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“Before the full potential of neural stem cells can be realized, we need to learn what controls
their proliferation, as well as the various pathways of differentiation available to their

daughter cells” (Gage, 2000).
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1. Einleitung

1.1 Stammazellen

Allgemein sind Stammzellen eine Population von Korperzellen, die die Fahigkeit haben sich
unbegrenzt zu erneuern (proliferieren) und in verschiedene Zelltypen auszureifen
(differenzieren). Dabei wird zwischen totipotenten, pluripotenten und multipotenten
Stammzellen unterschieden. Die totipotente Stammzelle, wie die befruchtete Eizelle zeichnet
sich dadurch aus, dass sie in geeigneter Umgebung, der Gebarmutter, fahig ist zu einem
vollstdndigen Organismus heranzuwachsen. Die pluripotente Stammzelle wiederum, wie die
Embryonale Stammzelle (ES-Zelle) besitzt die Fihigkeit in jede Zelle eines Organs zu
differenzieren, auBer dem Trophoplast der Plazenta. Die Quelle der ES-Zellen ist die
Blastozyste, die wihrend der Embryonalentwicklung (Embryogenese) im Blastozystenstadium
(Blastulation) gebildet wird (Ulfig, Kurzlehrbuch, 2005). Nach der Blastulation folgt die
Gastrulation. Sie beginnt mit einer u-formigen Einstiilpung der Blastozyste, die drei
Keimblaitter (Ektoderm, Mesoderm und Endoderm) entstehen ldsst. Durch den Ursprung aus
den drei Keimblattern wird unterschieden zwischen neuralen Stammzellen, die dem Ektoderm
entspringen, Stammzellen des Pankreas, die aus dem Endoderm entspringen und Stammzellen
des Blutes und Immunsystems, die aus dem Mesoderm entspringen. Sie werden als
multipotente Stammzellen bezeichnet, da sie nur noch ein begrenztes Repertoire an
Ausdifferenzierungsmdglichkeiten in einen speziellen Zelltyp besitzen (Hall und Watt, 1989;
Weissmann, 2000). Generell sind Stammzellen fiir die Regeneration eines Gewebes von
besonderer Wichtigkeit. Im Laufe eines Lebens nimmt jedoch die Anzahl von Stammzellen ab
und lasst damit Krankheiten entstehen. Die Wissenschaft ist dementsprechend bemiiht die
Mechanismen der Selbsterneuerung zu klaren, um den Regenerierungsprozess und damit den
Erhalt der Stammzellhaftigkeit aufrechtzuerhalten. Die ES-Zelle besitzt die unbegrenzte
Féhigkeit zur Proliferation und Differenzierung in jeden Zelltyp. Daher scheint besonders sie
attraktiv fiir die Wissenschaft zu sein. Thre klinische Anwendung ist jedoch umstritten. Zum
einen gilt die Blastozyste als frither Embryo, welcher unter den Wiirdeschutz des Menschen im
Grundgesetz fallt und damit ethisch in Frage gestellt wird (Giinther et al., 2008a). Ebenso
fiihren Transplantationsversuche von ES-Zellen zu unvorhergesehenen Tumorbildungen
(Teratomen), Fehlbildungen und zu starken Immunreaktionen (van der Bogt et al., 2006, Salem
und Thiemermann, 2010). Der Grund liegt in der Oberflichenstruktur und den darauf
befindlichen Histokompatibilitits-Antigenen, die Zell- und Gewebsspezifisch sind. Die
Empfingerzelle erkennt das Transplantat als Fremdkdrper und stoft es ab. Neben den ES-
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Zellen bilden daher die sogenannten Progenitor-Zellen oder Precursor-Zellen eine Alternative.
Diese vordifferenzierten Zellen, stammen aus der asymmetrischen Teilung der multipotenten
Stammzelle ab und verfiigen {liber eine begrenzte Fahigkeit zur Selbsterneuerung (Gage, 2000).
Hierdurch fallen sie nicht unter das Embryonenschutzgesetz und ihre begrenzte
Proliferationsrate verringert die Tumorigenitdt. Progenitor-Zellen des Nervensystems bilden
weitere neuronale oder gliale Progenitor-Zellen mit begrenzter Zellteilung aus, die sich
schlieBlich in funktionstiichtige Neurone oder Astrozyten bzw. Oligodendrozyten
ausdifferenzieren. Besonders in den letzten 10 Jahren konnte eine dynamische Entwicklung auf
dem Gebiet der Stammzellforschung verzeichnet werden. Diese fiihrte dazu, dass verschiedene
Nomenklaturen von Stammzelle und Progenitor- oder Precursor-Zelle akzeptiert worden sind,
sodass in einigen Verdffentlichung die Progenitor-Zelle synonym zur Stammzelle oder wie die

Vorlauferzelle des blutbildenden Systems beschrieben steht.
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Potenzial Zelle Quelle
Totipotent Zygote Zygote
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It

VO
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Abbildung 1: Stammzellklassen die zur Nervenzellbildung beitragen. Schematische Darstellung
iiber die verschiedenen Klassen von Stammzellen in Hinblick auf neurale Kapazitét. Die befruchtete
Eizelle (Zygote) gilt als totipotente Stammzelle, die einen gesamten Organismus enstehen ldsst. Die aus
der Blastozyste gewonnene Embryonale Stammzelle (ES-Zelle) kann in jede Zelle eines Organs
differenzieren, daher wird sie als pluripotent bezeichnet. Die multipotente Stammzelle kann sich je nach
Ursprungsgewebe (Ektoderm, Mesoderm, Endoderm) in einen speziellen Zelltyp differenzieren und ist
unbegrenzt zur Selbsterneuerung fahig. Neurale Progenitor-Zellen mit begrenzter Fahigkeit zur
Selbsterneuerung bilden neuronale und gliale Progenitor-Zellen, die wiederum zu Neuron bzw. Astrozyt
oder Oligodendrozyt differenzieren. Modifizierte Abbildung von Gage, 2000.

1.1.1 Neurale Stammzellen im zentralen Nervensystem

Lange Zeit wurde der Glauben verbreitet, dass neurale Stammzellen ausschlieBlich in der
friihen Embryogenese existieren. In den 60er Jahren konnte dies durch Altman und seine
Mitarbeiter revidiert werden. Er wies nach, dass die Nervenzellbildung (Neurogenese) auch
nach der Geburt (postnatal) im Hippokampus stattfindet (Altman und Das, 1965). Weitere
Isolierungsversuche zeigten, dass die Neurogenese im zentralen Nervensystem auf zwei
Regionen begrenzt ist. Sowohl die subventrikuldre Zone des lateralen Ventrikels als auch die

subgranuldre Zone des Gyrus Dentatus im Hippokampus enthalten neurale Stammzellen,
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wodurch noch im adulten Alter die Neurogenese stattfinden kann (Morshead et al., 1994; Weiss
et al., 1996; Palmer et al., 1997). Besonders in der subventrikuldren Zone konnten retrovirale
und Nukleosid-Markierungsversuche zeigen, dass verschiedene Zellpopulationen existieren
(Morshead et al., 1994), wie Neurone, Gliazellen und weitere proliferierende Zellen (Doetsch
et al., 1997). Diese Region wird daher besonders als Stammzellnische angesehen (Noctor et al.,
2004). Mit zunehmenden Alter nimmt die Anzahl an neuralen Stammzellen ab (Alvarez-Buylla
et al., 2001). Die auftretenden Degenerationen von Neuronen (z.B. Morbus Alzheimer oder
Morbus Parkinson) oder Entziindungen des Nervensystems (z.B. Multiple Sklerose) sind nur
einige neurodegenerative Erkrankungen, deren Hoffnung auf Heilung in der regenerativen
Medizin steckt (Kolios und Moodley, 2013). Das Potenzial von neuralen Stammzellen und die
Regulierungsmechanismen die dazu dienen die Proliferation aufrecht zu erhalten, sind bislang
nicht geklart. Weitere Charakterisierungsstudien sind daher erforderlich um sie als mogliche

Therapieform gezielt einsetzen zu konnen.

1.1.2 Neurale Progenitor-Zellen in vivo

Neurale Stammzellen werden schon friih in der Embryogenese, beginnend mit der Bildung des
Neuralrohrs (Neurulation) gebildet. Sie treiben die Ausbildung des zentralen Nervensystems
und des peripheren Systems an. Die aus dem Neuralrohr abstammenden epithelialen-Zellen
bilden dabei die neuralen multipotenten Stammzellen, die durch asymmetrische Teilung neurale
Progenitor-Zellen hervorbringen, die eine wichtige Ressource zur Aufrechterhaltung des
zentralen Nervensystems darstellen. In der frithen Embryonalentwicklung geht die neurale
Progenitor-Zelle zunichst eine symmetrische Zellteilungsphase ein, die zwei identische Zellen
hervorbringt. Dies flihrt zu einer extensiven Proliferation innerhalb der ventrikuldren Zone. Im
weiteren Verlauf der Entwicklung findet die asymmetrische Zellteilung statt, die gleichzeitig
den Beginn der Neurogenese darstellt und die subventrikulére Zone ausbildet (Morshead et al.,
1994; Doetsch et al., 1997; Morshead et al., 1998; Noctor et al., 2004). Hierbei gehen aus einer
Zelle, eine neurale und eine basale Progenitor-Zelle oder auch ein unreifes Neuron hervor. Die
basale Progenitor-Zelle migriert in die subventrikuldre Zone, wo sie sich weiter teilt um
anschlieend erneut zwei Neurone zu generieren, die in die kortikale Platte einwandern. Das
unreife Neuron indessen migriert ohne Zellteilung in den Kortex, wihrend die weiterhin
mitotisch-aktive Progenitor-Zelle dazu dient die Proliferationsrate aufrecht zu erhalten. Die
wiederholte asymmetrische Zellteilung tragt zur Bildung unterschiedlicher Neurone bei und

damit zur Entwicklung des Kortex (Mérot et al., 2009; Kageyama et al., 2009). Im weiteren
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Entwicklungsverlauf findet eine Verdnderung in Richtung Gliogenese statt, so dass Progenitor-
Zellen gliale Zellen hervorbringen, die iiber die subventrikuldre Zone in den Kortex
einwandern. Transplantationsversuche haben gezeigt, dass Zellen aus einer Gliogenese
kommenden Region innerhalb einer neurogenen Hippokampusregion zur Neuronenbildung
gebracht werden konnen (Horner et al., 2000). Dies zeigt, dass Faktoren von angrenzenden
Zellen sezerniert werden und das Ursprungsverhalten von undifferenzierten oder
vordifferenzierten Progenitor-Zellen verindern kénnen. Der Ubergang zwischen Neurogenese

und Gliogenese ist demnach abhéngig von der Entwicklungsdauer und der Umgebung.

KP
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Teilungsphase (neurogene) Phase Teilungsphase

Abbildung 2: Proliferation und Differenzierung von neuralen Progenitor-Zellen. Die schematische
Darstellung zeigt, dass neurale Progenitor-Zellen (NPCs) zur symmetrischen als auch asymmetrischen
Zellteilung und Proliferation befdhigt sind. In der symmetrischen Phase werden zwei identische
Tochterzellen generiert, die zur Erhéhung der Proliferationsrate beitragen. Durch die asymmetrische
Teilung differenziert eine Tochterzelle zur basalen Progenitor-Zelle (BP), die wiederum zwei Neurone
(N) hervorbringt, die in die kortikale Platte (KP) einwandern. In der gliogenen Teilungsphase findet
ebenfalls eine asymmetrische Zellteilung statt, die zur Bildung von Gliazellen beitrdgt. Modifizierte
Abbildung von Kageyama et al., 2009.

1.1.3 Neurale Progenitor-Zellen in vitro

Um Einfliisse von Zytokinen bzw. anderen Faktoren auf neurale Progenitor-Zellen zu
untersuchen wird bevorzugt die in vitro Kultivierung nach Reynolds und Weiss (1992)
verwendet. IThnen gelang es erstmals neurale Progenitor-Zellen aus der ganglionischen Eminenz
(GE) zu isolieren und die optimalen Bedingungen der in vitro Kultivierung herauszufinden. Die
GE ist als Vorlduferstruktur der subventrikuldren Zone anzusehen und spielt damit eine Rolle
in der Entwicklung des zentralen Nervensystems von Séugetieren. Hierbei bildet sich aus der
Innenseite des Vorderhirnbldschens eine Ganglienvorwdlbung, die in zwei Regionen aufgeteilt
werden kann. Die eine wird als mediale GE (MGE) bezeichnet, woraus das Pallidum
hervorgeht, wihrend die andere Region als laterale GE (LGE) bezeichnet wird, woraus sich das
Striatum bildet. Neurale Progenitor-Zellen werden durch Ausbildung von Globus pallidus und

Putamen (beides Striatum) nach auBlen zu der ventrikuldren Zone gedréngt und bilden im
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weiteren Verlauf die subventrikuldre Zone (Noctor et al., 2004). Sowohl die dorsal-laterale
ventrikuldre Zone, als auch die MGE und LGE enthalten neurale Progenitor-Zellen, deren
differenzierte Neurone zum Kortex migrieren und dadurch an der Entwicklung des Kortex
beteiligt sind (Kriegstein und Noctor, 2004).

Nach der Isolierung der neuralen Progenitor-Zellen und der Zugabe von Wachstumsfaktoren,
wie dem epidermalen Wachstumsfaktor (EGF, engl. epidermal growth factor) und dem
basischen Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGF-2, engl. basic fibroblast growth factor-2)
kommt es zu einer klonalen Aggregatsbildung dieser Zellen. Diese werden als Neurosphéren
bezeichnet und enthalten sowohl neurale als auch terminierte Progenitor-Zellen (Okano, 2002).
Durch Dissoziierung der Neurosphdren und Rekultivierung in wachstumsfaktorhaltigem
Medium werden terminierte Progenitor-Zellen ausselektiert. Die wiederholt entstehende
Neurosphérenbildung zeigt riickwirkend, dass es sich um neurale Progenitor-Zellen handelt und

nicht um terminierte Progenitor-Zellen (Bottai et al., 2003).

Neurale Stammzelle
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Abbildung 3: In vitro Kultivierung von neuralen Stammzellen. Dissoziierte Zellen aus der
ganglionischen Eminenz (GE) werden unter serum-freien mit FGF- und EGF-haltigem Medium
kultiviert. Unter diesen Bedingungen bilden sie klonale neurosphédrenartige Aggregate, die frei im
Medium schwimmen. Nach wiederholter Dissoziation bilden die einzelnen Zellen erneut Neurosphéren
(1). Durch asymmetrische Teilung werden sowohl multipotente neurale Progenitor-Zellen, als auch
terminierte Progenitor-Zellen gebildet, die zu keiner weiteren Sphérenbildung beméchtigt sind (x).
Wiederum durch Wachstumsfaktorentzug kommt es zur Ausdifferenzierung in die drei Hauptzelltypen
des zentralen Nervensystems; Neuron, Astrozyt und Oligodendrozyt. Modifizierte Abbildung von
Okano, 2002.

Die Sphérenbildung dient dazu die urspriingliche physiologische Umgebung innerhalb des

zentralen Nervensystems zu imitieren. Diese Aggregatsbildung wird dabei durch
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Vorhandensein von Adhésionsproteinen und extrazelluldrer Matrix (EZM) unterstiitzt (Lobo et
al., 2003). Die dreidimensionale Struktur ermdoglicht den Zellen untereinander zu
kommunizieren und durch Sezernierung von Faktoren das Neurosphirenwachstum zu fordern.
Durch wiederholtes dissoziieren werden terminierte Progenitor-Zellen ausselektioniert, um den
Erhalt von neuralen Progenitor-Zellen zu férdern. Ein wichtiger Faktor spielt dabei die Grofie
der Sphére. Hierdurch kann die Diffusionsgeschwindigkeit in den innersten Zellverband
beeintrachtigt und ungewollt zum Zellsterben oder zum ausdifferenzieren fithren. Demzufolge
werden sie auch auf beschichtete  Kulturschalen als  Einzelschicht unter
wachstumsfaktorhaltigen Bedingungen kultiviert. In dieser Arbeit wurde zumeist die
adhérierende Einzelschicht bevorzugt eingesetzt um den Einfluss verschiedener stimulierender
Agenzien zu untersuchen. Einfachheitshalber werden die neuralen Progenitor-Zellen in dieser

Arbeit in ihrer Kurzschreibweise als NPCs (engl. neural progenitor cells) weitergefiihrt.

1.1.4 Nestin, ein potentieller Stammzellmarker

Zur Identifizierung neuraler Stammzellen wird der Stammzellmarker Nestin verwendet
(Hockfield und McKay, 1985; Lendahl et al., 1990; Wiese et al., 2004). Nestin wurde erstmals
in neuroepithelialen Stammzellen der Ratte (Lendahl et al., 1990), anschlieBend im Menschen
(Dahlstrand et al., 1992) und der Maus entdeckt (Yang et al., 2001). Durch Thymidin -
Autoradiographie und durchflusszytometrische Analysen konnte gezeigt werden, dass das zur
Klasse VI der intermedidren Proteinfilamente gehorende Protein in Regionen von sich
differenzierenden Zellen vorkommt (Frederiksen und McKay, 1988; Dahlstrand et al., 1995;
Michalczyk und Ziman, 2005). Die subventrikuldre Zone, die als Stammzellnische gilt enthélt
besonders Nestin-exprimierende Populationen. Hierbei finden sich neben den neuralen
Stammzellen, als auch Progenitor-Zellen, die in der Literatur als Astrozyten-dhnliche radiale
Gliazellen beschrieben werden (Frederiksen und McKay, 1988). Diese Zellen besitzen
ebenfalls multipotente Eigenschaften im Gegensatz zu den klassischen Astrozyten. Beiden
gemeinsam ist jedoch die Expression des glidren fibrilliren aziden Proteins (GFAP, engl. glial
fibrillary acidic protein) (Hockfield und McKay, 1985; Laywell et al., 2000). Wéhrend die
Astrozyte nur eine stiitzende Funktion aufweist, ist die radiale Gliazelle zur asymmetrischen
Teilung fahig und bringt unter anderem Neurone hervor (Malatesta et al., 2000; Noctor et al.,
2001). In Folge der Differenzierung in Richtung Neuron oder Astrozyt, wird Nestin durch
andere Neurofilamente ersetzt (Frederiksen und McKay, 1988; Dahlstrand et al., 1992;
Dahlstrand et al., 1995). Dies beweist, dass Nestin hauptsdchlich in mitotisch-aktiven Zellen
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mit Stammzellpotenzial vorliegt. Weitere Nestin-exprimierende Mikroglia-Zellen (Takamori et
al., 2009) und eine kleine Population von GFAP-exprimierenden Zellen im Neocortex (Ernst

und Christie, 2006) bilden dabei die Ausnahme.

1.1.5 Weitere spezifische Zelltyp- und Stammzellmarker

Zur weiteren Identifizierung von Zelltypen im Nervensystem sind Marker notwendig, die
charakteristisch zwischen den drei Zelltypen; Astrozyt, Neuron und Oligodendrozyt
unterscheiden konnen. Als Neuronen-spezifischer Marker gilt unter anderem das mikrotubulér-
assoziierte Protein-2 (MAP-2, engl. microtubule-associated protein 2). MAP-2 reguliert die
Stabilitdt und Struktur der Mikrotubuli, die neuronale Morphogenese, die Dynamik des
Zytoskeletts, sowie die Organellenweiterleitung in Axone und Dendriten (Sanchez et al., 2000).
Ein weiterer wichtiger Bestandeil in Neuronen bilden die zur dritten Klasse gehdrenden
B—Tubuline (B—TubulinlII). Sie sind wichtige Bestandteile des Mikrotubuli-Netzwerkes, die
durch Bildung von Heterodimeren mit der a—Tubulin Untereinheit helikale Hohlkorper bilden,
wodurch sich sogenannte Mikrotubuli zusammenlagern. Durch das dynamische Mikrotubuli-
Netzwerk werden zytoplasmatische Transporte von Vesikeln, Chromosomen-Verteilungen in
der Meiose/Mitose und Axon-Migration von Neuronen moglich gemacht (Westermann und
Weber, 2003). Ein weiterer Zelltyp bildet die Oligodendrozyte. Dieser glidre Zelltyp weist viele
Zellfortsdtze auf, die das Oberflichen-Antigen Sulfatid O4 prasentieren (Sommer und
Schachner, 1981). Oligodendrozyten bilden die sogenannte Myelinschicht um die Fortsétze
(Axone) von Neuronen zu umhiillen und sie so elektrisch zu isolieren. Wie bereits erwéhnt,
exprimieren sowohl reife Astrozyten als auch multipotente radiale Gliazellen GFAP, die sich
durch Doppelfarbung mit dem Nestin-Stammzellmarker voneinander unterscheiden lassen
(Doetsch et al., 1999; Laywell et al., 2000; Rieske et al., 2007). Astrozyten machen dabei den
grofiten Teil, der im Gehirn vorkommenden Zelltypen aus. Sie unterstiitzen Neurone und
versorgen sie zugleich mit Ndhrstoffen. Das nachweislich glidre Intermedidrfilament dient dazu
die Morphologie zu unterstiitzen und bewirkt gleichzeitig die Beweglichkeit der Zelle (Eng et
al., 2000). Der nukledre Transkriptionsfaktor PAX6 (engl. paired-box gene 6) wird wiederum
als stammzellspezifischer Marker angesehen, welcher hauptsdchlich die Proliferation,
Differenzierung und Migration von Astrozyten reguliert (Maekawa et al., 2005; Sakurai und
Osumi, 2008). Prominin (auch CD133) wird ebenfalls als stammellspezifischer Marker
eingesetzt (Kania et al., 2005). Prominin gehort zur Familie von Oberflachen-Glykoproteinen,

die sowohl in normalen als auch in diversen Krebs-Zelltypen hochreguliert vorkommen (Florek
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et al., 2005). Das promyelozytische Leukdmieprotein PML (engl. promyelocytic leukemia
protein) spielt eine Rolle in der Regulation von Zellteilungen, Differenzierung von NPCs
(Regad et al., 2009) und fungiert als Transkriptionsfaktor und Tumorsuppressor (Li et al.,
2009). Zu den Stammzellmarkern wird ebenfalls das RNA-bindende Protein Musashil gezdhlt.
Es reguliert die Expression von Ziel-mRNA auf Translationsebene und spielt eine Rolle in der
Differenzierung und dem Erhalt von Stammzellen im zentralen Nervensystem (Lan et al.,
2010). Durch Einsetztung dieser Marker ist es moglich Aufschluss iiber die Zelltypen und ihr

Stammzellpotenzial zu gewinnen.

1.1.6 Die Rolle des Notch-Signalweges im zentralen Nervensystem

Eine wichtige Eigenschaft von Stammzellen ist die Féhigkeit zur Selbsterneuerung, welche
durch den Notch-Signalweg gefordert wird. Wie in der Literatur beschrieben, ist der Notch-
Signalweg in viele Prozesse der Sdugetierentwicklung involviert (Artavanis-Tsakonas et al.,
1999), insbesondere in der Entwicklung des zentralen Nervensystems. Erstmals wurde das
Notch-Gen in der Fruchtfliege (D. melanogaster) nachgewiesen. Der als 300 kDa grofie
Transmembranrezeptor enthélt extrazelluldre epidermale Wachstumsfaktoranhénge, die mit
den Doménen von Notch-Liganden (Delta und Jagged in Vertebraten; Delta und Serrate in D.
melanogaster; LAG2 und APX-1 in C. elegans) interagieren. Bislang wurden vier Notch-Gene
(Notch 1-4) und fiinf Liganden in Vertebraten (Jagged 1 und 2; Delta 1, 2 und 3) identifiziert
(Ohishi et al., 2000). In Folge einer neuronalen Differenzierung werden neurale Gene, wie die
basischen Helix-Loop-Helix (bHLH, engl. basic helix-loop-helix) Transaktivatoren Mashl
bzw. Neurogenin2 exprimiert (Kageyama et al., 2007). Sie induzieren die Expression des
Liganden Delta, der wiederum sezerniert wird um an den Notch-Rezeptor der Nachbarzelle zu
binden. Diese Interaktion fiihrt zu zwei Spaltungen, zum einen durch die extrazellulére
Metalloprotease ADAM die auBerhalb der Transmembrandoméne von Notch spaltet (Brou et
al., 2000), zum anderen zur proteolytischen Spaltung innerhalb der Transmembrandoméne
durch Presenilin-1, einem Enzym innerhalb des y-Sekretasekomplexes (Mumm et al., 2000;
Fortini, 2001). Hierdurch wird die intrazelluldare Domine von Notch abgespalten und wandert
in den Nukleus, wo es zu einer Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor RBPj kommt. Dieser
als  Transkriptionsaktivator =~ agierende = Komplex,  induziert  wiederum  die
Transkriptionsrepressoren zur HES-Familie (engl. hairy/enhancer split) gehorende Hesl und
Hes5 Gene, wodurch die neuronale Differenzierung dieser Zelle inhibiert wird (Kageyama et

al., 2007). Demzufolge fiihrt eine Differenzierung in ein Neuron dazu, dass durch Zell-Zell
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Interaktion mit der Nachbarzelle der vorhandene Notch-Rezeptor angeregt wird fiir den Erhalt
der neuralen Stammzelle zu sorgen (Hitoshi et al., 2002; Alexson et al., 2006; Kageyama et al.,
2009). Dieser Prozess kann durch den y-Sekretase-Inhibitor DAPT (engl. N-[/N-(3,5-
difluorophenacetyl)-1-alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester) gehemmt werden, wodurch die
Verteilung von neuralen Zytoskelett-Proteinen und damit die neuronale Differenzierung

gefordert wird (Kanungo et al., 2008).
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Abbildung 4: Der Notch-Signalweg. Schematische Darstellung des Signalweges, der durch den
Liganden Delta durch Zell-Zellkontakt mit dem Notch-Rezeptor aktiviert wird. Die intrazelluldre
Doméne von Notch (NIZD) wird durch Presenilin-1 abgespalten und wandert in den Nukleus, wo es zu
einer Komplexbildung mit RBPj kommt. Hierdurch werden die Transkriptionsrepressoren Hesl/Hes5
angeschalten, die wiederum inaktivieren die weitere Expression des Delta-Liganden. Modifizierte
Abbildung von Kageyama et al., 2009.

1.1.7 Die Rolle des TGFB-Signalweges im zentralen Nervensystem

Aus einigen Studien ist ebenfalls bekannt, dass der transformierende Wachstumsfaktor 3
(TGFB, engl. transforming growth factor beta) an der Differenzierung von neuralen
Stammzellen beteiligt ist und zytoprotektive Eigenschaften mit sich bringt, wodurch ihm eine
wichtige Rolle in der Gehirnentwicklung zuteil wird (Roussa et al., 2004; Vogel et al., 2010;
Dobolyi et al., 2012).
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Die Familie von TGFBs zdhlt zur Superfamilie von Wachstumsfaktoren, die mehr als 100
Proteine zu sich zéhlt. Mehr als 40 verschiedene Zytokine sind dabei in Sdugetierzellen
beschrieben. Neben den Zytokinen Aktivin, den knochenbildenden Proteinen (BMPs, engl.
bone morphogenetic proteins) und den Wachstums- und Differenzierungsfaktoren (GDFs, engl.
growth differentiation factors), wird diese Superfamilie besonders durch die multifunktionelle
Gruppe von TGFs repréasentiert. Diese lassen sich in die drei Isoformen (TGFB1-3) in
Saugetierzellen klassifizieren (Bottner et al., 2000). Die Isoformen TGFB2 und TGFB3 sind
dabei groftenteils in NPCs, sich differenzierender Neurone und in radialen Gliazellen
vorhanden, wihrend TGFB1 hauptsédchlich in mesenchymalen Zellen von Meningen vorkommt
(Flanders et al., 1991; Miller, 2003). Wie oben beschrieben, gehdren eine Vielzahl von
Zytokinen zur Superfamilie von TGFs, die wiederum in verschiedene Signalwege, wie in den
Smad-Weg und in den Nicht-Smad-Weg, einschlieBlich Mitogen-aktivierte Protein-Kinase-
Weg (MAPK-Weg), Phospatidylinositol-3-Kinase-Weg (PI3K-Weg)/AKT-Weg und Rho-
dhnlichen GTPase Signalweg involviert sind (Shi und Massagué, 2003). Der hierdurch
bestehende Crosstalk bewirkt die Vielzahl der Prozesse, einschlieSlich Zellwachstum,

Differenzierung, Beweglichkeit und Zellsterben in die TGFf involviert ist.

1.1.7.1 Die TGFB-Signalkaskade

Die fiir die Signalweiterleitung benétigten Rezeptoren werden in drei Klassen eingeteilt: TGF3-
Typ I (TGFRBI oder auch ALK, 53 kDa), TGFB-Typ II (TGFRBIL, 70-100 kDa) und TGFf-
Typ III (TGFRPIII, 200-400 kDa). Besonders die Rezeptoren TGFRBI und TGFRBII kommen
hierbei in fast jeder Sdugetierzelle vor, einschlieBlich in Krebszellen (Massagué et al., 1992;
Massagué¢ und Weis-Garcia, 1996). Sie =zdhlen zu den Glykoproteinen, die als
transmembranstindige Serin/Threonin-Proteinkinasen identifiziert wurden. Uber ihre Cystein-
reichen extrazelluldren Doménen gehen sie eine Bindung mit einem Liganden ein, die zu einer
Komplexbildung aus TGFBRI und TGFBRII fiihrt und nachfolgend die Phosphorylierung von
zytoplasmatischen Proteinen bewirkt. Die Kinase-Aktivitdt zwischen den Rezeptoren ist dabei
unterschiedlich. Wahrend TGFBRII konstitutiv aktiv ist, erfordert die Aktivierung von TGFRI
zunichst, dass der Ligand an TGFRBII bindet um sich schlieBlich an TGFRBI binden zu
konnen. Durch eben diese Komplexbildung verursacht TGFBRII eine Konformationsdnderung
von TGFRPI, wodurch die Serin/Threonin-Kinase-Aktivitit aktiviert wird (Dennler et al.,

2002). Besonders die Transkriptionsfaktoren Smad2 bzw. Smad3 werden dabei in dem TGFf3-
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Signalweg phosphoryliert (Derynck, 1994). Diese zdhlen zur Familie von Smad-Proteinen
(engl. sma-mad-homology proteins), die durch TGFRPI phosphoryliert werden und
dementsprechend zu den rezeptorregulierten (R)Smads zihlen. Sowohl am N-terminalen, als
auch am C-terminalen Ende der Smad-Proteine befinden sich jeweils zwei sogenannte
MH1/MH2-Doménen (engl. mad homology domains). MH1 fungiert dabei als Bindeglied zur
DNA, wihrend MH2 mit weiteren regulatorischen Faktoren (Aktivatoren/Inhibitoren) eine
Bindung eingehen kann (Shi et al., 1998). Nach Aktivierung der (R)Smads binden diese iiber
thre MH2-Domiéne an Co-Smads (Smad4). Dieser Komplex wandert in den Nukleus um die
Transkription von Zielgenen zu regulieren (Dennler et al., 2002). Durch Zugabe des selektiven
Alk4,5,7-Inhibitors (engl. activin receptor-like kinase) SB431542 kann der TGFf/Smad-
Signalweg wiederum inhibiert werden. SB431542 hemmt die katalytische Eigenschaft des
TGFp I-Rezeptors, wodurch der Transkriptionsfaktor Smad2 nicht phosphoryliert werden kann
(Callahan et al., 2002; Laping et al., 2002). Generell wird vermutet, dass die zelltypspezifische
Verteilung der Rezeptoren, die Bindungsdauer der Liganden, sowie die Protein-Verteilung eine

Rolle spielen, um die Wirkung bzw. die TGFB-Antwort zu erzeugen (Dennler et al., 2002).

1.1.7.2 Verschiedene Funktionen von TGFf

TGFB wird multiple Funktionen nachgesagt, unter anderem wurde es urspriinglich als
,».Sarkoma Wachstumsfaktor® bezeichnet, da es das Wachstum in Nierenzelllinien von Ratten
induzieren kann (Anzano et al., 1983). Seit seiner Entdeckung konnten eine Reihe weiterer
biologischer Prozesse aufgedeckt werden. Dabei scheint sein Effekt vom Zelltyp abhingig zu
sein. Beispielsweise fordert TGF[3 das Wachstum von Fibroblasten, Osteoblasten und anderen
Mesenchymen-Zellen, wihrend es das Wachstum von Epithelzellen und neuroektodermalen
Zellen inhibiert (Falk et al., 2008). Im Zusammenhang mit Neuronen zeigt es neben seinen
zytoprotektiven Eigenschaften (Krieglstein und Unsicker, 1994; Farkas et al., 2003) auch
neuronenfordernde Eigenschaften (Brionne et al., 2003; Roussa et al., 2004; Vogel et al., 2010).
Im Gegensatz zu der sonst inhibierenden Wirkung auf proliferierende Zellen, wirkt TGFf in
tumorartigen Zellen wiederum als Mitogen. Weiter konnte mit ihm entziindungshemmende
Eigenschaften in Verbindung gebracht werden. In Folge einer Schidigung des zentralen
Nervensystems durch Entziindungen, wie z.B. bei Multipler Sklerose, oder durch
Neurodegenerationen, wie z.B. Alzheimer oder Parkinson, werden mikrogliale Zellen aktiviert,
die signalférdernde Zytokine, unter anderem TGFf in die Umgebung sezernieren. TGFf3

fordert die Wundheilung und tragt zur Herunterregulierung der aktivierten Mikrogliazellen bei,
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die bei zu hoher Aktivitit wiederum schidigend wirken (Boche et al., 2006). Ebenfalls konnte
seine Beteiligung an der Zellmigration im Kortex wéhrend der Entwicklung nachgewiesen
werden. Hierbei zeigte sich in vitro, dass TGF} den Zell-Zellkontakt zwischen glidren Zellen
verringert, wihrend fokale Verankerungen verstdrkt werden (Siegenthaler und Miller, 2005).
SchlieBlich konnte eine Beteiligung von TGFp an der Wundheilung in Folge von Lésionen
beobachtet werden. Hierbei konnte seine Beteiligung an der Produktion von Molekiilen, wie
Laminin und Fibronektin, die elementare Bestandteile der EZM sind, nachgewiesen werden.
Demnach scheint TGFp die Zusammensetzung der EZM und damit die Narbenbildung zu
fordern (Moon und Fawcett, 2001; Brionne et al., 2003).

1.2 Glioblastome

Glioblastome sind Tumore, die primédr von neuroektodermalem Gewebe abgeleitet sind.
Humane Glioblastome zdhlen dabei zu den hadufigsten und aggressivst auftretenden priméiren
Hirntumorformen, die durch die Weltgesundheitsorganisation (WHO) als Grad IV eingestuft
werden. Dieser Grad spiegelt seine schlechte Prognose wieder, dass trotz Diagnosestellung und
Therapiebehandlung keine endgiiltige Heilung erreicht werden kann. Charakteristisch fiir
Glioblastome sind unter anderem ihre glidren Strukturen, wodurch auch Astrozytome zu ihnen
gezéhlt werden (Kleihues et al., 1993). Glioblastome tauchen meist in den GroBhemisphiren
auf, bevorzugt im Frontal- und den Temporallappen und fiithren durch ihr schnelles und
invasives Wachsen dazu Hirngewebe zu verdrangen und damit zu komprimieren. Die genaue
Ursache fiir solche Entstehung ist trotz jahrelanger Forschung bislang nicht aufgeklért, jedoch

konnte die Ursache in einer einzigen entarteten Zelle zu finden sein.

1.2.1 Glioblastom-Stammzell-Theorie

Zur vollstandigen Charakterisierung von Glioblastomen ist es wichtig den Ursprung bzw. die
Ursprungszelle und die damit einhergehenden Mutationen zu identifizieren. Schon seit einigen
Jahren wird dabei der Krebs-Stammzell-Hypothese nachgegangen. Hierbei wird vermutet, dass
Glioblastome aus geringen Zellpopulationen mit entarteter Stammzelleigenschaft
hervorkommen (Clarke et al., 2006). Erstmals wurden Tumore mit Stammzelleigenschaft in
Patienten mit Leukdmie entdeckt und schlieBlich in soliden Tumoren, wie Glioblastomen,
Medulloblastomen und Ependymomen (Ignatova et al., 2002; Galli et al., 2004; Lee et al.,

2006). Durch ihren Stammzellcharakter sind sie zur Selbsterneuerung befdhigt und kénnen
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durch orthotopische Transplantation eine erneute Initiierung des Hirntumors einleiten.
Gleichzeitig haben sie die Féhigkeit in den neuronalen, astrozytiren oder oligodendrozytiren
Phanotyp zu differenzieren (Vescovi et al., 2006). Des Weiteren lassen sie sich, wie neurale
Stammzellen, in serum-freiem Medium mit Wachstumsfakoren (FGF und EGF) als
Neurosphére in Kultur halten (Lee et al., 2006). Dies wiederum bestirkt erneut die Hypothese,
dass sich aus entarteten neuralen Stammzellen Glioblastome entwickeln konnen (Vescovi et al.,
2006). Die hinzukommende Resistenz gegen Strahlentherapie und pharmakologische
Behandlung (Bao et al., 2006; Liu et al., 2006) bestirkt die Suche nach in vitro und in vivo
Modellen. Erschwerend kommt jedoch hinzu, dass einige Studien andeuten, dass trotz gleicher
Kultur-Bedingungen unterschiedliche Wachstumsverhalten beobachtet werden. Diese konnte
darauf zurlickzufiihren sein, dass eine Heterogenitét innerhalb der Glioblastom-Zellen vorliegt.
Dies bedeutet, dass unterschiedliche Zelltypen unterschiedliche Populationen hervorbringen
oder dass es sich um gleiche Zellen mit unterschiedlicher genetischer Verdnderung handelt
(Beier et al., 2007). Zum besseren Verstindnis werden daher Glioblastom-Zelllinien mit
Stammzellcharakter etabliert, die liber mehrere Monate hinweg in vitro mittels Neurosphéren-
Kultivierungsmethode kultivierbar sind (Hemmati et al., 2003; Galli et al., 2004; Lee et al.,
2006; Giinther et al., 2008Db).

1.2.2 Glioblastom - Subpopulationen zur besseren
Charakterisierung

Anhand von genetischen Expressionsanalysen ist nachgewiesen worden, dass innerhalb von
Glioblastomen verschiedene Subtypen existieren (Phillips et al., 2006; Giinther et al, 2008b).
Molekulargenetische Studien haben diesbeziiglich darauf hingewiesen, dass die Heterogenitit
der verschiedenen Glioblastom-Kulturen moglicherweise auf das Alter der Patienten, der
verschiedenen genetischen Signalwege und damit auf die unterschiedliche Expressionsstirke
von RNA und Protein zuriickzufiihren ist (Ohgaki und Kleihues, 2007). Um diese Zellen tiber
einen lidngeren Zeitraum zu charakterisieren wird daher vermehrt die Stammzell-
Kultivierungsmethode eingesetzt (Glinther et al., 2008b). In Kooperation mit Frau Professor
Kathrin Lamszus wurden zu weiteren Charakterisierungszwecken einige in dieser
Arbeitsgruppe etablierten Glioblastom-stammzelldhnlichen Linien (Giinther et al., 2008b) an
uns weitergegeben.

Von insgesamt neun GS-Linien unterscheiden sich vier (GS3, GS5, GS8, GS9) darin, dass sie

eine Verdnderung in der Expression von neuralen Entwicklungsgenen zeigen. Sie zeigen eine
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Verdnderung in der Differenzierung der drei Zelltypen (Neuron, Astrozyt und Oligodendrozyt),
weisen eine hohe CD133 (Stammzellmarker)-Expression auf, wachsen spharenartig und fiithren
in vivo zu hoch invasiven Tumoren. Die anderen fiinf Linien (GS1, GS2, GS4, GS6, GS7)
zeigen wiederum dhnliche Expressionsmuster in den EZM-dhnlichen Genen auf. Sie haben nur
eine begrenzte Differenzierungsmdglichkeit, wachsen adhérent, als auch semi-adhirent und
exprimieren nur wenig CD133. Auch die Tumorigenitit, wie das invasive Wachstumsverhalten
in vivo, tritt hiernach reduziert auf. Die Identifizierung potentieller Kandidaten, die fiir diese
Unterschiede zustindig sein konnen und damit eine Rolle in der Pathogenese spielen konnen,

ist daher Gegenstand weiterer Untersuchungen.

GS-1, GS-2, GS-3,
GS-4, GS-5, GS-6,
GS-7, GS-8, GS-9

\

Adhérent

s Zav : ’
GS-8, GS-5, GS-8, GS-9 GS-2, GS-7 GS-1, GS-4, GS-6

Abbildung 5: Wachstumsverhalten der Glioblastom-stammzelldhnlichen Zelllinien unter
Stammzellbedingungen. Die neun isolierten Glioblastom-Zelllinien mit Stammzelleigenschaft (GS;
Glioblastom-stamzelldhnliche =~ Zelllinie) = zeigen  als  Primérkultur ein  sphérenartiges
Wachstumsverhalten auf. Diese sind abgeleitet aus einzelnen Zellen. Nach mehreren
Kultivierungspassagen zeigen GS-3, GS-5, GS-8, GS-9 weiter einen Sphérencharakter, wiahrend GS-2,
GS-7 teils-adhdrent wachsen. GS-1, GS-4 und GS-6 wiederum sind hauptséchlich adhirent wachsend.
Modifizierte Abbildung von Giinther et al., 2008b.

1.3 TOX3, ein Mitglied der Homeobox-Proteine

TOX3 ist ein Mitglied der TOX-Familie, worunter drei weitere Mitglieder gezdhlt werden
(TOX, TOX2 und TOX4), die alle in Sdugetierzellen vorkommen. Sie sind stark homolog
miteinander und durch die gleiche Lokalisierung der CpG-Inseln des Promotors wird

angenommen, dass sie durch Verdopplung entstanden sind (O'Flaherty und Kaye, 2003).
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1.3.1 Aufbau von TOX3

TOX3 ist ein nukleédres Protein, welches aus 567 Aminosauren besteht. Im Jahre 1997 wurde
TOX3 erstmals identifiziert. Uber einen cDNA-Screen von Transkripten, die eine vermehrte
Abfolge von Trinukleotiden (CAG-Wiederholungen) aufweisen, wurde das unter der fritheren
Bezeichnung verdffentlichte TNRCO (engl. trinucleotid repeat containing 9) identifiziert
(Margolis et al., 1997). Durch die in der Sequenzabfolge enthaltenen Elemente ldsst sich TOX3
in drei verschiedene Abschnitte gliedern. Die in Abbildung 6 dargestellte Sequenz enthélt im
vorderen Abschnitt eine Kernlokalisierungssequenz (NLS, engl. nuclear localization signal) im
mittleren Abschnitt eine hoch mobile Gruppe (HMG, engl. high mobility group) und
abschlielend folgt eine glutaminreiche Anhangsdoméne.

Generell binden HMG-Proteine an die kleine Furche der helikalen DNA oder an deformierte
DNA-Bereiche, um die Neustrukturierung, wie im Falle einer Nukleosom-Umgestaltung zu
vereinfachen (Travers, 2003). Als architektonische Vereinfacher dienen sie dazu am Aufbau
von Chromatinstrukturen mitzuhelfen, die wiederum an der Transkription, Rekombination oder
anderen Prozessen beteiligt sind (Bustin, 1999; Thomas und Travers, 2001; Stros et al., 2007).
Durch die HMG-Doméne kénnen somit diverse Transkriptionsregulatoren an die DNA binden.
Hierbei wird jedoch unterschieden, ob sie Sequenz-abhidngig oder unabhingig binden kdnnen.
In Bezug auf TOX, einem Protein, welches einen Einfluss auf die Selektion von
Vorlduferzellen, den Thymozyten aufweist (Alizadeh et al., 2000; Wilkinson et al., 2002),
lassen bioinformatische Analysen vermuten, dass TOX als ein Sequenz-unabhéngiges HMG-
Box DNA-bindendes Protein ist (O’Flaherty und Kaye, 2003). Durch den verwandtschaftlichen
Bezug zu TOX wird dies auch fiir TOX3 angenommen.

NLS HMG-Box Polyglutamin(Q)-reich
|

MDVRFYPAAGGDPSGLDFAQCLGYYGYSKLGNNNYMNMAEANNAFFAASEQTFHTPSLGDEEFEIPPITPPPESDPTLG
MPDALLPFQTLSDPLPSQGTEFTPQFPPQSLDLPSITISRNLVEQDGVLHSNGLHMDQSHTQVSQYRQDPSLVMRSIVH
MTDGARSGIMPPAQLTTINQSQLSAQLGLNLGGANVSHTSPSPPASKSATPSPSSSINEEDADDANRAIGEKRTAPDSG
EEPKTPKEKKKKDPNEPQKPVSAYALFFRDTQAAIKGONPNATFGEVSKIVASMWDSLGEEQKQVYKRKTEAAKKEYLK
ALARYRASLVSKAARAESAEAQTIRSVQQTLASTNLTSSLLLNTSLSQHGTVPASPQTLPQSLPRSIAPKPLTMRLPMSQ
IVTSVTIAANMPSNIGAPLISSMGTTMVGSATSTQVSPSVQTQQHOMOLQOQQQQOQQOMQOMQQQQLOQHQMHQQIQQO
MQQOHFQHHMQOHLQQQQQOQHLOQOLSQQQLOQQLOQHLOLOQLOHMOQHQSQPSPRQHSPVTSQITSPIPAIGSPQPAS
QQHQPQIQSQTQTQVLPQVSIF (567 Aminosauren)

Abbildung 6: Domidnen von TOX3. Schematische Darstellung der N-terminalen Sequenz mit
Kernlokalisierungssequenz (NLS, schwarze Linie). TOX3 ist ein Mitglied der hoch mobilen Gruppen-
Proteine (HMG-Doméne, hellgraue Linie) und sein C-terminales Ende ist reich an Glutaminresten
(dunkelgraue Linie). Insgesamt ist es aus 567 Aminosduren zusammengesetzt. Modifizierte Abbildung
von Dittmer et al., 2011.



1. Einleitung 17

1.3.2 TOX3, ein neuronaler Transkriptionsfaktor

2008 wurde TOX3 erstmals im Zusammenhang mit dem konstitutiv aktiven sieben
Transmembranprotein GPR39 in unserer Arbeitsgruppe identifiziert (Dittmer et al., 2008).
Durch Uberexpression von GPR39 in HEK-293T Zellen wurde die Expression von TOX3 als
auch dem Ko-Regulator CITED1 (engl. CREB-binding protein/p300-interacting transactivator
with Asp/Glu-rich C-terminal domain) detektiert (Dittmer et al., 2011).

Weitere Arbeitsgruppen, wie Yuan und Mitarbeiter (2009) zeigten, dass TOX3 ein Kalzium-
abhédngiger neuronaler Transkriptionsfaktor ist, welcher durch Interaktion mit dem cAMP-
Antwort-Element-bindenden Protein namens CREB (engl. cAMP response element-binding
protein) und CBP (engl. CREB-binding protein) die Kalzium-abhingige Transkription in
Neuronen reguliert. Lange Zeit war bekannt, dass CREB mit CBP einen Komplex eingehen
kann, der wiederum eine vermittelte Transkription iiber das Kalzium-abhédngige Antwort-
Element (CRE, engl. cyclic AMP response element) bewerkstelligt. Durch die Interaktion von
TOX3 an diesen Komplex bzw. an einen der Bindungspartner wurde deutlich, dass diese
Interaktion wichtig ist fiir den Effekt von TOX3 auf die vermittelte Kalzium-abhéngige
Genexpression. Die Kalzium-abhédngige Transkription hat iiberdies einen Einfluss auf
neuronale Antworten und damit einen Einfluss auf zelluldre Konsequenzen, wie Dendriten-
Wachstum oder auf das Langzeit-Gedéchtnis (Qiu und Ghosh, 2008). Noch ist unklar, ob TOX3
an beide Proteine (CREB-CBP Komplex) gleichzeitig bindet oder ein kompetitiver Vorgang
stattfindet. Vermutlich verhilft TOX3 durch seine Bindung an die kleine Furche innerhalb der
DNA dazu (Travers, 2003), dass der Komplex in die Néhe des Transkriptionsstarts kommt und
so eine vereinfachte CRE-vermittelte Transkription einleitet. Eine Herunterregulierung von
TOX3 fiihrt ebenfalls zu einer Verminderung der endogenen c-fos Expression, die dariiber
hinaus auch eine vollstindige Blockierung der KCl-induzierten Aktivierung durch den c-fos
Promoter bewerkstelligt. Der Transkriptionsfaktor c-fos ist ein indirekter Marker fiir neuronale
Aktivitit, der meist dort exprimiert wird, wo Neurone aktiv sind (Dragunow und Faull, 1989).
Weitere Arbeiten zeigten, dass TOX3 in verschiedenen Gewebearten hochreguliert vorzufinden
ist, unter anderem im Magen-Darm-Trakt, dem Ileum, sowie im Nervensystem, wie dem
Gehirn, dem Frontallappen und dem Okzipitallappen (Dittmer et al., 2011). Die Uberexpression
von TOX3 in neuronalen Zellen schiitzt diese Zellen vor Zelltod, indem die transkriptionellen
Aktivititen von zytoprotektiven Promotoren verstirkt wird (Dittmer et al., 2011). Hierbei
konnte geklart werden, dass TOX3 stromabwiérts des zytoprotektiven Signalwegs zusammen
mit dem Ko-Regulator CITED1, welcher nicht direkt an die DNA bindet, involviert ist und
gleichzeitig den Zellschutz synergistisch verstarkt (Dittmer et al., 2011). Dabei zeigte sich, dass
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der Einfluss der Transkription durch TOX3 in neuronalen Zellen abhingig von dem
Vorkommen von CITEDI oder phosphoryliertem CREB ist. Eine erst kiirzlich erschienene
Publikation offenbarte ebenfalls, dass durch die Inaktivierung von TOX3 eine Verdnderung in
der neuronalen Entwicklung eintritt (Tessema et al., 2012). Durch Herunterregulierung von
TOX3 in Brustkrebszellen (MCF7/Calu3) wurden 275 Gene beeinflusst. Durch Klassifizierung
der Gene in ihrer Funktion zeigte sich, dass besonders Gene involviert sind, die an der
Entwicklung von Synapsen beteiligt sind, sowie Gene, die einen Einfluss auf die axonale

Orientierung haben (Tessema et al., 2012).

1.3.3 Vorkommen von TOX3 in der sich entwickelnden Maus

In bisherigen Publikationen wurde beschrieben, dass TOX3 in neuronalen Zellen eine wichtige
Rolle spielt und mit einer Reihe verschiedener neuronaler Proteine interagieren kann (Yuan et
al., 2009; Dittmer et al., 2011). Durch die 6ffentlich zugingliche Datenbank Allen Brain Atlas
(http://developingmouse.brain-map.org) wurde TOX3 erstmals in verschiedenen
Entwicklungsstadien (E) von Méusen identifiziert. In dieser Plattform wurden sowohl sagittale
Schnitte als auch koronare Schnitte von Mausgehirnen bzw. Embryonen angefertigt und die
spezifische RNA wurde mittels einer nicht-radioaktiven Substanz, Digoxigenin markiert. Die
in situ Hybridisierung von Mausembryonen von verschiedenen Embryostadien zeigt
insbesondere nach 13,5 Tagen (E13.5) das Vorkommen von TOX3 im GroBhirn, in der
Basalplatte und der Wirbelsdule (Abb. 7 A). Nach 11,5 Tagen (E11.5) bzw. nach 15,5 Tagen
(E15.5) ist hiernach eine reduzierte TOX3-Expression in den genannten Regionen zu sehen.
Besonders im adulten Maushirn ist ein hohes Vorkommen von TOX3 in der subventrikulidren
Zone zu sehen (Abb. 7 B), die wiederum dafiir bekannt ist Stammzellen zu beherbergen und

daher Gegenstand fiir weitere Untersuchungen ist.
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A Mus Musculus (C57B/6J)
o
G
E11.5 E13.5 E15.5
B In situ Hybridisierung in der adulten Maus

Abbildung 7: TOX3-Expression in der sich entwickelnden Maus aus Allen Brain Atlas. In situ
Hybridisierung von TOX3 in A) verschiedenen Maus-Entwicklungsstadien und B) einem adulten
Maushirn. Die Schichtdicke betragt 25 um mithilfe des Kryostats-Geréts (Leica 3050 S). Zunahme der
Dunkelfarbung korreliert mit TOX3-Expression (Embryo; subventrikuldre Zone, Basalplatte und
Wirbelsdule. Adultes Mausgehirn; subventrikulare Zone). Modifizierte Abbildungen aus Allen Brain
Atlas.

1.3.4 Potentielle Rolle von TOX3 in diversen Krankheitsbildern

Eine Vielzahl neurodegenerativer Krankheiten unter anderem die spinale Muskelatropie
(SBMA, engl. spinal and bulbar muscular atrophy), die spinozerebellire Ataxie (SCA, engl.
spinocerebellar ataxia) und die Huntington-Krankheit (HD, engl. huntington's disease) werden
durch Verdnderungen von CAG-Wiederholungen und damit einhergehender Polyglutamin-
Einheiten  verursacht. Dies geht insbesondere auf ihren Einfluss auf die
Transkriptionsregulation zuriick (Riley und Orr, 2006). TOX3 enthélt solch eine glutaminreiche
Domaéne, welche generell bei einer Vielzahl von Transkriptionsregulatoren als Protein-Protein
Interaktionsdoméine fungiert und zusammen mit anderen Faktoren die Genexpression reguliert
(Tanese und Tjian, 1993). Je nach instabilen Wiederholungen kann es dabei zu pathogenen
Beschwerden kommen, herbeigefiihrt durch Funktionsverlust oder durch Fehlfunktion dieser
Proteine. In Folge dieser kann ein verstdrktes Auftreten von polyglutaminreichen Peptiden zu
intranukledren Aggregaten bzw. Inklusion fiihren, die wiederum toxische Eigenschaften mit

sich bringen (Ross und Poirier, 2004). Im Fall des Krankheitsbild SBMA zeigte sich, dass durch
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Verdnderung in der Anzahl an CAG-Wiederholungen der eigentliche Liganden-abhéngige
Rezeptor unabhéngig in den Nukleus wandert und eine konstitutive Genexpression verursacht
(Katsuno et al., 2003). Ein weiterer Kandidat konnte im Krankheitsbild SCA ausgemacht
werden. Hierbei fiihrt die mutierte Untereinheit Ataxin-7 eines Histonacetyltransferase-
Komplexes zu einer verstirkten Rekrutierung an die Promotoren von spezifischen
Photorezeptorgenen. Dies wiederum verursacht eine Hyperacetylierung des Histons H3,
wodurch diese Gene herunterreguliert werden und einen negativen Einfluss auf die Retina
ausiiben bzw. gar zum Erblinden fiihren (Enevoldson et al. 1994). Bei der neurodegenerativen
Krankheit HD wurde eine Interaktion des mutierten Huntingtin mit der Acetyltransferase-
Domine von CBP/p300 und weiteren Faktoren gezeigt (Steffan et al., 2001). Hierdurch wird
eine Herunterregulierung der CBP-Acetyltransferaseaktivitit verursacht, wodurch wiederum
die Genexpression negativ beeinflusst wird. Durch Behandlung von Histonacetylierungs-
Inhibitoren werden wiederum neurodegenerative und damit einhergehende letale
Auswirkungen gestoppt (Steffan et al., 2001). Auch in anderen Fehlordnungen, herbeigefiihrt
durch unterschiedliche Polyglutaminldngen, konnte der Einfluss von Histonacetylierungs-
Inhibitoren zu positiven Effekten fithren (Hughes, 2002). Letztendlich werden sowohl
spezifische DNA-bindende Faktoren, generell DNA-bindende Proteine, Chromatinstrukturen
und Ko-Regulatoren, sowie das Ubiquitin-Proteasom-System durch
Polyglutaminverédnderungen beeinflusst (Riley und Orr, 2006).

Weitere Daten zeigten ebenfalls einen Zusammenhang durch Sequenzvariation einzelner
Nukleotidaustausche am 5°‘-Ende von TOX3 mit dem Krankheitsverlauf von Brustkrebs
(Easton et al., 2007; Huijts et al., 2007; Stacey et al., 2007). Unter anderem wurden die in TOX3
vorkommenden Einzelnukleotidaustausche 1rs12443621, rs8051542 und rs3803662 als
mogliche Risikofaktoren fiir Brustkrebs identifiziert (Easton et al., 2007; Fanale et al., 2012).
Dem Einzelnukleotidaustausch rs3803662 wurde dabei die stirkste Korrelation zu Brustkrebs
nachgewiesen, in Folge einer Korrelation zu Knochenmetastasen und dem Ostrogenrezeptor
(Easton et al., 2007; Fanale et al., 2012). Durch die Interaktion von TOX3 mit CITED1 (Dittmer
et al., 2011) wurde eine weitere Parallele zu dem Krankheitsbild gezogen. CITED1 wird
ebenfalls eine aktive Rolle in der Ostrogenrezeptor-vermittelten Transkription zugesprochen
(Yahata et al., 2001), welche in Brustkrebs hochreguliert vorkommt. Gleichzeitig ist bekannt,
dass CITEDI1 die Aktivitdit bzw. Signalwege von EGR2/ErbB2 als auch SMAD/TGFf
vermittelte Transkription verstérkt. Diese Erkenntnis ldsst vermuten, dass TOX3 ebenfalls in
diese Signalwege involviert ist, da es durch seine zytoprotektiven Eigenschaften (Dittmer et al.,

2011) vermutlich entartete Zellen vor Zelltod schiitzen konnte.
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2. Zielsetzung dieser Arbeit

TOX3 ist ein nukledrer Transkriptionsfaktor, der neuronale Zellen vor Zelltod schiitzen kann.
Mittels quantitativer Bestimmung konnte auf mRNA-Ebene eine hohe Expression im Gehirn
ermittelt werden (Dittmer et al., 2011). Hinweise der 6ffentlichen Datenbank von Allen Brain
Atlas (http://developingmouse.brain-map.org) deuteten daraufhin, dass TOX3 ebenfalls in der
frithen Embryonalentwicklung eine Rolle in der Gehirnentwicklung einnimmt (Abb. 7).
GleichermaBen wird vermutet, dass TOX3 durch seine zytoprotektive Eigenschaft eine Rolle
in Hirntumoren spielt, da TOX3 zudem mit Proteinen, wie CREB, CBP (Yuan et al., 2009) und
CITED1 (Dittmer et al., 2011), interagiert, die wiederum einen Einfluss in Tumorzellen

einnehmen (Dittmer et al., 2011; Tan et al., 2012).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Expression und Funktion von TOX3 im sich entwickelnden
Maushirn, in der Primérkultur von neuralen Progenitor-Zellen (NPCs) sowie an humanen
Hirntumoren mit Stammzellcharakter aufgeklart werden. Hierbei sollten insbesonders die zwei
wesentlichen Signalwege Notch- und TGFB-Signalweg die in der Entwicklung des
Nervensystems beteiligt sind, untersucht werden. Es sollte iiberpriift werden, ob TOX3 in die
Signalwege Notch, welcher die Stammzellhaftigkeit fordert (Hitoshi et al., 2002; Alexson et
al., 2006; Kageyama et al., 2009) bzw. in den TGFp-Signalweg, welcher die Differenzierung
in Neurone fordert (Roussa et al., 2006; Vogel et al., 2010; Dobolyi et al., 2012), involviert ist.
Eine mogliche Korrelation mit TOX3 sollte in Abhédngigkeit von spezifischen Agonisten und
Antagonisten der Signalwege iberpriift werden. Die iiber ein Lumineszenz-basierendes
Verfahren detektierten potentiellen Interaktionspartner sollten iiber weitere in vitro und in situ
Immunprézipitationsexperimente verifiziert werden. Insbesondere in NPCs sollten die
vermeintlichen TOX3-Interaktionspartner bestitigt werden. Herunterregulierungsstudien
sollten weiteren Aufschluss geben, ob TOX3 auf die Proliferation, Apoptose und/oder

Differenzierung von NPCs oder Glioblastom-stammzelldhnlichen Zelllinien einwirkt.

Die daraus resultierenden Ergebnisse konnten zur besseren Aufklirung von molekularen
Mechanismen in der Stammzellbiologie dienen und ein besseres Verstindnis von

Hirntumorerkrankungen bedeuten.
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3. Materialien
3.1 Chemikalien

Die Chemikalien wurden hauptsédchlich von der Firma Roche (Mannheim), Merck (Darmstadt),

Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich (Steinheim), Fluka Chemie GmbH (Buchs) und Life

Technologies (Karlsruhe) bezogen. Falls nicht anders erwédhnt, wurden die Ldsungen in

deionisiertem Wasser (ddH20) hergestellt, unter Angaben des Herstellers.

3.2 Enzyme

3.2.1 Restriktionsenzyme

Alle Enzyme wurden von der Firma New England Biolabs (NEB, Frankfurt) bezogen und nach

Herstellerangaben mit dem dazugehorigen Puffer von NEB verwendet.

3.2.2 Diverse Enzyme

T4-DNA-Ligase
Reverse Transkiptase
LR Clonase

PreScission

3.3 Kits

Nucleobond Kit PC500

RNA Miniprep TM

Plasmid Miniprep Kit

Gel DNA Recovery Kit

BCA Protein Assay Kit

Profound c-myc-Tag IP/COIP Kit

Profound HA-Tag IP/COIP Kit

Duolink II Detection Reagents
Dual-Luciferase Assay Kit

FAST BLUE qPCR TM Mastermix Plus Kit

NEB, Frankfurt
Life Technologies, Karlsruhe
Life Technologies, Karlsruhe

GE Healthcare Life Science, Freiburg

Macherey-Nagel, Diiren
Zymo Research, Freiburg
Zymo Research, Freiburg
Zymo Research, Freiburg
Interchim, Montlucon
Pierce, Bonn

Pierce, Bonn

Olink AB, Schweden
PromoCell, Heidelberg
Eurogentec, USA
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3.4 Antikorper

3.4.1 Primarantikorper

Folgende Primédrantikérper wurden in den genannten Applikationen angewendet:

Immunoblot (IB)/ Immunzytochemie (ICC)/ Immunhistochemie (IHC)

Antikorper Spezie Epitop Ver- Hersteller
diinnung
Anti-Aktin Maus, Klon C4 (B-Aktin) 1:2000 IB | Millipore,
monoklonal Schwalbach/
Ts.
Anti-FLAG® | Maus, DYKDDDDK 1:1000 IB Sigma,
monoklonal Steinheim
Anti-HDAC1 | Kaninchen, Klon 10E2 (human HDAC1) 1:1000 IB Cell
monoklonal 1:100 ICC | Signaling,
Frankfurt
Anti- Maus, 1:100 ICC Chemicon
MAP-2 monoklonal
Anti- Maus 1:50 IHC eBioscience
Musashil
Anti-Myc Maus, Klon 4A6 (EQKLISEEDL) 1:1000 1B Millipore,
monoklonal Schwalbach/
Ts.
Anti-Nestin Maus, Klon rat-401 1:1000 1B Millipore,
monoklonal 1:100 ICC | Schwalbach/
Ts.
Anti-TOX3 Huhn, MDVRFYPAAAGDPASLDFAQCL | 1:500 IB Davids Bio-
polyklonal GYYGYSKFGNNNNYMNMAEA | 1:50 ICC technologie,
NNAFFAASEQTFHTPSLGDEEFE Regensburg
IPPITPPPESDPALGMPDVLLPFQ
ALSDPLPSQGSEFTPQFPPQSLDL
PSITISRNLVEQDGVLHSSGLHM
DQSHTQVSQYRQD
Anti-TOX3 Kaninchen, SQGSEFTPQFPPQSLDLPSITISRN | 1: 2000 IB | Sigma,
polyklonal LVEQDGVLHSSGLHMDQSHTQ | 1:200 ICC Steinheim
VSQYRQDPSLIMRSIVHMTDAA
RGVMP
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Phalloidin 1:1000 ICC | Life
Technologies

Anti-PML Maus Klon 36.1-104 1:100 ICC | Millipore,
Schwalbach/
Ts.

Anti- Ratte, 1:100 ICC Millipore,

Prominin monoklonal Schwalbach/

(CD133) Ts.

Tabelle 1: Primarantikorper

3.4.2 Sekundarantikorper
IRdye-konjugierte Antikorper:
Die aus der Ziege hergestellten anti-Maus (IRdye 680 nm) oder anti-Kaninchen (IRdye 800

nm) IgG Antikdrper wurden nach Herstellerangaben der Firma Licor (K&nigstein) verwendet.

Die Antikorper wurden 1:30 000 verdiinnt.

FITC/ CY3 konjugierte Antikorper:
Die aus der Ziege hergestellten anti-Maus, anti-Kaninchen oder anti-Huhn Antikérper, welche
konjugiert waren mit FITC oder CY3, wurden von der Firma Merck-Millipore (Darmstadt)

bezogen und nach Herstellerangaben verwendet. Die Antikorper wurden 1:500 verdiinnt.

3.5 Medien
3.5.1 Medium fiir Bakterien

S.0.C-Medium
Fertiges Medium besteht aus 2% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10
mM MgClz, 10 mM MgSO4 und 20 mM Glucose.

LB-Medium (Luria-Bertani Broth)
In 1 Liter destilliertem Wasser wurden 20 g LB-Medium (Life Technologies, Karlsruhe)

gegeben und vor gebrauch autoklaviert.
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LB-Agarplatten
In 1 Liter destilliertem Wasser wurden 32 g LB Agar (Life Technologies, Karlsruhe) gegeben,
autoklaviert und in 10 cm Zellkulturschalen gegossen. Fiir LB-A™P-Platten bzw. LB-X" -Platten

wurde autoklaviertes Medium mit 100 pg/ml Ampicillin bzw. 100 pg/ml Kanamycin gegeben

3.5.2 Medium fiir Zellkultur

CHO-Medium

Chinesische Hamster Ovarien (CHO) Zellen wurden in DMEM/F12-Medium (Gibco,
Karlsruhe) mit 10% fetalem Kalbserum (FCS) (Hyclone, Vienna, Osterreich) und 1% Penicillin
/Streptomycin (100 U/ml /100 pg/ml)(Gibco, Karlsruhe) gehalten.

Medium fiir N2a- und HEK-293GP-Zelllinie

Die murine N2a-Zelllinien und die humane HEK-Zelllinie wurden in DMEM High Glucose
(Dulbeccos modified eagles medium) (PAA, Paschin, Osterreich) mit 10% fetalem Kalbserum
(FCS) (Hyclone, Vienna, Osterreich), 2 mM L-Glutamin (Gibco, Karlsruhe) und 1% Penicillin
/Streptomycin (100 U/ml /100 pg/ml)(Gibco, Karlsruhe) gehalten.

Medium fiir neurale Progenitor-Zellen (NPCs)

Die neurale Mausprimérkultur wurde in Neurobasal™ Medium (Gibco, Karlsruhe) mit 10%
B27 Supplement, GlutaMAX (beides von Life Technologies, Karlsruhe), Fibroblasten und
epidermalen Wachstumsfaktoren (FGF-2/EGF) (beides von PeproTech 20 ng/ml) und 1%
Penicillin/Streptomycin (Gibco, Karlsruhe) gehalten.

Medium fiir Glioblastom-stammzelliihnliche Zelllinie

Die humanen Glioblastom-stammzelldhnlichen Zelllinien (GS7, GS8 und GS9) wurden in
Neurobasal™ Medium (Gibco, Karlsruhe) mit 10% B27 Supplement, GlutaMAX (beides von
Life Technologies, Karlsruhe), Fibroblasten und epidermalen Wachstumsfaktoren (FGF-
2/EGF) (beides von PeproTech 20 ng/ml), Heparin (Ratiopharm) und 1%
Penicillin/Streptomycin (Gibco, Karlsruhe) gehalten.
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3.6 Puffer und Losungen

PBS (Phosphat-gepufferte Saline) pH 7,4

NaCl 137 mM
KCl1 2.7 mM
KH>POg4 1.4 mM
Na,HPO4 100 mM
ddH»0
PBS-T

Zugabe von 0,05% Tween®20 (Sigma)
TBE-Puffer (10x)

Tris 900 mM
Borsaure 900 mM
EDTA

ddH»0

RIPA-Puffer (Zelllysepuffer) pH 7.5

Tris-HCI 20 mM
NacCl 250 mM
Triton X-100 1%
EDTA 10 mM
Dithiothreitol (DTT) 10 mM

Tabelle 2: Pufferzusammensetzung

Zugabe von Protease-Inhibitor-Cocktail und Phosphatase-Inhibitor-Cocktail (beides von
Roche).

3.7 Bakterien

Bakterien wurden hauptsdchlich fiir die Herstellung von groflen Plasmid-DNA-Mengen oder

fiir Expressions- und Klonierungszwecke verwendet.

3.7.1 Escherichia Coli (E.coli)

DHS5a

Dieser allgemein fiir Transformationen verwendete E. coli Stamm (subcloning efficiency) tragt
folgenden Genotyp: F- 80dlacZ M15 (lacZYA-argF) U169 recAl endAlhsdR17(rk-, mk+)
phoAsupE44 -thi-1 gyrA496 relAl

BL21(DE3)
Der BL21(DE3) Stamm ist fiir seine effiziente Proteinexpression bekannt und trégt folgenden

Genotyp: F— ompT hsdSB(rB—, mB-) gal dcm (DE3)
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3.7.2 One Shot® ccdB Survival™

Der fiir die Gateway™ Vektoren (Destination-Vektoren, Life Technologies, Karlsruhe)
geeignete Stamm ist resistent gegeniiber dem Genprodukt des toxischen ccdB Gens (Bernard

und Couturier, 1991).

3.8 Primarkulturen und immortalisierte Zelllinien

3.8.1 Neurale Progenitor-Zellen (NPCs)

Eine aus der ganglionischen Eminenz aus embryonalen Méusen des Entwicklungsstadiums 13,5

stammende Primérkultur.

3.8.2 Neuro-2a (N2a)

Die Neuro-2a Zelllinie ist eine hdufig genutzte Zelllinie, welche sekundér vom Neuroblastom

der Maus abstammt.

3.8.3 CHO

Die CHO-Zelllinie stammt aus den Ovarien des chinesischen Hamsters. Hauptséchlich wurde

diese fiir die Expression rekombinanter Proteine verwendet.

3.8.4 HEK-293GP

Die humane embryonale Nierenzelllinie (Graham et al. 1977) wurde durch Kombination von
DNA-Teilen des humanen Adenovirus 5 erzeugt. Diese Linie wurde mit den viralen Genen gag

und pol stabil gemacht, um in dieser Arbeit als Verpackungszelllinie verwendet zu werden.

3.8.5 Glioblastom-stammzellahnliche Zelllinien (GS7, GS8 und GS9)

Die aus dem menschlichen Gehirn stammenden Tumore wurden freundlicherweise von
Professor Kathrin Lamszus der Universititsklinik Hamburg-Eppendorf zur weiteren

Charakterisierung von TOX3 freigegeben (Giinther et al., 2008b).
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3.9 Tiere

Fir die Primédrkulturen wurden ausschlieBlich Méduse des Stammes C57BL/6 aus der
Tierhaltung der Tierversuchsanlage Heinrich-Heine Universitdt und von der Firma Janvier

(Belgien) verwendet.

3.10 Plasmide

3.10.1 Expressionsplasmide

In dieser Arbeit wurden diverse Expressionsplasmide verwendet, welche nun alphabetisch

geordnet, in der darunter liegenden Tabelle aufgefiihrt werden.

Gen Spezie | Vektor Eigenschaft (Mutation, | Herkunft/Her
Deletion, Anhang) steller
Leer- pEGFP-Cl1 EGFP Labor-
vektor kollektion
HDAC1 | Human | pcDNA3.1 + Flag-Anhang Addgene (Nr.
13820)
PARP1 | Human | pDEST LTR N FL | Flag-Anhang Gao et al., 2009
AG HA IRES
puro
PIAS10/ | Human | pCMV-Flag Flag-Anhang Addgene (Nr.
B 15209/
152010)
TOX3 Human | pGex-6p-2 GST-Anhang selbst-
hergestellt
Leer- pTREX-dest30-PrA | N-terminale Protein A / M. Kogl,
vektor /pTREX-dest30 C-terminale Protein A Heidelberg
TOX3 Human | pTREX-dest30-ct- C-terminale Protein A selbst-
PrA hergestellt
TOX3 Human | pTREX-dest30-PrA N-terminale Protein A selbst-
hergestellt
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Leer- pcDNA3-RL N-terminale Renilla- | M. Kogl,
vektor Luziferase / C-terminale | Heidelberg
Renilla-Luziferase

TOX3 Human | pcDNA3-RL-GW C-terminale Renilla- | selbst-
Luziferase hergestellt

TOX3 Human | pcDNA3-RL-GW N-terminale Renilla- | selbst-
Luziferase hergestellt

TOX3 Ratte pbos Myc-Anhang (1-1734; 1-| Yuan et al,
500; 1-720; 1.870; 721- | 2009
1734; 871-1734)

TOX3- | Human | Myc-Dest Myc-Anhang, selbst-

K29A Mutation: K29A  (Kap. | hergestellt
3.12)

Tabelle 3: Expressionsplasmide

3.10.2 Reporter-Plasmide

Um die Promoteraktivitit zu messen wurden folgende spezifische Promoter bzw.

Antwortelemente verwendet. Die Konstrukte sind in der darunter liegenden Tabelle aufgefiihrt.

Promoter- Promoter-Gen Antwortelement Hersteller

Konstrukt oder Region

pPNES-Luc Luziferase 2te Intron von Nestin | Yang et al., 2001
(Maus)

pSBE4-Luc Luziferase SMAD-binde Addgene (Nr.
Element 16495)

PSRE-Ren Renilla Serum-Antwort- Dittmer et al., 2011
Element

Tabelle 4: Reporter-Plasmide

3.10.3 ENTR™ Plasmide

ENTR™-Plasmide sind Bestandteil des Gateway® Systems (Life Technologies, Karlsruhe).

Dieses System ermoglicht das Umgehen der konventionellen Klonierung mittels Restriktion

und Ligation durch homologe Rekombination. Das gewiinschte Gen wird zunéchst in einen

Eingangsvektor (ENTR™-Vektor) gebracht. Hierbei unterscheiden sich die Eingangsvektoren

1A, 2B und 3C in ihrem offenen Leseraster durch eine Base. Mittels homologer Rekombination
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von dem Eingangsvektor, kann das Gen in den Zielvektor (DEST™-Vektor) iiber die LR-
Reaktion, gebracht werden. Der multiple Klonierungsabschnitt (MCS) enthilt das ccdB-Gen,
welches das Bakterienwachstum verhindert, sofern keine Ligation stattgefunden hat bzw. nur

ein Leervektor aufgenommen wurde.

3.10.4 shRNA-Plasmide

Fiir die spezifische Herunterregulierung von TOX3-Gentranskripten wurde shRNA (pGFP-V-
RS) der Firma OriGene (HuSH 29mer/shRNA Konstrukte TG300899) verwendet.

3.11 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von der Firma MWG (Martinsried) bezogen, sowohl fiir
Klonierungsarbeiten, als auch zur quantitativen Polymerasekettenreaktionen wurden sie

benotigt. Oligonukleotide sind von 5°-3” orientiert.

3.11.1 Primer fir Klonierungen

Primer Sequenz (F/ R) Schnittstellen

HsTOX3 pGEX | GGA TCC GAT GTG AGG TTC TAC BamHI/ Sall
GTC GAC TCA ATC CTG CCG GTA CTG

HsTOX3 GAA TTC GAT GTG AGG TTC TAC EcoRI/ Sall

pGBT9 GTC GAC TCA ATC CTG CCG GTA CTG

Tabelle 5: Primer fiir Klonierungen

3.11.2 RT-PCR Primer und Probes

Oligo-nukleotide | Sequenz (F/R) Detektionssequenz
(Probe)
msHDAC1 TGG TCT CTA CCG AAA AAT GGA G 73
TCA TCA CTG TGG TAC TTG GTC A
msHDAC3 TCC TTC CAC AAA TAC GGA AAT TA 1
GCCACT CTCTGCTCCAACTT
msHPRT GTT GCA AGC TTG CTG GTG AA Fam-Tamra-Probe
GAT TCA AAT CCC TGA AGT ACT CA
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msHOXA1 AAA AGA AAC CCT CCC AAA ACA 100
TGA AGT GGA ACT CCT TCT CCA G

msMZF1 CCT AGG GAC GGG AAG AAG G 107
TTT TCT GGG GTG CAC AG

msNESTIN CCC TTA GTC TGG AAG TGG CTA CA 67
CCC AAG GAA ATG CAG CTT CA

msNROB1 ACC GTG CTC TTT AAC CCA GA 3
CCG GAT GTG CTC AGT AAG G

msPARP1 AGG CCG CCT ACT CTATCCTC 40
GAT TCA CTG CTG CCT TGA GA

msPIAS2 TGG GAA ACT CTT TCCTTT GC 40
CGCTTC TGT TCA ATCCCATT 77

msTOX3 CGG AGA AGT CTC GAA AAT CG 52
TTG GCA GCT TCT GTT TTC CT

msTSC22D3 GCC GGT TTA CCT GAA GTG G 1
CCT GCG GAG CTA GCCTTT

Tabelle 6: RT-PCR Primer und Probes

3.12 Generierung der TOX3-K29A-Mutante

Fir die Generierung der TOX3-K29A-Mutante wurde eine Mutation an der Stelle der

Aminosédurensequenz 29 von Lysin (K) zu Alanin (A) in das humane TOX3 eingebaut. Die

Synthese wurde iiber GeneArt in Auftrag gegeben. Mit Hilfe der Schnittstellen Kpnl/ Sphl

erfolgte die Ausschneidung aus dem humanen TOX3 in pPENTR3C und dem von GeneArt

synthetisiertem Genabschnitt mit der Mutation, anschlieBende Ligation und Verifizierung {iber

den Sequenzanalysenanbieter GATC, wurde die erfolgreiche Umklonierung von TOX3 in die

Mutante TOX3-K29A bestitigt.
GeneArt-Sequenz von TOX3(K29A)-Mutante:
GGTACCATGGATGTGAGGTTCTACCCCGCGGCGGCCGGGGACCCTGCCAGCCTG
GACTTCGCGCAGTGCCTGGGGTACTACGGCTACAGCAAGTTTGGAAATAATAAT
AACTATATGAATATGGCTGAGGCGAACAATGCGTTCTTCGCTGCCAGTGAGCAG
ACATTCCACACACCAAGCCTTGGGGACGAGGAATTCGAAATTCCACCAATCACG
CCTCCTCCAGAGTCAGACCCTGCCCTAGGCATGC
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3.13 Gerate

Gerit

Hersteller

7500 Real Time PC System

Applied Biosystems, Darmstadt

Biofuge Strato

Heraeus, Osterode

Captair Bio PCR Hood

Erlab, Koln

FluoroGenios Pro

Tecan, Méannedorf

GDS-Gel Imaging System

Intas, Gottingen

Heracell 150 Inkubator

Kendro, Schwerte

Herasafe Sterilbank

Kendro, Schwerte

iBlot Dry Blotting Device

Invitrogen, Karlsruhe

[X81-Fluoreszenz Mikroskop

Olympus, Hamburg

Odyssey Infrarotscanner

Licor, Bad Homburg

P25 Powerpack

Biometra, Gottingen

Subcell GT Powerpack Biorad, Miinchen
Tischzentrifuge 5415R Eppendorf, Hamburg
Thermomixer kompakt Eppendorf, Hamburg

Durchflusszytometer FACS Calibur

Beckton Dickinson, Heidelberg

Gradient Thermozykler

Biometra, Gottingen

Xcell Sure Lock System

Invitrogen, Karlsruhe

S2100DiodeArray Spektrophotometer

WPA Biowave, Cambridge

pH-Meter

Hanna Instruments, Kehl am

Rhein

Grobwaage Kern EW
Mikrowelle Sharp, Hamburg
Wasserbad Memmert, Schwabach

CLSM 510 Fluoreszenzmikroskop

Carl Zeiss Microlmaging, Koln

Leica CM 1900 UV

Leica  Microsystems GmbH,

Wetzlar

BD Pathway 855 (Hochdurchsatz-Mikroskop)

BD Biosciences, Heidelberg

Hochgeschwindigkeitssorter MoFlo XDP

Beckman-Coulte, Krefeld

TC10 System Zahlkammer

Bio-Rad, Miinchen

Tabelle 7: Gerate
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3.14 Computerprogramme

3.14.1 NEBCutter

Fiir die Klonierungsstrategien, als auch fiir die Kontrollverdaue wurde die Software NEBCutter

von New England Biolabs verwendet.

3.14.2 Graph Pad Prism 0.5

Zur statistischen Auswertung und Diagrammdarstellung wurde die Software Graph Pad Prism
0.5 eingesetzt. Durch eine One-Way-Analyse mit Tukey Posthoc-Test wurde ein

Signifikanzwert von P<(.5 ermittelt.

3.14.3 ImageJ

Die frei im Internet erhéltliche Version ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html) wurde zur
Proteinquantifizierung von Immunoblots und zur Bestimmung der Anzahl von Fluorophoren in

der in situ Ko-Immunprizipitation (InCell-Ko-IP) verwendet.

Quantifizierung von Proteinmengen (Immunoblot)

Nach Markierung der Proteinbanden mit dem Rechteck-Werkzeug, wurde die Intensitédt der
verschiedenen Banden innerhalb des Rechtecks graphisch als Verteilungskurve dargestellt. Mit
Hilfe der Eingrenzung des Areals unterhalb der Maxima wurde ein Wert ermittelt, der das
Verhiltnis der Signalintensitit zum Proteingehalt widerspiegelt. Die Proben wurden jeweils auf
den erhaltenen Wert der endogenen Ladekontrolle (B-Aktin) normalisiert. Entsprechend
konnten Signalintensititswerte im Vergleich von nicht stimulierten Proben zu stimulierten
Proben bzw. undifferenzierten zu differenzierten Proben erhalten werden. Durch Berechnung
des Quotienten konnte der relative Anteil an Expression ermittelt und graphisch dargestellt

werden.

Quantifizierung von Fluorophorpunkten (InCell-Ko-IP)

Die Fluorophoranzahl wurde unter Beriicksichtigung unspezifischer Fluoreszenzpunkte, die
unterhalb einer bestimmten PixelgroBe (<10) lagen, automatisch errechnet. Zunichst wurde die
Datei (.tif) iiber Image] gedffnet. Uber die Schwellenwert-Einstellung (Image=> Adjust=>

Treshold Tool) wurde der Fluoreszenzhintergund der autofluoreszierenden Zellen
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heruntergedreht. Zur Berechnung der Partikel (Analyze Particles) wurden folgende
Einstellungen verwendet. GroBe (pixel”2) 10-100/ Kreisform 0.00-1.00

3.14.4 BD AttoVision Version 1.7/855

Daten des Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskops wurden mittels der BD AttoVision Version
1.7/855 ausgewertet. Durch Zellkernfirbung mittels DAPI konnten Ringe um die zu
untersuchenden Regionen (ROIls; engl. regions of interest) gelegt werden, um den
fluoreszierenden Sekundirantikérper CY3 (532 nm) und FITC (488 nm) zu messen. Der
Schwellenwert, welches als positives Signal bewertet werden sollte, wurde durch einsetzen von

Negativ-Kontrollen (Sekunddrantikdrper) ermittelt.

3.14.5 Photoshop und MS Office Programme

Fiir die digitale Bildbearbeitung wurde das Programm Adobe Photoshop CS5 verwendet.
Hierbei wurden die Bilder mit den hier dargestellten Farben eingefarbt. Die giangigen Microsoft
Biiro-Programme, wie MS Word, MS Excel und MS Powerpoint wurden zur Protokollierung

und Auswertung der Daten verwendet.
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4. Methoden
4.1 Zellkulturtechniken

4.1.1 Primarkultur
Isolierung und Kultivierung von NPCs

Fiir diese Arbeit wurden tragende Mduse im Embryonalstadium E13.5 verwendet. In der
Tierversuchsanstalt an der Heinrich-Heine Universitidt in Diisseldorf wurden die Tiere
fachgerecht durch Genickbruch getdtet. Die Embryonen wurden entnommen und dekapitiert.
Unter einer Sterilbank mit binokularem Mikroskop wurde mittels mikrochirurgischem Besteck
die mediale und laterale ganglionische Eminenz aus den embryonalen Méusen herausprépariert.
Das Gewebe wurde in ein Zentrifugenrhrchen mit kaltem PBS gesammelt und auf Eis gelagert,
um die Zellen vor dem Absterben zu bewahren. AnschlieBend wurden die Zellen teils
mechanisch durch resuspendieren und durch Zugabe von Trypsin/EDTA (Gibco), drei Minuten
bei 37°C vereinzelt. Das Trypsin wurde mit Sojabohnen-Trypsininhibitor (Sigma) inaktiviert,
die Zellen in PBS gewaschen und in 1 ml Proliferationsmedium (FGF-2 und EGF (20 ng/ml)
aufgenommen. 200.000 Zellen/ml wurden in frischem Medium aufgenommen und auf die
gewiinschte Menge an Zellkulturschalen verteilt. Je nach Wachstumsgeschwindigkeit und
Zelldichte wurden sie nach zwei bis drei Tagen passagiert. Die Kultivierung der Primérkultur
erfolgte in Proliferationsmedium im Brutschrank bei 37°C und 5% CO;. Die Kultivierung
erfolgte im Brutschrank bei 37°C und 5% CO,. Die Losungen, falls nicht anders erwihnt,

wurden auf 37°C erwéirmt.

Differenzierung von NPCs

Um die Priméarkultur adhiarent wachsen zu lassen, wurden Zellkulturschalen und 10 cm Platten
mit Poly-L-Ornithin (1:10 verd. in PBS) beschichtet. Es wurden 200.000 Z/ml in
Proliferationsmedium ausplattiert. Je nach Wachstumsgeschwindigkeit und gewiinschter
Dichte wurde nach ein bis zwei Tagen das Medium abgenommen und durch
Differenzierungsmedium (ohne Wachstumsfaktoren) ersetzt. Die Kultivierung erfolgte im
Brutschrank bei 37°C und 5% CO.. Die Losungen, falls nicht anders erwéhnt, wurden auf 37°C

erwarmt.

Herunterregulierung von endogenem TOX3 in NPCs
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Zellen wurden auf beschichtete Platten zu 200.000 Z/ml ausplattiert. Durch das
Tranfektionsagenz Attractene wurden die shRNA-Konstrukte (HuSH 29mer; TG300899) von
OriGene in die Zellen gebracht.

4.1.2 Glioblastom-stammzellahnliche-Zelllinien

Zellen wurden mechanisch durch resuspendieren vereinzelt. Je nach Versuch wurden sie als
Neurosphéren (Ausnahme GS7 adhérent) gehalten bzw. durch Beschichtung mit Laminin (1:

100 verdiinnt in PBS, Life Technologies) adhdrent wachsen gelassen.

4.1.2.1 Generierung von stabilen Glioblastomen

GS7 Glioblastome wurden mit der PiggyBac-Methode stabil gemacht. PiggyBac ist eine
Transposon-vermittelte Langzeit-Genexpressionsmethode, die darauf beruht, dass die
Transposase, das auf dem Transposon liegende Zielgen aus der flankierenden
Erkennungsequenzen herausschneidet. Dieses wird wiederum nach der ,,Cut & Paste-Methode
in das Genom integriert, flankiert von TTAA-Elementen, die zufillig im Genom vorkommen
(Fraser et al.,, 1996, Kettlun et al.,, 2011). GS8 Glioblastome wurden mit Hilfe der
Virustransduktion in ihrer TOX3-Expression herunterreguliert. Hierbei wurde die Eigenschaft
von RNA-haltigen Viren, sogenannten Retroviren, genutzt. Diese dringen in die Wirtszelle ein
und schreiben durch selbstmitgebrachte reverse Transkriptase ihre RNA in DNA um, um diese

ins Genom zu integrieren. Folglich ist die libertragene Sequenz stabil im Wirtsgenom integriert.

Uberexpression von TOX3 in GS7

Um die GS7 Glioblastome stabil zu machen wurde das PiggyBac-System genutzt. Fiir die
Klonierung wurde TOX3 in den pB CAG HA-IRES-Venus Zielvektor kloniert. Zusammen mit
der Transposase HS-Hy-pBase-Vektor erfolgte die Integration von TOX3 in die genomische
DNA. Durch den Hochgeschwindigkeitssorter (MoFlo XDP; Beckman-Coulte) konnten GFP -

positiv leuchtende Zellen sortiert und expandiert werden.

Herunterregulierung von TOX3 in GS8

Durch die Verpackungszellinie HEK-239GP wurde der Virus produziert. In von HEK-Zellen

abgeleiteten 239GP Zellen wurde der Virus hergestellt. Hierfiir wurden in einem Ansatz von
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800 pl serum-freies Medium (OptiMem, Life Technologies) 7,5 ug retroviraler Shuttle Plasmid
(shRNA) und 7,5 pg pVSV-G Plasmid mit GeneJuice (Novagen) Reagenz eingesetzt. Nach 24
Stunden wurde das Medium gewechselt und fiir weitere 48 Std wurde das Virus im Uberstand
gesammelt. Der retrovirale Uberstand wurde iiber einen 0,45 um Filter gefiltert und zusammen
mit Polybrene (Stocklsg. 5 mg/ml) auf die Glioblastom GS8 fiir 24 Stunden gegeben. Uber den
Selektionsmarker Puromycin (Sigma) konnten transduzierte Zellen selektioniert werden. Das
Medium wurde alle zwei bis drei Tage gewechselt. Nach bis zu vier Wochen waren stabile
Klone erfolgreich hoch geziichtet. Als Kontrolle wurden unbehandelte GS8 mit Puromycin

behandelt, die ohne Virustransduktion starben.

4.1.3 Immortalisierte Zelllinien

Die Kultivierung aller Zelllinien erfolgte im Brutschrank bei 37°C und 5% CO.. Die adhdrenten
Zelllinien wurden in 10 cm Platten oder Zellkulturflaschen verschiedener Gro3e mit jeweils fiir
sie notwendigem Medium (Kap. 3.5.2) kultiviert. Nach drei bis vier Tagen wurden sie
passagiert. Bei einer Konfluenz von 80% wurden die Zellen mit PBS gewaschen, fiir fiinf
Minuten bei 37°C mit Trypsin abgelost und durch das 10-fache Volumen an Kulturmedium,
wurde Trypsin inaktiviert. Eine genau definierte Zellmenge wurde in frischem Medium

aufgenommen und auf Zellkulturschalen verteilt.

4.1.4 Bestimmung der Lebendzellzahl

Um eine genau definierte Lebendzellzahl zu erhalten wurde die Neubauer-Zihlkammer bzw.
die duale Zahlkammer (TC10 System Counting Slides Dual Chamber) der Firma Bio-Rad
verwendet. Trypanblauzugabe ermdglichte dabei die Unterscheidung zwischen lebenden und
toten Zellen. Der Farbstoff dringt in tote Zellen ein, wodurch diese blau gekennzeichnet sind.
Zunichst wurde die Zellsuspension abhédngig von der zu erwartenden Zellzahl 1:1 bis 1:4 mit
Trypanblau verdiinnt und 10 ul aufgetragen. Unter dem Mikroskop oder durch das TC10 Gerit
wurden die ungefdarbten Zellen in den kleinen Quadraten gezdhlt und durch folgende Formel
wurde die Anzahl vitaler Zellen bestimmt.

Berechnung: ¢ = Anzahl gezihlter Zellen x Verdiinnungsfaktor x 10* Zellen/ml
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4.1.5 Transiente Transfektion

Fiir die transiente Transfektion von Plasmid-DNA wurden die Reagenzien Attractene und
Lipofectamin™ 2000 nach Angaben des Herstellers Qiagen verwendet. Die Methode beruht
darauf, dass durch die Bildung eines kationischen Lipidkomplexes um die negativ geladenen
DNA-Molekiile, eine Aufnahme in die Zelle erfolgt. Bei einer Konfluenz von 80% wurden die
Zellen transfiziert. Fiir die Transfektion mit Lipofectamin™ 2000, wurde die DNA und das
Reagenz zunéchst separat in Antibiotika-freiem Medium (Opti-Mem®1, Life Technologies)
fiir fiinf Minuten bei RT inkubiert. Danach wurden sie zusammengegeben und erneut fiir 20
Minuten inkubieren gelassen, wodurch sich der DNA-Lipid-Komplex bilden konnte. Dieser
wurde auf die zu transfizierenden Zellen gegeben, welche zuvor mit PBS gewaschen und mit
Antibiotika-freiem Wachstumsmedium versetzt waren. Fiir die Transfektion mit Attractene
wurden DNA und Reagenz sofort zusammengefiihrt in Antibiotika-freiem Medium (Opti-
Mem®]1, Life Technologies) und gut durchmischt. Nach 15 Minuten wurde der
Transfektionsansatz tropfenweise auf die Zellen gegeben. Die Transfektionen wurden fiir Dual-
Luziferase Versuche in 12-Lochnapfschalen mit je 6 pg DNA durchgefiihrt. Fiir
immunologische Analysen in 10 cm Platten mit je 20 ug DNA. Nach 24 Stunden wurde das

Transfektionsmedium gegen Kulturmedium ausgetauscht.

4.1.6 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Damit Zellen iiber mehrere Monate erhalten bleiben, wurden sie in Einfriermedium bei -80°C
und anschlieBend in Fliissigstickstoft gelagert. Die intrazelluldre Eisbildung wurde durch
Zugabe von DMSO im Einfriermedium verhindert. DMSO wirkt toxisch, sodass die
Kontaktzeit mit den Zellen bei Raumtemperatur kurzgehalten werden sollte. Konfluent
gewachsene Zellen wurden trypsiniert und fiir 5 Minuten bei 900 Umdrehung pro Minute
pelletiert, nach waschen mit PBS wurden die Zellen in Einfriermedium (90% FCS/ 10%
DMSO) resuspendiert. Mit einer Dichte von ca. 3x10° Zellen/ml wurde die Zellsuspension in

ein Kryordhrchen iiberfiihrt und zunéchst fiir 24-48 Stunden bei -80°C gelagert.

4.1.7 Proliferationsassay (Celltiterblue® -Test)

Der Celltiterblue® Test dient dazu die Proliferation zu bestimmen. Das Celltiterblue® Reagenz
enthélt den blauen Redoxfarbstoff Resazurin, welches in metabolisch aktiven Zellen in den

pink-farbenen Farbstoff Resorufin reduziert wird. Das erhaltene Signal entspricht der Menge
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von gebildetem Resorufin und ist proportional zur Anzahl lebender Zellen. Zellen wurden in
eine 96-Lochnapfschale zu 5000 Zellen pro Lochnapfschale ausgesdt und nach 20, 44, 68 und
92 Stunden Inkubationszeit wurde in einem Verhéltnis von 1:5 das CTB-Reagenz hinzugegeben
und fiir 4 Stunden inkubiert. Die Messung der Absorption erfolgte durch das Mikrotiterplatten-
Lesegerit (FluoroGenios, Tecan) bei einer Wellenlédnge von 562 nm und eines Referenzwertes
bei 612 nm. Der Referenzwert dient hierbei zur Ermittlung der Differenz des hinzugegebenen
blauen Farbstoffes zu dem umgesetzten roten Farbstoff, welche die metabolische Aktivitit

vitaler Zellen widerspiegelt.

4.2 Molekularbiologische Techniken

4.2.1 Herstellung kompetenter Bakterien

DH5a Bakterien wurden tiber Nacht in 3 ml LB-Medium angezogen und bei 37°C geschiittelt.
Am Tag darauf wurde 1 ml dieser Kultur in einen Kolben mit 300 ml LB-Medium {iberfiihrt
und bei 37°C angezogen bis zu einer optischen Dichte (ODsoonm) von 0,5, welche der
exponentiellen Wachstumsphase von Bakterien entspricht. Die Kultur wurde auf sterile 50 ml
Rohrchen verteilt, kurz auf Eis gelegt und bei 4000 Umdrehung pro Minute fiir fiinf Minuten
und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 100 ml MgCl,-Ldsung
resuspendiert und fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert bevor erneut bei 4000 Umdrehung pro
Minute fiir fiinf Minuten und 4°C zentrifugiert wurde. Nach dem Zentrifugationsschritt wurde
der Uberstand erneut verworfen, das Pellet in 20 ml CaCl-Lésung resuspendiert und fiir
weitere 30 Minuten auf Eis inkubiert bevor diese Bakteriensuspension zu je 100 pl in 1,5 ml

Reaktionsgefal3 aliquotiert wurde.

4.2.2 Transformation von E. coli

Die Transformation kompetenter E. coli (Kap. 3.7) wurde durch eine sogenannte ,,Ein-Minuten-
Hitzeschock-Transformation* durchgefiihrt. Es wurden 50 pl kompetente CaClo-Zellen mit 1
ul DNA (1-100 ng) bzw. 5 pl Ligationsansatz versetzt und auf Eis fiir 30 min inkubiert.
Anschlieend erfolgte der Hitzeschock fiir eine Minute bei 42°C. Nach Zugabe von 250 pl
SOC-Medium wurden die Bakterien fiir 45 Minuten bei 37°C geschiittelt. 20% bzw. 80% des
Transformationsansatzes wurden auf Selektionsplatten ausplattiert und {iber Nacht bei 37°C

inkubiert.
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4.2.3 DNA-Isolierung

Die DNA-Préparation in kleinem, wie auch im groen Maf3stab, wurde nach dem Prinzip der
alkalysischen Lyse durchgefiihrt. Hierbei denaturiert die DNA durch ein stark alkalisches
Milieu. Nach Neutralisierung hybridisieren die Plasmid-Strange miteinander, wihrend die
chromosomale DNA als Einzelstrang verbleibt und ausfillt. Die Firma Zymo Research nutzte
dieses Verfahren und entwickelte ein Sdulensystem zur DNA-Aufreinigung (Plasmid Miniprep
Kit). Die Préparation von geringen Plasmid-DNA Mengen erfolgte durch Animpfung von
Kleinkulturen in einem Volumen von 2 ml. Diese wurden {iber Nacht bei 37°C im Brutschrank
angezogen. 600 pul der Kultur wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefa3e iiberfiihrt, 100 pl Lyse-
Puffer dazugegeben, durch vier bis sechsmaliges invertieren wurden die Zellen komplett lysiert.
Zugabe von 350 pl kaltem Neutralisierungspuffer neutralisierte die alkalische Losung, so dass
durch Zentrifugation flir vier Minuten bei 13000 Umdrehung pro Minute die Zelltrimmer,
genomische DNA und denaturierte Proteine abzentrifugiert werden konnten. Der Uberstand
wurde auf eine Zymo-Spin™ IIN Séule iiberfiihrt und fiir 15 Sekunden bei 13000 Umdrehung
pro Minute herabzentrifugiert. Zugabe von 200 ul Endo Waschpuffer, sowie 400 pl Zyppy™
Waschpuffer fiihrten zur Entfernung von restlichen Salzen und anderen Metaboliten. Die an der
Saule gebundene DNA wurde mit 50 pl ddH>O von der Sdule eluiert und in einem neuen
Reaktionsgefdal gesammelt. Die Zusammensetzung der hierbei verwendeten Puffer-Losungen
sind dem Protokoll des Aufreinigungssatzes (Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit, Zymo Research)
zu entnehmen. Fiir die Gewinnung grofBerer DNA Mengen wurden 150 ml Kolben angeimpft.
Die Aufreinigung erfolgte durch den Isoliersatz Nucleobond Kit PC500 (Macherey-Nagel) und
wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Zur Uberpriifung der aufgereinigten Plasmid-

DNA wurde nachfolgend eine Restriktionsanalyse (Kap. 4.2.8) angesetzt.

4.2.4 RNA-Isolierung

Fiir die Gewinnung von Gesamt-RNA wurde das ZR RNA Miniprep™ Kit (Zymo Research)
verwendet. Die Isolierung wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Hierfiir wurden
abgeerntete und pelletierte N2a bzw. NPC Zellen verwendet. Zur Homogenisierung der Proben
wurden Zymo-Spin™ IIIC Séulen (Zymo Research) eingesetzt. Die gewonnene RNA wurde
bei -80°C schockgefroren und auftbewahrt. Die adhédrenten Zellen wurden mit PBS gewaschen
und mit 400 ul RNA Lyse-Puffer lysiert, in die Zymo-Spin™ IIIC Séule tiberfiihrt und fiir 30
Sekunden bei 10000 Umdrehung pro Minute abzentrifugiert. Die Suspension wurde mit 320 pl
100%igem EtOH versetzt, resuspendiert und anschlieBend auf die Zymo-Spin™ IIC Saule
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tiberfiihrt, welche die DNA bindet. Durch weitere Waschschritte mit 400 ul RNA Prep Puffer,
800 ul RNA Waschpuffer, sowie erneuten 400 pl RNA Waschpuffer wurden letzte Salzreste
entfernt. In einem weiteren Zentrifugationsschritt wurde die RNA in 40 pul RNase freiem

Wasser eluiert.

4.2.5 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentrationsbestimmung von DNA-Ldsung erfolgte photometrisch. Hierbei wurde sie
in einem Verhiltnis von 1:100 mit H2O verdiinnt und die Extinktion bei einer OD260nm
gemessen. Bei doppelstrangiger DNA entspricht dies bei einer Extinktion von OD2sonm = 1 einer
Konzentration von 50 pg/ul. Daraus ergibt sich folgende Berechnung:

Konz. [pg/pl] = OD26onm *50 * Verdiinnungsfaktor

Um eine Verunreinigung durch Proteine auszuschlieBen wurde ebenfalls bei OD2gonm
gemessen. Nach einer optimalen Aufreinigung sollte der Quotient von ODasonm / OD28onm

einem Wert von 1,8 — 2,0 entsprechen.

4.2.6 Auftrennung von DNA-Fragmenten uber Agarose-
Gelelektrophorese

Fiir die Auftrennung von DNA-Molekiilen flir analytische oder préparative Zwecke wurden
Agarosegele verwendet. Aufgrund ihres Phosphatriickgrates ist die DNA proportional zu ihrer
GroBe negativ geladen. Durch Anlegen einer Spannung wandern die DNA-Molekiile zum
Pluspol (Anode), wobei die Geschwindigkeit abhdngig von der Porengrof3e des Gels ist und mit
dem jeweiligen Zustand des DNA-Molekiils korreliert. Je nach GroBe des aufzutrennenden
Fragments wurden unterschiedliche Konzentrationen von Agarose gewéhlt, welche letztendlich
die Porengrofe bestimmen. In den meisten Féllen wurde ein 1%iges Gel verwendet [1 g
Agarose auf 100 ml 1 x TBE + 6 pl Ethidiumbromid (60 pg)]. Das ausgehirtete Gel wurde in
eine Elektrophoresekammer gelegt, welche mit 1 x TBE gefiillt war. In die einzelnen Taschen
des Agarose-TBE-Gels wurden die Proben mit einschlielich 10 x Ladepuffer (BlueJuice™
Invitrogen) und einem DNA Standardmarker (1kb Plus™Ladder, Invitrogen) aufgetragen.
Nach Befiillung der Taschen wurde das elektrische Feld (100 V) angelegt. Durch den DNA-
interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff (Ethidiumbromid) wurden die DNA-Banden unter UV-
Licht bei 254 nm sichtbar gemacht und gleichzeitig im GDS Bildbearbeitungsprogramm (Intas)

visualisiert.
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4.2.7 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Die Extraktion erfolgte mit dem Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit der Firma Zymo
Research. Mit einem Skalpell wurden die gewlinschten Fragmente herausgeschnitten und fiir
die Volumenbestimmung abgewogen. Pro 100 mg Agarosegel wurde das drei-faches Volumen
des ADB Puffers eingesetzt, um das Gel durch die Inkubation bei 55°C fiir 5-10 Minuten und
staindiger Durchmischung aufzuldsen. Die erhaltene gelblich gefirbte Probe wurde in eine
Zymo-Spin™ Siule iiberfiihrt. Nach kurzem abzentrifugieren, wurden 200 pul Wasch-Puffer
hinzugegeben. Dieser Schritt wurde wiederholt um anschlieBend die Sdule trocken zu
zentrifugieren und in ein neues Reaktionsgefdl3 zu tiberfithren. Mit 40 ul ddH>O erfolgte die
Elution der DNA.

4.2.8 DNA-Restriktionsanalysen

Fir Klonierungszwecke wurden Restriktionsendonukleasen verwendet. Mit Hilfe dieser
Enzyme wurden Zielgene in Vektoren eingebracht bzw. dienten sie zur Verifizierung von
Vektoren bzw. deren Linearisierung. Die Enzyme schneiden doppelstringige DNA an
spezifischen Sequenzmotiven und bewirken je nach Charakter stumpfe (blunt) bzw. klebrige
(sticky) Enden. Aus folgenden Komponenten setzte sich hierbei der Reaktionsansatz
zusammen:

Restriktionspuffer [10x] (spez. fiir gewihltes Enzym) 3 ul

BSA (wenn notwendig) 0,3 ul
Enzym (5 Units/ul) 1 pul
Plasmid DNA (5 pg) x ul
ddH>O ad 30 ul

Der Restriktionsverdau erfolgte fiir eine Stunde bei 37°C.

4.2.9 Ligation

Die, durch Restriktionsanalyse geschaffenen, kompatiblen Enden wurden mit Hilfe der T4-
DNA-Ligase zu einem Strang verbunden, indem die Ligase eine kovalente
Phosphodiesterbindung zwischen einer 3° Hydroxylgruppe eines Nukleotides und einer 5°
Phosphatgruppe eines Anderen bewerkstelligt. Fiir diese Reaktion ist ATP notwendig, welche
im 10 x Ligase Puffer vorliegt. Anhand der elektrophoretischen Auftrennung wurde die

Konzentration des linearisierten Vektors und des Zielgens ermittelt, welche in einem Verhiltnis
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von 3:1 (Insert:Vektor) eingesetzt wurden. Der 1 x Ligationsansatz setzte sich folgendermaf3en

zusammen:
T4-Ligationspuffer [10x] Il
Vektor linearisiert (10-50 ng) 1 pul
PCR-Produkt linearisiert 3ul
T4 DNA Ligase (3 Units/pl) 1 ul
ddH>O 4 ul

Die Inkubation fiir die Ligation erfolgte fiir eine Stunde bei RT.

4.2.10 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Bei dieser Methode handelt es sich um eine gezielte Vervielfdltigung von DNA (Mullis et al.,
1986). Dabei lauft die Reaktion zyklisch ab, so dass es zu einer exponentiellen Vermehrung der
Ziel-DNA kommt. Fiir die exponentielle Amplifikation wurde ein Thermozykler (T Gradient,
Biometra) verwendet. Hierbei wurde zundchst ein Anfangsschritt eingelegt, der den DNA-
Doppelstrang unter Erhitzen bei 94°C fiir zwei Minuten voneinander trennt (Schmelzschritt).
In den nachfolgenden 30 Zyklen erfolgte der Schmelzschritt bei 95°C fiir eine Minute, die
Primerhybridisierung, deren Temperaturoptimum je nach Basenpaar-Zusammensetzung
abhingig ist (ca. 50°C-68°C) und der Verldngerungsschritt, dessen Temperaturoptimum
abhéngig von der eingesetzten Polymerase (72°C, 1 min/kb) ist. Anhand gelelektrophoretischer
Auftrennung erfolgte die Verifizierung der PCR-Produkte.

Der PCR - Ansatz wurde aus folgenden Komponenten zusammengesetzt:

Master Mix (Enzym [1U/ul], PCR-Puffer Pfx [10x], dNTPs [4mM], MgSO4 [S0mM]) 22 ul

Primer 1 [10 pmol/ul] I ul
Primer 2 [10 pmol/ul] I ul
DNA [> 10 ng] x ul
ddH>O ad 30 ul

Die Amplifikation wurde in einem automatischen Thermozykler (T Gradient, Biometra) mit

folgendem Programm durchgefiihrt:

Temperatur Dauer Zyklenzahl
Denaturierung 94°C 2 Minuten 1
Denaturierung 95°C 1 Minute

Primerhybridisierung 58°C 30 Sekunden 30x
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Polymerisation 72°C 25 Sekunden/1 kb
Polymerisation 72°C 10 Minuten 1

4.2.11 Klonierung

TA-Klonierung mittels pGEM®-T Easy Vektor System

Um PCR Produkte erfolgreich zu klonieren wurde das pGEM®-T Easy Vektor System von
Promega genutzt. Hierbei handelt es sich um einen Vektor, welcher am 3°- Ende zusitzliche
Thymidin d(T)-Uberhiinge aufweist. Durch die Eigenschaft der Platinum® Pfx DNA
Polymerase d(A)-Uberhiinge dem PCR-Produkt beizufiigen, wird die Ligation zu dem
pGEM®-T Easy Vektor begiinstigt. Uber die Blau-WeiB-Selektion ist erkennbar, ob die
Ligation in die multiple Klonierungsstelle erfolgreich ist. Hierbei wird das Leseraster des lac
Z-Gens und demzufolge die Umsetzung des zugegebenen Substrates x-Gal nicht moglich ist,

so dass weille Kolonien das Insert tragen.

Gateway® Klonierung

In dieser Arbeit wurden hauptséchlich Plasmide genutzt, die durch die Gateway™ Technologie
(Life Technologies) hergestellt wurden. Die Methode ermdglicht eine gerichtete Klonierung
unabhingig von Restriktionsschnittstellen. Zur Grundlage des Systems dient das natiirlich
vorkommende Rekombinationssytem des Bakteriophagen A. Die dafiir notwendigen
»attachment™ (att)-Bereiche sind modifiziert und in die verschiedenen Vektoren integriert. Die
daraus entstandenen Zielvektoren (,,Destination-Vektoren) enthalten attR1- und attR2-
Sequenzen. Die fiir die Rekombination notwendigen homologen Sequenzen (attLL1- und attL.2-
Sequenzen) befinden sich ebenfalls in den Eingangsvektoren (,,ENTR™-Vektor). Das zu
untersuchende Gen wird zunichst in den Eingangsvektor kloniert. Uber die LR-
Rekombinationsreaktion mit dem Zielvektor, welcher einen Promotor enthilt, erfolgt die
Generierung eines Expressionsplasmids. In dem Zielvektor ist ebenfalls ein ccdB-Gen
integriert, welches zu einer Hemmung der Gyrase in E. coli fiihrt (Bernard und Couturier,
1992), jedoch wird dieses bei einer LR-Rekombinationsreaktion mit dem zu untersuchenden
Gen ausgetauscht. In der nachfolgend durchgefiihrten Transformation wachsen daher nur
Bakterien, die ein Expressionsplasmid enthalten. Fiir die weitere Selektion enthalten
Eingangsvektoren eine Kanamycin-Resistenz, wihrend Zielvektoren eine Ampicillin-Resistenz

aufweisen.



4. Methoden 45

Um dieses System zu nutzen wurde das zu untersuchende Gen mittels Restriktionsverdau (Kap.
4.2.8) und Ligation (Kap. 4.2.9) in den passenden Eingangsvektor (pENTR™ 1A, 2B und 3C,
Life Technologies) gebracht. Diese unterscheiden sich in ihrem Leseraster durch eine Base. Zur
Uberpriifung positiver Klone auf die Richtigkeit des Leserasters und der Sequenzabfolge
wurden sie zum Sequenzieren eingesendet (GATC, Konstanz). Nach der Verifizierung erfolgte
die LR-Rekombinationsreaktion, wodurch das zu untersuchende Gen vom Eingangsvektor in

den gewiinschten Zielvektor gebracht wurde. Der Reaktionsansatz wurde wie folgt

zusammengesetzt:

TE Puffer 2,5 ul
Zielvektor (300 ng) 1,5 ul
Eingangsvektor mit Zielgen (100-300 ng) I ul
LR Clonase™ Reaktionspuffer [5x] 2 ul
LR Clonase™Mix 2ul

Die Inkubation erfolgte fiir eine Stunde bei 25°C bevor die Reaktion durch 1 pl Proteinase K
(4 ng) fiir 10 Minuten bei 37°C abgestoppt wurde. Die Produkte wurden mittels Transformation
in kompetente E. coli gebracht und auf Selektionsplatten mit Ampicillin, ausplattiert. Uber
Restriktionsanalyse und DNA-Auftrennung durch die Gelelektrophorese wurden positive

Klone ermittelt.

4.2.12 Reverse Transkription (komplementare DNA)

Zum Umschreiben einer RNA-Probe (Kap. 4.2.4) wurde SuperScript II Reverse
Transkriptase™ (Life Technologies) genutzt. Die reverse Transkriptase ist eine RNA-
abhingige DNA-Polymerase, die von einer einzelstringigen RNA einen komplementéren
DNA-Strang synthetisiert. Fiir den Ansatz wurden 5 pg Gesamt-RNA, 1 pul 10 mM dNTP Mix
und 1 pl 0,5 pg/ul oligo(dT) Primer zusammengefiigt und mit RNase freiem Wasser bis auf ein
Gesamtvolumen von 10 pl aufgefiillt. Die Proben wurden fiir 10 Minuten bei 65°C inkubiert,
dann mit 4 pl 5 x , first-strand* Einzelstrangpuffer und 2 pl 0,1 M DTT fiir zwei Minuten bei
42°C. SchlieBlich wurden 200 U SuperScript II Raumtemperatur (RT) hinzugegeben und fiir
50 Minuten bei 42°C inkubiert. Durch einen Hitzeschock von 15 Minuten bei 70°C wurde die

Reaktion inaktiviert.
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4.2.13 Quantitative PCR (RT-PCR)

Bei der quantitativen bzw. Echtzeit-PCR (Real Time PCR oder RT-PCR) handelt es sich um
eine Polymerase-Kettenreaktion, die spezifische Nukleotidsequenzen in vitro vervielfaltigt und
deren Verlauf gleichzeitig zu verfolgen ist. Die Messung der Produktzunahme erfolgt durch
Fluoreszenzlicht, welches in Abhéngigkeit zur Produktzunahme proportional steigt. Dies
ermOglicht die exponentielle Phase der Reaktion zu identifizieren und fiir eine Quantifizierung
der Matrizenmenge zu nutzen. In dieser Methode werden PCR-Produkte sequenzspezifisch
detektiert, indem fluorophormarkierte Oligonukleotide an die Zielsequenz binden. Der Zyklus,
bei dem ein exponentieller Anstieg erfolgt ist, ist dabei der CT-Wert (engl. cycle threshold).
Fiir eine quantitative Aussage wurde der ACT-Wert ermittelt, der sich aus der Differenz zu
einem Haushaltsgen mit dem zu untersuchenden Gen bildet und letztendlich eine Aussage iiber
die relative Menge an Transkript eines zu untersuchenden Gens gibt.

In eine 96-optische Reaktionsplatte (Applied Systems) wurden je 20 ul pro Lochschale des
folgenden Ansatzes gegeben und mit je 2 pl DNA versetzt.

Ansatz mit fluorophoren Gensonden

2 x Universal PCR Mastermix TagMan™ (Roche) 10 ul

Oligonukleotid 1 (20 pM) 0,2 ul
Oligonukleotid 2 (20 pM) 0,2 ul
Gensonde (,,probe*) (2 uM) 0,2 ul
ddH>O 7,4 ul

Die Reaktion erfolgte im Gerdt 7500 Real Time System (Applied Biosystems). Dem
Aktivierungsschritt fir 10 Minuten bei 95°C folgten 40 Zyklen mit je einem
Denaturierungsschritt fiir 15 Sekunden bei 95°C, einem Anlagerungsschritt und einem

Verldangerungsschritt fiir je eine Minute bei 60°C.

4.2.14 In situ Hybridisierung gegen TOX3

Diese Methode wurde basierend auf Dr. Gregor Eichele’s Protokoll (Max-Planck-Institut und
Baylor College Medicine) durch das Institut von Allen Brain Atlas durchgefiihrt. Hierfiir wurde
eine nicht-radioaktive Digoxigenin-basierende Technik angewendet, die die exprimierenden
Zellen mit dem spezifischen Transkript kennzeichnen. Die endogene Peroxidaseaktivitdt wurde
mit H,O> im Gewebe geblockt und unter Einsetzung von Proteinase K wurde die Erhhung der

Permeabilitét fiir die Hybridisierung an die komplementére Ziel-mRNA in die Wege geleitet.
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Die mit Digoxigenin-gekennzeichnete Probe wurde auf das Gewebe gegeben und fiir 5,5
Stunden bei 63,5°C inkubiert. Mit Hilfe des anti-Digoxigenin Antikorpers mit konjugierter
Meerettichperoxidase (HRP), der Zugabe von Biotin-gekoppeltem Tyramid-Substrat und
anschliefende Neutravidin-Alkalische Phosphatase-Behandlung wurde eine Spaltung des
Substrats verursacht, die zu einem kolorimetrischem Signal fiihrte. Die in dieser Arbeit
gezeigten in situ Mausembryo-Daten stammen daher aus der Datenbank von Allen Brain Atlas

(http://developingmouse.brain-map.org).

4.3 Proteinbiochemische Techniken

4.3.1 Herstellung und Aufreinigung eines rekombinanten
Fusionsprotein mit GST-Anhang

Zur Herstellung des rekombinanten Proteins wurde das induzierbare pGex-Vektor-System
eingesetzt. Hierbei wurde durch Zugabe von IPTG (IPTG-Dioxanfrei, Fermentas), der tac-
Promoter und demzufolge die Genexpression positiv reguliert. Dem Promoter ist die
Glutathion-S-transferase (GST) nachgeschaltet, sodass es bei einer Klonierung in die dafiir
vorgesehene multiple Klonierungsstelle zu einem rekombinanten Fusionsprotein mit GST-
Anhang kommt. Uber eine Affinititschromatographie mittels Glutathion-Sepharose 4B (GE
Healthcare), welche die Fusionsproteine aus dem Gesamt-Lysat herausfischen, mit
anschliefender Trennung des GST-Proteins vom eigentlichen Zielprotein durch die

PreScission™ Protease (GE Healthcare), wurde aufgereinigtes Zielprotein erhalten.

Klonierung des N-terminalen TOX3-Fragments in den pGex-6p-2 Vektor

Uber Primer, die mit einer Restriktionsschnittestelle (Kap. 3.11.1) am jeweiligen 5’-Ende
generiert wurden, wurde aus dem humanen Volllainge TOX3 die N-terminale Sequenz mit den
jeweiligen Restriktionsschnittstellen amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde mittels
Gelelektrophorese und anschlieBender DNA-Agarose-Extraktion aufgereinigt und in den
pGEM®-T Easy Vektor ligiert. Der Ligationsansatz wurde iiber ein Hitzeschockverfahren in
kompetente E. coli Bakterien gebracht, zur Vermehrung des DNA-Vektors. Nach Aufreinigung
der Plasmid-DNA erfolgte die Restriktion. Nach DNA-Agarose-Extraktion konnte das N-
terminale TOX3-Fragment in den pGEX-6P-2 Vektor erfolgreich ligiert werden.
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Expression des rekombinanten Proteins durch IPTG

Das N-terminale TOX3-Fragment in dem pGEX-6P-2 Vektor wurde mittels
Hitzeschockverfahren in den Bakterienstamm BL21(DE3) transformiert. Diese Bakterien
wurden iiber Nacht bei 37°C im Schiittler hochgeschiittelt. Von der Ubernacht-Kultur wurde in
einem Verhiltnis 1:100 ein vier Liter LB-Medium®™ -Kolben angeimpft. Die OD der
wachsenden Bakterien wurde photometrisch gemessen. Nach Erreichen des exponentiellen
Wachstums der Bakterien (ODgoonm von 0,6-0,9) wurde zur Induktion des Fusionsproteins IPTG
in einer finalen Konzentration von 1 mM hinzugegeben. Nach vier Stunden Inkubation bei 37°C
wurden die Bakterien bei 3000 Umdrehung pro Minute fiir 10 Minuten herunter zentrifugiert.

Das so gewonnene Pellet wurde bei -80°C gelagert.

Native Proteinaufreinigung

Lysepuffer: Waschpuffer 1: Waschpuffer 2: PreScission™

1x PBS pH 7,4 1x PBS 50 mM Tris-HCl Spaltungspuffer:

20 mM MgCl12 0,5% TritonX-100 0,5% TritonX-100 50 mM Tris-HCI pH 7.00
0,5% TritonX-100 (Sigma Ultra) 5mM DTT 150 mM DTT 50 mM NaCl

SmM DTT (Duchefa Biochemie) 1 mM EDTA

1 Protease-Cocktail-Inhibitor I mM DTT

Tablette (Roche)
20 pg/ml Lysozym (Sigma)
20 pg/ml DNase

Tabelle 8: Chemikalien fiir native Proteinaufreinigung

Zur Aufreinigung des Fusionsproteins GST-NtermTOX3 wurde das Pellet zunéchst lysiert (1 g
= 5 ml Lysepuffer) und anschlieBend sonifiziert (1 x 10-fach). Zugabe von DNase 20 pg/ml
fiir 15 Minuten bei RT verhinderte dabei, dass die Zellsuspension zu zdhfliissig wurde.
Anschlieend wurde bei 6000 Umdrehung pro Minute bei 4°C fiir 30 Minuten zentrifugiert.
Der Uberstand wurde in eine Siule (Superdex G75 FPLC, GE Healthcare) gegeben, welche
zuvor mit Glutathion Sepharose 4B und Waschpuffer dquilibriert wurde. Die Sdule wurde mit
Parafilm abgedichtet und fiir 1,5 Stunden auf einem Rotiergerdt bei RT geschwenkt. Nach
mehreren Waschschritten mit Waschpuffer 1 (10-faches Sédulenvolumen (SV)) und
Waschpuffer 2 (dreifaches SV), wurde die PreScission™ Protease im Spaltungspuffer
(dreifaches SV) iiber Nacht bei 4°C hinzugegeben. Der erhaltene Durchfluss wurde nochmals
auf eine Séule mit Glutathion Sepharose 4B gegeben um Reste der GST-PreScission™ Protease

herauszufischen.
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4.3.2 Extraktion von Proteinlysaten

Fiir die Extraktion von Gesamt-Protein aus adhérenten Zellkulturen wurden Zellrasen mit einer
Konfluenz von bis zu 90% verwendet. Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und mit
dem Zelllysepuffer RIPA (Life Technologies) fiir fiinf Minuten bei 4°C inkubiert. Dieser Puffer
eignet sich daflir zytosolische Proteine unter physiologischen Bedingungen zu erhalten,
welches durch die Zugabe von Protease-Inhibitoren (CompleteMini, Roche) unterstiitzt wird.
Die Zellsuspension wurde in ein Reaktionsgefal3 tiberfiihrt und fiir 20 Minuten bei 13.000
Umdrehung pro Minute und 4°C zentrifugiert um Zelltriimmer zu pelletieren. Fiir weitere

Anwendungen wurde der Uberstand aufgehoben oder Schock gefroren und bei -80°C gelagert.

4.3.3 Quantitative Proteinbestimmung

Die quantitative Konzentrationsbestimmung von Proteinen erfolgte photometrisch. Hierzu
wurde das BCA Protein Assay Kit (Pierce) nach Herstellerangaben verwendet. Das Prinzip
beruht auf der Biuretreaktion, in der zweiwertiges Kupfer (Cu?") in einer alkalischen Lésung
zu einwertigem Kupfer (Cu'") reduziert wird. BCA (Bicinchoninsiure) reagiert mit
einwertigem Kupfer zu einem violett-blaufarbenen Komplex, der sein Absorptionsmaximum
bei 562 nm hat. Die somit erhaltene Blaufarbung korreliert mit der Menge an Protein pro Probe,
woraus sich letztendlich die Konzentration anhand der Standardreihe, ermitteln ldasst. Um die
Proteinkonzentration in der Probe zu bestimmen, wurde eine BSA-Proteinstandardreihe mit
verschiedenen BSA-Konzentrationen (0, 6,25, 12,5, 25, 50, 100, 200 pg/ml) hergestellt. In eine
transparente 96-Lochnapfschale wurde die Proteinstandardreihe zu je 3 x 20 ul pipettiert. Die
eigentlichen Proben wurden im Verhaltnis 1:10 bzw. 1:50 verdiinnt und ebenfalls als Triplikate
in die 96-Lochnapfschale pipettiert. Nach Zugabe der BCA-Losung wurde fiir 30 Minuten bei
60°C inkubiert und anschlieend die Absorption bei 560 nm mit Hilfe des Mikrotiterplatten-
Lesegerits (Tecan) gemessen. Die Berechnung der Konzentration erfolgte durch die Magellan

Software.

4.3.4 SDS-Polyacrilamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Gesamt-Proteinlysat wurde mittels SDS-PAGE durchgefiihrt. Das Prinzip
beruht darauf, dass die Proteine, welche durch SDS-Maskierung entsprechend ihres
Massenverhiltnisses  negativ.  geladen  sind, anhand ihres  unterschiedlichen

Reibungskoeffizienten durch das engporige Acrylamidgel aufgetrennt werden. Zu diesem
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Zweck wurden Proteinlysate mit 10 x Reduzierungsagenz (Life Technologies) und 4 x LDS
Ladepuffer (Life Technologies) fiir fiinf Minuten bei 99°C erhitzt. Gleiche Mengen an Protein,
sowie einem Molekiilgewichtsstandard (MagicMark™XP Western Protein Standard, Life
Technologies) wurde in die einzelnen Taschen des denaturierenden 8-16% Bis-Tris
Gradientengels (Thermo Scientific) geladen. Die Laufzeit in 1 x Laufpuffer (MOPS Buffer,
Life Technologies) betrug bei 120 V 45 Minuten.

4.3.5 Immunoblot (IB)

Diese Nachweismethode erlaubt die Ermittlung von spezifischen Proteinen bzw. der relativen
Menge eines bestimmten Proteins. Nach Auftrennung der Proben auf einem SDS-Gel wurde
der Transfer der aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran durch das iblot™
Gerit (Life Technologies) durchgefiihrt. In dieses Gerdt wurde das Gel auf dem unterem
Aufsatz, welches eine Kupferanode enthélt, mit Transfermembran, aufgelagert und mit dem
oberen Aufsatz, welches eine Kupferkathode trigt, bedeckt. Der Stromfluss erfolgte {iber die
beiden Elektroden durch hohen Ionengehalt in der Gelmatrix. Durch die Distanzminimierung
der Elektroden und gleichzeitigen hohen Stromfluss wurde die Transferzeit auf nur sieben
Minuten reduziert. Nach dem Transfer wurde die Membran mit Ponceau S Losung behandelt.
Diese Farbreaktion dient als Nachweis fiir die Ubertragung von Protein auf die Membran,
indem es reversibel an positiv geladene Aminogruppen bindet. Durch mehrmaliges Waschen
mit PBS-T (Kap. 3.6) wurden die Bindungen wieder entfernt. AnschlieBend wurde die
Membran in einer Losung aus PBS und 3% Magermilchpulver fiir eine Stunde behandelt, um
unspezifische Proteinbindungen zu blocken und {iber Nacht bei 4°C auf dem Schiittler mit dem
Primérantikorper inkubiert, welcher spezifisch an das gesuchte Protein bindet. Nach
dreimaligen Waschen mit PBS-T wurde die Membran mit einem Zweitantikorper, welcher mit
einem Fluoreszenzfarbstoff (IRDye 680 oder IRDye 800, Licor) konjugiert ist, fiir eine Stunde
bei RT inkubiert. Mit Hilfe des Odyssey Lesegeréts wurden die Banden im Nah-Infrarotbereich

sichtbar gemacht.

4.3.6 Immunprazipitation (IP)

Fir den Nachweis von Protein-Protein Interaktionen wurden Immunprézipitationen
durchgefiihrt. Hierfiir wurden Materialien der Firma Pierce verwendet. Zwei potentielle

Interaktionsproteine wurden zundchst ko-transfiziert, wobei ein Protein mit einem Myc-
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Anhang (EQKLISEEDL) versehen war. Nach der Zelllyse, welche unter physiologischen
Bedingungen gehandhabt wurde, und einer Verifizierung der beiden Proteine anhand eines
Immunoblots, wurden 500 pg Proteinmenge iiber Nacht mit Agarosekiigelchen inkubiert. Diese
sind auf ihrer Oberfliche mit immobilisierten Myc—Antikorpern gekoppelt. Nach der
Inkubation wurde das Gemisch auf die sogenannte Handee™ Spin Sdule (Pierce) gegeben.
Nach kurzem Abzentrifugieren wurde die Séule dreimal mit kaltem TBS gewaschen. Zum
Eluieren der gebundenen Proteine wurden 25 pl des 2 x nicht-reduzierenden Probenpuffer
(Pierce) hinzugegeben, fiir fiinf Minuten bei 99°C erhitzt und abzentrifugiert. Fiir die SDS-
Gelelektrophorese wurde das eluierte Protein mit 2 pl 10 x Reduzierungspuffer (Life
Technologies) versehen und nochmals fiir fiinf Minuten bei 99°C erhitzt, bevor es auf ein 8-

16%iges Bis-Tris Gradientengel (Thermo Scientific) geladen wurde.

4.3.7 In situ Ko-Immunprazipitation (InCell-Ko-IP)

Die sogenannte Incell-Ko-IP Methode erlaubt die Untersuchung von Protein-Protein
Interaktionen in der Zelle unter physiologischen Bedingungen (Soderberg et al., 2006;
Leuchowius et al., 2010). Das Prinzip beruht darauf, dass zwei spezifische Primérantikdrper an
ihre jeweiligen Zielproteine binden, die wiederum von Sekundirantikérpern mit kurzer,
unikater DNA-Sequenz gebunden werden. Im Fall einer rdumlichen Nahe der DNA-Sequenzen
der Sekundérantikdrper wegen einer Protein-Proteinkomplexbildung, kommt es zur Ligation
und schlieflich zu einer Amplifikation von fluoreszenzmarkierten Oligonukleotiden, die
wiederum als Fluorophorpunkte im Fluoreszenzmikroskop sichtbar sind. Hierfiir wurden
Materialien (Duolink® II) der Firma Olink® Biosciene verwendet. Fiir die Durchfiihrung
wurden zunéchst 200.000 Zellen in eine 16-Lochnapfschale (Lab-Tek) mit Glasboden gesit.
Zellen wurden fiir 48 Stunden bei 37°C, 5% CO; im Brutschrank inkubiert und anschlieBend
mit 4% PFA fiir 10 Minuten bei RT fixiert. Alle weiteren Inkubationsschritte wurden in einer
Feuchtkammer (Abdeckbare Plastikbox mit ddH>O benetztem Zellstoff) durchgefiihrt. Fixierte
Zellen wurden unter Schwenken bei RT mit 0,5% TritonX-100 fiir 10 Minuten permeabilisiert.
Nach Waschschritten mit 0,005% Tween®20 in TBS, wurde fiir eine Stunde mit Duolink II
Blockierlosung geblockt. Die beiden Primirantikorper TOX3 (Sigma) und HDAC1 (Cell
Signaling) wurden zusammen bzw. jeweils einzeln als Kontrolle iiber Nacht bei 4°C auf die
Zellen gegeben. Tags darauf wurden die Zellen mit Duolink II PLA probe Losungen anti-Maus
Minus und anti-Kaninchen Plus inkubiert fiir eine Stunde bei 37°C. Nach Zugabe einer

Ligation-Ligase Losung fiir 30 Minuten bei 37°C wurde die Polymerase Losung fiir 100
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Minuten bei 37°C hinzugegeben. Um die Anzahl der Fluorophorpunkte quantifizieren zu
konnen wurden die Zellkerne durch 100 ng/ml DAPI-Ldsung (4',6'-Diamidin-2‘-phenylindol-
dihydrochlorid) angefarbt. Nach der gewiinschten Inkubationszeit wurde nochmals mit PBS
gewaschen, anschlieBend die Zellen auf dem Glasdeckel auf einem Objekttrager mit Medium
eingebettet (Mounting Medium, Dako) und nach Erhédrtung wurden die Rander des Glasdeckels
mit Nagellack luftdicht verschlossen. Die Aufnahmen der Proben erfolgten durch das
Fluoreszenzmikroskop Olympus BX51. Die Auswertung erfolgte durch die Software Imagel
(Kap. 3.14.3).

4.3.8 Immunhistochemie/ Immunzytochemie

Diese Methode beruht darauf molekulare Strukturen sowie Proteine in einem spezifischen

Gewebe bzw. Kompartiment von Zellen, mit Hilfe fluoreszierender Antikorper, nachzuweisen.

Vorbereitung von Praparationsmaterial

Fixierlosung: Blockierlosung: Férbelosung:

4% PFA (Histofix, Roti®) 1% Roti®-ImmunoBlock (Roth) | 1:1 (Blockierlosung : 1x PBS)
5% Normal Goat Serum (Life
Technologies, Karlsruhe)

0,5%  TritonX-100  (Fluka,
Buchs)

1x PBS

Tabelle 9: Chemikalien fiir Inmunhistochemie

In dieser Arbeit wurden Embryonen (E13.5) aus dem Muttertier entnommen und zwei Stunden
mit 4% PFA fixiert. Durch Ubernachtlagerung in einer 25%igen Sukrose-Losung wurde dem
Gewebe Wasser entzogen. In dem Fixiergel Tissue-Tek (Sakura) mit anschlieBender
Schockfrierung in Stickstoff wurde das Gewebe fixiert. Mit Hilfe des Schnellschnitt-Kryostats
(Leica CM 1900 UV, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar) wurden histologische Embryo-
Schnitte angefertigt. Eine Schichtbreite von 5-8 um konnte dabei erzielt werden. Nach
erneutem inkubieren mit 4% PFA fiir 10 Minuten bei RT der geschnittenen Préparate, wurde
eine Blockierlosung mit 0,5% Triton-X aufgetragen fiir eine Stunde bei RT um
Hintergrundleuchten zu reduzieren und zu permeabilisieren. Bei allen Inkubationsschritten
wurden die Priparate in einer Feuchtkammer (Abdeckbare Plastikbox mit ddH>O benetztem

Zellstoff) gehalten.
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Vorbereitung von Zellpraparaten

Fixierlosung: Permeabilisierungslosung: Blockierlosung/Farbelosung:
4% PFA (Histofix, Roti®) 1x PBS, 0,25% Triton X-100 | 1% Roti®-ImmunoBlock
(Fluka, Buchs) (Roth), 0,1%  Tween®-20
(Sigma), 1x PBS

Tabelle 10: Chemikalien fiir Inmunzytochemie

Zellen wurden zu einer bestimmten Zellzahl auf mit Poly-L-Ornithin (PLO, Sigma-Aldrich)
beschichteten Deckgldschen ausplattiert. Nach 24 Stunden oder erforderlichen Expressionszeit
wurden die Zellen mit 4% PFA fiir 15 Minuten bei RT fixiert. AnschlieBend wurden sie mit
0,25% Triton-X permeabilisiert und durch Inkubation von einer Stunde bei RT mit

Blockierlosung wurde das Hintergrundleuchten reduziert.

Detektion mittels Fluoreszenzantikorper- indirekte Methode

Nach erfolgreicher Blockierung freier Bindestellen wurden die Primédrantikérper in der
Férbelosung entsprechend verdiinnt und liber Nacht auf die Priparate gegeben. Tags darauf
wurde nach mehrmaligem Waschen in 1% PBS der Zweitantikdrper, welcher mit einem
fluoreszierenden Protein gekoppelt ist, aufgetragen und fiir eine Stunde bei RT im Dunkeln
inkubiert. Um Zellkerne sichtbar zu machen wurde DAPI 1:10.000 (100 ng/ul) fiir fiinf Minuten
bei RT im Dunkeln dazugegeben. AbschlieBend wurden die Praparate in ddH20 gewaschen und
mit Eindeckmedium (Dako-Fluorescent Mounting Medium) unter einem Deckglas
eingedeckelt. Die Aufnahmen wurden mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops Olympus BX51

aufgenommen.

4.3.9 Stimulationsagenzien

Agenzien Verdiinnung Zeit Losungsmittel | Hersteller
Rekombinantes Stocklsg. 5 pg/ml 2-24 Zitronen- PeproTech (Kat.-Nr.
humanes TGFB1 —>1:1000 (5 ng/ml) Stunden | sdure 100-21)

Inhibitor von | 10 uM Uber- DMSO TOCRIS (Kat.-Nr.
TGFB1 - nacht 1614)

SB 431542
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Rekombinante Stocklsg.: 100 ug/ml 2-24 PBS R&D Systems (Kat.-
Jagged 1 Fc | = 1:100 (1 pg/ml) Stunden Nr. 599-JG-100)
Chimire (Ratte)

Inhibitor der | Stocklsg.: 100 uM 2-24 DMSO Sigma-Aldrich
v-Sekretase - | 21:100 (1 uM) Stunden (Kat.-Nr. S2188-
DAPT IMG)

Tabelle 11: Stimulationsagenzien

4.3.10 Luminometrie
4.3.10.1 Dual-Luziferase Verfahren

In diesem Verfahren wird sowohl Luziferin durch die Luziferase des Leuchtkéfers, als auch
Coelenterazin durch Renilla, die Seefeder, unter Freisetzung von Licht umgesetzt. Die Aktivitit
eines beliebigen Promotorfragments oder Antwort-Elements ldsst sich daher durch messbare
Lichtemission bestimmen. Je stirker die Promotoraktivitit, desto mehr Luziferase-/Renilla-
Protein wird gebildet, welches mit der Lichtemission korreliert. Die Renillaaktivitit dient
hierbei zur Messung der tatsdchlichen Transfektionseffizienz der Konstrukte, so dass nach der
Messung auf die Aktivitdt des Renillawertes normalisiert werden muss. Um die Lumineszenz
zu messen, wurden Zellen in einer 12-Lochnapfschale mit den jeweiligen Konstrukten
transfiziert. Nach 24 Stunden wurden die transfizierten Zellen zweimal mit PBS gewaschen und
in 200 pl Zellkultur-Lysepuffer (PromoKine) lysiert. Das Lysat wurde in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal3 iiberfiihrt. Zwei weille 96-Mikrotiterplatten (Nunc) wurden mit je 3 x 20 pl
Zelllysat pipettiert. Die erste Platte wurde durch Zugabe von je 80 pl Luziferin, geldst in
Luziferase-Puffer, zu den einzelnen Proben auf Luziferase-Aktivitit gemessen. AnschlieBend
wurde die zweite Platte, welche ebenfalls mit Triplikaten beladen wurde, zusétzlich mit 40 pl
Enhancer-Substrat versetzt und anschlieBend mit 50 ul Coelenterazin, geldst in Puffer (1:50)
auf Renilla-Aktivitidt gemessen. Die Substrate wurden injiziert und konnten direkt gemessen

werden (Tecan Messgerit).
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4.3.10.2 LUMIER (Luminescence-based mammalian interactome mapping
technology)-Screen

Lysepuffer: Waschpuffer:

20 mM TRIS/HCI1 pH 7,5 1x PBS
250 mM NaCl 1 mM DTT
10 mM EDTA

10 mM DTT

0,0125 U/ul Benzonase-Nuklease

0,0125 U/ul Protease-Inhibitor

0,0125 U/ul Phosphotase-Inhibitor

Tabelle 12: Chemikalien fir LUMIER-Screen

Zur Identifizierung von Protein-Protein Interaktionen wurde ein sog. LUMIER (engl.
Luminescence-based mammalian interactome mapping technology)-Screen in Kooperation
durch Dr. Manfred Kogl am DKFZ (Deutsches Krebsforschungszentrum) in Heidelberg
durchgefiihrt.

Der LUMIER-Screen ist eine hoch sensitive Methode, die zur Validierung und Detektion von
Protein-Protein Interaktionen genutzt werden kann (Barrios-Rodiles et al., 2005; Braun et al.,
2009). Hierfiir wurden Proteine entweder N-terminal oder C-terminal mit Staphylococcus
aureus Protein A-Anhang oder mit Renilla reniformis Luziferase fusioniert und in HEK-
293GP-Zellen transient exprimiert. 1x10* HEK-293GP-Zellen pro 96-Lochnapfschale wurden
mit 20 ng Expressionsplasmid-DNA mit 0,05 pl Lipofectamin™ 2000 transfiziert (Abb. 8).
Nach 40 Stunden Expression wurde das Medium abgenommen, die Zellen auf Eis mit 10 pl
kaltem Lyse-Puffer lysiert, der wiederum mit magnetischen Schaf-anti-Kaninchen IgG-
Kiigelchen (Endkonz. 2 mg/ml) versetzt war. Nach 15 Minuten Inkubation wurde 100 pl
Waschpuffer hinzugegeben. Davon wurden 10% als input-Probe abgenommen. Mit Hilfe des
Hydroflex™ microplate washer (Tecan) wurde das Lysat sechsmal mit Waschpuffer
gewaschen. Die Luziferase-Aktivitdt wurde sowohl von der input-Probe (Normalisierung auf
Transfektionseffizienz) als auch von den gewaschenen Kiigelchen (bound-Probe) gemessen.
Anhand der Luziferase-Aktivitdt konnte Riickschluss auf eine potentielle Protein-Protein
Interaktion gemacht werden. Als Negativkontrolle (engl. negative control, nc) wurde jedes
Luziferase-Fusionsprotein auf eine Interaktion mit einem A-Dimer-Fusionsprotein gemessen,
um unspezifische Bindung an den A-Anhang auszuschlieen. Folgende Berechnung diente zur
Normalisierung:

log (bound)/log (input) — log (bound nc) / log (input nc)

Zur Verifizierung wurde jede potentielle Interaktion dreimal individuell wiederholt.
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Normalisierte und korrigierte Interaktionssignaldaten wurden als z-Faktor deklariert. Eine
positiv spezifische Interaktion wurde erst ab einem z-Faktor gréfer oder gleich 1,0 bewertet.
Um keine falsch positiven Interaktionspartner zu bekommen, wurde der z-Faktor auf den
urspriinglichen Datensatz (n=1000) berechnet, indem der Mittelwert durch die

Standardabweichung geteilt wurde.

Protein-X Protein-Y
j
T ﬁ S L ﬁ
£ g
2 SN 1) Ko-transfiziert in
& = HEK293-Zellen

2) Lysiert und KO-IP
3) Messung der Renilla

-Luziferase Aktivitat %

X Y RLuc

Magnetische

Kiigelchen
mit IgG

Abbildung 8: Schematische Darstellung der LUMIER-Methode. Kodierende Sequenzabschnitte
werden mittels des Gateway®Systems in das jeweilige Expressionsplasmid (pTREX bzw. pCDNA3)
kloniert und in HEK-293GP-Zellen transfiziert. Nach 40 Stunden werden die Zellen lysiert. Die im
Lysepuffer enthaltenen IgG-gekoppelten magnetischen Kiigelchen binden das Fusionsprotein mit A-
Anhang, durch stabile Bindung zu einem weiteren Fusionsprotein mit Renilla reniformis Luziferase
wird diese ebenfalls aus dem Lysat prazipitiert. Die gemessene Luziferase-Aktivitdt 1dsst darauf
schlieBen, dass eine Protein-Protein Interaktion stattgefunden hat.
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5. Ergebnisse

5.1 Generierung und Charakterisierung TOX3-spezifischer
Antikorper

Um die in situ Hybridisierungsergebnisse der 6ffentlich zugidnglichen Datenbank Allen Brain
Atlas (http://developingmouse.brain-map.org) (Abb. 7) zu verifizieren, wurde fiir diese Arbeit
ein eigener TOX3-Antikorper generiert, da zu dem Zeitpunkt kein kommerzieller TOX3-
Antikorper auf dem Markt war. Nach erfolgreicher Klonierung des N-terminalen Teils von
TOX3 in das induzierbare pGEX-6p-2-Vektorsystem, wurde es in BL21 E. coli Bakterien
transformiert und exprimiert (Kap. 4.3.1). Um mogliche Fehler auszuschlieBen wurde das
erhaltene Konstrukt, wihrend der Klonierung mittels Restriktionsanalyse kontrolliert und mit
vektorspezifischen Primern sequenziert. Eine anschliefende Aminosdurenanalyse (Daten nicht
gezeigt) in Kooperation mit Frau Dr. Sabine Metzger (BMFZ, Diisseldorf) verifizierte das
erhaltene und gereinigte N-terminale TOX3-Fragment (Abb. 9 A).
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Abbildung 9: Nachweis des N-terminalen TOX3-Proteins iliber Coomassie-Blaufarbung und
Validierung des Antikorpers iiber Immunoblot. A) Schematische Darstellung von TOX3 und
aufgereinigtem N-terminalen TOX3. B) Coomassie-Férbung von Fusionsprotein GST-TOX3Nterm
gebunden an Sepharose (Vorher) und nach Zugabe von PreScission gespaltenes TOX3Nterm ohne GST-
Anhang (Nachher). C) CHO-Zellen wurden mit Leervektor und Myc-TOX3 transfiziert. Detektion der
Myc-TOX3-Bande bei 80 kDa durch TOX3Nterm-Antikorper (oberer Blot). Durch Abséttigung mit
aufgereinigtem TOX3Nterm-Protein zu dem Antikdrper, konnte die TOX3-Bande nicht detektiert
werden. D) Folgende Myc-Konstrukte Leervektor, Volllange-TOX3, 871-1734, 721-1734, 1-870, 1-720
und 1-500 wurden in CHO-Zellen transfiziert und durch anti-Myc-Antikdrperfarbung detektiert (oberer
Blot), durch anti-TOX3Nterm-Antikdrper wurden N-terminale TOX3-Konstrukte (Volllainge-TOX3, 1-
870, 1-720 und 1-500) detektiert.

Das Fusionsprotein GST-TOX3Nterm konnte anhand des GST-Anhangs, an Sepharose
gebunden (Abb. 9 B Vorher) und durch Zugabe der PreScission-Protease, abgespalten werden
(Abb. 9 B Nachher). Durch Ultrafiltration wurde das N-terminale TOX3-Protein von restlichen
Proteinen separiert und aufkonzentriert. Insgesamt wurde 1 mg gereinigtes Protein fiir die
Immunisierung eines Huhns an die Firma Davids Biotechnologie verschickt. Nach Erhalt des
TOX3-Antikorpers konnte seine Spezifitdt nachgewiesen werden. Hierflir wurde ein Myc-
TOX3-Konstrukt in CHO-Zellen transfiziert. Die TOX3-Uberexpression konnte durch den N-
terminalen TOX3-Antikorper verifiziert werden, die eine Bande bei 80 kDa detektierte (Abb. 9
C oberer Blot). Durch Zugabe von gereinigtem N-terminalen TOX3-Protein zu dem Antikorper,

wurde dieser abgesittigt und detektierte keine TOX3-Bande (Abb. 9 C unterer Blot). Anhand
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von unterschiedlichen Myc-TOX3-Konstrukten, welche sich in ihrer Sequenzlinge
unterscheiden, konnte gezeigt werden, dass nur Konstrukte mit der N-terminalen Sequenz
detektiert werden konnten (Abb. 9 D). Folglich konnte der TOX3Nterm-Antikorper fiir

immunologische Verfahren eingesetzt werden.

5.2 TOX3 ist im Mausembryo am Entwicklungstag 13.5
(E13.5) am starksten exprimiert

Die in situ Hybridisierungsdaten gaben einen Hinweis darauf, dass TOX3 in verschiedenen
Embryoentwicklungsstadien unterschiedlich exprimiert wird. Uber quantitative PCR und
anschliefendem Immunoblot mittels TOX3Nterm-Antikorper konnte diese Erkenntnis

verifiziert werden.
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Abbildung 10: Quantitativer und immunologischer Nachweis der TOX3-Expression in sich
entwickelnden Mausen. A) Quantitative PCR zur Ermittlung der TOX3-Expression auf mRNA-Ebene
in den verschiedenen Embryostadien 11.5, 13.5 und 16.5 im Vergleich zu dem adulten Mausgehirn P30.
*Der Vergleich der mRNA-Werte von drei unabhéngigen Versuchen, zeigte einen Signifikanzwert von
P<0.05 bei einer One-Way-Analyse (ANOVA) mit Tukey Posthoc-Test an. B) Immunoblot zum
Nachweis von TOX3-Expression in Gehirnlysat von Méusen im Embryostadium 11.5, 13.5, 16.5 und
adulter Maus P30. TOX3Nterm-Antikorper erkennt in allen Embryostadien die endogene TOX3-Bande
bei 63 kDa. Aktin-Bande bei 39 kDa dient als Ladekontrolle

Uber quantitative PCR zeigte sich, dass TOX3 auf mRNA-Ebene, im Gehirn des Embryos, in
den frithen Entwicklungsstadien 11.5, 13.5 und 16.5 deutlich stirker als im adulten Mausgehirn
P30 exprimiert wird (Abb. 10 A). Dieses konnte ebenfalls durch den TOX3Nterm-Antikdrper
auf Proteinebene nachgewiesen werden (Abb. 10 B). Es ist deutlich sichtbar, dass in dem
Embryostadium 13,5 TOX3 am stirksten exprimiert wird. Dies konnte darauf hinweisen, dass

TOX3 in diesem Entwicklungsstadium eine Rolle spielt.
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5.2.1 Ahnliches Expressionsprofil zwischen TOX3 und Mushasi1 in
der subventrikularen Zone detektiert

TOX3 wurde durch in situ Hybridisierung hauptséchlich in der subventrikuldren Zone

detektiert. Um zu bestimmen in welchem Zelltyp TOX3 vorkommt, wurden charakteristische

(Stammzell-) Marker eingesetzt. Hierfiir wurden histologische Schnitte von Embryonen des

Stadiums E13.5 angefertigt. Zur Visualisierung wurden Sekundérantikdrper mit konjugiertem

CY3 und FITC verwendet, welche durch ein Fluoreszenzmikroskop bei einer Anregung von

532 nm und 488 nm sichtbar gemacht werden konnten.

NESTIN

TubulinIII

Prominin

Abbildung 11: Immunhistologischer Nachweis von TOX3 in Embryoméusen (13.5) und
Koexpression mit Stammzellmarkerproteinen. Embryoschnitte von E13.5 wurden durch ein
Kryostat-Gerit in 5-8 uM Dicke hergestellt. Es wurden folgende Antikorper verwendet anti-GFAP, anti-
PAX6, anti-Nestin, anti-O4, anti-MAP-2, anti-B-Tubulinlll, anti-Prominin/CD133, anti-PML, anti-
Musashil zusammen mit TOX3Nterm-Antikorper bzw. mit dem kommerziellen TOX3-Antikrper von
Sigma. Die Fluoreszenzaufnahmen wurden durch das Mikroskop festgehalten. Die Markierungslinie
entspricht 50 um.

Anhand der gefarbten histologischen Embryoschnitte konnte gezeigt werden, dass TOX3 in der
subventrikuldren Zone exprimiert wird (Abb. 11). Das gleichbleibende Expressionsmuster
verdeutlicht, dass TOX3 im Nukleus, zum groflen Teil innerhalb der subventrikuldren Zone,
exprimiert wird. In unserem Fall zeigte der Astrozyten-Zelltypmarker GFAP kein Signal. Auch
die gegen PML und PAX6 gerichteten Antikorper zeigten kein spezifisches Signal. Der Nestin-
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Antikdrper, welcher dafiir bekannt ist, Stammzellen bzw. NPCs zu detektieren (Park et al.,
2010), farbte die Intermediérfilamente von Zellen mit TOX3-Zellkernfirbung an. Die
Zelltypmarker fiir junge Oligodendrozyten (O4), sowie fiir junge bzw. ausgereifte Neurone
(MAP-2 und B-TubulinlIl) wiederum zeigten keine Korrelation zu dem Expressionsmuster von
TOX3. Der ebenfalls bekannte Stammzellmarker Prominin (CD133) detektierte vereinzelte
Zellen innerhalb der Hirnregion, ohne mit dem TOX3-Expressionsmuster zu korrelieren.
Indessen zeigte der gegen Musashil gerichtete Antikdrper ein dhnliches Expressionsmuster wie
TOX3 auf. Die dadurch eintretende gelbliche Farbung spricht fiir eine gleich auftretende
Expression beider Proteine. Anhand dieser Ergebnisse liel sich vermuten, dass TOX3 eine
besondere Rolle in neuralen Stammzellen einnimmt, da es in Nestin-positiven Zellen
zusammen mit dem Stammzellmarker Musashil (Siddall et al., 2006) innerhalb der

subventrikuldren Zone vorkommt.

5.3 TOX3-Vorkommen in dem Tiermodell ,,Danio rerio*

In Kooperation mit Frau Professor Catherina Becker (Zentrum fiir Neuroregeneration,
Edinburgh) konnte neben dem Mausmodell ,,Mus Musculus*, ebenfalls der Zebrafisch ,,Danio

rerio auf TOX3-Expression untersucht werden.

In vivo Modell Danio rerio

TOX3

Kontrolle

Abbildung 12: TOX3-Expression in der Hirnregion des Tiermodells ,,Danio rerio®. A) In situ
Hybridisierung mit TOX3 im Zebrafisch ,,Danio rerio nach 24 Stunden Befruchtung. Diese
Experimente wurden durchgefiihrt von Frau Zhen Zhong (Zentrum fiir Neuroregeneration, Edinburgh).

Durch in situ Hybridisierung liel sich nachweisen, dass TOX3 im sich entwickelnden

Zebrafisch (24 Stunden nach Befruchtung) hauptsichlich in der Hirnregion exprimiert wird
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(Abb. 12), welche ein hohes Stammzellpotential aufweist. Dies bestitigte wiederum, dass
TOX3 eine (konservierte) spezies-iibergreifende Rolle in Stammzellen einnimmt, welches es

aufzuklaren gilt.

5.4 TOX3 wird in NPCs exprimiert

Da allgemein bekannt ist, dass die subventrikuldre Zone eine Nische fiir NPCs ist und diese
Zellen isoliert werden konnen (Morshead et al., 1994), wurden sie fiir diese Arbeit aus der
ganglionischen Eminenz von E13.5 Méusen herausprépariert und in vitro kultiviert. In vitro
wachsen sie als Neurosphiren (Reynolds und Weiss, 1992) durch Zugabe von
Wachstumshormonen (FGF-2 und EGF), welche die Fahigkeit der Selbsterneuerung und
Proliferation in NPCs erhélt (Abb. 13 A WF). Durch Abwesenheit dieser Faktoren, kommt es
zur Differenzierung (Abb. 13 A ohne WF) in die drei Zelltypen Astrozyt, Oligodendrozyt oder
Neuron (Reynolds und Weiss, 1992). Um zu iberpriifen, ob die TOX3-Expression durch
Wachstumsfaktoren bzw. deren Entzug beinflussbar ist, wurde eine quantitative Bestimmung

iiber mRNA- und Proteinexpression durchgefiihrt.



5. Ergebnisse 63

A B _
ohne WF S
. ) o “t.!
X
c
2
7]
(7]
o
S
X
: ul
unbeschichtet PLO-beschichtet Q
8 O ™ M U M~ :
C D Tage ohne WF
IB: Anti-TOX3 kDa
4004 .
b — H
: ~60 .2 3001
7]
o
IB: Anti-Aktin §200-
.
: g 100+
h—’ — a0 F
WE 1 7 Tage ohne WF
Tage ohne WF

Abbildung 13: TOX3-Expression wird hochreguliert durch Entzug der Wachstumsfaktoren. A)
zeigt den Vergleich zwischen schwimmender Neurosphire in Medium mit Wachstumsfaktoren (WF)
und eine, auf PLO-beschichteter Platte, adhdrent wachsenden Neurosphére (ohne WF) nach einem Tag
Differenzierung. B) Nachweis relativer TOX3-Expression in NPCs in Abhéngigkeit von
Wachstumsfaktoren und Entzugsdauer angegeben als ACT-Wert {iber das Haushaltsgen Hypoxanthin-
Guanin-Phosphoribosyltransferase (HPRT). C) Immunoblot zur Uberpriifung der TOX3-Expression in
Abhingigkeit von Wachstumsfaktoren und Entzugsdauer, auch dargestellt als Balkendiagramm (D). Die
Balken zeigen die Mittelwerte von drei unabhingigen Experimenten und geben den Standardfehler
SEM+/- an. *Der Vergleich der Sdulen zeigte einen Signifikanzwert von P<0,05 bei einer One-Way-
Analyse (ANOVA) mit Tukey Posthoc-Test an.

Zunidchst wurde auf Transkriptionsebene iliber quantitative PCR die TOX3-Expression in
Abhingigkeit von Wachstumsfaktoren und Differenzierungsdauer untersucht. Nach nur einem
Tag ohne Wachstumsfaktoren konnte eine Zunahme von 2,5-fach der TOX3-Expression auf
mRNA-Ebene im Vergleich zu NPCs mit Wachstumsfaktoren und fortlaufender
Differenzierung (Dif3 = 1,50-fach; Dif5 = 0,3-fach; Dif7 = 0,2-fach; Difl4 = -0,4-fach)
ermittelt werden (Abb. 13 B). Uber das immunologische Verfahren konnte dies auf
Proteinebene verifiziert (Abb. 13 C) und mittels Imagel] quantifiziert (Abb. 13 D) werden.
Hierbei wurde der Vergleich auf NPCs mit Wachstumsfaktoren (DO = 100%), ein Tag ohne
(D1 = 272%) oder nach sieben Tagen Wachstumsfaktorentzug (D7 = 121%) beschrinkt.
Anhand der signifikanten Ergebnisse stellte sich die Frage, ob TOX3 durch seine hohe
Expression zu Beginn der Ausdifferenzierung einen Einfluss auf einen speziellen Zelltyp

einnimmt.
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5.4.1 TOX3 wird hauptsachlich im Nukleus von Neurospharen
exprimiert

Anhand von mikroskopischen Aufnahmen von neurosphérenartigen NPCs in verschiedenen

Differenzierungsstadien wurde ebenfalls die TOX3-Expression untersucht. Es wurden

Neurosphédren auf PLO-beschichteten 12-Lochnapfschalen adhérent wachsen gelassen und

gegen TOX3 und Nestin gerichtete Primédrantikdrper und anschlieendem Sekundérantikorper

mit konjugiertem CY3 bzw. FITC sichtbar gemacht.

1 Tag ohne WF 3 Tage ohne WF

NESTIN NESTIN NESTIN

5 Tage ohne WF 7 Tage ohne WF

NESTIN NESTIN

Abbildung 14: TOX3-Expression nimmt im Laufe der Differenzierung ab. Neurosphirenartige NPCs
wurden auf PLO-beschichtete Kulturschalen gesetzt und mit Medium mit Wachstumsfaktoren (WF) und
ohne Wachstumsfaktoren (ohne WF) bis zu sieben Tage in Kultur genommen. Zellen wurden mittels
Fluoreszenzmikroskop visualisiert. TOX3 wurde mit CY3 (532 nm) und Nestin mit FITC (488 nm)
sichtbar gemacht. Markierungslinie reprasentiert 50 um.

Anhand der Fluoreszenzaufnahmen (Abb. 14) zeigte sich, dass TOX3 hauptsdchlich im
Nukleus von NPCs lokalisiert vorkommt. Durch den Filamentmarker Nestin wurde sichtbar
gemacht, dass TOX3-positive Zellen auch Nestin exprimieren. Die wéhrend der
Differenzierung foranschreitende Filamentausbildung wurde ebenfalls durch den Nestin-
Marker sichtbar gemacht. Schlie8lich wurde die Migration der einzelnen Zellen und damit die
Ausbreitung der Neurosphire im Zusammenhang mit der Filamentausbreitung beobachtet. In
Abhingigkeit der Differenzierungsdauer wurde gleichzeitig eine Abnahme von TOX3-
exprimierenden Zellen beobachtet. Nach sieben Tagen wurden nur noch vereinzelte TOX3-

exprimierende Zellen detektiert, die wiederum lange Auslduferfilamente aufwiesen (Nestin-
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markiert), woraus sich schlieen lief3, dass TOX3 in Zellkernen von differenzierten Neuronen
weiter exprimiert vorliegt. Dies wurde nochmals durch Farbungen mit dem Neuronen-
spezifischen f—TubulinllI-Marker  verifiziert (Daten nicht gezeigt). Zur besseren
Quantifizierung dieser Beobachtung wurden fiir die weiteren Versuche die Neurosphéren

vereinzelt in Lochnapfschalen ausgesit und kultiviert.

5.4.2 TOX3 wird in Nestin-positiven Zellen exprimiert

Um festzustellen, ob TOX3 einen Einfluss auf die Expression von Zelltyp- bzw.
Stammzellmarker aufweist, wurde ein automatisiertes Fluoreszenzmikroskop zur
Quantifizierung eingesetzt. Hierfiir wurden NPCs vereinzelt und zu einer bestimmten Zellzahl
in PLO-beschichtete 96-Lochnapfschalen gesit. Die Verdnderung der Fluoreszenzintensitit,
sowohl in der TOX3-Intensitdt, als auch in der Nestin- und GFAP-Intensitdt, wurde in
Abhidngigkeit mit und nach einem Tag ohne Wachstumsfaktoren gemessen. Durch
Zellkernfarbung mittels DAPI konnten Ringe um die zu untersuchenden Regionen (ROIs; engl.
Regions of Interest) gelegt werden, um den fluoreszierenden Sekundérantikorper CY3 (532 nm)
und FITC (488 nm) zu messen. Fiir die Fluoreszenzmessungen wurden folgende
Primédrantikdrper/Sekundérantikorper verwendet: TOX3 (Kaninchen)/ CY3; Nestin (Maus)/
FITC.
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Abbildung 15: Fluoreszenzzunahme von TOX3 durch Wachstumsfaktorentzug. A) Es wurden 2x2
Montageaufnahmen durch das Hochdurchsatz-Mikroskop zur Ermittlung der Intensitit und
Bestimmung der Anzahl von Zellen aufgenommen. Messung zum Vergleich von TOX3- und Nestin-
Intensitdt zwischen NPCs mit Wachstumsfaktoren (WF) und ein Tag Entzug (ohne WF). NPCs wurden
vereinzelt und auf PLO-beschichtete 96-Lochnapfschalen ausgesét. B) Darstellung der Intensitatswerte
als Punkte-Balken. Anzahl gemessener TOX3 positive Zellen (n (WF) = 7570 vs. n(-1TagWF) = 5740).
Anzahl gemessener Nestin-Zellen, die TOX3 positiv sind (n (WF) = 1595 vs. n(-1TagWF) = 2463).

Die in Abbildung 15 A dargestellte Montageaufnahme von NPCs mit Wachstumsfaktoren und
ein Tag ohne Wachstumsfaktoren (40-fache VergroBBerung) verdeutlicht die hohe Anzahl von
gemessenen Zellen. Durch Wachstumsfaktorentzug ist schon nach einem Tag erkennbar, dass
die Sterberate von NPCs erhoht wurde, welches sich darin widerspiegelt, dass sich die
iiberlebenden Zellen mehr ausbreiten konnen und an Umfang gewinnen. Die Auswertung der
Fluoreszenzintensitit zeigt wiederum eine signifikante Zunahme der TOX3-Intensitédt in NPCs
nach nur einem Tag ohne Wachstumsfaktoren, im Vergleich zu NPCs mit Wachstumsfaktoren
(Abb. 15 B linker Punkte-Balken). Ebenso konnte dies fiir Nestin ermittelt werden. Auch hier
zeigte sich eine signifikante Intensitdtssteigerung nach einem Tag Wachstumsfaktorentzug im
Vergleich zu NPCs mit wachstumsfaktorhaltigem Medium (Abb. 15 B rechter Punkte-Balken).

Die Expression von TOX3 korreliert daher mit der von Nestin.
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5.4.3 TOX3 wird durch Mitglieder des Notch-Signalweges
beeinflusst

Es ist bekannt, dass Nestin ein Stammzellmarker fiir undifferenzierte Zellen bzw.

proliferierende Zellen ist (Park et al. 2010), welches durch den Notch-Signalweg in seiner

Expression verstiarkt werden kann (Shih und Holland, 2006). Hierdurch ergab sich die Frage,

ob TOX3 eine Rolle in dem Notch-Signalweg spielt, da TOX3 in Nestin-positiven Zellen

vorkommt.
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Abbildung 16: Inhibitor und Agonist des Notch-Signalweges beeinflussen die TOX3-Expression.
In NPCs gemessene TOX3-mRNA-Expression behandelt mit A) Vehikel oder DAPT (1 pM) bzw. mit
B) Vehikel, Jagged (1 pg/pl) oder DAPT+Jagged fiir 24 Stunden. Daten wurden als x-faches zu der
endogenen Kontrolle HPRT angegeben. C) Immunoblot zeigt endogene TOX3-Expression bei 63 kDa
und Nestin-Expression bei ca. 200 kDa in Abhéngigkeit von Vehikel, Jagged und Jagged+DAPT. Aktin-
Bande bei 39 kDa dient als Ladekontrolle. D) Balkendiagramm zeigt die quantifizierten
Expressionsdaten mittels ImageJ an. Die Balken zeigen die Mittelwerte von drei unabhingigen
Experimenten und geben den Standardfehler SEM+/- an. *Der Vergleich der Sdulen zeigte einen
Signifikanzwert von P<0,05 bei einer One-Way-Analyse (ANOV A) mit Tukey Posthoc-Test an.
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Der Einfluss des Notch-Inhibitors DAPT (Kanungo et al., 2008; Borghese et al., 2010) wurde
auf die Expression von TOX3 und HES1 auf mRNA untersucht. Im Vergleich zu Vehikel mit
100% Expression wurde bei Zugabe von DAPT eine Reduzierung auf 23% auf TOX3-mRNA-
Expression festgestellt, wiahrend die Kontrolle HES1 zu 45% in ihrer Expression reduziert
wurde (Abb. 16 A). Die Zugabe des Agonisten Jagged, welcher den Notch-Signalweg aktiviert
(Yeo und Chitnis, 2007), zeigte indessen eine Zunahme von 50% auf die TOX3-mRNA-
Expression, wihrend die Kontrolle HES1 eine Zunahme von 20% (Abb. 16 B) zeigte. Der
immunologische Nachweis konnte wiederholt zeigen, dass eine TOX3-Zunahme nach einem
Tag ohne Wachstumsfaktoren (Abb. 16 C) erfolgte. Jedoch in Abhéngigkeit von Jagged bzw.
Jagged + DAPT konnte hierbei keine signifikante TOX3-Expression detektiert bzw.
quantifiziert werden (Abb. 16 D). Durch die Unschirfe der Nestin-Bande war die
Quantifizierung von Nestin mit hohen Fehlerbalken behaftet (Daten nicht gezeigt), die keine

Aussage iiber eine potentielle Induktion zulieB3.

5.4.4 TOX3 hat einen positiven Effekt auf die Nestin-
Promoteraktivitat, welcher durch die Mitglieder des Notch-
Signalweges beeinflusst wird

Aufgrund der resultierenden Ergebnisse, dass TOX3 {iber den Notch-Signalweg beeinflusst

wird, wurde die Nestin-Promoteraktivitit in Abhdngigkeit von TOX3 und den Mitgliedern des

Notch-Signalweges tiberpriift.
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Abbildung 17: TOX3 beeinflusst die Nestin-Promoteraktivitat und sein Effekt wird durch Jagged
bzw. DAPT stark beeinflusst. N2a-Zellen wurden mit Nestin-Luziferase, SRE-Renilla und Leervektor
(LV) bzw. TOX3 transfiziert und nach 24 Stunden fiir zwei Stunden mit Jagged bzw. DAPT inkubiert.
Die Balken zeigen die Mittelwerte von drei unabhéngigen Experimenten und geben den Standardfehler
SEM+/- an.
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Hierbei zeigte sich, dass TOX3 die Nestin-Promoteraktivitdt ohne bzw. in Abhéngigkeit des
Agonisten Jagged oder des Inhibitors DAPT stark beeinflusst. Die Nestin-Promoteraktivitat
wurde in N2a-Zellen durchgefiihrt. Das Nestin-Luziferase Konstrukt (Jin et al., 2009),
zusammen mit Leervektor (LV) bzw. TOX3, sowie die Ladekontrolle SRE-Renilla wurden
tiberexprimiert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen mit Vehikel, DAPT (1 uM) oder Jagged
(1 pg/ul) fiir weitere zwei Stunden inkubiert. Bei der anschlieBenden Auswertung zeigte sich
(Abb. 17), dass die Nestin-Promoteraktivitit durch TOX3 mit Vehikel eine Aktivitit von 620%
erreichte, zusammen mit Jagged wurde die Promoteraktivitit auf 1480% erhoht. Hier zeigte
sich, dass es sich bei der Zugabe von Jagged (0,8-fach) zu TOX3 (6,2-fach) nicht um einen
additiven, sondern um einen kooperativen Effekt mit einer Induktion von 14,8-fach handelte.
Wiederum mit DAPT wurde der positive TOX3-Effekt auf den Nestin-Promoter auf eine
Aktivitdt von 181% minimiert und damit um ein dreifaches reprimiert. Hieraus lieB sich

vermuten, dass der Notch-Signalweg die Expression von TOX3 beeinflusst.

5.4.5 TGFp reprimiert die TOX3-Expression auf mRNA-Ebene und
Proteinebene

Aufgrund der Tatsache, dass die TOX3-Expression durch DAPT negativ beeintrachtigt wurde,
wurde die Aufmerksamkeit auf einen weiteren Signalweg, den TGFB-Signalweg gelenkt, der
tiber sog. Crosstalk ebenfalls Einfluss auf die Notch-Signalkaskade ausiibt (Blokzijl et al.,
2003). In Kontrast zu dem Notch-Signalweg fordert es die Verteilung von neuralen Zytoskelett-
Proteinen, die wiederum die neuronale Differenzierung positiv beeinflussen (Roussa et al.,
2004; Kanungo et al., 2008, Vogel et al., 2010; Borghese et al., 2010). Demzufolge wurde der
Einfluss von TGFp auf die TOX3-Expression auf mRNA und Proteinebene untersucht. Hierfiir
wurde der Agonist TGFB1 und der TGFB-Inhibitor SB431542 (Callahan et al., 2002; Laping et
al., 2002) verwendet. NPCs wurden auf PLO-beschichtete 6-Lochnapfschalen gesét und bei
einer Konfluenz von mehr als 80% mit Vehikel, SB431542 oder TGFP fiir 24 Stunden
inkubiert. Um einen weiteren Effekt auf die TOX3-Expression in Abhéingigkeit der
Differenzierung zu detektieren, wurde der Versuch parallel mit und ohne

Wachstumsfaktorzugabe durchgefiihrt.
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Abbildung 18: TGFp reprimiert die TOX3-Expression. A) In NPCs gemessene mRNA-TOX3-
Expression in Abhingigkeit von Vehikel, TGFB (5ng/pl) mit und ohne TGFB—Inhibitor SB431542 (10
uM). Die Balken zeigen die Mittelwerte von drei unabhingigen Experimenten und geben den
Standardfehler SEM+/- an. *Der Vergleich der Sdulen zeigte einen Signifikanzwert von P<0,05 bei
einer One-Way-Analyse (ANOVA) mit Tukey Posthoc-Test an. B) Immunologischer Nachweis der
TOX3-Expression in Abhingigkeit von Vehikel, SB431542 und TGFf. NPCs wurden Ubernacht mit
TGFB-Inhibitor SB431542 vorinkubiert, tags darauf nach Medienwechsel (mit und ohne WF), erneut
mit Vehikel, SB431542 (10 uM) oder TGFpB (5 ng/ul) fir weitere 24 Stunden inkubiert. Immunoblot
zeigt die Ladekontrolle Aktin bei 39 kDa, TOX3 bei 63 kDa und Nestin bei ca. 200 kDa. C+D)
Balkendiagramme stellen die TOX3-Expression bzw. Nestin-Expression als Mittelwerte von zwei
unabhéngigen Immunoblots dar und geben den Standardfehler SEM+/- an.

Zunidchst wurde auf mRNA-Ebene die endogene TOX3-Expression quantitativ bestimmit.
Zugabe von TGFp (5 ng/ul) fiihrte zu einer 80%igen Reduzierung der TOX3-mRNA-
Expression in Kontrast zum Vehikel (Abb. 18 A). Bei gleichzeitiger Zugabe des Inhibitors von
TGFp SB431542 (10 uM) war der Effekt von TGF3 nicht mehr nachweisbar. Zur Verifizierung
der mRNA-Daten wurden parallel Immunoblots durchgefiihrt (Abb. 18 B). Die
Expressionsdaten wurden mittels ImageJ berechnet und als Balkendiagramme dargestellt (Abb.

18 C/D). Im Vergleich zu NPCs mit Wachstumsfaktor und Vehikel-Behandlung konnte durch
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SB431524-Behandlung eine Induktion von 14% der TOX3-Expression detektiert werden,
wiéhrend durch TGFp kein Einfluss nachgewiesen werden konnte (Abb. 18 C). Im Vergleich
zu NPCs mit wachstumsfaktorhaltigem Medium und Vehikel zeigten NPCs mit
Wachstumsfaktorentzug fiir 24 Stunden und Vehikel-Behandlung einen Anstieg von 63%, mit
SB431542-Behandlung eine 70%ige Steigerung und mit TGFB-Behandlung eine 26%ige
TOX3-Expressionszunahme (Abb. 18 C). Dies wiederum spricht fiir einen negativen Effekt von
TGFB auf TOX3. Gleichzeitig wurde der Einfluss von TGFf auf die Nestin-Expression
untersucht. Die im Immunoblot gezeigte reduzierte Bande bei Zugabe des Agonisten TGFf in
NPCs mit 24 Stunden Wachstumsfaktorentzug konnte jedoch nicht reproduziert werden bzw.
durch die Unschéirfe der Banden wurden hohe Fehlerbalken ermittelt, die keine Aussage iiber

eine Induktion bzw. Reduktion in Abhédngigkeit von TGFf zulieB.

5.4.6 Herunterregulierung von TOX3 in NPCs mit small hairpin
RNAs

Um die Funktion von TOX3 aufzuklidren, wurden small hairpin RNAs (shRNAs) zur
Herunterregulierung eingesetzt. NPCs wurden auf PLO-beschichtete 6-Lochnapfschalen
ausgesit und bei einer Konfluenz von 80% mit den Konstrukten transfiziert. Die Verdnderung
der TOX3-Expression sollte sowohl immunologisch, als auch iiber eine Immunfluoreszenz-
basierende = Methode untersucht werden. Zur quantitativen Bestimmung der
Transfektionseffizienz wurde das automatisierte Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskop
eingesetzt. Hierbei wurde in PLO-beschichtete 96-Lochnapfschalen NPCs ausgesit und bei
80% Konfluenz mit den Konstrukten transfiziert. Anhand des ebenfalls auf dem Vektor
liegenden kodierenden Gens fiir ein griin-fluoreszierendes Protein wurde die Effizienz der
Transfektion iiberpriift und der Einfluss auf die TOX3-Expression quantitativ bestimmt. ROIs
wurden um die Zellkerne (DAPI-Férbung) von griin-positiven Zellen gelegt und anhand des
fluoreszierenden Sekunddrantikdrpers CY3 gegen den Primérantikorper TOX3 wurde die

Intensitét gemessen.
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Abbildung 19: Quantifizierung der TOX3-Expression in Abhangigkeit von shRNA. A) Immunoblot
zum Nachweis der TOX3-Herunterregulation nach 48 Stunden durch Transfektion mit shRNA. B) Stellt
aus drei unabhéngigen Immunoblots die TOX3-Expression als Balkendiagramm dar und gibt den
Standardfehler als SEM+/- an. C) TOX3-Intensitdtsmessung in Griin-positiven NPCs gemessen durch
das automatisierte Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskop bei 488 nm. Griin-positiv geférbte
Zellen/Gesamt-Zellzahl (DAPI-Féarbung): shRNA (SH); SH Ko n=345/6718; SH #1 n=47/2566; SH #2
n=52/4126; SH #3 n=85/3797; SH #4 n= 69/4112.

Anhand des Immunoblots (Abb. 19 A) ist zu erkennen, dass alle vier shRNAs eine Reduktion
der TOX3-Expression verursachen. Die daraus resultierenden quantitativen Expressionsdaten
wurden im Balkendiagramm (Abb. 19 B) dargestellt und verdeutlichen die TOX3-Abnahme
(SH #1= -14%; SH #2=-12%; SH #3= -9% und SH #4= -39%). Die quantitative Berechnung
tiber das  automatisierte =~ Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskop  ermittelte  eine
Transfektionseffizienz von nur 2-5%. Auch Versuche {iber einen Zeitraum von bis zu sieben
Tagen zeigten keinen messbaren Effekt, da ein vermehrtes Zellsterben durch das
Transfektionsreagenz, als auch der Verlust des Griin-fluoreszierenden Proteins nach sieben

Tagen Kultivierung in Wachstumsfaktor-freiem Medium keine Aussage zu lie3.

5.5 Entdeckung potentieller Interaktionspartner durch den
LUMIER-Screen

Um potentielle Interaktionspartner zu ermitteln wurde der sogenannte LUMIER-Screen
eingesetzt. Diese Methode beruht auf ein Bait-Prey-Prinzip (Abb. 8). Der sogenannte
LUMIER-Screen (Kap. 4.3.10.2) wurde in Kooperation mit Herrn Dr. Manfred Kogl als



5. Ergebnisse 73

Dienstleistung am DKFZ (Deutsches Krebsforschungszentrum) durchgefiihrt. Mittels des
Gateway® Systems wurde TOX3 in Vektoren, die durch Herrn Dr. Manfred Kogl bereitgestellt
wurden, kloniert und zuriick zum DKFZ geschickt. Die Fusionsproteine TOX3 mit Protein-A
bzw. C-terminaler Renilla-Luziferase fithrten zu keinem konsistenten Ergebnis. Nur iiber das
Fusionsprotein TOX3 mit N-terminaler Renilla-Luziferase konnten spezifische Bindungen an
diverse nukledre Proteine ermittelt werden (Abb. 20 A). Von 1000 iiberpriiften nukleédren
Proteinen (n=1) wurden 24 potentielle Interaktionspartner ermittelt und die Interaktion mit
diesen reproduziert (n=3). Um falsch-positiv bindende Proteine zu eliminieren wurde auf die
Bindung in vorangehenden Screens mit anderen Kdderproteinen normalisiert. Nach dieser
Normalisierung zeigten sieben Interaktionspartner eine spezifische Bindung mit TOX3 (Abb.

20 A, schwarze Balken).
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Abbildung 20: Potentielle Interaktionspartner von TOX3 im LUMIER-Screen und deren
Expression auf mRNA-Ebene im Gehirn von Embryos des Entwicklungsstadiums 13.5. A)
LUMIER-Screen detektierte 24 potentielle Interaktionspartner von TOX3. Anhand von gemessenen
Luziferase-Aktivitdten wurde der z-Faktor berechnet (Kap. 4.3.10.2), der bei grofler oder gleich 1 eine
Interaktion als spezifisch bewertete. B) Auf mRNA-Ebene (ACT iiber HPRT) wurden spezifische
Interaktionspartner auf ein dhnliches Expressionsprofil in E13.5 Maushirn und adultem Maushirn im
Vergleich zu TOX3 iiberpriift. Balkendiagramm stellt drei unabhéngige Experimente dar und gibt den
Standardfehler als SEM+/- wieder.
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In dem LUMIER-Screen (Abb. 20 A) wurden folgende potentielle Interaktionspartner
gefunden: HDACI1 bzw. 3 (Histondeacetylase 1 bzw. 3), MZF1 (Myeloid-Zinkfinger Protein),
NROBI (nukledrer Rezeptor Subtyp 0, Gruppel), PARP1 (Poly (ADP-Ribose) Polymerase),
PIAS2 (Protein-Inhibitor von aktiviertem STAT) und TSC22D3 (Glucocorticoid-induziertes
Leuzin-Zipper Protein). Um im weiteren Verlauf die in HEK-293GP-Zellen ermittelte
Interaktion auch in NPCs zu tiiberpriifen, wurde das Expressionsprofil der potentiellen
Interaktionspartner in Maushirn des Entwicklungsstadiums 13.5 und adultem Tier im Vergleich
zu der TOX3-Expression auf mRNA-Ebene verglichen (Abb. 20 B). Hierbei zeigte sich, dass
die potentiellen Interaktionspartner HDAC1, PARP1 und PIAS2 ein gleiches Expressionsprofil
zu TOX3 in E13.5 Mausgehirnen aufwiesen, wodurch sie geeignete Kandidaten fiir eine

potentielle endogene Interaktion in NPCs sein kdnnten.

5.5.1 Endogenes HDAC1 interagiert mit TOX3 in NPCs

Um nachzuweisen, ob TOX3 mit den ermittelten potentiellen Interaktionspartnern aus dem
LUMIER-Screen (Abb. 20 A) und gleichem Expressionsprofil in E13.5 Mausgehirn (Abb. 20
B) interagiert, wurden Immunprézipitationsstudien durchgefiihrt. Hierfiir wurden die
Konstrukte Myc-TOX3 mit FLAG-HDACI1, FLAG-PARP1 oder FLAG-PIAS2 in CHO-Zellen
ko-transfiziert, {iber immobilisierte Myc-Antikorper prézipitiert (Kap. 4.3.6) und anhand von

Immunoblots analysiert.
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Abbildung 21: Nachweis der Interaktion von TOX3 mit HDAC1 durch Immunprazipitation in vitro
und in situ. A) CHO-Zellen wurden transient mit den Konstrukten Myc-TOX3 und FLAG-HDACI oder
FLAG-PARPI ko-transfiziert. Nachweis der Expression von TOX3, HDAC1 und PARP1 mit anti-Myc
und anti-FLAG Antikdrperfarbung (linke Blots). Oberer Blot zeigt TOX3 bei ca. 80 kDa mit PARP1
bei ca. 116 kDa. Unterer Blot zeigt TOX3 bei ca. 80 kDa und HDACI1 bei ca. 63 kDa. Rechte
Immunoblots mit anti-Myc und anti-FLAG Antikorperfarbung nach Immunpréazipitation (IP) durch
einen Myc-Antikérper. FLAG-HDACI, aber nicht FLAG-PARP1 ist nach der Prézipitation zu
erkennen. B) Interaktionsnachweis von endogenem TOX3 mit HDAC1 in NPCs. Uber Bindung eines
Primér-/ Sekundédrantikdrperkomplex an den potentiellen Proteinkomplex (HDAC1/TOX3) wurde die
Bindung der DNA-Sequenz der jeweiligen Sekunddrantikdrper miteinander ermdglicht, die durch
Amplifizierung entstehenden Fluorophorpunkte wurden wiederum durch ein Fluoreszenz-Mikroskop
bei einer Anregung von 488 nm visualisiert. Der Zellkern wurde mit DAPI (5 ng/ml) geférbt.
Malstabsleiste reprasentiert 25 um. C) Im Balkendiagramm dargestellte Anzahl der Fluorophorpunkte
wurden mittels Image] ermittelt. Die Balken zeigen die Mittelwerte von drei unabhidngigen
Experimenten und geben den Standardfehler SEM+/- an. *Der Vergleich der Séulen zeigte einen
Signifikanzwert von P<0,05 bei einer One-Way-Analyse (ANOV A) mit Tukey Posthoc-Test an.

Die Abbildung 21 A zeigt die erfolgreiche Expression von PARP1 bzw. HDACT mit und ohne
TOX3 (Abb. 21 A linke Blots). PIAS2 konnte nicht detektiert werden (Daten nicht gezeigt) und
wurde daher nicht weiter beriicksichtigt. TOX3 konnte bei ca. 80 kDa detektiert werden,
PARPI bei 116 kDa und HDACI1 bei 63 kDa. Diese Ergebnisse zeigten, dass alle Konstrukte
transfiziert und exprimiert wurden (Abb. 21 A linker Blot), um fiir eine potentielle Interaktion
zur Verfiigung zu stehen, so dass wiederum ein negatives Ergebnis bei folgender

Immunprézipitation nicht auf fehlende Expression zuriickzufiihren ist (Abb. 21 A rechte Blots).
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Nach Durchfiihrung der Immunprézipitation (Kap. 4.3.7) konnte immunologisch nachgewiesen
werden, dass TOX3 mit HDAC1 (Abb. 21 A unterer rechter Blot), jedoch nicht mit PARP1
(Abb. 21 A oberer rechter Blot) interagiert. Um Aufschluss zu bekommen, ob diese Interaktion
auch in NPCs unter physiologischen Bedingungen stattfindet wurde die Fluoreszenz-basierende
Methode der in situ Ko-Immunprézipitation (InCell-Ko-IP) (Kap.: 4.3.7) durchgefiihrt. Die in
Abbildung 21 B gezeigte Fluoreszenzaufnahme spiegelt durch die griin-fluoreszierenden
Fluorophore die lokalen Stellen der Interaktion von TOX3 mit HDAC1 wieder. Durch Farbung
der Zellkerne mit DAPI wird deutlich, dass die detektierten Interaktionen hauptsédchlich
innerhalb des Zellkerns vorliegen. Anhand des Auswertungsprogramms ImageJ (Kap. 3.14.3)
wurde die Anzahl der Zellkerne, sowie die Anzahl der Fluorophorpunkte bestimmt, auf die
Anzahl der Zellkerne normalisiert und Graphisch dargestellt (Abb. 21 C). Hierdurch zeigte sich
ein signifikanter Anstieg (11-fach) in der Anzahl der Fluorophorpunkte unter Verwendung von
TOX3- und HDACI1- (5750 Fluorophore) gerichteten Primérantikdrper im Vergleich zu den
Kontrollen, nur gegen TOX3 (547 gezéhlte Fluorophore) oder nur HDAC1 (470 gezihlte
Fluorophore) eingesetzten Primérantikorper (Abb. 21 C). Letztendlich lieB sich eine Interaktion

von TOX3 und HDACI, sowohl in vitro als auch in situ nachweisen.

5.5.2 Trichostatin A (TSA) reprimiert die TOX3-Expression

Das zu den Histon-Deacetylierungsprotein gehdrende HDAC1 zéhlt zur Klasse I der insgesamt
in vier Gruppen klassifizierten HDACs (de Ruijter et al., 2003). Seine hauptsachliche Funktion
ist die Deacetylierung von Histonen, die wiederum eine Kondensation der DNA induziert,
wodurch die Transkription reprimiert wird (Brehm et al., 1998; Valapour et al., 2002; Nusinzon
und Horvath, 2006; Enya et al., 2008). Eine erst kiirzlich erschiene Publikation zeigte ebenfalls,
dass HDACs auch in der Lage sind an Nicht-Histonproteine zu binden, wie den Nrf2-
Transkriptionsfaktor und diesen zu deacetylieren (Lee et al., 2012). Dementsprechend stellte
sich die Frage, in wie weit TOX3 durch HDACI in seiner Expression und Funktion als
Transkriptionsfaktor beeinflusst wird. Zur Uberpriifung wurde der Inhibitor Trichostatin A
(TSA) verwendet. Dieser gilt als Inhibitor von HDACs der Klasse I und II (Yoshida et al.,
1990). NPCs wurden parallel auf PLO-beschichtete 96-, 24- und 6-Lochnapfschalen
ausplattiert. Dies diente zur Uberpriifung, dass gleiche Priiparationen mit gleicher
Kultivierungspassagenanzahl von NPCs verwendet wurden, um eine Populationsverdnderung

unterschiedlicher Primérkulturpraparationen fiir nachfolgende Experimente auszuschlieen.
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Nach 48 Stunden bei einer Konfluenz von 80% wurden NPCs mit und ohne Wachstumsfaktoren
in Abhingigkeit von Vehikel und verschiedenen TSA-Konzentrationen fiir weitere 24 Stunden
inkubiert. Uber ein Fluoreszenz-Mikroskop wurde der gegen TOX3-Primirantikorper
gerichtete fluoreszierende Sekundérantikdrper CY3 bei 532 nm angeregt und die Aufnahmen
festgehalten. Zur Quantifizierung der TOX3-Fluoreszenzintensitit wurden weitere
Fluoreszenzaufnahmen mittels Hochdurchsatz-Mikroskop durchgefiihrt. ROIs wurden um die
Zellkerne (DAPI-Fiarbung) gelegt und die Intensitit des gegen TOX3-Primirantikorper
gerichteten fluoreszierenden Sekundérantikorpers CY3 (532 nm) gemessen. Der Effekt von

TSA auf die TOX3-Expression wurde immunologisch verifiziert.
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Abbildung 22: Trichostatin A (TSA) reprimiert die TOX3-Expression. A) Fluoreszenzaufnahmen von
NPCs auf beschichtete Deckgldaschen mit und ohne Wachstumsfaktoren (WF) mit Behandlung von
Vehikel und 50 ng/ml TSA-Konzentration fiir 24 Stunden. TOX3 wurde durch Sekundérantikérper mit
konjugiertem CY3 (532 nm) sichtbar gemacht. Die Markierungslinie représentiert 50 pm. B)
Darstellung der Intensitdtswerte als Punkte-Balken, die durch das Hochdurchsatz-Mikroskop (BD
Pathway 855) ermittelt wurden von NPCs mit und ohne WF und Behandlung von Vehikel, 10, 50 und
100 ng/ml TSA-Konzentration. Anzahl gemessener TOX3-positiver Zellen (n (WF- Vehikel, 10, 50,
100) = 1392, 1369, 1096, 286 vs. n(-1TagWF- Vehikel, 10, 50, 100) = 1387, 827, 736, 252. C)
Immunologischer Nachweis von TOX3-Reduktion durch TSA-abhidngige Konzentration. D)
Balkendiagramm gibt die Anzahl der TOX3-positiven (>500 CY3-Intensitit) vs. TOX3-negativen
Zellen (<500 CY3-Intensitdt) in Prozent an. Die Werte wurden normalisiert auf die Anzahl der
Gesamtzellzahl pro Lochnapfschale. Die Balken zeigen die Mittelwerte von zwei unabhidngigen
Experimenten und geben den Standardfehler SEM+/- an. *Der Vergleich der Sdulen zeigte einen
Signifikanzwert von P<0,05 bei einer One-Way-Analyse (ANOVA) mit Tukey Posthoc-Test an.
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Anhand der Fluoreszenzaufnahmen (Abb. 22 A) konnte eine Reduzierung der CY3-Intensitit
und damit eine Reprimierung der TOX3-Expression beobachtet werden. Durch das
Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskop konnte dieser Effekt quantifiziert (Abb. 22 B) und durch
immunologischen Nachweis verifiziert werden (Abb. 22 C). Es zeigte sich ein
konzentrationsabhédngiger Einfluss von TSA auf die Anzahl von TOX3-positiven Zellen, die
wiederum mit dem Anstieg der TOX3-negativen Zellen korrelierte (Abb. 22 D). Die als TOX3-
positiven Zellen wurden hierbei bei einem Wert > 500 und TOX3-negative Zellen bei einem
Wert < 500 gemessener CY 3-Intensitdtswerte festgelegt. Die erhaltene Anzahl TOX3-positiver
(1) vs. TOX3-negativer Zellen (2) wurde auf die Gesamtzellzahl (1+2) normalisiert. Dabei
zeigte sich eine signifikante Abnahme von TOX3-positiven Zellen in Korrelation zu einer
signifikante Zunahme von TOX-negativen Zellen (Abb. 22 D). NPCs mit Wachstumsfaktor
(WF) bzw. ohne Wachstumsfaktor (1 Tag ohne WF) zeigten bei 50 ng/ml TSA-Behandlung
eine Reduktion von -11% (WF) bzw. -15% (1 Tag ohne WF) und bei 100 ng/ml TSA-
Behandlung eine Reduktion von -71% (WF) bzw. -74% (1 Tag ohne WF). Dies lie} vermuten,
dass TSA die TOX3-Expression inhibiert.

5.5.3 TSA hat toxischen Effekt auf NPCs und inhibiert positiven
Effekt von TOX3 auf Nestin-Promoter

In Folge der potentiellen reprimierenden Wirkung von TSA auf die TOX3-Expression, sollte
geklart werden, ob hierdurch eine morphologische Verdnderung von NPCs eingetreten ist bzw.
ob sie in ihrer Zelldifferenzierung beeinflusst worden sind. Weiter sollte geklart werden, ob der
Effekt nicht allein durch eine toxische Wirkung von TSA auf NPCs verursacht wurde. NPCs
wurden in PLO-beschichtete 96- und 24-Lochnapfschalen ausplattiert. Nach 48 Stunden
wurden sie fiir weitere 24 Stunden mit wachstumsfaktorhaltigem bzw. wachstumsfaktor-freiem
Medium und verschiedenen TSA-Konzentrationen fiir weitere 24 Stunden behandelt. Uber ein
Fluoreszenz-Mikroskop wurde der gegen TOX3-bzw. Nestin- Primdrantikérper gerichtete
fluoreszierende Sekundérantikdrper CY3 (532 nm) bzw. FITC (488 nm) angeregt und die
Aufnahmen festgehalten.
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Abbildung 23: TSA wirkt toxisch auf NPCs und inhibiert Effekt von liberexprimiertem TOX3 auf
den Nestin-Promoter. NPCs wurden in PLO-beschichtete Lochnapfschalen ausplattiert, nach 48
Stunden fiir weitere 24 Stunden mit Vehikel, 10, 50, 70 bzw. 100 ng/ml TSA-Konzentration inkubiert.
A) Immunzytologische Aufnahmen von TOX3 [CY3 (532 nm)] und Nestin [FITC (488 nm)] in
Abhéngigkeit von den genannten TSA-Konzentrationen. B) Gesamtzellzahl von NPCs mit TSA-
Behandlung nach Quantifizierung iiber das Hochdurchsatz-Mikroskop. Reduzierung der Zellzahl von
NPCs nach TSA-Behandlung in Prozent angegeben. Mit WF und TSA-Konzentration von 10 ng/ml = -
10%; 50 ng/ml = -17%; 100 ng/ml = -30%; 1 Tag ohne WF mit 10 ng/ml = -28%; 50 ng/ml = -33%;
100 ng/ml = -44%. C) Nestin-Promoteraktivititsmessung unter Einfluss von TSA. N2a-Zellen wurden
mit Nestin-Luziferase und SRE-Renilla, sowie Leervektor oder Myc-TOX3 transfiziert. Nach 24
Stunden wurde fiir zwei Stunden mit verschiedenen TSA-Konzentrationen inkubiert. Die Balken zeigen
die Mittelwerte von drei unabhidngigen Experimenten und geben den Standardfehler SEM+/- an. *Der
Vergleich der Séulen zeigte einen Signifikanzwert von P<0,05 bei einer One-Way-Analyse (ANOVA)
mit Tukey Posthoc-Test an.

Die Fluoreszenzaufnahmen zeigten eine Zellzahl- und Morphologieverdnderung der NPCs in
Abhingigkeit der TSA-Konzentration (Abb. 23 A). Mit zunehmender Erhéhung der TSA-
Konzentration reduzierte sich die Zellzahl, die tiber das Hochdurchsatz-Mikroskop quantifiziert
werden konnte. Es zeigte sich, dass die Zellzahl von NPCs in wachstumsfaktorhaltigem
Medium bei einer TSA-Behandlung mit 10 ng/ml um 10% gesenkte wurde, bei 50 ng/ml um
17% und bet 100 ng/ml um 30% (Abb. 23 B). Wiederum wurde durch gleichzeitigem
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Wachstumsfaktorentzug und TSA-Behandlung von 10 ng/ml eine Reduzierung von 28%, bei
50 ng/ml von 33% und bei 100 ng/ml von 44% ermittelt (Abb. 23 B). Die toxische Wirkung
von TSA und der dadurch eintretende verstirkte Zelltod spiegelten sich wiederum in der
Ausbreitung und der Umfangzunahme der iiberlebenden Zellen wieder. Durch gleichzeitigen
Wachstumsfaktorentzug wurde die Sterberate nochmals verstiarkt (Abb. 23 A/B). Es zeigte sich
deutlich, dass die gestreckten Filamente (Abb. 23 A; 1 Tag ohne WF) mittels Nestin-Marker
gefdarbt, mit zunehmender TSA-Konzentrationserhohung sich verkiirzten und die damit
einhergehende Abrundung auf ein Zellsterben hindeutete. Gleichermallen konnten Zellen ohne
Nestin-Farbung beobachtet werden. Weiter wurde der Einfluss von TOX3 auf den Nestin-
Promoter in der N2a-Zelllinie iiberpriift. Hierbei zeigte sich, dass TOX3 mit Vehikel die Nestin-
Promoteraktivitdt induzierte. In Folge der aufsteigenden TSA-Konzentration wurde diese
Aktivitdt inhibiert (Abb. 23 C). Bei einer Konzentration von 50 ng/ml TSA wurde die
Promoteraktivitit um 63% gesenkt und durch 100 ng/ml um 76% im Vergleich zur
Vehikelkontrolle (Abb. 23 C). SchlieBlich konnte gezeigt werden, dass TSA sich negativ auf
die TOX3-Expression in N2a-Zellen und NPCs auswirkte.

5.5.4 TOX3-Mutante ist instabil

Um zu klédren, ob HDACI1 durch seine Deacetylierungseigenschaft einen Einfluss auf TOX3
ausiibt, wurde durch die Offentliche Datenbank www.phosida.com, potentielle
Deacetylierungsstellen in TOX3 ermittelt. Dabei wurde zu 91% das Lysin (K) an der
Aminosdurensequenzstelle 29 als potentielle Deacetylierungsstelle erkannt. Demzufolge wurde
eine TOX3-Mutante generiert, welche an dieser Stelle einen Austausch zu Alanin anstelle des

Lysins tragt (Kap. 3.12).
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Abbildung 24: Uberexprimierte TOX3-Mutante wird durch TSA vermehrt exprimiert. A) N2a-Zellen
wurden in 6-Lochnapfschalen mit Myc-TOX3 und Myc-TOX(K29A) Konstrukten transfiziert. Nach 24
Stunden wurde Medium gewechselt und mit verschiedenen TSA-Konzentrationen (Vehikel, 10, 50 und
100 ng/ml) fiir weitere 24 Stunden inkubiert. Uberexprimiertes TOX3 bzw. TOX3(K29A) wurde bei ca.
80 kDa detektiert. Die Aktin-Bande bei 39 kDa dient als Ladekontrolle zur Quantifizierung der
Zielbande TOX3 mittels ImageJ. Die Balken zeigen die Mittelwerte von drei unabhingigen
Experimenten und geben den Standardfehler SEM+/- an. *Der Vergleich der Séulen zeigte einen
Signifikanzwert von P<0,05 bei einer One-Way-Analyse (ANOV A) mit Tukey Posthoc-Test an.

Der immunologische Nachweis (Abb. 24 A) machte deutlich, dass das Myc-TOX3 Konstrukt
im Gegensatz zu der Myc-TOX3(K29A) Mutante nicht stark durch die unterschiedlichen TSA-
Konzentrationen beeinflusst wird. Die unter Abbildung 24 B quantifizierten Daten von drei
unterschiedlichen Immunoblots zeigten folgende Expressionsunterschiede in N2a-Zellen. Im
Vergleich zur Wildtyp-TOX3 Kontrolle mit Vehikel konnte bei 10 ng/ml eingesetztem TSA
eine Expressionszunahme von 19% gemessen werden, bei 50 ng/ml eine 45%ige und bei 100
ng/ml eine 24%ige TOX3-Expressionszunahme. Fiir die TOX3(K29A)-Mutante wurden
folgende Werte berechnet. Im Vergleich zur Wildtyp-TOX3 Kontrolle mit Vehikel konnte eine
reduzierte Expression von -93% ermittelt werden, bei 10 ng/ml TSA -60%, bei 50 ng/ml TSA
-26% und durch 100 ng/ml TSA-Behandlung konnte eine reduzierte Expression von -7%
detektiert werden. Letztendlich zeigte sich, dass die potentielle Acetylierungsstelle 29
maBgeblich zur Stabilitdt der TOX3-Expression beitragt.

5.6 Entdeckung von TOX3 in Glioblastom-
stammazellahnlichen Linien uber Screen-Verfahren

Durch wissenschaftliche Vorarbeiten aus unserer Arbeitsgruppe wurde ein Zusammenhang
zwischen TOX3 und humanen Glioblastom-stammzelldhnlichen Linien gesehen. Die

zytoprotektive Eigenschaft von TOX3 gegen diverse zytotoxische Stimuli (Dittmer et al., 2011)
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konnte ein Grund sein, warum in diversen humanen Glioblastom-stammzelldhnlichen Linien
TOX3 hochreguliert vorkommt. Inwiefern ein Zusammenhang zwischen der Hochregulation
von TOX3 und der ,,stemness von Glioblastomen besteht, sollte in dieser Arbeit aufgeklart

werden.

5.6.1 Nachweis von TOX3-Expression in Glioblastom-
stammzellahnlichen Linien

In Kooperation mit Frau Professor Kathrin Lamszus wurden verschiedene Glioblastom-

stammzelldhnliche Zelllinien auf TOX3-Expression untersucht. Eine Erhéhung der TOX3-

Expression in verschiedenen Glioblastom-stammzelldhnliche Zellen wurde zunéchst auf

mRNA-Ebene in einem Screen-Verfahren aufgedeckt. Dies weckte das Interesse diese

Tumorzellen genauer zu untersuchen.
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Abbildung 25: TOX3-Expression in GS8-Linie am starksten. A) Durchlicht-Mikroskopieaufnahmen
von GS7, GS8 und GS9-Linie (20-fach). B) Quantitativer Nachweis der TOX3-Expression auf mRNA-
Ebene als x-faches iiber das Haushaltsgen HPRT angegeben. Die Balken zeigen die Mittelwerte von
drei unabhingigen Experimenten und geben den Standardfehler SEM+/- an. *Der Vergleich der Sdulen
zeigte einen Signifikanzwert von P<0,05 bei einer One-Way-Analyse (ANOVA) mit Tukey an. C)
Immunologischer Nachweis der TOX3-Expression. Die Aktin-Bande bei 39 kDa dient als
Ladekontrolle.
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Zunichst wurden die morphologischen Besonderheiten und Unterschiede der Tumorzellen
iberpriift. Dabei wurde erkennbar (Abb. 25 A), dass die GS7-Linie adhirent vorliegt, die GS8-
Linie teils adhdrent und teils als Neurosphére im Medium schwimmend vorkommt, so dass sie
als semi-adhdrente GS-Linie bezeichnet wird. Die GS9-Zelllinie wiederum, liegt nur als
Neurosphére im Medium vor. Weiter wurde iiber quantitative PCR die TOX3-Expression auf
mRNA-Ebene ermittelt (Abb. 25 B). Dabei konnte gezeigt werden, dass die GS8-Linie eine
erhohte TOX3-Expression (15-fach) aufzeigte in Kontrast zur GS7-Linie, wihrend die GS9-
Linie, eine vier-fache TOX3-Expression im Vergleich zu der GS7-Linie aufzeigte. Demzufolge
wurde die GS7-Linie als die TOX3-negative Kontrolllinie mitgefiihrt. Mittels Immunoblots
(Abb. 25 C) konnte dies auf Proteinebene verifiziert werden. Die GS8-Linie zeigte die stérkste
TOX3-Expressionsbande bei 63 kDa, die GS9-Linie eine schwache Bande, wahrend die GS7-
Linie keine Bande zeigte (Abb. 25 C).

5.6.2 TOX3 beeinflusst die Zellproliferation in Glioblastom-
stammzellahnlichen Zellen negativ

Zur Uberpriifung, ob TOX3 einen Einfluss auf das Proliferationsverhalten dieser

stammzelldhnlichen-Zelllinien aufweist, wurde ein Proliferations-Assay (Kap. 4.1.7)

durchgefiihrt.
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Abbildung 26: TOX3 verringert Zellproliferation. Darstellung der Zellproliferation von GS- (7, 8 und
9) Linien. Die optische Dichte (OD) wurde nach 24, 48 und 72 Stunden mittels CTB bestimmt. Die
Datenpunkte zeigen die Mittelwerte von drei unabhéngigen Experimenten und geben den Standardfehler
SEM +/- an.

Die Abbildung 26 verdeutlicht, dass die GS7-Linie am stirksten proliferiert. Ausgehend von
einer OD von 0,5 nach 24 Stunden, konnte nach 48 Stunden eine Zunahme auf eine OD von

0,7 ermittelt werden, nach 72 Stunden eine Erhohung auf eine OD von 1,0 bis hin zu einer OD
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von 1,3 nach 96 Stunden. Die GS9-Linie begann bei einer OD von 0,3, nach 48 Stunden konnte
eine OD von 0,45 und nach 72 Stunden eine OD von 0,75 bis hin zu einer OD von 1,0 nach 96
Stunden gemessen werden. Die GS8-Linie wiederum zeigte die geringste OD-Verdnderung an.
Bei einer OD von 0,3 beginnend nach 24 Stunden wurde nach 48 Stunden eine OD von 0,35,
nach 72 Stunden eine OD von 0,4 und nach 96 Stunden eine OD von 0,5 gemessen. Dies lie3
vermuten, dass TOX3 im Zusammenhang mit Glioblastomen einen negativen Einfluss auf

deren Proliferationsverhalten austibt.

5.6.3 Herunterregulation von TOX3 zeigt keine Veranderung auf die
Zellproliferation

Um die Funktion von TOX3 in Glioblastomen zu kliren, wurde shRNA zur

Herunterregulierung der TOX3-Expression verwendet. Die GS8- und die GS9-Linie wurden

viral mit den shRNA-Konstrukten transduziert und mit dem Antibiotikum Puromycin (1pg/ml)

behandelt um stabil die sShRNA exprimierenden Klone zu selektionieren (Kap. 4.1.2.1).
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Abbildung 27: Keine signifikante Zellproliferationserhohung durch TOX3-Herunterregulierung.
A) Immunologischer Nachweis der TOX3-Herunterregulierung durch shRNA iiber Virustransduktion
und B) die graphische Darstellung der Proteinquantifizierung von drei unabhdngigen Immunoblots
mittels ImageJ. Die Aktin-Bande bei 39 kDa dient als Ladekontrolle zur Normalisierung der TOX3-
Expression (63 kDa). C) Darstellung der Zellproliferation von stabilen GS8- Wildtyp (WT), SH
Kontrolle (Ko), SH#1 und SH#3. Die optische Dichte (OD) wurde nach 24, 48, 72 und 96 Stunden
mittels CTB bestimmt. Die Datenpunkte zeigen die Mittelwerte von drei unabhéngigen Experimenten
und geben den Standardfehler SEM +/- an.

Anhand des Immunoblots (Abb. 27 A) konnte gezeigt werden, dass die shRNA-Konstrukte SH
#1 und SH #3 in der GS8-Linie die TOX3-Expression am meisten herunterregulieren, wiahrend
in der GS9-Linie keine Unterschiede detektiert werden konnten (Daten nicht gezeigt). In
Abbildung 27 B wurde die TOX3-Expression der stabilen GS8-Linie als Balkendiagramm
graphisch dargestellt. Dabei zeichnete sich durch SH #1 eine 80%ige Verringerung und durch
SH #3 eine ca. 70%ige TOX3-Reduzierung ab. Demzufolge wurden diese stabilen GS8-Linien
auf Unterschiede im Proliferationsverhalten untersucht. Anhand der Abbildung 28 C wurde
gezeigt, dass sowohl der GS8-Wildtyp (WT) als auch die durch Virustransduktion erzeugte
stabile GS8-Kontrolllinie (SH Ko) unterhalb der stabilen GS8 SH #1 und SH #3 lagen. Es
zeichnete sich bei SH #1 eine Erhohung auf eine OD von 0,55 nach 96 Stunden ab, im Vergleich
zu den Kontrollen WT mit einer OD von 0,51 und SH Ko mit einer OD von 0,49. Die stabile
Linie SH #3 wiederum zeigte nur am Anfang eine Erhéhung der OD nach 48 Stunden auf 0,41,
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im Vergleich zu den anderen Linien. Nach 96 Stunden wurde jedoch nur eine OD von 0,53
gemessen. Auch die Berechnung der Flache unterhalb der Messzeitpunkte (engl. area under
the curve) gaben keinen Hinweis auf eine Verdanderung der Proliferation (Daten nicht gezeigt).
Durch den geringen Unterschied liel sich dementsprechend keine Aussage treffen, ob TOX3

Ursache des Proliferationsunterschiedes von GS8 bzw. GS9 im Vergleich zur GS7-Linie war.

5.6.4 Stabile SH#3-Linie zeigt geringere Zellzahl und
spindelformigere Morphologie

Um zu erkennen, ob die TOX3-Herunterregulierung eine morphologische Verdnderung der
Zellen nach sich zieht, wurden die Zellen zunédchst mit Phalloidin gefdarbt. Phalloidin farbt
Aktinfilamente an, wodurch das Gesamt-Gertist der Zelle zu erkennen ist (Dancker et al., 1975).
Neurosphiren wurden hierfiir vereinzelt und in einer definierten Anzahl auf Laminin-
beschichtete 24-Lochnapfschalen auf Deckgldschen ausgesit. Des Weiteren wurde gegen die
Zelltypmarker GFAP, Nestin und f—Tubulinlll zusammen mit TOX3 gefarbt zum Nachweis
von Zelltypanderungen. Durch fluoreszierende Sekundérantikdrper mit konjugiertem CY3 (532

nm) oder FITC (488 nm) wurden diese visuell sichtbar gemacht.
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Abbildung 28: TOX3-Herunterregulation beeinflusst Zellzahl und Zellmorphologie. GS8-Wildtyp
im Vergleich zu stabilen GS8 (SH Ko; SH #1; SH #3)-Linien wurden mit Phalloidin gefarbt, um Aktin
sichtbar zu machen. Der gegen TOX3-Primérantikdrper gerichtete Sekundirantikorper mit
konjugiertem CY3 (532 nm) und gegen GFAP-, Nestin- oder [B-Tubulinlll gerichtete
Sekundérantikorper mit konjugiertem FITC (488 nm) wurde durch ein Fluoreszenzmikroskop sichtbar
gemacht. Markierungslinie reprasentiert 50 pm.

Durch die Fluoreszenzabbildungen und den eingesetzten zelltypspezifischen Markern, konnte
gezeigt werden, dass die GS8 WT und SH-Ko-Linie in einer teils kugeligeren und nur gering
langgestreckten Form vorliegen im Vergleich zu den stabilen GS8-SH-Linien (Abb. 28). Die
stabile SH#1 und #3-Linie zeigten hierbei teils stark ausgebreitete und spindelformige
Zellformen (Phalloidinfairbung). Die Farbung gegen GFAP zeigte erneut die kugeligere
Morphologie in der GS8 Ko-Linie, besonders im Wildtyp. Die hierbei beobachtete verstarkte
GFAP-Intensitdt spricht fiir eine erhohte GFAP-Expression. Generell zeigte sich, dass die
Zelllinie SH#3 im Vergleich zur SH Ko- und SH#1-Linie trotz gleich eingesetzter Zellzahl eine
geringere Proliferationsrate und damit geringere Zellzahl aufzeigte. Dies wurde ebenfalls bei
der Kultivierung und Passagierung im Vergleich zu den anderen Linien beobachtet. Weiter
konnte in der SH #1 und SH#3-Linie eine erhohte Nestin-Expression beobachtet werden. Die

durch den Neuronenmarker B-TubulinlIl detektierten Zellen verdeutlichten wiederum, dass die

stabile SH#3-Linien in einer spindelférmigeren Morphologie vorlag.
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5.6.5 Stabile GS7-YFP-TOX3 Zelllinie zeigt veranderte Morphologie

Die GS7-Linie exprimiert nicht detektierbare Mengen TOX3 (Abb. 25), demzufolge wurde
TOX3 in dieser Zelllinie stabil iiberexprimiert, um den Einfluss von TOX3 auf die Morphologie
und Zellproliferation hin zu untersuchen. Uber das PiggyBac-System mittels Transposon-
Technologie wurden die Zellen mit TOX3 stabil transfiziert (Kap. 4.1.2.1) und auf

Verdnderungen der Morphologie untersucht. Zellen wurden vereinzelt und je 5000 Zellen pro

96-Lochnapfschalen ausgesiit.
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Abbildung 29: TOX3 verdndert Morphologie von Glioblastom-stammzellahnlichen Linien. A)
Nachweis der TOX3- und Nestin-Expression in stabilen GS7-YFP und GS7-YFP-TOX3 durch
Sekundirantikdrper mit konjugiertem CY3 (532 nm) und FITC (488 nm). B) Immunologischer
Nachweis der stabilen TOX3-Expression in der GS7-Linie bei 63 kDa. Die Aktin-Bande bei 39 kDa
dient als Ladekontrolle. C) 2x2 Montageaufnahme von mit DAPI - gefarbten GS7- WT, -YFP und -
YFP-TOX3 Linien durch automatisiertes Hochdurchsatz-Mikroskop. Aufnahme wurde mit einer 10-
fachen VergroBerung abgelichtet.

Immunzytologisch (Abb. 29 A) und immunologisch (Abb. 29 B) konnte die stabile TOX3-
Expression in der GS7-Linie nachgewiesen und verifiziert werden. Durch den
Fluoreszenzfarbstoff DAPI wurden die Zellkerne eingefarbt, um die einzelnen GS7-Linien
(GS7-Wildtyp, -YFP, -YFP-TOX3) auf Verdnderung in ihrer Zellpopulation voneinander zu
unterscheiden (Abb. 29 C). Die GS7-WT Linie zeigte voneinander abgrenzende proliferierende
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Zellhaufen. Dies konnte ebenso bei der GS7-YFP Kontrolllinie wahrgenommen werden. In der
stabilen GS7-YFP-TOX3 Linie wiederum wurde eine deutlich geringere Aggregatsbildung
beobachtet. Schliellich konnte beobachtet werden, dass die stabile TOX3-Expression ein
Wachstum als Einzelschicht verursachte, anstelle des mehrschichtigen Wachstums bzw. der

Aggregatsbildung in den Kontrolllinien.

5.6.6 TOX3-Expression verringert Proliferationsverhalten

Durch den Einfluss von TOX3 auf die Aggregatsbildung sollten Proliferationsversuche
weiteren Aufschluss iiber mogliche FEigenschaften von TOX3 auf Glioblastom-
stammzelldhnliche Zelllinien geben. Hierfiir wurden die verschiedenen GS7-Linien zu 5000
Zellen pro 96-Lochnapfschale ausgesdt und nach 24, 48 und 72 Stunden wurde CTB-Reagenz

auf die Zellen gegeben, um die Proliferationsrate bei einer OD von 600 nm zu bestimmen.
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Abbildung 30: TOX3 hemmt Proliferation in Glioblastom-stammzelldhnliche Zelllinie. A)
Durchlichtaufnahmen von stabilen GS7-Linien in einer 96-Lochnapfschale nach 24 Stunden der
Aussaat. Markierungslinie reprasentiert 50 pm. B) Darstellung der Zellproliferation von stabilen GS7 -
WT, -YFP und -YFP-TOX3. Die OD wurde nach 24, 48 und 72 Stunden mittels CTB bestimmt. Die
Datenpunkte zeigen die Mittelwerte von drei unabhingigen Experimenten und geben den Standardfehler
SEM +/- an.
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Durch die Durchlichtaufnahmen (Abb. 30 A) wurde die verdnderte Morphologie bzw. die
Aggregatsbildung der stabilen GS7-Linien nochmals verdeutlicht. Hier wurden auch die
Unterschiede in der Zellzahl der GS7-Linien deutlich, welcher wiederum durch die
Proliferationsmessung (Abb. 30 B) bestdtigt wurde. Die GS7-YFP-TOX3 Linie zeigte die
geringste Proliferationsrate im Vergleich zum GS7-WT und der GS7-YFP Kontrolle. Diese
beiden zeigten nach 24 Stunden eine OD von 0,4, wihrend YFP-TOX3 eine OD von 0,2
aufwies. Nach 48 Stunden zeigte die WT-Linie eine OD von 0,7, YFP von 0,6 und YFP-TOX3
eine OD von 0,4 auf. Nach 72 Stunden wurde eine Verdopplung auf eine OD von 1,2 der WT-
Linie gemessen, YFP zeigte eine OD von 0,9 und YFP-TOX3 zeigte eine OD von 0,7. Die
Ergebnisse lieBen erkennen, dass TOX3 die urspriinglich TOX3-freie GS-Linie sowohl

morphologisch als auch im Proliferationsverhalten stark beeinflusst.
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6. Diskussion

Die Zusammenfassung der Ergebnisse lassen vermuten, dass TOX3 an der Entwicklung des
Gehirns beteiligt ist, da es in proliferierenden Regionen, wie der subventrikuldren Zone
vorkommt und besonders in NPCs nachgewiesen werden konnte. Weiter scheint TOX3
bevorzugt in undifferenzierten Zellen exprimiert zu werden. Besonders war eine Korrelation
mit der Nestin-Expression zu beobachten, wéihrend das Zytokin TGFf sich negativ auf die
TOX3-Expression auswirkte. Moglicherweise wird TOX3 durch TGFp reprimiert, weil TGFf3
unter anderem zu Zellarrest von proliferierenden Zellen fiihrt und zugleich die Differenzierung
in Richtung Neurogenese fordert. Die bestatigte Interaktion zwischen TOX3 und HDACI in
NPCs konnte als weiterer Regulierungsmechanismus zwischen dem Erhalt der
Stammzellhaftigkeit oder einer mdglichen Rolle zwischen Neurogenese und Gliogenese
anzusehen sein. In GS-Zelllinien kommt TOX3 besonders in invasiven Populationen vor.
Moglicherweise fordert es das neurosphirenartige Wachstum, wihrend es zugleich die
Proliferationsrate/Metabolierungsrate zu verringern scheint. Ebenfalls scheint TOX3 in nicht-
invasiven GS-Zelllinien eine Verdnderung der Aggregats bzw. Sphérenbildung einzuleiten,
vermutlich durch verdnderte Genregulierung und der damit verursachten Zusammensetzung der

extrazellularen Matrix.

6.1 Hohe TOX3-Expression in E13.5 Mausen

Ein Hinweis der Allen Brain Atlas Datenbank zeigte, dass TOX3 in proliferierenden Regionen,
wie die subventrikuldre Zone, vorkommt. Diese Zone dient als Stammzellnische und enthilt
NPCs die unter bestimmten Kultivierungsmethoden mit Wachstumsfaktoren FGF und EGF
(Reynolds und Weiss, 1992) in vitro kultivierbar sind und dementsprechend als Stammzell-
Modell genutzt werden. Mit Hilfe eines eigens flir diese Arbeit generierten Antikorpers konnte
gezeigt werden, dass TOX3 im Vergleich mit Médusen des Entwicklungsstadiums E11.5, E13.5
oder E16.5 am meisten im Stadium E13.5 exprimiert wird. Dies konnte signifikant auf mRNA-
und Proteinebene verifiziert werden. Interessanterweise wird in der Literatur beschrieben, dass
im Laufe der Embryogenese von Méusen die neurogene Periode ab dem Embryostadium an
Tag 9,5 bis Tag 12,5 stattfindet, wihrend ab dem Embryostadium an Tag 13,5 bis zum
postnatalen Stadium die Gliogenese eintritt (Delaunay et al., 2008). Die Mechanismen sind
bisher nicht geklart. Es wird vermutet, dass NPCs zunéchst in ihrem neuronalen Schicksal

gefordert werden und im Laufe der Entwicklung das glidre Schicksal bevorzugt eingehen. Die
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radiale Glia-Stammzelle, die zur Neurogenese befahigt ist, ist besonders Heterogen in Bezug
auf die Anzahl der Neuronen- bzw. Gliazellbildung in Abhéingigkeit zur Entwicklungsdauer
(Anthony et al., 2004). Die unterschiedlichen TOX3-Expressionsstirken zwischen den
verschiedenen Embryostadien konnten daraufthindeuten, dass es an der Regulierung zwischen

der embryonalen Neurogenese und Gliogenese beteiligt ist.

6.2 TOX3 zeigt ein ahnliches Expressionsmuster wie
Musashi1

Interessanterweise konnte anhand von immunhistologischen Doppelfarbungen von E13.5
Miusen gezeigte werden, dass das RNA-bindende Protein Musashil ein &hnliches
Expressionsmuster wie TOX3 aufweist. Bekannt ist, dass Musashil in NPCs exprimiert wird
(Sakakibara et al., 1996; Kaneko et al., 2000) und an der asymmetrischen Teilung beteiligt ist
(Nakamura et al., 1994). Musashil wird in mehreren Spezies, wie C. elegans (Yoda et al.,
2000), D. melanogaster (Nakamura et al., 1994), M. musculus (Sakakibara et al., 1996) und H.
sapiens (Pincus et al., 1998; Good et al., 1998) exprimiert und ist gleichzeitig an dem Erhalt
der Stammzellhaftigkeit beteiligt. Hierbei aktiviert Musashil den Notch-Signalweg, der
wiederum die Zelle im unreifen Stammzellcharakter hélt (Nakamura et al., 2000; Gaiano et al.,
2000). TOX3 konnte ebenfalls in Hirnregionen mit Stammzellpotenzial nachgewiesen werden,
wie in der subventrikuliren Zone von Méusen und spezies-iibergreifend im Hirn von
Zebrafischen. In NPCs konnte gezeigt werden, dass die Zugabe des Notch-Liganden Jagged
einen positiven Einfluss auf die TOX3-Expression auf mRNA-Ebene bewirkt. Gleichzeitig
konnte durch den Inhibitor DAPT eine Reprimierung von TOX3 auf mRNA, nicht aber auf
Proteinebene detektiert werden. Nichtsdestotrotz scheint TOX3 bevorzugt in proliferierenden
Gehirnregionen exprimiert zu werden, wie Musashil und konnte daher als potentieller

Stammzellmarker angesehen werden.

6.3 TOX3 hauptsachlich in proliferierenden Nestin-
positiven Zellen

TOX3 wurde im Nukleus von Nestin-positiven NPCs vorgefunden. Das Intermediérfilament
Nestin gilt als Marker fiir Stammzellen bzw. von proliferierenden Zellen (Lendahl et al., 1990).
Seine Expression konnte in den verschiedensten Progenitor-Zellen bzw. Stammzellen aus den

unterschiedlichsten Geweben detektiert werden (Wiese et al., 2004), denen wiederum alle
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gemein haben, dass es sich um stark proliferierende Zellen handelt. Lésionsversuche zeigten,
dass besonders in diesen Regionen ein vermehrtes Auftreten von proliferierenden Zellen und
damit Nestin-positiven Zellen zu erkennen ist, welche vermutlich die Regeneration antreibt
(Namiki und Tator, 1999). Nestin trdgt auch zur morphologischen Verdnderungen von
Progenitor-Zellen in der Differenzierungsphase bei, indem es an der Modellierung der
Morphologie beteiligt ist (Herrmann und Aebi, 2000). Im Laufe der Differenzierung wird es
schlieBlich durch Neurofilamente ersetzt, wodurch seine Expression abnimmt. Anhand von
Fluoreszenzaufnahmen mit Doppelfarbungen konnte gezeigt werden, dass TOX3 hauptsachlich
in Regionen von proliferierenden Zellen, wie der subventrikuliren Zone vorkommt. Uber die
Differenzierungsdauer von bis zu 14 Tagen Wachstumsfaktorentzug (-FGF/-EGF) konnte
zunéchst liber einen signifikanten Expressionsanstieg von TOX3 nach nur einem Tag ohne
Wachstumsfaktoren, eine stetige Abnahme auf mRNA- und Proteinebene ermittelt werden. Die
erhohte TOX3-Zunahme nach einem Tag Wachstumsfaktorentzug wurde quantitativ mittels
Hochdurchsatz-Mikroskop bestitigt. Interessanterweise zeigte sich hierbei eine Korrelation zur
Nestin-Expression. Fluoreszenzaufnahmen von neurosphérenartigen NPCs bestétigten die
Zunahme von Nestin durch die sichtbare Filamentausbreitung in Korrelation zu den TOX3-
Expressionsdaten auf mRNA und Proteinebene. Weiter konnte in einzelnen terminierten NPCs,
die sieben Tage Wachstumsfaktorentzug ausgesetzt waren, eine TOX3-Expression im Zellkern
nachgewiesen werden. Dies bestdtigte die publizierten Ergebnisse von Yuan und Dittmer, dass
TOX3 auch in differenzierten neuronalen Zellen eine Rolle spielt (Yuan et al. 2009; Dittmer et
al., 2011). Shih und Holland (2006) verwiesen darauf, dass die Nestin-Expression durch den
Notch-Signalweg beeinflussbar ist. Anhand von immortalisierten N2a-Zellen konnte durch
TOX3-Uberexpresspion eine Induktion des Nestin-Promoters ermittelt werden, die durch
Zugabe von Jagged verstirkt und durch DAPT reprimiert worden ist. Die Behandlung von
NPCs mit Jagged oder DAPT konnte keine Notch-abhingige Nestin-Expression auf
Proteinebene bestétigen. Wie auch immer, die hohe Expression von TOX3 in Nestin-positiven
NPCs lasst vermuten, dass TOX3 eine Rolle an dem Erhalt von Stammzellen bzw. von
proliferierenden Zellen spielt. Vermutlich fordert die TOX3-Expression die Hochregulation
von anti-apoptotischen Proteinen um zu einem verstiarkten Schutz der differenzierenden NPCs
beizutragen und weitere Mechanismen in Gang zu setzen die den Differenzierungsprozess zu
einem bestimmten Zelltyp unterstiitzten. Herunterregulierungsversuche von TOX3 in NPCs
konnten nicht kldren, in weit der Zelltyp beeinflusst wird, da diese Zellen eine hohe Sensibilitit
und damit einhergehende Sterberate durch das Transfektionsagenz zeigten. Die Funktion von

TOX3 in Stammzellen bleibt demnach unklar und sollte Gegenstand weiterer Untersuchungen
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anhand von Knockout-Modellen sein. Weitere in der Literatur angegebene Stammzellmarker,
wie PAX6 (Maekawa et al., 2005; Sakurai und Osumi, 2008) und PML (Regad et al., 2009)
wurden getestet. Jedoch konnte mit diesen Antikorpern kein spezifisches Signal detektiert
werden. Die neuronenspezifischen Marker MAP-2 und -Tubulinlll indessen bestétigten, dass

TOX3 bevorzugt in Nestin-exprimierenden Zellen bzw. Regionen vorkommt.

6.4 Die TOX3-Expression wird durch Faktoren, die die
Differenzierung induzieren negativ beeinflusst

Sowohl das Zytokin TGFf, als auch der Notch-Inhibitor DAPT beeinflussen die TOX3-
Expression negativ. DAPT gilt als Inhibitor des Notch-Signalweges (Kanungo et al., 2008;
Borghese et al., 2010), wodurch die Differenzierung von NPCs vorangetrieben wird. TGFf
wiederum fordert die Differenzierung in Neurone in dem embryonischen Kortex (Mabie et al.,
1999), im Fall von radialen Glia-Zellen fordert es die Astrozyten-Transformation (Stipursky
und Gomes, 2007) und gleichzeitig inhibiert es in proliferierenden Zellen das Zellwachstum
(Seoane et al., 2004; Wang et al., 2012). Hierdurch verlieren NPCs ihre Stammzellhaftigkeit,
welches wiederum mit der Herunterregulierung der TOX3-Expression auf mRNA- und
Proteinebene zu korrelieren scheint. Dies wiederum ldsst vermuten, dass TOX3 hauptsachlich

in undifferenzierten und proliferierenden Zellen vorkommt.

6.4.1 Potentielle TOX3-Reprimierung durch Zellveranderung

In Folge der Differenzierung konnte beobachtet werden, dass urspriinglich kleine, runde Zellen
einen langgestreckten Zellkdrper annehmen. Auch TGF[ fiihrt zu einer Verdnderung des
Zellkorpers, indem es die langestreckte, neuronale Zellmorphologie begiinstigt (Vogel et al.
2010). Im Vergleich mit undifferenzierten NPCs, Neuronen und glidren Zellen wurde ebenfalls
eine Verdnderung in der Zellkerngrof3e beobachtet. Besonders die Zellkerne von Neuronen im
Vergleich zu NPCs oder Astrozyten sind kleiner. Die Verdnderung der Zellmorphologie und
damit einhergehende Zellkerngrofe kann ein Grund fiir die abnehmende TOX3-Expression
sein. GleichermaBen scheint TGFP die zytoprotektiven Eigenschaften von TOX3 zu
kompensieren, indem es Neurone vor dem Zelltod schiitzt (Brionne et al., 2003; Roussa et al.,
2004; Vogel et al., 2010). Eine Auszdhlung iiber die durch TGFp-Behandlung induzierte
potentielle Steigerung der Anzahl von Neuronen und einer potentiellen TOX3-Reprimierung

brachte kein Ergebnis. Generell wurden zwischen den verschiedenen Primérkultur-
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Priparationen unterschiedliche Proliferationsgeschwindigkeiten in der Zunahme der
Neurosphiren beobachtet. Vermutlich spielt die Heterogenitit der Préparationskulturen eine
grofle Rolle, die sich in der Anzahl von NPCs und terminierten Zellen voneinander
unterscheiden. Wichtige Faktoren, wie die Zelldichte und die sezernierten Botenstoffe spielen
ebenfalls eine groe Rolle (Hitoshi et al., 2002; Alexson et al., 2006) um die
Proliferationsgeschwindigkeiten und das Differenzierungsverhalten zu beeinflussen.
Demzufolge sollte der Einfluss von TGFB auf die TOX3-Expression ebenfalls unter

physiologischen Bedingungen in vivo iiberpriift werden.

6.5 TOX3 interagiert mit HDAC1, ein Ko-Regulator zwischen
Neurogenese und Gliogenese

Interaktionsstudien zeigten, dass TOX3 mit Interaktionspartnern, wie CITED1 oder
phosphoryliertem CREB, die eine Rolle in neuronalen Zellen spielen, interagiert (Yuan et al.,
2009; Dittmer et al., 2011). In dieser Arbeit wurde ein weiterer Interaktionspartner HDACI
identifiziert, der zur ersten Gruppe von insgesamt in drei Familien (HDAC I-111) klassifizierte
Histon-Deacetylierungsproteinen gehort (de Ruijter et al.,, 2003). HDACs sind an der
Umschaltung zwischen der Neurogenese und Gliogenese beteiligt (Shaked et al., 2008) und
konnen die transkriptionelle Aktivitét reprimieren, die zum Erhalt proliferierender Stammzellen
dient (Sun et al., 2007). Ein besonderer Mechanismus ist dabei die Entfernung der Acetylgruppe
(-CO-CH3) von der e-Aminosduregruppe Lysin (K) in Histonen, wodurch diese wieder positiv
elektrisch geladen wird und eine hohe Affinitit zum negativ geladenen Phosphat-Geriist der
DNA bewirkt. Dies fiihrt zu einer Herunterregulation der DNA-Transkription (Brehm et al.,
1998), welche durch die sogenannten Histonacetyltransferasen wieder neutralisiert werden
kann, indem diese die Acetylierung wiederherstellen. Weiter ist bekannt, dass HDACs die
katalytische Aktivitidt anderer Proteine, wie a-Tubulin (Matsuyama et al., 2002), p53 und
CBP/p300 (McKinsey et al., 2001) modifizieren und rekrutieren konnen. Die genauen
Regulationsmechanismen sind dabei noch unbekannt. Die Interaktion von TOX3 mit HDAC1
gibt die Moglichkeit zur Aufkldarung des Mechanismus beizutragen. Sowohl HDACT als auch
TOX3 liegen hauptsdchlich im Nukleus exprimiert vor. Weiter ist bekannt, dass HDACI, wie
TOX3 in NPCs hoch exprimiert vorkommt.
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6.5.1 Die potentielle Wechselwirkung zwischen HDAC1 und TOX3

In der Literatur wird weiter beschrieben, dass HDACI1 einen positiven Einfluss auf die
Stammzellhaftigkeit aufweist, indem es differenzierungsfordernde Gene reprimiert (Sun et al.,
2007; Montgomery et al., 2009). Dies wiederum scheint zunédchst widerspriichlich in Bezug
darauf zu sein, dass TOX3 als Transkriptionsfaktor die Transkription initiiert. Moglicherweise
fiihrt die Interaktion dazu, dass HDACI1 an Promoterregionen von TOX3 rekrutiert wird, die
beispielsweise neuronenférdernde Gene anschalten. Literaturrecherchen haben diesbeziiglich
gezeigt, dass TOX3 an der Synaptogenese und der axonalen Weiterleitung beteiligt ist
(Tessema et al., 2012) bzw. in Neuronen vorkommt (Yuan et al., 2009). Moglicherweise
verursacht HDACI1 durch seine Interaktion mit TOX3, dass differenzierungsfordernde Gene
reprimiert werden. Im Fall des Glucocorticoid Rezeptors mit dem Interleukin (IL)-5 Promoter
ist nachgewiesen worden, dass die Rekrutierung von HDAC1 an den IL-5 Promoter eine
Deacetylierung hervorruft. Diese wiederum fiihrt zu einer Reprimierung der Gentranskription,
indem weitere Transkriptions-Aktivatoren, wie GATA3 durch Verdnderung der Ziel-DNA
vermutlich nicht mehr binden konnen (Jee et al., 2005). Mdoglicherweise werden
neuronenfordernde Gene durch die Deacetylierung von HDACI1 reprimiert und andere Gene
wiederum hochreguliert, die die Umschaltung zwischen Neurogenese und Gliogenese
bewerkstelligen. Folglich scheint TOX3 durch bzw. mit HDAC1 die Nestin-Expression
aufrecht zuerhalten. Ein Zusammenspiel zwischen HDACI und TOX3 begiinstigt die

Proliferation von NPCs bzw. Stammzellen.

6.5.2 Einfluss von Trichostatin A auf HDAC1 und TOX3

HDACs konnen besonders durch die hoch spezifische Streptomyces-abgeleitete
Hydroxamsdure TSA inhibiert werden, indem diese mit der katalytischen Einheit von HDACs
der Klasse I und II interagiert und reversibel, kompetitiv inhibiert (Yoshida et al., 1990). Dies
fiihrt dazu, dass die neuronale Differenzierung in der adulten Neurogenese (Kim et al., 2009)
und im embryonalen Kortex eingeleitet wird, wiahrend in der ganglionischen Eminenz die
Gliogenese bevorzugt eingeleitet wird (Shaked et al., 2008). Weitere Studien zeigten, dass TSA
ebenfalls einige Transkriptionsfaktoren der Gliogenese (Statl/Stat3) als auch die Expression
von Neurogenese-fordernden Transkriptionsfaktoren fordert, wie Ngnl (Shaked et al., 2008).
Demnach scheint der Einfluss von TSA abhéngig von der Region, vom Zelltyp und den

vorhandenen Zielproteinen zu sein. Dies ldsst vermuten, dass HDACs in den genannten
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Regionen unterschiedlich stark vertreten sind und sowohl die Neurogenese als auch die
Gliogenese einleiten konnen.

In dieser Arbeit konnte der negative Einfluss von TSA auf die TOX3-Expression und auf die
Anzahl von NPCs anhand von Fluoreszenzaufnahmen beobachtet werden. Mittels
Hochdurchsatz-Screens konnte dabei eine Korrelation in der Anzahl von TOX3-positiven zu
TOX3-negativen Zellen ermittelt werden, welcher den alleinigen zytotoxischen Effekt
ausschlieBen ldsst. Immunologische Analysen zeigten eine TSA-abhéngige Reprimierung von
TOX3, die anhand von Fluoreszenzaufnahmen im Nukleus sichtbar wurde. In der Literatur ist
bekannt, dass der Transkriptionsfaktor Smad7 durch HDACI1 vollstindig deacetyliert und
hierdurch abbgebaut wird (Simonsson et al., 2005). Weiter gilt das Creb-binde Protein p300 als
Vermittler der Acetylierung. In Folge von Immunantworten wird der IL-8-Promoter von p300
acetyliert und reduziert dadurch gebundenes HDAC1 bzw. HDACS, wodurch ein hoher IL-8-
Anstieg ermdglich wird (Schmeck et al., 2008). Die Expression von IL-8 bzw. IL-1 ist
dementsprechend in diversen Tumoren -einschlieBlich Brustkrebs (IL-8) hochreguliert
(Dinarello, 1996; Freund et al., 2003; Enya et al., 2008). Neben p300 gilt auch CBP als Histon-
Acetylierungstransferase, welches nachweislich mit TOX3 interagiert (Dittmer et al., 2011).
Die schematische Abbildung 31 verdeutlicht die verschiedenen Hypothesen, inwiefern ein
Wechselspiel zwischen HDACI und TOX3 im Zusammenhang mit TSA bestehen konnte.
Anhand von publizierten Interaktionspartnern von HDAC1 konnten mehrere Hypothesen
generiert werden, die das komplexe Zusammenspiel der Regulationsmechanismen verdeutlicht.
Beispielsweise  kann die  epigenetische = Modifikationen durch HDACs eine
Konformationsdnderung der DNA induzieren, durch Rekrutierung mittels Transkriptionsfaktor
an eine bestimmte DNA-Region die Transkription reprimieren (Valapour et al., 2002; Nusinzon
und Horvath, 2006; Enya et al., 2008), aktivieren (Xu et al., 2003) oder zu verstirkter
Phosphorylierung von Zielproteinen fithren (Krdmer et al., 2009). Der Gegenstand weiterer
Untersuchungen sollte daher sein, die grundlegende Wirkung von HDAC1 und TSA auf den

Deacetylierungs- bzw. Acetylierungsgrad von TOX3 zu untersuchen.
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/ TSA

Proliferation Differenzierung
Potentieller Einfluss von Potentieller Einfluss von TSA
HDAC1 auf TOX3 ->HDAC1 wird inhibiert
-> Rekrutierung von HDACA1 ->TOX3 acetyliert

durch TOX3 an DNA ->TOX3 wird degradiert

- TOX3-Deacetylierung durch
HDAC1 erméglicht seine
nukleédre Translokation

-> Verstéarkte Phosphorylierung von
TOX3 flihrt zur Aktivierung

Abbildung 31: Potentielle Regulierungsmechanismen zwischen HDAC1 mit TOX3. Verschiedene
Hypothesen, wonach TOX3 durch HDACI beeinflusst werden konnte.

6.5.3 Potentielle Einfluss von TOXS3 auf Zellsterberate

Anhand von Fluoreszenzaufnahmen konnte bei NPCs mit Wachstumsfaktor eine geringe
Sterberate (TSA = 10 ng/ml -10%, 50 ng/ml -17% und 100 ng/ml -30%) beobachtet werden,
die moglicherweise fiir die geringe Umfangzunahme der iiberlebenden Zellen verantwortlich
ist. Bei zusdtzlichem Wachstumsfaktorentzug wurde ein vermehrtes Zellsterben (TSA = 10
ng/ml -28%, 50 ng/ml -33% und 100 ng/ml -44%) und eine deutliche Verdnderung der
Zellmorphologie beobachtet. Obwohl TOX3 nach einem Tag Wachstumsfaktorentzug
hochreguliert wird, konnte liberraschenderweise kein vermehrter Zellschutz und damit eine
verminderte Zellsterberate gemessen werden. In der Literatur ist beschrieben, dass TSA die
Deacetylierung von Histonen wund Transkriptionsfaktoren hemmt und damit die
transkriptionelle Aktivitdt von Zielgenen beeinflusst (Das und Kundu, 2005). Ebenfalls scheint
TSA das Zellwachstum in der G1- und G2-Phase zu inhibieren (Yoshida und Beppu, 1988).
Moglicherweise lésst sich der zytotoxische Effekt darauf zuriickfiihren, dass TOX3 in seiner
Funktion als Transkriptionsfaktor inhibiert wird, wodurch die nachgeschalteten anti-
apoptotischen Gene nicht hochregulieren werden konnen (Dittmer et al., 2011). Dies wiederum

erhoht die Sensitivitit der Zellen gegeniiber zytotoxischen Reizen und es kommt zu einem
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erhohten Zellsterben. Vermutlich sind die Zellen zu Anfang der Differenzierungsphase

besonders sensitiv.

6.5.4 TOX3-Reprimierung durch TSA zeigt Morphologieveranderung

Bei NPCs mit gleichzeitigem Wachstumsfaktorentzug und zusitzlicher TSA-Behandlung
wurden die Fluoreszenzaufnahmen so gewdhlt, dass sie die morphologische Veridnderung
verdeutlichen. Anhand dieser Aufnahmen ldsst sich zum einen erkennen, dass die Zellen
abgerundeter vorliegen bzw. kurze glidre Ausldufer aufweisen. Dies legt nahe, dass sich die
Zellen in der Degenerierungsphase befinden, moglicherweise aber auch gliogene Zelltypen
hervorbringen. Im Umkehrschluss konnte dies dafiir sprechen, dass eine Wechselwirkung
zwischen TOX3 und HDACI besteht, die einen positiven Einfluss auf Stammzellen bzw.
proliferierende Zellen ausiibt.

In immortalisierten N2a-Zellen konnte kein vermehrtes Zellsterben beobachtet werden. Jedoch
wurde die zuvor gemessene Induktion auf den Nestin-Promoter durch tiberexprimiertes TOX3
in Abhéngigkeit zur TSA-Konzentration stark reprimiert. In Folge einer zweistiindigen
Inkubationsdauer konnte der positive Effekt von TOX3 auf die Nestin-Promoteraktivitit
inhibiert werden, welches wiederum vermuten ldsst, dass TSA eine potentielle Acetylierung
des Transkriptionsfaktors verursacht, welches das Gleichgewicht von TOX3 negativ
beeintrachtigt oder aber die Zellen befinden sich hierdurch im Wachstumsarrest (Marks et al.,

2001).

6.5.5 Punktmutante von TOX3 ist instabil

Unter der Hypothese, dass TOX3 durch HDACI1 deacetyliert wird und durch die inhibierende
Wirkung von TSA auf HDACs acetyliert wird und damit abgebaut wird, wurde eine TOX3-
Mutante generiert. Durch bioinformatische Voraussagen der Acetylierungsstelle Lysin 29,
erfolgte an dieser Stelle ein Einbau von Alanin. Die Mutante zeigte hierdurch eine starke
Reprimierung, die durch aufsteigende TSA-Konzentration abnahm. Wiederum wurde bei der
Uberexpression von Wildtyp-TOX3 in neuronalen Zellen kein signifikanter Einfluss auf die
Expression wahrgenommen. Moglicherweise ist die Konformation durch die Mutation
beeinflusst bzw. fiihrt zu einer Fehlfunktion und damit zu einer Degradation des Proteins. Diese
Hypothese lésst sich, wie im Falle des nukledren Transkriptionsfaktors NFxB (engl. nuclear

factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells) stiitzen, indem gezeigt worden ist,
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dass TSA Proteasomen inhibiert und damit den Expressionsanstieg von NFxB ermoglicht
(Place et al., 2005).

Die widerspriichlichen Ergebnisse zwischen endogenem TOX3 in NPCs und iiberexprimierten
TOX3 in N2a lassen keine genaue Aussage zu. Weitere Untersuchungen zum Acetylierungs-
bzw. Deacetylierungsgleichgewicht, welcher durch die Interaktion von TOX3 und HDACI1

potenziell herbeigfiihrt ist, konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr durchgefiihrt werden.

6.6 TOX3 verringert Proliferationsrate in Glioblastom-Linien

Zur Charakterisierung von Glioblastom-Subpopulationen wurden die Linien GS7, GS8 und
GS9 verwendet. Diese wurden anhand einer genetischen Expressionsanalyse und den daraus
resultierenden Ergebnissen in zwei Cluster eingeteilt. Die Linien GS8 und GS9 wurden dabei
in das erste Cluster eingeteilt, welches durch die Expression von neuralen Entwicklungsgenen
auffiel, wiahrend die GS7-Linie hauptsidchlich EZM-dhnliche Gene aufwies und somit ins
zweite Cluster eingeteilt worden ist (Glinther et al., 2008b). Interessanterweise wurde in den
neurosphirenartigen Glioblastom-Linien GS8 und GS9 verstarkt TOX3 nachgewiesen. Diese
beiden Linien wurden als invasive Tumore eingestuft, wihrend die nicht TOX3-exprimierende
adhirente GS7-Linie als nicht-invasiv eingestuft worden ist (Giinther et al., 2008b). Die GS8-
und GS9-Linie zeigten gleichermaBlen schwimmende Aggregate, wahrend der Kultivierung,
wie die NPCs. Dies konnte ein Indiz dafiir sein, dass die Expression von TOX3 potentielle
Stammzelleigenschaften mit sich bringt, wodurch der Sphéarencharakter begiinstigt wird. TOX3
fordert den Zellschutz (Dittmer et al., 2011) und kénnte damit womdglich als Protoonkogen
angesehen werden. Erstaunlicherweise konnte in einem Proliferationsassay gezeigt werden,
dass die beiden GS-Linien GS8 und GS9 im Vergleich zur nicht TOX3-exprimierenden GS7-
Linie die geringste Proliferationsrate aufwiesen. Moglicherweise konnte durch die
Neurosphérenbildung ein veridndertes Stoffwechselverhalten Ursache fiir die Diskrepanz sein.
Der Vergleich zwischen der GS8- mit GS9-Linie wiederum zeigte, dass bei hoherer TOX3-
Expression geringere Proliferation bzw. Metabolierung gemessen werden konnte. Dies konnte
fiir eine potentielle Inhibierung durch Mechanismen in die TOX3 involviert ist, sprechen.
Dieser Effekt konnte durch stabile Herunterregulierung von TOX3 mittels shRNA nicht
reprimiert werden. Griinde konnten sein, dass die Zellen durch die Virustransduktion und
anschlieende Puromycin-Behandlung verdndert wurden. Dies spiegelte sich in den
immunzytologischen Abbildungen wieder. Im Vergleich zum GS8-Wildtyp mit seiner

abgerundeten Morphologie, zeigten die stabilen GS8-Linien vermehrt Ausldufer und eine
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geringere Expression des Astrozytenmarkers GFAP. Ursache fiir diese Unterschiede konnte in
der Heterogenitit der Neurosphire selbst zu sehen sein. Moglicherweise wurden gleiche Zellen
unterschiedlich stark genetisch veréndert (Beier et al., 2007). Zur Klirung, ob die stabilen
Linien in ihrem invasiven Charakter durch Herunterregulierung von TOX3 beeinflusst wurden,
miissten demnach Transplantationsversuche durchgefiihrt werden, die durch Bildung von

Xenografttumore weiteren Aufschluss iiber den invasiven Charakter geben konnten.

6.7 Stabile TOX3 Glioblastom-Linie zeigt reduzierte
Neurospharenbildung

In Folge der stabilen TOX3-Expression in der GS7-Linie wurde eine Verdnderung des
Proliferationsverhaltens und der Morphologie beobachtet. Die stabile YFP-TOX3 GS7-Linie
zeigte im Gegensatz zur Wildtyp-Linie (WT-GS7) bzw. Kontroll-Linie (YFP-GS7) eine
niedrigere Proliferationsrate und kleinere Neurosphiren bzw. Aggregatsbildungen. Dies lasst
vermuten, dass TOX3 nicht nur die Proliferationsrate, sondern auch Gene der EZM negativ
beeinflusst, da diese Gene besonders in der GS7-Linie exprimiert vorkommen (Giinther et al.,
2008b). Hierbei scheint es, dass die als Bindekomponente anzusehende Substanz verdndert
vorliegt, so dass die Zellen in ihrer Aggregatsbildung eingeschrankt sind.

Die EZM ist eine sehr heterogene Substanz, die unter anderem aus Glykoproteinen, Kollagenen,
Glykosaminoglykane und Proteoglykane besteht. Zu der groBten Proteingruppe zéhlen dabei
die Kollagene (Hulmes, 2002), folgend von der Gruppe der Elastine (Kielty et al., 2002) die
ebenfalls zu den strukturgebenden Proteinen z&hlt. Die EZM dient dazu Zellen sowohl
mechanisch als auch strukturell zu unterstiitzten und ist an der Migration beteiligt. Die in der
EZM enthaltenen Komponenten, kdnnen unter anderem als Liganden durch ihre intrinsische
Domiéne fungieren, wie z.B. die epidermalen Wachstumsfaktor-dhnlichen Doménen von
Laminin, Tenascin oder Thrombospondin die an den EGF-Rezeptor binden und so den
Signalweg anschalten (Schenk et al., 2003). Durch veridnderte Zusammensetzung der EZM
konnen Signal- und Botenstoffe in ihrer Prisenz, Bindung und Sensibilisierung verdndert
werden (de Almeida Sassi et al., 2012), wodurch der neurogene Haushalt als auch der nicht-
invasive Charakter verdndert sein konnte. Ziel weiterer Untersuchungen sollte demnach sein,
die stabilen GS-Linien (GS8 SH#1, GS8 SH#3, GS7 YFP-TOX3) anhand von
Transplantationsversuchen und die dadurch potenziell entstandenen Xenografttumore auf ihren

invasiven Charakter zu klassifizieren. Weiter sollten Interaktionspartner und ihre Signalwege
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identifiziert werden um eine pharmakologische Variabilitit auf die Signalkaskade zu

ermoglichen.
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7. Zusammenfassung

TOX3 ist ein chromatin-assoziierendes Protein mit einer hoch mobilen Gruppen (HMG)-Box
Domaine, bestehend aus 576 Aminosduren, welches stromabwirts in einer zytoprotektiven
Signalkaskade vorkommt, die Zellen gegen diverse Arten von Zelltod-Stimuli schiitzt. Der
neuronale Transkriptionsfaktor wird im Gehirn, besonders in der subventrikularen Zone
exprimiert, wo sich Stammzellen befinden. Ziel dieser Doktorarbeit war die Charakterisierung
von TOX3 in Stammzellen und die Analyse seines Einflusses auf die Stammzellhaftigkeit. Mit
Hilfe des eigens fiir diese Arbeit generierten N-terminalen TOX3-Antikorpers konnte gezeigt
werden, dass TOX3, zusammen mit weiteren stammzellspezifischen Markern wie Nestin und
Musashil, hauptsdchlich in der ganglionischen Eminenz von E13.5 Mausembryonen und
daraus isolierten neuralen Progenitor Zellen (NPCs) exprimiert wird. Diese NPCs dienen als in
vitro Stammzell-Modell-System, und kénnen durch Wachstumstaktorentzug in die Zelltypen
Neuron, Astrozyt und Oligodendrozyt differenziert werden. TOX3 wurde hauptsidchlich im
Zellkern von  undifferenzierten NPCs  exprimiert, wobei nach einem Tag
Wachstumsfaktorentzug eine deutliche Expressionssteigerung detektiert wurde, die mit der
voranschreitenden Differenzierungsdauer wieder abnahm.

Da der Notch-Signalweg als Forderer des Stammzellerhalts gilt, wurde der Einfluss von Notch-
Aktivitdt auf TOX3-Expression untersucht. Sowohl Aktivierung des Notch-Signalweges
mithilfe des Notch Liganden-Jagged als auch Inhibition durch DAPT beeinflussten die TOX3-
Expression auf mRNA-Ebene, nicht jedoch auf Proteinebene. Weiter ist bekannt, dass der
Notch-Signalweg die Nestin-Expression fordert. Interessanterweise fiihrte die Uberexpression
von TOX3 in der neuronalen Zelllinie N2a zu einer Férderung der Nestin-Promoteraktivitit,
die durch Zugabe des Liganden Jagged kooperativ verstiarkt und durch den Inhibitor DAPT
reprimiert wurde. Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass TOX3 fiir den Erhalt der
Stammzellhaftigkeit eine Rolle spielt.

Im Gegensatz zu Notch fordert das Zytokin TGFP die Differenzierung in Neurone. Durch
Zugabe von TGFf, wurde die TOX3-Expression auf mRNA- und Proteinebene reprimiert, was
ebenfalls eine potentielle Rolle von TOX3 im Stammzellerhalt vermuten I&sst.

In einem Screen nach Interaktionspartnern von TOX3 wurde HDAC1 als mdglicher
Interaktionspartner identifiziert und eine endogene Interaktion zwischen HDACI und TOX3
konnte verifiziert werden. HDAC1 gehort zur Klasse I der Histondeacetylierungsproteine und
bewirkt durch potentielle Deacetylierung von Zielgenen/Faktoren die Reprimierung der

Transkription. Die Zugabe des HDAC-Inhibitors Trichostatin A (TSA) fiihrte in einer
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konzentrationsabhingigen Weise zu einer Reduktion von endogenem TOX3, zu einem geringen
Zellsterben, sowie zu einer Reduktion der Nestin-Promoteraktivitit in N2a-Zellen,
moglicherweise verursacht durch seine zytotoxische bzw. wachstumsinhibierende Eigenschaft
auf Zellen.

Des Weiteren wurde die Rolle von TOX3 auf die Tumorigenitdt von Krebs-Stammzellen
untersucht. Hierfiir wurden Glioblastom-stammzelldhnliche Zelllinien auf ihre TOX3-
Expression untersucht. Dabei konnte ein hohes Vorkommen in den invasiven Glioblastom-
Zelllinien GS8 und GS9 detektiert werden, im Gegensatz zur nicht-invasiven GS7-Linie.
Stabile TOX3-Expression in der GS7-Linie fithrte zu einer Reduktion der Proliferation bzw.
der metabolischen Aktivitét, vergleichbar zu den endogen TOX3-exprimierenden GS8 und GS9
Linien. Durch TOX3-Herunterregulierung in der GS8-Linie konnte dieser Effekt allerdings
nicht aufgehoben werden. Der Einfluss von TOX3 in der nicht invasiven Glioblastom-Linie
GS7 fiihrte indessen zu einer reduzierten Neurosphiren- bzw. Aggregatsbildung, was
vermutlich durch verdnderte Zusammensetzung der extrazelluldren Matrix zustande kommt.
Zusammenfassend konnten wichtige Einblicke in die Funktion von TOX3 in Zelltypen mit
Stammzellcharakter gewonnen werden. In der friihen Embryogenese ist TOX3 am Erhalt von
Stammzellen beteiligt, da es hauptsdchlich in proliferierenden NPCs vorkommt, mit der Nestin-
Expression korreliert und mit HDAC] interagiert. In Glioblastom-Zelllinien kommt TOX3 in
besonders invasiven, stammzelldhnlichen Populationen vor, verringert hier die
Metabolierungsrate und verdndert die Neigung zur Sphirenbildung, was auf einen Einfluss von

TOX3 auf die extrazellulare Matrix schlief3en lasst.
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8. Summary

TOX3 is a chromatin-associated protein with a high-mobility group (HMG)-box domain,
consisting of 576 amino acids and is expressed downstream of a cytoprotective signaling
cascade, which protects cells against different cell death stimuli. The neuronal transcription
factor is expressed in the brain, especially in the subventricular zone where neural stem cells
prevail. Aim of this doctoral thesis was the characterization of TOX3 in stem cells and the
analysis of its potential influence on the stem-cell-ness.

With an n-terminal TOX3-antibody, generated exclusively for this thesis, TOX3 expression
was observed, together with the stem-cell markers Nestin and Musashil, predominantly in the
ganglionic eminence of E13.5 mice embryos and in neural precursor cells (NPCs) isolated from
there. These NPCs derived from the ganglionic eminence serve as in vitro stem-cell model
system and can be differentiated into neurons, astrocytes and oligodendrocytes by growth factor
deprivation. TOX3 was mainly expressed in the nucleus of undifferentiated NPCs, showed a
significant increase in expression 24h after growth-factor deprivation and a subsequent decrease
during further differentiation

Since the notch pathway promotes the maintenance of stem-cell-ness, I next investigated the
impact of notch activity on TOX3 expression. Both, activation of notch signaling with the notch
ligand jagged as well as inhibition with DAPT influenced TOX3-expression on mRNA, but not
on protein level. Further it is known that the notch pathway enhances nestin expression.
Interestingly, overexpression of TOX3 in the neuronal N2a cell line led to increased nestin
promoter activity, which was cooperatively enhanced through treatment with the ligand jagged
and repressed by treatment with the inhibitor DAPT. These results suggest that TOX3 is
involved in the maintenance of the stem-cell-ness.

In contrast to notch the cytokine TGFf promotes the differentiation into neurons. By treatment
with TGFB TOX3 expression was repressed on mRNA and protein level, which again argues
for its role in the maintenance of the stem-cell-ness.

In a screen for interaction partners of TOX3 HDAC1 was identified and the interaction between
endogenous HDAC1 and TOX3 could be verified. HDAC1 belongs to the class I of the histon-
deacetylase proteins, which deacetylate target genes or factors to repress their transcription.
Treatment with Trichostatin A (TSA), an inhibitor of HDACsS class I and II, led to a reduction
of endogenous TOX3 in a concentration-dependent manner, to a reduction of nestin-promoter
activity in N2a cells and to slight cell death, probably caused by cytotoxic and growth inhibitory

effects of TSA. In order to examine the role of TOX3 on tumorigenicity of cancer-stem cells,
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stem-cell like glioblastoma cell lines were analyzed for their TOX3 expression. TOX3 was
highly expressed in the invasive GS8 and GS9 cell lines, in contrast to the non-invasive GS7-
line. Stable TOX3-expression in the GS7-line resulted in an inhibition of proliferation or
reduced metabolic activity, similar to the endogenously TOX3 expressing GS8 and GS9 cell
lines. TOX3 knock down in the GS8 cell line was not able to revert this effect. The influence
of TOX3 in the non-invasive GS7 line led to a reduced formation of neurospheres or aggregates
and inhibited proliferation, probably caused by an altered composition of the extracellular
matrix.

In summary, I could win important insights into the function of TOX3 in different cell types
with stem cell character. During early embryogenesis TOX3 is involved in the maintenance of
stem-cell-ness, because it is predominantly expressed in proliferating NPCs, correlates with the
expression of nestin and interacts with HDAC1. Whereas in stem-cell like glioblastoma cells
TOX3 is strongly expressed in invasive populations, reduces the metabolic rate and changes
the tendency of the cells to form spheres, what hints to a possible influence of TOX 3 on

extracellular matrix composition.
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9. Anhang

9.1 Abkurzungsverzeichnis

Abb.
ALK
BCA
bFGF-2
bHLH
BMPs
Bp

BP
BSA
bzw.
ca.
CAG
CalLu3
cAMP
CBP
cDNA
CHO
CRE
CREB

CTB
DAPI
DAPT
ddH20
DMSO
DNA
dNTP
DTT

E. coli
EDTA
EGF
ES-Zelle
EtOH
EZM
FCS
GDFs
GE
GFAP
GS

GST
HDAC
HEK-293GP
HES
HMG
HRP
(InCell-) Ko-IP
IgG

IL

in situ

in vitro

Abbildung

activin receptor-like kinase
Bicinchoninsaure

basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor
basischen Helix-Loop-Helix
knochenbildende Proteine

Basenpaar

basalen Progenitor-Zelle
Rinderserumalbumin

beziehungsweise

Zirka

Cytosin-Adenin-Guanin

Brustkrebszelle

zyklisches Adenosin-Monophosphat
CREB-binde Protein

Komplementare Desoxyribonukleinsaure
Chinesische Hamsterovarien
zyklisches AMP-Antwort-Element
CREB-binding protein/p300-interacting transactivator with Asp/Glu-rich
C-terminal domain

Celltiterblue-Assay
4',6'-Diamidino-2-phenylindol

Inhibitor der ¥-Sekretase

deionisiertes Wasser

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Desoxynukleotidtriphosphat
Dithiothreitol

Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat

epidermaler Wachstumsfaktor
Embryonale Stammzelle

Ethanol

extrazellulare Matrix

Fetales Rinderserum

Wachstums- und Differenzierungsfaktoren
Ganglionische Eminenz

gliares fibrillares azides Protein
Glioblastom-stammzellahnliche Zelllinie
Glutathion-S-Transferase
Histondeacetylase

Humane embryonale Nierenzellen
hairy/enhancer split

Hoch mobile Gruppe
Meerettichperoxidase
Koimmunprazipitation (in der Zelle)
Immunglobulin G

Interleukin

in der Zelle

im Reagenzglas
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in vivo in der lebenden Zelle
IPTG Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranosid
KCI Kalzium-Chlorid
kDa Kilodalton
KP kortikale Platte
LB-Medium Luria-Bertani-Medium
LGE laterale ganglionische Eminenz
MAP-2 mikrotubular-assoziierte Protein-2
MAPK Mitogen-aktivierte Protein-Kinase
MCF7 Brustkrebszelle
MGE mediale ganglionische Eminenz
MH1/MH2 mad homology domains
mRNA Boten-Ribonukleinsaure
MZFA1 Myeloid-Zinkfinger Protein
N Neuron
N2a Neuroblastom-Zelllinie
NFkB Nuklearfaktor kB
NIZD intrazellulare Domane von Notch
NLS Kernlokalisierungssequenz
NPCs neural progenitor cells
NROB1 nuklearer Rezeptor Subtyp 0, Gruppe1
N-Terminus Amino-Terminus
ODsoonm Optische Dichte bei 600 nm
ORF Offenes Leseraster
PARP1 Poly (ADP-Ribose) Polymerase
PAX6 paired-box gene 6
PBS Phosphat gepufferte Salzlésung
PCR Polymerase-Kettenreaktion
PI3 Phosphat-Inositol-3
PIAS2 Protein-Inhibitor von aktiviertem STAT
PML promyelozytische Leukamieprotein
RNA Ribonukleinsaure
RNase Ribonuklease
RT Raumtemperatur
RT-PCR Echtzeit-PCR
SB431542 Inhibitor von TGFp
SDS-PAGE Natrium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
shRNA small hairpin Ribonukleinsaure
SMAD sma-mad-homology proteins
SRE Serum-Antwort-Element
Tab. Tabelle
TBE TRIS-Borat-EDTA-Puffer
TBS TRIS gepufferte Salzlésung
TE Puffer Tris-EDTA Puffer
TGFB transformierender Wachstumsfaktor beta
TOX3/TNRC9  Transkriptionsfaktor (Trinucleotid repeat containing 9)
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
TSA Trichostatin A
TSC22D3 Glucocorticoid-induziertes Leuzin-Zipper Protein
Tween Polyaethylenglycolsorbitanmonolaurat
UPL Universal Probe Library
viv Volumen pro Volumen
WF Wachstumsfaktoren
WT Wildtyp
X-Gal 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-galactopyranosid
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