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Einleitung: Chemokine und Chemokinrezeptoren 1

1. Einleitung

1.1. Chemokine und Chemokinrezeptoren

1.1.1. Chemokine

Die Chemokine sind kleine chemotaktisch wirkende Zytokine, das heif’t ihre
Erkennung lasst Zellen gerichtet entlang eines Konzentrationsgradienten wandern.
Zur Familie der Chemokine gehoren etwa 50 Proteine, die eine Grof3e zwischen 8
und 10kD besitzen (Murphy et al. 2000, Clore & Gronenborn 1995) und die
bezlglich ihrer Sequenz, besonders aber bezlglich ihrer Tertiarstruktur grofRe
Ahnlichkeiten aufweisen. Die systematische Nomenklatur unterteilt die Chemokine
aufgrund der Anzahl konservierter N-terminaler Cysteinreste und der Anzahl
dazwischen liegender Aminosauren in vier Familien. Daneben werden sie auch
funktionell in inflammatorische (oder induzierbare) und homdostatische (oder
konstitutive) Chemokine klassifiziert (Moser et al. 2004). Chemokine sind an
unterschiedlichsten gerichteten Zellbewegungen beteiligt, so sind sie zum Beispiel
essentiell fur die Histogenese in der embryonalen und postnatalen
Organentwicklung (Mc Grath et al. 1999, Moser et al. 2004). Sie regulieren unter
anderem die Bildung des kardialen Septums (Nagasawa et al. 1996), die Migration
von Neuronen und Mikrogliazellen (Lazarini et al. 2003) und von Keimzellen
wahrend der Embryonalentwicklung (Doitsidou et al. 2002) und die Angiogenese
und Angiostase (Szekanecz & Koch 2001, Tachibana et al. 1998). Die Bildung und
Differenzierung von hamatopoetischen Zellen wird von Chemokinen reguliert
(Broxmeyer & Kim 1999, Broxmeyer et al. 1999, Ma et al. 1999). Sie beeinflussen
die angeborene und die adaptive Immunantwort (Hasegawa & Fujita 2001) und die
Rekrutierung und die Rezirkulation von Leukozyten. Sie spielen aulderdem eine
entscheidende Rolle in der Chemotaxis und der Rezirkulation von Lymphozyten
(Foxman et al. 1997, Muller & Lipp 2003, Rossi & Zlotnik 2000), ebenso sind sie
an der Wundheilung beteiligt (Gillitzer & Goebeler 2001). Die Chemokine
vermitteln ihre Wirkungen Uber die heptahelikalen Chemokinrezeptoren (Murphy et
al. 2000, Neote et al. 1993).
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1.1.2. Chemokinrezeptoren

Die Chemokinrezeptoren sind G-Protein-gekoppelte 7-Transmembrandomanen-
Rezeptoren der Rhodopsin-Familie (Holmes et al. 1991, Baggiolini et al. 1997)
(Abb. 1.1). Sie sind zumeist an pertussistoxin-sensible inhibitorische heterotrimere
GTP-bindende Proteine (Gi-Proteine) gekoppelt (Gunn et al. 1998, Murphy et al.
2000). Nach Aktivierung bilden Chemokinrezeptoren in der Regel dimere
Rezeptorkomplexe, um ihre Wirkung zu vermitteln (Rodriguez-Frade et al. 1999,
Mellado et al. 2001a,b). Chemokinrezeptoren koénnen intrazellular die
Adenylatzyklase, Phospholipasen, GTPasen wie Rho, Rac und Cdc42 und
Signalwege uber die mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK) oder die
Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase (PI3-K) aktivieren (Balkwill 1998, Mellado et al.
2001c). Nach der 2002 aktualisierten Nomenklatur der Chemokinrezeptoren
(Murphy 2002) werden heute 18 Chemokinrezeptoren unterschieden. Die
Chemokinrezeptor-Subtypen weisen gewebs- und zellselektive Expressionsmuster
auf. Ein grolRer Anteil der Chemokinrezeptoren wird von Leukozyten exprimiert,
einzelne von Zellen des Endothels, des Epithels und von Neuronen und Gliazellen
(Delezay et al. 1997, Horuk et al. 1997, Gupta et al. 1998, Salcedo et al. 1999).

Abbildung 1.1: Chemokinrezeptoren gehéren zur
Klasse der G-Protein-gekoppelten 7-
Transmembrandoménen-Rezeptoren.  Allgemeine
extrazellldr Strukturmerkmale dieser Rezeptoren sind hier
dargestellt.  Alle Rezeptoren dieses Typs

durchspannen die Membran mit  sieben

intrazellular

Transmembranhelices. Der N-Terminus befindet

sich auf der extrazellularen Seite der Membran, der

C-Terminus auf der cytosolischen. E1 bis E3:
extrazelluldre Schleifen; C1 bis C3: cytosolische

Schleifen.

Die Signaltransduktion durch G-Protein-gekoppelte Transmembranproteine wird
unter anderem Uber die Anzahl der auf der Zelloberflache verfligbaren Rezeptoren
reguliert, und die Menge der Oberflachenrezeptoren hangt entscheidend von der
Rezeptor-Endozytose ab  (Abbildung 1.2). Nach  Aktivierung und

Signaltransduktion werden die Rezeptoren phosphoryliert und dadurch
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desensitisiert. Die Rezeptoren steuern dann spezialisierte Abschnitte der
Plasmamembran an, so genannte Chlathrin-coated pits, wo sie internalisiert
werden. Die Clathrin-coated pits verschmelzen intrazellular mit frihen
Endosomen. Hier werden die Rezeptoren dann entweder zur Degradation in
multivesikulare spate Endosomen sortiert, welche die Rezeptoren zu Lysosomen

transportieren, oder sie werden von Recycling-Endosomen zur Plasmamembran

zurucktransportiert.
1 2
Aktivierung & Phosphorylierung &
Signaltransduktion Desensitisierung 3

Ansteuern von Chlathrin-coated pits
& Internalisierung

Clathrin-coated pit

@ Agonist
M8 PIP./PIP,

.‘ AP-2
Y Clathrin

Recycling
Sortierung

ba
Degradation

Abbildung 1.2: Endozytose G-Protein-gekoppelter Rezeptoren. Bindung des Agonisten (Stern)
fuhrt zur Aktivierung des Rezeptors, zur Bindung von G-Proteinen und zur Signaltransduktion (1).
Der aktivierte Rezeptor wird von G-Protein-gekoppelten Rezeptorkinasen (GRK) intrazellular
phosphoryliert, worauf die Bindung von Arrestin die weitere Kopplung an G-Proteine verhindert und
damit das Signaling beendet (2). Der Komplex aus Rezeptor und Arrestin steuert Clathrin-coated
pits an. Arrestin bildet einen Komplex mit Clathrin, Adapterprotein 2 (AP-2) und
Phosphatidylinositol-Biphosphat/-Triphosphat, was zur Internalisierung fuhrt (3). Es erfolgt eine
Sortierung (4) der internalisierten Rezeptoren in Kompartimente zur Degradation (5a) oder zum
Recycling (5b) (Abbildung aus Moore et al. 2007, verandert).
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1.1.3. Das Chemokin SDF-1

Untersuchungen der vergangenen Jahre zeigen, dass das Chemokin SDF-1
(Stromal cell derived factor 1, systematisches Synonym: CXCL12') eine
besondere Rolle innehat. Dieses CXC-Chemokin wurde urspringlich als ein aus
Bindegewebszellen des Knochenmarks sezerniertes Peptid beschrieben (Tashiro
et al. 1993). Das Gen fur SDF-1 liegt im Rattengenom auf Chromosom 4. Es sind
drei alternativ gespleildte Transkripte von SDF-1 bekannt, SDF-1a, SDF-13 und
SDF-1y (Tashiro et al. 1993, Nagasawa et al.
1994, Shirozu et al. 1995). Gemeinsam sind
diesen Transkripten die 5’-untranslatierte
Region und eine Sequenz von 89
Aminosauren, welche die Bindung und die
Aktivierung des CXCR4-Rezeptors vermittelt.
Aufgrund des unterschiedlichen Spleillens am
3’-Ende besitzt SDF-18 4 und SDF-1y 30
zusatzliche Aminosauren (Gleichmann et al.

Abbildung 1.3: Losungsstruktur des  2000).  Diese  N-terminale  Modifikation
Monomers von SDF-1a, ermittelt

verandert die Bindung von SDF-1 an
durch Kernspinresonanzspektros-

kopie (Gozansky et al. 2005), Glykosaminoglykane der extrazellularen Matrix,

was die Verfugbarkeit von immobilisiertem
SDF-1 im Extrazellularraum beeinflusst (De La Luz Sierra et al. 2004). Die meisten
bisherigen Studien sind auf SDF-1a fokussiert. Da sich die vorliegende Arbeit
ebenfalls ausschliel3lich mit SDF-1a befasst, wird hier zur Vereinfachung die
Bezeichnung ,SDF-1“ fur diese Isoform verwendet.
Uber die Mechanismen der Freisetzung von SDF-1 ist noch relativ wenig bekannt.
In hamatopoetischen Zellen werden Chemokine Uber spezialisierte sekretorische
Lysosomen freigesetzt (Griffiths 1996, Lacy et al. 1999, Andrews 2000). Bei
Nervenzellen scheint es hierfUr einen anderen Mechanismus zu geben: Fur das
Chemokin CCL21 wurde gezeigt, dass es Uber den Golgi-Apparat in sekretorische
Vesikel verpackt wird. Fur Nervenzellen sind zwei Sekretionswege beschrieben,

die konstitutive und die regulierte Freisetzung (Gerber & Sudhof 2002). Der Golgi-

! CXC-Chemokine besitzen zwei Cysteinreste (C), die durch eine Aminosaure getrennt sind (X). 'L’
steht fur Ligand.
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Apparat wird als das Kompartiment gesehen, in dem entschieden wird, welchen
der Wege ein sezerniertes Protein einschlagt (Ubersichtsartikel von Tekirian
2002). Es ist aber bislang unbekannt, ob Chemokine Uber die konstitutive oder
uber die regulierte Sekretion freigesetzt werden. Der Abbau von SDF-1 erfolgt
durch eine membrangebundene Aminopeptidase, die Dipeptidyldipeptidase IV
(DPP IV = CD 26) (Shioda et al. 1998; Engel et al. 2003).

SDF-1 wird in zahlreichen Organen gebildet, dazu gehdren zum Beispiel Herz,
Lunge, Leber, Milz und Nieren. Im zentralen Nervensystem wird SDF-1 konstitutiv
von Nervenzellen bestimmter Hirnregionen, in Endothelzellen, Mikrogliazellen und
in Astrozyten exprimiert (Stumm et al. 2002, Banisadr et al. 2003, Bajetto et al.
2001a, Tanabe et al. 1997). SDF-1-exprimierende Neurone wurden hauptsachlich
im zerebralen Kortex, in der Substantia innominata, im medialen Septum, im
Globus pallidus, im Hippokampus, in den ventrikularen und supraoptischen
hypothalamischen Kernen, im lateralen Hypothalamus, in der Substantia nigra, im
ventralen Tegmentum und in den okkulomotorischen Kernen gefunden (Banisadr
et al. 2003). SDF-1 vermittelt seine Wirkungen Uber den Chemokinrezeptor
CXCRA4. Ein kurzlich beschriebener zweiter SDF-1-Rezeptor (CXCR7) scheint die
Signalgebung tber den CXCR4-Rezeptor zu modulieren (Tiveron & Cremer 2008).

1.1.4. Der Chemokinrezeptor CXCR4

Zu Beginn der 90er Jahre wurde der Chemokinrezeptor CXCR4' (Synonym:
Fusin) von verschiedenen Gruppen isoliert und sequenziert. Rimland et al. fanden
den Rezeptor 1991 im Locus coeruleus des Rindes, Federsppiel et al. isolierten
das CXCR4-Protein 1993 aus der menschlichen Milz. Das Primartranskript besteht
aus 349 Aminosauren. Vom humanen CXCR4-Rezeptor ist bekannt, dass er auf
Chromosom 2 lokalisiert ist (Murphy et al. 2000, Hernandez et al. 2003). Es
wurden zwei N-terminale Spleilvarianten gefunden, die sich aber funktionell nicht
unterscheiden (Heesen et al. 1997). Der CXCR4-Rezeptor wird in neutrophilen
Granulozyten,  Makrophagen, naiven  T-Lymphozyten,  B-Lymphozyten,
Thrombozyten, CD-34"-Vorlauferzellen, Langerhanszellen und vaskuldren
Endothelzellen gebildet (Loetscher et al. 1994, Zaitseva et al. 1997, Wang et al.

' Die Nomenklatur der Chemokinrezeptoren richtet sich nach ihren Liganden: CXC-bindende
Rezeptoren beginnen mit CXCR, wobei das 'R’ fir 'Rezeptor’ steht.
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1998, Forster et al. 1998, Gupta et al. 1998). Im zentralen Nervensystem wird der
CXCR4-Rezeptor kontinuierlich von Gliazellen und von Nervenzellen exprimiert
(Bajetto et al. 2001a, Bonavia et al. 2003). Neuronale Expression wurde
hauptsachlich im zerebralen Kortex, im Globus pallidus, im Putamen, im Nucleus
caudatus, in der Substantia innominata (Banisadr et al. 2002), in
hypothalamischen Kernen (Banisadr et al. 2003), im lateralen Hypothalamus
(Guyon et al. 2005), im ventromedialen Thalamus, in der Substantia nigra
(Banisadr et al. 2002) und im Cerebellum (Ragozzino et al. 2002) gefunden.

Nach Bindung von SDF-1 kann der CXCR4-Rezeptor verschiedene intrazellulare
Signalwege aktivieren (Lazarini et al. 2003). Die Aktivierung des CXCR4-
Rezeptors kann Uber Gi-Proteine an mindestens zwei unterschiedliche
Signalkaskaden gekoppelt sein. Einer dieser Signalwege wurde in Astrozyten,
neuronalen Vorlauferzellen und kortikalen Neuronen beschrieben (Bacon &
Harrison 2000, Lazarini et al. 2000, Bajetto et al. 2001, Bonavia et al. 2003), hier
sind PI-3 (Phosphatidyl-inositol-3-Kinase) und ERK1/2 (extracellular signal
regulated kinase 1/2) involviert. Im anderen Signalweg wird die Phospholipase Cf
aktiviert und so der intrazellulare Kalziumspiegel erhdht. Kalzium aktiviert PYK2
(proline-rich tyrosine kinase 2), was moglicherweise wiederum zur Aktivierung von
ERK1/2 fuhrt (Bajetto et al. 2001b). Diese Kaskade wurde in Astrozyten, kortikalen
Neuronen, in Granularzellen des Kleinhirns, in fetalen Neuronen aus Primaten und
in Mikroglia gefunden (Bajetto et al. 1999, Klein et al. 1999, Zheng et al. 1999).
Zheng et al. zeigten auch, dass die CXCR4-Aktivierung in Neuronen direkt
lonenkanale der Plasmamembran modulieren kann, insbesondere Kalziumkanale.
Hierdurch kann es ebenfalls zum Anstieg des Kalziumspiegels und zur Aktivierung
von PYK2 kommen (Lazarini et al. 2003). In primaren neuronalen Kulturen wurde
aulRerdem nachgewiesen, dass eine Aktivierung des CXCR4-Rezeptors cAMP-
Signalwege inhibieren kann (Liu et al. 2003). Es ist bekannt, dass der CXCR4-
Rezeptor unter Stimulation durch Liganden desensitisiert und internalisiert wird.
Die Signalwirkung und Internalisierung werden durch die Phosphorylierung des
Rezeptors reguliert (Haribabu et al. 1997). Der CXCR4-Rezeptor wird von dem
Bizyklam AMD3100 spezifisch blockiert (Schols et al. 1997).
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1.1.5. Physiologische Relevanz von SDF-1/CXCR4

SDF-1 ist das einzige bekannte Chemokin, das in der Maus lebensnotwendig ist.
Das Entfernen des Gens fur SDF-1 oder des Gens fur den CXCR4-Rezeptor aus
dem Genom ist embryonal letal (Nagasawa et al. 1996, Zou et al. 1998, Ma et al.
1998). SDF-1- und CXCRA4-knockout-Mause (KO-Mause) weisen zahlreiche
schwerwiegende Defekte in der Entwicklung des Gefal3systems, des Herzens, des
Immunsystems und des zentralen Nervensystems auf, hier besonders im Kortex
(Stumm et al. 2003) und im Kleinhirn (Nagasawa et al. 1996, Zou et al. 1998). Die
Sequenzen von SDF-1 und CXCR4 sind zwischen den Spezies stark konserviert.
Dies deutet darauf hin, dass das SDF-1/CXCR4-System nicht nur in der Maus
lebensnotwendig ist. Die Rolle der CXCR4-Signalgebung ist komplex und vom
Entwicklungsstadium abhangig (Ubersichtsartikel von Miller et al. 2008). Sie
reguliert bereits sehr frih die Migration und Funktion embryonaler Stammzellen,
so ist SDF-1 an der Angiogenese (Ubersichtsartikel von Salcedo & Oppenheim
2003) und an der Organogenese beteiligt (Ubersichtsartikel von Ratajczak et al.
2006). In der weiteren Entwicklung und im adulten Organismus werden
gewebespezifische Effekte auf Stammzellen und auf differenzierte Zellen
ausgeiibt. Die Regeneration von Geweben (Ubersichtsartikel von Ratajczak et al.
2006) und Uberleben, Proliferation, Mobilisierung und Migration von
hamatopoetischen Zellen (Ubersichtsartikel von Broxmeyer 2008, Pelus et al.
2002) wird von SDF-1 beeinflusst. Die Funktion von SDF-1/CXCR4 ist speziell im
Nervensystem sehr gut charakterisiert. Wahrend der Entwicklung wird SDF-1 hier
stark exprimiert und spielt eine entscheidende Rolle bei der Formation der
Granularschicht des Kleinhirns (Ma et al. 1998, Klein et al. 2001, Reiss et al. 2002,
Zhu et al. 2002), bei der Entwicklung des zerebralen Kortex (Stumm et al. 2003,
Borell & Marin 2006) und des Gyrus dentatus (Lu et al. 2002) und bei der
Wegfindung motorischer Axone (Lieberam et al. 2005). Im adulten Gehirn wirkt
SDF-1 als Neuromodulator (Ubersichtsartikel von Lazarini et al. 2003, Banisadr et
al. 2005, Guyon & Nahon 2007), beeinflusst das Uberleben von Neuronen und
moglicherweise auch die Kommunikation von Gliazellen untereinander und

zwischen Nerven- und Gliazellen (Ubersichtsartikel von Li & Ransohoff 2008).
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1.1.6. Pathologische Relevanz von SDF-1/CXCR4

In das Zentrum des wissenschaftlichen Interesses riickte der CXCR4-Rezeptor,
als seine Rolle als Korezeptor bei der Infektion von T-Zellen mit dem Humanen
Immundefizienz-Virus (HIV) entdeckt wurde. Die intensiven Untersuchungen
dieses Rezeptor-Ligand-Systems zeigten dessen Beteiligung an zahlreichen
anderen pathologischen Prozessen des zentralen Nervensystems. Die Aktivierung
des CXCR4-Rezeptors ist entscheidend fur das Wachstum von Hirntumoren
(Sehgal et al. 1998a,b, Schuller et al. 2005, Liu et al. 2006; Woerner et al. 2005).
Im Schlaganfall wird SDF-18 im Endothel der Penumbra hochreguliert und
vermittelt moglicherweise die Rekrutierung CXCR4-exprimierender Leukozyten.
Die neuronale SDF-1a-Expression der ungeschadigten Kortexareale wird
vorubergehend herabreguliert, parallel dazu nimmt hier der neuronale CXCR4-
Rezeptor zu. Dies konnte zur ischamie-induzierten neuronalen Plastizitat
beitragen (Stumm et al. 2002, Hill et al. 2004). Der CXCR4-Rezeptor und SDF-1
sind auch an der Pathogenese von Multipler Sklerose, Hepatitis und
Lungenfibrose beteiligt. In der Therapie der Leukamie stellt der CXCR4-Rezeptor
einen potenziellen Ansatzpunkt dar, da Bildung und Uberleben der krankhaft
veranderten  weilen  Blutkdérperchen durch  SDF-1  reguliert  werden
(Ubersichtsartikel von Hildebrandt & Schabath 2008).

1.1.7. Der Chemokinrezeptor CXCR7

Die meisten Chemokine binden an mehrere Rezeptoren. Dies gilt auch fir
CXCL12/SDF-1, von dem bis vor kurzem angenommen wurde, dass es
ausschlieBlich an den CXCR4-Rezeptor bindet (Bleul et al. 1996, Oberlin et al.
1996, Bajetto et al. 2001a, Bonavia et al. 2003). Verschiedene Punkte
unterstitzten diese Annahme: CXCR4- und SDF-1-KO-Mause weisen die gleichen
funktionellen Defizite auf und zeigen im gleichen Entwicklungsstadium embryonale
Letalitat. Der CXCR4 wurde als Korezeptor des HIV identifiziert und SDF-1
blockiert den Eintritt vom HIV in die Wirtszelle. Auferdem wurde sowohl der
CXCR4-Rezeptor als auch SDF-1 mit der Metastase und der Proliferation von
Tumorzellen in Verbindung gebracht, und CXCR4-Antagonisten blockieren das
Wachstum verschiedener Tumoren in vivo. Vor kurzem wurde jedoch gezeigt,

dass SDF-1 an den ,Waisen“ -(Orphan) -Rezeptor RDC1 in T-Lymphozyten bindet
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und intrazellulare Signalwege aktiviert (Balabanian et al. 2005). Weitere Evidenz
fur die Existenz eines zweiten SDF-1-Rezeptors ergab sich aus einer
Charakterisierung von homo- und heterozygoten CXCR4-KO-Mausen im Vergleich
zu Wildtypen. Hier wurde am Embryonaltag 13 bei allen Genotypen eine
vergleichbare SDF-1-Bindung in der Leber gezeigt (Burns et al. 2006). Der
CXCR7-Rezeptor wurde von Burns et al. 2006 charakterisiert. Es handelt sich
ebenfalls um einen 7-Transmembrandomanen-Rezeptor, der neben SDF-1 auch
CXCL11/I-TAC bindet. Die Daten von Burns et al. zeigen, dass der CXCR7-
Rezeptor wichtige biologische Funktionen wie zum Beispiel Zelladhasion, das
Uberleben von Zellen und Tumorentwicklung im Tiermodell beeinflusst. Der
CXCR7-Rezeptor vermittelt keine Chemotaxis und keine Erhdhung des
intrazellularen Kalziumspiegels nach Ligandenbindung, und der CXCR7-Rezeptor
wird nicht von AMD3100 blockiert. Weitere Untersuchungen des CXCR7-
Rezeptors koénnten neue Erkenntnisse bezlglich der Verknipfung von
Entzindung und Krebs bringen und vielleicht neue therapeutische Moglichkeiten

in der Onkologie eroffnen.
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1.2. Rolle des CXCR4-Rezeptors in der embryonalen Entwicklung neuronaler
Strukturen

Die gerichtete Migration von Zellen ist entscheidend fir die Entwicklung komplexer
Organismen. Wahrend der Entwicklung missen Stammzellen und Vorlauferzellen
vom Ort ihrer Entstehung zu den sich entwickelnden Organen gelangen, wo sie
sich teilen und organspezifisch differenzieren. Ein erster Hinweis auf die wichtige
Rolle des CXCR4-Rezeptors wahrend der embryonalen Entwicklung des zentralen
Nervensystems war die Arbeit von Zou et al. (1998), die gezeigt hat, dass die
gestorte morphologische Entwicklung des Kleinhirns bei CXCR4-KO-Méausen auf
eine fehlerhafte Migration proliferierender Granularzellvorlaufer zurtickzufihren ist.
Weitere Abweichungen in der neuronalen Entwicklung von CXCR4-KO-Mausen
wurden beschrieben, so zum Beispiel eine geringe Zahl und fehlerhafte
Lokalisation von Cajal-Retzius-Zellen im zerebralen Kortex (Stumm et al. 2003,
Berger et al. 2007; Paredes et al. 2006). Fir CXCR4-exprimierende GABAerge
Neurone wurde gezeigt, dass sie wahrend der Entwicklung des Telencephalons
entlang eines SDF-1-Gradienten in den Kortex einwandern (Stumm et al. 2003,
2007). Die hohe SDF-1-Expression in der embryonalen Leptomeninx reguliert die
Migration und die schichtspezifische Integration von CXCR4-exprimierenden
Interneuronen in den sich entwickelnden Neocortex.

Wahrend der embryonalen Entwicklung des Hippokampus wandern
Vorlauferzellen in einer sekundaren Keimschicht in den zukinftigen Hilus der
Hippokampusanlage ein und etablieren hier eine Population proliferierender Zellen
(Altmann & Bayer 1990a,b) (Abb.1.4). Die Zellen dieses Migrationsstroms besitzen
den CXCR4-Rezeptor und folgen einem Kurs, der an SDF-1-exprimierende
Hirnh&aute grenzt. Lu et al. zeigten 2002, dass die Anzahl proliferierender Zellen in
diesem Migrationsstrom und im Hilus in CXCR4-KO-Mausen reduziert ist,
aulBerdem differenzieren die unreifen Neurone vorzeitig und erreichen ihre
Zielstrukturen, den Hilus und die Granularschicht, nicht. Die Befunde von Lu et al.
wurden durch die Arbeit von Bagri et al. 2002 bestatigt. Zusammenfassend lasst
sich sagen, dass SDF-1 Uber den CXCR4-Rezeptor die Wanderung und Reifung

unreifer Neurone wahrend der embryonalen Entwicklung steuert.
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung des Migrationsstroms proliferierender Vorlauferzellen in
den Hilus des sich bildenden Gyrus dentatus. Vorlauferzellen des primaren Neuroepithels am
Seitenventrikel (1) bilden als Strom wandernder Zellen eine sekundare Keimschicht (2) und
formieren sich im Hilus zur tertidren Matrix, einer Population proliferierender Zellen (3). Die hier
entstandenen Zellen wandern radial in die sich bildende Granularschicht (GrDG) ein. Die Zellen
des Migrationsstroms exprimieren den CXCR4-Rezeptor und folgen einem Kurs, der an SDF-1-

exprimierende Strukturen grenzt.

In den 1990er Jahren wurde durch die Arbeit verschiedener Gruppen etabliert,
dass im adulten Gehirn lebenslang Gruppen proliferierender Stammzellen erhalten
bleiben (Seki & Arai 1993, Eriksson et al. 1998). Es ist wahrscheinlich, dass viele
der Mechanismen, die das Schicksal von Stammzellen wahrend der
Embryonalentwicklung des Organismus regulieren, bei der Steuerung adulter
Stammzellen rekapituliert werden. Ebenso kann angenommen werden, dass
adulte und embryonale Stammzellen zahlreiche gemeinsame Eigenschaften
aufweisen. Da das Chemokin SDF-1 in der Embryonalentwicklung Migration und
Reifung neuronaler Stammzellen beeinflusst, behalt es moglicherweise eine
vergleichbare Funktion im adulten Gehirn. Auch die Lokalisation des CXCR4-
Rezeptors in einer neurogenen Nische weist auf eine mdgliche Rolle des SDF-
1/CXCR4-Systems in der Neurogenese hin (Stumm et al. 2003, Tran et al. 2007).
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1.3. Adulte Neurogenese

1.3.1. Neurogene Nischen im adulten Gehirn

Die adulte Neurogenese, die Bildung neuer Nervenzellen im erwachsenen Gehirn,
ist im Hippokampus auf eine diinne Gewebeschicht zwischen der Granularschicht
und dem Hilus, die Subgranularschicht (SGS) des Gyrus dentatus (Abb. 1.3 A,C),
begrenzt. Die neu gebildeten Zellen integrieren sich in die Granularschicht des
Gyrus dentatus und differenzieren dort, indem sie Axone und Dendriten in die
Zielregionen aussenden (Ubersichtsartikel z.B. von Von Bohlen und Halbach
2007, Ehninger & Kempermann 2008). Adulte Neurogenese findet auf3erdem in
der Subventrikularzone statt (Abb. 1.3 A). Die hier gebildeten Neurone wandern im
SO genannten rostralen Migrationsstrom (rostral migratory stream, RMS) in den
Bulbus olfactorius (olfactory bulb, OB), differenzieren hier zu Interneuronen und
etablieren funktionelle Synapsen mit benachbarten Zellen (Luskin 1993, Luskin
1994, Carlen et al. 2002, Belluzzi et al. 2003). Adulte Neurogenese findet
lebenslang und im Gehirn aller bisher untersuchten Saugetiere einschliel3lich dem
des Menschen statt (Eriksson et al. 1998), im jungen Organismus jedoch

wesentlich intensiver.
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Abbildung 1.5: Nischen adulter Neurogenese am Beispiel der Maus. A: Im adulten Gehirn findet

Neurogenese hauptsachlich in der Subgranularschicht (SGS) (subgranular zone, SGZ) des Gyrus
dentatus (dentate gyrus, DG) und in der Subventrikularzone (SVZ) statt. Die in der SVZ neu
gebildeten Neurone wandern im rostralen Migrationsstrom (rostral migratory stream, RMS) in den
Bulbus olfactorius (olfactory bulb, OB). Im Gyrus dentatus sind die Vorlauferzellen in der SGS
lokalisiert. Diese Zellen proliferieren und die hier neu gebildeten Neurone integrieren sich in die
Granularschicht (GS) (granule cell layer). B: Schema adulter Neurogenese in der SGS/GS des
Gyrus dentatus. Die Vorlaufer (Blau) in der SGS proliferieren und die neu gebildeten Zellen (Griin)
wandern in die GS (Gelb). Hier differenzieren sie, werden postmitotisch, senden Axone zur CA3-
Region der Pyramidenzellschicht und Dendriten in die Molekularschicht und werden so funktionell
in das hippokampale Netzwerk integriert (Rot). A,B leicht verandert aus Von Bohlen und Halbach

2007. C: Ubersichtsfarbung des Hippokampus einer adulten Maus in einer Kresylviolett-Farbung
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nach Nissl. Die Ubersicht zeigt die Lokalisation der Granularzellen des Gyrus dentatus innerhalb
des Hippokampus. Die SGS ist eine diinne Zellschicht zwischen GS und Hilus. D,D’: Neurogenese
im Hippokampus einer adulten Maus. Ko-Immunfarbung mit einem Antikdrper gegen NeuN (Griin
in D), Marker fir reife Neurone, und einem Antikérper gegen den Proliferationsmarker
Bromodeoxyuridin (BrdU, Rot in D’). NeuN markiert die reifen Neurone der GS und des Hilus. Die
BrdU-geféarbten Zellen sind hier etwa zehn Tage alt. E,E’,E"”: Beispiel fur eine NeuN-negative
BrdU-markierte Zelle und eine NeuN/BrdU-komarkierte Zelle in starker VergroRerung. Mal3stab:

E”, 20um. D,E aus Kolodziej et al. 2008a, veréandert.

1.3.2. Phasen der adulten Neurogenese

Die gegenwartig bekannten Prozesse, die zur Neubildung von Neuronen fihren,
untergliedert man zu deskriptiven Zwecken in funf Phasen (Kempermann et al.
2004, Ming & Song 2005, Von Bohlen und Halbach 2007). Die Zellen exprimieren
im jeweiligen Entwicklungsstadium spezifische Proteine, die fur die
Charakterisierung der Phasen als Marker herangezogen werden. Wéahrend der
Proliferationsphase (Phase 1) bilden die neu generierten Zellen GFAP (glial
fibrillary acidic protein) und Nestin (Fukuda et al. 2003, Filippov et al. 2003). Es
wird angenommen, dass es sich bei dieser Zellgruppe um Stammzellen und
Vorlauferzellen in der SGS handelt, die neue Granularzellen bilden (Seri et al.
2001). Diese Zellen weisen zahlreiche charakteristische Merkmale embryonaler
Radialgliazellen auf (Levitt & Rakic 1980, Eckenhoff & Rakic 1984), die wahrend
der Embryonalentwicklung als neuronale Vorlaufer fungieren (Hartfuss et al.
2001). Man geht davon aus, dass in der Differenzierungsphase (Phase Il) der
neuronale Charakter der Zellen festgelegt wird. In der frihen Phase Il sind die
Zellen Nestin-positiv, aber GFAP-negativ und weisen eine hohe Proliferationsrate
auf (Kronenberg et al. 2003). Im weiteren Verlauf der Phase Il wird die Expression
von Nestin beendet und die Bildung von Doublecortin (DCX) und von PSA-NCAM
beginnt (Kronenberg et al. 2003, Fukuda et al. 2003). In der Migrationsphase
(Phase Ill) wird die Expression von DCX und PSA-NCAM fortgesetzt. Die unreifen
Neurone wandern eine kurze Distanz, hinein in die Granularschicht des Gyrus
dentatus. In der axonalen und dendritischen Zielsteuerung (Phase V) bilden
die unreifen Granularzellen neuronale Fortsatze. Die Zellen werden postmitotisch
und senden axonale Projektionen zur CA3-Pyramidenzellschicht des

Hippokampus und Dendriten in die Molekularschicht des Gyrus dentatus. Die
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unreifen Neurone exprimieren weiterhin noch DCX und PSA-NCAM (Kempermann
et al. 2004, Ming & Song 2005), auBRerdem beginnt in diesem Stadium die Bildung
des neuronalen Markers NeuN (neuron-specific nuclear protein, Brandt et al.
2003). Wahrend der synaptischen Integration (Phase V) etablieren die jungen
Granularzellen dendritische Synapsen fur Eingange aus dem entorhinalen Kortex
und axonale Synapsen in der CA3-Region und im Hilus. Die funktionell integrierten
Neurone exprimieren konstitutiv. NeuN (Kuhn et al. 1996). Mit Hilfe dieses
Konzepts lassen sich Entstehung, Entwicklung und Schicksal neu gebildeter
Neurone detailliert untersuchen, da das Erreichen der einzelnen

Entwicklungsstadien mit der Expression verschiedener Marker korreliert ist.

_ Abbildung 1.6: Phasen
Proliferation Differenzierung Migration -+  Ziel- synaptische
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: 9

= Vorlauferzellen zu bilden,
Vorlauferzellen

Stammzelle (begrenzte ' unreife reife

(Radialglia-artig)  Selbsterneuerung) . Granularzelle Granularzelle die in die Granularschicht

einwandern (3). Hier bilden
die unreifen Granularzellen axonale und dendritische Fortséatze, die in die Zielregionen (siehe Text)
entsendet werden (4). Die neuen Granularzellen werden anschlieBend synaptisch in das Netzwerk
des Hippokampus integriert (5). In den unterschiedlichen Phasen adulter Neurogenese exprimieren
die neu gebildeten Zellen spezifische Molekile, die als Marker fiir das jeweilige Stadium verwendet

werden kdnnen. Abbildung aus Von Bohlen und Halbach 2007, veréndert.

1.3.3. Beeinflussung der Neurogeneserate im adulten Hippokampus

Die Neurogeneserate im adulten Hippokampus wird unter physiologischen und
pathologischen Bedingungen dynamisch reguliert. Diese Regulation findet auf
zwei Ebenen statt. Zum einen kann die Teilungsrate wahrend der
Proliferationsphase von unterschiedlichen Faktoren beeinflusst werden.

Kronenberg et al. fanden 2003 eine verstarkte Zellteilung bei korperlicher
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Betatigung. Auch epileptische Anfalle oder Ischamien kdénnen die Proliferation im
Gyrus dentatus drastisch erhéhen (Jessberger et al. 2005, Arvidsson et al. 2001,
Zhang et al. 2005). Die zweite Ebene, auf der die adulte Neurogenese
entscheidend reguliert wird, ist das Uberleben und die funktionelle Integration der
neu gebildeten Neurone. Die Mehrheit der im erwachsenen Gehirn neu gebildeten
Neurone wird, analog zur embryonalen und postnatalen Hirnentwicklung, schnell
Uber Apoptose eliminiert (Biebl et al. 2000, Kuhn et al. 2005). Diese Eliminierung
von Zellen findet postmitotisch, aber innerhalb der ersten 14 Tage, in der Phase
der Doublecortinexpression, statt (Ehninger & Kempermann 2008). Fur das
Uberleben der Zellen spielt die Aktivierung von N-Methyl-D-Aspartat(NMDA)-
Rezeptoren eine Rolle (Tashiro et al. 2006). Der Anteil der Zellen, die funktionell
integriert werden, ist variabel, aber generell wird ein groRBer Uberschuss an
Vorlauferzellen gebildet, und nur ein geringer Prozentsatz dieser Zellen wird fir
ein Langzeitiiberleben selektiert (Kempermann et al. 2003). Das Uberleben neu
gebildeter Neurone wird von kognitiven Stimuli positiv beeinflusst, so erhéht zum
Beispiel das Leben in einer angereicherten Umwelt oder hippokampusabhangiges
Lernen die Zahl integrierter Neurone (Kempermann et al. 1997, Gould et al. 1999,
Dobrossy et al. 2003).

Die molekularen und zellularen Mechanismen, die dieser flexiblen Regulation der
Neurogenese zugrunde liegen, sind weitgehend unbekannt. Um die Regulation
von Neurogenese und hippokampaler Plastizitdt besser zu verstehen, missen
Faktoren identifiziert werden, die Generation und Uberleben neuer Granularzellen
kontrollieren. Aus zwei Griinden erscheint es naheliegend, das CXCR4-SDF-1-
System auf eine solche Funktion im adulten Gehirn hin zu untersuchen: Zum
einen ist es fur die embryonale Entwicklung zahlreicher neuronaler Strukturen
unabdingbar, insbesondere auch fir die des Gyrus dentatus (Zou et al. 1998,
Klein et al. 2001, Bagri et al. 2002, Lu et al. 2002, Chalasani et al. 2003a,b,
Stumm et al. 2003, Lieberam et al. 2005, Borell & Marin 2006, Stumm & Hollt
2007). Es ist denkbar, dass der CXCR4-Rezeptor, der wahrend der
Embryonalentwicklung Migration, Teilung und Differenzierung von Stammzellen
steuert, auch fur adulte Stammzellen relevant ist. Aul3erdem wird der CXCRA4-
Rezeptor im adulten Hippokampus speziell in den Zellen der SGS des Gyrus

dentatus exprimiert (Stumm et al. 2002, Lu et al. 2002), also genau dort, wo auch
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die adulte Neurogenese stattfindet. In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb
untersucht, ob der CXCR4-Rezeptor von Granularzellvorlaufern und unreifen

Granularzellen exprimiert wird und ob er die adulte Neurogenese beeinflusst.

1.3.4. Funktion der Neurogenese im adulten Hippokampus

Zur Funktion der Neurogenese im erwachsenen Hippokampus werden
verschiedene Konzepte diskutiert. Da Schadigungen wie Ischdmie oder Epilepsie
die Neurogenese stark heraufregulieren, wird angenommen, dass sie einerseits
zur Regeneration nach Hirnlasionen dient (z.B. Picard-Riera et al. 2004). Die
kontinuierlich stattfindende Neurogenese stellt jedoch vermutlich hauptsachlich
einen adaptiven Prozess dar, der die Kapazitat des Hippokampus flur die
Verarbeitung neuer Informationen optimiert (Kempermann 2002, Doetsch & Hen
2005, Ehninger & Kempermann 2008). In geeigneten Lernparadigmen wie dem
Wasserlabyrinth (Morris water maze) oder der klassischen Konditionierung wurde
von verschiedenen Arbeitsgruppen gezeigt, dass fir hippokampusabhéngiges
Lernen scheinbar tatsachlich Neurogenese notwendig ist (Gould et al. 1999,
Kempermann & Gage 2002, Drapeau et al. 2003, Shors et al. 2001). Basierend
auf der Idee, dass der CXCR4-Rezeptor die Neurogenese beeinflusst, wurde hier
gepruft, ob die Aktivitat des CXCR4/SDF-1-Systems bei
hippokampusabhé&ngigem Lernen eine Rolle spielt.
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1.4. Fragestellung

Der CXCR4-Rezeptor steuert die Migration und Proliferation von
Granularzellvorlaufern wéahrend der Embryonalentwicklung. Die Funktion des
CXCR4-Rezeptors im postnatalen Hippokampus ist hingegen ungeklart. Im
Vorfeld dieser Arbeit gab es starke Hinweise darauf, dass der CXCR4-Rezeptor im
adulten Hippokampus in Granularzellvorlaufern gebildet wird (Lu et al. 2002,
Stumm et al. 2002), was auf eine Funktion bei der Neurogenese hindeutet. Das
Ziel dieser Arbeit war es deshalb, die Funktion und die Regulation des CXCR4-
Rezeptors in neuronalen Vorlauferzellen im adulten Hippokampus und in
neuronalen Primarkulturen zu untersuchen. Im Einzelnen wurden folgende Fragen

bearbeitet:

1) Wie wird der CXCR4-Rezeptor im Hippokampus exprimiert?

In welchen Strukturen des postnatalen Hippokampus werden CXCR4-mRNA und
CXCR4-Protein exprimiert?

Von welcher/n Zellart/en der SGS und des Hilus wird der CXCR4-Rezeptor im
adulten Hippokampus exprimiert?

2) Wie wird der CXCR4-Rezeptor in neuronalen Vorlauferzellen reguliert?

Zeigt der CXCRA4-Rezeptor in neuronalen Primarkulturen agonistinduzierte
Internalisierung und Degradation, und ist dies mit einer Desensibilisierung der
Signaltransduktion verbunden?

Gibt es Hinweise darauf, dass der CXCR4-Rezeptor im adulten Hippokampus
durch den endogenen Liganden aktiviert und reguliert wird?

3) Wird die Neurogenese im adulten Hippokampus durch die Aktivitdt des
CXCR4-Rezeptors beeinflusst?

Beeinflusst das Blockieren des CXCR4-Rezeptors die Neurogeneserate im adulten
Hippokampus?

Beeinflusst das Blockieren des CXCR4-Rezeptors die Gedachtnisleistung in einem
Paradigma fir hippokampusabhangiges Lernen?
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2. Methoden

Alle hier beschriebenen Experimente wurden gemald den Bestimmungen des

Tierschutzgesetzes der Bundesrepublik Deutschland durchgefiihrt.

2.1. Tiere

Wenn nicht anders vermerkt, wurden die Untersuchungen mit mannlichen Wistar-
Ratten (Charles River Laboratories, Sulzfeld, D) mit einem Gewicht zwischen 250 und 330g
durchgefuhrt. Wenn nicht anders angegeben, wurden jeweils funf Tiere in einem
Makrolon® Typ IV-Kéfig unter standardisierten Laborbedingungen (nach den
Empfehlungen der Gesellschaft fur Versuchstierkunde) bei einer Raumtemperatur
von 22+2°C, einer Luftfeuchtigkeit von 60+5% und einem 12h/12h Tag/Nacht-

Rhythmus bei freier Verflugbarkeit von Pelletfutter und Leitungswasser gehalten.

2.2. Immunhistochemie

Entnahme und Vorbehandlung des Gewebes. Nach intraperitonealer Injektion von
4% Chloralhydrat in 0,9%iger Kochsalzlosung (1ml/100g Kdorpergewicht) wurde
unter tiefer Anasthesie transkardial zundchst mit Tyrodes Lésung und
anschlieBend mit Zambonis Fixativ perfundiert. Das Gehirn wurde entnommen und
Uber Nacht bei Raumtemperatur in Zambonis Fixativ nachfixiert. Dann wurde das
Gewebe mittels mehrtagiger Inkubation in 30%iger Sucroseldésung bei 4°C
gefriergeschitzt und es wurden am Gefriermikrotom (CM3000, Leica, Bensheim, D) 40um-
Schnitte angefertigt, die frei flottierend in TPBS bei 4°C maximal drei Wochen

gelagert wurden (free-floating-Technik).

Tyrodes Lésung (160mM NaCl; 2,7mM KCI; 0,5mM MgClz-6H20; 0,36mM NaH2P04-H.0; 5,55mM
Glucose; 12mM NaHCOs)

Zambonis Fixativ (4% PFA und 0,2% Pikrinsaure in Phosphatpuffer mit 18mM NaH,PO4-H20;
25mM NazHPO4'2H20)

30%ige Sucroseldsung (30% Sucrose und 0,1% Thimerosal in Phosphatpuffer mit 28mM NaH2PO4-H:0;
2mM NazHPO4-2H.0)

TPBS (10mM Tris; 155mM NacCl; 1,8mM NaH2P0O4-H0; 7,6mM NaHPO4-2H-0; 0,05%

Thimerosal; pH 7,4)
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Immunfarbung. Die Schnitte wurden zunachst in TPBS gewaschen und in
50%igem Ethanol permeabilisiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit TPBS-T
(0,3%Triton x-100 in TPBS) wurden unspezifische Bindungsstellen im Schnitt mit TPBS-
TS3% (3% Ziegennormalserum in TPBS-T) geblockt. Uber Nacht erfolgte dann die Inkubation
mit dem primaren Antikdrper in TPBS-TS1% (1% Ziegennormalserum in TPBS-T) bei 4°C.
Direkte Detektion: Am folgenden Tag wurde nach vierfachem Waschen in TPBS-T
4h mit dem Cy3-markierten sekundaren Antikdrper (1:500) in TPBS-TS1% bei
Raumtemperatur detektiert. Nach einem abschlie3enden Waschschritt wurden die

Schnitte auf gelatinebeschichtete Objekttrager aufgezogen, mittels einer

Alkoholreihe  entwdssert und  eingedeckt. Indirekte  Detektion  mit

Signalamplifikation: Am folgenden Tag wurde nach vierfachem Waschen in TPBS-
T 4h mit dem biotinylierten sekundaren Antikorper (1:500) in TPBS-TS1% bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Waschen in TPBS-T, Inkubation in Peroxidase-

konjugiertem Avidin/Biotin-Reagenz (Vectastain Elite ABC-Kit, Linaris, Wertheim, D) und
erneutem Waschen in TPBS-T folgte eine katalytische Amplifikation des Signals
mit biotinyliertem Tyramin (Adams 1992). Dieses wurde nach einem weiteren
Waschschritt mit Streptavidin-gekoppeltem Alexa Fluor® 488 oder Alexa Fluor®
555 (MoBiTec, Géttingen, D) in TPBS-T detektiert. Nach abschlieRendem Waschen
wurden die Schnitte auf gelatinebeschichtete Objekttrager aufgezogen, mittels

Alkoholreihe entwéassert und eingedeckt. Komarkierungen: Zur Markierung von

zwei unterschiedlichen Antigenen im gleichen Schnitt wurde sequenziell
vorgegangen: Zundchst wurde mit dem einen Primarantikdrper inkubiert und
entsprechend dem Protokoll ,indirekte Detektion® biotinyliertes Tyramin im Schnitt
abgelagert. AnschlieRend wurde mit dem anderen Primarantikorper Uber Nacht
inkubiert, und beide Antigene wurden dann mit einem Mix aus Alexa Fluor® 488

und  Cy3-markiertem  Sekundarantikbrper  detektiert.  BrdU-Markierung:

Bromodeoxyuridin (BrdU') wurde immer direkt markiert. Da BrdU bei der
Zellteilung in die DNA eingelagert wird, sind vor dem Binden des Primarantikorpers
spezielle Schritte nétig, um das Antigen zuganglich zu machen. Die Schnitte
werden nacheinander in Formamid/2xSSC (2h, 65°C), 2xSSC (5 min), 2MHCI in
ddH,0 (30 min, 37°C) und Boratpuffer (15 min) inkubiert. Bei einfacher Markierung

1 Brdu ist ein Analogon der Stickstoffbase Thymidin und wird wahrend der Zellteilung im Zuge
der DNA-Transkription in die DNA der entstehenden Tochterzellen eingebaut. Da BrdU nach
intraperitonealer Injektion nur wenige Stunden verfligbar bleibt, lassen sich damit die Zellen
markieren, die sich in einem bestimmten Zeitfenster geteilt haben.
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wurden diese Arbeitschritte vor dem Blockieren in TPBS-TS 3% durchgefihrt, bei
Komarkierungen nach dem Binden von biotinyliertem Tyramin im Schnitt ins

Protokoll eingefligt.

Formamid/2xSSC (50% Formamid in 2xSSC mit 300mM NaCl und 30mM CeHsNazO7-2H20)
Boratpuffer (100mM Borséure in ddH0; pH 8,5)

Antikdrper. Zur immunhistochemischen Darstellung des CXCR4-Proteins wurden
affinitatsgereinigte polyklonale Antiseren aus dem Kaninchen gegen die C-
terminale Sequenz des CXCR4-Rezeptors (Maus, Ratte; Aminosaurereste 338-
359) verwendet (Stumm et al. 2002). Diese Antiseren (2144 und 1181) wurden
ausfuhrlich mittels Immuncytochemie, Westernblot und Immunprazipitation
charakterisiert. Die Spezifitdt der CXCR4-Immunfarbung wurde an CXCRA4-
knockout-Mausen (Embryonaltag 16 (E16), Abb. 2.1) Uberprift. CXCR4 wurde
entweder indirekt mit Amplifikation (1pg/ml) oder direkt (10pg/ml) detektiert. Der
Proliferationsmarker BrdU wurde mit einem monoklonalen Antikérper aus der Ratte
(Rat monoclonal anti-BrdU, BU1/75, #SM1667, Acris antibodies, Hiddenhausen, D; 1:1000) dargestellt. Als
neuronale Marker wurden Antikdrper gegen Doublecortin (DCX) (Guinea pig polyclonal
anti-doublecortin, AB910, Chemicon, Hofheim, D; 1:1000) und gegen NeuN (Mouse monoclonal anti-NeuN, A60,
MAB377, Chemicon, Hofheim, D; 1:3000)0 verwendet. Zur Darstellung des sauren
Gliafaserproteins (Glial fibrillary acidic protein, GFAP) als Marker fur Glia und
Stammzellen wurde ein polyklonaler Antikérper aus dem Meerschwein (Guinea pig
polyclonal anti-GFAP, Gp52, Progen, Heidelberg, D; 1:2000) benutzt. Zwei AntikGrper aus der Maus
dienten zur Markierung des Stammzellmarkers Nestin (Mouse monoclonal anti-Nestin, Rat-401,
MAB353, Chemicon, Hofheim, D; 1:50) bzw. von Somatostatin (Mouse monoclonal anti-Somatostatin, SOM-

14, Biomeda, Burlingame, CA; 1:50) als Markerprotein fir GABAerge Neurone.

" CXCRAtY B ‘CXCR4-/- . o
0\ Tt . Abbildung 2.1: Spezifitit des CXCR4-

- : : Antiserums [1181]. Immunfarbung vom Kopf

= & _% ; 5 ' | eines Wildtyp-Mausembryos (A) im Vergleich
= G zur  CXCR4-knockout(KO)-Maus (B) am
2 & 3 . Embryonaltag 16. Das sich entwickelnde Auge
g N ' i ist jeweils vergroRBert dargestellt (a,b). Die
_% at ; # ‘*\-\“ Retina des  Wildtyps  zeigt intensive
% . * -‘*:‘ ._' Immunreaktivitat (A,a), in der CXCR4-KO ist
° B E2EY ,.;'-f" s eine leichte Hintergrundfarbung zu beobachten

3 . (B,b). MaRstabe: A,B: 200um; a,b: 70um.
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2.3. mRNA-Expressionsanalyse mittels in-situ-Hybridisierung

Generierung von RNA-Sonden fir die in-situ-Hybridisierung. cDNA Fragmente der
Gene (Rattus norvegicus) fir CXCR4 (U90610, Nukleotide 1-1050) (Stumm et al.
2002), SDF-1a (G1:76496502, Nukleotide 492-1002) (Stumm et al. 2007), GAD Mr
67.000 (Gl:204229, Nukleotide 1200-2041) (Stumm et al. 2001), Pre-
prosomatostatin (G1:207030, Nukleotide 32-307) (Stumm et al. 2002) und VGLUT1
(GI:507414, Nukleotide 1644-2000) (Stumm et al. 2004) wurden durch RT-PCR
generiert. Laut Genbank (BLAST-Search auf der Internetseite des National Center
for Biotechnology Information, NCBI) sind diese cDNA-Fragmente spezifisch fur
das jeweilige Gen. Diese Fragmente wurden in den Vector pGEM® T Easy (Promega,
Mannheim, D) mit Promotoren flr die RNA-Polymerasen T7 und SP6 (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, D) ligiert und die rekombinanten Plasmide wurden in Escherichia coli
(XL1 blue, Stratagene, Amsterdam, NL) transformiert. Mittels Blau-Weil3-Selektion wurden
positive Klone identifiziert und in Vorkulturen vermehrt, die DNA wurde in
Minipraparationen (Qiagen® Plasmid Mini Kit (100); Qiagen GmbH, Hilden, D) isoliert und die
Konstrukte wurden durch Restriktionsverdau charakterisiert. Rekombinante
Plasmide wurden wiederum in Bakterien transfiziert und vermehrt, in
Maxipraparationen (EndoFree® Plasmid Maxi Kit (10); Qiagen GmbH, Hilden, D) aufbereitet und durch
Sequenzanalyse uberprift. Von den oben genannten und hier untersuchten Genen
standen in der Arbeitsgruppe Stumm Vektorkonstrukte mit partiellen cDNA-
Matrizen zur VerfUgung und die daraus resultierenden Sonden waren bereits
charakterisiert.

Zur run-off-in-vitro-Transkription (Melton et al. 1984) wurden die Plasmide mit
geeigneten Restriktionsendonukleasen linearisiert und gereinigt. Zur in-vitro-
Transkription durch die RNA-Polymerasen T7 bzw. SP6 wurde 1ug linearisierte
Plasmid-DNA in 10ul eingesetzt. Der Transkriptionsansatz zur Herstellung
radioaktiv markierter Sonden enthielt auerdem 10mM DTT, je 0,5mM
unmarkiertes ATP und GTP und jeweils15pm/pl [**S-UTP] und [**S-CTP] (1000
Ci/mmol; 10mCi/ml, GE Healthcare, Freiburg, D). Zur Herstellung Digoxigenin (DIG)-markierter
Sonden wurde dem Ansatz 1:10 DIG RNA-Labeling-Mix (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, D) zugesetzt. Bei beiden Arten der Markierung wurden auflerdem 15
Einheiten RNase-Inhibitor (Fermentas, St. Leon-Rot, D) zugegeben. Nach der Transkription

wurden die Ansatze von 10ul mit ddH2O auf 20ul aufgefullt und zur alkalischen
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Hydrolyse nach Angerer et al. (1987) 1+1 mit 0,2M Na,CO3; (pH10,2) versetzt. Die
Hydrolysezeiten wurden nach folgender Formel berechnet: t=(lo-ls)/(k*lo-l); (lo:
Ausgangslange in kb; 1=0,25kb; k=0,11min'1kb'1). Die Hydrolyse wurde durch
Zugabe von 10%iger Essigsaure (1:20) gestoppt und die Sonden wurden Uber
Gelsaulen (RNase-Free Micro Bio-Spin Columns mit Bio-Gel P-30 in Tris Buffer, BIO-RAD, Miinchen, D)
aufgereinigt. Radioaktive Sonden wurden mit Hybridisierungspuffer auf 50000
dpm/pl eingestellt, DTT wurde dem Hybridisierungsmix ad 20mM zugegeben. DIG-
markierte Sonden wurden zur Lagerung (-70°C) mit ddH,O auf 50ng/ul eingestellt.

Hybridisierungspuffer (600mM NaCl; 10mM TrisCl pH7,5; ImM di-Na-EDTA; 0,05% (w/v) tRNA;
1xDenhardt’s; 50% Dextransulfat; 100pg sonicated salmon sperm DNA;
50% Formamid)

Entnahme und Vorbehandlung des Gewebes. Die Tiere wurden durch
intraperitoneale Chloralhydrat-Injektion anasthesiert und dekapitiert. Das Gehirn
wurde zugig entnommen und sofort in Isopentan bei -35+5°C eingefroren.
Anschlie®end wurden die Praparate kurz auf Trockeneis gelegt, bis anhaftendes
Isopentan verdunstet war, in Aluminiumfolie eingeschlagen und bei -70°C
aufbewahrt. Im Kryostaten (CM3000, Leica, Bensheim, D) wurden bei -22°C 25um-Schnitte
direkt auf adhasive Objekttrager aufgezogen; diese wurden bei -70°C aufbewahrt.
Die Gefrierschnitte wurden vor der Hybridisierung kurz luftgetrocknet, 1h in 4%PFA
in PBS fixiert, in PBS gewaschen, 10 min mit 0,4% Triton-X100 in PBS
permeabilisiert, in ddH,O gewaschen, 10 min in neutralem 1,5% tri-Ethanolamin
+0,25% Essigsaureanhydrid in ddH,0 azetyliert, in 1xPBS und ddH,O gewaschen
und in Isopropanol entwassert. Die prahybridisierten Praparate wurden bei -20°C

gelagert.

PBS (150mM NacCl, 8mM Na2HPQ4:12H0, 2mM NaHzPO4-H20; pH7,4)

Radioaktive in-situ-Hybridisierung. Die prahybridisierten Gefrierschnitte wurden
getrocknet und mit etwa 40ul der radioaktiven Sonde (,Hybridisierungsmix®)
betropft, welche durch ein aufgelegtes Deckglas verteilt wurde. Die Hybridisierung
fand Uber Nacht in einer feuchten Kammer (50% Formamid in ddH,O) statt.
Anschlieend wurde in absteigenden Salzkonzentrationen fur jeweils 20min
gewaschen (2xSSC, 1x SSC, 0,5xSSC, 0,2xSSC, ddH,0). Zwischen diesen
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Waschschritten wurde eine RNAse-Behandlung (nach 1xSSC, 30min, 37°C) und
eine Stringenzwasche (in 0,2xSSC, 1h, 60°C) durchgefuhrt. Die Praparate wurden
in Isopropanol entwassert. Zur Detektion wurden Rontgenfilme (KodakBioMax-MR1, GE
Healthcare, Freiburg, D) verwendet, die nach einer Expositionszeit von 3 Tagen entwickelt

wurden. Fur Abbildungen wurden die Filme gescannt (MRS-1200TP, Microtek Intern. Inc.).

2xSSC (300mM NaCl; 30mM CeHsNazO7-2H20)
RNase (10mMTris-Cl; 0,5M NaCl; ImM EDTA; 40pug/ml RNase A (Roche); 1U/ml RNase T1 (Roche); pH 8,0)

Kombination der radioaktiven mit der DIG-in-situ-Hybridisierung. Die Doppel-in-
situ-Hybridisierung wurde an 20um-Schnitten durchgefihrt. Die jeweilige DIG-
markierte Sonde wurde dem fertigen Hybridisierungsmix mit der radioaktiven
Sonde ad 1ug/ml zugesetzt. Die Hybridisierung und die Waschprozedur wurden
wie beschrieben durchgefuhrt, am Ende wurde jedoch nicht entwassert, sondern
die Praparate wurden fur eine Stunde in Puffer 1 (100mM Tris; 150mM NaCl; pH7,5)
aquilibriert und fur eine Stunde mit Blockierungspuffer (5% normales Lammserum und 0,05%
Tween 20 in Puffer 1) behandelt. Anschliefend wurden die Schnitte fur 1h mit Anti-
Digoxigenin-Fab (gekoppelt an alkalische Phosphatase) (Roche), 1:500 in
Blockierungspuffer inkubiert und dann mit Puffer 1 gewaschen. Die Detektion der
Anti-Digoxigenin-Fab erfolgte nach Herstellerangaben mit 5-Brom-4-Chlor-3-
Indolyl-Phosphat und  Nitroblautetrazoliumchlorid. Die Praparate wurden
entwassert und mit einer Photoemulsion (50% K5-Emulsion, liford, Dreieich, D) beschichtet.
Die Beschichtung wurde nach einer Expositionszeit von 3-4 Wochen entwickelt.

Bilder wurden mit einer Kamera (SV MICRO, USA) aufgenommen.
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2.4. Substanzapplikationen

Implantieren osmotischer Minipumpen Uber ein Brain Infusion Kit. Zur
intracerebroventrikularen (icv.) Applikation von 5mg/ml AMD3100 oder Saline
wurden osmotische Minipumpen (Modelle 1007d und 2002, Flussrate 0,5ul/h, ALZET, Palo Alto, CA,
USA) mit dem Brain Infusion Kit Il (Abb. 2.2) subkutan implantiert.

/— Durchflussvermittler
S Katheter
\— osmotische Pumpe

Haltevorrichtung

\

Infusionskanille

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der osmotischen Minipumpe
mit dem Brain Infusion Kit (ALZET). Pumpe und Infusionssystem
(Durchflussvermittler, Katheter, Kanile) werden luftblasenfrei mit der
Substanzlésung befillt, anschlieRend wird beides zusammengesteckt.
Eine Vorinkubation fiir 24h in steriler Kochsalzl6sung bei 37°C stellt eine

gleichmafige Substanzabgabe zum Zeitpunkt der OP sicher.

Die Tiere wurden hierzu mit 1,5% Isofluran in einem Gemisch aus Lachgas und
Sauerstoff (70:30) narkotisiert und in einem stereotaktischen Apparat fixiert. Die
Kornea wurde wahrend des Eingriffs mit Bepanthen Augen- und Nasensalbe vor
dem Austrocknen geschutzt. Nach Schneiden des Fells und Desinfektion der Haut
wurde mit einem Skalpell ein etwa 2,5 cm langer Hautschnitt beginnend zwischen
den Augen und endend zwischen den Ohren gefuhrt. Mit Hilfe einer
Aesculapschere wurde stumpf zwischen den Schulternblattern eine subkutane
Tasche fur die Pumpe gebildet. Mit Operationshdkchen wurde der
Schadelknochen exponiert, mit 3%igem H,O, und 70%igem Ethanol wurde
grandlich gesaubert und desinfiziert (Abb. 2.3 A). Nach dem Stillen eventueller
Blutungen wurde mit Hilfe eines Zahnarztbohrers (@ 0,45mm) 0,9mm posterior und
1,7mm lateral vom Bregma eine Offnung fiir die Kanule des Brain Infusion Kits
gebohrt (AuRendurchmesser 0,36mm) und die Dura wurde mit einer dinnen,
Kanile vorsichtig durchstof3en. Anschlielend wurde die Pumpe zwischen den
Schulterblattern implantiert und die Kantle wurde mit Hilfe der Haltevorrichtung

platziert und mit Histoacry! (Braun Aesculap AG, Tuttlingen, D) fixiert. In eine weitere Bohrung
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wurde eine kleine Schraube zur Verankerung des Zementsockels gedreht, ohne
die Dura zu verletzen (Abb. 2.3 B). Der Schéadelknochen wurde nochmals
grindlich gesaubert und getrocknet und Schraube und Kanile wurden dann mit
Zahnzement umgeben. Mit einer Schere wurde die Haltevorrichtung vorsichtig
entfernt (Abb. 2.3 C). Vor dem VerschlieRen der Wunde mit einer Einzelknopfnaht
(Abb. 2.3 D) wurde Xylocainspray aufgespriht.

Abbildung 2.3: Implantieren einer osmotischen Minipumpe mit Brain Infusion Kit zur

intracerebroventrikuldren Substanzapplikation. A: Unter Isoflurannarkose wurde die Schadeldecke
freigelegt und gereinigt, die Lokalisation der Kanile (Bregma -0,9mm posterior; -1,7mm lateral)
wurde stereotaktisch ermittelt und markiert (Pfeil). B: Mit einem Feinbohrer wurde je ein Loch fir
die Kanile und eine Halteschraube gebohrt, und beides wurde platziert (Pfeil: Haltevorrichtung der
Kantle, Pfeilspitze: Schraube zur Fixierung). C: Die Haltevorrichtung (vgl. Abb. 2.2 und Abb. 2.3b)
wurde entfernt. Die Infusionskanule und die Schraube wurden mit einem Sockel aus Zahnzement
auf dem Schadelknochen fixiert. D: Die Wunde wurde mit einer Einzelknopfnaht verschlossen. E:
Beispiel eines Stichkanals (Pfeil), gezeigt in einer Kresylviolett-Ubersicht (Frontalschnitt). Die

VergréRerung zeigt den Einstich in den rechten Seitenventrikel (e).
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icv.-Applikation von AMD3100, BrdU-Injektionen. Die Expression des CXCR4-
Rezeptors wurde nach 13 Tagen icv.-Applikation von AMD3100' oder
physiologischer Kochsalzlosung mittels Immunhistochemie (NaCl, n=5; AMD3100,
n=6) und in-situ-Hybridisierung (NaCl, n=6; AMD3100, n=7) quantifiziert.
Qualitative Expressionsanalysen wurden immunhistochemisch nach 6 Tagen
(osmotische Minipumpe, n=7), nach 2 Tagen, nach 1 Tag AMD3100-Applikation
(jeweils 3xtaglich Uber implantierte FUhrungskanule, n=3) und 4h nach einer
einmaligen Applikation (n=3) durchgefihrt. Um den Einfluss von AMD3100 auf das
Uberleben neu gebildeter Granularzellen im Gyrus dentatus zu untersuchen,
wurde der Proliferationsmarker BrdU verwendet. Vor der Behandlung mit
AMD3100 wurde in 48h funfmal jeweils 100mg/kg BrdU appliziert. Anschlie3end
wurde Uber 13 Tage AMD3100 oder Kochsalz icv. infundiert und dann nach 13
bzw. nach 23 Tagen analysiert (vergleiche Abb. 3.10; Versuch tber 13d: NaCl,
n=5, AMD3100, n=6; Versuch dber 23d: NaCl, n=10, AMD3100, n=10). Um
weiterhin  zu untersuchen, ob AMD3100-induzierte Veranderungen in der
Neurogenese mit Verdnderungen im hippokampalen Lernen korreliert sind, wurde
ein geeigneter Lerntest durchgefihrt (Objekterkennungstest nach Bruel-
Jungerman et al. 2005). Hierzu wurden Ratten wéahrend der icv.-Infusion von
AMD3100 bzw. Kochsalz unter Standardbedingungen (STD) oder in einer
angereicherten Umwelt (ANG) gehalten und anschlieRend im
Objekterkennungstest gepruft (NaCl/STD, n=10; NaCI/ANG, n=10; AMD3100/STD,
n=10; AMD3100/ANG, n=10).

! Das Bizyklam AMD3100 wirkt als spezifischer Antagonist am CXCR4-Rezeptor. Strukturformel:
HN/\L HN/\L
’) N H NH
H H N H
LNH LNH



Methoden: Zellzdhlungen 28

2.5. Zellzéahlungen

Alle Auswertungen wurden verblindet vorgenommen. Zur Ermittlung der Anzahl
CXCR4-positiver Zellen nach Behandlung mit AMD3100 bzw. NaCl wurde
zwischen Bregma -2,8 und Bregma -4,4 in jedem achten Schnitt (Abb. 2.4) der
CXCR4-Rezeptor gefarbt. Auswertungen erfolgten an einem
Fluoreszenzmikroskop (Leica DM IRBE, Leica, Bensheim), ausgestattet mit einem
Argon/Krypton-Laser, und der Confocal Software von Leica. Gezahlt wurden stark
CXCR4-positive Zellen in der Subgranular- und Granularschicht in der bezuglich
der Infusionskantle kontralateralen Hippokampushélfte (vergleiche Ergebnisse,
Abb. 3.2 G). Auf analoge Weise wurde die Gesamtzahl neu gebildeter Zellen in
Subgranular- und Granularschicht anhand einer BrdU-Farbung ermittelt
(Ergebnisse, Abb. 3.10, B,E).

Abbildung 2.4: Zur Ermittlung der
Gesamtzahl BrdU-positiver Zellen
wurden Schnittserien angefertigt
und geféarbt. Zwischen Bregma -
2,8 und -4,4 wurde jeder achte
Schnitt geféarbt (6 Schnitte pro
Tier). Die  grauen  Kasten

verdeutlichen die Schnittfiihrung

und die Lokalisation der

untersuchten Schnitte.

Der Anteil neuronaler Zellen an den BrdU-positiven Zellen wurde pro Tier an 50
zufallig ausgewahlten BrdU-Zellen in unterschiedlichen Schnittebenen anhand der
Komarkierung mit Doublecortin bzw. mit NeuN ermittelt. Hierzu wurde fiur jede
Zelle die Kolokalisation beider Signale in einem Stapel von mindestens 5
konfokalen Aufnahmen entlang der z-Achse ausgewertet (Abschnitt Ergebnisse,
Abb. 3.10, A,C,G,F).
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2.6. Immuncytochemie

Priméarkultur von Neuronen. Primare Neuronenkulturen wurden aus Ratten-
Embryonen (Wistar, E17) gewonnen. Terminlich angepaarte trachtige Weibchen
(Anpaarung im Tierlabor des Instituts; Elterntiere: CharlesRiver, Sulzfeld, D)
wurden mit 4%Chloralhydrat (1ml/100g Koérpergewicht) anasthesiert, der Uterus
wurden entnommen und in eine sterile Kulturschale uberfihrt. Alle weiteren
Schritte wurden unter sterilen Bedingungen (Microflow Laminar Flow Workstation, Nunc, Wiesbaden-
Biebrich, D und Sicherheits-Werkbank BDK-S1500, BDK, Sonnenbiihl, D) durchgefuihrt. Die Amnionsacke
wurden aus dem Uterus entnommen und in das Dissektionsmedium (Hank's Balanced
Salt Solution, ohne Ca und Mg, Lonza, Verviers, Belgien) HBSS+HEPES Uberfuhrt. Die Embryonen
wurden dekapitiert und das Gehirn wurde herausprapariert. Mit Hilfe einer kleinen
Schere wurden beide Kortexhalften abgetrennt, anschlieBend konnte der
Hippokampus isoliert werden. Das Gewebe wurde in kleine Sticke zerteilt
(<Imm?®) und fiir 15 min bei 36°C trypsiniert (0,05%Trypsin, 5mM EDTA*2Na in HBSS).
Anschlieend wurde kurz in Trypsininhibitor/DNAse (0,3% Rinderserum, Soybeaninhibitor
(Sigma-Aldrich, Steinheim, D) und DNase | (Sigma-Aldrich) in HBSS/HEPES) inkubiert und danach mit 5ml
HBSS gewaschen. Die Zellen wurden dann durch Triturieren (Kanilen: 21G, 25G)
vereinzelt und mit Hilfe einer feinen Gaze (30um Maschenweite) wurde die
Zellsuspension gefiltert. Die Zahl der Zellen pro Milliliter wurde mit Hilfe einer
Neubauer-Zahlkammer bestimmt und es wurden 500.000 Zellen pro Well einer 12-
Well-Platte in Neurobasal™ Medium (ohne Glutamin, invitrogen™ Gibco, Karlsruhe, D; +Glutamin, +Bar-

Supplement, +Penicillin/Streptomycin) ausgesat.

Transfektion primarer Neurone. Etwa 5Mill. Zellen wurden durch Zentrifugieren
pelletiert und nach Abnehmen des Uberstandes in Transfektionslosung (aus Rat
Nucleofector® Kit, amaxa GmbH, Koln, D) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde dann in
eine Kivette Uberfuhrt, es wurde nach Instruktionen des Herstellers mit dem
Nucleofector Il (amaxa) transfiziert und in DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium mit 4,5g/1
Glucose und L-Glutamin; Lonza; +FKS, +Penicillin/Streptomycin) ausgesét. Nach dem Adhérieren der

Zellen wurde DMEM gegen Neurobasal™ Medium ausgetauscht.

Subzelluldre Lokalisation des endogenen und des transfizierten CXCRA4-
Rezeptors. Die Charakterisierung der subzellularen Lokalisation des endogenen
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CXCR4-Rezeptors oder des transfizierten CXCR4 mit T7-Epitop (CXCR4-T7)
erfolgte anhand von Immunfarbungen am Konfokalmikroskop (Leica DM IRBE, Leica,
Bensheim, D). Die Zellen wurden mit 10nM SDF-1 (R&D Systems GmbH, Wieshaden, D), 6UM
AMD3100 (Sigma-Aldrich, Schnelldorf, D) oder einer Kombination aus beidem wie im
Ergebnisteil beschrieben behandelt. Die Kulturen wurden mit Zambonis Fixativ
fixiert, in TPBS gewaschen und mit Methanol permeabilisiert. Nach weiterem
Waschen und Blockieren in TPBS-TS 3% wurde der endogene CXCR4-Rezeptor
mit einem anti-CXCR4 [1181] und der T7-CXCR4 mit einem anti-T7 Antikdrper
(beide affinitatsgereinigt, Gramsch Laboratories, Schwabhausen, D) markiert und mit Cy3-markiertem
sekundarem Antikdrper detektiert. Zur semiquantitativen Analyse der T7-CXCR4-
Internalisierung wurden primare Neurone mit zwei Plasmiden mit T7-CXCR4 bzw.
EGFP im Verhéltnis 1:10 kotransfiziert. Anhand der griinen Fluoreszenz wurden
transfizierte Zellen ausgewahlt und kategorisiert wie im Ergebnisteil beschrieben.
Die Ergebnisse von drei unabhdngigen Experimenten mit je 20 ausgewerteten

Zellen pro Behandlungsgruppe wurden gemittelt.

Internalisierungsuntersuchungen. Die Internalisierung des CXCR4-Rezeptors
wurde mit Hilfe von Oberflachenmarkierungen quantifiziert. Es wurden mit T7-
CXCR4 transfizierte neuronale Zellen verwendet oder stabil mit T7-CXCR4
transfizierte HEK293'-Zellen. Die lebenden Kulturen wurden vor oder nach der
Behandlung mit 1pug/ml anti-T7-Antikdrper inkubiert. Zur quantitativen Auswertung
der Oberflachenrezeptoren wurde ein ELISA (Pfeiffer et al. 2003) wie folgt
durchgefuhrt: Die Zellen wurden fixiert und mit Peroxidase-konjugiertem
Sekundarantikdrper (1:1000, GE Healthcare, Freiburg) inkubiert. Es wurde gewaschen und
mit 250ul ABTS-LOsung (Roche Applied Science, Mannheim, D) pro Well wurde die
Enzymreaktion gestartet. Nach 15 min wurden 200ul des gefarbten Substrates aus
jedem Well auf eine 96-Well-Platte Ubertragen und mit einem Mikroplatten-Leser
(ASYS, Expert Plus UV, Hightech GmbH, A) bei 405nm analysiert. Als Referenz dienten
unbehandelte Kulturen, die direkt nach der Markierung fixiert wurden (100%
Oberflachenrezeptor). Fur mikroskopische Analysen wurden die Rezeptoren vor
der Stimulation markiert, anschlie3end wurde fixiert, permeabilisiert und mit einem

Cy3-gekoppelten Antikdrper detektiert.

! Human embryonic kidney, HEK, humane Zelllinie aus embryonalen Nierenzellen
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Analyse des CXCR4-Rezeptors im Westernblot. Alle Stimulationen mit SDF-1
(10nM) und AMD3100 (6uM) wurden in Neurobasal-Medium etwa 24h nach dem
Aussaen der Zellen durchgefiihrt. Die Zellen (15x10° pro Spur) wurden nach der
Behandlung in 500ul kochendem SDS-Probenpuffer aufgenommen. Die im Lysat
enthaltenen Glykoproteine wurden an Agarosekigelchen (,beads”) aus
Weizenkeim-Agglutenin (wheat germ lectin agarose, WGA; Vector Laboratories, Burlingame, CA)
gebunden. Die Kugelchen mit den adsorbierten Glykoproteinen wurden durch
Zentrifugieren sedimentiert, gewaschen, und die Glykoproteine wurden mit SDS-
Probenpuffer fir 20 min bei 60°C eluiert. Die so konzentrierten Membranproteine
wurden einer 10% SDS-PAGE unterzogen und auf eine Nitrocellulosemembran
transferiert. Die Blots wurden Uber Nacht mit 1pg/ml affinitatsgereinigtem anti-
CXCR4 [1181] inkubiert. Die Signale wurden Uber einen Peroxidase-gebundenen
Sekundarantikdrper (anti-rabbit horseradish peroxidase-linked IgG, GE Healthcare, Freiburg, D) und
Chemilumineszenz (ECL Western Blotting Kit, GE Healthcare) detektiert. Um die geladene
Proteinmenge zu kontrollieren, wurden die gebundenen Antikdrper nach der
Detektion von der Membran abgelost (in Ablésepuffer, 1h, 60°C) und der
Transferrin-Rezeptor (TFR) wurde mit 1pug/ml Maus anti-Human-TFR Antikérper
(nvitrogen)  detektiert. Der Quotient aus CXCR4- und TFR-Signal wurde
densitometrisch bestimmt und dann gegen den entsprechenden Quotienten der
Kontrollgruppe normalisiert. Diese normalisierten Ergebnisse wurden aus drei

unabhangigen Experimenten gemittelt.

SDS-Probenpuffer (150mM NaCl; 5mM EDTA; 3mM EGTA; 20mM HEPES (pH 7,4; 4mg/mi
dodecyl-R-maltosidose); Proteinase-Inhibitoren: 1mM Phenylmethylsulfonylfluoride; 1pm
pepstatin; 10ug/ml Leupeptin; 2ug/ml Aprotinin)

Ablosepuffer (60mM Tris, 100mM Mercaptoethanol, 70mM SDS)

Desensitisierung der SDF-1-induzierten Akt-Phosphorylierung in neuronalen
Priméarkulturen. Um die Phosphorylierung von Akt zu messen, wurde das
Kulturmedium gegen BSS getauscht und die Zellen wurden mit 10nM SDF-1
behandelt wie im Ergebnisteil beschrieben. Pro Spur wurden 0,5x10° Zellen in
500ul kochendem SDS-Probenpuffer lysiert. Die Lysate wurden in einer SDS-
PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran geblottet. Mit einem

monoklonalen Antikérper aus dem Kaninchen (#193H12, Cell Signaling Technology / New England
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Biolabs, Frankfurt am Main, D; 1:1000) wurde Ser-473-phosphoryliertes Akt (pAkt) detektiert.
Der Antikoérper wurde abgelost und es wurde auRerdem das gesamte Akt-Protein
(phosphoryliert und unphosphoryliert) detektiert (anti-Akt rabbit polyklonal 1gG, #07-416 Biomol,
Hamburg, D; 0,125ug/ml). Der Quotient aus pAkt- und Akt-Signal wurde ermittelt und
gegen den Wert der Kontrollgruppe normalisiert. Die Ergebnisse aus drei
unabhangigen Experimenten mit jeweils drei unabhangigen Wiederholungen

wurden gemittelt.

BSS (balanced salt solution, (in mM: 143 Na; 5,5 Ka; 1,8 Caz; 1,8 Mgz; 125 Cl; 26 HCOs; 1 PO4; 0,8 SOq;
pH7,4; auBerdem 4,5g/l Glucose)
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2.7. Verhaltensuntersuchungen

Angereicherte Umwelt. Ratten, die in einer angereicherten Umwelt gehalten
wurden, lebten in Gruppen von funf Tieren in einer groRen Box (120x80x80cm) mit
Schlafhduschen, Nistmaterial, Etagen, R6hren und verschiedenen Kletter- und
Versteckmdglichkeiten, die mindestens jeden zweiten Tag variiert wurden (Abb.

2.5) Alle weiteren Umweltbedingungen waren mit denen der Standardhaltung

identisch.

BxTxH [cm] 42x25x15

Abbildung 2.5: Angereicherte Umwelt (A) im Vergleich zur Standardhaltung (B).

Objekterkennungstest (novel object recognition task). In diesem Lerntest nach
Bruel-Jungerman et al. (2005) wurden 9 verschiedene Objekte verwendet, die in
Voruntersuchungen bei naiven Ratten vergleichbare spontane Exploration
auslosten. Der Test wurde in einem separaten Raum bei einer Beleuchtung von
30Lux durchgefihrt, das Explorationsverhalten wurde (ber eine Kamera vom
benachbarten Raum aus beobachtet. Nach Habituation wurden in einer ersten
Sitzung dem Tier in einem Offenfeld zwei unbekannte Gegenstande prasentiert,
die 4 Minuten lang exploriert werden konnten. In der zweiten Sitzung wurde einer
der Gegenstdnde gegen einen neuen ausgetauscht, und es wurde verblindet
gemessen, wie lange der bekannte und wie lange der unbekannte Gegenstand in
4 Minuten untersucht wurde. Ein Tier mit einer Gesamtexplorationszeit unter 20s
wurde ausgeschlossen. Es wurde genau die Zeit gemessen, in der sich die Nase
der Ratte in unmittelbarer Nahe des Gegenstandes (<l1cm) befand und das Tier
deutliches Explorationsverhalten zeigte. Der zeitliche Abstand zwischen beiden

Sitzungen betrug fur jedes Tier einmal 1h, einmal 24h und einmal 48h. Die
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Reihenfolge der drei Tests mit unterschiedlichem zeitlichem Abstand wurde
variiert, ebenso die Platzierung der Gegenstdnde im Offenfeld und die
Verwendung jedes Gegenstandes als ,bekannt® oder ,neu”. Nach jeder Sitzung
wurden das Offenfeld und die Gegenstande grtindlich gereinigt, um den Einfluss

von Geruchsspuren zu minimieren.

Tag 1 Tag 1
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2 3
c D) (3 o
Tag 2 Tag 3
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Abbildung 2.6: A: Schema von Aufbau und zeitlichem Ablauf des Objekterkennungstests. Die
grofRen Quadrate symbolisieren das Offenfeld (0,5x0,5m), gedanklich in vier Quadranten unterteilt,
in denen die Objekte 1-9 prasentiert wurden. Der Test, jeweils bestehend aus einer
Akquisitionsphase (symbolisiert durch das rechte Quadrat, zwei unbekannte Objekte, 4 min) und
einer Testphase (symbolisiert durch das linke Quadrat, ein bekanntes und ein unbekanntes Objekt,
4 min) wurde dreimal mit unterschiedlich langem Retentionsintervall (Pfeile) wiederholt. B: Ratte im
Objekterkennungstest bei der Exploration eines Objektes. Die Nase der Ratte befindet sich in

weniger als 1cm Abstand zum Gegenstand und das Tier zeigt deutliches Explorationsverhalten.
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3. Ergebnisse

3.1. Expression von CXCR4 und SDF-1 im postnatalen Hippokampus

3.1.1. Expression des CXCR4-Proteins

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die Frage, ob das CXCR4/SDF-1-System an der
Regulation der Neurogenese im adulten Gyrus dentatus beteiligt ist. Zur
Bearbeitung dieser Frage wurde zunachst geklart, in welchen Strukturen des
Hippokampus das Rezeptor-Ligand-System exprimiert wird. Hierbei war
insbesondere die Regulation der Expression wahrend der postnatalen Entwicklung
in der fur die Neurogenese relevanten Subgranularschicht (SGS) des Gyrus
dentatus von Interesse.

Zehn Tage nach der Geburt liel3 sich mittels Immunhistochemie eine starke
CXCR4-Proteinexpression in verschiedenen Strukturen im und um den
Hippokampus nachweisen: Im Corpus callosum und in der Wand des
Seitenventrikels zeigte sich intensive CXCR4-Immunreaktivitat, ebenso in Stratum
oriens, Stratum pyramidale und Stratum lacunosum moleculare. Im Gyrus
dentatus wurde der Rezeptor von Zellen der Molekularschicht, der inneren
Granularschicht und des Hilus exprimiert (Abb. 3.1 A). Am Postnataltag 18 (P18)
zeigte sich in der Molekularschicht eine leichte Abschwachung der intensiven
Expression des CXCR4-Proteins, wahrend die Immunreaktivitat in den anderen
oben genannten Strukturen stark vermindert bzw. vollig verschwunden war (Abb.
3.1 B). Besonders massiv war diese Reduktion in der Granularschicht des Gyrus
dentatus, wo immunhistochemisch kein CXCR4-Protein mehr nachweisbar war. In
der SGS und im Hilus waren noch einzelne CXCR4-positive Zellen zu finden
(Pfeile in Abb. 3.1 b). Dieses Expressionsmuster des CXCR4-Proteins anderte
sich im weiteren Verlauf der postnatalen Entwicklung nicht, das hier gezeigte
Stadium P18 ist also reprasentativ fir das adulte Expressionsmuster im
Hippokampus. Kurz zusammengefasst kann gesagt werden, dass zehn Tage nach
der Geburt in zahlreichen Strukturen des Hippokampus eine intensive CXCR4-
Proteinexpression zu finden ist, die im Verlauf der Entwicklung zum jungadulten
Gehirn stark abnimmt. Im adulten Gyrus dentatus bleibt eine deutliche CXCR4-
Immunreaktivitat in der Molekularschicht erhalten, auf3erdem exprimieren einzelne
Zellen der SGS das Protein.
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Abbildung 3.1: Postnatale Herabregulation der CXCR4-Proteinexpression in der SGS des Gyrus
dentatus. A,B: Konfokale Aufnahmen vom Rattenhippokampus (frontal) an P10 (A) und P18 (B). A: In
der Ubersicht ist eine starke CXCR4-Immunreaktivitat im Corpus callosum (cc) und in der Wand des
Seitenventrikels (LV) erkennbar. a: Die VergroRerung zeigt den Rezeptor im Stratum oriens (Or), im
Stratum pyramidale (Py) und im Stratum lacunosum moleculare (La). Im Gyrus dentatus sind die
Molekularschicht (Mol), das innere Drittel der Granularschicht (GS) und Neurone im Hilus markiert. B:
Am P18 zeigt die Ubersicht des Gyrus dentatus nur in der Molekularschicht eine intensive CXCR4-
Immunfarbung. In der SGS und im Hilus sind hingegen nur einzelne Zellen markiert (Pfeile). C:
Vergleich der SDF-1- und CXCR4-mRNA-Expression im Gyrus dentatus an P12, P16 und P21 nach
in-situ-Hybrisierung mit *°S-markierten Sonden. Die Expression der SDF-1-mRNA beginnt am
Postnataltag 12 und steigt bis P21 massiv an. Die CXCR4-mRNA-Expression in der Granularschicht
nimmt zwischen P12 und P16 stark ab und zeigt dann bis P21 nur noch eine geringe Abnahme.
MalRstabe: A,B: 400pm; a,b: 200pum.
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3.1.2. Expression der CXCR4-mRNA

Zusatzlich zum CXCR4-Protein wurde mit Hilfe der in-situ-Hybridisierung auch die
regionale Verteilung der CXCR4-mRNA-Expression untersucht. In Abbildung 3.1 C
(rechte Seite) ist die mRNA-Expression zu drei Zeitpunkten der postnatalen
Entwicklung gezeigt. Am P12 wurde eine starke Expression in der Granularschicht
des Gyrus dentatus und in der Molekularschicht beobachtet, schwachere Signale
zeigten sich im Hilus. Von P16 bis P21 reduzierte sich diese mRNA-Expression
deutlich. Am P21 war in der Granularschicht keine mMRNA mehr detektierbar. In
Zellen der SGS und des Hilus und in der Molekularschicht fand sich hingegen
weiterhin eine deutliche Expression. Diese Verteilung der CXCR4-mRNA-
Expression in Zellen der Molekularschicht, der SGS und des Hilus blieb bis ins
adulte Stadium erhalten. Insgesamt fand also auch auf mRNA-Ebene im Verlauf
der postnatalen Entwicklung eine Reduktion der CXCR4-Expression statt. Auffallig
war jedoch, dass in den spaten postnatalen Stadien zahlreiche Zellen der SGS
eine intensive mMRNA-Expression des Rezeptors aufwiesen (Abb. 3.1 C), obwohl
hier nur sehr wenig CXCR4-Protein dargestellt werden konnte. Offensichtlich
stimmen die beobachteten Expressionsmuster von mRNA und Protein in der SGS

nicht Gberein.

3.1.3. Expression der SDF-1-mRNA

Um die Expressionsmuster von Rezeptor und Ligand zueinander in Beziehung
setzen zu koénnen, wurde mittels in-situ-Hybridisierung auch die Verteilung der
SDF-1-mRNA im postnatalen Hippokampus ermittelt. Am P12 wurde SDF-1 in der
Leptomeninx, im CA3-Feld der Pyramidenzellschicht des Hippokampus und in der
Granularschicht detektiert (Abb. 3.1 C, linke Seite). Von P12 bis P21 nahm die
MRNA-Menge in der Leptomeninx ab, wéahrend die Expression in den anderen
genannten Strukturen verstarkt wurde. Besonders ausgepragt war diese Zunahme
in den Granularzellen des Gyrus dentatus. Der hohe Expressionsspiegel von SDF-
1 in der Granularschicht blieb im adulten Hippokampus erhalten.
Zusammengefasst ergeben sich aus diesen Expressionsmustern folgende
Verhéaltnisse im adulten Hippokampus: Die Granularzellen bilden grol3e Mengen
an SDF-1-mRNA (Stumm et al. 2002, diese Arbeit). In den Subgranularzellen wird
CXCR4-mRNA exprimiert (Stumm et al. 2003, Tran et al. 2007, diese Arbeit),
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CXCR4-Protein ist jedoch nicht detektierbar. Es stellt sich die Frage, wie es zu
dem Ungleichgewicht zwischen der Expression von CXCR4-Protein und CXCR4-
MRNA in der SGS kommt. Der Verlust des CXCR4-Proteins entwickelt sich zeitlich
parallel zur ausgepragten Heraufregulation der SDF-1-Expression in den
Granularzellen. Die Vermutung liegt nahe, dass Granularzellen lokal einen hohen
SDF-1-Spiegel erzeugen. Hierdurch kénnte es zu permanenter Aktivierung und
anschlieBendem Abbau des in den Subgranularzellen exprimierten CXCR4-
Rezeptors kommen. Um diese Hypothese zu prifen, wurden die Mechanismen

der CXCR4-Regulation naher untersucht.
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3.2. Regulation des CXCR4-Rezeptors im Hippokampus und in neuronalen
Kulturen

3.2.1. Regulation des CXCR4-Rezeptors im Hippokampus

Basierend auf der Hypothese, dass das beobachtete Ungleichgewicht zwischen
CXCR4-mRNA und CXCR4-Protein durch den endogenen Agonisten verursacht
wird, wurde Uberprift, ob sich der vermutete agonistinduzierte Abbau des
Rezeptors durch den CXCRA4-spezifischen Antagonisten AMD3100 blockieren
lasst. Adulten Ratten wurde Uber einen Zeitraum von 13 Tagen der CXCR4-
Antagonist AMD3100 uUber osmotische Minipumpen icv. appliziert. Der Effekt der
Rezeptorblockade auf die mRNA- und Proteinspiegel im Hippokampus wurde
anschlieBend mittels in-situ-Hybridisierung und Immunhistochemie analysiert. Auf
der mRNA-Ebene wurden keine Veranderungen gefunden (Abb. 3.2 AB). Im
Gegensatz dazu zeigte sich eine massive Zunahme des CXCR4-Proteins in der
SGS von AMD3100-behandelten Tieren (Abb. 3.2 C,c;). Die quantitative
Auswertung ergab hier 627% mehr CXCR4-positive Zellen als bei Kontrolltieren
(5512 Zellen gegen 758 Zellen zwischen Bregma -2,8 und -4,4, p<0,0001, T-Test)
(Abb. 3.2 G). Dieser starke Anstieg der CXCR4-Immunreaktivitat wurde auch nach
kirzerer Applikation (6d, 2d, 1d) und in geringerem Umfang auch bereits nach
vierstindiger Infusion von AMD3100 gefunden. Durch die Behandlung mit
AMD3100 wurde das CXCR4-Protein in den Somata und in den proximalen
Anteilen dendritischer und axonaler Fortsatze von Zellen der SGS detektierbar
(Abb. 3.2 c;). AulRerdem wurde der Rezeptor in multipolaren, vermutlich
GABAergen Neuronen im Hilus (Abb. 3.2 C, Pfeil) und in der CA3-
Pyramidenzellschicht (Abb. 3.2 C, Pfeilkbpfe) sichtbar. In den Kontrolltieren waren
in der SGS nur einzelne Zellen und im Hilus keine Zellen markiert. Die Analyse
einzelner konfokaler Ebenen ergab, dass der CXCR4-Rezeptor in den Zellen der
SGS von Kontrolltieren sowohl in der Plasmamembran als auch in intrazellularen
Kompartimenten lokalisiert war (Abb. 3.2 F), was auf eine Internalisierung
hindeutet. Die Infusion von AMD3100 scheint diese Internalisierung zu verhindern,
da sich der Rezeptor danach fast ausschlie3lich an der Plasmamembran befand
(Abb. 3.2 E). Die massive Erhohung des CXCR4-Proteinspiegels nach

Rezeptorblockade fand selektiv in der SGS und im Hilus statt, andere
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Hippokampusstrukturen zeigten keine starken Veranderungen. Als Beispiel wird
die Molekularschicht betrachtet. Hier ist der CXCR4-Rezeptor in Kontrollen gut
markierbar und AMD3100 bewirkt nur eine leichte Verstarkung der
Immunreaktivitat (Abb. 3.2 C,D,c,,d,). Wie die anfanglichen Expressionsanalysen
gezeigt haben, gibt es in der Molekularschicht auch kein Ungleichgewicht
zwischen CXCR4-mRNA und CXCR4-Protein, gleichzeitig wird hier sehr wenig
SDF-1 exprimiert. Dies stutzt die Hypothese, dass der CXCR4-Rezeptor in
Subgranularzellen konstitutiv durch die Wirkung des lokal stark exprimierten
Liganden SDF-1 standiger Degradation unterliegt. Zusammenfassend kann gesagt
werden, dass das Blockieren des CXCR4-Rezeptors mit dem Antagonisten das
oben beschriebene Ungleichgewicht zwischen detektierter CXCR4-mRNA und
CXCR4-Immunreaktivitatt in  der adulten SGS aufhebt, indem der

Expressionsspiegel des Rezeptors auf Proteinebene deutlich ansteigt.
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Abbildung 3.2: Antagonistapplikation fihrt zu massiver Erhéhung des CXCRA4-Proteinspiegels.
Ratten erhielten 13 Tage lang intracerebroventrikuldre Infusionen von AMD3100 (A,C,E) oder
physiologischer Kochsalzlésung (B,D,F) Uber osmotische Minipumpen. A,B: Dunkelfeldaufnahmen
der CXCR4-mRNA-Expression im Gyrus dentatus nach in-situ-Hybrisierung mit **S-markierten
Sonden: Die Applikation des CXCR4-Antagonisten AMD3100 verursacht keine sichtbare
Veranderung der mRNA-Expression in der SGS (Pfeile). C,D: Aus konfokalen Aufnahmen
zusammengesetzte Ubersicht des Gyrus dentatus nach Immunfarbung des CXCR4-Rezeptors.
Nach der Infusion von AMD3100 zeigt sich eine massiv verstarkte Immunreaktivitat in der SGS
(c1,dq) und im Hilus (C, Pfeil). Eine leichte Erhéhung der CXCR4-Protein-Expression ist auch in
der Molekularschicht (Moal, ¢,,d,) und in der CA3 (C, Pfeilkdpfe) zu verzeichnen. E,F: Subzellulare
Lokalisation der CXCRA4-Immunoreaktivitdt in Zellen der SGS (Aufnahmen aus jeweils einer
einzelnen konfokalen Ebene). In der Kontrolle befindet sich der Rezeptor sowohl in der
Plasmamembran als auch in intrazellularen Kompartimenten, was fir eine partielle Internalisierung
spricht (F). Nach Behandlung mit AMD3100 ist das CXCR4-Protein in der Zellmembran
konzentriert und intrazellular nicht mehr detektierbar (E). G: Die Anzahl der CXCR4-
immunreaktiven (ir) Zellen in der SGS pro 320um-Segment (Bregma -2,8 bis Bregma -4,4) ist nach
AMD-Behandlung signifikant erhdht (Effekt von AMD3100: p<0,0001; Zwei-Wege-ANOVA mit
Messwertwiederholung). Werte dargestellt als MW+SEM. Malistédbe: A,B, 300um; C,D, 125um;
C1,Cp,d4,d5, 50um; E,F, 10um.

3.2.2. Regulation des CXCR4-Rezeptors in neuronalen Kulturen

Qualitative Immuncytochemie: Internalisierung, Abbau und Recycling des CXCR4-Rezeptors. Uber
die Regulation des endogenen Rezeptors in unreifen Neuronen ist nur wenig
bekannt. Als Modell fir neuronale Vorlauferzellen wurden Primarkulturen aus dem
embryonalen Rattenhippokampus (E17) nach 24h in vitro untersucht.
Insbesondere sollte geklart werden, wie sich der endogene CXCR4-Rezeptor in
den unreifen Neuronen unter SDF-1-Wirkung bezuglich Internalisierung,
Degradation und Recycling verhélt. Der CXCRA4-Antagonist AMD3100 wurde
verwendet, um die Wirkungen von endogenem oder appliziertem SDF-1 zu
blockieren. In unbehandelten Kulturen zeigten 23% der Zellen CXCR4-
Immunreaktivitdt an der somatischen Plasmamembran, im Wachstumskegel von
Fortsdtzen und in intrazellularen Kompartimenten (Abb. 3.3 A). Nach 18h
Inkubation mit AMD3100 erhéhte sich der Anteil CXCR4-positiver Zellen auf 35%
und der Rezeptor akkumulierte in der Plasmamembran (Abb. 3.3 B), was auf eine
konstitutive  Aktivierung des CXCR4-Rezeptors in Kontrollkulturen durch

endogenes SDF-1 hinweist. 30 Minuten nach Applikation von 10nm SDF-1



Ergebnisse: Regulation des CXCR4-Rezeptors 43

verschwand der Rezeptor vollstdandig von der Plasmamembran und bildete
intrazellulare Akkumulate (Abb. 3.3 C). Die rasche und effektive Internalisierung
konnte durch die gleichzeitige Zugabe von AMD3100 vollstandig blockiert werden;
nach langerer Inkubation mit SDF-1 (1h, 2h) konnte der CXCR4-Rezeptor nicht
mehr detektiert werden (nicht gezeigt). Wurde der Agonist nach 30 min
ausgewaschen und die Kultur fir 2h mit AMD3100 inkubiert, konnte der CXCR4-
Rezeptor in 20% der Zellen wiederum an der Plasmamembran detektiert werden
(Abb. 3.3 D).

30 min SDF-1 30 min SDF-1, Waschen 2 MDs 00

Abbildung 3.3: SDF-1-induzierte Regulation des endogenen CXCR4-Rezeptors in hippokampalen
primaren Neuronen. A-D: Konfokale Aufnahmen primarer Neurone zeigen die charakteristische
subzelluléare Verteilung der CXCR4-Immunreaktivitdt nach unterschiedlichen Stimulationen. a-d:
VergroRerung des jeweiligen Zellkérpers in A-D. A: Die Kontrollkultur zeigt sowohl an der
Plasmamembran als auch intrazellular CXCR4-Immunreaktivitat, was auf eine konstitutive
Internalisierung des Rezeptors durch in der Kultur freigesetzten endogenen Liganden hinweist. B:
Eine 18h Inkubation mit dem spezifischen Antagonisten AMD3100 fuhrt zu einer Akkumulation der
CXCR4-IR in der Plasmamembran. C: 30 min nach exogener Applikation von 10nM SDF-1 ist ein
vollstandiges Verschwinden des Rezeptors von der Membran zu beobachten, es kommt zu einer
intrazellularen Anh&ufung der CXCR4-IR. D: Wird der CXCR4-Rezeptor nach einer 30 min SDF-1-
Aktivierung durch AMD3100 blockiert, zeigt sich ein Teil der CXCR4-Immunreaktivitat intrazellulér

und ein Teil in der Zellmembran, was auf ein Recycling schlieRen lasst. Ma3stab: A-D, 10um.
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Zusammengenommen legen diese Ergebnisse nahe, dass der CXCR4-Rezeptor
in naiven neuronalen Hippokampuskulturen durch endogenes SDF-1 geringfligig
konstitutiv aktiviert und internalisiert wird. Dies wird dadurch gestitzt, dass
AMD3100 ein Ansammeln des Proteins in der Plasmamembran bewirkt. Durch
kurzzeitige Applikation von SDF-1 wird eine ausgepragte Internalisierung
ausgelost. Nach langerer Inkubation kann kein Protein detektiert werden, was
maoglicherweise eine Degradation des Proteins anzeigt. Nach Internalisierung des
CXCR4-Rezeptors durch SDF-1 zeigt sich nach Zugabe des Antagonisten ein
teilweiser Rucktransport des Rezeptors in die Membran. Das Blockieren der
Rezeptoraktivierung nach der vollstandigen Internalisierung ermdéglicht scheinbar
die Detektion von Recycling. Diese ersten Hinweise auf die
Regulationsmdglichkeiten des CXCR4-Rezeptors wurden in  weiteren

Experimenten an transfizierten Neuronen und im Westernblot untersucht.

Qualitative Immuncytochemie: Internalisierung, Abbau und Recycling des transfizierten CXCR4-
Rezeptors. Die Ergebnisse beztglich Internalisierung und Recycling des endogenen
CXCR4-Rezeptors wurden anhand des transfizierten Rezeptors Uberpruft.
Untersuchungen an CXCRA4-transfizierten neuronalen Zellen haben den Vortell
eines sehr viel hoheren Expressionsspiegels, wodurch sich Internalisierung und
insbesondere Degradation besser verfolgen lassen. Primare Neurone wurden mit
einem T7-Epitop-markierten CXCR4-Rezeptor und EGFP transfiziert. Der
Rezeptor wurde mit einer Immunfarbung gegen das T7-Epitop detektiert. Die
Kotransfektion mit EGFP wurde bei der Auswertung dazu genutzt, transfizierte
Zellen anhand der grinen Fluoreszenz von nicht transfizierten Zellen zu
unterscheiden. EGFP-markierte Zellen wurden zuféllig ausgewahlt und beziglich
der subzellularen Rezeptorverteilung einer der folgenden Kategorien zugeordnet:
(P) Intensive Markierung der Plasmamembran; (I, internalisiert) geringe
Markierung der Plasmamembran und starkes intrazellulares Signal; (N, nicht
markiert) keine Immunreaktivitat. In unbehandelten Kontrollkulturen zeigten 80%
der EGFP-positiven Zellen Plasmamembranfarbung, 8% Internalisierung und 12%
keine Immunfarbung (Abb. 3.4 A). Nach 30 min Inkubation mit SDF-1 stieg die
Zahl der Zellen mit Internalisierung auf 85%, nur noch 5% zeigten eine
Membranmarkierung (Abb. 3.4 B). Bei 6-stuindiger Behandlung mit SDF-1 ergaben
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sich vergleichbare Ergebnisse wie nach 30 min, die CXCR4-Immunreaktivitat im
Zellinnern war jedoch mehr an einem Ort konzentriert als nach 30 min, wo
zahlreiche CXCR4-immunreaktive Vesikel beobachtet wurden (Abb. 3.4 C). Die
Ergebnisse aus diesen drei Behandlungsgruppen zeigen wiederum eine leichte
konstitutive Internalisierung in unbehandelten Kulturen und eine effiziente
Verstarkung dieser Internalisierung durch den exogen applizierten Agonisten.
Wurde SDF-1 nach 6h ausgewaschen und dann fur 2h mit AMD3100 inkubiert,
konnte in zahlreichen Zellen eine Ruckkehr des CXCR4-Rezeptors an die
Plasmamembran beobachtet werden (Abb. 3.4 D), was fir ein Recycling des
Rezeptors spricht. Nach 18h Behandlung mit SDF-1 stieg der Anteil nicht
markierter Zellen auf 77% an (Abb. 3.4 E). Dieses Ergebnis indiziert erneut eine
Degradation des CXCR4-Rezeptorproteins unter anhaltender Agonistwirkung. Die
SDF-1-induzierte Internalisierung und Herabregulation des CXCR4-Rezeptors
wurde durch AMD3100 vollstandig blockiert (Abb. 3.4 F).
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Abbildung 3.4: SDF-1-induzierte Regulation des transfizierten CXCR4-Rezeptors in
hippokampalen priméaren Neuronen A-D: Konfokalaufnahmen primérer Neurone (1 Tag in vitro)
nach Kotransfektion von EGFP (A;-F;) und T7-CXCR4 (CXCR4-Protein mit aminoterminal
gebundenem T7-Epitop, A,-F,). Nach Fixierung und Permeabilisierung der Zellen wurde das T7-
Epitop immuncytochemisch gefarbt, um den transfizierten T7-CXCR4-Rezeptor intrazellular und in
der Membran sichtbar zu machen. Die Kulturen wurden unbehandelt (A), nach 30 min SDF-1 (B),
nach 6h SDF-1 (C), nach 6h SDF-1, auswaschen, 2h AMD3100 (D), nach 18h SDF-1 (E) oder
nach 18h SDF-1 + AMD3100 (F) fixiert. EGFP-markierte Zellen wurden nach ihrer intrazellularen
Verteilung des T7-CXCR4 kategorisiert: P, intensive Markierung der Plasmamembran; |
(internalisiert), intensive intrazellulare und geringe Plasmamembranmarkierung; N (nicht markiert),
Zellen mit sehr schwacher oder ohne Immunreaktivitat. Der relative Anteil jeder Gruppe ist jeweils
unter der Abbildung angegeben (T-Test: *vs. Kontrolle, # vs. 18h SDF-1, § vs. 6h SDF-1).
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Quantifizierung von Internalisierung und Recycling des transfizierten Rezeptors. Um zweifelsfrei
nachzuweisen, dass es unter SDF-1-Stimulation zur Internalisierung von CXCR4-
Oberflachenrezeptoren kommt, und um Internalisierung und Recycling quantitativ
zu erfassen, wurde das T7-Epitop-Tag des T7-CXCR4-Rezeptors genutzt.
Wiederum wurden primare hippokampale Neurone mit T7-CXCR4-Rezeptoren
transfiziert. Das Medium der lebenden Kulturen wurde 18 h nach Transfektion mit
einem T7-Antikorper versetzt. Da sich das T7-Epitop am extrazellularen
Aminoterminus des Rezeptors befindet, war es so mdglich, selektiv die
Oberflachenrezeptoren zu markieren (Abb.3.5 A,,B,). Eine Kotransfektion mit
EGFP erlaubte eine Ubersicht Uber die gesamte Zelle auch nach
Rezeptorinternalisierung (Abb.3.5 A;,B;). Im ELISA wurde die Menge der
Oberflachenrezeptoren einer vollkommen unbehandelten Kultur direkt nach der
Immunmarkierung als 100% gesetzt. Um den Effekt von endogenem SDF-1 zu
kontrollieren, wurde fur 30 Minuten NaCl zugegeben. Wie erwartet zeigte sich hier
eine leichte Internalisierung (Abb. 3.5 C: NaCl). Wurde exogenes SDF-1 fir 30
min zugegeben, waren 21% der vorher markierten Oberflachenrezeptoren
internalisiert (Abb. 3.5 C: SDF-1). Es konnte quantitativ belegt werden, dass die
SDF-1-induzierte Internalisierung durch AMD3100 vollstandig verhindert wird
(Abb. 3.5 C: SDF-1 + AMD). Wurde das Recycling internalisierter Rezeptoren mit
Monensin (50um) unterbunden, nahm die SDF-1-induzierte Internalisierung des
CXCR4-Rezeptors zu (Abb. 3.5 C: SDF-1 + Monensin im Vergleich zu SDF-1).
Dies ist ein Hinweis darauf, dass wahrend der Behandlung mit dem Agonisten
fortlaufend Rezeptoren zur Zellmembran recycelt werden. Deshalb wurde das
Ausmald des CXCR4-Recyling ermittelt (Abb. 3.5 D). Die Oberflachenrezeptoren
T7-CXCRA4-transfizierter Neurone wurden entweder direkt nach 30-minutiger SDF-
1-Behandlung (0 min ohne SDF-1) oder 1h nach Auswaschen des Agonisten (1h
ohne SDF-1) markiert. Als Referenz dienten unbehandelte Kontrollkulturen (100%
Oberflachenrezeptor). Von den Rezeptoren, die unter SDF-1 internalisiert waren
(O min ohne SDF-1), wurden nach Auswaschen des Liganden innerhalb von einer
Stunde 36% zur Plasmamembran recycelt. Die Zugabe von Monensin wéahrend

der Auswaschphase verhinderte dieses Recycling.
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Abbildung 3.5: SDF-1-induzierte Internalisierung des T7-CXCR4-Rezeptors nach Markierung der
Oberflachenrezeptoren lebender Zellen. A,B: An lebenden Zellen einer neuronalen Primarkultur
wurde der membranstandige T7-CXCR4-Rezeptor durch einen Puls mit T7-Antikorper vor der
Behandlung markiert, die Detektion wurde dann an fixierten Zellen durchgefiihrt. Die Ubersicht (A,
B1) zeigt jeweils die EGFP-Markierung der Zelle, in der Vergré3erung in B, ist die subzellulare
Umverteilung des Rezeptors 30 min nach SDF-1-Applikation im Vergleich zur Kontrolle (A,)
erkennbar: Es kommt zur Internalisierung der an der Oberflache markierten Rezeptoren. Ein
geringfigiges intrazellulares Signal in A, lasst eine geringe konstitutive Internalisierung durch
endogenes SDF-1 erkennen. C,D: Quantifizierung der T7-CXCR4-Internalisierung mittels ELISA.
C: Primérkulturen wurden mit NaCl, SDF-1, SDF-1+AMD3100 oder mit SDF-1+Monensin fur 30
min behandelt. Die Menge der vor der Behandlung detektierten Oberflachenrezeptoren wurde
100% gesetzt. Im Diagramm ist dargestellt, welcher Anteil von Hundert nach der jeweiligen
Behandlung internalisiert ist. D: Die Kulturen wurden hier fir 30 min mit SDF-1 vorbehandelt

(hierbei wurde in den letzten zehn Minuten der Vorbehandlung der T7-Antikérper zur Markierung
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extrazellularer Rezeptoren zugegeben), gewaschen und dann sofort, nach einer Stunde oder nach
einer Stunde unter Monensin analysiert. Die Internalisierung ist als prozentuale Reduktion der
Oberflachenrezeptoren im Vergleich zu unbehandelten Kulturen dargestellt. Die Verminderung der
Zahl internalisierter Rezeptoren nach einer einstiindigen Auswaschphase wird durch die
Anwesenheit von Monensin blockiert, was ein Recycling des Rezeptors zur Zelloberflache belegt.
(* in C und D entsprechen p<0,05, T-Test.).

Quantifizierung der Degradation des CXCR4-Rezeptors. Um den immuncytochemisch
beobachteten Rezeptorabbau nach anhaltender SDF-1-Wirkung quantitativ zu
erfassen, wurden die CXCR4-Proteinspiegel in Zellen hippokampaler Kulturen in
Westernblot-Experimenten ermittelt. In den in Abb. 3.6 A und B gezeigten Blots
wurde der endogene CXCR4-Rezeptor und als Ladekontrolle der Transferrin-
Rezeptor (TFR) detektiert. Im ersten Experiment wurde der Effekt des
Antagonisten auf die CXCR4-Proteinmenge ermittelt. Nach 18-stindiger
Inkubation mit AMD3100 zeigten neuronale Primarkulturen eine um 70% erhohte
CXCR4-Expression (Abb. 3.6 A). Dies spricht fur konstitutive Aktivierung und
konstitutiven Abbau des Rezeptors durch endogenes SDF-1. Im zweiten Versuch
wurde ermittelt, wie lange SDF-1-Aktivierung stattfinden muss, um eine
signifikante Degradation des CXCR4-Rezeptors zu verursachen. Dazu wurde ein
erstes Inkubationsintervall mit SDF-1 mit einem zweiten, komplementaren
Inkubationsintervall mit AMD3100 so kombiniert, dass jeweils eine
Behandlungszeit von insgesamt 6h resultierte. Unter diesen Bedingungen
verursachte eine 30minitige SDF-1-Exposition nur eine leichte Reduktion des
CXCR4-Proteins. Langere SDF-1-Exposition Uber 3h und 6h fihrte zu einer
fortschreitenden Reduktion des Rezeptorproteins (Abb. 3.6 B). Diese Ergebnisse
belegen, dass die kontinuierliche Aktivierung des CXCR4-Rezeptors durch SDF-1
die Herabregulation des CXCR4-Proteins zur Folge hat. Ein kurzer SDF-1-Puls
von 30 min lést zwar eine nahezu vollstandige Internalisierung der endogenen
Rezeptoren aus (vergleiche Abb. 3.3), die Pulsdauer gentigt jedoch nicht fir einen
ausgepragten intrazellularen Abbau des Rezeptors. Signifikante Degradation wird

im Blot erst nach agonistischer Stimulation fur 3 bzw. 6h deutlich.
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Abbildung 3.6: A,B: Quantifizierung der SDF-1-induzierten Regulation des endogenen CXCR4-
Rezeptors in hippokampalen primaren Neuronen. A,B: Westernblots fir den CXCR4-Rezeptor und
nach Abldsung fur den Transferrin-Rezeptor (TFR). Der Quotient aus dem CXCR4- und dem TFR-
Signal ist jeweils unter dem Blot angegeben (Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten
nach Normalisierung mit der entsprechenden Kontrolle). A: 18h Behandlung mit AMD3100 (AMD)
bewirkt eine Zunahme des CXCR4-Proteins um 70% (*, p < 0,05, T-Test). B: Nach einer SDF-1-
Vorbehandlung (SDF-1 pra) wurde gewaschen und dann mit AMD3100 behandelt (AMD post) wie
angegeben. SDF-1 verursacht mit zunehmender Inkubationszeit eine fortschreitende
Herabregulation des CXCR4-Rezeptors (* vs. Oh SDF-1, # vs. 0,5h und vs. 3h SDF-1, p < 0,05;
ANOVA und Bonferroni’'s post test). C,D: Desensitisierung der SDF-1-induzierten Akt-
Phosphorylierung in neuronalen Priméarkulturen. C: Im Westernblot wurde hier Ser473-
phosphoryliertes Akt (pAkt) und nach Ablésung dieses Antikérpers Akt detektiert. In der
Vorbehandlung (Pra) wurde fur 30 min entweder in BSS (balanced salt solution) als Kontrolle oder
in BSS+SDF-1 inkubiert, gewaschen (Pfeile), 5 ¥ Stunden mit BSS oder BSS+SDF-1 inkubiert und
nach nochmaligem Waschen eine weitere Stunde in BSS. Zur Stimulation (Stim) wurde fir 15 min
SDF-1 appliziert. D: Der Quotient aus pAkt und Akt aus der unbehandelten Kontrolle (BSS) wurde
100% gesetzt, die prozentualen Angaben fir die behandelten Gruppen beziehen sich hierauf (*vs.
Kontrolle, p < 0,05; T-Test). A-D: Alle Werte sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben.
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SDF-1-induzierte  Desensitisierung der CXCR4-Signaltransduktion. In  einem weiteren
Experiment wurde untersucht, inwieweit die Herabregulation des CXCR4-Proteins
mit einer Desensitisierung der intrazellularen Transduktionskaskade verknupft ist
(Abb. 3.6 C,D). Exemplarisch wurde die SDF-1-induzierte Phosphorylierung der
Kinase Akt ermittelt. Hierzu wurde im Westernblot das Signalverhaltnis von
Ser473-phosphoryliertem Akt (pAkt) und Gesamt-Akt bestimmt. Im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollkulturen erhohte ein 15 min SDF-1-Stimulus das Verhaltnis
von pAkt zu Akt um 143%. Wurden Kulturen fur 6h mit SDF-1 vorbehandelt, so
zeigte nach einer einstiindigen Auswaschphase ein 15 min SDF-1-Stimulus keinen
sichtbaren Effekt. Nach 30 min SDF-1-Vorbehandlung und 6,5h Auswaschphase
erhohte eine SDF-1-Stimulation das pAkt/Akt-Verhaltnis um 105%. Diese Daten
belegen, dass eine anhaltende SDF-1-Exposition eine zunehmende

Desensitisierung der CXCR4-vermittelten Akt-Phosphorylierung verursacht.

Endogen sezerniertes SDF-1 im Medium primérer hippokampaler Neuronenkulturen. Die
Untersuchungen zur Regulation des CXCR4-Rezeptors gaben wiederholt
Hinweise darauf, dass in den verwendeten hippokampalen Kulturen von E17-
Rattenembryonen endogen SDF-1 produziert und freigesetzt wurde. An stabil mit
dem T7-CXCR4-Rezeptor transfizierten HEK293-Zellen wurde deshalb geprift, ob
neuronales Medium aus hippokampalen Kulturen, das fur einen Tag in vitro
konditioniert wurde, tatsachlich ausreichend SDF-1 enthélt, um den CXCR4-
Rezeptor zu aktivieren. Als Parameter fUr die Rezeptoraktivierung wurde die
Internalisierung des CXCRA4-Rezeptors bestimmt. Das Kulturmedium der
Hippokampuskulturen wurde auf HEK293-Zellkulturen Uberfihrt und nach 30 min
wurde die CXCR4-Rezeptorinternalisierung mit einem T7-Antikdrper detektiert. Im
Vergleich zu Kontrollkulturen, die nicht-konditioniertes neuronales Medium
erhielten, verursachte das konditionierte Medium eine partielle, exogen
appliziertes SDF-1 eine vollstandige Internalisierung des CXCR4-Rezeptors (Abb.
3.7). Dieses Experiment stitzt die Vermutung, dass hippokampale
Neuronenkulturen ausreichend endogenes SDF-1 ins Medium sezernieren, um

CXCR4-Rezeptoren zu aktivieren.
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Abbildung 3.7: Endogenes SDF-1 aus primaren Neuronenkulturen induziert CXCR4-
Internalisierung in stabil transfizierten HEK293-Zellen. A-C: Konfokale Aufnahmen von HEK293-
Zellen, die stabil mit dem T7-Epitop-markierten CXCR4-Rezeptor transfiziert wurden. Die Zellen
wurden fir 30 min mit frischem neuronalem Kulturmedium versetzt (A), mit neuronalem
Kulturmedium, das fir 18h von hippokampalen Primarkulturen konditioniert wurde (B) oder mit
frischem neuronalem Medium + 10nm SDF-1. Der CXCR4-Rezeptor wurde mit einem T7-
Antikdrper detektiert. Das konditionierte Medium verursachte eine partielle und exogenes SDF-1
eine vollstandige Internalisierung, was die Anwesenheit von endogenem SDF-1 in hippokampalen

Primarkulturen anzeigt. Maf3stab: 15um.

3.2.3. Zusammenfassung der Daten zur Regulation

Zusammengenommen konnte in den Experimenten an primaren hippokampalen
Kulturen demonstriert werden, dass der CXCR4-Rezeptor durch SDF-1 effektiv
internalisiert wird. Anhaltende Rezeptoraktivierung durch SDF-1 fuhrt zur
Desensitisierung der CXCR4-Signaltransduktion und zu progressiver Degradation
des CXCR4-Proteins. Gleichzeitige Anwesenheit des CXCR4-Antagonisten
AMD3100 blockiert die Aktivierung, Internalisierung und den Abbau des
Rezeptors. Wird der Agonist ausgewaschen und AMD3100 zur Verhinderung
weiterer Rezeptoraktivitat appliziert, kann Rezeptorrecycling beobachtet werden.
Das Recycling wird von Monensin inhibiert. Diese Befunde stitzen die oben
aufgestellte Hypothese, dass die unter Antagonistbehandlung verzeichnete
Zunahme des CXCRA4-Proteins in der hippokampalen SGS eine konstitutive
Rezeptoraktivierung widerspiegelt.
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3.3. Charakterisierung CXCR4-exprimierender Zellen der SGS

3.3.1. Detektion des CXCR4-Rezeptors in GABAergen Zellen des Hilus

In der SGS des adulten Hippokampus sind Stammzellen und Vorlauferzellen
vorhanden, durch die eine Neurogenese realisiert wird. Im weiteren Verlauf dieser
Arbeit wurde untersucht, ob die Expression des CXCRA4-Rezeptors in einer
Beziehung zu diesen Zellen steht. Es wurde deshalb bestimmt, von welchen
Zellarten der CXCR4-Rezeptor in der SGS und im Hilus des adulten Hippokampus
exprimiert wird. Hierzu wurden Koexpressionsstudien auf mRNA-Ebene
durchgefuhrt. Die meisten der CXCR4-mRNA-positiven Zellen im Hilus
exprimierten Marker far GABAerge Neurone (mMRNA far
Glutamatdecarboxylase/GAD und mRNA fir Somatostatin). Die CXCR4-mRNA-
positiven Zellen der SGS waren dagegen nicht GABAerg. Es gab keinerlei
Koexpression von CXCR4-mRNA und VGLUT1 mRNA in der SGS und im Hilus,
der Rezeptor wird also nicht in reifen Granularzellen und nicht in Mooszellen
gebildet (Abb. 3.8).

-vg ' Hilus

+GAD - —_

+VGLUT.‘:I-.:' = .. +Som

Abbildung 3.8: CXCR4-exprimierende neuronale Zellen im Hilus. In adulten Ratten wurden mittels
dualer in-situ-Hybridisierung CXCR4-exprimierende Neurone charakterisiert. Zur Detektion der
CXCR4-mRNA wurde eine **S-markierte Sonde verwendet (schwarze Kérner in A-C), fiir den
vesikularen Glutamat-Transporter (VGLUT1, A), Somatostatin (Som, B) und die Glutaminsaure-
Decarboxylase (glutamic acid decarboxylase, GAD, C) Dig-markierte Sonden (graues
Reaktionsprodukt). A: Die Hybridisierungssignale fir CXCR4 (Pfeilkdpfe) Uberlappen nicht mit
denen fur VGLUT1. B: Neurone des Hilus zeigen eine Koexpression von Somatostatin- und
CXCR4-mRNA. C: Gezeigt ist hier eine GAD/CXCR4 kopositive Zelle (Pfeil) und eine nur CXCRA4-
exprimierende Zelle im Hilus sowie CXCR4-Signale ohne Uberlappung mit GAD in der SGS. Die
gestrichelte Linie markiert die Grenze zwischen Granularschicht (GS) und Hilus. Expositionszeiten:
A,56d; B,C,28d.
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3.3.2. Detektion des CXCR4-Rezeptors in unreifen Granularzellen

Fur immunhistochemische Doppelmarkierungen wurde die Detektierbarkeit des
CXCR4-Proteins mit Hilfe einer 24-stindigen icv.-Infusion des Antagonisten
AMD3100 erleichtert. Um zunachst zu untersuchen, ob der CXCR4-Rezeptor in
neu gebildeten Zellen exprimiert wird, erhielten Ratten 4h, 30h, 7d oder 14d vor
der Analyse eine einmalige Injektion von BrdU, und es wurden BrdU-positive
Zellen auf CXCR4- Immunreaktivitdt untersucht. Die Auswertung ergab, dass 4h
bzw. 30h nach BrdU-Inkorporation etwa 60% der BrdU-positiven Zellen den
CXCR4-Rezeptor exprimierten. Nach 7d zeigten noch 36%, nach 14d noch 11%
der am Tag Null gebildeten Zellen CXCR4-Immunreaktivitat. (Ein Beispiel fur eine
Komarkierung von CXCR4 und BrdU ist fur den Zeitpunkt 30h nach BrdU-
Applikation in Abb. 3.9 A gezeigt.) Diese Ergebnisse belegen, dass der CXCR4-
Rezeptor in einem groRen Anteil der neu gebildeten Zellen der SGS
vorubergehend exprimiert wird.

Die Ko-Immunfarbung des CXCRA4-Proteins mit dem Marker Doublecortin
identifizierte den Rezeptor in unreifen Granularzellen. Etwa 30% der Doublecortin-
positiven Zellen zeigten eine starke und weitere 30% eine schwéchere CXCR4-
Immunreaktivitat (Abb. 3.9 B). Der Rezeptor konnte in den unreifen Granularzellen
am Zellkorper, in proximalen Dendriten und am Ursprung der in den Hilus
gerichteten Axone sichtbar gemacht werden. Die Kolokalisation des Rezeptors
mit PSA-NCAM, einem weiteren Marker fur junge Granularzellen, bestatigte die
Bildung des CXCR4-Rezeptors in diesen Zellen (nicht gezeigt). Es ist bekannt,
dass Somatostatin-exprimierende Zellen des Hilus zur Klasse GABAerger
Neurone gehdren, die von Granularzellen angesteuert werden und die selektiv die
Molekularschicht innervieren (Freund & Buzsaki 1996). Die bereits in der in-situ-
Hybridisierung gezeigte CXCRA4-Expression in GABAergen Neuronen im Hilus
konnte auf Proteinebene durch eine Kolokalisation mit Somatostatin bestatigt
werden (Abb. 3.9 C). Bei starker Vergrof3erung einzelner Zellen und Darstellung
einzelner konfokaler Ebenen (Abb. 3.9 a-c) ist zu erkennen, dass die CXCR4-
Immunreaktivitdt vorrangig in der Plasmamembran lokalisiert ist, was dem
erwarteten Muster einer Rezeptorfarbung in antagonistbehandelten Tieren
entspricht.



Ergebnisse: Charakterisierung CXCR4-exprimierender Zellen 55

Abbildung 3.9: Charakterisierung der CXCR4-immunreaktiven Zellen in der SGS und im Hilus
adulter Ratten (I). A-C: Die Darstellung des CXCR4-Proteins wurde mit intraventrikuléarer Infusion
von AMD3100 unterstiitzt. Die Abbildungen zeigen Uberlagerungen mehrerer konfokaler Ebenen
entlang der z-Achse, CXCR4-IR ist in Grln, der jeweilige Zellmarker in Rot dargestellt. A: Hier ist
eine weitgehende Uberlappung beider Antigene zu beobachten. Die BrdU-markierten Zellen sind

hier 30 Stunden alt, der CXCR4-Rezeptor wird also von neu gebildeten Zellen exprimiert. B: Die
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Komarkierung von CXCR4 und Doublecortin belegt eine Expression des Rezeptors in unreifen
Granularzellen. C: Die Abbildung zeigt CXCR4 in Somatostatin (Som)-exprimierenden GABAergen
Neuronen im Hilus. In den CXCR4-positiven Zellen der SGS wird kein Somatostatin detektiert. a-c:
Aufnahmen der markierten Zellen in A-C aus einer einzigen konfokalen Ebene demonstrieren, dass
die CXCR4-Immunreaktivitdt zum grofiten Teil an der Plasmamembran lokalisiert ist. MaR3stébe:
A,B, 25um; C, 50um; a, 6,5um; b, 5um; ¢, 10um.

Der Nachweis von CXCR4-Immunreaktivitat in Nestin-positiven Zellen in der SGS
weist auf eine CXCR4-Expression in Vorlauferzellen hin (Abb. 3.10 A). Eine
generelle Uberlappung der CXCR4-Immunreaktivitit und dem Gliamarker GFAP
wurde nicht gefunden (Abb. 3.10 B), was jedoch eine Expression des CXCR4-
Rezeptors in einer Subpopulation Nestin/GFAP-exprimierender Vorlauferzellen
(gesehen in CXCR4-EGFP BAC-transgenen Mausen von Tran et al. 2007) nicht

ausschliefit.

Abbildung 3.10: Charakterisierung der CXCR4-immunreaktiven Zellen in der SGS und im Hilus
adulter Ratten (ll). A,B: Die Darstellung des CXCR4-Proteins wurde mit intraventrikularer Infusion
von AMD3100 unterstiitzt. Die Abbildungen zeigen Uberlagerungen mehrerer konfokaler Ebenen
entlang der z-Achse, CXCR4-Immunreaktivitat ist in Grin, die beiden Zellmarker in Rot dargestellt.
A: Die Abbildung zeigt eine Kolokalisation von CXCR4 und Nestin in einer Zelle der SGS. B: Es
gibt keine generelle Uberlappung der Immunreaktivitat fir CXCR4 und GFAP in der SGS.
Malstabe: A, 12,5um; B, 50um.
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Zusammenfassend kann aus den durchgefuhrten Komarkierungen mit den
unterschiedlichen Markern geschlussfolgert werden: Die CXCR4-positiven Zellen
der SGS sind (1) neu gebildete Zellen (BrdU); (2) neuronal determinierte unreife
Zellen (DCX, PSA-NCAM); (3) Stammzellen/Neuroblasten (Nestin). Die
verwendeten Marker sind charakteristisch fir verschiedene Stadien der
Neurogenese, es ergibt sich klare Evidenz dafir, dass der CXCR4-Rezeptor in
unreifen Granularzellen gebildet wird. Es konnte auf3erdem gezeigt werden, dass

die CXCR4-positiven Zellen im Hilus zu den GABAergen Neuronen gehdren.
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3.4. Rolle des CXCR4-SDF-1-Systems in der hippokampalen Neurogenese

3.4.1. CXCR4-Aktivierung unterstitzt die Neubildung unreifer Granularzellen

Es ist bekannt, dass der CXCR4-Rezeptor fur die adaquate Entwicklung vieler
neuronaler Strukturen wahrend der Ontogenese notwendig ist. In den oben
beschriebenen immunhistochemischen Studien zeigte sich, dass der CXCR4-
Rezeptor in neu gebildeten, unreifen Granularzellen voribergehend exprimiert und
durch endogenes SDF-1 aktiviert wird. Es stellte sich nun die Frage, ob CXCR4-
Rezeptoren bei der Neurogenese im adulten Hippokampus eine Rolle spielen.
Deshalb wurde untersucht, ob die kontinuierliche Aktivierung des CXCR4-
Rezeptors fir das Uberleben neu gebildeter Granularzellen bendétigt wird. Dazu
wurden in einem Zeitfenster von 48h sich teilende Zellen mit insgesamt 5 BrdU-
Injektionen markiert. AnschlieRend wurde die Aktivitdit des CXCR4-Rezeptors
durch icv.-Infusion des Antagonisten AMD3100 uber osmotische Minipumpen fir
13d blockiert (Behandlungsschema Abb. 3.11 D). Die Anzahl der BrdU-markierten
Zellen zwischen Bregma -2,8 und Bregma -4,4 wurde fiir ein Hippokampus-
Segment von jeweils 320um ermittelt (Abb. 3.11 B). Die Auswertung ergab, dass
nach AMD3100-Behandlung die Zahl der BrdU-markierten Zellen in der SGS im
Vergleich zur Kontrollgruppe um 31% reduziert war (Gesamtzahl der BrdU-
markierten Zellen zwischen Bregma -2,8 und Bregma -4,4: NaCl, 2662 = 420;
AMD3100, 1851 + 509; p < 0,05). Dieses Ergebnis zeigt, dass die Zahl neu
gebildeter Zellen in der SGS durch das Blockieren des CXCR4-Rezeptors deutlich
reduziert wird.

Der Proliferationsmarker BrdU wird von allen Zelltypen, die sich zum Zeitpunkt der
Injektion teilen, in die DNA integriert. Um zu beantworten, wie hoch der Anteil
neuronaler Vorlaufer an den ermittelten Gesamtzahlen BrdU-positiver Zellen ist,
wurden Ko-Immunfarbungen von BrdU und dem neuronalen Marker Doublecortin
angefertigt (Abb. 3.11 A). Die konfokale Analyse von 50 zuféllig ausgewahlten
BrdU-positiven Zellen pro Tier zeigte, dass nach AMD3100 nur 65% der Zellen zu
Granularzellen determiniert waren, im Vergleich zu 78% in der Kontrollgruppe (-
13%, p < 0,05). Dies bedeutet, dass AMD3100 erstens die absolute Anzahl neuer
Zellen vermindert hat (BrdU allein) und dass zweitens in dieser verminderten
Anzahl neuer Zellen ein geringerer Anteil von Neuronen enthalten ist

(BrdU+/DCX+). Aus der Kombination beider Ergebnisse resultiert nach 13d eine
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Verminderung der unreifen Neurone um 42% durch Blockieren des CXCR4-
Rezeptors (Abb. 3.11 C).
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Segment 3500~ MBrdU+DCX:
500, -e-NaCil '
400! YAMD 2500:
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Abbildung 3.11: CXCR4 unterstiitzt das Uberleben neu gebildeter Granularzellen. D,H: Adulte
Ratten erhielten 13 Tage lang AMD3100 Uber eine icv.-Infusion mit osmotischen Minipumpen. An
den Tagen -1, 0 und 1 wurde BrdU injiziert und an Tag 13 (A,B,C,D) oder an Tag 23 (E,F,G,H)
wurden die Tiere perfundiert. A,G: Diese konfokalen Aufnahmen zeigen Doppelmarkierungen von
BrdU mit Doublecortin (DCX,A) und NeuN (G) in der SGS von Kontrolltieren, die nach 13d (A) bzw.
nach 23d (G) perfundiert wurden. B,E: Die Diagramme zeigen die Anzahl der BrdU-positiven
Zellen in der SGS pro 320um-Segment des Hippokampus (Bregma -2,8 bis Bregma -4,4) bei
Analyse an Tag 13 (B) bzw. an Tag 23 (E). Eine Zwei-Wege-ANOVA mit Messwertwiederholung
belegt fur beide Untersuchungszeitraume eine signifikante Reduktion der BrdU-markierten Zellen
unter AMD3100-Behandlung. C,F: Der Anteil neuronaler Zellen an den BrdU-positiven Zellen
wurde an 50 =zufallig ausgewdhlten BrdU-Zellen pro Tier anhand der Komarkierung mit

Doublecortin (C) bzw. mit NeuN (F) ermittelt. Die Diagramme zeigen die errechnete Menge einfach
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BrdU-positiver Zellen (weil3e Balken) und BrdU/DCX-kopositiver Zellen (schwarze Balken in C)
bzw. BrdU/NeuN-kopositiver Zellen (Schwarze Balken in F) zwischen Bregma -2,8 und -4,4.
Verglichen mit der dazugehérigen Kontrollgruppe reduziert die AMD3100-Infusion die Anzahl
BrdU/DCX-markierter unreifer Granularzellen an Tag 13 um 42%, die Anzahl BrdU/NeuN-
markierter reifer Granularzellen an Tag 23 um 32% (p < 0,05; T-Test). D,H: Zeitliche
Behandlungsschemata der zwei Experimente. Mal3stéabe: A, 50um; a, 20um; G, 50um; g, 5um.

3.4.2. CXCR4-Aktivierung unterstiitzt Uberleben und funktionelle Integration neuer
Granularzellen

Es ergab sich als weitere Fragestellung, ob sich der AMD3100-induzierte Verlust
unreifer Granularzellen in einer Verminderung der Zellen wieder finden wirde, die
das Stadium einer reifen, funktionell integrierten Granularzelle erreichen und damit
den Marker NeuN exprimieren. Zur Bearbeitung dieser Frage wurden BrdU,
AMD3100 und 0,9%ige Kochsalzlésung analog zum obigen Schema appliziert,
jedoch wurden die Analysen nach einem 10-tdgigen substanzfreien Intervall
durchgefuhrt, um das Reifen der markierten Neurone und damit deren Erreichen
des NeuN-Stadiums abzuwarten (Behandlungsschema Abb. 3.11 H). In der
AMD3100-behandelten Gruppe war die Zahl der BrdU-markierten Zellen im
Vergleich zu den Kontrollen um 32% vermindert (Gesamtzahl der BrdU-
markierten Zellen zwischen Bregma -2,8 und Bregma -4,4: NaCl, 1748 = 587,
AMD3100, 1199 + 287; p < 0,05). Der Anteil der NeuN-exprimierenden Zellen war
in beiden Gruppen gleich, demnach steht die Verminderung der BrdU-markierten
Zellen um 32% direkt fur eine um 32% verminderte Neurogenese (Abb. 3.11 F).
Die verminderte Neubildung junger Granularzellen durch die pharmakologische
Inaktivierung des CXCR4-Rezeptors schlagt sich also tatsachlich in einer

verminderten Neurogenese nieder.



Ergebnisse: CXCR4 bei hippokampusabhangigem Lernen 61

3.5. Rolle des CXCR4-SDF-1-Systems fur hippokampusabhé&ngiges Lernen

Es gilt als gesichert, dass die hippokampale Neurogenese bei Nagetieren
bestimmte Gedachtnisformen unterstitzt (Shors et al. 2001, Saxe et al. 2006).
Beispielsweise speichern Ratten neue Objekte nur dann im Langzeitgedéachtnis,
wenn die hippokampale Neurogenese auf hinreichend hohem Niveau stattfindet
(Bruel-Jungerman et al. 2005). Die von der Arbeitsgruppe Bruel-Jungerman
beschriebenen Versuche belegen, dass Ratten aus einer angereicherten Umwelt
eine bessere Leistung des Langzeitgedachtnisses zeigen als Ratten aus
Standardhaltung, und dass die verbesserte Gedachtnisleistung von der
hippokampalen Neurogenese abhéngt. Dieser experimentelle Ansatz wurde
verwendet, um zu Kkléaren, ob die Beeintrachtigung der hippokampalen
Neurogenese in CXCR4-antagonist-behandelten Tieren mit einer Beeintrachtigung
Neurogenese-abhéangiger Formen des Lernens verbunden ist.

Ratten erhielten 13d lang icv.-Infusionen von AMD3100 oder physiologischer
Kochsalzlésung Uber osmotische Minipumpen und wurden wéahrend dieser Zeit
entweder in Gruppen von funf Tieren in einer angereicherten Umwelt oder einzeln
im Standardkafig gehalten. Die Minipumpen wurden entfernt und Kurz- und
Langzeitgedachtnisleistung wurden im Objekterkennungstest (novel object
recognition task, Bruel-Jungerman et al. 2005) ermittelt. Zunachst hatte die Ratte
die Mdoglichkeit, zwei unbekannte Gegenstande 4 min lang zu untersuchen
(Akquisition). Eine Stunde spater (Kurzzeitgedachtnis) wurde einer der
Gegenstande gegen einen neuen ausgetauscht und in einem 4-minitigen Test
wurde die Gedachtnisleistung bewertet: Verbrachte das Tier mehr Zeit mit der
Exploration des neuen Objekts als mit der Exploration des bekannten, galt dies als
Wiedererkennen des bekannten Objektes aus der Akquisition. Das
Langzeitgedachtnis wurde nach einem analogen Schema mit langeren
Retentionsintervallen von 24h und 48h untersucht. Bei den Tieren aller Gruppen
liel3 sich ein intaktes Kurzzeitgedachtnis nachweisen, sie explorierten den jeweils
unbekannten Gegenstand signifikant langer als den bekannten (p < 0,05; T-Test;
Abb. 3.12 A). Nach den langen Retentionsintervallen von 24 oder 48h konnte nur
bei den NaCl-behandelten Tieren aus der angereicherten Umwelt eine

Bevorzugung des neuen Gegenstandes und damit die Ausbildung einer
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Langzeiterinnerung gezeigt werden (p < 0,05; T-Test; Abb. 3.12 A). In Abb. 3.12 B
werden die Effekte der angereicherten Umwelt und der AMD3100-Behandlung
deutlich. Sowohl die Lange des Retentionsintervalls (p < 0,01) als auch die
Haltungsbedingungen (p < 0,01) hatten einen signifikanten Einfluss auf die
Exploration des neuen Objekts und damit auf die Fahigkeit, sich zu Erinnern.
AulRerdem hatten die Haltungsbedingungen Einfluss auf den Effekt des
Retentionsintervalls: Die Lange des Retentionsintervalls veranderte zwar die
Leistung der NaCl-Tiere aus Standardhaltung, jedoch nicht die der NaCl-Tiere aus
angereicherter Umwelt (p < 0,05; Zwei-Wege-ANOVA mit Messwertwiederholung).
Im Test nach Bonferroni zeigte ein Vergleich der vier Gruppen untereinander, dass
die Tiere aus der NaCl-Gruppe nach 24h und 48h signifikant langer den
unbekannten Gegenstand explorierten, wenn sie in einer angereicherten Umwelt
gehalten wurden (p < 0,05; Abb. 3.12 B). Die Behandlung von Tieren aus der
angereicherten Umwelt mit AMD3100 verhinderte die Ausbildung einer Erinnerung
Uber einen Zeitraum von 48h (p < 0,05). Insgesamt konnte bestétigt werden, dass
eine angereicherte Umwelt die Gedachtnisleistung von Ratten im
Objekterkennungstest verbessert. Auf3erdem scheint die Aktivitat des CXCR4-
Rezeptors fur diesen gedachtnisférdernden Einfluss der Umwelt nétig zu sein, da
ein Blockieren des CXCR4-Rezeptors diese Neurogenese-abhangige Form des

Langzeitgedachtnisses beeintrachtigt.
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Abbildung 3.12: AMD3100 beeintrachtigt die Leistung des Langzeitgedachtnisses im
Objekterkennungstest bei Ratten aus einer angereicherten Umwelt. Ratten aus Standardhaltung
(STD) oder aus einer angereicherten Umwelt (ANG) erhielten physiologische Kochsalzlésung
(NaCl, weilRe Balken) oder AMD3100 (AMD, schwarze Balken) fir 13d icv. Es wurde ein
vollkommen ,neues” und ein bereits einmal vor 1h, vor 24h oder vor 48h untersuchtes, ,bekanntes”
Objekt gleichzeitig in einem Offenfeld prasentiert. Die Zeit, die zur Exploration des neuen Objektes
genutzt wurde, ist als prozentualer Anteil der gesamten Explorationszeit dargestellt. A: Wurde fur
das neue Objekt signifikant mehr Explorationszeit verwendet als fur das bekannte (schwarze Linie,
Praferenz des unbekannten Objekts), wurde dies als Wiedererkennen des bekannten Objektes
gewertet. Nach dem einstiundigen Retentionsintervall zeigen alle Behandlungsgruppen eine solche
Praferenz fur das unbekannte Objekt. Nach 24 und 48h lasst sich nur noch bei den NaCl-Tieren
aus angereicherter Umwelt eine Bevorzugung des neuen Objektes nachweisen (* vs.
Explorationszeit des bekannten Objektes, p < 0,05, gepaarter einseitiger T-Test). B: Hier wird der
Effekt der angereicherten Umwelt und der AMD3100-Behandlung deutlich. Der Anteil der
Explorationszeit des neuen Objekts ist gegen das Retentionsintervall aufgetragen, um den Verlauf
fur die verschiedene Gruppen und das Verhaltnis der Gruppen zueinander im direkten Vergleich zu
verdeutlichen. Eine Zwei-Wege-ANOVA mit Messwertwiederholung zeigt, dass die

Objekterkennung vom Retentionsintervall (p < 0,01) und von den Haltungsbedingungen (p < 0,01)
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beeinflusst wird, wobei der Effekt des Retentionsintervalls von den Haltungsbedingungen abhéngig
ist (p < 0,05). Von der NaCl-behandelten Gruppe aus der angereicherten Umwelt wurde das neue
Objekt nach 24h und nach 48h langer exploriert als von der NaCIl-Gruppe aus Standardhaltung (*,
p < 0,01). Diese Gruppe zeigt nach 48h auch gegenuber der AMD-behandelten Gruppe aus
angereicherter Umwelt eine intensivere Exploration des neuen Objektes (#, p < 0,05) (*#,

Bonferroni's post-Test).
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4. Diskussion

4.1. Diskussion der Ergebnisse

4.1.1. SDF-1 induziert Internalisierung, Recycling und Degradation des CXCR4-
Rezeptors in primaren Neuronen.

Internalisierung, Recycling und Degradation sind grundlegende
Regulationsmechanismen, welche die Signaltransduktion Uber G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren beeinflussen. Fur den Chemokinrezeptor CXCR4 konnte
in transfizierten HEK293-Zellen gezeigt werden, dass SDF-1 Internalisierung und
rasche Herabregulierung des Rezeptors bewirkt (Marchese & Benovic 2001). In
der vorliegenden Arbeit wurden die genannten Regulationsmechanismen an
neuronalen Zellen in vivo und in vitro untersucht. Indem primére hippokampale
Neuronenkulturen als Modell verwendet wurden konnte etabliert werden, dass der
CXCR4-Proteinspiegel in SDF-1-stimulierten Neuronen unter dualer Kontrolle von
Recycling und Degradation des internalisierten Rezeptors steht. Ein kurzer SDF-
1-Puls war ausreichend fur eine vollstdndige Internalisierung des endogenen
CXCR4-Rezeptors. Nach der Internalisierung gelangten mindestens 30% der
internalisierten Rezeptoren durch Recycling zurtick in die Zellmembran. Wenn die
SDF-1-Stimulation Uber sechs Stunden erfolgte, wurden 75% des Proteins
degradiert. Es wird geschlussfolgert, dass der CXCR4-Rezeptor unter anhaltender
SDF-1-Exposition wiederholten Internalisierungs- und Recycling-Zyklen unterliegt,
wobei nach jeder Internalisierung ein geringer Anteil des Rezeptorproteins
abgebaut wird. Damit unterscheidet sich die Regulation des CXCR4-Rezeptors in
Neuronen von der anderer G-Protein-gekoppelter Rezeptoren wie dem
neuromodulatorischen  Somatostatinrezeptor 2, der nach agonistischer
Internalisierung so gut wie vollstandig zur Membran recycelt wird (Tulipano et al.
2004).

Die Behandlung primarer Neurone mit dem spezifischen Antagonisten AMD3100
verursachte eine deutliche Erhéhung der CXCR4-Proteinmenge in der
Plasmamembran. Der Antagonist verhinderte offenbar eine SDF-1-induzierte
Internalisierung, wodurch recycelte und neu gebildete CXCR4-Rezeptoren in der
Membran akkumulierten (Hatse et al. 2002). Aufl3erdem erhdhte sich unter
AMD3100 die Menge des CXCR4-Proteins im Westernblot, vermutlich weil der
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agonistinduzierte Abbau des Rezeptors blockiert wurde. Diese Effekte lassen
darauf schliel3en, dass in das Medium primarer hippokampaler Neuronenkulturen
endogenes SDF-1 sezerniert wird. Dies konnte an stabil mit dem T7-CXCR4-
Rezeptor transfizierten HEK293-Zellen belegt werden: Medium aus
hippokampalen Kulturen enthalt nach einem Tag in vitro-Konditionierung
ausreichend SDF-1, um eine Internalisierung des CXCR4-Rezeptor in den
HEK293-Zellen zu bewirken.

4.1.2. Es existiert ein Ungleichgewicht zwischen CXCR4-mRNA und CXCR4-
Protein in der SGS des adulten Hippokampus.

Ein Ziel dieser Arbeit war, die Expressionsmuster des Chemokinrezeptors CXCR4
und seines Liganden SDF-1 im postnatalen Hippokampus zueinander in
Beziehung zu setzen, um eine mdgliche Beteiligung des Systems an der
hippokampalen Neurogenese im adulten Hippokampus zu untersuchen. Es zeigte
sich, dass die Expression von CXCR4 wéahrend der postnatalen Entwicklung in
den meisten hippokampalen Zellen auf Protein- und mRNA-Ebene deutlich
abnimmt. Selektiv in der SGS bleibt im erwachsenen Tier eine starke CXCR4-
MRNA-Expression erhalten. Dies wurde bereits 2003 von Stumm et al. berichtet
und kurzlich durch andere Arbeiten bestatigt (Tran et al. 2007, Berger et al. 2007).
Es war deshalb Uberraschend, dass in der vorliegenden Arbeit nur ein sehr

geringer CXCR4-Protein-Spiegel in der SGS nachgewiesen werden konnte.

4.1.3. Der CXCR4-Rezeptor wird in Zellen der SGS tonisch aktiviert.

In diesem Zusammenhang war die Beobachtung interessant, dass wahrend der
postnatalen Hippokampusentwicklung das CXCR4-Protein in den
Subgranularzellen ab dem Zeitpunkt nicht mehr detektiert werden konnte, zu dem
der SDF-1-Expressionsspiegel in den unmittelbar benachbarten Granularzellen
anstieg. Das Ungleichgewicht zwischen CXCRA4-Protein und CXCR4-mRNA
entwickelte sich also parallel zur ausgepragten Heraufregulation der SDF-1-
Expression in den Granularzellen. Es wurde deshalb vermutet, dass eine lokal
hohe SDF-1-Konzentration den CXCRA4-Rezeptor in den Subgranularzellen
tonisch aktiviert. Da die Aktivierung des CXCR4-Rezeptors durch SDF-1 zur

Internalisierung und Degradation des Molekils fihrt, wirde dieses Konzept
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erklaren, dass in der SGS zwar viel CXCR4-mRNA aber nur wenig CXCR4-
Protein nachweisbar ist. Gestutzt wird diese Hypothese von der Beobachtung,
dass in der Molekularschicht, in der nur sehr wenig SDF-1 exprimiert wird (Stumm
et al. 2002, diese Arbeit), kein augenfalliger Unterschied zwischen CXCR4-Protein
und CXCR4-mRNA vorhanden war. Im Verlauf der Arbeit fanden sich weitere
starke Hinweise auf eine permanente Aktivierung und anschlieende Degradation
des CXCR4-Rezeptors in den Subgranularzellen. Zwei wichtige Anhaltspunkte
hierfir erbrachte die chronische Blockade des CXCRA4-Rezeptors durch den
spezifischen Antagonisten AMD3100. Zum einen fuhrte die intraventrikulare
Infusion des Antagonisten zu einer massiven Erhdéhung des CXCRA4-Protein-
Spiegels in der SGS und im Hilus, ohne den CXCR4-mRNA-Spiegel zu
beeinflussen. In der Molekularschicht dagegen war die CXCR4-Immunreaktivitat
nach chronischer AMD3100-Infusion nur leicht erhoht. Zweitens wurde der
CXCR4-Rezeptor nach der chronischen Applikation von AMD3100 fast
ausschlieBlich in der Plasmamembran der Granularzellvorlaufer beobachtet,
wahrend in Kontrolltieren ein erheblicher Anteil des CXCR4-Proteins intrazellular
lokalisiert war. Dieser Effekt wurde auch in Primarkulturen hippokampaler Neurone
gefunden: Sowohl am endogenen als auch am transfizierten CXCR4-Rezeptor
konnte immuncytochemisch gezeigt werden, dass die SDF-1-induzierte
Internalisierung des CXCR4-Rezeptors durch AMD3100 blockiert wird. Dies wurde
im ELISA quantitativ bestatigt. Westernblot-Experimente zeigten, dass das
CXCR4-Protein unter dauerhafter Agoniststimulation degradiert wird. Fasst man
die Ergebnisse beziglich der Regulation des CXCR4-Rezeptors zusammen, lasst
sich schlussfolgern, dass die CXCR4-Rezeptoren der Subgranularzellen
hdchstwahrscheinlich vom endogenen Liganden SDF-1 kontinuierlich aktiviert und
nach Internalisierung zum Teil abgebaut werden. Der Rezeptor befindet sich
hierdurch konstitutiv in einem FlieRgleichgewicht zwischen Intrazellularraum und
Plasmamembran. Die starke Expression der CXCR4-mRNA legt eine standige
Neubildung des CXCR4-Proteins nahe. Es ist anzunehmen, dass das neu
gebildete CXCR4-Protein in den Zyklus von Internalisierung und anschlieRendem
Abbau/Recycling einmindet. Vor diesem Hintergrund wéare es verstandlich, dass
zu einem gegebenen Zeitpunkt nur eine geringe Proteinmenge mittels AntikGrper
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detektiert werden kann. Dennoch wéare zu erwarten, dass Zellen der SGS von

einem permanenten Signal des CXCR4-Rezeptors beeinflusst werden.

4.1.4. Der CXCR4-Rezeptor wird von neuronalen Vorlauferzellen der SGS
exprimiert.

Da die SGS des Gyrus dentatus eine der neurogenen Nischen im adulten Gehirn
ist, stellte sich die Frage, ob CXCRA4-Rezeptoren von Stammzellen und neu
gebildeten Nervenzellen exprimiert werden. Die immunhistochemische Darstellung
der CXCR4-Rezeptormolekille wurde durch Blockieren der CXCR4-Aktivierung
wesentlich vereinfacht. Es zeigte sich, dass das Expressionsmuster des CXCR4-
Proteins in antagonistbehandelten Tieren sehr gut mit dem etablierten
Expressionsmuster der CXCR4-mRNA ubereinstimmte (Stumm et al. 2002, 2003,
Tran et al. 2007, Berger et al. 2007). Von der Arbeitsgruppe Tran et al. wurde
2004 die Expression von Chemokinrezeptoren, insbesondere vom CXCR4-
Rezeptor, auf proliferierenden neuronalen Vorlauferzellen beschrieben. Der
CXCR4-Rezeptor wurde immuncytochemisch in Neurosphéren® aus der
Subventrikularschicht adulter Mause gezeigt, aul3erdem demonstrierte die Gruppe
eine SDF-1-Sensitivitdt dieser Zellen. In der vorliegenden Arbeit wurden die
CXCR4-exprimierenden Zellen der SGS in Komarkierungen immunhistochemisch
charakterisiert. Mit Hilfe des Proliferationsmarkers BrdU konnte gezeigt werden,
dass der CXCR4-Rezeptor in neu gebildeten, wenige Stunden alten Zellen
exprimiert wird. Diese Zellen wurden in Doppelmarkierungen naher charakterisiert.
Ausgehend von der Hypothese, dass der CXCR4-Rezeptor Proliferation und
Differenzierung von Granularzellvorlaufern beeinflusst, orientierte sich die Wahl
der spezifischen Zellmarker an der etablierten Unterteilung der hippokampalen
Neurogenese in verschiedene Phasen (Kempermann et al. 2004, Von Bohlen und
Halbach 2007). Die Determination der neuen Zellen zu Nerven- oder Gliazellen
erfolgt in der Differenzierungsphase der Neurogenese. Neuronal differenzierende
Zellen beginnen zu diesem Zeitpunkt mit der Produktion des Markers

Doublecortin. Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass ein grol3er Anteil der

1 1992 wurde von zwei Arbeitsgruppen gezeigt, dass im adulten Mausgehirn Zellen vorhanden
sind, die in vitro proliferieren koénnen, und die Zellen hervorbringen, die fir neuronale
Markerproteine positiv sind (Reynolds & Weiss 1992, Richards et al. 1992). Diese Zellen
proliferieren in Kultur, ohne zu adhérieren, sie bilden flottierende Zellcluster, die Neurosphéaren
genannt werden.
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Doublecortin-exprimierenden Zellen der SGS gleichzeitig eine Expression des
CXCR4-Rezeptors aufweist. Der Chemokinrezeptor CXCR4 wird also tatséchlich
von neu gebildeten Granularzellen gebildet. Als ein weiterer Marker wurde das
Protein Nestin detektiert, das wéhrend der Proliferationsphase der Neurogenese
nachweisbar ist. Die Immunfarbungen zeigen eine Koexpression von CXCR4 und
Nestin in Zellen der SGS, der Rezeptor wird also auch in
Stammzellen/Vorlauferzellen der SGS gebildet. Um zu Uberprifen, ob der
Chemokinrezeptor in reifen Neuronen exprimiert wird, wurde eine Komarkierung
mit VGIutl, einem Marker fir reife Granularzellen, ausgewertet. Diese zeigte keine
Uberlappung mit der CXCR4-Expression. Demzufolge wird der CXCR4-Rezeptor
kaum in reifen Granularzellen gebildet. Die hier erhaltenen Ergebnisse bezlglich
der Charakterisierung CXCR4-positiver Zellen stimmen mit denen der
Arbeitsgruppe Tran et al. Gberein, die in CXCR4-EGFP BAC-transgenen Mausen
ebenfalls eine Kolokalisation von CXCR4 mit Doublecortin und Nestin zeigte,
ebenso fand diese Gruppe sehr wenig CXCR4-Protein in Calbindin-positiven
reifen Granularzellen (Tran et al. 2007). Zusammengefasst belegen die
Ergebnisse aus der vorliegenden Arbeit und aus der aktuellen Literatur eine
Expression des CXCR4-Rezeptors in jungen Granularzellen wahrend der

Proliferation, Differenzierung und Reifung.

4.1.5. Uber den CXCR4-Rezeptor werden Uberlebens-Signalwege aktiviert.

Fasst man die bis hierher dargelegten Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
zusammen, verdichteten sich die Hinweise auf eine wichtige Rolle des CXCR4-
Rezeptors in den neuen Granularzellen des adulten Hippokampus: Der
Chemokinrezeptor CXCR4 wird in Stammzellen der SGS und in unreifen
Granularzellen exprimiert und wird in diesen Zellen offenbar permanent aktiviert.
Unmittelbar angrenzende reife Granularzellen weisen konstitutiv einen hohen
SDF-1-Expressionsspiegel auf, versorgen also moglicherweise die CXCR4-
exprimierenden Zellen der SGS mit dem endogenen Liganden SDF-1. Es stellte
sich nun die Frage, welche Funktion die standige Aktivierung des CXCR4-
Rezeptors in diesen Zellen ausubt. In-vitro-Untersuchungen zur intrazellularen
Signaltransduktion an hippokampalen Neuronen zeigten, dass SDF-1 ein potenter

Aktivator von Akt ist. Diese Kinase stellt eine Schlisselkomponente fir
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neuronales Uberleben dar (Datta et al. 1999, Yamaguchi et al. 2001). AuRerdem
ist bekannt, dass Erk1/2 (extracellular signal regulated kinases 1/2) an CXCR4-
vermittelten neurotrophen Signalen beteiligt ist (Lazarini et al. 2000, Chalasani et
al. 2003). Arbeiten mit Opioiden lieferten einen indirekten Hinweis auf eine Rolle
der CXCR4-Signaltransduktion fir das Uberleben von Zellen: SDF-1-induzierte
neurotrophe Erk- und Akt-Signale werden durch Opioide unterbrochen (Patel et al.
2006) und es wurde gezeigt, dass die Neurogenese von Opioiden unterdriickt wird
(Eisch et al. 2000, Harburg et al. 2007, Kolodziej et al. 2008a). Mdglicherweise
wird das Uberleben neu gebildeter Granularzellen iber antagonistische Regulation
der Erk- und Akt-Signalwege vom Opioidsystem gehemmt und von SDF-1
unterstitzt. Zahlreiche Belege aus der Literatur weisen in die gleiche Richtung.
Fur das Chemokin SDF-1 wurde bereits in verschiedenen neuronalen Zellkultur-
Modellen eine Uberlebensférdernde Wirkung nachgewiesen. Meucci et al. (1998)
induzierten in einer Kultur hippokampaler Neurone Apoptose (durch Entzug der
glial feeder layer* oder durch Zugabe von gp120?), die durch Zugabe von SDF-1
ins Kulturmedium deutlich vermindert wurde. SDF-1 unterstitzte auch das
Uberleben kultivierter retinaler Ganglienzellen, selbst in Abwesenheit anderer
neurotropher Faktoren (Chalasani et al. 2003a). Odemis et al. berichteten 2005
eine massiv verringerte Neuronenzahl im dorsalen Wurzelganglion in CXCR4-KO-
M&ausen und eine damit einhergehende Beeintrachtigung der Innervation der

Gliedmalien.

4.1.6. SDF-1 fordert das Uberleben neuronaler Zellen moglicherweise durch die
Induktion einer erhdhten Erregbarkeit unreifer Granularzellen.

Es ist etabliert, dass das Chemokin SDF-1 auf bestimmte Zellpopulationen eine
neuromodulatorische Wirkung ausiibt (Ubersichtsartikel von Guyon & Nahon
2007). Vor diesem Hintergrund fuhrte ein kooperierendes Labor (Arbeitsgruppe
Guyon, Université de Nice Sophia Antipolis-CNRS, Valbonne, Frankreich) parallel
zu den hier beschriebenen Untersuchungen elektrophysiologische Experimente

durch. Es sollte der Einfluss von SDF-1 auf die Erregbarkeit unreifer

! Primare Neurone sind auf einem Deckglas adheriert, welches in einer Kulturschale auf einer
Astrozytenschicht platziert wird. Die Neurone sind auf diese Weise raumlich getrennt von den
Gliazellen, befinden sich aber im selben Medium, wodurch die Kultur langer stabil bleibt.

? neurotoxisches Glykoprotein auf der Oberflache der HIV-Hille (Meucci & Miller 1996)
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Granularzellen untersucht werden, um mdglicherweise weitere Anhaltspunkte fur
den Einfluss der CXCR4-Signaltransduktion auf die Nervenzelle zu erhalten.
Ausgehend von der postnatalen Abnahme des CXCR4-Proteinspiegels in der SGS
wurde der Effekt von exogen appliziertem SDF-1 auf die Erregbarkeit von
Granularzellen an 250um-Hippokampusschnitten zwischen P11 und P21 mit der
Patch-Clamp-Methode analysiert. Die Granularzellen wurden anhand ihrer
elektrischen Aktivitat als reif oder unreif klassifiziert (Schmidt-Hieber et al. 2004,
Couillard-Despres et al. 2006). Die Muster der Ableitungen von reifen
Granularzellen wurden von SDF-1-Applikationen nicht beeinflusst, wéahrend
durchschnittlich 32% der unreifen Zellen mit erhdhter Erregbarkeit reagierten.
Dieser exitatorische Effekt von SDF-1 war von einer verkirzten Latenz des
Aktionspotentials und einer erhdhten Anzahl induzierter Aktionspotentiale durch
einen bestimmten Strompuls gekennzeichnet. Die Effekte waren durch
Auswaschen reversibel und mit AMD3100 blockierbar. Der Anteil unreifer
Granularzellen mit Sensitivitdt fur SDF-1 nahm wahrend der postnatalen
Entwicklung von 61% auf 18% ab und blieb dann konstant. Insgesamt
demonstrieren die Patch-Clamp-Untersuchungen der Arbeitsgruppe Guyon, dass
der CXCR4-Rezeptor die Erregbarkeit unreifer Granularzellen erhéht. Es ist
denkbar, dass dieser Effekt zur Uberlebensférdernden Wirkung von SDF-1
beitragt: In der aktuellen Literatur wird berichtet, dass die Aminosaure GABA, die
allgemein als wichtigster inhibitorischer Neurotransmitter betrachtet wird, im
zentralen Nervensystem extrazellular in geringen Konzentrationen vorhanden ist
und fir eine tonische Inhibition sorgt (Farrant & Nusser 2005, Glykys & Mody
2007). Im Gegensatz dazu jedoch werden unreife Granularzellen aufgrund ihrer
abweichenden intrazellularen CI'-Konzentration von GABA depolarisiert, was tber
spannungsabhangige Kandle zu einem Anstieg der intrazellularen Ca®'-
Konzentration fuhrt (Ubersichtsartikel unter anderem von Owens & Kriegstein
2002). Einen weiteren GABAergen Einfluss Gben Korbzellen auf proliferierende
Vorlauferzellen der SGS aus. Interessanterweise haben jingste Studien gezeigt,
dass hier SDF-1 und GABA gemeinsam freigesetzt werden. Hierbei war die
GABAerge Transmission abhangig von der SDF-1-Freisetzung (Bhattacharyya et
al. 2008). Die GABA-induzierte Depolarisation der unreifen Granularzellen und der

Anstieg der intrazellularen Ca®'-Konzentration sind als wichtige Faktoren zur
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Verstarkung hippokampaler Neurogenese etabliert (Tozuka et al. 2005, Ge et al.
2006, Ubersichtsartikel von Jagasia et al. 2006). Tozuka et al. zeigten 2005, dass
hierbei die Expression des neurotrophen Transkriptionsfaktors NeuroD induziert
wird. Moglicherweise bewirkt ein aktiviertes CXCR4/SDF-1-System eine
Verstarkung der GABAergen Transmission, was sich in den Untersuchungen der
Arbeitsgruppe Guyon in einer erhdhten Erregbarkeit unreifer Granularzellen zeigt.
Daraus ergibt sich ein wichtiger Anhaltspunkt fur eine Rolle des CXCR4-Rezeptors

bei der Reifung neuer Granularzellen.
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Abbildung 4.1: Unreife Granularzellen zeigen SDF-1-Sensitivitdt in Form von erhohter
Erregbarkeit. A: Unterschiedliche elektrische Eigenschaften reifer und unreifer Granularzellen. A1l:
Antworten einer unreifen Granularzellen, |ndu2|ert von Strompulsen von -10, -5, 0, 10, 20 und
25pA. Charakteristisch ist der ,low threshold splke , gefolgt von einem einzelnen Aktionspotential.
A2: Folge von Aktionspotentialen in einer reifen Granularzelle, induziert von Strompulsen von -40, -
20, 0, 20, 40 und 100pA. B: SDF-1 verursacht eine erhéhte Erregbarkeit unreifer Granularzellen.
B1: Zunehmende Konzentrationen von SDF-1 verringern die Latenz des Aktionspotentials. B2:
SDF-1 induziert ein zweites, kleines Aktionspotential (Pfeil). B3: Unter SDF-1 werden zwei
zusatzliche Aktionspotentiale vom gleichen Strompuls ausgel6st. C: Anteil unreifer Granularzellen,
die auf 1-10nm SDF-1 mit erhdhter Erregbarkeit reagiert haben (reagierende Zellen / getestete
Zellen). Abbildung aus Kolodziej et al. 2008b, verandert.

! Der Begriff Spike bezeichnet die rasche Depolarisation der Zellmembran als Antwort auf einen
Uberschwelligen Reiz. ,Low threshold* weist auf die vergleichsweise niedrige Reizschwelle bei
unreifen Neuronen hin.
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4.1.7. Die Aktivierung des CXCR4-Rezeptors unterstitzt die Reifung neu
gebildeter Granularzellen.

Die verschiedenen Anhaltspunkte aus den eigenen Versuchen und aus der
Literatur forcierten letztlich die Frage, ob das CXCR4/SDF-1-System Proliferation
und Uberleben von Granularzellvorlaufern und damit die Neurogenese im adulten
Hippokampus beeinflusst. Folglich wurde die neurotrophe Wirkung von
CXCRA4/SDF-1 hier in vivo am Gyrus dentatus der Ratte untersucht. Die
Markierung sich teilender Zellen mit BrdU und die unmittelbar darauf folgende
chronische intraventrikulare Infusion des CXCR4-Antagonisten AMD3100 sollten
zeigen, ob die Unterbrechung der CXCRA4-Signaltransduktion eine veranderte
Neurogeneserate verursacht. Die Ergebnisse belegen sehr klar, dass eine
verminderte Neurogenese resultiert. Bedingt durch das zeitliche Versuchsdesign
kann hierbei nicht unterschieden werden, ob Effekte auf die Proliferation von
Vorlauferzellen oder auf das Uberleben neu gebildeter Granularzellen gemessen
wurden. Mit der Immunfarbung von BrdU kdnnen prinzipiell auch Zellen erfasst
werden, die sich nach der Inkorporation von BrdU nochmals geteilt haben. Unter
Berlcksichtigung der Tatsache, dass ohnehin primér ein betrachtlicher
Uberschuss an neuen Nervenzellen gebildet wird, aus dem dann wenige Zellen
selektiert und integriert werden, ist es jedoch unwahrscheinlich, dass der
gefundene betrachtliche Unterschied auf eine verminderte Proliferation unter
AMD3100 zurtckzufihren ist. Vielmehr spiegelt das Ergebnis vermutlich eine
hohere Uberlebenswahrscheinlichkeit fir junge Granularzellen mit aktivem
CXCR4-Rezeptor wider.

Durch adulte Neurogenese wird im Hippokampus kontinuierlich ein Uberschuss an
neuronalen Vorlauferzellen gebildet (Cameron & McKay 2001). Nur ein geringer
Anteil dieser neuen Zellen Uberlebt und reift zu funktionellen Granularzellen, die
Mehrheit der adult gebildeten Zellen wird, so wie in der embryonalen und frih
postnatalen Entwicklung, schnell durch Apoptose eliminiert (Young et al. 1999,
Gould et al. 1999, Kempermann et al. 2003). Dies ist moglicherweise ein
vielversprechender Ansatzpunkt, um die physiologische Potenz der Neurogenese
therapeutisch auszunutzen. Es ist bekannt, dass der Anteil der Uberlebenden
Neurone von exogenen Stimuli dynamisch beeinflusst wird, zahlreiche

systemische Faktoren auf physiologischer und pathologischer Ebene wurden
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charakterisiert. Es gibt jedoch noch wenig Kenntnis Uber intrazellulare
Regulationsprozesse, die vielleicht neue Therapieansatze zur kausalen
Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen erdffnen kdnnten. Welche
assoziierten Mechanismen bestimmen, ob eine neue Nervenzelle in der SGS
Uberlebt und sich in das hippokampale Netzwerk integriert, oder ob sie
degeneriert? Denkbar ist eine kritische Abhéangigkeit von neurotrophen Faktoren,
die fur unreife Granularzellen anti-apoptotische Signale tbermitteln. Die in dieser
Arbeit vorgestellten Ergebnisse identifizieren das SDF-1-induzierte intrazellulare
Signal Uber den CXCR4-Rezeptor als ein solches Uberlebenssignal fur unreife

Granularzellen im Hippokampus.

4.1.8. Die Aktivierung des CXCR4-Rezeptors wird flir Neurogenese-abhéngiges
Lernen bendtigt.

Um die Bedeutung der CXCR4-vermittelten Unterstitzung der Neurogenese
bewerten zu konnen, sollte die funktionelle Relevanz der verminderten
Neurogenese unter AMD3100 ermittelt werden. Aktuelle Arbeiten belegen, dass
die Gedachtnisleistung in bestimmten Lernparadigmen von hippokampaler
Neurogenese abhéngig ist (Shors et al. 2001, Snyder et al. 2005, Winocur et al.
2006, Fan et al. 2007, Seigers et al. 2008). Die Arbeitsgruppe Bruel-Jungerman et
al. demonstrierte in einer Arbeit von 2005, dass verminderte Neurogenese die
Ausbildung eines Langzeitgedachtnisses beeintrachtigt. In der dort beschriebenen
Versuchsanordnung wurde die hippokampale Neurogenese durch eine
angereicherte Umwelt verstarkt (Kempermann et al. 1997, 1998, Fan et al. 2007,
Llorens-Martin et al. 2007). Im anschlieBenden Objekterkennungstest zeigten
Tiere aus einer angereicherten Umwelt eine verbesserte Leistung des
Langzeitgedachtnisses im Vergleich zu Tieren, die unter reizarmen
Standardbedingungen gehalten wurden. Vergleichbare Resultate sind aus
zahlreichen anderen Arbeiten bekannt (Kempermann et al. 1997, van Praag et al.
2000, Komitova et al. 2005). Die Untersuchungen von Bruel-Jungerman et al.
belegen jedoch erstmalig, dass diese Leistung des Langzeitgedachtnisses an die
erhohte Neurogenese geknupft ist. In der vorliegenden Arbeit wurde dieser
Versuchsaufbau aus  angereicherter Umwelt und anschlielRendem

Objekterkennungstest als Neurogenese-abhangiges Paradigma far
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hippokampales Lernen Ubernommen, um die funktionelle Bedeutung der
verminderten Neurogenese unter AMD3100 zu untersuchen. Die Ergebnisse
zeigen, dass eine chronische Blockade der CXCR4-Signaltransduktion durch
intraventrikulare Infusion des Antagonisten AMD3100 die Ausbildung des
Neurogenese-abhangigen Langzeitgedachtnisses verhindert, was mit dem
Neurogenese-hemmenden Effekt des CXCR4-Antagonisten Ubereinstimmt. Das
Neurogenese-unabhangige Kurzzeitgedachtnis zur Wiedererkennung neuer
Objekte  war  dagegen intakt, was eine  Beeintrdchtigung  der
Gedéachtniskonsolidierung durch die vorangegangene Hemmung der Neurogenese

anzeigt.

4.2. Schlussfolgerungen

Die in dieser Arbeit vorgestellten Daten belegen, dass CXCR4-Rezeptoren nach
Aktivierung durch SDF-1 in Neuronen rasch internalisiert und effektiv recycelt
werden. Chronische Agonisteinwirkung fuhrt zur Herabregulation des Rezeptors.
Das Ungleichgewicht zwischen hoher CXCR4-mRNA-Expression und geringer
CXCR4-Proteinexpression in unreifen Neuronen der SGS spiegelt eine tonische
CXCR4-Aktivierung und die damit verbundene Internalisierung und Degradation
des Rezeptors wider. Die massive Erhdhung der Zahl CXCR4-positiver Zellen in
der SGS wund die Akkumulation der CXCR4-Immunreaktivitat in der
Plasmamembran nach Blockade des Rezeptors mit AMD3100 bestatigen diese
Annahme. Die chronische Infusion des Antagonisten flihrte zu einer verminderten
Anzahl neuer Granularzellen und verhinderte die Ausbildung einer
Langzeiterinnerung in einem Neurogenese-abhangigen Test. Dies indiziert eine
wichtige Rolle des tonischen CXCR4-Signaling in der hippokampalen
Neurogenese und in der Funktion des neurogenese-abhangigen

Langzeitgedachtnisses.
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4.3. Ausblick

Die Funktion des Chemokins SDF-1 im sich entwickelnden Nervensystem wurde
in den vergangenen zehn Jahren gut definiert: SDF-1 steuert die neuronale
Migration und die axonale Wegfindung. Die Funktion des Rezeptor-Ligand-
Systems im erwachsenen Gehirn ist dagegen relativ unklar. Die vorliegende Arbeit
konnte zeigen, dass der CXCR4-Rezeptor die adulte Neurogenese quantitativ
beeinflusst. Naheliegend ist nun die Frage, ob SDF-1 die Neurogenese auch
qualitativ  reguliert, also auf die morphologische Differenzierung neuer
Granularzellen einwirkt. Verschiedene Arbeiten haben Hinweise darauf geliefert,
dass der CXCR4-Rezeptor die Entwicklung von Zellen auch nach Proliferation und
Migration beeinflusst: Die Axone von Motoneuronen werden von SDF-1 an ihr Ziel
dirigiert (Lieberam et al. 2005), und auch das axonale Wachstum von
Granularzellen des Cerebellums, von retinalen Ganglienzellen und von
sympathischen Neuronen wird Uber den CXCR4-Rezeptor moduliert (Arakawa et
al. 2003, Chalasani et al. 2003). Mdglicherweise moduliert SDF-1 wahrend der
Neurogenese im adulten Hippokampus ebenfalls das Auswachsen axonaler
Fortséatze, oder auch Zahl und Morphologie der Synapsen oder Anzahl und Lange
dendritischer Verzweigungen. Ein Indiz dafur ist die subzellulare Umverteilung des
Rezeptorproteins wéhrend der Reifung kultivierter Neurone (Pujol et al. 2005,
Peng et al. 2007). Dies wiederum hétte sehr wahrscheinlich Auswirkungen auf die
funktionelle Integration der neuen Granularzellen in hippokampale Schaltkreise.
Ein tieferes Verstandnis fur die molekularen Mechanismen, die dem Uberleben
und der Integration neuer Neurone zugrundeliegen, konnte einen wesentlichen
Fortschritt auf dem Weg zur Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen
darstellen. Dabei ist es durchaus denkbar, dass prinzipielle Mechanismen auch

auf die Transplantation von Stammzellen tbertragbar sind.
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Zusammenfassung

Das Chemokin SDF-1 und sein Rezeptor CXCR4 steuern Migration und Proliferation von
hippokampalen Granularzellvorlaufern wahrend der Embryonalentwicklung. Die Rolle des
CXCR4-Rezeptors im postnatalen Hippokampus ist hingegen ungeklart. Im Rahmen
dieser Arbeit sollten Funktion und Regulation des CXCR4-Rezeptors in neuronalen
Vorlauferzellen des adulten Hippokampus und in hippokampalen Primarkulturen
untersucht werden. In-situ-Hybridisierungen zeigten intensive CXCR4-mRNA-Expression
in zahlreichen Zellen der Subgranularschicht (SGS) des adulten Hippokampus, obwonhl
dort nur sehr wenig CXCR4-Protein dargestellt werden konnte. Dieses Ungleichgewicht
zwischen starker mRNA-Expression und schwacher Proteinexpression entwickelte sich
wahrend der postnatalen Reifung des Hippokampus. Gleichzeitig nahm die SDF-1-
Expression in den Granularzellen stark zu. Dies legte die Vermutung nahe, dass ein lokal
sehr hoher SDF-1-Spiegel permanente Aktivierung und anschlieRende Degradation des in
den Subgranularzellen exprimierten CXCR4-Rezeptors verursachte. Diese Hypothese
wurde von dem Befund gestérkt, dass ein chronisches Blockieren des CXCR4-Rezeptors
durch intraventrikuléare Infusion des Antagonisten AMD3100 eine massive Erhdhung des
CXCR4-Proteinspiegels verursachte und damit das oben beschriebene Ungleichgewicht
zwischen Rezeptor-mRNA und Rezeptorprotein aufhob. Vor diesem Hintergrund wurden
die Mechanismen der CXCR4-Regulation an Primarkulturen aus dem embryonalen
Hippokampus néaher untersucht. Der CXCR4-Rezeptor wurde durch SDF-1 effektiv
internalisiert. Anhaltende Rezeptoraktivierung filhrte zur Desensitisierung der CXCR4-
Signaltransduktion und zu progressiver Degradation des CXCR4-Proteins. Gleichzeitige
Anwesenheit des CXCR4-Antagonisten AMD3100 blockierte Aktivierung, Internalisierung
und Degradation des Rezeptors. Diese Ergebnisse stitzen die oben aufgestellte
Hypothese, dass der geringe CXCR4-Proteinspiegel in der hippokampalen SGS, der
unter Antagonistbehandlung stark zunimmt, eine Kkonstitutive Rezeptoraktivierung
widerspiegelt. Der CXCR4-Rezeptor konnte in BrdU-, Nestin-, und Doublecortin-positiven
Zellen detektiert werden. Es zeigte sich, dass die Mehrheit der adult gebildeten
Granularzellen vorubergehend den CXCRA4-Rezeptor exprimierte. Die chronische
Applikation von AMD3100 inhibierte die Bildung neuer Granularzellen, ebenso wurde die
Ausbildung einer Langzeiterinnerung im Objekterkennungstest unterdriickt. Die
Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dass der CXCR4-Rezeptor in neu gebildeten
Granularzellen durch endogenes SDF-1 tonisch aktiviert wird. Der CXCR4-Rezeptor
unterstiitzt das Uberleben und die funktionelle Integration neu gebildeter Granularzellen
und fordert so neurogenese-assoziierte Formen neuronaler Plastizitat, die an der

Ausbildung des Langzeitgedachtnisses beteiligt sind.
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Summary

Stromal cell-derived factor-1 (SDF-1) and its receptor CXC chemokine receptor 4
(CXCR4) play a well-established role during embryonic development of dentate gyrus
granule cells. However, little is known about the regulation and function of CXCR4 in the
postnatal dentate gyrus. This study investigated function and regulation of the CXCR4-
receptor in neuronal precursors of the adult hippocampus and in neuronal primary
cultures. In-situ-hybridization showed intensive CXCR4-mRNA-expression in numerous
cells of the subgranular layer in the adult hippocampus, although little CXCR4-protein was
detectable there. This striking mismatch between intense CXCR4 mRNA and limited
CXCR4 protein expression developed during the postnatal maturation of the hippocampus
simultaneously with a distinct upregulation of SDF-1-expression in the granule cells. This
suggested that a high local SDF-1-level caused activation and subsequent downregulation
of the CXCR4-receptor in subgranular layer neurons. This hypothesis was corroborated
by the finding that a chronic blockade of the CXCRA4-receptor by intracerebroventriclar
infusion of the antagonist AMD3100 induced a dramatic increase of the CXCR4-protein
level and thus abolished the described mismatch between receptor mRNA and receptor
protein. On this background, the mechanisms of CXCR4-regulation were analyzed in
detail in primary cultures out of the embryonic hippocampus. SDF-1-stimulation induced
effective internalization of the CXCR4-receptor. Sustained receptor activation lead to a
desensitization of CXCR4-signalling and caused a progressive degradation of the CXCR4
protein. The antagonist AMD3100 inhibited activation, internalization and degradation of
the receptor. These results suggest that the low CXCR protein level in the hippocampal
subgranular layer which was increased by AMD3100 does reflect a tonic activation of the
receptor. Infusion of AMD3100 also facilitated detection of CXCR4 protein in
bromodeoxyuridine-, nestin-, and doublecortin-labeled cells and showed that the vast
majority of adult-born granule cells transiently expressed CXCR4. Chronic AMD3100
administration impaired formation of new granule cells as well as neurogenesis-dependent
long-term recognition of novel objects. Therefore, these findings suggest that tonic
activation of CXCR4 in newly formed granule cells by endogenous SDF-1 is essential for
the survival and functional integration of new granule cells and thus enhances
neurogenesis-associated neuronal plasticity that participates in the formation of long-term

memory.
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