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1. FRAGESTELLUNG
In dieser Arbeit sollen adulte transgene GFAP-L1 Mause morphologisch
charakterisiert und mit dem Wildtyp verglichen werden. Es soll gepruft
werden, ob die ektope Expression von L1 in Astrozyten in der Embryogenese
zu einer Verringerung der physiologischen neuronalen Apoptose flhrt. Dies
hatte zur Folge, dass die transgenen Mause im Vergleich zum Wildtyp eine
héhere neuronale Dichte aufweisen. Des Weiteren kdnnte die ektope L1-
Expression in den Astrozyten zu Veranderungen der astrozytaren Elemente
im Gehirn flhren. Entsprechend sollen in dieser Arbeit folgende Hypothesen
gepruft werden:
1. Die einzelnen ZNS Strukturen in L1-Mausen sind gréRer als in Wildtyp-
Mausen.
2. Es lassen sich signifikante Unterschiede der Astrozytendichte nachweisen.
Die neuronale Dichte wurde im Rahmen einer anderen Dissertation bestimmt.
Gehirne von 7 L1-Mausen sollen morphologisch mit Gehirnen von 7
Wildtyp Mausen verglichen werden. Als Variablen werden die Balkendicke,
VentrikelgréRe, die Basalganglien- und Hippocampusflache sowie die

immunhistochemische Expression des glialen Markers GFAP bestimmt.



2. EINLEITUNG

Die Zellmembran hat vielseitige Funktionen. Neben Bildung von
Kompartimenten, Erregungsbildung, Oberflachenvergroflerung und Ausbildung
eines molekularen Erkennungssystems durch zellspezifische Oligosaccharid-
Muster dient sie zur Abgrenzung von Aullen und Innen, bietet der Zelle
Schutz und sorgt fir den Zusammenhalt des Zellinhaltes. Die Membran bildet
durch selektive Permeabilitédt eine Permeationschranke und ermdglicht mittels
aktiven Transportes den Austausch von Substanzen. Weiterhin kommt ihr die
Funktion zu, ein von der Umgebung unterschiedliches lonenmilieu aufrecht zu
erhalten. Darlber hinaus verleiht sie der Zelle ihre Individualitat (Blutgruppen,

Antigene).

2.1. ZELLADHASIONSMOLEKULE
Fir die Kommunikation der Zelle mit der AulRenwelt spielen vier
transmembrane Adhasionsproteingruppen (CAMs, Cell-Adhasions-Molekiile)
eine zentrale Rolle: Selectine, Integrine, Cadherine und die Proteine der
Immunglobulin-Superfamilie.

Die Integrine werden an der Zelloberflache exprimiert und bilden

Rezeptoren fir verschiedene Proteine wie z.B. Kollagen oder Laminin.



Die Cadherine stimulieren calciumabhangig das Neuritenwachstum und
werden nach Ort der Expression in E-Cadherine (Epithel), N-Cadherine
(Nervensystem), R-Cadherine (Retina) und P-Cadherine (Plazenta) unterteilt.
Ihre Wirkung wird durch Calcium beeinflusst, daher der Name "calcium
adhering".

Die calciumunabhangige Zell/Zell-Adhasion wird Gber die Proteine der
Immunglobulin-Superfamilie (IgSF) vermittelt. Die Immunglobulin-Superfamilie
wird in zwei Gruppen von Proteinen unterteilt:

® Die integralen Membranproteine: NCAM-180, L1.

® Die Proteine, die durch einen Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-

Anker in der Zellmembran gehalten werden: NCAM-120, TAG, F3.
Das am besten untersuchte Molekul ist das neurale Zelladhasionsmolekul
(NCAM), das in vielen Zellen exprimiert wird, Uberwiegend aber in Neuronen.
Die neuralen Zelladhasionsmolekiile der Immunglobulin-Superfamilie besitzen
mindestens eine Immunglobulindomane, sowie Fibronektin Typ Ill Doménen,
deren Anzahl variabel ist. Die Molekllbindung an die Zellmembran erfolgt
meistens durch die Transmembrandomane, aber auch Uber die GPI-Anker.
Es sind mindesten 20 Formen von N-CAM bekannt, die alle durch

alternatives Spleilen der RNA-Transkripte eines einzigen Gens entstehen.
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Die groRe extrazellulare Doméane besteht aus funf Ig-ahnlichen Domanen.
Einige N-CAMs besitzen Hunderte von Sialinsaure-Einheiten, die durch ihre

negative Ladung die Zelladhasion verhindern kdnnen.
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Abbildung 1:

A: Schematischer Aufbau neuraler Zelladhasionsmolekiile.
Finf 1g-ahnliche Domanen mit Disulfidbricken verbunden, darauf folgend eine oder zwei

Fibronectin Il —Einheiten.
B: Homophile Wechselwirkung der NCAMs. Die Immunglobulindoméanen von zwei Zellen

gehen eine Bindung ein. (Alberts et al.,2004)

Cadherin und N-CAM konnen in der gleichen Zelle vorkommen. Die
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Cadherin- vermittelte Zelladhdsion ist wesentlich starker als die N-CAM-
vermittelte Adhasion. Die N-CAM-vermittelte Adhasion dient eher der
Feinabstimmung bei der Regeneration und der Entwicklung. Bei einem
Funktionsverlust von Cadherinen in der Entwicklung kommt es z.B. im
Pancreas nicht zur Zellaggregation, wohingegen eine Fehlfunktion von N-CAM
,,hur" zur Bildung fehlorganisierter Langerhans’sche Inseln flhrt.

N-Cadherin defiziente Mause sind nicht lebensfahig. Fehlt das N-CAM so
kommt es zu einer geringgradigen Storung in der Entwicklung des
Nervensystems. Eine L1-Genmutation hat beim Menschen eine mentale
Retardierung und neurologische Ausfélle zu Folge. Die Immunglobulin-
Superfamilie spielt eine groRe Rolle in der Entwicklung des Nervensystems.
So wurde z.B. ein Einfluss auf das Neuritenwachstum sowie wichtige
Funktionen als Rezeptoren bei der axonalen Wegfindung und in der
Signalweiterleitung gezeigt (Johnson et al., 1989). Uber die Verbindung mit
der cytoplasmatischen Tyrosinkinase vermitteln sie Signale an das Zellinnere.
Daruber hinaus ist die IgSF an der Differenzierung von Neuronen und
Gliazellen und der Migration sowie der Synapsenbilung und der synaptischen

Plastizitat beteiligt (Brimmendorf and Rathjen, 1994).
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Immunglobuline (alle Adhisionsrezeptor I[CAM2 (Inter
Klassen und Cellular Adhesion Molecule 2)
Subklassen IgG1-4)

Leukozytenrezeptor:
CD2,CD3,CD4,CD8,
CD22

Adhisionsrezeptor VCAM (Vascular
Cellular Adhesion Molecule)

Ig-

Adhdsionsrezeptor 1 Adhisionsrezeptor PECAM (CD31)
ICAM (CD54) (Inter Superfamlhe (Platelet Endothel Cellular Adhesion
Cellular Adhesion Molecule)

Molecule 1)

TAG NCAM (Neural cell adhesion
F3 molecule)

L1

Abbildung 2.

Die Immunglobulin Superfamilie mit ihren Mitgliedern. Immunglobuline und
Leukozytenrezeptoren spielen entscheidende Rolle im Abwehrsystem. Adhé&sionsrezeptoren

sind unerlassig fur die Zellkommunikation.

2.2. DAS ZELLADHASIONSMOLEKUL L1

2.2.1. DIE L1-FAMILIE

In den 80er Jahren wurde das Zelladhasionsmolekul L1 im zentralen
Nervensystem (ZNS) der Maus identifiziert. Das Zelladhasionsmolekil L1
gehort neben dem close homologue of L1 (CHL1) das in der Maus, dem
Menschen und der Ratte vorkommt (Holm et al., 1996), dem neuroglial cell

adhesion molecule-related molecule (NrCAM) aus dem Huhn (Grumet et al.,
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1991) und dem Neurofascin (Volkmer et al., 1992) zur sog. L1-Unterfamilie
der IgSF- Molekule bei den Wirbeltieren. Die Mitglieder der L1-Familie
kommen in verschiedenen Spezies vom Invertebraten bis zu den Saugetieren

vor (Holm at al., 1996).

L1 Maus, Ratte, Mensch

CHL1 Maus, Ratte, Mensch
Neurofascin Maus, Ratte, Huhn

NrCAM Maus, Ratte, Huhn, Mensch
L1.1 ,L1.2 Zebrafisch

L1 CAM Goldfisch

Neuroglian Invertebraten

Tractin Invertebraten

Tabelle 1.

Mitglieder der L1- Familie und deren Vorkommen.

2.2.2. DAS L1-GEN

Das L1-Gen ist auf dem X-Chromosom lokalisiert. Es besteht aus 29

Exonen, von denen 28 codierend sind. Das Exon 1 und ein Teil von Exon 2

werden nicht translatiert (Kohl et al., 1992 Kallunki et al., 1997).
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Durch alternatives Spleilden entstehen zwei Isoformen von L1:
1. die neuronale Isoform enthélt die gesamte kodierende Sequenz von
28 Exons.
2. die nicht-neuronale Isoform enthalt die Sequenz ohne die Exone 2
und 27.
Der Startpunkt der Transkription liegt am Anfang von Exon 1. Kurz vor dem
Translationsstartpunkt befinden sich die Bindungsdoménen von spezifischen
Transkriptionsfaktoren, die die Genexpression von L1 steuern. Die bekannten
Transkriptionsfaktoren sind Pax-6 (Meeck et al., 1998), Hoxa-1 (Chalepolitis
et al., 1994) und der Homdobox-Transkriptionsfaktor Barx 2 (Jones et al.,
1997).
Das Silencerelement neuronal restrictive silencer element NSRE verhindert
die L1-Expression in nicht- neuronalen Zellen und befindet sich in dem
zweiten Intron (Kallunki et al., 1997).
Das Exon 27, das ein Tyrosin basierendes Sortiermotiv (YRSL) innerhalb der
zytoplasmatischen Domanen kodiert, ist fur die clathrinvermittelte Endozytose
notwendig (Kamiguchi et al., 1998). Mutationen des menschlichen L1-Gens
kénnen alle Ig- und FN- IlI- Doménen betreffen sowie den zytoplasmatischen

Bereich des Proteins (Van Camp et al., 1996).
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2. DIE STRUKTUR DES L1-PROTEINS

Die L1-Proteine kann man in drei Domanen unterteilen:

1. die glycosylierte extrazellulare N-terminale Domane.

2. die Transmembrandomane.

3. die phosphorylierbare, zytoplasmatische C-terminale Domane.
Aminoterminal finden sich im L1-Protein sechs Ig-Domanen gefolgt von vier
bis finf Fibronektindoméanen (FN-IIl repeats), einer Transmembrandomane
und einer kurzen cytoplasmatischen Region. Eine Ig-Domane besteht aus
100 Aminosauren in zwei R-Faltblattern, die durch Disulfidbriicken verbunden
sind. Es wurden das 200 kDa grole full-length L1-Protein sowie lésliche 180,
140, 50kDa Fragmente (Lindner et al., 1983 Rathjen and Schachner, 1984)
und ein 30 kDa grofles membranassoziiertes Fragment identifiziert (Gutwein
et al., 2000). Diese Fragmente entstehen durch die proteolytische
Prozessierung von L1. Hierdurch wird die Funktion von L1 reguliert.

Das Neurofascin, das ebenfalls zu der L1-Familie gehort, enthalt zwischen
der vierten und funften Fibronectindoméane zusatzlich eine Prolin-, Alanin-
und Threonin-reiche Region (PAT-Domane). Intrazellular besitzen die

Mitglieder der L1-Familie die hochste Homologie. Die Membranverankerung
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besteht aus einem Glykosylphosphatidylinositol (GPI) -Anker oder einer

zytoplasmatischen Domane (Abb.3).

Domanenstruktur der L1-Familie v nitglieder

Abbildung 3.

Schematische Darstellung der L1-Proteine.

N-Terminal befinden sich sechs Ig- Domanen (Kreisabschnitte). Neurofascin enthalt zwischen

der vierten und flnften Fibronectin- Doméane (Vierecke) eine Prolin-Alanin-Threonin- (PAT)
reiche Region (Kreis).

Die zytoplasmatische Domane enthalt eine RSLE-Sequenz (schwarze Pfeile) und eine
Ankyrin- bindende Region FIGQY (hellgraue Pfeile).

(Dirks 2003)

2.2.4. DIE L1-SIGNALTRANSDUKTION
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Durch die extrazellularen Interaktionen werden multiple intrazellulare
Signalkaskaden von der intrazellularen Domane aktiviert. Auf der
intrazellularen Domane wurden vier Phosphorylierungsstellen und zwei
Tyrosinreste identifiziert. (Abb.4)

® cine Serin-Kinasen-Bindungsstelle

® cine Actin-Bindungsstelle

® cine Ezrin-Bindungsstelle

® cine Ankyrin-Bindungsstelle

® zwei Tyrosinreste
Die intrazellulare Domane reguliert sowohl die Endozytose, als auch den
intrazellularen Transport und spielt eine wichtige Rolle bei der
Zelloberflachenverteilung von L1. Die Ankyrin-Bindungsstelle reguliert in
Abhangigkeit von ihrem Phosphorylierungszustand die Interaktion von L1 mit
Actin. Diese Ankyrin-Actinzytoskelett-Interaktion ist entscheidend fur die L1-
Funktion und wird Uber das Ankyrin-Adapterprotein vermittelt (Davis und
Bennet et al., 1993). Das Ankyrin-Adapterprotein bindet an das
Actinzytoskelett und an das (S)FIGQY-Motiv des L1-Proteins. Das FIGQY-

Motiv ist eine Ankyrinerkennungssequenz und enthalt einen Tyrosinrest, der

18



die FIGQY-L1-Interaktion ermdglicht. Der FIGQY L1-Komplex wird
phosphoryliert, was zu einer Aktivierung der von Dynamin- und Src-
abhangigen Endozytose fihrt (Schmid et al., 2000). Dynamin ist eine

C-src

GTPase, Src eine nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase (pp60~ ), die die Dynamin-
Endozytose reguliert. Darauf folgt die Aktivierung der Phophatidylinositol 3-
Kinase (PI3K), Rac1l, MEK, MAPK (ERK 1 und 2). Die Rac1-Aktivierung fihrt
zu einer Zytoskelettveranderung, was die Bildung von Filopodien und
Lamellipodien zur Folge hat. Der MEK-Inhibitor PD98059 hemmt das
Neuritenwachstum. Die MAPK extracellular signal regulated kinase gehort zu
den mitogenaktivierten Kinasen. Die aktivierte MAPK aktiviert

Transkriptionsfaktoren, die wiederum die Expression von Genen aktivieren,

die fir das Neuritenwachstum erforderlich sind. (Abb.5)
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Plasmamembran

AcTtin-Stressfasem
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Abbildung 4.

Die intrazellulare Domane von L1.
Dargestellt ist die intrazelluldare Domane von L1 mit den verschiedenen Tyrosinresten und
Phosphorylierungsstellen und den entsprechenden Kinasen, die die Reste phosphorylieren

(Kenwrick et al., 2000).



PI3K

 Ract )} —> Lamellipodia

ERK

Neuritenwachstum
Genexpression

Abbildung 5.

Der Signaltransduktionsweg von L1.
Das aktivierte L1 aktiviert die Src- und Dynamin abhangige Endozytose. PI3K, Rac 1, MEK
und MAPK werden nacheinander aktiviert. Die Aktivierung von Rac 1 fiihrt zu Bildung von

den Lamellipodien (Schmid et al., 2000).
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2.2.5. DIE EXPRESSION DES L1-GENS WAHREND DER ENTWICKLUNG.

Die Molekule der L1-Familie werden sowohl im ZNS als auch im PNS sehr
frih in der neuronalen Entwicklung exprimiert. Das L1 findet sich als einziges
Molekil bis ins Erwachsenenalter. Das Vorkommen von L1 ist im ZNS auf
die Neurone beschrankt. L1 wird in der Embryogenese von den
postmitotischen Zellen, Uberwiegend in den unmyelinisierten Axonen
exprimiert, jedoch nie von den Gliazellen, d. h. den Oligodendrozyten oder
den Astrozyten (Bartsch et al., 1989).

L1-Antikorper verhindern in der ZNS-Entwicklung die Migration der
Kornerzellen im Kleinhirn der Maus (Lindner et al., 1983). In den frihen,
fotalen Stadien und bis ins Erwachsenenalter kann L1 im PNS sowohl in den
dorsalen Spinalganglienzellen, den hamatopoietischen Zellen und den
proliferierenden Epithelzellen der interstitiellen Krypten, als auch in den Zellen

peripherer Tumore exprimiert werden.
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2.2.6. DIE FUNKTION UND BEDEUTUNG DER Li1-FAMILIE.
L1 foérdert einerseits wahrend der Entwicklung des Nervensystems die
Migration sowie das Wachstum von Neuriten. Andererseits férdert L1 auch
die Zellanheftung und die Axonblndelung. In vitro zeigt sich ein Einfluss von
L1 auf das Uberleben von Nervenzellen und die Myelinisierung von
Schwannzellen. Auflerdem ist L1 an der synaptischen Plastizitat beteiligt
(Schumann 1999).
Durch die Ligandeninteraktion ist L1 in der Lage eine Anderung des pH-
Wertes in der Zelle oder eine Konzentrationsveranderung von intrazellularem
Inositolphosphat und Calcium zu bewirken (Bartsch und Schachner, 1999).
Diese Veranderungen beeinflussen die Eigenschaften der Signaltransduktion
in der Zelle.
Die L1 Molekule kénnen auf verschiedene Weise interagieren. Die folgenden
Calcium unabhangigen Interaktionen wurden beschrieben:
1. Homophile Interaktion zwischen zwei L1 Molekulen, die die
Signaltransduktion und die Zytoskelettinteraktion beeinflussen.
2. Heterophile Interaktion zwischen L1 und der extrazellularen Matrix oder
anderen Zelloberflachenmolekllen wie z.B. dystrophia myotonica 1-

general receptor for phosphoinositides- associated scaffold protein
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(DM1-GRASP), Integrinen, Neuracan und Phosphacan (Montgomery et

al., 1996).

3. Sowohl die homophile als auch die heterophile Interaktion kann mit
Molekilen in benachbarten Zellen (trans-Interaktion) oder mit den

Molekullen in derselben Zelle (cis —Interaktion) stattfinden.

Fir das Neuritenwachstum sind mehr Domanen an der Funktion beteiligt als
fur die Zelladhasion, wobei L1 immer zumindest ein Teil des
Rezeptorkomplexes ist (Appel et al., 1993). Die Neuritenwachstum-
stimulierende Region wurde zwischen den FNIlIl- Domanen 2 und 3
identifiziert. Im peripheren Nervensystem wird nach einer Nervenlasion L1 auf
den Schwannzellen vermehrt aktiviert, was die Regeneration und das

Neuritenwachstum fordert.

2.2.7. L1-ASSOZIIERTE ERKRANKUNGEN DER NERVENZELLEN.
Mutationen des L1-Gens fuhren zu multiplen Defekten in der Entwicklung des
ZNS, die eine Reihe klinisch verwandter Erkrankung verursachen, die unter
dem Namen CRASH-Syndrom zusammengefasst werden. CRASH (corpus

callosum hypoplasia, retardation, adducted thumbs, spastic paraplegia,
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hydrocephalus) manifestiert sich klinisch als Hydro- und Makrocephalus,
Hypoplasie des Vermis cerebelli oder des Tractus corticospinalis, spastischen
Paraplagien, adduzierten Daumen und geistiger Retardierung. Bei einigen
Fallen ist die geistige Retardierung die einzige Manifestation. Sie ist
obligatorisch und reicht von milderer Retardierung bis zu schweren Formen
mit Intelligenzquotienten zwischen 20-50. Es wurde nachgewiesen, dass
Mausmutanten, denen das L1-Gen fehlt, ebenfalls erweiterte Ventrikel
entwickeln, die weder mit einer Stenose der Aquaeductus Sylvii, noch mit
Anomalien von Ependymzellen entlang der lateralen Ventrikel einhergehen.
Einige der L1-knock out Mause weisen dennoch einen schwerwiegenden
Hydrozephalus auf. Der Aquaeduct dieser Tiere ist vollstandig geschlossen.
Die verschiedenen L1-Mutationen werden in Verbindung mit dem CRASH-
Syndrom gebracht, wobei 140 pathogene Mutationen identifiziert worden sind.
Die Mutationen des menschlichen L1-Gens betreffen Ig- und FN- llI-
Doméanen sowie den zytoplasmatischen Bereich des Proteins (Van Camp et
al., 1996).

Die Patienten, bei denen die extrazelluldre Doméne betroffen ist, entwickeln
eine schwerwiegendere Symptomatik als Patienten mit Mutation der

zytoplasmatischen Domane (Yamasaki et al., 1997).

25



2.2.8. MAUSMODELLE MIT UBEREXPRESSION VON L1.

Die transgene L1-GFAP-Maus wurde im Labor von Frau Prof. Schachner,
Zentrum fur molekulare Neurobiologie der Universitdt Hamburg konstruiert.
Unter dem Einfluss des GFAP (glial fibrillary acidic protein) Promotors
exprimiert diese transgene Maus L1 in den normalerweise L1 negativen
Astrozyten. In dieser Arbeit wurde eine noch nicht veréffentlichte Maus
(humaner GFAP-Promotor) untersucht. 1996 wurde bereits eine Maus mit
murinem GFAP-Promotor konstruiert, auf die sich alle im folgenden zitierte
Veroéffentlichungen beziehen (Mohajeri et al., 1996).

Das Genkonstrukt besteht aus dem GFAP-Promotor gefolgt von einer fur L1
kodierenden cDNA.

Ouredik, Bastmayer und Schachner haben die Aussprossung und die
Blndelung von den Axonen des Tractus corticospinalis im Pons der L1-
GFAP-Mause untersucht (Ouredik et al., 2001). In der Embryogenese der
Maus kommt es ab dem 17. Embryonaltag zur Aussprossung von Axonen
des spateren Tractus corticospinalis in Richtung der Capsula interna. Am
Postnataltag O erreichen diese corticospinale Axone den Hirnstamm und am
Postnataltag 1 das Rickenmark. In der oben genannten Studie wurden zwei

voneinander unabhangige Linien der GFAP-L1-Maus verwendet. Die erste
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Mauslinie (Nr. 3426), die eine deutlich starkere L1 Expression aufwies, wurde
zum groéBten Teil in der Studie verwendet. Die zweite Mauslinie (Nr. 3427)
zeigte eine schwachere L1-Expression und wurde als eine Kontrolle beziglich
mdglicher unspezifischer Effekte von den Transgenen Mausen genutzt.

Die Untersuchung des Tractus cortikospinalis in den posteromedialen
Abschnitten des Neocortex, (Area 6) ergab, dass sich in der GFAP-Maus die
corticospinalen Axone post partum schneller entwickeln als bei der Wildtyp
Mausen. Die fortgeschrittene Aussprossung der Axone bei den GFAP-LI1
Mausen konnte Folge eines schnelleren Neuritenwachstums oder einer
frGheren Generierung der motorischen Neuronen im Cortex sein. Um letztere
Méglichkeit zu prifen, wurde die Proliferation der Neurone in Area 6 mittels
Markierung der DNA durch das Thymidin-Analogon Bromdeoxyuridin (BrdU)
in der Embryogenese untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass zwischen
Embryonaltag 11 und 15 doppelt so viele BrdU- positive Neurone bei den
GFAP-L1-Mausen generiert werden als in der Kontrollgruppe. Die Gesamtzahl

der Neurone war jedoch in beiden Kohorten postnatal vergleichbar.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1. REAGENZIEN

Aquatex Eindeckmedium

DAB (3,3Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid)

Ethanol 50,70,80,90,96,100%

Eosin 1%

Eukitt

Hamalaun

HCL-Alkohol 1%

HCL 1N

Histofine Multi Peroxidase
H,O, (Perhydrol)

NaOH 1N

Mayers Hamalaun
Methanol
TBS-Pufferfertigmischung
Triton X100

Xylol

Ziegenserum

(MERCK)

(SIGMA)

(APOTHEKE UKE)

(APOTHEKE UKE)

(KINDLER)

(MERCK)

(APOTHEKE UKE)

(MERCK)

(MEDAC)

(MERCK)

(MERCK)

(MERCK)

(MERCK)

(DAKO)

(SERVA)

(SDS)

(DAKO)
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3.2. ANTIKORPER

Tabelle 2.
ErstantikGrper Hersteller |Bestell- Verdinnung
Nr.
GFAP DAKO Z 334 1 : 1000
(Glial fibrillary acidic protein)
Zweitantikorper
Strep ABC DAKO K0492 Nach Angaben
des Herstellers
3.3. LABORGERATE
Klvetten, Wiegen, Heizbad
Stift Dakopen (DAKO)

Histologische Praparate auf Histobond Objekttrager

3.4. LOSUNGEN
e TBS/Triton 50mM pH 7,6:
Mischung in 5 | Aqua dest .+ 5 ml Triton X-100 (Dako S1968)
e DAB-Stammlésung: (200 mg DAB ad 40 ml TBS\Triton)
e DAB-Reaktionslésung: (1,0 ml TBS+100 pl H, O,,davon 30 pl+9 ml

TBS\Triton+1ml DAB-Stamml&sung)



e Citratpuffer 10mM pH 6 Ansatz unmittelbar vor der
Mikrowellenbehandlung:
(Stammlésung A: 21,01 g Citronensaure auf 1000 ml Aqua dest)
(Stammlésung B: 29,41 g Natriumcitrat auf 1000 ml Aqua dest)

Im Verhaltnis A:B=9:1

3.5. TRANSGENE MAUSE.

VERSUCHSTIERE

In dieser Arbeit wurden Mause untersucht, die L1 unter den Einfluss des
humanen GFAP Promotors exprimieren. Die 7 Wildtyp- und 7 transgenen
Mause (Mus musculus domesticus) von Stamm C57 black/6j wurden im
Zentrum fir molekulare Neurobiologie der Universitdt Hamburg (ZMNH)
geziuchtet. Zu Forschungszwecken wurden die entnommenen, 24h in
Formalinlésung und 24h in 15% Saccharosel6sung fixierten Gehirne von
Herrn Dr. med. C. Bernreuther bereitgestellt. Die Tiere waren zwischen 8
und 16 Wochen alt und es wurde in den Untersuchungen jeweils
Geschwisterpaare miteinander verglichen. Alle Messungen wurden ohne

Wissen um den genetischen Hintergrund der Tiere durchgefihrt.
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PRINZIP DES GEN-TARGETING UND DER HERSTEULLUNG DER
TRANSGENEN MAUSE. DNA-MIKROINJEKTION:

Bei den Spenderweibchen wird zuerst eine Superovulation durch Gabe von
Choriongonadotropin ausgelést, um die Anzahl der Eizellen und damit auch
maoglicher Mikroinjektionen von 5 auf 35 zu erhdhen. Nach einer Paarung
werden die befruchtete Eizellen enthommen und die Mikroinjektion
vorgenommen (Abb.5). Das DNA-Konstrukt ist linear und frei von

prokaryotischen Vektor-DNA-Sequenzen. Nach Eindringen des Spermiums in

die Eizelle bleiben der Zellkern und der Oocytenkern zuerst getrennt bis der

Zellkern der Eizellen eine meiotische Teilung beendet hat. Nach der
Kernverschmelzung wird die DNA unter dem Injektionsmikroskop in die
Eizellen injiziert und die befruchtete Eizelle wird in die Ersatzmutter
implantiert. Nach drei Wochen wirft das Weibchen Junge. Etwa 66% der
befruchteten Eizellen Uberleben die Injektion, und von diesen sind ca. 25%
transgen. Die transgenen Tiere werden mittels Southern-Blot-Technik oder
PCR auf Vorhandensein des Transgens untersucht. Durch Paarung einer
Wildtypmaus mit einer trangenen Maus ist es mdglich eine Integration des
Transgens in die Keimbahn nachzuweisen. Solche Griindertiere (founder

animals) werden zur Zichtung von transgenen Linien verwendet.
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Abbildung 6.

Erzeugung transgener Mause durch DNA-Injektion (Bernard R. et al., 1996 ,,Molekulare

Biotechnologie™) Dargestellt sind alle Schritte: Superovulation durch Gabe von Chorion-

LT
superovuliertes %/0( ‘
weibchen e

mannlicher
Vorkern

weiblicher : Sl
vorkern -_\® £

befruchtetes Ei

Halte-
pipeﬁL
D

befruchetes Ei

Injektions-
pipette

Transgen
T ot

Empfanger-
weibchen

transgenes
Griindertier

gonadotropin, Paarung, Eizellenentnahme und die Mikroinjektion. Das DNA-Konstrukt ist linear

und frei von prokaryotischen Vektor-DNA-Sequenzen. Die DNA wird unter dem

Injektionsmikroskop in die Eizellen injiziert und die befruchtete Eizellen werden in die

Ersatzmutter implantiert. Etwa 16% der Eizellen werden transgen. Die transgenen Tiere

werden mittels Southern-Blot-Technik oder PCR auf Vorhandensein des Transgens

untersucht.
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3.6. HISTOLOGIE

3.6.1. SCHNITTVORBEREITUNG

Die fixierten Gehirne wurden 6 Stunden in flieRendem Wasser gespilt,
danach in -80°C kaltes N-Methylylbutan als Kaltevermittler gelegt und in
flussigem Stickstoff eingefroren. In einem Cryostat wurden bei -18°C 25um
dicke Hirnschnitte angefertigt und auf Superfrost-Objekttrager gezogen. Alle
Schnitte wurden anschlieRend 10 min in Methanol fixiert und bei -80° C bis

zu Weiterverarbeitung eingefroren.

3.6.2. HAMATOXYLIN- EOSIN-FARBUNG VON KRYOSTATSCHNITTEN:
1. Objekttrager auf dem Rand des Heizbades trocknen lassen

2. 5-10 s Formalin fixieren (56°C)

3. 5 s mit Leitungswasser spulen

4. 60 s Hamalaun (56°C)

5. 5 s mit Leitungswasser spilen

6. 5 s Blauen im Wasserbad (56°C)

7. 1 min Eosin

8. 30-60 s Ethanol 90%,90%, 96%, 100%,100%

9. 2x 30-60 s Xylol
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10. Eindecken mit Eukitt

11. 20 min im Brutschrank 60°C trocknen lassen

3.6.3. IMMUNHISTOCHEMIE VON KRYOSTATSCHNITTEN.
ANTIGENDEMASKIERUNG

1. Citratpuffer/ EDTA-L6sung: 9 ml Lésung A + 41 ml Lésung B mit Aqua
dest auf 500 ml

2. Wiege mit Objekttragern in Plastikgefald mit Citratpuffer/EDTA-LAsung
einstellen

3. zweites Gefall mit Aqua dest in die Mikrowelle stellen, da es sonst zum
Austrocknen von Praparaten kommen kann

4. 20-25 min in der Mikrowelle kochen

5. 20-25 min abkuhlen lassen

6. 5 min puffern mit Triss-BSS

AUSFUHRUNG

1. Objekttrager am Rand trocken wischen

2. Gewebe mit Fettstift eingrenzen

3. Objekttrager in Feuchtkammer legen
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INKUBATION MIT DEM PRIMAREN ANTIKORPER:
1. 300ul vom 1.Antikérper auf das Gewebe auftragen
2. 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubieren

3. 10 min in 250 ml TRIS-Puffer spilen
INKUBATION MIT DEM ZWEIT ANTIKORPER

1. 30 min 5 ml TRIS Puffer + 50l Lésung C

2. 10 min in 250 ml TRIS Puffer spllen

DAB-REATION

1. 1 ml TBS-Puffer + 100 pl H,O, in Eppendorf-Cup, davon 300 pl zu 9 ml

TBS- Puffer zugeben + 1 ml DAB

2. Schnitt 7 min Inkubieren

3. 10 min in flieBendem Wasser spulen
GEGENFARBUNG

1. 30 s Mayers Hamalaun

2. 10 min in flieBendem Wasser spllen

3. 30-60s Ethanol 80%, 96%, 100%, 100%
4. 2x 30-60s Xylol

5. Eindecken mit Eukitt

6. 20 min im Brutschrank bei 37°C trocknen lassen.
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3.7. AUSWERTUNG

3.7.1. STATISTIK

Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden mittels einer ,,one-way Analysis of
variance”” mit SPSS fur Windows Version 13 ausgewertet. Die one-way
ANOVA wird zur Untersuchung der Differenzen von zwei oder mehr
unabhangigen Gruppen verwendet, wobei man den Einfluss einer
unabhangigen Variable auf eine abhdngige Variable, welche die Messwerte
enthalt, untersucht. Diese Varianzanalyse setzt eine Normalverteilung der
Messwerte und Fehlerkomponenten voraus. Die Fehlervarianzen mussen
zwischen den Gruppen homogen sein und die Messwerte muissen

unabhangig voneinander sein.

3.7.1. MORPHOMETRIE

Zur Ermittlung morphometrischer Daten von ausgewahlten Strukturen wurde
ein 386AT Computer mit 3 Framegrabberkarten zur Aufnahme des
Videosignals und der Morphometriesoftware CUE3 von Olympus verwendet.
Es wurden H.E.- Schnitte zur Untersuchung der morphologischen Parameter
angefertigt. Die ausgewahlten Areale wurden auf dem Bildschirm markiert

und deren Flache wurde bestimmt. Die VentrikelgroRe wurde als Summe
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aller ausgemessenen Venrikelflachen multipliziert mit der Schnittdicke von
25um ausgerechnet ( Abb. 6., schwarz markiert). Um die Messung der
einzelnen Hirne immer in der gleichen Schnittebene vorzunehmen, wurde die
Lokalisation der Schnitte im Vergleich mit einem Atlas des Maushirns
(Franklin, Paxinos 1997) bestimmt und korrespondierende Schnitte gewanhlt
(Position Bregma 0.50 mm Interaural 4.30 mm). Die corticale Dicke wurde
in zwei Regionen gemessen: M1 entspricht dem motorischen Cortex ( Abb
6., lila markiert), S1 dem sensorischen Cortex ( Abb 6. griin markiert). Es
wurden bei der Ausmessung vom Corpus callosum, der cortikalen Dicke, des
Hippocampus und des Striatums drei aufeinander folgende Objekttrager
untersucht. Es wurden die Flachen des Hippocampus (Abbildung 7. grin
markiert) und der Gyrus dentatus (Abbildung 7. gelb markiert) ausgemessen.
Weiterhin wurde die Differenz zwischen Gesamthippocampus und Gyrus
dentatus ausgerechnet. Die Basalganglien wurden im Abbildung 7. lila

markiert dargestellt.
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Abbildung 7.

Frontaler Schnitt durch das Gehirn der Maus. Dargestellt sind der sensorische Cortex (griin),

der motorische Cortex (lila), Basalganglien (rot), Ventrikel (schwarz) und Balken (gelb).

Atlas des Maushirns (Franklin, Paxinos 1997, Position Bregma 0.50 mm Interaural 4.30

mm).

Abbildung 8.

Frontaler Schnitt durch das Gehirn

der Maus. H.E. Dargestellt ist ein korrespondierender
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Schnitt zur Abbildung 6.
3.7.2. IMMUNHISTOCHEMISCHE MARKIERUNG.

In den immunhistochemischen Praparaten wurden antikdrpermarkierte Zellen
in den ausgewahlten Regionen ausgezahlt. Die ausgewahlten Regionen lagen
im Bereich des Gyrus cinguli ber dem Corpus callosum. (Bregma 0.50 mm
Interaural 4.30 mm nach dem Atlas von Franklin und Paxinos 1997)
(Abbildung 10., griin markiert). In der vorliegenden Arbeit wurden GFAP-

markierten Zellen ausgezahlt.

e M e i SN
L . T — ol -~ "

Abbildung 9.

Frontaler Schnitt durch das Gehirn der Maus. Dargestellt sind Gyrus dentatus (gelb) und
Gesamthippocampus (griin).

(Franklin, Paxinos 1997, Position Bregma 0.50 mm Interaural 4.30 mm).
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Abbildung 10.

Frontaler Schnitt durch das Gehirn der Maus. H.E. Dargestellt ist ein korrespondierender

Schnitt zur Abbildung 8.
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4. ERGEBNISSE
4. 1. VENTRIKEL

Die Flachen von jedem Ventrikelschnitt der Maus wurden von occipital nach
frontal ausgemessen und mit der Schnittdicke von 25um multipliziert. In der
Tabelle sind die Mittelwerte der einzelner Tiere (ul). Diese ausgerechnete

Paardifferenz variiert von positiven bis negativen Werten, was man mit der

Tatsache der fehlenden, signifikanten Unterschiede erklaren kdnnte.

Ventrikel l Diff TG-WT
Maus Re Li 3 Re Li 3
S66 TG 56 75 47 -105 97 -7
S67WT 161 172 54
S93 TG 250 232 174 72 71 95
S92 WT 178 161 79
S 97TG 302 254 112 142 75 -9
S 98WT 160 179 121
S 118TG 218 211 172 35 58 -51
S 119WT 183 153 223
R68TG 122 170 166 -22 43 45
R69WT 144 127 121
R74TG 115 158 72 44 73 62
R75WT 71 85 10
R166TG 91 110 39 -19 -38 36
R165WT 72 43 75
MittelwertTG 164 173 115
Stand.abTG 2,4 2,7 1
Mittelwert WT 139 131 92
Stand.abWT 2,9 2,1 2,6
Tabelle 3.

Tabellarische Darstellung der Ventrikel (ul). Diff.- Differenz zwischen Transgen und
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Witdtypmaus

Die Unterschiede zwischen den beiden Tiergruppen zeigen keine signifikanten
Unterschiede im Ventrikelvolumen. (Ventrikel re.: p=0,288, Ventrikel li:

p=0,478, dritter Ventrikel: p=0,782)

225 —
200
175
150 +

=125

(0]

%100 - mTe
6 75 — mwr

50 +

25

Rechter V. Linker V. .V

Ventrikel

Abbildung 11.

Die Darstellung des Ventrikelvolumens (ul). Die VentrikelgroRen der transgenen Maus
wurden blau markiert, rot markiert sind die VentrikelgréRen der Wildtypmaus.

Standardabweichung ist mit der schwarzen Linie dargestellt.
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4.2 CORTIKALE DICKE

Die corticale Dicke wurde in motorischen und sensorischen Cortex gemessen.

Tabelle 4.

Tabellarische Darstellung der corticalen Dicke des sensorischen Cortex S1 (mm). Der
Mittelwert der drei nacheinander folgenden Schnitte, die nach dem Atlas des Maushirns

(Franklin, Paxinos 1997, Position Bregma 0.50 mm Interaural 4.30 mm).bestimmt wurden.

Maus
S66 TG
S67WT

R68 TG
R69WT

S92WT
S93TG

S97 TG
S98WT

S118 TG
S119WT

R165WT
R166 TG

R74 TG
R75WT
Mittelwert TG
Stand.abwTC
MittelwertWT
Stand.abwW-

S1 Re mm

1,2
1,2

1
1,1

1,2

)

1,2

1,3
0,9

1,2
1,2

1,2
1

1
1
1,1
0,03
1,1
0,02

S1Limm

1,2
1,2

1,1
1.1

1,2
0,9

1,3
1,2

1,4
14

1.1
1,1

1,2
1
1,3
0,04
1,1
0,03

TG-WT Re

0,4

TG-WT Li

0,2

Diff.- Differenz zwischen Transgen und Witdtypmaus
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Maus
S66 TG
S67WT

R68 TG
R69WT

S92WT
S93TG

S97 TG
S98WT

S118 TG
S119WT

R165WT
R166 TG

R74 TG
R75WT
Mittelwert TG
Stand.abTG
MittelwertWT
Stand.abWT

M1 Re mm

1,2
1,2

1,2
1,2

1,9
1,1

1,3
1

1.2
1

1,2
1,1

1.2
1.1
1.1

0,02

1.1

0,02

M1 Limm

0,2
1,3

1,2
1,1

1,1
1,1

1,2
0,9

1.2
1,3

1,1
1,1

1.1
1.1
1

0,02

1.1

0,03

TG-WT Re

0

0,3

0,2

TG-WT Li

-1,1

0,1

Tabelle 5.

Tabellarische Darstellung der corticalen Dicke des motorischen Cortex M1 (mm) und

des Mittelwertes der drei nacheinander folgenden Schnitte des motorischen Cortex. Differenz

zwischen Transgen und Witdtypmaus
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Es konnten keine signifikanten Unterschiede in der Cortexdicke festgestellt
werden. (motorischer Cortex rechts: p=0,548, motorischer Cortex links: p=
0.338, sensorischer Cortex rechts: p=0.541, sensorischer Cortex links: p=

0,876).

Cortexdicke mm
o
o
|

M1 M1 Links S1 S1 Links
Rechts Rechts

motorischer, sensorischer Cortex

Abbildung 12.

Schematische Darstellung der cortikalen Dicke. Die Strecken von motorischem und
sensorischem Cortex der Transgenmaus sind blau dargestellt, rot sind die Dicken von
motorischem und sensorischem Cortex der Wildtypmaus. Mit schwarzen Linien ist die

Standardabweichung dargestellt.
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4.3 STRIATUM

Um die Messung der einzelnen Hirne immer in der gleichen Schnittebene
vorzunehmen, wurde die Lokalisation der Schnitte im Vergleich mit einem
Atlas des Maushirns (Franklin, Paxinos 1997) bestimmt und

korrespondierende Schnitte gewahlt (Position Bregma 0.50 mm Interaural

4.30 mm).
Maus Striatum mm? Diff. Re Diff. Li
Re Li
S66 TG 2,4 1,4 0,3 -0,8
S67WT 2,1 2,2
R68 TG 1,4 2,3 -0,4 -0,2
R69 WT 1,8 2,5
S92 WT 1,4 1,6 -0,1 -0,1
S93 TG 1,3 1,5
S97 TG 1,3 1,2 -0,5 -0,8
S98 WT 1,8 2
S118 TG 1,3 1,4 -0,2 -0,2
S119WT 1,5 1,6
R165WT 1,8 1,7 -0,3 0
R166 TG 1,5 1,7
R74 TG 1,9 2,3 0 0,5
R75WT 1,9 1,8
MittelwertTG 1,5 1,6
Stand.ab TG 0,03 0,03
MittelwertWT 1,7 1,7
Stand.ab WT 0,04 0,04
Tabelle 6.

Dargestellt ist der Mittelwert der Striatumoberflachen mm? der drei nacheinander folgenden

Schnitte. Diff.- Differenz zwischen Transgen und Wildtypmausen



Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp- und
Transgenmaus in der Striatumflache festgestellt werden. (Striatum p=

rechts:0,935, Striatum links: p=0,569)

2,5
2,25

1,75
1,5 —
1,25 —

Flache mm2

0,75 —
0,5 —
0,25 —

Rechts Links
Striatum

Abbildung 13.

Schematische Darstellung der StriatumgrofRe mm?  Der Mittelwert des Striatum der
transgenen Maus ist blau dargestellt, der Wildtypmaus rot. Mit schwarzen Linien ist sie

Standardabweichung dargestellit.

47



4.4 HIPPOCAMPUS

Um die Messung der einzelnen Hirne immer in der gleichen Schnittebene
vorzunehmen, wurde die Lokalisation der Schnitte im Vergleich mit einem
Atlas des Maushirns (Franklin, Paxinos 1997) bestimmt und

korrespondierende Schnitte gewahlt (Position Bregma 0.50 mm Interaural

4.30 mm).
Hippocampus
Maus GD Re GD Li Ges Re GeslLi Ca1-Ca3 Re Ca1-Ca3 Li
S66 TG 0,5 0,3 1,6 0,9 1 0,5
S67WT 0,5 0,6 1,4 1,7 1 1,1
R68 TG 0,2 0,5 0,7 1,9 0,4 1,4
R69WT 0,3 0,3 1 1,4 0,7 0,9
S92 WT 0,2 0,3 0,5 0,8 0,3 0,9
S93 TG 0,3 0,4 0,9 1,3 0,5 0,9
S97 TG 0,3 0,6 1 1,2 0,7 0,7
S98WT 0,4 0,5 1,5 1,6 1,1 1
S118 TG 04 0,5 1,3 1,7 0,9 1,3
S119WT 0,5 0,5 1,3 1,4 0,8 1
R165WT 0,6 0,4 1,3 1 0,7 0,6
R166 TG 0,3 0,3 0,8 1 0,6 0,7
R74 TG 0,3 0,4 0,9 1,3 0,6 1
R75WT 0,3 0,3 0,8 0,8 0,6 0,7
MittelwertTG 0,3 0,4 1 1,3 0,6 0,9
Stand.ab TG 0,003 0,004 0,010 0,013 0,006 0,009
MittelwertWT 04 0,4 11 11 0,7 0,9
Stand.ab WT 0,004 0,004 0,011 0,011 0,007 0,009
Tabelle 7.

Darstellung der Hippocampusflache (mm?). Es wurden die Flachen des Hippocampus

(Gesamt) und der Gyrus dentatus (GD) ausgemessen. Weiterhin wurde die Differenz



zwischen Gesamthippocampus und Gyrus dentatus (Ca1-Ca3) ausgerechnet. Dargestellt sind

die Mittelwerte von drei nacheinander folgenden Schnitten.

Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp- und
Transgenmaus in der gesamt Hippocampusflache festgestellt werden.

(Hippocampus gesamt rechts: p=0,699, Hippocampus gesamt links: p=0,746)

1,8 —
1,6 —
1,4 —
1,2 —

0,8 — TG

Flache mm2

0,6 —
0,4 —
0,2 —

Rechts Links
Hippocampus
gesamt

Abbildung 14.

Schematische Darstellung der Hippocampusflaiche (mm?2) Die Flache von gesamten
Hippocampus der Transgenmaus sind blau dargestellt und rot die Wildtypmaus. Mit

schwarzen Linien ist sie Standardabweichung dargestellt.

49



Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp- und
Transgenmaus in der Gyrus dentatusflache festgestellt werden.

(GD re: p=0,786, GD li: p=0,586)

0,6 —
0,55 —
0,5
0,45 —
0,4 —
0,35 —
0,3 —
0,25 —

TG
BwWwT

Flache mm2

0,15 —
0,1 —
0,05 —

Rechts Links
Gyrus dentatust

Abbildung 15.

Schematische Darstellung des Gyrus dentatus (GD) (mm?) Die Flache von Gyrus dentatus
der Transgenmaus sind blau dargestellt und rot fiir die Wildtypmaus. Mit schwarzen Linien ist

die Standardabweichung dargestellt.

50



Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp- und
Transgenmaus in der Cal-Ca3 Flache festgestellt werden.

(CA1-CA3 rechts: p=0,98, CA1-CA3 links: p=0,698)

1,3 —
1,2 —
1,1 —

0,9
0,8 —
0,7 —
0,6 —
0,5
0,4 —
0,3 —
0,2 —
0,1 —

Flache mm?2

Rechts Links
Ca1-Ca3

Abbildung 16.

Schematische Darstellung der Differenz zwischen den gesamten Hippocampus und Gyrus
dentatus (Ca1-Ca3) mm?* Die Flache von Cal-Ca3 der Transgenmaus sind blau dargestellt

und rot die Wildtypmaus. Mit schwarzen Linien ist sie Standardabweichung dargestellt.
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4.5 IMMUNHISTOCHEMIE

V. R g 75
™Y

Sheite

Abbildung 17.

In den immunhistochemischen Praparaten wurden antikérpermarkierte Zellen in den
ausgewahlten Regionen im Bereich des Gyrus cinguli ber dem Corpus callosum (Bregma
0.50 mm Interaural 4.30 mm nach dem Atlas von Franklin und Paxinos 1997) ausgezahlt.

In dieser immunhistochemischen Farbung mit GFAP sind Astrozyten (braun) dargestellt.
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Es wurden Astrozyten (mm?) der drei nacheinander folgenden Schnitten

ausgezahlt.
GFAP Re GFAP Li Diff Re Diff Li
Maus
S66 TG 86 92 42 -15
S67WT 128 107
R68 TG 135 135 21 57
R69 WT 114 78
S92 WT 121 121 43 -50
S93 TG 78 71
S97 TG 142 135 50 49
S98 WT 92 86
S118 TG 114 92
S119WT
R165WT 114 78 21 57
R166 TG 135 135
R74 TG 121 128 22 0
R75WT 99 128
Mittelwert TG 95 112
Stand.ab TG 4 5
MittelwertWT 111 98
Stand.ab WT 5 4
Tabelle 8.

Die tabellarische Darstellung der GFAP-positiven Zellen. In der Tabelle sind die Mittelwerte
der jeweiligen Mause mit der Standardabweichung und Differenzen zwischen Transgen und

Wildtypmaus dargestellt.



Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp- und
Transgenmaus in der Zahl der GFAP-positiven Zellen festgestellt werden.

(GFAP re: p=0,635, GFAP links: p=0,587)
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Abbilldung 18.

Die schematische Darstellung von GFAP positiven Astrozyten in der GFAP-L1-Maus und der
Wildtyp-Maus. Die Zellen wurde pro Gesichtsfeld 1mm?® ausgezahlt. Die Zahl der GFAP-
positiven Zellen in der Transgenmaus ist blau dargestellt und rot fiir die Wildtypmaus. Mit

schwarzen Linien ist die Standardabweichung dargestellt.
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5. DISKUSSION

Thema der vorliegenden Arbeit war die morphometrische Untersuchung des
Gehirns transgener Mause, welche das L1-Protein ektop in radiarer Glia und
Astrozyten unter Einfluss des Promotors des humanen sauren
Gliafaserproteins (GFAP) exprimieren. Das L1-Protein spielt eine wichtige
Rolle bei der Neurogenese, der Migration, dem Neuritenwachstum und der
Synaptogenese. Die Mauslinie wurde von der Arbeitsgruppe Schachner und
Mitarbeitern im Zentrum fir molekulare Neurobiologie Hamburg (ZMNH)
generiert, um den Einfluss von L1 auf radiare Glia und deren Funktion in der
Neurogenese und dem Neuritenwachstum zu untersuchen. Im Rahmen
friherer Arbeiten an transgenen Mausen, die L1 ektop in Astrozyten unter
den Einfluss des murinen GFAP-Promotors exprimieren, konnte gezeigt
werden, dass es bei diesen Tieren in der Embryonalentwicklung zu einer
transienten Vergroflerung des Durchmessers des Tractus corticospinalis
kommt, und dass die Aussprossung der corticospinalen Axone friher erfolgt
als bei Kontrolltieren (Ourednik et al., 2001). Auflerdem wurde eine friher

einsetzende und teilweise ektope Innervation des basalen Pons durch
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Axonkollateralen aus dem Tractus corticospinalis beobachtet. Dabei verlieRen
die Axonkollateralen den Tractus corticospinalis nicht in zwei separaten
rostralen und caudalen Anteilen sondern in einer kontinuierlichen
caudorostralen Richtung. Die ektopen Axonverzweigungen waren postnatal
nur bis zum 22. Lebenstag nachweisbar. Die morphologischen
Veranderungen gingen einher mit einem vorzeitigen Auftreten von GFAP
positiven Zellen im basalen Pons als Zeichen einer vorzeitigen
Differenzierung von Astrozyten.

Weitere Unterschiede in der Entwicklung des Zentralnervensystems von L1-
und Wildtyp-Mausen wurden in der Untersuchung von Ourednik et al. (2001)
nicht nachgewiesen. Beide Tiergruppen zeigten in der Schwangerschaft die
gleiche Zunahme der HirngroRe.

Die Ruckverfolgung corticospinaler Axone zu ihren corticalen
Ursprungsneuronen mittels Fluoreszenzfarbstoff Di | erbrachte einen
regelrechten Verlauf durch die Capsula interna, und das Mittelhirn. Auch in
den caudal zum basalen Pons gelegenen Bahnen ergaben sich keine
Hinweise auf Alterationen. Sowohl die Dicke des motorischen Cortex als
auch die Neuronendichte und der Zeitpunkt der Neuronenentstehung zeigten

keine Unterschiede zwischen den beiden Tiergruppen woraus die Autoren
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folgerten, dass der Tractus corticospinalis in L1- und Wildtyp-Mausen von der
gleichen Anzahl corticaler Neurone gebildet wird und der vergroéRerte
Durchmesser des Tractus in den L1-Tieren durch die hohere Anzahl an
Axonkollateralen zu erklaren ist.

Spater durchgefuhrte Verhaltensstudien erbrachten eine bessere Lernfahigkeit
der transgenen Tiere (Wolfer et al., 1998).

Die vorgenannten Ergebnisse sowie der Nachweis einer verstarkten
Neurogenese in vitro in neuronal vordifferenzierten (Dihne et al., 2003) und
embryonalen Stammzellen (Bernreuther et al., 2006) bei Zusatz von L1 im
Kulturmedium legten nahe, dass eine friilhe Expression von L1 im
embryonalen Nervensystem in der radidren Glia zu einer verstarkten
Neurogenese fihren kdnnte. Bei der radidren Glia handelt es sich um
neurale Stammzellen, aus denen in der Embryonalentwicklung Neurone und
Astrozyten entstehen. Fir entsprechende in vivo Studien wurde die hier
untersuchte transgene Maus generiert, die L1 ektop in Astrozyten und der
radialen Glia unter Einfluss des humanen GFAP-Promotors exprimiert. Der
humane GFAP-Promotor wird bereits an Tag 13 der Schwangerschaft
aktiviert, der murine GFAP-Promotor dagegen erst gegen Ende der

Schwangerschaft am 19.Tag.
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Die vorliegende Studie wurde an insgesamt 14 Tieren durchgefthrt, 7 Wildtyp
Mausen und 7 L1-GFAP Mausen. Bezlglich der GréRe der Ventrikel ergab
sich kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Die Evaluation
einzelner zentralnervoéser Strukturen (Striatum, sensomotorischer Cortex,
Hippocampus, Corpus callosum) erbrachte ebenfalls keine Unterschiede.
Vormals festgestellte Differenzen bezliglich der Dicke des Corpus callosum
zwischen transgenen Tieren, die L1 ektop unter Einfluss des murinen GFAP-
Promotors exprimieren und Wildtyp Mausen konnten bei den hier
untersuchten Tieren nicht festgestellt werden.
Auf histologischer Ebene ergab sich fur die Dichte der der Astrozyten
entgegen der Arbeitshypothese kein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Gruppen.
Fir das Fehlen jeglicher Unterschiede zwischen transgenen und Wildtyp-
Mausen in der vorliegenden Studie kénnen verschiedene Ursachen
verantwortlich sein:
1. Im Gegensatz zu der Arbeit von Ourednik et al. (2001) wurden Tiere
im Alter von 8 bis 16 Wochen untersucht, bei denen die ZNS
Entwicklung bereits abgeschlossen ist. Etwaige Abweichungen in der

ZNS-Entwicklung der transgenen Tiere kdnnten zu diesem Zeitpunkt
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bereits korrigiert worden sein. Die Studien an transgenen L1-M&usen
mit murinem GFAP-Promotor erbrachten ausschlie3lich transiente
Veranderungen.

Da die Astrozytendichte nur stichprobenartig im Grofl3hirncortex
bestimmt wurde, ist nicht auszuschlielen, dass es solche in anderen
Arealen gibt. Allerdings ergaben sich aus der morphometrischen
Analyse verschiedener zentralnervdoser Strukturen hierfur keine
Anhaltspunkte.

Daruber hinaus ist es moglich, dass die Unterschiede zwischen den
Gruppen zu gering sind, um sie mit den hier angewandten
morphologischen Methoden nachzuweisen.

Eine weitere Ursache fir fehlende Unterschiede zwischen der GFAP-

L1-Maus und der Wildtyp Maus koénnte eine zu geringe Expression von

L1 sein.

. Weiterhin kdnnte der genetische Hintergrund der transgenen Tiere eine

Rolle spielen. Zur Generierung der GFAP-L1-Maus wurde DNA in eine

hybride Zygote aus c57bl/6j und SV126 injiziert. Die L1
exprimierenden Nachkommen wurden dann mit reinen c57bl/6j

rickgekreuzt, um einen reinen genetischen Hintergrund zu schaffen.

59



Die fur die durchgefliihrten morphologischen Untersuchungen
verwendeten Tiere stammen aus der 5. Ruckkreuzung, so dass es
unwahrscheinlich, aber nicht auszuschlielen ist, dass ein Einfluss des
residualen SV126-Hintergrundes fur den fehlenden Nachweis von

Unterschieden verantwortlich ist.

In der Laborumgebung zeigten die hier untersuchten Tiere keine groben
Verhaltensauffalligkeiten, was auf eine zumindest weitgehend normale
Entwicklung des ZNS hinweist.

Zusammenfassend ergaben die hier durchgefliihrten morphologischen
Untersuchungen — bei methodisch unterschiedlichem Ansatz und friherer
Expression von L1 in der Embryonalentwicklung der transgenen Tiere im
Vergleich zu den Studien von Ourednik et al. (2001) — in vielen Aspekten
vergleichbare Ergebnisse wie bei der ektopen Expression von L1 unter dem
Einfluss des murinen GFAP-Promotors.

Zur Klarung etwaiger transient auftretender Unterschiede in der ZNS-
Entwicklung waren weitere Arbeiten an transgenen Mausembryonen

notwendig.
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6. ZUSAMMENFASSUNG
In dieser Arbeit wurde das Gehirn transgener Mause untersucht, die das L1-
Protein ektop in radiarer Glia und Astrozyten unter Einfluss des Promotors
des humanen sauren Gliafaserproteins (GFAP) exprimieren. Diese Mauslinie
wurde zwecks Untersuchung des Einflusses von L1 auf die Funktion der
radidren Glia in der Neurogenese und dem Neuritenwachstum von der
Arbeitsgruppe Schachner im ZMNH generiert.
Gehirne von 7 L1-Mausen wurden morphologisch mit Gehirnen von 7 Wildtyp
Mausen verglichen. Als Variablen wurden die Balkendicke, VentrikelgroRe,
GroRe der Basalganglien und des Hippocampus in H.E.- Schnitten sowie die
Expression glialer Marker GFAP immunhistochemisch untersucht.
Das L1-Protein beeinflusst die Synaptogenese, die Migration, das
Neuritenwachstum und die Neurogenese.
Frihere Arbeiten an transgenen Mausen, die L1 ektop in Astrozyten unter
Einfluss des murinen GFAP-Promotors exprimieren, haben gezeigt, dass es
bei diesen Tieren in der Embryonalentwicklung zu transienten Veranderung
im Tractus corticospinalis kommt sowie zu einem friheren Auftreten GFAP-

positiver Astrozyten (Ourednik et al., 2001). Beide Tiergruppen zeigten in der
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Schwangerschaft jedoch die gleiche Zunahme der HirngréRe. In den Bahnen
caudal des Pons ergaben sich keine Hinweise auf Alterationen, die Dicke
des motorischen Cortex als auch die Neuronendichte zeigten keine
Unterschiede zwischen den beiden Tiergruppen.

Verhaltensstudien erbrachten eine bessere Lernfahigkeit der transgenen Tiere
(Wolfer et al., 1998).

Auch in der vorliegenden Arbeit, bei der transgene M&use untersucht wurden,
die L1 unter dem humanen GFAP-Promotor bereits am Tag 13 der
Schwangerschaft exprimieren, zeigte sich bezuglich des Hirnvolumens und
der Ventrikelgréfle kein Unterschied zu Wildtypmausen. Die Untersuchung
von Striatum, sensomotorischem Cortex, Hippocampus und Corpus callosum
erbrachte ebenfalls keine Unterschiede. Es konnten die friher
nachgewiesenen Differenzen bezuglich der Dicke des Corpus callosum
zwischen transgenen Tieren, die L1 ektop unter Einfluss des murinen GFAP-
Promotors exprimieren und Wildtyp Mausen bei den hier untersuchten Tieren
nicht bestatigt werden.

Histologisch ergab sich fur die Dichte der Astrozyten entgegen der
Arbeitshypothese kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden

Gruppen.

62



Sofern die ektope Expression von L1 zu Alterationen in der Entwicklung der
hier untersuchten Tiere flhrt, waren diese als transient anzusehen, da zum
untersuchten Zeitpunkt im Alter von 8-16 Wochen keine Unterschiede zu den

Wildtypmausen festgestellt werden konnten.
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