bekannte Rezeptor fur SDF-1 (Bleul et
al., 1996; Oberlin et al.,, 1996) wird auf einer Vielzahl von Zellen im Gehirn
exprimiert, einschlie3lich Mikroglia, Astrozyten und Neuronen (Wong et al.,
1996; Lavi et al., 1997; Banisadr et al., 2000; Lazarini et al., 2000). Daher ist es
nicht verwunderlich, daf3 eine Expression von SDF-1 und CXCR-4 wahrend der
Embryogenese fur die Ausbildung der korrekten Kleinhirnanatomie zwingend
notwendig ist. CXCR-4 und SDF-1 defiziente Maus Mutanten (knockout Mause)
zeigen beide eine Vielzahl multipler Defekte, unter anderem eine identische,
strukturabweichende Architektur des Kleinhirns (Tachibana et al., 1998; Zou et
al.,1998). Zou et al. fanden eine abnorme Migration der cerebellaren Externen-
Granularen-Schicht (EGS) mit ektopisch liegenden granulédren Zellen, die als
dislozierte Zellaggregate unterhalb der Purkinje-Zell-Schicht (PZS) zu finden
waren. Die abnorm liegenden Zellaggregate wurden duch Antikdrpermarkierung
gegen das Math 1 Protein, Marker flr externe granuldre Zellen, detektiert.
Beide Typen von knockout M&usen waren nicht lebensfahig und starben
perinatal.
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In diesem Zusammenhang konnte in der vorliegenden Arbeit die normale
Verteilung von SDF-1 und CXCR-4 wahrend der gesamten Kleinhirnentwicklung
gezeigt werden. Von besonderem Interesse war hier das physiologische
Expressionsmuster der neuen SDF-1g Isoform, Hauptisoform im adulten
Nervensystem, und des putativen SDF-1g Rezeptors, CXCR-4.

Wahrend der gesamten Kleinhirn Entwicklung und im adulten Tier (E17 bis
Adult) konnte, genauso wie in der Cortex-Hippocampus Entwicklung, eine
ubiquitare, Uberwiegend neuronale SDF-1g und CXCR-4 mRNA Expression
gezeigt werden (Abb: 10 bis 11). Das gleiche Verteilungsmuster schlof3 auch
neuronale Vorlauferzellen mit ein. Im Kleinhirn konnte zu keinem Zeitpunkt eine
Markierung der weil3en Substanz gezeigt werden. Auffallig war auch hier, daf3
erneut die mMRNA Expressionsmuster von SDF-1 und CXCR-4 identisch waren.

Dieses gleichbleibende und einheitliche Expressionsmuster |ai3t sicherlich auf
eine, auch nach der abgeschlossenen Kleinhirnentwicklung, wichtige Rolle von
SDF-1, besonders aber von SDF-1gund CXCR-4, schliel3en.

Unabhangig von der Ausbildung der Kleinhirnarchitektur und der Cortex-
Hippocampus Entwicklung scheint das SDF-1 Chemokin auch uber das
Entwicklungsstadium hinaus fur andere, unbekannte Prozesse verantwortlich zu
sein.

Das stéarkste Signal in der ISH erzeugte immer die SDF-1b antisense Sonde,
die alle Isoformen von SDF-1 detektieren konnte, so dal} sich dadurch keine
Aussage zur Expression von SDF-1b machen liel3.

Maoglich ist, dalR diese Sonde, die im kodierenden Bereich aller SDF-1
Isoformen liegt, nur SDF-1g erkannte, falls dies die einzige Isoform war, die
exprimiert wurde. Moglich ist noch eine zeitlich versetzte Expression beider
SDF-1 Isoformen wahrend der Entwicklung (Gleichmann et al., 2000).
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Rezeptorbindung zwischen CXCR-4 und SDF-1g

Fir SDF-1g und CXCR-4 konnte in der hier vorliegenden Arbeit ein identisches
Expressionsmuster im Nervensystem der Ratte gezeigt werden. Kolokalisierung
von SDF-1g und CXCR-4 war in denselben Zellen des 2. Motoneurons im
Ruckenmark der Ratte moglich. CXCR-4 ist der einzige bekannte Rezeptor fir
SDF-1. SDF-1a und SDF-1b Bindung an den Rezeptor konnte durch Bindungs-
Analysen gezeigt werden (Crump et al., 1997; Loetscher et al., 1998). Auch im
Gehirn der Ratte konnte eine SDF-la Bindung an den CXCR-4 Rezeptor
gezeigt werden (Banisadr et al., 2000).

Ob SDF-1g an den Rezeptor bindet, wird zur Zeit in unserem Labor untersucht.
Weiterhin ware von Interesse, ob SDF-1g autoregulativ auf den CXCR-4
Rezeptor wirken kann.

Fur die Rezeptorbindung ist der N-Terminus des SDF-1 Proteins verantwortlich.
Struktur-Aktivitdtsanalysen zeigten, dal3 die ersten acht Aminoséuren des N-
Terminus fur die Rezeptorbindung verantwortlich sind. Fur die
Rezeptoraktivierung sind allerdings nur die ersten beiden Aminosauren
verantwortlich (Crump et al.,, 1997; Loetscher et al., 1998; Elisseeva et al.,
2000). Bei allen SDF-1 Isoformen ist der N-Terminus identisch, so dal3 eine
hohe Wahrscheinlichkeit besteht, dal? auch SDF-1gan den Rezeptor bindet und
ihn aktiviert. Im Nervensystem haben SDF-1g und CXCR-4 zusatzlich ein
identisches Expressionsmuster, und SDF-1g ist hier die dominante SDF-1
Isoform (Gleichmann et al., 2000).

Der N-Terminus des CXCR-4 Rezeptors bindet SDF-1. Eine Aktivierung erfolgt
durch Interaktion mit der zweiten extrazellularen Schleife des sieben-
transmembran Rezeptors (Doranz et al., 1999; Brelot et al., 2000). Nach der
Aktivierung kommt es zur Auslosung einer Signaltransduktion mit Induktion der
Proteinkinase B und einer Internalisierung des Rezeptors (Haribabu et al.,
1997; Ganju et al., 1998; Tilton et al., 2000).

Der CXCR-4 Rezeptor ist zusatzlich ein Korezeptor fur das HIV-1 (Feng et al.,
1996; Dealwis et al., 1998; Willett et al., 1998). Allerdings kann die native SDF-
la/b Form die HIV-1 Permission in verschiedene Zielzellen inhibieren (Bleul et
al., 1996; Oberlin et al., 1996). SDF-1 Agonisten, nach Modifizierung der ersten
beiden Aminosduren bzw. kurze Peptide aus dem N-Terminus (Rest: 3-8),
zeigten das auch, so dafl dadurch eine HIV-1 Infektion, ohne
Rezeptoraktivierung, verhindert werden konnte. Dies bietet eine weitere
Moglichkeit der HIV-1 Pravention und wird daher intensiv erforscht (Hoffman et
al., 2000).

Ob SDF-1g agonistisch oder antagonistisch auf den Rezeptor wirkt, z.B. im
Hinblick auf eine mogliche Pravention einer HIV-1 Infektion, kdnnte weitere
Aufschlisse zur Rezeptorbindung und Hinweise fur die Herstellung neuer
Antagonisten geben. Welche Auswirkung der zusatzliche C-Terminus auf die
Rezeptorbindung und -aktivierung hat, bleibt daher noch zu untersuchen.
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SDF-1gund PAM Expression: Entstehung von Neuropeptiden?

Bei der gewebespezifischen SDF-1 mRNA Expression zeigte ein Vergleich mit
der PAM (Peptidyl-Glycin-a-amidierende-Monooxygenase) Expression, als
katalysierendem Enzym und SDF-1g als mdglichem Substrat der a-Amidierung
und Bildung von  Neuropeptiden, viele  Ubereinstimmungen im
Expressionsmuster.

Im peripheren Nervensystem erfolgt die PAM Expression in Schwannzellen und
im Ischiasnerv (Rhodes et al., 1990; Schafer et al., 1992; Eipper et al., 1992a;
Eipper et al., 1992b). In beiden Zelltypen wurden in dieser Arbeit auch SDF-1
und der CXCR-4 Rezeptor nachgewiesen. In rein afferenten Neuronen konnte
keine PAM Expression gezeigt werden (Schafer et al., 1992). Dieses Ergebnis
korreliert gut mit den hier erhaltenen Daten im humanen, rein afferenten N.
suralis. In diesem peripheren Nerven konnte weder SDF-1 noch CXCR-4 cDNA
amplifiziert werden.

Im zentralen Nervensystem findet sich das PAM Enzym in vielen Hirnbereichen
der adulten Ratte, mit Ausnahme der fehlenden PAM Expression im Kleinhirn
(Schafer et al., 1992).

Die durchgefuhrte PCR-Analyse zeigte, daR SDF-1 und CXCR-4 mRNA im
adulten Gehirn der Ratte exprimiert werden. Schafer et al. konnten 1992 durch
In situ Hybridisierung und Immunhistochemie ein detailiertes Verteilungsmuster
fur das PAM Enzym veroffentlichen, das weitgehend mit dem erhaltenen SDF-1
g und CXCR-4 mRNA Expressionsmuster in dieser Arbeit Ubereinstimmt. Eine
starke PAM Expression findet sich im ZNS Uberwiegend in Neuronen des
Neocortex, Hippocampus und Bulbus olfactorius. Aber auch Oligodendroglia
enthalten das PAM Enzym (Rhodes et al.,, 1990; Rhodes et al., 1991). Eine
besonders starke PAM Expression findet sich in Hippocampusneuronen, fur die
zum Teil noch keine entsprechenden a-amidierten Peptide bekannt sind
(Schafer et al., 1992).

AulRerhalb des Nervensystems konnte im Herzen SDF-1b, SDF-1gund CXCR-4
Rezeptor RNA nachgewiesen werden. Im Vorhof und in der Herzkammer ist
eine hohe PAM Expression beschrieben worden, ohne dal3 bekannte a-
amidierte Peptide in diesen Bereichen lokalisiert sind (Stoffers et al., 1989). Im
Herzgewebe finden sich somit zwei Liganden (SDF-1b/ SDF-1g) fur eine
Proteolyse und SDF-1g als mogliches Substrat der a-Amidierung. Zusétzlich
wird auch der Rezeptor CXCR-4 im Herzen exprimiert. Gut vereinbar sind diese
Daten mit den SDF-1 und CXCR-4 defizienten Maus Mutanten, die neben
multiplen Defekten auch einen schweren Ventrikel-Septumsdefekt (VSD) am
Herzen aufweisen (Nagasawa et al., 1996a; Ma et al., 1998). Uber eine SDF-1
Funktion im Herzen ist allerdings nichts bekannt.

Neben einer PAM Expression in der Lunge (Saldise et al., 1996), gibt es keine
weiteren Literaturdaten 0Uber eine PAM Expression auf3erhalb des
Nervensystems.

Ob eine Proteolyse von SDF-1b/g im Nervensystem stattfindet, basiert bislang
nur auf Vermutungen. Es handelt sich hier lediglich um eine hypothetische
Annahme, dal3 SDF-1gein Vorlauferprotein fir a-amidierte Neuropeptide ist.
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Um eine Aussage uber diese putativen Neuropeptide machen zu kdénnen, ist es
unerlaRlich die mogliche Peptidabspaltung von SDF-1b/g und die Amidierung
von SDF-1g auf Proteinebene nachzuweisen. Dadurch kdnnten sich deutliche
Unterscheidungsmerkmale zwischen den drei bekannten SDF-1 Proteinen
ergeben. Allerdings bedarf das noch der Bestatigung durch weitere
Experimente.

Ausblicke

In der vorliegenden Arbeit wurden erste Evidenzen fir wichtige regulatorische
Funktionen von SDF-1 und CXCR-4 im Nervensystem aufgefihrt, die weit Gber
Entstehung, Ausbreitung und Limitierung von Entzindungsreaktionen, fur die
Chemokine urséachlich verantwortlich gemacht werden, hinausgehen. Die
Tatsache, da? SDF-1g und CXCR-4 in jeder Hirnregion ubiquitéar neuronal
exprimiert werden, unterstreicht ihre breite Bedeutung, gestaltet aber
andererseits die Evaluierung ihrer spezifischen Funktionen in der Physiologie
und Pathophysiologie schwierig.

SDF-1, speziell aber SDF-1g und CXCR-4 konnten im Nervensystem fur eine
Reihe interessanter Interaktionen zwischen Neuronen und Gliazellen,
Pathogenen und dem Immunsystem verantwortlich sein.

Eine weitere Funktionsaufklarung konnte z.B. zum Verstdndnis der
Hirnpathologie wahrend der HIV assoziierten Demenz beitragen. Sie konnte
helfen, die pathologischen Prozesse der neurologischen Dysfunktionen zu
verstehen und zu therapieren. Die hohe CXCR-4 Dichte im Gehirn kann zu
einer HIV-1 Infektion jedes Hirnbereichs fuhren. Gleichzeitig bietet der CXCR-4
Rezeptor durch Rezeptorblockadestrategien eine neue Form der HIV-1
Pravention, z.B. durch SDF-1g modifizierte Proteine an.

Die weitverbreitete Expression des CXCR-4 Rezeptors im adulten Gehirn der
Ratte la3t auf3erdem auf eine wichtige Funktion von SDF-1 im gesunden
Hirngewebe, wahrscheinlich aber auch wahrend einer Infektion oder Hirnlasion,
schlieen. Die Erforschung der a-Chemokine und des CXCR-4 Rezeptors bietet
daher eine Reihe interessanter Ansatzpunkte, so z.B. zu Fragen nach der SDF-
1 Funktion wahrend der Regeneration postlasionaler Nervenzellen und
mogliche Therapieanséatze.

Eine zusatzliche Entstehung neuer Neuropeptide kdnnte zu einer Reihe ganz
neuer biologischer Funktionen der a-Chemokine fuhren, die sich z.B. in einer
synaptischen  Modulation  (Modulation der neuronalen, synaptischen
Erregungsibertragung) &aufRern konnten. Allerdings mufd die Neuropeptid-
entstehung noch in vivo gezeigt werden. Wo und an welchen Rezeptoren diese
Peptide wirken und binden bliebe zuséatzlich noch zu zeigen.

Die a-Chemokine, speziell die SDF-1 Isoformen haben sich so zunehmend aus
dem ausschlie3lich immunologischen Betrachtungswinkel entfernt und sind zu
einem wichtigen Gegenstand auch der neurobiologischen Grundlagenforschung
geworden. Die Tatsache, dal3 SDF-1 und der CXCR-4 Rezeptor fast in jeder
Hirnregion exprimiert werden, unterstreicht ihre breite Bedeutung, gestaltet aber
die Evaluierung ihrer spezifischen Funktionen im Nervensystem schwierig.

64



Zusammenfassung

6. ZUSAMMENFASSUNG

SDF-1 gehort zur Familie der a-Chemokine und wird genauso wie der CXCR-4
Rezeptor in einer Vielzahl von Geweben exprimiert. CXCR-4 ist der einzige
bekannte Rezeptor fur SDF-1. Drei SDF-1 Isoformen, SDF-1a, SDF-1b und
SDF-1gsind bekannt.

Durch die Methode der In situ Hybridisierung wurde gezeigt, dal3 SDF-1g und
CXCR-4 mRNA im peripheren Nerv in Schwannzellen und im zentralen
Nervensystem ubiquitar vorkommt. Am starksten wurde die mRNA in Neuronen
in der grauen Substanz exprimiert. In den Motoneuonen des Rickenmarks
wurde SDF-1g mit CXCR-4 kolokalisiert.

Das fur SDF-1g wund CXCR-4 ermittelte immunhistochemische
Verteilungsmuster im Cortex und Hippocampus entsprach dem des mRNA
Musters, das mit der ISH Methode ermittelt wurde. Der Rezeptor wurde
zusatzlich immunzytochemisch in Cortexneuronen nachgewiesen.

In der weiRen Substanz zeigten sich SDF-1g und CXCR-4 Transkripte in
Oligodendroglia. Die SDF-1g und Rezeptor mRNA Expressionsmuster waren
identisch.

Embryonale, postnatale und adulte Hirnbereiche zeigten, dal3 auch wahrend
der gesamten Entwicklung eine ubiquitare, Uberwiegend neuronale Expression
von SDF-1g und CXCR-4 vorlag. Auch wahrend der gesamten Cortex-
Hippocampus- und Kleinhirn-Entwicklung konnten, wie im adulten
Nevensystem, identische mRNA Verteilungsmuster zwischen SDF-1g und
CXCR-4 gefunden werden. Die Bindung von SDF-1g an den CXCR-4 Rezeptor
muf} allerdings durch weitere Experimente belegt weden.

Die ubiquitare Expression von SDF-1g und CXCR-4 mRNA bzw.
Rezeptorprotein im Nervensystem der Ratte |43t entweder auf eine
grundlegende SDF-1g Funktion oder auf mehrere, durch mdgliche
Rezeptordiversitat vermittelte Funktionen schliel3en.

Eine Funktion im Zusammenhang mit entziindungsvermittelnden Reaktionen ist
fur SDF-1 als Chemokinfamilien-Mitglied zwar auch grundséatzlich denkbar,
wegen der ubiquitaren Genexpression im Gehirn aber eher unwahrscheinlich.
Wahrscheinlich sind die a-Chemokine fur das Nervensystem genauso essentiell
wie fur die Funktion des Immunsystem. Daruber hinaus scheinen sie auch eine
wichtige Rolle in der Entwicklung des Nervensystems zu spielen.

Ein Vergleich mit der PAM (Peptidyl-Glycin-a-amidierende-Monooxygenase)
Expression als katalysierendem Enzym und SDF-1gals mdglichem Substrat der
a-Amidierung zeigte viele Ubereinstimmungen im Expressionmsmuster. Eine
ubiquitdre SDF-1g Expression im adulten Gehirn l&R3t sich gut mit einem
moglichen Vorlauferprotein der a-Amidierung vereinbaren. Allerdings bedarf die
Hypothese von SDF-1g als Vorlauferprotein von Neuropeptiden noch der
Bestatigung durch weitere Experimente, die einen direkten Peptidnachweis auf
Proteinebene einschlie3en.
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ABSTRACT:

Die Chemokine SDF-1a und SDF-1b sind zwei alternativ gesplei3te Varianten der
CXC-(a)-Chemokinfamilie, die zwischen den Spezies hoch konserviert sind. Der
Stromal cell Derived Factor-1 (SDF-1) ist ein wichtiger Regulator fur die Aktivierung
und Migration von Leukozyten und h&matopoetischen Stammzellen. Zusatzlich wird
die Proliferation von B-Vorlauferzellen stimuliert.

SDF-1 bindet an CXCR-4, einen Chemokin-Rezeptor, der als Co-Rezeptor fur das
HIV-1 Oberflachenprotein gp120 zum apoptotischen Zelluntergang von neuronalen
Zellen fuhrt. Nach Blockade des Rezeptors mit CXCR-4 Antikorpern oder SDF-1
kann eine HIV-Infektion verhindert werden.

In unserem Labor (Labor fur Molekulare Neurobiologie an der Heinrich-Heine-
Universitat Disseldorf) wurde SDF-1g, eine neue SDF-1 Isoform isoliert. Hier wird
eine eingehende Charakterisierung der Genexpression dieser neuen SDF-1gIsoform
im Nervensystem der Ratte durchgefuhrt.

Bei der gewebespezifischen mRNA Expression in Nervensystem, Herz, Milz und Blut
der Ratte zeigt sich, mit Ausnahme von menschlichem Blut und humanem N. suralis,
eine ubiquitare Expression von SDF-1gund CXCR-4. SDF-1a kann im Nervensystem
der Ratte nicht nachgewiesen werden.

Mit der In situ Hybridisierungsmethode wird vergleichend die Verteilung von SDF-
1b/g und CXCR-4 mRNA wéhrend der Entwicklung und im adulten Stadium des
Ratten-Nervensystems beschrieben. Wahrend der Entwicklung zeigen die
Transkripte ein vergleichbares Expressionsmuster. Im zentralen Nervensystem sind
SDF-1b/gund CXCR-4 in den Nervenzellen des Neocortex, Kleinhirns, Hippocampus
und Ruckenmarks weit verbreitet. In Trakten der weil3en Substanz, einschlief3lich
Corpus callosum finden sich in Oligodendroglia starke Hybridisierungssignale. Im
peripheren Ischiasnerv wird ein intensives Hybridisierungssignal in Schwannzellen
gefunden. SDF-1b/g mRNAs werden wahrend der Nervensystementwicklung invers
reguliert, wahrend SDF-1b mRNA die dominante Isoform in der embryonalen und
frihen postnatalen Phase der Nerv-Entwicklung ist, wird SDF-1gim adulten Stadium
h6her exprimiert.

Der immunhistochemische und -zytochemische Nachweis der SDF-1g und CXCR-4
Proteinexpression in Neuronen des Cortex, Hippocampus und Schwannzellen
bestétigt die erhaltenen Transkriptionsdaten.

Computer gestiutzte Analysen zeigen, dal3 die SDF-1b und SDF-1g Transkripte fur
Proteine von ca. 9-13 kDa kodieren, die mehrere putative proteolytische
Schnittstellen aufweisen, die nach Amidierung zur Entstehung neuer Neuropeptide
fuhren kdnnten.





