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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Schwannzellen

Nervenfasern stellen eine Einheit aus Axon und der zur Glia gehérenden Axonschei-
de dar. Im peripheren Nervensystem (PNS) bilden Schwannzellen die Hauptpopulati-
on der Gliazellen. Erstmals beschrieben wurden die Schwannzellen vom Anatom und
Physiologen Theodor Schwann (1810-1880). In adulten Nerven dienen sie vor allem
dazu, eine schiutzende Markscheide um die Axone der Neuronen zu bilden und diese
je nach Kaliberstarke des Axons zu myelinisieren. Im zentralen Nervensystem (ZNS)
ubernehmen Oligodendrozyten diese Funktion. Es besteht eine enge Beziehung zwi-
schen Umfang der Markscheide und Dicke des Axons. Jeweils Teile des Achsenzy-
linders einzelner grof3kalibriger Axone mit einem Durchmesser >1um werden von
einer Schwannzelle umhdlit, die Myelin in das umhullende Neurolemm einlagert. Die
isolierende Myelinscheide ist in bestimmten Abstanden jeweils an der Stelle der Ran-
vierschen Schnurringe unterbrochen, wodurch eine saltatorische Erregungsleitung
und somit eine schnellere Fortleitung von Aktionspotentialen ermdglicht wird. Axone
schmaleren Kalibers (<1um) werden in Bindeln von 6-12 Axonen von den Zytoplas-
maauslaufern einer Schwannzelle umschlossen und bleiben unmyelinisiert, was eine
deutlich langsamere Erregungsleitung zur Folge hat. Weiterhin gibt es noch speziali-
sierte Schwannzellen, die als sogenannte perisynaptische Zellen oder Mantelzellen
die motorische Endplatte bedecken und eine wichtige Rolle im Zusammenhalt der
motorischen Einheit spielen [Son und Thompson, 1995; Trachtenberg und Thomp-
son, 1996; Lubischer und Bebinger, 1999; Rochon et al., 2001] AufRer an der Mark-
scheidenbildung sind Schwannzellen aber auch an der Entwicklung und Erhaltung

von peripheren Nerven mal3geblich beteiligt [Mirsky et al., 2002].

Die Entwicklung der Schwannzelle von einer multipotenten Neuralleistenzelle zu ei-
ner differenzierten adulten Schwannzelle verlauft Uber verschiedene Zwischenstufen,
die jeweils von bestimmten exogenen und endogenen Faktoren abhangig sind und
durch unterschiedliche Genexpressionsmuster charakterisiert werden [Lobsiger et al.,
2002]. Schwannzellen entstehen aus den Neuralleistenzellen, wie auch der Groliteil

der anderen Komponenten des peripheren Nervensystems. Neuralleistenzellen
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stammen aus dem Neuroepithel am dorsalen Ende des sich schlieRenden Neural-
rohrs [Liem et al., 1995; La-Bonne und Bronner-Fraser, 1999] und stellen eine Popu-
lation von migrationsfahigen, multipotenten Stammzellen dar, die zu den Bestandtei-
len des PNS, aber auch, je nach axialem Niveau, zu Melanozyten, zu kraniofaszialen
Knorpel- und Knochenelementen, zu glatten Muskelzellen, die den Ausflusstrakt des
Herzens und den Aortenbogen bilden [Chrezzo et al. 1998], und zu chromaffinen Zel-
len des Nebennierenmarks differenzieren konnen. Induziert werden die Neural-
leistenzellen durch das Bone Morphogenetic Protein (BMP-4), das von dem der Neu-
ralplatte anliegenden Ektoderm sezerniert wird [Liem et al., 1995]. BMP ist ebenfalls
verantwortlich fur die Ablésung vom Neuralrohr mit anschlieRender Migration nach
lateral-ventral [Sela-Donenfeld und Kalcheim, 1999, 2000]. Dazu kommt es um den
Embryonaltag 9-10 (E9-E10) herum. Dabei begleiten die potentiellen Schwannzellen
aussprossende motorische und sensorische Nervenblndel in die Peripherie, oder sie
bilden die Spinalganglien der Hinterwurzeln, in denen die sensorischen Neurone lo-
kalisiert sind. Sobald die potentiellen Schwannzellen ihr Zielgewebe erreicht haben,
beginnen sie zu differenzieren. Aus den multipotenten Neuralleistenzellen entstehen
unter dem Einfluss des von den Neuronen sezernierten 3-Neuregulins etwa ab dem
12. Embryonaltag Schwannzellvorlauferzellen [Shah et al., 1994]. Als weiteres glio-
genes Signal im peripheren Nervensystem ist das aktivierte Notch beschrieben wor-
den [Morrison et al., 2000; Wakamatsu et al., 2000]. Die Neuralleistenzellen expri-
mieren das Intermediarfilament Protein Nestin, Sox10 als ersten Gliamarker und den
low affinity Nerven-Wachstumsfaktor Rezeptor p75 LNGFR [Jessen et al., 1994;
Lobsiger et al., 2000]. Die Schwannzellvorlauferzellen exprimieren wie die Neural-
leistenzellen Nestin, Sox10 und p75 LNGFR, darUber hinaus aber auch das Wachs-
tums-assoziierte Protein 43 (GAP43), die Transkriptionsfaktoren Krox-24 und Oct-6
(SCIP), sowie in niedrigen Konzentrationen die Myelinproteine Protein 0 (P0O) und
Peripheres Myelin Protein 22 (PMP22) [Jessen et al., 1994; Blanchard et al., 1996;
Hagedorn et al.; 1999]. Die Schwannzellvorlauferzellen besitzen weiterhin ein hohes
migratorisches Potential. Am Tag E16.5 findet die Differenzierung von Schwannzell-
vorlauferzellen zu frihen Schwannzellen statt [Jessen et al., 1994]. Der Differenzie-
rungsprozess lauft sehr schnell und synchronisiert ab. Im Unterschied zu den
Schwannzellvorlauferzellen zeichnen sich die fruhen Schwannzellen durch eine star-
ke Expression des kleinen Kalziumbindungsproteins S 100, der Formation des sulfa-

tierten Galaktozerebrosid O4-Antigens und der Expression des Intermediarfilamentes
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Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) aus [Jessen et al., 1990, 1994; Mirsky et al.,
1990]. Ebenfalls hochreguliert werden die Transkriptionsfaktoren Oct-6 [Arroyo et al.,
1998] und Krox-20, wahrend Krox-24 herunterreguliert wird. Auch morphologische
Unterschiede sind erkennbar: die bipolare Form der frihen Schwannzellen unter-
scheidet sich deutlich von der flachen, epithelahnlichen Morphologie der Schwann-
zellvorlauferzellen [Lobsiger et al., 2001]. Anders als die Schwannzellvorlauferzellen,
die bei Verlust des axonalen Kontaktes umgehend den Zelltod via Apoptose einlei-
ten, sind frihe Schwannzellen in der Lage, auch ohne das Axon und die von ihm se-
zernierten Wachstumsfaktoren, insbesondere R-Neuregulin, zu Uberleben. Daher
nimmt man an, dass frilhe Schwannzellen einen autokrinen Uberlebenskreislauf be-
sitzen [Jessen et al., 1994]. Zwischen Embryonaltag 17 und Postnataltag 7 wird die
korrekte Anzahl an Schwannzellen pro Axon reguliert, so dass es zum apoptotischen
Zelltod zahlreicher Schwannzellen und Neurone kommt [Meier et al., 1999]. Die
verbleibende Anzahl der Neurone wird vom einerseits vom Zielgewebe bestimmt,
andererseits aber auch von der Zahl der Schwannzellen. Diese wird wiederum auch
von der Zahl der Axone reguliert [Grinspan et al., 1996; Sancho et al., 2001]. Diffe-
renzierung und Uberleben im PNS scheinen somit durch ein Zusammenspiel zwi-
schen den sich entwickelnden Schwannzellen und Neuronen bestimmt zu sein
[Mirsky und Jessen, 1999]. Die frihen Schwannzellen differenzieren um den Ge-
burtstermin herum zu reifen Schwannzellen, die sich in myelinisierende und nicht-
myelinisierende Schwannzellen einteilen lassen. Bei den myelinisierenden Schwann-
zellen kommt es zu einer Herunterregulation des Rezeptors p75 LNGFR, wahrend
alle Myelingene (wie z. B. PO, PMP22, MBP) und der Transkriptionsfaktor Krox-20
hochreguliert werden. Dagegen finden sich in nicht-myelinisierenden Schwannzellen
niedrige Niveaus an Myelingenen, aber hohe Konzentrationen des Transkriptionsfak-
tors Krox-24. Zu welchem dieser reifen Schwannzelltypen eine Zelle differenziert,
hangt von dem Kaliber des Axons ab, den sie umgibt. Auf molekularer Ebene sind in
diesen Prozess die drei Transkriptionsfaktoren Oct-6, Krox-20 und Sox10 involviert
[Wegner, 2000]. Ebenfalls wichtig fur die Induktion der Myelinisierung ist das vom
Axon ausgehende R-Neuregulin-Signal, bei dem es zur Aktivierung einer Phosphoi-
nositidyl-3-Kinase kommt. An Positionierung und Aufrechterhaltung des Myelins ist 3-

Neuregulin jedoch nicht mehr beteiligt [Dong et al., 1999].
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Entwicklung der Schwannzelle
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Abb. 1: Entwicklung der Schwannzelle

Die Abbildung zeigt die Entwicklung von der Neuralleistenzelle Uber die verschiedenen Vorstufen bis
zur reifen Schwannzelle. Dabei werden die Gene berlcksichtigt, die fur die jeweiligen Abschnitte der
Entwicklung wichtig sind oder diese markieren.

Das Zusammenspiel zwischen Schwannzellen und Neuronen ist nicht nur fir die
Entwicklung von Bedeutung, sondern ist auch mafRgeblich an der Regeneration von
Verletzungen peripherer Nerven beteiligt. Das periphere Nervensystem besitzt ge-
genuber dem zentralen Nervensystem eine einzigartige Regenerationskapazitat, die
die Strukturen eines verletzten Nervs wiederherstellen kann, auch wenn adulte Neu-
rone kein Teilungsvermdgen mehr besitzen. Nach Axotomie kommt es sowohl proxi-
mal als auch distal der Lasion zu spezifischen Veranderungen. Im distalen Axon-
segment findet in stereotyper Weise aus Mangel an Nachschub von Nahrstoffen die
absteigende Waller'sche Degeneration statt, bei der es zum Zerfall des Axons und
der Myelinscheide kommt. Die Schwannzellen kehren zu einem Phanotyp zurlck, der
dem von Schwannzellvorlauferzellen ahnelt, schranken die Expression von Myelin-
genen ein und beginnen zu proliferieren. Die degenerierten Axon- und Myelinreste

werden dann von Schwannzellen und Makrophagen phagozytiert. Zur Regeneration
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wird im proximalen Segment des Axons die Proteinsynthese gesteigert, um das be-
notigte Material zur Ausbildung eines Wachstumskegels zur Verfligung stellen zu
konnen. Dieser Wachstumskegel wachst mit einer Geschwindigkeit von 0,5-3mm pro
Tag auf das Zielgewebe zu. Entscheidend flur eine erfolgreiche Reinnervation ist das
Vorhandensein einer Leitstruktur, die den Weg zum Zielorgan weist. Diese Leitschie-
ne, die auch als Hanke-Bungner Band bezeichnet wird, wird von der noch bestehen-
den Basallamina des degenerierten Axons und von den neu proliferierenden
Schwannzellen, die sich entlang des degenerierten Segmentes aufreihen, gebildet.
Das axonale Auswachsen wird zudem mittels Sekretion von Nervenwachstumsfakto-
ren durch Schwannzellen und umgebenes Bindegewebe stimuliert. Nach Auswach-
sen des Axons entlang der Leitschiene und Wiederherstellung des Kontaktes zu den
umgebenen Schwannzellen, induziert es ihre Redifferenzierung und erneute Myelini-
sierung. Schwannzellen sind also sowohl an der Degeneration als auch an der Re-
generation von Verletzungen im Bereich des peripheren Nervensystems beteiligt [KU-
ry et al., 2001; Reichert, 2000; Schiebler et al., 1997].

perikaryon axon lesion mitotic Schwann basal
Schwann cell membrane
cells (mSC)

axon myelin
sprouts debris

Hanke-Bungner bands
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Abb. 2: Regeneration eines axotomierten Motoneurons

Nach der Lasion kommt es zur Degeneration des distalen Axonsegments, sowie zur Proliferation von
Schwannzellen und zur Phagozytose der degenerierten Axon- und Myelinfragmente durch Schwann-
zellen und Makrophagen (M@). Am regenerierenden Ende des proximalen Axonsegments bildet sich
ein Wachstumskegel aus, der entlang des Hanke-Blngner-Bandes, das aus Basallamina und
Schwannzellen besteht, in Richtung des denervierten Zielgewebes auswachst. Nach erfolgter Rein-
nervation beginnen die Schwannzellen erneut, Myelin zu produzieren.

1.2 Proliferation und Apoptose

Zu den wichtigsten Zellfunktionen, die im Nervensystem fir Entwicklung, Uberleben
und Erhaltung der Plastizitat erforderlich sind, zahlen Proliferation, Apoptose, Migra-
tion und Differenzierung. Als Proliferation wird die quantitative Zunahme der Zellzahl
durch Zellteilung bezeichnet. Diesem Prozess liegt der mitotische Zellzyklus zugrun-
de. Als Motoren der Zellzyklusmaschinerie dienen die Cyclin-abhangigen Kinasen
(CDK’s), die unter der engmaschigen Kontrolle sowohl von positiven als auch von
negativen Regulatoren stehen [Lee und Yang, 2001]. Der mitotische Zellzyklus von
Saugetieren lasst sich in vier Phasen einteilen: Mitose (M-Phase), erste Ruhephase
(G4), Synthesephase der genomischen DNA (S) und zweite Ruhephase (G;), auf die
wiederum die Mitose folgt. Die Progression von einer Phase zur nachsten wird durch
Cyclin-abhangige Kinasen und ihre assoziierten Cyclin-Untereinheiten reguliert. Die
CDK'’s werden aktiviert durch Assoziation mit Cyclinen zu Heterodimeren, bzw. durch
Phosphorylierung oder Dephosphorylierung von bestimmten Abschnitten. In der G-
Phase kommt es entweder zum Eintritt in eine weitere Runde der Zellteilung, zum
permanenten Austreten aus dem Zellzyklus oder zu einem transienten Austritt in die
ruhende Go-Phase. Tritt die Zelle unter Einfluss mitogener Stimuli in einen neuen
Zellzyklus ein, bendtigt sie das Vorhandensein der D-Cycline 1,2 und 3 und der
CDK’s 4 und 6, bis ein bestimmter Grenzpunkt Uberschritten wird, von dem an die
Zelle ihr Genom replizieren und den Zellzyklus unabhangig beenden kann. Die G-
Phase zwischen DNA-Synthese und Mitose dient der Korrektur von Replikationsfeh-
lern und Strangbrichen wahrend der Synthesephase, sowie der Vorbereitung auf die
Mitose. Der Ubergang in S-, G- und M-Phase wird durch Cyclin E/CDK2, Cyclin
A/CDK2 und Cyclin B/CDK1 vermittelt [Cunningham und Roussel, 2001; Pardee,
1989, Nurse, 1994; Nigg, 1995].
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Die negative Regulation der Cyclin-Cyclin-abhangigen Kinasen-Komplexe und damit
der Zellproliferation unterliegt den Inhibitoren der Cyclin-abhangigen Kinasen
(CDKI's). Die CDKI’s stellen eine Gruppe von kleinen Polypeptiden dar, die in zwei
Familien unterteilt werden: die Ink4-Familie, Inhibitoren der CDK 4/6, zu denen
p16lnk4a, p15Iink4b, p18ink4c und p19Ink4d zahlen und die Cip/Kip-Familie, die aus
p21cip1, p27kip1 und p57kip2 besteht [Ruas und Peters, 1998; Sherr und Roberts,
1999]. Die Cip/Kip-Proteine sind Inhibitoren der Cyclin E- und A-CDK2 und Cyclin B-
CDK1-Komplexe. p21cip1 und p27kip1 kdnnen aber gleichzeitig auch als positive
Regulatoren des Cyclin D-CDK 4/6 Komplexes in der frihen G41-Phase auftreten [La-
Baer et al., 1997; Cheng et al., 1999].

Apoptose oder programmierter Zelltod ist ein energieabhangiger, stets stereotyp ab-
laufender Prozess, der zum Zelluntergang fuhrt und weitgehend an Einzelzellen statt-
findet. Ausgeldst wird er durch Mangel an nutritiven Faktoren oder durch Vorhanden-
sein von Faktoren, die das Uberleben negativ beeinflussen. Apoptose ist zu Beginn
histomorphologisch charakterisiert durch Chromatinmargination und Kondensation
des Zellkerns. Spater nimmt die Kondensation zu, bis der Kern aufbricht
(=Karyorhexis) und in einzelne Fragmente zerfallt. Die Kondensation des Zellkorpers
findet unter Erhalt der Zellorganellen statt und flhrt zur Bildung von Abschnirungen,
die dicht mit Chromatinresten und Zellorganellen gepackt sind und als sogenannte
apoptotische Korperchen bezeichnet werden. Diese werden spater von benachbar-
ten Makrophagen unter Ausbleiben einer Entziindungsreaktion phagozytiert [Kerr et
al., 1972; Kerr et al., 1994]. Biochemische Grundlage der Apoptose ist die inter-
nukleosomale Degradation der DNA in Fragmente von 180-200 Basenpaaren Lange
durch selektiv aktivierte DNAsen. Diese Fragmente lassen sich mittels Elektrophore-
se nachweisen. DNAsen liegen im Cytoplasma der Zellen als inaktiver Komplex ge-
meinsam mit einem spezifischen Inhibitor vor. Wahrend der Apoptose kommt es zur
Aktivierung von Caspasen, die als intrazellulare Proteasen ihre Substrate spezifisch
hinter Aspartatresten spalten und fur die Abldsung der inhibitorischen Proteine von
dem DNAse-Komplex verantwortlich sind. Aktiviert werden die Caspasen durch O-
berflachenrezeptoren und proapoptotische mitochondriale Proteine [Enari et al.,
1998; Wyllie, 1980; Sanejima et al., 1998; Thornberry und Lazebnik, 1998]. Caspa-
sen stellen somit einen Angriffspunkt dar, um den Ablauf der Apoptose zu verhin-

dern. Ein apoptotischer Prozess dauert etwa 12-24h, erste morphologische Kriterien
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konnen aber schon nach 2h unter dem Lichtmikroskop nachgewiesen werden. Der
Apoptose gegenuber steht der nicht-apoptotische Zelluntergang, der als Nekrose
bezeichnet wird und zum Beispiel als Folge einer Ischamie auftritt. Charakteristisch
sind Entleerung der intrazellularen ATP-Speicher, Verlust des Membranpotentials,
gesteigerte Permeabilitat der Zellmembran mit konsekutivem osmotischen Wasser-
einstrom, sowie Anschwellen und Ruptur der Zellen und Zellorganellen und Auslo-
sung einer Entzundungsreaktion im nekrotischen Gewebe. Nekrose betrifft im Ge-
gensatz zur an Einzelzellen stattfindenden Apoptose immer Gruppen von Zellen
[Majno und Joris, 1995]. Der Prozess der Apoptose ist ein wichtiger Bestandteil der
Entwicklung des peripheren Nervensystems, welche auf Interaktionen zwischen
Schwannzellen und den neuronalen Axonen beruht. Dabei kommt es zunachst zur
Proliferation der Schwannzellen, an die sich eine Phase der Migration entlang der
Axone anschlief3t. Postnatal kommt es dann zur terminalen Differenzierung und Mye-
linbildung (s.0.). Nach Abschluss der Entwicklung mussen die uberzahligen
Schwannzellen mittels Apoptose eliminiert werden, um ein konstantes 1:1 Verhaltnis
zwischen Axon und der es umgebenden Schwannzelle zu erreichen. Bei der Modula-
tion der postnatalen Schwannzellzahl spielt der programmierte Zelltod also eine be-
deutende Rolle, ebenso aber auch nach Schwannzellproliferation im Rahmen einer
Lasion von adulten Nerven. Besonderes Interesse liegt daher an der Identifikation
von Genen und Proteinen, die regulierend in den Prozess der Apoptose von

Schwannzellen eingreifen konnen.

1.3 Mammalian Achaete Scute Homolog 2 (Mash2)

Das Mammalian Achaete Scute Homolog Gen 2 (Mash2) ist, wie das verwandte
Mash1, zuerst in einer Zelllinie aus sympathischen neuronalen Vorlauferzellen aus
der Neuralleiste von Ratten entdeckt worden, und stellt eine der Saugetierhomolo-
gien zum ,Achaete-Scute“ Komplex der Drosophila melanogaster dar [Johnson et al.,
1990; Guillemot et al., 1994]. Diese Gene spielen eine wichtige Rolle in der neuralen
Entwicklung der Drosophila melanogaster. Das Mash2-Gen enthalt ein ,basic helix-
loop-helix“-Motiv, dass eine DNA-Bindungsdomane kodiert [Villares und Cabrera,
1987; Ghysen and Dambly-Chaudiere, 1988; Campuzano and Modolell, 1992].
Mash2 gehért damit wie MyoD und E12 zur Klasse B der bHLH-Familie der



Einleitung

Transkriptionsfaktoren. Diese Gruppe agiert charakteristisch als A/B Heterodimere
und bindet ihre Zielgene uber E-Box Bindungsstellen in den Promotorregionen
[Johnson et al., 1992]. Interessanterweise ist die Sequenz der bHLH-Region von
Mash1 und Mash2 den Genen des ,Achaete-Scute” Komplex ahnlicher als denen der
anderen Mitglieder der bHLH-Familie aus Saugetieren [Johnson et al., 1990]. Mash2
konnte in einer Gruppe von ,imprinted Genen auf dem distalen Ende von Chromo-
som 7 der Maus, bzw. auf dem humanen Chromosom 11p15.5 lokalisiert werden
[Guillemot et al., 1995; Hatada und Mukai, 1995; Matusoka et al., 1995]. Genomi-
sches ,Imprinting“ bezeichnet einen epigenetischen Prozess, bei dem es zur unter-
schiedlichen Expression eines Gens in Abhangigkeit von der Vererbung tUber die va-
terliche oder mutterliche Gametogenese kommt. Dabei wird entweder das vaterliche
oder mutterliche Allel funktionell ausgeschaltet [Guillemot et al., 1995]. Zur selben
Ansammlung von ,imprinted“ Genen am distalen Ende von Mauschromosom 7 geho-
ren H19, Kvilgt1 und p57kip2, bei denen wie bei Mash2 das maternale Allel exprimiert
und das vaterliche Allel inaktiviert wird, daneben Igf2 und Insulin2, bei denen das
vaterliche Allel zur Expression kommt [Capary et al., 1998]. Die genauen Kontrollme-
chanismen, die zum genomischen ,Imprinting“ fuhren, sind noch nicht genau be-
kannt, flr einige Gene nimmt man den Prozess der Methylierung von DNA-Strangen
an. Fur Mash2 konnte dagegen nachgewiesen werden, dass das ,Imprinting“ auch in
Methyltransferase-Knockout-Mausen stattfindet und somit die Methylierung nicht der
Hauptmechanismus zur Ausschaltung des vaterlichen Allels sein kann [Dell et al.,
2001]. Moglicherweise spielt dabei die allelspezifische Chromatinkonformation eine
Rolle [Tanaka et al., 1999].

Wahrend fur Mash1 ein Einfluss auf Entwicklung und Differenzierung von Neuronen
nachgewiesen werden konnte [Guillemot, 1999], schien Mash2 lange Zeit nur eine
Rolle bei der Entwicklung des Trophoblasten wahrend der frihen Embryogenese zu
spielen. Mash2 kodiert dabei ein trophoblastenspezifisches Protein, das verantwort-
lich fur die Differenzierung von Trophoblastenzellen zu Spongiotrophoblastenzellen
ist. Die Entwicklung der Trophoblasten-Riesenzelllinie oder der Synzyti-
otrophoblastenzellen, die ebenfalls aus den Stammzellen des Trophoblasten hervor-
gehen, bleibt von Mash2 unbeeinflusst und unterliegt der Regulation anderer Gene
[Guillemot et al., 1994; Tanaka et al., 1997]. Mash2” Embryos sterben am 10. Tag

post conceptionem aufgrund von Plazentainsuffizienz. In den untersuchten Plazenten
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fehlten Spongiotrophoblastenzellen ebenso wie ihre Vorlaufer [Guillemot et al.,
1994]. In gesunden Mausembryonen kommt es wahrend der postimplantatorischen
Phase zu einer starken Expression von Mash2 in den diploiden Trophoblastenzellen
[Guillemot et al., 1994]. Allerdings wurden Transkripte von Mash2 auch wahrend der
Oogenese und in allen Zellen des praimplantatorischen Embryos entdeckt, auf die
diploiden Trophoblastenzellen ist es erst zum Zeitpunkt der Implantation beschrankt.
Die starke Expression in den Trophoblastenzellen besteht bis zum 12. Tag p.c., da-
nach kommt es zu einem Abfall der Transkripte [Rossant et al., 1998]. Dieses Ex-
pressionsmuster liel3 die Vermutung zu, dass das maternale Mash2 auch an der
Entwicklung der Blastozyste oder an der Implantation beteiligt ist, die These konnte
aber durch Experimente an tetraploiden Mausen widerlegt werden [Rossant et al.,
1998].

Abseits von der Plazentaentwicklung konnte aber mittels RT-PCR gezeigt werden,
dass Mash2 auch von Rattenschwannzellen des adulten Ischiasnervs und von Rat-
tenschwannzellen in Zellkulturen exprimiert wird [Kiry et al., 2002]. Sowohl nach
Durchtrennung als auch nach Quetschung von Ischiasnerven der Ratte kam es zur
transienten Herabregulierung der Expression von Mash2, was einen Zusammenhang
impliziert zwischen niedrigen Mash2-Konzentrationen und Waller'scher Degenerati-
on. In der Rolle als Transkriptionsfaktor besteht die Hauptfunktion von Mash2 aus der
Regulation von Genaktivitat untergeordneter Zielgene. Um die Rolle von Mash2 im
peripheren Nervensystem genauer verstehen zu kdénnen, war es somit wichtig, die
Zielgene von Mash2 zu identifizieren. Dies gelang mit Hilfe von Genexpressions-
Arrays an Mash2-uberexprimierenden Schwannzellen. Dabei zeigte sich, dass es zu
einer Suppression des Transkriptionsfaktorgens Krox-24 durch erhdhte Mash2-
Konzentrationen kam. Ebenso sank die Expression des Chemokins Mob-1/IP-
10/CRG-2, dahingegen kam es zum Anstieg der Expression des Chemokinrezeptor-
gens CXCR4. Ergebnisse von Analysen mit quantitativer real-time RT-PCR bestatig-
ten, dass Krox-24 und Mob-1 direkt durch Mash2 herunterreguliert werden, CXCR4
dagegen durch Mash2 induziert wird. Immunhistochemisch konnten Mash2, Krox-24,
Mob-1 und CXCR4 im Zellkern von myelinisierenden Schwannzellen kolokalisiert
werden. Weiterhin konnte mittels quantitativer real-time RT-PCR demonstriert wer-
den, dass p57kip2, ein Inhibitor cyclin-abhéngiger Kinasen, durch Uberexpression

von Mash2 stark induziert wird. Mash2 kann also abhangig vom Zielgen sowohl als
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Transkriptionsaktivator (CXCR4 und p57kip2) als auch als Transkriptionsinhibitor
(Krox-24, Mob-1) agieren [Kury et al., 2002]. Eine genauere Betrachtung der Eigen-
schaften und Funktionen der Zielgene von Mash2, die moglicherweise Ruckschlisse
auf die Rolle von Mash2 im peripheren Nervensystem erlauben, soll im Diskussions-

teil vorgenommen werden.

1.4 Ziel der Doktorarbeit

Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle des Transkriptionsfaktors Mash2 im peripheren
Nervensystem zu analysieren. Dabei sollten auch die Funktionen der von ihm regu-
lierten Zielgene, zu denen der Transkriptionsfaktor Krox-24, das Chemokin Mob-1,
der Chemokinrezeptor CXCR4 und der Inhibitor Cyclin-abhangiger Kinasen p57kip2
gehoren, untersucht werden. Proliferation und Apoptose zahlen zu den elementaren
Funktionen, die einerseits den Fortbestand einer einzelnen Zelle bestimmen, ande-
rerseits aber auch fur die Entwicklung so komplexer Systeme wie des Nervensys-
tems verantwortlich sind. Da Mash2 in seiner Funktion als Transkriptionsfaktor die
Genexpression von Schwannzellen reguliert, ist es von Interesse, seinen Einfluss auf
diese wichtigen Zellfunktionen zu untersuchen und dabei herauszufinden, inwiefern
seine Zielgene als Mediatoren dieser Effekte agieren. In dieser Arbeit lag die Kon-
zentration auf der Untersuchung von Proliferation und Apoptose, da diese Zellfunkti-
onen bestimmend auf die Interaktionen zwischen Neuronen und Schwannzellen wir-
ken. So wird wahrend der Entwicklung des peripheren Nervensystems uber den pro-
grammierten Zelltod die Zahl der Schwannzellen pro Axon reguliert, dahingegen ist
die Proliferation nach einer Nervenlasion unerlasslich zur Ausbildung einer das Aus-
wachsen des Axons ermdglichenden Leitschiene. Zur Analyse des Proliferations- und
Apoptoseverhaltens von Schwannzellen unter unterschiedlichen Bedingungen wur-

den verschiedene Methoden eingesetzt, die im Weiteren beschrieben werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zellkultur, Proliferations- und Apoptoseanalyse

Material

Firma

5-Brom-2’-deoxyuridin (BrdU)
Anti-BrdU-Antikorper

Anti-EGFP-Antikdrper
Anti-Kaninchen-Biotin-Antikorper
Anti-Maus-Cy-3-Antikorper
Avidin-Alexa-Green

Bovines Serum Albumin (BSA)
Deckglaschen

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
+ Hepes

Fetales Kalberserum (FCS)
Fluoreszenzmikroskop

Fluoromount G

Forskolin (Fsk)

Fugene 6

Glutamin

HCI

Hoechst-Kernfarbung 33342

In Situ Cell Death Detection Kit, TMR red
IP-10

LabTek Chamber Slights

MACS High Gradient Magnetic Seperation
Columns

MACSelect CD14 MicroBeads
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Roche (Mannheim)

Roche (Mannheim)

Invitrogen (Groningen,NL)

Roche (Mannheim)

Jackson Immuno (West Grove, USA)
Jackson Immuno (West Grove, USA)
Gibco (Karlsruhe)

Menzel-Glaser (Braunschweig)
Gibco (Karlsruhe)

Gibco (Karlsruhe)

Gibco (Karlsruhe)

Nikon (DUsseldorf)

Southern Biotechnolgy Associates
Sigma (Deisenhofen)

Roche (Mannheim)

Gibco (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Roche (Mannheim)

Roche (Mannheim)

R&D Systems (Wiesbaden)

Nunc (Wiesbaden)

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach)

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach)



Material und Methoden

Na,B40O7
Na,.Ethylendiamin-tetraessigsaure (EDTA)
Natriumcitrat

Paraformaldehyd (PFA)

PBE (= PBS+ bovines Serumalbumin+ EDTA)

Penizillin/Streptomyzin

Phosphat gepufferte Saline (PBS)
Poly-D-Lysin (PDL)

SDF-1a

Staurosporin

TGFB

TNFa

Triton-X-100

Trypsin/EDTA

Zellkulturschalen

2.1.2 Molekularbiologische Experimente

Material

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Karl Roth (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)

Gibco (Karlsruhe)

Gibco (Karlsruhe)

PAA (Linz, Osterreich)
Sigma (Deisenhofen)

R&D Systems (Wiesbaden)
Calbiochem (Bad Soden)
R&D Systems (Wiesbaden)
R&D Systems (Wiesbaden)
Merck (Darmstadt)

Gibco (Karlsruhe)

Greiner (Frickenhausen)

Firma

2-Mercaptoethanol

1 kb-DNA-Leiter

10x PCR-Puffer

2x Ligationspuffers

5x DNA-Dilutionspuffer
5x First Strand Puffer
ABI GeneAmp 5700
ABI Prism™ 310 Genetic Analyzer
Agarose

Ampicillin
Bromphenolblau
ddHZODEPC
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Merck (Darmstadt)

Roche (Mannheim)

Qiagen (Hilden)

Roche (Mannheim)

Roche (Mannheim)

Roche (Mannheim)

Applied Biosystems (Foster City, CA)
Applied Biosystems (Foster City, CA)
Ampresco

Boehringer (Mannheim)

Serva, Heidelberg
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Dimethylsulfoxid (DMSO)

deoxy-Nukleotidtriphosphat (dNTP)

Dithiothreitol (DTT)

DyeEx Spin Kit

Ethanol

Ethidiumbromid

Glyzerin

Hot-Star-Taq Polymerase
Kanamyzin

LB-Medium
Merckwasser (Lichrosolv)
MicroAmp Optical Caps
MicroAmp Optical Tubes
Oligodeoxynukleotide

Oligo(dT) Primer (dT19 GAC)

Pharmacia S 200 Spin columns

pPIRES2EGFP-Expressionsvektor

QlAex Kit
Qiagen Plasmid Maxi Kit

QIAprep Spin Plasmid Prep Kit

QlAshredder-Saulen
Q-Puffer

RLT-Puffer

RNase

RNasin

RNeasy Prep Systems

Sequenziermix (= DNA- Sequencing Kit Big

Dye)

Shrimp Alkalische Phosphatase (SAP)

SOC-Medium
Superscript I
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Sigma (Munchen)

Amersham Pharmacia
(Freiburg)
Amersham Pharmacia
(Freiburg)

Qiagen (Hilden)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Qiagen (Hilden)
Serva, Heidelberg

Merck (Darmstadt)

Biotech

Biotech

Applied Biosystems (Foster City, USA)
Applied Biosystems (Foster City, USA)

MWG Biotech (Ebersberg)
MWG Biotech (Ebersberg)
Amersham Pharmacia
(Freiburg)

BD Biosciences/ Clontech
Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Invitrogen (Gromingen, NL)
Qiagen (Hilden)

Biotech

Applied Biosystems (Foster City, USA)

Roche (Mannheim)
Invitrogen (Gromingen, NL)

Invitrogen (Gromingen, NL)
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SYBR Green PCR Mastermix
T4 DNA-Polymerase
Tris-Acetat-Puffer (TAE)
Template Suppression Reagent
TOP 10

TOPO Klonierungssystem

Trio Thermocycler
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Applied Biosystems (Foster City, USA)
Roche (Mannheim)

Merck (Darmstadt)

Applied Biosystems (Foster City, USA)
Invitrogen (Gromingen, NL)

Invitrogen (Gromingen, NL)

Biometra
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2.2 Methoden

2.2.1 Primare Schwannzellkultur

Neonatale Rattenschwannzellen wurden nach der Methode von Brockes et al.,
(1979) prapariert und in Zellkulturflaschen kultiviert, deren Kultivierungsflache 75 cm?
bzw. 210 cm® betrug. Alle zur Kultivierung von Schwannzellen verwendeten
KulturgefalRe wurden mit 1mg/ml Poly-D-Lysin (PDL)/PBS-L6sung bei RT fur 15 min
beschichtet und anschlieBend dreimal mit PBS gewaschen. Das Kulturmedium
bestand aus DMEM, 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin, 1% Glutamin und dem
cAMP-Agonisten Forskolin (Konzentration 2uM), welches dem Ansatz jeweils frisch
beizumischen war. Alle 3 Tage wurde das Medium gewechselt, bis die Zellen ein
konfluentes Stadium erreicht hatten. Die Kultivierung erfolgte in einem Brutschrank
unter Standardbedingungen bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 10% CO»-Zufuhr.

Konfluente Zellrasen wurden zur Zellexpansion passagiert. Dazu wurde das
Kulturmedium mit einer Glaspipette abgesaugt, die Zellen dreimal mit PBS
gewaschen und mit 3ml Trypsin/EDTA pro 75 cm?® (9ml pro 210 cm?3) fur 2 min bei
37°C inkubiert. Die proteolytische Ablésungsreaktion wurde mittels 10% FCS/DMEM
unterbrochen, die Zellen wurden gesammelt und anschlieRend durch 15 min
Zentrifugation bei 1200 U/Min pelletiert. Das Pellet wurde dann vorsichtig in
Kulturmedium resuspendiert. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 10 pl der
Zellsuspension in die Neubauer-Zellkammer gegeben und unter dem Lichtmikroskop
ausgezahlt. Die Schwannzellen wurden in einer Dichte von 10'000 Zellen/cm? in

frischem Kulturmedium ausgesat.

2.2.2 Transfektion

Die Transfektion primarer Schwannzellen erfolgte unter Verwendung des Fugene 6
Agens nach Anleitung des Herstellers (Roche). Zur spezifischen Uberexpression der
Mash2 und p57kip2 Gene wurden Schwannzellen mit den entsprechenden
Konstrukten pMash2-IRES2EGFP [Kury et al., 2002], p57kip2-IRES2EGFP (s.u.),
sowie pIRES2EGFP als Kontrollvektor transfiziert. Gleichzeitig fand eine
Kotransfektion mit dem CD14-Expressionsvektor pMACS-14.1 (Miltenyi Biotech)
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statt. Dazu wurden Schwannzellen der Passage 9-12 auf mit Poly-D-Lysin
beschichteten Zellkulturschalen (15cm Durchmesser) in einer Dichte von 10'000
Zellen/cm? ausplattiert und fur 24 h in Kulturmedium gehalten. Dann wurden nach
Protokoll pro Ansatz 1800ul des Transfektionsmediums DMEM+Hepes mit 54ul des
Transfektionsreagenz Fugene 6 vermischt und fir 10 min bei RT inkubiert.
Anschlieend wurden je 18ug DNA (1mg/ml) in den Ansatz pipettiert und flr weitere
5 min bei RT inkubiert. Zur Kotransfektion wurde den oben beschriebenen
Konstrukten pMACS-14.1 im Verhaltnis 5:1 hinzugefigt. Nach einem
Mediumwechsel wurde der Transfektionsansatz auf die Kulturschalen gegeben, die

dann fur weitere 24 h im Brutschrank unter Standardbedingungen kultiviert wurden.

2.2.3 Magnetisches Zellsortieren (MACS)

Um ausreichend hohe Transfektionsraten bei der Transfektion von
Rattenschwannzellen zu erreichen, wurden transfizierte von untransfizierten Zellen
mittels magnetischen Zellsortierens getrennt [Petry et al., 1999]. Mit dieser Methode
konnte die Transfektionseffizienz auf Uber 70% gesteigert werden [Kury et al., 2002].
Bei der Kotransfektion der Konstrukte pMash2-IRES2EGFP, p57kip2-IRES2EGFP
und pIRES2EGFP mit pMACS-14.1 wird laut den Angaben von Miltenyi Biotech eine
Kotransfektionsrate von Uber 90% erreicht. Das Plasmid pMACS-14.1 (4.4 kb) kodiert
fir ein humanes CD14-Oberflachenprotein. Der CD14-Oberflachenmarker wird von
dem monoklonalen Maus-Anti-Human CD14 Antikérper (Isotype: Maus IgG2a) der
mit den MACSelect CD14 MicroBeads konjugiert ist, gebunden. So werden alle
transfizierten Zellen mittels der MikroBeads magnetisch markiert und kdnnen so Uber
eine Saule (MACS High Gradient Magnetic Seperation Columns), die in das starke
Magnetfeld eines MACS Separators gebracht wird, von den untransfizierten Zellen
getrennt werden. Hierfur wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und
anschlieend mittels Trypsin-EDTA (1500ul, 2min bei 37° und 10% CO,) abgeldst.
Dann wurde fetales Kalberserum (FCS, 300ul) hinzugegeben und resuspendiert. Nun
wurden die MACSelect CD14 Mikrobeads (200ul) hinzugefigt und die Zellen
anschlieBend fur 15 Minuten auf einem Schduttler inkubiert (100/Min., RT). Nach
erneuter Resuspension wurde dem Ansatz steril filtriertes PBE hinzugegeben, die

Zellen gesammelt und unter Vermeidung von Luftblasen auf die vorher mit PBE
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gewaschenen Saulen pipettiert, jeweils in 500ul Schritten. Zum Schlul® wurden die
Saulen viermal mit PBE (je 500ul) gewaschen. AnschlieBend wurden die an die
Saule gebundenen transfizierten Zellen mit PBE (1000ul) und mit Hilfe eines Kolbens
aulBerhalb des Magnetfeldes eluiert. Das Eluat wurde mit Schwannzellmedium
versetzt und zentrifugiert (15 Min. bei 1200 U). Nach Resuspension des
entstandenen Pellets wurden die Zellen gezahlt und auf PDL-beschichteten Labtek
Kulturgefassen ausplattiert. Die Transfektionseffizienz konnte unter dem
Fluoreszenzmikroskop durch die Eigenfluoreszenz des EGFP direkt nach der

Transfektion oder spater mittels Immunhistochemie bestimmt werden.

2.2.4 Proliferationsversuch
Zur Untersuchung der Proliferation von Schwannzellen wurde die BrdU-Methode ver-
wendet [Gratzner et al., 1982].

2.2.4.1 BrdU-Inkubation

Zur Messung der Proliferation wurden Rattenschwannzellen auf mit PDL
beschichteten Objekttragerkammern (Labtek) ausplattiert. 24 Stunden nach dem
Ausplattieren, nach Stimulation oder Transfektion der Zellen, wurden diese mit 10uM
5-Brom-2’-deoxyuridin (BrdU) inkubiert. Die BrdU-Pulsdauer ist abhangig vom Zelltyp
und den Kulturbedingungen und variierte zwischen 8 und 48 Stunden. BrdU dient als
Proliferationsmarker, da es von den Zellen an Stelle von Thymidin wahrend der DNA-
Replikation in der S-Phase der Mitose in neu synthetisierte DNA-Strange eingebaut
wird. Nach Abschluss der Inkubationsdauer wurden die Zellen mit PBS gewaschen
und anschlieBend mit 4% Paraformaldehyd fur 15 min. bei RT fixiert. Nach erneutem
Waschen mit PBS wurden die Zellen bei 4°C aufbewahrt bzw. direkt
immunhistochemisch gefarbt.

2.2.4.2 Immunhistochemie

Zur Darstellung des BrdU-Epitops muss zunachst die DNA freigelegt und von ihrer
Proteinumhullung aus Histonen befreit werden, dazu wurden die Chromosomen mit

2M Salzsaure (aus PBS und 37%iger HCI, rauchend; frisch angesetzt) denaturiert
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und danach mit 0.1M NayB4O; (aufgeldst in PBS; pH:9; frisch angesetzt) wieder
neutralisiert. Die De- und die Renaturierung fand bei RT fur jeweils 10 Minuten statt.
Dann folgte die Blockierung mit einem Puffer aus PBS + 10% FCS + 0,1% Triton-X-
100 far 2 h bei RT. Nun wurde als Erstantikdrper der Anti-BrdU-Antikorper (Maus) in
der Konzentration 1:17 in Blockierungspuffer geldst aufgetragen (jeweils 50ul pro
Labtekfeld), mit einem Deckglaschen abgedichtet und tber Nacht bei 4°C inkubiert.
Handelte es sich um transfizierte Schwannzellen, so konnte gleichzeitig eine
Doppelfarbung gegen EGFP mit dem 1:1000 verdunnten Anti-EGFP-Antikdrper
(Kaninchen) durchgefuhrt werden. Am nachsten Tag wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und mit dem Zweitantikbrper Ziege-Anti-Maus (Cy3 konjugiert;
Konzentration 1:500) ebenfalls fur 24h bei 4°C inkubiert. Bei transfizierten Zellen
wurde der Ziege-Anti-Kaninchen-Antikdrper (an Biotin gekoppelt; Konzentration
1:200) hinzugegeben. Am darauf folgenden Tag wurde wiederum mit PBS
gewaschen. Transfizierte Zellen, bei denen eine Doppelfarbung durchgeflihrt wurde,
wurden mit dem Farbstoff Avidin-Alexa-Green, der mit Biotin in Bindung geht, fur eine
Stunde bei RT inkubiert (Konzentration 1:1000). Nach einem weiteren Waschschritt
wurde bei allen Zellen die Zellkerne mit Hoechst 33342 (Konzentration 1:1000, 10
Min. RT) markiert. Nach anschlieBendem Waschen wurden die Objekttrager in
Fluoromount eingebettet und mit einem Deckglaschen abgedichtet.

Die Auswertung des Proliferationsexperimentes erfolgte mittels Fluoreszenz-
mikroskopie. Dazu wurden bei einer Wellenlange von 340nm jeweils 9 Gesichtsfelder
pro Labtekfeld ausgezahlt. Dabei wurde die Zahl der proliferierenden Zellen der
Gesamtzahl der Zellen gegenubergestellt und statistisch ausgewertet. Zur
Quantifizierung diente die Lucia G/F Auswertungssoftware, die das Zahlverfahren mit
Hilfe von Makros vereinfacht. Mit diesem Programm wurden auch die Aufnahmen der

Praparate gemacht.

2.2.5 Apoptose-Versuch

Zur Detektion und Quantifizierung von Einzelzellapoptose wurde das In Situ Cell
Death Detektion Kit, TMR red von Roche verwendet, das auf der TUNEL-
Technologie (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end

labeling) basiert [Gavrieli Y et al., 1992]. Wahrend der Apoptose kommt es friihzeitig
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zur Fragmentierung der DNA, die dabei entstehenden Strangbriiche kénnen durch
Markierung an ihrem freien 3'OH-Ende identifiziert werden. Das Enzym Terminale
Deoxynukleotidyl Transferase (TdT) katalysiert die Polymerisation der Nukleotide, die
mit einem roten Farbstoff (TMR =Tetra-Methyl-Rhodamine) kombiniert sind, an die
freien 3'OH-Enden der Strangbriche auf eine Sequenz-unabhangige Weise. Die
markierten Molekile konnen nun am Fluoreszenzmikroskop oder durch Fluss-
Zytometrie identifiziert und quantifiziert werden. Die TUNEL-Reaktion ist spezifisch
fur DNA-Strangbriche, die wahrend der Apoptose entstehen, so dass zwischen
Apoptose und Nekrose, bzw. primaren Strangbrichen, die durch Zytostatika oder
Bestrahlung entstehen, differenziert werden kann.

Zur Durchfuhrung des Versuches wurden Rattenschwannzellen (unbehandelt,
transfiziert oder stimuliert) auf mit PDL-beschichteten Labtek Kulturgefassen
ausplattiert (10000/Feld) und nach 48 Stunden mit 2% Paraformaldehyd fur eine
Stunde fixiert. Nach dreifachem Waschen mit PBS wurden die Zellen fur 2 Minuten
auf Eis gestellt und anschliellend mit einer Lésung aus 0,1% Triton-X-100 und 0,1%
Natrium-Citrat in PBS permeabilisiert. Nach erneutem dreifachem Waschen mit PBS
wurde die TUNEL-Reaktionslosung aufgetragen (50ul pro Feld), die aus der
Nukleotidlésung (450ul) und aus der TdT aus Kalber Thymus (50ul) besteht. Als
Positivkontrolle wurde ein Teil der Zellen fir 10 min bei 37°C mit 7,5U DNase | in
10mM Tris/HCI ph 7,5 und 25 mM MgCl, behandelt. Nun wurde der Objekttrager mit
einem Deckglaschen abgedeckt, so dass eine homogene Ausbreitung der TUNEL-
Losung gewahrleistet und der Verlust von FlUssigkeit vermieden wurde.
Anschlielend wurde fur 60 min. bei 37° im Dunkeln inkubiert. Dann wurde die
TUNEL-Reaktion mit einem Puffer aus PBS, 0,1% Triton-X-100 und 0,5% bovinem
Serum Albumin (BSA) blockiert. Nach einem erneuten Waschschritt mit PBS wurden
die Zellkerne mit Hoechst 33342 (Verdlinnung 1:1000, Inkubation fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur) angefarbt und die Objekttrager anschlieRend in Fluoromount
eingebettet.

Darauf folgte die Auswertung am Fluoreszenzmikroskop. Es wurden jeweils 9
Blickfelder pro Labtekfeld bei 340 nm Wellenlange ausgezahlt und zur
Quantifizierung der Apoptose die Zahl der apoptotischen Zellen mit der Gesamtzahl
der Zellen verglichen. Dazu wurde das Computerprogramm LUCIA F/G (siehe
2.2.5.2) verwendet.
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2.2.6.1 RNA-Isolierung

Alle Loésungen, die zur RNA-Isolierung verwendet wurden, sind mit RNase-freien
ddH,OPEPC  angesetzt worden. Hierfir wurde Aqua dest. mit DEPC (=
Diethylpyrocarbonat) in einer Endkonzentration von 0,1% angesetzt, 3h gerthrt und
autoklaviert. Weiterhin wurde jede RNA und jede cDNA bei -20°C gelagert.
Schwannzellen wurden auf 6-Well-Kulturplatten ausgesat und kultiviert. Zur
Isolierung der RNA aus den Schwannzellkulturen wurden diese mit PBS gewaschen
und anschlieBend mit je 350yl Lyse-Puffer (RLT-Puffer der mit 0,1M 2-
Mercaptoethanol im Verhaltnis 100:1 versetzt worden ist), von der Kulturflache
abgeldst und lysiert. Dann wurde das Lysat mit Hilfe einer QIAshredder-Saule
homogenisiert und das Eluat bei -20°C aufbewahrt. Die RNA wurde nun mit Hilfe des
RNeasy Prep Systems von Qiagen nach den Abgaben des Herstellers isoliert. Daftr
wurde das Eluat mit 350ul 70%igen Ethanol versetzt und zur Absorption der RNA auf
die RNeasy Spin Column gegeben. Um die RNA von Kontaminationen mit
genomischer DNA zu reinigen, wurde eine DNase-Behandlung (RNase-Free DNase,
Qiagen) durchgefuhrt. Dazu werden 10ul DNase | (1500 U) mit 70pul RDD-Puffer
vermischt und fir 20 min auf den S&ulen inkubiert. AnschlieRend wurden
Verunreinigungen der RNA durch mehrfaches Waschen mit RW1- und RPE-Puffer
und darauf folgendes Zentrifugieren eliminiert. Schliel3lich wurde die RNA mit Hilfe
von 30ul ddH,OPEPC aus der Saule eluiert. Die RNA wurde sofort auf Eis gestellt oder
bei -20°C gelagert.

2.2.6.2 Messung der RNA-Konzentration

Quantitat und Qualitat der extrahierten RNA wurde spektrophotometrisch bestimmt.

Hierfur wurde die zu quantifizierende Nukleinsdure mit ddH,OPE"©

als Losungsmittel
verdunnt (1/100) und in einer Quarzkuvette gegen das als Nullwert eingestellte
Losungsmittel gemessen. Die Konzentration der RNA wurde durch Messung der
optischen Dichte bei 260 nm bestimmt. Verunreinigungen durch Proteine wurde
mittels Bestimmung des Quotienten ODy60/OD2g9 ausgeschlossen. Ein Quotient >1,8

identifiziert dabei reine RNA.

22



Material und Methoden

2.2.7 Reverse Transkription

Die RNA wurde mit dem Enzym Superscript Il (Gibco) in einer Reversen
Transkription in cDNA umgeschrieben. Dazu wurde 1ug totale RNA mit 1l
Oligo(dT)GAC Primer (50uM), 3ul ANTP (2.5mM), 2ul DTT, 4.5ul 5x First Strand
Puffer und 1pl RNasin (10U) gemischt und anschliefend 1ul der Reversen
Transkriptase Superscript 1l (1U) hinzugegeben. Nach 10 min Inkubation bei RT
erfolgte die Reverse Transkription bei 42°C fur 60 min, anschlieBend wurde das
Enzym 2 min lang bei 95°C inaktiviert. Die cDNA wurde unverzlglich auf Eis gestellt

und eingefroren.

2.2.8 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die bei der Reversen Transkription entstandene cDNA wurde mit Hilfe von
spezifischen Primern in einer Polymerasekettenreaktion vervielfaltigt. Das Ziel war
die Klonierung von p57kip2 cDNA der Ratte. Dazu wurden 2ul der cDNA mit Sul 10x
Puffer, 4ul dNTP-Mix (2,5mM), 5ul Forward-Primer (20pmol/ul), 5ul Reverse-Primer
(20pmol/ul), 10ul Q-Puffer, 19ul ddH,0 und 0.5ul Hot-Star Tag-DNA-Polymerase
versetzt. Das Profil eines Amplifikationszyklus war: 30 sec bei 94°C zur
Denaturierung der DNA, gefolgt von 1 min bei 55°C zur Hybridisierung der Primer mit
der DNA und anschlieBend 1 min bei 72°C zur Elongation. Die PCR-Produkte
wurden gelelekrophoretisch aufgetrennt und die Spezifitat des jeweiligen Amplifikates
wurde durch Sequenzierung verifiziert. (s.u.)

Folgende Primer wurden verwendet (r=Ratte; m=Maus):

mp57kip2-Forward1 5-AGCCAGCAGAACAGCATG-3’
mp57kip2-Forward2 5-AGCGATGGAACGCTTGGCCTC-3’
rpS7kip2-Reverse 5-GGTCTAAACTAACTCATC-3’

2.2.9 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Herstellung des Gels wurde die Agarose in einer Konzentration von 1% in 1x
TAE-Puffer (60x TAE: 242g Tris-Base, 57.1 ml Eisessig, 100ml EDTA (500 mM, pH
8.0, ad 1l mit aqg. dest.) durch Kochen gelost und nach Abkuhlen mit Ethidiumbromid
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(0,5ug/ml) versetzt. Das Gel wurde nun in einen Gelschlitten gegossen, in den vorher
ein Gelkamm eingesteckt worden ist. Nach Abkuhlen und Erharten des Gels wurde
der Kamm herausgezogen und das Gel mit dem Gelschlitten in eine Gelkammer
gesetzt. Als Laufpuffer wurde 1x TAE-Puffer in die Kammer gegossen, bis das Gel
vollstandig von Puffer bedeckt war. Die Proben wurden vor der Beladung des Gels
mit 1/10 Volumen Blaumarker (Bromphenolblau 0.25%, Saccharose 40%) versetzt
und ebenso wie eine 1 kb-Leiter, die als Langenstandard diente, in die Geltaschen
pipettiert. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 100V bis zur gewunschten
Laufstrecke. Die Visualisierung der DNA wurde durch das sich in die Tertiarstruktur
der Nukleinsauren interkalierende Ethidiumbromid ermdglicht und erfolgte bei 312
nm mit einem UV-Transluminator (Raytest). Zur Dokumentation wurde eine
integrierte CCD-Kamera verwendet. Als Auswertungsprogramm diente die Software
DIANA.

2.2.10 Aufreinigung der PCR-Produkte

Zur Aufreinigung wurden die Amplfikate auf eine Saule (Pharmazia S 200) pipettiert
und 3 min bei 3000U zentrifugiert.

2.2.11 Klonierung

Die aufgereinigten PCR-Produkte, die mit einer TA-Uberhange produzierenden DNA-
Polymerase erzeugt worden sind, wurden mit Hilfe des TOPO Klonierungssystems
(Invitrogen) nach den Herstellerangaben in den pCR-Vektor einkloniert, der sowohl
ein Ampicillin- als auch ein Kanamycin-Resistenzgen besitzt. Der geschnittene
Vektor ist an seinen Enden mit Topoisomerasemolekilen gekoppelt. Der
Ligationsansatz bestand aus 3ul PCR-Produkt, 1pl Vektor und 1ul Salzlésung.
Inkubiert wurde flir 10 min bei RT. Das Ligationsprodukt wurde sofort zur

Transformation eingesetzt.
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2.2.12 Transformation

Zur Transformation wurden chemokompetente E. coli TOP 10 Bakterien verwendet.
Zu den Bakterien, die auf Eis aufgetaut worden sind, wurden 5pul des
Ligationsproduktes gegeben und vorsichtig gemischt. Der Ansatz aus Bakterien und
dem zu transformierenden Plasmid wurde fur 30 min auf Eis inkubiert. Dann wurde
das Reaktionsgefal® fur 45 sec bei 42°C erhitzt und sofort wieder fur 2 min zum
Abkuhlen auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 200ul SOC-Medium [20g Bacto-Trypton,
5g Bacto-Hefeextrakt, 10ml NaCl (1M), 2.5ml KCI (1M), 10ml MgCl, (1M), MgSO,4
(1M), 10ml Glukose (2M), ad 11 aqg. dest.; die letzten drei Substanzen erst unmittelbar
vor Gebrauch hinzugeben] wurden die Bakterien fur 1h bei 37°C inkubiert. Dann
wurden die Bakterien auf Ampicillin-LB-Platten ausgestrichen und Uber Nacht in
feuchter Atmosphare bei 37°C gelagert. Die transformierten Bakterien werden Uber
ihre Ampicillinresistenz selektiert, so dass nur aus transformierten Bakterien mit
Resistenzgen Kolonien entstehen konnen. Am nachsten Tag wurden die Klone mit
einem sterilen Zahnstocher gepickt und jeweils in ein Rohrchen mit 5ml LB-Medium
Uberfuhrt, das vorher mit 5ul Kanamycin (Endkonzentration 50ug/ml) versetzt worden
war. Die Roéhrchen wurden in einem Schuttelinkubator bei 37°C mit einer
Schuttelfrequenz von 200 rpm wiederum Uber Nacht inkubiert. Ein Teil der
Bakteriensuspension wurde mit einem Volumen Glyzerin versetzt und bei -20°C

eingefroren.

2.2.13 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli

2.2.13.1 Plasmid-Minipraparation

Die Plasmid-DNA wurde mittels einer Mini-Praparation aus den transformierten
Bakterien isoliert. Die Methode nach Birmboim und Doly (1979) wurde nach dem
Herstellerprotokoll der Firma Qiagen modifiziert als QlAprep Spin Plasmid Prep Kit
verwendet. Dazu wurden 1,5ml einer Bakterienkultur zentrifugiert (Zentrifugations-
bedingungen: 2.000 x g, 10 min., 4°C) und das Bakterienpellet in 250ul P1 RNase-
Puffer resuspendiert. Anschlielend wurden 250ul P2-Puffer zur Lyse zugegeben,

vorsichtig vermischt und das Roéhrchen fir 3 min bei RT stehengelassen. Dann
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wurden 350ul N3-Puffer zum Ausfallen der Proteine hinzupipettiert und 8 min bei
maximaler Umdrehungszahl (14.000 x g) zentrifugiert. Der Uberstand wurde direkt
auf eine im Kit enthaltende Spin-Saule gegeben, 30 sec maximal zentrifugiert, mit
500l PE-Puffer gewaschen, wiederum 30 sec bei maximaler Umdrehungszahl
zentrifugiert und schlieBlich mit 40ul Elutionspuffer versetzt und 5min bei RT
inkubiert. Dann wurde 1 min bei 12.000 x g zentrifugiert und das Eluat in ein neues
Eppendorfgefald tberfuhrt.

2.2.13.2 Plasmid-Maxipraparation

Wurden groRere Mengen an Plasmid-DNA bendtigt, wurde das Qiagen Plasmid Maxi
Kit zur Isolation der DNA verwandt. Dazu wurde nach dem Protokoll des Herstellers
verfahren, welches nach dem gleichen Prinzip wie bei der Miniplasmidpraparation

vorgeht.

2.2.13.3 Restriktion der DNA

Die DNA wurde sequenzspezifisch mit Hilfe der Restriktiondendonuklease EcoRI
geschnitten. Dabei wurden fur 1ug DNA eine Enzymeinheit (1U) des Enzyms
eingesetzt. Gemeinsam mit 2yl 10x Puffer H und ad 20pyl H,O wurde der

Reaktionsansatz 1h bei 37°C inkubiert.

2.2.13.4 Dephosphorylierung

Vektoren, die mittels Restriktionsenzymen geschnitten worden sind, wurden mit einer
Alkalischen Phosphatase (Shrimp Alkali Phosphatase, SAP) nach Herstellerangaben
mit einer Enzymeinheit (1U) SAP je pmol DNA-Enden dephosphoryliert. Um eine
Ligation der Vektorenden alleine ohne Insertion der DNA zu vermeiden, war es
notwendig, die Enden der Vektoren zu dephosphorylieren, da eine Ligation nur Uber
Phosphatgruppen erfolgt. Da nur noch das Insert phosphoryliert ist, kann es gut in

die Vektoren integriert werden. Die Anzahl der Enden wurde nach der Formel pg
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DNA/kb DNA x 3.04 bestimmt. Die SAP wurde nach 15 minutiger Inkubation durch

Erwarmen auf 65°C irreversibel denaturiert.

2.2.13.5 Isolierung und Reinigung von DNA-Fragmenten

Nach Auftrennung der DNA-Fragmente Uber ein Agarosegel konnten gewulnschte
Fragmente unter einer UV-Lampe visualisiert und aus dem Gel herausgeschnitten
werden. Die Aufreinigung erfolgte dann Uber das QlAex Kit (Qiagen) oder Ultrafree

DA (Millipore) nach Herstellerangaben.

2.2.14 Sequenzierung

Zur Sequenzierung von DNA nach der Sanger Dideoxy-Methode wurde der ABI
Prism™ 310 Genetic Analyzer von Applied Biosystems verwendet, der mit einem
Kapillarelektrophorese-System ausgestattet ist. Der Sequenzierreaktionsansatz
bestand aus 7ul Sequenziermix, 1yl DMSO, 1.5ul eines spezifischen
Oligonukleotidprimers (entweder forward oder reverse, 5 uM), 200-500ng der
aufgereinigten DNA und aq. dest bis zu einem Reaktionsvolumen von 20ul. Mit dem
Ansatz wurde nun folgendes Amplifikationsprogramm im Thermocycler durchgefihrt:
initial 5 min bei 95°C, dann 25 Zyklen a 30 s bei 94°C, 30 s bei 54°C und 4 min bei
60°C. Nach erfolgter PCR wurde der Sequenzieransatz mit Hilfe des DyeEx Spin Kits
aufgereinigt. Dazu wurde er auf die zum Kit gehorigen Saulen, die vorher 3 min bei
3.000 x g zentrifugiert worden sind, gegeben und ebenfalls 3 min bei 3.000 x g
zentrifugiert. Das Eluat wurde anschliellend mit dem gleichen Volumen an Template
Suppression Reagent vermischt, fur 2 min auf 92°C erhitzt und dann auf Eis gestellt.
Nun erfolgte die Kapillarelektrophorese im Sequenziergerat (s.0.) und die

anschliellende Analyse mittels der Sequencher Software von Gene Codes.
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2.2.15 Ligation in den pIRES2EGFP Expressionsvektor

Nach Restriktion der DNA mit EcoRI, Dephosphorylierung mittels alkalischer
Phosphatase (SAP) und der Durchsequenzierung von mindestens vier unabhangigen
Klonen wurde das gesuchte DNA-Fragment in einen pIRES2EGFP
Expressionsvektor mit Hilfe des T4 Rapid Ligation Kit (Roche) umkloniert. Dazu
wurden das DNA-Fragment und pIRES2EGFP-Vektor-DNA (EcoRI geschnitten) im
Verhaltnis 4:1 eingesetzt und mit 2ul 5x DNA-Dilutionspuffer und ad 10l ddH20O
versetzt. Nach Zugabe von 10ul des 2x Ligationspuffers und 1U T4 DNA-Polymerase
wurde fur 45 min bei RT inkubiert. AnschlieRend wurden E.coli TOP 10 Bakterien mit
dem neuen Vektor transformiert (siehe 2.14 Transformation). Der Expressionsvektor
enthalt neben einem CMV-Promotor eine interne Ribosomenbindungstelle (IRES)
und eine EGFP-Sequenz, die ein grunes Fluoreszenzprotein kodiert. Das einklonierte
DNA-Fragment ist durch die interne Ribosomenbindungstelle von der EGFP-

Sequenz getrennt.

2.2.16 Quantitative Polymerasekettenreaktion (Q-PCR)

Zur Untersuchung von Genexpressionsprofilen in Schwannzellen diente die
quantitative PCR nach Heid et al., 1996, die mittels Fluoreszenzmessung eine
Echtzeitanalyse des Amplifikationsverlaufes und die Bestimmung der ursprtinglich
eingesetzten Anzahl an DNA-Kopien ermoéglicht. Dazu wurde der GeneAmp 5700
(Applied Biosystems) verwendet. Als Fluoreszenzfarbstoff wurde der Doppelstrang-
DNA-bindende Farbstoff SYBR Green (Applied Biosystems) benutzt. Die
Fluoreszenzemissionen wurden mit einer CCD-Kamera aufgezeichnet. Zur Analyse
wurden zunachst Schwannzellen lysiert, die RNA isoliert und mittels einer Reversen
Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Je 40ul der cDNA-Proben wurden mit 180yl
H,O LiChrosolv (Merck) verdunnt. Davon wurden jeweils 5yl mit 15ul SYBR Green
PCR Mastermix, einer entsprechenden Menge 5 -Primer und 3 -Primer und ad 30yl
H,O versetzt. Als Reaktionsgefalie wurden spezielle MicroAmp Optical Tubes mit
entsprechenden MicroAmp Optical Caps (Applied Biosystems) verwendet. Das
Amplifikationsstandardprogramm bestand aus 1 Zyklus mit 2 min bei 50°C und 10
min bei 95°C, gefolgt von 40 Zyklen mit je 15 s bei 95°C und 1 min bei 60°C. Die
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quantitative Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software von Applied Biosystems und
Anwendung der AAC+—Methode. Die einzelnen Messdaten wurden dabei jeweils auf
die Glyzeraldehyd 3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH) wund Ornithin-
Decarboxylase (ODC) Expressionswerte bezogen. Hierbei handelt es sich um zwei

fur Schwannzellen Genexpressionsanalysen geeignete Referenzgene.

Folgende Primer wurden verwendet:

Mash?2 forward: AACTTTCCAACCTGGCCAAGGT
Mash2 reverse: AGCCAGGCATCTTGCCC
Mash2 2 forward: GGTGGACCTACCTGCGTTTC
Mash2_2 reverse: GCTGCACTAGACAGCATGGG
GAPDH forward: GAACGGGAAGCTCACTGGC
GAPDH reverse: GCATGTCAGATCCACAACGG
p57kip2 forward: CAGGACGAGAATCAGGAGCTGA
p57kip2 reverse: TTGGCGAAGAAGTCGTTCG
CXCR3 forward 1: AGCCATGTGGACGCCA

CXCR3 forward 2: GGCCTCCTACTTGGGCTTGT
CXCR3reverse 1: GTGCATGTAGCCCATGCCT
CXCR3reverse 1: GGGTTGCACAGGCTCCAGT
ODC forward: GGTTCCACAGGCCAAACATC
ODC reverse: GTTGCCACATTGACCGTGAC
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3. Ergebnisse

3.1 Proliferationsanalysen

3.1.1 Proliferationsbedingungen von Schwannzellen

Um die Proliferation von Schwannzellen beurteilen zu kénnen, war es wichtig,
zunachst die optimalen Wachstumsbedingungen auszutesten. Dafur wurden
Rattenschwannzellen auf Labtek Kulturgefassen in einer Dichte von 57000, 7500,
107000, 15°000 und 20°000 SC/Feld in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM),
10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin, 1% Glutamin und 2uM des cAMP-Agonisten
Forskolin ausgesat. Die Zellen wurden fur 24h unter Standardbedingungen (37°C,
95% Luftfeuchtigkeit und 10% CO»-Zufuhr) im Brutschrank kultiviert. Dann wurden
die Zellen unterschiedlichen Medien ausgesetzt, die jeweils aus DMEM, 1%
Penicillin/Streptomycin und 1% Glutamin bestanden, aber bezuglich ihres FCS und

Forskolingehaltes variierten:

MEDIUM FCS Forskolin
l. 10% 2uM

1. 10%

1. 0,5% 2uM

V. 0,5%

Nach weiteren 24h im Brutschrank wurden die Zellen mit 10uM 5-Brom-2’-
deoxyuridin (BrdU) fur eine Pulsdauer von 8h bzw. 24h inkubiert. Nach Fixation und
Immunhistochemie mit einem monoklonalen anti-BrdU Antikorper (Roche) konnte
mittels Fluoreszenzmikroskopie folgendes Ergebnis ermittelt werden: Schwannzellen
proliferieren nur stark, wenn ihrem Medium sowohl 10% FCS als auch 2uM Forskolin
zugesetzt wurde [Abb. 3 und 4]. Dieser Effekt war sowohl nach 8h als auch nach 24h
BrdU-Inkubationsdauer erkennbar, die Proliferationraten lagen nach 8h bei etwa 20%
der Zellen und stiegen nach 24h auf bis zu 82% an. Dabei muss berucksichtigt
werden, dass nach 24h auch Schwannzellen erfasst werden, die schon mehr als

einen Mitosezyklus durchlaufen haben. Alle Zellen, die unter Mediumsbedingungen
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kultiviert wurden, denen FCS, Forskolin oder beide Substanzen entzogen worden
sind, zeigten nur geringe Teilungsaktivitat. |hre Proliferationsraten erreichten nur
Werte zwischen 1 und 9,5%.

Auch morphologische Unterschiede lie3en sich erkennen: Rattenschwannzellen, die
durch Zusatz von 10% FCS und 2uM Fsk voll stimuliert wurden, stellten sich flach
und unpolar dar, wohingegen die Zellen, die ohne Forskolinzusatz und mit einer zum
Uberleben gerade ausreichenden minimalen Menge an FCS auskommen mussten,
eine langgestreckte, spindelférmige und bi- oder tripolare Morphologie zeigten.
Interessant war auch die Proliferationsanalyse fiur die unterschiedliche
Plattierungsdichte der Schwannzellen. Dabei war zu beobachten, dass das
Proliferationsmaximum bei einer Dichte von 10°000 bis 15°000 SC pro Flache lag,
wahrend Zellen, die weniger dicht oder dichter ausplattiert worden sind, geringere
Proliferationsraten  zeigten.  Hier  zeigt sich die  Abhangigkeit des
Schwannzellwachstums von Zell-Zell-Kontakten bei geringer Zellzahl bzw. die
Kontaktinhibition bei zu grofier Zelldichte. Die Konditionierung durch das Medium
fuhrt dabei nur zu einem zusatzlichen Effekt, da Schwannzellen eine Reihe von
Wachstumsfaktoren selber produzieren.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die optimalen Proliferationsbedingungen
fur Schwannzellen durch den Zusatz von 10% FCS und 2uM Forskolin und einer
Plattierungsdichte von 10°000-15°000 Zellen pro Feld charakterisiert sind.
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25.00 - Mediumentzug 8h BrdU-Inkubation

20,00 -

15,00

10,00 +

Proliferationsrate [%)]

5,00

0,00 -

1 2 3 4

10% FCS, 2uM Fsk 10% FCS 0,5% FCS, 2uM Fsk 0,5% FCS

Abb. 3 zeigt Rattenschwannzellen der 10. Passage, die in einer Dichte von 15°000 Zellen pro 1cm?
Flache auf Labtek Kulturgefdssen ausplattiert und unter verschiedenen Mediumsbedingungen
kultiviert wurden. AnschlieBend wurde mittels 10uM 5-Brom-2’-deoxyuridin  (BrdU) die
Proliferationsaktivitdt der Zellen bestimmt. Die BrdU-Pulsdauer dauerte 8h an. Gezeigt werden die

Daten eines von drei unabhangigen Experimenten.

Mediumentzug 24h BrdU-Inkubation

90,00 4
80,00
70,00
60,00
50,00 -
40,00 -

30,00 A

Proliferationsrate [%]

20,00 A

10,00 A

0,00 -
1 2 3 4

10%FCS, 2uM Fsk  10%FCS 0,5%FCS, 2uM Fsk  0,5%FCS

Abb. 4 zeigt Rattenschwannzellen der 10. Passage, die in einer Dichte von 15°000 Zellen pro 1cm?
Flache auf Labtek Kulturgefdssen ausplattiert und unter verschiedenen Mediumsbedingungen
kultiviert wurden. AnschlieBend wurde mittels 10uM 5-Brom-2’-deoxyuridin  (BrdU) die
Proliferationsaktivitat der Zellen bestimmt. Die BrdU-Pulsdauer betrug 24h. Gezeigt werden die Daten

eines von drei unabhangigen Experimenten.
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3.1.2 Proliferationsanalyse nach Uberexpression von Mash2

Um die Bedeutung und Funktion des Transkriptionsfaktors Mash2 hinsichtlich der
Proliferation von Schwannzellen naher zu charakterisieren, musste das Gen
zunachst Uberexprimiert werden. Dazu wurden Rattenschwannzellen mit den
Konstrukten pMash2-IRES2EGFP [Kiry et al., 2002], [Abb. 5] und pIRES2EGFP als
Kontrollvektor wie unter 2.3 beschrieben transfiziert, wodurch es zu einer transienten
Uberexpression der Gene kam. Der Expressionsvektor plRES2EGFP enthalt neben
einer internen Ribosomenbindungsstelle (IRES2) nur die EGFP-Sequenz, die fur ein
grines Fluoreszenzprotein (GFP) kodiert. Daher dient er als Kontrollvektor, um
Mash2-unabhangige Beeinflussungen durch die Transfektion erfassen zu konnen.
Bei der transienten Transfektion wird das DNA-Plasmid zwar in den Zellkern
aufgenommen und transkribiert, es wird jedoch nicht chromosomal integriert und geht
nach mehreren Zellteilungen wieder verloren. Unter dem Mikroskop zeigt sich mittels

Griunfluoreszenz des GFP-Proteins die Anzahl der transfizierten Zellen.

bHLH

ATG TGA

o Mash2 IRES2 EGFP > iopoba

Abb. 5: Expressionsvektor Mash2

Mash2 wurde zur Erstellung dieses Konstruktes in einen pIRES2EGFP-Vektor [BD/Clontech]
einkloniert. So kommt es zu einer Koexpression mit dem griinen Fluoreszenzprotein (EGFP), von
dem die Mash2-Sequenz durch eine interne Ribosomenbindungsstelle (IRES) getrennt wird. Die
Koexpression  ermoglicht die  schnelle  Detektion transfizierter Zellen mittels des
Fluoreszenzmikroskopes.

Die Transfektionseffizienz lag bei primaren Schwannzellen, bezogen auf die
Gesamtzahl der Zellen, bei etwa 10-15%. Um aber eine gesicherte Aussage Uber
den Einfluss von Mash2 treffen zu konnen, mussten die Transfektionsraten erhoht
werden. Dies geschah durch magnetisches Zellsortieren (MACS) [Siebenkotten et
al., 1997], mittels dessen die transfizierten Zellen selektioniert wurden. So konnte
mittels Immunhistochemie eine Anreicherung der transfizierten Zellen von 70-80%
detektiert werden [Abb. 6]. Methode und Durchfuhrung des magnetischen

Zellsortierens sind unter 2.2.3 beschrieben.
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Abb. 6: EGFP- Farbung einfach transfizierter und gesorteter Zellen

Schwannzellen wurden nach der Transfektion mit einem Anti-EGFP-Antikérper immunhistochemisch
markiert, der das Fluoreszenzsignal des eingebauten EGFPs verstarkt. EGFP dient als Marker flr
eine erfolgreiche Transfektion. (A) zeigt die EGFP-Farbung Mash2-transfizierter Schwannzellen, (B)
die Farbung der gleichen Zellen nach Selektion der transfizierten Zellen durch magnetisches
Zellsortieren. Vergrolierung jeweils 40fach.

Wenn dem Schwannzellmedium Serum (FCS) und Forskolin entzogen wird, kann
man mittels Quantitativer RT-PCR, abhangig vom Grad der Reduktion der mitogenen
Stimuli, einen Anstieg der Mash2-Expression beobachten [Kury et al., 2002]. Dies
fuhrte zu der Vermutung, dass Schwannzellproliferation und Mash2-Expression
miteinander verknupft sind. Um herauszufinden, ob Mash2 direkten Einfluss auf die
Proliferation hat, wurden Mash2 transfizierte und mit dem leeren Vektor transfizierte
Schwannzellen mit Hilfe von 5-Brom-2’-deoxyuridin (BrdU) markiert, um alle in der
Synthesephase (S-Phase) befindlichen Zellen kenntlich zu machen.

Dafur wurden die Schwannzellen nach dem Magnetischen Zellsortieren wieder auf
Labtek Kulturgefassen in Kulturmedium mit 10% FCS und 2uM Forskolin ausgesat,
fur 24h unter Standardbedingungen (37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 10% CO»-
Zufuhr) im Brutschrank kultiviert und dann mit 10uM 5-Brom-2’-deoxyuridin (BrdU) fir
eine variable Pulsdauer von 8h, 24h oder 48h inkubiert, an die sich Fixation und
Immunhistochemie mittels anti-BrdU Antikérper (Roche), anti-EGFP Antikorper
(Invitrogen) und Zellkernfarbung (Hoechst 33342) anschloss [Abb. 8; Siehe 2.2.4].
Durch Auswertung am Fluoreszenzmikroskop konnte folgendes Ergebnis ermittelt
werden: Die Uberexpression mit Mash2 fiihrt in Rattenschwannzellen zu einer

signifikanten Reduktion der Zahl der proliferierenden Zellen im Vergleich zu den
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Proliferationsraten der mit dem Kontrollvektor pIRES2EGFP transfizierten Zellen und
dies, obwohl die Zellen mit FCS und 2um Fsk kultiviert wurden, d.h. hohe mitotische
Stimulation erfuhren. Dieser Effekt zeigt sich konstant in funf voneinander
unabhangigen Experimenten, so dass angenommen werden kann, dass Mash2
einen direkten Einfluss auf Zellen hat, die im Begriff sind, sich zu teilen. Abb. 7 zeigt

beispielhaft das Ergebnis eines der funf Experimente.
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60 -

50 -

40

30 |

20 -

107 -

0 : : : ‘

Mash2 8h Kontrolle 8h Mash2 24h Kontrolle 24h Mash2 48h Kontrolle 48h
Konstrukt (Mash2/Kontrollvektor) und BrdU-Inkubationszeit

Proliferationsrate [%]

Abb. 7: Proliferationsanalyse nach Transfektion mit Mash2/pIRES2EGFP und anschlieBendem
Magnetischen Zellsortieren

Nach Kultivierung von transfizierten Rattenschwannzellen in Vollmedium mit 10% FCS und 2uM
Forskolin und 8, 24 und 48h Inkubation mit 5-Brom-2’-deoxyuridin (BrdU) zeigt sich eine signifikante
Reduktion der Proliferationsrate Mash2-transfizierter Schwannzellen im Vergleich zu denen, die mit
dem Kontrollvektor transfiziert wurden.
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(A)

(B)

(C)

Abb. 8: Immunhistochemische Farbung von Mash2 transfizierten Schwannzellen und
anschlieBendem magnetischen Zellsortieren

(A) Zellkernfarbung mit Hoechst 33342, (B) Anti-EGFP-Farbung mit einem monoklonalen Anti-
Kaninchen-AK, 1:1000, Invitrogen, (C) Anti-BrdU-Farbung mit einem monoklonalen Anti-Maus-AK,
1:17, Roche (VergréRRerung jeweils 40fach).
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3.1.3 Proliferationsanalyse nach Stimulation mit Mob-1

Mash2 besitzt durch Reduktion der Proliferationsrate Einfluss auf die mitotische
Teilungsaktivitdt von Schwannzellen. In seiner Rolle als Transkriptionsfaktor besteht
seine Funktion hauptsachlich in der Regulation der Aktivitat von Zielgenen. Es stellt
sich nun die Frage, welches seiner Zielgene als Mediator des antiproliferativen
Effektes dient. Ein potentieller Kandidat ist das Chemokin Mob-1, welches aktiv an
Entzindungsreaktionen des zentralen und peripheren Nervensystems beteiligt ist
und durch Mash2 supprimiert wird. Aufgrund der negativen Regulation durch Mash2
ware es denkbar, dass Stimulation mit Mob-1 ein Ansteigen der Proliferation bedingt.
Zur Durchfuhrung der Proliferationsanalyse wurden Schwannzellen, die in einer
Dichte von 15000 pro Feld auf mit PDL beschichteten Labtek Kulturgefassen
ausplattiert und 24h in Vollmedium (inklusive 10% FCS und 2uM Fsk) kultiviert
worden sind, mit rekombinanten Mob-1 Protein in verschiedenen Konzentrationen
stimuliert. Dazu wurde die Stockkonzentration [100ug/mlI] mit Vollmedium zu den
Arbeitskonzentrationen 1ug/ml, 200ng/ml, 100ng/ml und 50ng/ml verdunnt und die
Schwannzellen damit fur 24h stimuliert. Daran schloss sich die Inkubation mit 10uM
5-Brom-2’-deoxyuridin (BrdU) an, wobei auch hier fur die Inkubationsdauer variable
Zeitpunkte (8, 24, 48h) gewahlt wurden. Die Auswertung am Fluoreszenzmikroskop
erbrachte eine geringe, jedoch nicht signifikante Zunahme der Proliferationsaktivitat
Mob-1 stimulierter Schwannzellen gegenuber den unstimulierten Zellen, die aus
sechs voneinander unabhangigen Versuchen mit einer Mob-1-Konzentration von
100ng/ml 10,21 % betrug [Abb. 9].

Das Ergebnis konnte somit die oben geauflerte Vermutung, dass Mob-1 im Vergleich
zu Mash2 einen gegenlaufigen Effekt bezlglich der Proliferation aufweist, tendenziell
bestatigen. Als Mediator des antiproliferativen Effektes von Mash2 kommt es aber
nicht in Frage, deshalb ruckten die anderen Zielgene von Mash2 in den Mittelpunkt
des Interesses. Zu beachten ist bezlglich dieses Ergebnisses auch die hohe
Schwankung innerhalb der einzelnen Experimente; die Standardabweichung der
Kontrolle betragt 12.88 %, die der stimulierten Zellen 10.84 %. Um die Spezifitat des
Ergebnisses beurteilen zu koénnen, wurde mittels Quantitativer PCR (s. 2.19)
versucht, den CXCR3-Rezeptor in Schwannzell-DNA nachzuweisen. Mob-1 bindet
als Ligand spezifisch an diesen Chemokinrezeptor. Dazu  wurden

Rattenschwannzellen auf 6-Well-Platten in verschiedenen Medien Kkultiviert, die
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jeweils aus DMEM, 1% Penicillin/Streptomycin und 1% Glutamin bestanden, aber

bezlglich ihres FCS und Forskolingehaltes variierten:

MEDIUM FCS Forskolin
. 10% 2uM

I. 10%

1 0,5% 2uM

V. 0,5%

Die Zellen wurden nach 24h zur RNA-Praparation lysiert, die RNA in einer Reversen
Transkription in c-DNA umgeschrieben und die Proben anschlieBend mittels
Quantitativer PCR analysiert.

Leider zeigte sich in drei unabhangigen Experimenten kein Hinweis auf eine
Expression des CXCR3-Rezeptors durch Rattenschwannzellen. Daher muss man
annehmen, dass die oben beobachtete Steigerung der Proliferationsaktivitat
unspezifisch ist, und dass Mob-1 keinen spezifischen Einfluss auf die Proliferation

von Schwannzellen zeigt.

80,00
70,00 -
60,00
50,00 -
40,00 +

30,00 -

Proliferationsrate

20,00 +

10,00 +

0,00

Kontrolle Mob-1

Abb. 9: Mob-1 Proliferationsanalyse

Rattenschwannzellen wurden in Vollmedium mit 10% FCS und 2uM Forskolin kultiviert und 24h lang
mit Mob-1 [100ng/ml] stimuliert. Anschliefend wurde mit 10pM 5-Brom-2’-deoxyuridin (BrdU) fur 24h
inkubiert und die Anzahl der proliferierenden Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop bestimmt. Fr
die stimulierten Zellen wurde eine Proliferationsrate von 58,76% ermittelt, was eine Zunahme der
Proliferation gegenuber den unstimulierten Zellen (48,55%) von 10,21% bedeutet.
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3.1.4 Proliferationsanalyse nach Stimulation mit SDF-1a

Ein weiteres Zielgen von Mash2 ist der Chemokinrezeptor CXCR4, der durch Mash2
hochreguliert wird. Seine Liganden sind die Chemokine SDF-1a., B und y. Fur SDF-1
sind zwar proapoptotische Funktionen beschrieben worden [Hesselgesser et al.,
1998], Uber den Einfluss des Chemokins auf Proliferation von Schwannzellen ist
jedoch wenig bekannt. Daher war es interessant, diesen Aspekt zu untersuchen,
wobei SDF-1a als Stimulus verwendet wurde, da mit dieser Isoform des Chemokins
die groRte Erfahrung besteht und sie in der Literatur hinreichend beschrieben ist.

Dazu wurden Schwannzellen, die in einer Dichte von 15°000 pro 1cm? Flache auf mit
PDL beschichteten Labtek Kulturgefassen ausplattiert und 24h in Vollmedium
(inklusive 10% FCS und 2uM Fsk) kultiviert worden sind, mit SDF-1a in den
Arbeitskonzentrationen 10 ng/ml und 100ng/ml fur 24h stimuliert [Hesselgesser et al.,
1998]. Darauf folgte die Inkubation mit 10uM 5-Brom-2’-deoxyuridin (BrdU). Die
Fixation erfolgte nach einer Inkubationsdauer von 8h, 24h und 48h. Anschlielend
wurde die Proliferationsaktivitat der stimulierten und unstimulierten Zellen am
Fluoreszenzmikroskop bestimmt. Aus den Ergebnissen von drei unabhangigen
Experimenten konnte der Schluss gezogen werden, dass SDF-1a keinen Einfluss auf
die Proliferationsaktivitat von Schwannzellen besitzt [Abb.10]. Die Proliferationsraten
der stimulierten Zellen entsprechen denen der unstimulierten Zellen. Somit dient

auch SDF-1a nicht als Mediator des antiproliferativen Effektes von Mash2.
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Abb. 10: Proliferationsanalyse SDF-1a

Rattenschwannzellen wurden in Vollmedium mit 10% FCS und 2uM Forskolin kultiviert und 24h mit
SDF-1a [100ng/ml] stimuliert. AnschlieRend wurde mit 10uM 5-Brom-2’-deoxyuridin (BrdU) fir 8h und
24h inkubiert und die Anzahl der proliferierenden Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop bestimmt.
Far die stimulierten Zellen wurde nach 8h bzw. 24h eine Proliferationsrate von 14,95 bzw. 43,78%, fir
die unstimulierten Zellen von 19,30% bzw. 42,90% ermittelt. Somit entsteht durch Stimulation mit
SDF-1a kein signifikanter Unterschied in der Proliferationsaktivitdt. Eines von drei voneinander
unabhangigen Experimenten. Kontrolle=grau, SDF-1a=schwarz.

3.2 Apoptoseanalysen

3.2.1 Apoptoseanalyse unstimulierter Schwannzellen

Neben den Effekten von Mash2 und seinen Zielgenen auf die Proliferation war es
wichtig, den Einfluss auf die Apoptose von Schwannzellen zu untersuchen. Die
Apoptose ist eine wichtige Regulationsfunktion im Leben der einzelnen Zelle. Der
programmierte Zelltod tragt durch Elimination von gealterten Zellen zur
Gesunderhaltung von physiologischem Gewebe bei. Andererseits ist sein Ausfall
mindestens ebenso bedeutsam fur die Tumorzellproliferation.

Um den Einfluss von Mash2 und seinen Zielgenen zu charakterisieren, war es
zunachst notwendig, das normale Apoptoseverhalten von untransfizierten
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Schwannzellen zu untersuchen. Dazu wurden Schwannzellen in unterschiedlichen
Dichten (27000, 5000, 107000 und 15°000 rSC/1cm? Flache) auf Labtek ausplattiert
und fur 24h bzw. 48h in Kultur gehalten. Dann wurden die Schwannzellen mit 2%
Paraformaldehyd fixiert und anschlieend wurden die DNA-Doppelstrangbriche nach
dem TUNEL-Protokoll (2.6) angefarbt. Die Untersuchung der Schwannzellen
bezlglich ihrer Apoptose erfolgte am Fluoreszenzmikroskop. Zur Auswertung wurde
die Zahl der apoptotischen Zellen mit der Gesamtzellzahl in Beziehung gesetzt.

Es zeigte sich, dass Schwannzellen unter physiologischen Bedingungen so selten
Apoptose einleiteten, dass die Zahl der TUNEL-positiven und somit die Zahl der
apoptotischen Zellen nur 0-4% der Gesamtzellzahl betrug. Die Zelldichte scheint
grolRen Einfluss auf die Apoptoserate zu nehmen: werden die Schwannzellen so
dinn ausgesat, dass sie keine Zell-Zell-Kontakte mehr haben (2°000 bis 5°000
rSC/Feld), leiten sie die Apoptose ein. Das gleiche Phanomen kann man bei dichter
ausplattierten Kulturen (10°000 bis 15°000 rSC/Feld) am Rand eines Feldes
beobachten. In der Mitte jedoch, wo die Schwannzellen untereinander zahlreiche
Kontakte und Verknupfungen aufbauen konnen, lasst sich kaum Apoptose
beobachten. Daher wurde bei der Auswertung immer auf eine gleichmallige
Betrachtung von Rand- und Mittelbereich geachtet. Die Apoptoseraten variierten
auch zwischen einzelnen Zellchargen, abhangig von der jeweiligen Praparation und
der Kultivierungsdauer. Um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten, war es also
wichtig, auf eine gleichmallige, ausreichend hohe Plattierungsdichte (10°000 bis
15°000 rSC/Feld) zu achten und jeweils nur Zellchargen aus einer Praparation zu

verwenden.

3.2.2 Apoptoseinduktion durch Staurosporin

Um die Apoptose von Schwannzellen besser quantifizieren zu koénnen und
Untersuchungen mit transfizierten Genen durchzufuhren, wurde es notwendig, die
geringe naturliche Apoptosebereitschaft von Schwannzellen mittels verschiedener
Stimulanzien zu steigern. Die Apoptoseinduktoren wurden jeweils an untransfizierten
Schwannzellen ausgetestet.

Zunachst bot sich Staurosporin an, das Gift des Pilzes Streptomyces sp., welches ein

breites Spektrum an Proteinkinasen, wie z.B. die CaM Kinase, die Myosin
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Leichtketten Kinase und die Proteinkinasen A, C und G, hemmt und so zur
Apoptoseinduktion fuhrt.

Zur Apoptoseinduktion wurde dem Schwannzellmedium fur 24h bzw. 48h 5, 10 und
20nM Staurosporin zugesetzt, das weitere Vorgehen erfolgte analog des oben
beschriebenen Protokolls. Die Zahl der apoptotischen Zellen stieg daraufhin deutlich
an [Abb. 11]. Als optimale Arbeitskonzentration erwies sich 10nM Staurosporin. Zur
Inkubationsdauer liel3 sich sagen, dass nach 48h Inkubation die Zahl der

apoptotischen Zellen gegenuber 24-stundiger Inkubation leicht anstieg.

12,00 -

10,00 -

8,00 -

6,00 -

Apoptoserate[%]

4,00 -

2,00 -

0,00 <-

1 2
Kontrolle Staurosporin 10nM

Abb. 11: Apoptoseanalyse nach Stimulation mit Staurosporin

Schwannzellen wurden auf Labtek ausplattiert (15°000/Feld) und fir 24h mit Staurosporin in der
Konzentration 10nM inkubiert. Das Diagramm zeigt das Ergebnis der TUNEL-Auswertung.

3.2.3 Apoptoseinduktion mittels TNFa

Mit Hilfe von Staurosporin konnte die Apoptoseaktivitat von Schwannzellen deutlich
gesteigert werden. Allerdings ist Staurosporin als Pilzgift kein physiologischer

Apoptoseinduktor, unter naturlichen Bedingungen kommt es in der Schwannzelle
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nicht vor. Daher stellte sich die Frage nach einem physiologischen
Apoptosestimulanz. Vom Tumornekrosefaktor o ist bekannt, dass sein Vorkommen
in vielen Zellen, u.a. in Neuronen, in vitro und in vivo Apoptose auslésen kann. Von
dieser Funktion wird mittlerweile auch in der Tumortherapie Gebrauch gemacht.

Zur Apoptoseinduktion setzten wir TNFa in der Konzentration 40ng/ml ein und
stimulierten die Schwannzellen damit fur 24h bzw. 48h. Leider zeigte sich auch nach
mehrfacher Wiederholung dieses Experiments und Einsetzen verschiedener
Konzentrationen an TNFo, kein Unterschied zwischen unstimulierten Kontrollzellen
und den Zellen, die mit TNFq behandelt worden waren (Daten nicht gezeigt). Daraus
war zu folgern, dass TNFa zwar in vielen Zellen Apoptose induzieren kann, diese

Funktion in Schwannzellen jedoch nicht ausubt.

3.2.4 Apoptoseinduktion mit TNFa in Kombination mit TGFp

Skoff et al. (1998) kamen ebenfalls zu dem Ergebnis, dass TNFa in Schwannzellen
keine Apoptose induziert. Sie fanden weiterhin heraus, dass aber die Kombination
des Tumornekrosefaktors TNFo mit dem transformierenden Wachstumsfaktor TGFj
zur Apoptoseinduktion verwendet werden kann. Daher fuhrten wir weitere
Apoptoseanalysen mit dieser Zytokinkombination durch.

TNFa (40 ng/ml) wurde gemeinsam mit TGFp (10ng/ml bzw. 40ng/ml) fur 24h bzw.
48h dem Kulturmedium zugesetzt. Als Negativkontrolle dienten unstimulierte Zellen,
als Positivkontrolle wurde Staurosporin eingesetzt. In der TUNEL-Farbung zeigte sich
fur die TNFo/TGFp stimulierten Zellen eine Steigerung der Apoptoserate, die etwa
zwischen der Rate der unstimulierten und der mit Staurosporin stimulierten Zellen
lag. Die deutlichsten Ergebnisse zeigten sich nach Inkubation mit 40 ng/ml TNFa und

40 ng/ml TGFB [Abb. 12].
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Abb. 12: Apoptoseanalyse nach Stimulation mit TNFo. und TGFf

Schwannzellen wurden auf Labtek ausplattiert (15°000/Feld) und 24h in Volimedium kultiviert. Dann
wurde dem Medium fur weitere 24h eine Kombination aus TNFa (40ng/ml) und TGFB (40ng/ml)
zugesetzt. Als Positivkontrolle dienen mit Staurosporin stimulierte Schwannzellen, als Negativkontrolle
unstimulierte Schwannzellen.

3.2.5 Apotoseinduktion mit SDF-1a

Uber den aus Stromazellen freigesetzten Faktor 1o (SDF-1a) ist bekannt, dass er in
vitro die Apoptose von hNT Neuronen induzieren kann [Hesselgesser et al., 1998].
Somit rickt auch SDF-1a in den Mittelpunkt des Interesses auf der Suche nach
Apoptoseinduktoren in Schwannzellen. Die Tatsache, dass SDF-1a als spezifischer
Ligand an den CXCR4-Rezeptor bindet, dessen Expression durch Mash2
hochreguliert wird, macht die Untersuchung des Einflusses von SDF-1a auf die
Apoptose von Schwannzellen besonders interessant.

Schwannzellen wurden mit SDF-1a in den Konzentrationen 10ng/ml und 100ng/ml
fur 24h bzw. 48h stimuliert. Die anschlieRende Ermittlung der Apoptosedaten zeigte

eine Zunahme der Zahl an apoptotischen Zellen fur die SDF-1a stimulierten
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Schwannzellen, die etwa mit dem Effekt der Kombination von TNFa/TGFp
vergleichbar ist. Aulerdem wurde untersucht, ob eine Erh6hung des Forskolinanteils
von 2um auf 20uM einen Einfluss auf dieses Ergebnis hat, da eine Zunahme des
cAMP-Agonisten zu einer verstarkten CXCR4-Expression fihrt [Klry et al., 2002] und
eine darauf folgende Zunahme der Rezeptordichte moglicherweise in einem Anstieg
der SDF-1a-Wirkung resultiert. Dieser Anstieg zeigte sich nicht, wobei man aber
beachten muss, dass bei einer Forskolinkonzentration von 20uM eventuell eine
grolkere Menge an bereits abgestorbenen Zellen resultiert, die mit der Kernfarbung
schon gar nicht mehr angefarbt werden kénnen. Das Ergebnis der Apoptoseanalysen
nach Stimulation mit SDF-1a zeigen Abb. 13 und 14.

(A) (B)

Abb. 13 TUNEL-Farbung nach Stimulation mit SDF-1a

Abbildung (A) zeigt die mit der TUNEL-Methode markierten apoptotischen Schwannzellen nach
Inkubation mit 100ng/ml SDF-1q fir 24h; Abbildung (E) zeigt die entsprechende Kernfarbung mit
Hoechst 33342. Die weilRen Pfeile markieren apoptotische Zellkérper, die offenen Pfeile markieren
tote Zellen, die mit der Kernfarbung schon nicht mehr erfasst werden und auch nicht in die
Auswertung eingingen. VergrofRerung 40fach.

45



Ergebnisse

i *
‘ \Y ‘ \Y
S S

*
& &

35% -

30%

*
25% -
20% +
15% -
10% -
5% -
0% - T
&e«0

*k *
» ‘ » ‘
& ‘@&

& R
¢ <
4_0“' o & & e o o &
& Q"‘Q N2 &OQ INg N4
< S & S &
Fsk 2uM 20uM

Abb. 14: Apoptoseanalyse nach Stimulation mit SDF-1a

Schwannzellen wurden auf Labtek ausplattiert (15°000/Feld) und 24h in Vollmedium kultiviert.
Anschliefend wurden die Zellen mit SDF-1q (10ng/ml und 100ng/ml), sowie mit einer Kombination
aus TNFa (40ng/ml) und TGFB (40ng/ml) stimuliert. Als Kontrolle dienten unstimulierte Zellen. Das
Diagramm zeigt das Ergebnis nach Auswertung am Fluoreszenzmikroskop. Anschlieffend wurde ein
T-Test zur Signifikanzanalyse durchgefiihrt, fir den die Ergebnisse aus vier unabhangigen
Experimenten miteinander verrechnet worden sind. (* p<0.05; ** p<0.01)

3.2.6 Apoptoseanalyse nach Stimulation mit Mob-1

Als Zielgen von Mash2 sollte auch flr das Chemokin Mob-1 getestet werden, ob es
Einfluss auf die Apoptose von Schwannzellen nimmt. Analog der Stimulation mit
SDF-1a wurden Schwannzellen mit Mob-1 in der Konzentration 100ng/ml fur 24h
stimuliert. Anschlielend wurde die Zahl der apoptotischen Zellen bestimmt. Dabei
zeigte sich in drei voneinander unabhangigen Experimenten kein Unterschied
zwischen stimulierten und unbehandelten Zellen [Abb. 15]. Mob-1 beeinflusst die

Apoptoseneigung von Schwannzellen also nicht.
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Abb. 15: Apoptoseanalyse nach Stimulation mit Mob-1

Schwannzellen wurden auf Labtek ausplattiert (15°000/Feld) und 24h in Vollmedium kultiviert. Dann
wurden die Zellen fir weitere 24h mit Mob-1 in den Konzentrationen 10 und 100ng/ml stimuliert. Als
Kontrolle dienten unstimulierte Schwannzellen. Die Abbildung zeigt das Ergebnis der TUNEL-
Auswertung.

3.2.7 Apoptoseanalyse nach Uberexpression von Mash2 an unstimulierten
Schwannzellen und nach Apoptoseinduktion durch Staurosporin, TNFa in

Kombination mit TGFp und SDF-1a

Um die Rolle von Mash2 auf die Regulation von Schwannzellen naher zu
charakterisieren, war es interessant, neben den Auswirkungen auf die Proliferation
auch seinen Einfluss auf die Apoptose zu untersuchen.

Wie schon zur Analyse der Proliferation wurden Rattenschwannzellen mit den
Konstrukten pMash2-IRES2EGFP [Kury et al., 2002] und dem Kontrollvektor
pIRES2EGFP transfiziert. Gleichzeitig fand jeweils eine Kotransfektion mit dem
Plasmid pMACS 14.1 statt, so dass die transfizierten Zellen mittels magnetischen
Zellsortierens selektioniert werden konnten. (Zu Transfektion und MACS siehe 2.3
und 2.4). Die transfizierten Zellen wurden zu 157000 rSC/1cm? Flache auf Labtek
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ausplattiert und fur 24h bzw. 48h in Kultur gehalten und anschlieend mittels TUNEL-
Reaktion gefarbt. Die Untersuchung der Schwannzellen bezuglich ihrer Apoptose
erfolgte wiederum am Fluoreszenzmikroskop. Zur Auswertung wurde die Zahl der
apoptotischen Zellen mit der Gesamtzellzahl in Beziehung gesetzt. Als Kontrolle
dienten erstens die pIRES2EGFP transfizierten Schwannzellen, sowie zweitens
untransfizierte und nicht selektierte Schwannzellen.

Wie schon oben beschreiben, leiten sowohl untransfizierte als auch transfizierte
Schwannzellen nur selten den apoptotischen Zelltod ein, so dass jeweils nur sehr
geringe Apoptoseraten ermittelt werden konnten. Die physiologische Apoptoserate
fir untransfizierte Schwannzellen erhdhte sich bei den transfizierten und durch das
magnetisches Zellsortieren selektierten und damit zusatzlich gestressten
Schwannzellen. Dementsprechend stieg die Apoptoserate der mit pIRES2EGFP
transfizierten Zellen nach dem magnetischen Zellsortieren auf 12.47% an. Die Zellen,
die Mash2 Uberexprimierten, zeigten gegenuber den nur mit dem Kontrollvektor
transfizierten Zellen eine deutlich erniedrigte Apoptoserate mit 4.88% [Abb.16].
Mash2 wirkt auf Rattenschwannzellen also nicht nur antiproliferativ, sondern auch

antiapoptotisch.
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Abb. 16: Apoptoseanalyse von Mash2 iiberexprimierenden Zellen

Nach Transfektion mit pMash2-IRES2EGFP und Kultivierung in Vollmedium mit 10% FCS und 2uM
Forskolin zeigt sich nach 24h eine signifikante Reduktion der Apoptoserate im Vergleich zu den
Kontrollzellen (pIRES2EGFP). 15°000 rSC/Labtekfeld. Eins von drei unabhangigen Experimenten.
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Um das Ergebnis bezuglich seiner Signifikanz besser einordnen zu kénnen, wurde
die Wirkung von Apoptoseinduktoren auch auf transfizierten Zellen getestet.

Dazu wurden transfizierte Schwannzellen nach dem magnetischen Zellsortieren und
nach 24stundiger Kultivierung auf Labtek mit 10nM Staurosporin fur weitere 24h zur
Apoptoseinduktion stimuliert. Dann wurden, wie oben beschrieben, die Apoptose-
raten fur die Mash2- und Kontroll-transfizierten Zellen ermittelt [Abb.17].

Mit Staurosporin konnte die Apoptose auch in transfizierten Schwannzellen deutlich
gesteigert werden, und der antiapoptotische Effekt von Mash2 stellte sich nun
verstarkt dar. In dem prasentierten Experiment zeigten 17.49% der Mash2
transfizierten Zellen Apoptose, im Vergleich zu 44.91% der Kontroll-transfizierten

Zellen.
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Abb. 17: Apoptoseinduktion mittels Staurosporin in Mash2 transfizierten Schwannzellen

Nach Zusatz von 10nM Staurosporin zum Kulturmedium fir 24h kam es zu einem signifikanten
Anstieg der Apoptoserate von Rattenschwannzellen, die mit Mash2 und pIRES2EGFP transfiziert
worden waren. Mash2 Uberexprimierende SC zeigen signifikant niedrigere Apoptoseraten.
ST=Staurosporin. Zelldichte: 15°000/Labtekfeld. Eins von zehn unabhangigen Experimenten.
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Da Staurosporin kein physiologischer Apoptoseinduktor ist, der natlrlicherweise
seine Funktion in Schwannzellen ausubt, wurde die Apoptose der Mash2
Uberexprimierenden Zellen auch nach Stimulation mit der Kombination aus TNFa
und TGFB gemessen. So konnte man Ergebnisse gewinnen, die mit in vivo
vorherrschenden Verhaltnissen eher vergleichbar sind. Dabei wurde TNFa. (40ng/ml),
wie schon fur die untransfizierten Zellen beschrieben, gemeinsam mit TGFf
(40ng/mil) flr 24h dem Kulturmedium zugesetzt.

Auch in diesem Experiment trat eine Steigerung der Apoptoserate sowohl der Mash2
als auch der Kontroll-transfizierten Zellen auf. Unter den Kontrollzellen waren deutlich
mehr apoptotische Zellen (33.88%) zu finden als unter denjenigen, die Mash2
Uberexprimierten (18.49%) [Abb. 18]. Der antiapoptotische Effekt von Mash2 tritt also

auch bei physiologischer Apoptoseinduktion in Erscheinung.
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Abb. 18: Apoptoseinduktion mit TNFa in Kombination mit TGFp in Mash2 und pIRES2EGFP
transfizierten Schwannzellen

Schwannzellen wurden mit Mash2 und dem Kontrollvektor transfiziert, mittels magnetischen
Zellsortierens selektiert, auf Labtek ausplattiert (15°000/Feld) und 24h in Vollmedium kultiviert. Dann
wurde dem Medium fir weitere 24h eine Kombination aus TNFa (40ng/ml) und TGFp (40ng/ml)
zugesetzt. Als Positivkontrolle dienten mit Staurosporin 10nM stimulierte, als Negativkontrolle
unstimulierte, transfizierte Schwannzellen. Der erste Balken stellt jeweils die Mash2-transfizierten
Zellen dar, der zweite Balken jeweils die Kontrollzellen.
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Fir das Chemokin SDF-1a sind proapoptotische Funktionen an Zellen des
Nervensystems beschrieben worden und die vorangegangenen Experimente
bewiesen einen positiven Einfluss auf die Apoptose von Schwannzellen. Da SDF-1a
an den CXCR4-Rezeptor bindet, dessen Expression durch Mash2 hochreguliert wird,
wurde natirlich auch die Reaktionen der Mash2 tberexprimierenden Schwannzellen
auf die Stimulation mit dem Chemokin untersucht. Dazu wurden transfizierte
Schwannzellen nach dem magnetischen Zellsortieren und nach 24stundiger
Kultivierung auf Labtek mit 10ng/ml und 100 ng/ml SDF-1a fur weitere 24h zur
Apoptoseinduktion stimuliert.

Die Auswertung zeigte, dass sich die Apoptosebereitschaft von transfizierten
Schwannzellen auch durch Stimulation mit SDF-1a steigern lie3, und zwar in einem
vergleichbaren Ausmal} zur Apoptoseinduktion durch die Kombination aus TNFa und
TGFB, Auch unter Stimulation mit SDF-1a trat der antiapoptotische Effekt von Mash2
deutlich hervor: von den Mash2 Uberexprimierende Schwannzellen waren 19.80%
apoptotisch, von den mit dem Kontrollvektor transfizierten Zellen waren es 30.69%
[Abb. 19].
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Abb. 19: Apoptoseinduktion mit SDF-1ac in Mash2 und pIRES2EGFP transfizierten
Schwannzellen

Schwannzellen wurden mit Mash2 und pIRES2EGFP transfiziert, mittels magnetischen Zellsortierens
selektiert, auf Labtek ausplattiert (15°000/Feld) und 24h in Vollmedium kultiviert. Dann wurde dem
Medium fir weitere 24h 100ng/ml SDF-1a. zugesetzt. Als Positivkontrolle dienten mit Staurosporin
10nM stimulierte SZ, als Negativkontrolle unstimulierte SZ. Der erste Balken zeigt die mit Mash2
trasnfizierten Zellen, der zweite die mit dem Kontrollvektor pIRES2EGFP transfizierten Zellen. Eines
von drei unabhangigen Experimenten.
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3.3 p57kip2

3.3.1 Klonierung und Sequenzierung von p57kip2

pS57kip2 hat als Inhibitor der Cyclin-abhangigen Kinasen A und E einen direkten
Einfluss auf den Zellzyklus und stellt daher eines der interessantesten Zielgene des
Transkriptionsfaktors Mash2 dar, wahrend die Expression weiterer nah verwandter
Kinaseinhibitoren (p21cip2, p27kip1) durch Mash2 unbeeinflusst bleibt, so dass man
von einer sehr spezifischen Regulation ausgehen kann [Kury et al., 2002]. Von
pS7kip2 war bisher aber nur die Gensequenz von Mensch und Maus bekannt, nicht
aber die Rattensequenz. Zur Uberexpression von p57kip2 in Rattenschwannzellen
und anschlieBender Untersuchung des Einflusses auf Proliferation und Apoptose der
Rattenschwannzellen war es aber notwendig, die Rattensequenz zu kennen, um die
entsprechende cDNA klonieren zu kdnnen. Von der Rattensequenz waren bisher nur
Fragmente des 3'Endes bekannt, Mittelstick und 5’'Ende waren noch unbekannt.
Nach Abgleich der bekannten Sequenzen von Maus und Ratte wurden mehrere
Primer synthetisiert, die 3’'Ende, Mittelstick und 5°Ende abdeckten. Dann wurde
RNA aus Rattenschwannzellen isoliert und in einer Reversen Transkription in
komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben. Mit dieser cDNA und den
synthetisierten p57kip2 Primern wurde eine PCR durchgefuhrt. Die amplifizierte
kodierende Region des p57kip2 Gens hatte eine Lange von 1040 bp, was einer
vorhergesagten Proteingrof3e von ca. 40kDa entspricht. Das PCR-Produkt wurde zur
vollstandigen Sequenzierung mit Hilfe des TOPO Klonierungssystems (Invitrogen)
nach den Herstellerangaben in den pCR-Vektor einkloniert. Das Ligationsprodukt
wurde in kompetente E. coli Bakterien (TOP 10) transformiert, die auf LB-Platten mit
Ampicillin oder Kanamyzin ausgestrichen und uber die im Vektor enthaltenen
Resistenzgene selektioniert wurden. Die entstandenen Klone wurden isoliert und
vermehrt. AnschlieRend wurde die DNA mittels Mini- oder Maxi-Praparation isoliert,
mit EcoRIl geschnitten und mit der Shrimp Alkali Phosphatase (SAP)
dephosphoryliert [Abb. 20].

Danach wurden vier unabhangige Klone durch verschiedene Primer (Kip1up, kip3up,
kip2up, kip2fwd, kip4up, kipSup, kip6up, kip10up, ratkip2frag1, ratkip2frag) mehrfach
uberlappend sequenziert. Abb. 21 zeigt die gesamte kodierende Region des p57kip2
der Ratte.
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Um Rattenschwannzellen mit der gewonnenen cDNA transfizieren zu kénnen, wurde
das gesuchte DNA-Fragment in einen pIRES2EGFP-Vektor (Clontech) mit Hilfe des
T4 Rapid Ligation Kit umkloniert [Abb. 22] und das Ligationsprodukt wiederum in
E.coli Bakterien transformiert. Die aus den Bakterien praparierte DNA konnte nun zur
Uberexpression von p57kip2 in Rattenschwannzellen mittels Transfektion eingesetzt
werden.

Der gewonnene pS57kip2-Expressionsvektor wurde nun zur Transfektion von
Schwannzellen verwendet, um das Verhalten p57kip2 Uberexprimierender Zellen zu

analysieren.
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Abb. 20: Die Abbildung zeigt die gelelektrophoretische Auftrennung von aus sechs verschiedenen
Klonen gewonnener DNA, nachdem sie mit EcoRI geschnitten und mittels SAP dephosphoryliert
worden war. Das p57kip2-Fragment erscheint bei 1040bp, der Vektor bei 3,9kb. Als Marker dient eine
1kb-Leiter.
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Abb. 21: cDNA Sequenz des p57kip2 der Ratte
Die cDNA-Sequenz hat eine Gesamtlange von 1040 Basenpaaren, der Start (ATG) befindet sich bei
48 bp, das Ende (TGA) bei 1038 bp.
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N-Terminus: CDK-Cyclin-Komplex-binding and inhibition
C-Terminus: Nuclear localization signal

P: Prolin-rich domain

A: Acidic-repeat domain

Abb. 22: Expressionsvektor p57kip2

Die Abbildung zeigt die Sequenz des Expressionsvektors p57kip2, zur Erstellung dieses Konstruktes
wurde p57kip2 in einen pIRES2EGFP-Vektor einkloniert. N- und C-Terminus stellen konservierte
Doménen dar, P-und A-Doméane reprasentieren die Abweichungen zwischen Ratten- und
Maussequenz.

3.3.2 Analyse der p57kip2-transfizierten Zellen mittels quantitativer RT-PCR

Zur Analyse des Genexpressionsprofils von Schwannzellen, die mit der neu
synthetisierten p57kip2-DNA transfiziert wurden, kam es zum Einsatz von
quantitativer RT-PCR. Zunachst wurden die Schwannzellen mit p57kip2-IRES2EGFP
und Mash2-IRES2EGFP und als Kontrolle mit pIRES2EGFP transfiziert und mittels
magnetischen Zellsortierens selektioniert. Anschlielfend wurde die RNA isoliert, in
einer reversen Transkription in cDNA umgeschrieben und mittels quantitativer RT-
PCR vermessen. Als Referenzgene dienten Glyzeraldehyd 3-Phosphat
Dehydrogenase (GAPDH) und Ornithin-Decarboxylase (ODC). Als Primer wurden
pS7kip2forward, p57kip2reverse, Mash2_2forward und Mash2_Z2reverse verwendet.
Damit wurde quantitativ die Anzahl der Transkripte von p57kip2 und Mash2 ermittelt.
Es zeigte sich beim Einsatz der p57kip2-Primer ein deutlicher Anstieg der p57kip2-
Expression in p57kip2-transfizierten Zellen, sowie eine moderate aber signifikante
Induktion von p57kip2 durch Mash2 (siehe auch Kury et al., 2002) [Abb. 24]. In
Analogie zu den Daten von Kiry et al., 2002, fuhrt die Transfektion von pMash2-
IRES2EGFP zu einer starken Mash2-Uberexpression. Interessanterweise fiihrt aber
auch die Transfektion von p57kip2 zu einer Mash2-Induktion [Abb. 23]. Somit konnte

bewiesen werden, dass die klonierte p57kip2-DNA tatsachlich in Schwannzellen
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Uberexprimiert wird, gleichzeitig konnte bestatigt werden, dass p57kip2 durch Mash2
induziert wird [Kury et al., 2002].

Abb. 23
Mash2
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Abb. 23: Quantitative RT-PCR Analyse der Mash2-Expression

Schwannzellen wurden mit p57kip2-IRES2EGFP, Mash2-IRES2EGFP und pIRES2EGFP transfiziert,
anschlieBend mittels magnetischen Zellsortierens selektioniert und ausplattiert. Danach wurde die
RNA extrahiert, in cDNA umgeschrieben und die Mash2-Expression mittels quantitativer PCR
analysiert. Als Primer wurden p57kip2forward, p57kip2reverse, Mash2_2forward und Mash2_2reverse

eingesetzt, als Referenzgene dienten jeweils GAPDH und ODC. Ein reprasentatives Ergebnis von drei
wird gezeigt.
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Abb. 24
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Abb. 24: Quantitative RT-PCR Analyse der p57kip2-Expression

Schwannzellen wurden mit p57kip2-IRES2EGFP, Mash2-IRES2EGFP und pIRES2EGFP transfiziert,
anschlieend mittels magnetischen Zellsortierens selektioniert und ausplattiert. Danach wurde die
RNA extrahiert, in cDNA umgeschrieben und die Expression von p57kip2 mittels quantitativer PCR
analysiert. Als Primer wurden p57kip2forward, p57kip2reverse, Mash2_2forward und Mash2_2reverse
eingesetzt, als Referenzgene dienten jeweils GAPDH und ODC. Ein reprasentatives Ergebnis von drei

wird gezeigt.

3.3.3 Apoptoseanalyse nach Uberexpression von p57kip2

p57kip2, ein Inhibitor der Cyclin-abhangigen Kinasen A und E und somit beteiligt an
der Inhibition des Zellzyklus, wird durch Mash2 hochreguliert und scheint den
antiproliferativen Effekt von Mash2 auf Schwannzellen zu Gbermitteln [Klry et al.,
2002]. Um dies zu testen, wurden p57kip2 Uberexprimierende Schwannzellen
bezuglich ihrer Proliferationsrate untersucht. Zudem stellt sich die Frage, ob p57kip2
eventuell auch als Mediator des antiapoptotischen Effektes agiert.

Um seinen Einfluss auf die Apoptose von Schwannzellen zu bestimmen, wurden

diese mit p57kip2-IRES2EGFP und pIRES2EGFP als Kontrollvektor transfiziert.
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Gleichzeitig fand eine Kotransfektion mit dem CD14-Expressionsvektor pMACS-14.1
statt. Die transfizierten Zellen wurden durch magnetisches Zellsortieren von den
untransfizierten getrennt und in einer Dichte von 15°000/Feld auf Labtek ausgesat.
Nach  24-stundiger  Kultivierung wurde das  Schwannzellmedium  zur
Apoptoseinduktion mit SDF-1a (100ng/ml), TNFa (40ng/ml) in Kombination mit TGFf3
(40ng/ml) oder Staurosporin (10nM) versetzt und die Zellen damit weitere 24h
stimuliert. Daran schlossen sich Fixation, TUNEL-Farbung und Auswertung am
Fluoreszenzmikroskop an.

Folgendes Ergebnis konnte ermittelt werden: p57kip2 hemmt ebenso wie Mash2 die
Apoptose von Schwannzellen. Abb. 25 zeigt eines von drei reprasentativen
Experimenten. Schon bei den unstimulierten Kontrollzellen zeigt sich ein signifikanter
Unterschied zwischen den Apoptoseraten der p57kip2- und der pIRES2EGFP
transfizierten Schwannzellen; nur 4.4% der p57kip2 Uberexprimierenden Zellen
waren apoptotisch im Vergleich zu 22.22% der mit dem Kontrollvektor pIRES2EGFP
transfizierten Zellen. Dieser Effekt verdeutlichte sich durch Induktion der Apoptose
mit verschiedenen Stimulanzien. So zeigten bei Stimulation mit SDF-1q, (100ng/ml)
6.76% der p57kip2 Uberexprimierenden Schwannzellen Apoptose, wahrend SDF-1a
bei 30.69% der Kontroll-transfizierten Zellen Apoptose ausldste. Apoptoseinduktion
mit TNFa (40ng/ml) in Kombination mit TGFB (40ng/ml) stellte sich ahnlich dar:
13.74% TUNEL-positive p57kip2 Uberexprimierende Schwannzellen im Vergleich zu
33.88% apoptotischen Kontroll-transfizierten Zellen. Staurosporin (10nM) diente als
Positivkontrolle fur die Apoptoseinduktion. Auch in diesem Versuch zeigte sich eine
deutliche Differenz zwischen den p57kip2 Uberexprimierenden Schwannzellen, von
denen nur 23.89% Apoptose eingeleitet hatten, und den mit dem Kontrollvektor
pIRES2EGFP transfizierten Zellen, bei denen 41,84% apoptotisch waren. Da diese
Ergebnisse denen entsprechen, die bei der Apoptoseanalyse von Schwannzellen
nach Uberexpression von Mash2 ermittelt werden konnten, ist anzunehmen, dass
p57kip2 nicht nur als Mediator des antiproliferativen Effektes agiert, sondern auch fur

die Ubermittlung der antiapoptotischen Funktion verantwortlich ist.
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Abb. 25: Apoptoseanalyse von p57kip2 (berexprimierenden Schwannzellen und
Apoptoseinduktion mit SDF-1a, TNFa in Kombination mit TGF und Staurosporin

Schwannzellen wurden mit p57kip2-IRES2EGFP und pIRES2EGFP transfiziert, mittels magnetischen
Zellsortierens selektiert, auf Labtek ausplattiert (15°000/Feld) und 24h in Vollmedium kultiviert. Dann
wurde dem Medium fur weitere 24h 100ng/ml SDF-1a, eine Kombination aus TNFa (40ng/ml) und
TGFB (40ng/ml) oder Staurosporin (10nM) zugesetzt. Als Kontrolle dienten unstimulierte
Schwannzellen. Der erste Balken stellt jeweils die mit p57kip2-IRES2EGFP transfizierten Zellen, der

zweite Balken die mit pIRES2EGFP transfizierten Zellen dar. Eines von drei unabhangigen
Experimenten.
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4. Diskussion

Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollte die Rolle und Bedeutung des Transkriptions-
faktors Mash2 im peripheren Nervensystem untersucht werden. Dabei sollten auch
die Funktionen der von ihm regulierten Zielgene, zu denen der Transkriptionsfaktor
Krox-24, das Chemokin Mob-1, der Chemokinrezeptor CXCR4 und der Inhibitor Cyc-
lin-abhangiger Kinasen p57kip2 gehoren, naher analysiert werden. In dieser Arbeit
wurde in verschiedenen in vitro Experimenten das Proliferations- und Apoptose-
verhalten von Schwannzellen untersucht und der Einfluss von Mash2 und seiner

Zielgene auf diese bedeutsamen Zellfunktionen dargestelit.

4.1 Mash2 und seine Zielgene

Uber die Funktionen des bHLH-Transkriptionsfaktors Mammalian Achaete Scute
Homolog 2 (Mash2) ist bisher wenig bekannt. Neben seiner Rolle in der Entwicklung
des Spongiotrophoblasten der Plazenta in der fruihen Phase der Embryogenese wa-
ren bisher keine weiteren Funktionen in der Literatur beschrieben worden. Der Be-
fund, dass dieser Transkriptionsfaktor auch von Rattenschwannzellen des peripheren
Nervensystems exprimiert wird, war deshalb Uberraschend und von gro3em Interes-
se [Kury et al., 2002]. Uber Rolle und Bedeutung von Mash2 fir die Schwannzellen
konnen aber nur die Gene Auskunft geben, deren Expression unter der Regulation
des Transkriptionsfaktors Mash2 steht. Als spezifische Zielgene von Mash2 konnten
der Transkriptionsfaktor Krox-24, das Chemokin Mob-1, der Chemokinrezeptor
CXCR4 und der Inhibitor Cyclin-abhangiger Kinasen p57kip2 identifiziert werden. Die
Expression von Krox-24 und Mob-1 wird durch Mash2 supprimiert, von CXCR4 und
p57kip2 dagegen induziert. Mit Hilfe der spezifischen Zielgene soll die Funktion der
Ubergeordneten regulierenden Einheit, die Mash2 als Transkriptionsfaktor verkorpert,

naher charakterisiert werden.

Eines der spezifischen Zielgene von Mash2 ist der Transkriptionsfaktor Krox-24, des-
sen Transkription durch Mash2 gehemmt wird. Krox-24 kodiert ein 54 Kilodalton Pro-
tein mit drei ,Zink-Fingern®, d.h. drei DNA-Bindungsdomanen aus 28-30 Aminosau-

ren mit koordinierten Zinkionen. Es gehort damit wie das nah verwandte Krox-20 zur
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Gruppe der ,Zinkfinger‘-Transkriptionsfaktoren [Milbrandt, 1987; Lemaire et al.,
1988]. Krox-20 und Krox-24 binden in vitro an identische DNA-Bindungsdomanen
[Lemaire et al., 1988]. Krox-24 wird wie eine Reihe von anderen Genen in Zellkultur
durch Serumwachstumsfaktoren aktiviert, es zahlt dabei zu den Genen mit einer sehr
frihen Serumantwort [Christy et al., 1988]. Es gibt eine Reihe von Synonymen fur
Krox-24: zif/268 (nach dem cDNA Klon, den Christy et al. 1988 identifizierten), NGFI-
A (nach Milbrandt, 1987, der publizierte, dass dieser Faktor durch den Nervenwachs-
tumsfaktor NGF induziert wurde), egr-1, TIS-8 oder zenk. Wahrend der Embryogene-
se wird Krox-24 von Schwannzellvorlauferzellen exprimiert, Krox-20 kann zu diesem
Zeitpunkt nicht nachgewiesen werden. Erst ab dem 15.5 Tag post conceptionem
steigt unter Neuregulinkontrolle die Zahl der Krox-20-Transkripte, wahrend Krox-24
gleichzeitig supprimiert wird, korrespondierend dazu findet die Umwandlung der Vor-
lauferzellen in Embryonale Schwannzellen statt. Zum Zeitpunkt der Geburt sind beide
Faktoren dann ko-exprimiert, spater aber kann Krox-24 nur in nicht-myelinisierenden
Schwannzellen des adulten Nerven nachgewiesen werden. Krox-20 dagegen findet
sich unter Einfluss axonaler Signale in der myelinisierenden Schwannzellreihe, so
dass die Vermutung entstand, dass Krox-20 und Krox-24 bezlglich der Kontrolle der
Myelinisierung von Schwannzellen antagonistische Funktionen einnehmen [Topilko
et al., 1997]. Eine gegensatzliche Regulation von Krox-20 und Krox-24 zeigt sich
auch im Rahmen der Waller’'schen Degeneration: nach einer Nervenlasion kommt es
sowohl im distalen als auch im proximalen Anteil des Nervens zu einer starken Induk-
tion von Krox-24, wahrend Krox-20 supprimiert wird [Topilko et al., 1997]. Wahrend
der Waller’'schen Degeneration kommt es zur Demyelinisierung und Proliferation von
Schwannzellen. Durch Wiedererlangen eines Entwicklungsstatus geringerer Reife
wird so das erneute Auswachsen des Axons ermdglicht. Die auf die Degeneration
folgende Axonregeneration ist durch hohe Proliferationsraten der Schwannzellen und
eine persistierend starke Krox-24 Expression gekennzeichnet. Allerdings kommt es
zu einem Wechsel seiner Lokalisation: wahrend Krox-24 in reifen, nicht myelinisie-
renden Schwannzellen im Zytoplasma zu finden ist, erscheint es wahrend der Rege-
neration im Zellkern [Topilko et al., 1997]. Aus diesen Ergebnissen kann jedoch nicht
die Schlussfolgerung gezogen werden, dass Myelinisierung bzw. Nicht-
Myelinisierung in einem direkten Zusammenhang zur Expression von Krox-24 ste-
hen. Moglicherweise besteht auch ein Zusammenhang mit der fur nichtmyelinisieren-

de Schwannzellen typischen hohen Proliferationsrate [Pelligrino et al., 1986; Trapp et
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a., 1988], dazu passt auch, dass Krox-24 direkt den low-affinity p75-
Nervenwachstumsfaktorrezeptor LNGFRp75 aktiviert, der nach einer Nervenlasion
von proliferierenden Schwannzellen hochreguliert wird [Nikam et al., 1995]. Aller-
dings zeigte sich gegensatzlich dazu in Experimenten von Kury et al., 2002, dass
sich die Expression von LNGFRp75 in Schwannzellen, in denen Krox-24 durch U-
berexpression von Mash2 supprimiert wurde, nicht veranderte. Die Vermutung von
Topilko et al., 1997, dass sich Krox-20 und Krox-24 gegenseitig supprimieren, konn-
te von Nagarajan et al., 2001, widerlegt werden. In DNA-Array Experimenten zur I-
dentifizierung der Zielgene von Krox-20 zeigte sich, dass auch Krox-24 zu den Ge-
nen gehort, die durch Krox-20 induziert werden. Somit bleibt Mash2 der einzige bis-
her bekannte Repressor von Krox-24 [Kury et al., 2002]. Mash2 findet sich nur in
myelinisierenden Schwannzellen und die Kolokalisationsexperimente mit Krox-24
zeigten, dass dieses sich, wenn auch in niedrigen Konzentrationen, ebenfalls in den
Zellkernen myelinisierter Schwannzellen befindet, somit also nicht spezifisch fir die
nicht myelinbildende Zellpopulation ist [Kury et al., 2002]. Die Rolle von Krox-24
scheint somit eher im Reifungsprozess von Schwannzellen zu liegen und nicht not-
wendigerweise in der Myelinisierung.

Via Krox-24 kénnte Mash2 somit entscheidenden Einfluss auf die Differenzierung
und Ausreifung von Schwannzellen nehmen, inwieweit an diesem Prozess aber auch

andere, bisher nicht bekannte Faktoren beteiligt sind, bleibt offen.

Das vom Rattengen Mob-1 kodierte sekretorische Polypeptid zahlt zur Familie der
proimflammatorischen a- Chemokine, die nach einer anderen Klassifikation auch als
CXC-Gruppe bezeichnet wird. Die Einteilung der Chemokine erfolgt nach Vorhan-
densein und Position von Cysteinresten in vier Untergruppen, CXC (a), CC (B), C (y)
und CXCj; [Lindley et al., 1993]. Chemokine sind kleine chemotaktische Zytokine.
Sezerniert wird Mob-1 von aktivierten T-Zellen, Monozyten, Endothelzellen und Kera-
tinozyten [Taub et al., 1993]. Mob-1 besitzt wie fast alle Chemokine eine Grofde von 8
kDa und wurde erstmals in ras-transformierten Tumorzellen identifiziert [Liang et al.,
1994]. Es besteht eine weitgehende Homologie der Proteinsequenz von Mob-1 und
dem humanen Interferon-y inducible Protein 10 (IP-10) bzw. CXCL10 [Luster et al,
1985, Luster und Ravetch, 1987] und dem Cytokine-Responsive-Gene-2 (Crg-2) der
Maus [Vanguri und Farber, 1990]. IP-10 (Mob-1/ Crg-2, aufgrund der Vielzahl der

Veroffentlichungen zu diesem Thema wird im folgenden nur IP-10 als Synonym ge-
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braucht) bindet neben den allotopen Interferon-y induced Monokine (Mig) und Interfe-
ron-y inducible T-cell a-Chemoattractant (iTAC) an den CXCR3-Rezeptor, abhangig
vom jeweiligen Rezeptorstatus [Huang et al., 2000; Cox et al., 2001; Booth et al.,
2002]. Interessanterweise kdonnen alle drei Liganden auch an den CCR3-Rezeptor
binden und fungieren hier als natlrliche Antagonisten [Loetscher et al., 2001]. Der
CXCR3-Rezeptor, der bevorzugt auf aktivierten T-Lymphozyten exprimiert wird [Far-
ber, 1997; Luster und Leder, 1993], besteht aus 7 transmembranen Strukturen, die
an G-Proteine gekoppelt sind und bei Aktivierung eine intrazellulare Calciummobilisa-
tion auslosen [Loetscher et al., 1996, Ari und Charo, 1996, Murphy, 1994].

Die primare Funktion von Chemokinen ist die Chemotaxis, d.h. das Anlocken von
Zellen entlang eines Konzentrationsgradienten. Dabei kommt es einerseits durch Ak-
tivierung von Lymphozyten zur Produktion von zellularer oder humoraler Immunitat,
andererseits aber auch zur direkten Migration von Entziindungszellen ins Gewebe.
IP-10 fungiert als Mediator der zellularen Immunantwort (T-Zell-Immunantwort) nach
Entzindungen und Verletzungen von Gewebe [Rossi und Zlotnik, 2000]. Als chemo-
attraktiver Botenstoff lockt es aktivierte T-Lymphozyten und Monozyten ins entzlinde-
te Gewebe [Taub et al., 1993, Farber, 1997], nachdem seine Bildung durch y-
Interferon, Tumor-Nekrose-Factor-a (TNF-a) oder Lipopolysaccharide induziert wur-
de [Luster und Ravetch, 1987; Villagomez et al., 2004; Ohmori und Hamilton, 1990].
Als Chemokin spielt IP-10 eine wichtige Rolle bei akuten und chronischen bakteriel-
len und viralen Infektionskrankheiten, vor allem des Respirationstraktes, z.B. durch
Pneumokokken, Mycobakterium tuberculosis, Sarkoidose oder Influenza A, [Fillion et
al., 2001; Agostini et al., 1998; Wareing et al., 2004], aber auch bei Hepatitis C und
Helicobacter pylori Gastritis [Harvey et al., 2003; Eck et al., 2000]. Weiterhin ist eine
Beteiligung an der Pathogenese zahlreicher Autoimmunerkrankungen wie z.B. atopi-
scher Dermatitis, Systemischer Lupus erythematodes, Psoriasis, Colitis ulcerosa und
Diabetes mellitus Typ 1 bekannt [Villagomez et al., 2004; Eriksson et al., 2003; Gott-
lieb et al., 1988; Shimada et al., 2001]. IP-10 ist auch involviert bei Migration und Pro-
liferation von glatten Gefalimuskelzellen, die einen wichtigen Platz in der Pathogene-
se von Arteriosklerose und Gefallstenosen einnehmen [Wang et al., 1996]. Im Ge-
falsystem ist es auRerdem stark exprimiert nach Gefaldverschlissen und darauffol-
gender Ischamie am Herzen und im Gehirn [Wang et al., 1998, Kawamura et al,
2003; Li et al., 2001]. Bei der Untersuchung von Malignomen zeigte sich, dass IP-10
einen Angiogeneseinhibitor verkorpert und damit einen geeigneten und effizienten
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Kandidaten zur Gentherapie von Tumoren darstellt. Ein weiterer in der Tumorthera-
pie eingesetzter Effekt ist die Aktivierung der korpereigenen Abwehr gegen die Tu-
morzellen durch IP-10 [Pertl et al., 2001; Keyser et al., 2004; Huang und Xiang,
2004; Chada et al., 2003].

Auch im zentralen und peripheren Nervensystem spielt IP-10 eine wichtige Rolle, so
u.a. bei Meningitiden verschiedener Atiologien [Lahrtz et al., 1998], bei der Chorea
minor Sydenham [Teixeira et al., 2004] und bei der Entstehung von Alzheimer [Xia
und Hyman, 1999; Xia et al., 2000]. Eine bedeutsame Funktion nimmt IP-10 bei der
Pathogenese der Multiplen Sklerose ein [Simpson et al., 2000; Sorensen et al., 1999;
Franciotta, 2001] des Guillan-Barré-Syndroms und der Chronischen Inflammatori-
schen Demyelinisierenden Polyradikuloneuropathie ein [Kieseier et al., 2002]. Diese
Eigenschaften von IP-10 waren bereits in Tiermodellen wie der Experimentellen Au-
toimmunen Enzephalomyelitis (EAE) und der Experimentellen Autoimmunen Neuritis
(EAN) nachgewiesen worden [Karpus und Ransohoff, 1998; Ransohoff, 1993;
Waksman und Adams, 1955; Kieseier et al., 2000], bevor sie auch an Patienten veri-
fiziert werden konnten. Auch HIV-assoziierte neurologische Erkrankungen wie die
HIV-assoziierte Enzephalopatie und die HIV-assoziierte Demenz stehen in Zusam-
menhang mit IP-10 Expression [Sanders et al., 1998]. Bemerkenswerterweise zeigte
sich, dass IP-10 T-Zellen und Makrophagen im Rahmen der HIV-assoziierten En-
zephalopathie zum Ubertritt in den Liquor lockt und so die Immunreaktion gegen das
Virus verstarkt, aber gleichzeitig auch die HIV-1 Replikation in Makrophagen und
Lymphozyten des peripheren Blutes stimuliert. Die Blockade des CXCR3-Rezeptors
dagegen reduziert die HIV-1 Replikation und stellt so ein neues therapeutisches An-
griffsziel dar [Lane et al., 2003]. HIV-1 fuhrt via gp120 interferonunabhangig zur In-
duktion von IP-10 in Astrozyten mit nachfolgender Rekrutierung von Leukozyten ins
zentrale Nervensystem [Asensio et al., 2001]. Im ZNS wird IP-10 vor allem von
Astrozyten exprimiert und sezerniert [Majumder et al., 1996], im peripheren Nerven-
system Ubernehmen Schwannzellen diese Rolle [Kury et al., 2002]. Es zeigte sich,
dass Mob-1 nach peripheren Nervenlasionen gegenlaufig zu Mash2 hochreguliert
wird und damit in den Beginn des Degenerationprozesses involviert ist, bei dem es
zur Einwanderung von Makrophagen und Lymphozyten in den verletzen Nerven-
stumpf und zur Elimination der Zelltrimmer und Myelinreste durch diese Zelltypen
kommt [Klry et al., 2002; Stoll et al., 1989; Moalem et al., 1999]. Mash2 und sein von
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ihm supprimiertes Zielgen Mob-1 scheinen daher schwannzellspezifische Mediatoren

der verletzungsbedingten Immunantwort sein.

Als weiteres Zielgen von Mash2 konnte der Chemokinrezeptor CXCR4 identifiziert
werden, der wie die meisten Rezeptoren, die Chemokine als Liganden binden, eine
G-Protein-gekoppelte 7-Transmembranstruktur aufweist. Entdeckt wurde der Rezep-
tor als pre-B-cell-derived-chemokine-receptor (PB-CKR) aus dem Klon DW34 einer
Pra-B-Zelllinie der Maus. Die Aminosaurensequenz des PB-CKR-Rezeptors ist zu
90% identisch mit fusin, einem Korezeptor bei der Infektion mit dem Humanen Im-
mundefizienz Virus-1 (HIV-1) und stellt somit das Homolog zum menschlichen Re-
zeptor dar [Nagasawa et al., 1996]. Nachdem das CXC(a)-Chemokin Stromal-
derived factor 1 (SDF-1) als Ligand von fusin identifiziert wurde, erhielt der Rezeptor
nach Nomenklatur der Chemokine die Bezeichnung CXCR4. Durch Bindung von
SDF-1 wird der Rezeptor aktiviert, seine Wirkung wird Uber die nachfolgende intrazel-
lulare Calciummobilisation vermittelt [Bleul et al., 1996]. SDF-1-Transkripte kodieren
drei verschiedene sezernierte Proteine, die sich durch variables ,Splicing“, Anzahl
der Exone und damit Lange der Aminosaurensequenz unterscheiden. Drei verschie-
dene Splicingformen von SDF-1 konnten nachgewiesen werden. Es handelt sich
hierbei um die zwei fast identischen Peptide SDF-1a (89 Aminosauren) und SDF-1f3
(93 AS), sowie um SDF-1y (119AS), welches zusatzlich einen 30 Aminosauren lan-
gen C-Terminus besitzt. Erstmals geklont wurden SDF-1a und SDF-13 aus einer
Zelllinie aus Knochenmarkstromazellen der Maus, spater wurde SDF-1y in zahlrei-
chen Geweben des zentralen und peripheren Nervensystems gemeinsam mit den
anderen SDF-Varianten identifiziert [Tashiro et al., 1993; Gleichmann et al., 2000].
Fur die Bindung an den CXCR4-Rezeptor sind die ersten 17 AS notwendig, deren
Sequenz in allen drei Varianten identisch ist, die Unterschiede in den Proteinsequen-
zen erklaren moglicherweise die unterschiedlichen Expressionsmuster von SDF-1a,
SDF-1p und SDF-1y wahrend Embryogenese, Reifung und Regeneration nach Lasi-
onen des Nervensystems [Loetscher et al., 1998; Doranz et al., 1999]. Transkripte
von SDF-1 und CXCR4 werden in Neuronen, Astrozyten, Oligodendrozyten, aber
auch in Schwannzellen vorgefunden.

Flir CXCR4 sind eine Reihe von biologischen und pathologischen Funktionen be-
kannt, die weit Uber die chemokintypische Rolle in Entzindungs- und Immunabwehr-

prozessen hinausgehen. So dient er in Interaktion mit SDF-1 zwar der Chemoattrak-
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tion von T-Lymphozten [Aiuti et al., 1997], aber auch der Reifung und Differenzierung
von B-Lymphozyten [Nagasawa et al., 1994] und ist in der Lage, in hNT-Zellen, einer
humanen neuronalen Zellline aus unreifen cholinergen Neuronen, Apoptose zu indu-
zieren [Hesselgesser et al., 1998]. In Untersuchungen mit Mausmutanten, die eine
Deletion des CXCR4-Gens erfahren hatten, kam es zu embryonalem oder perinata-
lem Tod der Mause, weitere Analysen zeigten eine reduzierte Produktion von B-
Lymphozyten und Storungen der Hamotopoese, Ventrikelseptumdefekte im Herzen,
Malformationen der gastrointestinalen Blutgefasse und Abnormitaten in der Architek-
tur des Cerebellums, entstanden aufgrund fehlerhafter Zellmigration [Tachibana et
al., 1998; Zou et al., 1998]. Ein fast identischer Phanotyp zeigte sich in SDF-1
Knockout-Mausen [Nagasawa et al., 1996; Ma et al., 1998]. Unter Einbeziehung die-
ser Ergebnisse und der Expressionsmuster von SDF-1 und CXCR4 [Horuk et al.,
1997; Tanabe et al., 1997; McGrath et al., 1999; Gleichmann et al., 2000; Tham et
al., 2001] ist anzunehmen, dass die Interaktion zwischen Ligand und Rezeptor mal3-
geblich an der Entwicklung, Erhaltung und Pathophysiologie des Nervensystems be-
teiligt ist. Daruber hinaus dient CXCR4 auf T-Lymphozyten als Korezeptor der HIV-1
Glykoprotein gp120 vermittelten Infektion, indem er den Eintritt von 11IB gp120 Ket-
ten, die der spezifischen Infizierung von T-Zellen dienen, mediiert [Lapham et al.,
1996; Berson et al., 1996; Feng et al., 1996]. HIV gp120 kann, ebenso wie SDF-1,
auch in Abwesenheit von CD4-Zellen, via CXCR4 neuronale Apoptose induzieren
und fahrt Gber diesen Mechanismus unter anderem zur HIV-assozierten Demenz
[Hesselgesser et al., 1998]. SDF-1 vermag die T-Zell-tropische CXCR4-abhangige
HIV-Infektion von CD4-Zellen und Monocyten des peripheren Blutes zu hemmen,
nicht jedoch die Infektion von Makrophagen, die uber den CCR5-Rezeptor vermittelt
wird [Bleul et al., 1996]. Weitere Funktionen, die mit der Aktivierung von CXCR4 im
Nervensytem zusammenhangen, sind Migration, Induktion von Apoptose, HIV-
Neuroprotektion, Neuromodulation und Proliferation von Astrozyten, Neuronen und
Zellen des Zerebellums [Klein et al., 2001; Han et al., 2001; Hesselgesser et al.,
1998; Meucci et al., 1998; Limatola et al., 2000; Bajetto et al., 2001]. Durch Bindung
von SDF-1 aktivierte CXCR4-Rezeptoren auf Astrozyten fihren TNFa-vermittelt zur
Freisetzung von neurotoxischem Glutamat und sind so an neurodegenerativen Pro-
zessen beteiligt [Bezzi et al., 2001].

Die Expression des CXCR4-Rezeptors auf Schwannzellen wird durch den Transkrip-

tionsfaktor Mash2 aktiviert. Nach Lasionen an Ischiasnerven von Ratten zeigte sich
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ein biphasisches Expressionsmuster mit transienter Herabregulierung des CXCR4-
Gens [Kury et al., 2002]. CXCR4 scheint an wichtigen biologischen Prozessen der
Schwannzellen und des peripheren Nervensystems, wie Schwannzelldifferenzierung,
-proliferation und -Uberleben, beteiligt zu sein. Da SDF-1p/y auch von Schwannzellen
des adulten Ischiasnervs selber produziert wird, nimmt man autokrine und parakrine
Mechanismen zur Aktivierung des CXCR4-Rezeptors an [Gleichmann et al., 2000].
Die Rezeptorexpression ist direkt abhangig von der Héhe der Konzentration von in-
trazellularem zyklischen Adenosinmonophosphat (cCAMP) und wird gehemmt durch
den Tumornekrosefaktor a (TNFa). Die Mediation dieser beiden Effekte verlauft még-
licherweise Uber den Transkriptionsfaktor Oct6/SCIP [Kury et al., 2003].

p57kip2 gehdrt ebenfalls zu den Zielgenen von Mash2, seine Transkription wird
durch Mash2 stark induziert. p57kip2 zahlt zu der Familie der Inhibitoren der Cyclin-
abhangigen Kinasen (CDKI’s). Cyclin-abhangige Kinasen (CDK’s) sind die Regulato-
ren der Zellzyklusmaschinerie und stehen unter der engmaschigen Kontrolle sowonhl
von positiven als auch von negativen Regulatoren [Lee und Yang, 2001]. Der mitoti-
sche Zellzyklus und die Rolle der CDKI’'s dabei wurde ausfuhrlich im Rahmen der
Einleitung beschrieben. Die Inhibitoren der Cyclin-abhangigen Kinasen (CDKI'’s) stel-
len eine Gruppe von kleinen Polypeptiden dar, die in zwei Familien unterteilt werden:
die Ink4-Familie, Inhibitoren der CDK 4/6, zu denen p16ink4a, p15Ink4b, p18ink4c
und p19Ink4d zahlen und die Cip/Kip-Familie, die aus p21cip1, p27kip1 und p57kip2
besteht [Ruas und Peters, 1998; Sherr und Roberts, 1999]. p57kip2 ist ein recht
neues Mitglied der Cip/Kip-Familie, welches seinen Namen aufgrund seines Moleku-
largewichtes und seiner hohen Ahnlichkeit zu p27kip1 erhalten hat. Die komplexe
Proteinstruktur des Mausproteins setzt sich aus vier verschiedenen Domanen zu-
sammen: einer p21/p27-verwandten CDK inhibierenden Domane, einer Prolinreichen
Domane, einer Glutamat und Aspartatreichen Domane mit einem besonderen repeti-
tiven Aminosaurenmuster und einer Domane mit einer CDK Phosphorylierungsstelle
am carboxyterminalen Ende, die mit p27 konserviert ist, aber keine Ahnlichkeit mit
der p21-Sequenz aufweist. Humanes p57kip2 entspricht hinsichtlich der carboxy- und
aminoterminalen Domanen der Maussequenz, die inneren Domanen wurden aber
gegen Sequenzen mit Prolin-Alanin-Wiederholungen ausgestauscht. Die Sequenz
des Rattenproteins konnte erstmals im Rahmen dieser Arbeit analysiert werden. Die

kodierende Region des p57kip2Proteins der Ratte umfasst 1040 Basenpaare und
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weist im Bereich des N- und des C-Terminus Uberwiegend eine Homologie zur
Maussequenz auf. Trotz einiger Unterschiede zwischen den mittleren Abschnitten
der Sequenzen, so umfasst die Rattensequenz eine prolin- sowie eine saurereiche
Domane, besteht im Speziesvergleich insgesamt eine starke Konservierung.

In Saugetierzellen ist p57kip2 im Zellkern gemeinsam mit CDK-Komponenten der G;-
Phase lokalisiert. Uberexpression von p57kip2 fiihrt zum kompletten Stillstand des
Zellzyklus in der G4-Phase, es kommt nicht mehr zum Ubertritt in die Synthese-
Phase [Lee et al., 1995; Matsuoka et al., 1995]. Wahrend der Embryonalentwicklung
findet sich eine starke Expression von p57kip2 in Skelettmuskeln, Herz, Gehirn, Lun-
gen und Augen. Da p57kip2 vor allem von terminal differenzierten Zellen exprimiert
wird, scheint es wahrend Entwicklung und Differenzierung am Austritt der gereiften
Zellen aus dem Zellzyklus beteiligt zu sein [Lee et al., 1995; Matsuoka et al., 1995].
An der Entwicklung von Spongiotrophoblast und Labyrinthen der Plazenta wirkt
p57kip2 anscheinend Uber andere Wege mit, ohne die Aktivitaten der CDK’s zu be-
einflussen [Takahashi et al., 2000]. Im Gegensatz zu p21cip1 und p27kip1, die von
zahlreichen adulten menschlichen Geweben exprimiert werden, zeigt p57kip2 ein
gewebespezifisches Expressionsmuster, so werden verschiedene Isoformen mit va-
riabler Aminoaurensequenzlange in Plazenta, Herz und Skelettmuskel exprimiert.
Aulerdem konnte seine Expression in Schwannzellen des peripheren Nervs nach-
gewiesen werden, mit Herabregulation nach einer Nervenlasion und erneutem An-
steigen der Expression bei Abschluss der Reparaturvorgange [Kury et al., 2002]. Lo-
kalisiert ist das humane p57kip2 wie Mash2 auf Chromosom 11p15.5 [Matsuoka et
al., 1995]. Wie die meisten Gene dieses Genlocus, gehodrt es zu den Genen, bei de-
nen ein genomisches ,Imprinting” stattfindet, bei p57kip2 wird bevorzugt das mater-
nale Allel bei gleichzeitiger Suppression des paternalen Allels exprimiert [Matsuoka
et al., 1996]. Da p57kip2 ein Genlocus zugeordnet wurde, der sowohl mit sporadi-
schen Krebserkrankungen als auch mit dem familidaren Beckwith-Wiedemann-
Syndrom in Verbindung gebracht wird, ist es ein moglicher Kandidat fur ein Tumor-
suppressorgen [Matsuoka et al., 1995; Lee und Yang, 2001]. Studien an p57kip2
Knockout-Mausen zeigten abnorme Zellproliferation, gesteigerte Apoptose und ver-
spatete Differenzierung. Dieses aullerte sich in Knochen- und Muskeldefekten, Ne-
bennierenhyperplasie, Zytomegalie und Missbildungen des Gastrointestinaltraktes
[Yan et al., 1997; Zhang et al., 1997]. Ein ahnlicher Phenotyp tritt bei Kindern mit

Beckwith-Wiedemann-Syndrom (BWS) auf, welches durch Organomegalie,
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Makroglossie und Omphalozele und gehauftes Auftreten von Wilms-Tumoren (Neph-
roblastom) charakterisiert ist. Tatsachlich konnten bei Patienten mit BWS Mutationen
im p57kip2-Gen nachgewiesen werden, die die CDK-inhibitorische Domane und die
carboxyterminale Doméane betreffen [Hatada et al., 1996]. An der Entstehung von
anderen sporadischen Krebsformen ist p57kip2 nicht direkt durch Genmutationen
beteiligt, sondern indirekt durch verminderte Genexpression in Tumorzellen z.B. des
Blasen- oder Magenkarzinoms [Oya und Schultz, 2000; Shin et al., 2000]. Uberex-
pression von p57kip2 in humanen Astrozytomzellen fuhrt zur Blockade der Tumor-
zellproliferation und zur Induktion von Zellalterungsprozessen [Tsugu et al., 2000].
Eine andere Studie an humanen Epithelzellen von Mammakarzinomen zeigte, dass
pS57kip2-Expression die Immortalisierung der Tumorzellen verhindert [Nijjar et al.,
1999]. Somit konnte der Einsatz von p57kip2 in der Gentherapie von Tumorerkran-
kungen eine mogliche therapeutische Option darstellen [Mainprize et al., 2001].

Interessanterweise besitzen Mash2 und p57kip2 eine Reihe von gemeinsamen Ei-
genschaften: zum einem die Ko-Lokalisierung in einer Gruppe von ,imprinted“ Genen
auf dem humanen Chromosom 11p15.5 und auf dem distalen Mauschromosom 7
[Guillemot et al., 1995; Hatada und Mukai, 1995; Matusuoka et al., 1995], zum ande-
rem die Expression in Spongiotrophoblastzellen der Plazenta [Takahashi et al.,
2000]. Es stellt sich daher die Frage, inwieweit auch Mash2 an der Entstehung von
spontanen und familiaren Tumorerkrankungen wie dem Beckwith-Wiedemann-
Syndrom beteiligt ist und mdglicherweise in den Blickpunkt therapeutischer Optionen

ruckt.

4.2 Schwannzellproliferation

Die Fahigkeit zum Wiedereintritt in den Zellzyklus in Folge einer peripheren Nerven-
verletzung stellt eine wichtige Eigenschaft der Schwannzellen dar, die essentiell fur
die Plastizitat des peripheren Nervensystems ist. Erst durch Proliferation der
Schwannzellen kann es zur Ausbildung einer Leitstruktur kommen, die das erneute
Aussprossen eines verletzten Axons zu seinem spezifischen Zielgewebe ermoglicht.
Die Fahigkeit zu Proliferation und Differenzierung hat damit entscheidenden Anteil an

der Regenerationskapazitat des PNS. Die Schwannzellen unterscheiden sich durch
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diese einzigartige Fahigkeit von den Oligodendrozyten des ZNS, wo Verletzungen im
Bereich relevanter Areale aufgrund mangelnder Fahigkeit zur Proliferation zu blei-
benden Funktionseinschrankungen fuhren kénnen.

Die Mdglichkeit zur Proliferation ist jedoch vom Differenzierungsniveau der
Schwannzellen abhangig. Schwannzellvorlauferzellen und Embryonale Schwann-
zellen, die sich auf einer niedrigen Entwicklungs- und Differenzierungsstufe befinden,
weisen hohe Proliferationsraten auf. Reife, myelinbildende Schwannzellen proliferie-
ren dagegen kaum, nach einer Nervenlasion mussen sie daher zunachst zu einer
phanotypisch den Vorlauferzellen ahnelnden, niedrigeren Reifungsstufe dedifferen-
zieren, ehe sie in den mitotischen Zellteilungszyklus eintreten und proliferieren kén-
nen. Es besteht daher ein bedeutsamer Zusammenhang zwischen Regenerations-
kapazitat des PNS und dem Differenzierungsgrad der Schwannzellen [Kiry et al.,
2001; Reichert, 2000].

In den Proliferationsexperimenten zeigte sich, dass verschiedene Bedingungen zu-
sammentreffen muassen, um eine optimale Proliferation von Schwannzellen zu errei-
chen. Dazu zahlte der Zusatz von fetalem Kalberserum, welches eine Reihe von
Wachstumsfaktoren enthalt, zum Kulturmedium der Schwannzellkultur. Ebenfalls zur
mitogenen Stimuluation erforderlich ist cCAMP als Aktivator enzymatischer Reaktio-
nen, welches in Form des cAMP-Agonisten Forskolin in einer Konzentration von 2uM
die besten Wachstumsbedingungen erzeugte. Weiterhin bedeutsam fur die Prolifera-
tion erwies sich die Plattierungsdichte der Schwannzellen. Da sowohl bei niedriger
als auch sehr hoher Dichte die Proliferationsraten sanken, kann man davon ausge-
hen, dass die Proliferation Uber Zell-Zellkontakte und von den Zellen ausgehende
parakrine Signale in Form sezernierter Wachstumsfaktoren gesteuert wird. Die Se-
zernierung von Wachstumsfaktoren ist jedoch nur durch unreife Schwannzellen, nicht
jedoch durch Schwannzellvorlauferzellen moglich [Jessen und Mirsky, 1999]. Bei zu
hoher Zelldichte kommt es durch relativen Mangel an nutritiven Faktoren zum Prolife-
rationsstopp, daneben scheint auch ein negativer Feedback-Mechanismus zu beste-
hen, der Uber eine hohe Anzahl interzellularer Kontakte aktiviert wird und zur Kontak-
tinhibition fihrt.

Bei der Analyse der Proliferation von Mash2-Uberexprimierenden Schwannzellen

konnte eine signifikante Reduktion der Proliferationsrate bei Mash2-Uberexpression
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gezeigt werden. Zudem konnte gezeigt werden, dass der Entzug der mitogenen Sti-
muli Fetales Kalberserum und cAMP aus dem Kulturmedium zur vermehrten Ge-
nexpression von Mash2 fuhrt, so dass die Vermutung einer Verknupfung von Prolife-
ration und Mash2 geauliert wurde [Kury et al., 2002]. In dieser Arbeit konnte mittels
Markierung der in der S-Phase befindlichen Schwannzellen mit 5-Brom-2’-
deoxyuridin [Gratzner et al., 1982] ein direkter negativer Einfluss von Mash2 auf die
Proliferation nachgewiesen werden. Trotz voller Stimulation durch fetales Kalberse-
rum und cAMP fuhrte eine erhdhte Mash2-Expression zur Reduktion der Zahl prolife-
rierender Schwannzellen. Die Kapazitat der Schwannzellen zur Mitose scheint daher
direkt mit der Genexpression von Mash2 zusammen zu hangen. Dieses Ergebnis
lasst sich auch einordnen in den Kontext, dass die Expression von Mash2 bisher nur
in reifen, myelinisierenden Schwannzellen nachgewiesen werden konnte, nicht aber
in Vorlauferzellen oder Embryonalen Schwannzellen. Im Einklang mit postlasionarer
Proliferation der Schwannzellen, wird die Expression von Mash2 nach einer Nerven-
lasion ebenfalls zeitweise herabreguliert, auch wenn das Expressionsprofil hier eher
auf eine Verknupfung mit Waller'scher Degeneration als mit Regenerationsereignis-
sen hinweist [Kury et al., 2002]. Mash2 ubt also einen negativen Effekt auf die Proli-
feration von Schwannzellen aus, den es als Transkriptionsfaktor nur tUber die An- o-
der Abschaltung der Expression von spezifischen untergeordneten Genen vermitteln
kann. Daher war es interessant, den Einfluss seiner spezifischen Zielgene auf die
Proliferation von Schwannzellen zu untersuchen, um so den Mediator des antiprolife-
rativen Effektes von Mash2 zu identifizieren. Auf den Einsatz von Krox-24 in den Pro-

liferationsexperimenten musste aus Verfligbarkeitsgriinden verzichtet werden.

Die Proliferationsanalysen an Schwannzellen, die mit dem Rattenchemokin Mob-1
stimuliert wurden, zeigten zwar tendenziell eine Zunahme der Proliferation durch
Mob-1-Stimulation, bei hoher Streuung der Werte in den einzelnen Experimenten ist
jedoch nicht von einem signifikanten Effekt auszugehen.

Um die Rolle von Mob-1 bezlglich der Proliferation von Schwannzellen naher zu
charakterisieren, wurde versucht, den CXCR3-Rezeptor mittels quantitativer RT-PCR
auf Schwannzellen nachzuweisen. Dieses gelang jedoch nicht, so dass man davon
ausgehen muss, dass die Wirkung des proinflammatorischen Chemokins im periphe-
ren Nervensystem unabhangig von CXCR3 vermittelt wird. Moglicherweise ist der

Chemokinrezeptor CCR3 in diesen Prozess involviert, es ist bekannt, dass Mig, iTAC
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und IP-10 hier als Antagonisten agieren [Loetscher et al., 2001]. Mob-1 wird nach
einer Nervenldsion von den Schwannzellen hochreguliert und ist wahrscheinlich an
den Degenerationsprozessen beteiligt, indem es chemotaktisch auf Makrophagen
und Lymphozyten wirkt, die dann die Abraumung der Zelltrummer bewerkstelligen
[Klry et al., 2002]. Neben der Rolle in der verletzungsbedingten Immunantwort und
dem Degenerationsprozess scheint Mob-1 jedoch keinen Einfluss auf die Stimulation
der Proliferation von Schwannzellen in der Regenerationsphase nach einer Verlet-

zung im peripheren Nervensystem zu haben.

Schwannzellen wurden auch mit SDF-1a, dem Liganden des CXCR4-Rezeptors sti-
muliert, um den Einfluss auf die Proliferationsraten zu untersuchen. Obwohl CXCR4
durch Mash2 stark induziert wird, lie sich kein antiproliferativer Effekt durch SDF-
1o nachweisen. Der CXCR4-Rezeptor, der vor allem mit apoptotischen Ereignissen
in Verbindung gebracht wird, wird wahrend der Entwicklung im Rahmen des Oct-
6/SCIP-Reifungprogramms von promyeliniserenden Schwannzellen exprimiert, kann
aber auch auf adulten myelin-bildenden Schwannzellen nachgewiesen werden, die
bekanntermal3en nicht proliferieren [Arroyo et al., 1998; Klry et al., 2002; Kury et al.,
2003]. Als Mediator des antiproliferativen Effektes von Mash2 kommt CXCR4 nicht in
Frage, seine Funktionen betreffen vor allem die Apoptose von Schwannzellen und
wahrscheinlich auch die entwicklungsbedingte Differenzierung und die Redifferenzie-

rung nach Verletzungen [Kury et al., 2003].

Als aussichtsreichster Kandidat der Mash2-Zielgene bleibt damit fir die Ubermittlung
der Proliferationshemmung durch Mash2 das zur Familie der Inhibitoren Cyclin-
abhangigen Kinasen (CDKI’s) zahlende p57kip2. CDKI’s verhindern durch Hemmung
von Cyclin-Cyclin-abhangige-Kinasen-Komplexen die Progression des Zellzyklus und
damit die Zellproliferation [Sherr und Roberts, 1999]. Da Mutationen in den CDKI-
Genen zu abnormer Zellproliferation und Entstehung von Tumoren fuhren, werden
sie zu den Tumorsuppressorgenen gezahlt [Matsuoka et al., 1995; Lee und Yang,
2001]. p57kip2 wirkt also antiproliferativ auf Saugetierzellen. Leider war es labor-
technisch und zeitlich nicht moglich, diesen proliferationshemmenden Effekt auch an
Rattenschwannzellen nachzuweisen, da die Generierung des p57kip2-Proteins erst
gegen Ende dieser Arbeit gelang. p57kip2 zeigt im Gegensatz zu den verwandten

CDKI’'s p21cip1 und p27kip1, die von zahlreichen humanen Geweben exprimiert
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werden, ein gewebespezifisches Expressionsmuster. Es lasst sich in verschiedenen
Isoformen in Plazenta, Herz und Skelettmuskel, aber auch in Schwannzellen nach-
weisen [Lee et al., 1995]. Dieser Nachweis gemeinsam mit der Tatsache, dass die
Uberexpression von Mash2 zu einer starken Induktion von p57kip2 flhrt, l1dsst den
Schluss zu, dass das Protein den Mediator von Mash2 bezlglich des antiproliferati-
ven Effektes auf Schwannzellen darstellt. Letztendlich kbnnen diese Thesen aber nur
durch weitere Versuche, bei denen das Proliferationsverhalten von Schwannzellen
nach Transfektion mit p57kip2 untersucht wird, bestatigt werden. Dieses gelang in
spateren Versuchen, die im Anschluss an diese Arbeit erfolgten, den Vermutungen
entsprechend konnte dabei eine antiproliferative Wirkung von p57kip2 nachgewiesen

werden [Lt. Kury, Daten bisher nicht publiziert].

Als Kernaussage der Experimente zur Proliferation von Schwannzellen Iasst sich
formulieren, dass Mash2 die Schwannzellproliferation negativ reguliert, wahrend
Mob-1 und CXCR4/SDF-1 keinen Einfluss auf die Regulation nehmen und Krox-24
sowie p57kip2 diesbezuglich nicht untersucht werden konnten. Letztgenanntes Gen
scheint jedoch, aufgrund der Zellzyklus-inhibierenden Funktion in Zellen der Retina,
des Cerebellums oder der Plazenta, der aussichtsreichste Kandidat zur Ubermittlung
des proliferationshemmenden Effektes von Mash2 zu sein [Dyer et al., 2001; Lee MH
et al., 1995].

Dass Mash2 als Regulator der Schwannzellproliferation agiert, passt zu der Beo-
bachtung, dass die Expression von Mash2 nach einer Lasion voribergehend absinkt.
Zwei Tage nach der Lasion zeigt sich bereits eine Abnahme der Zahl der Mash2-
Transkripte, die am vierten Tag den Tiefstand erreicht und im Verlauf wieder ansteigt,
bis sie nach 21 Tagen in einem Expressionsmaximum gipfelt, welches den Aus-
gangswert Uberschreitet [Kury et al., 2002]. Morphologisch entspricht diesem Ex-
pressionsmuster die Waller'sche Degeneration, die mit Dedifferenzierung der
Schwannzellen und hohen Proliferationsraten einhergeht, welche dann im Rahmen
des Regenerationsprozesses und beginnender Redifferenzierung durch Hochregula-
tion von Mash2 wieder reduziert werden.

Da Mash2 direkt die Expression von p57kip2 induziert und eine hohe Zahl von
Mash2-Transkripten somit mit einer hohen Zahl an p57kip2 Transkripten einhergeht,
korreliert das oben beschriebene Expressionsmuster auch mit der Vermutung, dass

p57kip2 als Mediator des antiproliferativen Effektes von Mash2 agiert.
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Mash2 gehdrt zu der Gruppe der bHLH Proteine, einer Gruppe von gewebespezifi-
schen Transkriptionsaktivatoren, die mithilfe eines basischen Anteils spezifische Re-
gionen auf der DNA, so genannte E-box Promotersequenzen binden kénnen und
somit ihre Transkription ermoglichen. Mash2 scheint der bisher fehlende Kandidat
der Klasse B bHLH Proteine von Schwannzellen zu sein [Kury et al., 2002]. Reguliert
wird die Transkriptionsaktivitat durch Id’s (Inhibitiors of DNA binding/differentation),
eine Gruppe von HLH Proteinen, denen aufgrund der fehlenden basischen Region
keine DNA-Bindung mdglich ist, die aber mit den bHLH Faktoren ein Heterodimer
bilden kdnnen und so zu deren Inaktivitat fihren [Benezra et al., 1990; Sun et al.,
1991]. Die Id’'s spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation der Entwicklung und
Differenzierung von bestimmten neuronalen Populationen des Nervensystems und
konnten auch in Schwannzellen nachgewiesen werden [Stewart et al., 1997]. Insbe-
sondere |d1/Id3 werden von unreifen, undifferenzierten Schwannzellen exprimiert
und es wird eine Funktion in der Repression von Myelingenen vermutet [Thatikunta
et al., 1999]. Nach einer Nervenlasion kommt es zur transienten Hochregulation der
Id 1 und 2 in den ersten Tagen [Stewart et al., 1997]. Insgesamt ist das Expressions-
profil der Id Proteine in den Schwannzellen gegenlaufig zu dem des bHLH Transkrip-
tionsfaktors Mash2, so dass man den beschriebenen Antagonismus zwischen
bHLH’s und Id’s auch auf die Schwannzellen Gbertragen kann. Zudem stellen die Id’s
positive Regulatoren des Zellzyklus dar, sofort nach Eintritt der Zelle in die Mitogene-
se lasst sich einer Hochregulation der Gene nachweisen [Stewart et al., 1997]. Somit
konnten die Id’s als Antagonisten des antiproliferativen Effektes von Mash2 fungie-

ren.

4.3 Schwannzellapoptose

Apoptose oder programmierter Zelltod spielt eine wichtige Rolle bei der Entwicklung
des peripheren Nervensystems, die auf dynamischer Interaktion zwischen Axonen
und Schwannzellen beruht [Webster et al., 1984]. Einem Axon wird wahrend der
Entwicklung eine Vielzahl von Schwannzellen zugeordnet, die eine Leitstruktur bil-
den, an der das Axon zu seinem entsprechenden Innervationsgebiet auswachsen

kann. Dazu sind Proliferation und Migration von embryonalen Schwannzellen not-
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wendig, insbesondere, wenn die dicken Axone in kleinere Nervenblndel unterteilt
werden. Dieser Prozess der Proliferation und Segregation dauert bis zur frihen
postnatalen Entwicklungsphase an. Wenn die Axone ihr Zielgewebe erreicht haben,
muss die Schwannzellzahl der Zahl der Axone angepasst werden. Die Elimination
der Uberzahligen Zellen fuhrt schliel3lich zu einem konstanten 1:1-Verhaltnis zwi-
schen Schwannzelle und Axon, das das adulte periphere Nervensystem charakteri-
siert. Jedes myelinisierte Axon wird von einer Reihe aneinandergereihter myelinisie-
render Schwannzellen umhullt. Diese Modulation der postnatalen Schwannzellzahl
wird durch Induktion von Apoptosemechanismen ermdglicht. Apoptose ist aber nicht
nur wahrend der Entwicklung, sondern auch im adulten Nervensystem von grof3er
Bedeutung. Nach verletzungsinduzierter Schwannzellproliferation, die fur die Rege-
neration eines lasionierten Nervs unerlasslich ist, kommt es als Konsequenz nach
Abschluss der Reparaturvorgange zur Apoptose der Uberzahligen Schwannzellen.
Apoptose ist daher ein wichtiger Prozess zur Regulation und Modulation der
Schwannzellzahl, von dem die Entwicklung und Erhaltung des Nervensystems ab-
hangt.

Induziert wird der programmierte Zelltod durch Mangel an trophischen Faktoren, zu
denen Wachstumsfaktoren und Energielieferanten zahlen, oder aber durch das Feh-
len von Uberlebensfaktoren. Schwannzellapoptose kann Uber verschiedene Mecha-
nismen reguliert werden. Zum einem durch Produktion autokriner Uberlebensfaktoren
wie den Leukamie-inhibierenden Faktor [Dowsing et al., 1999], den Insulin-&hnlichen
Wachstumsfaktor 1 (IGF-1) [Syroid et al., 1999] und 2 (IGF-2), sowie den von Platt-
chen-stammenden Wachstumsfaktor (PDGF) und Neurotrophin-3 [Meier et al., 1999].
Daneben kann das axonal produzierte und sezernierte Neuregulin-13 (NRG-1p) den
apoptotischen Zelltod von Schwannzellen verhindern [Syroid et al., 1996]. Als dritter
Mechanismus, der an der Modulation der Apoptose beteiligt ist, wurde die aktive In-
duktion von Apoptose beschrieben. Fur die aktive Induktion von Apoptose in reifen
Schwannzellen sind bisher nur wenige Faktoren bekannt. Dazu zahlen TNFa in
Kombination mit TGFp [Skoff et al., 1998], der Nervenwachstumsfaktor NGF [Syroid
et al., 2000], Interleukin-1p3 und Interferon-y [Conti et al., 2002].

Zunachst wurde mit Hilfe der TUNEL-Technik [Gavrieli et al., 1992] versucht, die Be-
dingungen zu analysieren, bei denen es zur Einleitung von Apoptose unter in vitro

Verhaltnissen kommt. Wie schon bei den Proliferationsversuchen zeigte sich eine
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starke Abhangigkeit des Apoptoseverhaltens von der Zelldichte der Kultur. Kultivierte
Schwannzellen zeigten kaum Apoptose, lediglich im Randbereich oder bei geringer
Zelldichte konnte Apoptose detektiert werden. Daher ist es wahrscheinlich, dass die
Schwannzellapoptose durch parakrine und autokrine Mechanismen gesteuert wird,
die das Vorhandensein von interzellularen Kontakten erfordern.

Um weitere Apoptoseinduktoren identifizieren zu kdnnen, wurden Schwannzellen mit
Substanzen verschiedener Stoffklassen stimuliert, die dem Kulturmedium zugesetzt
wurden. Zunachst wurde dazu Staurosporin, das Gift des Pilzes Streptomyces sp.,
verwendet, welches Uber Hemmung von Proteinkinasen in zahlreichen Saugetierzel-
len zum programmierten Zelltod flhrt. Auch in Schwannzellen flihrte die Staurospori-
napplikation zu einer hohen Zahl an apoptotischen Zellen. Da das Pilzgift aber unter
physiologischen Bedingungen nicht im Milieu der Schwannzellen vorkommt, sollten
weitere naturliche Apoptoseinduktoren identifiziert werden. Fortan dienten die Versu-

che mit Staurosporin als Positivkontrolle der Apoptoseanalysen.

Um Apoptose unter physiologischen Bedingungen zu induzieren, wurde der Tumor-
nekrosefaktor o (TNFa) eingesetzt, der eine wichtige Rolle in chronischen Entzin-
dungsprozessen spielt und in verschiedenen Saugetierzellen Apoptose einzuleiten
vermag. Allein durch Stimulation mit TNFa liessen sich jedoch in Schwannzellen kei-
ne Apoptoseereignisse auslosen. Dieses Ergebnis deckt sich mit dem von Skoff et
al.,, 1998, die feststellten, dass nur die Kombination von TNFa und TGFp in
Schwannzellen Apoptose auslost, wahrend beide Chemokine alleine wirkungslos
bleiben. Daher wurde auch in dieser Arbeit mit der Kombination von TNFa und
TGFp gearbeitet. Das Ergebnis von Skoff et al., 1998, konnte insofern bestatigt wer-
den, dass sich unter Behandlung mit TNFa und TGF eine suffiziente Zunahme der
Apoptoseraten der Schwannzellen zeigte. Somit stellte diese Chemokinkombination

schon eine potente Moglichkeit zur physiologischen Apoptoseinduktion dar.

Eine weitere Versuchsreihe wurde mit dem durch Mash2 regulierten proinflammatori-
schen Chemokin Mob-1 durchgefihrt. Dabei stellte sich heraus, dass Mob-1 ohne

Einfluss auf die Ausldsung von Apoptose in Schwannzellen bleibt.

Dahingegen zeigte sich nach Stimulation der Zellkultur mit SDF-1a eine deutliche

Zunahme der Zahl apoptotischer Schwannzellen. Das Chemokin SDF-1a aktiviert als
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Ligand den CXCR4-Rezeptor, dessen Expression durch Mash2 induziert wird. SDF-
1o kann im ZNS in Neuronen und Astrozyten Apoptose auslosen [Hesselgesser et
al., 1998; Han et al., 2001]. Transkripte des Chemokins konnen aber auch in
Schwannzellen des peripheren Nervs nachgewiesen werden [Gleichmann et al.,
2000]. Die Tatsache, dass der CXCR4-Rezeptor ebenfalls von Schwannzellen
exprimiert wird, spricht dafur, dass die Signalgebung durch SDF-1a und damit die
Induktion von Apoptose, Uber einen autokrinen oder parakrinen Mechanismus der
Schwannzellen gesteuert wird [Kury et al., 2002]. Der durch SDF-1a aktivierte
CXCR4-Rezeptor konnte somit an der Modulation des programmierten Zelltodes
bzw. der Elimination Uberzahliger Schwannzellen im Verlauf von Entwicklungs- und
Reparaturprozessen beteiligt sein. Allerdings wird der CXCR4-Rezeptor nicht nur auf
unreifen Vorlauferzellen, sondern wie Mash2 auch auf reifen myelinisierenden
Schwannzellen exprimiert, so dass man Uber weitere Funktionen des Rezeptors ne-
ben den bekannten entwicklungsspezifischen Funktionen spekulieren kann. So ist er
moglicherweise auch an der Erhaltung des zellularen Milieus, der Differenzierung
und Morphologie der Schwannzellen oder an der interzellularen Kommunikation be-
teiligt. Interessanterweise wird die Expression des Rezeptors in Schwannzellen durch
Stimulation mit TNFo supprimiert [Kiry et al., 2003], ein Anhalt dafur, dass TNFa
keine proapoptotische Wirkung auf Schwannzellen besitzt, bzw. diese nur in Kombi-
nation mit weiteren Faktoren ausiben kann. Ob CXCR4 auch in vivo Schwannzella-
poptose auslésen kann und ob dieses direkt Uber SDF-1a geschieht, ober ob noch
weitere Chemokine oder Signalwege, wie Oct6/SCIP, cAMP oder TNFa in diesen
Prozess involviert sind, muss erst in weiteren Experimenten, wie z.B. der Generie-
rung von Knockout-Mausen, untersucht werden. Durch Stimulation der Zellkultur mit
SDF-1a kam es zwar zu einem Anstieg der apoptotischen Zellen, jedoch sterben
durch SDF-1a nicht alle Schwannzellen ab, so dass man von einem selektiven Zell-
tod ausgehen kann. Noch ungeklart bleibt, nach welchen Faktoren die Selektion zur
Elimination erfolgt, moglicherweise besteht ein Zusammenhang mit SDF-1a oder mit

der Kombination weiterer, noch nicht identifizierter Signalstoffe.

Unter den Mash2-Uberexprimierenden Zellen konnten deutlich weniger TUNEL-
markierte Schwannzellen detektiert werden als in der Kontrollgruppe, so dass Mash2
neben seinem antiproliferativen Effekt auch eine antiapoptotische Wirkung auf

Schwannzellen ausubt. Durch Stimulation mit Staurosporin, SDF-1a. und der Kombi-
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nation aus TNFa und TGFB konnten die Apoptoseraten Mash2-Uberexprimierender
Schwannzellen gesteigert werden, jedoch trat der antiapoptotische Effekt im Ver-
gleich zur mit dem Kontrollvektor transfizierten Kontrollgruppe umso starker hervor.
Obwohl Mash2 als Transkriptionsfaktor direkt die Expression von CXCR4 hochregu-
liert, induziert es im Gegensatz zum CXCR4-Rezeptor keine Apoptose in Schwann-
zellen, sondern férdert sogar das Uberleben der Zellen, indem es auf bisher unbe-
kannte Weise hemmend auf die Apoptosemechanismen einwirkt. Mdglicherweise
kommt es dabei zu einer Internalisierung des CXCR4-Rezeptors von der Schwann-
zelloberflache. Auch konnte die Mash2-gesteuerte CXCR4-Expression in adulten,
reifen Schwannzellen auch weiteren Funktionen wie z.B. der Zelldifferenzierung die-
nen.

Schwannzellen, die mit dem proliferationshemmenden p57kip2 transfiziert wurden,
zeigten ebenfalls gegenuber den Kontrollzellen reduzierte Apoptoseraten. Auch
pS7kip2 wirkt hemmend auf die Apoptose von Schwannzellen und stellt somit einen
modglichen Mediator der Funktion von Mash2 dar. Beide Proteine, der Transkriptions-
faktor und der Inhibitor Cyclin-abhangiger Kinasen, werden von reifen, myelinbilden-
den Schwannzellen produziert und dienen der Erhaltung dieses Differenzierungszu-
standes, indem sie sowohl die Proliferation und die damit einhergehende Dedifferen-
zierung, als auch die Einleitung des apoptotischen Zelltodes der Schwannzellen ver-
hindern. Dadurch fordern sie das Uberleben reifer, adulter Schwannzellen in vitro.
p57kip2 als regulatives Zielgen von Mash2 dient als Ubermittler der Rolle von Mash2
bezuglich der Proliferation und Apoptose von Schwannzellen, die zu den wichtigsten
Funktionen im Entwicklungs- und Uberlebensprozess der Schwannzellen zahlen. Ob
Mash2 auch an der Regulation der zahlreichen weiteren Funktion von p57kip2, die
vor allem seine Rolle in der Tumorgenese betreffen, beteiligt ist, missen weitere Un-
tersuchungen zeigen. Auch die Ubertragbarkeit der Zellkulturexperimente auf die Si-
tuation der Schwannzellen in vivo bleibt bisher spekulativ. Weitere Erkenntnisse wur-
de die Etablierung einer lebensfahigen Knockout-Maus mit Deletion des Mash2-Gens
erbringen, die Mash2-Knockout-Mause sterben bisher jeweils als Embryonen. Es
bleibt abzuwarten, ob diese Maus phanotypische Ahnlichkeit mit der p57kip2-
Knockout-Maus zeigt, die mit angeborenen Malformationen, Organomegalie und dem
gehauften Auftreten von Neoplasien auffallig dem familiaren humanen Beckwith-
Wiedemann-Syndrom ahnelt [Reik und Maher, 1997].
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Die antiapoptotische Wirkung von Mash2 steht in Einklang mit den Expressionsdaten
[Klry et al., 2002]. Mash2 wird im Entwicklungsprozess der Schwannzelle erst von
adulten Schwannzellen exprimiert, die ausgreift sind und eine Endstufe der Differen-
zierung einnehmen, so dass ein Zustand erreicht ist, in dem Schwannzellen keine
Apoptose mehr eingehen. Nach einer Nervenlasion verandert sich jedoch das Ex-
pressionsprofil, es kommt im Rahmen der Waller'schen Degeneration initial zu einer
Reduktion der Mash2-Transkripte. In dieser Situation gehen Schwannzellen vermehrt
Apoptose ein, dies aufgrund fehlender Zell- und Axonkontakte, mangelnder Ernah-
rung und Sauerstoffversorgung durch die Verletzung, und aufgrund der Tatsache,
dass die Zahl der Schwannzellen an die Zahl der myelinsierenden Axone angegli-
chen werden muss. Im weiteren Verlauf des Regenerationsprozesses, nimmt die
Zahl der Mash2 Transkripte wieder zu, dieses korreliert mit der Tatsache, dass die
Zellen nicht mehr proliferieren und stabile Verbande mit den Axonen eingehen.

Die Expression von p57kip2 nimmt wie die von Mash2 auch ab dem 2. Tag nach ei-
ner Nervenlasion transient ab und steigt anschlielend entsprechend dem Mash2-
Profil innerhalb der nachsten 21 Tage bis zu einem Maximum an, welches deutlich
oberhalb des Ausgangswertes liegt. Das sich ahnelnde Expressionsprofil stutzt die
Vermutung, dass p57kip2 durch Mash2 induziert wird und die antiapoptotische sowie
die antiproliferative Wirkung in reifen Schwannzellen vermittelt.

Betrachtet man die Modulation der CXCR4-Expression nach einer Nervenlasion, so
fallt auf, dass die Zahl der Transkripte zwar ahnlich wie bei Mash2 und p57kip2 nach
zwei Tagen ein Minimum erreicht und anschliellend langsam wieder zunimmt, dieser
Anstieg jedoch nicht stetig anhaltend ist, sondern nach 3 Wochen wieder ein ernied-
rigtes Expressionsniveau zu finden ist. Da CXCR4 in Interaktion mit SDF-1a. jedoch
die Apoptose fordert, kann spekuliert werden, dass initial moglicherweise der Zelltod
durch Nekrose dem der Apoptose Uberwiegt, so dass CXCR4 auch transient herun-
terreguliert wird. Die Schwankungen des Expressionsprofil im Verlauf lassen vermu-
ten, dass noch weitere, noch nicht identifizierte Regulatoren der Transkription an der
Expression dieses Genes im Rahmen der Regenerationsprozesse beteiligt sind oder
dass CXCR4 auch von infiltrierenden Immunzellen exprimiert bzw. reguliert wird [KU-
ry et al., 2002].

Gegenstand weiterer Untersuchungen sollten auch die Gliazellen des ZNS sein, ins-

besondere in den den Schwannzellen aquivalenten Oligodendrozyten sollten die Ex-
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pressionsmuster von Mash2 und seinen Zielgenen analysiert werden. Ein Nachweis
des Vorkommens des Mash2-Gens im zentralen Nervensystem steht bisher aus,
auch bleibt ungeklart, ob die in Schwannzellen identifizierten Zielgene von Mash2
auch im ZNS unter seiner Regulation stehen und wie sie sich bezuglich der Zellfunk-
tionen Proliferation und Apoptose verhalten. Die bisher erlangten Erkenntnisse und
die Vielzahl der moéglichen Funktionen haben den Transkriptionsfaktor Mash2 zu ei-
nem sehr interessanten Untersuchungsobjekt gemacht, das auch in Zukunft Gegens-

tand experimenteller Forschung in der Neurobiologie sein wird.
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Abklrzungen

7. Abkiirzungen

Abb.
Ak

AS

bp
bzw.
cAMP
cDNA
ddHZODEPC
DMEM
DNA
DNAse
EDTA
FCS

h

kDa

kb
LB-Medium
min
PBS
PCR
PDL
PNS
Q-PCR
rSZ

RT
RNA
SZ

S.0.
S.u.
u.a.
z.B.
ZNS

Abbildung

Antikorper

Aminosaure

Basenpaar

beziehungsweise

zyklisches Adenosin-3’, 5’-monophosphat
komplementare DNA
doppelt-destilliertes Wasser, DEPC behandelt
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonuklease
Ethylendiamintetraacetat

Fetales Kalberserum

Stunde

Kilo-Dalton

Kilo-Basenpaare
Lauria-Bertani-Medium

Minuten

phopsphat buffered saline, Phosphat-gepufferte Salzlésung
Polymerasekettenreaktion
poly-D-Lysin

peripheres Nervensystem

Quantitative Polymerasekettenreaktion
Rattenschwannzelle

Reverse Transkription
Ribonukleinsaure

Schwannzelle

siehe oben

siehe unten

unter anderem

zum Beispiel

zentrales Nervensystem
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