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1. EINLEITUNG

1.1. Physiologie und Pathologie der Gliazellen

Das menschliche Gehirn ist das Kontrollzentrum fir alle lebenswichtigen Organe und
ihre  Funktionen. Es werden Signale empfangen, verarbeitet, integriert und
weitergeleitet. Es gibt im Gehirn ca. 10"" Neurone, die rund 10" Synapsen bilden.
Neben den Nervenzellen gibt es einen weiteren sehr wichtigen Zelltyp: die Gliazellen
(Somjen, 1988).

Als Glia werden alle nicht-neuronalen Zellen des Nervensystems bezeichnet. Der
Name Glia leitet sich vom griechischen Wort flir Leim ab und wurde von Rudolph
Virchow begrindet (Virchow 1854, zitiert nach (Somjen, 1988; Baumann und Pham-
Dinh, 2001). Zu diesem Zeitpunkt wurden Gliazellen als passive Stutzzellen der
Neurone verstanden. Die Unterscheidung der Gliazellen erfolgt in Makro- sowie
Mikroglia. Zu den Makroglia gehoéren die Astrocyten und Oligodendrocyten (Schwann-
zellen im peripheren Nervensystem) sowie die Ependymzellen. Mikroglia sind die
Makrophagen des Gehirns.

Durch die Verschaltung eines einzelnen Neurons mit zum Teil mehr als tausend
anderen Neuronen (ber Synapsen kommt es zu einer hohen Komplexitadt im
menschlichen Gehirn (1100-1300 Millionen Kontakte / mm® (Oberheim et al., 2006).
Diese Komplexitat wird noch gesteigert durch Astrocyten, die sich in direkter
Nachbarschaft zu den Synapsen befinden. Prasynaptische Endigung und Postsynapse
stehen nicht nur miteinander in funktionellem Kontakt, sondern wechselwirken auch mit
den benachbarten glialen Astrocytenfortsatzen. Gemeinsam bilden diese Komparti-
mente die dreigeteilte Synapse (Tripartite Synapse) (Araque et al., 1999).

Im prefrontalen Cortex steigt die Anzahl der Gliazellen im Verhaltnis zu Neuronen von
Nagern (0.3:1) zu Menschen (1.65:1) (Sherwood et al., 2006). Dies wird als phylo-
genetischer Vorteil héherer Sauger in ihrer Hirnkomplexitdt gegeniber niederen
Saugern wie z.B. Nagern gewertet. Ein protoplasmatischer Astrocyt im menschlichen
Gehirn kontaktiert und umhllt ca. 2 Millionen Synapsen; im Vergleich hierzu umfassen
protoplasmatische Astrocytenfortsatze in Mausen nur etwa 90.000 Synapsen
(Oberheim et al., 2006).

Verletzungen des zentralen Nervensystems (ZNS) initiieren einen Prozess, der als
reaktive Gliose bezeichnet wird. Verschiedene neurale Zellen reagieren auf akute
Hirntraumata mit exzitotoxischem Zelltod. Alle neuralen Zellen, die ionotrope Glutamat-
Rezeptoren exprimieren, sind betroffen, da es nach einer Uberaktivierung zu einem zu
hohen Ca®'-Einstrom kommt. Daher ist Glutamat nicht nur toxisch fiir Neurone,
sondern auch fir die glialen Zellen, wie Astrocyten und Oligodendrocyten (Matute et



al., 2006). Astrocyten, Mikrogliazellen und Oligodendrocyten-Vorlauferzellen reagieren
auf akute Verletzungen oder neuronalen Zelltod durch Proliferation, verstarkte
Expression von spezifischen zellularen Markern sowie mit einer Anderung ihrer
Zelloberflache und der Morphologie. Des Weiteren kommt es zur Sekretion von
verschiedenen Stoffen wie Chemo- und Cytokinen (Streit et al., 1999; Levine et al.,
2001; Kreutzberg, 1996; Raivich et al., 1999; Eng et al., 2000).

Der Verlust zentralnervdser Funktionen nach einer akuten Verletzung, einer Ischamie,
einer Infektion oder bei degenerativen Erkrankungen ist zweifelsfrei auf die Dysfunktion
bzw. das Absterben der Neurone zurlckzufihren. Bekannt ist aber auch, dass sich die
Gliazellen als erste Kommunikationspartner in einer Schlisselposition fir die Aus-
richtung der klinischen Symptome befinden. Ein genaueres Verstandnis, wie und
warum Glia auf eine Schadigung des ZNS reagieren, sollte die darauf folgenden
multizellularen Prozesse nicht nur besser erklaren, es sollte auch mdglich sein,
Einfluss darauf zu nehmen.

1.1.1. Astrocyten und ihre Aktivierung

Als Interaktionspartner der Neurone Ubernehmen Astrocyten wichtige Aufgaben in
physiologischen, aber auch pathologischen und regenerativen Prozessen des Gehirns.
Neben der Versorgung der Neurone mit Sauerstoff und Nahrstoffen entsorgen sie
neuronale Stoffwechselprodukte (z.B. CO,), nehmen (berschiissige Neurotransmitter
auf und bauen sie ab (Fields und Stevens-Graham, 2002). Sie sind essentiell fur die
neuronale Erregungsfortleitung, da sie die Neurotransmission beenden und zur lonen-
homoostase durch die Aufnahme von Kaliumionen beitragen. Astrogliale Fortsatze
umhdillen eng Synapsen (Hirrlinger et al., 2004) und kontrollieren die extrazellularen
Konzentrationen an Neurotransmittern durch verschiedene Transportersysteme
(Bergles et al., 1999). Zudem exprimieren sie zahlreiche Neurotransmitter-Rezeptoren
wie ionotrope AMPA- (a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-Isoxazolpropionat) (Grass et al.,
2004; Matthias et al., 2003) oder NMDA- (N-Methyl- D-Aspartat) Glutamatrezeptoren
(Schipke et al., 2001). Des Weiteren werden metabotrope purinerge, adrenerge und
glutamaterge Rezeptoren von Astrocyten exprimiert. Diese Neurotransmitterrezeptoren
erlauben es den Astroglia, neuronale Aktivitat zu erkennen und Uber die Aktivierung
verschiedener Signalwege darauf zu reagieren. Beispiele sind die Depolarisierung der
astroglialen Zellmembran (Verkhratsky et al., 1998) sowie eine Erhéhung der intra-
zellularen Ca?-Konzentration (Deitmer et al., 1998) nach neuronaler Aktivitat.
Astrocyten reagieren sowohl im gesunden wie auch verletzten Gewebe nicht als
einzelne Zellen, sondern als ein Syncytium von miteinander verbundenen Zellen
(Pekny und Nilsson, 2005).

Gliazellen sind in der Lage, Neurotransmitter (hier bezeichnet als Gliotransmitter) als
Antwort auf neuronale Stimulierung freizusetzen (Zhang et al.,, 2004a; Zhang und



Haydon, 2005). Die Neurotransmitter, die von der Prasynapse freigesetzt werden,
aktivieren Rezeptoren auf benachbarten Astrocytenfortsatzen, die ihrerseits dann
Gliotransmitter freisetzen (Haydon, 2001). Von Astrocyten freigesetzte Transmitter sind
unter anderem Glutamat (Zhang et al., 2004a), ATP (Pascual et al., 2005) oder D-Serin
(Miller, 2004; Mothet et al., 2005). Diese sind in der Lage, die neuronale
Netzwerkaktivitat zu modulieren.

Die Aktivierung der Astroglia erfolgt generell nach akuten Verletzungen des ZNS,
sowie auch bei neurodegenerativen Prozessen. Der Hauptablauf wahrend der
Aktivierung involviert zellulare Hypertrophie, eine Anderung der astrocytdaren Gen-
expression sowie eine erhohte Proliferation. Eine wichtige und lang bekannte Funktion
von Astrocyten ist die Bildung der glialen Narbe (glial scar), die eine raumliche wie
temporare Ausbreitung der Verletzung unterbindet (Bush et al., 1999; Faulkner et al.,
2004). Die Ausbreitung des Entziindungsprozesses auf benachbartes, nicht
betroffenes neurales Gewebe wird verhindert. Astrocyten haben sowohl pro- als auch
anti-inflammatorische Funktionen an verschiedenen Orten der Verletzung (John et al.,
2003). Die Astroglia sezerniert molekulare Signalstoffe, die die Migration vieler
Zelltypen beeinflussen. Zudem sind Astrocyten essentiell fir die Aufrechterhaltung wie
auch die Wiederherstellung der Blut-Hirn-Schranke nach einer Verletzung (Bush et al.,
1999; Faulkner et al., 2004). In diesem Kontext ist auch wichtig, dass Astrocyten
direkten Einfluss auf die Geschwindigkeit des cerebralen Blutflusses Uber ihre
Endfisse haben. Diese befinden sich zu 99 % in direktem Kontakt mit den
Blutkapillaren (Hawkins und Davis, 2005). Da Astrocyten auf der anderen Seite mit
Neuronen in Kontakt stehen, ist es ihnen mdglich, bei neuronaler Aktivitat direkten
Einfluss auf den cerebralen Blutfluss zu nehmen. Die neuronale Glutamatausschittung
fuhrt intrazellular zu Calciumkonzentrationsanderungen in Astrocyten, was zu einer
Cyclo-Oxigenase-(COX)-Produkt (Prostanoide) vermittelten Vasodilation (ber die
perivaskularen astrocytaren Endfiisse flhrt (Zonta et al., 2003; Simard et al., 2003;
ladecola und Nedergaard, 2007; Takano et al., 2006).

Die gliale Narbe besteht primar aus Astrocyten, bei schwereren Lasionen (gedffnete
Meningen) wandern Fibroblasen und Makrophagen uber die offene Blut-Hirn-Schranke,
an deren Stabilitat Astrocyten auch beteiligt sind, in den Verletzungsherd ein (Silver
und Miller, 2004). Bei den meisten Hirnverletzungen ist die Proliferation der Astroglia
gering und begrenzt von der Penumbra, die den Verletzungsherd umgibt (Faulkner et
al., 2004). Die Hypertrophie ergibt sich aus einer erhéhten Expression von Intermediar-
filamenten wie GFAP (glial fibrillary acidic protein, Bignami et al., 1972) und Vimentin
(fur einen Review siehe Silver und Miller, 2004). Weiterhin werden in Astrocyten nach
einer Lasion Proteoglycane erhoht exprimiert (wie z.B. Chondroitinsulfatproteo-
glycane - CSPG). Zu dieser Klasse der wachstumsunterstitzenden Proteine gehdren
Brevican, Neurocan, NG2, Phosphacan sowie Versican (Margolis und Margolis, 1993).



Die Expression dieser Proteine vergroRert die gliale Narbe im Gehirn sowie im
Rickenmark (Jones et al., 2003; Tang et al., 2003; McKeon et al.,, 1999). Proteo-
glycane wirken zudem als Barriere fur die Regeneration von Axonen (fur Review siehe
(Silver und Miller, 2004). Es konnte gezeigt werden, dass Nervenfasern nach
Verletzungen des ZNS besser wachsen, wenn reaktive Astrocyten fehlen (Bush et al.,
1999; Faulkner et al., 2004). Verbesserte axonale Regeneration wurde auch gezeigt
nach Deletion von GFAP, Vimentin oder EphA4, was zu einer veranderten astrocytaren
Reaktivitdt nach Verletzungen fihrt (Menet et al., 2003; Wilhelmsson et al., 2004). In
diesem Kontext sei aber auch auf Publikationen verwiesen, die zeigen wie Astrocyten
(radiale Glia) das Wachstum der Neuriten wahrend der Entwicklung unterstiitzen
(Hatten et al., 1991) und das reife Astrocyten essentiell fir lokales Nervenfaser-
wachstum und die Plastizitat im adulten Gewebe sein konnen (Gage et al., 1988). Von
reaktiven Astrocyten stammendes Fibronectin unterstitzt das erneute Wachstum von
bestimmten Axonen entlang der Zelloberflachen von Astrocyten (Kawaja und Gage,
1991; Tom et al., 2004).

Ein Problem nach einer akuten Verletzung sind die darauf folgenden sekundaren
Effekte. Der akuten Verletzung folgt eine weitere Degeneration Stunden oder Tage
spater. Astrocyten schutzen benachbarte Oligodendrocyten und Neurone vor Zelltod
durch Exzitotoxizitat Uber die Aufnahme von Glutamat (iber Rezeptoren und
Transporter). Wahrend einer Ischamie im ZNS kdénnen Astrocyten aber die Zerstdrung
der Neurone abhangig vom Zeitpunkt bzw. der postischamischen Stufe auch
verstarken (Swanson et al.,, 2004). Durch die Verbindung der Astrocyten Uber Gap
Junctions und das damit verbundene groRe Syncytium ist die Verteilung von
potentiellen schadlichen lonen und Metaboliten Uber lange Distanzen mdglich.
Reaktive Astrocyten selbst sind in der Lage, Molekile zu generieren, die cytotoxisches
Potential haben. Als Beispiel ist hier Stickoxid (NO) zu nennen. Generiert fur lokale
Signalprozesse (lkeda und Murase, 2004) Uuber die NO-Synthase, kann NO
benachbarte Neurone beschadigen und aktiv zur Zerstérung des Gewebes durch
sekundare Degeneration oder als Antwort auf entzindliche Prozesse beitragen
(Neufeld und Liu, 2003; Antony et al., 2004).

Die Ursachen, warum Astrocyten dermallen komplex reagieren und dabei
inhibitorische wie auch permissive Signalstoffe unter bestimmten Bedingungen
freisetzen, sind nur wenig verstanden. Die positive Reaktion der Astroglia, die sich ab
einem bestimmten Ausmal} der Gewebszerstérung ins Negative umkehrt, ist abhangig
von der GroRe der Verletzung (Pekny und Nilsson, 2005; Myer et al., 2006).



1.1.2. Oligodendrocyten und Vorlauferzellen im gesunden
wie geschadigten Gewebe

Der zweite wichtige Zelltyp der Makroglia, die ebenfalls enge Interaktionen mit den
Neuronen bilden, sind die Oligodendrocyten im ZNS sowie die Schwannzellen im
peripheren Nervensystem (PNS) (Pio del Rio Hortega, zitiert nach (Somjen, 1988).
Oligodendrocyten bilden die Myelinscheide im Gehirn und ermdglichen dadurch die
schnelle Erregungsfortleitung. Myelin ist eine spezialisierte Plasmamembran der
Oligodendrocyten, die lamellenartig um Axone gewickelt ist und die erstmals 1854 von
Rudolph Virchow beschrieben wurde (Virchow, 1854; zitiert nach (Baumann und
Pham-Dinh, 2001)). Einzelne Oligodendrocyten kdnnen dabei mehrere Myelin-
segmente an einem oder mehreren Axonen ausbilden. Die Myelinscheiden sind durch
Ranviersche Schnirringe unterbrochen, an denen die Erregungsleitung saltatorisch
stattfindet, wodurch die Leitungsgeschwindigkeit auch sehr dinner Axone effizient
erhoht wird (Baumann und Pham-Dinh, 2001).

Die Aktivierung Ca?*-abhangiger Signalwege durch Neurotransmitter steuert die
Entwicklung der myelinisierenden Zellen (Belachew und Gallo, 2004; Fields und
Stevens-Graham, 2002). Die Entwicklung der Oligodendrocyten involviert die Migration
der Oligodendrocytenvorlauferzellen (Oligodendrocyte Precursor Cells — OPCs) zum
endgultigen Bestimmungsort innerhalb des ZNS, gefolgt von lokaler Proliferation und
Differenzierung zu reifen myelinbildenden Oligodendrocyten (Miller, 2002). Diese
Prozesse werden durch extrazellulare, axonabhangige Faktoren geregelt, mehrere
dieser Signaltransduktionskaskaden werden (iber Ca?* gesteuert. Viele Neurotrans-
mitter fiihren zu Ca?*-Signalen in OPCs und beeinflussen die Entwicklung der Vor-
lauferzellen Uber ATP. Dieser reguliert Migration, Proliferation und Differenzierung
primar Uber die Aktivierung metabotroper P2Y-Rezeptoren (Agresti et al., 2005). Reife
Oligodendrocyten sowie oligodendrogliale Vorlauferzellen exprimieren ahnlich wie
Astrocyten eine Vielzahl verschiedener Rezeptoren, darunter auch AMPA- und Kainat-
Rezeptoren (Matute et al., 2007). Ebenso konnte die Expression von NMDA-
Rezeptoren und ihre Aktivierung nach Hirnverletzungen in Oligodendrocyten gezeigt
werden (Karadottir et al., 2005; Salter und Fern, 2005; Micu et al., 2006). Des Weiteren
exprimieren Zellen der Oligodendrocyten-Lineage metabotrope Glutamatrezeptoren,
deren Expression stark entwicklungsabhangig reguliert ist und die in reifen Oligo-
dendrocyten nahezu nicht mehr vorkommen (Deng et al., 2004). Neben Glutamat-
Rezeptoren werden auch Glutamat-Transporter in Oligodendrocyten exprimiert, hierzu
gehoren z.B. GLT1 (glutamate transporter 1, EAAT2), (Danbolt, 2001) wie aber auch
GLAST (glutamate aspartate transporter, EAAT1), (Matute et al., 2007). OPCs
exprimieren zusatzlich den neuronalen exzitatorischen Aminosaure-Transporter 1
(EAATS3), (Domercq et al., 1999). Diese Daten zeigen, dass Oligodendrocyten, ahnlich
wie Astrocyten, die wichtigsten Rezeptoren wie auch Transporter fur Glutamat



exprimieren. Die Transporter regulieren die basale extrazellulare Glutamat-
Konzentration und verhindern so eine Uberaktivierung der Glutamat-Rezeptoren unter
physiologischen Konditionen.

Studien der letzten Jahre haben gezeigt, dass Oligodendrocyten sehr empfindlich auf
Stérungen der intrazelluldren Ca?*-Konzentrationen reagieren und der anfilligste gliale
Zelltyp fur Exzitotoxizitat sind. Die Aktiverung von AMPA-, Kainat- und/oder NMDA-
Rezeptoren in Oligodendrocyten filhrt zum Einstrom von Ca?*-lonen, die in den
Mitochondrien akkumuliert werden. Daraufhin kommt es zu einer Depolarisation der
Membranen, was zu einer erhéhten Produktion von freien Sauerstoff-Radikalen fihrt.
Zudem werden proapoptotische Faktoren freigesetzt, die wiederum Caspasen
aktivieren (Sanchez-Gomez et al., 2003).

OPCs werden bei einer Verletzung des ZNS aktiviert und reagieren sensitiver
gegeniiber einem Sauerstoff- und Glukosemangel nach einer ischamischen
Schadigung (Fern und Moller, 2000) als reife Oligodendrocyten (fiir einen Review siehe
(Matute et al., 2007). Sie setzen Glutamat durch eine Umkehrung ihrer Gutamat-
Transporter unter hypoxischen Bedingungen frei (Domercq et al., 1999). Eine mittlere
cerebrale Arterienocclusion (MCAQ) kann einen raschen Zelltod der Oligodendrocyten
induzieren (Mandai et al., 1997; Petito et al., 1998). Wie in Astrocyten werden in OPCs
verschiedene Markerporteine verstarkt exprimiert und die Vorlauferzellen proliferieren.
Einige Tage nach der akuten Durchblutungsstérung ist daher eine erhéhte Anzahl von
oligodendroglialen Zellen in benachbarten Regionen (Penumbra) des Verletzungs-
herdes (Core) (Mandai et al., 1997) wie auch von unreifen Oligodendrocyten (OPCs) in
den Regionen um die lateralen Ventrikel zu erkennen (Gottlieb et al., 2000). So kann
der Verlust von Oligodendrocyten zu einem Teil vom Hirngewebe durch die
Generierung und Proliferation neuer Oligodendrocyten kompensiert werden.

OPCs exprimieren unter anderen den basischen Helix-Loop-Helix-Transkriptionsfaktor
Olig2 (Buffo et al., 2005) sowie das Chondroitinproteoglycan NG2 (Nishiyama et al.,
2005). Es gibt Hinweise darauf, dass diese Zellen Oligodendrocyten nicht nur wahrend
der Entwicklung, sondern auch nach pathologischen Demyelinisierungsprozessen
bilden (Polito und Reynolds, 2005). Zudem konnte die RNA des PDGFRa (plately
derived growth factor receptor a) in OPCs nachgewiesen werden (Baumann und
Pham-Dinh, 2001). OPCs exisiteren nicht nur wahrend der Embryonalentwicklung,
sondern auch im adulten Gewebe. Die Expression von NG2 ist als Marker fir OPCs
anerkannt (Baumann und Pham-Dinh, 2001), aber nicht alle NG2-positiven Zellen in
adultem Gewebe entsprechen OPCs. Es wird momentan diskutiert, ob tberhaupt alle
NG2-positiven Zellen zur Oligodendrocyten-Lineage gehéren (Matthias et al., 2003;
Butt et al., 2005). Auf diesen Sachverhalt wird in Abschnitt 2.1.4 ndher eingegangen
werden.
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Abb. 1 Entwicklung einer verletzungsinduzierten Gliose

In transgenen Mausen (TgN(GFAP-EGFP)grea und TgN(PLP-DsRed)prpa) wurde eine
kortikale Stichverletzung gesetzt. Vier Wochen nach dem akuten Hirntrauma ist die
Aktivierung der Astrocyten als ipsilaterale Hochregulierung des GFAP zu erkennen
(Vergleich mit der kontralateralen Seite ohne Aktivierung (kleines Bild)). Oligoden-
drocyten wurden ebenfalls aktiviert (Oligodendrogliose). Der PLP-Promotor wurde in
Folge dessen verstarkt abgelesen, nachweisbar gibt es mehr endogene mRNA nach
Verletzungen, was in einer erhéhten Expression des Transgens (DsRed1) resultiert.

Ein wichtiges Protein der Oligodendrocyten ist das Proteolipidprotein (PLP). Es kommt
entwicklungsabhangig in zwei Spleildvarianten vor (plp/dm20). PLP ist ein Protein mit
vier Transmembrandomanen, das wahrend der Entwicklung des Myelins hochreguliert
wird und der Hauptbestandteil des Myelins im reifen ZNS ist (Tuason et al., 2008). In
PLP/DM20-defizienten Mausen ist der axonale Transport eingeschrankt und es gibt
eine fortschreitende axonale Degeneration in myelinisierten Fasern (Werner et al.,
2007). DM20 wird in Mausembryonen in neuralen Vorlauferzellen ab Embryonaltag 9.5
(E9.5) exprimiert. Ab E14.5 kann DM20 in oligodendroglialen Vorlduferzellen detektiert
werden (Tuason et al.,, 2008). Es kann ein entwicklungsspezifischer Wechsel in der
PLP/DM20-Regulation beobachtet werden: OPCs exprimieren praferentiell DM20,
wahrend mit zunehmender Mpyelin-Entwicklung das Verhaltnis in Richtung PLP
verschoben wird, das in reifen Oligodendrocyten dann prominent vorkommt. PLP-
mRNA ist schon in frihen Embryonalstadien detektierbar (Timsit et al., 1995) und wird
nach einer Verletzung in Oligodendrocyten hochreguliert (Frei et al., 2000). Mutationen



im plp/dm20-Locus fuhren zu einem Spektrum von spastischen Krankheiten, zu denen
die Pelizaeus-Merzbacher-Krankheit (PMD) und die spastische Paraplegie Typ 2
(SPG2) gehdren (fur einen Review siehe (Inoue, 2005; Nave und Trapp, 2008).

1.1.3. Mikroglia — residente Immunzellen des ZNS

Mikrogliazellen sind die residente Immunzellpopulation des ZNS (Kreutzberg, 1996).
Sie wurden erstmals von Pio Del Rio-Hortega 1921 klassifiziert (Somjen, 1988).
Monocyten des Blutes wandern wahrend der embryonalen Entwicklung in das Gehirn
und differenzieren zu hirnresidenten Mikrogliazellen (Kim und de, 2005).

Sie sind charakterisiert durch ein kleines Soma, mit feinen, weit verzweigten
Fortsatzen. Mit ihren extrem beweglichen Fortsatzen sondieren Mikrogliazellen standig
die ndhere Umgebung um das Mikrogliasoma. Bei akuten Hirnverletzungen kommt es
zu einer Aktivierung der Mikrogliazellen. Die Fortsatze wandern, gefolgt vom Soma, in
den Verletzungsherd ein, zuséatzlich kommt es zu einer Anderung der Mikroglia-
morphologie (Nimmerjahn et al., 2005; Davalos et al., 2005). Die Zellen gehen in den
aktivierten Zustand Uber (Kim und de, 2005). Aktivierte Mikrogliazellen partizipieren in
der Pathogenese verschiedener neurologischer Krankheiten durch die Sekretion von
inflammatorischen Faktoren, wie Cytokinen oder NO (Hanisch, 2002). Diese
Freisetzung fiihrt zu einer erhdhten Rekrutierung der Mikroglia zum Verletzungsherd
sowie zur Infiltration von immunmodulierenden Zellen aus dem peripheren Blut
(Garden und Moller, 2006). Nach einer Abnahme des aktivierenden Stimulus
partizipieren die Mikroglia bei der Reduktion der Immunantwort und induzieren ihre
eigene Apoptose Uber die Sekretion anti-inflammatorischer Cytokine (Garden und
Moller, 2006). Bei ausgepragtem Zelltod im ZNS kommt es zur weiteren Aktivierung
der Mikroglia; sie gehen in die améboide Form Uber und agieren als Phagocyten des
ZNS (Streit, 2002), um absterbendes Gewebe aufzunehmen.

1.1.4. NG2-Zellen und gliale Subtypen im adulten ZNS

Die Einteilung der makroglialen Zellen in Astrocyten und Oligodendrocyten zeigt ein
stark vereinfachtes Bild der glialen Zellen des ZNS. Unbestritten ist die Existenz der
reifen makroglialen Astro- wie auch Oligodendrocyten (siehe Abb. 3), deren Funktion
und Eigenschaften in einer Vielzahl von Publikationen untersucht und teilweise geklart
wurden (Baumann und Pham-Dinh, 2001; Nave und Trapp, 2008; Giaume et al., 2007;
Theodosis et al.,, 2008; Verkhratsky und Kirchhoff, 2007). Neuere Publikationen
beschreiben einen weiteren Typ von Gliazellen, der als NG2-Glia bezeichnet wird. Die
NG2-positive Glia wird divers beschrieben: Zellen mit Expression dieses Markers
wurden als Synantocyten (Butt et al., 2005), NG2-Glia (Nishiyama et al., 2005; Zhu et
al.,, 2008), Polydendrocyten (Nishiyama, 2007), Oligodendrocyten-Vorlauferzellen
(Levine et al., 2001) oder auch als komplexe Astroglia/GluR-Zellen (Matthias et al.,



2003) publiziert. Zum einen werden NG2-positive Zellen als 4. Population von Glia-
zellen definiert, zum anderen wird NG2 als Marker von Vorlauferzellen angesehen. Wie
OPCs der Entwicklung und reife Oligodendrocyten sind NG2-Glia dynamisch an
neuronale Aktivitdt und die damit verbundene Freisetzung von Neurotransmittern
gekoppelt.

Es gibt bisher keine zwingenden Beweise flur funktional-differenzierte Klassen von
Oligodendrocyten (Richardson et al., 2006). Unbestritten ist aber die Existenz diverser
oligodendroglialer Vorlauferzellen, die sich sowohl in ihrem Entstehungsort als auch in
ihrer Immunreaktivitat unterscheiden. Auch fur Astroglia wurden in den letzten Jahren
eine Vielzahl von Subtypen wahrend der Entwicklung, im adulten Gehirn und in
pathologischen Situationen beschrieben (Matthias et al., 2003; Buffo et al., 2008).

Zur ldentifizierung dieser Subtypen wurden vielfach transgene Mausmodelle mit
zelltypspezifischer Expression fluoreszenter Proteine verwendet (siehe auch Abb. 2).
Genauere Untersuchungen der TgN(GFAP-EGFP) (Nolte et al., 2001) zeigten das
Vorkommen von mindestens zwei astroglialen Subtypen im Hippocampus der Maus,
die EGFP exprimieren (Matthias et al., 2003). Ein hell-fluoreszenter Astrocyt, stark
verzweigt, der Glutamat-Transporter exprimiert und als protoplasmatischer passiver
Astrocyt bezeichnet wird. Dieser Zelltyp zeigt prominente einwarts-rektifizierende,
spannungsunabhangige Kaliumstrome. Diese Zellen werden auch als GluT-Zellen
bezeichnet (Matthias et al., 2003). Zusatzlich konnte ein astroglialer Typ mit einfacher
Morphologie, ohne starke Verzweigungen und mit schwacher EGFP-Expression
identifiziert werden. Diese Zellen haben ein komplexeres Strommuster, sie zeigen
spannungsabhangige auswartsgerichtete Kaliumstréme, eine einwarts-rektifizierende
Komponente fehlt hdufig. Zudem konnte gezeigt werden, dass diese komplexen Zellen
ionotrope Glutamat-Rezeptoren (AMPA) exprimieren. Aufgrund ihres komplexen
lonenkanalstrommusters und ihrer AMPA-Rezeptor-Expression werden diese Zellen
haufig als GluR-Zellen oder auch komplexe Zellen bezeichnet (Matthias et al., 2003).
Ein Teil dieser GIluR-Zellen wiederum ist positiv fir NG2 oder exprimiert den
exzitatorischen Aminosaure-Transporter 1 (EAAT3), der auch in Neuronen und OPCs
exprimiert wird (Domercq et al., 1999). Eine ahnliche Komplexitat der Astroglia konnte
auch im Hirnstamm von Mausen gezeigt werden (Grass et al.,, 2004). Unter
Verwendung der gleichen transgenen Mauslinie war es mdglich, in der respiratorischen
Gruppe des Hirnstammes sogar drei Typen von Zellen zu identifizieren, die EGFP
exprimieren, unterschiedliche Strommuster zeigen und ebenfalls entweder AMPA-
Rezeptoren oder Glutamat-Transporter exprimieren. Alle beobachteten Zelltypen im
Hirnstamm exprimieren Kainat-Rezeptoren. Nur eine der Populationen exprimiert NG2
(Grass et al., 2004).

Die Einteilung einer Zelle mit NG2-Expression differiert mit dem Alter der untersuchten
Tiere (embryonal vs. postnatal), mit der untersuchten Region (Kortex vs. Hippocampus



vs. Hirnstamm vs. Rickenmark) und mit der untersuchten Spezies (Maus vs. Ratte).
Es gibt eine Vielzahl von Publikationen, die zeigen, dass NG2-positive Vorlauferzellen
wahrend der Entwicklung und nach Demyelinisierungsprozessen Oligodendrocyten
bilden (Polito und Reynolds, 2005). Studien unter Nutzung transgener Mausmodelle
zeigen, dass es einen Subtyp von NG2-positiven Zellen gibt, der die Eigenschaften
multipotenter neuraler Stammzellen widerspiegelt und neben der Entstehung von
Astrocyten und Oligodendrocyten auch zu Neuronen fiihren kann (Aguirre und Gallo,
2004; Belachew et al., 2003). Des Weiteren sind NG2-positive Glia an der reaktiven
Gliose beteiligt, indem sie auf jede Art der Verletzung des ZNS reagieren und an der
Bildung der glialen Narbe beteiligt sind. Die Identifzierung der beschriebenen Subtypen
der glialen Zellen basiert haufig auf der Verwendung transgener Mausmodelle. Die
Untersuchung von Hirnregion und Alter in diesen Modellen fuhrte zur Identifizierung der
vorgestellten glialen Populationen. Die Aktivierung von Gliazellen nach Verletzungen
ist bekannt, der Einfluss der verschiedenen Subpopulationen von Zellen aber noch
nicht untersucht. Die Verbindung von transgenen Tieren mit pathologischen Maus-
Modellen humaner Pathologien bietet ideale Moglichkeiten, um den Einfluss der glialen
Populationen auf Progression und Heilung von z.B. ischamischen Erkrankungen zu
untersuchen.

Abbildung 2 zeigt eine Interpretation der publizierten Daten. Der Grad der Uberlappung
zwischen den publizierten Subtypen ist dabei eine Funktion vom Alter, der Spezies und
der untersuchten Hirnregion.

Complex Cells

Polydendrocyt
\ NG2-Glia
‘Astrocyt Synantocyt

Abb. 2 AusmaR gemeinsamer Eigenschaften von glialen Zelltypen

Neben den reifen protoplasmatischen Astrocyten (griin) und den reifen myelinisie-
renden Oligodendrocyten (rot) gibt es Gliazellen, deren immunhistochemische Eigen-
schaften die Einteilung in die verschiedenen Subtypen erschweren. Sie werden als
komplexe Gliazellen (GluR-Zellen, roter Kreis), OPCs (griner Kreis) oder NG2-Glia,
aber auch als Synantocyten oder Polydendrocyten bezeichnet. Der Grad der Uber-
lappung der publizierten Zelltypen ist eine Funktion von Alter, Region und Spezies, in
der die Zellen untersucht wurden.
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1.1.5. Neurale Stammzellen im adulten Hirngewebe
und nach Verletzungen

Im adulten GroRhirn findet eine kontinuierliche Neurogenese in zwei verschiedenen
Regionen statt: in der Subventrikularzone (auch Subependymalzone) des lateralen
Ventrikels (SVZ) und in der Subgranularzone des hippocampalen Gyrus Dentatus
(SGZ). In beiden Regionen entstehen migrierende Neuroblasten (neuronale
Vorlauferzellen), die sich zu Neuronen in den Granularschichten des Bulbus Olfactorius
und des Gyrus Dentatus weiterentwickeln (Gage, 2000; Gould et al., 1999; Lois et al.,
1996; van et al., 2002; Luskin, 1993; Pinto und Gotz, 2007). GFAP-exprimierende bi-
oder unipolare Zellen in der SVZ und der SGZ haben wenige Fortsatze. Sie sind die
wichtigsten neuralen Vorlauferzellen. Diese GFAP-positiven Vorlauferzellen
exprimieren auch die Intermediarfilamente Vimentin und Nestin (Garcia et al., 2004),
die in protoplasmatischen, ausdifferenzierten Astrocyten nicht nachweisbar sind.

Eine reaktive Gliose ist die Antwort einer Verletzung des ZNS zur Abschottung des
verletzten Gewebes, der Wiederherstellung der Gewebe-Integritdt sowie die Ein-
schrankung der Entzindungsreaktion und des neuralen Zelltodes. Die verschiedenen
glialen Zelltypen (Astroglia, Oligodendroglia, NG2-Glia und Mikroglia) sind an der
reaktiven Gliose beteiligt (Buffo et al., 2008). Reife Astrocyten zeigen in gesundem
Gewebe (cerebraler Kortex) keinerlei Proliferation, wahrend reaktive GFAP-positive
Zellen sich teilen kénnen. Es konnte gezeigt werden, dass es scheinbar auch reife
Astrocyten gibt, die nach einer Aktivierung durch eine Stablasion proliferieren und
direkt an der Astrogliose beteiligt sind, sie ,dedifferenzieren* (Buffo et al., 2008). Diese
proliferierenden Astrocyten bleiben in vivo Astrocyten, wahrend sie unter Zellkultur-
bedingungen multipotent sein kénnen und auch ihre Fahigkeit zur Selbsterneuerung
beibehalten. Vorlaufer, die NG2- bzw. PDGFRa exprimieren, kdnnen sowohl vor als
auch nach einer Lasion keine Neurone bilden (Buffo et al., 2008). Es konnte gezeigt
werden, dass die proliferierenden Astrocyten nicht von GFAP-positiven Zellen der SGZ
oder der SVZ stammen. Einige GFAP-positive Zellen im ZNS missen somit Stamm-
zelleigenschaften besitzen, die nach einer Lasion erhalten bleiben und so ein viel-
versprechender Zelltyp flr Therapieansatze zur Regeneration von geschadigten
Hirnarealen sein kdnnen (Buffo et al., 2008).

1.1.6. Verwendung von transgenen Mausmodellen zur Beantwortung
biologischer Fragestellungen

Der Chemie-Nobelpreis 2008 wurde fir die Entdeckung, Anwendung und Weiter-

entwicklung des grunen fluoreszenten Proteins aus der Qualle Aquorea victoria durch

Osamu Shimomuto, Martin Chalfie und Roger Y. Tsien verliehen (Shimomura et al.,

1962; Shimomura, 2005; Chalfie et al., 1994; Tsien, 1998). GFP war das erste

natirliche Protein, das entdeckt wurde, dessen Chromophor Bestandteil der nativen
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Peptidkette ist. Gentechnisch veranderte Organismen mit zelltypspezifischer
Expression diverser XFP’s werden sowohl in vitro als auch in vivo eingesetzt, um
neurobiologische Fragestellungen zu beantworten. Der grofle Vorteil fluoreszenter
Proteine ist ihre intrinsische Fluoreszenz, die es ermdglicht, nicht invasiv Zellen zu
beobachten. Die Verwendung spezieller Lichtquellen (z.B. gepulste Infrarot-Laser)
ermoglicht diese Beobachtungen sogar in lebenden narkotisierten Mausen. Seit der
ersten Publikation 1997, in denen die Astroglia eine Variante des GFPs exprimierten
(GFP-S65T, Zhuo et al., 1997), wurden diverse fluoreszente Mause veréffentlicht, die
zelltypspezifisch im ZNS wie PNS fluoreszente Proteine exprimieren (Jung et al., 2000;
Feng et al., 2000; Nolte et al., 2001; Hirrlinger, Scheller et al., 2005; Lichtman et al.,
2008). Mit Hilfe neuronaler Zellen, die Uber ein Transgen EYFP exprimieren, konnte
gezeigt werden, wie motil neuronale Spines in vivo sind (Xu et al., 2007; Trachtenberg
et al., 2002; Grutzendler et al., 2002). Aber nicht nur neuronale Zellen sind sehr aktiv,
auch Astroglia sind in situ motil, wenn sie in Kontakt mit aktiven Synapsen stehen.
Diese Motilitat konnte nicht beobachtet werden, wenn sie nur Kontakt zu neuronalen
Somata haben (Hirrlinger et al., 2004). Die extrem hohe Motilitdt von Mikrogliazellen im
Kortex wurde ebenfalls in vivo dargestellt. Mikrogliale Auslaufer tasten standig ihre
nadhere Umgebung ab und untersuchen das Gewebe nach pathologischen
Vorkommnissen, um dann sofort darauf zu reagieren (Davalos et al., 2005;
Nimmerjahn et al., 2005). Es gibt auch diverse Linien, in den Oligodendrocyten
fluoreszent markiert sind, hierzu gehéren z.B. die TgN(PLP-GFP-S65T) aus dem Jahr
2000 (Fuss et al., 2000), die TgN(CNP-EGFP) aus dem Jahr 2001 (Belachew et al.,
2001) sowie die TgN(PLP-DsRed1) aus dem Jahr 2005 (Hirrlinger, Scheller et al.,
2005), die im Gegensatz zu den beiden erstgenannten Mausen kein Quallenprotein der
GFP-Familie in den Oligodendrocyten exprimiert, sondern das DsRed1 aus der
Seeanemone Discosoma striata. Es gehoért zur Familie der Riffkorallenproteine und
liegt im Gegensatz zum EGFP als Tetramer vor. Ein Vorteil dieses roten Proteins ist
seine  deutlich  hohere  Helligkeit (maximaler  Extinktionskoeffizient  von
EGFP = 16.100/M cm; DsRed1 = 35.360/M cm). Damit ist DsRed1 mehr als doppelt so
hell wie EGFP (Nagai et al., 2002). Ein Nachteil des Riffkorallen-Proteins ist die
Bildung von Proteinaggregaten. DsRed1-Tetramere schliessen sich mit zunehmendem
Alter der Mause sowie bei einem erhdhten Vorkommen der Proteine selbststandig zu
fluoreszenten Aggregaten zusammen (Hirrlinger, Scheller et al., 2005). Dies behindert
die Identifikation und Beobachtung feiner Fortsatze der Oligodendrocyten im hoheren
Alter. In einem sehr jungen Altersstadium (P8, siehe Abb. 1) ist es aber noch mdglich,
die oligodendroglialen Auslaufer zu erkennen.

Eine Ubersicht Uber einen kleinen Teil transgener Mausmodelle mit fluoreszenter
Proteinexpression ist in der Abb. 3 gezeigt.
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Abb. 3 Zelltypspezifische Expression fluoreszenter Proteine unter
verschiedenen neuralen Promotoren

In dieser Abbildung wird ein Uberblick Uber verschiedene transgene Mausmodelle
gegeben (A, C, D, G und I). Die zelltypspezifische Expression von fluoreszenten
Proteinen wird verwendet, um Gliazellen und Neurone zu visualisieren und ihre
Interaktionspartner zu zeigen. In A und C ist der enge Kontakt von Astrocyten mit
Blutgefallen dargestellt. Die BlutgefaRe sind in C mit Texas Red markiert. Die
Aufnahme stammt aus dem Kortex einer lebenden Maus. In B ist eine Darstellung aller
Zellen gezeigt, die am Aufbau der Blut-Hirn-Schranke und der neurovaskularen Einheit
beteiligt sind. In D ist die enge Interaktion von Astrocyten (griin) und Neuronen (rot)
visualisiert. E ist eine vereinfachte Darstellung von glialen und neuronalen Zellen des
ZNS mit einem Teil ihrer Interaktionen. In F ist ein elektronenmikroskopischer
Ausschnitt gewahlt, der den Kontakt von NG2-Glia (Synantocyten) zu Axonen an den
Myelinscheiden zeigt (nach (Butt et al., 1999)). In G ist eine transgene Maus gezeigt, in
der Oligodendrocyten visualisiert sind. H zeigt eine Darstellung der Oligodendrocyt-
Neuron-Interaktion am Axon. Die Bildung des Myelins ist unersetzlich fir die schnelle
Erregungsfortleitung in Neuronen. |: Schwannzellen und Axone in einer doppelt-
transgenen Maus in vivo. Die Aufnahmen in C und | wurden freundlicherweise von
Herrn. Dr. Fabien Nadrigny zu Verfligung gestellt.
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1.1.7. Tiermodelle traumatischer Hirnerkrankungen

Traumatische Hirnverletzungen betreffen 0.3 % der Amerikaner jedes Jahr
(1.5 Millionen Falle) und sind der Hauptgrund fir Invaliditat, verbunden mit Arbeits-
unfahigkeit (Nortje und Menon, 2004) sowie Todesfolge (56000 Todesfalle jahrlich;
Dutton und McCunn, 2003). Akute Hirnverletzungen betreffen alle Zellen des ZNS und
haben verschiedene Auswirkungen auf das Gewebe und die Zelltypen. Primare
zellulare Verletzungen ziehen sekundare Reaktionen einschlieBlich Anderungen des
cerebralen Blutflusses, lokaler und systemischer Entziindung, Anderungen in der
Sauerstoffversorgung, dem Stoffwechsel sowie neuralen Zelltod nach sich (Dutton und
McCunn, 2003).

Astrocyten reagieren auf akute traumatische Hirnverletzungen mit ausgepragten
Anderungen der Genexpression, zelluldrer Hypertrophie und Zellproliferation. Wie stark
die astrocytdren Reaktionen auftreten, ist abhangig vom Grad der traumatischen
Verletzung. Reaktive Astrogliosen wurden ausflihrlich charakterisiert, viele astrocytare
Eigenschaften in Zellkulturexperimenten definiert, trotzdem sind die umfassenden
Reaktionen der Astrocyten in vivo auf Hirnverletzungen noch nicht vollstandig geklart.
Es konnte gezeigt werden, dass reaktive Astrocyten eine essentielle protektive Rolle
bei leichten bis mittleren Hirnverletzungen tUbernehmen (Myer et al., 2006). Reaktive
Astrocyten dammen die kortikale Degeneration von Neuronen und Entziindungs-
prozesse nach Verletzungen nachweisbar ein, bei schweren Verletzungen haben sie
aber keinen Einfluss auf den Verlauf der Schadigung (Myer et al., 2006).

Wenn mit Hilfe eines Tiermodels akute Hirnverletzungen untersucht werden sollen,
wird haufig die kortikale Stichverletzung gewahlt (cortical stab wound model). Dieses
Model ist anwendbar, wenn geklart werden soll, welche neuralen Zellen mit welcher
Reaktion auf eine akute Verletzung reagieren, indem sie z.B. proliferieren (Norton,
1999). Vorteile dieses Tiermodells sind die einfache Ausfihrung und die mdgliche
Analyse zu jedem Zeitpunkt nach der Operation. Zudem kdnnen verschieden starke
Traumata miteinander verglichen werden, in dem die Verletzungen unterschiedlich
grol’ gesetzt werden konnen (kortikale Verletzung vs. Verletzung im Kortex und Corpus
Callosum).

Ein Schlaganfall ist die dritthaufigste Todesursache in den westlichen Industrieldndern
(Laterza et al., 2006) und die haufigste Ursache flir Behinderungen bei Erwachsenen
(Dobkin, 2005). Beim Schlaganfall kommt es zu einem kurzfristigen oder anhaltenden
Mangel an Sauerstoff und Glukose im Gehirn. Hervorgerufen wird dies meist durch
einen Verschluss der BlutgefaRe (Thrombose). Die mittlere cerebrale Arterie dient mit
ihren weiten Verzweigungen der Versorgung der lateralen Anteile jeder Hemisphare.
Damit stellt diese Arterie das wichtigste Versorgungsgefald der Hirnrinde und des
Striatums dar. Durch Verschluss einer dieser Arterien kommt es zur Schadigung durch
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Hypoxie in der jeweilig versorgten ipsilateralen Hemisphare, wobei die kontralaterale
Hemisphare ungeschadigt bleibt. Daraus resultierend kommt es zu oxidativem Stress,
der zum Absterben neuraler Zellen fuhrt. Nach einem Zusammenbruch verschiedener
lonengradienten (Lipton, 1999) wird die zerstorerische Glutamat-Exzitotoxizitat initiiert
(Westbrook, 1993). Daraufhin folgt eine Depolarisierung der Zellen und eine
Ausschlttung exzitatorischer Aminosauren nach extremer Aktivierung ionotroper
Glutamatrezeptoren (Koistinaho und Koistinaho, 2005). Neurone und Oligodendrocyten
sind am empfindlichsten nach ischamischen Schock, Astrocyten sind weniger anfallig
und bilden den Hauptschutz des Gehirns vor Glutamat-Exzitotoxizitat. Sie agieren als
Auffangbecken fir Glutamat (Danbolt, 2001).

Zur Induktion der Ischamie im Tiermodell wird der Verschluss der mittleren cerebralen
Arterie (middle cerebral artery occlusion - MCAO) verwendet (Nagasawa und Kogure,
1989). In diesem Modell, kommt es sowohl zum nekrotischen als auch apoptotischen
Zelltod. Die Nekrose dominiert in der ischamischen Kern-Region (Core), die je nach
Dauer des Arterienverschlusses im Kortex oder im Striatum des Tieres liegt. Um
diesen Kern herum liegen geringere Schaden, welche nicht ausreichen, eine Nekrose
zu induzieren, jedoch oftmals geniigen, um eine Apoptose einzuleiten (Lipton, 1999).
Dieser Bereich um den ischdmischen Kern wird Penumbra genannt und liegt bei dem
hier verwendeten MCAO-Modell hauptsachlich im Kortex. Innerhalb der Penumbra
werden durch die Ischamie neben Apoptose und Neuroinflammation auch neuro-
regenerative Prozesse initiiert. Ein Vorteil dieses Modells ist die Moglichkeit, den
Schweregrad der Ischamie durch die selbstgewahlte Lange der Sauerstoffunter-
versorgung zu steuern. Die erhdhte Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke ist eine Kon-
sequenz des ischamischen Schlaganfalls (lizecka, 1996). Die Offnung der Blut-Hirn-
Schranke fiihrt zum Eintritt zahlreicher Komponenten des Blut-Kreislaufes ins Gehirn,
die auch toxisch im ZNS wirken kénnen und damit die Hirnschadigung verstarken
(Lossinsky, Shivers, 2004). Astrocyten und Neurone rekrutieren Mikrogliazellen aus
dem benachbarten Gewebe, die nach ihrer Aktivierung proinflammatorische Cytokine
sezernieren (Man et al., 2007). Dies fuhrt ebenfalls zu einer Verscharfung der
neuronalen Verletzung und damit der synaptischen Dysfunktion.
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2. ZIELSETZUNG

Analyse der Reaktionen glialer Zellpopulation
nach akuten Hirnverletzungen

Akute Hirnverletzungen flihren neben einer Schadigung sowie dem Tod der
Nervenzellen auch zum Tod von Gliazellen wie Oligodendrocyten und Astroglia.
Traumatische Hirnverletzungen sind ein Hauptgrund fir korperliche Behinderungen
nach Unféallen und kénnen sogar zum Tod des Verletzten flihren (Nortje und Menon,
2004). Wie die neuralen Zelltypen auf akute traumatische Verletzung reagieren, ist
immer noch eine wichtige Fragestellung bei der Untersuchung pathologischer
Vorkommnisse im ZNS. Astroglia, Oligodendroglia, NG2-Glia und Mikroglia sind
gemeinsam an einer reaktiven Gliose beteiligt und trennen das geschadigte Gewebe
vom umgebenden gesunden Gewebe durch Ausbildung der glialen Narbe ab (Bush et
al., 1999; Faulkner et al., 2004).

Um zu klaren, welchen Aktivierungs- und Differenzierungsprozessen Gliazellen im
verletzten Hirngewebe unterliegen, wurden doppelt-transgene GFAP-EGFP/PLP-
DsRed1-Mause verwendet. Diese Mause exprimieren unter dem Promotor des sauren
Gliafaserproteins (GFAP) das grin-fluoreszente Protein EGFP aus der Qualle
Aequorea victoria (Nolte et al., 2001) und unter dem Promotor des Proteolipidproteins
(PLP) das rot-fluoreszente Protein DsRed1 aus der Seeanemone Discosoma striata
(Hirrlinger, Scheller et al., 2005). Es sollen in dieser Arbeit zwei verschiedene
Mausmodelle akuter Hirnverletzungen miteinander verglichen werden. Bei der
kortikalen Stichverletzung kommt es im betroffenen Gewebe zu einem Zusammen-
bruch der Blut-Hirn-Schranke mit nachfolgenden entzindlichen Reaktionen. Dies fuhrt
zu einer Aktivierung der glialen Zellen (reaktive Gliose). Uber den Nachweis
entwicklungs- und zelltypspezifischer Markerproteine sollen die glialen Reaktionen in
den fluoreszenten transgenen Mausen analysiert werden. Als zweites Modell der
akuten Hirnverletzung soll in den doppelt-transgenen Mausen eine akute Ischamie
(mittlere cerebrale Arterienocclusionen, MCAOQ) als ein Modell flir den Schlaganfall
induziert werden. Vorteil dieses Tiermodells ist, dass der Grad der Verletzung der Blut-
Hirn-Schranke beeinflusst werden kann. Je langer das Gewebe mit Sauerstoff und
Glukose unterversorgt ist, desto drastischer gestaltet sich der Zusammenbruch der
Blut-Hirn-Schranke (Belayev et al., 1996). Auf diese Weise kdnnen Unterschiede in der
glialen Reaktion nach einem starken ischamischen Trauma verglichen mit
kurzfristigeren Sauerstoff- und Glukoseunterversorgungen untersucht werden.
Zusatzlich soll analysiert werden, welches Differenzierungspotential aktivierte
Gliazellen nach einer Verletzung haben.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1. Materialien

3.1.1. Reagenzien

Standardlaborchemikalien, die nicht gesondert aufgefiihrt sind, wurden von
handelsiiblichen Firmen wie Amersham Biosciences, Freiburg; Roche, Penzberg; Carl
Roth, Karlsruhe; Serva, Heidelberg; BD Falcon, Heidelberg; Eppendorf, Hamburg;
Riedel de Haén, Hannover; Merck, Darmstadt; Sigma-Aldrich, Taufkirchen; BioRad,
Midnchen, Invitrogen, Karlsruhe bezogen. Zellkulturmedien und -lésungen wurden von
Gibco-Invitrogen, Karlsruhe bezogen.

3.1.2. Verbrauchsmaterial

Die hier nicht aufgefihrten Standardlaborverbrauchsmaterialen wie Pipettenspitzen,
Objekttrager, 24-Well-Zellkulturschalen usw. wurden bei den handelsiblichen Firmen
wie Eppendorf, Hamburg; Greiner-Nunc, Nurtingen; Menzel-Glaser, Braunschweig; BD
Falcon, Heidelberg und Gilson, Middleton, WI (USA) bestellt. Zudem wurden
Einmalkanllen (BD Biosciences, Heidelberg), Einmalspritzen (Braun, Melsungen) und
Borosilicatglaskapillaren (Hilgenberg GmbH, Malsfeld/Kassel) verwendet.

3.1.3. Gebrauchsfertige Reaktionssysteme

ECL Plus Western-Blot Detection Reagents Amersham Bioscience

Invisorb-DNA Tissue HTS 96-Kit Invitek
Invisorb-DNA Tissue Mini Kit Invitek
QlAfilter Midi Kit Qiagen
QlAprep 8 Miniprep Kit Qiagen
QlAquick Gel Extraction Kit Qiagen

3.1.4. Lodsungen, Puffer und Medien

Puffer und wassrige Losungen wurden alle mit deionisiertem Wasser aus der
Reinstwasseranlage Arium 611 von Sartorius (Sartorius AG, Géttingen) hergestellt.

17



3.1.41. Aligemeine Puffer

PBS (Phosphat-gepufferte Salzlosung)
Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 10 mM
NaCl 150 mM

PBS-Tween (Phosphat-gepufferte Salzlosung mit Tween 20)
Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 10 mM

NaCl 150 mM

Tween 20 0,02 % (v/v)

3.1.4.2. Puffer fiir die molekularbiologischen Arbeitsmethoden
DNA-Probenpuffer

Bromphenolblau 0,25%  (w/v)
Xylencyanol 0,25%  (w/v)
Ficoll (Typ 400) 15 %  (viv)
in H,O

Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE, 50x, 1000 ml)

Tris-Base 2 M
Eisessig 57,1 ml
EDTA (0,5 M, pH 8) 1 mM

Ethylendiamintetraacetat
auf 1000 ml mit H,O auffillen

Tris-EDTA (TE-Puffer)
Tris-HCI (pH 7,4) 10 mM
EDTA (0,5 M) 1 mM

Tris-EDTA (TE-Puffer) fur Mikroinjektion
Tris-HCI (pH 7,4) 5 mM
EDTA (0,5 M) 0,1 mM

18



Gitschier Puffer (MGB, modifiziert, 10x) (Kogan et al., 1987)

Tris pH 8,8 67 mM
Ammoniumsulfat (NH4).SO4 170 mM
Magnesiumchlorid 65 mM

auf 1000 ml mit H,O auffillen

Gitschier-Puffer fur Verdau

1x MGB
Triton-X100 0,5 %
Proteinase K 5 mg/ml

mit H,O aufflillen (pro Schwanz / 200 pl)

3.1.4.3. Losungen fiir die Proteinbiochemie

Coomassie-Entfarbelésung
Essigsaure 10 %
in Hzo

Coomassie-Farbeldsung
Coomassie-Brilliant Blau R250 0,2 %

Essigsaure 10 %
Methanol 30 %
in Hzo

LDS Sample Puffer (NUPAGE) (4x)

Glycerol 40 %

Tris-Base 56 mM

Tris-HCI 4,22 mM
Lithiumdodecylsulfat 2,94 mM

EDTA 0,016 mM
Serva Blue G250 0,075 %  (vIv)
Phenolrot L6sung 0,025 % (vIv)

1x Puffer; pH 8,5



Lysis-/Waschpuffer

Tris-HCI pH 7,5 50 mM

NaCl 150 mM
Nonidet P40 1 % (wh)
Natriumdesoxycholat 0,5 % (wlv)

1 Tablette Proteaseinhibitorcocktail (Roche, Penzberg) / 20 ml frisch dazugegeben

MES-Puffer (SDS Running Buffer) (NuPAGE) (20x)

MES 1 M
(2-(N-morpholino) Ethansulfonsaure)

Tris Base 1 M
SDS 69,3 mM
EDTA 20,5 mM

1x Puffer;pH 7,3

Transfer-Puffer (NUPAGE) (20x)

Bicine 500 mM
Bis-Tris 500 mM
EDTA 20,5 mM
Chlorobutanol 1 mM

1x Puffer; pH 7,2; (mit 10 % Methanol)

3.1.4.4. Medien fiir die Bakterienkultivierung
LB-Medium (Luria’s Broth)

Bacto Trypton 10 g
Bacto Hefeextrakt 5 ¢
NacCl 10 g

auf 1000 ml mit H,O aufflllen, pH 7,5 mit 10 M NaOH einstellen und autoklavieren; flr
die Selektion Antibiotika zugeben (Endkonzentration: 100 mg / ml); fir LB-Agarplatten
vor dem Autoklavieren 15 g Agar und nach dem Abkulihlen Antibiotika
(Endkonzentration: 50 mg / ml, Kanamycin bzw. Ampicillin (Merck, Darmstadt))
zugeben.

3.1.4.5. Losungen fiir die Zellkultur

Das zur Kultur von eukaryontischen Zellen verwendeten Medium (DMEM 5 mM
Glukose,) wurde kauflich erworben (Invitrogen). Vor Gebrauch wurden hitze-
inaktiviertes (56°C, 25 min) fetales Kalberserum (FKS, Invitrogen, Endkonzentration
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10 %) und gegebenenfalls 1 % Penicillin/Streptomycin-Lésung (Invitrogen) zugesetzt.
Zudem wurde noch 1 % L-Glutamin hinzugefugt.

3.1.5. Enzyme

REDTag™DNA PolymeraseSigma-Aldrich Co.
Fir die Polymerase wurde der mitgelieferte 10-fach-konzentrierte Puffer verwendet.

3.1.6. Antikorper

3.1.6.1.  Erstantikorper

Tabelle 1: Verwendete Erstantikorper fiirimmunhistochemische Analysen
und proteinbiochemische Verfahren

AK Firma / zur Klon Klonalitdt Spezies Verdiinnung Verwendung
Verfiigung gestellt
von:
Calbindin Swant - pc Kaninchen 1:1000 IHC
Calbindin Sigma - mc Maus 1:300 IHC
Calretinin Chemicon - pc Kaninchen 1:1000 IHC
CC1 (APC) Calbiochem CC1 mc Maus 1:50 IHC
CNP Sigma 11-5B mc Maus 1:150 IHC
Cre Covance - pc Kaninchen 1:1000 WB
Flag-M2 Sigma A8592 mc Maus 1:1000 WB
GAD67 Chemicon - mc Maus 1:1000 IHC
GAPDH Ambion - pc Kaninchen 1:20000 WB
GFAP Novocastra - mc Maus 1:200 IHC
GFP Rockland - pc Ziege 1:1000 IHC
GFP Abcam - pc Kaninchen 1:1000 IHC
NeuN Chemicon - mc Maus 1:100 IHC
NG2 Prof. Dr. Jaqueline - mc Ratte 1:500 IHC
Trotter, Mainz
Olig2 Prof. Dr. Charles D. DF 308 mc Maus 1:200 IHC
Stiles, Boston
Parvalbumin Swant - pc Kaninchen 1.100 IHC
PLP Prof. Dr. K.-A. - pc Kaninchen 1:600 IHC
Nave
S100B Swant - pc Kaninchen 1:500 IHC
Sox10 R&D Systems - pc Ziege 1:50 IHC
Tuj1 Covance - mc Maus 1:250 IHC
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3.1.6.2. Zweitantikorper

Tabelle 2: Verwendete Zweitantikorper fiir immunhistochemische Analysen
und proteinbiochemische Verfahren

AK Firma: aus Verdiinnung
anti-Kaninchen Alexa 488-konjugiert Molecular Probes Esel 1:2000
anti-Kaninchen Alexa 546-konjugiert Molecular Probes Esel 1:2000
anti-Kaninchen Alexa 555-konjugiert Molecular Probes Esel 1:2000
anti-Kaninchen Cy2-konjugiert Dianova Esel 1:100
anti-Kaninchen Cy3-konjugiert Dianova Esel 1:1000
anti-Kaninchen Cy5-konjugiert Dianova Esel 1:500
anti-Kaninchen HRP-konjugiert Dianova Ziege 1:5000
anti-Maus Alexa 488-konjugiert Molecular Probes Esel 1:2000
anti-Maus Alexa 555-konjugiert Molecular Probes Esel 1:2000
anti-Maus Alexa 633-konjugiert Molecular Probes Esel 1:2000
anti-Maus Cy2-konjugiert Dianova Esel 1:100
anti-Maus Cy2-konjugiert Dianova Ziege 1:100
anti-Maus Cy3-konjugiert Dianova Ziege 1:1000
anti-Maus Cy5-konjugiert Dianova Ziege 1:500
anti-Maus HRP-konjugiert Dianova Ziege 1:10000
anti-Ratte Alexa 488-konjugiert Molecular Probes Esel 1:2000
anti-Ratte Alexa 633-konjugiert Molecular Probes Esel 1:2000
anti-Ratte Cy5-konjugiert Dianova Esel 1:500
anti-Ziege Alexa 633-konjugiert Molecular Probes Esel 1:2000
anti-Ziege Cy3-konjugiert Dianova Esel 1:1000

3.1.7. Nukleinsauren und Nukleotide

3.1.7.1. Vektoren und Konstrukte

Die verwendeten Vektoren sowie Konstrukte sind in der Abb. 4 dargestellt.

3.1.7.2. Andere Nukleinsdauren und Nukleotide

Desoxyribonukleosid-Triphosphate (ANTPs) Boehringer, Mannheim
Marker 1 kb Fermentas, St. Leon-Rot
Marker 100 bp Fermentas, St. Leon-Rot
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A  Apal Ascl Pag] Sacll
1 PLP5* | exont | intront NCre | 12,9 kb
SV40 polyA
Apal Ascl Pacll Sacll
2. PLP-5° | exon1 | intron1 CCre 13,7 kb
SV40 polyA
Dralll Agel HinIdIII Apal1
3. hGFAP NCre 3,3 kb
SV40 polyA
Dralll Agel HinldIII Apal1
4. hGFAP CCre 4,1kb
SV40 polyA
B Miul Agel Hindilll Sphl
5{ITR hGFAP NCre | WPRI | bghPA ITR 3,9 kb
Miul Agel Hin.dIII Sphl
6.\ ITR hGFAP CCre | WPRI I bghPA ITR )4,6 kb
Miul Agel Hindill Sphl
7.(mr ccK Ncre | weRi | bghea HiTR)  48kb
Miul Agel Hin.dIII Sphl
8. {ITR CCK CCre | WPRI | bghPA M ITR )5.6 kb
Miul Agel Hindill Sphl
9. {ITR GAD67 NCre | WPRI | bghPA M ITR 4,7 kb
Miul Agel Hin.dIII Sphl
10.{ ITR GAD67 CCre I WPRI | bghPA M ITR )5.4 kb
C Bar.nHI Pstl EcoRI HinldIII
. omv | | ecNace | NCre [
Flag linker NLS
BarlnHI Pstl EcoRI Hindlll
12. _1 CMV | | GCN4cc | CCre —
Myc linker NLS

Abb.4 Verwendete Vektoren und Konstrukte in dieser Arbeit

Die hier gezeigten Konstrukte (A) wurden zur Mikroinjektion

herzustellen.

in Mausoocyten
verwendet. Die Konstrukte in B wurden zur Herstellung von rekombinanten adeno-
assoziierten Viren (rAAV’s) verwendet. Diese wurden zur Infektion von Zellen in
Mausen benutzt. Die beiden gezeigten Plasmide (C) wurden verwendet um nach der
Transfektion von COS1-Zellen Zelllysate als Positivkontrollen fir die Western Blots
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3.1.7.3. Primer

Die verwendeten Oligonukleotide wurden mit Hilfe des Programms PrimerSelect des
Programmpaketes DNAStar/Lasergene 6 ausgewahlt und von Fritz Benseler (Abteilung
Molekulare Neurobiologie, Max-Planck-Institut fur experimentelle Medizin, Gaéttingen)
hergestellt. Die Verdliinnungen erfolgten in vollentsalztem Wasser (im Folgenden als
H,O bezeichet), die Lagerung bei -20°C. Alle Sequenzen sind in 5 - 3’-Richtung
angegeben.

Tabelle 3: Verwendete Genotypisierungsprimer

Primer- Mauslinie Position Richtung Sequenz verwendet

Nr. mit:

4750 GFAP-C/NCre GFAP- sense CAGGTTGGAGAGGAGACGCATCA 7983/7984
GFEx Promotor

3471 PLP-C/NCre PLP- sense ATGCGTACCTGACTTTCTCCTTCT 7983/7985

Promotor

7983 GFAP/PLP-NCre  N-Cre antisense CCATCAGGTTCTTCCTGACTTCATCA  3471/4750

7984 GFAP/PLP-CCre  C-Cre antisense CTCCATCAGGGATCTGACTTGGTCAA 3471/4750

3735 ROSY ROSA26 sense AAAGTCGCTCTGAGTTGTTAT 3736/37

3736 ROSY ROSA26 wt antisense GCGAAGAGTTTGTCCTCAACC 3735/37

3737 ROSY ROSA26 KI  antisense = GGAGCGGGAGAAATGGATATG 3735/36

4749 GFEx EXFP antisense CCAGCTTGTGCCCCAGGATGT 4750

4192 PLCF Cre antisense  CAGGGTGTTATAAGCAATCCC 4193

4193 PLCF Cre sense CCTGGAAAATGCTTCTGTCCG 4192

2392 PRDx DsRed antisense CGCCGACATCCCCGACTACAA 2393

2393 PRDx DsRed sense GCGGCCGCTACAGGAACAGGT 2392

3.1.8. Bakterienstamme

3.1.8.1. Prokaryontische Zelllinien
E.coli XL1-blue  Stratagene, La Jolla (USA)

3.1.8.2. Eukaryontische Zelllinien

COS1 Tumorzellen aus der Niere der afrikanischen griinen Meerkatze,
SV40 transformiert
3.1.9. Viren

Die verwendeteten rekombinanten adeno-assoziierten Viren wurden von Prof. Dr. Rolf
Sprengel, Universitat Heidelberg zur Verfligung gestellt. Eine Ubersicht tiner die viralen
Konstrukte ist in Abb. 4 dargestellt. Die Lagerung der Partikel bis zu ihrer Verwendung
erfolgte bei -80°C.
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3.1.10. Tiere

3.1.10.1. Wildtyp-Mause

Es wurden die Stamme C57BI6/J und FVB/N fiur Verpaarungen sowie NMRI als
Ammen nach der Mikroinjektion verwendet.

3.1.10.2. Transgene Mause

In den transgenen Mauslinien TgN(hGFAP-EGFP)greacrec kontrolliert der humane
GFAP-Promotor die Expression des fluoreszenten Proteins EGFP selektiv in
Astrocyten. Das saure Gliafaserprotein gehort zu den Intermediarfilamenten und wird
astrocytar exprimiert. Die Linie GFEA wurde in Nolte et al., 2001 publiziert, die Linie
GFEC stammt aus einer weiteren Mikroinjektionsrunde (Hirrlinger, Scheller et al., 2005;
Lalo et al., 2006).

Bei den Mauslinien TgN(mPLP-DsRed)prparros Sind die Oligodendrocyten mit dem
Protein DsRed1 markiert. Dies wurde ermdglicht, da der zelltypspezifische Promotor
des Proteolipidproteins (PLP) die Expression des DsRed1 kontrolliert. Die PLP-
DsRed1-transgene Maus wurde erzeugt, indem eine 14,5 kb groRe 5-Sequenz des
PLP-Gens (Exon1 und Intron1, B. Fuss) in die Multiple-Cloning-Site des DsRed1-
Vektors (Clontech) inseriert wurde. Die aufgereinigte DNA wurde tber Mikroinjektion in
Mausoocyten injiziert. Die Stammlinie wurde mit FVB/N-Mausen verpaart. Die
heterozygoten Nachkommen zeigten eine robuste DsRed1-Expression in Oligodendro-
cyten (Hirrlinger, Scheller et al., 2005).

Zudem wurden doppelt-transgene fluoreszente Mause verwendet, die aus
Verpaarungen der Linie GFEC mit PRDB stammen (Kurzform GCPB).

Die Mauslinie ROSY (TgH(ROSA26-loxP-stop-loxP-EYFP)rosy) ist ein Reporter, um
spezifisch Zellen zu markieren, in denen die Cre-Rekombinase aktiv ist. Im ROSA26-
Locus befindet sich ein Stop-gefloxtes EYFP, das Uber homologe Rekombination
eingefugt wurde (Srinivas et al., 2001). In den Zellen, in denen die Cre-Rekombinase
nicht vorhanden ist, wird das EYFP nicht exprimiert und ist somit auch nicht
detektierbar. Ist die Cre-Rekombinase aber aktiv, wird das Stop-Codon Uber die beiden
gefloxten Schnittstellen ausgeschnitten und es kommt zu einer EYFP-Expression. Der
Expressionsgrad des EYFP ist postnatal unter der Kontrolle des ROSA26-Locus sehr
schwach, so dass es mit Hilfe eines GFP-Antikorpers verstarkt werden muss. Da sich
EYFP von EGFP auf DNA-Ebene nur um ein paar Nucleotide unterscheidet, ist auch
die Proteinsequenz sehr ahnlich (vier Aminosduren Unterschied) (Ormo et al., 1996).
Daher konnen die DNA-Sequenzen mit den gleichen Primern vervielfaltigt werden und
die beiden Proteine werden haufig von den gleichen Antikérpern erkannt. Die hier
verwendeten GFP-Antikérper (polyklonaler Ziegenantikdérper von Rockland und
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polyklonaler Kaninchenantikérper von Abcam) erkennen beide neben den GFP-
Varianten auch die YFP-Proteinversionen.

Bei TgN(PLP-Cre)p c,-Mausen wird die Expression der Cre-Rekombinase durch den
PLP-Promotor gesteuert (Delaunay et al., 2008). Die Maus wurde von Dr. Sandra
Gobbels zur Verfigung gestellt.

Es wurden fur diese Arbeit neue transgenen Tiermodelle mit Cre-Komplementierung
hergestellt. Dabei wurde die Expression von zwei Fragmenten der Cre-Rekombinase,
(ein C-terminaler Teil (CCre) und ein N-terminaler Teil (NCre)), durch die beiden glialen
Promotoren GFAP und PLP gesteuert. Die neuen Linien wurden wie folgt benannt:

Tabelle 4 Benennung der neuen transgenen Mauslinien mit Cre-Komplementierung

Promotor Fragment Linie Bezeichnung
PLP CCre K PLP-CCre(K)
PLP CCre R PLP-CCre(R)
PLP NCre A PLP-NCre(A)
PLP NCre C PLP-NCre(C)
PLP NCre D PLP-NCre(D)
GFAP CCre F GFAP-CCre(F)
GFAP NCre T GFAP-NCre(T)
GFAP NCre \' GFAP-NCre(V)
GFAP NCre wW GFAP-NCre(W)

Doppelt-transgene Linien, die die Cre-Fragmente unter dem gleichen Promotor
kontrollieren werden bezeichnet als: PLP-CCre(K)/NCre(A), was einer Verpaarung der
Linien PLP-CCre(K) x PLP-NCre(A) entspricht. Doppelt-transgene Linien, die die Cre-
Fragmente unter der Kontrolle unterschiedlicher Promotoren exprimieren, werden als
GFAP-NCre(T)/PLP-CCre(K), was einer Verpaarung der Linien GFAP-NCre(T) x PLP-
CCre(K) entspricht, bezeichnet.

3.1.11. Hard- und Software

Datenbankrecherchen (Sequenzsuche und -vergleiche, Literatursuche) wurden mit
Hilfe des Internetservice des "National Center for Biotechnology Information”
(Internetadresse: http://www.ncbi.nim.nih.gov/) und Sequenzanalysen mit dem Pro-
gramm SegMan (DNA Star) durchgefiihrt, Grafiken wurden mit den Programmen
Adobe InDesign CS3, SimVector 3.0, ImageJ und Adobe Photoshop CS3 erstellt.
Statistische Daten wurden mit dem Programm Excel 3.0 verarbeitet. Die konfokalen
Bilder wurden mit der LSM-Image-Software (LSM = Laser Scanning Microscopy;
Software: LSM Image Browser) exportiert und mit Adobe InDesign CS3, ImageJ und
Adobe Photoshop CS3 bearbeitet. Epifluoreszenzbilder wurden mit der Software
Kappa-Image-Base-Control 2.7.2 (Kappa, Optoelectronics GmbH, Gdéttingen/Gleichen)
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erstellt, exportiert und mit den Programmen Adobe InDesign CS3, ImageJ und Adobe
Photoshop CS3 bearbeitet.

In dieser Arbeit wurden Handelsnamen bzw. Warenzeichen nicht gesondert ge-
kennzeichnet.

3.2. Methoden

3.2.1. Sterilisation

Die Sterilisation von Loésungen erfolgte im Dampfdruckautoklaven fiir 30 min bei 120°C
und 10°Pascal. Hitzeempfindliche Lodsungen wurden sterilfiltriert (Porengrosse:
0,2 um).

3.2.2. Herstellung transformationskompetenter Zellen

Die Bakterien (E.coli XL1-Blue) wurden in 250 ml TB-Medium (+30 pug/ml Tetrazyklin)
bei 18°C bis zu einer optischen Dichte bei 600 nm (OD600) von 0,6 inkubiert (24-40 h)
(Inoue et al., 1990). Nach Inkubation auf Eis flir 10 min wurde die Bakteriensuspension
bei 4°C fur 10 min mit 2500 /min im Sorvall GS3-Rotor zentrifugiert. Das in 80 ml
kaltem TB Jap-Medium resuspendierte Sediment wurde nach Inkubation fir 10 min auf
Eis bei 4°C fir 10 min mit 2500 /min (Sorvall GS3-Rotor) zentrifugiert und in 18,6 ml
kaltem TB Jap-Medium und 1,4 ml DMSO aufgenommen. Nach Inkubation auf Eis fir
10 min wurden Aliquots in Stickstoff eingefroren und bei -70°C gelagert.

3.2.3. Transformation von Bakterien

Es wurden 200 pl transformationskompetente E.coli XL1 Blue-Bakterien bei 4°C
aufgetaut und auf Eis fur 10 min mit 3,4 pl einer 10 %igen (v/v) Verdinnung [-
Mercaptoethanol inkubiert. Nach Zugabe von 5-10 pyl des Ligationsansatzes und
Inkubation auf Eis fir 30 min (erschitterungsfrei) erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C fiir
30-40 s. Nach Abkuhlen auf Eis fir 2 min und Zugabe von 800 pl vorgewarmtem LB-
Medium (37°C) folgte eine Schittelinkubation von 45 min bei 37°C, wahrend der die
Bakterien das Antibiotikum-Resistenzgen exprimieren. Anschliefend wurde 0,1-1 ml
des Ansatzes auf Antibiotika-haltige LB-Platten ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C
inkubiert.

Bei einer Retransformation kann auf das [B-Mercaptoethanol verzichtet werden. Es
genlgt 1 ul des Plasmids.
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3.2.4. Transformation von COS1-Zellen

Bei der Transfektion von eukaryontischen Zellen wurde nach dem Invitrogen-Protokoll
gearbeitet (Invitrogen, Karlsruhe).

Die fur die Transfektion vorgesehenen Zellen wurden in gro3en Kulturschalen (12 cm)
mit 25 ml Medium bei 37°C und 5 % CO, kultiviert. Sobald die Zellen konfluent waren,
wurden sie mit Trypsin/EDTA geerntet, die Zelldichte mittels einer Neubauer-
Zahlkammer ermittelt und die entsprechende Anzahl Zellen auf 6 cm Schalen bzw. 12-,
24- oder 96-well Platten ausgesat. Zum Zeitpunkt der Transfektion lag die Konfluenz
zwischen 40 und 80 %. Fur die Bildung der DNA-Lipofectamine-Komplexe wurde je
nach Zellkulturschale eine Gesamtmenge zwischen 0,2-24 ug zu transfizierender
Plasmid-DNA mit Opti-MEM | und 0,5-60 yl Lipofectamine 2000 mit Opti-MEM I
versetzt (siehe Invitrogen-Protokoll). Die beiden Mischungen wurden nach 5 min
Inkubation bei RT zusammenpipettiert, stark gemischt und weitere 20 min bei RT
inkubiert. Hierbei formen sich die DNA-Lipofectamine-Komplexe. Diese Komplexe sind
fur 6 h bei RT stabil. Dann wurde die Transfektionsmischung auf die Zellen gegeben,
die zuvor frisches Medium bekamen. Die Platten wurden dann 24 h — 48 h bei 37°C im
Inkubator (unter 5 % CO,-Begasung) kultiviert.

3.2.5. Praparation und Analyse von DNA

3.2.5.1. Plasmidpraparationen aus Bakterien

Plasmidpraparationen basierten auf einem modifizierten Protokoll von (Birnboim und
Doly, 1979). Die Aufreinigung kleiner Mengen Plasmid-DNA (5-10 ug) beruht auf der
Bindung von DNA an ein Silikatgel unter Hochsalzbedingungen (Vogelstein und
Gillespie, 1979). Fir Praparationen wurden Bakterienkolonien von LB-Platten mit
sterilen Zahnstochern in 4 ml LB-Medium (+100 ug/ml Ampicillin/Kanamycin)
Uberfihrt und Uber Nacht unter Schitteln bei 37°C inkubiert. Praparationen mittlerer
Plasmid-Mengen erfolgten nach Animpfen von 250 ml Uber-Nacht-Kulturen in LB-
Medium. Die Aufreinigung wurde mit QlAprep-Kits (Qiagen) nach Angaben des
Herstellers durchgefihrt (Qiagen Plasmid Handbuch).

3.25.2. Praparation genomischer DNA aus Mausschwanzgewebe

Genomische DNA (bis 50 ug) wurde aus Schwanzbiopsiematerial (ca. 0,5 cm) mit dem
Invisorb-Kit (Invitek) nach Angaben des Herstellers gewonnen (Invitek DNA
Praparationshandbuch) und bei 4°C gelagert. Fir die Genotypisierung Uber die PCR-
Analyse wurde 1 pl eingesetzt.
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3.2.5.3. Schnell-Praparation genomischer DNA aus Mausschwanzgewebe

Genomische DNA (bis 50 ug) aus Schwanzbiopsiematerial (ca. 0,5 cm) wurde U.N in
einem einfachen Gitschier-Puffer (Kogan et al., 1987) mit 0,5 % Triton X-100 und
5 mg/ml Proteinase K bei 54°C verdaut. Im Anschluss erfolgte eine Zentrifugation fir
10 min bei 5000 Umdrehungen. Die Hitzeinaktivierung der Proteinase erfolgte fir
20 min bei 98°C im Wasserbad. Die verdauten Schwanzproben wurden auf RT
abgekuhlt und fur mindestens eine Stunde oder Uber Nacht eingefroren. Nach dem
Auftauen wurden die Proben fir 10 min bei 5000 Umdrehungen zentrifugiert, damit
sich die nicht-verdauten Reste und die Haare absetzen. Mit dem Uberstand wurde eine
1:50 Verdinnung gemacht, von der dann 1-2 pl pro PCR-Ansatz verwendet wurden.

3.2.5.4. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die DNA-Konzentration einer Lésung wurde mit Hilfe eines Spektralphotometers
bestimmt. Dazu wurde nach Verdinnung der Losung (1:50 bis 1:100) die Absorption
bei 260 nm in einer Quarzkivette gemessen. Fur dsDNA entspricht eine ODy50=1 einer
Konzentration von 50 pg/ml. Durch Messung der Absorption bei 280 nm wurde der
Verunreinigungsgrad der Loésung bestimmt, wobei ein Wert von 1,5-2,0 flir das
Verhaltnis ODys0:280 €iNe wenig verunreinigte LOsung anzeigt.

3.25.5. Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten zwischen 0,5 und 5 kb GréRe wurden 1,5 %
Agarosegele verwendet. Die Agarose wurde in 1XxTAE-Puffer aufgekocht, um sie zu
I6sen und nach Zusatz von Ethidiumbromid (Endkonzentration: 1 ug/ml) in einen
Gelschlitten gegossen. Die Probentaschen wurden durch den Einsatz verschiedener
Gelkdmme in den Gelschlitten erhalten. Der Schlitten wurde in eine Flachgelkammer
gelegt und mit Laufpuffer (1XTAE) bedeckt. Vor dem Auftrag wurden die DNA-Proben
mit Probenpuffer (6x) versetzt. Die angelegte Spannung betrug, abhangig von der
Grole der Gelkammer und der Agarosekonzentration, 80-180 V (5-10 V/cm) (Netz-
gerat: Pharmacia). Durch die Interkalation von Ethidiumbromid in die DNA konnte diese
nach der Elektrophorese auf einem UV-llluminator (Intas UV-Systeme) sichtbar
gemacht und fotografiert werden. Gelkammer, Kdmme und Schlitten wurden von der
institutseigenen Werkstatt hergestellt.

3.2.6. Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde nach Mullis durchgefuhrt (Mullis und
Faloona, 1987). Das Prinzip dieser Reaktion beruht auf der Verwendung zweier
spezifischer Oligonukleotide (sense- bzw. antisense-Primer), die an komplementare
Bereiche denaturierter DNA binden kénnen (annealing) und einer hitzestabilen DNA-
Polymerase aus dem Bakterium Thermus aquaticus (Tag-Polymerase, Temperatur-
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optimum 72°C). Da im ldealfall in jedem Zyklus die molare Menge der Matritzen-DNA
verdoppelt wird, kommt es zum exponentiellen Wachstum der Zahl der DNA-Molekiile.
Standardreaktionen fanden in einem Volumen von 20 pl statt. Die Reaktionen wurden
in einem DNA Engine TETRAD 2 Peltier Thermal Cycler (MJ Research) durchgefiihrt.

3.2.7. DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzanalyse wurde von Fritz Benseler (Abteilung Molekulare
Neurobiologie des Max-Planck-Institutes fiir experimentelle Medizin, Gottingen) durch-
gefuhrt. Das Verfahren beruht auf einer linearen PCR unter Einsatz fluorochromer
Substrate.

3.2.8. Manipulation und Zucht von Mausen

3.2.8.1. Mikroinjektion von DNA in befruchtete Oozyten

Zur Injektion wurde das klonierte DNA-Konstrukt linearisiert, durch restriktions-
enzymatischen Verdau von Vektorsequenzen befreit, aufgereinigt und in 5 mM Tris
(pH 7,4), 0,1 mM EDTA auf eine Konzentration von 30 ng DNA/ul eingestellt. Die
Mikroinjektionen wurden von Simone Schmidt und Stefanie Thiel (MPI flr experimen-
telle Medizin, Tierhaus) durchgefihrt. Dabei wurde ein Pronukleusinjektionsverfahren
nach Standardprotokollen verwendet (Gordon, 1983).

3.2.8.2. Schwanzbiopsien

Schwanzbiopsien wurden Ublicherweise im Alter zwischen 3 und 4 Wochen wahrend
des Absetzens von der Mutter durchgefuhrt. Daraus gewonnene genomische DNA
wurde zur routinemafigen Genotypisierung transgener Mause mittels PCR verwendet.
Es wurde ein etwa 0,5cm langes Schwanzstick mit einer Schere entfernt. Die
Schwanzbiopsie wurde bis zum Verdau bei -20°C gelagert.

3.2.8.3. Mausverwaltung

Die Verwaltung der Mause erfolgt mit der Datenbank PyRAT (Python based Relational
Animal Tracking) der Firma Scionics Computer Innovation GmbH (Dresden, Deutsch-
land). In dieser Datenbank werden alle relevanten Daten der verwendeten Mause
gespeichert. Hierzu gehéren z.B. Mausnummer (= Ohrmarkierung), Geburtsdatum,
Geschlecht, Stammbaum, Genotypen und Zuchtverhalten.

3.2.9. Histologische und immunchemische Methoden

3.29.1. Ganzkorperfixierung von Mausen durch Perfusion

Die Maus wird mit Diethylether betaubt. Im Anschluss erfolgt eine Hautinzision Uber
dem Brustbein. Dann wird in den Bauchraum eingedrungen und die Bauchmuskulatur
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und das Bauchfell werden von medial nach lateral durchtrennt. Als nachstes erfolgt
eine Inzision des Zwerchfells unterhalb des Rippenbogens, dabei kommt es zum
Lungenkollaps. Die Rippen werden angehoben und der Herzbeutel vorsichtig vom
Brustkorb abgeldst. Die Rippen werden bis zum Schllisselbein abgeldst und der
Brustkorb wird aufgeklappt. Als nachstes wird eine Venenkanule (Butterfly) in den
linken Ventrikel geschoben und mit Hank’s Balanced Salt solution (HBSS) perfundiert.
Gleichzeitig muss eine Inzision der rechten oberen Hohlvene erfolgen, damit das Blut
abflieRen kann. Eine Entfarbung der Leber zeigt den Erfolg des Blut-gegen-Puffer-
Austausches. Das HBSS wird gegen 4 % PFA in PB ausgetauscht und weiter
perfundiert. Nach ca. 10 min kann die Perfusion abgebrochen werden und das Gehirn
herausprapariert werden. Dieses wird Uber Nacht in 4 % PFA in PB gelagert. Am
nachsten Tag wird das PFA gegen PBS mit Azid (0,01 % (w/v)) ausgetauscht und das
fixierte Gehirn kann flr die Experimente weiterbehandelt werden.

3.29.2. Herstellung von Vibratomschnitten

Fixierte Gehirne wurden in eiskaltem PBS (pH 7,4) an einem Leica VT1000S Vibratom
(Leica, Nussloch) geschnitten. Die Schichtdicke der Schnitte variierte je nach Alter der
perfundierten Maus zwischen 30 und 60 um. Die einzelnen Schnitte wurden entweder
in PBS mit Azid (0,01 % (w/v)) bei 4°C aufbewahrt oder mit Immu-Mount (Shandon,
Pittsburgh, USA) eingedeckt und ebenfalls bei 4°C gelagert.

3.2.9.3. Immunhistochemische Analyse mit fluoreszent-gekoppelten
Zweitantikorpern

Fur die Farbungen wurden Vibratomschnitte (30-60 um) verwendet. Es wurden
verschiedene Protokolle fiir die unterschiedlichen Antikorper eingesetzt.

Standardprotokoll:

30 min Raumtemperatur (RT): permeabilisieren der Schnitte in 0,4 % Triton in PBS;
30 min RT: blockieren der Schnitte in 4 % Pferdeserum (PS), 0,2 % Triton in PBS; Uber
Nacht bei 4°C: 1. Antikérper in 1 % PS, 0,05 % Triton in PBS; 2x 10 min waschen in
PBS; 2 h bei RT: 2. Antikérper in 1,5 % PS in PBS; 5 min DAPI (Endkonzentration:
5ug/ ml) in PBS, 2x 10 min waschen in PBS; aufziehen in H,O und eindecken in
Immu-Mount (Shandon, Pittsburgh, USA), Auswertung am Mikroskop.

Variation des Standardprotokolls:

Permeabiliserung und Blockierung in 10 % PS, 0,3 % Triton in PBS fir 1 h bei RT; 1.
Antikérper in der gleichen Lésung bei 4° Gber Nacht, 2. Antikérper in 2 % PS in PBS,
2 h RT; 5 min DAPI (Endkonzentration: 5 ug / ml) in PBS; Waschschritte je 2x 10 min in
PBS zwischen den Antikérperinkubationen und nach DAPI (aufziehen und eindecken
siehe Standard-Protokoll)
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3.29.4. Immunhistochemische Analyse der GFAP-Expression
Protokoll:

30 min Raumtemperatur (RT), permeabilisieren der Schnitte in 0,4 % Triton in PBS;
30 min RT, blockieren der Schnitte in 4 % Pferdeserum (PS), 0,2 % Triton in PBS; Uber
Nacht bei 4°C: 1. Antikorper in 1 % PS, 0,05 % Triton in PBS; 2x 10 min waschen in
PBS; 10 min bei RT: Briicken-Antikérper DAKO LSAB2; 2x 5 min waschen in PBS;
auftragen des Horsereadish-Peroxidase-Streptavidin-Komplexes: DAKO LSAB2;
Inkubationszeit 10 min bei RT; Spllen der Schnitte in PBS, 2x 5 min; enzymatische
Reaktion: DAB von DAKO (1 ml DAKO Substrat Puffer + ein Tropfen DAB):
Inkubationszeit zwischen 5s und 1 min; waschen der Schnitte in PBS (2x 5 min);
aufziehen in H,O und eindecken in Immu-Mount (Shandon, Pittsburgh, USA),
Auswertung am Mikroskop.

3.2.9.5. Immunhistochemische Analyse der EYFP-Expression
Protokoll:

30 min Raumtemperatur (RT), permeabilisieren der Schnitte in 0,4 % Triton in PBS;
30 min RT, blockieren der Schnitte in 4 % PS, 0,2 % Triton in PBS; lGiber Nacht bei 4°C:
1. Antikérper in 1% PS, 0,05% Triton in PBS; 2x 10 min waschen in PBS;
Sekundarantikorper in 0,5 % BSA in PBS (biotinylierter anti-Ziegen-Antikorper; 19G),
30 min RT; 2x 5 min waschen in PBS; auftragen des Vector Elite ABC Kits (2,5 ml PBS
+ ein Tropfen A, mischen, + ein Tropfen B, mischen, 30 min vor Gebrauch ansetzen);
Inkubationszeit 30 min bei RT; Spulen der Schnitte in PBS, 2x 5 min; enzymatische
Reaktion: DAB von DAKO (1 ml DAKO Substratpuffer + ein Tropfen DAB): Inkubations-
zeit zwischen 5 s und 1 min; waschen der Schnitte in PBS (2x 5min); aufziehen in H,O
und eindecken in Immu-Mount (Shandon, Pittsburgh, USA), Auswertung am
Mikroskop.

3.2.10. Proteinbiochemische Analysen

3.2.10.1. Proteinextraktion aus dem Cytosol eukaryontischer Zellen

Diese Proben wurden aufbereitet, um in der proteinbiochemischen Gelelektrophorese
(Western Blot) als Positiv-Kontrollen eingesetzt zu werden.

Eukaryontische Zelllinien wurden mit Fusionsproteinen elektroporiert und 3-5 x 10°
Zellen pro 6 cm-Petrischale ausplattiert. Nach ca. 36 h wurde das Medium abgesaugt
und 1x mit PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen mit 400 pl Lyse-Puffer fir 5 min
auf Eis inkubiert (Aufschluss der Zellmembran). Anschliefend wurden die Zellen mit
einem Zellschaber von der Petrischale geldst und in ein Eppendorfgefaly tGberflihrt. Das
Lysat wurde bei 4°C und 2000 min™ in einer Tischzentrifuge fiir 10 min zentrifugiert.
Dadurch wurden die Zellkerne und gréRere Membranstiicke von der cytoplasmatischen
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Fraktion getrennt. Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorfgefal uberfiihrt, in
flussigen Stickstoff schockgefroren und anschlieRend bei -80°C gelagert oder direkt
weiter verarbeitet.

3.2.10.2. Gehirnpraparation

Die Mause wurden mit Ether betaubt, das Gehirn zligig auf Eis entnommen und in
eiskalter PBS-Lésung gewaschen und in 4 Teile (2x Grosshirn und 2x Kleinhirn)
geschnitten. Diese wurden einzeln in Eppendorf-Gefalden in flissigem Stickstoff tief
gefroren und bis zur Praparation bei -80°C gelagert. Proteinextrakte wurden sowohl
aus dem Gehirn von transgenen wie auch Wildtyp-(WT)-Mausen hergestellt.

Praparation der Hirnlysate:

Die praparierten Gehirnteile wurden auf Eis aufgetaut und mit Hilfe eines Ultraturrax in
10 mM Tris/HCI, pH 8 mit einer Proteaseinhibitormischung (Complete tablets, Roche
Diagnostis, Penzberg), homogenisiert. Die erhaltenen Extrakte wurden dreimal fir
jeweils 10 s sonifiziert, um genomische DNA zu scheren. Alle Praparationsschritte
erfolgten auf Eis. Das erhaltene Proteinhomogenat wurde aliquotiert und bei -20°C
gelagert. Von einem Aliquot wurde der Proteingehalt der Probe bestimmt.

3.2.10.3. Bestimmung des Proteingehaltes

Der Proteingehalt der Gehirnhomogenate wurde nach der Methode von Lowry
(LOWRY et al.,, 1951) bestimmt. Dazu wurden 1-5 ul Proteinhomogenat mit 50 pl
500 mM NaOH und der entsprechenden Menge H,O in 200 ul verdinnt und zu 1 ml
alkalischem Kupferreagenz (frisch hergestellt aus: 100 ml 2 % Na,COg; in 0,1 M NaOH,;
1ml 2% Na/K-Tartrat in H,O; 1 ml 1% CuSO, in H,O) gegeben. Nach einer
Inkubationszeit von 15 min wurden 100 pl Folin-Ciocalteus Phenolreagenz (Merck, 1:2
vorverdinnt in H,O) zugegeben und sofort kraftig gemischt. Nach einer Inkubationszeit
von mind. 45 min bei Raumtemperatur wurde die ODsgs in einem Mikrotiter-
plattenlesegerat (Dynex Technologies., Chantilly, Virginia, USA) gemessen und die
Konzentration des Proteingehaltes mit Hilfe einer Eichgerade (BSA als Standard)
bestimmt.

3.2.10.4. Probenvorbereitung

Die Probenvorbereitung erfolgte entsprechend dem Western Blot-System nach
Laemmli, allerdings wurde LDS-Probenpuffer (10 % (w/v) Glycerol; 1,4 mM Tris-Base;
1 mM Tris-HCI; 0,735 mM Lithiumdodecylsulfat; 4 uM EDTA; 18,75 %o (w/v) Serva Blue
G250 LOsung; 6 %o (w/v) Phenolrot Lésung, pH 8,5), dem jeweils 1 pl B-Mercapto-
ethanol zugesetzt wurde, verwendet und die Proben fir 10 min bei 70°C inkubiert.
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3.2.10.5. Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Proteine koénnen nach ihrer molaren Masse mit der Methode der SDS-Gelelektro-
phorese (SDS-PAGE) aufgetrennt werden.

Als Gelsystem wurde das NuPage Bis-Tris-System (Invitrogen, Karlsruhe) genutzt. Es
wurden 4-12 %ige Gradientengele mit 10, 12 oder 15 Taschen eingesetzt. Das Gel
wurde mit einer Spannung von 200 V fir 2 h im MES-Laufpuffer gefahren (110 mA).
Als Protein-GroRenmarker wurde der SeeBluePlus2 prestained Standard Marker
(Invitrogen) verwendet. Anschlielend wurden die Gele flir eine Western-Blot-Analyse
weiterverarbeitet und anschliessend mit Coomassie gefarbt.

3.2.10.6. Coomassiefarbung von Polyacrylamid-Gelen

Um Proteine in einem Gel zu visualisieren, wurde eine Coomassiefarbung
durchgefuhrt. Eine Coomassiefarbung von LDS-Polyacrylamidgelen erfolgte 30 min in
Coomassiefarbelosung unter Schitteln. AnschlieBend wurden die Gele durch
mehrmaliges Waschen in Entfarbelésung (2-7 h, 10 %ige Essigsaure) wieder entfarbt,
bis der Hintergrund klar erschien.

3.2.10.7. Western-Blot-Analyse mit Hilfe des ECL-Systems

Western-Blot-Analysen wurden im ,Feucht-Verfahren® in einer Blot-Kammer
(Invitrogen) durchgefiihrt. Nach der Gelelektrophorese (siehe 4.2.10.5) wurde auf das
Gel eine in Transfer-Puffer equilibrierte Nitrozellulosemembran gelegt und glatt
gestrichen. Als Unterlage zur Kathode hin dienten 1x Whatman-Papier und 2x
Western-Blot-Analyse-Schwamme (Invitrogen), welche alle mit Transfer-Puffer durch-
trankt wurden. Zur Anode lagen 1x Whatman-Papier und 2x oder 3x Western-Blot-
Analyse-Schwamme. Der Transfer wurde bei 30 V und 170 mA fir 1 h durchgefihrt.
Durch eine nachtragliche Coomassie-Farbung des Gels konnte die Blot-Effizienz
bestimmt werden. Nach der Western-Blot-Analyse wurde die Membran 2 h bei RT mit
Blockierungspuffer behandelt und tber Nacht bei 4°C mit den primaren Antikoérpern,
die alle in Blockierungspuffer verdiinnt wurden (1:1000 bis 1:5000), inkubiert. Nach
4x waschen mit PBS-T (2x 15 min und 2x 5 min) wurde die Membran mit einem HRP-
gekoppelten Sekundar-Antikorper (Verdiinnung i.d.R. 1:5000 in Blockierungspuffer) fir
1 h bei RT inkubiert. Es folgten die gleichen Waschschritte wie nach der Inkubation mit
den Primar-Antikérpern. Fur die Detektion wurde das ECL-System von Amersham-
Pharmacia verwendet. Die Entwicklung fand gemaf den Angaben des Herstellers statt.
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3.2.11. Mikroskopie

3.2.11.1. Epifluoreszenzmikroskope und Objektive

Es wurden flir die Detektion der EYFP/GFAP-Farbungen (DAB- bzw. fluoreszent-
gekoppelt) ein aufrechtes Mikroskop (Axiophot) der Firma Zeiss verwendet. Es wurde
mit folgenden Plan-Neofluarobjektiven gearbeitet: 1,25x/0,035NA; 5x/0,15NA;
10x/0,3NA; 20x/0,5NA und 40x/0,75NA. Als Fluoreszenzlampe wurde eine XBO 75W
HBO 100 W verwendet. Die verwendete Kamera war eine Kappa Dx20 H-FW (Kappa,
optoelecronics GmbH, Goéttingen / Klein Lengden-Gleichen).

3.2.11.2. Konfokale Mikroskopie

Bei der konfokalen Laser-Scanning Mikroskopie (Confocal Laser Scanning Microscopy
= CLSM) werden Laser im sichtbaren Bereich (400-700 nm) Bereich verwendet. Uber
CLSM kénnen Objekte untersucht werden, die mehrere pym dick sein kdnnen.
Streulicht, das auferhalb der Fokusebene liegt, wird Uber Lochblenden (pinholes)
eliminiert. Die Datenaufzeichnung erfolgt horizontal (xy), vertikal (xz) und in zeitlicher
(xt) Richtung.

Es wurde fiir die CLSM ein inverses Axiovert 200 M der Firma Zeiss mit Meta-Detektor-
System verwendet (LSM 510 Meta, Zeiss, Jena, Deuschland). Genutzte Objektive
waren das Plan-Neofluar 10x/0,3NA, Plan-Neofluar 20x/0,5NA, das Plan-Neofluar
40x/1,3NA sowie das Plan-Neofluar 63x/1,25NA Als Anregungsquellen wurden
Argon/Krypton (458 nm, 488 nm, 514 nm)-, und Helium/Neon (543 nm und 633 nm)-
Laser verwendet.

3.2.12. Tierversuchsdurchfiihrungen

Alle Mause wurden in der Tierhaltung des Max-Planck-Institutes fir experimentelle
Medizin entsprechend den europaischen und deutschen Richtlinien flr Versuchstiere
gehalten und gezichtet. Tierversuche sowie die Herstellung genetisch-modifizierter
Organismen erfolgten nach Genehmigung durch die zustandige Landesbehorde.

3.2.13. Kortikale Stichlasionen

Die Mause wurden mit Avertin (275 mg/kg Koérpergewicht £10 %) betdubt. Nachdem
geprift wurde, dass die Narkose vollstandig war, wurde das Fell Gber dem Kopf
medial-sagittal eingeschnitten. Die Schadeldecke wurde mit einem Bohrer (High Speed
Micro Drill mit Micro Drill Stahl Bohrer (2.3 mm Schaftdurchmesser), Fine Science
Tools GmbH, Hiedelberg, Deutschland) ber der rechten Hemisphare verdinnt und
anschlieflend mit einem Skalpell eine 1,5 mm tiefe Schnittverletzung im Kortex Uber
dem Hippocampus gesetzt. AnschlieRend wurde das Fell mit 2-3 Stichen vernaht und
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die Mause bekamen ein Schmerzmittel (Buprenorphinhydroclorid 0,05 mg/kg
Kdrpergewicht). Dieses Schmerzmittel wurde alle 24 h fiir drei Tage gegeben.

Die Mause wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Operation analysiert und
daflr perfundiert.

3.2.14. Vireninjektionen

Die Mause wurden mit Avertin (275 mg/kg Koérpergewicht) betdubt. Nachdem geprift
wurde, dass die Narkose vollstandig war, wurde das Fell Giber dem Kopf medial-sagittal
eingeschnitten. AnschlieRend wurden die Mause in einen Stereotakt eingespannt, um
die Injektion punktgenau durchfihren zu kénnen. Mit Hilfe eines kleinen Bohrers
(Speed Micro Drill mit Micro Drill Stahl Bohrer (0.7 mm Schaftdurchmesser), Fine
Science Tools GmbH, Heidelberg, Deutschland) wurde ein Loch in die Schadeldecke
(Uber dem Hippocampus) gebohrt. Es wurden je 0,5 pl der verschiedenen Viren-Cre-
Konstrukte in eine Glaspipette (Borosilicatglas, Hilgenberg, Malsfeld) gezogen und
diese 250, 500 und 1000 um tief in den Kortex der Maus gefiihrt. Auf allen drei Hohen
wurde vorsichtig 0,3 ul des Virus (Titer: 10" genom-enthaltende Partikel / ml) per
Luftdruck in den Kortex Uberflihrt. Bei der letzten Tiefe (1000 um) wurde die Pipette flr
5 min ruhig gehalten. Nachdem die Pipette enfernt wurde, wurde das Fell Uber der
Schadeldecke mit 2-3 Stichen vernaht. Die Mause wurden frihestens 3 Wochen nach
der Operation immunhistochemisch analysiert.

3.2.15. Mittlere cerebrale Arterienocclusion

Die Mause wurden anasthesiert durch Inhalation von 1 bis 1.5 % Isofluran (30% O,
Rest N,O). Die rektale Temperatur wurde bei 36,5-37°C gehalten und Uber ein
rickgekoppeltes Heizsystem kontrolliert. Um den cerebralen Blutfluss zu messen,
wurde ein Laser-Doppler-Flow (Messung der FlieRgeschwindigkeit, LDF) wahrend aller
Experimente durchgefluhrt, wobei eine 0.5 mm Faseroptik (Perimed) auf die
Schadeldecke Uber der Kernregion der mittleren cerebralen Arterie geklebt wurde
(2 mm posterior, 6 mm lateral des Bregma). Die fokale Ischamie wurde induziert,
indem ein transienter Verschluss (Occlusion) der mittleren cerebralen Arterie (MCAQ)
fur 30, 45 oder 60 min gelegt wurde. Hierbei wurde die intraluminale Filament-Technik
genutzt (Crome et al., 2007).

Nach einer mittleren Halsinzision wurden die linke und die externe Halsschlagader
isoliert und ligiert. Nachdem ein mikrovaskularer Clip (Aesculap, Deutschland) an die
interne Halschlagader gelegt wurde, wurde ein 8-0 Silikonharz-beschichtetes
Nylonfilament (Ethilon, Durchmesser 180-200 ym, Ethicon, Deutschland) Uber einen
kleinen Schnitt in den distalen Teil der Halsschlagader eingefiihrt. Nach der Entfernung
des Clips wurde 9 mm distal der Verzweigung der Halsschlagader die mittlere
cerebrale Arterienocclusion gesetzt.
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Nach 30, 45 oder 60 min wurde das Filament entfernt und so eine Reperfusion des
verletzten Gewebes ermdoglicht. LDF-Messungen wurden fur weitere 15 min nach
Entfernung des Verschlusses gemessen, um die Reperfusionsrate des cerebralen
Blutflusses (>90 % des initialen cerebralen Blutflusses) zu Uberprifen (Crome et al.,
2007).

Die transiente Ischdmie wurde fir 30, 45 bzw. 60 min in den Mausen gesetzt. Die Tiere
wurden dann zwei bzw. sieben Tage nach der OP perfundiert. Die Analyse der Mause
erfolgte durch konfokale Mikroskopie.
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4. ERGEBNISSE

4.1. Analyse von Lasionen im ZNS doppelt-transgener
fluoreszenter Mausen

4.1.1. Verwendung transgener Mausmodelle mit fluoreszenter
Proteinexpression unter zelltypspezifischen glialen Promotoren

Die Aktivierung von Gliazellen nach akuten wie auch nach chronischen Hirntraumata
ist ein wichtiger Reaktionsmechanismus des zentralen Nervengewebes auf eine
Verletzung. Dabei kommt es zu einer differenzierten Regulation diverser Proteine, wie
einer erhohten Expression des astrocytaren Intermediarfilaments GFAP (glial fibrillary
acidic protein) oder des Proteolipidproteins (PLP) im Myelin der Oligodendrocyten.
Dies kann auf immunhistochemischer Ebene deutlich gezeigt werden (siehe auch
Abb. 1 in der Einleitung).

Die Aktivierung von Astrocyten kann durch die Verwendung transgener Mausmodelle
mit grin-fluoreszenten Astrocyten (TgN(hGFAP-EGFP)greac; Nolte et al.,, 2001)
gezeigt werden. Verwendet man dieser Mause, um akute kortikale Stichverletzungen
durchzufuhren, ist die astrocytdre Aktivierung an einer erhéhten Anzahl grin
fluoreszenter Zellen erkennbar, vergleicht man die Verletzungsseite mit dem
kontralateralen Teil des Gehirns. Oligodendrogliosen lassen sich durch Verwendung
transgener Mause mit rot-fluoreszenten Oligodendrocyten (TgN(mPLP-DsRed)proas;
Hirrlinger, Scheller et al., 2005) in denen akute Hirnverletzungen gesetzt wurden,
nachweisen. Eine typische Aktivierung dieser glialen Zelltypen ist in der Abb. 5 gezeigt.
Deutlich zu erkennen ist, dass sowohl der GFAP- als auch der PLP-Promotor positiv
reguliert werden, was in einer erhohten Zahl transgener EGFP-positiver bzw. DsRed1-
positiver Zellen im Bereich der Lasion erkennbar ist. Auf der kontralateralen Seite ist
keine Aktivierung der beiden genannten Promotoren erkennbar (siehe Abb. 1, a-c). Die
astrogliale Aktivierung zeigt sich auch der erhohten GFAP-Immunreaktion. Durch
Verwendung einer Maus in denen sowohl EGFP in Astrocyten als auch DsRed1 in
Oligodendrocyten exprimiert wird, koénnen die (glialen Reaktionen auf akute
Hirnverletzungen zeitgleich beobachtet werden.

4.1.2. Kortikale Stichlasionen in GFAP-EGFP/PLP-DsRed-

transgenen Mausen
Um die Aktivierung glialer Zellen nach akuten Hirnverletzungen zu untersuchen wurden
Stichverletzungen in doppelt-transgenen Mausen durchgefihrt, die sowohl DsRed1

unter Kontrolle des murinen PLP-Promotors als auch EGFP unter Kontrolle
des humanen GFAP-Promotors exprimieren (TgN(GFAP-EGFP)grecXTgN(PLP-
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DsRed)prps = GCPB). Die Aktivierung der beiden Promotoren kann zeitgleich
beobachtet werden.

Nach einer akuten L&sion konnte in den doppelt-transgenen Tieren sowohl eine
Astrogliose als auch eine Oligodendrogliose identifiziert werden (siehe Abb. 5). In
direkter Nahe zur Verletzung wurden sowohl der GFAP- als auch der PLP-Promotor
positiv reguliert, was in der erhdhten Zahl der Transgen-exprimierenden Zellen
besonders im Kortex in direktem Umfeld der Verletzung reflektiert war. Zudem war
auch erkennbar, dass nicht nur in unmittelbarer Nahe der Lasion eine Aktivierung
stattfand, sondern dass sich die Gliose Uber das Corpus Callosum und das Striatum
ausbreitete, aber auf die ipsilaterale Seite beschrankt blieb. Auf der kontralateralen
Seite war keine Aktivierung erkennbar. Der ausgewahlte Schnitt in der Abb. 5, der
einen Uberblick Uber das frontale Hirn zeigt, liegt im rostralem Bereich der Lé&sion
aullerhalb des Stichkanals. Die VergroRerung zeigt einen Schnitt aus dem gleichen
Hirn kaudal, hier ist der Stichkanal erkennbar.

In der Region um die Lasion wurden Zellen identifiziert, die gleichzeitig sowohl EGFP
als auch DsRed1 exprimierten und daher in der Addition der Fluorophore ,gelb®
erscheinen. Diese Zellen werden als AO-Zellen bezeichnet, da sie sowohl den
astroglialen GFAP- als auch den oligodendroglialen PLP Promotor zeitgleich
angeschaltet haben. Diese Zellen erschienen friihestens drei Tage nach der Operation
(OP) und waren nach 15 Tagen nicht mehr detektierbar (Alter der operierten Mause:
4-8 Wochen).

AO-Zellen waren in allen Schnitten mit einer Lasion zu finden und die Anzahl dieser
Zellen nahm mit dem Schweregrad der Verletzung zu. Kleinere Schnittverletzungen
zeigten eine geringere Anzahl der doppelt-transgenen Zellen im Vergleich zu Mausen,
in denen die Schnittverletzung groRer war. In direkter Umgebung der Verletzung
(< 100 ym) waren die meisten dieser AO-Zellen zu finden, in groRerer Entfernung zur
Lasion (100-500 ym) nahm ihre Zahl ab. In Bereichen in denen es keine zu
beobachtenden Gliosen gab (>500 um), konnten zu keinem Zeitpunkt AO-Zellen
identifiziert werden. Zudem beschrankten sich die AO-Zellen nicht nur auf Kortex und
Corpus Callosum, sondern sie waren auch in anderen betroffenenen Hirnregionen mit
Verletzung vorhanden (Daten nicht gezeigt).

Die Analyse der AO-Zellen wurde auf Tiere beschrankt, deren Alter zwischen vier und
acht Wochen zum Zeitpunkt der Operation lag. Es wurden Weibchen und Mannchen zu
gleicher Zahl verwendet und es konnten keine Unterschiede in Anzahl, Morphologie
und Auftreten der AO-Zellen zwischen den beiden Geschlechtern identifiziert werden.
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Abb. 5 Analyse der glialen Reaktion bei akuter kortikaler Hirnverletzung
in doppelt-transgenen GFAP-EGFP/PLP-DsRed-Mausen

In A ist ein frontaler Hirnschnitt dargestellt, auf der ipsilateralen Seite (links) ist die
Lasion (rostral, auf3erhalb des Stichkanals) erkennbar. Es sind sowohl eine Astro- als
auch eine Oligodendrogliose in Kortex, Corpus Callosum sowie dem Striatum
identifizierbar, kontralateral gibt es keine Aktivierung. In B ist die Lasion in dem
gleichen Tier weiter kaudal im Gehirn innerhalb des Stichkanals dargestellt. Die griinen
Astrocyten sowie die roten Oligodendrocyten sind aktiviert. Bei einer grofieren
Auflésung (C/D) sind Zellen identifizierbar, die zeitgleich EGFP wie auch DsRed1
exprimieren und in dieser Arbeit als AO-Zellen bezeichnet werden.

4.1.3. Morphologie, transgene Expression und immunhistochemische
Identitat der aktivierten Gliazellen

Die identifizierten Zellen zeigten meist eine uni- oder bipolare Morphologie. Haufig
erschienen sie rund ohne deutliche erkennbare Auslaufer. In einigen Fallen konnten
auch wenige Fortsatze identifiziert werden, die dann haufig Proteinaggregate
bestehend aus DsRed1 enthielten (Hirrlinger, Scheller et al., 2005). In Abbildung sind
einige Beispiele von AO-Zellen dargestellt, die die am haufigsten vorkommenden
morphologischen Variationen zeigen.

Zwischen dem siebten und dem achten Tag nach der Operation konnten die meisten
AO-Zellen beobachtet werden. Zu diesem Zeitpunkt war die Identifizierung der Zellen
problemlos mdglich. Die Zahl der doppelt-transgenen Zellen lag zwischen drei und acht
Zellen pro Schnitt und Lasion (Schnittdicke 50 um, Daten nicht gezeigt). Die Zahl nahm
dann mit der Zeit ab und nach 15 Tagen war es nicht mehr moglich AO-Zellen zu
identifizieren. Des Weiteren war auffallig, dass die Starke der Expression der
fluoreszenten Proteine von Zelle zu Zelle variierte.
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Abb.6 Variabilitat in der Morphologie aktivierter Gliazellen

Kortikale AO-Zellen sind durch die zeitgleiche Expression des DsRed1 und EGFP
(,LAO“-Erscheinung) deutlich von den griinen Astrocyten und roten Oligodendrocyten
unterscheidbar. In A und C sind AO-Zellen dargestellt, in denen man mindestens zwei
Fortsatze identifizieren kann. Auffallig die DsRed-Aggregatbildung in den Fortsatzen.
In B sind zwei AO-Zellen deren einfache Morphologie sich deutlich von den
benachbarten protoplasmatischen Astrocyten unterscheidet.

In der Abbildung 6 ist in relativen Fluoreszenzeinheiten (relative fluorescent units =
RFU) dargestellt, welche verschiedenen Variationen in der Quantitat der Expression
der beiden fluoreszenten Proteine es in den AO-Zellen gab. Die AO-Zellen erscheinen
in verschiedenen Gelbabstufungen durch die Addition der beiden Farbkanale, da
sowohl DsRed1 als auch EGFP in verschiedenen Konzentrationen exprimiert wurden
(Zellen 2/3/4 und 5 in der Abb. 7). Deutlich erkennbar an den hdheren RFU-Werten ist,
dass DsRed1 deutlich heller verglichen mit EGFP war. Die starke Variabilitat zwischen
den AO-Zellen wird in der Tabelle 5 dargestellt. Hier gezeigt werden Zellen, die mehr
DsRed1 (Zelle 2/3 und 4) oder EGFP (Zelle 5) exprimierten. Dies ist quantitativ auch in
der Abb. 7D dargestellt. Als Vergleich wurden ein Oligodendrocyt (Zelle 1) und ein
protoplasmatischer Astrocyt (Zelle 6) quantitativ mit der Expression der jeweiligen
fluoreszenten Proteine mit dargestellt, die beide nur die jeweiligen fluoreszenten Pro-
teine enthielten. Der Hintergrund wurde definiert mit einem Wert von 5-10 RFU/Pixel
(als Grundlage des Hintergrundes in den analysierten Astro- bzw. Oligodendrocyten).
Als Schwellwert flir die Expression von DsRed1 oder EGFP in AO-Zellen wurde ein
Wert von 20 RFU/Pixel angenommen. Dies entspricht dem doppelten Hintergrundwert.

Die DsRed1-Fluoreszenz variierte in den einzelnen AO-Zellen um bis zu das fiinfache,
wahrend die EGFP-Fluoreszenz um das dreifache variieren konnte. Zudem hatten die
RFU/Pixel des DsRed1 deutlich hohere Werte als die des EGFP. Dies zeigte sich
sowohl in den Auswertungen der AO-Zellen, als auch in den Werten der Oligodendro-
cyten vs. der Astrocyten.
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Tabelle 5 Vergleich der Expression von EGFP und DsRed1 in aktivierten Gliazellen

Zelle Nr. RFU/Pixel RFU/Pixel RFU/Pixel Zelltyp
DsRed1 EGFP DsRed1/EGFP
1 225 + 9 6 + 1 37,5 Oligodendrocyt
2 178 =10 22 + 8 8 AO-Zelle
3 79 + 7 22 + 3 3,6 AO-Zelle
4 86 + 8 40 + 4 2,2 AO-Zelle
5 29 + 7 57 + 5 0,5 AO-Zelle
6 10 £ 2 130 £ 7 0,07 Astrocyt
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Abb.7 AusmaRB der Expression von DsRed1 und EGFP in aktivierten Gliazellen

Der Expressionsgrad der beiden fluoreszenten Proteine EGFP und DsRed1 in den
AO-Zellen schwankt stark. A zeigt die EGFP-Expression, B die Expression des
DsRed1. C: Uberlagerung von A und B. Es wurden sechs verschiedene Regionen
markiert, die unterschiedlichen Mengen der beiden fluoreszenten Proteine exprimieren.
In D ist die Kolokalisation der Expression der beiden fluoreszenten Proteine in den
sechs ausgewahlten Regionen in RFU/Pixel dargestellt. Die graue Flache stellt die
RFU/Pixel des gesamten Bildausschnitts dar. Auf der Ordinate werden die RFU/Pixel
des DsRed1, auf der Abszisse die des EGFPs gezeigt. Die Zelle 1 exprimiert nur



DsRed1 was sowohl im Schnitt als auch in der grafischen Darstellung der RFU/Pixel
erkennbar ist. Die Zelle 6 exprimiert im Gegensatz dazu nur EGFP, liegt daher auf der
EGFP-Seite der Fluoreszenzmessung. Die Zellen 2-5 exprimieren unterschiedliche
Konzentrationen DsRed1 und EGFP. Dies ist sowohl im Schnitt erkennbar
(2/3/4:DsRed1>EGFP; und 5:DsRed1<EGFP), lasst sich aber mit Hilfe der unter-
schiedlichen RFU/Pixel auch quantitativ im Diagramm darstellen (D). Erkennbar auch
die Proteinaggregate des DsRed1, markiert durch die roten Pfeilspitzen (B), die es
erschweren bzw. teilweise sogar unmoéglich machen, den feinen oligodendroglialen
Fortsatzen zu folgen. Der Balken entspricht 50 um und gilt fir A-C. Die Auswertung
wurde mit Hilfe einer maximalen Intensitatsprojektion (MIP) durchgefiihrt.

Die gegebene Morphologie und die unterschiedlichen Expression der fluoreszenten
transgenen Proteine der AO-Zellen, gaben Hinweise auf die Eigenschaften der
AO-Zellen. Durch die Expression des EGFP und DsRed1 deuteten sich gliale
Eigenschaften an, definiert als GFAP- bzw. PLP-Promotoraktivitat. Zu diesem
Zeitpunkt konnte nur festgestellt werden, dass (1) die Zellen EGFP und DsRed1 zum
gleichen Zeitpunkt exprimierten, (2) dass in ihren Fortsdtzen Proteinaggragate aus
DsRed1 enthalten waren und dass (3) ihre Morphologie (sofern durch die Aggregate
erkennbar) eher uni- oder bipolar war.

Die glialen Eigenschaften der AO-Zellen wurden immunhistochemisch analysiert durch
den Nachweis von Markerproteinen, die astro- bzw. oligodendrogliale Eigenschaften
definieren. Des Weiteren wurden diverse Proteine gewahlt, die fir die Proliferation, die
Reifung bzw. Entwicklung von Vorlauferzellen charakteristisch sind. Neuronale Marker
wurden verwendet, um einen potentiell neuronalen Hintergrund der Zellen zu
identifizieren. Hierzu wurden Mause acht Tage nach Setzen der Lasion im Kortex
perfundiert und die Schnitte immunhistochemisch untersucht. Die verwendeten Marker
sind in der Tabelle 6 aufgelistet.

Tabelle 6 Verwendete Markerproteine mit ihrer zelltypspezifischen Expression

Name Funktion Exprimierender Quelle
Zelltyp
GFAP Intermediarfilament Astrocyt (Eng et al., 2000)
S100beta Calciumbindendes Protein Astrocyt (Vives et al., 2003)
PLP Protein des Myelins Oligodendrocyt (Fuss et al., 2000)
Olig2 Transkriptionsfaktor OPCs (Dimou et al., 2008)
SOX10 Transkriptionsfaktor OPCs (Li et al., 2007)
NG2 Proteoglycan OPCs, NG2-Glia (Diers-Fenger et al., 2001)
NeuN DNA-bindendes Protein reife Neurone (Hirrlinger, Scheller et al., 2005)
Tuj1 B 11l Tubulin reife Neurone (Luskin, 1993)
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Abb. 8 Fehlen von astroglialen Markern in AO-Zellen

In A-H wird die Expression des GFAP in der Lasion 7 Tage nach der Verletzung
gezeigt. In I-P die Expression des S100[3. Beide astroglialen Marker kénnen in den
AO-Zellen nicht detektiert werden, wohl aber in EGFP-positiven protoplasmatischen
Astrocyten. Der Balken entspricht 50 um und gilt fur alle Bildausschnitte. Pfeilspitzen
markieren den beschriebenen Zelltyp. A: Astrocyt; AO: AO-Zelle; O: Oligodendrocyt.

Die AO-Zellen waren zum gezeigten Zeitpunkt negativ fir die astroglialen Marker
GFAP und S100B, im Gegensatz zu benachbarten protoplasmatischen Astrocyten
(Abb. 8). Auf der kontralateralen Seite zur L&sion konnte keine Astrogliose bzw.
Oligodendrogliose detektiert werden, die kortikalen Astrocyten waren aber ebenfalls
positiv fur GFAP- bzw. S100B (Daten nicht gezeigt). Oligodendrocyten werden durch
PLP-Immunreaktivitdt entlang ihrer Fortsatze nachgewiesen. AO-Zellen zeigten
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ebenfalls Fortsatze, die PLP-immunreaktiv waren. Fluoreszente Proteinaggregate des
DsRed1 waren auf den PLP-positiven Fortsatzen zu finden (Abb. 9). Neuronale Marker
konnten in den AO-Zellen zu keinem Zeitpunkt identifiziert werden (Abb. 10). Alle
untersuchten AO-Zellen waren sowohl NeuN- (Abb. 10) als auch Tuj1-negativ (Daten
nicht gezeigt). Die NeuN-positiven Zellen in der Abbildung 10 entsprechen
benachbarten Pyramidenneuronen.

Abb. 9 Nachweis von oligodendroglialen Markern in AO-Zellen

Sieben Tage nach der Lasion kann der oligodendrogliale Marker PLP in den
Fortsatzen der AO-Zellen sowie in benachbarten Oligodendrocyten gezeigt werden
(Dreiecke). In den AO-Zell-Fortsatzen sind fluoreszente DsRed1-Proteinaggregate
erkennbar. Der Balken entspricht 50 um und gilt fir alle Bildausschnitte. Die Pfeil-
spitzen markieren den beschriebenen Zelltyp. A: Astrocyt; AO: AO-Zelle; O: Oligo-
dendrocyt.
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Abb. 10 Fehlen neuronaler Marker in AO-Zellen

In A-H wird die Expression des neuronalen Proteins NeuN in der Lasion 7 Tage nach
der Operation gezeigt. Alle untersuchten AO-Zellen waren negativ flir NeuN. Benach-
barte NeuN-positive Zellen entsprechen Pyramidenneuronen der unterschiedlichen
kortikalen Schichten. Der Balken entspricht 50 um und gilt fir alle Bildausschnitte.
Die Pfeilspitzen markieren den beschriebenen Zelltyp. A: Astrocyt; AO: AO-Zelle;
O: Oligodendrocyt.

Um das Ausmal der Proliferation und den Differenzierungsgrad zu bestimmen, wurde
die Expression proliferationsspezifischer Marker oligodendroglialer Vorlauferzellen
untersucht. Hierzu zahlen Olig2, Sox10 und NG2, wobei der letztere neben Oligo-
dendrocytenvorlauferzellen auch die Population reifer NG2-Zellen markiert (Nishiyama
et al., 2005). Bei den Markern Olig2 und Sox10 wurde eine Diversitat der AO-Zellen
festgestellt. Wahrend ein Teil der AO-Zellen sowohl Sox10- als auch Olig2-positiv war,
exprimierte eine andere Population der Zellen diese Marker nicht (AO~). Komplexe
Gliazellen (A*), die sich durch eine geringere Fluoreszenzintensitat des EGFP, die
Expression von Glutamat-Rezeptoren und komplexe lonenkanalstrommuster aus-
zeichnen (siehe dazu Matthias et al., 2003), zeigten sowohl auf der ipsilateralen als
auch der kontralateralen Seite Immunreaktivitat fur beide Marker.
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Abb. 11 Expression oligodendroglialer Vorlaufermarker in den AO-Zellen

A-H zeigt die Detektion von Olig2 in der Lasion sieben Tage nach der Verletzung, I-P
die Detektion des Sox10. Beide Marker werden in oligodendroglialen Vorlauferzellen
sowie NG2-positiven Zellen exprimiert. In den AO-Zellen werden beide Marker
exprimiert (AO) und ein Teil der doppelttransgenen Zellen ist negativ (AO"). Alle
protoplasmatischen Astrocyten (A) sind negativ fir diese Marker, wahrend komplexe
Gliazellen (A*) positiv fir beide Marker sind. Der Balken entspricht 50 ym und gilt fiir
alle Bildausschnitte. Die Pfeilspitzen markieren den beschriebenen Zelltyp. A: Astrocyt;
A*: komplexe Zelle, positiv fiir Marker; AO: AO-Zelle positiv fir Marker, AO™: AO-Zelle
negativ fir Marker; O: Oligodendrocyt; O : Oligodendrocyt negativ fiir Marker.

Das Chondroitinproteoglycan NG2 wird als Marker fiir oligodendrogliale Vorlauferzellen
verwendet. In den letzten Jahren gab es eine Vielzahl Publikationen (Nishiyama et al.,
2005), die zeigten, dass NG2 auch als ein Marker fir eine 4. Population reifer
Gliazellen (NG2-Glia, Polydendrocyten, Synantocyten) eingesetzt wird (siehe auch

47



Einleitung Abschnitt 2.4.1). Die immunhistochemische Analyse der AO-Zellen zeigte,
dass auf ihnen keine Immunreaktivitat fir NG2 vorkommt. In keiner der untersuchten
Regionen (Kortex, Corpus Callosum, Striatum und Hippocampus) konnte eine doppelt-
transgene Zelle identifiziert werden, die positiv fir NG2 war. Deutlich erkennbar war
aber, dass die komplexen Gliazellen (A*) NG2-Immunoreaktivitat besitzen (Matthias et

al.,, 2003). Dies gilt fur die ipsi- wie auch die kontralaterale Seite der L&sion
(kontralaterale Daten nicht gezeigt).

Abb. 12 Fehlen von NG2 in AO-Zellen

A-H zeigt die Expression von NG2 im Kortex in direkter Umgebung zur Verletzung. Die
AO-Zellen sind negativ fur diesen Marker oligodendroglialer Vorlauferzellen und reifer
NG2-Zellen. Komplexen Gliazellen hingegen zeigen NG2-Immunreaktivitat (A*). Der
Balken entspricht 50 um und gilt fur alle Bildausschnitte. Der gezackte Pfeilkopf
markiert den beschriebenen Zelltyp. A: Astrocyt; A*: komplexer Astrocyt, positiv fiir
NG2; AO: AO-Zelle; O: Oligodendrocyt.

4.1.4. Ischamische Verletzungen in den doppelt-transgenen
fluoreszenten Mausen

Nach der kortikalen Stichverletzung wurden Mause auch einer mittleren cerebralen
arteriellen Occlusion (MCAQO — middle cerebral artery occlusion) unterzogen. Dies ist
ein Modell fir eine ischamische Verletzung. Durch eine variable Dauer der Sauerstoff-
unterversorgung, kann der Schweregrad der ischamischen Verletzung und die Zer-
stérung der Blut-Hirn-Schranke beeinflusst werden. Zu vergleichenden Analysen
wurden hier 30, 45 und 60 min MCAO gewahlt. Dabei wird bei einer Sauerstoffunter-
versorgung Uber 30 min die Blut-Hirnschranke deutlich weniger verletzt, als bei 60 min
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Blockierung der mittleren cerebralen Arterie. Dieser Zeitraum der Sauerstoffunter-
versorgung zerstort die Blut-Hirn-Schranke in groRem Umfang (Belayev et al., 1996).

Nach der MCAO wurden die Mause beobachtet und nach zwei bzw. sieben Tagen
analysiert. In der Abb. 13 ist eine frontale Ubersicht (iber das GroRhirn einer doppelt-
transgenen fluoreszenten Maus gezeigt, bei der fir 60 min die Sauerstoffversorgung
des Gehirns unterbrochen wurde. Die Analyse der Maus erfolgte sieben Tage spéater.
Die betroffenen Regionen waren durch eine erhohte Autofluoreszenz in Kortex, Corpus
Callosum und Striatum gekennzeichnet (A), weiter kaudal (B) war auch der Hippocam-
pus betroffen. In direkter Nahe zum abgestorbenen Gewebe sind die aktivierten Glia-
zellen erkennbar. Eine erhéhte Zahl fluoreszenter Astrocyten und Oligodendrocyten ist
identifizierbar. Die Zellen umschliessen das tote Gewebe.
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Abb. 13 Mittlere cerebrale Arterienocclusion — AusmaR und Lokalisation

Hier ist ein Hirnschnitt einer doppelt-transgenen fluoreszenten Maus gezeigt (GCPB),
die fir 60 min eine MCAOQO erhalten hat. Die Analyse erfolgte sieben Tage nach dem
Eingriff. Die betroffene Region schlief3t Kortex, Corpus Callosum und Striatum ein. Das
tote Gewebe zeigt eine erhdhte Autofluoreszenz und ist umgeben von aktivierten
Gliazellen (Astro- und Oligodendrocyten). Auf der kontralateralen Seite sind weder die
gliale Aktivierung noch abgestorbenes Gewebe (identifizierbar an der Autofluoreszenz)

49



erkennbar. Die kontralaterale Seite ist jeweils in den kleinen Abbildungen (a-c)
dargestellt. D zeigt eine schematische Ubersicht iber die verschiedenen betroffenen
Regionen nach einer MCAO. (modifiziert nach Maetal.,, 2008) ctx: Kortex, str:
Striatum; hc: Hippocampus, ag: Astrogliose; og: Oligodendrogliose

Eine Sauerstoffunterversorgung von 60 min induzierte in allen untersuchten Tieren
sieben Tage nach der Operation in den betroffenenen Hirnregionen die Bildung von
AO-Zellen. Sowohl im Kortex, als auch im Corpus Callosum und Striatum liel3en sich
AO-Zellen identifizieren, deren Morphologie der von AO-Zellen nach Setzen einer
kortikalen Stichldsion entsprach. Eine zeitliche Reduktion (45 min) des Gefal-
verschlusses wahrend der MCAO resultierte in einer geringeren Gewebsschadigung.
Es wurden deutlich weniger AO-Zellen im Lasionsgebiet nachgewiesen. Eine MCAO
Uber nur 30 min fihrte in keinem der untersuchten Falle zur Detektion von AO-Zellen.
Eine genauere Ubersicht (iber die Auswirkungen der Sauerstoffunterversorgung Uber
30, 45 bzw. 60 min ist in der Abb. 14 dagestellt. Weder in Kortex (Abb. 14 A-C), Corpus
Callosum noch in Striatum und Hippocampus konnten AO-Zellen identifiziert
werden. Nach 45 min MCAO liellen sich nur wenige AO-Zellen identifizieren
(1-3 Zellen / frontaler Schnitt). In allen untersuchten Bereichen (Kortex (Abb. 14 G-H),
Corpus Callosum (Abb. 14 J-L), Striatum und Hippocampus) konnten nach einer
60 minttigen Sauerstoffunterversorgung doppelt-transgene DsRed1- und EGFP-
positive Zellen identifiziert werden (10-20 Zellen / frontaler Schnitt).

In Tieren, die bereits zwei Tage nach Setzen der ischamischen Schadigung fur 60 min,
analysiert wurden, konnten in keinem Fall AO-Zellen gefunden werden.

Eine langere MCAO-Behandlung als 60 min wurde nicht durchgefiihrt, da die Mause
erst nach einem Zeitraum von einer Woche untersucht werden sollten. Bei einer
langeren Sauerstoffunterversorgung besteht die Gefahr, dass die Mause im Laufe des
Beobachtungszeitraumes sterben.

Diese Ergebnisse zeigen, dass eine MCAO mit einer Dauer von mindestens 45 min in
in den untersuchten GroBhirnregionen Kortex, Corpus Callosum, Striatum und
Hippocampus das Auftauchen von AO-Zellen induziert. Bei einer langeren Schadigung
(60 min MCAOQ) treten die AO-Zellen gehaufter auf. Eine Dauer der ischamischen
Schadigung Uber 30 min ist zu gering um die Entwicklung von AO-Zellen zu induzieren.
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EGFP DsRed merge

30 min

45 min

60 min

Abb. 14 Induktion einer MCAO in doppelt-transgenen fluoreszenten Mausen

Induzierte man in den Mausen eine MCAO mit einer Sauerstoffunterversorgung Utber
30 min konnten in den untersuchten Hirnregionen (Kortex, Corpus Callosum, Striatum)
keine AO-Zellen identifiziert werden (Kortex, A-C). Wurde die Sauerstoffunter-
versorgung auf 45 min verlangert, konnten vereinzelt AO-Zellen identifiziert werden
(Striatum, E-G). Nach einem Verschluss der Arterie flir 60 min konnte eine grofiere
Anzahl AO-Zellen in Kortex, Corpus Callosum sowie Striatum gefunden werden
(10-20 Zellen/Schnitt; Corpus Callosum (H-1), Kortex (J-I)).
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4.2. Analyse der posttraumatischen Differenzierung
aktivierter Gliazellen

Sowohl bei akuten Stichverletzungen als auch bei der MCAO konnten AO-Zellen nur in
einem Zeitfenster von 3-15 Tagen nach der Verletzung detektiert werden. Nach 16 und
mehr Tagen waren AO-Zellen nicht mehr im Gewebe auffindbar. Fir diesen Befund
kommen zwei Erklarungsmoglichkeiten in Frage: Differenzierung in einen Nicht-AO-
Zelltyp oder programmierter Zelltod. Zur Beantwortung dieser Frage konnten die
doppelt-transgenen GFAP-EGFP/PLP-DsRed-Tiere nicht verwendet werden. Sowohl
EGFP als auch DsRed1 haben eine zu kurze Halbwertszeit (EGFP, ~24 h, DsRed
~4 Tage; (Verkhusha et al., 2003)), um die Zellen auf Dauer zu markieren und ihre
Entwicklung zu verfolgen. Sobald mindestens einer der beiden Promotoren die Aktivitat
reduziert, verlieren die AO-Zellen ihre Identifikationseigenschaft: die simultane
Expression der Transgene DsRed1 und EGFP und kénnen nicht mehr von den
umliegenden anderen Zellen unterschieden werden.

Zur Lésung dieses Problems musste ein Modell gefunden werden, dass es ermog-
lichte, langerfristig Zellen zu markieren, so dass diese nach variablen Zeitpunkten
identifiziert werden konnen. Ein Enzym, das es ermoglicht dauerhaft Zellen zu
markieren, ist die Cre-DNA-Rekombinase. Im Jahr 2003 publizierten zwei Gruppen
unabhangig voneinander, dass es in vitro mdglich ist die Cre-Rekombinase in zwei
Fragmente zu teilen, so dass diese nach spaterer Zusammenfihrung (Komplemen-
tierung) ein funktionelles Enzym ergibt (Casanova et al., 2003; Jullien et al., 2003).
Werden N- und C-terminale Cre-Fragmente Uber einen Linker mit der konstitutiven
Coiled-Coil-Domane des GCN4-Transkriptionsfaktors fusioniert, konnte in vitro eine
effektive spontane Cre-Komplementierung beobachtet werden (Beate Kellert, Diplom-
arbeit Max-Planck-Institut fir experimentelle Medizin/Universitat Gottingen, 2006).

Um die posttraumatische Differenzierung der AO-Zellen zu klaren, wurden daher
transgene Mause hergestellt, die unter der Kontrolle der beiden genutzten glialen
Promotoren (GFAP und PLP) je ein Fragment der Cre-Rekombinase exprimieren. Die
Cre-Komplementierung in diesen Mausen, sollte eine Koinzidenzdetektion der beiden
glialen Promotoren in vivo ermdglichen. Durch die Markierung der Zellen mit Hilfe eines
Reporters ist es dann moglich, die weitere Entwicklung der Zellen zu verfolgen, da
sowohl die AO-Zellen als auch ihre Nachkommenschaft permanent markiert werden
kénnen.
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4.3. Herstellung und Charakterisierung eines neuen
transgenen Mausmodells mit Komplementierung
der Cre-DNA-Rekombinase

4.3.1. Beschreibung der verwendeten Konstrukte

Es wurden Mikroinjektionen verschiedener DNA-Konstrukte mit GFAP- bzw. PLP-
Promotor und N- bzw C-terminalen Fragmenten der Cre-Rekombinase in den
Mausstamm C57/BI6 im Tierhaus des Max-Planck-Institutes flir experimentelle Medizin
durchgefiihrt. Eine genaue Ubersicht (iber die verwendeten Konstrukte ist in der Abb. 4
dargestellt. (weitere Beispiele fir Mause mit Expression transgener Proteine unter der
Kontrolle dieser Promotoren in (Hirrlinger, Scheller et al., 2005). Nach Genotypisierung
wurden transgene Tiere mit WT-Mausen verpaart. Die proteinchemische Analyse der
Expression der Cre-Fragmente erfolgte mit Hilfe der Western Blot-Analyse und ist im
Anhang in Abschnitt 8.2 genauer dargestellt. Es konnten drei Mauslinien mit
Expression des NCre-Fragments und zwei Linien mit Expression des CCre-Fragments
unter Kontrolle des murinen PLP-Promotors identifiziert werden. Unter der Kontrolle
des humanen GFAP-Promotors war die Identifizierung von vier Linien mit Expression
des NCre-Fragments und einer Linie mit Expression des CCre-Fragments mdglich.

Tabelle 7 Benennung der neuen transgenen Mauslinien mit Cre-Komplementierung

Promotor Fragment Linie Bezeichnung
PLP CCre K PLP-CCre(K)
PLP CCre Rt PLP-CCre(R)
PLP NCre A PLP-NCre(A)
PLP NCre C PLP-NCre(C)
PLP NCre D PLP-NCre(D)
GFAP CCre F GFAP-CCre(F)
GFAP NCre T GFAP-NCre(T)
GFAP NCre V GFAP-NCre(V)
GFAP NCre W GFAP-NCre(W)

Doppelt-transgene Linien, die die Cre-Fragmente unter dem gleichen Promotor
kontrollieren werden bezeichnet als: PLP-CCre(K)/NCre(A), was einer Verpaarung der
Linien PLP-CCre(K) x PLP-NCre(A) entspricht. Doppelt-transgene Linien, die die Cre-
Fragmente unter der Kontrolle unterschiedlicher Promotoren exprimieren, werden als
GFAP-NCre(T)/PLP-CCre(K), was einer Verpaarung der Linien GFAP-NCre(T) x PLP-
CCre(K) entspricht, bezeichnet.
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4.3.2. Immunhistochemische Analyse der PLP-Promotor kontrollierten
Cre-Komplementierung

Bevor die Differenzierung der aktivierten Gliazellen (AO-Zellen) durch Cre-Komple-
mentierung in den neuen transgenen Mausmodellen untersucht werden konnte,
wurden zunachst PLP-NCre/CCre-doppelt transgene Tiere auf erfolgreiche Cre-Kom-
plementierung hin Gberprift.

Der PLP-Promotor zeigt eine sehr geringe Variabilitdt in transgenen Expressions-
mustern (Fuss et al., 2000; Mallon et al., 2002; Hirrlinger, Scheller et al., 2005). Es ist
daher zu erwarten, dass in einem hohen Prozentsatz von Oligodendrocyten N- und C-
terminales Cre-Fragmente gleichzeitig exprimiert werden. Bei erfolgreicher Komple-
mentierung der beiden Cre-Fragemente sollte dies an einer hohen und ausgedehnten
EYFP-Reporter-Expression erkennbar sein.

Durch eine Western Blot-Analyse konnten drei Tiere mit einer Expression des NCre-
Fragments (Linien: PLP-NCre(A, C, und D) und zwei Tiere mit einer Expression des
CCre-Fragments (Linien: PLP-CCre(K/R) identifiziert werden (genauere Auswertung
siehe Anhang | Abschnitt 8.2).

Zur Analyse der PLP-Cre-Komplementierung wurden die Kombinationen der Linien
PLP-NCre(A) und PLP-CCre(K) sowie PLP-NCre(D) und PLP-CCre(R) verwendet. Die
Tiere wurden untereinander und zusammen mit dem Reporter TgH(ROSA26-loxP-
stop-loxP-EYFP)rosy verpaart, der vereinfacht von hier an als ROSY bezeichnet wird
(Srinivas et al., 2001). Dieser Reporter tragt vor dem EYFP ein Stopcodon, das durch
zwei loxP-Sequenzen flankiert ist. Die Expression des Reporters steht unter der
Kontrolle des ROSA26 Promotors (Knock-In). Ist in Zellen die Cre-Rekombinase aktiv,
wird das gefloxte Stop-Codon ausgeschnitten und EYFP exprimiert. Die EYFP-
Expression nach Rekombination in jungen und adulten Mausen unter der Kontrolle des
ROSA26-Promotors ist fir eine Fluoreszenzmessung des EYFP zu schwach und muss
daher unter Nutzung eines polyklonalen GFP-Antikérpers, der auch die EYFP-Variante
erkennt, verstarkt werden. Daher wurden die Tiere, die sowohl CCre- als auch NCre
unter dem PLP-Promotor sowie den ROSY-Reporter exprimierten immunhistochemisch
analysiert, Verwendet hierflir wurden neben dem polyklonalen GFP-Antikérper auch
zelltypspezifischen Marker wie GFAP und S100B fir Astrocyten, CC1 und PLP fir
Oligodendrocyten, NeuN fir neuronale Zellen und NG2 fir reife NG2-Zellen bzw.
oligodendrogliale Vorlauferzellen.

In den mehrfach-transgenen Tieren fand eine nachweisbare DNA-Rekombination in
allen Bereichen des Gehirns in Oligodendrocyten aber auch Astrocyten und Neuronen
statt. In der Abb. 15A-1 ist exemplarisch die Expression in der Linie PLP-NCre(A) und
PLP-CCre(K) fir drei verschiedene Hirnregionen (Kortex (ctx), Corpus Callosum (cc)
und Hippocampus (CA3) mit drei neuralen Markern (S1008, CC1 und NeuN) gezeigt.
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Zum Vergleich ist die Linie PLP-NCre(D) und PLP-CCre(R) in der Abb. 15J-R aufge-
fuhrt. Hier werden exemplarisch die Regionen Hippocampus (CA1/HC), Kortex (ctx)
und Corpus Callosum (cc) mit den neuralen Markern GFAP, PLP und NeuN gezeigt. In
beiden zu vergleichenden Linien ist erkennbar, dass neben Oligodendrocyten auch
Astrocyten und Neurone rekombiniert sind.

Um zu analysieren, ob die Expression in Astrocyten sowie Neuronen der endogenen
Aktivitdt des PLP-Promotors in Kombination mit der Cre-Komplementierung entspricht
wurde die Expression der neuen transgenen Mause mit Komplementierung der Cre-
Rekombinase mit der Expression einer PLP-Cre-Maus verglichen (TgN(mPLP-Cre) =
PLP-Cre(F)) (Delaunay et al., 2008). Hier wird das komplette Enzym unter der
Kontrolle desselben PLP-Promotors exprimiert. In dieser Maus sind ebenfalls in allen
untersuchen Hirnregionen (exemplarisch gezeigt in der weilRen Substanz des Cere-
bellums, dem Corpus Callosum und dem Hippocampus (CA1) mit den zelltyp-
spezifischen Markern S10083, CC1 und NeuN, siehe Abb. 16) Neurone und Astrocyten
neben Oligodendrocyten rekombiniert.

Um das Ausmall der Rekombination in verschiedenen Hirnregionen in den PLP-Cre-
Komplementierungsmausen mit einer einfachen PLP-Cre-Maus zu vergleichen, ist im
Anhang sind in der Abb. 32 Kortex (ctx), Striatum (str), Cerebellum (cb), die weil3e
Substanz des Cerebellums (cb wm), Corpus Callosum (cc) und Hippocampus (CA1)
gegenibergestellt (einfache EYFP-Immunhistochemie). Dabei ist erkennbar, dass die
Rekombination in allen Mausen sehr vergleichbar ist. Meist ist sie in der PLP-Cre-Maus
im Vergleich zu den PLP-Cre-Komplementierungstieren etwas héher. Auch die Zellt-
ypen der rekombinierten Zellen (Oligodendrocyten, Astrocyten (auch Bergmann Glia),
Neurone und NG2-Glia) sind identisch. In den beiden Linien PLP-NCre(A)/CCre(K) und
PLP-NCre(D)/CCre(R) ist keine voneinander distinkte Expression erkennbar.

Es konnten in den untersuchten PLP-Cre-Linien zu keinem Zeitpunkt rekombinierte
Zellen identifiziert werden, wenn nur eine der beiden Cre-Fragmente unter dem PLP-
Promotor exprimiert wurde (Daten nicht gezeigt).

Diese Ergebnisse zeigen, dass sich in vivo C- und N-terminale Fragmente der Cre-
Rekombinase komplementieren und eine funktionale Cre-Enzymaktivitat entwickeln.
Unter der Kontrolle des murinen PLP-Promotors wurde Rekombination in den
vorhergesagten Zelltypen nachgewiesen. Die Expression in nicht oligodendroglialen
Zellen wie Astrocyten und Neuronen ist auf die frihe transiente Expression des PLP-
Gens in Vorlauferzellen wahrend der embryonalen Entwicklung zurlickzuflihren.
Zudem sind keine Aktivitatsunterschiede zur intakten Cre-Rekombinase erkennbar.
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Abb. 15 Funktionelle in vivo Komplementierung und DNA-Rekombination
in PLP-C/N-Cre-Méausen

Hier ist die Rekombination nach Komplementierung durch die Reporterexpression in
zwei Linien (PLP-NCre(A)/CCre(K) (A-1) und PLP-NCre(D)/CCre(R) (J-R)) in verschie-
denen Hirnregionen gezeigt. A-C Kortex: rekombinierte Astrocyten (S1008 positiv),
NG2-Glia und Neurone. D-F Corpus Callosum: rekombinierte Oligodendrocyten (CC1-
positiv). G-I Hippocampus: Neurone (NeuN), Astrocyten, Oligodendrocyten. J-L Hippo-
campus (CA1): rekombinierte Astrocyten (GFAP-positiv), Pyramidenneuronen. M-O
Hippocampus/Corpus Callosum: rekombinierte Oligodendrocyten (PLP), Neurone und
Astrocyten. M/P rekombinierte Neurone (NeuN), Astrocyten und NG2-Zellen. Der
Balken entspricht 50 ym und gilt fir alle Bildausschnitte. A: Astrocyt; N: Neuron; NG2:
NG2-Glia; O:Oligodendrocyt; ctx: Kortex; cc:Corpus Callosum; CA1/3: CA1 bzw. CA3-
Region des Hippocampus; HC/cc: Ubergang Hippocampus/Corpus Callosum.

Abb. 16 DNA-Rekombination in einer PLP-Cre-Maus

Die Rekombination in Zellen bei Expression der intakten Cre-Rekombinase unter Kon-
trolle des PLP-Promotors in verschiedenen Hirnregionen ist hier dargestellt. A-C weilde
Substanz des Cerebellums: rekombinierte Astrocyten (S100B). D-F Corpus Callosum:
rekombinierte Oligodendrocyten (CC1). G-I Hippocampus: rekombinierte Neurone
(NeuN), NG2-Zellen. Der Balken entspricht 50 um und gilt fir alle Bildausschnitte.
A: Astrocyt; N: Neuron; O: Oligodendrocyt; cb wm: weilde Substanz des Cerebellums,
cc: Corpus Callosum; CA1: CA1-Region des Hippocampus.

57



4.3.3. GFAP-Promotor kontrollierte Cre-Komplementierung

Ahnlich wie bei den PLP-CCre/NCre-Tieren wurden exprimierende GFAP-CCre/NCre-
transgene Tiere auf funktionelle Rekombination untersucht.

Zur immunhistochemischen Analyse wurden die Linien GFAP-NCre(T/V und W) (per
Western Blot bzw. IHC identifiziert) mit der Linie GFAP-CCre(F) (identifiziert mit Hilfe
der IHC) verpaart. Weitere Angaben zur Identifizierung der einzelnen Linien sind im
Anhang in Abschnitt 8.2 beschrieben.

Doppelt-transgene Tiere mit dem ROSY-Reporter wurden immunhistochemisch
untersucht. In der Linie mit der Kombination GFAP-CCre(F)/NCre(V) konnten EYFP-
positive Zellen identifiziert werden. In der Abb. 17 ist die Rekombination exemplarisch
in vier verschiedenen Regionen in Doppelfarbungen mit neuralen Markerproteinen
gezeigt. Deutlich ist erkennbar, dass bei diesen Tieren mit GFAP-Cre-Komplemen-
tierung Rekombination in Astrocyten (17 A-C, S100B-positive Bergmann Glia), Oligo-
dendrocyten (17 D-F, CC1-positive Zellen), Neuronen (17 G-I, NeuN-Immunitat) und
NG2-Zellen (17 J-K, NG2-Immunreaktivitat) erfolgte. Es konnten zusammenfassend
im Bereich des Bulbus Olfactorius, im Kortex, im Thalamus, dem Hypothalamus,
dem Corpus Callosum, dem Hippocampus und dem Cerebellum rekombinierte
Astrocyten, Oligodendrocyten, NG2-Glia und Neurone identifiziert werden (Abb. 33
siehe Anhang I).

Ahnlich wie unter Kontrolle des PLP-Promotors konnte auch bei Expression der Cre-
Fragmente unter dem GFAP-Promotor in Linien mit nur einem Fragment in keiner der
Hirnregionen Rekombination detektiert werden.

Der humane GFAP-Promotor ist in der embryonalen radialen Glia aktiv. Da diese
Zellen multipotente Zellen sind, wurde eine funktionelle Cre-Komplementierung in
GFAP-CCre/NCre-Mausen neben Astrocyten auch in Neuronen, Oligodendrocyten und
NG2-Glia nachgewiesen.
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Abb. 17 In vivo GFAP-Cre-Komplementierung (GFAP-CCre(F)/NCre(V))

Funktionelle Rekombination in einer Maus mit Cre-Komplementierung unter dem
GFAP-Promotor kann in verschiedenen Hirnregionen detektiert werden. A-C:
Cerebellum: Bergmann Glia (S100B), D-F Mittelhirn: Oligodendrocyten (CC1), G-I
Kortex: Neurone (NeuN), Astrocyten (Morphologie). J-K Thalamus: NG2-Zellen (NG2).
Der Balken entspricht 50 yum und gilt fir alle Bildausschnitte. cb: Cerebellum;
de: Mittelhirn; ctx: Kortex; thal: Thalamus; A: Astrocyt; BG: Bergmann Glia; N: Neuron;
NG2: NG2-Glia O: Oligodendrocyt.
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4.4. Invivo Koinzidenzdetektion durch Cre-Komplementierung

4.41. Analyse der Rekombination in doppelt-transgenen Tieren mit
Expression der Cre-Fragmente unter verschiedenen Promotoren

Um ein experimentelles Modell zur Differenzierung von aktivierten Gliazellen
(AO-Zellen) zu erhalten, wurden Mauslinien, die jeweils das C- oder N-terminale
Fragment der Cre-Rekombinase unter den glialen Promotoren GFAP und PLP
exprimierten, untereinander verpaart. Die koinzidente Aktivitat der beiden glialen
Promotoren wurde in transgenen Tieren im Alter von vier Wochen immunhisto-
chemisch untersucht.

Die zur Herstellung dieser transgenen Mause gewahlten Konstrukte gehen in ihrem
Aufbau auf die beiden Plasmide pGFAP-EGFP und pPLP-DsRed zurlick, die als
Ggrundlage fir die transgenen fluoreszenten Mause (GFAP-EGFP/PLP-DsRed1)
dienten. Zunachst wurde das Ausmal} einer intrinsischen entwicklungsbedingten Ko-
Aktivitat der beiden glialen Promotoren in doppelt-transgenen Mausen evaluiert.

Bereits wahrend der Entwicklung konnte die gleichzeitige Aktivierung von GFAP- und
PLP-Promotor nachgewiesen werden. Alle untersuchten Linien mit maoglicher
Komplementierung der Cre-Fragmente zeigten Rekombination in verschiedenen Hirn-
regionen mit einer starken Variabilitdt der Rekombinationshaufigkeit in den ver-
schiedenen GFAP-PLP-doppelt-transgenen Linien. Von einer doppelt-transgenen Linie
mit wenigen EYFP-Reporter exprimierenden Zellen (GFAP-NCre(W)/PLP-CCre(K)) bis
zu einer doppelt-transgenen Linie mit sehr vielen rekombinierten Zellen (GFAP-
NCre(V)/PLP-CCre(K)) gab es auch Kombinationen mit mittlerer Rekombinations-
haufigkeit. Ein Vergleich der relativen Haufigkeit rekombinierter Zelltypen in den
unterschiedlichen Linien, zeigte auch hier eine starke Abweichung in den einzelnen
Linien. Neben glialen Zellen (Astrocyten, Oligodendrocyten und NG2-Glia) sind
teilweise auch Neurone rekombiniert.

Zellen mit Rekombination wurden in Bezug auf ihren Zelltyp untersucht, in dem
immunhistochemische Doppelfarbungen mit diversen neuralen Markerproteinen
durchgefihrt wurden. Weiterhin wurde das Ausmald der Rekombination unter
entwicklungsspezifischen Aspekten analysiert. Hierfur wurden immunhistochemische
Farbungen zu verschiedenen Alterstufen der Entwicklung durchgefihrt. Verschiedene
Hirnareale wurden ausgewertet. Die Tabelle 8 gibt eine Ubersicht Uber die
rekombierten Zellen mit Rekombination in verschiedenen ausgewahlten Hirnregionen.

In den Abbildungen 18-22 wird die Rekombination der Linien GFAP-CCre(F)/PLP-
NCre(D), GFAP-NCre(T)/PLP-CCre(K), GFAP-NCre(T)/PLP-CCre(R), GFAP-NCre(V)/
PLP-CCre(K) und GFAP-NCre(W)/PLP-CCre(K) in vier Hirnregionen mit vier neuralen
Markern gezeigt. Die Zahl der EYFP-Reporter exprimierenden Zellen in diesen funf
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Kombinationen variierte stark (Tabelle 7). In vier untersuchten Linien (Ausnahme:
GFAP-NCre(V)/PLP-CCre(K)) waren fast nur astrogliale Zellen rekombiniert (~90-95 %
aller rekombinierten Zellen), bei allen funf oben genannten Linien konnten auch
rekombinierte NG2-Zellen identifiziert werden (4-9 %). In der Linie GFAP-NCre(W)/-
PLP-CCre(K) wurden in der weilRen Substanz des Cerebellums zusatzlich vereinzelt
Oligodendrocyten (<1 %) rekombiniert (siehe Abb. 21) und in der Linie GFAP-CCre(F)/-
PLP-NCre(D) (ohne Abb.) einige wenige Neurone (<1 %) im Bereich des Thalamus/-
Mittelhirns. In der Linie GFAP-NCre(V)/PLP-CCre(K) konnten in Kortex und Hippo-
campus rekombinierte Pyramidenneurone detektiert werden (siehe Abb. 22). In keiner
der analysierten Linien waren rekombinierte Mikrogliazellen zu finden.

Tabelle 8 Rekombination nach in vivo Koinzidentetektion in den neuen
transgenen Mauslinien mit Cre-Komplementierung

Mauslinie Astroglia NG2-Glia Oligodendroglia Neurone
Ctx: + ctx: - ctx: - ctx -
GFAP-CCre(F)/ 3. Vent: + 3. Vent: + 3. Vent: - 3. Vent -
PLP-NCre(D) HC: + HC: + HC: - HC: -
thal/hypothal:  ++ thal/hypothal:  ++ thal/lhypothal: - thal/hypothal:  +
cb: ++ cb: + ch: - cb: -
ctx: + ctx: - ctx: - ctx: -
GFAP-NCre(T)/ 3. Vent: ++ 3. Vent: + 3. Vent: - 3.Vent: -
PLP-CCre(K) HC: ++ HC: + HC: - HC: -
thal/hypothal:  ++ thal/hypothal:  ++ thal/hypothal: -  thal/hypothal: -
cb: ++ ch: + ch: - cb: -
ctx: + ctx: - ctx: - ctx: -
GFAP-NCre(T)/ 3. Vent: ++ 3. Vent: ++ 3. Vent: - 3.Vent: -
PLP-CCreR) HC: + HC: + HC: - HC: -
thal/hypothal: ~ +++ thal/hypothal: ~ ++ thal/hypothal: -  thal/hypothal: -
cb: ++ cb: + cb: - ch: -
ctx: ++ ctx: + ctx: - ctx ++
GFAP-NCre(V)/ 3. Vent: + 3. Vent: + 3. Vent: - 3. Vent -
PLP-CCre(K) HC: +++ HC: + HC: - HC: ++
thal/hypothal: ~ +++ thal/hypothal: ~ +++ thal/hypothal: -  thal/hypothal: -
cb: +++ cb: + cb: - cb: -
ctx: + ctx: - ctx: - ctx: -
GFAP-NCre(T)/ 3. Vent: + 3. Vent: - 3. Vent: - 3. Vent -
PLP-CCre(W) HC: + HC: - HC: - HC: -
thal/hypothal:  + thal/hypothal:  + thal/hypothal: - thal/hypothal: -
cb: + ch: - ch: + ch: -

Vewendete Abkirzungen der Tabelle: ctx: Kortex; 3. Vent.: 3. dorsaler Ventrikel;
HC: Hippocampus; thal: Thalamus; hypothal: Hypothalamus, cb: Cerebellum, -: keine
Rekombination, +: geringe Rekombination; ++: mittlere Rekombination; +++: sehr
starke Rekombination
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Verglich man die Hirnregionen, fand sich in allen finf Kombinationen die starkste
Rekombinationshaufigkeit in dhnlichen Arealen: dem Thalamus, dem Hypothalamus,
der Region um den dritten Ventrikel und dem Cerebellum. In letzterem wiesen
Bergmann Glia in allen Linien und teilweise auch Astrocyten der weilen Substanz
Rekombination auf (siehe Abb. 18-22). Zudem waren rekombinierte Astrocyten im
Striatum, dem Bulbus Olfactorius, dem Hippocampus, im Mittelhirn sowie dem
Hirnstamm identifizierbar. Eine Ausnahme bildete auch hier die Linie GFAP-NCre(V)/-
PLP-CCre(K). Die Tiere zeigten eine starke Rekombination in Kortex und Hippo-
campus und nur in dieser Linie konnten rekombinierte Zellen im Corpus Callosum
identifiziert werden. In den vier weiteren Kombinationen konnte keine Rekombination
im Corpus Callosum gezeigt werden (Daten nicht gezeigt).

Die umfangreichste Rekombination in Bezug auf Zellzahl und Zelltypen wurde in der
doppelt-transgenen Linie GFAP-NCre(V)/PLP-CCre(K) festgestellt. Hier waren neben
vielen Astrocyten und NG2-Glia auch eine grofde Anzahl von Oligodendrocyten und
Neuronen markiert. Projektionsneurone mit Rekombination lieRen sich im Bulbus
Olfactorius, im Kortex und im Gyrus Dentatus identifizieren. In allen untersuchten
Hirnarealen wurden Astrocyten mit Rekombination gefunden. Die Rekombination von
Oligodendrocyten konnte in der weilen Substanz gezeigt werden. Zudem gab es auch
Rekombination in NG2-Zellen. Die Rekombination ist in der Abb. 37 fir verschiedene
Hirnareale gezeigt. Die Linie GFAP-NCre(V)/PLP-CCre(K) unterscheidet sich auch in
den rekombinierten Hirnregionen, von den anderen doppelt-transgenen Linien. Nur in
dieser Kombination konnte z.B. die Rekombination im Corpus Callosum gezeigt
werden.
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Abb. 18 In vivo Koinzidenzdetektion der Aktivitdt von GFAP- und PLP-Promotor
(GFAP-CCre(F)/PLP-NCre(D))

In dieser Abbildung sind rekombinierte Zellen mit einem GFP-Antikérper gefarbt und
mit neuralen Markern identifiziert. Es konnten Astrocyten (weile Substanz des
Cerebellums, S100B-positiv, A-C, Thalamus: D-F, morphologische Analyse) identifiziert
werden. Es gab keine Rekombination in CC1-positiven Oligodendrocyten (Thalamus
D-F) und NeuN-positiven Neuronen (Hypothalamus, G-I). Aber es konnten rekom-
binierte NG2-Zellen (exemplarisch gezeigt fur den 3. dorsalen Ventrikel, J-L und
morphologische Identifizierung Hypothalamus G-I) bestimmt werden. Der Balken
entspricht 50 ym und gilt fir alle Bildausschnitte. cb wm: weille Substanz des
Cerebellums; thal: Thalamus; hypothal: Hypothalamus; 3rd ventr: 3. dorsaler Ventrikel;
A: Astrocyt; NG2: NG2-Glia.
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Abb. 19 In vivo Koinzidenzdetektion der Aktivitdt von GFAP- und PLP-Promotor
(GFAP-NCre(T)/PLP-CCre(K))

Die Abbildung zeigt die immunhisochemische Anaylse von Zellen mit Rekombination in
Hinsicht auf die Expressin neuraler Marker. Es konnten S100B-positive Astrocyten in
vielen untersuchten Hirnregionen (exemplarisch fir den dritten dorsalen Ventrikel in
A-C) identifiziert werden. Es konnten keine CC1-positiven Oligodendrocyten (Corpus
Callosum, D-F) und NeuN-positiven Neurone (Thalamus; G-I) identifiziert werden. Aber
es konnten rekombinierte NG2-Zellen (J-L) bestimmt werden. Bei den rekombinierten
Zellen in der Abb. G kann aufgrund der Morphologie auf Astrocyten geschlossen
werden, in der Abb. D auf NG2-positive Glia. Der Balken entspricht 50 um und gilt
fur alle Bildausschnitte. 3rd ventr: 3. dorsaler Ventrikel; cc: Corpus Callosum;
thal: Thalamus; hypothal: Hypothalamus; A: Astrocyt; NG2: NG2-Glia.
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Abb. 20 In vivo Koinzidenzdetektion der Aktivitat von GFAP- und PLP-Promotor
(GFAP-NCre(T)/PLP-CCre(R))

Zellen mit Rekombination wurden mit Hilfe neuraler Marker immunhistochemisch
analysiert. Es kdnnen S100B-positive Astrocyten im Kortex (A-C) identifiziert werden.
Morphologisch liessen sich auch in anderen Hirnregionen wie dem Mittelhirn (D-F) und
dem Corpus Callosum (J-L) weitere rekombinierte Astrocyten identifizieren. Es konnte
keine Rekombination in CC1-positiven Oligodendrocyten (Mittelhirn, D-F) und NeuN-
positiven Neuronen (Kortex, G-l) festgestellt werden. Aber es konnten rekombinierte
NG2-Zellen (Mittelhirn, J-L) identifiziert werden. Der Balken entspricht 50 ym und gilt
fir alle Bildausschnitte. ctx: Kortex; de: Mittelhirn; thal: Thalamus; hypothal: Hypo-
thalamus; 3rd ventr: 3. dorsaler Ventrikel; A: Astrocyt; NG2: NG2-Glia.
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Abb. 21 In vivo Koinzidenzdetektion der Aktivitdt von GFAP- und PLP-Promotor
(GFAP-NCre(W)/PLP-CCre(K))

In der Linie GFAP-NCre(W)/PLP-CCre(K) sind rekombinierte Zellen mit neuralen
Markern charakterisiert. Es konnten Astrocyten (S1003-positive Bergmann Glia des
Cerebellums, A-C) identifiziert werden. In der weillen Substanz des Cerebellums
rekombinierten CC1-positive Oligodendrocyten (D-F). Es konnten in keiner der
untersuchten Regionen NeuN-positive Neurone (Kortex, G-lI) gefunden werden. Aber
auch hier konnten rekombinierte NG2-Zellen (Thalamus, J-L) identifiziert werden. Die
rekombinierte Zelle in G kann aufgrund ihrer Morphologie den Astroglia zugeordnet
werden. Der Balken entspricht 50 um und gilt fiir alle Bildausschnitte. cb:Cerebellum;
cb wm:weile Substanz des Cerebellums; hypothal: Hypothalamus; de: Mittelhirn
A: Astrocyt; BG: Bergmann Glia; NG2: NG2-Glia; O: Oligodendrocyt.



> NG2 merge

t 25
>N

Abb. 22 In vivo Koinzidenzdetektion der Aktivitdt von GFAP- und PLP-Promotor
(GFAP-NCre(V)/PLP-CCre(K))

In der Linie GFAP-NCre(V)/PLP-CCre(K) sind rekombinierte Astrocyten (S1003-positiv,
A-C) im Kortex (ctx) markiert.Es ist mdglich im Mittelhirn (de) CC1-positive
Oligodendrocyten (D-F) zu identifizieren. Es konnten im Kortex NeuN-positive Neurone
(ctx, G-l), Astrocyten und NG2-Glia detektiert werden. Der Balken entspricht 50 ym
und gilt fur alle Bildausschnitte. ctx: Kortex; de: Mittelhirn; A: Astrocyt; N: Neuron; NG2:
NG2-Glia O: Oligodendrocyt.

Diese Daten zeigen, dass nicht alle Linien geeignet sind um die Differenzierung der
AO-Zellen zu verfolgen. Die Linie GFAP-NCre(V)/CCre(K) hat im Kortex durch die
entwicklungsbedingte Rekombination sehr viele EYFP-Reporter positive Zellen, so
dass die ldentifizierung der aktivierten AO-Zellen schwierig ist. Das zusatzliche
Auftreten von Zellen mit Rekombination (aus aktivierten AO-Zellen) ist schwer
nachzuweisen.
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4.4.2. Analyse der Rekombination im Verlauf der Embryonalentwicklung

Um den Zeitpunkt der Rekombination in den Zellen der GFAP/PLP-Cre-
Komplementierung zu definieren, wurden Embryonen der Linie GFAP-NCre(T)/PLP-
CCre(K) prapariert, fixiert und gefarbt. Dabei wurden folgende Altersstufen miteinander
verglichen: E12.5, E15.5, E18.5, P2 und das adulte Stadium (8 Wochen). Vor E18.5
konnten Zellen mit detektierbarer Rekombination anhand der Markerexpression in den
untersuchten Hirnregionen nicht identifiziert werden (Daten nicht gezeigt). Ab E18.5
konnten rekombinierte Zellen in verschiedenen Hirnbereichen nachgewiesen werden.
In der Abb. 23 sind Mittelhirn, 3. dorsaler Ventrikel, Hypothalamus und Cerebellum bei
E18.5, P2 und in adultem Gewebe gezeigt. Die Zahl der rekombinierten Zellen nahm
mit dem Alter zu. Dies gilt besonders flr die Bergmann Glia im Cerebellum. Zum Teil
ist in den Abbildungen zu sehen, dass Zellen mit enorm langen Fortsatzen rekombiniert
sind, gezeigt in 23 B und G.

Besonders gut zeigt sich an der cerebellaren Entwicklung, dass die Zahl der EYFP-
Reporter positiven Zellen mit dem Alter zunimmt (Abb.: 23 J-L). Die Rekombination
setzt frih in der Entwicklung ein und alle Tochter-Zellen der rekombinierten Zelle,
geben ihre veranderte DNA an ihre Nachkommenschaft weiter. Diese Zellen liegen
dann auch im adulten Tier vor.

Ein Marker, der fur oligodendrogliale Vorlauferzellen verwendet wird und im adulten
Stadium reife NG2-Glia markiert, ist das Proteoglycan NG2 (Diers-Fenger et al., 2001).
Da in allen untersuchten Linien eine Rekombination in reifen NG2-Zellen (Nishiyama et
al., 2005) nachgewiesen werden konnte, wurde analysiert, ab welchem Alter
rekombinierte Zellen NG2-Immunreaktivitat zeigen. Hierfir wurden Tiere der Linie
GFAP-NCre(T)/PLP-CCre(K) im Alter von zwei Tagen untersucht. Zu diesem Zeitpunkt
lassen sich in verschiedenen Hirnregionen rekombinierte Zellen identifizieren. In der
Abb. 24A ist gezeigt, dass es in diesem Alter viele NG2-positive Zellen z.B. im Kortex
gibt. In der Abb. 24B ist eine rekombinierte NG2-Gliazelle des Cerebellums dargestellt.
In den Abb.24C-H sind rekombinierte Zellen im Cerebellum (cb, C-E) und
Hypothalamus (hypothal, F-H) gezeigt. Deutlich ist auch hier die hohe Zahl NG2-
positiver Zellen erkennbar. Im Hypothalamus sind einige Blutgefalle markiert, da
Pericyten ebenfalls NG2 exprimieren (Stallcup, 2002). Es konnten in den untersuchten
Hirnregionen bei P2 keine NG2-positiven rekombinierten Zellen identifiziert werden. Im
adulten Tier wurden rekombinierten NG2-Glia haufig in direktem Kontakt zu Astrocyten
gefunden.
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Abb. 23 Entwicklungsabhdngige DNA-Rekombination der GFAP/PLP-
Cre-Komplementierung

Der Verlauf der Rekombination wahrend der Entwicklung des ZNS in der Linie GFAP-
NCre(T)/PLP-CCre(K) wird fir vier Hirnregionen gezeigt. A-C: Mittelhirn (de),
D-F: dritter dorsaler Ventrikel (3rd ventr), G-I: Hypothalamus (hypothal), J-L: Cere-
bellum (cb). Diese Regionen wurden ausgewahlt, da die Rekombination im adulten
Tier hoch ist. Gezeigt werden drei verschiedenen Altersstufen, beginnend mit E18.5
(A, D, G und J), folgend mit P2 (B, E, H und K) und abschlieRend verglichen mit dem
adulten Tier (C, F, | und L). Der Balken entspricht 50 um und gilt fir alle
Bildausschnitte. de: Mittelhirn; 3rd ventr: 3. dorsaler Ventrikel; hypothal: Hypothalamus;
cb: Cerebellum.
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Abb. 24 NG2-Immunreaktivitat nach GFAP-PLP-Komplementierung
in verschiedenen Alterstufen

Hier ist die Rekomibnation wahrend verschiedener Altersstufen in der Linie GFAP-
NCre(T)/PLP-CCre(K) gezeigt. A: Immunreaktivitat von NG2-positiven Zellen im Kortex
bei P2. Man achte auf die hohe Zahl NG2-positiver Zellen. B: rekombinierte NG2-
Gliazelle des Cerebellums in einem adultem Tier. Anhand der vielen feinen Fortsatze
konnten NG2-Zellen leicht morphologisch identifiziert werden. D-I: rekombinierte Zellen
(Astroglia) im Cerebellum und im Hypothalamus bei P2. Es konnten keine NG2-
positiven Zellen mit Marker-Expression identifiziert werden. Im Hypothalamus waren
BlutgefaBe auf Grund der Immunreaktivitat der Pericyten detektierbar. Die Balken
entsprechen 50 um. ctx: Kortex; cb: Cerebellum; hypothal: Hypothalamus; A: Astrocyt;
BG: Bergmann Glia; NG2: NG2-Glia.



4.5. Invivo Koinzidenzdetektion nach akuten Hirnverletzungen

Eine AO-Zelle ist Uber die zeitgleiche Expression von DsRed1 und EGFP nach einer
traumatischen Hirnverletzung definiert und detektierbar. Die erfolgreiche Cre-Komple-
mentierung in PLP-C/N-Cre-, GFAP-C/N-Cre- sowie in GFAP-CCre/PLP-NCre- und
GFAP-NCre/PLP-CCre-doppelt transgenen Mausen wahrend der Entwicklung zeigt
das hohe Potential dieser Tiere zur Analyse der Differenzierung Trauma-aktivierter
Gliazellen.

Daher wurden doppelt-transgene Mause mit Cre-Komplementierung (sowohl GFAP-
NCre/PLP-CCre als auch GFAP-CCre/PLP-NCre) verwendet, um ihnen die gleichen
kortikalen Stichverletzungen zu setzen, wie in den doppelt-transgenen fluoreszenten
Mausen. Die ldentifizierung der AO-Zellen nach einem Zeitfenster von 15 Tage nach
der Verletzung sollte mit den neuen transgenen Mausmodellen erméglicht sein. Durch
die Komplementierung der Cre-Rekombinase sollte der Reporter aktiviert werden und
die AO-Zellen auch nach mehr als 15 Tagen auffindbar markieren.

Sieben Tage sowie vier bzw. acht Wochen nach der Operation wurden Mause der Linie
GFAP-NCre(T)/PLP-CCre(K) perfundiert, der Kortex frontal in HOhe der Lasion
geschnitten und eine EYFP-Farbung durchgefihrt. Zu allen Zeitpunkten konnten
ipsilateral in der Nahe der Verletzung rekombinierte Zellen identifiziert werden, die
kontralaterale Seite zeigte keine rekombinierten Zellen. Diese Linie wurde ausgewahlt,
da es wenige EYFP-Reporter positive Zellen im Kortex nach der Entwicklung gab, die
Linie aber von der Rekombinationshaufigkeit her mittlere Rekombination zeigte.

In der Abb. 25 wird die Rekombination der Zellen sieben Tage nach der Verletzung in
der Linie GFAP-NCre(T)/PLP-CCre(K) gezeigt (A-C). Diese Zellen entsprechen den
AO-Zellen in den doppelt-transgenen fluoreszenten Mausen. Zu diesem Zeitpunkt gibt
es in den doppelt-transgenen fluoreszenten Mausen die hdchste Zahl von AO-Zellen.
Des Weiteren wurden auch Lasionen vier Wochen bzw. acht Wochen nach der
Verletzung untersucht. Zu diesen Zeitpunkten waren die fluoreszenten AO-Zellen nicht
mehr detektierbar. Sieben Tage nach der kortikalen Stichverletzung konnten maximal
ein bis zwei rekombinierte Zellen / frontaler Schnitt in direkter Nahe zum Stichkanal
identifiziert werden. Vier bzw. acht Wochen nach der Operation ist die Zahl der rekom-
binierten Zellen am Verletzungsherd hoéher und entspricht ungefahr 6-10 Zellen/
frontaler Schnitt. Alle rekombinierten Zellen in unmittelbarer Umgebung der Lasion
(< 500 ym) zeigten GFAP-Immunreaktivitat, entsprechen damit astroglialen Zellen.
Auch ihre Morphologie entspracht der von reifen protoplasmatischen Astrocyten mit
dicken, verzweigten Fortsatzen, die um das Soma angeordnet sind (Abb. 25).

Neben der Kombinationen GFAP-NCre(T)/PLP-CCre(K) wurde auch die Kombination
GFAP-NCre(T)/PLP-CCre(R) untersucht. In beiden doppelt-transgenen Linien kdnnen
rekombinierte Zellen auf der ipsilateralen Seite identifiziert werden. Auf der kontra-
lateralen Seite konnte keine Rekombination in Zellen im identischen Bereich des Kortex
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detektiert werden. Gleichwohl gab es auch Rekombination im Thalamus, Hypothalmus
und in der Region des dritten Ventrikels (siehe auch Abb. 26 A + 27 A), die auf der
embryonal zeitgleichen Aktivierung der beiden Promotoren beruht. In den Abbildungen
26 A-l und 27 A-l sind Ubersichten der verletzten Hirnregionen gezeigt. Die Aktivierung
der Astrocyten ist anhand der erhéhten GFAP-Immunreaktivitat, die auf der
kontralateralen Seite komplett fehlt, erkennbar (Abb. 26 | und 27 I). In den Abb. 26 J-O
und 27 J-O sind rekombinierte Astrocyten im Bereich der Lasion gezeigt, ihre
Morphologie entspricht protoplasmatischen Astrocyten (Abb. 26 D/J/M; Abb. 27 D/M)
oder der reaktiver Astrocyten nach einer traumatischen Verletzung (Abb. 27 J).

EYFP GFAP merge

7d pl

4w pl

8w pl

Abb. 25 Zeitabhangige Untersuchung der in vivo Koinzidenzdetektion
nach einer Verletzung des ZNS

Nach Setzen einer akuten kortikalen Verletzung konnte Rekombination in Zellen
gezeigt werden. Diese Zellen entsprachen den AO-Zellen der doppelt-transgenen
fluoreszenten Mause. Sieben Tage nach Setzen der kortikalen Stichverletzung (A-C)
konnten wie auch nach vier (D-F) bzw. acht Wochen (G-lI) rekombinierte Zellen
identifiziert werden. Vier bzw. acht Wochen nach der Verletzung hat sich die Zahl der
rekombinierten Zellen erhdht. Die Zellen zeigen GFAP-Immunreaktivitat sowie eine
typische astrogliale Morphologie (weitverzweigte Fortsadtze der protoplasmatischen
Astrocyten). Der Balken entspricht 50 um und gilt fur alle Bildausschnitte. ctx: Kortex;
A: Astrocyt.
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Abb. 26 In vivo Koinzidenzdetektion nach akutem Hirntrauma im Kortex —
(GFAP-NCre(T)/PLP-CCre(K))

In dieser Abbildung wird die Rekombination in der Linie GFAP-NCre(T)/PLP-CCre(K)
nach einem akuten Hirntrauma im Bereich des Kortex gezeigt. In A-E sind
lichtmikroskopisch (DAB) entweder eine EYFP- (A, B, C und D) oder eine GFAP-
Immunhistochemie (E) vier Wochen nach der kortikalen Stichverletzung dargestellt. In
F-O sind Doppelfarbungen von EYFP und GFAP dargestellt. Die rekombinierten Zellen
sind GFAP-positiv und &hneln morphologisch protoplasmatischen Astrocyten
(z.B. erkennbar in D und J). Der Balken in | entspricht 200 yum und gilt fir die
Ausschnitte F-I. Der Balken in O entspricht 20 ym und gilt fir die Bildausschnitte
J-0. ctx: Kortex; cc: Corpus Callosum; A: Astrocyt.
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contralateral

Abb. 27 In vivo Koinzidenzdetektion nach akuter kortikaler Verletzung
(GFAP-NCre(T)/PLP-CCre(R))

Hier wird die Rekombination in der Kombination GFAP-NCre(T)/PLP-CCre(R) nach
einer Kkortikalen Stichverletzung gezeigt. A-E zeigt Phasenkontrastbilder des
Hirntraumas entweder in einer EYFP-(A-D) oder in einer GFAP-Farbung (E) vier
Wochen nach Setzen der Lasion gezeigt. In F-O sind Doppelfarbungen von EYFP und
GFAP dargestellt. GFAP-positive Astrocyten sind rekombiniert. Der Balken in | ent-
spricht 200 ym und gilt fiir die Ausschnitte F-I. Der Balken in O entspricht 20 ym und
gilt fir die Bildausschnitte J-O. ctx: Kortex; A: Astrocyt.



Alle rekombinierten Zellen in Nahe der Verletzung differenzierten sich zu GFAP-
positiven Astrocyten.

Neben den beiden vorgestellten Kombinationen der transgenen Mause mit Cre-
Komplementierung wurden auch die anderen doppelt-transgenen Mause operiert und
vier Wochen nach der Verletzung untersucht. In der Kombination GFAP-CCre(F)/PLP-
NCre(D) mit geringer Rekombinationshaufigkeit (Abb. 28A-D) konnten keine Zellen im
Bereich der Verletzung aktiviert werden. Das bedeutet, es konnten keine
rekombinierten Zellen im Bereich der Lasion verglichen mit der kontralateralen Seite
identifiziert werden. Allerdings wurde geringe Rekombination aufgrund der
Entwicklungsaktivierung beider Promotoren in den Hirnregionen Thalamus, Hypo-
thalamus, Striatum und um den dritten dorsalen Ventrikel gefunden (Daten nicht
gezeigt). In der Kombination GFAP-NCre(W)/PLP-CCre(K) mit ebenfalls geringer
Rekombinationshaufigkeit (Abb. 28I-L) konnten einige wenige Zellen auf der
ipsilateralen Seite im direkten Vergleich zur kontralateralen Seite aktiviert werden. Es
rekombinierten aber nur ungefahr 1-2 Zellen/ frontaler Schnitt und Lasion. Auch hier
gab es die schon vorgestellte geringe Rekombination aufgrund der zeitgleichen
Aktivierung beider Promotoren wahrend der Entwicklung in Thalamus, Hypothalamus,
Striatum und dem dritten dorsalen Ventrikel. In der Kombination GFAP-NCre(V)/PLP-
CCre(K) mit der hochsten Rekombinationshaufigkeit konnte wie erwartet keine
Aussage darUber getroffen werden, wieviele Zellen durch die Verletzung aktiviert
wurden, da es sehr viele rekombinierte Zellen (Astrocyten, NG2-Glia und Pyramiden-
neurone) sowohl auf der kontra- als auch der ipsilateralen Seite aufgrund der
embryonalen Rekombination gab. Daher kann diese Linie nicht ausgewertet werden.
Die Unterscheidung zwischen embryonal rekombinierten Zellen und aktivierten
AO-Zellen, die sich zu Astrocyten differenzieren, ist nicht moglich. Die GFAP-positiven
Astrocyten auf der ipsilateralen Seite ergeben sich durch die Aktivierung des GFAP-
Promotors nach traumatischen Verletzungen. Die GFAP-Expression ist im adulten
Gewebe unterhalb der Detektionsgrenze (Buffo et al., 2008) und daher gibt es auf der
kontralateralen Seite keine Uberlagerung der kortikalen rekombinierten Astrocyten mit
der GFAP-Immunhistochemie. Die Rekombination nach einem akuten Hirntrauma in
den drei eben genannten Linien wird in der folgenden Abbildung zusammenfassend
verdeutlicht.
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Abb. 28 In vivo Koinzidendetektion in den Linien GFAP-CCre(F)/PLP-NCre(D)
und GFAP-NCre(V/W)/PLP-CCre(K)

In der Kombination GFAP-CCre(F)/PLP-NCre(D) (GCCFxPNCD) konnte keine Kom-
plementierung nach akutem kortikalem Hirntrauma festgestellt werden (A-C). B zeigt
die Astrogliose Uber eine GFAP-Farbung. Es konnten keine rekombinierten Zellen um
den Verletzungsherd identifiziert werden. D ist eine Uberlagerung von EYFP- und
GFAP-Farbung auf der kontralateralen Seite. Erkennbar ist hier die schwachere
GFAP-Farbung, da es keine astrocytare Aktivierung gab. In der Kombination GFAP-
NCre(V)/PLP-CCre(K) (GNCVXPCCK) (E-H) ist kaum ein Unterschied in der EYFP-
Farbung zwischen ipsi- und kontralateral erkennbar. Hier war die Rekombination in der
Entwicklung so hoch, das viele Astrocyten im Kortex aktiviert wurden und daher
zusatzlich-rekombinierte Zellen schwierig identifizierbar waren. Die Aktivierung der
Astrocyten nach der Verletzung ist deutlich in F gezeigt, in H (kontralateral) ist keine
Aktivierung durch eine erhdhte GFAP-Expression zu erkennen. I-L stellt die kortikale
Verletzung in der Kombination GFAP-NCre(W)/PLP-CCre(K) (GNCWxPCCK) dar. Hier
ist die ldentifizierung rekombinierter Zellen in der Lasion mdglich, ihre Zahl aber
gering. J zeigt die Astrogliose (GFAP-Farbung), L die kontralaterale Seite, in der keine
Aktivierung der Astrocyten erkennbar ist.
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4.6. Cre-Komplementierung im ZNS nach Injektion rekombinanter
adeno-assoziierter Viren

In dieser Arbeit wurde die Cre-Komplementierung als ein machtiges Verfahren zur
stabilen Markierung von koinzidenten Genaktivitdten in vivo identifiziert. Die
Ergebnisse versprechen die erfolgreiche Verwendung auch fir andere neuro-
biologische Fragestellungen. Da die Herstellung transgener Mause ein zeit- und
kostenintensiver Prozess ist, wurde das Potential der Cre-Komplementierung mit Hilfe
rekombinanter adeno-assoziierter Viren (rAAV) untersucht. Die hierfiir hergestellten
rAAVs sollten in vivo die Rekombination in Gliazellen und Interneuronen initiieren. Die
Identifikation interneuronaler Subpopulationen ist immer noch ein groRes Problem in
der Neurobiologie (Monyer und Markram, 2004; Markram et al., 2004). Die Anwendung
von Viren ist jederzeit méglich. lhre Ausbreitung begrenzt sich auf die Hirnregion, die
injiziert und danach infiziert wird. Damit stellen Viren eine gute Moglichkeit dar,
regionsspezifisch Zellen zu markieren bzw. genetisch zu manipulieren.

Als interneuronaler Promotor wurde zum einen der GADG67-Promotor ausgewahlt.
Dieser kontrolliert die Expression des GABA-synthetisierenden Enzyms Glutamat-
decarboxylase (glutamic acid decarboxylase) (Houser, 2007). Als zweiter Promotor
wurde der CCK-Promotor ausgewahlt, der das Neurohormon Cholecystokinin steuert
(Kawaguchi und Kondo, 2002). Fir Kontrollzwecke wurden auch Viren mit GFAP-
Promotor hergestellt und verwendet. Eine Ubersicht (iber die verwendeten Konstrukte
befindet sich in der Abbildung 4.

Um zu Uberprifen, ob die Viren zu einer messbaren Rekombination in den
gewlnschten Zellen flhren, wurden Viren verwendet, die zunachst gleichzeitig unter
demselben Promotor die Expression der beiden Cre-Fragmente steuern. Hierflr
wurden der astrogliale GFAP- bzw. der interneuronale GADG67-Promotor ausgewahlt
(siehe Abb. 29). Die Mause wurden drei Wochen nach der Injektion perfundiert und
analysiert. Gezeigt sind Doppelfarbungen gegen EYFP und einen glialen (GFAP) oder
interneuronalen (z.B. Parvalbumin) Marker. Wurden GFAP-C- und NCre-Viren in den
Kortex von ROSY-Reporter-Mausen ko-injiziert, konnten rekombinierte GFAP-positive
Astrocyten identifiziert werden (siehe Abb. 29 A-F). Allerdings fiihrte die Ko-Injektion
der GFAP-C/N-Cre-Viren in einigen seltenen Fallen auch zur Rekombination in
Pyramidenneuronen, was auf eine nicht eindeutige Wirtsspezifitdt der Viren hindeutet
(Daten nicht gezeigt).

Die Ko-Injektion von GADG67-C/NCre-Viren in den Hippocampus einer ROSY-
Reportermaus flihrte zu einer Rekombination in Interneuronen, die mit dem Marker
Parvalbumin markiert werden kdnnen. Parvalbumin markiert ebenfalls Subtypen von
Interneuronen und wird haufig zur Indentifizierung von interneuronalen Subtypen
verwendet (Kawaguchi und Kondo, 2002). Neben rekombinierten Parvalbumin-
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positiven Interneuronen gibt es auch rekombinierte Parvalbumin-negative Zellen.
Ursache das Vorkommen vieler verschiedener Subpopulationen von Interneuronen, die
Uberlappende Marker wie Parvalbumin oder auch GAD67 haben. Leider ist es nicht
moglich, die Zellen mit dem Marker GAD67 zu identifizieren, da dieser Marker in der
untersuchten Hinrregion postsynaptisch exprimiert wird und daher weit aulerhalb der
Zellsomabereiche, in denen ublicherweise der EYFP-Reporter nachgewiesen wird. Bei
der Ko-Injektion der GAD67-C/NCre-Viren im Kortex wurden in einem Fall rekom-
binierte Pyramidenneurone identifiziert, was auf die nicht-eindeutige Spezifitdt der
Viren hindeutet (Daten nicht gezeigt).

Wie erwartet konnte keine Rekombination detektiert werden, wenn nur der C- oder
N-terminale Teil der Cre-Rekombinase allein in eine ROSY-Maus injiziert wurde,
unahangig vom verwendeten Promotor (Daten nicht gezeigt).

Nach Komplementierung und Rekombination der Cre-Konstrukte unter Kontrolle
desselben Promotors, wurde getestet, ob die viralen Vektoren auch zur
Koinzidenzdetektion interneuronaler Promotoren verwendet werden kénnen. Die
Injektion von rekombinanten Adenoviren, bei denen die Expression des einen Cre-
Fragments vom GADG67-Promotor und des anderen Fragments vom CCK-Promotor
kontrolliert wurde, sollte zur Markierung einer Subpopulation von Interneuronen fihren.
Hierzu wurden GAD67-CCre- und CCK-NCre-Viren ko-injiziert. In diesem Fall wurden
Interneurone infiziert, die mit Calretinin oder Parvalbumin gegengefarbt wurden. Wie zu
erwarten rekombinierten nach Injektion der beiden Cre-Fragmente unter zwei
verschiedenen Promotoren weniger Zellen, als wenn beide Fragmente durch den
gleichen Promotor kontrolliert werden.

Diese Experimente zeigen, dass die Cre-Fragmente auch verwendet werden kdnnen,
um die zelltypspezifische Expression unter Verwendung rekombinanter adeno-
assoziierter Viren durchzufuhren. Die Expression der Cre-Fragmente fuhrt zur
Rekombination in den erwarteten Zellen.

Abb. 29 Rekombination nach Ko-Injektion von Viren mit C-und NCre-terminalen
Cre-Fragmenten unter der Kontrolle neuraler Promotoren

Injizierte man in den Kortex oder Hippocampus von ROSY-Reportermausen
gleichzeitig rekombinante adeno-assoziierte Viren mit Expression der C- und NCre-
Fragmente unter Kontrolle neuraler Promotoren erhielt man zelltypspezifische
Rekombination. A-F: Ko-Injektion von GFAP-C/NCre-Viren (GFAP-Immunfarbung).
Erkennbar ist, dass alle rekombinierten EYFP-positiven Zellen GFAP-immunreaktiv
waren. G-L: Ko-Injektionen der GAD67-C/N-Cre-Viren, Detektion mit Parvalbumin. M-
R: Ko-Injektion von GAD67-C und CCK-NCre-Viren, Parvalbumin/Calretinin-
Immunfarbungen. Der Balken gilt fur alle Bildauschnitte und entspricht 200 um fiir A-F
und 50 um fir G-R. ctx: Kortex; HC: Hippocampus; A: Astrocyt, IN: Interneuron (positiv
fur verwendeten Marker); IN": Interneuron (negativ fiir verwendeten Marker).
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79



5. DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Ergebnisse gefunden:

1. Akute Hirnverletzungen aktivieren Gliazellen, die gleichzeitig astro- wie oligo-
dendrogliale Eigenschaften aufweisen.

2. Diese aktivierten Gliazellen (AO-Zellen) differenzieren wahrend des Heilungs-
prozesses der Lasion zu reifen, protoplasmatischen Astrocyten.

3. Die AO-Zellen stammen aus der Oligodendrocyten-Lineage, in denen durch
die Lasion astrogliale Gene angeschaltet werden kénnen.

4. Die koinzidente Aktivitat zweier Gene kann durch Komplementierung von
N- und C-terminalen Fragmenten der Cre-Rekombinase in vivo in transgenen
Méausen als auch mit Hilfe viraler Vektoren stabil markiert werden.

5.1. Identifizierung aktivierter Gliazellen nach akutem Hirntrauma

Die Verwendung von transgenen Mausmodellen mit fluoreszenter Proteinexpression
unter Kontrolle zelltypspezifischer Promotoren ist aus der modernen Neurobiologie
nicht mehr wegzudenken. In dieser Arbeit wird gezeigt, dass unter Verwendung
doppelt-transgener GFAP-EGFP/PLP-DsRed1-Mause und bei einer akuten Verletzung
des ZNS durch kortikale Stichverletzungen bzw. einer ischamischen Schadigung
(MCAOQ) die ldentifizierung von aktivierten Gliazellen maoglich ist. Diese Zellen zeigen
astro- wie auch oligodendrogliale Eigenschaften (AO-Zellen). Ursache hierflr ist die
gleichzeitige Aktivierung von GFAP- und PLP-Promotor. Die Identifizierung dieser
Zellen ist auf ein posttraumatisches Zeitfenster von 3-15 Tagen reduziert. Unter
Einbeziehung der Halbwertszeiten der beiden fluoreszenten Proteine (EGFP: 24 h,
DsRed1: vier Tage; Verkhusha et al., 2003) ist die gemeinsame Aktivitdt der
Promotoren auf eine noch kiirzere Zeit als die gegebenen Tage einzuschatzen. Eine
erste astrogliale Reaktion auf eine Verletzung ist eine Stunde nach der Verletzung zu
beobachten (Mucke et al., 1991). Oligodendrocyten und OPCs reagieren sehr
empfindlich auf ischamische Bedingungen, daher ist eine oligodendrogliale Reaktion
ahnlich schnell zu erwarten (Matute et al., 2007).

Die AO-Zellen differenzieren sich aus der Klasse der oligodendroglialen Vorlaufer-
zellen. Sieben Tage nach der Verletzung sind die Zellen positiv fiir Olig2 und Sox10,
beides Marker fir oligodendrogliale Vorlauferzellen. Von beiden ist bekannt, dass sie
nach einer verletzungsinduzierten Aktivierung verstarkt exprimiert werden (Buffo et al.,
2008). Zusammen mit der Beobachtung, dass die Zellen in ihren Fortsdtzen DsRed1-
Proteinaggregate haben, lasst sich schliessen, dass sie von oligodendroglialen
Vorlaufern abstammen. Da sich die fluoreszenten Proteinaggregate erst mit einer stark
erhohten Expression des Transgens Uuber einen langeren Zeitraum (z.B. dem
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zunehmendem Alter) einstellen (Hirrlinger, Scheller et al., 2005), ist es denkbar, dass
der Promotor schon vor der Aktivierung durch die Verletzung angeschaltet war. Es ist
bekannt, dass viele OPCs die mRNA des PLP exprimieren (Ye et al., 2003), der
Promotor daher aktiv ist und es zur Expression des Transgens kommt. Werden diese
speziellen Oligodendrocytenvorlauferzellen, in denen der PLP-Promotor aktiv und
damit die mRNA nachzuweisen ist (Frei et al., 2000), nun zusatzlich durch die
Verletzung aktiviert, um als Vorlauferzellen flir die spateren AO-Zellen zu dienen,
kommt es zur Bildung der vorhandenen fluoreszenten Proteinaggregate. Das Fehlen
von Olig2 und Sox10 in einigen AO-Zellen deutet auf unterschiedliche Differenzie-
rungsstadien hin. Einige AO-Zellen exprimieren die proliferationsspezifischen Proteine
noch, andere nicht mehr.

Ahnlich wie Olig2 wird auch NG2 auf vielen Vorlauferzellen exprimiert, einschliesslich
denen der Oligodendrocyten und Astrocyten wahrend der Entwicklung (Cai et al., 2007;
Zhu et al., 2008) sowie auf multipotenten Vorlaufern im postnatalen Gehirn (Belachew
et al.,, 2003; Aguirre und Gallo, 2004). Die hier gefundenen AO-Zellen zeigen keine
Immunreaktivitat fir NG2. Der in dieser Arbeit verwendete monoklonale NG2-Anti-
korper (Diers-Fenger et al., 2001) markiert den extrazellularen Teil des NG2-Proteo-
glycans, der mit der extrazellularen Matrix in Verbindung steht. Es ist bekannt, dass die
Ektodomane des NG2-Molekiils sehr anfallig fir Proteasen ist. In einer Lasion liegt
eine erhdohte Konzentration an entzindungsfreigesetzten Proteasen (wie Matrix-
Metalloproteinasen, MMPs; Lukes et al., 1999; Rosenberg, 2002) vor. Da benachbarte
komplexe Astrocyten im Verletzungsherd aber NG2-positiv sind (Matthias et al., 2003),
kann eine proteolytische Spaltung durch diese Proteasen ausgeschlossen werden.
Diese Daten zeigen, dass die AO-Zellen trotz ihrer Immunreaktivitat fur die anderen
Proliferationsmarker negativ fir das Proteoglycan NG2 sind. Astrogliale und neuronale
Marker konnten in den AO-Zellen zu keinem Zeitpunkt detektiert werden. Dies ist ein
weiteres Indiz, dass die AO-Zellen von oligodendroglialen Zellen abstammen, zumal
der oligodendrogliale Marker PLP in den Fortsatzen detektiert werden konnte.

Die Anzahl der AO-Zellen nimmt mit dem Schweregrad der Verletzung zu. Dies konnte
unter Nutzung der MCAO und einer unterschiedlichen langen Dauer der
Sauerstoffunterversorgung gezeigt werden. Eine ischamische Schadigung fir 60 min
fuhrt zu einer groRen Anzahl von AO-Zellen, wahrend nach 45 min nur wenige, nach
30 min gar keine AO-Zellen gefunden werden. Kombiniert mit der Beobachtung, dass
auch kortikale Stichverletzungen AO-Zellen aktivieren, kann gefolgert werden, dass die
Verletzung der Blut-Hirn-Schranke zur Aktivierung der AO-Zellen fuhrt. Nach einer
Zerstorung der Blut-Hirn-Schranke durch eine ischdmische Schadigung (nach
60 minutiger Unterversorgung mit Sauerstoff und Glucose deutlich starker als nach
30 min, (Belayev et al., 1996)), dringen Monocyten (Leukocyten) von aul}erhalb des
Gehirns (aus dem Blut) in das ZNS ein (Huang et al., 2006), wo ihre Anwesenheit von

81



Gliazellen detektiert wird (Ballabh et al., 2004). Die Einwanderung von Monocyten wird
unter anderem durch Chemokine gelenkt (Man et al., 2007). Die anschliessende
Aktivierung von Astro- wie auch Mikroglia fuhrt unter anderem zur Sekretion von Cyto-
und Chemokinen in das Hirnparenchym (Eddleston und Mucke, 1993; Garden und
Moller, 2006; Man et al., 2007). Freigesetzte Cytokine sind z.B. der Tumor-Nekrose
Faktor a (TNFa), Interleukin-1B (IL-1B) und Interferon-y (IFN- y) (Huang et al., 2006;
Scholz et al., 2007). Zu den aus Gliazellen freigesetzten Chemokinen gehéren CINC
(cytokine-induced neutrophil chemoattractant) und MCP-1 (monocyte chemoattractant
protein-1) (Huang et al., 2006). Des Weiteren haben auch Adhasionsmolekile wie
Selektine, Integrine und Immunglobuline einen Einfluss auf die Ausbreitung der
ischamischen Region (Huang et al.,, 2006). Zusammen mit weiteren freigesetzten
Signalstoffen wie Glutamat, ATP, Aspartat und NO kommt es sowohl zu einer weiteren
Herabsetzung der Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke (Ballabh et al., 2004) als
auch zu nekrotischem und apoptotischem Zelltod (Huang et al., 2006).

Durch die beschriebenen Reaktionen kdnnten neben Gliazellen wie Astrocyten und
Mikroglia auch die hier gefundenen AO-Zellen aktiviert werden und sich aus OPCs
differenzieren. Diese Erklarung geht einher mit den Beobachtungen der kortikalen
Stichverletzungen. Kleinere Verletzungen zerstdren weniger Kapillaren im ZNS; daher
wandern weniger Leukocyten aus dem Blut in das Hirnparenchym ein. Bei
schwerwiegenderen Verletzungen werden mehr und vor allem gréRere Blutgefalle
zerstort, die Einwanderung nach der Verletzung der Blut-Hirn-Schranke verstarkt sich,
es kommt zu einer erhéhten Konzentration von Chemo- und Cytokinen in der verletzten
Hirnregion. Mehr AO-Zellen werden aktiviert. Nicht zu klaren ist hier, ob die Aktivierung
primar durch die aus dem Blut einstromenden Leukocyten ausgelést wird oder
sekundar auf die Aktivierung der Gliazellen und die darauffolgende Sekretion von pro-
inflammatorischen Signalstoffen erfolgt.

5.2. Aktivierte Glia differenzieren sich zu reifen Astrocyten

Durch Nutzung der neuen transgenen Mausmodelle mit Cre-Komplementierung kann
eine transiente Ko-Aktiverung der beiden glialen Promotoren in ein permanentes Signal
durch Expression des EYFP-Reporters umgewandelt werden. Wir konnten zeigen,
dass sich AO-Zellen nach ihrer Aktivierung durch eine traumatische Hirnverletzung aus
OPCs in reife Astrocyten differenzieren. Sowohl vier als auch acht Wochen nach der
kortikalen Verletzung konnten rekombinierte GFAP-positive protoplasmatische
Astrocyten auf der ipsilateralen Seite des Kortex nachgewiesen werden, kontralateral
gab es keine nachweisbar erhdhte Rekombination.

Das Cre/loxP System besteht aus zwei Komponenten: der Cre-Rekombinase (causes
recombination) und den loxP-Sequenzen (locus of crossover x aus dem Bakterio-
phagen P1). Das Enzym katalysiert die Rekombination der DNA zwischen zwei
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(gefloxten) loxP-Erkennungssequenzen (Hamilton und Abremski, 1984; Sternberg und
Hamilton, 1981) und bendtigt fur die Katalyse der Rekombination keine zusatzlichen
Proteine oder Ko-Faktoren, so dass dieses Enzym auch aullerhalb des
Bakteriophagen, z.B. in der Maus aktiv ist (Abremski et al., 1983; Abremski und Hoess,
1984; Sternberg und Hamilton, 1981). Um eine konditionelle Expression eines
gewunschten Gens, z.B. eines Reportergens zu erreichen, wird eine mit loxP-
Sequenzen flankierte STOP-Kassette zwischen dem Promotor und dem Transgen
platziert, so dass die Expression des Transgens erst nach Exzision der gefloxten
STOP-Kassette erfolgen kann (Lakso et al., 1996; Srinivas et al., 2001). Der Vorteil
dieses Reportersystem liegt darin, dass auch eine nur kurzzeitige Aktivierung des
Promotors zu einer dauerhaften Markierung der Zellen fiihrt, da die DNA irreversibel
verandert wird. Die Anwendung des Cre-Rekombinase-Systems kann mit dem haufig
in vitro genutzten Modell der Komplementierung biologischer Moleklle kombiniert
werden (Michnick et al., 2007). So wird die hier vorgestellte in vivo Koinzidenzdetektion
der beiden Promotoren durch Nutzung der neuen transgenen Mausmodelle mdglich.
Die dauerhafte Markierung der AO-Zellen ermdglicht ihre Identifizierung nach
eingetretender Differenzierung im posttraumatischen Zeitfenster.

Im Gegensatz zu den fluoreszenten AO-Zellen zeigen die EYFP-Reporter positiven
AO-Zellen nach sieben Tagen GFAP-Immunreaktivitat. Die fluoreszenten AO-Zellen
waren zu keinem untersuchten Zeitpunkt positiv fur klassische astrogliale Marker
(GFAP und S100B). Die Detektion des EYFP-Reporters erfolgt erst zu einem Zeitpunkt,
in dem die Detektion der AO-Zellen aufgrund ihrer Fluoreszenz nicht mehr von EGFP-
positiven protoplasmatischen Astrocyten unterscheidbar ist. Verbunden mit dem
Wissen der Halbwertszeiten der fluoreszenten Proteine (beschrankt dies die
gemeinsame Aktivitat von PLP und GFAP-Promotor auf maximal 1-3 Tage. Das
trotzdem in einem Zeitfenster von 15 Tagen AO-Zellen in den doppelt-transgenen
Mausen identifizierbar sind, |asst sich damit erklaren, dass sie nicht nur direkt nach der
Verletzung sondern auch wahrend der Regenerationsphase aktiviert werden. So ist es
denkbar, dass die zuerst aktivierten AO-Zellen sieben Tage nach der Verletzung
GFAP-positiv sind und das DsRed1 nicht mehr detektierbar ist, da der PLP-Promotor
schon mehrere Tage abgeschaltet ist. Durch die Aktivierung des endogenen GFAP-
Promotors ist GFAP nachweisbar, dass nach Verletzungen ebenfalls verstarkt
exprimiert wird (Mucke und Eddleston, 1993; Nolte et al., 2001). Dies zeigt sich auch
an aktivierten Astrocyten im Verletzungsherd, die GFAP-Immunreaktivitat zeigen und
gegenlber der kontralateralen Seite eindeutig indentifizierbar sind. Diese Daten
unterstitzen die Beobachtung, dass sich Zellen der Oligodendrocyten-Lineage in reife
Astrocyten differenzieren. Die Entwicklung aus OPCs zu reifen Astrocyten lasst sich
am Wechsel der glialen Proteine von Olig2/Sox10 zu GFAP nachverfolgen.
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In transgenen Mausen mit dem hier verwendenten PLP Minigen (die regulatorischen
Elemente enthalten auch das Intron | (Wight und Dobretsova, 2004)) sind die mRNAs
stabilisiert. Damit ist eine héhere Expression zu beobachten. Die NCre-mRNAs unter
dem GFAP-Promotor sind hingegen deutlich instabiler. Wir konnten GFAP-Promotor-
kontrollierte NCre-Fragmente auch proteinbiochemisch aufgrund geringer Expression
nicht nachweisen. Das CCre-Fragment ist 2-3 kDa kleiner als die entsprechenden
PLP-Promotor-getriebenen CCre-Fragmente. Die CCre-mRNA ist unter der Kontrolle
des GFAP-Promotors instabiler, als die mRNA des CCre mit der stabilisierenden
Intronsequenz unter Kontrolle des PLP-Promotors. Vermutlich erfolgt ein partieller
Abbau der mRNA vom 3’-Ende her. Werden die beiden Cre-Fragmente unter Kontrolle
des GFAP-Promotors aber durch Komplementierung stabilisiert, ist das CCre-Frag-
ment nachweisbar in der proteinbiochemischen Analyse. Aufgrund der hier gezeigten
dennoch erfolgreichen Cre-Komplementierung wurde dieses Phanomen nicht weiter
untersucht. Wir nehmen an, dass in den OPCs Cre-Fragmente bereits exisitieren Wird
nun der GFAP-Promotor durch die akute Verletzung aktiviert, werden nur wenige und
moglicherweise instabile komplementare Cre-Fragmente synthetisiert. Diese werden
aber umgehend durch die Komplementierung stabilisert. Die entstehende Cre-DNA-
Rekombinase-Aktivitat flihrt zur irreversiblen Modifikation der DNA und zur spateren
Expression des Reporters in Zellen. Die nachgewiesene Immunreaktivitat der
AO-Zellen fur oligodendrogliale Marker und die Nicht-Expression astroglialer Marker
sind ein weiterer Hinweis auf dieses Szenario.

Schon in den 80 er Jahren wurde das Vorkommen von bipotenten Zellen beschrieben,
die als O-2A Zellen bezeichnet wurden (Raff et al., 1983). In vitro differenzierten sich
diese Zellen in Oligodendrocyten bzw. nach Zugabe von 10 % Serum in Astrocyten.
Das Vorkommen der O-2A Zellen konnte sowohl im sich entwickelnden ZNS als auch
im adulten Gehirn z.B. im optischen Nerv und im Rickenmark gezeigt werden (Noble
und Wolswijk, 1992; Noble et al., 2004). In vivo konnte bisher aber nur die
Differenzierung von O-2A Zellen in Oligodendrocyten gezeigt werden, die Differen-
zierung in Astrocyten gelang bisher nur in Zellkulturexperimenten (Noble und Wolswijk,
1992). O-2A Zellen in vitro zeigen eine unipolare, in vivo im reifen ZNS eine einfache
bipolare Morphologie (Wolswijk und Noble, 1989). AO-Zellen zeigen zum Zeitpunkt
ihrer Identifizierung anhand der gleichzeitigen Expression von EGFP und DsRed1
ebenfalls eine einfache Morphologie. Ausgehend von der Annahme, dass die OPCs,
die sich zu AO-Zellen und spater reifen Astrocyten entwickeln identisch mit den in der
Literatur beschriebenen O-2A Zellen sind, ist die hier vorgelegte Arbeit die erste, die in
vivo die Differenzierung von OPCs zu Astrocyten zeigt. Aufgrund des fehlenden
Beweises, dass sich O-2A-Zellen in vivo in Astrocyten differenzieren kénnen, wird
heute in der Literatur zumeist nur noch von OPCs gesprochen (Nishiyama, 2007). Die
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hier gefundenen AO-Zellen sind ein transientes Differenzierungsstadium der O-2A-
Zellen auf dem Weg zu Astrocyten.

Eine weiterer Ursprung der Zellen ware die Entwicklung aus GRP-Zellen (glial
restricted precursors) (Gregori et al., 2002). Diese konnen wahrend der Entwickung in
vivo in Oligodendrocyten wie auch Astrocyten differenzieren, zudem bilden sie auch
adulte O-2A Zellen (Noble et al., 2004). Bei der Annahme, dass die AO-Zellen sich aus
GRPs entwickeln, die in ihrer Immunreaktivitdt OPCs entsprechen, ware die Differen-
zierung zu Astrocyten zu erklaren (Gregori et al., 2002). Bisher konnte nur gezeigt
werden, dass sich in der Entwicklung des Rilckenmarks aus GRPs Uber den
Zwischendifferenzierungsschritt O-2A-Zelle Oligodendrocyten entwickeln (Noble et al.,
2004). In Anbetracht der publizierten Daten, dass reife Oligodendrocyten nach
kortikalen Stichlasionen nicht proliferieren (Norton, 1999), OPCs hingegen stimuliert
werden (Dimou et al., 2008), kann geschlossen werden, dass sich die AO-Zellen, wie
schon immunhistochemisch gezeigt, aus oligodendroglialen Vorlauferzellen
differenzieren.

DsRed1 ist ungefahr doppelt so hell wie EGFP (Nagai et al., 2002). Die unterschied-
lichen Abstufungen in der Expressionrate von DsRed1 und EGFP, die die ver-
schiedenen quantitativen Resultate ergeben, zeigen, dass sich das Verhaltnis von
DsRed1 zu EGFP wahrend der Differenzierung andert und die unterschiedlichen
Konzentration an fluoreszenten Proteinen unterschiedlichenn Differenzierungsstufen
entsprechen. Ein Tetramer DsRed1 ist ungefahr genauso hell wie zwei Molekille des
Monomers EGFP. Daher ist davon auszugehen, dass in den Zellen die gelb bzw. grin-
gelb erscheinen deutlich héhere Konzentrationen an EGFP-Monomeren vorliegen als
an DsRed1-Tetrameren. Nimmt man an das OPCs zu Astrocyten differenzieren, ist in
den Zellen zu einem friihen Stadium viel DsRed1 (eher rot) vorhanden, zu einem
spateren Zeitpunkt dann nur noch EGFP (eher grin). Zwischen diesen beiden
Zeitpunkten ergeben sich die unterschiedlichen Farbabstufungen, die gezeigt werden
kénnen, basierend auf wechselnen Konzentrationen von DsRed1 und EGFP.

Die Verwendung des Reporters TgH(ROSA26-LoxP-stop-LoxP-EYFP)rosy flhrt zu
Einschrankungen bei der Detektion der Rekombination. Die embryonale Expression
des ROSA26-Promotors ist hoch und so die Markerexpression ohne eine Verstarkung,
z.B. durch eine Immunfarbung gegen das EYFP, detektierbar. Im postnatalen Gewebe
ist die Expression des EYFP unter der Kontrolle des ROSA26-Promotors allerdings so
gering, dass die intrinsische EYFP-Fluoreszenz nicht ausreicht, um ohne Verstarkung
detektiert werden. Das EYFP-Signal muss daher mit einem Antikérper gegen EYFP
amplifiziert werden (Delaunay et al., 2008).

Zudem wurde gezeigt, dass dieser Reporter eine Rekombination in Astroglia nur
unvollstandig anzeigt (Casper und McCarthy, 2006). Die hier vorgestellten Ergebnisse
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zeigen daher sowohl wahrend der Entwicklung als auch nach der traumatischen
Aktivierung eine zu geringe Zahl EYFP-positiver Zellen an. Die tatsachliche
Rekombination ist héher einzuschatzen (Casper und McCarthy, 2006).

In bisherigen Studien wurde die in vivo Differenzierung von O-2A-Zellen in Astrocyten
nicht gefunden. Dies lasst vermuten, dass dieser Prozess wahrend der Entwicklung
nicht stattfindet. Es konnte aber gezeigt werden, dass sich O-2A-Zellen in vivo
wahrend der Entwicklung in Oligodendrocyten differenzieren. Die Entwicklung zu
Astrocyten konnte nur in vitro durch Applikation von Serum induziert werden (Raff et
al., 1983). Bei der Verletzung der Blut-Hirn-Schranke dringen neben Leukocyten aus
dem Blutserum eine grol’e Zahl weiterer Faktoren in das Hirnparenchym ein. Dies
konnte eine Erklarung sein, warum in dieser Arbeit gezeigte Differenzierung zu
Astrocyten nur nach traumatischen Hirnverletzungen gezeigt werden kann. Die adulte
Bipotenz der O-2A-Zellen (lUber AO-Zellen) zeigt, dass es nach einem akuten Trauma
essentiell fur das Hirngewebe ist Uber eine genugende Anzahl von Astrocyten zu
verfugen. Diese astrogliale Entwickung aus OPCs (O-2A-Zellen) ist trotz der
vorhandenen Astrocyten wichtiger als eine Differenzierung zu myelinisierenden
Oligodendrocyten. Publizierte Daten zeigen, dass proliferierende Astrocyten als adulte
Stammzellen in verschiedenen Hirnregionen agieren (Doetsch et al., 1999; Seri et al.,
2001). Die Dedifferenzierung von Astrocyten in frihen Entwicklungsstufen wie dem
postnatalen (Ganat et al., 2006) bzw. embryonalen Gehirn (Gotz und Huttner, 2005)
zeigt, wie wichtig es ist, Differenzierungen verschiedener glialer Zellpopulationen in
vivo zu verstehen. Nur dann lassen sich therapeutische Ansatze finden, mit denen ein
Einfluss auf z.B. ischamische Verletzungen ausgeibt werden kann. Es wurde gezeigt,
dass einige postmitotische Astrocyten nach traumatischen Hirnverletzungen
dedifferenzieren und in vitro das Potential haben sich zu Neuronen zu entwickeln
(Buffo et al., 2008). Es erscheint mdglich, dass diese Gruppe von sich dedifferenzierten
Astrocyten aus OPCs (O-2A-Zellen) wieder aufgefillt wird. Vielleicht entwickeln sich
aus O-2A-Zellen genau diese multipotenten Astrocyten, um die Zahl dieser Gliazellen
nach einer Verletzung zu erhdhen. Gliale Vorlauferzellen, die NG2 oder PDGFRa
exprimieren, besitzen diese Eigenschaft sowohl vor als auch nach einer akuten
Hirnverletzung nicht (Buffo et al., 2008). Daher koénnte die Differenzierung nach
Aktivierung aus O-2A-Zellen ein wichtiger Schritt flr die sich entwicklenden Astrocyten
sein, um diese Multipotenz zu erreichen (siehe Abb. 30). Adulte OPCs (O-2A-Zellen)
und ihre Differenzierung zu Astrocyten zeigen wie wichtig es ist, zu verstehen wie
Vorlauferzellen nach akuten Verletzungen aktiviert werden und reagieren. Diese Zellen
kénnten als therapeutische Quelle angesehen werden, um neuronale Differenzierung
in Regionen zu ermdglichen, die sich weit entfernt von den Zonen der adulten
Neurogenese (SVZ/SGZ) befinden (Buffo et al., 2008).
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Abb. 30 Differenzierungspotential von OPCs und Astrocyten

A: Olig2/Sox10 positive OPCs entwickeln sich nach einer akuten Hirnverletzung tber
das transiente Zwischenstadium AO-Zellen zu reifen Astrocyten (in dieser Arbeit
gezeigt). Diese OPCs differenzieren wahrend der Entwickung zu reifen myelin-
isierenden Oligodendrocyten. B: In Buffo et al., 2008 wurde gezeigt, dass eine Sub-
population reifer Astrocyten nach einer akuten Verletzung proliferiert und diese Zellen
in vitro das Potential zeigen neben Astrocyten auch Oligodendrocyten und Neurone zu
bilden. In vivo erfolgt die Differenzierung zu reifen Astrocyten. Die Differenzierung von
reifen Astrocyten aus OPCs lasst vermuten, dass diese spezielle Astrocyten-
Subpopulation zu diesen multipotenten Astrocyten zu zahlen ist und die Zellzahl nach
einem akuten Trauma erhoht.

Interessant ware, die Differenzierung aus OPCs (O-2A-Zellen) Uber AO-Zellen zu
Astrocyten zu verfolgen. Dies wird durch Verwendung der der 2-Photonen-Mikroskopie
in den doppelt-transgenen fluroeszenten Mausen in vivo ermdéglicht. Die genaue
Differenzierung zu zeigen bleibt zuklinftigen Studien Uberlassen. Dabei sollte die zeit-
liche Differenzierung der Zellen anhand der wechselnen Expression der fluoreszenten
Proteine detektiert werden kdnnen. Zudem koénnten verschiedene Wachstumsfaktoren
eingesetzt werden, um zu prifen, ob die Differenzierung beeinflusst werden kann.

87



5.3. Cre-Komplementierung als Koinzidenzdetektor
fur gliale Promotoraktivitat

5.3.1. Rekombination nach Cre-Komplementierung
wahrend der embryonalen Entwicklung

Die hier in dieser Arbeit vorgestellte Rekombination nach Fragmentierung und
anschliessender Komplementierung der Cre-Rekombinase, ist das erste Beispiel flr
eine in vivo Koinzidenzdetektion gleichzeitiger Genaktivitdt. In allen untersuchten
Mauslinien konnte Reporter-Expression nicht nur nach einem kortikalen Hirntrauma
gezeigt werden. Rekombination in verschiedenen neuralen Zellen wurde auch wahrend
der ZNS-Entwicklung detektiert.

Die Rekombinationshaufigkeit in Zellzahl und Zelltyp variierte in den untersuchten
Linien wahrend der Entwicklung. Alle Zellen zeigten EYFP-Reporter positive Astrocyten
und NG2-Glia, drei Linien zeigten Rekombination auch in Oligodendrocyten der weillen
Substanz oder in Projektionsneuronen in Kortex und Hippocampus.

Der humane GFAP-Promotor allein flhrt in vivo nach Rekombination zur Markierung
von Astrocyten, Bergmann-Glia, Oligodendrocyten und Neuronen (Malatesta et al.,
2003; Casper und McCarthy, 2006). Dies beruht auf der Aktivitdt des Promotors ab
E12 in radialer Glia. Die Aktivierung des PLP-Promotors ab E9.5 induziert eine
Rekombination in Neuronen und Oligodendrocyten, ab E13.5 in Oligodendrocyten wie
auch Astrocyten (Leone et al., 2003; Delaunay et al., 2008). Zum Zeitpunkt E13.5 kann
damit eine gleichzeitige Aktivitat fur beide Promotoren nachgewiesen werden. Sowohl
alle GFAP-Promotor-aktiven radialen Glia als auch die gliogenen Vorlauferzellen mit
Aktivitdt des PLP-Promotors sind positiv fur den Transporter GLAST (Malatesta et al.,
2003; Delaunay et al., 2008). Damit wird gezeigt, dass es eine Population von
Vorlauferzellen geben koénnte, in der sowohl der PLP- als auch der GFAP-Promotor
aktiv sind. Diese Subpopulation von Zellen zeigt die koinzidente Aktivitat beider
Promotoren und fihrt in den Mauslinien zur Expression des Reporters in Astrocyten,
NG2-Glia, Oligodendrocyten und Neuronen (siehe Abb. 31)

Untersucht man den Zeitpunkt der Rekombination kénnen die ersten markierten Zellen
erst bei E18.5 detektiert werden, obwohl publizierte Daten zeigen, dass GFAP und
PLP-Promotor schon bei E12 aktiv sind. Die untersuchten Schnitte bei E12.5 und auch
bei E15.5 zeigten aber in keiner der untersuchten Hirnregionen Rekombination.
Ursache hierfir ist, dass zwischen der Expression der Cre-Fragmente, der
Komplementierung, der anschliessenden DNA-Rekombination und der mdglichen
Detektion des Reporters eine gewisse Zeitspanne noétig ist. Unter Verwendung der
intakten Cre-Rekombinase kann die bendtigte Zeit zwischen Cre-Expression und
Reporterdetektion immunhistochemisch gezeigt werden. Tage vor der detektierbaren
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Reporterexpression kann die Cre-Rekombinase immunhistochemisch markiert werden
(Delaunay et al., 2008). Unter Bericksichtigung, dass auch die Komplementierung
weitere Zeit kostet, lasst sich die spate Detektion des EYFP-Reporteres ab E18.5
erklaren.

Astrocyte

Neuron Astrocyte Neuron
Oligodendrocyte Oligodendrocyte Oligodendrocyte

|1

PLP-Promotor GFAP-Promotor
active Precursurs active Radial Glia

Abb. 31 Koinzidente Aktivitat von GFAP- und PLP-Promotor
wahrend der Embryonalentwicklung

PLP-Promotor positive Vorlauferzellen sind ab E9.5 neurogen und differenzieren zu
Neuronen und Oligodendrocyten. Ab E13.5 induziert die Aktivitat des PLP-Promotors
die Differenzierung von Vorlauferzellen zu Oligodendrocyten sowie Astrocyten. Ein Teil
dieser Population exprimiert den glialen Transporter GLAST. Radiale Glia zeigt GFAP-
Promotoraktivitat ab E12 und diese Zellen sind GLAST-positiv. Dies zeigt, dass es eine
Subpopulation von Zellen geben muss, die sich durch GLAST-Immunreaktivitat aus-
zeichnen, in denen der GFAP- wie auch der PLP-Promotor aktiv sind.

Die Resultate zeigen eindeutig eine Koinzidenz der Aktivitdt von PLP- und GFAP-
Promotor wahrend der Entwicklung. Das hier vorgestellte ,Split Cre/loxP-System*
eroffnet daher alternative Moglichkeiten fur Lineage-Analysen verschiedener Vorldufer-
zellen wahrend der Entwicklung des ZNS. Die gleichzeitige Aktivierung verschiedener
Promotoren kann als einschrankender Faktoren fir die Markierung von Sub-
populationen genutzt werden. Des Weiteren kdénnen in diesen Subpopulationen
wichtige Zielgene, z.B. fliir Proliferation oder Differenzierung, Uber die Cre-
Rekombination ausgeschaltet werden. Die wachsende Zahl von Mauslinien mit
gefloxten Genen wird in der Zukunft zahlreiche konditionalen Deletionsstudien in
Zellpopulationen erméglichen. Uber die Nutzung von Mausen, in denen die Expression
von Toxinrezeptoren (Diphtherietoxin-Rezeptor) nach Cre-Rekombination erfolgt
(Brockschnieder et al., 2004; Buch et al., 2005), ist es moglich diese Subpopulationen
gezielt nach Toxingabe zu eliminieren und die weitere Entwicklung des ZNS ohne sie
zu verfolgen.
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5.3.2. Postnatale Differenzierung der NG2-Glia

Im postnatalen Gehirn wurde die DNA-Rekombination in einer Vielzahl von NG2-
positiven Zellen in verschiedenen Hirnregionen nachgewiesen. Die NG2-Immun
reaktivitdt im postnatalen Gehirn wird sowohl verschiedenen Subgruppen von glialen
Zellen (komplexe Gliazellen bzw. OPCs) als auch einer distinkten dritten Population
von Makroglia (Synantocyten, Polydendrocyten bzw. NG2-Glia) zugeschrieben
(Nishiyama, 2007).

Die Untersuchung des friihen postnatalen Gehirns in Mausen mit Cre-Komplemen-
tierung zeigte, dass bei P2 weder im Grof3hirn noch im Cerebellum eine Kolokalisation
von EYFP und NG2 detektiert werden kann. Zu diesem Zeitpunkt gibt es aber sehr
viele Vorlauferzellen die NG2-positiv sind. Zu keinem anderen Zeitpunkt der
Entwicklung des zentralen Nervensystems gibt es diese hohe Anzahl NG2-positiver
Zellen. Es ist daher wahrscheinlich, dass die im adulten ZNS gefundenen NG2-Zellen
mit nachgewiesener DNA-Rekombination aus postnatalen NG2-negativen Vorlaufer-
zellen stammen.

Die Morphologie der NG2-positiven Zellen im adulten Gehirn entspricht der von
beschriebenen Polydendrocyten (Nishiyama, 2007). Die rekombinierten NG2-Zellen
zeigten die typischen feinen, sehr langen Fortsatze und sind daher einfach von
protoplasmatischen Astrocyten unterscheidbar, die kirzere, dickere Fortsatze zeigen
(Nishiyama, 2007). Die rekombinierten NG2-Zellen waren zu keinem der untersuchten
Zeitpunkte gleichzeitig positiv fir GFAP und NG2. Es konnten aber viele rekombinierte
NG2-Zellen identifiziert werden, die in direktem Kontakt zu protoplasmatischen
Astrocyten stehen. Diese Daten deuten auf eine direkte strukturelle Interaktion
zwischen den beiden Zelltypen hin. NG2-Glia kénnen auf eine Aktivierung durch
Astrocyten Uber ATP ebenfalls mit Ca?*-Konzentrationsanderungen (Ca?-Wellen)
antworten. NG2-Zellen wie auch Astrocyten reagieren auf neuronale Aktivitat in situ
womit eine ATP-vermittelte Kommunikation (Gliotransmitter) zwischen Astrocyten und
NG2-Glia existiert (Wigley et al., 2007). Diese Kommunikation ist durch die enge
Interaktion der astrocytaren wie auch NG2-glialen Fortsatzen gewahrleistet.

54. Funktionelle Koinzidenzdetektion mit rekombinanten Viren

Rekombinante adeno-assoziierte Viren (rAAV) sind ein attraktives Werkzeug um
genetisch einen Einfluss auf das ZNS zu nehmen Sie sind nicht toxisch und I6sen im
Allgemeinen keine Entzundungsreaktion im Nervengewebe aus. Durch die hohe
Flexibilitat sind virale Infektionen eine haufig genutzte Methode geworden, Zellen
in vivo genetisch zu markieren oder zu modifizieren. Im Gegensatz zu transgenen
Mausmodellen ist die Erzeugung rekombinanter Viren schnell und ihr Einsatz ist zu
jedem Zeitpunkt wahrend der Hirn-Entwicklung bzw. wahrend der Progression einer
Krankheit mdglich. Aus diesem Grund wurde die Funktionalitdt der Komplementierung
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der Cre-Fragmente auch getestet werden, wenn ihre Expression von rekombinanten
adeno-assoziierten Virenvektoren gesteuert wird (During et al., 2003). Hierzu wurde
der Fokus auf interneuronale Promotoren gelegt, da die Klassifizierung von
interneuronalen Subpopulationen eine wichtige Fragestellung ist (Monyer und
Markram, 2004; Markram et al., 2004). Als interneuronale Promotoren wurden der
GADG7-Promotor ausgewahlt, der die Expression des GABA-synthetisierenden
Enzyms Glutamatdecarboxylase (glutamatic acid decarboxylase = GADG67) steuert, des
Weiteren der Promotor flr das Neurohormon Cholecystokinin (CCK). Beide sind
spezifisch im Gehirn fur Subpopulationen von Interneuronen. Fir Kontrollzwecke
wurden auch Viren hergestellt, die die beiden Cre-Fragmente unter der Kontrolle des
humanen GFAP-Promotors steuern. Die gleichzeitige Infektion mit Viren, die die beiden
Cre-Fragmente unter dem gleichen Promotor steuern, fihrt zur Rekombination in den
erwarteten Zellen. Mit GAD67-C/N-Cre-Viren im Hippocampus erfolgte die Markierung
von Parvalbumin positiven-Interneuronen, die Injektion von GFAP-C/N-Cre-Viren in
den Kortex flhrte zur Rekombination in protoplasmatischen GFAP-positiven Astro-
cyten. Die Ko-Injektion von CCK-NCre und GAD67-CCre markierte Parvalbum bzw.
Calretinin-positive Interneurone. Das letzte Experiment zeigte, dass die Koinzidenz-
detektion interneuronaler Promotoren mit Hilfe der Cre-Komplementierung moglich ist.

Die Nutzung des regulatorischen posttranskriptionalen Elements WPRE (woodchuck
posttranscriptional regulatory element) fordert die cytoplasmatische Akkumulation und
Translation der mRNA, was in einer deutlich hdheren Expression resultiert (Fitzsimons
et al.,, 2002). Aber auch die Nutzung von viralen Vektoren im ZNS ist limitiert. Ein
genaues Verstandnis des Infektionsprozesses ist wichtig, um Einschrankungen zu
Uberwinden und die Nutzung der rAAVs zu optimieren. Alle bekannten Serotypen
gelangen Uber eine Rezeptor-vermittelte Endocytose in die infizierten Zellen (Buning et
al., 2008). Durch Variationen der Aminosdurezusammensetzung des Capsids,
differieren die Serotypen in den genutzten Rezeptoren, die sie fur die Infektion der
Zelle nutzen. Bestimmte Serotypen sind geeigneter um Gliazellen bzw. Neurone zu
untersuchen (Buning et al., 2008). Dies erklart auch die hier gefundene Rekombination
in Pyramidenneuronen nach Infektion der Viren, die die Expression unter glialen bzw.
interneuronalen Promotoren kontrollierten. Der verwendete Serotyp 2 ist geeignet um
Projektionsneurone zu infizieren (Burger et al., 2005). Besonders bei einem erhdhten
Titer der Viren kann eine Expression der Cre-Fragmente in anderen Zelltypen nicht
ausgeschlossen werden.

Unter Nutzung von rAAVs kann die Cre-Komplementierung verwendet werden, um in
vielen Zelltypen auch ausserhalb des ZNS Zell-Lineage-Studien oder konditionale
Deletionen durchzufiihren. Die Daten demonstrieren, dass die Cre-Komplementierung
in verschiedenen Modellsystemen angewandt werden kann und unabhangig vom
zelluldren Kontext ist.
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5.5. Cre-Komplementierung als neue neurobiologische Methode

5.5.1. Hohe DNA-Rekombinase Aktivitat nach Cre-Komplementierung

Die Komplementierung der Cre-Rekombinase bei Expression beider Fragmente unter
dem gleichen Promotor wurde untersucht, um die Ergebnisse mit den Rekom-
binationen der intakten Cre-Rekombinase unter Verwendung der glialen Promotoren zu
vergleichen. Die Analyse der postnatalen Expression des EYFP-Reporters nach
Komplementierung durch die Aktivierung des PLP-Promotors ergab Rekombination in
Oligodendrocyten, Astrocyten wie auch Neuronen in allen untersuchten Hirnregionen,
was der Rekombination in publizierten Mauslinien entspricht. Der PLP-Promotor ist ab
E9.5 in der Ventrikularschicht des Mittelhirns (Diencephalon) aktiv (Ikenaka et al.,
1992; Timsit et al., 1992; Timsit et al., 1995). Bei E13.5 kdnnen Zellen identifiziert
werden, die Marker wie Nestin, GLAST und BLBP exprimieren (Delaunay et al., 2008).
Im postnatalen Gehirn konnte die Rekombination in reifen myelinisierenden
Oligodendrocyten, protoplasmatischen Astrocyten, Ependymzellen und NeuN- bzw.
Calretinin-positiven Neuronen im Diencephalon gezeigt werden. Die Verwendung einer
induzierbaren TgN(PLP-CreERT2)-Maus (Leone et al., 2003) zeigte dass die Reporter-
positiven Zellen bei E9.5 sich hauptsachlich zu Neuronen differenzieren (~95 %). Die
Zellen, die nach E13.5 rekombinieren, differenzieren sich dagegen hauptsachlich zu
Gliazellen (Astrocyten, Olig2-positive Vorlauferzellen). PLP-Promotor aktive Zellen sind
bei E9.5 neurogen und ab E13.5 gliogen (Le et al., 2005). Im Rickenmark werden
Oligodendrocyten und Motorneurone von einer gemeinsamen frihe Vorlauferzelllinie
gebildet (Richardson et al., 2000; Kessaris et al., 2001). Zu einem spateren Zeitpunkt
generieren dann aber die GPRs (glial restricted precursors) Oligodendrocyten und
Astrocyten (Gregori et al.,, 2002). Wichtig zu beachten ist, dass die Studien in
verschiedenen Hirnregionen gemacht wurden und daher nicht vollstdndig miteinander
verglichen werden kénnen.

Die Komplementierung nach Expression unter der Kontrolle des GFAP-Promotors flhrt
zur Rekombination von Astrocyten, Oligodendrocyten und Neuronen in allen unter-
suchten Hirnregionen. Die Rekombination nach Komplementierung der Cre-Rekom-
binase gesteuert durch den GFAP-Promotor ist identisch mit bisher publizierten Daten.
Die Verwendung transgener Mauslinien die unter Kontrolle des GFAP-Promotors die
komplette Cre-Rekombinase exprimierten, zeigte ebenfalls Rekombination in
Astrocyten, Oligodendrocyten und Neuronen in vivo (Zhuo et al., 2001; Malatesta et al.,
2003; Casper und McCarthy, 2006). Die Cre-Rekombinase ist z.B. ab E12 im
cerebralen Kortex detektierbar und kolokalisiert mit radialen Gliamarkern wie GLAST.
Die Mehrzahl der Projektionsneurone im Neokortex differenziert aus radialer Glia,
wahrend Parvalbumin-, Calbindin- oder Calretinin-positive kortikale Interneurone nicht
von dieser Lineage abstammen (Malatesta et al., 2003). Neben Neuronen und
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Astrocyten rekombinieren auch viele Oligodendrocyten in den myeliniserenden Trakten
des Cerebellums, des Corpus Callosum, des Thalamus und des Riickenmarks und
gehen damit ebenfalls auf einen Vorlaufer zurtick, in dem der GFAP-Promotor aktiviert
ist (Casper und McCarthy, 2006). Auch die Rekombination in GABAergen
Interneuronen konnte in vielen untersuchten Regionen nachgewiesen werden (Casper
und McCarthy, 2006). In den hier verwendetetn Tieren, in denen die Cre-Rekombinase
unter dem GFAP-Promotor komplementiert, konnten all diese Zelltypen detektiert
werden. Eine Ausnahme bilden die Interneurone, die in keiner der untersuchten
Mauslinien nachgewiesen werden konnte. Die Population von NG2-Zellen, die nach
Cre-Komplementierung detektierbar ist, wurde in den bisherigen Publikationen nicht
untersucht.

Zu beobachten waren aber regionale Unterschiede zwischen den verglichenen
Mauslinien mit Cre-Komplementierung. Beim Vergleich der Linien mit Cre-
Komplementierung unter dem PLP-Promotor und der Rekomination des intakten
Enzyms unter Kontrolle des PLP-Promotors (Delaunay et al., 2008) zeigte sich, dass
die Art und Anzahl der rekombinierten Zellen zwar differierte aber nicht unwesentlich
auseinander lag. Die in vitro-Daten zeigten, dass die Effektivitat der komplementierten
Cre-Rekombinase bei ungefahr 30% verglichen mit dem kompletten Enzym lag (Jullien
et al.,, 2003; Casanova et al.,, 2003). Vergleiche der Rekombinationshaufigkeit
zwischen der intakten Cre-Rekombinase und den Cre-Fragmenten nach Komplemen-
tierung zeigen, dass die hier gezeigete DNA-Rekombination in vivo in den hier verwen-
deten Mauslinien hdher einzuschatzen ist. Die Anzahl rekombinierter Zellen ist in vielen
Hirnregionen ahnlich hoch wie nach Rekombination des intakten Enzyms.

Die Rekombination nach Cre-Komplementierung gesteuert unter den glialen
Promotoren GFAP und PLP ist vergleichbar mit der Rekombination des nicht-komple-
mentierten Enzyms. Die hier wahrend der Entwicklung induzierte Cre-Komplemen-
tierung unter dem GFAP- bzw. PLP-Promotor liefert dasselbe Ausmal an
Rekombination wie eine intakte PLP- oder GFAP-Promotor gesteuerte Cre-DNA-
Rekombinase. Wir kénnen daher davon ausgehen, dass die Cre-Komplementierung
ein sehr machtiges genetisches Werkzeug fur in vivo-Anwendungen darstellt.

5.5.2. Cre-Komplementierung als neues System

Neben der hier erfolgreich gezeigten Cre-Komplementierung (Casanova et al., 2003;
Jullien et al., 2003; Jullien et al., 2007) wurden unter anderem auch die folgenden
Proteine komplementiert, um z.B. Protein-Protein-Interaktionen zu klaren: GFP/YFP
(Magliery et al., 2005; Hu et al., 2002), die B-Galctosidase (Ullmann et al., 1965; Rossi
et al., 1997) sowie die TEV-Protease (Protease des Tobacco Etch Virus; (Wehr et al.,
2006). Die Komplementierung und damit Rekonstitution von fluoreszenten
Proteinfragmenten ist von Vorteil, da hier der funktionale Proteinkomplex direkt in
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lebenden Zellen visualisiert werden kann (Zhang et al., 2004b; Kerppola, 2006).
Trotzdem erreicht man mit bimolekularer Fluoreszenzkomplementierung nur ein
transientes Signal in den untersuchten Zellen (Hu et al., 2002). Die irreversible
Modifikation der DNA mit Hilfe der Cre-Komplementierung hingegen verwandelt ein
transientes Signal (hier: Expression beider Cre-Halften bei koinzidenter Aktivitat der
Promotoren) in ein permanentes Signal (Reporterexpression nach DNA-Modifikation).
Die publizierten in vitro Daten der Cre-Komplementierung zeigten, dass die
Fragmentierung der Cre-Rekombinase und spatere Zusammenflihrung zu einem
aktiven Enzym fuhrt, dessen Aktivitat in vitro unterhalb der normalen Enzymaktivitat
liegt (Jullien et al., 2003; Casanova et al., 2003). Die Ermittlung der gleichzeitigen
Aktivitat bestimmter Promotoren Uber den Ansatz einer fragmentierten Cre-
Rekombinase und damit die Markierung einzelner Subpopulationen von Zellen
ermoglicht die Detektion wahrend und nach ihrer Entwicklung in vivo. Allein im ZNS
gibt es viele Zellen, deren Einteilung in funktionelle Subtypen ein noch nicht geklartes
Problem ist. Hierzu gehdren wie schon erwadhnt Astroglia, OPCs und Interneurone.
Aber auch ausserhalb des ZNS kann das System der Cre-Komplementierung
eingesetzt werden um bestimmte Zellpopulationen zu untersuchen. Denkbar ist auch
eine Markierung von Zellen, in denen z.B. die gleichzeitige Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren zur Rekombination flihrt. In diesem Fall misste die Expression
der Cre-Fragmente nach Transkriptionsfaktorbindung an die DNA gestartet werden.

Fur die Dimerisierung und Komplementierung der Cre-Fragmente wurde die
Interaktionsdoméane eines Transkriptionsfaktors aus Saccharomyces cerevisiae (Hefe)
ausgewahlt, um das Risiko, dass diese Interaktionsdomane mit endogenen Coiled-
Coil-Domanen des Mausproteoms interagiert, zu minimieren. Es wurde die Coiled-Coil-
Doméane des GCN4-Transkriptionsfaktors verwendet, von der gezeigt wurde, dass sie
stabile Dimere bildet (Hope und Struhl, 1987). Zudem wurde sie in vitro eingesetzt und
fuhrte zu einer stabilen Komplementierung der Dihydrofolat-Reduktase und der TEV-
Protease (Pelletier et al., 1998; Wehr et al., 2006). Obwohl nicht auszuschliessen ist,
dass die Cre-Konstrukte an endogene Proteine binden und so mit zellularen
Signaltransduktionsprozessen interferieren, ist eine artefizielle Beeintrachtigung un-
wahrscheinlich. In den verschiedenen erzeugten transgenen Mauslinien konnten keine
Verhaltensauffalligkeiten bezogen auf Zucht- und Kafigverhalten sowie die Expression
zelluldrer Marker beobachtet werden.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Transgene Mausmodelle mit fluoreszenter Proteinexpression unter der Kontrolle
zelltyp-spezifischer Promotoren ermdéglichen es neurale Zelltypen in gesundem wie
geschadigtem Gewebe zu visualisieren. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht,
welche Auswirkungen akute Hirnverletzungen auf Astrocyten und Oligodendrocyten
haben. Daflir wurde eine Mauslinie verwendet, die in Astrocyten EGFP unter dem
Promotor des sauren Gliafaserproteins (GFAP) und in Oligodendrocyten DsRed1 unter
der Kontrolle des Proteolipidprotein-Promotors (PLP) exprimiert. Zwei verschiedene
Hirn-Trauma-Modelle wurden flr die Untersuchungen herangezogen: die kortikale
Stichverletzung und die mittlere cerebrale Arterienocclusion, die als Analogon zum
Hirnschlag angesehen wird. In beiden Modellen konnten posttraumatisch Zellen
identifiziert werden, die sowohl EGFP als auch DsRed1 exprimierten, und damit
gleichzeitig astro- wie oligodendrogliale Eigenschaften zeigten. Diese AO-Zellen (fur
astroglial und oligodendroglial) erschienen friihestens drei Tage nach der Verletzung in
unmittelbarer Nahe zum Verletzungsherd. Sie konnten aber bereits 15 Tage nach der
Verletzung nicht mehr detektiert werden. Die immunhistochemische Analyse zeigte,
dass die AO-Zellen mit Markern fiir oligodendrogliale Vorlauferzellen markiert werden
kdnnen, aber keine neuronalen Eigenschaften besitzen.

Um die weitere Differenzierung der AO-Zellen zu verfolgen, wurden neue transgene
Mausmodelle hergestellt, die unter GFAP- und PLP-Promotor Fragmente der Cre-
DNA-Rekombinase exprimierten. Die Komplementierung dieses Proteins flhrt zu
einem aktiven Enzym, das in der Lage ist LoxP-flankierte DNA-Sequenzen zu
schneiden. Die Verwendung eines Reportersystems mit Stop-gefloxter EYFP-Kassette
im ROSA26-Locus (TgH(ROSA26-flox-Stop-flox-EYFP)rosy) erméglichte die Visua-
lisierung der Rekombination in Zellen mit erfolgreicher Komplementierung.

Die Verwendung der neuen doppelt-transgenen Mausmodelle zeigte eine simultane
Aktivierung von GFAP- und PLP-Promotor in der embryonalen Entwicklung der Mause,
was zur Markierung von Gliazellen (hauptsachlich protoplasmatische Astrocyten und
NG2-Glia) fuhrte. Ebenso konnten Zellen mit DNA-Rekombination als Zeichen der
koinzidenten Promotor-Aktivitdt auch nach akuten Hirnschadigungen beobachtet
werden. Acht Tage nach der Verletzung wurden die ersten Zellen mit DNA-
Rekombination detektiert. Vier bis acht Wochen spater zeigte sich die Differenzierung
zu protoplasmatischen, GFAP-positiven Astrocyten.

Um den Anwendungsbereich der Cre-Komplementierung weiter zu testen, wurden
rekombinante adeno-assoziierte Viren verwendet und die beiden Cre-Fragmente unter
glialen bzw. interneuronalen Promotoren exprimiert. Die Injektion in den Kortex bzw.
den Hippocampus der ROSY-Reportermduse filhrte zur selektiven Markierung von
Gliazellen bzw. Interneuronen.
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Die Verwendung der neuen transgenen Mausmodelle ist das erste Beispiel einer
in vivo Komplementierung unter Verwendung zweier verschiedener Promotoren und
damit ein Beispiel fur eine in vivo Koinzidenzdetektion zweier Promotoren. Dieser
Ansatz zeigt, dass es 1. moglich ist in vivo die Cre-Rekombinase zu komplementieren
und so einen Subtyp von Zellen (hier gezeigt flr Gliazellen und Interneurone) zu
markieren und dass 2. wahrend einer Lasion Oligodendrocytenvorlauferzellen aktiviert
werden, die sich zunachst zu AO-Zellen mit oligodendroglialen als auch astroglialen
Eigenschaften differenzieren, und anschliessend protoplasmatische Astrocyten
werden. Die hier gefundenen Zellen haben das Potential als Vorlauferzellen fur reife
Astrocyten im Verletzungsfall des ZNS zu dienen.
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7. SUMMARY

The use of transgenic mouse models with green fluorescent astrocytes and red
fluorescent oligodendrocytes allows the direct visualisation of cellular responses in the
healthy and injured brain. After acute traumatic lesions or ischemic stroke in the
neocortex fast neuronal and glial cell death is frequently observed. Activations of
different glial cells like astroglia, oligodendrocytes and microglia cells are sequelae of
secondary injury processes. A complex and not yet understood sequence of cellular
responses initiate functional recovery after such neurodegenerative processes.

Here, we applied cortical stab wound lesioning and middle cerebral artery occlusion
(MCAO, an animal model of ischemic stroke) to characterize the responses of glial
cells such as astrocytes and oligodendrocytes in close proximity to the lesion site.
Three days after the lesion, we detected glial cells that displayed, both, astro- and
oligodendroglial properties recognized by a simultaneous expression of GFAP- and
PLP-promoter driven EGFP and DsRed1. Therefore, these cells were designated AO
cells. Since AO cells could be labelled by the oligodendroglial progenitor markers Olig2
and Sox10, but not for neuronal or mature astrocyte markers, we classified them as
activated oligodendroglial progenitor cells (OPC). Since AO cells disappeared about
15 days after the injury, we could not follow their fate in the double-transgenic
fluorescent mice. Therefore, we developed a mouse model in which the transient
signal, i.e. co-activity of GFAP and PLP promoter upon injury, could be switched into a
permanent one.

Cre/LoxP recombination is the gold standard for conditional gene modification in vivo.
The Cre DNA recombinase recognizes loxP sites and catalyzes DNA excision between
two loxP sites. Here, we designed inactive "split-Cre" fragments that regain enzymatic
activity upon overlapping activity of two different promoters. We took advantage of the
functional complementation of split Cre DNA fragments as coincidence detectors and
generated transgenic mice in which N- and C-terminal Cre fragments (NCre and CCre)
were targeted by the GFAP and PLP promoter. In cells of these transgenic mice
(crossed to a ROSA26 reporter mouse) the fragments complemented each other when
both promoters were simultaneously active. The functional Cre recombinase with
reconstituted enzyme activity modified DNA sequences with flanking loxP sited. Using
these new transgenic mouse lines we could show that after acute injuries AO cells
differentiate into protoplasmatic GFAP-positive astrocytes in vivo. Additionally, in the
brain of transgenic mice with coincident activities of PLP- and the GFAP promoter
during development, we could genetically define a subgroup of progenitor cells that
give rise to glial cells (astrocytes, oligodendrocytes and NG2-glia) and neurons.
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Due to its flexibility viral infection has become a common tool to genetically label or
modify cells in vivo. The broad-range applicability of the split-Cre system was
confirmed, when we used adeno-associated viral gene transfer to express NCre and
CCre fragments. A subset of interneurons was labeled by the using GAD67- and CCK
promoters to express split-Cre in vivo.
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8. ANHANGI

8.1. Komplementierungssysteme

Einge Proteine/Enzyme ergeben nach Fragmentierung zusammengefiigt wieder einen
funktionalen Komplex. Dazu gehoéren die Ribonuclease ((Richards, 1958), die
B-Galactosidase ((Ullmann et al., 1965; Rossi et al., 1997), die Dihydrofolate
Reductase (Pelletier et al., 1998) sowie die fluoreszenten Proteine GFP und YFP
(Magliery et al., 2005; Hu et al., 2002). Die Fusion von YFP-Halften mit der basischen
Region der Leucin-Zipper-Domane zeigte erstmals, dass Komplementierung mit
fluoreszenten Proteinen moglich ist (Hu et al., 2002).

Ein weiteres Beispiel, das in vitro erfolgreich angewendet werden kann, ist das
SplitTEV-System. Durch Verwendung inaktiver Fragmente der TEV Protease
(Protease des Tobacco Etch Virus), die ihre Aktivitat wiedererlangen, wenn sie
zusammen exprimiert werden, kann zur Analyse von Protein-Protein-Interaktionen
verwendet werden. Die funktionelle Wirkung der TEV Protease kann durch passende
Reportersysteme gezeigt werden (Wehr et al.,, 2006). Die Funktionalitat ist in der
Abbildung 30 B gezeigt. Das Split-Tev-System wurde eingesetzt, um die Neuregulin-
induzierte ErbB2/ErbB4-Rezeptorheterodimerisierung zu zeigen (Wehr et al., 2006).

Andere Komplementierungsansatze nutzten die Cre-Rekombinase (Casanova et al.,
2003; Jullien et al., 2003). Es konnte gezeigt werden, dass die Komplementierung der
Rekombinase zur Modifikation der DNA flhrt. Dabei wurden bisher zwei verschiedene
Systeme publiziert. Zum einen die Expression zweier Cre-Halften unter der Kontrolle
zweier Promotoren und so die selektivere Markierung von Zellen nach Dimerisierung
der Halften (a-Komplementierung) (Casanova et al., 2003). In vitro besitzen die beiden
Cre-Fragmente nach erfolgreicher Komplementierung ca 30 % der Aktivitdt des
intakten Enzyms (Casanova et al., 2003). In einem ahnlichen Ansatz werden beide
Cre-Halften unter dem gleichen Promoter exprimiert, dabei aber mit mit FKBP12
(FK506-binding protein) bzw. FRB (Bindungsdomane des FKBP12-Rapamycin-
assoziierten Proteins) fusioniert. Beide Fragmente kdnnen nur bei Zugabe von
Rapamycin komplementieren und ein aktives Enzym bilden (Jullien et al., 2003). Diese
Variante entspricht der =zeitlich induzierbaren Variante CreERT2, bei der die
Ligandenbindungsdoméane des Ostrogenrezeptors mit Cre fusioniert wurde und nach
Tamoxifengabe Cre-Aktivitat induziert (Brocard et al., 1997, Metzger et al., 1995) (Feil
et al., 1996; Schwenk et al., 1998; Hirrlinger, Scheller et al., 2006). Es konnte gezeigt
werden, dass der gleichzeitige Knockin der beiden Cre-Halften in den ROSA26-Locus
in vivo nach Rapamycin-Gabe zur Dimerisierung der Halften fihrt und verschiedene
Reportermause Rekombination zeigen (Jullien et al., 2007).
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Die Fusion zweier Cre-Fragmente mit der Coiled-coil-GCN4-Interaktionsdomane flhrt
in vitro zu einem stabilen funktionalen Enzym (Beate Kellert, Diplomarbeit Max-Planck-
Institut fur experimentelle Medizin/Universitat Goéttingen, 2006). Vorteil ist hier, dass die
Fragmente in vitro genutzt werden kénnen, um die Interaktion von Proteinen zu
identifizieren, in vivo um eine koinzidente Interaktion von Promotoren zu zeigen. Der
Ansatz die Cre-Kompelementierung zu nutzen um die koinzidente Aktivitat zweier
Promotoren zu zeigen ist in der Abbildung 30 C dargestellt. In dieser Arbeit wurden
daflir der GFAP- und PLP-Promotor (in transgenen Mausen) sowie der GAD67- und
der CCK-Promotor (rekombinante adenoo-assoziierte Viren) genutzt.
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Abb. 32 Anwendungsbeispiele fiir Komplementierungen
mit biologischer Relevanz

A: Komplementierung von XFPs erlaubt die simultane Visualisierung von multiplen
Protein-Interaktionen in der gleichen Zelle. Der Ansatz basiert auf der Komple-
mentierung von Fragmenten verschiedener XFPs mit verschiedenen spektralen
Eigenschaften. Je nachdem welche Fragmente einen Komplex bilden, ergibt sich eine
andere Emission der komplementierten Proteine (nach (Hu und Kerppola, 2003).
B: Das Split-Tev-System komplementiert eine funktionsfahige Protease des Tobacco
Etch Virus (TEV-Protease) aus inaktiven Fragmenten. Diese Protease ist nur aktiv,
wenn fusionierte Konstrukte miteinander interagieren. Die Verwendung von
fluoreszenten bzw. lumineszenten Reportersystemen ermoglicht eine Visualisierung
der TEV-Aktivitéat (nach (Wehr et al., 2006). C: Die Cre-Komplementierung nutzt ein
ahnliches Verfahren. Inaktive Fragmente der Cre-Rekombinase komplexieren zu einen
funktionsfahigen Enzym, wenn die Cre-Fragmente in der gleichen Zelle exprimiert
werden. Sie fusionieren Uber die Interaktion der GCN4-Coiled-Coil-Doméanen.
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8.2. Cre-Komplementierung

8.2.1. PLP-Promotor kontrollierte Cre-Komplementierung

PCR-positive Founder wurden mit C57/BI6-N-WT-Tieren verpaart. Die PCR-positiven
F1-Nachkommen wurden getotet, das Gehirn entnommen und in flissigem Stickstoff
tiefgefroren. Anschlielfend wurden die gefrorenen Hirne fiir die Analyse im Western
Blot prapariert. Als Kontrolle wurden transfizierte Zelllysate (COS1-Zellen) mit den
C- und N-terminalen Cre-Konstrukten eingesetzt.

Die NCre-Halfte wurde Uber den fusionierten Flag-Tag, die CCre-Halfte (mit Myc-Tag)
Uber einen polyklonalen Cre-Antikdrper detektiert.

Im Western-Blot konnten zwei transgen exprimierende Linien fir die CCre-Halfte unter
dem PLP-Promotor identifiziert werden: PLP-CCre(K) und (R) (Abb. 31 A) sowie drei
transgen exprimierende Linien mit der Expression des NCre-Fragments: PLP-
NCre(A)/(C) und (D) (Abb. 31 B). Diese flinf Linien zeigten jeweils detektierbares
Protein in der proteinchemischen Analyse per Western Blot. Die restlichen Linien, die
kein nachweisbares Protein exprimierten, wurden getotet.

8.2.2. GFAP-Promotor kontrollierte Cre-Komplementierung

PCR-positive Founder wurden mit WT-Mausen des Stammes C57/BI6-N verpaart und
transgene Tiere nach der PCR-Analyse fir den Western Blot prapariert. Auf diese
Weise konnte ein Tier detektiert werden, dass unter der Kontrolle des GFAP-Promotors
das CCRe-Fragment exprimert: GFAP-CCre(F) (Abb. 31 C). Auffallig ist, dass die
Bande des GFAP-CCre-Tieres tiefer lauft, als die Bande der transfizierten COS1-Zellen
sowie das Lysat des ebenfalls mit aufgetragenem Tieres der Linie PLP-CCre(K).

Leider war es nicht moglich, GFAP-NCre-Founder durch Western Blot-Analyse zu
detektieren. Daher wurde die Analyse der GFAP-NCre-Founder mittels Immunhisto-
chemie nach Verpaarung mit Tieren, die die CCre-Halfte exprimierten, sowie dem
ROSY-Reporter durchgefiihrt. Tiere mit beiden Cre-Halften und dem Reporter wurden
perfundiert und immunhistochemisch auf EYFP-Expression hin analysiert. Auf diese
Weise konnten vier GFAP-NCre-Founder identifiziert werden: GFAP-NCre(Q)/(T)/(V)
und (W). Mit diesen vier Tieren wurden dann gezielt die Western Blot-Analysen
wiederholt, aber es konnte bei keinem Tier eine NCre-Bande detektiert werden. Die
Linie GFAP-NCre(Q) wurde nicht weiter vewendet. Bemerkenswert ist aber, dass ein
doppelt-transgenes Tier, welches beide Cre-Fragmente exprimiert (GFAP-
CCre(F)/NCre(V)) mehr CCre exprimiert, als ein Tier, dass nur das CCre-Fragmente
allein expimiert (GFAP-CCre(F)). Es wurden in beiden Fallen die gleichen
Proteinmengen aufgetragenen.
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Abb. 33 Western Blot-Analyse der PLP-C/NCre- bzw. der GFAP-C/NCre-Founder

Hirnlysate positiver Tiere der Linien PLP-CCre(K) (Kccre) und PLP-CCre(R) (Rccre)
wurden getestet. Als Negativkontrolle wurden Hirnlysate von WT-Mausen bzw.
untransfizierte COS1-Zelllysate aufgetragen. Als Positivkontrolle wurden Proteinlysate
von Zellen verwendet, die entweder mit CCre oder mit beiden Cre-Fragmenten
transfiziert wurden. Der C-terminale Teil der Cre-Rekombinase hat eine Grofie von
42 kDa. In B sind Hirnlysate von Tieren der Linien PLP-NCre(A) (Ancre), PLP-NCre(C)
(Cncre) sowie PLP-NCre(D) (Dncre) gezeigt. Der N-Terminus der Cre-Rekombinase
wurde Uber einen Flag-Tag detektiert und hat eine GréRe von 14 kDa. Als Kontrolle
wurden Proteinlysate von COS1-Zellen aufgetragen, die entweder mit NCre oder mit
beiden Cre-Fragmenten transfiziert waren. Als Negativkontrolle wurden untransfizierte
Zelllysate bzw. Hirnlysate aus WT-Mausen aufgetragen. Als Kontrolle fir die
aufgetragenen Menge Protein wurde wurde in den Blots ein a-GAPDH-Antikérper
verwendet. In C wurden GFAP-Cre-Tiere aufgetragen. Es wurden Hirnlysate der Tiere
der Linie GFAP-CCre(F) (Bande 2; Fcce) als auch Hirnlysate doppelt-transgener Tiere
mit der zweiten N-terminalen Cre-Halfte aufgetragen (GFAP-CCre(F)/NCre(V), Fccre +
Vnere)- Als Positivkontrolle wurde das Hirnlysat eines PLP-CCre-Tieres (Linie PCCK,
Kcere) und transfizierte COS1-Zelllysate mit dem C-Cre-Fragment bzw. mit beiden
Konstrukten benutzt. Als Negativkontrollen wurden Hirnlysate von WT-Mausen sowie
untransfizierte COS1-Zelllysate verwendet. Die CCre-Fragmente wurden mit einem
polyklonalem Cre-Antikorper und die NCre-Fragmente mit einem monoklonalem Flag-
Antikorper detektiert.



8.2.3. Unterschiede zwischen PLP-Cre-Komplementierung
und der intakten Cre-Rekombinase

In der Abb. 32 ist die Rekombination anhand der Markerexpression in verschiedenen
Hirnregionen bei den Linien PLP-CCre(K)/NCre(A), PLP-CCre(R)/NCre(D) sowie der
Linie PLP-Cre(F) (erstere beide PLP-Cre-Komplementierung, letztere Linie PLP-Cre
(PLCF; Sandra Gdbbels, Delaunay et al., 2008) gezeigt. Deutlich wird, dass sich die
Linien in der Anzahl der rekombinierten Zellen unterscheiden. Die rekombinierten
Zelltypen sind in allen untersuchten Hirnregionen gleich. Es kénnen rekombinierte
Oligodendrocyten, Astrocyten und Neurone identifiziert werden. Es sind auch einige
NG2-Glia rekombiniert, die aufgrund ihrer Morphologie leicht erkennbar sind. Kortex
(ctx), Striatum (str), Cerebellum (cb), die weile Substanz des Cerebellums (cb wm),
das Corpus Callosum (cc) und die CA1-Region des Hippocampus (CA1) werden mit-
einander verglichen. Im Cerebellum sind Bergmann Glia zusammen mit benachbarten
Purkinjezellen rekombiniert.

8.2.4. Rekombination nach GFAP-Promotor kontrollierter
Cre-Komplementierung

Die Rekombination der Linie GFAP-CCre(F)/NCre(V) zeigt die Rekombination nach
Komplementierung der Cre-Rekombinase, wenn die beiden Cre-Fragmente durch den
GFAP-Promotor gesteuert werden. Es gibt rekombinierte Zellen in allen untersuchten
Hirnregionen des ZNS, gezeigt werden Bulbus Olfactorius (bo), Kortex (ctx), Hippo-
campus (HC), Thalamus (thal), Hypothalamus (hypothal), Corpus Callosum (cc)
und die weille Substanz des Cerebellums (cb wm). Identifiziert werden kdnnen alle
Klassen der makroglialen Zelltypen (Astrocyten, Oligodendrocyten (nicht gezeigt) und
NG2-Glia) neben rekombinierten Neuronen. In keiner der untersuchten Regionen
konnten rekombinierte Mikroglia identifiziert werden.
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Abb. 34 DNA-Rekombination in Tieren mit Cre-Komplementierung
und intakter Cre-Rekombinase unter Kontrolle des PLP-Promotors

Vergleich verschiedener Hirnregionen in den Komplementierungslinien PLP-CCre(K)/-
NCre(A) (PCNAXPCCK) (A, D, G, J, M und P), PLP-CCre(R)/NCre(D) (B, E, H, K, N
und O) (PCNDxPCCR) und einer Mauslinie in der die intakte Cre-Rekombinase durch
den PLP-Promotor kontrolliert wird (PLP-Cre(F). Gezeigt werden Kortex (ctx), Striatum
(str), Cerebellum (cb), die weille Substanz des Cerebellums (cb wm), das Corpus
Callosum (cc) und die CA1-Region des Hippocampus (CA1). Neben rekombinierten
Oligodendrocyten gibt es in allen Linien markierte Astrocyten, NG2-Glia und Neurone.
Der Balken entspricht 50 um und gilt fur alle Bildausschnitte. ctx: Kortex; str: Striatum,
cb: Cerebellum; cb wm: weiRe Substanz des Cerebellums; cc: Corpus Callosum;
CA1:CA1-Region des Hippocampus; A: Astrocyt; BG: Bergmann Glia; N: Neuron;
NG2: NG2-Glia; O: Oligodendrocyt; PC: Purkinjezelle.

Abb. 35 Cre-Komplementierung unter der Kontrolle des humanen GFAP-
Promotors in verschiedenen Hirnregionen (GFAP-CCre(F)/NCre(V))

In A-H sind verschiedene Hirnregionen gezeigt. Ausgewahlt wurden Bulbus Olfactorius
(bo), Kortex (ctx), Hippocampus (HC), Thalamus (thal), Hypothalamus (hypothal),
Corpus Callosum (cc) und die weille Substanz des Cerebellums (cb wm). Es kdnnen
Astrocyten, NG2-Glia und Neurone identifiziert werden. Der Balken entspricht 50 ym
und gilt fir alle Bildausschnitte. bo: Bulbus Olfactorius; ctx: Kortex; HC: Hippocampus;
thal: Thalamus; hypothal: Hypothalamus; cc: Corpus Callosum; cb wm: weil’e Substanz
des Cerebellums; A: Astrocyt; BG: Bergmann Glia; N: Neuron; NG2: NG2-Glia.
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8.2.5. Koinzidenzdetektion von GFAP und PLP-Promotor
in verschiedenen Hirnregionen

Es kénnen rekombinierte Zellen ab E18.5 detektiert werden. In den folgenden Ab-
bildungen sind verschiedene Hirnregionen in nach Komplementierung in verschie-
denen Linien gezeigt. Es konnte Rekombination sowohl nach GFAP-CCre/PLP-NCre-
bzw. GFAP-NCrexPLP-CCre-Komplementierung detektiert werden. Deutlich erkenn-
bar, dass Rekombinationshaufigkeit zwischen den Linien stark schwankt. So sind in
der Linie GFAP-CCre(F)/PLPNCre(D) ahnlich wenige Zellen rekombiniert wie in der
Linie GFAP-NCre(W)/PLP-CCre(K). Eine deutlich héhere Rekombination zeigt sich in
den Linien GFAP-NCre(T)/PLP-CCre(K) bzw. (R). Die starkste Rekombination ist in der
Linie GFAP-NCre(V)/PLP-CCre(K) identifizierbar.

Verglichen wurden Regionen wie Bulbus Olfactorius (BO), Kortex (ctx), die Region um
das 3. dorsale Ventrikel (3rd ventr), den Thalamus (thal), das Mittelhirn (de), den
Hippocampus (HC; CA2), das Striatum (str), den Hirnstamm (bs), den Hypothalamus
(hypothal), die Kérnerzellschicht des Cerebellums (cb kzs) sowie die weille Substanz
des Cerebellums, das Corpus Callosum (cc) und das Cerebellum (cb). In allen unter-
suchten Kombinationen kdénnen rekombinierte Astrocyten und NG2-Glia identifiziert
werden. In der Kombination GFAP-NCre(W)/PLP-CCre(K) gibt es rekombinierte Oligo-
dendrocyten in der weilden Substanz des Cerebellums, in der Linie GFAP-NCre(V)/-
PLP-CCre(K) sind rekombinierte Pyramidenneurone in Kortex und Hippocampus
identifizierbar. In der Linie GFAP-CCre(F)/PLP-NCre(D) konnten vereinzelt ebenfalls
Neurone identifiziert werden (Daten nicht gezeigt).

3rd ventr
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Abb. 36 Koinzidenzdetektion der Aktivitat der Promotoren GFAP und PLP -
Linie GFAP-CCre(F)/PLP-NCre(D)

In A-H wird die Rekombination in verschiedenen Hirnregionen gezeigt. Rekombination
kann in Astrocyten und NG2-Glia in den verschiedenen Hirnregionen Bulbus
Olfactorius (bo), Kortex (ctx), Striatum (str), 3. dorsaler Ventrikel (3rd ventr), Thalamus
(thal), Hypothalamus (hypothal), Mittelhirn (de) und Cerebellum (cb) detektiert werden.
Die Astrocyten in C und F stehen in direktem Kontakt mit Blutgefalken (bv). Der Balken
entspricht 50 ym und gilt fir alle Bildausschnitte. bo: Bulbus Olfactorius, ctx: Kortex;
str: Striatum; 3rd ventr: 3. dorsler Ventrikel; thal: Thalamus; hypothal: Hypothalamus;
de: Mittelhirn; cb: Cerebellum; A: Astrocyt; BG: Bergmann Glia; NG2: NG2-Glia;

bv: BlutgefaR.

Abb. 37 Koinzidenzdetektion der Aktivitat der Promotoren GFAP und PLP —
Linie GFAP-NCre(T)/PLP-CCre(K)

In A-H wird die Rekombination in doppelt-transgenen Mausen in verschiedenen
Hirnregionen gezeigt. Die Rekombination in Astrocyten und NG2-Glia in den
verschiedenen Hirnregionen wie Kortex (ctx), HC: Hippocampus; Striatum (str), Thala-
mus (thal), Hypothalamus (hypothal), Hirnstamm (bs), Mittelhirn (de) und Cerebellum
(cb) ist erkennbar. Die Astrocyten in B stehen in direktem Kontakt mit einem Blutgefaly
(bv). Der Balken entspricht 50 um und gilt fur alle Bildausschnitte. ctx: Kortex;
HC: Hippocampus; str: Striatum; thal: Thalamus; hypothal: Hypothalamus;
bs: Hirnstamm; cb kzs: Kérnerzellschicht des Cerebellums; cb: Cerebellum; A: Astro-
cyt; BG: Bergmann Glia; NG2: NG2-Glia; bv: BlutgefaR.
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Abb. 38 Koinzidenzdetektion der Aktivitat der Promotoren GFAP und PLP -
Linie GFAP-NCre(T)/PLP-CCre(R)

A-H zeigt die Rekombination nach Cre-Komplementierung in verschiedenen Hirn-
regionen. Die Rekombination in Astrocyten und NG2-Glia in den verschiedenen Hirnre-
gionen wie Bulbus Olfactorius (bo), der CA2-Region des Hippocampus (CA2); Striatum
(str), 3. dorsaler Ventrikel (3rd ventr), Thalamus (thal), Hypothalamus (hypothal), der
weillen Substanz des Cerebellums (cb wm), und dem Cerebellum (cb) ist erkennbar.
Der Balken entspricht 50 ym und gilt fir alle Bildausschnitte. bo: Bulbus Olfactorius;
CA2: CA2-Region des Hippocampus; str: Striatum; 3rd ventr: 3. dorsler Ventrikel; thal:
Thalamus; hypothal: Hypothalamus; cb wm: weile Substanz des Cerebellums;
cb: Cerebellum; A: Astrocyt; BG: Bergmann Glia; NG2: NG2-Glia.
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Abb. 39 Koinzidenzdetektion der Aktivitat der Promotoren GFAP und PLP -
Linie GFAP-NCre(V)/PLP-CCre(K)

In A-H werden rekombinierte Zellen der Linie GFAP-NCre(V)/PLP-CCre(K) in
verschiedenen Hirnregionen gezeigt, wie Astrocyten und NG2-Glia Dazu kommen in
dieser Linie noch rekombinierte Neurone z.B. im Bulbus Olfactorius (bo), und dem
Hippocampus (HC). Rekombination konnte auch gezeigt weren fir Kortex (ctx),
Striatum (str), Corpus Callosum (cc), Thalamus (thal), Hypothalamus (hypothal) und
Cerebellum (cb). Der Balken entspricht 50 ym und gilt fir alle Bildausschnitte.
bo: Bulbus Olfactorius; ctx: Kortex; str: Striatum; Corpus Callosum (cc);
HC: Hippocampus; thal: Thalamus; hypothal: Hypothalamus; cb: Cerebellum; A: Astro-
cyt; BG: Bergmann Glia; N: Neuron; NG2: NG2-Glia.

Abb. 40 Koinzidenzdetektion der Aktivitat der Promotoren GFAP und PLP —
Linie GFAP-NCre(W)/PLP-CCre(K)

In A-H wird die Rekombination in verschiedenen Zellen (Astrocyten) in unter-
schiedlichen Hirnregionen. Eine geringe Anzahl rekombinierter Zellen im Vergleich zu
den anderen Linien ist erkennbar: Gezeigt werden Kortex (ctx), Hippocampus (HC),
Striatum (str), die Region um den 3. dorsalen Ventrikel (3rd), Thalamus (thal),
Hypothalamus (hypothal), Mittelhirn (de) und Cerebellum (cb). Der Balken entspricht
50 ym und gilt fir alle Bildausschnitte. ctx: Kortex; HC: Hippocampus; str: Striatum;
3rd ventr: 3. dorsaler Ventrikel; thal: Thalamus; hypothal: Hypothalamus; de: Mittelhirn;
cb: Cerebellum; A: Astrocyt; BG: Bergmann Glia.
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