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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Das CXCL12/ CXCR4/ CXCR7-Chemokinsystem nimmt wesentlichen Einfluss auf die
Entwicklung verschiedener Organsysteme, unter anderem auch auf die des zentralen
Nervensystems. So ist bereits bekannt, dass die Migration GABAerger Neurone des
Neocortex durch das Chemokin CXCL12 und seine Rezeptoren CXCR4 und CXCR7
beeinflusst und reguliert wird. Dieser Sachverhalt wurde fiir den Hippocampus jedoch noch
nicht betrachtet. In der vorliegenden Doktorarbeit wurde daher der Chemokinrezeptor
CXCR4, als Teil dieses Systems, auf seine Bedeutung fiir die Besiedlung des Hippocampus
mit GABAergen Neuronen hin untersucht. Hierfiir wurde die Maus als Modellorganismus
genutzt.

Es wurden mittels der Nkx2.1-Cre genetisch verdnderte Mause geschaffen. Die Nkx2.1-Cre-
Rekombinase ist konstitutiv in Interneuronen aus dem medialen Ganglienhiigel und der
préoptischen Region (Ursprungsgebiete hippokampaler Interneurone) aktiv. Sie wird bereits
frith in der Entwicklung GABAerger Vorldufer exprimiert und kann diese wihrend der
Migration beeinflussen. Es war dadurch moglich, das mit LoxP-Sequenzen flankierte
CXCR4-Gen durch die Nkx2.1-Cre ausschlieBlich in der zu untersuchenden Zellpopulation
genetisch auszuschalten. Hierdurch entstand ein konditionaler Knockout des CXCR4-
Rezeptors (Cxcr4cKO). Zusitzlich wurde ein Cre-Reporter-Protein genutzt, wodurch alle
manipulierten Zellen farblich markiert wurden. Die Verteilung der GABAergen Neurone im
Hippocampus wurde dann mittels Immunhistochemie (IHC) und in-situ-Hybridisierung (ISH)
untersucht.

Um zu kldren, inwieweit CXCR4 an der Besiedlung des Hippocampus beteiligt sein kann,
wurde zuerst dessen Expressionsverteilung in GABAergen Neuronen an unterschiedlichen
Entwicklungszeitpunkten des Hipocampus untersucht: Hierbei ergab sich fiir die spéte
Embryonalphase (Embryonaltag 16) ein hoher Anteil (59%) CXCR4-positiver
Interneuronenvorliufer. Dieser Anteil nahm im weiteren Verlauf der Entwicklung immer
weiter ab, bis schlieflich zehn Tage nach der Geburt kaum noch CXCR4-positive
Interneurone nachweisbar waren. Der Zeitraum hoher CXCR4-Expression trat kongruent mit
der Interneuronenmigration in den Hippocampus und CXCLI12-Expression in der
hippokampalen Fissur und den dem Hippocampus anliegenden Meningen auf.

Die Untersuchung des konditionalen Cxcr4-Knockouts erfolgte direkt nach der Geburt und im
adulten Tier. Zum Zeitpunkt der Geburt (Ende der Besiedlungsphase) wurde eine

Verminderung der Dichte GABAerger Vorldufer nachgewiesen. Die Reduktionen waren in
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ZUSAMMENFASSUNG

betroffenen Regionen umso stirker, je weiter diese vom Ursprungspunkt der migrierenden
Zellen entfernt lagen bzw. je ndher sich die Regionen am Ende des Besiedlungspfades
befanden. Es ldsst sich vermuten, dass aufgrund des CXCR4-Verlustes die
Interneuronenvorldufer nicht in der Lage waren, ihren Migrationsweg vollstindig
abzuschlieflen.

In den adulten Tieren wurde durch den Cxcr4cKO ebenfalls eine reduzierte Dichte und
Anzahl GABAerger Neurone hervorgerufen. Die identifizierten Defekte unterschieden sich
jedoch von denen zum Zeitpunkt der Geburt. Es waren sowohl andere Regionen als auch
andere Zellschichten von den Verlusten in unterschiedlich starker Auspriagung betroffen. So
war direkt nach der Geburt der Gyrus dentatus am stirksten von den Reduktionen betroffen,
wihrend in den adulten Miusen die CA2+3-Region die stirkste Verminderung aufwies. Dies
lasst vermuten, dass sich die regions- und schichtspezifische Einordnung der GABAergen
Neurone postnatal fortsetzt und der Rezeptor sowohl vor- als auch nachgeburtlich
hippokampale Interneurone beeinflusst.

Weitere Untersuchungen dieser Arbeit betrachteten den konditionalen Cxcr4-Knockout in
Bezug auf verschiedene Interneuronen-Subpopulationen. Hier ergab sich, dass die
auftretenden Verdnderungen im Hippocampus in den adulten Tieren groBtenteils auf
Reduktionen innerhalb der Somatostatin-Interneuronen-Subpopulation zuriickfiihrbar waren.
Fiir diese wurden in einigen Zellschichten (insbesondere im stratum oriens) starke
Reduktionen um mehr als die Hilfte der Somatostatin-positiven Zellen identifiziert, woran
sich eine starke Abhdngigkeit dieser Subpopulation von CXCR4 erkennen lisst. Somatostatin-
positive Interneurone kontrollieren die Erregung exzitatorischer Neurone (Pyramidenzellen,
Kornerzellen) des Hippocampus. Da diese durch den Cxcr4cKO stark reduziert werden, ist
ein Einfluss auf die neuronale Funktionalitdt moglich.

Zusammenfassend wurden sowohl Reduktionen als auch leichte Fehlverteilungen GABAerger
Neurone bei Mangel des Rezeptors identifiziert. Somit zeigt diese Arbeit den deutlichen
Einfluss des Chemokinrezeptors CXCR4 auf die Besiedlung des Hippocampus mit
GABAergen Neuronen.

vV



1 EINLEITUNG

1 Einleitung

Bei den Chemokinen handelt es sich um kleine sezernierte Signalproteine (7-14 kDa), die
Zellen zur Wanderung (Chemotaxis) anregen und zur Ubergruppe der Zytokine gehdren
(Guyon 2014). Die Bewegung der Zellen folgt hierbei dem Konzentrationsgradienten des
Chemokins, ist also zu seinem Sezernierungsort gerichtet (Fernandez und Lolis 2002).

Der Begriff Chemokin wurde das erste Mal im Zusammenhang mit der chemotaktischen
Migration von Granulozyten beschrieben und stellt eine Verschmelzung der Worter
chemotaktisches Zytokin dar (Yoshimura et al. 1987). Bisher wurden in etwa 50 Chemokine
gefunden, die — abhédngig von Anzahl und Positionierung ihrer ersten zwei N-terminalen
Zysteinreste — systematisch in vier Untergruppen eingeteilt werden: CC, CXC, C und CX;C.
Die CXC-Chemokin-Gruppe ist hierbei ein evolutionér junges Phanomen, das ausschlieBlich
in hoheren Vertebraten vorkommt.

Chemokine entfalten ihre Wirkung durch Zelloberfldchenrezeptoren, von denen bisher 22
charakterisiert wurden (Guyon 2014). Bei diesen handelt es sich immer um G-Protein-
gekoppelte 7-Transmembranhelix-Rezeptoren, die ihre Signalkaskade meist iiber ein G-
Protein aktivieren (Lewellis und Knaut 2012).

Eines der wichtigsten Chemokine der CXC-Gruppe stellt CXCL12 (aktuelle Nomenklatur)
dar, welches auch stromal cell-derived factor-1 (SDF-1) genannt wird. Zusammen mit seinen
zwei Rezeptoren CXCR4 und CXCR7 beeinflusst CXCL12 zahlreiche physiologische
Vorginge, wie z.B. die Proliferation und Migration diverser Zellarten (Deverman und
Patterson 2009, Guyon 2014, Lewellis und Knaut 2012).

Im Nervensystem iibernehmen CXCL12 und CXCR4 gemeinsam vielfdltige Aufgaben. Unter
anderem sind sie, wie oben bereits angedeutet, an der Wanderung und Proliferation, aber auch
der Integration und Differenzierung von Vorlduferzellen beteiligt. Weiterhin beeinflussen sie
auch die Kommunikation zwischen Neuronen, indem sie die Freisetzung von
Neurotransmittern regulieren (Stumm et al. 2007, Guyon 2014).

Der Rezeptor CXCR4 ist auch bereits klinisch fiir die Freisetzung hidmatopoetischer
Stammzellen aus dem Knochenmark von Bedeutung. Hierbei wird CXCR4 iiber den
Wirkstoff Plerixafor antagonisiert, wodurch die Bindung seines Liganden CXCL12 blockiert
wird. Die hierdurch ins Blut gelangenden Zellen konnen anschlieBend zur
Stammzelltransplantation bei Tumorerkrankungen verwendet werden (Hopman und DiPersio

2014).



1 EINLEITUNG

Pathophysiologisch werden CXCL12 und CXCR4 mit verschiedenen Vorgingen in
Verbindung gebracht, unter anderem Tumorwachstum, -metastasierung und -angiogenese
(Burns et al. 2006, Li und Ransohoff 2009, Singh et al. 2007, Yu et al. 2006). Weiterhin
entstehen schwere Entwicklungsdefekte im kardiovaskuldren, himatopoetischen und neuralen
System sowie in Zellen des Immunsystems, wenn CXCL12 oder einer seiner Rezeptoren nicht
vorhanden ist (Li und Ransohoff 2008, Nagasawa et al. 1998, Naumann et al. 2010, Sierro et
al. 2007, Zou et al. 1998). Ferner werden Verdnderungen der Expression von CXCL12,
CXCR4 oder CXCR7 mit psychiatrischen Erkrankungen — wie z.B. Schizophrenie, Demenz,
Epilepsie, Depression und Autismus — in Verbindung gebracht (Cash-Padgett et al. 2016,
Meechan et al. 2012, Parachikova und Cotman 2007, Toritsuka et al. 2013, Trojan et al. 2017,
Volk et al. 2015). Deshalb ist das CXCL12/ CXCR4/ CXCR7-System Gegenstand aktueller

medizinischer und pharmakologischer Forschung.

1.1 Das CXCL12/ CXCR4/ CXCR7-System

CXCL12 ist eines der evolutiondr &ltesten und konserviertesten Chemokine in Vertebraten
(DeVries et al. 2006), von dem verschiedene Isoformen existieren (sechs humane, drei
murine), die sich ausschlieBlich durch alternatives Spleilen im distalen C-Terminus
unterscheiden (Yu et al. 2006). Im Gegensatz hierzu ist der N-Terminus hochkonserviert, da
hieriiber die Bindung an die Rezeptoren CXCR4 und CXCR?7 geschieht.

CXCR4 und CXCR7 zdhlen zu den am stirksten konservierten Chemokinrezeptoren der
Vertebraten und sind wie CXCL12 essenziell fiir das Uberleben von Miusen (Bachelerie et al.
2014). Die drei Gene haben einen wesentlichen Einfluss auf die Entwicklung verschiedener
Systeme, was bei volligem Fehlen von einem dieser Gene schwere Entwicklungsstorungen
hervorruft, welche perinatal zum Tod fithren (Nagasawa et al. 1998, Naumann et al. 2010,
Zou et al. 1998).

CXCR4 ist der einzige bekannte G-Protein-gekoppelte Rezeptor fiir CXCL12. Seine Struktur
und Ligandenbindung wurden durch biochemische und biophysikalische Methoden
charakterisiert (Bachelerie et al. 2014).

Die Bindung zwischen CXCL12 und CXCR4 geschieht in zwei Schritten: Initial kommt es zu
einer Verbindung der Reste 12-17 von CXCL12 und 2-36 von CXCR4. Dies sorgt fiir eine
Konformationsdnderung des Rezeptors, was die Interaktion der ersten acht Aminosduren von
CXCL12 und einer nun freigelegten Bindungstasche von CXCR4 ermdglicht. Hieraus

resultiert nun die G-Protein-Aktivierung (Busillo und Benovic 2007).



1 EINLEITUNG

Der Rezeptor koppelt nach Aktivierung an ein Gj-Protein, welches in seine Untereinheiten G,
und Gg, dissoziert. G, sorgt z.B. fiir Adenylatcyclasen-Hemmung, wodurch es zu einer
Abnahme des cAMP-Spiegels kommt. Die Gg,-Untereinheit aktiviert Phospholipase C-$ und
den Posphoinositid-3-Kinase-Signalweg, was letztlich Prozesse wie Gentranskription,
Zellmigration und -adhésion reguliert (Busillo und Benovic 2007, Li und Ransohoff 2008,
Lysko et al. 2011). Besonders die Reduktion von cAMP und die dadurch reduzierte Aktivitét
von Proteinkinase A nimmt Einfluss auf Richtung und Geschwindigkeit migrierender
Vorlduferzellen (Lysko et al. 2011).

Nach Rezeptoraktivierung kommt es weiterhin zu Phosphorylierungen am CXCR4 C-
Terminus, die von G-Protein-Rezeptor-Kinasen und Protein-Kinase C vermittelt werden. Die
Phosphorylierung erlaubt anschlieBend die Bindung von B-Arrestinen, was den Rezeptor von
G-Proteinen trennt und zu seiner Clathrin-abhédngigen Internalisierung fiihrt. Der Rezeptor
kann dann entweder abgebaut oder zur Plasmamembran zuriick transportiert werden (Busillo
und Benovic 2007, Busillo et al. 2010, Li und Ransohoff 2008, Mueller et al. 2013).

Bei langanhaltender CXCL12-Stimulation von CXCR4 wird der Rezeptor vermehrt dem
lysosomalen Abbau zugefiihrt und herunter reguliert (Sanchez-Alcaniz et al. 2011, Tarasova
et al. 1998). Der Rezeptor CXCR7 wirkt diesem Vorgang entgegen. Er ist der zweite Rezeptor
von CXCL12 und hat eine zehnfach hohere CXCL12-Affinitdt als CXCR4 (Balabanian et al.
2005). Die Ligandenbindung ruft jedoch keine G-Protein-Aktivierung hervor, weshalb
CXCR?7 der Gruppe der atypischen Chemokinrezeptoren zugeordnet und auch als ACKR3
(atypischer Chemokinrezeptor 3) bezeichnet wird (Benredjem et al. 2017, Graham et al.
2012). Der Rezeptor iibernimmt eine so genannte scavenging-Funktion (engl. wegfangen),
indem er CXCL12 bindet und fiir dessen Internalisierung und anschlieBenden Abbau in den
Lysosomen sorgt. Danach kehrt CXCR7 zur Plasmamembran zuriick (Bachelerie et al. 2014,
Hoffmann et al. 2012, Luker et al. 2010). Dadurch wird eine iibermadfige Aktivierung und
Desensitisierung von CXCR4 verhindert (Abe et al. 2014, Sanchez-Alcaniz et al. 2011).
Zudem ist CXCR7 in der Lage, Chemokingradienten im Extrazellulirraum zu formen

(Lewellis und Knaut 2012).

1.2 Die Entwicklung des Hippocampus unter dem Einfluss des CXCL12/ CXCR4/
CXCR7-Systems

Das CXCL12/ CXCR4/ CXCR7-System {iibernimmt wesentliche Aufgaben bei der
embryonalen Entwicklung. Daher kommt es, wie oben bereits erwdhnt, zu schweren

Entwicklungsdefekten, wenn eines der drei Gene fehlt bzw. entfernt (ausgeknockt) wird (Li
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und Ransohoff 2008, Nagasawa et al. 1998, Naumann et al. 2010, Sierro et al. 2007, Zou et al.
1998). Das System beeinflusst essentiell die Entwicklung des Nervensystems, da es
bedeutende Vorginge wie die neuronale Proliferation, Migration und Integration antreibt.
Folglich kommt es zu embryonalen Defekten, wenn eines der drei beteiligten Gene nicht
vorhanden ist (Deverman und Patterson 2009, Li und Ransohoff 2008, Stumm et al. 2007).
Die Migration von CXCR4 tragenden neuronalen Vorlduferzellen hdngt wesentlich von der
Signalgebung durch CXCL12 ab. Dies kontrolliert die Wanderung zu Zielstrukturen bzw. die
Verteilung im Gewebe (Lewellis und Knaut 2012, Tiveron und Cremer 2008). Betroffen sind
beispielsweise Vorldufer von kortikalen GABAergen Neuronen (=Interneurone) (Stumm et al.
2003) sowie Kornerzellvorldufer im Cerebellum (Klein et al. 2001) und im Gyrus Dentatus
(Bagri et al. 2002, Berger et al. 2007).

Die Funktion von CXCR4 wurde besonders intensiv an GABAergen Neuronen des Neocortex
untersucht (Abe et al. 2014, Li et al. 2008, Lopez-Bendito et al. 2008, Lysko et al. 2011,
Sanchez-Alcaniz et al. 2011, Stumm et al. 2003, Stumm et al. 2007, Wang et al. 2011). Da
GABAerge Neurone des Hippocampus und Neocortex einen gemeinsamen ontogenetischen
Ursprung haben (Danglot et al. 2006), gestaltet sich ihre Betrachtung innerhalb des
Hippocampus umso interessanter. Die bisher bekannten Daten zum Hippocampus, zu den
CXCR4-tragenden GABAergen Neuronen und zum Einfluss von CXCL12 auf diese werden
deshalb in den folgenden Unterpunkten dargestellt.

1.2.1 Anatomischer Aufbau und zelluldre Zusammensetzung des Hippocampus

Der Hippocampus, auch Hippocampusformation genannt, wird seit 1957 mit dem
Erinnerungsvermégen und der Gedichtnisbildung in Verbindung gebracht, da es bei
vorliegenden Lisionen zu Erinnerungsdefiziten und anterograder Amnesie kommt (Scoville
und Milner 1957). Er ist Bestandteil des Archicortex, wobei es sich phylogenetisch um einen
dlteren Abschnitt des Gehirns (archi = griechisch fiir Anfang) als den Neocortex handelt. Der
Hippocampus besteht aus mehreren Unterstrukturen und Schichten, die zytoarchitektonisch
und funktionell unterscheidbar sind (Abb. 1). Hier sind unter anderem das Cornu ammonis
(CA, unterteilt in CA1, CA2 und CA3), der Gyrus dentatus (DG) sowie das Subiculum und
der entorhinale Cortex zu nennen. In der Literatur wird haufig zwischen Hippocampus und
hippokampaler Formation unterschieden, wobei dem Hippocampus meist nur die CA-Region
zugerechnet wird (Amaral und Witter 1989, Andersen et al. 2006, Frotscher und Seress 2006).
Wird in dieser Arbeit der Begriff Hippocampus genannt, bezeichnet dies die Cornu ammonis-

Region sowie den Gyrus dentatus.
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Das Cornu ammonis besteht aus insgesamt vier Schichten (stratum oriens (so), stratum
pyramidale (sp), stratum radiatum (sr) und stratum lacunosum moleculare (slm)), wéhrend es

beim Gyrus dentatus nur drei sind (stratum moleculare (sm), stratum granulosum (sg), Hilus)

(Abb. 1).
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Abbildung 1 Anatomie des Hippocampus. (verandert nach © 2011 Allen Institute for Brain
Science. Allen Mouse Brain Atlas. Zuganglich unter: https://mouse.brain-
map.org/experiment/thumbnails/1000485767image_type=atlas)

Coronarer Schnitt durch den Hippocampus, Nissl-Farbung mit Kresylviolett zur Darstellung
der anatomischen Gegebenheiten.

Abklrzungen: CA, Cornu ammonis; DG, Gyrus dentatus; so, stratum oriens; sp, stratum
pyramidale; sr, stratum radiatum; slm, stratum lacunosum moleculare; sm, stratum
moleculare; sg, stratum granulosum

Die Zellschichten beinhalten sowohl exzitatorische, glutamaterge (Pyramidenzellen im CA
und Kornerzellen im DG) als auch inhibitorische GABAerge Neurone (Freund und Buzsaki
1996).

Die exzitatorischen Hauptbahnen des Hippocampus werden als tri-synaptic circuit/pathway
bezeichnet. Sie verschalten entorhinalen Cortex, Gyrus dentatus, Cornu ammonis, Subiculum
und Cortex miteinander und sind hierdurch an komplexen Aufgaben der Gedichtnisbildung
sowie der rdumlichen Orientierung beteiligt (z.B. Arbeitsgedédchtnis, visuelles Gedichtnis,
rdumliches Gedéchtnis) (Khalaf-Nazzal und Francis 2013, O'Mara et al. 2000).

Im Unterschied zu exzitatorischen Neuronen liegen fiir die Interneurone andere neuronale
Verbindungen vor: Statt lange Axone liber Gehirnstrukturen hinaus zu bilden, verschalten sie
sich eher lokal mit anderen Neuronen. Sie machen nur 10-15% der Gesamtzahl der Neurone

im Hippocampus aus. Dennoch haben Interneurone durch ihre inhibitorische Aktivitit
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entscheidenden Einfluss auf die Funktionalitdt neuronaler Schaltkreise. Durch den von
Interneuronen sezernierten Neurotransmitter GABA und die Bindung an seine Rezeptoren
kann ein Chlorid-influx oder Kalium-efflux hervorgerufen werden, wodurch die Zielzelle
hyperpolarisiert und das Membranpotential stabilisiert wird. Dies ermoglicht die Kontrolle der
Aktivitdt exzitatorischer Zellen sowie anderer Interneurone.

Man kann Interneurone nach morphologischen (Axone und Dendriten; efferente/afferente
Verbindungen), neurochemischen/molekularen (Neurotransmitter, kalziumbindende Proteine,
Neuropeptide etc.) und physiologischen Kriterien in verschiedene Untergruppen aufteilen. Zur
Unterteilung in  Subtypen orientiert sich diese Arbeit hauptsidchlich an der
neurochemischen/molekularen Charakteristik.

Weiterhin unterscheidet sich die Schichtverteilung grundlegend von der der exzitatorischen
Neurone im Hippocampus: Wihrend exzitatorische Neurone (Pyramiden- und Kornerzellen)
in ihren namensgleichen Schichten auftreten, sind Interneurone durch eine deutlich breitere
Verteilung gekennzeichnet. Bestimmte Subtypen befinden sich bevorzugt in bestimmten
Zellschichten des Hippocampus. So sind z.B. Somatostatin-positive Interneurone
hauptsédchlich im stratum oriens und stratum lacunosum moleculare anzutreffen, wihrend
Parvalbumin-positive Interneurone hauptsiachlich im stratum pyramidale und im stratum
oriens vorkommen. Calretinin-positive Interneurone sind hingegen hauptsichlich im stratum
radiatum zu finden. Im Gyrus dentatus sind Parvalbumin-positive Interneurone in oder direkt
an der Kornerzellschicht zu finden, Somatostatin-positive kommen hauptséchlich im Hilus
vor und Calretinin-positive Interneurone halten sich sowohl im Hilus als auch im stratum

granulosum auf (Danglot et al. 2006, Freund und Buzsaki 1996, Pelkey et al. 2017).

1.2.2 Migrationsarten und -strategien neuronaler Zellen

Die komplexe Zusammensetzung des Hippocampus entsteht durch zahlreiche Prozesse, die
intrinsische und extrinsische Netzwerke etablieren. Dies umfasst Zellproliferation, Migration
und Integration der neugeborenen Neurone.

Glutamaterge und GABAerge Neurone entstehen hierbei an unterschiedlichen Orten und
nehmen verschiedene Wanderungsrouten, um ihr Migrationsziel zu erreichen. Es gibt zwei
Hauptstrategien fiir die neuronale Migration — tangential und radial.

Die radiale Migration ist zundchst typisch fiir glutamaterge Neurone, da diese in einer
Proliferationszone entstehen, welche an den Ventrikel angrenzt (Ventrikuldrzone (VZ)), und
driickt eine orthogonal zur Ventrikuldrzone und zur Hirnoberfldche gerichtete Bewegung der

Neurone aus. Hierdurch konnen sich die exzitatorischen Neurone von der Ventrikuldarzone
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ausgehend radial Richtung Pia mater bewegen und sich in die fiir sie vorgesehenen
Zellschichten des Cortex und Hippocampus einfiigen (Marin et al. 2010, Danglot et al. 2006).
Interneurone des Hippocampus entstehen hingegen in Proliferationszonen, welche sich im
Subpallium (Teil des basalen Telenzephalons) befinden und aus denen heraus sie zu ihrem
Bestimmungsort migrieren. Das Subpallium besteht aus fiinf solcher Zonen (Marin 2013),
jedoch liefern nur drei von ihnen GABAerge Neurone fiir den Hippocampus: Es handelt sich
hierbei um den medialen (MGE = medial ganglionic eminence) und caudalen Ganglienhiigel
(CGE = caudal ganglionic eminence) sowie die prdoptische Region (POA = preoptic area)
(Gelman et al. 2009, Tricoire et al. 2011).

Da inhibitorische GABAerge Neurone im Gegensatz zu exzitatorischen Neuronen in deutlich
groBerer Entfernung zu ihrer finalen Position entstehen, kommt bei ihnen zunéchst die
tangentiale Migration zum Einsatz, d.h. von ihren Geburtsorten aus migrieren sie von lateral
nach mediodorsal {iber verschiedene zerebrokortikale Areale bis tief in den Hippocampus. Sie
bewegen sich hierbei auf zwei Pfaden im sich entwickelnden Cortex, welche parallel zur
Ventrikuldrzone und zur Pia mater verlaufen. Hierbei unterscheidet man in einen
superfizialen Strom in der Marginalzone (MZ) und einen tiefer gelegeneren Strom in der
Intermedidrzone (IZ)/Subventrikuldrzone (SVZ) (Abb. 2 A). Sobald sie ihren tangentialen
Bestimmungsort erreichen, wechseln sie ihre Migrationsart und fiigen sich iiber radial oder
schriag orientierte Migration in die kortikale bzw. hippokampale Formation ein (Abb. 2 B)
(Danglot et al. 2006, Manent et al. 2006, Marin 2013, Tanaka et al. 2006).
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Abbildung 2 Tangentiale und radiale Migration von GABAergen Neuronen zum und im
Hippocampus. (verandert nach Danglot et al. 2006)

A, Die GABAergen Neurone migrieren ausgehend vom medialen Ganglienhiigel und der
POA (ber den Neocortex zum Hippocampus. Hierbei existieren zwei tangential orientierte
Strome (blaue Pfeile) in der Marginalzone und der Intermediarzone. B, Sobald die Neurone
ihren Bestimmungsort im Hippocampus erreicht haben, beginnen sie sich Uber radiale
Migration (rote Pfeile) in die hippokampalen Schichten einzuordnen.

Abklrzungen: MGE, medialer Ganglienhligel; POA, praoptische Region; Pir Cx, Piriformer
Cortex; SVZ, Subventrikularzone; VZ, Ventrikularzone; 1Z, Intermediarzone; SPL, subplate;
CP, kortikale Platte; MZ, Marginalzone; CA, Cornu ammonis; HP, hippokampale Platte; DG,
Gyrus dentatus
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1.2.3 Die Migration von GABAergen Neuronen unter dem Einfluss von CXCL12 und
CXCR4

Neugeborene Interneurone legen durch die tangentiale Migration weite Strecken durch das
sich entwickelnde Telenzephalon zuriick. IThr Weg kann in drei Phasen gegliedert werden:
Erstens die Strecke vom Subpallium zum Pallium, zweitens die Wanderung durch den Cortex
und drittens die Integration in ihre Zielstruktur, hier also in spezifische hippokampale
Schichten. Wihrend der Ubergang vom Subpallium zum Pallium nicht von CXCL12 und
seinen Rezeptoren beeinflusst wird (Marin 2013), hat das Chemokin deutlichen Einfluss auf
die Migration der Interneurone durch den Cortex, da es besonders stark in der Leptomeninx
von nicht-neuronalen, meningealen Zellen und von neuronalen Vorlduferzellen innerhalb der
subventrikuldren Zone sezerniert wird (Marin 2013, Stumm et al. 2003, Stumm et al. 2007,
Tiveron et al. 2006). Da Interneurone den CXCR4-Rezeptor tragen, werden sie durch die
Expression an den genannten Orten, die geringe Diffusion in vivo und die chemoattraktive
Wirkung von CXCL12 innerhalb dieser Migrationsrouten gehalten. CXCL12 ist hierbei das
einzige bekannte Molekiil, das diese Aufgabe erfiillt (Marin 2013).

1.2.3.1 Betrachtung der Interneuronenmigration/-verteilung und der Expression von
CXCL12 im Hippocampus an verschiedenen Zeitpunkten der Entwicklung

Da das Chemokin CXCL12 Zellen, welche den CXCR4-Rezeptor tragen, {iber
Chemoattraktivitit leitet, ist seine Expression im Hippocampus von groBer Bedeutung fiir
dessen Entwicklung, was bereits flir den Gyrus dentatus nachgewiesen wurde.

Die CXCL12 Expression erstreckt sich von der embryonalen Phase bis ins adulte Alter und ist
im Hippocampus in Neuronen, Endothelzellen sowie in der dort befindlichen Pia mater
vorhanden. Letztere faltet sich wéhrend der hippokampalen Entwicklung in den Hippokampus
ein. Dadurch wird die Pia mater um den Hippocampus herum und zwischen CA1 und Gyrus
dentatus gelegt (hippokampale Fissur). Prinatal und wéhrend der ersten postnatalen Wochen
wird CXCL12 in den Meningen, im stratum moleculare und in reifenden Kornerzellen des
Gyrus dentatus exprimiert (Berger et al. 2007, Li und Ransohoff 2008, Lu et al. 2002, Stumm
et al. 2002, Stumm et al. 2003). Auf einzelne Entwicklungszeitpunkte bezogen, ist CXCL12
zwischen E15 und E17 im Neocortex in der Intermedidrzone, in den dem Hippocampus
angelagerten Meningen sowie im hippokampalen Primordium in der Ndhe der hippokampalen
Fissur nachweisbar (Lu et al. 2002).

GABAerge Neurone erreichen das hippokampale Primordium an E15 (Manent et al. 2006),
und da CXCL12 zu diesem Zeitpunkt in den dem Hippocampus aufliegenden Meningen und
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in der Nidhe der hippokampalen Fissur stark exprimiert ist, konnten CXCR4-tragende
GABAerge Vorldufer hiervon geleitet werden (Lu et al. 2002). Die Expression von CXCR4
im Hippocampus wurde daher in dieser Arbeit an verschiedenen Entwicklungszeitpunkten
untersucht.

Der superfiziale Strom in der Marginalzone befordert zundchst Interneurone zu Subiculum
und CA1l, wihrend der tiefere Strom in der Intermedidr- und Subventrikuldrzone an der
Grenze zwischen Neocortex und Hippocampus stoppt. An E16 erreicht der superfiziale Strom
CA3, wihrend der tiefe Strom CA1 erreicht. An E17 gelangen dann die ersten Interneurone
zum Primordium des Gyrus dentatus (Manent et al. 2006).

Die Tangentialmigration gilt an PO schlieBlich als weitestgehend beendet, die
schichtspezifische Lokalisation ist allerdings erst gering ausgepragt (Danglot et al. 2006).

Die CXCLI12-Expression ist zwischen E17 und PO nur noch schwach im Neocortex,
allerdings immer noch deutlich in den dem Hippocampus anliegenden Meningen und Zellen
bei der hippokampalen Fissur nachweisbar (Lu et al. 2002). Es ist weiterhin beschrieben, dass
es zu einem Anstieg von CXCL12 in CA3 und der Kornerzellschicht des Gyrus dentatus
wihrend der postnatalen Entwicklung kommt (Schonemeier et al. 2008). Das Vorkommen
von CXCLI12 nach Abschluss der Tangentialmigration weist auf eine Bedeutung fiir die
Schichtzuordnung von Interneuronen hin.

Postnatal befinden sich die Interneurone im Cornu ammonis zundchst hauptsidchlich im
stratum radiatum und stratum oriens. Zwischen P5 und P15 verlassen jedoch viele das
stratum radiatum, von wo aus sie sich durch radiale Migration neu einordnen (z.B. in das
stratum pyramidale oder an der Grenze zwischen stratum radiatum und lacunosum
moleculare). Im Gyrus dentatus migrieren die Interneurone radial ausgehend vom stratum
moleculare durch das stratum granulosum Richtung Hilus. Nach dieser Radialmigration sind
die meisten GABAergen Neurone kurz unterhalb des stratum granulosum im Hilus lokalisiert
(Danglot et al. 2006).

Besonders Zellen im stratum moleculare des Gyrus dentatus sowie die umliegenden
Meningen in der hippokampalen Fissur exprimieren in der ersten postnatalen Woche CXCL12
sehr stark. Ab der zweiten postnatalen Woche kommt es hier zu einer Reduktion der
CXCL12-Expression, wihrend sie in den Kornerzellen des Gyrus dentatus stark zunimmt. Mit
Beginn der vierten postnatalen Woche ist CXCL12 nur noch im stratum granulosum des
Gyrus dentatus nachweisbar (Berger et al. 2007).

Auch in adulten, deutlich élteren Tieren (sechs bis acht Wochen), wird CXCL12 in den

Kornerzellen des Gyrus dentatus sowie in einzelnen Zellen des Hilus exprimiert. Weiterhin
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kommt es zur CXCR4-Expression in sich noch teilenden Zellen. Daher wird vermutet, dass
CXCL12 und CXCR4 Einfluss auf die adulte Neurogenese im Gyrus dentatus nehmen (Lu et
al. 2002).

1.2.3.2 CXCR4 hat essentiellen Einfluss auf das Verhalten migrierender Interneurone

Da die chemoattraktive Wirkung von CXCL12 iiber seine beiden Rezeptoren CXCR4 und
CXCR7 vermittelt wird, kommt es sowohl bei Fehlen des Chemokins als auch einem seiner
Rezeptoren zu Fehlern in der Interneuronenmigration (Abe et al. 2014, Sanchez-Alcaniz et al.
2011, Stumm et al. 2003, Wang et al. 2011).

So wird in Cxcr4-defizienten Embryonen ein verfrithter Wechsel von tangentialer zu radialer
Migration ausgeldst. Infolgedessen verlassen migrierende Interneurone ihre Wanderrouten in
der Marginalzone und Intermedidr-/Subventrikuldrzone und sammeln sich verfriiht in der
kortikalen Platte an (Abe et al. 2014, Lopez-Bendito et al. 2008, Stumm et al. 2003).
Postnatale Untersuchungen an interneuronenselektiven Cxcr4-Knockouts deuten ebenfalls auf
eine entscheidende Funktion fiir die kortikale schichtspezifische Verteilung bestimmter
Interneurone hin. Diese werden unter anderem (wie oben schon erwéhnt) aufgrund ihrer
Expression von bestimmten kalziumbindenden Proteinen, wie z.B. Parvalbumin (Pvalb) oder
Calretinin (Calret), und Neuropeptiden, wie z.B. Somatostatin (SST), in verschiedene
Subpopulationen eingeteilt, die jeweils unterschiedlich vom CXCR4-Verlust beeinflusst
werden. So kommt es beispielsweise — bei Verlust von CXCR4 an E15.75 — zur Reduktion
von Calretinin-positiven Interneuronen in verschiedenen kortikalen Arealen, wéhrend fiir
Somatostatin- und Parvalbumin-positive Interneurone keine Reduktion auftritt. Fiir
Somatostatin- und Calretinin-positive Interneurone wurde des Weiteren eine Fehlverteilung
zwischen den kortikalen Schichten aufgrund des CXCR4-Mangels festgestellt (Tanaka et al.
2010).

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die CXCL12/CXCR4-Interaktion iiber Aktivierung des
G-Protein-Signalwegs die GABAergen Neuronen in Richtung des CXCL12-Ursprungs steuert
(Lysko et al. 2011). Dadurch hat CXCR4 mit seinem Liganden besonderen Einfluss auf die
tangentiale (Halten der Interneurone auf ihren Hauptmigrationsrouten) und radiale
(schichtspezifische Einordnung) Migration sowie die Wanderungsgeschwindigkeit und
-richtung von GABAergen Vorldufern (Marin 2013, Lysko et al. 2011).

Inwieweit und auf welche Weise CXCL12 und CXCR4 hippokampale GABAerge Neurone

im Unterschied zu kortikalen Interneuronen beeinflussen, ist noch nicht untersucht. Es ist
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jedoch wahrscheinlich, dass das Chemokin und seine Rezeptoren Auswirkungen auf deren
Wanderung und Integration nehmen, da kortikale und hippokampale Interneurone aus
gemeinsamen Proliferationszonen stammen und den selben Wanderungsrouten folgen, um

ihre Zielstruktur zu erreichen (Danglot et al. 2006).
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2 Ziele der Arbeit

GABAerge Neurone des Neocortex und Hippocampus entstammen einem gemeinsamen
Ursprung im ventralen Telenzephalon. Thre Vorldufer erreichen den Hippocampus iiber den
Neocortex. Dies geschieht wihrend der Embryonalzeit iiber tangentiale Migration, die im
Neocortex durch den CXCL12/CXCR4-Signalweg reguliert wird. Innerhalb des Hippocampus
erfolgt anschlieBend postnatal eine schichtspezifische Zuordnung der GABAergen Neurone.
Da CXCL12 regional im Hippocampus gebildet wird, wurde in der vorliegenden Arbeit die
Hypothese verfolgt, dass CXCR4 notwendig ist, damit GABAerge Neurone in den
Hippocampus gelangen und sich dort schichtspezifisch integrieren kénnen.

Zahlreiche Publikationen dokumentieren, dass CXCR4 wihrend der frithen Embryonalperiode
in den meisten GABAergen Vorldufern des Cortex vorkommt (Sanchez-Alcaniz et al. 2011,
Stumm et al. 2003, Stumm et al. 2007, Wang et al. 2011).

In dieser Arbeit sollte erstmals mittels einer Kombination von CXCR4-Immunhistochemie
und genetischer Markierung iiber eine interneuronenspezifische Cre-Rekombinase (siehe
3.1.1) erfasst werden, welcher Anteil der GABAergen Neurone im Hippocampus an
definierten Entwicklungszeitpunkten CXCR4-positiv ist. Weiterhin ist noch nicht bekannt,
welche GABAergen Subtypen wann in der Entwicklung CXCR4 exprimieren. Dies sollte
durch Lineage Tracing (= Abstammungsverfolgung) unter Verwendung einer neu
entwickelten Cxcr4-CreER untersucht werden.

Hiernach galt es zu liberpriifen, inwieweit CXCR4 Einfluss auf Anzahl und schichtspezifische
Positionierung GABAerger Neurone im sich entwickelnden Hippocampus nimmt. Dazu
wurden Miuse mit einer konditionalen Deletion des Cxcr4-Gens in GABAergen Neuronen
erzeugt (Cxcr4cKO). An diesen Tieren sollte untersucht werden, ob am Ende der
embryonalen Migrationsperiode und in voll entwickelten Tieren weniger GABAerge Neurone
im Hippocampus vorhanden sind und ob deren regionale Verteilung gestort ist.

AnschlieBend galt es, den Einfluss des konditionalen Knockouts auf die Anzahl und
schichtspezifische Lokalisation einzelner GABAerger Subtypen zu untersuchen. Die Analyse
sollte sich auf Somatostatin-, Parvalbumin- und Calretinin-positive Neurone konzentrieren.
Dariiber hinaus sollten neue GABAerge Marker wie Ndnf- und Akricl8 (Tasic et al. 2016)
untersucht werden.

Um Hinweise darauf zu erhalten, ob die neuronale Aktivitdt im stratum granulosum der
konditionalen Cxcr4-knockout Tiere verdndert ist, wurde die Expression von Arg3.1
untersucht, einem Gen, das in Kornerzellen hochempfindlich durch neuronale Aktivitét

induziert wird.
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3 Methodik

3.1 Tiere

3.1.1 Verwendete mausgenetische Modelle

Die Bedeutung des CXCR4-Rezeptors fiir die hippokampale Verteilung GABAerger
Interneurone wurde im vorliegenden Projekt unter Zuhilfenahme mausgenetischer Modelle
untersucht. Hierbei wurden sogenannte Cre-Rekombinasen verwendet. Diese Enzyme
katalysieren die Spaltung und Neuverkniipfung von DNA-Stringen bei spezifischen
Basensequenzen. Diese werden als LoxP-Stellen (locus of crossover x) bezeichnet und
konnen gezielt vor und hinter eine bestimmte DNA-Sequenz, welche fiir ein bestimmtes Gen
codierend ist, gesetzt werden. Somit ist es moglich, nur das flankierte Gen gezielt mittels der

Cre zu entfernen (Miiller 1999, Xu et al. 2008).

3.1.1.1 Konditionaler Knockout des Cxcr4-Gens und Markierung von Interneuronen mit
tdTomato durch die Nkx2.1-Cre

In diesem Projekt wurde die so genannte Nkx2./-Cre verwendet. Der Name riihrt daher, dass
sie unter dem Promoter von Nkx2.1 exprimiert wird, einem Gen, das konstitutiv und selektiv
in Interneuronen aus medialem Ganglienhiigel und prioptischer Region exprimiert wird.
Hierzu wurden 15 Basenpaare am 5°-Ende von Exon 2 des Nkx2./-Gens mit einem Cre-
polyA-Konstrukt ersetzt (Xu et al. 2008). Es war somit moglich, die mit LoxP-Sequenzen
flankierten Rezeptor-Gene von CXCR4 (Nie et al. 2004) durch die Nkx2.I-Cre-Rekombinase
selektiv in den Interneuronen von medialem Ganglienhiigel und préaoptischer Region
herauszuschneiden bzw. auszuschalten, woraus ein konditionaler Knockout des CXCR4-
Rezeptors (Cxcr4cKO) resultierte (Cxcr4L°XP/ LoxP Nkx2.1 tg). Dadurch konnte die perinatale
Letalitét eines vollstindigen Cxcr4-Knockouts verhindert werden. Als Kontrolltiere dienten
entweder heterozygote Tiere (Cxcr4="""T Nkx2.1 tg) oder Wildtypen (Cxcrd™ "V Nkx2.1
tg).

Es handelte sich weiterhin um Ail4-Cre-Reporter-Méuse, in denen durch die Nkx2.1-Cre von
LoxP flankierte Stoppsequenzen (LSL = LoxP — Stopp — LoxP) im Rosa26 Genlocus entfernt
werden, wodurch die Expression des rot fluoreszierenden Proteins tdTomato in der Nkx2.1-
Population hervorgerufen wurde (Rosa26"5-"4T™° Nkx2. ] tg) (Madisen et al. 2010).

Die Cxcrd“P“**_Miuse (B6.129P2-Cxcr4™? /1), Ail4-Cre-Reporter-Miuse (B6;129S6-
Gt(ROSA)26Soy™#(CAG-1dTomato)lize 1y - swie die Nkx2.1-Cre transgenen Miuse (C57BL/6J-
Tg(Nkx2-1-cre)2Sand/J) wurden bei The Jackson Laboratory gekauft und anschlieBend
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verpaart, um die gewiinschten Genotypen zu erhalten (Cxcr4cKO: Cxerd™ " Rosa26"%"“

uTomato Ajex2. 1 tg; Kontrolle: Cxerd™ ™™/ Cxerd™ "', Rosa26" 7™ Njx2.1 tg).

3.1.1.2 Verwendung des Cxcrd“" ™ -Modells zur Markierung aller Cxcrd-positiven Zellen
und ihrer Nachkommen ausgehend vom Zeitpunkt der Tamoxifengabe

Die hier verwendete CreER (Tamoxifen-induzierbare Cre) wurde von der Arbeitsgruppe um
Prof. Dr. Ralf Stumm entwickelt und lag zu Beginn dieser Arbeit vor. Die Generierung wird
hier kurz beschricben (Abb. 3): Es wurde ein Cxcrg“ERIDIRESGEP _p ckin-Allel durch
homologe Rekombination generiert (Genoway). Zur Konstruktion des Targeting-Vektors
wurden DNA-Fragmente, welche die Promotorsequenz von Exon 1 beinhalten, iiber PCR
amplifiziert und iiber Subklonierung in den pCR4-TOPO-Vektor eingefiigt. Eine CreER(T2)-
IRES-eGFP-Kassette und eine FRT-Basensequenz-flankierte Neomycin-Kassette wurden in
die amplifizierten Fragmente (3,3kb) eingesetzt, die anschlieBend iiber Elektroporation in
embryonale Mausstammzellen gelangten (positive Zellen wurden iiber PCR und Southern blot
identifiziert). Die positiven Stammzellenklone wurden in Blastozysten injiziert, wodurch die
gewiinschten Chiméren entstanden.

Um schlieBlich noch die Neomycin-Kassette (Abb. 3 B, C) zu entfernen, wurden besagte
Chiméren mit Mausen — welche die Flp-Rekombinase exprimieren (schneidet an FRT-Stellen)
— verpaart, wodurch die Exzision der Neomycin-Kassette ermoglicht wurde.

Wie in Abb. 3 zu sehen, wurde die CreER(T2)-IRES-eGFP-Kassette an das Startcodon ATG
von Exon 1 gesetzt. Hierdurch wird die Cxcr4-Gensequenz auf einem Chromosom
unterbrochen, woraus ein heterozygoter Genotyp fiir Cxcr4 resultiert (Cxcr4“E0VT),

Die Cxcr4-CreER transloziert, im Gegensatz zur Nkx2.1-Cre, erst nach Tamoxifengabe in den

Nucleus. Durch die Verpaarung der Cxcrd“™®

-Méuse mit Ail4-Cre-Reporterméusen
(Rosa26"3-19T°™) wwird die tdTomato-Expression in allen Zellen ermdglicht, die zum
Zeitpunkt der Tamoxifengabe den CXCR4-Rezeptor exprimierten bzw. aus diesen Zellen
hervorgegangen sind. Das Tamoxifen wurde den Mausen iiber die Muttermilch zugefiihrt.
Dazu erhielten die Muttertiere analyseabhidngig einmalig oder an mehreren

aufeinanderfolgenden Tagen 1mg Tamoxifen i.p. (Schultheiss et al. 2013).
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A
Cxcr4 endogenous locus 299 bp
| i |
Aﬁ"G Stop
\ HlEx1 , Ex2
Nhel 4.5 kb Nhel
B
Cxcr4 recombined locus
ATG Stop ATG Stop FRT FRT
—{| creEr(mz HRES neo -
Nlhel 10.2 kb Nll1el
C
Cxcr4 recombined locus (Flp-excised)
467 bp -
ATG Stop ATG Stop FRT
CreER(T2) |RES -
| T
Nhel 8.5 kb Nhel

Abbildung 3 Grafik zur Generierung des Cxcr4°*R-Modells durch homologe
Rekombination. (Abbildung wurde von der Arbeitsgruppe Stumm zur Verfiigung gestellt)

A, Exons 1 und 2 (Ex1, Ex2) des Wildtyp-Cxcr4-Gens mit der codierenden DNA-Sequenz in
grau. B, Fusion von ATG (Startcodon) in Exon 1 mit Gensequenzen fir CreER(T2), eine
interne ribosomale Eintrittsstelle (IRES) und eGFP (verstarktes grin fluoreszierendes
Protein). Eine Neomycinsequenz (neo) wurde auf eGFP folgend fir positive Selektion
platziert. C, Rekombiniertes Cxcr4-Allel nach der Exzision der Neomycin-Kassette.
Pfeilspitzen symbolisieren die Primer, welche fir die Genotypisierung genutzt wurden. Die
gezeigten Nhel-Schnittstellen wurden fur die Southern Blot-Analyse verwendet.

3.1.2 Maushaltung

Die Maiduse wurden in kleinen Gruppen in einem Makrolon Typ IV-Kifig unter
standardisierten Laborbedingungen gehalten. Es wurde ein 12h/12h Tag/Nacht-Rhythmus
sowie eine Raumtemperatur von 22+2°C und eine Luftfeuchtigkeit von 60+5%
aufrechterhalten, wobei eine stindige Versorgung mit Pelletfutter und Wasser gegeben war,
dass den Tieren nach eigenem Bedarf zur Verfiigung stand.

Die Tiere sind iiber Nacht verpaart worden, wobei der anschlieBende Tag als Embryonaltag
(E) 0,5 gezdhlt wurde. Die Tréachtigkeit wurde durch die Tierpfleger iiber Gewichtszunahme

des Muttertieres und/oder das Abzeichnen der Embryonalkette am Bauch abgeleitet.

3.1.3 Tierversuchsgenechmigung

Alle beschriebenen Experimente, welche unter Tierversuche fallen, wurden geméal den

Bestimmungen des Tierschutzgesetzes der EU (86/609/EEC) und der Bundesrepublik
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Deutschland durchgefiihrt und ebenfalls vom Thiiringer Landesamt fiir Lebensmittelsicherheit

und Verbraucherschutz genehmigt (Reg.-Nr.: 02-042/13).

3.2 Gerite, Chemikalien sowie Puffer und Losungen

Diese sind im Anhang aufgelistet.

3.3 Immunhistochemie

3.3.1 AntikOrper

Primérantikorper Konzentration Nummer Hersteller/Herkunkft
mouse-anti-PV 1:400000VV P-3171 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D
rabbit-anti-Calret 1:5000VV CR7697 Swant, CHE

rabbit-anti-RFP

1:500 direkt

ab34771-100

Abcam Cambridge, UK

rat-anti-RFP 1:500 direkt SF8 Chromotek GmbH, D
rat-anti-CD184 1:5000VV 17-9991 Affymetrix, Inc., USA
rat-anti-SST 1:1000VV MAB354 EMD Millipore Corporation,
Merck
S?klfnd%rantlkorper Konzentration Nummer Hersteller/Herkunft
Biotinyliert
Donkey anti-mouse bio 1:400 715-065-151  Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Inc.
Donkey anti-rabbit bio 1:400 W2206 Vektor Laboratories,
Peterborough, UK
Donkey anti-rat bio 1:400 712-065-153  Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Inc.
Sekundirantikorper mit Konzentration Nummer Hersteller/Herkunft
Farbstoff gekoppelt
Donkey anti-rat CY3 1:500 112-165-167  Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Inc.
Donkey anti-rabbit CY3 1:500 711-165-152  Jackson ImmunoResearch

Laboratories, Inc.
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3.3.2 Entnahme und Vorbehandlung des Gewebes

Zum definierten Analysezeitpunkt wurden die Maiause von Fachpersonal mit Isofluran
narkotisiert und anschlieend eine transkardiale Perfusion mit Tyrodes-Losung und PFA-
Fixativ vollzogen. Das Untersuchungsmaterial, entweder das Gehirn (P4, P7, P10, P28, P30)
oder der gesamte Kopf (PO, P2), wurde dann in 4%PFA fiir 24h aufbewahrt, anschlieend in
eine 30%-Saccharoselosung verlegt und bei 2-8°C gelagert. Langerfristig wurde das Gewebe

bei -80°C gelagert (Stumm et al. 2002).

3.3.3 Kryostatenschnitte

Das Gewebe wurde zundchst in TissueTec mithilfe von Trockeneis und Methylbutan
eingebettet, tiefgefroren und bei -80°C gelagert. Einen Tag vor dem Schneiden wurden die
Hirne zu -20°C {iberfiihrt, um sie an die Kryostattemperatur anzupassen.

Darauffolgend wurde das Gewebe mit TissueTec auf Trdgern fixiert und bei -18°C
geschnitten, wobei die Schnittdicke 40um betrug. Die Schnitte wurden in Serie auf sechs mit
TPBS gefiillte Wells aufgeteilt, sodass der Abstand zwischen den Schnitten in einem Well
240um betrug.

3.3.4 Immunfiarbung

Hierbei werden zellspezifische Marker als Epitope genutzt und mit Antikérpern direkt bzw.
indirekt, auch vollverstirkt genannt, detektiert. An diese binden dann sekundédre Antikorper,
die im Falle der direkten Markierung mit Farbstoffen gekoppelt und im Falle der indirekten
Markierung biotinyliert sind. Dies gestattet letztendlich die Sichtbarmachung dieser Marker.
Im Rahmen des Projekts wurde mit Doppelimmunfirbung gearbeitet, d.h. indirekte und
direkte Markierung wurden beim selben Préparat angewendet, wodurch zwei Zellmarker
detektiert werden konnten. Hierbei ist es besonders wichtig, immer Antikdrper von zwei
verschiedenen Spezies und unterschiedliche Farbstoffe zu verwenden, da sonst die
Sekundirantikorper an die beiden Priméren binden wiirden und somit eine Unterscheidung
zwischen den Zellmarkern nicht mehr moglich wire.

Bei dem direkt gefirbten Marker handelte es sich immer um tdTomato, wihrend es sich bei

den Vollverstirkten um verschiedene handelte.
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Tag I:

Die Schnitte wurden zundchst 20min in TPBS gewaschen und anschlieend 30min mit
50%Methanol+0,3%H,0, behandelt, um eine Permeabilisierung des Gewebes zu erreichen,
was den Antikdrpern ein besseres Eindringen ermdglicht. Hierauf wurde weitere 15min mit
TPBS gewaschen. Darauf folgend wurde das Gewebe mit Blockierungspuffer
(TPBS-T [TPBS+0,3%Triton X100]+3%BSA) fiir 60min behandelt, wodurch unspezifische
Bindungsstellen geséttigt wurden. Zum Abschluss von Tag 1 wurden die primdren Antikorper
in 1%BSA+TPBS-T in ihrer spezifischen Konzentration auf das Gewebe gegeben, welches
iiber 2,5 Tage bei 4°C inkubierte (Schulz et al. 1998).

Tag 2:

Am darauf folgenden Tag wurden die Schnitte zundchst 2 mal 10min mit TPBS-T gewaschen
und anschlieBend wurde ein biotinylierter Antikdrper in 1%BSA+TPBS-T auf die Schnitte
gegeben, der fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubierte. Es wurde erneut mit TPBS-T
gewaschen und mit einer peroxidasekonjugierten Avidin/Biotin-Reagenz behandelt, worauf
ein erneutes Waschen mit TPBS-T fiir 15 min folgte. Anschlieend erfolgte die Zugabe von
biotinyliertem Tyramin, wodurch das Fluoreszenzsignal verstirkt wird. Daraufhin wurde
erneut gewaschen und ein farbgekoppeltes Streptavidin (AlexaFluor 488) 1:500 sowie ein
sekunddrer farbstoffgekoppelter Antikorper 1:500 in 1%BSA+TPBS-T auf die Schnitte
gegeben, welche iiber Nacht bei 4°C inkubierten (Adams 1992).

Tag 3:

Am letzten Tag wurden die Schnitte zundchst in TPBS gewaschen, um nicht gebundenen
Farbstoff zu entfernen. AnschlieBend wurde mit DAPI/PBS eine Ubersichtsfiarbung gemacht,
welche die DNA in den Zellkernen markiert. Es wurde dann mit PBS gewaschen, um wieder
den nicht gebundenen Farbstoff zu entfernen. Dann wurden die Schnitte auf mit Gelatine
beschichtete Objekttrager bzw. auf Superfrost+-Objekttrager (positiv geladen, wodurch die
Schnitte auf dem Objekttriger gehalten werden) aufgezogen und getrocknet. Zu guter Letzt
wurde eine Alkoholreihe durchgefiihrt (Isopropanol 50% —2>70% —2>80% > 90% —=> 100% —>
2xXylol), wodurch Salzriickstinde beseitigt und die Schnitte entwéssert wurden (Schulz et al.

1998). Eingedeckelt wurde abschlieBend mit Histokit.
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3.4 [®S]-In-situ-Hybridisierung
3.4.1 Entnahme und Vorbehandlung des Gewebes

Zum definierten Analysezeitpunkt wurden die Mé&use von Fachpersonal mit Isofluran
narkotisiert. AnschlieBend wurde das Gewebe entnommen, mithilfe von Methylbutan auf

Trockeneis (-30°C) gefroren und dann bei -80°C gelagert.

3.4.2 Kryostatenschnitte

Mit dem Gewebe wurde zunidchst wie bei der Immunhistochemie (siche 3.5.3) verfahren,
wobei die Gehirne hierbei schon zuvor bei -80°C gelagert wurden. Die Schnittdicke betrug fiir
diesen Versuch 20um. Die Schnitte wurden in Zehner-Serien auf Histobond Objekttriger
aufgezogen, wobei auf jedem 3 Hirnschnitte aufgebracht wurden, womit zwischen den
Schnitten auf einem Objekttriger 200um liegen. Jeder zehnte Schnitt wurde auf Superfrost-
Objekttriiger zur HE-Ubersichtsfirbung aufgezogen. Im Anschluss wurden die Schnitte bis
zur Prahybridisierung bei -80°C gelagert.

3.4.3 Prahybridisierung

Durch diesen Vorgang wird das Gewebe permeabilisiert, sodass die Sonden besser eindringen
und an ihre Ziel-RNA binden kénnen.
Die Objekttrager wurden bei Raumtemperatur zum Auftauen und trocknen flach ausgelegt

und wie in der folgenden Tabelle behandelt (Stumm et al. 2001):

PFA-Puffer (4% PFA in 1x PBS; pH 7,4) 60 min 4°C, Riihrer

1x PBS pH 7,4 (aus 10x PBS-Stammldsung [100 mM | 3*10 min RT, Riihrer

Phosphat; 1,55 M NaCl; pH 6,75])

Triton-Puffer (Schaumbildung vermeiden!) 10 min RT (langsam riihren)
kurz in 1xPBS tauchen (Behilter von Schritt 2) ~150rpm

kurz in ddH,O

TEA-Puffer (0,4% Triton in 1x PBS) 1 min RT, Riihrer (stark riihren!)
+ 1880ul Acetic Anhydrid 10 min ~350rpm (groBer Riihrer)
1x PBS pH 7,4 (aus 10x PBS-Stammldsung [100 mM | 10 min RT, Riihrer

Phosphat; 1,55 M NaCl; pH 6,75])

ddH,O 2 min RT, Riihrer

50% Isopropanol 2 min RT

70% Isopropanol 2 min RT

Nach den letzten zwei Minuten in 70% Isopropanol wurden die Schnitte flach auf Pappe zum

Trocknen ausgelegt und anschlieBend bei -20°C bis zur eigentlichen Hybridisierung gelagert.
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3.4.4 Sequenzen der Plasmide und Herstellung der [>°S]-Ribosonden

Die cDNA-Sequenzen der fiir die /n-situ-Hybridisierung genutzen Plasmide befinden sich im
Anhang bzw. sind publiziert (Grigoriou et al. 1998, Lyford et al. 1995, Temple et al. 2003).
Die [*’S]-Ribosonden wurden von Fachpersonal nach dem im Anhang beigefiigten Protokoll

hergestellt.

3.4.5 Hybridisierung

Der Hintergrund der hier genutzten /n-situ-Hybridisierung besteht darin, dass die hergestellten
RNA-Sonden komplementér zu entsprechenden mRNA-Stringen sind. Die Sonden binden an
die mRNA (=hybridisieren) und ermoglichen somit deren Detektion durch die in die Sonden

mit eingeflochtenen radioaktiven Abschnitte (Cassidy und Jones 2014).

Tag I:

Die Schnitte der verschiedenen Tiere wurden anhand der HE-Ubersichtsfirbungen gematcht,
so dass sie in gleichen Ebenen liegen. Anschlieend wurden die prahybridisierten Schnitte
von -20°C zum Auftauen fiir ca. 30 min flach ausgelegt. Es wurden 45 ul der [*S]-
Hybridisierungslosung auf ein Deckglas aufgetragen und anschlieBend der Schnitt mit dem
Objekttrager langsam mit der Fliissigkeit auf dem Deckglas in Kontakt gebracht, so dass sich
dieses luftblasenfrei ansaugen konnte. Die Schnitte wurden darauf folgend in einer mit 50%
Formamid (1:1 100% Formamid + H,O4q4) gefiillten Hybridisierungsschale bei 60°C iiber
Nacht (laut Protokoll 14-36h) hybridisiert (Stumm et al. 2001).

Tag 2:

Die Deckglaser wurden mit einer Pinzette vorsichtig entfernt, die Objekttrager in 2x SSC
geschwenkt und dann in einem Objekttragerhalter in 2x SSC aufbewahrt, bis die Deckgliser
iiberall entfernt wurden (Stumm et al. 2001). AnschlieBend wurde fiir 20 min in frischem 2x
SSC gewaschen (alle Waschschritte erfolgten unter Riihren), dann fiir 20 min in 1x SSC,
worauf die Schnitte fiir 30 min in auf 42°C vorgewidrmtem RNase-Puffer gewaschen wurden,
um nicht gebundene RNA zu entfernen. Die Schnitte wurden kurz in 1x SSC getaucht und
dann fiir 20 min in 0,2x SSC gewaschen, dann fiir 60 min in 60°C warmem 0,2x SSC und
dann noch einmal fiir 10 min in 0,2x SSC bei Raumtemperatur. Darauf wurde mit H,Og4q €in
letztes Mal gewaschen und die Schnitte schlieBlich mit 50% und 70% Isopropanol fiir jeweils
zwel Minuten ohne Riihren behandelt, worauthin diese zum Trocknen auf einer Unterlage

flach ausgelegt wurden.
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Die Signaldetektion erfolgte mit Rontgenfilmen und spéter Fotoemulsion (Emulsion coating).
Die hybridisierten Schnitte wurden in eine Filmkassette gelegt und der Film anschlieBend in

der Dunkelkammer aufgelegt (Stumm et al. 2001).

Tag 3:

Die Entwicklung der Filme wurde nach ca. 18h vorgenommen. Dabei (alle Schritte in der
Dunkelkammer unter schwachem Rotlicht) wurde ein Film fiir 6 min in Entwickler
geschwenkt, dann 4 min in Wasser gelegt und anschlieBend fiir 10 min in Fixierer
geschwenkt. Final wurde der Film noch einmal fiir 5-10 min in Wasser gelegt, um
iiberschiissigen Fixierer zu entfernen und dann zum Trocknen aufgehdngt.

Abhingig von der Signalstirke auf den Filmen, wurde nach der Schdtzung ,ein Tag
Filmexposition £ einer Woche Fotoemulsionsexposition die Expositionsdauer fiir das
Emulsion coating abgeschitzt. Hierbei wurden die Objekttrager bei Dunkelheit in auf 45°C
erwdrmte NTB-Emulsion getaucht, {iber Nacht getrocknet und anschlieBend lichtdicht
verpackt bei 4°C exponiert (Stumm et al. 2001).

Tag X nach Emulsion coating:

Die Entwicklung der Objekttriager erfolgte meist ca. 6 Tage nach dem Aufbringen der
Emulsion in der Dunkelkammer, konnte bei schwicher exprimierten Markern jedoch auch
spater erfolgen. Die Schnitte wurden zunichst 5 min mit D19-Entwickler (auf 18°C gekiihlt)
behandelt, dann kurz in H,O getaucht, fiir 10 min mit Fixierer behandelt und anschlieBend fiir
mindestens eine Stunde in flieBendes Wasser gestellt. Die iiberschiissige Emulsion wurde
dann von der Riickseite der Objekttriger mithilfe einer Apollo-Rasierklinge abgekratzt, um
den Hintergrund zu verringern.

Anschliefend wurde eine schwache Nissl-Farbung durchgefiihrt, wofiir die Schnitte kurz in
Kresylviolett und dann kurz in H,O getaucht wurden. AbschlieBend wurde eine Alkoholreihe
durchgefiihrt (10s 70% Isopropanol = 20s 80% = 40s 90% —> 3min 100% Isopropanol =
2x5min Xylol) und mit DPX eingedeckelt (Stumm et al. 2001).
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3.5 Mikroskopie
Immunhistochemie:
Die Schnitte der Immunhistochemie wurden meist mit einem Konfokal-Laser-Scanning-
Mikroskop (LSM Meta 510; Software: ZEN SP1.2, 2008, durch Tilescan-Funktion)
aufgenommen oder mittels Epi-Fluoreszenz (Zeiss Axio Imager A1, Software: ProgRes®Mac

Capture Pro 2.7) fotografiert.

In-situ-Hybridisierung:

Schnitte, welche die radioaktive [In-situ-Hybridisierung durchliefen, wurden auf
verschiedenen Wegen digitalisiert. PO-Tiere wurden im Hellfeld am Zeiss Axio Imager Al
(Software: ProgRes®Mac Capture Pro 2.7) fotografiert, wihrend P30-Tiere iiber einen
NanoZoomer Digital slide scanner (Modell: C9600-12) im Hellfeld gescannt wurden. Waren
diese Bilder aufgrund schwicherer Expression des genutzten Markers nicht auswertbar,
wurden die Schnitte am Zeiss Axio Imager Al im Dunkelfeld fotografiert.

Ubersichtsbilder von Kresylviolett- bzw. HE-Firbungen wurden im Hellfeld aufgenommen.

3.6 Auswertung
3.6.1 Zellzdhlung

Die Ziahlung mittels Immunhistochemie oder [In-situ-Hybridisierung markierter Zellen
erfolgte mit dem Programm Fiji (Schindelin et al. 2012) (https://fiji.sc/). Durch die Aufnahme
der immungefédrbten Schnitte mittels LSM war es moglich, zwischen verschiedenen Kanélen
zu unterscheiden und so zu differenzieren, ob zwei verschiedene Marker (in dieser Arbeit
immer tdTomato und ein weiterer Marker) in einer Zelle vorhanden sind (copositive Zellen).
Es wurde dann sowohl die tdTomato-positiv Zellpopulation gezéhlt, als auch alle darin
enthaltenen copositiven Zellen, die also tdTomato- und Marker-positiv waren.

Bei adulten Tieren konnte fiir die Ermittlung der Gesamtzellzahl von tdTomato-positiven
Zellen eine automatische Zidhlweise genutzt werden, bei der die Zellgroe und ein
Schwellenwert (treshold) bzgl. der Signalstirke vorgegeben wurden, woraufhin das
Programm alle Signale bzw. Zellen mit den vorgegebenen Parametern erfasste. Fiir die
Schichtzuordnung der Zellen und Zahlungen bei jiingeren Tieren wurde manuell mit einem
Cellcounter-Plugln von Fiji gezéhlt, da die Differenzierung einzelner Zellen hier fiir das

Programm nicht moglich war. Auch die Zdhlung von copositiven Zellen wurde manuell

durchgefiihrt.
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3.6.2 Statistische Methoden
Die absoluten Zellzahlen, wurden in Microsoft Office Excel 2007 iiberfiihrt. Die Ergebnisse

wurden bei Betrachtung der hippokampalen Regionen sowohl in neugeborenen als auch in
adulten Tieren in Form der Zelldichte (Zellen/mm?) dargestellt. Bei Analyse der Zellschichten
wurden bei neugeborenen Tieren die Zelldichte und bei adulten Tieren die absoluten Werte
verwendet, da eine Messung der Flachen einzelner Zellschichten hier nicht durchgefiihrt
wurde. Zusitzlich wurden die Ergebnisse relativ betrachtet. Hierbei wurden alle Zellen der
jeweiligen Genotypen mit 100% gleichgesetzt und die Verteilung iiber ihre Regionen bzw.
Zellschichten analysiert.

Fiir die statistische Auswertung wurden verschiedene Mittelwerte gebildet: Bei der
Untersuchung von nicht adulten Tieren wurden innerhalb einer Schnittebene die Zdhlungen
aus der rechten und linken Gehirnhélfte gemittelt.

Bei adulten Tieren wurden Mittelwerte mithilfe einer Millimetereinteilung ausgehend vom
Bregma gebildet. Fiir die Untersuchung von tdTomato an P28 zum Beispiel (siche 4.5)
wurden mehrere Schnittebenen untersucht, welche mithilfe der Bregmaeinteilung in rostral
(Entfernung vom Bregma: -1,3mm bis -1,6mm), intermediér (-1,7mm bis -2,0mm) und caudal
(-2,lmm bis -2,4mm) eingeteilt und anschlieBend gemittelt wurden. Hierdurch wurden
experimentell bedingte Unterschiede herausgemittelt, die z.B. durch voneinander
abweichende Anschnittwinkel der Gehirne entstehen kdnnen.

Die anschlieBende Statistik wurde mit GraphPad Prism 6 durchgefiihrt und umfasste eine 2-
Wege-ANOVA sowie dazugehodrige Graphen in Form von Siulendiagrammen, wobei die
Kontrollen gegen die konditionalen Knockouts aufgetragen wurden. AnschlieBend wurde der
Post-hoc-Test von Sidak (Sidak’s multiple comparisons test) durchgefiihrt, um eine addquate
Power beim Testen zu gewdhrleisten. Die Daten wurden als Mittelwerte+SEM dargestellt.

Bei Verwendung der mRNA-Sonde Arg3./ (siehe 4.12) wurden die erhobenen Daten als
Zellen/mm? dargestellt und im t-Test miteinander verglichen.

Im Falle der Untersuchung zur Expression von CXCR4 an verschiedenen
Entwicklungszeitpunkten in GABAergen Vorldufern mittles der Nkx2./-Cre (siehe 4.1) wurde
keine statistische Betrachtung genutzt, da es sich hier um qualitative Ergebnisse handelt. Die
Werte wurden in die Zelldichte iiberfiihrt sowie prozentual betrachtet und fiir unterschiedliche
Zeitpunkte im direkten Vergleich als Sdulendiagramm dargestellt. Beim Cxcrd“*R-Lineage

Trace (siehe 4.2) wurde dhnlich verfahren.
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4 Ergebnisse

4.1 Expression von CXCR4 in GABAergen Vorliaufern des medialen Ganglienhiigels
Wihrend der Embryonalperiode ist der CXCR4-Rezeptor in den meisten GABAergen
Vorldufern des Cortex vorhanden (Sanchez-Alcaniz et al. 2011, Stumm et al. 2003, Stumm et
al. 2007, Wang et al. 2011). Die Migration dieser Zellen wird vom Chemokin CXCL12
geleitet, welches eine starke chemoattraktive Wirkung auf sie ausiibt (Stumm et al. 2003, Wu
et al. 2016). Die Wanderung der GABAergen Neurone in den Hippocampus hinein ist noch
nicht untersucht worden und auch die Verteilung von CXCR4 wurde fiir den Hippocampus
noch nicht exakt ermittelt. Es ist lediglich bekannt, dass an spéteren postnatalen Tagen nur
noch wenige GABAerge Neurone im Hippocampus CXCR4-positiv sind (Stumm et al. 2002,
Stumm et al. 2003).

In dieser Arbeit sollte im Detail geklirt werden, welcher Anteil der GABAergen Vorldufer im
Hippocampus an definierten Entwicklungszeitpunkten den CXCR4-Rezeptor exprimiert.

Um GABAerge Vorldufer zu identifizieren, wurde die Nkx2./-Cre mit dem Cre-Reporter
Rosa26"S1Tomat kombiniert (siche 3.1.1.1) (Madisen et al. 2010). Hierdurch wird das rot
fluoreszierende Reporterprotein tdTomato (tdT) in GABAergen Neuronen gebildet, welche
aus dem medialen Ganglienhiigel und der priaoptischen Region stammen (siche 1.2.2). Die
iiber die Nkx2.1-Cre markierte Zellpopulation wird im Folgenden mit der Abkiirzung mpIN
bezeichnet (fiir Interneurone des medialen Ganglienhiigels und der praoptischen Region).
CXCR4 und tdTomato wurden mittels Doppelimmunfluoreszenz markiert (Abb. 4 C, D, D,
D*“). Die Tiere wurden im Alter von E16, PO, P2, P4, P7 und P10 untersucht.

An E16 waren 59% der mpIN des Hippocampus CXCR4-positiv. An den nachfolgenden
Entwicklungszeitpunkten nahm der prozentuale Anteil stetig ab: an PO und P2 waren 35%, an
P4 36%, an P7 9% und an P10 2% der mpIN CXCR4-positiv (Abb. 4 A). Zusétzlich wurde
die Zelldichte der mpIN im Hippocampus ermittelt (Abb. 4 B). Diese nahm mit
fortschreitendem Alter kontinuierlich ab. Hierbei war zu erkennen, dass ab P10 nur noch sehr
wenige CXCR4-positive mpIN im Hippocampus vorhanden sind.

Da die Tangentialmigration an E16 noch nicht abgeschlossen ist und sich ein Teil der
hippokampalen GABAergen Neurone noch im Cortex befindet (Danglot et al. 2006), wurden
an diesem Zeitpunkt mpIN auch hier auf ihre CXCR4-Expression hin untersucht. Hierbei
ergab sich ein Anteil von 38% CXCR4-positiver Zellen (Abb. 4 A). Somit geht die spétere
Entwicklung des Hippocampus (verglichen mit dem Cortex) mit einer hoheren CXCR4-

Expression einher.
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Zusammenfassend wird CXCR4 wihrend der entscheidenden Migrationsphase (embryonal)
stark von GABAergen Vorldufern exprimiert, wihrend das Ende der Migrationsphase bzw.
die laufende Integrationsphase durch die Abnahme der hippokampalen Zellen, welche den

Rezeptor tragen, angezeigt werden.
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Abbildung 4 Expression von CXCR4 in GABAergen Vorldufern des medialen
Ganglienhiigels.

GABAerge Vorlaufer werden mittels Nkx2.1-Cre und dem Cre-Reporter Rosa2
identifiziert. Das Reporterprotein tdTomato wurde mit einem Kaninchen-anti-RFP und
CXCR4 mit einem Rattenantikérper (rat-anti-CD184) doppeliummunfluoreszent detektiert. A,
Die CXCR4/tdTomato-copositiven Zellen sind prozentual in Bezug auf die Gesamtzahl der
tdTomato-positiven Zellen (mpIN-Population) zu definierten Zeitpunkten dargestellt. B, Der
Graph zeigt die Anzahl CXCR4/tdTomato-copositiver Zellen und die Anzahl tdTomato-
positiver Zellen bezogen auf die Flache. Fir den Hippocampus wurde die gesamte Flache
ermittelt, fir den Cortex ein Ausschnitt gewahlt. Die Flachen wurden dann mit den Zellzahlen
verrechnet, um die Zelldichte zu erhalten. Die Werte in A und B sind Mittelwerte+SEM und
wurden an mindestens flnf Hippocampi ermittelt. C, Konfokale Aufnahmen der CXCR4/tdT-
Doppelimmunfluoreszenz an den angegebenen Zeitpunkten. D, Die Hochvergrélierung zeigt
den orange umrandeten Ausschnitt aus C als einzelne Kanale und als Uberlagerung.
CXCR4/tdTomato-copositive Zellen sind durch Pfeilspitzen markiert.

6LSL-thomato
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4.2 Darstellung der Nachkommen CXCR4-positiver GABAerger Vorlaufer in adulten
Tieren mit dem Cxcr4“"*-Modell

In 4.1 wurde die Expression von CXCR4 in GABAergen Vorldufern zu verschiedenen
Zeitpunkten gezeigt. Es ist noch nicht bekannt, inwiefern die Expression von CXCR4 Einfluss
auf verschiedene Subtypen GABAerger Neurone nimmt. Daher wurde hier nun die weitere
Entwicklung der in 4.1 betrachteten Zellen iiber einen so genannten Lineage Trace (engl.
Lineage Trace = , Abstammungsverfolgung®) mit der Cxcr4-CreER zu spiteren
Entwicklungszeitpunkten fiir verschiedene Subtypen GABAerger Neurone untersucht.

4CreER

Das Cxcr -Modell wurde von der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Ralf Stumm entwickelt

(siche 3.1.1.2). Die CreER unterbricht hierbei die Gensequenz von Cxcr4 auf einem

CreER/WT

Chromosom (Cxcr4 ) und wird somit in allen Zellen exprimiert, in denen auch CXCR4

LSL-tdT t
prSLdTomato wirde nach

exprimiert wird. Durch die Verbindung mit dem Cre-Reporter Rosa2
Tamoxifengabe und somit Aktivierung der CreER, eine Detektion aller Zellen ermdglicht, die
den CXCR4-Rezeptor exprimierten bzw. aus solch einer Zelle hervor gegangen sind.

Es handelt sich hierbei um eine neu entwickelte Methode. Daher wurde diese Analyse als
Pilotexperiment durchgefiihrt. Hierbei wurden verschiedene Herangehensweisen getestet:

Den Maéusen wurde zu einem frithen postnatalen Zeitpunkt Tamoxifen zur Aktivierung der
Cxcr4-CreER gegeben. Es wurde den Tieren iiber die Muttermilch zugefiihrt, entweder nur an
einem bestimmten Tag (Abb. 5 A, P2/P7) oder iiber einen lingeren Zeitraum (Abb. 5 B, P6-
10). Die Analysen erfolgten dann in &dlteren Méusen (P26 bzw. P21).

Die Schnitte wurden mittels Doppelimmunhistochemie gefarbt: Es wurden Calretinin,
Parvalbumin und Somatostatin als Marker fiir Subtypen GABAerger Neuronen verwendet.
Diese kamen auch bei Untersuchungen zum Cxcr4cKO zum FEinsatz (4.8, 4.9, 4.10). In
Kombination mit der Cxcr4-CreER und dem Cre-Reporter Rosa26™5-"4T™° Jief sich also
ermitteln, welche Interneuronensubtypen und welcher Anteil dieser aus CXCR4-
exprimierenden Vorldufern hervorgingen.

Die Ergebnisse wurden als Marker/tdTomato-positive Zellen in Prozent von allen Marker-
positiven Zellen angegeben. Dadurch lieB sich feststellen, wie viele der GABAergen Neurone
— bezogen auf die einzelnen Subtypen — aus CXCR4-positiven Zellen hervor gingen.

Die punktuelle Verabreichung von Tamoxifen erfolgte an P2 und P7, wihrend die Analyse
dann an P26 durchgefiihrt wurde. Hierbei zeigte sich eine Reduktion der Calretinin/tdT-
positiven Zellen von P2 auf P7 um 11,39%. An P2 wurden 31,49%, an P7 20,06% der
Calretinin-positiven als Calretinin/tdT-copositive Zellen identifiziert. Weiterhin wurde eine

Verminderung der Somatostatin/tdT-copositiven Zellen um 9,77% festgestellt: An P2 waren
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13,23%, an P7 3,47% der Somatostatin-positiven Zellen auch fiir tdTomato positiv. Fiir
Parvalbumin wurden, im Gegensatz zu den anderen beiden Markern, keine nennenswerten
Unterschiede zwischen den beiden Zeitpunkten festgestellt (P2pyan: 10,83%; P7pyai: 11,26%)
(Abb. 5 A).

Die punktuelle Tamoxifenapplikation diente der Uberpriifung von Nachkommen CXCR4-
exprimierender Zellen fiir einen bestimmten Zeitpunkt. Die Verabreichung von Tamoxifen
iiber 5 Tage, von P6-P10 (Analyse an P21), diente hingegen der moglichst vollstindigen
Markierung dieser Nachkommen. Diese fiihrte bei Parvalbumin und Somatostatin zu einem
starkeren Auftreten Marker/tdT-positiver Zellen, wihrend dies bei Calretinin nicht der Fall
war. So wurden fiir Calretinin 29,15%, fiir Parvalbumin 21,75% und fiir Somatostatin 29,83%
der Interneuronensubtypenmarker-positiven Zellen auch mit tdTomato markiert und waren
somit copositiv (Abb. 5 B). Es scheint also, dass bei lidngerer Gabe von Tamoxifen,
Somatostatin- und Parvalbumin-positive Zellen effektiver als Nachkommen CXCR4-
exprimierender Zellen identifiziert werden konnen.

Da es sich bei dieser Analyse um ein Pilotexperiment handelt (erstmaliger Einsatz der Cxcr4-
CreER in diesem Zusammenhang), konnen noch keine abschlieBenden Aussagen getroffen

werden.
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Abbildung 5 Prozentualer Anteil verschiedener Subtypen GABAerger Neurone in adulten
Méusen, die aus CXCR4-exprimierenden GABAergen Vorldufern entstehen.

Nachkommen CXCR4-exprimierender Zellen werden mittels Cxcr4-CreER und dem Cre-
Reporter Rosa26-S-'9Temal identifiziert. Zur Aktivierung der CreER wurde den Mausen
Tamoxifen Uber die Muttermilch zugefiihrt. Das Reporterprotein tdTomato wurde mit einem
Kaninchen- bzw. Ratte-anti-RFP, Calretinin mit einem Kaninchenantikorper (rabbit-anti-
Calret), Parvalbumin mit einem Mausantikérper (mouse-anti-PV) und Somatostatin mit
Rattenantikérpern (rat-anti-SST) doppelimmunfluoreszent detektiert. A, B, Die
Marker/tdTomato-copositiven Zellen sind prozentual in Bezug auf die Gesamtzahl der
Interneuronensubtypenmarker-positiven Zellen dargestellt. Tamoxifenverabreichung an
P2/P7, Analyse an P26 (A) sowie Tamoxifenverabreichung tber 5 Tage (P6-10), Analyse
an P21 (B). Es werden die Subtypen Calretinin, Parvalbumin und Somatostatin betrachtet.
C, Epifluoreszente Aufnahmen der Doppelimmunfluoreszenz beispielhaft von
Somatostatin/tdTomato (Tamoxifengabe an P2; Analyse an P26) und Parvalbumin/tdTomato
(Tamoxifengabe von P6 bis P10; Analyse an P21).

Abklrzungen: Calret, Calretinin; Pvalb, Parvalbumin; SST, Somatostatin; tdT, tdTomato;
Tam, Tamoxifen; IN, Interneuron
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4.3 1In Nkx2.1-Cre vermittelten Cxcr4cKO-Miusen ist die Zelldichte GABAerger
Vorlidufer an PO reduziert

Es ist bekannt, dass die konditionale Deletion des Cxcr4-Gens in GABAergen Neuronen
deren Positionierung sowohl im embryonalen als auch im voll entwickelten Cortex stort (Li et
al. 2008, Tanaka et al. 2010). Diese Sachverhalte sind jedoch fiir den Hippocampus nicht
untersucht. Da sich CXCR4, wie in 4.1 beschrieben, wihrend der Migration auf
hippokampalen GABAergen Vorldufern befindet, sollte {iberpriift werden, ob das Fehlen des
Rezeptors auch im Hippocampus zu Migrationsdefekten fiihrt.

Dazu wurden mittels Nkx2.I-Cre von LoxP-flankierte Cxcr4-Allele (Cxcrd="" ") gezielt
aus GABAergen Vorldufern entfernt und Cxcr4-konditional-Knockouts erzeugt (n=5 Tiere)
(Nie et al. 2004, Xu et al. 2008). Als Kontrollen (n=6 Tiere) dienten Miuse, welche keine
LoxP-Stellen trugen, bzw. nicht transgen fiir Nkx2. /-Cre waren (Genotypen siehe 3.1.1.1).
Zahlreiche Marker, die ausdifferenzierte GABAerge Neurone identifizieren, sind an PO in den
GABAergen Vorlduferzellen schwach oder nicht exprimiert und deshalb fiir PO ungeeignet.
Die Interneuronenvorldufer, die aus Nkx2.[-positiven Stammzellen hervorgehen, lassen sich
jedoch tiiber ihre Lhx6-mRNA-Expression identifizieren. Hierbei handelt es sich um einen
Marker, der ausschlieBlich in aus dem medialen Ganglienhiigel stammenden Interneuronen
vorkommt (Du et al. 2008, Li et al. 2008).

Die Tiere wurden an PO in einer rostralen (Abb. 6 A, A"), einer intermedidren (Abb. 6 B, B")
und einer caudalen (Abb. 6 C, C") Schnittebene fiir den Marker LAx6 untersucht.

Der Vergleich von Knockout- und Kontrollméusen zeigte einen signifikanten Unterschied in
der hippokampalen Zelldichte (F(1, 9)= 7,511; pGenorp= 0,0228; 2-Wege-ANOVA). Diese war
rostral um 96 Zellen/'mm? (£ -16,09%), intermedidr um 103 Zellen/mm? (£ -19,01%) und
caudal um 90 Zellen/mm? (£ -18,90%) reduziert (Signifikanzen wurden hierfiir im Post-hoc-
Test nach Sidak nicht angezeigt) (Abb. 6 D).

Darauf wurde die Zelldichte in den hippokampalen Unterregionen CA1, CA2+3 und Gyrus
dentatus untersucht. Die 2-Wege-ANOVA zeigte erneut einen signifikanten Unterschied
zwischen den Genotypen (F(1, 9)= 9,829; pgenonp= 0,0120). Auch trat eine signifikante
Interaktion zwischen Genotyp und Region auf (F(8, 72)= 2,122 puerakion—= 0,0445).
Hierdurch ist einerseits eine generelle Reduktion von LAx6-positiven Zellen nachweisbar, aber
auch eine unterschiedliche Beeinflussung der Regionen durch den Cxcr4cKO. Signifikante
Reduktionen wurden insbesondere fiir den Gyrus dentatus in rostraler (p=0,0485, Post-hoc-
Test nach Sidak) und intermediérer (p=0,0027) Schnittebene identifiziert, wihrend caudal
kein signifikanter Unterschied gefunden wurde (p=0,0831). Die Reduktion belduft sich rostral
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auf 186 Lhx6" Zellen/'mm? (2 -34,35%), intermediir auf 247 Zellen/mm? (2 -45,15%) und
caudal auf 133 Zellen/'mm? (£ -40,08%). In CAl und CA2+3 konnte kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen Kontrollen und Knockouts festgestellt werden, lediglich
eine tendenzielle Reduktion in CA2+3 (Abb. 6 E). Die Daten deuten so auf eine nahezu
normale Versorgung von CAl mit Lhx6  Zellen, wihrend es von CA2+3 bis zum Gyrus
dentatus zu einem immer stirker werdenden Verlust Lhx6-positiver Zellen kommt.

Aufgrund der unterschiedlichen Zelldichte zwischen den Genotypen, wurde weiterfithrend die
relative Verteilung der Zellen im Hippocampus analysiert (Daten nicht graphisch dargestellt).
Dabei wurden jeweils alle Zellen eines Genotyps auf 100% gesetzt.

Hier kommt es zu einer hochsignifikanten Interaktion (F(8, 81)= 11,37; pimerakion<0,0001; 2-
Wege-ANOVA), da eine deutliche Erhohung in CAl sowie eine deutliche Reduktion im
Gyrus dentatus vorliegt. In CA1 intermediir kommt es z.B. zu einer Erhohung Lhx6" Zellen
um 10% (Kontrollen: 33,2 + 0,79 SEM; Cxcr4cKOs: 43,2 + 1,53 SEM; p<0,0001; Sidak’s
Post-hoc-Test) und im intermedidren Gyrus dentatus ebenso zu einer Verminderung um 10%
(Kontrollen: 33,5 = 0,85 SEM; Cxcr4cKOs: 23,8 + 0,97 SEM; p<0,0001) in Cxcr4cKOs.
Hierdurch entsteht der Eindruck einer moglichen Umverteilung Lhx6-positiver Zellen.
Zusammenfassend ruft der Verlust des CXCR4-Rezeptors eine Verminderung der Lhx6-
positiven Zellen hervor. Diese Reduktion konzentriert sich dem Migrationsweg der
GABAergen Vorldufer entlang immer mehr. Folglich ist sie in CA1 kaum merklich und am
starksten im Gyrus dentatus. Zieht man die relative Betrachtung hinzu, befinden sich Zellen,
welche in den Gyrus dentatus migrieren sollten, in Cxcr4cKOs moglicherweise in CAl. In
Kombination mit den Ergebnissen aus 4.1 ldsst sich sagen, dass die Abwesenheit von CXCR4
aufgrund seiner starken Prasenz wéhrend der Interneuronenmigration, eine Dezimierung der

aus dem medialen Ganglienhiigel stammenden GABAergen Vorlaufer herbeifiihrt.
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Abbildung 6 Einfluss des Cxcr4cKOs auf Lhx6-positive GABAerge Vorléuferzellen an PO.
Lhx6 wurde durch [*S]-In-situ-Hybridisierung als Marker fir GABAerge Vorlaufer in
Cxcr4cKOs (A", B’, C’) und Kontrollmdusen (A, B, C) an PO markiert. Es wurden Beispiele
mit besonders starkem Effekt gewahlt. Lhx6-Signale erscheinen schwarz und Nissl-
Gegenfarbung blau D, E, Quantifizierung der Dichte Lhx6-positiver Zellen im gesamten
Hippocampus (D) und in hippokampalen Subregionen (E). Daten sind Mittelwerte+SEM,
Gruppen wurden mittels 2-Wege-ANOVA verglichen. n-Zahlen und p-Werte fiur Genotyp
(Pgeno) UNd Region/Genotyp-Interaktion (pin) sind angegeben. *p<0,05 und **p<0,01 (Sidak’s
Post-hoc-Test).
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4.4 Zellschichtenibhingige Reduktion sowie teilweise prozentuale Umverteilung
Lhxo6-positiver Zellen an PO in Cxcr4cKOs

Nachdem sich in den in 4.3 dargestellten Befunden zeigte, dass die Menge GABAerger
Vorldufer im Hippocampus an PO in Cxcr4cKOs reduziert ist, wurde die Untersuchung auf
die einzelnen Zellschichten ausgeweitet. Hierbei sollte festgestellt werden, ob die
Zelldezimierung in bestimmten Schichten auftritt und ob es hierbei zu relativen
Verschiebungen der Zellen zwischen den Schichten kommt.

Dafiir wurden Ausschnitte aus CAl und Gyrus dentatus gewidhlt, die moglichst parallele
Zellschichten aufwiesen (Abb. 7 A). AnschlieBend wurden gleichgrole, parallele Bins
(Abgrenzungen) gesetzt — sechs fiir CA1l und drei fiir den DG — welche die Zellschichten
separierten, in denen gezdhlt wurde. In CAl entsprach Bin 1 der Subventrikuldrzone
(SVZ)/Intermediédrzone (IZ), Bin 2 und 3 der Intermedidrzone/hippokampalen Platte, die Bins
4 und 5 der Marginalzone (MZ) und Bin 6 der hippokampalen Fissur. Im DG entsprach Bin 1
der dentalen Marginalzone/dentalen Platte, Bin 2 und 3 der dentalen Platte und dem Hilus.
Die Analyse fand in denselben Tieren statt wie in 4.3.

In CA1 (Abb. 7 B, B’) wurde ein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen
festgestellt, was auf eine Reduktion der Zelldichte Lhx6-positiver Zellen in Cxcr4cKOs
hinweist (F(1, 9)= 9,388; pgenonp= 0,0135; 2-Wege-ANOVA). Weiterhin wurde eine
signifikante Interaktion zwischen Genotyp und Zellschichten identifiziert (F(5, 45)= 4,251,
Pinteraktion= 0,0030; 2-Wege-ANOVA). Dies zeigt eine unterschiedliche Beeinflussung der
Zellschichten durch den Cxcr4cKO.

Dementsprechend wurde eine Verminderung der Zelldichte in den Bins 2 (Reduktion um 302
Lhx6" Zellen'mm? 2 -35,57%), 5 (Reduktion um 532 Lhx6" Zellen/mm? 2 -35,57%) und 6
(Reduktion um 502 Lhx6" Zellen/'mm? 2 -41,71%) gefunden, wobei die Unterschiede in den
Bins 5 und 6 statistisch stark signifikant waren (pg;,s= 0,0009; pgins = 0,0018; Sidak’s Post-
hoc-Test), wihrend fiir Bin 2 keine Signifikanz vorlag (pgi»>= 0,1333) (Abb. 7 C).
Weiterfilhrend wurden die Unterschiede der prozentualen Verteilung in den Schichten
zwischen Kontrollen und Cxcr4cKOs betrachtet. Hierbei ergaben sich fiir CAl {iber die 2-
Wege-ANOVA keine Signifikanzen, nur eine beinahe signifikante Interaktion zwischen
Genotyp und Zellschichten (F(5, 54)= 2,257; pumerakion= 0,0616), was auf eine Tendenz zu
einer Umverteilung zwischen den Zellschichten hinweisen kdnnte (Abb. 7 D).

Die gleichen Untersuchungen wurden nun auch fiir den Gyrus dentatus durchgefiihrt (Abb. 7
E, E"). Es wurde ebenfalls eine Reduktion der Zellen festgestellt, die sich, verglichen mit

CAl, deutlich gleichmiBliger {iber die Schichten verteilte. Dies wurde durch einen
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signifikanten Unterschied zwischen den Genotypen (F(1, 9)= 21,19; pGenonp=0,0013, 2-Wege-
ANOVA) und eine nicht signifikante Interaktion zwischen Genotyp und Zellschichten
untermauert. Signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Zellschichten im Post-hoc-
Test traten fiir Bin 1 mit einer Reduktion von 279 Zellen/'mm? (£ -25,09%) und Bin 2 mit
einer Reduktion von 492 Zellen/'mm? (£ -41,95%) auf (pgin;= 0,0298; ppi2= 0,0001; Sidak’s
Post-hoc-Test), wihrend in Bin 3 kein signifikanter Unterschied identifiziert wurde (pgins=
0,1031) (Abb. 7 F).

Die relative (prozentuale) Verteilung in den Schichten ergab fiir den Gyrus dentatus, durch
die prozentuale Erhohung Lhx6-positiver Zellen in Bin 1, eine Uberschneidung der Kurven
von Kontrollen und Cxcr4cKOs (Abb. 7 G). Da es zusitzlich eine signifikante Interaktion gab
(F(2, 27)= 4,230; perakion= 0,0252; 2-Wege-ANOVA), jedoch nur einen fast signifikanten
Unterschied im Post-hoc-Test nach Sidak (ppi,;= 0,0732), wies dies in Richtung einer
Tendenz zur Umverteilung der Zellen von Bin 2 und 3 nach Bin 1 in Cxcr4cKOs.
Abschlieflend ldsst sich sagen, dass der Cxcr4cKO in CAl besonders die Bins 2 (nicht
signifikant im Post-hoc-Test), 5 und 6 beeinflusste und dort eine Reduktion verursachte (Abb.
7 C), wahrend es im Gyrus dentatus eher zu einer allgemeinen Reduktion iiber alle drei Bins

kam (Abb. 7 F). Auch waren Tendenzen zu Zellshifts zwischen den Schichten zu beobachten.
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Abbildung 7 Einfluss des Cxcr4cKOs auf die Schichtverteilung Lhx6" Zellen an PO.
Lhx6 wurde durch [**S]-In-situ-Hybridisierung als Marker fiir GABAerge Vorlaufer an PO

markiert. Lhx6-Signale erscheinen schwarz, Nissl-Gegenfarbung blau.

A, Gewahlte

Ausschnitte aus dem Hippocampus zur Zahlung Lhx6" Zellen in den Zellschichten von
Kontrollmausen (B,E) und Cxcr4cKOs (B",E"). C, F Quantifizierung der Dichte Lhx6-positiver
Zellen in Zellschichten von CA1 und DG. D, G, Daten aus C und F in Prozent (jeder Genotyp
auf 100% gesetzt). Daten sind Mittelwerte+SEM, Gruppen wurden mittels 2-Wege-ANOVA
verglichen. n-Zahlen und p-Werte flr Genotyp (pgeno) Und Zellschicht/Genotyp-Interaktion
(pint) sind angegeben. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (Sidak’s Post-hoc-Test).
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4.5 In adulten Cxcr4cKO-Maiusen ist die Zelldichte tdTomato-positiver Interneurone
besonders in CA2+3 reduziert

Im Neocortex kommt es bei fehlendem CXCL12 oder CXCR4 zu gut charakterisierten
Defekten bei der Positionierung GABAerger Neurone, welche besonders an embryonalen
Entwicklungsstadien gut zu erkennen sind (Abe et al. 2014, Stumm et al. 2003). Im Gegensatz
dazu sind im voll entwickelten Cortex Fehlpositionierungen weniger ausgepragt als
embryonal (Li et al. 2008). Dies kann mit postnatalen Selektions- und spédten
schichtspezifischen Sortierungsprozessen der GABAergen Neurone — welche frithe
Migrationsdefekte teilweise kompensieren konnen — erklért werden.

Da bereits Migrationsdefekte der Cxcr4cKOs an PO nachgewiesen wurden (siche 4.3/4.4),
sollte nun an adulten Méusen (P28) untersucht werden, inwieweit Defekte bestehen bleiben
bzw. kompensiert werden.

Hierzu wurden, wie bei 4.3, von LoxP-flankierte Cxcr4-Allele gezielt aus GABAergen
Interneuronen der mpIN-Population entfernt, um Cxcr4cKOs zu erzeugen (Nie et al. 2004, Xu
et al. 2008). Zusétzlich handelte es sich bei den untersuchten Tieren um Ail4-Cre-Reporter-
Miuse (Rosa26"5-9T°™1) “in denen es durch Rekombination zur tdTomato-Expression in
mpIN kam (Madisen et al. 2010).

Die Méause wurden in drei Ebenen (rostral (Abb. 8 A, A”), intermediér (Abb. 8 B, B") und
caudal (Abb. 8 C, C’)) untersucht. Diese wurden hier durch mehrere Schnitte gebildet, die
mithilfe einer Millimetereinteilung ausgehend vom Bregma den Ebenen zugeordnet wurden
(siehe 3.6.2).

Der Vergleich zwischen Kontrollmiusen (n=4 Tiere; Cxcrd=""™T Rosa26"5-'To™) ynd
CxcrdcKOs (n=4 Tiere; Cxcrd™ "™ Rosa26"5“tdTomato) zeigte einen signifikanten
Unterschied der hippokampalen Zelldichte (F(1, 6)= 9,143; pGenorp= 0,0233; 2-Wege-
ANOVA). Signifikante Unterschiede fiir die einzelnen Ebenen wurden fiir die intermedidre
Ebene — mit einer Reduktion von 32 tdT" Zellen/mm? (& -17,71%; pintern=0,0334; Sidak’s
multiple comparisons test) — und fiir die caudale Ebene — mit einer Reduktion von 31 tdT"
Zellen/mm? (£ -18,57%; pcaua= 0,0352) — identifiziert (Abb.8 D).

Darauffolgend wurde die Zelldichte in den hippokampalen Unterregionen CA1, CA2+3 und
DG untersucht. Beim Vergleich der einzelnen Regionen gegeneinander trat ein signifikanter
Unterschied zwischen den Genotypen auf (F(1, 6)= 8,592; pgenorp= 0,0262; 2-Wege-
ANOVA), was die allgemeine Reduktion in Abb. 8 D bestdtigte. Weiterhin wurde eine

signifikante Interaktion zwischen dem Genotyp und den Regionen identifiziert (F(8, 48)=
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3,078; pPmerakion= 0,007). Demgeméal wurden die Regionen unterschiedlich vom Knockout
beeinflusst.

Es ergab sich, dass die Zelldichte besonders in CA2+3 reduziert war: Hierbei kam es zu einer
Verminderung von 32 tdT" Zellen/mm? (£ -16,79%) im rostralen, 68 tdT" Zellen/mm? (2 -
30,05%) im intermediéren und 48 tdT" Zellen/mm? (2 -20,75%) im caudalen Hippocampus
der Knockoutmiuse. Diese Zahlen scheinen im Vergleich zu den Differenzen, welche bei PO
genannt werden, relativ klein. Dies kann jedoch auf die deutlich groBeren Flichen der
Hippocampi der adulten Tiere — und somit eine generelle Verminderung der Zelldichte —
zuriickgefiihrt werden. Signifikante Unterschiede waren in CA2+3 intermedidr (pc4z+3imterm=
0,0003; Sidak’s Post-hoc-Test) und caudal (pcaz+3caui= 0,0209) zu verzeichnen, wihrend dies
rostral nicht der Fall war (pca2+3r05= 0,2993), obwohl man auch hier eine Reduktion erkennen
konnte (Abb. 8 E).

Ferner traten im DG in allen Ebenen und in CA1 caudal schwache Reduktionen der Zelldichte
auf. Allerdings waren diese relativ gering und daher nicht signifikant, trugen aber dennoch zur
allgemeinen Reduktion in den Cxcr4cKOs bei, welche in Abb. 8 D zu sehen ist.
Gesamtheitlich betrachtet, verursachte der Cxcr4cKO Reduktionen der Zelldichte im ganzen
Hippocampus an P28, welche besonders in der CA2+3-Region vertreten waren. Im Vergleich
hierzu sind Unterschiede bzgl. der Reduktion an PO zu erkennen, da sich diese auf den DG
konzentrierte (siche 4.4). Es blieben also weiterhin Defekte der mpIN-Verteilung in adulten
Tieren trotz Kompensationsmechanismen bestehen. Diese unterschieden sich jedoch

interessanterweise von den in jiingeren Tieren gefundenen Migrationsfehlern.
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Abbildung 8 Einfluss des Cxcr4cKOs auf mpIN an P28.
mpIN werden mittels Nkx2.1-Cre und dem Cre-Reporter Rosa26-S-"T°M identifiziert.
tdTomato wurde mit einem Kaninchen-anti-RFP durch Immunhistochemie in Kontrollmausen
(A, B, C) und Cxcr4cKOs (A", B’, C’) an P28 detektiert. tdTomato-Signale erscheinen weil3.
Die Hippocampi wurden in CA1, CA2+3 und DG unterteilt. D, E, Quantifizierung der Dichte
tdT-positiver Zellen im gesamten Hippocampus (D) und in hippokampalen Subregionen (E).
Daten sind Mittelwerte+SEM, Gruppen wurden mittels 2-Wege-ANOVA verglichen. n-Zahlen
und p-Werte flr Genotyp (pgeno) Und Region/Genotyp-Interaktion (piny) sind angegeben.
*p<0,05; ***p<0,001 (Sidak’s post-hoc Test).
Abkiirzungen fir Schnittebenen: ros, rostral; interm, intermediar; caud, caudal
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4.6 Reduktion von mpIN in verschieden Schichten sowie teilweise prozentuale
Umverteilung an P28 in Cxcr4cKOs

Wie in 4.5 gezeigt wurde, kam es zu einer deutlichen Reduktion in CA2+3 an P28 in
Cxcr4cKOs, und wie schon an PO in 4.3/4.4, war der nichste logische Schritt zu untersuchen,
welche Schichten hierbei betroffen waren und ob es zu relativen Umverteilungen der Zellen
kam.

In Abb. 9 A und A’ ist zunéchst die allgemeine Anatomie des adulten Hippocampus mit
seinen Schichten zum besseren Verstindnis zu sehen.

Es wurden drei Ebenen — rostral (Abb. 9 B, B"), intermedidr (Abb. 9 C, C") und caudal (Abb.
9 D, D") — untersucht. Hierbei wurden dieselben Mause wie in 4.5 analysiert und zwischen
Kontrollen und Cxcr4cKOs verglichen. Da sich die stirksten Effekte in CA2+3 zeigten (siche
4.5), wird diese Hippocampusregion auch in Abb. 9 repridsentativ zur Darstellung der
Zellschichten gezeigt.

Die Untersuchungen bestirkten die Ergebnisse von 4.5. Zundchst wurden die tatsidchlichen
Zellzahlen (Ergebnisse nicht graphisch dargestellt) in den einzelnen Hippocampusregionen
(CA1, CA2+3, DG) untersucht: In CAl wurde ein schwach signifikanter Unterschied
zwischen den Genotypen festgestellt (F(1, 6)= 7,841; pGenonpca1=0,0312; 2-Wege-ANOVA).
Die hieraus abzuleitende allgemeine leichte Reduktion deckt sich mit 4.5 und wurde durch
den Post-hoc-Test nach Sidak unterstiitzt: Signifikante Unterschiede traten lediglich caudal im
stratum oriens in Form einer Reduktion um 31% (Kontrolle: 68,0 + 8,87 SEM; Cxcr4cKO:
47,04 + 3,91 SEM; pyo caua= 0,0030) und im stratum pyramidale mit einer Reduktion um 30%
tdT" Zellen auf (Kontrolle: 55,50 + 2,35 SEM; Cxcr4cKO: 38,83 + 1,95 SEM; py caudi™
0,0359), was folgerichtig mit der leichten Verminderung in Abb. 8 E CAl caudal
tibereinstimmt. In anderen Schichten und Ebenen wurden nur leichte nicht signifikante
Reduktionen identifiziert.

In CA2+3 zeigte sich eine generelle Verminderung der Zellen in Cxcr4cKOs iiber fast alle
Schichten des Hippocampus (£(1, 6)= 19,65; pGenonpcaz+3= 0,0044; 2-Wege-ANOVA), die am
starksten im stratum oriens und pyramidale vertreten war und sich durch alle Ebenen zog.
Aufgrund der unterschiedlich starken Beeinflussung der verglichenen Schichten bzw. Ebenen
durch den Knockout, wurde eine signifikante Interaktion zwischen Genotyp und
Zellschicht/Ebene identifiziert (F(11, 66)= 3,854; pierakiioncaz+3= 0,0003; 2-Wege-ANOVA).
Rostral wurden {iiber Sidak’s Post-hoc-Test keine statistisch signifikanten Unterschiede
identifiziert, aber dennoch zeigt sich eine Reduktion im stratum oriens um 53% (Kontrolle:

32,78 £ 0,76 SEM; Cxcr4cKO: 15,36 £ 3,75 SEM; ps ros= 0,0678) und im stratum
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pyramidale um 36% (Kontrolle: 48,79 + 5,45 SEM; Cxcr4cKO: 31,30 + 3,26 SEM; pyy ros=
0,0658). Intermedidr kam es ebenfalls zu Reduktionen tdT-positiver Zellen im stratum oriens,
die jedoch nicht signifikant waren (Reduktion um 42%; Kontrolle: 40,0 + 4,60 SEM;
Cxcr4cKO: 23,17 £ 3,66 SEM; ps interm—= 0,0878; Sidak’s Post-hoc-Test). Im stratum
pyramidale wurde hingegen eine signifikante Reduktion tdT-positiver Zellen um 44%
gefunden (Kontrolle: 62,50 + 4,52 SEM; Cxcr4cKO: 35,04 = 6,90 SEM; py, interm= 0,0003).
Caudal zeigte sich im stratum oriens eine hoch signifikante Reduktion um 54% (Kontrolle:
64,75 + 11,73; Cxcr4cKO: 29,71 £ 4,97 SEM; pso caua<0,0001). Auch in stratum pyramidale
und radiatum kam es zu Reduktionen (diese waren im Post-hoc-Test jedoch nicht signifikant),
wihrend das stratum lacunosum moleculare nicht betroffen war.

Im Gyrus dentatus wurde ein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen identifizert
(F(1, 6)= 19,59; pGenonppc= 0,0044; 2-Wege-ANOVA) sowie eine schwach signifikante
Interaktion zwischen Genotyp und Zellschicht/Ebene (F(8, 48)= 2,192; perakiionnG=0,0447;
2-Wege-ANOVA). In der rostralen Ebene wurde keine Reduktion festgestellt, wohingegen
intermedidr und caudal Unterschiede zwischen Kontrollen und Cxcr4cKOs auftraten. So gab
es intermedidr eine signifikante Reduktion im stratum granulosum um 47% (Kontrolle: 18,88
+ 3,41 SEM; Cxcr4cKO: 10,0 + 0,74 SEM; psg interm= 0,0140). Caudal traten signifikante
Reduktionen in allen Schichten auf: im stratum moleculare um 31% (Kontrolle: 29,38 + 4,53
SEM; Cxcr4cKO: 20,21 += 0,57 SEM; psn caua— 0,0101), im stratum granulosum um 43%
(Kontrolle: 18,50 + 1,89; Cxcr4cKO: 10,50 £ 1,43; psg caus= 0,0140) und im Hilus um 47%
(Kontrolle: 21,13 £ 2,24 SEM; Cxcr4cKO: 11,29 + 1,00 SEM; prins caua= 0,0047).

Betrachtet man nun die Verteilung der Zellen in Kontrollen und Cxcr4cKOs relativ (in
Prozent) (Abb. 9 B”", C"’, D""), sind leichte Umverteilungen innerhalb der Ebenen zwischen
den Schichten erkennbar, besonders in CA2+3 rostral und caudal. Die Zellen eines Genotyps
innerhalb einer Region und Ebene wurden auf 100% gesetzt. Eine 2-Wege-ANOVA und
Sidak’s Post-hoc-Test wurden fiir jede Region pro Ebene einzeln angewandt, um einen
radialen Shift der Zellen in einer Ebene erkennen zu kdnnen. Dieser trat rostral und caudal in
CA2+3 tatsdchlich auch auf, woraus sich folglich eine signifikante Interaktion zwischen
Genotyp und Zellschichten ergab (F(3, 24)= 4,876, Puerakioncaz+3 ros— 0,0087; F(3, 24)=
5,737, pmeraktioncaz+3 caua= 0,0090). Es wurde eine Reduktion um 8,29% in CA2+3 stratum
oriens rostral festgestellt, die auch statistische Signifikanz aufwies (Pcaz2+3 so r0s—0,0135;
Sidak’s Post-hoc-Test), wihrend es in stratum pyramidale, stratum radiatum und stratum
lacunosum moleculare zu leichten prozentualen Erhohungen kam. Wenn man diese

Erhohungen addiert, erhdlt man die 8,29%, welche im stratum oriens fehlen (Abb. 9 B™).
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Ahnlich verhielt es sich auch caudal: Hier zeigte sich eine Reduktion um 9,82% im stratum
oriens (Pca2+3 so caua— 0,0135), wihrend in stratum pyramidale, stratum radiatum und stratum
lacunosum moleculare wieder Erh6hungen auftraten, die zusammengenommen die im stratum
oriens fehlenden 9,82% ergaben (Abb. 9 D"").

Auch in anderen Regionen schien es eine schwache Tendenz zu Shifts zu geben. Diese Shifts
wiesen jedoch weder in der 2-Wege-ANOVA noch in Sidak’s Post-hoc-Test statistische
Signifikanzen auf.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass eine durch den Cxcr4cKO hervorgerufene Reduktion
besonders in stratum oriens und pyramidale der CA-Regionen auftrat, wobei die Dezimierung
in CA2+3 deutlich stiarker war. Weiterhin wurden leichte Umverteilungen der tdT-positiven
Zellen zwischen den Schichten, besonders in CA2+3 rostral und caudal, festgestellt.

Die in diesen Untersuchungen gefundenen Ergebnisse decken sich mit friiheren Resultaten,
die sich auf den Cortex beziehen: Bei Deletion von CXCL12 oder CXCR4 sammelten sich
GABAerge Zellen ektop in tieferen Schichten des Cortex bzw. in der Mitte (Abe et al. 2014,
Sanchez-Alcaniz et al. 2011, Stumm et al. 2003, Wang et al. 2011), dhnlich wie die Zellen
hier in tieferen Zellschichten des Hippocampus prozentual erhdht sind. Auch an PO wurden
leichte Umverteilungen zwischen den Schichten nachgewiesen (siehe 4.4), die eine dhnliche

Orientierung aufwiesen.
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Abbildung 9 Einfluss des Cxcr4cKOs auf die Schichtung von mpIN an P28.

mpIN werden mittels Nkx2.1-Cre und dem Cre-Reporter Rosa26-S-"T°ma jdentifiziert.
tdTomato wurde mit einem Kaninchen-anti-RFP durch Immunhistochemie in Cxcr4cKOs (A,
B’, C’) und Kontrollmausen (A, B, C) an P28 detektiert. tdTomato-Signale erscheinen weil}.
A, A’, Grafische (A) und reale (A") Darstellung der Anatomie des Hippocampus mit seinen
Schichten (A verandert nach © 2011 Allen Institute for Brain Science. Allen Mouse Brain
Atlas. Zuganglich unter: https://mouse.brain-map.org/experiment/thumbnails/100048576?
image_type=atlas). B*, C”", D", Vergleich zwischen Kontrollen und Cxcr4cKOs tdT" Zellen
in Prozent (jeder Genotyp wurde pro Region und Ebene auf 100% gesetzt). Daten sind
Mittelwerte+SEM, Gruppen wurden mittels 2-Wege-ANOVA verglichen. n-Zahlen und p-
Werte flr Zellschicht/Genotyp-Interaktion (pirt) sind angegeben. *p<0,05 (Sidak’s Post-hoc-
Test).

Abklrzungen: ros, rostral; interm, intermediar; caud, caudal; so, stratum oriens; sp, stratum
pyramidale; sr, stratum radiatum; sIim, stratum lacunosum moleculare; sm, stratum
moleculare; sg, stratum granulosum
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4.7 GADG65/67-positive Zellen sind in Cxcr4cKOs leicht reduziert

In 4.5 und 4.6 wurde eine Reduktion von mpIN in Cxcr4cKOs nachgewiesen. Um diese
Ergebnisse zu untermauern, wurde nun analysiert, wie sich der konditionale Knockout auf die
gesamte Population GABAerger Neurone (nicht nur mpIN) in adulten Tieren auswirkt.

Mittels [*°S]-In-situ-Hybridisierung (siche 3.4) wurden alle GABAergen Neurone im
Hippocampus iiber die mRNA-Sonde GAD65/67 detektiert. So wurden alle Zellen, welche
das Enzym Glutamatdecarboxylase exprimierten, markiert und somit als GABAerge Neurone
identifiziert (Stumm et al. 2004).

Es wurden Kontrollmduse (n=6 Tiere) mit Cxcr4cKOs (n=6 Tiere) an P30 verglichen und in
drei Ebenen (rostral (Abb. 10 A, A”), intermediér (Abb. 10 B, B") und caudal (Abb. 10 C, C"))
untersucht. Diese wurden, wie in 4.5, durch mehrere Schnitte gebildet, die anhand einer
Millimetereinteilung ausgehend vom Bregma in die drei Ebenen eingeteilt wurden.

Der Vergleich zwischen den Genotypen zeigte, dass der Cxcr4cKO, dhnlich wie in 4.5, eine
allgemeine signifikante Reduktion der hippokampalen Dichte GADG65/67-positiver Zellen
verursachte (F(1, 10)= 11,18; pgenonp= 0,0074; 2-Wege-ANOVA). Diese Reduktion ist jedoch
relativ gering, da der Post-hoc-Test nach Sidak keine Signifikanzen fiir die einzelnen Ebenen
ergab (Abb. 10 D).

Darauthin wurde die Zelldichte in den hippokampalen Unterregionen CA1, CA2+3 und DG
untersucht. Die 2-Wege-ANOVA zeigte erneut einen signifikanten Unterschied zwischen den
Genotypen (F(1, 10)= 12,74; pGenorp= 0,0051) und auch im Post-hoc-Test nach Sidak konnte
fiir den Gyrus dentatus rostral ein signifikanter Unterschied identifiziert werden (p= 0,0116)
(Abb. 10 E). Da jedoch keine weiteren Signifikanzen im Post-hoc-Test fiir andere Regionen
und Ebenen festgestellt wurden, war auch fiir die Analyse in den einzelnen Regionen eher
eine allgemeine leichte Reduktion der Dichte GAD65/67-positiver Zellen anzunehmen.

Man kann insgesamt sagen, dass durchaus Reduktionen auftraten, diese jedoch nur relativ
geringe Ausmalle hatten. Es zeigte sich keine Selektivitit der Reduktion fiir Ebenen oder
Regionen, sondern eher eine allgemeine Verminderung der Dichte GABAerger Neuronen im
gesamten Hippocampus. Dies wurde durch den signifikanten Unterschied zwischen den
Genotypen und die fehlende Signifikanz fiir die Interaktion zwischen Genotyp und Ebenen

bzw. Regionen gezeigt (Abb. 10 D, E).
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Abbildung 10 Einfluss des Cxcr4cKOs auf GABAerge Neurone des Hippocampus an P30.
GADG65/67 wurde durch [*°S]-In-situ-Hybridisierung als Marker fiir GABAerge Neurone in
Cxcr4cKOs (A, B', C") und Kontrollmausen (A, B, C) an P30 markiert.
GADG65/67-Signale erscheinen schwarz, Nissl-Gegenfarbung blau. Die Hippocampi wurden
in CA1, CA2+3 und DG unterteilt. D, E, Quantifizierung der Dichte GAD65/67-positiver Zellen
im gesamten Hippocampus (D) und in hippokampalen Subregionen (E). Daten sind
Mittelwerte+SEM, Gruppen wurden mittels 2-Wege-ANOVA verglichen. n-Zahlen und p-
Werte fur Genotyp (pgeno) Und Region/Genotyp-Interaktion (pin) sind angegeben. *p<0,05
(Sidak’s post-hoc Test).
Abkiirzungen fir Schnittebenen: ros, rostral; interm, intermediar; caud, caudal
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4.8 Starke Reduktion Somatostatin-positiver mpIN in Cxcr4cKOs

Die GABAergen Neurone werden nach der Geburt auf charakteristische Weise in die
Schichten des Hippocampus integriert, wobei unterschiedliche Subtypen eine auffallende
Schichtspezifitit aufweisen (Danglot et al. 2006). Wie dieser Prozess gesteuert wird, ist nicht
geklart. Verschiedene Interneuronenmarker konnen hierbei verschiedene Subtypen
identifizieren, ohne dass es dabei zu Uberlappungen zwischen diesen kommt. Anzufiihren
sind hier Somatostatin (SST), Parvalbumin (Pvalb) sowie Calretinin (Calret) (Xu et al. 2004).

Daher wurde untersucht, ob der CXCL12/CXCR4-Signalweg an der Schichtzuordnung
beteiligt ist. Diese Vermutung lag nahe, weil CXCL12 wiéhrend der frithen postnatalen
Periode in den glutamatergen Neuronen definierter Hippokampusschichten hochreguliert wird
und CXCR4-positive GABAerge Neurone von diesem Signal geleitet werden konnen (Stumm
et al. 2003). Es wurden dieselben Tiere betrachtet wie in 4.5 und 4.6. In diesen wurden SST
(Abb. 11 B, B") und tdTomato (Abb. 11 C, C") mittels Doppelimmunfluoreszenz markiert.
Dadurch wurde die Zugehorigkeit der Somatostatin-positiven Zellen (welche auch fiir
tdTomato positiv waren) zu den mpIN gesichert (copositive Zellen; Abb. 11 D, D). Es
wurden drei Ebenen analysiert (rostral, intermediér, caudal) sowie drei Regionen (CA1 (Abb.
11 F), CA2+3 (Abb. 11 G), DG (Abb. 11 H)), wobei zwischen Kontrollmdusen (n=4 Tiere)
und Nkx2.1-Cre generierten Cxcr4cKOs (n=4 Tiere)verglichen wurde.

In 4.5 ergab sich, dass die mpIN in Cxcr4cKOs reduziert waren. Diese Reduktion machte sich
im besonderen Malle in der Somatostatin-Population bemerkbar, wie deutlich erkennbar ist,
wenn man Abb. 11 A, B, C, D (Kontrollmduse) mit A", B’, C’, D" (Cxcr4cKOs) vergleicht.
Es wurde eine generelle Reduktion der hippokampalen Dichte SST/tdT-positiver Zellen in
allen Ebenen gefunden. Die 2-Wege-ANOVA zeigte damit iibereinstimmend einen
signifikanten Unterschied zwischen den Genotypen (F(1, 6)= 11,99; pGenonp= 0,0134; 2-
Wege-ANOVA). Rostral kam es zu einer Reduktion um 7,55 SST /tdT" Zellen/mm? (2 -
29,88%; pros— 0,0844; Sidak’s multiple comparisons test), intermediir um 9,94 SST /tdT"
Zellen/'mm? (2 40,16%; pinern= 0,0175) und caudal um 10,94 SST'/tdT" Zellen/mm? (&
39,75%; peaui= 0,0088) (Abb. 11 E).

Diese Ergebnisse wurden nun genauer fiir Regionen und Zellschichten betrachtet (Abb. 11 F,
G, H). Es wurden hierbei die absoluten Zellzahlen analysiert.

In CA1 und CA2+3 (bestehend aus stratum oriens, stratum pyramidale, stratum radiatum,
und stratum lacunosum moleculare) lagen tiber die 2-Wege-ANOVA hoch signifikante
Interaktionen zwischen Genotyp und Zellschichten/Ebenen vor (F(11, 66)= 10,45, piuerakiion
c11<0,0001; F(11, 66)= 6,786, pruerakion c42+3<0,0001; 2-Wege-ANOVA). Diese wurden
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folglich unterschiedlich vom Cxcr4cKO beeinflusst. In den CA-Regionen rief der Knockout
1m stratum oriens die stiarksten Reduktionen hervor, da dort die meisten Zellen der SST-
Population versammelt waren. Daher lagen hier statistisch hoch signifikante Unterschiede
zwischen den Cxcr4cKOs und den Kontrollen vor: In CA1 kam es intermedidr im stratum
oriens zu einer signifikanten Verminderung um 7,13 (£ -31,49%; pso interm= 0,0001; Sidak’s
Post-hoc-Test) und caudal um 15,42 SST/tdT-positive Zellen (£ -42,97%; pso caua<0,0001);
rostral wurden keine signifikanten Unterschiede identifiziert. In den anderen Schichten waren
in CA1 kaum copositive Zellen vorhanden und somit auch keine Effekte feststellbar (Abb. 11
F).

In CA2+3 hingegen war eine Reduktion in fast allen Zellschichten zu verzeichnen (aufler im
stratum lacunosum moleculare, da hier keine SST/tdT-positiven Zellen vorlagen), die
allerdings wieder nur im stratum oriens signifikant war. Rostral kam es hier zu einer
Reduktion um 6,17 (£ -76,68%; pso ros= 0,0002; Sidak’s Post-hoc-Test) intermedidr um 5,88
(£ -67,14%; pso interm= 0,0005) und caudal um 10,29 SST/tdT-positive Zellen (£ -68,61%;
Pso caua<0,0001) (Abb. 11 G).

Im Gyrus dentatus wurde eine Reduktion SST/tdT-positiver Zellen im Hilus gefunden, da nur
hier iiberhaupt SST-positive Zellen im Gyrus dentatus vorhanden waren. Es wurde auch hier
eine signifikante Interaktion zwischen Genotyp und Zellschichten/Ebenen identifiziert (F(8,
48)= 3,716; piterakiion n=0,0019; 2-Wege-ANOVA). Die Reduktion ist graphisch in allen
Ebenen erkennbar (Abb. 11 H), war rostral und intermediér allerdings relativ schwach und
nicht signifikant, wohingegen der Unterschied zwischen Kontrollen und konditionalen
Knockouts in der caudalen Ebene mit einer Verminderung von 3,08 copositiven Zellen hohe
Signifikanz aufwies (£ -70,48%; puis caua<0,0001; Sidak’s Post-hoc-Test).

Generell ist festzuhalten, dass es sich bei den SST-positiven Zellen um eine vom Cxcr4cKO
duferst stark betroffene Zellsubpopulation handelt, da die Zellen in einigen Schichten (z.B.
CA2+3 stratum oriens) um mehr als die Hélfte reduziert waren. Dies ldsst auf eine starke
Abhingigkeit der Somatostatin-positiven mpIN von CXCR4 und dessen Einfluss auf die

Zellmigration und -integration schlieen.
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Abbildung 11 Einfluss des Cxcr4cKOs auf SST" mpIN an P28.

mpIN werden mittels Nkx2.7-Cre und dem Cre-Reporter Rosa26-5-197°"a identifiziert. Das
Reporterprotein tdTomato wurde mit Kaninchen-anti-RFP und Somatostatin mit einem
Rattenantikorper (rat-anti-SST) doppelimmunfluoreszent detektiert. A, A’, Reprasentative
konfokale Aufnahmen der SST/tdT-Doppelimmunfluoreszenz in Kontrollmausen und
Cxcr4cKOs. B, B', C, C’, D, D", HochvergrdRerungen zeigen die orangen Ausschnitte aus
A, A" als Einzelkanile und Uberlagerung. SST/tdT-positive Zellen sind durch Pfeilspitzen
markiert. E, Quantifizierung der Dichte SST*/tdT*-Zellen im gesamten Hippocampus. F, G,
H, Quantifizierung der Zellzahlen (SST*/tdT") in hippokampalen Subregionen bezogen auf
Zellschichten und Ebenen. Daten sind Mittelwerte+SEM, Gruppen wurden mittels 2-Wege-
ANOVA verglichen. n-Zahlen und p-Werte flr Genotyp (pgeno) UNd Interaktion zwischen
Genotyp und Zellschichten/Ebenen (pint) sind angegeben. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
****n<0,0001 (Sidak’s post-hoc Test).

Abklrzungen: ros, rostral; interm, intermediar; caud, caudal; SST, Somatostatin; so, stratum
oriens; sp, stratum pyramidale; sr, stratum radiatum; sIm, stratum lacunosum moleculare;

sm, stratum moleculare; sg, stratum granulosum
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4.9 Die Reduktion Parvalbumin-positiver mpIN durch den Cxcr4cKO erreicht keine
statistische Signifikanz

Nachdem in 4.8 gezeigt werden konnte, dass CXCR4 einen sehr starken Einfluss auf die
Migration und Integration Somatostatin-positiver mpIN im Hippocampus nimmt, sollte das
Gleiche nun auch fiir den Interneuronensubtypen-Marker Parvalbumin untersucht werden. Es
ist bereits bekannt, dass weniger als 5% Parvalbumin-positiver Zellen an P13 und P21 im
Cortex CXCR4-positiv sind (Stumm et al. 2007).

Die Analyse erfolgte in denselben Tieren wie fiir Somatostatin unter denselben Aspekten und
Bedingungen.

Vergleicht man Kontrollen (=4 Tiere) mit Cxcr4cKOs (n=4 Tiere), kann man zunéchst eine
Reduktion der Pvalb/tdT-positiven Zellen erkennen (Abb. 12 A, A’). Es sind im Graphen
Verminderungen der Zelldichte in allen Ebenen sichtbar (Abb. 12 E). Jedoch wurden durch
die 2-Wege-ANOVA keine Signifikanzen identifiziert. Man kann also festhalten, dass es
generell betrachtet keine nachweisbare Reduktion der Dichte Pvalb/tdT-positiver Zellen in
Cxcr4cKOs, bezogen auf den gesamten Hippocampus, gab.

Bei separater Betrachtung der hippokampalen Regionen waren leichte Defekte in CA1 und
CA2+3 feststellbar (Abb. 12 F, G), wihrend es im Gyrus dentatus (Abb. 12 H) praktisch
keine Unterschiede gab. Fiir keine Region wurden Signifikanzen iiber die 2-Wege-ANOVA
festgestellt. In CA1 waren die Zellzahlen besonders im stratum oriens und stratum
pyramidale von der Reduktion betroffen, allerdings zeigte sich hier lediglich im stratum
oriens caudal eine fast signifikante Reduktion von 6,75 Pvalb /tdT" Zellen (2 -51,92%; p=
0,0755, Sidak’s Post-hoc-Test) (Abb. 12 F). In CA2+3 traten ebenfalls die groBten
Reduktionen in diesen Zellschichten auf (was in Abb. 12 B/B’, C/C" und D/D’" dargestellt
wird), wirklich deutlich wurden sie allerdings auch hier nur in einer Schicht und einer Ebene,
ndmlich im stratum pyramidale rostral mit einer signifikanten Verminderung der Pvalb/tdT-
positiven Zellen um 11,63 (£ -54,39%; p= 0,003; Sidak’s Post-hoc-Test) (Abb. 12 G).
AbschlieBend kann man sagen, dass zwar Reduktionen in den Graphen (Abb. 12 E, F, G, H)
zu sehen sind, jedoch praktisch keine Signifikanzen auftraten. Folglich ist eine Reduktion der
Pvalb-positiven mpIN in stratum oriens und pyramidale zwar moglich, konnte hier jedoch
nicht statistisch belegt werden. Dies ist kongruent mit den oben erwéhnten fiir den Cortex

gefundenen Ergebnissen.
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Abbildung 12 Einfluss des Cxcr4cKOs auf Pvalb-positive mpIN an P28.

mpIN werden mittels Nkx2.1-Cre und dem Cre-Reporter Rosa26-S-'9T°™a% identifiziert. Das
Reporterprotein tdTomato wurde mit einem Kaninchen-anti-RFP und Parvalbumin mit einem
Mausantikérper (mouse-anti-PV) doppelimmunfluoreszent detektiert. A, A", Konfokale
Aufnahmen der Pvalb/tdT-Immunfluoreszenz in Kontrolimausen und Cxcr4cKOs. Es wurden
Beispiele mit starken Auswirkungen gewahit. B, B’, C, C°, D, D’, HochvergréRerungen
zeigen die orangen Ausschnitte aus A, A" als Einzelkanale und Uberlagerung. Pvalb/tdT-
positive Zellen sind durch Pfeilspitzen markiert. E, Quantifizierung der Dichte Pvalb*/tdT"-
Zellen im gesamten Hippocampus. F, G, H, Quantifizierung der Zellzahlen (SST*/tdT") in
hippokampalen Subregionen bezogen auf Zellschichten und Ebenen. Daten sind
Mittelwerte+SEM, Gruppen wurden mittels 2-Wege-ANOVA verglichen. n-Zahlen sind
angegeben. **p<0,01 (Sidak’s post-hoc Test).

Abklrzungen: ros, rostral; interm, intermediar; caud, caudal; Pvalb, Parvalbumin; so, stratum
oriens; sp, stratum pyramidale; sr, stratum radiatum; slm, stratum lacunosum moleculare;
sm, stratum moleculare; sg, stratum granulosum
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4.10 Der Cxcr4cKO hat kaum Einfluss auf Calretinin-positive mpIN

Bei Calretinin handelt es sich um den dritten und letzten Interneuronensubtypen-Marker, der
hier mittels Immunhistochemie betrachtet wurde. Es wurden ein Ratte-anti-RFP und ein
Kaninchenantikorper gegen Calretinin (rabbit-anti-Calret) zur Darstellung von tdTomato und
Calretinin verwendet.

Untersucht wurden dieselben Tiere wie schon fiir Somatostatin und Parvalbumin (n=4 Tiere
fiir Kontrollen und Cxcr4cKOs).

Es wurden hierbei nur dullerst wenige Calret/tdT-positive Zellen im ganzen Hippocampus,
sowohl in Kontrollen als auch in Cxcr4cKOs, gefunden (Ergebnisse graphisch nicht
dargestellt). Die Zellzahlen wurden gemittelt und beliefen sich rostral in Kontrollen auf 9,14 +
1,88 SEM, intermediér auf 12,40 + 2,33 SEM und caudal auf 15,38 + 2,53 SEM Calret /tdT"
Zellen, wihrend in Cxcr4cKOs die Zéhlungen rostral 4,37 = 0,60 SEM, intermedidr 6,33 +
0,67 SEM und caudal 10,5 + 1,35 SEM Calret /tdT" Zellen betrugen. Es wurden zwar auch
hier leichte Reduktionen in den Cxcr4cKOs identifiziert, jedoch waren iiber die 2-Wege-
ANOVA keine Signifikanzen feststellbar. Auch fiir die einzelnen Regionen und Schichten
wurden keine Signifikanzen nachgewiesen, da fiir einzelne Schichten teilweise kaum
copositive Zellen vorhanden waren. So wurden beispielsweise im Gyrus dentatus nur in
vereinzelten Tieren iiberhaupt Calret /tdT" Zellen gefunden.

Ein Grofteil der Calret-positiven Zellen zdhlt nicht zu den mpIN, weshalb der in diesem
Projekt mit der Nkx2.1-Cre erzeugte Knockout diese Zellen nicht betraf (Marin 2013, Volk
und Lewis 2014, Xu et al. 2004). Folglich waren in den untersuchten Tieren auch nur wenige
Zellen copositiv, woraus auch die relativ geringen Verdnderungen durch den Cxcr4cKO

hervorgingen.
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4.11 Der Cxcr4cKO beeinflusst Ndnf-positive Neurone schwach, wihrend er auf
Akrlcl8-positive Neurone keinen Einfluss nimmt

In 4.8, 4.9 und 4.10 wurden mittels Doppelimmunhistochemie die Interneuronensubtypen-
Marker Somatostatin, Parvalbumin und Calretinin analysiert. Nun sollte das Gleiche durch
[*°S]-In-situ-Hybridisierung fiir die mRNA-Sonden Ndnf (neuron-derived neutrophic factor,
Abb. 13 A, A") und Akrici8 (aldo-keto reductase family 1 member C18, Abb. 13 B, B")
realisiert werden.

Durch Einzel-Zell-RNA-Sequenzierung wurden die Transkriptome von iiber 1600
Einzelzellen identifiziert. Anhand dessen wurde eine Taxonomie gebildet, welche die Zellen
in Cluster und Untergruppen anhand von deren Genprofil einteilte. Ndnf und Akrici8
entstammen dieser Taxonomie: Bei Ndnf-positiven Zellen handelt es sich, dhnlich wie bei
Parvalbumin, Somatostatin und Calretinin, um eine grofere Untergruppe inhibitorischer
Neurone. Akricl8-positve Zellen hingegen stellen eine Untergruppe dar, welche zur
Parvalbuminpopulation gehort (Tasic et al. 2016). Durch die Erstellung dieser Taxonomie war
es moglich, den Einfluss des Cxcr4cKOs auf weitere Zellpopulationen bzw. -untergruppen zu
untersuchen.

Die Tiere wurden an P30 in einer caudalen Schnittebene fiir beide Marker analysiert. Hierbei
wurde zwischen Kontrollen (n=4 Tiere) und Cxcr4cKOs (n=5 Tiere) verglichen.

Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der hippokampalen Dichte Ndnf-positiver
Zellen zwischen den Genotypen (F(1, 7)= 7,509; pGenonp= 0,0289; 2-Wege-ANOVA). In CAl
kam es zu einer Reduktion um 12,81 Zellen/mm? (£ -20,99%), im Gyrus dentatus um 11,99
Zellen/mm? (£ -15,53%), wéhrend fiir CA2+3 keine deutliche Reduktion feststellbar war. Der
Post-hoc-Test nach Sidak ergab knapp nicht signifikante p-Werte fiir CA1 (p=0,0582) und
Gyrus dentatus (p=0,0817) (Abb. 13 A"").

Fiir Akric18 wurden im Gegensatz zu Ndnf liber die 2-Wege-ANOVA keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Genotypen identifiziert (F(7, 14)= 1,053; pgenony=0,1171). Im
Graphen sind dennoch leichte Reduktionen der Zelldichte in CA1 und CA2+3 sichtbar, diese
waren statistisch jedoch nicht belegbar (Abb. 13 B"").

Insgesamt bleibt festzuhalten, dass die Zelldichte der Ndnf-Population durch den Cxcr4cKO

reduziert ist, wihrend die Dichte Akricl8-positiver Zellen unverdndert bleibt.
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Abbildung 13 Einfluss des Cxcr4cKOs auf Ndnf- sowie Akr1c18-positive Zellen an P30.
Ndnf (A, A") und Akric18 (B, B’) wurden durch [*°S]-In-situ-Hybridisierung als Marker fiir
Subpopulationen inhibitorischer Neurone in Kontrollmdusen und Cxcr4cKOs an P30
markiert. Die Ndnf-Markierung wurde im Hellfeld aufgenommen (Signale erscheinen
schwarz, Nissl-Gegenfarbung blau), die Akric18-Markierung im Dunkelfeld (Signale
erscheinen weill). A”, B”", Quantifizierung der Dichte Ndnf-positiver (A”") und Akric18-
positiver (B”") Zellen in den hippokampalen Subregionen. Daten sind Mittelwerte+SEM,
Gruppen wurden mittels 2-Wege-ANOVA verglichen. n-Zahlen und p-Werte flir den Vergleich
der Genotypen (pgeno) Sind angegeben. Post-hoc-Test nach Sidak.
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4.12 Arg3.1-positive Zellen des stratum granulosum im Gyrus dentatus sind in
Cxcr4cKOs leicht erhoht

Eine verdnderte Expression von CXCL12, CXCR4 oder CXCR7 wird hédufig mit
neuropsychiatrischen Erkrankungen in Verbindung gebracht, die mit Kkognitiven
Beeintrachtigungen einhergehen, wie z.B. Schizophrenie (Meechan et al. 2012, Wu et al.
2016). Daher sollte untersucht werden, ob es bei Cxcr4-Deletion zu einer verdnderten
neuronalen Aktivitdt im Hippocampus kommt.

Mittels [*°S]-In-situ-Hybridisierung wurde die Arg3./-mRNA detektiert. Diese wird zum
Zeitpunkt der Untersuchung (also des Todes) in aktivierten Neuronen exprimiert (Gusev et al.
2005, Guzowski et al. 1999). Es wurden Nkx2.1-Cre vermittelte Cxcr4cKOs (n=6 Tiere; Abb.
14 B) mit Kontrollmédusen (n=6 Tiere; Abb. 14 A) verglichen, wobei jedoch nur der Gyrus
dentatus bzw. dessen stratum granulosum untersucht werden konnte, da die Expression von
Arg3.1 in allen anderen Gebieten des Hippocampus zu stark und diffus war, als dass eindeutig
Zellen quantifiziert werden konnten. Die Untersuchung wurde in zehn verschiedenen
Schnittebenen durchgefiihrt. AnschlieBend wurden alle Werte auf die Zelldichte normalisiert
und unabhingig von der Ebene gegeneinander aufgetragen (Abb. 14 C).

Es zeigte sich, dass aus der Deletion des Cxcr4-Gens eine Erhohung der Arg3.1" Zellen/mm?
resultiert. Fiir die Kontrollen wurde ein Mittelwert £ SEM von 124,0 + 4,412 Arg3.1"
Zellen/mm? festgestellt, wihrend in den Cxcr4cKOs ein Mittelwert = SEM von 140,3 + 5,521
Arg3.1" Zellen/'mm? gefunden wurde. Dies entspricht einer durchschnittlichen Erhéhung um
11,61%. Der Unterschied zwischen Kontrollen und konditionalen Knockouts war jedoch nur
schwach signifikant (16,27 + 7,114; t(185)= 2,287; p=0,0117, t-Test).

Zusammenfassend kann man festhalten, dass der Verlust von CXCR4 zu einer leichten
Erhohung der Arg3.1" Zellen im Gyrus dentatus fiihrte, was folglich auf eine verstirkte

neuronale Aktivitit in dieser Hippocampusregion hindeutet.
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Abbildung 14 Einfluss des Verlustes von CXCR4 auf die neuronale Aktivitdt im stratum
granulosum.

Arg3.1 wurde durch [*°S]-In-situ-Hybridisierung als Marker fiir die zum Zeitpunkt des Todes
aktiven Neurone in Kontrollmausen (A) und Cxcr4cKOs (B) an P30 markiert. Es ist das
stratum granulosum des Gyrus dentatus gezeigt. Arg3.1-Signale erscheinen schwarz und
Nissl-Gegenfarbung blau. C, Quantifizierung der Dichte Arg3.1-positiver Zellen im stratum
granulosum des Gyrus dentatus. Daten sind Einzelwerte mit Darstellung der
MittelwertetSEM. Die Einzelwerte wurden Uber einen ungepaarten t-Test verglichen. n-
Zahlen und p-Wert des Tests sind angegeben.
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5 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, neue Erkenntnisse {iiber die Bedeutung des
Chemokinrezeptors CXCR4 fiir die Positionierung GABAerger Neurone im Hippocampus zu
erlangen. Es gelang, die Expression des Rezeptors an verschiedenen Entwicklungszeitpunkten
darzustellen und zu zeigen, dass CXCR4 Einfluss auf die Migration von mpIN zum

Hippocampus und deren Verteilung innderhalb des Hippocampus nimmt.

5.1 Expression von CXCR4 an bestimmten Entwicklungszeitpunkten des
Hippocampus und Abstammungsverfolgung CXCR4-exprimierender GABAerger
Vorliaufer

Der Chemokinrezeptor CXCR4 wird wihrend der frithen Embryonalperiode in den meisten
GABAergen Vorldufern des Cortex exprimiert (Sanchez-Alcaniz et al. 2011, Stumm et al.
2003, Stumm et al. 2007, Wang et al. 2011). Er regelt hier zusammen mit seinem Liganden
CXCL12 die Migration und Integration GABAerger Neurone. Diese stammen aus dem
Subpallium und werden unter Beteiligung der CXCL12/CXCR4-Signalgebung in
verschiedene kortikale Regionen und Zellschichten integriert (Lewellis und Knaut 2012, Li et
al. 2008, Lopez-Bendito et al. 2008, Stumm et al. 2003, Tiveron und Cremer 2008).

Um zu kldren, ob CXCR4 ebenfalls an der Besiedlung des Hippocampus mit GABAergen
Neuronen beteiligt ist, wurde in dieser Arbeit nun erstmals detailliert die
Expressionsverteilung von CXCR4 in GABAergen Interneuronen an unterschiedlichen
Entwicklungszeitpunkten fiir den Hippocampus analysiert. Dabei konzentriert sich die Arbeit
auf die Interneuronen-Population, die dem medialen Ganglienhiigel und der préoptischen
Region entstammt. Andere Ursprungsgebiete GABAerger Neurone (z.B. der caudale
Ganglienhiigel) konnten mit der Nkx2. /-Cre nicht betrachtet werden (Xu et al. 2008).

In der spiteren Embryonalphase (E16) findet sich ein hoher Anteil CXCR4-positiver mpIN-
Vorldufer im Hippocampus. Ausgehend hiervon, ist an dieser Stelle eine Bedeutung von
CXCR4 und CXCL12 fiir die Migration von mpIN in den Hippocampus (&dhnlich wie im
Cortex) zu vermuten. Der Zeitpunkt hoher CXCR4-Expression passt aulerdem zum zeitlichen
Ablauf tangentialer Migrationsstrome: GABAerge Neurone erreichen die hippokampale
Anlage an E15 (Manent et al. 2006). CXCL12 wird zu diesem Zeitpunkt in den dem
Hippocampus aufliegenden Meningen und in der Nédhe der hippokampalen Fissur stark
exprimiert (Lu et al. 2002), was eine Interaktion mit den CXCR4-positiven mpIN-Vorldufern

ermoglicht.
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Zum Ende der tangentialen Migration (PO) kommt es zu einer Abnahme von CXCR4 auf
mpIN-Vorldufern. Der Rezeptor wird herunter reguliert und verbleibt anschlieBend zunichst
fiir mehrere Tage auf einem gleichbleibenden Plateau. In diesem Zeitraum nimmt CXCR4
wahrscheinlich noch Einfluss auf die Integration der mpIN-Vorldufer in verschiedene
Zellschichten. Anschlieend wird die CXCR4-Expression weiter vermindert, bis der Rezeptor
dann zehn Tage nach der Geburt auf mpIN-Vorldufern kaum noch nachweif3bar ist.

Vergleicht man die CXCR4-Expression fiir Hippocampus und Cortex ist festzustellen, dass es
auch im Cortex wihrend der ersten drei postnatalen Wochen zur Abnahme der CXCR4-
Expression in kortikalen Interneuronen kommt. Es zeigt sich bei Betrachtung publizierter
Daten jedoch auch, dass die Abnahme der CXCR4-Expression im Cortex und im
Hippocampus nicht die Ausmafle annahm, wie sie in dieser Arbeit identifiziert wurde (Stumm
et al. 2003). Der Grund dafiir konnte in Speziesunterschieden (Stumm et al. 2003: Ratte; hier:
Maus) oder in der hier vorgenommenen ausschlieBlichen Betrachtung von mpIN-Vorldufern
liegen. Es wurden also nur die aus dem medialen Ganglienhtigel und der préoptischen Region
stammenden Interneurone auf ihre CXCR4-Expression untersucht.

Bei Analyse der mpIN-Vorldufer im an den Hippocampus angrenzenden Cortex finden sich in
der Embryonalphase an E16 deutlich weniger CXCR4-exprimierende mpIN-Vorldufer als
zum selben Zeitpunkt im Hippocampus. Dies konnte daran liegen, dass sich der Cortex auf
dem Migrationsweg der mpIN vor dem Hippocampus befindet und einwandernde Zellen den
Cortex somit frither erreichen als den Hippocampus. Daher kann die Entwicklung im Cortex
bereits weiter fortschreiten, wihrend der Migrationsprozess von fiir den Hippocampus
bestimmten Zellen immer noch andauert. Dies wére eine mogliche Erkldrung fiir die
Herunterregulierung von CXCR4 im Cortex bereits an E16, welche fiir den Hippocampus erst
an PO festgestellt wurde. An fritheren Entwicklungszeitpunkten wire die CXCR4-Expression
in mpIN-Vorldufern kortikal vermutlich &hnlich wie im Hippocampus an E16.

Die Hypothese, dass CXCR4 in fiir den Cortex bestimmten mpIN-Vorldufern frither
herunterreguliert wird als in mpIN-Vorldufern des Hippocampus, liee sich z.B. mit dem in

dieser Arbeit vorgestellten Cxcr4“™®

-Lineage Trace liberpriifen.

Hierbei sollte erfasst werden, welcher Anteil bestimmter Interneuronen-Subpopulationen von
CXCR4-exprimierenden Zellen abstammt. Um zu erkennen, wann welche Zellen CXCR4
exprimierten, wurde eine Tamoxifen-induzierbare Cre eingesetzt. Die Zellen kdnnen somit
zeitlich kontrolliert und dauerhaft als Nachkommen CXCR4-exprimierender Zellen markiert

werden.
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In dieser Arbeit wurde ein Pilotexperiment mit dieser Cre durchgefiihrt: So kam es z.B. zu
einer Abnahme der markierten Nachkommen beim Vergleich von Tamoxifengabe an P2 und
P7 fiir Calretinin- und Somatostatin-positive Interneurone (Analyse an P26). Dies ist
kongruent mit den vorherigen Ergebnissen (mittels der Nkx2./-Cre wurde ebenfalls eine
postnatal fortschreitende Reduktion der CXCR4-Expression identifiziert). Im Gegensatz
hierzu stehen jedoch die Ergebnisse bei wiederholter Tamoxifengabe an mehreren Tagen (von
P6 bis P10): hier wurde ein gesteigerter Anteil der von CXCR4-positiven Vorldufern
abstammenden Interneurone im Vergleich zu den Einzelmarkierungen gefunden.

Da es sich, wie oben erwihnt, um ein Pilotexperiment handelt, sind die Ergebnisse jedoch zu
wenig quantitativ, um sichere Aussagen zu treffen. Es ist gut mdglich, dass durch die langere
Tamoxifengabe eine effektivere Markierung der Zellen erreicht wurde. Die Pilotexperimente
zeigen jedoch zweifelsfrei, dass mittels der Cxcr4-CreER Interneurone, welche von CXCR4-
positiven Vorldufern abstammen, dauerhaft markiert werden konnen. Damit kann geklart
werden, zu welchen Entwicklungszeitpunkten welche Interneuronen-Subpopulationen das
Cxcr4-Gen in welchem Ausmal} exprimieren und ob es Unterschiede zwischen Cortex und
Hippocampus gibt.

Solche Untersuchungen waren bisher nicht moglich, da einige der zur Identifizierung der
Subpopulationen  herangezogenen = Marker  (z.B.  Parvalbumin) an fritheren
Entwicklungszeitpunkten noch nicht exprimiert werden (Stumm et al. 2007). Auch wird
CXCR4 (wie in dieser Arbeit nachgewiesen) im Hippocampus postnatal herunter reguliert.
Dies macht eine Betrachtung im adulten Tier mit bisherigen Techniken nicht méglich. Durch

den Lineage Trace konnte diese Problematik jedoch umgangen werden.

5.2 Bedeutung des CXCR4-Rezeptors fiir Migration und Integration hippokampaler
Interneurone aus medialem Ganglienhiigel und prioptischer Region

5.2.1 Betrachtung des Cxcr4cKOs zum Ende der tangentialen Migration (P0Q)

GABAerge Neurone aus Neocortex und Hippocampus haben einen gemeinsamen
ontogenetischen Ursprung im Subpallium (Danglot et al. 2006). CXCL12 und CXCR4 sind
im Cortex zu einem Grofteil fiir die Migration und Integration dieser verantwortlich (Marin
2013, Stumm et al. 2003, Stumm et al. 2007, Tiveron et al. 2006, Wang et al. 2011). Deshalb
wurde hier die Hypothese aufgestellt, dass gleiches auch in &hnlicher Form fiir den
Hippocampus gilt. Durch den konditionalen Cxcr4-Knockout wurde der Einfluss des
Rezeptors auf GABAerge Neurone im sich entwickelnden Hippocampus ausgeschaltet und

uber die entstehenden Defekte untersucht.
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Zunichst wurden Knockout- und Kontrollméuse am Ende der tangentialen Migrationsperiode
untersucht. Diese ist um den Zeitpunkt der Geburt weitestgehend abgeschlossen (Danglot et
al. 2006). Hier ergab sich eine Reduktion der hippokampalen Dichte GABAerger Vorldufer.
Die stirkste Reduktion der Zelldichte war im Gyrus dentatus zu verzeichnen. Auch in CA2+3
waren leichtere Reduktionen erkennbar, wihrend in CA1l keine deutlichen Defekte
identifiziert wurden. Es kam somit zu einer prozentualen Erhéhung in CA1 wihrend in den
anderen Regionen Reduktionen vorlagen.

Dies weist auf eine regionale Fehlverteilung hin. Es ist denkbar, dass sich die GABAergen
Vorldufer, die normalerweise fiir CA2+3 und den Gyrus dentatus bestimmt waren, noch in
der CAl-Region befanden. Diese Vermutung wird dadurch gestiitzt, dass sich die
Zellreduktion entlang der tangentialen Migrationsroute verstirkte. CA1 liegt im Hippocampus
auf dieser Route an erster Stelle. Somit wiirden GABAerge Vorldufer, die nur einen Teil der
fiir sie vorgesehenen Route durchlaufen und in CAl (bzw. evtl. auch noch weiter davor
liegenden Regionen des Cortex) ,liegen bleiben”, zu einer Minderversorgung der
nachfolgenden Regionen (CA2+3 und Gyrus dentatus) fiihren. Dies erkldrt auch die
prozentuale Erhohung GABAerger Vorldufer in CAl.

Ein weiteres Argument, das fiir eine Minderversorgung von CA2+3 und Gyrus dentatus
spricht, ist, dass bei einem defekten CXCL12/ CXCR4/ CXCR7-System GABAerge
Vorldufer im Cortex verfriiht von der tangentialen zur radialen Migration libergehen (Abe et
al. 2014, Stumm et al. 2003, Wang et al. 2011). Diese Zellen wiirden ihre Migration zum
Hippocampus somit abbrechen und sich in eine andere Region integrieren.

Zellen, welche flir den Gyrus dentatus und CA2+3 vorgesehen waren, befinden sich in
Cxcr4cKOs somit moglicherweise in CA1 bzw. noch davor liegenden Regionen (auf der
Migrationsroute der GABAergen Vorldufer). Aufgrund der starken Expression von CXCR4
wihrend der tangentialen Migration GABAerger Vorldufer (in dieser Arbeit nachgewiesen fiir
E16-P0), lasst sich das Fehlen des Rezeptors in den konditionalen Knockout-Mausen dieser
Fehlverteilung und Dezimierung von GABAergen Vorldufern sicher zuordnen.

Weiterfithrend wurden die einzelnen Zellschichten in CA1 und Gyrus dentatus am Tag der
Geburt betrachtet. In einzelnen Schichten wurden Reduktionen der Zelldichte in CAl
identifiziert. Diese traten vorrangig im Gebiet der Marginalzone/hippokampalen Fissur und
der Intermedidrzone auf. Bei relativer Betrachtung kam es zusdtzlich im Bereich der
hippokampalen Platte prozentual zu einer tendenziellen Zunahme der GABAergen Vorlaufer

(hier jedoch keine statistische Signifikanz; siche Abb. 15 sowie Abschnitt 4.4).
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Abbildung 15 Einfluss des Cxcr4cKOs auf die Zellschichten der CA1-Region an PO
(Schematische Darstellung).

Gezeigt werden die fur die Experimente verwendete Schichteinteilung (1-6) sowie die
anatomischen Schichtbezeichnungen

Links: Reduktionen GABAerger Vorlaufer treten besonders in den Schichten 5 und 6 auf.
Rechts: Fir die relative Betrachtung werden alle Zellen mit 100% gleichgesetzt und den
Zellschichten zugeteilt. Eine Zelle 2 1%. Bei relativer Betrachtung zeigen sich sowohl
Reduktionen als auch Zunahmen der Zellen unter Cxcr4cKO in verschiedenen Schichten. Es
wird hierfur jedoch keine Signifikanz erreicht, sodass eine interlaminare Fehlverteilung nicht
bewiesen werden kann.

**p<0,01; ***p<0,001 (Sidak’s Post-hoc-Test)

Abklirzungen: SVZ, Subventrikularzone; 1Z, Intermediarzone; HP, Hippokampale Platte; MZ,
Marginalzone; HF, Hippokampale Fissur

Bei Untersuchung der gesamten CAl-Region wurden im Gegensatz zur Betrachtung der
Zellschichten keine Defekte identifiziert. Dieser Sachverhalt ldsst sich durch verschiedene
Uberlegungen erkliren:

Bei Analyse der Zellschichten wurde nicht die gesamte Region untersucht, sondern
Ausschnitte aus CAl betrachtet. Diese wurden weit caudal gewéhlt, um moglichst gerade,
parallele Zellschichten fiir die Auszdhlung zu erhalten (fiir CA1 caudal wurden auch bei
Gesamtbetrachtung der Region geringfiigige Unterschiede gefunden). Weiterhin traten bei
Betrachtung der einzelnen Schichten Defekte hervor, welche bei Gesamtbetrachtung der
Region durch unbeeintrichtigte Zellschichten verborgen wurden. Auch wurden die absoluten
Werte mit den betrachteten Ausschnittsflichen der Zellschichten verrechnet, um die
Zelldichte zu erhalten, was — da die Zellen innerhalb der Regionen aber nicht gleichverteilt
sind — ebenfalls zu Unterschieden zwischen Gesamtbetrachtung der Regionen und den
Zellschichten am Ende der Tangentialmigration gefiihrt haben kdnnte.

Im Gyrus dentatus wurde dann (kongruent mit den Ergebnissen bei Betrachtung der
Gesamtregion) eine generelle Reduktion iiber alle Schichten identifiziert. Eine Verlagerung
der GABAergen Vorldufer innerhalb der Schichten des Gyrus dentatus (hin zur dentalen
Marginalzone) wurde zwar im 2-Wege-ANOVA (signifikante Interaktion), aber nicht im
Post-hoc-Test als signifikant identifiziert. Eine Verschiebung zwischen den Zellschichten

wird jedoch angedeutet.
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5 DISKUSSION

Moglicherweise ist besonders der meningennahe Migrationsstrom vom Cxcr4cKO betroffen,
da besonders die Zellschichten nahe der hippokampalen Fissur in CAl Reduktionen
aufwiesen. Hierzu wiirde auch passen, dass CXCL12 als Ligand von CXCR4 an PO und
vorherigen Embryonaltagen besonders im Bereich der hippokampalen Fissur und den
umliegenden Meningen exprimiert wird (Lu et al. 2002), aufgrund des Rezeptorknockouts die
chemotaktische Wirkung jedoch ausbleibt.

Vergleicht man nun letztlich die in dieser Arbeit fiir den Hippocampus am Ende der
tangentialen Migration erhaltenen Ergebnisse mit bereits fiir den Cortex vorliegenden Daten
wiahrend der Embryonalperiode, so kann man gewisse Parallelen erkennen. So lagern sich bei
Verlust eines Teils des CXCL12/ CXCR4/ CXCR7-Systems Interneurone ektop in der Mitte
des Cortex ab, wihrend sie in den anderen Zellschichten vermindert sind (Abe et al. 2014,
Sanchez-Alcaniz et al. 2011, Stumm et al. 2003, Wang et al. 2011). Wie oben beschrieben,
konnten Tendenzen zur Verlagerung der Zellen in einzelne Schichten auch fiir den

Hippocampus an PO in CA1 und Gyrus dentatus beobachtet werden.

5.2.2 Betrachtung des Cxcr4cKOs im adulten Hippocampus (P28&)

Die Betrachtung von adulten Tieren (an P28) war der ndchste wichtige Schritt, weil sich — im
Gegensatz zum Ende der tangentialen Migration an PO — hippokampale Interneurone nun
durch radiale Migration in ihre endgiiltigen Schichten integriert haben. Bislang ist nicht
geklart, ob CXCR4 hieran beteiligt ist. Da es wihrend der postnatalen Entwicklung zu einem
Anstieg von CXCL12 in CA3 und der Kornerzellschicht des Gyrus dentatus kommt
(Schonemeier et al. 2008), ist eine Bedeutung der CXCL12/CXCR4-Signalgebung fiir die
radiale Integration von GABAergen Neuronen in den Hippocampus denkbar.

Fiir den adulten Hippocampus wurde in dieser Arbeit nach konditionalem Cxcr4-Knockout
eine allgemeine mpIN-Reduktion in den verschiedenen Ebenen identifiziert (besonders
intermedidr und caudal). Regional betrachtet waren CA2+3 am stérksten beeintriachtigt: Hier
zeigte sich eine deutliche Reduktion der mpIN. Auch im Gyrus dentatus zeigte sich eine
Reduktion, wihrend CA1 praktisch unbeeinflusst blieb.

Betrachtet man diese Ergebnisse nun fiir die einzelnen Zellschichten, so fillt auf, dass der
Cxcr4cKO vor allem stratum oriens und stratum pyramidale von CA2+3 beeintrichtigte

(mpIN-Reduktionen um bis zu 50%; siche Abb. 16 sowie Abschnitt 4.6).
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Abbildung 16 mpIN-Reduktion in CA2+3 an P28 durch den Cxcr4cKO (Schematische
Darstellung)

Die Zellschichten von CA2+3 sind als Rechtecke im Vergleich von Kontrollmdusen und
Cxcr4cKOs dargestellt. Die unterschiedlichen Hohen der Rechtecke sind am anatomischen
Korrelat orientiert.

***p<0,001; ****p<0,0001 (Sidak’s Post-hoc-Test)

Abkurzungen: so, stratum oriens; sp, stratum pyramidale; sr, stratum radiatum; sim, stratum
lacunosum moleculare

Um mogliche Fehlverteilungen der mpIN zwischen den Schichten zu erkennen, wurde
weiterfilhrend eine prozentuale Betrachtung durchgefiihrt: Es wurde eine relative Reduktion
im stratum oriens rostral und caudal identifiziert. In stratum pyramidale, stratum radiatum
und stratum lacunosum moleculare traten entsprechende prozentuale Erhohungen auf. Dies
spricht fiir eine leichte Umverteilung der mpIN in Richtung tiefer liegender Schichten bei
Fehlen von CXCR4 in adulten Méusen. Diese trat jedoch ebenfalls ausschlieBlich in CA2+3
auf.

Bei Betrachtung aller GABAergen Neurone wurde eine allgemeine geringere Reduktion der
hippokampalen Interneuronendichte festgestellt, ohne Selektivitit fiir eine Region oder Ebene.
Dies war zu erwarten, da der konditionale Knockout nur die mpIN betrifft, bei dieser Analyse
(Markierung aller GABAergen Neurone durch GAD65/67-mRNA-Sonde) jedoch auch
GABAerge Neuronen aus dem caudalen Ganglienhiigel erfasst wurden. Dadurch wurde die
Reduktion der mpIN von physiologisch verteilten GABAergen Neuronen aus dem caudalen
Ganglienhiigel bei dieser Analyse verschleiert.

Da ein vollstindiger Knockout eines Teils des CXCL12/ CXCR4/ CXCR7-Systems zum
perinatalen Tod fiihrt (Nagasawa et al. 1998, Naumann et al. 2010, Zou et al. 1998) und
Analysen mit der Nkx2./-Cre zum konditionalen Cxcr4-Knockout noch nicht im Cortex
durchgefiihrt wurden, ist ein Vergleich mit Daten zum adulten Neocortex nicht moglich.
Jedoch wurden Experimente mit einer durch Tamoxifen induzierbaren DIx5/6-Cre
durchgefiihrt. Dort wurde CXCR4 selektiv in kortikalen Interneuronen an E15.5 entfernt.
Hierbei zeigte sich postnatal eine reduzierte Anzahl der betroffenen Interneurone im

Neocortex sowie interlamindre Fehlverteilungen (Li et al. 2008). Auch im embryonalen
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Neocortex lagern sich GABAerge Neurone, wie bereits erwihnt, bei Fehlen von CXCR4
ektop in tieferen Zellschichten bzw. in der Mitte ab (Abe et al. 2014, Stumm et al. 2003,
Wang et al. 2011).

Im adulten Hippcampus liegen Ahnlichkeiten zu den Ergebnissen im Cortex vor, da auch hier
Reduktionen von mpIN identifiziert wurden und es bei relativer Betrachtung zur Erh6hung
von mpIN in den tieferen Schichten des Hippocampus kommt. Die Stirke der Umverteilungen

ist im adulten Hippocampus bei Vergleich mit dem embryonalen Neocortex gering.

5.2.2.1 Die Somatostatin-Interneuronen-Subpopulation weist schwere Defekte bei Fehlen
von CXCR4 auf

Hippocampale GABAerge Neurone konnen anhand ihrer neurochemischen/molekularen
Eigenschaften in verschiedene Subpopulationen unterteilt werden (Freund und Buzsaki 1996,
Pelkey et al. 2017). Von den in dieser Arbeit analysierten GABAergen Neuronen war die
Population Somatostatin-positiver mpIN vom konditionalen Cxcr4-Knockout am starksten
betroffen.

Es wurde eine generelle Reduktion der Dichte hippokampaler Somatostatin-positiver mpIN in
allen Ebenen identifiziert. In den CA-Regionen traten massive Reduktionen im stratum oriens
auf (teilweise Dezimierung der SST-positiven mpIN um mehr als die Hélfte). In CA2+3
waren auch die anderen Zellschichten von der Reduktion betroffen (Abb. 17). Bei der Analyse
der gesamten mpIN-Population waren, wie eben beschrieben, hauptsichlich stratum oriens
und pyramidale vom Cxcr4cKO betroffen. In CA2+3 wurden auch weitere Schichten
beeinflusst. Folglich ist es wahrscheinlich, dass ein GrofBteil der mpIN-Dezimierung auf die
Somatostatin-Subpopulation zuriickgeht.

Im Gyrus dentatus zeigte sich teilweise ebenfalls eine Reduktion im Hilus (hier aufgrund

geringer Anzahl Somatostatin-positiver mpIN jedoch auch groBere Fehlermoglichkeit).
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Abbildung 17 Starke Reduktion der Somatostatin-positiven mpIN in CA2+3 an P28 durch
den Cxcr4cKO (Schematische Darstellung).

Die Zellschichten von CA2+3 sind als Rechtecke im Vergleich von Kontrollmausen und
Cxcr4cKOs dargestellt. Die unterschiedlichen Hohen der Rechtecke sind am anatomischen
Korrelat orientiert.

****p<0,0001 (Sidak’s Post-hoc-Test)

Abklrzungen: so, stratum oriens; sp, stratum pyramidale; sr, stratum radiatum; sim, stratum
lacunosum moleculare

Die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass es sich bei den Somatostatin-positiven
mpIN um eine vom Cxcr4cKO duBlerst stark betroffene Zellsubpopulation handelt.
Somatostatin-positive Interneurone stammen hauptsiachlich aus dem medialen Ganglienhiigel
und der praoptischen Region (Marin 2013, Xu et al. 2004). Somit konnte der in dieser Arbeit
durchgefiihrte konditionale Knockout seine volle Wirkung entfalten, da die Nkx2.1-Cre
ebenfalls in diesen Ursprungsgebieten aktiv ist (Xu et al. 2008). Dies beweist eine starke
Abhéngigkeit Somatostatin-positiver Interneurone von CXCR4 und dessen Wirkung auf
Zellmigration und -integration.

Im Neocortex der Ratte wurden Somatostatin-positive Interneurone bereits als postnatale
Trager des CXCR4-Rezeptors identifiziert (Stumm et al. 2007). Bei Analysen mit
Tamoxifen-induzierter D/x1/2-Cre und daraus folgender Entfernung des Rezeptors an E15.75
wurden jedoch keine Reduktionen im Cortex beobachtet (Tanaka et al. 2010). Dies wiirde
zunichst der Annahme widersprechen, dass CXCR4 postnatal Einfluss auf die Somatostatin-
Population im Cortex nimmt, jedoch wurden in derselben Publikation interlaminédre
Fehlverteilungen im Cortex identifiziert. In Verbindung mit den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit fiir den Hippocampus (mit konstitutiv aktiver Nkx2./-Cre) ldsst sich vermuten, dass die
CXCR4-Expression vor einem bestimmten embryonalen Zeitpunkt hauptsidchlich fiir die
richtige regionale Verteilung und somit die korrekte Gesamtzahl von Somatostatin-positiven
Interneuronen in den entsprechenden hippokampalen Regionen verantwortlich ist. Die
Expression des Rezeptors nach diesem Zeitpunkt wire dann fiir die korrekte Integration in die

Zellschichten notwendig.
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5.2.2.2 Die Parvalbumin- und Calretinin-Interneuronen-Subpopulationen zeigen keine
Defekte bei konditionalem Cxcr4-Knockout

Obwohl Parvalbumin-positive Interneurone, &dhnlich wie die Somatostatin-positiven
Interneurone, aus dem medialen Ganglienhiigel und der praoptischen Region stammen (Marin
2013, Xu et al. 2004), wurde bei der Parvalbumin-Subpopulation kein sicherer Effekt des
konditionalen Cxcr4-Knockouts festgestellt. Zwar waren Tendenzen zu Reduktionen
vorhanden, aufgrund groBer Heterogenitdt zwischen den untersuchten Tieren konnte dies
jedoch nicht statistisch belegt werden.

Fiir den Cortex der Ratte ist bereits bekannt, dass weniger als 5% Parvalbumin-positiver
Zellen an P13 und P21 CXCR4-positiv sind. An fritheren Entwicklungszeitpunkten (P6) ist
die Expression von Parvalbumin sehr gering. Somit konnte die Coexpression von CXCR4 und
Parvalbumin dort nicht bestimmt werden (Stumm et al. 2007). Dieses Problem ldsst sich mit
der oben bereits beschriebenen Cxcr4-CreER und dem damit durchgefiihrten Lineage Trace
umgehen, da hierdurch die Nachkommen von CXCR4-exprimierenden Zellen an spiteren
Zeitpunkten bestimmt werden konnen. Dadurch kénnen Parvalbumin-positive Zellen auf
frithere CXCR4-Expression iiberpriift werden. Nach diesem Prinzip lie sich in dieser Arbeit
unter den Parvalbumin-positiven GABAergen Neuronen nur ein geringerer Prozentanteil als
Nachkommen von CXCR4-tragenden Zellen fiir die Zeitpunkte der Tamoxifengabe
identifizieren. Da es sich hierbei um ein Pilotexperiment mit der Cxcr4-CreER handelte, sind
die Ergebnisse jedoch als nicht gesichert einzustufen.

Fir den Cortex wurde bereits diskutiert, dass der CXCR4-Rezeptor Interneurone
subtypenselektiv beeinflussen konnte (Stumm et al. 2007). Wenn zur Parvalbumin-
Subpopulation gehdrende Interneurone von Beginn ihrer Entwicklung an nur zu geringen
Anteilen CXCR4 tragen, wére hierdurch zu erkliaren, warum der konditionale Knockout des
Rezeptors keinen (oder wenig) Einfluss auf diese Zellen im Hippocampus und im Cortex

nimmt.

Auch bei der Untersuchung der Calretinin-Subpopulation wurde kein Einfluss des
konditionalen Cxcr4-Knockouts festgestellt. Ein Grofteil der Calretinin-positiven Zellen
wurde im Cortex an mehreren Entwicklungszeitpunkten jedoch schon als CXCR4-positiv
identifiziert (Stumm et al. 2007), und auch bei Verlust des Rezeptors wurde bereits eine
Reduktion und interlamindre Fehlverteilung fiir Calretinin-positive Interneurone in kortikalen

Regionen festgestellt (Tanaka et al. 2010).
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Die Calretinin-Subpopulation bleibt in dieser Arbeit aus einem konzeptionellen Grund
unbeeintrachtigt: Die verwendete Nkx2./-Cre ist im medialen Ganglienhiigel und der
praoptischen Region aktiv (Xu et al. 2008), Calretinin-positive Interneurone stammen jedoch
hauptsédchlich aus dem caudalen Ganglienhiigel (Marin 2013, Volk und Lewis 2014, Xu et al.
2004) und sind somit von dem konditionalen Knockout nicht (oder nur wenig) betroffen. Eine
weitere Uberpriifung der Calretinin-Subpopulation im Hippocampus wire somit unter
Verwendung eines anderen Promotors fiir die Cre moglich — dieser miisste in der Calretinin-

Subpopulation aktiv sein.

5.2.3 Der Cxcr4cKO nimmt unterschiedlich Einfluss auf den Hippocampus von

neugeborenen und adulten Tieren

Im voll entwickelten Cortex sind Fehlpositionierungen weniger ausgepragt als embryonal (Li
et al. 2008). Dieser Sachverhalt wurde in dieser Arbeit durch den Vergleich von
neugeborenen und voll entwickelten Tieren flir den Hippocampus untersucht.

Zunéchst fillt bei Gesamtbetrachtung auf, dass der Cxcr4cKO an den beiden Zeitpunkten
Reduktionen der Dichte GABAerger Neuronen hervorruft. Diese sind jedoch in verschiedenen
Regionen unterschiedlich stark ausgeprégt. So war an PO der Gyrus dentatus die am stdrksten
von Defekten betroffene Region, wihrend im adulten Tier die CA2+3-Region die stérkste
Reduktion aufwies. An P28 wurde ebenfalls eine leichte Reduktion im Gyrus dentatus
identifiziert, was den Ergebnissen an PO dhnelt. CA1 zeigte hingegen an beiden Zeitpunkten
nur geringe Defekte bzgl. der Zelldichte (siche 4.3 Abb. 6 und 4.5 Abb. 8).

Bei Vergleich der Zellschichten zeigte sich, dass die urspriinglichen Defekte an PO als solche
nicht erhalten blieben — sie traten im adulten Hippocampus jedoch in anderen Schichten auf.
Wihrend an PO die stirksten Reduktionen noch in den Schichten nahe der hippokampalen
Fissur vorlagen, zeigten sie sich an P28 in den oberflachlicheren Zellschichten (stratum oriens
und stratum pyramidale). Fiir den Gyrus dentatus fand sich eine dhnliche Ausprigung der
Reduktionen an PO und P28. Im adulten Tier traten sie jedoch in abgeschwichter Form auf.
Umverteilungen zwischen den Zellschichten bei relativer Betrachtung der Zellzahl lagen im
adulten Tier nur noch in CA2+3 vor. Die direkt nach der Geburt urspriinglich vorhandenen
interlamindren Fehlverteilungen in CAl und Gyrus dentatus waren an P28 nicht mehr
identifizierbar.

Die deutlichen Unterschiede zwischen vorliegenden Defekten in neugeborenen und adulten
Tieren weisen auf das Wirken von Kompensationsmechanismen bei Fehlern in der Migration

von GABAergen Neuronen hin. Neben der Wirkung von CXCR4 mit CXCL12 scheinen
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somit noch andere Vorginge fiir die postnatale Entwicklung der mpIN-Population im
Hippocampus verantwortlich zu sein. So konnen postnatale Selektions- und schichtspezifische
Sortierungsprozesse vorhandene Migrationsdefekte teilweise kompensieren.

Dafiir spricht z.B. auch, dass die Reduktion an P28 im Vergleich zu Differenzen an PO relativ
klein war. Dies liegt einerseits an den deutlich groBBeren Flichen der Hippocampi der adulten
Tiere, was generell zu einer Verminderung der Zelldichte fiihrt. Andererseits kommt es nach
dem tangentialen Invasionshohepunkt hippokampaler Interneurone kurz vor der Geburt (E18)
wihrend der ersten postnatalen Woche zu einer drastischen Abnahme der Dichte
eingewanderter Interneurone (Tricoire et al. 2011). Es wird diskutiert, dass dies durch
Apoptose und Umverteilung der bestehenden Interneuronen-Population innerhalb des
wachsenden Hippocampus hervorgerufen wird (Dupuy und Houser 1997, Southwell et al.
2012, Tricoire et al. 2011). Diese Umverteilung erfolgt hauptsidchlich wahrend der ersten
postnatalen Wochen durch radiale Migration (Danglot et al. 2006). Der wihrend der
postnatalen Entwicklung somit zunichst vorhandene Zelliiberschuss konnte ebenfalls als
moglicher Kompensationsmechanismus bei genetischen Defekten (wie sie in diesem
Mausmodell hervorgerufen wurden) dienen. Eine vollstindige Reparatur scheint jedoch nicht
moglich, da Defekte im adulten Hippocampus in Form von Reduktionen und leichten

Fehlverteilungen bestehen bleiben.

5.3 Einfluss von CXCR4 auf die neuronale Aktivitit und dessen Bedeutung fiir
mentale Erkrankungen

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob es bei Cxcr4-Deletion zu einer veridnderten
neuronalen Aktivitit im Hippocampus kommt. Hierbei wurde Arg3.1 als sensitiver Marker fiir
neuronale Aktivitdt verwendet (Gusev et al. 2005, Guzowski et al. 1999). Die Deletion des
Cxcr4-Gens flihrte zu einer leichten Erhdhung der Dichte von Arg3./-positiven Zellen in der
Kornerzellschicht des Gyrus dentatus, woraus sich hier eine gesteigerte neuronale Aktivitat
schlussfolgern ldsst.

Beeintrachtigungen des CXCL12/ CXCR4/ CXCR7-Systems wurden bereits mit
neuropsychiatrischen Erkrankungen in Verbindung gebracht. Bedenkt man die Bedeutung des
Chemokins und seiner Rezeptoren fiir die Migration GABAerger Neurone, sind pathologische
Erscheinungen bei Fehlfunktionen dieses Systems zu erwarten. Am haufigsten wurden
Verbindungen zum Krankheitsbild der Schizophrenie hergestellt (Cash-Padgett et al. 2016,
Meechan et al. 2012, Toritsuka et al. 2013). Veridnderungen in der Population GABAerger

Neurone wurden ebenfalls mit der genannten Erkrankung in Verbindung gebracht (Lewis et
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al. 2005, Meechan et al. 2012). Auch wurde ein Zusammenhang zwischen Verédnderungen der
Somatostatin-Subpopulation und Schizophrenie im Bereich des priafrontalen Cortex
beschrieben (Morris et al. 2008).

Die Axone der Somatostatin-positiven Interneurone gehen im Hippocampus vom stratum
oriens und vom stratum lacunosum moleculare aus und innervieren die distalen Dendriten der
Pyramidenzellen im Bereich des stratum lacunosum moleculare, wo sie den exzitatorischen
Input der Pyramidenzellen kontrollieren (Abbas et al. 2018, Danglot et al. 2006, Pelkey et al.
2017). Ein einziges dieser Interneurone im stratum oriens ist mit schitzungsweise 1450
Pyramidenzellen verbunden. Im Gyrus dentatus kontrollieren die im Hilus liegenden
Somatostatin-positiven Interneurone ebenfalls den Input der Kornerzellen aus dem
entorhinalen Cortex (Pelkey et al. 2017). Da die Somatostatin-positiven Interneurone durch
den Cxcr4cKO deutlich dezimiert werden, konnte dieser regulierende Effekt gestort sein
(daher die erhdhte Anzahl Arg3.[-positiver Zellen).

Die Pyramidenzellen der CAl-Region verbinden den Hippocampus mit dem entorhinalen
Cortex und dem Subiculum, wihrend von dort Axone zum Gyrus dentatus laufen und so
wieder Anschluss an die CA3-Region finden. Hierdurch wird der trisynaptic circuit gebildet.
Dieser stellt die Verbindung zwischen Cortex und Hippocampus dar. Somit ist der
Hippocampus an verschiedenen Formen der Gedéchtnisfunktion beteiligt (Khalaf-Nazzal und
Francis 2013, O'Mara et al. 2000). Beeintrachtigungen verschiedener Gedichtnisformen, z.B.
des episodischen und des Arbeitsgedichtnisses, gelten als Kern-Symptome der Schizophrenie
(Danion et al. 2007, Lewis und Hashimoto 2007) und kénnten durch Verdnderungen der
GABAergen Neurone im Hippocampus mitbegriindet sein.

Da durch die Reduktion und mégliche Fehlverteilung der Somatostatin-positiven Interneurone
kontrollierende Einfliisse auf die exzitatorischen Neurone dieser Verschaltungsreihe gestort
werden, kann auch ein Zusammenhang mit der erhohten neuronalen Aktivitit im Gyrus
dentatus vermutet werden. Der CXCR4-Rezeptor und seine Bedeutung fiir Migration und
Integration von GABAergen Neuronen konnen somit eine Verbindung zur Schizophrenie
bzw. auch anderen mentalen Erkrankungen aufweisen.

Um diese Uberlegungen weiter zu verfolgen, wire eine Analyse des Neocortex mit dem
Cxcr4cKO unter &dhnlichen Bedingungen wie in dieser Arbeit notwendig. Eine klare
Kausalkette zwischen der Entstehung neuropsychiatrischer Erkrankungen, GABAergen

Neuronen und dem CXCL12/ CXCR4/ CXCR7-System ist bisher noch nicht mdglich.
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6 Schlussfolgerung

Die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten belegen, dass CXCR4 eindeutig an der
Interneuronenbesiedlung des Hippocampus funktionell beteiligt ist. Der Rezeptor wurde
sowohl wihrend der Embryonalperiode als auch an frithen postnatalen Tagen in GABAergen
Neuronen des Hippocampus nachgewiesen. CXCR4 ist somit wahrend der Migrationsperiode
GABAerger Neuronen exprimiert und kann deren regionalen und laminéren
Positionierungsprozess regulieren.

Die konditionale Entfernung von CXCR4 mit der Nkx2.I-Cre fiihrte zu zahlenméBigen
Reduktionen GABAerger Neurone. Dies wurde sowohl in neugeborenen als auch in adulten
Tieren nachgewiesen. Weiterhin wurden interregional auftretende Fehlplatzierungen
GABAerger Vorlaufer fiir den Zeitpunkt der Geburt nachgewiesen. GABAerge Vorldufer
scheinen somit ohne CXCR4 zunéchst nicht in der Lage zu sein, ihre embryonale Migration
korrekt abzuschlieBen. Interlamindre Fehlpositionierungen waren hingegen nicht
offensichtlich. Somit ldsst sich die zu Beginn dieser Arbeit aufgestellte Hypothese nur
teilweise belegen: CXCR4 nimmt betrichtlichen Einfluss auf die Besiedlung des
Hippocampus mit GABAergen Neuronen, hat zum Zeitpunkt der Geburt jedoch begrenzte
Bedeutung fiir deren schichtspezifische Positionierung.

Es bestanden weiterhin deutliche Unterschiede zwischen neugeborenen und adulten Tieren
bzgl. der Ausprigung der Reduktionen sowie auch der davon betroffenen Regionen und
Zellschichten. Es ist somit von postnatal arbeitenden Kompensationsmechanismen
auszugehen, welche die durch den konditionalen Cxcr4-Knockout zum Zeitpunkt der Geburt
hervorgerufenen Defekte teilweise ausgleichen konnen. Auch wurde durch das Fehlen von
CXCR4 kein absoluter Mangel von GABAergen Neuronen — weder bei Geburt noch bei
adulten Tieren — im Hippocampus hervorgerufen, wodurch das Wirken anderer Mechanismen,
die an der Interneuronenbesiedlung des Hippocampus beteiligt sind, angenommen werden
kann. Da Fehler der Besiedlung in den adulten Cxcr4cKO-Maiusen trotzdem vorhanden sind,
ist CXCR4 in Verbindung mit seinem Liganden als wesentliche Komponente fiir die
hippokampale Entwicklung anzusehen.

Die identifizierten Defekte in adulten Miusen wurden insbesondere durch Reduktion der
Somatostatin-Subpopulation hervorgerufen. Da Somatostatin-positive Interneurone besondere
Bedeutung bei der Kontrolle exzitatorischer Neurone im Hippocampus haben und in dieser
Arbeit auBerdem eine leicht gesteigerte neuronale Aktivitdt in der Kdornerzellschicht des

Gyrus dentatus nachgewiesen werden konnte, ist eine Beeinflussung der neuronalen
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Funktionalitit des Hippocampus sehr wahrscheinlich und eine Verbindung zu
neuropsychiatrischen  Krankheitsbildern somit mdglich. Die Analyse  weiterer
Gehirnstrukturen beziiglich des CXCL12/ CXCR4/ CXCR7-Systems, der Somatostatin-
Subpopulation und neuronaler Aktivitidt konnte weitere Verbindungen zu dieser Vermutung
herstellen. Experimente zur Untersuchung von Verhalten, Lernen und Gedéichtnis bei
konditionalen Cxcr4-Knockout-Méausen wiren ebenso moglich, um weitere Hinweise auf das
Vorliegen von neuropsychiatrischen Erkrankungen, wie z.B. Schizophrenie, aufgrund des
Rezeptormangels zu erhalten.

Therapeutisch bietet das CXCL12/ CXCR4/ CXCR7-System in naher Zukunft zunichst keine
Ansitze zur Behandlung neuropsychiatrischer Erkrankungen. Die weitere Erforschung des
Chemokinsystems und seiner Funktionen in der Entwicklung des zentralen Nervensystems
konnte jedoch zum Verstindnis der Atiologie und Pathophysiologie solcher Erkrankungen
beitragen. Dies konnte sich als diagnostisch interessant erweisen und auch die Erarbeitung

potentieller Therapieoptionen ermdglichen.
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8.4 Verwendete Gerite, Chemikalien, Puffer/Losungen und Herstellungsprotokolle

8.4.1
Gerit

Gerite

Hersteller

Epi-Fluoreszenz Mikroskop Zeiss Axio Imager

Al
Feuchtekammer

Heiz- und Magnetriithrer RCT basic safety

control

HistoBond® adhisive Objekttrager

Kofokal Laser scanning Microskope Zeiss
LSM Meta 510

Kryostat CM3050S

Magnetriihrer IKA® REO basic

Magnet-Riihrfische

NanoZoomer Digital slide scanner C9600-12

OT-Halter
Pipetten — research pro
Plastikgefifie

Plattformschiittler (Unimax 1010)

Waage Sartorius MC1 Laboratory LC 220S

Wairmeschrank

Wasserbad Julabo SW-21C

Carl Zeiss Jena GmbH (Jena, D)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)

IKA®-Werke GmbH & Co. KG
(Staufen, D)

Paul Marienfeld GmbH & Co KG (Lauda-
Konigshofen, D)

Carl Zeiss Jena GmbH (Jena, D)

Leica (Wetzlar, D)

IKA®-Werke GmbH & Co. KG
(Staufen, D)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)

Hamamatsu Photonics Deutschland GmbH

(Herrsching am Ammersee, D)

Werkstatt Uniklinikum Jena

Eppendorf AG (Hamurg, D)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)

Heidolph Instruments GmbH& Co.KG (Schwabach,
D)

Sartorius AG (Gottingen, D)

Memmet GmbH & Co KG
(Schwabach, D)

ULABO Labortechnik GmbH
(Seelbach, D)
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8.4.2 Chemikalien

Chemikalien Hersteller
0,5M EDTA Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, D)
1M Essigsdure Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)

IM Natriumacetat

ABC-Kit Vecta Stain®
Acetanhydrid

Alexa Fluor® 488 Streptavidin
Biotin

Bovine Serum Albumin (BSA)

Chromalaun (Chrom(III)-Kaliumsulfat-

Dodecahydrat)
DAPI

DPX

Eosin G-Losung 1%

Fixierer (fiir Emulison Coating)

Gelatine

H,0,
Hamalaun-Lsung (nach Mayer)
HCl

Hydrochinon
Isofluran
Isopropanol
Kaliumbromid
Kodak Entwickler
Kodak Fixierer
Kresylviolett

Methanol

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)
Vector Laboratorys LTD. (Peterborough, UK)
Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)
Invitrogen (Darmstadt, D)

Pierce Biotechnology Inc. (Rockford, IL USA)
PAA Laboratorys GmbH (Célbe, D)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, D)
Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)

Carestream Health Deutschland GmbH (Stuttgart,
D)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)
Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)
Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)
Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, D)
AlleMan Pharma GmbH (Pfullingen, D)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, D)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, D)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, D)
Merck KGaA (Darmstadt, D)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)
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Metol

Na,HPO,*12H,0
Natriumcarbonat (Monohydrat)
NaCl

NaH,PO,*1H,0
Natriumhydroxid (NaOH, p.a.)
Natriumsulfit

NTB-Emulsion

Paraformaldehyd (PFA)

RNase A, 100 mg/ml

RNase T1

Saccharose

Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound
Triethanolamin

Tri-Na-Citratdihydrat

Tris Base Ultra Qualitdt (Mw 121 g/mol)
Triton X-100

Tyramin

Xylol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, D)
Merck KGaA (Darmstadt, D)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, D)
Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)
Merck KGaA (Darmstadt, D)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, D)

Carestream Health Deutschland GmbH (Stuttgart,
D)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)

Roche Deutschland Holding GmbH (Grenzach-
Wyhlen, D)

Roche Deutschland Holding GmbH (Grenzach-
Wyhlen, D)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)
Sakura Finetek Germany GmbH (Staufen, D)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, D)
Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)
Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)
Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, D)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)
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8.4.3 Puffer und Losungen

8.4.3.1 Immunhistochemie

Puffer/Losung

Herstellung/Chemikalien

4% PFA (in 1x PBS; pH 7,4)

30%ige Saccharoselosung

ABC-Losung

Arbeitspuffer
Blockierungspuffer
DAPI Losung

PBS

Phosphatpuffer (200mM, pH7,4,
100ml)

TPBS (10mM Tris,
0,05%Thiomersal, 10mM
Phosphatpuffer, 0,9%NaCl, pH
7,4)

TPBS-T

Tyrodes-Losung

etwa 800 ml 44H,O in 21-Becherglas auf 55°C erhitzen

40 g PFA unter Abzug einriihren

konz. NaOH tropfenweise zugeben bis die Fliissigkeit klar ist
Losung abkiihlen lassen

mit HCl pH-Wert auf 7,3-7.,4 einstellen

L&sung filtrieren

Losung bei 4°C lagern (bis zu 7 Tage haltbar)

30% Saccharose und 0,1% Thiomersal in Phosphatpuffer mit
28mM NaH2PO4*H20; 2mM NazHPO4*2H20

Sul Avidin und 5 pl Biotin (ABC-Kit Vecta Stain®) in 1ml
TPBS-T

1%BSA in TPBS-T
3% BSA in TPBS-T
50ul Dapi in 50ml ddH20

Folgende Salze abwiegen:
14,4g Na,HPO4*2H,0
2,6g NaH,PO4*1H,0

18g NaCl

mit 4gH,O auf 21 auffiillen

19ml Puffer A (27,6g NaH,POy in 1 1 44H,0); 81 ml Puffer B
(35,63g Na,HPO, in 1 1 44H,0); pH 7,4

2,4g Tris; 18g NaCl; 1,0g Thiomersal in 1,81 44H,O 16sen, 100ml
Phosphatpuffer hinzufiigen mit 10N HCI auf pH 7,4 einstellen und
mit Phosphatpuffer auf 21 auffiillen

TPBS mit 0,3% Triton X-100

160mM NaCl; 2,7mM KCI; 0,5mM MgCl,-6H,0; 0,36mM
NaH,PO4-H,0; 5,55mM Glucose; 12mM NaHCO;3
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8.4.3.2 In-situ-Hybridisierung
Prabhybridisierung:
Puffer/Losung

Herstellung/Chemikalien

10x PBS (100 mM Phosphat; 1,55
M NaCl; pH 6,75, 21)

PFA-Puffer (4% PFA in 1x PBS;
pH 7,4, 1,51)

TEA-Puffer (1,51)

Triton-Puffer (0,4% Triton X-100
in 1x PBS, 1,5])

Folgende Salze abwiegen und in 21-Flasche geben:

55,2 g Na,HPO4*12H,0

6,4 g NaH,PO,*1H,0

180 g NaCl

anschlieBend mit 44H,O auf 2 1 auffiillen

mit NaOH pH 6,75 einstellen

nach dem Verdiinnen auf 1 x PBS resultiert pH 7,3 - 7,4

etwa 750 ml 44H,O in 21-Becherglas auf 55°C erhitzen

60 g PFA unter Abzug einriihren

konz. NaOH tropfenweise zugeben bis die Fliissigkeit klar ist
150 ml 10 x PBS zugeben

mit 44gH,O auf 1,51 auffiillen und Puffer auf 25°C abkiihlen
pH-Wert mit HCI auf 7,3-7,4 einstellen

Puffer filtrieren

Puffer muss vor dem Einsatz 4°C haben

Puffer bei 4°C lagern (bis zu 7 Tage haltbar)

etwa 1400 ml 44H,0O in Becherglas geben

20 ml TEA in 50 ml-Falcon abmessen, mit 4gH,O auswaschen und
zu den 1400 ml geben

rithren, bis TEA geldst ist

mit HCI auf pH 8.0 einstellen

Losung im Messzylinder mit 4sH,O auf 1,51 auffiillen

150 ml 10x PBS mit 44H,O auf 1,51 auffiillen (= 1xPBS)

6 ml Triton X-100 zugeben und gut Riihren bis alle Schlieren weg
sind

Puffer bei 4°C lagern (bis zu 4 Wochen haltbar!)
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Hybridisierung:
Puffer/Losung

Herstellung/Chemikalien

1 M Tris-CI (11)

20x SSC-Stammlosung (21)

5M NaCl (11)

RNase-Puffer

121g Tris in etwa 950 ml 44H,O durch kriftiges Schiitteln in der
Flasche 16sen

mit HCI pHS,0 einstellen

auf 1000 ml im Messzylinder auffiillen

autoklavieren und bei RT lagern

176g Tri-Na-Citratdihydrat + 350g NaCl + 1,8ml 44H,O (kréftig
schiitteln)
pH mit konz. HCI auf 6,3 einstellen und mit 44H,O auf 21 auffiillen

— autoklavieren

292¢ NaCl in etwa 950ml 44H,O durch kréftiges Schiitteln in der
Flasche 16sen und auf 1000 ml im Messzylinder auffiillen >

autoklavieren und bei RT lagern

a) RNase A Stock (10mg/ml) herstellen:
100mg RNase A werden im Original-Glasgefa3 in Sml Puffer

(sieche b) gelost

die 5Sml werden in einem 15ml-Réhrchen mit Puffer (siehe b) auf
10ml aufgefiillt

die Losung in 1,5ml Portionen aliquotieren

bei -20°C bis zum Gebrauch lagern

b) Puffer (10mM Tris-Cl pH8.0; 0,5M NaCl; ImM EDTA):

15 ml 1M Tris CI; pH 8.0

150 ml 5 M NaCl

3ml 0,5M EDTA; pH 8

4«H20 ad 1500ml

Puffer wird auf 2 Plastikgefdfle (Aufschrift RNase, Datum) verteilt

Um final 40pg/ml RNase A und 1U/ml RNase T1 zu erhalten,
wird pro 750 ml-Gefal} addiert:

+ 3ml (10 mg/ml RNase A Stock)

+ 7,5ul (100.000U/ml RNase Tl)

RNase Puffer wird bei -20°C eingefroren

Puffer wird nach 10fachem Gebrauch entsorgt
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Emulsion Coating:

Puffer/Losung Herstellung/Chemikalien

0,5% Kresylviolett; 60mM 0,5g Kresylviolett in 600ml H20dd 16sen (Riihrer)
Natriumacetat; 340mM + 60ml 1M Natriumacetat

Essigsdure (11) +340ml 1M Essigsdure

in 11-Flasche geben, mit Alufolie umwickeln und 4-5 Tage rithren
- KV-Losung in KV-Glasbehilter filtrieren

D19-Entwickler (fiir Emulsion 4H>0 auf 45°C vorheizen, dann Folgendes unter Riithren hinzu-
Coating) 750ml fligen:

1,5g Metol

67,5g Na-Sulfit

6g Hydrochinon

39,375g Natriumcarbonat (Monohydrat)
3,75g Kaliumbromid

zur Benutzung auf 18°C kiihlen

Fixierer 138 g Fixierer in 750 ml ¢«aH20 16sen (1 1-Flasche, Riihrer)
NTB-Emulsion e Wasserbad auf 45°C bringen
ansetzen/verdiinnen e NTB-Emulsion fiir 45 min bei 45°C erwidrmen

(Dunkelkammer) e bei Tageslicht 0,05% Triton-X100 ansetzen:

99,95ml H20dd + 50pl Triton-X100 (durchmischen)
e Test-OT in NTB-Emulsion (ohne Triton) dippen und iiN

trocknen lassen
e Test-OT zur Uberpriifung der NTB-Qualitiit entwickeln
e in einem 300ml-Becherglas NTB-Emulsion mit 100ml 0,05%

Triton-X100 luftblasenfrei vermischen
e verdiinnte Emulsion in ca. 10-12 Glasfldschchen aliquotieren

e QGlasflaschchen in Alu-Tuben verschlieBen und zweimal mit

Alufolie umwickeln (mit Datum versehen)

bei 4°C lagern
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8.4.4 cDNA-Sequenzen der fir die [3 5 S1-In-situ-Hybridisierung eenutzten Plasmide
Lhx6

Referenz:

Grigoriou M, Tucker AS, Sharpe PT, Pachnis V. 1998. Expression and regulation of Lhx6
and Lhx7, a novel subfamily of LIM homeodomain encoding genes, suggests a role
in mammalian head development. Development, 125 (11):2063-2074.

GADG65
Forward Primer: TCT TTT CTC CTG GTG GCG
Reverse Primer: TTG AGA GGC GGC TCA TTC

Sequenz:
TCTTTTCTCCTGGTGGCGCCATCTCCAACATGTATGCCATGCTCATTGCCCGCTATAAGA
TGTTTCCAGAAGTCAAGGAGAAGGGGATGGCAGCAGTGCCCAGGCTCATCGCGTTCACAT
CAGAGCATAGTCACTTTTCTCTCAAGAAGGGAGCTGCAGCCTTAGGGATTGGAACAGACA
GTGTGATTCTGATTAAATGTGACGAGAGAGGGAAAATGATTCCATCTGATCTTGAAAGAA
GAATCCTTGAAGTCAAACAGAAAGGATTTGTTCCTTTCCTGGTGAGTGCCACAGCTGGAA
CCACCGTGTATGGGGCTTTTGATCCTCTCTTGGCTGTAGCTGACATCTGCAAAAAGTATAA
GATCTGGATGCACGTGGATGCTGCTTGGGGTGGAGGGTTACTGATGTCCCGGAAACACAA
GTGGAAGCTGAGTGGAGTAGAGAGGGCCAACTCTGTGACATGGAATCCTCACAAGATGA
TGGGTGTCCCCTTGCAGTGTTCAGCTCTCCTGGTTAGAGAGGAGGGACTGATGCAGAGCT
GCAACCAGATGCATGCTTCCTACCTCTTTCAGCAAGATAAGCACTATGACCTGTCCTATG
ACACAGGAGACAAGGCCTTGCAGTGTGGACGCCATGTGGATGTCTTTAAATTATGGCTCA
TGTGGAGAGCAAAGGGGACTACTGGGTTTGAGGCACACATTGATAAGTGTTTGGAGCTA
GCAGAGTATTTATACACTATCATAAAAAACCGAGAAGGCTATGAAATGGTGTTTGATGGG
AAGCCTCAACACACAAATGTCTGCTTCTGGTTTGTACCTCCTAGTTTGCGCACTCTGGAAG
ACAATGAAGAGAGAATGAGCCGCCTCTCAA
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GADG67
Forward Primer: TGT GCC CAA ACT GGT CCT
Reverse Primer: TGG CCG ATG ATT CTG GTT

Sequenz:
TGTGCCCAAACTGGTCCTCTTCACCTCAGAACACAGTCACTATTCCATAAAGAAAGCCG
GGGCTGCGCTTGGCTTTGGAACCGACAATGTGATTTTGATAAAGTGCAATGAAAGGGGGA
AGATAATTCCGGCTGATTTAGAGGCAAAAATTCTTGATGCCAAACAAAAGGGCTATGTTC
CCCTTTATGTCAATGCAACCGCAGGCACGACTGTTTACGGAGCATTCGATCCAATCCAGG
AAATTGCGGACATATGTGAGAAATACAACCTTTGGCTGCATGTGGATGCTGCCTGGGGTG
GTGGACTGCTCATGTCCCGGAAGCACCGCCACAAACTCAGCGGCATAGAAAGGGCCAAT
TCAGTCACCTGGAACCCTCACAAGATGATGGGCGTGCTGCTCCAGTGCTCTGCCATTCTG
GTCAAGGAAAAGGGTATACTCCAAGGATGCAACCAGATGTGTGCAGGCTACCTCTTCCAG
CCAGACAAGCAGTATGACGTCTCCTATGACACCGGGGACAAGGCGATTCAGTGTGGCCG
CCATGTGGACATCTTCAAGTTCTGGCTGATGTGGAAAGCAAAGGGCACCGTGGGATTTGA
AAACCAGATCAACAAATGCCTGGAGCTGGCTGATTACCTCTACGCCAAGATTAAAAACA
GAGAAGAGTTTGAGATGGTTTTCGATGGTGAGCCTGAGCACACAAATGTCTGTTTCTGGT
ACATTCCACAAAGCCTTCGAGGGGTTCCAGATAGCCCTGAGCGACGAGAAAAGCTACAC
AGGGTGGCTCCCAAGATCAAAGCTCTGATGATGGAGTCAGGAACAACCATGGTGGGCTA
CCAGCCTCAAGGGGACAAGGCCAACTTCTTCCGGATGGTCATCTCTAACCCAGCCGCCAC
CCAGTCTGACATCGATTTCCTCATTGAGGAGATAGAGAGGTTGGGTCAGGATCTGTAATC
CCTCTTTACAGAACCAGAATCATCGGCCA

Akrlcl8
NCBI Accession NM 134066.1
GI 19527283

Forward Primer: CCCCAGTTCTCTTGGATGA
Reverse Primer: AACTGGGGGTGAGTTGCT

Sequenz:
CCCCAGTTCTCTTGGATGATCCAGTTCTTTGTGCCATGGCAAAGAAGTACAAGCGGACTC
CAGCCCTGATTGCCCTTCGCTACCAGCTGGACCGTGGGATTGTGGCCCTAGCCAAGAGTT
TCAATGAGGAGAGAATCAGAGAGAACATGCAGGTCTTTGATTTCCAATTGGCTTCAGATG
ACATGAAAATTTTAGATGGCCTGGACAGAAATCTTCGGTACTTTCCTGCTGATATGTTTAA
GGCTCACCCTAACTTTCCATTCTTCGATGAATATTAAGATGGAGGCCCTTGCCACGAGTTC
TATTAGAAGATCTTTTGTGTGATGCTGGACTCTCAGATGCCAATAACTCGACACACCGCCT
CCAATCACTGCTTAGCAACTCACCCCCAGT

89



8 ANHANG

Ndnf
NCBI Accession NM 172399.1
GI 27369490

Forward Primer: GCGATGCACCTTTGGAGT
Reverse Primer: GACAGAAGCAGCCTCCCA

Sequenz:
GCGATGCACCTTTGGAGTGGAAGCTTAGCCTTCAGGAGCTGCATGAGGGGTCCAGTGCAG
ATGGATCAGGTGACCCAGAACTACTTGACCAGCAGAAGCAGCAGATGACTGATGTAGAG
GGCACAGAACTATTCTCCTACAAGGGCAATGATGTAGAGTATTTTCTGTCTTCAAGTTCCC
CATCTGGTTTGTATCAGTTGGAGCTTCTTTCAACAGAGAAAGACACACATTTCAAAGTAT
ATGCCACCACCACACCAGAATCTGACCAGCCATACCCTGAATTACCATATGACCCCAGAG
TTGATGTGACCTCCTTTGGACGTACCACAGTCACTTTGGCCTGGAAGCCAAGCCCTACAG
CCTCTATATTGAAACAACCCATAGAGTACTGTGTGGTCATCAACAAGGAGCACAATTTCA
AAAGCCTCTGTGCAGCAGAAACAAAGATGAATGCAGATGATGCCTTCATGGTGGCGCCC
AAACCTGGTCTAGACTTTAACCCCTTTGACTTTGCCCATTTTGGATTTCCAACAGATAATT
TGGGTAAAGATCGAAGCCTCCTGGCAAAGCCTTCTCCCAAAGTGGGGCGCCATGTCTACT
GGAGGCCCAAGGTTGACATTCAAAAAATTTGCATAGGAAATAAAAACATTTTCACAGTCT
CTGACCTGAAGCCCGATACCCAATACTACTTTGATGTCTTCATGGTCAATACCAACACCA
ACATGAGTACAGCTTATGTGGGTGCCTTTGTCAGGACCAAGGAGGAGGCAAAACAGAAG
ACAGTGGAACTCAAAGACGGGAGGGTCACAGATGTGTTTGTTAAAAGGAAGGGGAAAAA
GTTTCTACGGTTTGCTCCAGTCTCCTCTCACCAAAAGGTCACGTTCTTTATTCATTCTTGTA
TGGATGCCGTTCAAGTCCAAGTGAGAAGAGATGGGAGGCTGCTTCTGT

Arg3.1 (Arc)
Referenzen:

Lyford GL, Yamagata K, Kaufmann WE, Barnes CA, Sanders LK, Copeland NG, Gilbert DJ,
Jenkins NA, Lanahan AA, Worley PF. 1995. Arc, a growth factor and activity-
regulated gene, encodes a novel cytoskeleton-associated protein that is enriched in
neuronal dendrites. Neuron, 14 (2):433-445.

Temple MD, Worley PF, Steward O. 2003. Visualizing changes in circuit activity resulting
from denervation and reinnervation using immediate early gene expression. J
Neurosci, 23 (7):2779-2788.
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8.4.5 Protokoll zur Herstellung von [3 5 S]-Ribosonden

Material

SP6 RNA-Polymerase (Roche, #810274)

T7 RNA-Polymerase (Roche, #881767)

T3 RNA-Polymerase (Roche, #1031163)

10x Transkription Buffer (Roche, wird mit Polymerasen mitgeliefert)
100mM DTT (Invitrogen)

DTT (Sigma, #D9163; Mw=154,25g/mol)

NTPs, Set a 4 Nukleotide (Roche, #1277057)

NaCO; (Merck, #1.06392.500; Mw=105,99g/mol)

HAc, Essigsédure fir Analytik (Merck, #1.00063.1000)

fiir 1,1 x Hybridisierungspuffer:

tRNA (Roche, #109541)

Formamid (Roche, #1814320)

0,5M EDTA (Sigma, #E7889)

50x Dextransulfat (Sigma, #D8906)

NaCl (Roth, #3957.1; Mw=58,44g/mol)

Tris Ultra (Roth, #5429.3; Mw=121,14g/mol)
Denhardt-Solution (Sigma, #D9905)
Dextransulfat (Sigma, #D8906)

frisches H,Og4q4

Mikro-Bio-Spin Colums (Biorad #732-6250)

Rotiszint” eco plus (Roth, #Y837.1-Y842.1)
Szintirdhrchen

UTPasS, [35S]- 1250Ci/mmol, 12.5mCi/ml, 250uCi oder 1mCi
(PerkinElmer, #NEG739H250UC oder #NEG739H001MC)

CTPasS, [35S]- 1250Ci/mmol, 12.5mCi/ml, 250uCi oder 1mCi
(PerkinElmer, #NEG064H250UC oder #NEG064H001MC)

Richtlinien

Es diirfen nur berechtigte Personen (mit Anzug und Dosimeter; nach Belehrung!) im Isotopenlabor

arbeiten. Hierzu ist der Strahlenschutzbeauftragte zu kontaktieren.

Vor dem Betreten des Isotopenlabors sowie nach Verlassen des Isotopenlabors sind die

Arbeitsfldchen/Geréte mit einem Geigerzéhler zu messen; dies wird in eine Liste eingetragen.

Bei Kontamination (Gerit piepst) sind die dafiir zustdndigen Personen sofort (!) zu benachrichtigen.

Alle Arbeiten werden am ausgewiesenen Arbeitsplatz im Isotopenlabor

Bleiumrandung) durchgefiihrt!

(innerhalb  der
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Neu gelieferte Isotope sind mit Produktbezeichnung, Produktnummer, Lot-Nummer, Radioaktivitét

und Lieferdatum in ein dafiir vorgesehenes Buch einzutragen.

Wenn neue Isotope geliefert wurden, *°S-CTP bei -20°C und **S-UTP bei 4°C lagern!

Puffer und Losungen

1M DTT:

Iml ansetzen und bei -20°C lagern (3 Monate haltbar)
Rechnung: 0,0011 * 1mol/1 * 154,25g/mol = 0,15425¢g
0,154g in 1,5ml-Tube abwiegen und 1ml H,O44 Zugeben

1.1 x Hybridisierungspuffer:
5M NacCl ansetzen und bei -20°C lagern:

— 30ml ansetzen und in 6ml-Aliquots bei -20°C lagern
— Rechnung: 0,031 * 5mol/l * 58,44g/mol = 8,766g
— 8,77g in 50ml-Falcon abwiegen und mit H,Oyq auf 30ml auffiillen
1M Tris-Cl ansetzen und bei -20°C lagern:
— 10ml ansetzen und in 600ul-Aliquots bei -20°C lagern
— Rechnung: 0,011 * 1mol/l * 121,14g/mol = 1,2114¢g
— 1,21g in 15ml-Falcon abwiegen und mit H,Oy44 auf 8ml auffiillen
— mit HCI auf pH7.5 einstellen
— mit H,Oy4q4 auf 10ml auffiillen
20mg/ml tRNA ansetzen und bei -20°C lagern:
— 100mg tRNA + 5ml H,Ogy4
— 1,25ml-Aliqouts herstellen
50% Dextransulfat frisch ansetzen:

— 5g Dextransulfat + 10ml erwarmtes H,Oyq
— gut rithren bis alles gelost ist

Formamid bei 50°C im Wasserbad erwirmen

1,1xHybridisierungspuffer in 50ml-Falcon ansetzen:
25ml Formamid vorlegen
+ 6ml NaCl (5M)
+ 100pul EDTA (0,5M)
+500ul Tris-Cl1 (1M)
+ 1,25ml tRNA (20mg/ml)
+ 1ml Denhardt-Solution (50x)
+ 10ml Dextransulfat (50%)
+ 1,15ml H,Oy4
in 10ml-Aliquots bei -20°C lagern

0.2M NaCO; pH10.2:
0,21g NaCOs; in 10ml H,Oy44 16sen (und pH 10,2 einstellen?)
— Rechnung: 0,011 * 0,2mol/1 * 105,99g/mol = 0,212g
in 1,5ml-Aliquots bei -20°C wegfrieren
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10% HAc in H,O44
10ml ansetzen und in 1,5ml-Aliquots bei -20°C wegfrieren

Vorgehen

Vorbereitung im Isotopenlabor:

e Kiihlfalle anstellen

e 30pl (15ul = halber Ansatz) des **S-CTP/**S-UTP-Ansatzes in 0,5ml-Tube geben (Sondenname,
Polymerase auf Tube schreiben)

e Tube in SpeedVac stellen, Deckel schlieBen, Pumpe anstellen
e Radioaktivitit trocknen lassen (Lyohilisierung regelméBig tiberpriifen!)
e auf Eis bereitstellen:
frisches H,Oyq;
100mM DTT;
20mM NTP-U-C;
10x Transkriptionspuffer (muss lange gevortext werden, bis alles geldst ist);
linearisierte Plasmide;
0,2M NaCOs; pH10,2;
10% HAc
IM DTT (darf nicht élter als 3 Monate sein!)

Transkription:
e Transkriptions-Mastermix auf Eis in einem 0,5ml-Eppi ansetzen:

ganzer Ansatz (mit 30l **S-CTP/*S-UTP) halber Ansatz (mit 15ul **S-CTP/**S-UTP)
+ 1pl HyOgq +0,5ul HyOyq

+ lul NTP-U-C +0,5ul NTP-U-C

+ 1ul 100mM DTT +0,5ul 100mM DTT

+ 1ul 10x Transkriptionspuffer + 0,5ul 10x Transkriptionspuffer

e kurz vor Ende der Lyohilisierung 5Sul (2,5ul) Plasmid hinzugeben und auf Eis stellen
e Transkriptionsansatz auf *°S-C/U-Pellet geben und resuspendieren
e 1ul (0,5ul) Polymerase zugeben und mit Pipette mischen
— finales Volumen: ganzer Ansatz = 10ul; halber Ansatz = 5ul
e Inkubation (Brutschrank): 2h, 37°C
— Heizblock auf 60°C vorheizen
— Hydrolysezeit berechnen nach: t=(Iy — lg) / (k * 1y * Iy
[l = Ausgangslinge in kb; Iz = gewliinschte Lédnge in kb [hier: 0,25kb], k ist
Hydrolysekonstante mit 0,11 * Min™ * kb™)

nach Inkubation Probe auf Eis stellen:

ganzer Ansatz ‘ halber Ansatz
+ 10}11 H>044 + 15}11 H,044
+20ul 0,2M NaCO; pH10.2 +20ul 0,2M NaCO; pH10.2

— finales Volumen: ganzer und halber Ansatz = 40ul
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Hydrolyse:

Hydrolyse (Heizblock): 60°C (Hydrolysezeit genau einhalten!)
— P-30 Mikrospinsdulchen vorbereiten (pro Sonde eine)
- geschlossene Rohrchen 5x scharf invertieren
- Rohrchen unten aufbrechen und in Auffangbehélter stellen, Deckel abnehmen
- ca. 2 Min warten, bis Puffer durchgelaufen ist
- Sammeltube verwerfen
- 2 Min bei 3200rpm (1000*g)
- trockene Sdule in beschriftetes Eppi stellen
— fiir jede Sonde zwei Testtubes (,,vorher* und ,,nachher, Sondenname!) jeweils mit
9ul HyOy44 befiillen
nach Hydrolyse Probe sofort auf Eis:
+ 2ul 10% HAc (mit Pipette resuspendieren)

Sondenaufreinigung:

1l Transkriptionsprobe in Testtube ,,vorher” geben (=1:10), resuspendieren
Transkriptionsprobe auf Saule geben (Séule steht auf beschriftetem Eppi)

4 Min bei 3200rpm (1000*g)

Saule verwerfen (Sonde ist im Eppi)

Sonde auf Eis stellen

1ul Transkriptionsprobe in Testtube ,,nachher” geben (=1:10), resuspendieren

pro Sonde 6 Szintirshrchen (,,vorher und ,,nachher) mit ca. 2ml Rotiszint™ eco plus befiillen
jeweils 1ul der verdiinnten Sonde in Szintiréhrchen geben, vortexen

Szintir6hrchen in Szinticounter stellen und Counts zéhlen (cpm)

— man erwartet mind. 500.000 Counts in der Probe ,,nachher*

Sondenverdiinnung:

Berechnung (Bsp. 1ul der 1:10-verdiinnten Sonde enthélt 0,5Mio Counts):
— Gesamtcounts: 0,5Mio/ul * 10 * 40ul = 200Mio
(40ul sollen aufgetropft werden)
— Gesamtvolumen: 200Mio / 0,1Mio / pl = 2000ul
(0,1Mio Counts pro pl sollen aufgetropft werden, also insgesamt 4Mio Counts)

Sonde-Hyb-Mix ansetzen:

Vol 1,1xHybridisierungslosung = Gesamtvolumen / 1,1

Vol 1M DTT = Gesamtvolumen / 50

Vol H,O4q = Gesamtvolumen — Volsenge — Volprr — Vol ixryb

gut vortexen, in Eppis aliquotieren und bei -20°C lagern
Beschriftung: Sondenname, ,,as* oder ,,se®, Datum, 39
10ul in befiilltes Szintirdhrchen geben und (zur Uberpriifung) in Szinticounter messen
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