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Kurzzusammenfassung

Thyroidhormone spielen eine bedeutende Rolle für die Gehirnentwicklung. Das wird
besonders bei Patienten sichtbar, die unter unbehandelter kongenitaler Hypothy-
reose leiden. Neben Symptomen wie Wachstumsstörung, Spastizität und geistiger
Retardierung zeigen diese Patienten eine verringerte grob- und feinmotorische Ko-
ordination, da ein perinataler Mangel an Thyroidhormonen u.a. auch zu schweren
Entwicklungsstörungen des Cerebellums, dem Kontrollzentrum für Motorik, führt.
Ein Hauptmerkmal der kongenitalen Hypothyreose ist die auffällige Reduzierung der
dendritischen Differenzierung der Purkinjezelle, dem Hauptneuron im Kleinhirnkor-
tex.
Die Dendriten der Purkinjezellen sind strukturell und funktionell sehr eng mit den
Radialfasern der Bergmann Glia und deren seitlichen Fortsätzen assoziiert. Aus die-
sem Grund ist zu erwarten, dass es unter hypothyroiden Bedingungen ebenfalls zu
einer beeinträchtigten Bergmann Glia-Differenzierung kommt. Aber über die Bedeu-
tung von Thyroidhormonen für die korrekte Entwicklung und Funktion der Berg-
mann Gliazellen sind bis jetzt nur unzureichende Informationen verfügbar.
Ein ideales Tiermodell, um die Wirkung von Schilddrüsenhormonen im Cerebellum
untersuchen zu können, stellen Pax8–/– Mäuse dar. Sie werden ohne funktionelle
Schilddrüse geboren und entwickeln sich daher postnatal komplett unter athyroi-
den Bedingungen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde immunhistochemisch die Diffe-
renzierung der Bergmann Gliazellen im Cerebellum von Pax8–/– und entsprechen-
den Wildtypmäusen untersucht. Zur besseren Visualisierung der Gliazellmorphologie
wird GFP im Gehirn dieser Mäuse unter einem gliaspezifischen Promotor exprimiert.
Mit diesem Modell konnte erstmalig gezeigt werden, dass in der Pax8–/– Maus ei-
ne deutliche Reduzierung der Ausbildung der lateralen Bergmann Glia-Fortsätze zu
beobachten war, während sowohl die Anzahl der Bergmann Gliazellen als auch die
Ausbildung ihrer GFAP-positiven Radialfasern unter hypothyroiden Bedingungen
nicht beeinflusst waren. Das weist darauf hin, dass die Reifung und Differenzierung
dieser spezialisierten Astrozyten, genau wie die Purkinjezellen, ebenfalls von einer
ausreichenden postnatalen Versorgung mit Thyroidhormonen abhängig sind.
Da in der Vergangenheit Studien zur Thyroidhormon-abhängigen Differenzierung
des Cerebellums meist auf die Neurone fokussiert waren, sind molekulare Mecha-
nismen, durch die Thyroidhormone auf das Zellzytoskelett und damit auf die Aus-
bildung der seitlichen Bergmann Glia-Fortsätze wirken, bis heute weitgehend un-
bekannt. Aus diesem Grund wurden verschiedene Mitglieder der Genfamilien der
Septine und der borg näher analysiert. Beide Genfamilien sind in Signalwege invol-
viert, die auf die Umstrukturierung des Zytoskeletts von Zellen einwirken können.
Bei den Analysen konnte je ein Familienmitglied identifiziert werden, das eine von
Thyroidhormonen abhängige Expression im Cerebellum aufwies: Septin-4, ein Berg-
mann Glia-spezifisches Zytoskelettprotein und borg4 (binder of Rho GTPases 4 ),
ein in Bergmann Gliazellen exprimierter putativer Regulator der Organisation von
Septinfilamenten. Für diese beiden Genprodukte wurden nähere Expressionsstudien
im Mauscerebellum durchgeführt.
Hierbei konnte für beide Kandidatengene eine beachtliche Reduzierung der mRNA-
und Protein-Menge im Pax8–/– Kleinhirn festgestellt werden. Die Substitution der



Tiere mit Thyroxin normalisierte das Expressionsniveau beider Gene auf das der
Wildtypmaus. Eine entscheidende Beteiligung an der Thyroidhormon-abhängigen
Expression von Septin-4 und borg4 im Cerebellum wurde für den Thyroidhormon-
Rezeptor α1 nachgewiesen. Darüber hinaus konnte mittels Immunopräzipitation und
Immunzytochemie zum ersten Mal dokumentiert werden, dass Septin-4 und borg4
in-vitro miteinander interagieren.
Weiterhin wurde eine direkte Assoziation von Septin-4 mit dem Aktinzytoskelett
der Bergmann Gliazellen durch Membranfraktionierung und Immunzytochemie ge-
zeigt. Ein anderes sehr interessantes und neues Resultat dieser Arbeit demonstriert,
dass borg4, das nicht direkt mit Aktinfilamenten interagiert, aber eine überlappende
Lokalisierung mit α-Tubulin zeigt, in der Lage ist, regulatorisch auf die Zellmorpho-
logie einzuwirken. Sowohl transformierte Zellen als auch primäre cerebellare Astro-
zyten, die transient mit borg4 transfiziert wurden, bildeten spezifisch lange, dünne
Zellausläufer aus.
Septin-4 und borg4 sind Mitglieder von Genfamilien, die in Signalkaskaden invol-
viert sind, welche regulatorisch die Umstrukturierung des Zellzytoskeletts beein-
flussen. Beide Genprodukte werden in Abhängigkeit von Schilddrüsenhormonen in
Bergmann Gliazellen exprimiert und interagieren sowohl miteinander als auch mit
dem Zytoskelett. Das lässt den Schluss zu, dass bei der, im Rahmen dieser Arbeit,
gezeigten Thyroidhormon-abhängigen Bergmann Glia-Differenzierung im Cerebel-
lum dem borg4/Septin-4 Signalweg im Zusammenspiel mit anderen regulatorischen
Proteinen eine wesentliche Funktion zukommt.



Abstract

Thyroid hormones play an important role during brain development. This becomes
most evident in patients suffering from untreated congenital hypothyroidism. In
addition to symptoms such as spasticity, retarded growth and mental retardation,
patients exhibit reduced gross and fine motor skills. A prominent hallmark of con-
genital hypothyroidism is a striking reduction of dendritic growth and branching of
Purkinje cells, the principle neurons of the cerebellar cortex. Since Purkinje cell den-
drites are structurally and functionally closely associated with Bergmann glia radial
fibers and side processes one would expect an impaired Bergmann glia differentia-
tion under hypothyroid conditions as well. Yet, information as to the importance
of thyroid hormones for proper Bergmann glia development and function are still
rather limited.
For studying thyroid hormone action in the cerebellum, Pax8–/– mice represent an
ideal animal model since these mice are born without a functional thyroid gland
and are therefore completely athyroid during their postnatal life. For analyzing
Bergmann glia morphology under athyroid conditions Pax8–/– mice were intercrossed
with transgenic animals expressing eGFP under a glia specific promoter.
While the number of Bergmann glia cells as well as the formation of their GFAP-
positive fibers were not affected by the absence of thyroid hormones, a striking
reduction in the formation of the lateral Bergmann glia processes was observed in
Pax8–/– mice compared to control mice indicating that the maturation and differen-
tiation of these specialized astrocytes, just like the Purkinje cells, depends on proper
thyroid hormone supply as well.
In order to elucidate the molecular mechanisms by which thyroid hormone regulates
the formation of the Bergmann glia lamellate processes we analyzed the expression
profile of septin and borg family members as components that are putatively involved
in cytoskeleton remodeling. In these studies a member of each family was identified,
which showed a thyroid hormone dependent expression specifically in Bergmann glia
cells: septin-4 a Bergmann glia specific cytoskeleton protein and borg4 (binder of
Rho GTPases 4), which act as a putative regulator of septin assembly.
Further analysis revealed that in the Pax8–/– cerebellum the transcript and pro-
tein levels of both gene products were considerably down regulated while thyroid
hormone treatment of these animals restored normal septin-4 and borg4 expression
levels. In addition it could be shown that this response is mediated via the thyroid
hormone receptor TRα1. Moreover, immunoprecipitation studies and immunocyto-
chemical analysis revealed that septin-4 and borg4 interact with each other in-vitro
and by membrane fractionation and immunocytochemistry a direct association of
septin-4 with the Bergmann glia cytoskeleton could be demonstrated. Borg4 did not
directly interact with actin but exhibited an overlapping localization with α-tubulin.
Most intriguingly over-expression of borg4 in primary cerebellar astrocytes resulted
in pronounced alterations of the cellular shape and led to the formation of long
filopodia like extensions, indicating that borg4 indeed is important for thyroid hor-
mone induced cytoskeleton remodeling.
In summary: septin-4 and borg4 are members of gene families which are involved
in signaling cascades influencing regulatory processes for reorganization of the cell



cytoskeleton. Both gene products are thyroid hormone dependently expressed in
Bergmann glia cells and can interact with each other and the cytoskeleton. We
therefore speculate that a septin-4 / borg4 signaling pathway may play a significant
role in the thyroid hormone dependent development and differentiation of Bergmann
glia cells.



Inhaltsverzeichnis

Abkürzungsverzeichnis iv

Abbildungsverzeichnis vi

Tabellenverzeichnis vii

1 Einleitung 1
1.1 Das endokrine System . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
1.2 Thyroidhormone . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2
1.3 Kongenitale Hypothyreose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4
1.4 Die Pax8−/− Maus als perfektes Tiermodell für die kongenitale Hy-

pothyreose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4
1.5 Thyroidhormone und das Gehirn . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5
1.6 Das Cerebellum . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7

1.6.1 Purkinjezellen und Bergmann Gliazellen . . . . . . . . . . . . 7
1.6.2 Thyroidhormone und das Cerebellum . . . . . . . . . . . . . . 9

1.7 Thyroidhormon-Rezeptoren . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10
1.8 Putative Zielgene der Thyroidhormon-Wirkung im Cerebellum . . . . 12

1.8.1 Septine . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12
1.8.2 Der Glutamattransporter GLAST als putativer Interaktions-

partner von Septinen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
1.8.3 borg (binder of Rho GTPases) als putative Interaktionspart-

ner von Septinen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
1.9 Zielstellung der Arbeit . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14

2 Material und Methoden 16
2.1 Versuchstiere . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16
2.2 Zellkultur . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 17

2.2.1 Transformierte Zelllinien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18
2.2.2 Primärzellkultur . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18
2.2.3 Transfektion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19
2.2.4 Zellmorphologie-Quantifizierung transfizierter Zellen . . . . . . 19

2.3 Plasmide . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19
2.4 In-Situ Hybridisierung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20
2.5 Quantitative Real-Time-PCR . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22
2.6 Herstellung eines anti-borg4 Antikörpers . . . . . . . . . . . . . . . . 22
2.7 Proteinanalyse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23

2.7.1 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese / Western-Blot . . . . . 23
2.7.2 Dephosphorylierung borg4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24
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3.6 Interaktion von Septin-4 und borg4 mit dem Zytoskelett . . . . . . . 58

3.6.1 Studien zur funktionellen Relevanz von Septin-4 und borg4
in organotypischen Schnittkulturen und primären cerebellaren
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1
Einleitung

1.1 Das endokrine System

Das endokrine System (Hormonsystem) besteht aus verschiedenen Drüsen, die che-
mische Botenstoffe, die Hormone, produzieren. Diese Hormone können auf die
Drüsenzellen selbst (autokrin), auf direkt benachbarte Zellen (parakrin) oder auf
weiter entfernt liegende Zielzellen (endokrin) wirken. Im letzten Fall erfolgt der
Transport der chemischen Botenstoffe zu den Zielzellen durch den Blutkreislauf.
Die Hormonwirkung wird über spezielle Rezeptoren in den Zielzellen vermittelt [1].
Das Hormonsystem reguliert im Körper höherer Organismen entscheidende zelluläre
Funktionen wie Wachstum, Differenzierung und Stoffwechsel. Die Kontrolle dieses
Systems erfordert daher einen fein abgestimmten Regelkreis, der aus Hypothalamus,
Hypophyse und endokrinen Drüsen wie der Schilddrüse, den Hoden, den Ovarien
oder der Nebennierenrinde besteht [1].
Ein solches Regulationssystem ist am Beispiel der Hypothalamus-Hypophysen-
Schilddrüsen-Achse in Abbildung 1.1 dargestellt.
Sowohl die Biosynthese als auch die Sekretion von Thyroidhormonen werden durch
das hypothalamisch-hypophysäre System reguliert. Der Hypothalamus als überge-
ordnetes Steuerzentrum setzt nach Stimulation Thyreoliberin (TRH, Thyreotropin-
Releasing Hormon) frei, das zur Adenohypophyse transportiert wird und dort an
TRH-Rezeptoren der thyreotropen Zellen bindet. Diese wiederum setzen das glan-
dotrope Hormon Thyreotropin (Thyroidea stimulierendes Hormon, TSH) frei. Thy-
reotropin stimuliert dann sowohl die Sekretion von Thyroidhormonen als auch das
Wachstum und die Differenzierung der Schilddrüse. Die aus der Schilddrüse abge-
gebenen Hormone 3,5,3’-Triiodthyronin (T3) und 3,5,3’,5’-Tetraiodthyronin (Thy-
roxin, T4) gelangen durch den Blutkreislauf zu den Zielgeweben [1, 3].
Gleichzeitig existieren im hypothalamisch-hypophysären Regelkreis aber auch nega-
tive Rückkopplungsmechanismen, die die genaue Regulation des Systems steuern.
Schilddrüsenhormone wirken im Überschuss hemmend auf Hypophysenvorderlappen
und Hypothalamus. Der Hypothalamus schüttet Somatostatin als inhibitorisches
RIH (Release Inhibiting Hormon) aus, das als Antagonist zum Thyreotropin wirkt
[1, 3].
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Abbildung 1.1: Die Hypothalamus-Hypophysen-Schilddrüsen-Achse reguliert Produktion
und Wirkung von Schilddrüsenhormonen: Der Hypothalamus setzt Thy-
reoliberin (TRH) frei, das die Synthese von Thyreotropin (TSH) in der
Hypophyse stimuliert. TSH induziert die Sekretion von Thyroidhormo-
nen (TH) aus der Schilddrüse. Freie oder mit Thyroxin-Binde-Proteinen
(TBP) assoziierte Hormone gelangen über den Blutkreislauf zu den Ziel-
geweben. Ein TH-Überschuss führt zur regulatorischen Inhibition von
Hypothalamus und Hypophyse. (Bild verändert nach [2])

1.2 Thyroidhormone

Thyroidhormone (TH) sind Derivate der Aminosäure Tyrosin mit kovalent gebunde-
nem Iod. Beide Formen, das Prohormon Thyroxin (T4) und das wirksamere Triiod-
thyronin (T3), werden in den Follikelzellen der Schilddrüse synthetisiert. Dazu wird
Iodid über einen Na+/I- Symporter aktiv in die Schilddrüse transportiert, durch eine
Thyroid-Peroxidase in Gegenwart von Wasserstoffperoxid oxidiert, und an die, an
Thyreoglobulin gebundenen, Tyrosinreste gekoppelt. Nach diesem Prinzip entstehen
im Follikellumen zunächst Monoiod- bzw. Diiod-Tyrosine. Diese werden nach Bedarf
enzymatisch ebenfalls durch die Thyroid-Peroxidase zu T4 oder T3 verbunden und
die verschiedenen, an Thyreoglobulin gebundenen, Iodothyronin-Derivate als Kollo-
id im Lumen der Follikelzellen gespeichert. Nach der Kolloid-Endozytose erfolgt in
den Lysosomen der Thyreozyten die Abspaltung der Schilddrüsenhormone T3 und
T4 vom Trägerprotein. Die Thyroidhormone werden in den Blutkreislauf abgegeben,
wobei Thyroxin beim Menschen im mehr als 40-fachen Überschuss sezerniert wird
(90 nM T4 vs. 2 nM T3). Nur eine sehr geringe Menge an Serum T3/T4 zirkuliert
frei im Blut, der größte Anteil ist an Transportproteine wie Thyroxin-Binde-Protein
(TBP) oder Albumin gebunden [3]. In die Zielzellen aufgenommenes Thyroxin muss
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zuerst in die aktive Form 3,5,3’-Triiodthyronin (T3) umgewandelt werden. Das er-
folgt über enzymatische 5’-Deiodierung des äußeren Ringes durch Deiodinasen.
Drei verschiedene Iodthyronin Deiodinasen, Typ I, II und III (D1, D2 und D3), sind
bis heute bekannt, die die Wirkung von Schilddrüsenhormonen durch Aktivierung
bzw. Inaktivierung der Hormone in den Zielzellen regulieren. D1 katalysiert hierbei
entweder die Deiodierung des äußeren oder des inneren Ringes der Iodthyronine,
D2 nur die 5’-Deiodierung des äußeren Ringes und D3 nur die 5-Deiodierung des
inneren Ringes. Hierbei entstehen das aktive Hormon T3, das metabolisch inaktive
reverse T3 (rT3, 3,3’,5’-Triiodthyronin) oder das inaktive T2 (3,3’-Diiodthyronin),
welches rasch weiter abgebaut wird. Die grundsätzlichen Deiodinasereaktionen sind
in Abbildung 1.2 dargestellt. Deiodinasen werden gewebespezifisch exprimiert. D1
kommt vor allem in peripheren Geweben wie Leber und Nieren vor, D2 in Gehirn,
Hypophyse, Plazenta und braunem Fettgewebe und D3 im Gehirn, der Haut und in
der Plazenta [4, 5].
Schilddrüsenhormone haben einen entscheidenden Einfluss auf die Entwicklung und
Physiologie höherer Organismen. Sie wirken auf fast alle Gewebe im Körper und
sind für Metabolismus, Thermogenese, Wachstum und Differenzierung verantwort-
lich. Ein Zielorgan, welches sowohl während der Entwicklung als auch im adulten
Zustand stark durch Thyroidhormone beeinflusst wird, ist das Gehirn [6, 7].

Abbildung 1.2: Die drei verschiedenen Deiodinasen D1, D2 und D3 katalysieren die
Deiodierung des äußeren oder inneren Ringes und aktivieren bzw. inak-
tivieren damit Thyroidhormone. (Bild verändert nach [4])
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1.3 Kongenitale Hypothyreose

Wie wichtig Schilddrüsenhormone besonders für die Entwicklung sind, wird bei Kin-
dern sichtbar, die unter einer angeborenen (kongenitalen) Hypothyreose leiden. Mit
einem Fall pro 3000 - 4000 Lebendgeburten zählt diese Erkrankung zu den häufigsten
endokrinen Funktionsstörungen beim Menschen. Kongenitale Hypothyreose tritt
meistens sporadisch auf und ist durch geringe Mengen an Serum-Schilddrüsenhormo-
nen und erhöhten Mengen an Thyreotropin gekennzeichnet. Sie resultiert bei 85 %
aller Fälle aus einer Dysgenese der Schilddrüse und bei 10 % aus einer fehlerhaften
Hormonsynthese. Nur etwa 2 % aller betroffenen Personen sind für diese Erkrankung
familiär erblich vorbelastet. [8, 9, 10].
Kongenitale Hypothyreose führt unbehandelt zu Kretinismus, der sich durch geistige
Behinderung, Unfruchtbarkeit, Kleinwuchs, Kropfbildung, Knochenverformungen,
Lähmungen, Haltungsschäden, Taubstummheit, Schielen oder Fettsucht auszeich-
nen kann. Die rechtzeitige Thyroidhormon-Ersatz-Therapie nach der Geburt kann
dies verhindern. Weltweit werden deshalb seit Ende der 70er-Jahre Neugeborene in
der ersten Lebenswoche auf eine fehlende oder gestörte Funktion der Schilddrüse
untersucht [11, 12].
Eine angeborene Hypothyreose erfordert eine lebenslange Behandlung mit dem
Schilddrüsenhormon Thyroxin. Wird diese Therapie innerhalb der ersten zehn
Lebenstage in der richtigen Dosierung begonnen und lebenslang beibehalten, so
verläuft die geistige und körperliche Entwicklung vollkommen normal und unauffällig
[12].

1.4 Die Pax8−/− Maus als perfektes Tiermodell für die

kongenitale Hypothyreose

Die meisten Fälle von kongenitaler Hypothyreose resultieren aus einer Dysgenese
der Schilddrüse. Diese Dysgenese entsteht aber nur sehr selten aus einer genetischen
Mutation. Da Pax-Gene im Allgemeinen essentiell für die Organogenese sind und
bekannt war, dass speziell Pax8 während der Entwicklung der Schilddrüse exprimiert
wird [13], wurde von Mansouri et al. [14] eine Pax8 loss-of-function Mausmutante
etabliert und analysiert. Dabei konnte gezeigt werden, dass Pax8 hauptsächlich für
die Ausbildung der Thyroidhormon-synthetisierenden Follikelzellen in der Schild-
drüse verantwortlich ist [14]. Aufgrund dieser Erkenntnis wurden anschließend auch
Patienten mit einer Punktmutation in der DNA-bindenden Domäne des PAX8 Gens
beschrieben [15].
Die bis heute bekannten neun verschiedenen Pax-Gene spielen allgemein eine ent-
scheidende Rolle in der embryonalen Ausbildung von Geweben und Organen. Sie
wirken als Transkriptionsfaktoren und besitzen alle die namengebende und stark
konservierte paired box DNA-Bindedomäne [16, 17, 18]. Pax8 aktiviert Gene, die
für die Ausbildung der Follikelzellen in der Schilddrüse essentiell sind. Diese Zellpo-
pulation, und somit eine funktionelle Schilddrüse, fehlen in der Pax8–/– (KO) Maus
komplett. Das führt dazu, dass diese Tiere nach der Geburt athyroid sind. Die präna-
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tal durch die Plazenta der Mutter sichergestellte Hormonzufuhr wird postnatal nicht
durch die eigene Produktion von Thyroidhormonen ersetzt. Im Serum dieser Tiere
ist daher kein Thyroxin nachweisbar [14, 19].
Die Pax8–/– Maus (siehe Abbildung 1.3) stellt ein perfektes Modellsystem für kon-
genitale Hypothyreose dar. Sie bietet im Vergleich zu Tieren mit operativ bzw.
chemisch induziertem Hypothyroidismus, der mit schweren Nebenwirkungen einher-
geht, experimentelle Vorteile. So werden durch die operative Entfernung der Schild-
drüse zum Beispiel auch die Calcitonin-produzierenden C-Zellen beseitigt, die in
den Pax8–/– Mäusen funktionell voll erhalten sind [14]. Ein durch Chemikalien wie
Propylthiouracil (PTU), einem Thyreostatika, das die Thyreoperoxidase kompetitiv
hemmt, induzierter Hypothyroidismus setzt eine oft experimentell nachteilige Lang-
zeitbehandlung der Versuchstiere voraus.
Pax8–/– Mäuse zeigen einen markanten Phänotyp: Sie sterben spätestens nach der
Entwöhnung von der Mutter, sind viel kleiner und leichter als ihre Geschwister,
sind taub und haben einen ataxischen Phänotyp [20, 21]. Die Ataxie deutet darauf
hin, dass das Fehlen der Schilddrüsenhormone in diesen Tieren zu neurologischen
Ausfällen führt.

Abbildung 1.3: Gegenüberstellung einer Pax8+/+ Maus und ihres Pax8–/– Geschwister-
tieres zum Zeitpunkt P12. Pax8–/– Mäuse sind kleiner und leichter als
ihre Geschwister, sind taub und haben einen ataxischen Phänotyp.

1.5 Thyroidhormone und das Gehirn

Eines der wichtigsten Zielorgane der Thyroidhormon-Wirkung ist sowohl das sich
entwickelnde als auch das adulte Gehirn. Hypothyroidismus während der fötalen
und postnatalen Entwicklung führt zu mentaler Retardierung und neurologischen
Schädigungen, im Erwachsenenalter zu psychiatrischen Auffälligkeiten wie starken
Depressionen [6, 24].
Im sehr frühen Entwicklungsstadium wird der Maus-Fötus über die Plazenta mit
mütterlichem Thyroxin versorgt und dieses im Gehirn durch Deiodinase TypII (D2)
in T3 umgewandelt. Die fötale Schilddrüse beginnt am Tag 17 nach der Befruchtung
Schilddrüsenhormone zu synthetisieren. Die T3-Menge steigt danach stetig an und
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Abbildung 1.4: Zeitlicher Ablauf der neuronalen Entwicklung in der Ratte in Beziehung
zum Thyroidhormon-Status; grün: Entwicklung der Hypothalamus-
Hypophysen-Schilddrüsen-Achse, rot: Neurogenese von ausgewählten
Gehirnarealen (R: Rückenmark, M: Medulla, P: Pons), grau: neuro-
nale Differenzierung; Tag 0: Befruchtung, P: Tage nach der Geburt;
Schema verändert nach [22, 23]

erreicht zum Zeitpunkt P15 das höchste Niveau [25, 26]. Thyroidhormone selbst ha-
ben keinen Einfluss auf die Anlage, die Bildung und die Polarität des Neuralrohres
(späteres ZNS). Sie sind aber für spätere Prozesse wie Zellmigration, Schichtenaus-
bildung, Differenzierung und Synaptogenese unabdingbar [27].
Ist eine ausreichende Versorgung des Gehirns mit Thyroidhormonen zu bestimmten
Zeitpunkten nicht gewährleistet, treten schwere neurologische Schädigungen auf.
Wird der Fötus durch die Mutter unzureichend mit Schilddrüsenhormonen ver-
sorgt, kommt es zum irreversiblen neurologischen Kretinismus, während postnatale
Thyroidhormon-Defizienz zu kongenitaler Hypothyreose führt, deren Symptomatik
durch rechtzeitige Thyroidhormon-Ersatztherapie reversibel ist [27, 28].
Ein Teil des Gehirns, das pränatal angelegt wird, aber bei Nagern erst postnatal
ausdifferenziert, ist das Cerebellum (Kleinhirn). In dieser Periode nach der Geburt
ist das Kleinhirn besonders stark von einer ausreichenden Versorgung mit Thyroid-
hormonen abhängig und daher ein geeignetes Modell, um athyroide neuronale Zell-
differenzierung zu analysieren.
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1.6 Das Cerebellum

Obwohl das lateinische Wort Cerebellum so viel wie “kleines Gehirn“ bedeutet,
besteht es aus mehr Neuronen (80 - 85 %) als der gesamte Rest des Gehirns. Es
befindet sich dorsal auf den Hirnstamm aufgelagert und ist mit diesem durch drei
Kleinhirnstiele, die die Afferenzen in und die Efferenzen aus dem Kleinhirn enthal-
ten, verbunden [29, 30].
Das Cerebellum untergliedert sich in die stark gefaltete nervenzellhaltige Rinde (Kor-
tex) und die innen liegende weiße Substanz, das Mark. Die Kleinhirnrinde besteht
aus drei charakteristischen Schichten: der Molekularschicht (Stratum moleculare)
ganz außen, der Purkinjezellschicht (Stratum purkinjense) in der Mitte und der
Körnerschicht (Stratum granulosum) im Inneren. Im Kleinhirn unterscheidet man
fünf verschiedene Typen von Neuronen: Purkinjezellen, Körnerzellen, Sternzellen,
Korbzellen und Golgizellen. Zusätzlich gibt es zwei Arten afferenter Fasern, Moos-
und Kletterfasern. Beide Fasertypen und die Körnerzellen sind exzitatorisch. Als
Neurotransmitter dient hier Glutamat. Die restlichen Neurone wirken mit ihrem
Neurotransmitter GABA inhibitorisch [29, 31, 32, 33]. Ein weiterer bedeutender
Zelltyp, der besonders mit den beiden Neuronentypen Purkinjezellen und Körner-
zellen interagiert, ist die Bergmann Glia, ein unipolarer cerebellarer Astrozyt.
Die Funktion des Kleinhirns besteht in der Kontrolle der motorischen Steuerung. Es
ist zuständig für Koordination und Feinabstimmung, verarbeitet sensorische Reize
(Ziel- und Blickmotorik) und spielt eine Rolle bei zahlreichen kognitiven Prozessen
[29, 30, 31, 33].
Die Entwicklung des Kleinhirns ist ein sehr fein abgestimmter und hoch koordinierter
Prozess, der bei Nagern hauptsächlich postnatal, in den ersten drei Wochen nach der
Geburt, abläuft (siehe Abbildung 1.6 A). Bei allen diesen Entwicklungsvorgängen
spielt die enge Verflechtung und Zusammenarbeit zwischen Neuronen (Purkinje- und
Körnerzellen) und Gliazellen (Bergmann Glia) eine wichtige Rolle.

1.6.1 Purkinjezellen und Bergmann Gliazellen

Eines der größten Neurone im Gehirn ist die Purkinjezelle, das wichtigste Neuron im
Kleinhirn. Die Somata der Purkinjezellen bilden die Purkinjezellschicht und ihr weit
verzweigter Dendritenbaum erstreckt sich in die Molekularschicht hinein. An den
Dendriten befinden sich unzählige synaptische Endigungen, so genannte spines. Die
Purkinjezelle ist das einzige efferente Neuron im Cerebellum. Sein Axon innerviert
und inhibiert Kleinhirnkerne im Mark [31].
Bergmann Gliazellen sind cerebellare Astrozyten, die erstmalig 1875 beschrieben
wurden [34]. Ihre Zellkörper sind in der Purkinjezellschicht um die Somata der Pur-
kinjezellen herum angeordnet, ihre Radialfasern, an denen sich zahlreiche seitliche
Fortsätze befinden, erstrecken sich unipolar in die Molekularschicht und enden an
der Hirnhaut. Die kleinen seitlichen Bergmann Glia-Fortsätze umschließen komplett
den Dendritenbaum der Purkinjezellen, besonders um synaptische Bereiche herum,
und bilden so, wie in Abbildung 1.5 gezeigt, ein dichtes Netzwerk mit den Neuronen
[35]. Durchschnittlich ist eine Purkinjezelle im Kleinhirnkortex von ca. acht Berg-
mann Gliazellen umgeben [36].
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Abbildung 1.5: Purkinje- (PZ, rot) und Bergmann Gliazellen (BG, grün) bilden im
Cerebellum ein dichtes Netzwerk. Während der Kleinhirnentwicklung
migrieren die Körnerzellen (KZ, blau) in enger Verbindung mit den
Bergmann Glia-Radialfasern aus der externen in die interne Körner-
zellschicht (Pfeil).

Anfänglich wurden Bergmann Gliazellen nur passive Stützfunktionen für Purkinje-
zellen [33] und migrierende Körnerzellen zugeschrieben. Doch in den letzten Jahren
konnte gezeigt werden, dass die Bergmann Glia essentiell für die Purkinjezelle ist. Die
experimentelle Entfernung dieser charakteristischen Gliazellen im Kleinhirn führt zu
Desorganisation und Absterben der Purkinjezellen [37, 38, 39]. Des Weiteren üben
Bergmann Gliazellen viele bedeutende Funktionen sowohl im sich entwickelnden als
auch im adulten Cerebellum aus: Sie vermitteln aktiv die Migration der Körnerzel-
len [40, 41], beeinflussen die Organisation der Purkinjezelldendriten [42, 43], sind
an Synapsenbildung beteiligt [43], koordinieren den metabolischen Austausch mit
den Purkinjezellen [44] und exprimieren Transporter, um Neurotransmitter wie z.B.
Glutamat aus dem synaptischen Spalt aufzunehmen und damit die Erregbarkeit der
Nervenzellen zu erhalten [41, 44].
Bergmann Gliazellen exprimieren eine Reihe von Adhäsions- und Signalmolekülen,
die für die engen Interaktionen mit Purkinjezellen oder anderen cerebellaren Neuro-
nen, wie den Körnerzellen, von großer Bedeutung sind. Der Notch-Signalweg zählt
hierbei zu den bedeutendsten Mediatoren der Neuron-Glia-Wechselwirkung während
der Entwicklung des ZNS. Purkinjezelldendriten bilden das Transmembranprotein
DNER, das mit Notch, welches in den Bergmann Glia-Radialfasern exprimiert wird,
interagiert. Diese Interaktion induziert die Differenzierung der Bergmann Gliazellen
im embryonalen Kleinhirn [45]. Für andere Bergmann Glia-spezifische Adhäsions-
moleküle wie Cytactin und SC1 konnte eine essentielle Bedeutung für die Migration
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der Körnerzellen im sich entwickelnden postnatalen Kleinhirn nachgewiesen werden
[46, 47, 48, 49, 50, 51].

1.6.2 Thyroidhormone und das Cerebellum

Bedeutende externe Faktoren, die die Entwicklung des Kleinhirns entscheidend be-
einflussen, sind Thyroidhormone. Als zelluläre Ziele werden in der Literatur beson-
ders die Neuronen beschrieben. So regulieren Schilddrüsenhormone die Migration
der Körnerzellen und die Differenzierung der Purkinjezellen und deren dendritischer
spines [6, 52].

Abbildung 1.6: A: Die Kleinhirnentwicklung der Maus erfolgt hauptsächlich postnatal
(P0-P21) und umfasst die Dendritogenese und Differenzierung der Pur-
kinjezellen (PZ), die Differenzierung und Migration der Körnerzellen
(KZ) sowie die Synaptogenese der Neuronen mit Kletterfasern (KF),
Moosfasern (MF) und Kleinhirnkernen (TK) (Bild verändert nach C.A.
Mason, Columbia University, NY, USA). B: Auswirkungen von perina-
talem Hypothyroidismus auf die Kleinhirnentwicklung: Thyroidhormone
beeinflussen sehr stark die Dendritogenese der Purkinjezellen (blau), die
Migration der Körnerzellen (K, grün) und die Synaptogenese (rot mit
Parallelfasern, schwarz mit Kletterfasern). Bild verändert nach [53]

Wie im restlichen Gehirn wird T4 im Cerebellum durch Astrozyten aufgenommen
und dort durch 5’-Deiodierung (D2) enzymatisch in T3 umgewandelt. T3 wird dann
über aktive Transporter wie MCT8 (Monocarboxylat-Transporter 8) in die Nerven-
zellen aufgenommen und bindet im Zellkern an spezielle neuronale Thyroidhormon-
Rezeptoren [54]. Fehlt T3 im sich entwickelnden Kleinhirn, kommt es zu verschie-
denen morphologischen Abnormalitäten. Diese sind in Abbildung 1.6 B schematisch
dargestellt. Die Körnerzellen proliferieren später und migrieren nur verzögert von der
äußeren in die innere Körnerzellschicht. Die Purkinjezellen sind in Wachstum und
Differenzierung stark retardiert. Sie bilden nur einen verkümmerten Dendritenbaum
mit einer geringeren Anzahl dendritischer spines aus. Die Synaptogenese zwischen
den Parallelfasern der Körnerzellen und den Purkinjezelldendriten ist daher ebenfalls
gestört. Es werden weniger Synapsen ausgebildet. Stimulierende Synapsen zwischen
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den Kletterfasern und den Zellsomata der Purkinjezellen bleiben länger erhalten,
während synaptische Verbindungen zwischen Kletterfasern und den Dendriten der
Purkinjezellen fehlen. Die Synaptogenese zwischen Moosfasern und Dendriten der
Körnerzellen in der inneren Körnerzellschicht ist ebenfalls vermindert (in Abbildung
1.6 B nicht dargestellt) [7, 55].

1.7 Thyroidhormon-Rezeptoren

Abbildung 1.7: Verschiedene Isoformen der Thyroidhormon-Rezeptoren entstehen
durch alternatives Splicen aus den beiden Genen TRα und TRβ. Nicht
alle Isoformen besitzen eine DNA-bindende (orange) und eine Hormon-
bindende (T3) Domäne. (Bild verändert nach [56])

Die zelluläre Wirkung des aktiven Schilddrüsenhormons T3 wird durch die zwei im
Zellkern lokalisierten Rezeptor-Typen TRα und TRβ vermittelt, die hauptsächlich
als hormoninduzierbare Transkriptionsfaktoren wirken. Aus den durch die beiden
Gene TRα und TRβ kodierten mRNAs entstehen durch alternatives Splicen und
unterschiedliche Promotornutzung neun verschiedene Thyroidhormon-Rezeptor Iso-
formen (siehe Abbildung 1.7). Nur vier dieser Isoformen, und zwar TRα1, TRβ1,
TRβ2 und TRβ3 sind funktionelle Rezeptoren, die eine DNA-bindende und ei-
ne Hormon-bindende Domäne besitzen. Vier weitere Isoformen (TRα2, TR∆α1,
TR∆α2, TR∆β3) haben antagonistische Eigenschaften und sind nicht in der Lage,
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T3 zu binden. Bei der p43 Isoform handelt es sich um ein mitochondriales Protein
[56, 57, 58, 59].
Thyroidhormon-Rezeptoren werden organ- und entwicklungsspezifisch exprimiert.
Im Gehirn konnten bisher alle TR-Isoformen, jedoch vor allem der TRα1 Rezeptor
mit einer 70-80 %-igen Dominanz, nachgewiesen werden [60]. TRα1 wird im Klein-
hirn ubiquitär in Purkinje-, Körner- und Bergmann Gliazellen exprimiert, während
TRβ1 hauptsächlich in Purkinjezellen vorkommt [61, 62].
Thyroidhormon-Rezeptoren haben sowohl auf genomischer als auch auf nicht ge-
nomischer Ebene Einfluss auf zelluläre Prozesse. Genomisch binden TRs ohne Li-
gand als Heterodimere im Komplex mit Retinsäurerezeptoren der Familie RXR an
speziellen Sequenzen, so genannte TREs (Thyroidhormon-responsive Elemente) der
DNA [59]. Diese Bindung beeinflusst die Transkription von Genen. In der Regel
führen die Bindung des ligandenfreien Rezeptors (Aporezeptor) zur Repression und
die Bindung des T3-Rezeptor-Komplexes zur Aktivierung der Transkription. Auf
nicht genomischer, transkriptional unabhängiger Ebene, sind ligandengebundene
Thyroidhormon-Rezeptoren in der Lage, mit dem PI3-Kinase/Akt Signalweg oder
dem Aktinzytoskelett zu interagieren [63, 64].
Um die spezifischen Funktionen der einzelnen TR Isoformen zu analysieren, wurden
verschiedene Mausmutanten generiert. So konnte allgemein gezeigt werden, dass
TRα eine entscheidende Rolle für die Regulation der Körpertemperatur und für
die Herzfunktion spielt, während TRβ an der Entwicklung von Innenohr und Re-
tina, an der Regulation der Leberfunktion und der negativen Rückkopplung der
Hypothalamus-Hypophysen-Schilddrüsen-Achse beteiligt ist [56]. Für Experimente
in dieser Arbeit wurden u.a. TRα1–/– und TRβ–/– Mäuse verwendet.
TRα1–/– Mäuse exprimieren die TR Isoformen TRα1 und TR∆α1 nicht. Sie sind
lebensfähig, verhaltensunauffällig und fruchtbar, aber leicht hypothyroid und haben
einen erniedrigten Puls und erniedrigte Körpertemperatur [65]. Im Gegensatz dazu
haben Mäuse, die für TRα1 und TRα2 defizient sind, einen mit der Pax8 KO Maus
vergleichbaren Phänotyp: Sie sind stark hypothyroid, wachstumsretardiert, ihr Ver-
dauungssystem ist nicht korrekt ausgebildet und sie sterben nach der Entwöhnung
von der Mutter [66].
In TRβ–/– Mäusen, die die TR Isoformen TRβ1 und TRβ2 nicht exprimieren, wur-
den erhöhte Mengen an T4, T3 und TSH nachgewiesen. Diese Tiere sind taub und
bilden einen Kropf aus. Das deutet darauf hin, dass TRβ regulatorische Funktion in
der Hypothalamus-Hypophysen-Schilddrüsen-Achse ausübt und in die Entwicklung
des auditorischen Systems involviert ist. TRβ–/– Mäuse spiegeln den Phänotyp des
humanen RTH-Syndroms (Resistenz gegenüber Thyroidhormon) wider [67, 68].
Die durch Kreuzung aus den beiden zuvor beschriebenen Mausmutanten entstande-
nen TRα1–/–TRβ–/– Mäuse sind lebensfähig und haben einen Phänotyp, der bei den
für die einzelnen Rezeptoren defizienten Mäusen nicht beobachtet wurde: Sie syn-
thetisieren Thyroxin, T3 und TSH in extremem Überschuss und haben dadurch ei-
ne hyperaktive Hypothalamus-Hypophysen-Schilddrüsen-Achse. Diese Mäuse bilden
einen ausgeprägten Kropf aus, ihr Wachstum und die Knochenentwicklung sind re-
tardiert und die Weibchen sind infertil [58]. Bei dieser Doppelmutante wird deutlich,
dass die Defizienz der Rezeptoren nicht die gleichen katastrophalen Auswirkungen
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auf den Körper hat, wie die Abwesenheit von Schilddrüsenhormonen (Hypothyroi-
dismus). Das zeigt, dass die Aporezeptorwirkung der ligandenfreien Rezeptoren ent-
scheidend für die, unter hypothyroiden Bedingungen, beobachteten Defekte ist [69].
Studien mit verschiedenen TR-defizienten Mausmutanten haben gezeigt, dass die
Thyroidhormon-Wirkung im Körper über ein Netzwerk von speziellen und gemein-
samen TR-vermittelten Signalwegen erfolgt, bei denen die einzelnen Isoformen ko-
operativ involviert sind oder austauschbar ähnliche Funktionen ausüben können.
Die Spezifität einzelner Isoformen für physiologische Funktionen kann durch organ-
und entwicklungsspezifische Expression bestimmt sein [59].

1.8 Putative Zielgene der Thyroidhormon-Wirkung im

Cerebellum

Obwohl gezeigt werden konnte, dass Schilddrüsenhormone essentiell für das sich ent-
wickelnde und das adulte Gehirn sind, konnten bis heute nur wenige durch Thyroid-
hormone regulierte Gene, die für die Cerebellumentwicklung verantwortlich sind,
identifiziert werden. Hierzu zählen vor allem Faktoren wie Neurotrophine, IGF-I
(Insulin-like growth factor I ) oder Reelin, deren Expression in Neuronen unter hy-
pothyroiden Bedingungen erniedrigt ist. Aber keiner dieser Faktoren ist wirklich
kritisch für die normale Kleinhirnentwicklung [70]. Thyroidhormon-abhängig regu-
lierte Gene oder Signalkaskaden, die das Zytoskelett und damit die Differenzierung
und Morphologie der cerebellaren Gliazellen beeinflussen, sind ebenfalls kaum be-
kannt. Durch Bernal et al. [60, 71] konnte lediglich gezeigt werden, dass das u.a.
in der Bergmann Glia exprimierte GFAP (glial fibrillary acidic protein) bei Hy-
pothyroidismus erniedrigt ist und daraus eine verzögerte Astrozytendifferenzierung
resultiert.
Neben GFAP und den genannten neuronalen Faktoren kommen als putative Ziel-
gene der Thyroidhormon-Wirkung im Cerebellum nur solche Proteine in Frage, die
bei Zytoskelettveränderungen eine Rolle spielen und dadurch auf die Morphologie
neuronaler Zellen einwirken können. Eine Genfamilie, die diese Kriterien erfüllt, sind
die Septine.

1.8.1 Septine

Die Septine, GTP-bindende Proteine, bilden eine eigene Klasse von Zytoskelettprote-
inen. Sie wurden zuerst in knospender Hefe entdeckt. Dort bilden Septine ringförmige
Filamentstrukturen, die die Tochter- von der Mutterzelle separieren [72, 73]. Septine
kommen, außer in Pflanzen, in fast allen höheren Eukaryoten vor und in Säugern
wurden bis heute 13 verschiedene Septingene identifiziert. Durch alternative Trans-
lationsstartpunkte auf den dazugehörigen mRNAs und Splicen entsteht eine höhere
Anzahl von Septin-Proteinen, die teilweise gewebespezifisch vorkommen [74, 75].
Alle Säugetier-Septine besitzen eine hoch konservierte polybasische und eine GTP-
bindende Proteindomäne. Nach ihrer Aminosäuresequenz und der zusätzlichen
Existenz von prolinreichen und α-helikalen coiled-coil Domänen am N- und C-
Terminus werden Septine in vier Gruppen eingeteilt: Die SEPT2 (Septin-1, 2, 4 und
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5), die SEPT3 (Septin-3, 9 und 12), die SEPT7 (Septin-7 und 13) und die SEPT6
(Septin-6, 8, 10, 11) Gruppe [74, 75, 76]. Septine polymerisieren in-vitro zu hetero-
oligomeren Filamenten, die aus mindestens drei verschiedenen Septin-Homomeren
bestehen [75, 77].
Septine kommen in fast allen Körperzellen vor und sind dort als Gerüstproteine an
Umstrukturierungen des Zytoskeletts sowie an Vesikeltransport und -fusion beteiligt
und bilden Diffusionsbarrieren aus [78]. Sie interagieren sowohl mit Zellmembranen
als auch mit Aktin- und Mikrotubulifilamenten [74]. Im Nervensystem konnten Sep-
tine an präsynaptischen Membranen (Sept3, Sept7), in synaptischen Vesikeln (Sept5,
Sept6) und in Astrogliafortsätzen (Sept4, Sept7) nachgewiesen werden [79, 80, 81].
Xie et al. [82] und Tada et al. [83] konnten 2007 zeigen, dass ein ringförmiger Septin-
5/7/11 Komplex die Entwicklung von dendritischen spines hippocampaler Neuronen
aktiviert und stabilisiert und eine erniedrigte Septin-Expression in diesen Zellen das
Wachstum und die Verzweigung von Dendriten negativ beeinflusst. Verschiedene
Septine werden in der Neuropathologie im Zusammenhang mit Alzheimer- (Sept1,
2 und 4) und Parkinson-Erkrankungen (Sept4) sowie Gehirntumoren (Sept2) und
dem Down Syndrom (Sept5) beschrieben [84, 85, 86].

1.8.2 Der Glutamattransporter GLAST als putativer Inter-

aktionspartner von Septinen

Da Glutamat der bedeutendste exzitatorische Neurotransmitter im Gehirn ist, muss
dieser, um eine weitere effiziente Signalleitung zu gewährleisten, nach der synapti-
schen Übertragung des Nervenimpulses sofort aus dem synaptischen Spalt entfernt
werden. Diese Funktion wird hauptsächlich durch Gliazellen realisiert, die zwei von
fünf bekannten Glutamattransportern exprimieren: GLAST und GLT-1 [87]. Ver-
bleibt Glutamat dauerhaft im synaptischen Spalt, werden Neurone wie z.B. die Pur-
kinjezellen im Cerebellum, durch Neurotoxizität stark geschädigt [39, 88].
Kinoshita et al. [89] konnten zeigen, dass Septin-2 mit dem Glutamattransporter
GLAST kolokalisiert ist und dass beide Proteine interagieren. Im Mausgehirn kommt
Septin-2, zusammen mit Septin-4, 7 und GLAST hauptsächlich in Bergmann Glia-
Fortsätzen der cerebellaren Molekularschicht vor. Septin-2 bindet GLAST in Ab-
hängigkeit von GTP und stabilisiert den Transporter in der Zellmembran. Eine kon-
stitutive Septin-2/GDP-Mutation führte zur Internalisierung von GLAST und hatte
eine verminderte Glutamataufnahme zur Folge.

1.8.3 borg (binder of Rho GTPases) als putative Interak-

tionspartner von Septinen

Der molekulare Mechanismus der Regulation der Septinassemblierung konnte bis
heute nicht aufgeklärt werden. Es wurde aber, neben GLAST, eine Proteinfamilie
identifiziert, die in der Lage ist, an Septinfilamenten zu binden und mit ihnen zu
interagieren: Borg-Proteine [90].
Die aus fünf Mitgliedern (borg1-5) bestehende Proteinfamilie der borg wurde 1999
von Joberty et al. [91] als Effektorproteine der Rho GTPasen TC10 und Cdc42 durch
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einen Hefe two-hybrid screen gefunden und beschrieben. Borg-Proteine besitzen eine
konservierte Domänenstruktur, deren auffälligste Komponenten eine CRIB- (Cdc42,
Rac interactive binding) und drei verschiedene Borg-Homologiedomänen (BH1-3)
darstellen. Eine intakte CRIB-Domäne ist für die Bindung der Rho GTPasen not-
wendig. Funktionell induzieren borg, als nachgeschaltete Effektorproteine von Cdc42,
die Umstrukturierung von Aktinfilamenten und damit des Zytoskeletts in der Zelle.
Das konnte in, mit verschiedenen borg-Konstrukten überexprimierten, NIH-3T3 Zel-
len gezeigt werden. Diese Zellen bilden lange dünne Ausläufer, Lamellipodien und
Pseudopodien aus, und zeigten ein vermindertes Vorkommen von Aktin-Stressfasern.
Außerdem inhibiert borg3 unabhängig von einer Interaktion mit Cdc42 die Aktivität
der Jnk-Kinase [91, 92, 93].
Weiterhin ist bekannt, dass borg-Proteine die Organisation von Septinfilamenten
in Säugerzellen durch Bindung beeinflussen. Borg3 bindet über seine BH3-Domäne
spezifisch Septin-2/6/7 Heterooligomere. In, mit borg1 und borg3 überexprimierten
Zellen, konnte gezeigt werden, dass diese borg zur zusätzlichen Aggregation von nor-
malen Heterooligomeren beitragen und der Effekt durch eine borg-Cdc42 Interaktion
revidierbar ist [90, 94].

1.9 Zielstellung der Arbeit

Thyroidhormone spielen bei der Kleinhirnentwicklung eine entscheidende Rolle. Das
wird besonders bei Kindern sichtbar, die unter kongenitaler Hypothyreose leiden.
Diese Erkrankung führt ohne rechtzeitig begonnene Thyroidhormon-Ersatztherapie
zu schwerster körperlicher und geistiger Behinderung. Als Grund der cerebellaren
Störungen unter athyroiden Bedingungen werden seit Jahren wachstumsretardier-
te und wenig ausdifferenzierte Purkinjezellen mit missgebildeten Dendritenbäumen
diskutiert. Bisher konnte jedoch nicht gezeigt werden, dass Thyroidhormone in-vivo
direkt auf die Morphologie und Funktionalität dieser Nervenzellen einwirken. Bis
heute ist nur wenig darüber bekannt, ob Bergmann Gliazellen, die funktionell und
strukturell auffälligste Gliapopulation im Kleinhirn, ebenfalls unter hypothyroiden
Bedingungen abnormale morphologische Veränderungen zeigen.
Bergmann Gliazellen stehen nicht nur in enger struktureller und funktioneller Bezie-
hung zu den Purkinjezellen, sie sind auch für deren Überleben essentiell. Deshalb soll-
te als erster Schwerpunkt in dieser Promotionsarbeit geklärt werden, ob Bergmann
Gliazellen ebenfalls eine von Thyroidhormonen abhängige Differenzierung zeigen.
Könnte dieser Zelltyp eventuell als primäres Ziel von Thyroidhormonen in der Klein-
hirnentwicklung beeinflusst werden? Sind die Purkinjezellen nur sekundär retardiert,
weil die Bergmann Gliazellen, als ihre engsten Interaktionspartner, unter athyroi-
den Bedingungen morphologisch beeinträchtigt sind und daraus eine ungenügende
Interaktion und Unterstützung während der Dendritenausbildung resultiert?
Weiterhin gibt es nur unzureichende Erkenntnisse darüber, welche molekularen Me-
chanismen der von Schilddrüsenhormonen abhängigen Zellentwicklung im Kleinhirn
zu Grunde liegen. Durch Thyroidhormone regulierte Gene, Proteine und Signal-
kaskaden, die Differenzierungsprozesse der Neurone und Gliazellen im Cerebellum
steuern und beeinflussen, sind bis heute noch weitgehend unbekannt. Als zweiter

14



EINLEITUNG

Schwerpunkt dieser Arbeit sollten daher die beiden Genfamilien der Septine und
der borg näher analysiert werden, die in Signalkaskaden involviert sind, welche
die Umstrukturierung des Zellzytoskeletts beeinflussen und regulieren. Zu klärende
Fragestellungen waren hierbei die zelluläre Lokalisation und die Thyroidhormon-
abhängige Expression verschiedener Familienmitglieder im Cerebellum der Maus.
Für die bei diesen Analysen erstmalig identifizierten, Bergmann Glia-spezifisch und
Thyroidhormon-abhängig exprimierten, Familienmitglieder Septin-4 und borg4 soll-
ten vertiefende zelluläre und funktionelle Studien durchgeführt werden. Der Haupt-
fokus lag dabei auf der Problematik, welchen Einfluss diese Genprodukte auf die
Zytoskelettassemblierung haben und welche Rolle sie dadurch für die Differenzie-
rung der Bergmann Gliazellen spielen.
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2
Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Alle Mäuse wurden unter standardisierten Bedingungen (22 ◦C Raumtemperatur,
12 h Tag-Nacht-Zyklus, Wasser und Futter ad libitum) in einem darauf speziali-
sierten, spezifisch pathogenfreien Tierhaus des Fritz-Lipmann-Institutes (FLI) ge-
halten. Die Tierzucht, Substitutionsexperimente und das Töten der Tiere erfolgte
mit Genehmigung und in Übereinstimmung mit den Vorgaben und Prinzipien des
Thüringer Landesamtes für Lebensmittelsicherheit und Verbraucherschutz (TLLV
Thüringen, Erfurt, Deutschland).

Pax8+/– Mäuse [14] mit C57BL/N6 Hintergrund wurden unserer Arbeitsgruppe von
A. Mansouri und P. Gruss (Göttingen, Deutschland) zur Verfügung gestellt. Die im
Rahmen dieser Arbeit verwendeten Pax8–/– und Pax8+/+ (Wildtyp) Tiere stammen
aus Verpaarungen von heterozygoten Elterntieren ab.

Männliche GFP-transgene Mäuse (GFAP-GFP [95] und S100β-GFP [96]) wurden
von der Firma Jackson Laboratory (Bar Harbor, USA) käuflich erworben und mit
weiblichen heterozygoten Pax8 Tieren verpaart. Aus der Tochtergeneration wurden
danach männliche und weibliche Pax8+/–, GFP-transgene Tiere in die Verpaarung
genommen.
TRα1–/– [65] und TRβ–/– Mäuse [67] stammen ebenfalls von der Firma Jackson La-
boratory (Bar Harbor, USA).

TRα1–/–Pax8–/–, TRβ–/–Pax8–/–, TRα1–/–/S100β-GFP und TRβ–/–/S100β-GFP Tiere
sowie die dazugehörigen Wildtyp-Geschwister wurden durch Kreuzverpaarung aus
den zuvor beschriebenen Maus-Stämmen gezüchtet. Die Genotypisierung der Mäuse
erfolgte mittels Standard-PCR, mit den in Tabelle 2.1 aufgelisteten spezifischen Pri-
mern.

Die Substitution der Versuchstiere mit Thyroxin (T4) wurde täglich als subkutane
Injektion mit einer physiologischen Dosis (20 ng/g BW) zwischen P7 und P11, oder
einer einmaligen pharmakologischen Dosis (200 ng/g BW) am Tag P11 durchgeführt.
Zum Zeitpunkt P12 wurden das Gehirn und andere Gewebeproben für In-situ Hybri-
disierung (ISH) und Real-Time-PCR entnommen und entsprechend aufgearbeitet.
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Tabelle 2.1: Genotypisierungsprimer

Gen Genotypisierungs-Primer 5’- 3’ PCR-Produkt

Pax1: GGATGTGGAATGTGTGCGAGG

Pax8 Pax2: GCTAAGAGAAGGTGGATGAGAG
WT: 390 bp

Pax3: GATGCTGCCAGTCTCGTAG
KO: 370 bp

for: ACTCCTTCATAAAGCCCTCG
GFAP-GFP

rev: AAGTCGATGCCCTTCAGCTC
tg: 498 bp

for: ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCT
S100β-GFP

rev: TCGTTGGGGTCTTTGCTCAGGGC
tg: 641 bp

1311: GGAGTCGACCGAGAAGAGTCAGGA

TRα1 1312: GTATGGGAGCTGCATCTATCCAAG
WT: 358 bp

1313: CACTGCATTCTAGTTGTGGT
KO: 600 bp

1095: GCACAGGGAGGAAGTAGGCTGTTCT

TRβ 1096: CCCTGGAGGCCAAAGGTCATCAATG
WT: 700 bp

1097: GTGCCAGCGGGGCTGCTAAAG
KO: 600 bp

Für ISH wurde das Gehirn auf Trockeneis in 2-Methylbutan schockgefroren und bis
zur Weiterverarbeitung bei -80 ◦C gelagert. Für Real-Time-PCR wurde das Cere-
bellum entnommen, in RNAlater (Ambion) bei -20 ◦C gelagert und später daraus
RNA isoliert.

Versuchstiere wurden generell durch Dekapitation am Tag P6, P12 oder P21 getötet.
Postnatale Zeitpunkte entsprechen der Anzahl an Tagen nach der Geburt.
Um Gehirn-Vibratomschnitte anfertigen zu können, wurde die narkotisierte Maus
zuerst mit PBS und dann mit 4 % PFA perfundiert. Danach wurde das Gehirn ent-
nommen, über Nacht in 4 % PFA durchfixiert und bis zum Schneiden in Lager-Puffer
(1x PBS, 0,1 % BSA, 0,04 % NaN3) bei 4 ◦C aufbewahrt.

2.2 Zellkultur

Alle Zellen wurden unter Standardbedingungen (37 ◦C, 5 % CO2 und 90 % Luft-
feuchtigkeit) kultiviert. Sämtliche Zellkulturarbeiten erfolgten unter steriler Atmo-
sphäre in einer Laminarbox.
Alle transformierten Zelllinien wurden in DMEM-Medium (Gibco, #21969) mit 1 %
Glutamax (Gibco, #35050), 10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin kultiviert.
Alle 4 Tage wurden die Zellen aus der Kulturflasche (Cellstar) mit 1x PBS, 2 mM
Na2EDTA, 1 % BSA abgelöst und im Verhältnis 1:10 aufgeteilt.
Die Kultivierung primärer cerebellarer Mischzellkulturen erfolgte entweder in serum-
freiem Medium (SFM) oder serumhaltigem Medium (HSM), das jeweils frisch her-
gestellt und steril filtriert wurde. SFM bestand aus BME-Medium (Gibco, #41010),
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1 % BSA (Sigma, #A8806), 1 % Glutamax (Gibco, #35050), 1 % I-1884 (Sig-
ma), 1 % Penizillin/Streptomycin, Glucose und NaCl. HSM bestand aus BME-
Medium, 10 % hitzeinaktiviertem Pferdeserum (Gibco, #26050), 1 % Glutamax
(Gibco, #35050), 1 % Penizillin/Streptomycin, Glucose und NaCl. Alle Zellkultur-
gefäße und Deckgläschen wurden mit Poly-D-Lysin (500 µg/ml, 4 ◦C, über Nacht)
vorbeschichtet.

2.2.1 Transformierte Zelllinien

Für Protein-Kolokalisierungsstudien und Stimulationsexperimente wurden verschie-
dene transformierte Zelllinien verwendet. Diese sind in Tabelle 2.2 aufgelistet und
näher charakterisiert.

Tabelle 2.2: Transformierte Zelllinien

Zelllinie Spezifizierung Charakteristika

Ad5 transformierte fibroblastenähnliche,
HEK-293

humane, embryonale Nierenzellen adhärente Monolayer

SV-40 transformierte Nierenzellen der fibroblastenähnliche,
COS-7

grünen Meerkatze (Cercopithecus aethiops) adhärente Monolayer

Fibroblasten,
NIH-3T3 Schweizer Maus-Embryozellen

adhärente Monolayer

2.2.2 Primärzellkultur

Zur Herstellung gemischter cerebellarer Zellkulturen [62] wurden neugeborene Mäuse
(P0, P1) durch Dekapitation getötet, die Cerebella in kaltem CMF-PBS (Kalzium-
und Magnesium-freiem PBS) herauspräpariert und, um Kontaminationen durch Fi-
broblasten zu vermeiden, von Hirnhaut und Blutgefäßen befreit. Die gesammelten
Kleinhirne wurden danach 3 min bei Raumtemperatur mit 1 % Trypsin in CMF-PBS
inkubiert, um die Zell-Zell-Kontakte zu lösen. Nach dieser Inkubationszeit wurde das
Trypsin abgesaugt, durch eine 0,05 %-ige DNase Lösung in BME-Medium (Gibco,
#41010) ersetzt und das Gewebe nacheinander durch drei Glaspipetten mit ab-
steigendem Enddurchmesser homogenisiert. Das Homogenat wurde abzentrifugiert
(3 min, RT, 210 x g), der Überstand verworfen und das Zellpellet in CMF-PBS
resuspendiert. Danach erfolgte eine erneute Homogenisierung durch die drei Glas-
pipetten. Die Zellsuspension wurde anschließend durch ein Nylonnetz mit 40 µm
Poren filtriert, um die vereinzelten Zellen von Verunreinigungen und Gewebeklum-
pen zu separieren. Der Durchfluss wurde erneut zentrifugiert und das nun erhaltene
Zellpellet in SFM durch die Glaspipetten resuspendiert und danach auf einer Zellkul-
turschale für 15 min im Zellkulturschrank inkubiert. Bei diesem Inkubationsschritt
heften sich Fibroblasten an der unbehandelten Oberfläche der Schale an, während
die neuronalen Primärzellen frei im Medium schwimmen. Das Medium mit diesen
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Zellen wurde abgenommen, die Zellen gezählt und in der gewünschten Zelldichte in
einem vorbeschichteten Zellkulturgefäß neu ausgesät.

2.2.3 Transfektion

Für Kolokalisierungsstudien und Koimmunopräzipitation wurden sowohl transfor-
mierte Zelllinien als auch primäre cerebellare Astrozyten mit verschiedenen Plasmid-
DNAs (siehe Tabelle 2.3) transfiziert. Hierfür wurden entweder das FuGENER© HD
Transfection Reagent (Roche) oder das Cell Line NucleofectorTM Kit R (amaxa) für
NIH-3T3 Zellen verwendet. In allen Fällen erfolgten die Experimente streng nach
Herstellerprotokoll. Bei Einsatz des Roche-Kits wurde mit dem Verhältnis 1 µg DNA
zu 3 µl Transfektionsreagenz gearbeitet. Für die amaxa-Transfektionen wurden pro
Probe 2 µg Plasmid-DNA eingesetzt und die Elektroporation mit dem Programm
A-024 (NIH-3T3) durchgeführt.

Tabelle 2.3: Klonierte Expressions-Plasmide für die Transfektion

cDNA Fragment Plasmid NCBI-Nr. Markierung

borg1 nt 398 - 1055 pEGFP-C1 NM 026772 GFP

borg2 nt 283 - 935 pEGFP-C1 NM 026514 GFP

borg3 nt 180 - 816 pEGFP-C1 NM 021454 GFP

borg4 nt 676 - 1759 pEGFP-C1 NM 020006 GFP

borg4 nt 676 - 1759 pcDNA3.1/Zeo NM 020006 -

borg5 nt 1524 - 2146 pEGFP-C1 NM 027219 GFP

Septin-4 nt 36 - 1472 pcDNA4/myc-His A NM 011129 Myc

2.2.4 Zellmorphologie-Quantifizierung transfizierter Zellen

Um die Auswirkung der ektopischen Expression eines Zielproteins auf die Morpho-
logie der transfizierten Zellen quantifizieren zu können, wurden mikroskopische Auf-
nahmen der entsprechenden Zellen angefertigt und der Zellumfang bzw. die -fläche
über das Programm “NIH-Image“ am Computer ermittelt und vergleichend mit
Kontrollzellen analysiert.

2.3 Plasmide

Für Transfektions-Experimente und In-vitro Transkription (bei der ISH) wurden
bestimmte PCR-Fragmente (Zielgene) in kommerzielle Vektor-Systeme einkloniert.
Dabei wurde immer nach den Vorgaben und Protokollen der Plasmid-Hersteller ge-
arbeitet.
Die hierfür benötigten PCR-Fragmente wurden nach Standardprotokoll amplifiziert
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und über Säulen des NucleoSpinR© Extract II-Kits (Macherey-Nagel, Deutschland)
aus dem Agarosegel aufgereinigt. Danach erfolgte die Klonierung in den Zielvektor
und die Transformation von kompetenten E. coli (DH5α, Invitrogen, Deutschland).
Die gewünschte Plasmid-DNA wurde abschließend mit dem NucleoBondR© PC500
Kit (Macherey-Nagel, Deutschland) oder dem EndoFreeR© Plasmid Maxi Kit (Qia-
gen, Deutschland) aus den Bakterien aufgereinigt.
Zur Kontrolle der klonierten Plasmide wurde eine Sequenzierung durchgeführt (MWG
Biotech AG, Deutschland).

2.4 In-Situ Hybridisierung

Die bei -80 ◦C gelagerten Maus-Gehirne wurden mit OCT-Medium (Tissue-Tek, Sa-
kura, Niederlande) auf Halteplatten aufgeklebt, mit einem Kryostat (Leica, Deutsch-
land) geschnitten, die 20 µm dicken Schnitte auf spezielle SuperFrostR© Plus Objekt-
träger (Menzel, Deutschland) aufgezogen und bis zur Weiterverarbeitung bei -80 ◦C
gelagert. Die In-situ Hybridisierung zum Nachweis von mRNA in Gewebeschnitten
wurde entweder mit radioaktiv (35S) oder Digoxigenin (DIG) markierten Sonden
nach Heuer et al. [97] durchgeführt.
Bei der Prähybridisierung wurden die luftgetrockneten Schnitte für 1 h in einer
4 %-igen PFA Lösung fixiert und für 10 min in einer 0,4 %-igen Triton X-100 Lösung
permeabilisiert. Danach erfolgte eine Acetylierung der Schnitte (TEA-Lösung mit
Säureanhydrid, 10 min), um positive Ladungen im Gewebe abzusättigen. Die Schnit-
te wurden dann abschließend mit Ethanol in aufsteigender Konzentration dehydriert
und luftgetrocknet. Alle zwischenzeitlichen Waschschritte erfolgten in PBS.
RNA-Sonden wurden durch in-vitro Transkription des zu analysierenden Gens her-
gestellt [98]. Entsprechende Sequenzabschnitte dieses Gens wurden dazu in ein Plas-
mid (pGEMR©-Teasy (Promega, USA) oder pCRR©2.1-TOPOR© (Invitrogen, USA))
kloniert, das T7 und SP6 Promotorsequenzen für RNA-Polymerasen aus Bakte-
riophagen enthält. Mit Hilfe der, den Promotorsequenzen entsprechenden, RNA-
Polymerasen wurden mit unmarkierten, (35S)-UTP und (35S)-CTP markierten Nu-
kleotiden (Amersham, GB) (radioaktive ISH) oder mit DIG-UTP markierten Nu-
kleotiden (DIG RNA Labeling Mix, Roche, Deutschland) (nichtradioaktive ISH) ein-
zelsträngige RNA-Sonden synthetisiert. Alle hierfür verwendeten Plasmidkonstrukte
sind in Tabelle 2.4 aufgelistet.
Die RNA-Sonden wurden in Hybridisierungspuffer (50 % Formamid, 10 % Dex-
transulfat, 0,6 M NaCl, 10 mM Tris·HCl pH 7.5, 1 x Denhardt’s, 100 µg/ml Lachs-
Sperma-DNA, 500 µg/ml t-RNA, 1 mM EDTA, 10 mM Dithiothreitol) auf eine End-
konzentration von 5·104 cpm/ml (radioaktive Sonden) oder 5 ng/µl (DIG-Sonden)
verdünnt, anschließend auf die Gewebeschnitte aufgetropft und die Schnitte bei
58 ◦C über Nacht in einer feuchten Kammer inkubiert.
Die Posthybridisierung der mit RNA-Sonde markierten Schnitte erfolgte durch Wa-
schen in Natriumzitratpuffer (SSC: 0,3 M NaCl, 0,03 M Natriumzitrat, pH 7.0) mit
abnehmender Salzkonzentration (2x, 1x, 0,5x und 0,2x SSC) sowie einer RNase Be-
handlung (RNase A (20 µg/ml) und RNase T1 (1U/ml)) bei 37 ◦C.
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Tabelle 2.4: Klonierte Plasmide für die in-vitro Transkription / ISH

cDNA Fragment Größe NCBI-Nr. Plasmid Promotor/

Orientierung

T7 (antisense)
borg1 nt 398 - 1055 657 bp NM 026772 pGEM Teasy

SP6 (sense)

T7 (sense)
borg2 nt 283 - 935 652 bp NM 026514 pGEM Teasy

SP6 (antisense)

T7 (antisense)
borg3 nt 180 - 816 636 bp NM 021454 pGEM Teasy

SP6 (sense)

T7 (antisense)
borg4 nt 708 - 1326 618 bp NM 020006 pGEM Teasy

SP6 (sense)

T7 (antisense)
borg5 nt 1524 - 2146 622 bp NM 027219 pGEM Teasy

SP6 (sense)

T7 (antisense)
Septin-4 nt 36 - 1472 1436 bp NM 011129 pGEM Teasy

SP6 (sense)

T7 (sense)
Septin-2 nt 167 - 862 695 bp NM 010891 pCRII-TOPO

SP6 (antisense)

T7 (sense)
GLAST nt 494 - 1160 666 bp NM 148938 pGEM Teasy

SP6 (antisense)

T7 (antisense)
GFAP nt 105 - 930 825 bp NM 010277 pGEM Teasy

SP6 (sense)

Bei der radioaktiven ISH schloss sich an die Posthybridisierung eine Dehydrierung
der Schnitte durch Ethanolbehandlung in aufsteigender Konzentration an. Danach
wurden die Schnitte getrocknet, in eine Röntgenkassette einsortiert und ein Bio-
max MR Film (Kodak, Sigma Aldrich, Deutschland) zur Bestimmung der Signal-
intensitäten aufgelegt. Um die hybridisierten Schnitte mikroskopisch auswerten zu
können, wurden diese in NTB2-Fotoemulsion (Kodak, Integra Biosciences, Deutsch-
land) getaucht und nach dem Trocknen bei 4 ◦C in speziellen abgedunkelten Boxen
gelagert. Die Entwicklung der getauchten Schnitte erfolgte nach 1 - 14 Tagen, je
nach der zu detektierenden mRNA, für 5 min in D19-Entwicklerlösung (Kodak,
Sigma-Aldrich, Deutschland). Abschließend wurden die Schnitte für 15 min mit Ra-
pid Fix-Fixierer (Kodak, Sigma-Aldrich, Deutschland) fixiert, erneut dehydriert und
mit Deckgläschen abgedeckt. Um die Lokalisierung der ISH-Signale zellulär zuord-
nen zu können, wurden manche Schnitte vorher noch mit Kresylviolett gegengefärbt.
Bei der DIG-ISH wurden die Schnitte nach der oben beschriebenen Posthybridisie-
rung mit P1 (100 mM Tris·HCl, 150 mM NaCl, pH 7.5) gewaschen und für 45 min
in P2 (P1 mit 10 % Magermilchpulver) geblockt. Danach erfolgte die Inkubation
mit alkalischer Phosphatase konjugierten, 1:1000 verdünnten anti-Digoxigenin An-
tikörpern (Roche, Deutschland) über Nacht bei 4 ◦C. Am Folgetag wurden die
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Schnitte erneut mit P1 und P3 (100 mM Tris·HCl, 100 mM NaCl, 50 mM MgCl2,
pH 9.5) gewaschen. Danach erfolgte die Färbung der Schnitte durch Inkubation
mit Substratlösung (P3 mit 80 µg/ml NBT (Nitroblau-Tetrazolium-Chlorid) und
45 µg/ml X-Phosphat(5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphat)) für 1-4 Stunden bei
Raumtemperatur.

2.5 Quantitative Real-Time-PCR

Gesamt-RNA wurde mit dem NucleoSpinR© RNAII-Kit (Macherey-Nagel) entweder
aus frisch entnommenen oder aus bei -20 ◦C in RNAlater (Ambion) gelagerten
Kleinhirnen isoliert. Die Synthese der cDNA erfolgte mit Hilfe des ThermoScriptTM

RT-PCR Systems (Invitrogen, Deutschland) mit oligo(dT)20-Primern nach Herstel-
lerprotokoll. Die sich anschließende quantitative Real-Time-PCR (qPCR) wurde in
einem iCycler (BIO-RAD, Deutschland) durchgeführt. Die Amplifikation der Zielge-
ne erfolgte mit dem iQTM SYBR Green Supermix (BIO-RAD, Deutschland) und den
in Tabelle 2.5 aufgelisteten Primern. Die Normalisierung der erhaltenen Messwerte
erfolgte über einen Abgleich mit Cyclophilin als Standard.

Tabelle 2.5: Primer für die quantitative Real-Time-PCR

Gen Primer (5’ - 3’) PCR-Produkt

GCA AGG ATG GCA AGG ATT GA
Cyclophilin

AGC AAT TCT GCC TGG ATA GC
101 bp

GAT ACG GTC TCA CTC TAG CC
borg4

GGG TAG AAT TAC AGG AGC TG
169 bp

CTG GGT AAA TCC ACT CTT GT
Septin-4

TAT ATC CAC TGC GTG CTT AG
123 bp

TGG TCT AGA GTG AGC CTT GT
GLAST

CTG TCT GAG ATC CTC ATG GT
144 bp

CGT GAC TCC TGA AGA TGA TG
Deiodinase Typ 1

CCA ATG CCT ATG GTT CCT AC
199 bp

2.6 Herstellung eines anti-borg4 Antikörpers

Die Immunisierung eines Kaninchens mit dem N-terminal lokalisierten Peptid
RGPDRVAAAPPRQPDK der Proteinsequenz von borg4 erfolgte durch die Firma
Davids Biotechnologie (Regensburg, Deutschland). Das Antiserum (50 ml) wurde
von uns käuflich erworben und zuerst die Gesamt-IgG Fraktion über eine Protein-
G-Sepharose Säule isoliert. Die an die Sepharose gebundenen IgGs wurden mit
0,1 M Glyzin (pH 2.8) eluiert, mit 2 M Tris (pH 7.3) neutralisiert und in NaP-Puffer
über Nacht dialysiert. Das dialysierte Eluat wurde anschließend zur Isolierung der
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borg4 spezifischen Antikörper über eine, mit dem Immunisierungspeptid beladene
Sepharose-Säule (Amersham, NHS-aktivierte Sepharose 4 Fast Flow) affinitätsgerei-
nigt.
Hierfür zirkulierte die Gesamt-IgG Fraktion mit 8 ml/h drei Tage lang über die Pep-
tidsäule. Danach wurden zuerst die unspezifisch gebundenen Immunglobuline durch
Waschen und Eluieren mit Tris- (pH 8.0), Borat- (pH 9.2) und Zitratlösung (pH 4.0)
entfernt und danach die gebundene anti-borg4 IgG Fraktion mit 0,1 M Glyzin
(pH 2.8) vom Trägermaterial eluiert. Das Eluat wurde sofort mit 2 M Tris (pH 7.3)
neutralisiert und über Nacht bei 4 ◦C in Bindepuffer (20 mM NaP, 0,04 % NaN3) dia-
lysiert. Mittels ELISA (Reacti-Bind Maleic Anhydride Activated Polystyrene 98-well
Plate, Pierce, #15110) wurde die Konzentration (0,9 mg/ml) der Antikörperlösung
bestimmt, die Lösung abschließend mit BSA (2 mg/ml) und 0,04 % NaN3 versetzt,
aliquotiert und bei -20 ◦C gelagert.

2.7 Proteinanalyse

2.7.1 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese / Western-Blot

Zur Gewinnung von Proteinlysaten wurden Kleinhirngewebe oder abgeerntete Zel-
len in Lysepuffer (20 mM Tris·HCl, pH 8.0, 1 mM EDTA, 5 mM MgCl2, 1 mM
DTT, 1 % Triton X-100, Proteinase-Inhibitor-Mix (Roche, Deutschland)) homoge-
nisiert und für zwei Stunden bei 4 ◦C auf einem Drehrad inkubiert. Danach wur-
den alle unlöslichen Zellbestandteile abzentrifugiert (10 min, 16.000 x g, 4 ◦C). Die
Protein-Konzentration der Lysate wurde durch BCA-Messung (BCATM Protein As-
say Kit, Pierce) ermittelt. Gleiche Proteinmengen wurden dann auf ein 10 %-iges
Polyacrylamidgel aufgetragen und nach Standardprotokoll im elektrischen Feld nach
Größe aufgetrennt. Als Größenmarker dienten der PageRulerTM Prestained Protein
Ladder Plus (Fermentas, #SM1811) oder der SeeBlueR© Plus2 Prestained Standard
(Invitrogen, #LC5925)
Durch Tank-Western-Blot (Mini Trans-BlotR©, BIO-RAD) wurden die Proteine im
elektrischen Feld aus dem Polyacrylamidgel auf eine PVDF-Membran (Immobilon-P,
Millipore) transferiert. Danach wurde die Membran für 1 h geblockt (5 % Mager-
milchpulver in 1 x TBS-T) und über Nacht mit dem Primärantikörper bei 4 ◦C
inkubiert. Die in Tabelle 2.6 aufgelisteten Primärantikörper kamen zur Detektion
der entsprechenden Proteine auf der Western-Blot-Membran zum Einsatz.
Am Folgetag wurde die Membran mehrmals mit 1 x TBS-T gewaschen und der
Primärantikörper anschließend durch einen entsprechenden HRP-gekoppelten, 1:2000
in TBS-T mit 5 % Magermilchpulver verdünnten Sekundärantikörper (DakoCytoma-
tion) detektiert. Nach erneutem, mehrmaligem Waschen mit TBS-T wurde die Mem-
bran für 1 min mit frisch gemischtem ECL (GE Healthcare, UK, #RPN2106V1/V2)
inkubiert. Diese nicht-radioaktive, lichtemittierende Lösung besteht aus einem
Luminol-oxidierenden Reagenz und Luminol im Verhältnis 1:1 und dient dem Nach-
weis von auf einer Membran immobilisierten Proteinen. Die durch die Luminol-
Oxidation hervorgerufene Lichtemission wird durch die am Sekundärantikörper ge-
bundene HRP katalysiert und mit einem Super-RX Röntgenfilm (Fuji, Deutschland)
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Tabelle 2.6: Primärantikörper für Western-Blot

Antikörper Donor Quelle Verdünnung

anti-β-Aktin (ab8227) Kaninchen pAK abcam 1:5000

anti-borg4 Kaninchen pAK AG Heuer / FLI 1:100

anti-CDC42 (B-8) Maus mAK Santa Cruz 1:2000

anti-c-Myc (9E10) Maus mAK Santa Cruz 1:1000

anti-GFAP (G-A-5) Maus mAK Sigma 1:500

anti-GFP (A11122) Kaninchen pAK Molecular Probes 1:1000

anti-GLAST (AS22) Kaninchen pAK N.C. Danbolt / Oslo 0,2 µg/ml

anti-Nicastrin (N1660) Kaninchen pAK Sigma 1:4000

anti-Septin-2 (N-12) Ziege pAK Santa Cruz 1:200

anti-Septin-4 (H-120) Kaninchen pAK Santa Cruz 1:100

anti-Septin-7 (H-120) Kaninchen pAK Santa Cruz 1:200

detektiert.
Um ein weiteres Protein auf derselben Membran detektieren zu können, wurde die
Membran in einigen Fällen gestrippt (Stripp-Puffer: 62,5 mM Tris pH 6.7, 2 % SDS,
100 mM β-Mercaptoethanol, 30 min, 50 ◦C).

2.7.2 Dephosphorylierung borg4

Die Protein-Dephosphorylierung erfolgte mit Antarctic Phosphatase (New England
BioLabs) im dazugehörigen Reaktionspuffer für 1 h bei 37 ◦C. Es wurden 15 U
Enzym zur Dephosphorylierung von 10 µg Protein eingesetzt.

2.7.3 Immunopräzipitation / Koimmunopräzipitation

Um nachzuweisen, ob die beiden Proteine Septin-4 und borg4 interagieren, wurden
HEK-293 Zellen mit den entsprechenden Expressions-Plasmiden (Sept4-pcDNA/
myc-HisR© B und borg4-pEGFP-C1) in einer 10 cm Kulturschale kotransfiziert. Als
Kontrollen dienten untransfizierte, mit GFP (pEGFP-C1) oder den einzelnen
Expressions-Plasmiden (Sept4-pcDNA/myc-HisR© B oder borg4-pEGFP-C1) trans-
fizierte HEK-293. Nach 12 h wurden die Zellen mit je 5 ml kaltem PBS gewaschen
und mit je 1 ml Lysepuffer (20 mM Tris·HCl, pH 8.0, 1 mM EDTA, 5 mM MgCl2,
1 mM DTT, 1 % Triton X-100, completeR© Proteinase-Inhibitor-Mix (Roche, Deutsch-
land)) geerntet. Die abgeernteten Zellen wurden anschließend für 2 h und bei 4 ◦C
auf einem Drehrad inkubiert. Die dabei nicht lysierbaren Zellbestandteile wurden
dann abzentrifugiert (10 min, 16.000 x g, 4 ◦C).
Jeweils 1,5 mg getrocknete Protein-A-Sepharose (Sigma-Aldrich, #P3391) wurde
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pro Lysat eingewogen, mit je 0.5 ml Lysepuffer 30 min lang resuspendiert und ab-
schließend zweimal mit Lysepuffer gewaschen.
Die Lysate wurden für 1 h mit Protein-A-Sepharose behandelt, um unspezifisch
bindende Proteine zu entfernen. Nach der Inkubationszeit wurde die Sepharose ab-
zentrifugiert und verworfen. Danach wurden 5 µg anti-GFP Antikörper (Molecular
Probes, Invitrogen, #A11122) zugegeben und die Lysate damit 4 h lang auf einem
Drehrad inkubiert. Nach dieser Zeit wurde zu dem Lysat-Antikörper-Gemisch erneut
Protein-A-Sepharose zugegeben und die Inkubation über Nacht fortgesetzt. Am Fol-
getag wurde die Sepharose viermal mit jeweils 0,5 ml Waschpuffer (Lysepuffer mit
1,5 % Triton X-100) gewaschen und die gebundenen Antikörper und Proteine mit
je 30 µl Lämmli Protein-Ladepuffer von dem Trägermaterial eluiert. Die Denaturie-
rung des Eluates erfolgte für 10 min bei 95 ◦C. Nach Abzentrifugation der Sepharose
wurde das Eluat auf ein 10 %-iges Polyacrylamidgel aufgetragen, die Proteine aus
dem Gel auf eine Membran geblottet und mit einem anti-c-Myc Antikörper (Santa
Cruz Biotechnology, #sc-40), sowie zur Kontrolle mit dem für die IP verwendeten
anti-GFP Antikörper detektiert.
Alle oben beschriebenen Inkubations- und Zentrifugationsschritte erfolgten bei
4 ◦C. Das beschriebene Protokoll wurde nach Kinoshita et al. [89] in leicht ab-
geänderter Form verwendet.

2.7.4 Membranfraktionierung

Um die Lokalisierung von Proteinen in speziellen Zellkompartimenten experimentell
zu ermitteln, wurde eine Membranfraktionierung [82] durchgeführt.
Hierfür wurden zwei Kleinhirne zwölf Tage alten Pax8+/+ Mäusen in Puffer (10 mM
Hepes, 320 mM Saccharose, 5 mM EDTA und Proteinase-Inhibitor-Mix (Roche,
Deutschland) homogenisiert und bei 12.000 x g abzentrifugiert. Das Pellet (Kern,
Mitochondrien) wurde verworfen und der Überstand in einer Ultrazentrifuge (Beck-
mann, TLA 100.3) für 1 h bei 120.000 x g zentrifugiert. Nach diesem Schritt befanden
sich alle zytosolischen Proteine im Überstand. Das Pellet (Zellmembran, Endoplas-
matisches Retikulum, Zytoskelett) wurde mit Homogenisierungspuffer gewaschen
und erneut 1 h lang bei 120.000 x g zentrifugiert. Danach erfolgte die Detergenz-
extraktion der membrangebundenen Proteine mit 1 % Triton-X 100 in PBS (4 ◦C,
45 min, Drehrad). Bei dem sich final anschließenden Zentrifugationsschritt (1 h,
120.000 x g) verblieben die Membranproteine im Überstand und alle Zytoskelett-
und zytoskelettassoziierten Proteine im Pellet. Alle Schritte erfolgten bei 4 ◦C.

2.8 Immunzytochemie

Um die Verteilung und Lokalisierung von Proteinen in Zellen nachweisen zu können,
wurden diese mit einem entsprechenden Antikörper gegen das Zielprotein immunzy-
tochemisch gefärbt. Hierfür wurden die Zellen in 24-well Platten auf Deckgläschen
ausgesät und kultiviert. Die Fixierung der Zellen erfolgte mit 4 % Paraformaldehyd
für 30 min bei Raumtemperatur. Danach wurde das PFA mit PBS gründlich abgewa-
schen, die Zellmembranen mit 0,05 % Triton X-100 in PBS permeabilisiert und mit
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10 % Ziegenserum für 1 h geblockt. Die Inkubation mit dem Primärantikörper (siehe
Tabelle 2.7; verdünnt in PBS, 0,05 % Triton, 1 % Ziegenserum) erfolgte bei 4 ◦C
über Nacht. Der Primärantikörper-Lösung wurde Hoechst 33258 (Molecular Probes,
Invitrogen, #H-3569) Farbstoff zugegeben (1:10.000), um die Zellkerne anzufärben.
Am Folgetag wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen (15 min, RT, Schütt-
ler). Danach wurde der, ebenfalls in PBS mit 0,05 % Triton und 1 % Ziegenserum,
1:1000 verdünnte, Sekundärantikörper (Alexa FluorR© 488/555 anti-IgG (Molecular
Probes, Invitrogen, USA), 1:1000) zugegeben und im abgedunkelten Gefäß bei RT
auf einem Schüttler für 1 h inkubiert. Das nachfolgende Waschen erfolgte, wie oben
bereits beschrieben, ebenfalls im abgedunkelten Zustand. Die Deckgläschen wurden
aus der 24-well Platte genommen und mit Eindeckelmedium (Gel-Mount # M01,
Biomeda, USA) auf einen zuvor beschrifteten Objektträger aufgezogen. Nach einer
Trocknungszeit von mehreren Stunden konnten die gefärbten Zellen mikroskopisch
ausgewertet werden.

2.9 Immunhistochemie

2.9.1 Vibratomschnitte

Die Gehirne perfusionsfixierter Mäuse wurden in 4 %-iger Agarose eingebettet und
mit einem Vibratom HM 650 V (Microm, Deutschland) in 50 µm dicke sagitta-
le Scheiben geschnitten. Die Schnitte wurden mit einem Pinsel in eine, mit PBS
gefüllte, 24-well Platte überführt und entweder sofort gefärbt oder bei 4 ◦C gela-
gert. Zum Permeabilisieren und Blocken der Schnitte wurde PBS mit 0,2 % Triton
X-100 und 10 % Ziegenserum verwendet. Die Primärantikörper (siehe Tabelle 2.7)
und Sekundärantikörper (Alexa FluorR© 488/555 anti-IgG (Molecular Probes, Invi-
trogen, USA), 1:1000) wurden in PBS mit 0,2 % Triton X-100 und 1 % Ziegenserum
verdünnt. Alle weiteren Schritte des Färbeprotokolls erfolgten identisch, wie zuvor
im Kapitel Immunzytochemie beschrieben. Zum Schluss wurden die Schnitte mit
einem Pinsel auf einen Objektträger aufgezogen und mit einem Deckgläschen und
Einbettmedium (Gel-Mount # M01, Biomeda, USA) abgedeckt. Nach einer Trock-
nungszeit von mehreren Stunden konnten die gefärbten Schnitte mikroskopisch aus-
gewertet werden.

2.9.2 Kryostatschnitte

Die Gehirne perfusionsfixierter Mäuse wurden in einer 30 %-igen Saccharoselösung
bei 4 ◦C entwässert, mit PBS gewaschen, anschließend auf Trockeneis in 2-Methyl-
butan schockgefroren und bis zur Weiterverarbeitung bei -80 ◦C gelagert. Zum
Schneiden wurde das Gewebe mit Tissue-Tek (Sakura, Niederlande) auf die Kryostat-
Halteplatten aufgeklebt und in 20 µm dicke sagittale Scheiben geschnitten, die auf
spezielle SuperFrostR© Plus Objektträger (Menzel, Deutschland) aufgezogen wurden.
Die Immunfärbung erfolgte wie im Abschnitt 2.9.1 beschrieben. Zur Detektion der
Primärantikörper wurden entweder fluoreszenzgekoppelte (Alexa FluorR© 488/555
anti-IgG (Molecular Probes, Invitrogen, USA), 1:1000) oder Biotin-gekoppelte (anti-
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Tabelle 2.7: Primärantikörper für Immunfärbungen

Antikörper Donor Quelle Verdünnung

anti-borg4 Kaninchen pAK AG Heuer / FLI 1:100

anti-Calbindin (C9848) Maus mAK Sigma-Aldrich 1:500

anti-Calbindin (CB-38a) Kaninchen pAK Swant 1:500

anti-c-Myc (9E10) Maus mAK Santa Cruz 1:500

anti-GFAP (6F2) Maus mAK Dako 1:100

anti-GFAP (G-A-5) Maus mAK Sigma-Aldrich 1:100

anti-GFAP (G9269) Kaninchen pAK Sigma-Aldrich 1:500

anti-GFP (A11121) Maus mAK Molecular Probes 1:500

anti-GFP (A11122) Kaninchen pAK Molecular Probes 1:500

anti-GLAST (AB1782) Meerschwein pAK Chemicon 1:500

anti-Septin-4 (H-120) Kaninchen pAK Santa Cruz 1:100

anti-Tubulin α (DM1A) Maus mAK Sigma-Aldrich 1:200

Rhodamin/ Fluoreszentes

Phalloidin (R415) Phallotoxin
Molecular Probes 1:40

IgG aus Vectastain ABC Kit (Vector Laboratories, USA), 1:100) Sekundärantikörper
verwendet. Die Auswertung erfolgte nach Eindeckeln mit wässrigem Einbettmedium
(Gel-Mount # M01, Biomeda, USA) und Trocknen mittels Fluoreszenzmikroskopie
oder nach enzymatischer Signalkonvertierung von DAB durch den Biotin-Avidin-
HRP-Komplex (Vectastain ABC Kit, Vector Laboratories, USA), Eindeckeln mit
wässrigem Einbettmedium (Gel-Mount # M01, Biomeda, USA) und Trocknen mit-
tels Lichtmikroskopie.

2.10 TUNEL-Apoptose-Assay

Zur Detektion apoptotischer Zellen im Kleinhirn der Maus wurde das In-Situ Cell
Death Detection Kit, POD der Firma Roche verwendet. Hierfür wurden 20 µm dicke
Kryostatschnitte von unbehandelten, tiefgefrorenen Pax8 Wildtyp- bzw. Pax8–/–-
Kleinhirnen angefertigt und nach Protokoll des Herstellers fixiert, permeabilisiert
und mit dem TUNEL-Reaktionsmix behandelt. Als Positivkontrolle dienten mit
10 U DNaseI, als Negativkontrolle mit TUNEL-Markierungslösung (ohne Trans-
ferase) behandelte WT Schnitte. Nach erfolgter fluoreszenzmikroskopischer Auswer-
tung der mit Fluoreszein markierten Zellen wurde ein mit HRP gekoppelter anti-
Fluoreszein Antikörper sowie das Peroxidase Substrat DAB (Sigma FastTM 3,3’-
Diaminobenzidine Tabletten Set, Sigma, #D-4168) zugegeben, um das Fluoreszenz-
signal in einen chemischen Niederschlag umzuwandeln. Abschließend wurden die
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markierten Schnitte mit Deckgläschen abgedeckt und konnten lichtmikroskopisch
ausgewertet werden.

2.11 Organotypische Schnittkulturen

Zum Anlegen einer Kleinhirn-Schnittkultur wurden Mäuse durch Dekapitation ge-
tötet, das Cerebellum herauspräpariert und mit einem Tissue-Chopper (McIlwain
Tissue Chopper TC 752) sagittal in 200 - 400 µm dicke Scheiben geschnitten. Die-
se Gewebeschnitte mussten dann unter einem Stereomikroskop separiert werden.
Fünf bis sechs der separierten Schnitte aus dem mittleren Kleinhirnareal wurden
mit dem Ende einer Glaspipette auf Kulturplatteneinsätze (Millicell, #CM, 0,4 µm
Poren) überführt. Die Kultivierung dieser Einsätze erfolgte in einer, mit 1,2 ml
Neurobasalmedium (Gibco, #21103) je well gefüllten, 6-well Platte im Inkubator
unter Standardbedingungen. Das Neurobasalmedium wurde je nach Fragestellung
mit oder ohne Zusatz von B-27 (Gibco) eingesetzt.

2.12 Mikroskopie

Zur mikroskopischen Auswertung der durchgeführten Experimente wurden entweder
ein Mikroskop AX70 mit Kamera DP70 und Software analySIS-B (alles Olympus,
Deutschland) oder ein Mikroskop Axiovert 200M Apotome mit zugehöriger Kamera
AxioCam MR und Software Axio Vision (alles Carl-Zeiss, Deutschland) verwendet.
Um die radioaktiv in-situ hybridisierten Gewebeschnitte zu dokumentieren, kam
zusätzlich zu dem Olympus AX70 ein externer Dunkel-Feld-Aufsatz zum Einsatz.

2.13 Statistische Analyse

Zur statistischen Analyse der gezeigten Messwerte (Mittelwertvergleich) wurde der
Student‘s t-Test angewendet. Alle angegebenen Werte verstehen sich als Mittelwerte
von Parallelmessungen. Der in den Graphiken angegebene Fehlerbalken spiegelt das
Vertrauensintervall (SEM (standard error of the mean)) des Mittelwertes, basierend
auf einer Irrtumswahrscheinlichkeit p von p=0.05, wider. Das Signifikanzniveau der
Unterschiede in den Mittelwerten ist in den Graphiken durch Sterne gekennzeichnet:
p<0.05 *, p<0.01 **, p<0.001 ***.
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3
Ergebnisse

3.1 Wirkung von Schilddrüsenhormonen auf die Klein-

hirnentwicklung der Maus

Um die Entwicklung und Differenzierung der Bergmann Glia und Purkinjezellen
im Kleinhirn in-vivo dokumentieren zu können, wurden Cerebella von Pax8–/–- und
Pax8+/+/S100β-GFP Mäusen analysiert. Da die Pax8–/– (KO) Tiere ohne funktio-
nelle Schilddrüse geboren werden, eignen sie sich hervorragend als athyroides Mo-
dellsystem für entwicklungsspezifische Studien.
Für die vorgestellten in-vitro Experimente wurden gemischte cerebellare Primär-
zellkulturen von neugeborenen Mäusen angelegt und diese in serumfreiem Medium,
oder in serumfreiem Medium, dem Thyroidhormon (1 nM T3) zugesetzt war, kul-
tiviert. Hierdurch konnten eu- bzw. athyroide Entwicklungsbedingungen simuliert
werden.

3.1.1 Wirkung von Schilddrüsenhormonen auf die Differen-

zierung der Purkinjezellen

Schilddrüsenhormone sind für die korrekte Entwicklung und Ausdifferenzierung von
Purkinjezellen essentiell. Dies wird in Abbildung 3.1 sowohl in-vivo als auch in-vitro
gezeigt.
Als in-vivo Modell dienten immungefärbte, sagittale Vibratomschnitte der Cerebella
einer Wildtypkontrolle und einer Pax8–/– Maus zum Zeitpunkt P12 (Abbildung 3.1,
A und B). Die Dendritenbäume der Purkinjezellen zeigten unter den athyroiden Be-
dingungen der KO Maus (B) die charakteristische und in der Literatur beschriebene
[52, 62] Retardierung. Sie waren viel kürzer, unorientierter und weniger verzweigt,
verglichen mit der Wildtypkontrolle (A). Der komplette Kortex wirkte weniger or-
ganisiert, die Molekularschicht war schmaler und die äußere Körnerzellschicht noch
stark ausgeprägt.
Um die Morphologie der Purkinjezellen in-vitro analysieren zu können, wurden
primäre cerebellare Mischzellkulturen (Neurone und Astrozyten) angelegt und für
zwei Wochen in serumfreiem Medium ohne oder mit Thyroidhormon (1 nM T3)
kultiviert (Abbildung 3.1, C und D). Nach dieser Periode waren die mit T3 be-
handelten Purkinjezellen (C) charakteristisch ausdifferenziert. Weit verzweigte Den-
dritenbäume mit vielen seitlichen Verästelungen und spines hatten sich herausge-
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bildet. Im Vergleich dazu waren die Purkinjezellen ohne Zugabe von T3 (D) nur
eingeschränkt in der Lage, Dendriten auszubilden. Diese waren dann sehr kurz und
wirkten verkümmert.

Abbildung 3.1: Purkinjezellen zeigen unter athyroiden Bedingungen eine stark retar-
dierte Entwicklung und Differenzierung in-vivo und in-vitro. Eu- (oben)
und athyroide (unten) Purkinjezell-Differenzierung: Sagittal geschnitte-
nes und immunhistochemisch mit anti-Calbindin als Purkinjezellmarker
gefärbtes Wildtyp- (A) und Pax8–/–-Cerebellum (B) zum Zeitpunkt P12
(200x, links); Purkinjezellen wurden mit (C) oder ohne T3 (D) in se-
rumfreiem Medium kultiviert (630x, rechts) und immunzytochemisch mit
anti-Calbindin gefärbt.

3.1.2 Wirkung von Schilddrüsenhormonen auf die Entwick-
lung der Bergmann Gliazellen

Um die Fragestellung bearbeiten zu können, ob die Differenzierung der Bergmann
Gliazellen im sich entwickelnden Kleinhirn der Maus ebenfalls durch Schilddrüsen-
hormonmangel beeinträchtigt ist, war eine Visualisierung der kompletten Zellmor-
phologie dieser Zellen erforderlich. Mit herkömmlich verwendeten gliaspezifischen
Immunfärbungen waren nur distinkte Zellkompartimente detektierbar. Dies ist in
Abbildung 3.2 (A-C) für den Gliazellmarker GFAP (glial fibrillary acidic protein)
dargestellt. GFAP ist ein Intermediärfilamentprotein, das postnatal in Astrozyten
exprimiert wird. In Bergmann Gliazellen ist GFAP in den langen, die Molekular-
schicht durchspannenden Radialfasern lokalisiert.
Immunfärbungen gegen Proteine, die hauptsächlich in den kurzen seitlichen Fort-
sätzen der Bergmann Glia lokalisiert sind, lieferten nur unzureichende Ergebnisse.
Zur Visualisierung der kompletten Bergmann Glia-Morphologie und der Interaktio-
nen zwischen diesen spezialisierten Gliazellen und den Purkinjezellen wurden daher
spezielle transgene Mäuse genutzt, die GFP spezifisch unter dem Gliazellpromotor
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Abbildung 3.2: Transgene Mäuse, die GFP unter einem gliaspezifischen Promotor ex-
primieren, dienten als Modellsystem zur Visualisierung der Bergmann
Glia-Entwicklung im Cerebellum: immunhistochemischer Vergleich von
sagittalen Pax8+/+ (oben) und Pax8+/+/S100β-GFP (unten) Cerebella-
Schnitten zum Zeitpunkt P12 (400x); Immunfärbung gegen GFAP (A)
und GFP (D) in grün, gegen Calbindin (B, E) in rot; Bei dem GFP-
transgenen Tier kann die gesamte Bergmann Glia-Morphologie (D) und
das Bergmann Glia-Purkinjezell-Netzwerk (F) dargestellt werden, bei
der transgen-negativen Pax8+/+ Maus nur spezielle Kompartimente der
Gliazellen, wie z.B. die Radialfasern (A, C).

S100β (siehe Abbildung 3.2 D-F) exprimieren [96].
Um eu- und athyroide Bergmann Glia-Entwicklung untersuchen zu können, wurden
die GFP-transgenen Mäuse mit heterozygoten Pax8 Mäusen [14] verpaart. Ab der
zweiten Tochtergeneration konnten dann in verschiedenen Experimenten Cerebella
von Pax8+/+/S100β-GFP und Pax8–/–/S100β-GFP Mäusen miteinander verglichen
werden.
Mit diesem Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die seitlichen Bergmann Glia-
Fortsätze in enger Interaktion mit den Dendriten der Purkinjezellen stehen. Diese
Fortsätze umfassen und stabilisieren die Dendriten und bilden so ein sehr engma-
schiges Netzwerk aus (siehe Abbildung 3.3 A). Die Radialfasern hingegen stehen
im sich entwickelnden Cerebellum in engerem Kontakt zu den Körnerzellen. Diese
nutzen die Radialfasern als Führungsschiene für ihre Migration von der äußeren in
die innere Körnerzellschicht (siehe Abbildung 3.3 B).
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Abbildung 3.3: Bergmann Glia (grün) und Purkinjezellen (rot) bilden ein eng interagie-
rendes Netzwerk im Kleinhirnkortex aus. Dabei umfassen die seitlichen
Bergmann Glia-Fortsätze die Dendriten der Purkinjezellen (Pfeile). Die
Körnerzellen (B, blau) migrieren während der Kleinhirnentwicklung in
enger Assoziation an den Radialfasern der Bergmann Glia entlang in
die innere Körnerzellschicht (B, Sterne).

Die Tatsache, dass Purkinjezellen unter athyroiden Bedingungen eine retardierte
Entwicklung und Differenzierung zeigen, ist lange bekannt und in der Literatur gut
beschrieben. Um nachweisen zu können, ob die Bergmann Gliazellen im Cerebellum
der Maus zum Zeitpunkt der Geburt bereits komplett ausdifferenziert sind, oder
sich ebenfalls postnatal entwickeln, wurden Vibratomschnitte von Pax8+/+/S100β-
GFP und Pax8–/–/S100β-GFP Mäusen im Alter von 6, 12 und 21 Tagen (P6, P12,
P21) angefertigt. Vergleichende immunhistochemische Analysen mit anti-Calbindin
als Marker für Purkinjezellen (rot) und anti-GFP zur Visualisierung der Bergmann
Gliazellen (grün) sollten zeigen, inwieweit die Morphologie und die Differenzierung
dieser Zellen unter athyroiden Bedingungen betroffen sind. Die Ergebnisse für die
Tiere zum Zeitpunkt P6 sind in der Abbildung 3.4 dargestellt.
In diesem Entwicklungsstadium beginnt die Ausdifferenzierung der Dendritenbäume
der Purkinjezellen. Die analysierten Purkinjezellen der KO Maus (Bild 3.4 rechts) be-
fanden sich noch im Vorläuferstadium, die Dendritenbäume wuchsen nur verzögert.
Die Hirnhaut in beiden Tieren war stark angefärbt. Dieses Artefakt kann auf die
unzureichende Perfusion der Mäuse zurückgeführt werden. Die Zellkörper der Berg-
mann Gliazellen lagen noch deutlich unterhalb der Purkinjezellsomata. Die Purkin-
jezellen migrieren während der weiteren Kleinhirnentwicklung noch nach innen, um
dann mit den umgebenden Bergmann Glia-Somata im adulten Zustand die Purkin-
jezellschicht auszubilden [70].
In der Abbildung 3.4 ist außerdem deutlich zu erkennen, dass die Radialfasern der
Bergmann Gliazellen sowohl im KO Tier als auch in der Wildtypkontrolle komplett
angelegt und ausgebildet waren, in der KO Maus aber etwas kürzer (Abstand Zell-
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somata zur Hirnhaut) erschienen. Diese Beobachtung resultiert wahrscheinlich aus
der geringeren Körpergröße und damit auch Gehirngröße der KO Maus. Außerdem
konnte hier gezeigt werden, dass sich die kleinen seitlichen Fortsätze an den Berg-
mann Glia-Radialfasern erst postnatal entwickeln. Diese bildeten im Kontrolltier,
oberhalb der Bergmann Glia-Zellkörper und im Bereich der sich ausdifferenzieren-
den Dendriten der Purkinjezellen ein dichtes Netzwerk. Im athyroiden Pax8–/– Tier
hingegen fehlten diese kurzen seitlichen Verzweigungen an den meisten Bergmann
Glia-Radialfasern oder waren nur spärlich um den Purkinjezellkörper herum ausge-
bildet.

Abbildung 3.4: Differenzierung von Bergmann Glia- und Purkinjezellen in-vivo unter
eu- (WT) und athyroiden (Pax8 KO) Bedingungen: Immunhistochemi-
scher Vergleich von sagittal geschnittenen Cerebella zum Zeitpunkt P6
mit anti-Calbindin (PZ, oben) und anti-GFP (BG, Mitte). Die Radial-
fasern der Bergmann Gliazellen (Pfeile) sind in WT und KO Tier kom-
plett ausgebildet und unverändert, während eine verzögerte Entwicklung
der seitlichen Bergmann Glia-Fortsätze im KO Tier zu beobachten war.
Diese Fortsätze (Stern) und die Dendriten der Purkinjezellen differen-
zieren synchron aus. Aufnahmen 400x

Die Entwicklung und Differenzierung von Bergmann Glia- und Purkinjezellen in-
vivo unter eu- und athyroiden Bedingungen zu den Zeitpunkten P12 und P21 sind
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als fortführende Studien in den Abbildungen 3.5 und 3.6 dargestellt.

Abbildung 3.5: Differenzierung von Bergmann Glia- und Purkinjezellen in-vivo un-
ter eu- (WT) und athyroiden (Pax8 KO) Bedingungen: Immunhisto-
chemischer Vergleich von sagittalen Kleinhirnschnitten zum Zeitpunkt
P12 mit anti-Calbindin (PZ, oben) und anti-GFP (BG, Mitte). Die
Purkinje- und Bergmann Gliazellen im Pax8 KO Cerebellum sind stark
retardiert und wenig ausdifferenziert. Das interagierende Bergmann
Glia-Purkinjezell-Netzwerk bildet die Molekularschicht (M), die in der
Pax8–/– Maus schmaler als in der WT-Kontrolle ist. Der WT-Phäno-
typ ist durch Thyroxin-Substitution der Pax8–/– Maus rekonstruierbar
(rechtes Panel). Aufnahmen 400x

Am postnatalen Tag P12 zeigten beide Zelltypen unter athyroiden Bedingungen eine
retardierte und verzögerte Entwicklung, bei der, verglichen mit der Wildtypkontrol-
le, bei den Purkinjezellen der Dendritenbaum und bei den Bergmann Gliazellen die
seitlichen Verzweigungen an den Radialfasern besonders betroffen waren.
Die Somata beider Zelltypen lagen zu diesem Zeitpunkt in einer Ebene und bildeten
die Purkinjezellschicht im cerebellaren Kortex aus. Dabei umschlossen immer meh-
rere Bergmann Gliazellen ein Neuron. Die Dendriten und die seitlichen Gliafortsätze
entwickelten sich synchron und bildeten dabei ein dichtes, interagierendes Netzwerk
- die Molekularschicht - aus (siehe Bild 3.5, M). Da die Bergmann Glia- und die
Purkinjezellen im Pax8 KO Tier unter Thyroidhormon-Mangelbedingungen weniger
ausdifferenziert waren, war auch die Molekularschicht schmaler als unter euthyroi-
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den Bedingungen.
Die seitlichen Fortsätze der Bergmann Glia-Radialfasern waren in der Pax8–/– Maus
nur spärlich entwickelt. Um zeigen zu können, dass es sich bei dieser morphologischen
Veränderung um einen durch Schilddrüsenhormone induzierten Phänotyp handelte,
wurden die KO Tiere ab dem 7. Tag nach der Geburt mit einer physiologischen
Thyroxin-Dosis (20 ng/g BW T4) substituiert. Der Entwicklungszustand des mit
T4 substituierten Kleinhirns wurde dann zum Zeitpunkt P12 immunhistochemisch
analysiert (Bild 3.5, Pax8 KO + TH).
Dabei war sehr deutlich zu erkennen, dass die Bergmann Gliazellen nach der Sub-
stitution eine mit der Wildtypkontrolle vergleichbare Morphologie zeigten. Die seit-
lichen Fortsätze waren dichter und nun auch in den oberen Bereichen der Radialfa-
sern ausgebildet. Da auch die Dendriten der Purkinjezellen nach der T4-Substitution
ausdifferenzierter und weiter entwickelt waren als im KO Tier, entsprach die Aus-
dehnung der Molekularschicht der der Wildtyp-Maus.

Abbildung 3.6: Differenzierung von Bergmann Glia- und Purkinjezellen in-vivo unter
eu- (WT) und athyroiden (Pax8 KO) Bedingungen: Immunhistochemi-
scher Vergleich von sagittal geschnittenen Cerebella zum Zeitpunkt P21
mit anti-Calbindin (PZ, oben) und anti-GFP (BG, Mitte). Die kurzen
Bergmann Glia-Fortsätze reichen bis zur Pia, sind aber im Pax8 KO
Tier nicht so dicht und homogen ausgebildet wie in der WT-Kontrolle.
Aufnahmen 400x

Um einen morphologischen Gesamtüberblick über den dreiwöchigen Entwicklungs-
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und Differenzierungszeitraum des Kleinhirns der Maus zu bekommen, wurden ab-
schließend die Bergmann Glia- und Purkinjezellen zum Zeitpunkt P21 im euthy-
roiden (WT) und athyroiden (Pax8 KO) Cerebellum analysiert (siehe Abbildung
3.6). Zu diesem Zeitpunkt durchspannten sowohl die Dendriten der Purkinjezellen
als auch die Bergmann Glia-Radialfasern mit den seitlichen Fortsätzen die gesamte
Molekularschicht bis zur Pia hin. Die Molekularschicht im athyroiden Cerebellum er-
schien jedoch etwas schmaler, verglichen mit der Wildtypkontrolle. Auffällig war wei-
terhin, dass die Dendriten und die Gliafortsätze unter Thyroidhormon-Mangel (Pax8
KO) nicht so dicht und homogen ausgebildet waren wie im Kleinhirn mit euthyro-
idem Thyroidhormon-Status (WT). Besonders die lamellenartigen Verzweigungen
an den Radialfasern der Bergmann Glia wirkten spärlich und verkümmert, während
im Wildtyp-Cerebellum ein sehr dichtes und homogenes Neuron-Glia-Netzwerk zu
beobachten war.

Abbildung 3.7: Bergmann Glia- und Purkinjezellen im hypothyroiden Cerebellum sind
nicht apoptotisch. TUNEL-Apoptose-Assay im eu- (WT) und athyro-
iden (Pax8 KO) Cerebellum der Maus zum Zeitpunkt P12. Sagittale
Kryostatschnitte wurden mit TUNEL-Reaktionsmix behandelt und ana-
lysiert, die Positivkontrolle wurde vorher mit DNaseI behandelt. Als Ne-
gativkontrolle dienten Schnitte, die nur mit Markierungslösung (ohne
Transferase) behandelt wurden. DAB: lichtmikroskopische Auswertung
nach Signalumwandlung der Fluoreszenz (Fluorescein) in einen chemi-
schen Niederschlag. Cerebellum: 40x, Molekularschicht 200x vergrößert

Zusammenfassend konnte mit dieser Versuchsreihe gezeigt werden, dass Thyroid-
hormone nicht nur die Entwicklung und Differenzierung der Purkinjezellen, sondern
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auch der Bergmann Gliazellen im postnatalen Cerebellum entscheidend beeinflussen.
Die Ausbildung der Bergmann Glia-Radialfasern war unter athyroiden Bedingungen
nicht betroffen, da sich diese schon pränatal herausbildeten. Die kurzen seitlichen
Fortsätze der Radialfasern wurden allerdings erst postnatal ausgebildet und stell-
ten damit ein Ziel der Thyroidhormon-Wirkung dar. Unter athyroiden Bedingungen
konnte daher eine retardierte und verzögerte Ausdifferenzierung dieser Fortsätze be-
obachtet werden. Nach Substitution der KO Maus mit einer physiologischen Dosis
T4 waren die morphologischen Veränderungen komplett revidierbar.
Um sicherzustellen, dass der beobachtete Phänotyp der athyroiden Pax8 KO Maus
nicht auf das Absterben der Bergmann Glia- bzw. der Purkinjezellen zurückzuführen
war, wurde die Apoptoserate im Cerebellum von KO Tieren und Wildtypkontrollen
mit einem TUNEL-Assay experimentell ermittelt. Das Ergebnis ist in Abbildung 3.7
dargestellt.
Weder im Kleinhirn von 12 Tage alten (siehe Abbildung 3.7), noch von 21 Tage
alten (Ergebnis nicht gezeigt) Pax8 WT oder KO Mäusen konnten durch Apoptose
induzierte DNA-Doppelstrangbrüche detektiert werden. Schwache Signale lieferten
lediglich einige Körnerzellen in der Molekular- und der Körnerzellschicht. Mit der,
mit DNaseI behandelten Positivkontrolle konnte eine Apoptose in allen Zellpopula-
tionen des Kleinhirns induziert und nachgewiesen werden, während mit der Nega-
tivkontrolle (nur Markierungslösung, keine Transferaseaktivität), wie erwartet, keine
Zellfärbung erreicht werden konnte. Dieses Experiment zeigte eindeutig, dass weder
das Absterben der Bergmann Gliazellen, noch das der Purkinjezellen für den unter
athyroiden Bedingungen retardierten Phänotyp des Cerebellums verantwortlich ist.

3.1.3 Thyroidhormone wirken direkt auf kultivierte Astro-

zyten

Nachdem gezeigt werden konnte, dass nicht nur die Entwicklung der Purkinjezel-
len, sondern auch die der Bergmann Gliazellen stark durch Schilddrüsenhormone
beeinflusst wird, stellte sich die Frage, welche Zellpopulation im Cerebellum das
Primärziel der im vorigen Kapitel beschriebenen Wirkung von Thyroidhormonen
ist. Um diese Problematik experimentell bearbeiten zu können, wurden primäre ce-
rebellare Mischzellkulturen angelegt und für zwei Wochen in serumfreiem Medium
(SFM) mit oder ohne Schilddrüsenhormon (1 nM T3) kultiviert. Die Entwicklung
der Astrozyten wurde in Bereichen dokumentiert, die frei von neuronalen Zellen wa-
ren. Das Ergebnis dieses Experimentes ist in Abbildung 3.8 dargestellt.
Die Astrozyten wurden nach der Kultivierung immunzytochemisch mit anti-GFAP,
als Gliazellmarker und anti-GLAST gefärbt. GLAST ist der bedeutendste Glutamat-
transporter im Cerebellum, der membranständig in Astrozyten, vor allem in Berg-
mann Gliazellen, exprimiert wird [87]. Daher eignet sich eine GLAST-Immunfärbung
hervorragend zur Visualisierung der Zelloberfläche und damit der gesamten Gliazell-
morphologie.
Astrozyten, die ohne T3 kultiviert wurden, zeichneten sich durch eine langgestreckte
Morphologie aus. Die GLAST-Immunoreaktivität war schwach und nur in schma-
len Bereichen um die GFAP-positiven Areale herum detektierbar. Nach der Zugabe
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Abbildung 3.8: Primäre cerebellare Astrozyten wurden für 14 Tage in serumfreiem Me-
dium (SFM) ohne (oben) und mit 1 nM T3 (unten) kultiviert und an-
schließend immunzytochemisch mit anti-GFAP (grün) und anti-GLAST
(rot) analysiert. Die Zellmorphologie der Astrozyten änderte sich nach
Zugabe von T3 ins Medium drastisch: Die Zelloberfläche war expandiert
und die GLAST-Immunoreaktivität stark erhöht. Mikroskopische Auf-
nahmen: 400x, 170 ms Belichtung

Abbildung 3.9: Validierung der erhöhten GLAST-Immunoreaktivität mittels Western-
Blot: Primäre cerebellare Astrozytenkulturen wurden für 1 Woche ohne
T3 bzw. unter Zugabe von 1 nM T3 in serumfreiem Medium kultiviert. In
den mit T3 stimulierten Zellen konnte eine erhöhte Menge an GLAST
detektiert werden, β-Aktin diente hierbei als Ladekontrolle.
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von T3 stieg die GLAST-Immunoreaktivität stark an. Die Zelloberfläche war ex-
pandiert und damit großflächiger färbbar. Die Zellmorphologie der mit T3 behan-
delten Astrozyten hatte sich auffällig verändert, wobei allerdings kein Unterschied
in der GFAP-Färbung zu erkennen war. Die Behandlung mit T3 hatte somit kei-
nen nennenswerten Einfluss auf die Radialfasern der Gliazellen. Dieses Experiment
zeigte, dass Schilddrüsenhormone einen Einfluss auf die Entwicklung von kultivier-
ten Astrozyten haben. Eine Wechselwirkung über direkte Zell-Zell-Kontakte zu den
Purkinjezellen war hierbei für die beobachtete dramatische Änderung der Gliazell-
morphologie nicht erforderlich.

Abbildung 3.10: Interaktion von Purkinjezellen und Astrozyten in einer primären cere-
bellaren Mischzellkultur, die für 14 Tage in SFM ohne (a, b; 630x) oder
mit 1 nM T3 (A1, B1; 630x) kultiviert wurde. Immunzytochemie mit
anti-Calbindin/GFAP (grün) und anti-GLAST (rot). Die Purkinjezel-
len (B1, Mitte) wachsen auf den Astrozyten (A1). In den Kontaktberei-
chen zwischen Astrozyten und Purkinjezellen ist eine erhöhte GLAST-
Immunoreaktivität detektierbar. Vergrößerung (weißer Rahmen) einer
dendritischen Verzweigung in Kontakt mit einer Gliazelle (A2 und B2,
1000x).

Die stark erhöhte GLAST-Immunoreaktivität konnte, wie in Abbildung 3.9 dar-
gestellt, auch mittels Western-Blot gezeigt und damit verifiziert werden. Aus der
Stimulation der primären cerebellaren Astrozyten mit dem Schilddrüsenhormon T3
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resultierte folglich eine Erhöhung der GLAST-Proteinmenge.
Wurden Bereiche der Zellkultur analysiert, in denen die Astrozyten Kontakt mit ei-
ner Purkinjezelle hatten, konnte festgestellt werden, dass dort die Immunoreaktivität
von GLAST besonders hoch war. Dieses Ergebnis ist in Abbildung 3.10 dargestellt.
Die Färbungen gegen GLAST und Calbindin, als Marker für Purkinjezellen, waren
sowohl in den unbehandelten als auch in den mit T3 behandelten Zellen überlap-
pend. Betrachtete man eine dendritische Endigung bei höherer Vergrößerung wurde
sichtbar, dass die Glutamattransporter vor allem um die dendritischen spines herum
lokalisiert waren und diese regelrecht umschlossen. Das spricht für die essentielle Be-
deutung dieses Transporters in der Synapsenausbildung und für das Überleben der
Purkinjezelle. Bei den ohne T3 kultivierten Purkinjezellen war GLAST vorwiegend
um den Zellkörper herum detektierbar, da ausdifferenzierte Dendriten fehlten.

3.2 Analyse von Bergmann Glia-spezifischen Genen

Wie im vorigen Kapitel gezeigt werden konnte, sind Thyroidhormone für die korrekte
Entwicklung und Differenzierung der Bergmann Glia und Purkinjezellen im Klein-
hirn essentiell. Um die molekularen Mechanismen zu verstehen, die zur Thyroid-
hormon-induzierten Differenzierung der Bergmann Gliazellen führen, wurden Berg-
mann Glia-spezifische Gene bzw. Genfamilien näher untersucht, die dafür bekannt
sind, aktiv am Umbau des Zellzytoskeletts, in Prozessen neuronaler Entwicklung
oder speziellen pathologischen Veränderungen involviert zu sein. In diesem Zusam-
menhang wurden GFAP, Septine, borg (binder of Rho GTPases) und GLAST näher
analysiert.

3.2.1 Analysen zur mRNA-Expression der Zytoskelettpro-
teine GFAP, Septin-2 und Septin-4 im eu- und athy-

roiden Cerebellum

GFAP (Glial fibrillary acidic protein) ist ein Intermediärfilamentprotein, das post-
natal in Astrozyten exprimiert wird. Es ist für die Zellstabilität und -morphologie
verantwortlich. In Bergmann Gliazellen bildet GFAP das Hauptgerüst der Radialfa-
sern. Im sich entwickelnden Cerebellum erreicht die GFAP-Expression nach ca. zwei
Wochen ein Maximum und nimmt danach ab.
Septine bilden eine eigene Klasse der Zytoskelettproteine. Einige Familienmitglieder
werden funktionell im Zusammenhang mit Entwicklungs- und Differenzierungspro-
zessen neuronaler Zellen, sowie Neurodegeneration diskutiert. Septin-2 z.B. konnte
als enger Interaktionspartner des Glutamattransporters GLAST in Bergmann Glia-
zellen nachgewiesen werden [89].
Um zeigen zu können, ob GFAP und Septin-2 als putative Kandidaten für die
Thyroidhormon-abhängige Bergmann Glia-Differenzierung in Frage kommen, wurde
das Expressionsniveau beider Gene mittels In-situ Hybridisierung (ISH) im eu- und
athyroiden Cerebellum bestimmt. Das Ergebnis dieses Experimentes ist in Abbil-
dung 3.11 dargestellt.
Beide Gene wurden in den Bergmann Gliazellen zum Zeitpunkt P12 exprimiert. In
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der athyroiden Pax8–/– Maus war, verglichen mit einer euthyroiden Wildtypkontrolle,
eine erhöhte GFAP und eine unveränderte Septin-2 mRNA-Menge nachweisbar.

Abbildung 3.11: Im athyroiden Cerebellum der Pax8 KO Maus war zum Zeitpunkt P12
eine erhöhte GFAP- und eine unveränderte Septin-2-Expression nach-
weisbar. Die Detektion von GFAP- (links) und Septin-2- (rechts)
mRNA erfolgte mittels radioaktiver In-situ Hybridisierung im euthy-
roiden (WT) und athyroiden (Pax8 KO) Kleinhirn der Maus.

Septin-4 wird überwiegend in Gliazellen exprimiert. Im normal ausdifferenzierten
Kleinhirn konnte die mRNA von Septin-4 mittels radioaktiver In-situ Hybridisierung
in den Gliazellen der Purkinjezellschicht und in der weißen Substanz nachgewiesen
werden. Bei höherer mikroskopischer Vergrößerung wurde deutlich, dass das ISH-
Signal hauptsächlich um die Purkinjezellsomata herum lokalisiert ist. Dies deutete
auf eine Expression von Septin-4 in den Bergmann Gliazellen hin (siehe Abbildung
3.12 A, C). Wurde im Vergleich zur Wildtypkontrolle ein athyroides Cerebellum ei-
ner zwölf Tage alten Pax8–/– Maus analysiert, konnte festgestellt werden, dass die
Septin-4 mRNA Menge in der Purkinjezellschicht stark erniedrigt war (siehe Abbil-
dung 3.12 B), während die Transkriptspiegel in der weißen Substanz unverändert
erschienen.
Um dieses Ergebnis zu validieren, wurde die Septin-4 mRNA-Menge in Wildtyp-
relativ zu Pax8 KO-Tieren mittels quantitativer Real-Time-PCR bestimmt. Hier-
bei konnte festgestellt werden, dass die Septin-4 Expression in athyroiden Cerebella
verglichen mit den Wildtypkontrollen um ca. 50 % erniedrigt war (3.12, rechts).
Um nachzuweisen, dass dieses Bergmann Glia-spezifische Gen tatsächlich abhängig
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vom Schilddrüsenhormon-Status der Mäuse reguliert wird, wurden Pax8–/– Tiere ab
dem 7. Lebenstag mit einer täglichen physiologischen Dosis von 20 ng Thyroxin pro
Gramm Lebendgewicht substituiert. Die Cerebella der substituierten Mäuse wurden
am 12. Lebenstag entnommen und bezüglich der Septin-4 Expression mittels ISH
und Real-Time-PCR erneut analysiert. Das Ergebnis dieses Experimentes ist in Ab-
bildung 3.12 D und 3.12 (rechter Kasten) dargestellt.
Das Expressionsniveau von Septin-4 stieg nach der T4-Substitution auf den Wert der
Wildtypkontrolle an. Das konnte mit der In-situ Hybridisierung als semiquantitative
Methode festgestellt und mit der quantitativen Real-Time-PCR verifiziert werden.
Dieses Ergebnis zeigt, dass die Septin-4 Expression in den Bergmann Gliazellen des
Kleinhirns positiv durch Thyroidhormone reguliert wird.

Abbildung 3.12: links: Detektion von Sept4-mRNA durch radioaktive ISH im Cere-
bellum der Maus zum Zeitpunkt P12. A: Hohe ISH-Signalintensitäten
konnten in der Purkinjezellschicht und der weißen Substanz (rote Pfei-
le) des euthyroiden Kleinhirns (WT) nachgewiesen werden, während
die Signalstärke im athyroiden Kleinhirn (Pax8 KO) stark erniedrigt
war (B). C: In zusätzlich mit Kresylviolett gefärbten Schnitten ist
das Sept4-ISH-Signal (rote Pfeile) um die Purkinjezellsomata (Stern)
herum in den Bergmann Gliazellen nachweisbar; D: Die erniedrigten
Sept4-Transkriptspiegel erreichen nach TH-Substitution das Wildtyp-
niveau. (A, B, D: 40x, C: 400x) rechts: Validierung der TH-abhängi-
gen Sept4-Expression durch quantitative Real-Time-PCR. Alle Daten
entsprechen Mittelwerten ± SEMs. Signifikanz nach einseitigem Stu-
dent‘s t-test (**) p<0.01

3.2.2 Analysen zur Bestimmung des Expressionsmusters von

borg-Proteinen im Cerebellum der Maus

Borg-Proteine (binder of Rho GTPases) sind die einzigen bislang bekannten Regu-
latoren der Septinassemblierung. Ob Mitglieder der borg-Genfamilie im Cerebellum
der Maus exprimiert werden, war bisher nicht bekannt. Aus diesem Grund wurde
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Abbildung 3.13: Bestimmung des Expressionsmusters von borg1-5 im Cerebellum einer
eu- (WT) und einer athyroiden Maus (Pax8 KO) zum Zeitpunkt P12
mittels In-situ Hybridisierung: Die zelluläre Lokalisation der einzelnen
borg wurde durch zusätzliche Kresylviolettfärbung, 400-fache Vergröße-
rung und Dokumentation im Hellfeld bestimmt (A-E, rechts). Borg1, 2,
4 und 5 wurden im Kleinhirn detektiert, borg4 und 5 in Bergmann Glia-
zellen. Die spezifischen ISH-Signale (rote Pfeile) für borg4 und borg5
waren um die Purkinjezellsomata (Sterne) herum lokalisiert. Nur borg4
zeigte eine TH-abhängige Expression (roter Kasten). Darstellung der
ISH-Signale im Dunkelfeld (links, Mitte, 40x).
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für alle fünf Familienmitglieder eine Expressionsanalyse im Kleinhirn mittels radio-
aktiver In-situ Hybridisierung (ISH) durchgeführt. Parallel zu Nachweis und Loka-
lisationsbestimmung der borg-mRNA wurden die Expressionsmengen in eu- (WT)
und athyroiden (Pax8 KO) Mäusen zum Zeitpunkt P12 miteinander verglichen. Das
Ergebnis dieser Studie ist in Abbildung 3.13 dargestellt.
Borg1 war als starkes ISH-Signal in den Gliazellen der weißen Substanz des Klein-
hirns detektierbar. Borg2 konnte als schwaches ISH-Signal in der äußeren und in-
neren Körnerzellschicht nachgewiesen werden. Deshalb konnte davon ausgegangen
werden, dass borg2 im Kleinhirn überwiegend von Körnerzellen exprimiert wird. Es
waren jedoch für beide Gene keine unterschiedlichen ISH-Signalintensitäten in den
beiden verschiedenen Versuchstieren feststellbar. Der Nachweis einer Expression von
borg3 war durch ISH weder im eu- noch im athyroiden Cerebellum zu diesem Zeit-
punkt möglich.
Borg4 und borg5 wurden in hohem Maße in der Purkinjezellschicht exprimiert. Die
jeweiligen ISH-Signale waren um die Zellkörper der Purkinjezellen herum lokali-
siert. Das zeigte, dass sowohl borg4 als auch borg5 in Bergmann Gliazellen vor-
kommen. Borg5 war zusätzlich auch in Gliazellen der weißen Substanz nachweisbar.
Die Menge an borg4-mRNA war im athyroiden Tier stark erniedrigt, während kei-
ne Unterschiede in den ISH-Signalintensitäten für borg5 im Pax8 KO Tier oder
in der Wildtypkontrolle feststellbar waren. Zusammenfassend konnte mit diesem
Experiment gezeigt werden, dass borg4 ein Bergmann Glia-spezifisches Gen ist, des-
sen Expression durch Thyroidhormone reguliert wird. Damit wurde borg4, neben
Septin-4, in weiteren Studien als putatives Kandidatengen analysiert, das in der
Thyroidhormon-abhängigen Differenzierung und Entwicklung von Bergmann Glia-
zellen involviert sein könnte.

3.2.3 Thyroidhormon-abhängige Expression von borg4 im

Cerebellum

Wie experimentell durch radioaktive In-situ Hybridisierung (ISH) gezeigt wurde,
konnte eine Expression von borg4 in Abhängigkeit vom Schilddrüsenhormon-Status
in Bergmann Gliazellen nachgewiesen werden. Durch quantitative Real-Time-PCR
wurde dieses Ergebnis bestätigt und in den athyroiden Mäusen eine um ca. 60 %
erniedrigte borg4-Expression ermittelt (siehe Abbildung 3.14, rechts). Um nachzu-
weisen, dass die erniedrigte mRNA-Menge im Pax8–/– Cerebellum wirklich mit dem
athyroiden Zustand der Mäuse in Verbindung stand, wurden Pax8 KO Tiere, wie in
Abschnitt 3.2.1 zuvor beschrieben, mit Thyroxin (20 ng/g BW T4) substituiert. Die
borg4-Transkriptspiegel in den Cerebella der so behandelten Mäuse wurden danach
semiquantitativ mittels ISH und quantitativ mittels Real-Time-PCR bestimmt. Die
Resultate dieser Analysen sind in Abbildung 3.14 dargestellt.
In diesem Experiment konnte mit beiden Methoden gezeigt werden, dass der borg4-
Transkriptspiegel nach der Substitution mit einer physiologischen T4-Dosis wieder
anstieg und das Niveau der Wildtypkontrolle erreichte. Die Expression von borg4
wird also, genau wie die von Septin-4, positiv durch Thyroidhormone reguliert.

44



ERGEBNISSE

Abbildung 3.14: links: Detektion von borg4-mRNA durch radioaktive ISH im Cerebel-
lum der Maus zum Zeitpunkt P12. A: Hohe ISH-Signalintensitäten
konnten in der Purkinjezellschicht (roter Pfeil) des euthyroiden Klein-
hirns (WT) nachgewiesen werden, während die Signalstärke im athy-
roiden Kleinhirn (Pax8 KO) stark erniedrigt war (B). C: In zusätzlich
mit Kresylviolett gefärbten Schnitten ist das ISH-Signal für borg4 (ro-
te Pfeile) um die Purkinjezellsomata (Stern) herum in den Bergmann
Gliazellen nachweisbar. D: Die erniedrigten borg4-Transkriptspiegel
erreichen nach TH-Substitution das Wildtypniveau. (A, B, D: 40x, C:
400x) rechts: Validierung der TH-abhängigen borg4 Expression durch
quantitative Real-Time-PCR. Alle Daten entsprechen Mittelwerten ±

SEMs. Signifikanz nach einseitigem Student‘s t-test (**) p<0.01

3.2.4 mRNA-Expressionsanalyse des Glutamattransporters

GLAST im eu- und athyroiden Cerebellum

Ein weiteres Gen, das im Cerebellum hauptsächlich in Bergmann Gliazellen expri-
miert wird, das in der Lage ist, mit Septinen zu interagieren und das pathologisch oft
im Zusammenhang mit Purkinjezell-Degeneration diskutiert wird, ist der Glutamat-
transporter GLAST. GLAST entfernt den Neurotransmitter Glutamat aus dem syn-
aptischen Spalt und schützt so die Neurone vor Neurotoxizität. Der experimentelle
Nachweis, dass GLAST hauptsächlich in den Bergmann Gliazellen des Mauscere-
bellums exprimiert wird, ist in Abbildung 3.15, C dargestellt. Im Gegensatz zu den
Zellkulturexperimenten aus Abschnitt 3.1.3 konnten keine unterschiedlichen Trans-
kriptmengen von GLAST im Cerebellum der Pax8 KO Maus, verglichen mit einem
Wildtyp-Cerebellum, nachgewiesen werden (3.15, A und B). Dieses Ergebnis wurde
durch quantitative Real-Time-PCR bestätigt (Bild 3.15, rechts) und deutete darauf
hin, dass dieser gliaspezifische Glutamattransporter auf mRNA-Ebene im Kleinhirn
der Maus unabhängig von Thyroidhormonen exprimiert wird.
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Abbildung 3.15: A, B: Nachweis von GLAST-mRNA durch radioaktive ISH im eu-
(WT) und athyroiden (Pax8 KO) Cerebellum der Maus zum Zeit-
punkt P12. Unveränderte ISH-Signalintensitäten konnten in der Pur-
kinjezellschicht (roter Pfeil) beider Tiere nachgewiesen werden. C: In
zusätzlich mit Kresylviolett gefärbten Schnitten ist das ISH-Signal für
GLAST (rote Pfeile) um die Purkinjezellsomata (Stern) herum in den
Bergmann Gliazellen nachweisbar. (A, B: 40x, C: 400x) D: Die Va-
lidierung der ISH-Ergebnisse erfolgte durch quantitative Real-Time-
PCR. Alle Daten entsprechen Mittelwerten ± SEMs.

3.3 Regulation Bergmann Glia-spezifischer Gene auf

Proteinebene

Im vorigen Kapitel konnte durch Analysen zur mRNA-Expression von Septin-4 und
borg4, zwei Bergmann Glia-spezifischen Genen im Kleinhirn der Maus, erstmalig ge-
zeigt werden, dass die Transkriptspiegel beider Gene positiv durch Thyroidhormone
reguliert werden. In nachfolgenden Experimenten sollte die Expression beider Kan-
didaten auch auf Proteinebene näher analysiert werden. Von besonderem Interesse
war hierbei, ob ebenfalls Unterschiede zwischen den Proteinmengen von Septin-4
und borg4 in eu- und athyroiden Cerebella detektierbar waren.

3.3.1 Herstellung eines spezifisch gegen borg4 gerichteten
Antikörpers

Da spezifisch gegen borg4 gerichtete Antikörper nicht verfügbar waren, wurde in
unserem Auftrag ein Kaninchen mit einem Peptid immunisiert, dessen 16 Ami-
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nosäuren umfassende Sequenz einem N-terminalen Bereich des borg4 Proteins ent-
sprach. Das erhaltene polyklonale borg4-Antiserum wurde nachfolgend gegen das
Peptid affinitätsgereinigt. Die Spezifität des aufgereinigten, gegen borg4 gerichteten
Antikörpers in immunzytochemischen Färbungen und im Western-Blot wurde ab-
schließend experimentell kontrolliert. Das Ergebnis dieser Spezifitätskontrolle ist für
beide Anwendungen in der Abbildung 3.16 dargestellt.
In einem ersten Experiment sollte gezeigt werden, dass der aufgereinigte anti-borg4
Antikörper in der Lage ist, in Zellen, die mit einem für borg4-GFP kodierendem
Plasmid transfiziert wurden, das Fusionsprotein spezifisch zu detektieren. Zum Ver-
gleich wurden die Zellen parallel mit dem ursprünglichen borg4-Antiserum und zur
Kontrolle mit einem gegen GFP gerichteten Antikörper gefärbt (Abbildung 3.16,
links). Wie im Bild 3.16 A deutlich zu sehen ist, färbte das Antiserum alle Zellen
auf dem Deckgläschen unspezifisch an, obwohl sich in diesem Bildausschnitt mit dem
anti-GFP Kontrollantikörper nur drei Zellen nachweisen ließen, die das borg4-GFP
Fusionsprotein exprimierten. Der aufgereinigte, gegen borg4 gerichtete Antikörper
hingegen erkannte spezifisch nur die Zellen auf dem Deckgläschen, in denen das Fusi-
onsprotein exprimiert wurde und die darum auch durch den gegen GFP gerichteten
Kontrollantikörper erkannt wurden (3.16 B).

Abbildung 3.16: Links: Spezifitätskontrolle des aufgereinigten anti-borg4 Antikörpers
(AK): Vergleich der immunzytochemischen Färbungen von borg4-GFP
transfizierten Zellen mit dem borg4-Antiserum (A), dem aufgereinig-
ten anti-borg4 AK (B) und mit anti-GFP als Kontrolle der Transfekti-
on. Das Antiserum (AS) färbte unspezifisch alle Zellen, der anti-borg4
AK nur GFP-positive, transfizierte Zellen an. Rechts: Western-Blot
von Zelllysaten untransfizierter, GFP- oder borg1-5-GFP-transfizierter
Zellen. Die Detektion der Proteinbanden erfolgte mit dem anti-borg4
AK, der spezifisch nur borg4-GFP erkannte und keine Kreuzreakti-
vität zu den anderen vier borg-Proteinen zeigte. Der Kontrollantikörper
anti-GFP detektierte alle Konstrukte.
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In einem nächsten Schritt sollte gezeigt werden, dass der anti-borg4 Antikörper kei-
ne Kreuzreaktivität zu den anderen vier Mitgliedern der borg Proteinfamilie zeig-
te. Hierfür wurden Zellen jeweils mit verschiedenen Plasmiden transfiziert, die für
die fünf verschiedenen borg-GFP Fusionsproteine kodierten. Als Kontrolle dienten
untransfizierte oder nur mit GFP transfizierte Zellen. Die verschiedenen Zelllysate
wurden anschließend im Western-Blot mit dem aufgereinigten borg4-Antikörper und
zur Kontrolle mit anti-GFP analysiert (Abbildung 3.16, rechts). Während durch den
GFP-Antikörper alle Fusionsproteine und das reine GFP auf der Membran detektiert
werden konnten, eignete sich der anti-borg4 Antikörper spezifisch zum Nachweis für
das borg4-GFP Fusionsprotein. Die anderen vier borg-GFP Fusionsproteine wurden
nicht erkannt.
Zusammenfassend konnte hiermit gezeigt werden, dass die Aufreinigung des borg4-
Antikörpers aus dem polyklonalen Antiserum erfolgreich war und dadurch ein spe-
zifisches Werkzeug zum Nachweis von borg4 auf Proteinebene gewonnen wurde.

3.3.2 Mengenanalyse Bergmann Glia-spezifischer Proteine
im sich entwickelnden eu- und athyroiden Cerebellum

der Maus

In diesem Abschnitt der Arbeit sollte die Frage beantwortet werden, ob sich die stark
erniedrigten Transkriptmengen von Septin-4 und borg4 im athyroiden Cerebellum
auch auf Proteinebene widerspiegelten. Hierfür wurden Kleinhirn-Proteinlysate von
Pax8–/– Mäusen und entsprechenden Wildtypkontrollen zum Zeitpunkt P6, P12 und
P21 mittels Western-Blot analysiert. Dabei sollten die Mengen von verschiedenen
Bergmann Glia-spezifischen Proteinen miteinander verglichen werden. Das Ergebnis
dieser Studie ist in Abbildung 3.17 dargestellt.
Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Proteinmengen von Septin-4 und borg4 im
Mauscerebellum mit steigendem Alter (P6, P12 und P21) sowohl im Cerebellum
des Wildtyp- als auch in dem des KO Tieres anstiegen. Wurden aber dem Alter
entsprechende euthyroide und athyroide Mäuse miteinander verglichen, konnte in
jedem Fall gezeigt werden, dass beide Proteine auch auf Proteinebene reguliert wa-
ren. Die Proteinmengen waren in den athyroiden Kleinhirnen erniedrigt. Dies traf
für andere Bergmann Glia- (GLAST, Septin-2) bzw. gliaspezifische (GFAP) Prote-
ine nicht zu. GLAST war besonders deutlich zum Zeitpunkt P12 in den Cerebella
nachweisbar und schien im Pax8–/– Tier sogar etwas hochreguliert zu sein. Dieses
Ergebnis stand im Widerspruch zu den, durch die In-situ Hybridisierung und die
quantitative Real-Time-PCR erhaltenen und zuvor beschriebenen Ergebnisse (siehe
Abbildung 3.15). Septin-2 kam in Wildtyp- und KO-Tieren in unveränderter Men-
ge vor, wobei eine erhöhte Septin-2 Proteinmenge zum Zeitpunkt P21 detektierbar
war. GFAP zeigte in den Wildtypkontrollen die erwartete Mengenverteilung: Dieses
Protein war in großer Menge in Gliazellen des sich entwickelnden Cerebellums (P6
und P12) vorhanden und wurde mit steigendem Alter (P21) herunter reguliert. In
den athyroiden Kleinhirnen spiegelte die GFAP-Verteilung in den unterschiedlich
alten Tieren die verzögerte Entwicklung wider. Die Menge an GFAP am Tag 12 und
21 war höher als in der Wildtypkontrolle und wurde erst später herunter reguliert.
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Als Ladekontrolle für dieses Experiment diente β-Aktin.

3.3.3 Phosphorylierung von borg4

Bei der Detektion von borg4 aus Cerebellumlysaten der Maus wurde auf den Western-
Blot-Membranen reproduzierbar eine Doppelbande im Größenbereich des Proteins
nachgewiesen. Um festzustellen, ob es sich bei der oberen Bande um die phosphory-
lierte Form von borg4 handeln könnte, wurde ein Dephosphorylierungsexperiment
durchgeführt. Das Ergebnis ist in Abbildung 3.18 dargestellt.
Ein Aliquot Kleinhirnlysat einer zwölf Tage alten Wildtypmaus wurde mit Antarc-
tic Phosphatase behandelt und zusammen mit dem unbehandelten Aliquot mit-
tels Western-Blot und einer anschließenden immunochemischen Detektion von borg4
analysiert. Als Ladekontrolle diente hierbei ektopisch exprimiertes Protein aus einem
HEK-293 Zelllysat. Wie in Abbildung 3.18 deutlich zu sehen ist und durch die roten
Pfeile zusätzlich markiert wurde, hatte das borg4-Protein aus der unbehandelten
Probe ein höheres Molekulargewicht als das aus der mit Phosphatase behandelten
Probe. Die untere Bande, bei der es sich um das spezifische Signal für borg4 handelte,
verschob sich nach unten, während die obere Bande unverändert erhalten blieb. Bei
dieser oberen Bande könnte es sich daher um eine andere Proteinmodifikation oder
um ein unspezifisches Signal handeln. Da die auf das Gel aufgeladene Proteinmenge
der Kontrolle viel höher war als in den ersten beiden Bahnen (Cerebellumlysate),
lief das überexprimierte borg4 langsamer im Gel als das endogen im Kleinhirn de-
tektierbare borg4. Die Proteinbande befand sich deshalb etwas über dem endogen
im Cerebellum exprimierten Protein.
Zusammenfassend konnte bei diesem Experiment festgestellt werden, dass borg4
im Kleinhirn phosphoryliert wird. Das könnte einen Hinweis auf einen möglichen
Regulationsmechanismus darstellen.

3.4 Die TH-abhängige Expression von Septin-4 und

borg4 wird hauptsächlich durch TRα1 vermittelt

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Expression von Septin-4 und borg4 im Ce-
rebellum der Maus positiv durch Schilddrüsenhormone beeinflusst wird, stellte sich
die Frage, durch welchen Thyroidhormon-Rezeptor diese Regulation vermittelt wird.
Um die Fragestellung experimentell beantworten zu können, wurden TRα1- und
TRβ-defiziente Mäuse mit Pax8 Tieren verkreuzt. Dadurch sollte gezeigt werden,
wie sich die Transkriptmengen der Kandidatengene in TR-defizienten, verglichen
mit athyroiden TR-defizienten, Cerebella verhalten und wie sich eine Substituti-
on der athyroiden TR-defizienten Versuchstiere auf die Transkriptmengen auswirkt.
Hierfür wurde jeweils eine Versuchstiergruppe doppelt mutierter Mäuse mit einer
physiologischen T4-Menge substituiert (Substitution wie in 3.2.1 beschrieben) und
die Transkriptspiegel von Septin-4 und borg4 mittels radioaktiver In-situ Hybridi-
sierung (ISH) in sagittalen Kleinhirnschnitten verschiedener Mausgenotypen (WT,
TRα1–/–, TRβ–/–, Pax8–/–TRα1–/– und Pax8–/–TRβ–/–) zum Zeitpunkt P12 ermittelt.

49



ERGEBNISSE

Abbildung 3.17: Proteinmengenvergleich aus Kleinhirnlysaten unterschiedlich alter
(P6, P12, P21) Wildtyp (WT) und Pax8–/– Mäusen mittels Western-
Blot: Die Septin-4- und borg4-Proteinmengen waren im athyroiden Ce-
rebellum erniedrigt, während GLAST leicht erhöht und Septin-2 un-
verändert nachweisbar waren. GFAP wird in älteren Tieren herunter
reguliert, dieser Prozess ist im Pax8–/– Cerebellum verzögert. Als La-
dekontrolle diente β-Aktin.

Abbildung 3.18: Borg4-Protein lag im Mauscerebellum phosphoryliert vor. Eine Redu-
zierung der Proteinmasse konnte durch Dephosphorylierung mit Ant-
arctic Phospatase erreicht werden. Unbehandeltes, in HEK-293 Zellen
überexprimiertes borg4 diente als Laufkontrolle.
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Diese Analyse ist in Abbildung 3.19 dargestellt. Da die ISH-Signale für Septin-4
sehr stark waren, musste die radioaktive Septin-4 RNA-Sonde zur Abschwächung
der Signalintensitäten mit DIG-markierter Septin-4 RNA-Sonde verdünnt werden.
Abschließend wurden alle hybridisierten Schnitte sechs Tage lang mit der Fotoemul-
sion inkubiert und dann entwickelt.

Abbildung 3.19: Die Thyroidhormon-abhängige Expression von Septin-4 und borg4 wird
hauptsächlich durch TRα1 vermittelt. Analyse der Transkriptspiegel
von Septin-4 und borg4 in eu- und athyroiden TR-defizienten Mäusen
zum Zeitpunkt P12 vor und nach Stimulation mit Thyroidhormon
(20 ng / g BW T4) mittels radioaktiver ISH. Beide Gene werden in
der Purkinjezellschicht des Cerebellums, Septin-4 zusätzlich in Gliazel-
len der weißen Substanz, borg4 zusätzlich im Choroid Plexus (Sterne)
exprimiert. Aufnahmen im Dunkelfeld, 40x
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Bei diesem Experiment konnte für Septin-4 und borg4 gezeigt werden (Abb. 3.19,
linke Spalte), dass das Fehlen von TRα1 zu einer Reduzierung der Transkriptsignal-
intensitäten beider Gene führte, wobei borg4 eine deutlich stärkere Erniedrigung als
Septin-4 zeigte. In diesem Fall konnte die in der Pax8–/– Maus beobachtete Reduzie-
rung des Transkriptspiegels erreicht werden (Abb. 3.19, borg4, linke Spalte, Mitte)
Die TRβ-defizienten Tiere zeigten ein zur Wildtypkontrolle unverändertes Expres-
sionsniveau beider Gene (Abb. 3.19, linke Spalte, unten).
Wurden athyroide TR-defiziente Mäuse analysiert (Abb. 3.19, mittlere Spalte), konn-
te eine zusätzliche Reduzierung der Transkriptmengen von borg4 und Septin-4 nur
für die athyroiden TRβ-defiziente Mäuse festgestellt werden. Die mRNA Mengen
beider Gene in den athyroiden TRα1-defizienten Tieren änderten sich nicht, ver-
glichen mit dem euthyroiden Zustand. Eine Substitution der athyroiden TRβ-defi-
zienten Mäuse mit Thyroxin resultierte in einem Anstieg der Transkriptmengen
beider Gene, während sich die Transkriptmengen in den TRα1-defizienten Cerebel-
la nicht veränderten (Abb. 3.19, rechte Spalte). Das deutet zusammengenommen
darauf hin, dass TRα1 hauptsächlich an der Induktion und Repression der Trans-
kriptspiegel von Septin-4 und borg4 im Cerebellum der Maus beteiligt ist. Fehlt
dieser Rezeptor, wie in den TRα1–/– Mäusen gezeigt werden konnte, können die
Transkriptspiegel beider Gene nicht rekonstruiert werden. Dies ist dagegen in den
TRβ–/– Mäusen möglich, da hier TRα1 in den Zellen unverändert präsent ist.
Zur Validierung der mittels ISH erhaltenen Ergebnisse wurde eine quantitative Real-
Time-PCR durchgeführt, deren Messwerte in Abbildung 3.20 als Diagramm darge-
stellt sind. Alle darin gezeigten Daten entsprechen Mittelwerten ± Vertrauensinter-
vall (SEM). Die durch diese Real-Time-Messungen gewonnenen Resultate spiegeln
die Ergebnisse der radioaktiven ISH weniger eindeutig wider.
Beide TR-defizienten Mausgenotypen zeigten in der Real-Time-PCR-Messung eine
signifikante Reduzierung der Septin-4- und borg4-Transkriptspiegel, die in der ISH
nur für die TRα1-defizienten Mäuse zu beobachten war. Die Substitution der TRβ-
defizienten Tiere führte zwar zu einer signifikanten Erhöhung der mRNA-Mengen
beider Gene, diese erreichten aber das Wildtypniveau nicht (Abb. 3.20, rechts).
Übereinstimmend mit den Ergebnissen der ISH konnte gezeigt werden, dass ei-
ne T4-Substitution hypothyroider TRα1-defizienter Mäuse keinen Einfluss auf die
Transkriptspiegel hatte (Abb. 3.20, Mitte). Weiterhin konnte die bereits vorgestellte
Erniedrigung der Septin-4- und borg4-Transkriptmengen in Pax8–/– Mäusen und die
nach T4-Substitution erreichte vollständige Rekonstruktion mit diesem Experiment
erneut eindeutig bestätigt werden (Abb. 3.20, links).
Obwohl es sich bei der radioaktiven ISH um eine semiquantitative Methode handel-
te, war sie in diesem Fall besser dazu geeignet, die gemessenen Signalintensitäten
bestimmten Zellpopulationen im Cerebellum zuzuordnen, und dabei aussagekräfti-
gere Ergebnisse zu erreichen. Bei der Real-Time-PCR wurde mRNA aus heterogenen
Gewebelysaten der ganzen Mauscerebella quantifiziert und dadurch konnten Kon-
taminationen mit Zellen, welche die zu analysierenden Gene ebenfalls exprimierten
(Gliazellen der weißen Substanz (Sept4), Choroid Plexus (borg4)) nicht verhindert
werden.

52



ERGEBNISSE

Abbildung 3.20: Die Thyroidhormon-abhängige Expression von Septin-4 und borg4 wird
hauptsächlich durch TRα1 vermittelt. Analyse der Transkriptspie-
gel von Septin-4 (grün) und borg4 (rot) in eu- und athyroiden TR-
defizienten Mäusen zum Zeitpunkt P12 vor und nach Stimulation mit
Thyroidhormon (20 ng / g BW T4) mittels quantitativer Real-Time-
PCR (n=4). Alle Daten entsprechen Mittelwerten ± SEMs; Signifikanz
nach einseitigem Student‘s t-test (*) p<0.05, (**) p<0.01

Aus dem Ergebnis, dass die Thyroidhormon-abhängige Expression von Septin-4 und
borg4 hauptsächlich durch TRα1 vermittelt wird resultierte die fortführende Fra-
gestellung, ob die erniedrigten Septin-4- und borg4-Transkriptspiegel in den TRα1-
defizienten Mäusen mit einer veränderten Bergmann Glia-Morphologie, vergleichbar
mit der Situation in den athyroiden Pax8–/– Mäusen, einhergehen. Zur experimen-
tellen Bearbeitung der Problematik wurden heterozygote TRα1 und, im Vergleich
dazu, auch TRβ Mäuse mit GFP-transgenen Tieren verkreuzt. Aus der Tochter-
generation konnten dann zum Zeitpunkt P12 Cerebella von TR-defizienten, GFP-
transgenen Jungtieren mit denen ihrer Wildtyp-Geschwister immunhistochemisch
verglichen werden. Das Hauptaugenmerk lag hierbei auf dem Entwicklungszustand
der Bergmann Glia- und Purkinjezellen im Kleinhirn dieser Tiere. Das Resultat der
Studie ist in Abbildung 3.21 dargestellt.
Weder die GFAP-positiven Radialfasern der Bergmann Gliazellen (Bild 3.21, D-F),
noch ihre seitlichen lamellenartigen Fortsätze (A-C), wiesen in den TR-defizienten
Mäusen einen Unterschied zu den Wildtypkontrollen auf. Auch die Differenzie-
rung der Purkinjezellen (A-F, rot) war durch das Fehlen der einzelnen Rezepto-
ren nicht beeinflusst. Dieses Ergebnis deutete darauf hin, dass die Abwesenheit ei-
nes Thyroidhormon-Rezeptors nicht dieselben Konsequenzen für die Cerebellument-
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wicklung hat wie der Schilddrüsenhormonmangel selbst. Das spiegelte sich auch im
Phänotyp der TRα1–/– bzw. der TRβ–/– Mäuse wider, die nicht die schweren hypo-
thyroiden Symptome zeigten wie die Pax8–/– Mäuse. Hierbei spielen wahrscheinlich
kompensatorische Effekte des zweiten Rezeptors eine große Rolle.

Abbildung 3.21: Trotz erniedrigter Transkriptmengen von Septin-4 und borg4 in den
TRα1–/– Mäusen hat das Fehlen des Rezeptors keinen Einfluss auf die
Morphologie von Bergmann Glia- und Purkinjezellen. Die Cerebella
von TRα1–/–-GFP, TRβ–/–-GFP und WT-GFP Tieren zum Zeitpunkt
P12 wurden immunhistochemisch mit anti-Calbindin als Purkinje-
zellmarker (A-F, rot), anti-GFP (A-C, grün) zur Visualisierung der
Bergmann Gliazellen und anti-GFAP (D-F, grün) zur Visualisierung
der Radialfasern analysiert. Aufnahmen 400x

Bereits 2002 haben Morte et al. [99] nachgewiesen, dass eine Thyroidhormon-Defi-
zienz im Cerebellum keine Auswirkungen auf die Morphologie der Purkinjezellen
hat. Von der selben Arbeitsgruppe wurde dann in späteren Publikationen [60, 71]
gezeigt, dass in Abwesenheit von TRα1 die GFAP-Immunoreaktivität der Astrozy-
ten im Cerebellum der Maus reduziert ist, ein Ergebnis, das in der beschriebenen
Form im Rahmen dieser Arbeit nicht bestätigt werden konnte.
Deshalb sollte abschließend untersucht werden, ob diese Diskrepanz u.U. auf die
Wahl der Primärantikörper für die Immunhistochemie zurückzuführen ist. Für den
experimentellen Nachweis wurden perfusionsfixierte Kryostatschnitte des Cerebel-
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lums einer Wildtypkontrolle, einer Pax8–/– und einer TRα1–/– Maus immunhistoche-
misch mit verschiedenen, gegen GFAP gerichteten Antikörpern gefärbt und mitein-
ander verglichen. Das Ergebnis ist in Abbildung 3.22 dargestellt.

Abbildung 3.22: Nachweis der Thyroidhormon-unabhängigen GFAP-Expression in sa-
gittalen, perfusionsfixierten Kryoschnitten des euthyroiden (WT),
athyroiden (Pax8 KO) und TRα1–/– (TRα KO) Mauscerebellums
zum Zeitpunkt P12 durch Immunhistochemie mit verschiedenen, ge-
gen GFAP gerichteten Primärantikörpern. Die Molekularschicht wurde
durch roten Balken und die Purkinjezellkörper mit Pfeilen gekennzeich-
net. Mit dem, von der Firma Dako erworbenen, anti-GFAP Antikörper
konnte in keinem Mausgenotyp eine Färbung nachgewiesen werden.

In allen drei verschiedenen Mausgenotypen konnten sowohl mit dem monoklonalen,
aus der Maus stammenden, als auch mit dem polyklonalen, aus dem Kaninchen
stammenden, anti-GFAP Antikörpern der Firma Sigma die GFAP-positiven Radial-
fasern der Bergmann Gliazellen in der Molekularschicht (roter Balken) des Cerebel-
lums detektiert werden. Diese Radialfasern durchspannten die komplette Molekular-
schicht und waren weder im hypothyroiden, noch im rezeptordefizienten Kleinhirn
verändert. Mit dem von Bernal et al. [60] verwendeten monoklonalen anti-GFAP An-
tikörper der Firma Dako hingegen konnte keine GFAP Färbung detektiert werden,
obwohl das Gewebe in sehr gutem Zustand war (Purkinjezellkörper sind deutlich zu
erkennen und wurden mit Pfeilen markiert). Dieses Ergebnis war für alle Mausgeno-
typen (siehe Abbildung 3.22, untere Reihe) und auch für unterschiedlich behandelte
(Vibratom, fresh-frozen-Kryo, perfusionsfixiert Kryo) und gefärbte (Immunfluores-
zenz, HRP-DAB) Gewebe reproduzierbar. Eine Begründung für diese Beobachtung
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könnte sein, dass im Material und Methoden-Teil der Publikationen [60, 71] ein
falscher Antikörper vermerkt ist. Weiterhin ist es möglich, dass GFAP unter be-
stimmten Bedingungen phosphoryliert wird und der Antikörper die phosphorylierte
Form nicht erkennt, bzw. nur eine bestimmte modifizierte Form von GFAP erkennt.

3.5 Analysen zur subzellulären Lokalisation und funk-

tionellen Relevanz von Septin-4 und borg4

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Septin-4 und borg4 in den Bergmann Glia-
zellen des Cerebellums in Abhängigkeit von Thyroidhormonen exprimiert werden,
stellte sich die Frage, ob beide Proteine auch miteinander im funktionellen Zusam-
menhang stehen. Hierbei war von besonderem Interesse, welche subzelluläre Lokali-
sation Septin-4 und borg4 in den Zellen hatten, ob sie in der Lage waren, miteinander
und mit Komponenten des Zellzytoskeletts zu interagieren und welche funktionelle
Relevanz sich daraus ergab.

3.5.1 Nachweis der Interaktion von Septin-4 und borg4 in-

vitro mittels Immunzytochemie und Koimmunopräzi-

pitation

Septin-4, das zu einer speziellen Klasse von Zytoskelettproteinen gehört und borg4,
das zu einer Familie von Regulatorproteinen gehört, die den Umbau des Zellzy-
toskeletts beeinflussen, zeigen sowohl auf mRNA als auch auf Proteinebene eine
erniedrigte Expression in den Bergmann Gliazellen des athyroiden Kleinhirns. Da
weiterhin bekannt ist, dass andere borg-Familienmitglieder wie borg3 in der Lage
sind, mit Septinen (Sept7) zu interagieren [90, 91], sollte in-vitro mittels Immun-
zytochemie und Koimmunopräzipitation gezeigt werden, ob Septin-4 und borg4 in
verschiedenen Zellen ebenfalls in der Lage sind, miteinander zu interagieren.
Für den immunzytochemischen Nachweis wurden verschiedene Zelllinien (NIH-3T3,
COS-7 und primäre cerebellare Astrozyten) mit Plasmiden kotransfiziert, die je-
weils eines der Fusionsproteine borg4-GFP oder Sept4-myc kodierten. Nach 24 h
wurden die Zellen fixiert, immunzytochemisch mit gegen die Proteine gerichteten
Antikörpern gefärbt und die Lokalisation der Signale mikroskopisch ausgewertet.
Repräsentative Resultate aus dieser Versuchsreihe sind in Abbildung 3.23 darge-
stellt.
Septin-4 und borg4 konnten in den Zellen häufig als filamentförmige Strukturen vi-
sualisiert werden. Dies war besonders offensichtlich in den NIH-3T3 Zellen (siehe
Abbildung 3.23, obere Reihe) zu erkennen. Vermutlich hatte borg4 in diesem Fall
transient an die von Septin-4 ausgebildeten Filamente gebunden. Weiterhin konnte
festgestellt werden, dass beide Proteine im Zytoplasma der Zellen auf großen Arealen
eine überlappende Lokalisierung zeigten. Das wurde besonders beim Überlagern der
Einzelbilder (Mix) durch die gelbe Mischfarbe deutlich. Dieses Ergebnis deutete
darauf hin, dass Septin-4 und borg4 in transfizierten Zellen, bedingt durch ihre Ko-
lokalisation, miteinander interagieren können. Um diese Vermutung zu bestätigen,
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und eine Protein-Protein-Interaktion nachweisen zu können, wurde nachfolgend eine
Koimmunopräzipitation durchgeführt.

Abbildung 3.23: Der Nachweis der Kolokalisation von Septin-4 und borg4 nach tran-
sienter Kotransfektion in NIH-3T3, COS-7 und primären cerebellaren
Astrozyten erfolgte mittels Immunzytochemie mit anti-Sept4 (rot) und
anti-borg4 (grün) Antikörpern. Die gelben Bereiche bei Bildüberlage-
rung deuten auf eine Kolokalisierung hin. Aufnahmen 400x

Diese Koimmunopräzipitation erfolgte mit einem anti-GFP Antikörper aus lysierten
HEK-293 Zellen, die ektopisch Sept4-myc, borg4-GFP oder beide Fusionsproteine
exprimierten. Das Ergebnis ist in Abbildung 3.24 dargestellt.
Zur Kontrolle wurden die Expressionsmengen der einzelnen Fusionsproteine in den
Zellen mit den entsprechenden, gegen die jeweilige myc- oder GFP-Markierung ge-
richteten Antikörpern überprüft (3.24 links, HEK-293 Lysate). In den verschiedenen
HEK-293 Lysaten waren sowohl Sept4-myc als auch borg4-GFP gut detektierbar. In
den kotransfizierten Zellen lagen beide Fusionsproteine in annähernd gleicher Menge
vor.
Um nachzuweisen, dass die Fusionsproteine nicht unspezifisch an den Fc-Teil des
polyklonalen GFP-Antikörpers binden, wurde eine entsprechende Kaninchen IgG-
Kontrolle im Experiment mitgeführt. Wie im mittleren Teil der Abbildung (IgG)
gut zu sehen ist, ließen sich nur die schweren Ketten (ca. 55 kDa) der IgG Kontrolle
auf der Membran nachweisen, die Fusionsproteine wurden hingegen nicht gebunden.
Bei der Immunopräzipitation konnten die borg4-GFP Fusionsproteine spezifisch aus
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allen Zellen, die vorher mit dem entsprechenden Plasmid transfiziert wurden, präzi-
pitiert werden. Zusätzlich kopräzipitierte der Antikörper auch das, an borg4-GFP
gebundene, Sept4-myc-Protein aus den kotransfizierten Zellen. Die Fusionsprote-
ine hatten ein Molekulargewicht von ca. 58 kDa (Sept4-myc) oder ca. 63 kDa
(borg4-GFP) und die Detektionssignale lagen somit etwas oberhalb der schweren
Antikörperketten (Stern) auf der Membran. Zusammenfassend steht das Resultat
der Koimmunopräzipitation im Einklang mit den Ergebnissen der immunzytoche-
mischen Färbungen (Abb. 3.23) und zeigte ebenfalls, dass beide Proteine in-vitro
miteinander interagierten.

Abbildung 3.24: Koimmunopräzipitation von Septin-4 und borg4 aus transient kotrans-
fizierten HEK-293 Zellen als Nachweis der Kolokalisation und da-
mit der Protein-Protein-Interaktion. links: Detektion der Sept4-myc
und borg4-GFP Fusionsproteine mit anti-c-Myc bzw. anti-GFP AK in
einfach- und kotransfizierten Zelllysaten. rechts: Immunopräzipitati-
on (IP) mit dem anti-GFP AK oder den entsprechenden Immunglobu-
linen (IgG) als Kontrolle. Der anti-GFP AK präzipitiert borg4-GFP
aus den einfach- sowie borg4-GFP und Sept4-myc aus den kotransfi-
zierten Zellen. Die Signale der schweren AK-Ketten wurden mit Ster-
nen markiert.

3.6 Interaktion von Septin-4 und borg4 mit dem Zy-

toskelett

Um erste Hinweise auf die funktionelle Relevanz von Septin-4 und borg4 in Berg-
mann Gliazellen zu bekommen, sollte die zelluläre Lokalisation der Proteine in-vitro
und in-vivo näher analysiert und mögliche Interaktionen mit dem Zytoskelett unter-
sucht werden. Für die in-vitro Studien wurden Zellen mit für die jeweiligen Proteine
kodierenden Plasmiden transfiziert, 24 h später immunzytochemisch gefärbt und
danach mikroskopisch ausgewertet. Um die Proteinlokalisation in-vivo bestimmen
zu können, wurde eine Membranfraktionierung vom Mauscerebellum durchgeführt.
Die Ergebnisse der in-vitro Analysen sind in den Abbildungen 3.25 und 3.26, die der
Membranfraktionierung in Abbildung 3.27 dargestellt.
Sowohl in primären cerebellaren Astrozyten (siehe Abbildung 3.25) als auch in
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COS-7 Zellen (Ergebnis nicht gezeigt), die Septin-4 ektopisch exprimierten, konnte
immunzytochemisch keine Kolokalisierung mit Aktin- oder Mikrotubulifilamenten
nachgewiesen werden. Das Protein ließ sich nur homogen verteilt im Zytoplasma
der jeweiligen Zellen nachweisen.

Abbildung 3.25: Die Analysen zum Nachweis der subzellulären Lokalisation von
Septin-4 und borg4 in transient transfizierten, primären cerebellaren
Astrozyten wurde mittels Immunzytochemie mit Rhodamin-Phalloidin
bzw. α-Tubulin (rot) und anti-Sept4 bzw. anti-borg4 (grün) An-
tikörpern durchgeführt. Während keine markante Kolokalisierung von
Septin-4 mit Aktin- oder Mikrotubulifilamenten nachweisbar war, zeig-
te sich eine punktuelle Kolokalisierung von borg4 und Mikrotubulifila-
menten. Eine borg4-Aktin-Interaktion war nicht detektierbar. Die gel-
ben Bereiche nach Bildüberlagerung (Mix) deuteten auf Kolokalisie-
rung hin. Aufnahmen 400x

Wurden die Zellen allerdings zusätzlich noch mit borg4 kotransfiziert, konnte ei-
ne auffällige Veränderung der Lokalisierung von Septin-4 beobachtet werden (siehe
Abbildung 3.26). In Septin-4 / borg4 kotransfizierten Zellen wurde nun eine Ko-
lokalisierung von Septin-4 mit Aktinfilamenten nachgewiesen. Besonders stark war
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der Effekt in den COS-7 Zellen zu beobachten. Dort bildete Septin-4 markante fi-
lamentförmige Strukturen aus. Nach Überlagern der mikroskopischen Einzelaufnah-
men der Septin-4- und Aktin-Färbungen (Rhodamin-Phalloidin) wurden Bereiche
mit überlappender Proteinverteilung durch die gelbe Mischfarbe verdeutlicht und
zusätzlich durch Pfeile markiert (Abbildung 3.26, unten). Dieses Ergebnis deutete
darauf hin, dass borg4 möglicherweise an der Filamentbildung und Verteilung von
Septin-4 beteiligt war.

Abbildung 3.26: In mit borg4 kotransfizierten COS-7 Zellen bzw. primären cerebellaren
Astrozyten war eine veränderte Lokalisierung von Septin-4 zu beobach-
ten. Während Septin-4 in einfach transfizierten Zellen keine Kolokali-
sierung mit Aktinfilamenten zeigte, konnte in mit borg4 kotransfizier-
ten Zellen in bestimmten Bereichen (weiße Pfeile) eine Kolokalisierung
mit Aktin detektiert werden. Dieser Effekt war besonders stark in den
COS-7 Zellen zu beobachten. Aufnahmen 400x

Borg4 selbst konnte ebenfalls homogen verteilt im Zytoplasma der Zellen detek-
tiert werden. Während eine Kolokalisation mit F-Aktin in keinem der untersuchten
Zelltypen beobachtet werden konnte, war eine überlappende Proteinverteilung mit
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α-Tubulin nachweisbar (siehe Abbildung 3.25). Dieses Ergebnis zeigt, dass borg4 in
der Lage ist, mit Mikrotubuli zu interagieren.
Da die gegen Septin-4 und borg4 gerichteten Antikörper nicht dazu geeignet waren,
die beiden Proteine in cerebellaren Schnitten nachzuweisen, war eine immunhisto-
chemische Analyse zur subzellulären Lokalisation in Bergmann Gliazellen in-vivo
nicht möglich. Daher wurde zur Validierung der im vorigen Absatz beschriebenen
immunzytochemischen in-vitro Studien und zur genauen experimentellen Bestim-
mung der Lokalisation von Septin-4 und borg4 in-vivo eine Membranfraktionierung
durchgeführt. Das Ergebnis dieser Fraktionierung ist in Abbildung 3.27 dargestellt.

Abbildung 3.27: Die Membranfraktionierung von Cerebellum-Homogenaten der Maus
zeigte, dass Septin-4 in-vivo mit dem Zytoskelett assoziiert ist und
borg4 im Zytosol lokalisiert ist. Die Separierung von Membran- (P)
und zytosolischer Proteinfraktion (S) erfolgte durch differentielle Zen-
trifugation aus P21 Mauscerebellum-Homogenaten (H). Membranpro-
teine wie Nicastrin (Nct) und GLAST lassen sich durch Detergenzbe-
handlung aus dem Membranpellet herauslösen und reichern sich in der
Triton-X löslichen Fraktion (P/s+) an. Sept4, Sept2 verbleiben zusam-
men mit β-Aktin im detergenzunlöslichen Zytoskelettpellet (P/p). Die
Waschfraktion (W), das mit PBS behandelte Membranpellet (P/p-)
und die PBS-lösliche Fraktion (P/s-) dienten als Kontrollen.

Cerebellum-Homogenate (H) der Maus wurden durch differentielle Zentrifugation in
membranassoziierte und zytosolische Proteinbestandteile separiert. Im Membranpel-
let (P) reicherten sich neben Membrankomponenten auch alle Zytoskelettbestand-
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teile an, während rein zytosolische, lösliche Proteine im Überstand (S) zu finden
waren. Durch Detergenzbehandlung mit Triton X-100 war es möglich, membranstän-
dige und membranassoziierte Proteine aus dem Membranpellet herauszulösen (Abb.
3.27, Fraktion P/s). Proteine die mit dem Zytoskelett assoziiert waren, verblieben
bei dieser Behandlung im detergenzunlöslichen Pellet (Abb. 3.27, Fraktion P/p).
Als Kontrollen für dieses Experiment dienten die integralen Membranproteine Ni-
castrin und GLAST. Außerdem wurde ein Aliquot des Membranpellets mit PBS
an Stelle von Triton X-100 behandelt. Die erhaltenen Proteinfraktionen wurden
mittels Western-Blot auf eine Membran transferiert und mit den entsprechenden
Antikörpern detektiert.
Nach Auswertung dieses Experimentes konnte festgestellt werden, dass Septin-4 wie
auch Septin-2 im Cerebellum der Maus mit dem Zytoskelett assoziiert waren. Beide
Proteine verblieben nach der Membranfraktionierung im detergenzunlöslichen Zy-
toskelettpellet, zusammen mit β-Aktin, das als Kontrolle fungierte. Borg4 war im
Zytosol der Zellen lokalisiert, da es in der löslichen Fraktion zu finden war. Die beiden
Membranproteine Nicastrin und GLAST ließen sich wie erwartet mit dem Detergenz
aus dem Membranpellet herauslösen und waren in der P/s Fraktion nachzuweisen.
Mit PBS war es hingegen nicht möglich, diese Proteine aus dem Membranpellet
(P/p) zu extrahieren.

3.6.1 Studien zur funktionellen Relevanz von Septin-4 und
borg4 in organotypischen Schnittkulturen und primären

cerebellaren Astrozyten

Um die funktionelle Relevanz von Septin-4 und borg4 für die Entwicklung der Berg-
mann Gliazellen in-vitro analysieren zu können, sollten cerebellare Schnittkulturen
zum Zeitpunkt P7 angelegt, Bergmann Gliazellen mittels Gene-Gun Beschuss mit
für die Proteine kodierenden Plasmid-DNAs transfiziert und eine eventuell induzier-
te Zelldifferenzierung nach einer Woche immunhistochemisch ausgewertet werden.
Zur Durchführung dieser Versuchsreihe waren Vorexperimente erforderlich, die zei-
gen sollten, ob der Versuchsaufbau dazu geeignet war, die Thyroidhormon-abhängige
in-vivo Entwicklungssituation vergleichbar zu simulieren. Das Ergebnis der Kultivie-
rung cerebellarer Schnitte unter eu- und athyroiden Bedingungen ist in Abbildung
3.28 dargestellt.
Die Differenzierung der Purkinjezellen erfolgte über den analysierten Kultivierungs-
zeitraum von neun Tagen hinweg, unabhängig davon, ob im Medium Thyroidhor-
mone enthalten waren oder nicht. Es war kein morphologischer Unterschied zwischen
den in Vollmedium mit Thyroidhormonen kultivierten und den unter Thyroidhormon-
freien Bedingungen kultivierten Purkinjezellen zu beobachten. Weiterhin konnte
festgestellt werden, dass die Purkinjezellen mit zunehmender Kultivierungsdauer aus
der Purkinjezellschicht auswanderten und ihre geordnete Dendritenstruktur verlo-
ren. Dies konnte wahrscheinlich auf die stark ausgeprägte Gliose der Bergmann Glia-
zellen in den Schnitten zurückgeführt werden. Da es in diesem Modellsystem bereits
unter Standard- und Thyroidhormon-freien Kultivierungsbedingungen zu starken
morphologischen Veränderungen der Purkinje- und der Bergmann Gliazellen kam,
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konnte dieses System nicht für funktionelle Entwicklungsstudien über eine Zeitspan-
ne von mehr als zwei Tagen hinweg genutzt werden und war somit im Rahmen die-
ser Arbeit unbrauchbar. Daher wurden als alternatives in-vitro Modellsystem zur
Bestimmung des funktionellen Einflusses von Septin-4 und borg4 für die Zellmor-
phologie von Gliazellen astrozytär angereicherte primäre Mischzellkulturen aus dem
Cerebellum der Maus verwendet. Diese sollten nach Transfektion mit Septin-4 und
borg4 beide Proteine überexprimieren, und ein möglicher Einfluss auf die Morpho-
logie der Gliazellen sollte dokumentiert werden.

Abbildung 3.28: Thyroidhormone haben keinen Einfluss auf die Differenzierung von
Purkinjezellen in cerebellaren Schnittkulturen. Sagittal, 300 µm dick
geschnittene WT-Cerebella zum Zeitpunkt P10 wurden in Neuroba-
salmedium mit bzw. ohne TH kultiviert und immunhistochemisch mit
anti-Calbindin als Purkinjezellmarker gefärbt. Aufnahmen 200x

Hierbei stellte sich heraus, dass eine ektopische Expression von Septin-4 einen toxi-
schen Effekt auf die Zellen hatte. Dies konnte sowohl für die primären Astrozyten als
auch für transformierte Zellen wie COS-7 gezeigt werden und ist in der Abbildung
3.29 dokumentiert.
COS-7 Zellen wurden hierfür mit einem für Septin-4 kodierenden Plasmid transfiziert
und die Auswirkung der Proteinexpression auf die Zellen nach 16 h, 3 und 6 Ta-
gen immunzytochemisch analysiert (siehe Abbildung 3.29, A). Als Kontrolle dienten
untransfizierte COS-7 Zellen. Die mit Septin-4 transfizierten Zellen zeigten eine ab-
normale Morphologie und starben bereits nach einem Tag ab. Das wurde besonders
durch die stark fragmentierten Zellkerne sichtbar. Der Effekt auf primäre Astrozyten
war noch viel stärker. Hier konnten bereits nach einem Tag fast keine transfizierten
Zellen mehr nachgewiesen werden. Deshalb wurden diese Zellkulturen direkt nach
der Transfektion (24 h) und nach einer Woche auf die Präsenz des für Septin-4
kodierenden Plasmides überprüft. Hierfür wurde aus den Zellen genomische DNA
isoliert und mittels PCR und zwei, für das Plasmid spezifischen, Primerpaaren ver-
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Abbildung 3.29: Der Toxizitäts-Nachweis einer Überexpression von Septin-4 erfolgte
mittels Immunzytochemie (A) und PCR (B). A: Transfektion von
COS-7 Zellen mit Sept4-myc und nachfolgende immunzytochemische
Analyse der Zellen nach 16 h, 3 und 6 Tagen durch Färbungen gegen
Aktin (rot) und α-Tubulin (untransfizierte Kontrollzellen, grün) bzw.
c-Myc (transfizierte Zellen, grün): Die apoptotischen Zellen zeigten
Zellkern-Fragmentierung (b, Pfeile). Aufnahmen 200x; B: Nachweis
des transfizierten Plasmides in primären cerebellaren Astrozyten durch
Isolierung genomischer DNA und nachfolgender PCR mit spezifischen
Primern gegen Cyclophilin (1), Septin-4 (2) und das Plasmid selbst
(3, 4) nach 24 h und 7 Tagen.
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sucht, das Plasmid nachzuweisen (siehe Abbildung 3.29, B). Als Kontrollen dienten
Primerpaare gegen Cyclophilin und endogen exprimiertes Septin-4. Während nach
24 h das Expressionsplasmid noch nachweisbar war, fiel diese Detektion nach einer
Woche negativ aus. Da die transfizierten Astrozyten für dieses Experiment in se-
rumfreiem Medium kultiviert wurden und sich unter diesen Bedingungen nur sehr
langsam teilten, konnte ausgeschlossen werden, dass das Plasmid aufgrund eines
starken Verdünnungseffektes nicht mehr nachzuweisen war.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass es durch den toxischen Effekt einer
ektopischen Septin-4 Expression auf die Zellen nicht möglich war, langfristige Ein-
flüsse einer Transfektion mit diesem Protein auf die Zellmorphologie zu untersuchen.
Im Gegensatz zu Septin-4 konnten sowohl transformierte Zellen wie COS-7 als auch
primäre cerebellare Astrozyten erfolgreich mit Plasmiden, die für borg4 kodierten,
transfiziert werden. So konnte in diesem Fall experimentell untersucht werden, wel-
che physiologische Relevanz borg4 für die Morphologie von Gliazellen hat. Bei diesen
Analysen zeigte sich überraschenderweise, dass Zellen, die ektopisch borg4 in hohem
Maße exprimieren, eine sehr markante Veränderung ihrer Zellmorphologie zeigten.
Primäre cerebellare Astrozytenkulturen und transformierte Zellen (COS-7) wurden
mit einem für borg4 kodierenden Plasmid transfiziert, nach 24 h immunzytochemisch
gefärbt und mikroskopisch ausgewertet. Bei diesem Experiment konnte festgestellt
und repräsentativ gezeigt werden, dass Zellen, die borg4 überexprimieren, im Ver-
gleich zu untransfizierten Kontrollzellen, vermehrt sehr lange und dünne Ausläufer
ausbildeten. Dieses Ergebnis ist für jeweils mehr als fünfundzwanzig repräsentative
COS-7 Zellen in Abbildung 3.30 bzw. für eine ähnlich große Anzahl primärer Astro-
zyten in Abbildung 3.31 dargestellt.
Eine Quantifizierung von Zellfläche und -umfang mittels graphischer Auswertung
über das Programm NIH-Image sollte Aufschluss darüber bringen, in welchem re-
lativen Verhältnis sich diese Größen in den transfizierten Zellen, verglichen mit den
Kontrollzellen, veränderten. Die Auswertung dieser Quantifizierung wurde in Ab-
bildung 3.32 A und B visualisiert. In Bild 3.32 A ist ein repräsentativer Vergleich
zwischen einer Kontroll- und einer borg4-transfizierten Zelle dargestellt. Die beob-
achteten faserartigen Fortsätze der transfizierten Zellen wurden zusätzlich durch
Pfeile markiert. Bei der quantitativen Auswertung, die in Bild 3.32 B für COS-7
(links) und primäre Astrozyten (rechts) dargestellt ist, konnte festgestellt werden,
dass sich die Fläche in den transfizierten Zellen nicht änderte, dafür aber der Um-
fang um mehr als das Doppelte zunahm. Dieser Effekt war hoch signifikant und in
den primären Astrozyten besonders stark ausgeprägt. Der erhöhte Zellumfang bei
gleichbleibender Zellfläche war ein Indiz dafür, dass die Zellen nicht gewachsen sind,
sondern ihre Gestalt durch die Ausbildung der Fortsätze so verändert haben, dass
daraus eine stark vergrößerte Oberfläche, bzw. in der zweidimensionalen Darstellung
der mikroskopischen Aufnahme ein erhöhter Zellumfang, resultierte.
Mit diesem Experiment konnte gezeigt werden, dass borg4 einen entscheidenden re-
gulatorischen Einfluss auf die Zellmorphologie ausübte. Ein möglicher kumulativer
Effekt bei der Kotransfektion von borg4 und Septin-4 konnte aufgrund der toxi-
schen Auswirkung der ektopischen Septin-4 Expression nicht näher untersucht und
analysiert werden.
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Abbildung 3.30: COS-7 Zellen, die borg4 ektopisch exprimierten, bildeten vermehrt
auffällig lange, dünne Fortsätze aus. Gegenüberstellung der repräsenta-
tiven Morphologie von untransfizierten (oben, Kontrollen) und borg4-
transfizierten (unten) COS-7 Zellen. Aufnahmen 630x
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Abbildung 3.31: Primäre cerebellare Astrozyten, die borg4 ektopisch exprimierten, bil-
deten vermehrt auffällig lange, dünne Fortsätze aus. Gegenüberstellung
der repräsentativen Morphologie von untransfizierten (oben, Kontrol-
len) und borg4-transfizierten (unten) Primärzellen, Aufnahmen 630x
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Abbildung 3.32: Quantifizierung der in den Abbildungen 3.30 und 3.31 vorgestellten
Morphologieänderungen von borg4-transfizierten COS-7 Zellen und
primären cerebellaren Astrozyten. A: Zellen, die borg4 ektopisch ex-
primieren, bilden auffällig lange, dünne Fortsätze (rote Pfeile) aus,
die in den untransfizierten Kontrollzellen nicht zu beobachten waren.
B: Quantifizierung (n≥25) der relativen Flächen und Umfänge von
untransfizierten und mit borg4 transfizierten COS-7 Zellen (links) und
primären cerebellaren Astrozyten (rechts). Bei annähernd gleichblei-
bender Zellfläche stieg der Zellumfang in den mit borg4 transfizierten
Zellen um mehr als das Doppelte an. Alle Daten entsprechen Mittel-
werten ± SEMs. Signifikanz nach einseitigem Student‘s t-test (***)
p<0.001
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4
Diskussion

4.1 Thyroidhormone als essentielle Regulatoren der

Bergmann Glia- und Purkinjezell-Differenzierung

im Cerebellum

Thyroidhormone sind sowohl für Entwicklungs- als auch für physiologische Prozesse
im Körper von essentieller Bedeutung. Ihre Wirkung erstreckt sich auf eine Viel-
zahl wichtiger Organe, wobei speziell das sich entwickelnde Gehirn ein bedeutendes
und interessantes Ziel ist. Besonders das Cerebellum von Nagern stellt ein ideales
Modellsystem zur Analyse der Thyroidhormon-Wirkung auf neuronale Entwicklung
und Differenzierung dar. Es wird pränatal angelegt, die strukturelle Ausbildung der
charakteristischen cerebellaren Schichten sowie die Migration und Differenzierung
spezieller Zellen erfolgen bei Nagern aber erst postnatal.
In der Literatur wird sehr oft ein generalisiertes, klassisches Bild der Wirkung von
Schilddrüsenhormonen auf das Gehirn dargestellt. Dieses umfasst die Aufnahme des
Prohormons Thyroxin (T4) durch spezielle Thyroidhormon-Transporter in das Ge-
hirn, die enzymatische Umwandlung von T4 zu T3 in Astrozyten durch Deiodinase
Typ II und den Transport des aktiven Hormons T3 in die Neurone. Dort bindet
T3 an im Zellkern lokalisierte Thyroidhormon-Rezeptoren und daraus resultiert ei-
ne Transkriptionsaktivierung oder -repression. In diesem Zusammenhang wurden
bisher besonders der Einfluss von Schilddrüsenhormonen auf die Differenzierung
der Purkinjezellen, die Migration der Körnerzellen und die Axonmyelinisierung im
Kleinhirn untersucht.

Die Bedeutung von Schilddrüsenhormonen für eine ausgereifte Dendritogenese der
Purkinjezellen und Synaptogenese zwischen Purkinjezellen und Interneuronen im
Kleinhirn ist seit vielen Jahren bekannt und morphologisch gut in der Literatur
beschrieben. Die Purkinjezellen im hypothyroiden Cerebellum zeigen einen verkürz-
ten, wenig ausdifferenzierten Dendritenbaum mit einer geringen Dichte dendritischer
spines [52, 100]. Dieser Aspekt konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit experi-
mentell sowohl in-vivo als auch in-vitro bestätigt werden.
Die direkte Wirkung von Thyroidhormonen auf die Purkinjezelle oder ein zu Grunde
liegender molekularer Mechanismus konnten bis heute jedoch nicht gezeigt werden.
Aus dem immunhistochemischen Nachweis des Thyroidhormon-Rezeptors (TR) β1
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in Purkinjezellen resultierte die Annahme von Strait et al. [61], dass dieser Re-
zeptor eine zentrale Rolle in der T3-induzierten Gehirnentwicklung spielt und die
Purkinjezellen direkt durch die Wirkung des Hormons beeinflusst werden. Dieses
Ergebnis konnte aber nicht reproduziert werden. Bradley et al. [101] hatten sogar
zuvor experimentell beobachtet, dass TRα und TRβ mRNA in der cerebellaren Mo-
lekularschicht und den Purkinjezellen nicht nachweisbar sind.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass Purkinjezellen durch Hypothyroi-
dismus morphologisch und funktionell stark beeinträchtigt sind, die molekularen
Ursachen hierfür jedoch noch weitgehend unbekannt sind.

Während der letzten zwanzig Jahre wurde das klassische Bild der Thyroidhormon-
Wirkung auf neuronale Zellen durch zahlreiche Studien zur Bedeutung der Gliazellen
und der Neuron-Glia-Wechselwirkungen im Gehirn sukzessiv erweitert. Dabei konn-
ten einige grundlegende zelluläre Funktionen der Gliazellen für die Migration, Ent-
wicklung und Differenzierung der Neuronen gezeigt werden. Im Jahr 2007 beschrieb
die Arbeitsgruppe um Nishida et al. [102], (i) dass Astrozyten diffusible Faktoren
sezernieren, die die Synapsenbildung der Neurone beeinflussen, (ii) dass Astrozyten-
Neuronen-Kontakte über den Ephrin-Signalweg für die Stabilisierung, das Überleben
und die morphologische Reifung der dendritischen Fortsätze erforderlich sind und
(iii) dass die von Rac1 abhängige Beweglichkeit der Gliafortsätze für das Reifen der
dendritischen spines entscheidend sind. Weiterhin tragen Gliazellen durch Choleste-
rolsynthese und -abgabe zur Synaptogenese zwischen Neuronen bei und sind für die
strukturelle Stabilität der ausgebildeten Synapsen verantwortlich [103].
Durch solche Ergebnisse wurde deutlich, dass nicht die Neurone alleine die zentrale
und bedeutende Rolle im ZNS spielen, sondern es immer nur eine essentielle Ein-
heit aus Nerven- und Gliazellen gibt. Allerdings sind bis heute nur wenige Daten
darüber verfügbar, ob und wie Thyroidhormone auf die einzelnen Gliazellpopula-
tionen im Gehirn wirken. Bekannt ist lediglich, dass die von Astrozyten realisierte
Synthese von Adhäsionsmolekülen und Wachstumsfaktoren, die für die Migration
und Entwicklung der Neurone essentiell sind, unter hypothyroiden Bedingungen be-
einträchtigt ist [104]. Für Oligodendrozyten konnte nachgewiesen werden, dass diese
bei Abwesenheit von Thyroidhormonen nicht ausdifferenzieren und dadurch die Ner-
venzellaxone nur unzureichend myelinisiert werden [52].
Aus diesem Grund war die erste Fragestellung dieser Arbeit darauf ausgerichtet,
ob Thyroidhormone die Entwicklung der morphologisch auffälligsten Gliazellpopu-
lation im Cerebellum, der Bergmann Gliazellen, ebenfalls beeinflussen und welche
molekularen Grundlagen der Thyroidhormon-abhängigen Differenzierung der Berg-
mann Glia zu Grunde liegt. Außerdem wurde die Möglichkeit in Erwägung gezogen,
dass eine unter athyroiden Bedingungen beeinträchtigte Entwicklung und Differen-
zierung der Bergmann Gliazellen eine Ursache für die retardierte Morphologie der
Purkinjezellen darstellen könnte. Da diese spezialisierten Astrozyten im Cerebel-
lum die engsten Interaktionspartner für die Entwicklung und Reifung der Purkin-
jezellen sind, wurde vermutet, dass die beobachtete Thyroidhormon-Wirkung auf
die Purkinjezellen indirekt, über das Zytoskelett und damit die Differenzierung der
Bergmann Gliazellen beeinflussende molekulare Mechanismen vermittelt wird.
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Bergmann Gliazellen wurden nach ihrer Entdeckung im Jahre 1875 anfänglich nur
füllende und stützende Funktionen im Kleinhirn zugeschrieben. Doch bis heute konn-
ten viele weitere Funktionen experimentell bestätigt werden. Nachdem Delaney und
Cui et al. [37, 38] zeigen konnten, dass das experimentelle Entfernen der Astrozyten
bzw. der Bergmann Gliazellen im sich entwickelnden und adulten Gehirn der Maus
zu enormen morphologischen Missbildungen der Purkinje- und Körnerzellen und zu
funktionellen Störungen wie motorischer Diskoordination und Ataxie führte, wurde
klar, dass Bergmann Gliazellen für die Entwicklung und das Überleben der Neu-
rone im Kleinhirn essentiell sind. Als Ursache wurden exzitotoxische Effekte nach
drastischer Reduzierung der, von den Gliazellen exprimierten, Glutamattransporter
GLAST und GLT-1 diskutiert. Die Arbeitsgruppe um Hoser et al. [105] bestätigte
2007 mit einer Sox4 (SRY (sex determining region Y )-Box 4) Mausmutante eben-
falls, dass das Fehlen funktioneller Bergmann Gliazellen zu einer Missbildung des
Cerebellums und zu Ataxie führt, obwohl alle cerebellaren Neuronentypen vorhan-
den waren.

Die Entwicklung der Bergmann Glia-Radialfasern, den die Molekularschicht bis zur
Pia durchspannenden Hauptfilamenten, beginnt in der Maus am Tag E15. Diese
GFAP-positiven Fasern unterstützen postnatal die Migration der Körnerzellen von
der äußeren in die innere Körnerzellschicht, bilden eine Führungsstruktur für die
Organisation und Synaptogenese der Interneurone aus und stellen ein strukturelles
Gerüst für das gerichtete und koordinierte vertikale Wachstum der Purkinjezellden-
driten dar. Die wachsenden Spitzen der Dendriten interagieren mit den Radialfasern
der Bergmann Glia und bilden mit den seitlichen Fortsätzen dieser Fasern ein dich-
tes Netzwerk aus [42, 43, 106].
Zum Zeitpunkt der Geburt lassen sich unreife Bergmann Gliazellen mit glatten Ra-
dialfasern, ohne seitliche Fortsätze, im Cerebellum nachweisen [107]. Das konnte mit
den hier durchgeführten morphologischen Studien bestätigt werden. Die Ausbildung
der seitlichen, lamellenartigen Bergmann Glia-Fortsätze erfolgt erst postnatal und
verläuft synchron mit der Ausdifferenzierung der Purkinjezelldendriten. Das Signal,
das zum Auswachsen dieser Fortsätze führt, ist bis heute unbekannt [34].
Diese kurzen seitlichen Bergmann Glia-Fortsätze haben sehr bedeutende Funkti-
onen: Sie dienen als Kontaktstellen zu benachbarten Neuronen, sind an Synaptoge-
nese und synaptischer Plastizität beteiligt und entfernen Kalium oder Neurotrans-
mitter wie Glutamat aus dem synaptischen Spalt, um die Nervenzellen vor Neuro-
toxizität zu schützen [34, 36, 108]. Grosche et al. [34, 108] bezeichneten diese, die
Synapsen umschließenden Glia-Neuron-Kontaktstellen, als Mikrodomänen.

In der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal dokumentiert, dass die äußerst
vielseitig funktionellen, seitlichen Fortsätze der Bergmann Glia in Abhängigkeit vom
Schilddrüsenhormon-Status der Maus ausgebildet werden, während die Formation
der Bergmann Glia-Radialfasern, sowie die Anzahl der Bergmann Gliazellen selbst,
davon unbeeinflusst sind. Diese neuen Ergebnisse resultieren aus Analysen von eu-
und athyroide, GFP-transgenen Mäusen zum Zeitpunkt P6, P12 und P21 hinsicht-
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lich ihres Entwicklungszustandes der Bergmann Gliazellen im Cerebellum. Da bei
diesem Mausmodell GFP unter einem gliaspezifischen Promotor exprimiert wird,
kann die komplette Bergmann Glia-Morphologie ausgezeichnet visualisiert werden.
Die retardierte Differenzierung der lamellenartigen Bergmann Glia-Fortsätze konnte
auf diese Weise über den, für die Kleinhirnentwicklung kritischen Zeitbereich von
drei Wochen nach der Geburt hinweg eindrucksvoll gezeigt und analysiert werden.
Eine Substitution der athyroiden Versuchstiere mit Thyroxin (T4) revidierte den
beobachteten retardierten Phänotyp vollständig. Dieses Experiment bestätigte so-
mit den Einfluss von Thyroidhormonen auf die korrekte Entwicklung der Bergmann
Gliazellen im Cerebellum. Durch einen Apoptose-Assay konnte bewiesen werden,
dass nur die Entwicklung aber nicht die Anzahl dieser Zellen im athyroiden Cere-
bellum, verglichen mit dem euthyroiden Zustand, verändert ist. Weder in Pax8–/–

noch in Cerebella von Wildtypmäusen wurde mit der Apoptose einhergehende DNA-
Fragmentierung in Bergmann Gliazellen detektiert. Daher können auch die struk-
turellen Defizite der Purkinjezellen nicht, ähnlich wie bei Delaney et al. [37, 38]
beschrieben, auf eine reduzierte Bergmann Glia-Population zurückgeführt werden.
Weiterhin kann ausgeschlossen werden, dass die Inaktivierung des Pax8-Gens selbst
für den beobachteten Phänotyp im Cerebellum verantwortlich ist. Pax8 wird zwar im
Gehirn exprimiert, Pax8–/– Mäuse zeigen aber aufgrund der redundanten Funktion
von Pax2 keine Defekte des ZNS. Im Cerebellum selbst werden nur Pax2 (in Stern-
zellen), Pax3 (in Bergmann Glia und Interneuronen) und Pax6 (in Körnerzellen)
exprimiert [109, 110]. Außerdem konnte nachgewiesen werden, dass die morpholo-
gischen Auffälligkeiten im Kleinhirn durch Substitution mit Schilddrüsenhormonen
komplett reversibel sind.
Eine direkte Wirkung von Thyroidhormonen auf Astrozyten, sowie die engen In-
teraktionen von Gliazellen und Neuronen (Purkinjezellen) konnte im Rahmen der
Arbeit auch in in-vitro, in Zellkulturstudien, nachgewiesen werden. Zum einen indu-
zierte die Zugabe von 1 nM T3 in das Medium einer primären cerebellaren Mischzell-
kultur eine auffällige morphologische Veränderung der Astrozyten. Die Zelloberfläche
expandierte und die GLAST-Immunoreaktivität nahm stark zu. Wiederum konnten
keine Veränderungen der GFAP-positiven Intermediärfilamente der Gliazellen fest-
gestellt werden.
Dies steht im Gegensatz zu der Beobachtung, dass Thyroidhormon-Defizienz eine
verzögerte Astrozytendifferenzierung mit erniedrigter GFAP-Expression induziert
[71]. Diese, von der Arbeitsgruppe um Bernal et al. [60, 71] beschriebene, ernied-
rigte Expression von GFAP konnte jedoch weder in TRα-defizienten noch in hy-
pothyroiden Pax8–/– Mäusen verifiziert werden. Mit den für die gezeigten Experi-
mente genutzten anti-GFAP Antikörpern der Firma Sigma waren, unabhängig von
Mausgenotyp und Thyroidhormon-Status, keine Veränderungen der GFAP-positiven
Radialfasern der Bergmann Gliazellen detektierbar. Mit dem in der zitierten Litera-
tur aufgelisteten anti-GFAP Antikörper der Firma Dako hingegen konnte in keiner
angewandten Schnitt- bzw. Färbemethode eine positive Färbung erreicht werden.
Eine Begründung hierfür könnte sein, dass ein anderer Antikörper für die in der
Literatur dargestellten Experimente genutzt wurde oder dieser spezielle Antikörper
nur eine unter bestimmten Bedingungen modifizierte, wie z.B. phosphorylierte Form
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von GFAP erkennt und diese Proteinform in den gezeigten Versuchen nicht vorlag.
Li et al. [111] konnten nämlich zeigen, dass verschiedene Spezies von GFAP durch
alternatives Splicen oder Phosphorylierung entstehen.
Zum anderen konnte in Zellkultur reproduzierbar beobachtet werden, dass Purkinje-
zellen nur in engstem Kontakt zu Astrozyten wachsen und differenzieren. Obwohl
beide Zelltypen ihre aus dem Gewebe bekannte Form und Polarität verlieren, blei-
ben ihre Interaktionen erhalten. An den weitgehend überlappenden Kontaktstellen
zwischen den Zelltypen war eine erhöhte GLAST-Immunoreaktivität detektierbar.
Das deutet zum einen darauf hin, dass vor allem die GLAST-positiven, seitlichen
Gliafortsätze mit den Purkinjezellen interagieren und demonstriert zum anderen die
Bedeutung dieses Transporters für die Neuron-Glia-Interaktionen.

4.2 Regulation Bergmann Glia-spezifischer Gene und

Proteine durch Thyroidhormone

Unter athyroiden Entwicklungsbedingungen können im Kleinhirn der Maus distink-
te Veränderungen in der Morphologie von Bergmann Gliazellen beobachtet werden.
Diese spezialisierte Gliapopulation im Cerebellum weist bei postnataler Abwesenheit
von Schilddrüsenhormonen eine retardierte Entwicklung ihrer vernetzenden seitli-
chen Fortsätze auf. Ein molekularer Mechanismus, der als Grundlage für den beob-
achteten Phänotyp dienen könnte, wurde bisher noch nicht beschrieben.
Da für die korrekte Ausbildung der kurzen seitlichen Bergmann Glia-Fortsätze das
Aktinzytoskelett von entscheidender Bedeutung ist, wurden spezifisch in Bergmann
Gliazellen exprimierte Gene und Genprodukte hinsichtlich ihrer Thyroidhormon-
abhängigen Verteilung untersucht. Von diesen Kandidatengenen war nur bekannt,
dass sie entweder selbst als Zytoskelettbestandteil am Umbau der Zellgestalt betei-
ligt sind, oder als Teil einer Signalkaskade fungieren, die die Struktur des Zytoskeletts
reguliert. Mit dieser Strategie sollten erste Hinweise auf einen putativen molekularen
Mechanismus bzw. einen Signalweg gesammelt werden, der, ausgehend von Thyro-
idhormonen, die Assemblierung des Zytoskeletts der Zelle beeinflusst. In diesem
Zusammenhang wurden die Verteilung und die Thyroidhormon-abhängige Expres-
sion von GFAP, verschiedenen Septinen, allen fünf bekannten borg und GLAST
untersucht.

4.2.1 GFAP

Ein markantes Zytoskelettprotein in Astrozyten und Hauptkomponente der Berg-
mann Glia-Radialfasern ist GFAP (Glial fibrillary acidic protein). GFAP fungiert in
Astrozyten, wie auch Vimentin, als strukturelle Unterstützung von Intermediärfila-
menten. Vimentin ist ein vorgeburtlicher Gliazellmarker und wird nach der Geburt
durch die Expression von GFAP abgelöst [112]. Daher wurden die hier vorgestellten
Untersuchungen zur Thyroidhormon-abhängigen Expression von Zytoskelettprote-
inen in einem ersten Ansatz auf GFAP fokussiert. Die in der Literatur [111] ge-
zeigte Verschiebung der GFAP-Expressionsmengen in hypothyroiden Tieren konnte
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mit den in dieser Arbeit durchgeführten Experimenten bestätigt werden. In hypo-
thyroiden Pax8–/– Mäusen war zum Zeitpunkt P12 eine erhöhte GFAP-Expression
detektierbar und die normale Herunterregulierung nach Tag 21 war verzögert. Die
Schlussfolgerung von Li et al. [111], dass eine durch Thyroidhormon-Defizienz indu-
zierte, verzögerte Expression von GFAP auch mit einer verzögerten Differenzierung
der Bergmann Gliazellen einhergeht, ist diskussionswürdig, da weder im athyroiden
Kleinhirn, noch in unter Schilddrüsenhormon-Mangel kultivierten Astrozyten eine
Veränderung der GFAP-positiven Radialfasern nachweisbar war. Weiterhin konn-
te in der von Ribotta et al. [112] beschriebenen GFAP KO Maus nur ein geringer
Einfluss auf die Morphologie der Bergmann Glia nachgewiesen werden. Sowohl die
Radialfasern als auch die seitlichen Bergmann Glia-Fortsätze werden in diesem Mo-
dellsystem ausgebildet. Auch die Purkinjezellen zeigen in diesem Mausmodell keine
retardierte Entwicklung. Zusammengenommen kann daher geschlussfolgert werden,
dass GFAP bei der Thyroidhormon-induzierten Entwicklung von Bergmann Glia
und Purkinjezellen keine entscheidende Rolle spielt.

4.2.2 Septine

Septine bilden eine eigene Klasse von Zytoskelettproteinen, sind aber ebenfalls in
der Lage, mit anderen Zytoskelettbestandteilen wie Aktinfilamenten und Mikrotu-
buli oder der Zellmembran, zu interagieren [74, 113]. Im Gehirn exprimieren sowohl
Neurone als auch Gliazellen spezifisch verschiedene Septinmonomere, die dann zu
bestimmten Oligomeren mit distinkten, zelltypspezifischen Funktionen assemblieren
[80]. Aus der Literatur ist bekannt, dass Septine (Septin-5, -7 und -11) in Neuronen
für die Ausbildung und Morphogenese von spines und dendritischen Verzweigungen
von essentieller Bedeutung sind. Die Septinheterotrimere sind am Hals der spines
und an den Verzweigungspunkten der Dendriten lokalisiert und bilden dort eine
ringförmige Struktur, die, ähnlich wie bei der Teilung von Hefen, spines und sich
verzweigende Dendriten abschnüren und stabilisieren. Deshalb wird Septinen auch
eine konservierte Funktion von der Hefe bis hin zu Säugern zugeschrieben. Eine
erniedrigte Septin-7 Expression resultiert in aberranter dendritischer Verzweigung
und spine-Morphogenese [82, 83, 114]. Bezüglich der konservierten Funktion und der
strukturellen Vergleichbarkeit von dendritischen spines bzw. dendritischen Verzwei-
gungen mit den kurzen seitlichen Fortsätzen der Bergmann Gliazellen, wurden in
dieser Arbeit Bergmann Glia-spezifische Septine wie Septin-2 und Septin-4 [80, 89]
als putative Kandidaten hinsichtlich ihrer Verteilung und ihrer Thyroidhormon-
abhängigen Expression im Cerebellum untersucht. Experimentell sollte festgestellt
werden, ob diese Septine in Abhängigkeit von Schilddrüsenhormonen die Assemb-
lierung des Zellzytoskeletts der Bergmann Glia beeinflussen und somit an der beob-
achteten morphologischen Veränderung aktiv beteiligt sein könnten.
Übereinstimmend mit der Literatur konnte gezeigt werden, dass im sich entwickeln-
den Cerebellum Septin-2 vor allem in Bergmann Gliazellen und Oligodendrozyten
der weißen Substanz exprimiert wird. Eine Thyroidhormon-abhängige Expression
konnte jedoch weder auf mRNA noch auf Proteinebene beobachtet werden. Daher
wurde Septin-2 nicht fortführend analysiert.
Septin-4 hingegen, das ein vergleichbares Expressionsmuster wie Septin-2 im Klein-
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hirn der Maus aufweist, wird dort sowohl auf mRNA als auch auf Proteinebene un-
ter athyroiden Bedingungen stark herunter reguliert. Dass es sich hierbei tatsächlich
um einen Effekt handelt, der auf die Wirkung von Schilddrüsenhormonen zurück-
zuführen ist, konnte durch Substitutionsexperimente athyroider Mäuse gezeigt wer-
den. Nach externer Gabe von T4 konnte das Expressionsniveau von Septin-4 im
Cerebellum von Pax8–/– Mäusen auf das Niveau der Wildtyp-Kontrolltiere normali-
siert werden. Diese Thyroidhormon-abhängige Expression von Septin-4 wurde vor-
her noch nicht in der Literatur beschrieben. Das Ergebnis beweist, dass dieses, in
Bergmann Gliazellen hoch exprimierte, Gen positiv durch Thyroidhormone reguliert
wird.
Über die spezielle Funktion von Septin-4 im Cerebellum gibt es bis heute nur wenige
Hinweise. Eine für dieses Protein defiziente Mausmutante wurde hinsichtlich ihrer
Bergmann Glia-Morphologie und Kleinhirnstruktur nur von der Arbeitsgruppe um
Kinoshita et al. [115] analysiert. Die Daten dieser japanischen Gruppe deuten dar-
auf hin, dass die Zytoskelettorganisation der Gliazellen nur wenig beeinflusst ist. Da
von der Arbeitsgruppe aber nur ein kurzer Kongress-abstract als Literaturquelle zur
Verfügung stand [115], konnte nicht nachvollzogen werden, welche Strukturen und
Zytoskelettbestandteile der Gliazellen genau untersucht wurden. Außerdem wurde
gezeigt, dass eine Inaktivierung von Septin-4 die Verteilung der Oberflächenmoleküle
für eine normale Glia-Neuron-Interaktion beeinflusst, die Migration der Körnerzel-
len inhibiert, eine Fehlausrichtung und Anomalien der Purkinjezellen induziert und
für eine reduzierte Synaptogenese verantwortlich ist. Septin-4 wird daher als für die
Organisation einer funktionellen Verbindung zwischen Bergmann Glia und cerebel-
laren Neuronen essentielles Protein beschrieben [115]. Da besonders der, in diesem
abstract dargestellte, Phänotyp der cerebellaren Neuronen (Fehlausrichtung und An-
omalien der Purkinjezellen) stark an den hypothyroiden Phänotyp der Pax8–/– Maus
erinnert, wurde Septin-4 in der vorliegenden Arbeit als ein putatives Kandidaten-
gen zur Thyroidhormon-abhängigen Entwicklung und Differenzierung von Bergmann
Gliazellen analysiert.

4.2.3 borg

Ein Signalweg, der bekannt dafür ist, dass er die Assemblierung des Zytoskeletts in
Neuronen und somit die Dendritenausbildung und spine-Morphogenese stark beein-
flusst, ist der Rho GTPase Signalweg. Rho GTPasen wie RhoA, Rac1 und Cdc42
haben als molekulare Schalter eine Schlüsselrolle bei der Regulation des Aktin- und
Mikrotubuli-Zytoskeletts der Zellen. Missregulationen in dieser Signalkaskade wer-
den oft als Ursachen für mentale Retardierung diskutiert. Besonders Cdc42 ist für
die Differenzierung und räumliche Strukturierung von sich entwickelnden Neuronen
von entscheidender Bedeutung [116, 117, 118]. Die Neurone einer Cdc42-defizienten
Mausmutante besitzen daher eine stark verringerte Dichte an dendritischen spines
[119]. Diese, besonders im Cerebellum hoch exprimierte Rho GTPase, reguliert die
Organisation des Aktin-Zytoskeletts durch Interaktion mit nachgeordneten Effek-
torproteinen, bei denen es sich selbst nicht um Kinasen handelt. Eine neue Familie
solcher Effektorproteine, die borg-Proteine, wurde 1999 erstmalig über ihre zur Bin-
dung an Cdc42 notwendige und daher stark konservierte CRIB-Domäne identifiziert
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und beschrieben. In Zellkulturexperimenten mit transformierten Zellen (NIH-3T3)
wurde ihr Einfluss auf die Zellmorphologie bestätigt [91, 92, 93, 120].
Da eine detaillierte Signalkaskade, in die Cdc42 und borg-Proteine als ihre Effektoren
integriert sind und die die Zellpolarität und den Umbau des Zytoskeletts reguliert,
bis heute nicht bekannt ist, wurde nach weiteren Effektorproteinen gesucht. Hier-
bei konnte gezeigt werden, dass borg in der Lage sind, an Septine zu binden und
deren Organisation und Assemblierung zu steuern. Borg-Proteine dienen somit als
Bindeglied zwischen der, das Zytoskelett in cerebellaren Zellen beeinflussenden, Rho
GTPase Cdc42 und Septinen [90].
Aufgrund dieser aus der Literatur bekannten Fakten und dem Umstand, dass weitere
Interaktionspartner von Septin-4 in Bergmann Gliazellen gefunden werden sollten,
wurde die Verteilung und Thyroidhormon-abhängige Expression von borg-Proteinen
im Cerebellum näher untersucht. So konnte nachgewiesen werden, dass im Klein-
hirn der Maus vier der fünf borg-Familienmitglieder exprimiert werden, zwei da-
von, borg4 und borg5, spezifisch in Bergmann Gliazellen. Da aber nur borg4 eine
Thyroidhormon-abhängige Expression sowohl auf mRNA als auch auf Proteinebene
zeigt, wurden weitergehende Studien im Zusammenhang mit Septin-4 auf dieses Gen-
produkt fokussiert. Weiterhin kann aus diesem Experiment geschlussfolgert werden,
dass aufgrund der Verteilung und der exklusiven Wirksamkeit der Schilddrüsenhor-
mone auf borg4 kein kompensatorischer Effekt auf die Funktion dieses Genproduktes
durch die anderen borg-Familienmitglieder zu erwarten ist.
Der Umstand, dass borg4 im Cerebellum phosphoryliert vorliegt, könnte einen Hin-
weis auf einen möglichen Regulationsmechanismus darstellen, da Phosphorylierun-
gen für die Bergmann Glia-Differenzierung und die Zytoskelettorganisation von ent-
scheidender Bedeutung sind. So konnte gezeigt werden, dass z.B. die Phosphatase
PTEN (phosphatase and tensin homolog) als negativer Regulator diese Prozesse im
Kleinhirn kontrolliert [121].

4.2.4 GLAST

Ein weiteres Protein, das in den seitlichen Fortsätzen der cerebellaren Bergmann
Glia in hohem Maße exprimiert und sehr oft im Zusammenhang mit Neurodegene-
ration diskutiert wird, ist der Glutamattransporter GLAST.
Obwohl eine geringe GLAST-Expression bereits im fötalen Kleinhirn nachweisbar
ist, erreicht diese erst ab der zweiten postnatalen Woche (ca. P10) ihren Höchstwert.
Zu diesem Zeitpunkt lässt sich der für Astrozyten spezifische Glutamattransporter
in der cerebellaren Molekularschicht, und zwar in den kurzen seitlichen Bergmann
Glia-Fortsätzen, in hoher Menge nachweisen. Diese Fortsätze interagieren mit den
auswachsenden und differenzierenden Dendriten der Purkinjezellen und umschließen
exzitatorische Synapsen an den dendritischen spines. Hierbei bilden die lamellenar-
tigen kurzen Bergmann Glia-Fortsätze ein dichtes Netzwerk, das die Synapsen kom-
plett umschließt. GLAST hat in diesen synaptischen Bereichen die Funktion, den
Neurotransmitter Glutamat nach Erregung des Neurons sofort aus dem synaptischen
Spalt durch Aufnahme in die Gliazelle zu entfernen. Dieser Mechanismus garan-
tiert, dass die Erregbarkeit der Neurone erhalten bleibt und diese vor Exzitotoxizität
geschützt werden. Neben GLAST kommt noch ein weiterer Glutamattransporter in
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cerebellaren Gliazellen vor, der aber erst später in der Entwicklung des Kleinhirns
und in viel geringerem Maße exprimiert wird: GLT-1 [43, 122, 123, 124, 125].
Eine abnormale Funktion des Glutamataufnahmesystems der Gliazellen im Gehirn
führt zu neurodegenerativen Erkrankungen wie Dominante Spinocerebellare Ataxie
(SCA) oder ALS (amyotrophic lateral sclerosis). Hierbei bildet die Akkumulation
des Neurotransmitters im synaptischen Spalt die Grundlage für das Erreichen toxi-
scher Glutamatkonzentrationen im Gehirn. Diese führen dann zur Degeneration der
Nervenzellen [39, 126].
Die essentielle Bedeutung von GLAST für eine geregelte Homöostase der Neuro-
transmitter im Kleinhirn konnte ebenfalls durch die Analyse einer GLAST-defizienten
Mausmutante bestätigt werden. Diese KO Maus zeichnet sich durch einen ataxischen
Phänotyp mit motorischer Diskoordination aus und zeigt eine hohe Empfindlichkeit
für cerebellare Verletzungen sowie eine vervielfachte Innervation durch Kletterfa-
sern im adulten Cerebellum. Das Fehlen des Transporters führt zu erhöhten ex-
trazellulären Glutamatmengen, welche Neurodegeneration durch Exzitotoxität und
progressive Paralyse zur Folge haben [88, 127, 128].
Aufgrund der Lokalisation von GLAST in den seitlichen Bergmann Glia-Fortsätzen,
der enormen Bedeutung des Transporters für die Entwicklung und Synaptogene-
se der cerebellaren Neuronen und seiner engen Interaktion mit Septinen in den
Gliazellen [89], wurde GLAST als drittes Kandidatengen im Rahmen dieser Ar-
beit untersucht. Obwohl im Kleinhirn der Maus auf mRNA- und Proteinebene keine
Thyroidhormon-abhängige Expression nachweisbar war, konnte in primären Astro-
zytenkulturen nach Stimulation mit T3 ein Anstieg der GLAST-Proteinmenge be-
obachtet werden. Diese Diskrepanz könnte darauf zurückgeführt werden, dass es
in den Experimenten nicht möglich war, die Signale einer bestimmten Gliazellpo-
pulation, wie z.B. den Bergmann Gliazellen, zuzuordnen. Weiterhin könnte die-
ser gliaspezifische und absolut essentielle Transporter im Gehirn auf Proteinebe-
ne entweder durch posttranslationale Modifikationen, veränderte Halbwertzeit oder
Translokation abhängig vom Schilddrüsenhormonstatus der Zellen reguliert werden.
Im normalen Zustand erfolgt eine Translokation von GLAST von bzw. zur Zellmem-
bran abhängig von der Neurotransmitterkonzentration im synaptischen Spalt. Der
Neurotransmitter ist somit kurzzeitig in der Lage, seine eigene Eliminierung durch
Autoregulation zu steuern. Eine Langzeitregulation erfolgt über eine Glutamat-
abhängige Transkriptionskontrolle durch die Proteinkinase C [129]. Von Kinoshita
et al. [89] konnte aber auch nachgewiesen werden, dass Septine wie Septin-2 und
Septin-4, abhängig von GTP, direkt an den C-Terminus von GLAST binden und
den Transporter so in der Plasmamembran stabilisieren. Ist diese Bindung nicht
möglich (konstitutive GDP-Mutante), wird die Glutamataufnahme aus dem synap-
tischen Spalt durch Internalisierung von GLAST inhibiert. Eine Bindung wäre auch
nicht möglich, wenn eine Komponente des von Kinoshita et al. [89] postulierten
Sept2/4/7-Trimeres fehlen würde, wie es in den athyroiden Bergmann Gliazellen
der Fall ist.
Da GLAST ebenfalls in die Dendritogenese der Purkinjezellen involviert ist und
eine chemische Inhibition des Glutamattransporters zu abnormaler Morphogenese
der Purkinjezellen führt [130], wäre dieser Mechanismus eine denkbare Ursache, wie
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Genprodukte in Bergmann Gliazellen über GLAST die Morphogenese des Haupt-
neurons im Kleinhirn beeinflussen könnten.

4.2.5 Thyroidhormon-Rezeptoren und TH-abhängige Regu-

lation Bergmann Glia-spezifischer Gene

Nachdem im Rahmen dieser Arbeit belegt werden konnte, dass mit Septin-4 und
borg4, zwei, auf das Zellzytoskelett regulierend wirkende Proteine, in Abhängig-
keit von Thyroidhormonen exprimiert werden, sollte die Frage beantwortet werden,
welche Thyroidhormon-Rezeptoren in den Bergmann Gliazellen diesen Effekt ver-
mitteln.
Da aus der Literatur bekannt war, dass Astrozyten sowohl TRα und TRβ Subty-
pen exprimieren [71], wurden euthyroide (Wildtyp, TRα1–/–, TRβ–/–) und athyro-
ide Rezeptor-defiziente (TRα1–/–Pax8–/–, TRβ–/–Pax8–/–) Mauscerebella hinsichtlich
ihrer Transkriptmengen von Septin-4 und borg4 mittels radioaktiver In-situ Hybri-
disierung (ISH) analysiert und miteinander verglichen. Eine Substitution der athy-
roiden TR-defizienten Versuchstiere sollte zeigen, welchen Effekt die Abwesenheit
des jeweiligen Rezeptors auf die Wiederherstellung der Transkriptspiegel der beiden
Gene hat.
Bei diesen Experimenten konnte gezeigt werden, dass die durch Thyroidhormone ver-
mittelte Regulation der Transkriptmengen von Septin-4 und borg4 hauptsächlich
durch TRα1 induziert wird. Fehlt dieser Rezeptor, resultiert daraus eine Verrin-
gerung der Transkriptspiegel beider Gene. Dies war in TRβ-defizienten (TRβ–/–)
Mäusen nicht der Fall. Wurden zusätzlich athyroide TR-defiziente Tiere untersucht,
konnten erniedrigte Septin-4- und borg4-Transkriptmengen auch im TRβ-defizienten
(TRβ–/–Pax8–/–) Cerebellum beobachtet werden, während keine weiteren Verände-
rungen im athyroiden TRα1-defizienten (TRα1–/–Pax8–/–) Cerebellum feststellbar
waren. Eine Substitution der athyroiden TR-defizienten Mäuse mit T4 führte nur
in dem TRβ-defizienten (TRβ–/–Pax8–/–) Cerebellum zu einem Anstieg der Trans-
kriptspiegel, da dort TRα1 als Mediator der Thyroidhormon-Wirkung unverändert
exprimiert wurde. Der im Ergebnisteil demonstrierte und hier zusammenfassend
beschriebene Einfluss von TRα1 konnte sowohl für Septin-4 als auch für borg4
nachgewiesen werden. Allerdings spiegelten die ISH-Signalintensitäten für die borg4-
Transkriptmengen das Ergebnis eindeutiger wider. Eine mögliche Erklärung hierfür
wäre, dass borg4 im TRα1–/–-Cerebellum stärker durch Thyroidhormone reguliert
wird als Septin-4. Alternativ könnte auch vermutet werden, dass die Expression von
Septin-4 in den Bergmann Gliazellen viel höher ist als die von borg4. Bei der ra-
dioaktiven ISH handelt es sich um eine sehr sensitive Methode zum Nachweis von
mRNA in Geweben. Wird ein Gen stark exprimiert, ist eine differentielle Expression
unter verschiedenen Bedingungen oft schwer nachweisbar, da eine lineare Beziehung
zwischen Transkriptspiegel und Signalintensität nicht mehr gegeben ist. Das könnte
hier auch für Septin-4 der Fall sein. Eine Lösung des Problems könnte eine DIG-ISH
darstellen, da diese weniger sensitiv als die radioaktive ISH ist. Septin-4 konnte in
Vorversuchen mittels DIG-ISH im Cerebellum nachgewiesen werden, während dies
für borg4 nicht möglich war (Ergebnis nicht gezeigt).
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Auch eine, zur Validierung der ISH, durchgeführte quantitative Real-Time-PCR
konnte die beobachteten Ergebnisse nicht vollständig reproduzieren. Abweichend
von den ISH-Resultaten konnte durch die Real-Time-PCR nicht ermittelt werden,
dass die Transkriptmengen beider Gene nach der T4-Substitution wieder auf die
Wildtyp-Niveaus ansteigen. In der TRα1-defizienten Versuchsgruppe konnte ledig-
lich gezeigt werden, dass sich die mRNA-Mengen von Septin-4 und borg4 nach Sub-
stitution nicht signifikant verändern. Eine signifikante Veränderung war hingegen
in der TRβ-defizienten Versuchsgruppe nachweisbar, diese erreichte aber nicht das
Wildtypniveau. Wahrscheinlich können die differierenden Ergebnisse der beiden Me-
thoden damit begründet werden, dass die analysierten Signale bei der ISH deutlich
einer bestimmten Zellpopulation zugeordnet werden können (histologische Studie
der Schnitte vom Cerebellum), während durch die Real-Time-PCR mRNA-Mengen
aus heterogenen Zellpopulationen des ganzen Cerebellums vermessen werden. Im
Fall von Septin-4 können Kontaminationen mit Gliazellen der weißen Substanz und
im Fall von borg4 Kontaminationen mit dem Choroid Plexus nicht ausgeschlossen
werden.
Da im Rahmen der Arbeit dargestellt werden konnte, dass TRα1 entscheidend für die
Vermittlung der Thyroidhormon-abhängigen Expression von Septin-4 und borg4 im
Cerebellum der Maus ist, sollte ebenfalls analysiert werden, ob die Morphologie der
Bergmann Glia in TRα1-defizienten Tieren verändert ist. TRβ-defiziente Cerebella
wurden zur Kontrolle ebenfalls untersucht. Experimentell konnte gezeigt werden,
dass die Defizienz der Rezeptoren keinen Einfluss auf die Entwicklung der Berg-
mann Gliazellen hat. Das deutet darauf hin, dass die Abwesenheit von Thyroidhor-
monen starke Beeinträchtigungen für die Entwicklung cerebellarer Zellen haben, die
nicht auftreten, wenn nur die Thyroidhormon-Rezeptoren fehlen. Dieses Phänomen,
dass Mäuse, die defizient für alle TRs sind, nicht den gleichen schweren Phänotyp
zeigen, wie Mäuse, die sich aufgrund einer gestörten Hormonsynthese hypothyroid
entwickeln [58, 69], lässt sich damit begründen, dass Thyroidhormon-Rezeptoren im
ligandenfreien Zustand als Aporezeptoren wirken. Diese Aporezeptorfunktion regu-
liert die Transkription von Zielgenen und scheint für die schädlichen Effekte des
Hypothyroidismus und damit auch für die gestörte postnatale Entwicklung des Ce-
rebellums unter hypothyroiden Bedingungen verantwortlich zu sein [19, 69, 99]. Aus
diesem Grund ist die Morphologie der Bergmann Glia- und der Purkinjezellen eines
TR-defizienten Kleinhirns vergleichbar mit der Situation in Wildtyptieren. Fehlt der
Rezeptor komplett, kann er auch nicht als Aporezeptor fungieren. Das Ergebnis, dass
der Phänotyp cerebellarer Neuronen in TRα1-defizienten Mäusen nicht verändert
ist, wurde bereits 2002 von Morte et al. [99] beschrieben. Die von derselben Ar-
beitsgruppe in einer nachfolgenden Publikation [60] diskutierten Auffälligkeiten der
Astrozytendifferenzierung konnten allerdings nicht bestätigt werden und sind bei der
sehr engen Interaktion beider Zelltypen auch unwahrscheinlich. Eine, durch die Ab-
wesenheit eines Thyroidhormon-Rezeptors, gestörte Differenzierung der Bergmann
Glia würde zwangsläufig auch in einem veränderten Phänotyp der Purkinjezellen
resultieren [37, 38].
Bis heute konnten nur wenige Thyroidhormon-regulierte Gene, die für die Cerebel-
lumentwicklung verantwortlich sind, identifiziert werden. Ursachen hierfür könnten
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sein, dass die durch TRs vermittelte Transkription durch viele verschiedene Fakto-
ren wie Rezeptor-Dimerisierung, -Modifikationen (Phosphorylierung), verschieden-
ste Transkriptionsfaktoren, Koaktivatoren und Korepressoren beeinflusst werden.
Weiterhin wirken Schilddrüsenhormone im Cerebellum sowohl auf genomischer als
auch auf nicht genomischer Ebene. Hierdurch könnte alternativ die Diskrepanz zwi-
schen den, bei TR-defizienten und den Pax8–/– Mäusen beobachteten, Phänotypen
diskutiert werden [70]. Septin-4 und borg4 scheinen in einer Signalkaskade involviert
zu sein, die zwar auf das Zytoskelett der Bergmann Glia wirkt und für die Ausdiffe-
renzierung der kurzen seitlichen Fortsätze verantwortlich sein könnte, scheinen aber
in diesem Prozess nicht die alleinige Schlüsselrolle zu spielen. Wäre dies der Fall,
würde die beobachtete Verringerung der Transkriptmengen beider Gene, wie in den
Pax8–/– Mäusen, auch in den TR-defizienten Mäusen zur retardierten Entwicklung
der Bergmann Gliazellen führen.

4.3 Interaktionen und Funktion der Bergmann Glia-

spezifischen Proteine Septin-4 und borg4

4.3.1 Septin-4 und borg4: Interaktion in-vitro

Da aus der Literatur bekannt war, dass ein Mitglied der borg-Proteinfamilie, nämlich
borg3, in der Lage ist, mit Septinen zu interagieren [94], sollte die Frage beantwortet
werden, ob borg4 und Septin-4 nur zufällig eine ähnliche Lokalisierung im Cerebel-
lum sowie eine positive Thyroidhormon-abhängige Regulation zeigen, oder ob diese
beiden Proteine auch zellulär und funktionell miteinander verknüpft sind. Durch
zwei verschiedene in-vitro Studien (Immunzytochemie und Koimmunopräzipitation)
konnte erstmalig gezeigt werden, dass Septin-4 und borg4 in transfizierten primären
Astrozyten oder transformierten Zellen eine überlappende Lokalisation zeigen und
über Protein-Protein-Wechselwirkungen miteinander interagieren. Beide Proteine
konnten aus transfizierten HEK-293 Zellen zusammen immunpräzipitiert werden.
In transfizierten Zellen, die ektopisch Septin-4 und borg4 gemeinsam exprimierten,
wurden repräsentativ filamentförmige Strukturen nachgewiesen. Diese Strukturen
scheinen aus einer Kolokalisation beider Proteine zu resultieren, wobei borg4 einen
entscheidenden Einfluss auf die Ausbildung der Filamente hat: Nur in kotransfi-
zierten Zellen konnten diese Fasern detektiert werden. Da Septine in der Regel He-
terooligomere ausbilden, muss davon ausgegangen werden, dass die untersuchten
Zellen neben Septin-4 endogen noch weitere Septine exprimieren. Dieses Ergebnis
steht mit der Tatsache in Einklang, dass borg-Proteine als Regulatoren der Septin
Organisation fungieren und an Septine binden [90, 94].

4.3.2 Septin-4 und borg4: Interaktion mit dem Zytoskelett

Verschiedene Septine sind dafür bekannt, mit der Zellmembran, Aktin- und Mikro-
tubulifilamenten zu assoziieren. Dabei bilden sie entweder Diffusionsbarrieren oder
ein molekulares Gerüst für weitere Membran- und Zytoskelettbindeproteine aus und
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koordinieren somit Ereignisse an der Verbindung zwischen Zytoskelett und Zellmem-
bran [74, 113]. In den, im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten, in-vitro Analysen
konnte eine Kolokalisierung von Septin-4 mit α-Tubulin [74, 113] nicht bestätigt
werden. Ein Grund hierfür könnte sein, dass die zur Interaktion notwendigen ande-
ren Septinmonomere endogen nicht in den untersuchten Zellen exprimiert werden.
Weiterhin ist anzunehmen, dass die verschiedenen Septinmonomere immer nur dis-
tinkt mit einer Zellkomponente interagieren und dadurch eine Art von Andock- bzw.
Bindepunkt zwischen den verschiedenen Kompartimenten ausbilden.
Eine Assoziation von Septin-4 mit Aktinfilamenten konnte dagegen nur in den mit
borg4 kotransfizierten Zellen detektiert werden. In Zellen, die ausschließlich ekto-
pisch Septin-4 exprimieren, konnte das Protein nur homogen verteilt im Zytoplasma
der Zellen nachgewiesen werden. Eine Filamentbildung war hier nicht zu beobach-
ten.
Eine Membranfraktionierung zeigte für die in-vivo Situation, dass Septin-4 im Ce-
rebellum der Maus mit dem Aktinzytoskelett assoziiert ist und bestätigte damit
Hinweise aus der Literatur [131]. Bei dieser Interaktion scheint also das komplexe
und fein abgestimmte Zusammenspiel der endogen exprimierten Proteine von ent-
scheidender Bedeutung zu sein.
In der Literatur konnte nachgewiesen werden, dass ein Heterooligomer aus Septin-2,
-4 und -7 in den seitlichen Fortsätzen von cerebellaren Bergmann Gliazellen assem-
bliert wird und dort strukturelle und regulatorische Funktionen ausübt [89]. Aus die-
sem Grund wurde Septin-2 in einige der durchgeführten Studien integriert. Septin-2
wird auf mRNA- und Proteinebene unabhängig von Schilddrüsenhormonen im Cere-
bellum exprimiert. Durch Membranfraktionierung konnte bewiesen werden, dass es
dort, ebenso wie Septin-4, mit dem Aktinzytoskelett assoziiert ist. Eine Verbindung
zur Zellmembran wird in diesem Septin-2/4/7-Trimer dann wahrscheinlich durch
Septin-7 realisiert, welches durch Xie et al. [82] im Gehirn als membranassoziiertes
Protein identifiziert wurde. Dies lässt den Schluss zu, dass dieses Septinoligomer
tatsächlich eine funktionelle Einheit im Cerebellum darstellt und somit auf die Zell-
morphologie der Bergmann Gliazellen einwirken könnte. Da für frühere Experimente,
die gezeigt haben, dass Septin-2 mit der Zellmembran interagiert und keinen Kom-
plex mit Septin-4 bildet [131], nur transfizierte transformierte Zelllinien wie COS-7
und NIH-3T3 Zellen genutzt wurden, kann davon ausgegangen werden, dass die in-
vivo Situation hier nicht ausreichend wiedergegeben wird.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde in immunzytochemischen Analysen und mittels
Membranfraktionierung zum ersten Mal beobachtet, dass borg4 ein im Zytosol der
Bergmann Glia lokalisiertes Protein ist, das nicht selbst mit dem Aktinzytoskelett
interagiert. In primären Astrozyten war jedoch eine überlappende Lokalisierung mit
α-Tubulin nachweisbar. Da es bislang keinerlei Studien zur Lokalisation und Funk-
tion von borg4 gab, könnten diese Ergebnisse ein Indiz dafür sein, dass borg4 nicht
nur ein Verbindungsglied zwischen Cdc42 und Septinen, wie Septin-4, darstellt [90],
sondern auch als Verbindungsglied zwischen Mikrotubuli und dem Aktinzytoskelett
fungiert, und damit die Zellmorphologie und -polarität beeinflussen und regulieren
kann.
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4.3.3 Einfluss von Septin-4 und borg4 auf die Zellmorpho-

logie

In funktionellen Studien sollte der Einfluss von Septin-4 und borg4 auf die Zell-
morphologie von cerebellaren Bergmann Gliazellen analysiert und bestätigt wer-
den. Als Modellsystem sollten zuerst, mittels Gene-Gun transfizierte und über einen
Zeitraum von einer Woche unter athyroiden Bedingungen kultivierte, gewebespezi-
fische Schnittkulturen des Mauscerebellums genutzt werden. In Vorversuchen wurde
jedoch sehr schnell ersichtlich, dass dieses Modellsystem nicht geeignet war. Die
Purkinjezellen der angefertigten Schnitte zeigten nach der Kultivierung nicht den
erwarteten retardierten Phänotyp, wie er aus in-vivo Studien bekannt war. Die Dif-
ferenzierung dieser cerebellaren Neuronen erfolgte in den Kulturen unabhängig von
der Zugabe von Schilddrüsenhormonen. Dadurch konnte in diesem Versuchsaufbau
nicht zwischen endogener und externer Stimulation unterschieden und auf funktio-
nelle Relevanz der Stimulanzien (Thyroidhormone, ektopisch exprimierte Proteine)
geschlossen werden. Außerdem war aufgrund der Auflösung der cerebellaren Struk-
turen durch massive Gliose in den Schnitten keine Langzeitstudie möglich.
Alternativ sollten daher primäre cerebellare Astrozytenkulturen mit Septin-4 und/
oder borg4 transfiziert und über die Analyse von Veränderungen der Zellmorphologie
Rückschlüsse auf eine funktionelle Relevanz der Proteine gezogen werden. Hierbei
musste festgestellt werden, dass die Überexpression von Septin-4 einen toxischen Ef-
fekt auf die Zielzellen ausübt. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit Erkenntnissen
anderer Arbeitsgruppen, die zeigten, dass eine übermäßige intrazelluläre Anreiche-
rung mit Septin-4 [86] oder Septin-5 [132] zu einem zytotoxischen Effekt auf die
Zellen führt. Um diesen Effekt zu umgehen und eine intrazelluläre Aggregation der
Septinmonomere zu verhindern, müssten wahrscheinlich die zum Trimerisieren erfor-
derlichen zwei anderen Septine im passenden Verhältnis kotransfiziert werden [133].
Im Gegensatz zu Septin-4 konnten sowohl transformierte Zellen (COS-7) als auch
primäre cerebellare Astrozyten erfolgreich mit borg4 transfiziert werden. Wenn diese
Zellen borg4 ektopisch exprimieren, waren überraschenderweise robuste morpholo-
gische Veränderungen der Zellen zu beobachten. Die transfizierten Zellen bildeten
bereits nach 24 h lange dünne und faserartige Fortsätze aus. Diese Veränderungen
konnten nach der Bestimmung von Zellfläche und Umfang quantifiziert und hoch
signifikant verifiziert werden. Das Ergebnis dokumentiert erstmalig, dass borg4 re-
gulatorisch auf das Zytoskelett der Zellen und damit auf deren äußere Gestalt ein-
wirkt. Dieses Resultat steht im Einklang mit den Ergebnissen von Joberty et al. [91],
dass in mit borg3 transfizierte NIH-3T3 Zellen auffällige Veränderungen der Zell-
morphologie zu beobachten waren. Auch diese Zellen bildeten repräsentativ dünne
und filamentartige Ausläufer aus.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass über den funktionellen Einfluss von
Septin-4 auf die Zellmorphologie anhand von vergleichender Literatur nur spekuliert
werden kann. Ein experimenteller Nachweis war mit den gewählten Modellsystemen
nicht möglich. Borg4 hingegen hat einen entscheidenden regulatorischen Einfluss auf
die Umstrukturierung des Zellzytoskeletts. Über die nachgewiesene enge Interaktion
mit Septin-4 kann daher mit hoher Wahrscheinlichkeit auf eine, durch Thyroidhor-
mone gesteuerte, das Zytoskelett der Bergmann Glia und damit die Ausbildung
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der seitlichen kurzen Fortsätze beeinflussende Signalkaskade spekuliert werden, die
borg4 als regulatorische und Septin-4 als funktionelle Komponente enthält.

4.4 Zusammenfassung und Perspektiven

Wie im Rahmen dieser Arbeit erstmalig gezeigt werden konnte, spielen Thyroidhor-
mone nicht nur für die Entwicklung und Differenzierung der Purkinjezellen im Ce-
rebellum eine essentielle Rolle. Auch die Ausbildung der kurzen seitlichen Fortsätze
der Bergmann Glia wird durch die Präsenz von Schilddrüsenhormonen entscheidend
beeinflusst. Diese Fortsätze haben bedeutende Funktionen für die Synaptogenese, die
Stabilisierung und Plastizität der Synapsen und für den Neurotransmitterumsatz im
synaptischen Spalt. Aus diesem Grund wurden Thyroidhormon-abhängig regulierte,
Bergmann Glia-spezifische Gene und Genprodukte untersucht, die auf diese Prozesse
funktionell und regulatorisch einwirken könnten. Dabei konnten zwei putative Kan-
didatengene, deren Expression positiv durch Schilddrüsenhormone reguliert wird
und die in cerebellaren Bergmann Gliazellen exprimiert werden, identifiziert werden:
Septin-4, ein Zytoskelettprotein, und borg4, ein regulatorisch auf die Umstrukturie-
rung des Zytoskeletts einwirkendes Protein. Deshalb wird angenommen, dass diese
Proteine in eine Signalkaskade involviert sind, die abhängig von Thyroidhormonen
die Ausdifferenzierung der seitlichen Fortsätze der Bergmann Glia kontrolliert. Auf-
grund der engen physiologischen Wechselwirkung zwischen den Bergmann Gliazellen
und Neuronen, wie Purkinje- und Körnerzellen, könnte eine gestörte Entwicklung
dieser funktionell bedeutendsten Gliazelle im Kleinhirn auch in der unter athyroiden
Bedingungen beobachteten retardierten Purkinjezellentwicklung resultieren.
Bis heute konnten nur wenige Thyroidhormon-regulierte Gene, die für die Entwick-
lung des Cerebellums verantwortlich sind, identifiziert werden. Das ist zum einen dar-
auf zurückzuführen, dass Thyroidhormon-Rezeptor-vermittelte Transkription durch
verschiedenste Faktoren, wie Rezeptordimerisierung, gewebespezifische Transkrip-
tionsfaktoren, Koaktivatoren und -repressoren, beeinflusst wird. Zum anderen ist
bekannt, dass Schilddrüsenhormon-Rezeptoren im ligandenfreien Zustand als Apore-
zeptoren wirken und es dadurch zu einer enormen morphologischen Diskrepanz zwi-
schen TR-defizienten und hormondefizienten (Pax8–/–) Mäusen kommt. Die Wirkung
der Aporezeptoren, besonders die des ligandenfreien TRα1, scheint hauptsächlich
für die unter hypothyroiden Bedingungen beobachteten schädlichen Effekte auf die
postnatale Entwicklung des Cerebellums verantwortlich zu sein [19, 99]. Außerdem
können Thyroidhormone auch auf nichtgenomischer Ebene wirken: Sie regulieren
die Polymerisation von Aktinfilamenten oder phosphorylieren TRs über den MAP
(mitogen-activated protein)-Kinase-Signalweg. Diese Regulationsmechanismen schei-
nen besonders bei der Expression und Verteilung von Gliaproteinen wie GFAP und
Laminin eine Rolle zu spielen und auf das Aktinzytoskelett in Astrozyten einzu-
wirken [64, 70]. Deshalb könnten neben der, an der positiven Regulation der Tran-
skriptmengen von Septin-4 und borg4, beobachteten Beteiligung von TRα1, auch
nichtgenomische Prozesse eine entscheidende Funktion bei der Differenzierung der
Bergmann Glia-Fortsätze ausüben. So konnte z.B. demonstriert werden, dass Prote-
inkinase A (PKA) durch Thyroidhormone aktiviert wird [134]. Da sowohl Septine als
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auch borg4 phosphoryliert werden können, müsste in fortführenden Studien geprüft
werden, ob diese Proteine auch auf nichtgenomischem Weg durch Thyroidhormone
reguliert werden können.
Weiterhin bleibt offen, welche anderen Proteine als vor- und nachgeschaltete Effek-
toren in der Lage sind, mit Septin-4 und/oder borg4 zu interagieren. Interessant
hierbei ist die Rolle von Cdc42 in der postulierten Signalkaskade, da ein Effektor-
protein dieser Rho GTPase, die schon in früheren Studien mit dem Auswachsen der
seitlichen Bergmann Glia-Fortsätze in Verbindung gebracht wurde [135], borg4 ist.
Borg4 bindet über eine stark konservierte CRIB-Domäne an Cdc42 [91]. Da diese
CRIB-Domäne als Markenzeichen der Effektorproteine von Rho GTPasen gilt [136],
sollte daher fortführend ebenfalls eine mögliche Interaktion von borg4 mit anderen
Rho GTPase untersucht werden.
Eine dritte entscheidende Komponente im Prozess der Thyroidhormon-regulierten
Differenzierung der Bergmann Glia und Purkinjezellen im Cerebellum scheint der
Glutamattransporter GLAST zu sein. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt wer-
den, dass nach kurzfristiger Stimulation von primären Astrozytenkulturen mit Thy-
roidhormon die GLAST-Proteinmenge in den Zellen ansteigt. In athyroiden Cere-
bella hingegen konnte weder auf mRNA noch auf Proteinebene eine unterschiedliche
Expression, verglichen mit dem euthyroiden Zustand, nachgewiesen werden. Deshalb
bleibt die Frage offen, ob dieser, besonders für die Funktionalität der cerebellaren
Neuronen so essentielle, Glutamattransporter der Astrozyten durch die Wirkung
von Schilddrüsenhormonen auf die Bergmann Gliazellen eventuell posttranskriptio-
nal modifiziert oder transloziert wird. Ein ähnlicher Mechanismus wurde im Zusam-
menwirken mit Septinen von Kinoshita et al. [89] in-vitro nachgewiesen.
In den letzten Jahren konnte vermehrt gezeigt werden, dass Gliazellen im Gehirn
ihrer ehemals postulierten Außenseiterrolle (R. Virchow: griechisches Wort “glia“ =
Leim) nicht mehr gerecht werden. Oft können neuropathologische Zustände auf die
gestörte Funktionalität der Gliazellen zurückgeführt werden. Ob die, unter athyro-
iden Entwicklungsbedingungen des Cerebellums, beobachtete starke Retardierung
der Purkinjezellen und die damit verbundenen neurologischen Ausfälle, auf die im
Rahmen dieser Arbeit erstmalig dokumentierte beeinträchtigte Ausdifferenzierung
der seitlichen Bergmann Glia-Fortsätze zurückzuführen ist, konnte nicht endgültig
bewiesen werden. Es ist aber sehr wahrscheinlich, dass die Bergmann Glia an diesem
Prozess nicht nur beteiligt ist, sondern dabei eine Hauptrolle spielt.
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and R. Di Lauro. PAX8 mutations associated with congenital hypo-
thyroidism caused by thyroid dysgenesis. Nature Genetics, 19: 83–86,
(1998).

[16] D.A. Underhill. Genetic and biochemical diversity in the Pax gene
family. Biochemistry and Cell Biology, 78(5): 629–638, (2000).

[17] E.J.D. Robson; S.-J. He and M.R. Eccles. A PANorama of PAX genes in
cancer and development. Nature Reviews, 6: 52–62, (2006).

[18] N. Chi and J.A. Epstein. Getting your Pax straight: Pax proteins in
development and disease. TRENDS in Genetics, 18(1): 41–47, (2002).

[19] F. Flamant; A.-L. Poguet; M. Plateroti; O. Chassande; K. Gauthier; N. Strei-
chenberger; A. Mansouri and J. Samarut. Congenital Hypothyroid Pax8–/–

Mutant Mice Can Be Rescued by Inactivating the TRα Gene. Mole-
cular Endocrinology, 16(1): 24–32, (2002).

[20] J. Wistuba; J. Mittag; C.M. Luetjens; T.G. Cooper; C.-H. Yeung; E. Nie-
schlag and K. Bauer. Male congenital hypothyroid Pax8–/– mice are
infertile despite adequate treatment with thyroid hormone. Journal
of Endocrinology, 192: 99–109, (2007).

[21] J. Mittag; E. Winterhager; K. Bauer and R. Grümmer. Congenital Hypo-
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wertvoller Diskussion und Kritik, viel Motivation sowie Verständnis zur Seite ge-
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wir viele dann auch lösen. Dafür danke ich euch recht herzlich!
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Bruder Raimund und mein Lebensgefährte Udo. Ihnen danke ich von ganzem Her-
zen dafür, dass sie immer für mich da sind, mich verstehen und mich unterstützen,
mir helfen und mich so lieb haben, wie ich bin. Glück ist, dass es euch gibt!

97



Publikationen, Poster und Vorträge
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