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ZUSAMMENFASSUNG

In Vertebraten kann die Zunahme der Gehirngro3e verschiedener bzw. die relative GroBle von
Gehirnarealen innerhalb einer Spezies auf eine verlingerte Proliferationsphase neuronaler
Vorlduferzellen im Neuroepithel (Neuroepithelzellen) zuriickgefiihrt werden. Die Dauer der
Proliferationsphase und damit die Neuronenzahl wird vermutlich durch das timing des Ubergangs
von im cell fate symmetrischen, proliferativen (Generierung zweier Neuroepithelzellen) zu
asymmetrischen, differenzierenden Zellteilungen (Generierung einer Neuroepithelzelle und eines
Neurons) kontrolliert. Direkte Beweise fiir die Existenz dieser asymmetrischen Teilungen und deren
Einordnung in die lineage ,,proliferierende Neuroepithelzelle — Neuron* stehen noch aus, genauso
wie die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen und die genetische Kontrolle des
,Umschaltens* weitgehend unbekannt sind. In diesem Kontext wurden durch die Expression von
GFP unter Kontrolle regulatorischer Sequenzen des TIS21-Gens spezifisch Neurone-generierende
Neuroepithelzellen markiert, um (i) die Symmetrie der Neurone-generierenden Zellteilung
videomikroskopisch zu untersuchen und (ii) eine differentielle Analyse der Zellbiologie (in dieser
Arbeit: Verteilung apikaler Membran, Zellzyklusdauer) und Genexpression von proliferierenden vs.

Neurone-generierenden Neuroepithelzellen zu ermdéglichen.

Es wurden drei transgene (TG1, TG2, TG3) und eine TIS21-GFP-knock in-Mauslinie (KI1) etabliert.
TG1 enthilt 2 kb 57, TG2 17 kb 5" und TG3 6 kb 5°+8 kb 3’ genomischer Sequenz relativ zum
TIS21-Transkriptionsstart. In KI1 ersetzt GFP das offene Leseraster von TIS21 in Exon 1. KI1
exprimiert entlang des ganzen Neuralrohrs, TG2 im Mittel-, Hinterhirn und Riickenmark und TG3
im Vorder-, Mittel-, Hinterhirn und Riickenmark GFP in Neurone-generierenden Neuroepithelzellen.
Die unterschiedlichen Expressionsmuster implizieren: Die Expression von TIS21 im Neuroepithel
wird offensichtlich von verschiedenen Elementen gesteuert, die jeweils bestimmte Regionen im
Neuralrohr abdecken, und die nicht mit dem in vitro funktionellen proximalen TIS21-Promoter (0.4
kb 5’) identisch sind.

In Schnittkulturen von Neuralrohr-Explantaten aus 71S21-GFP-knock in-Embryonen wurden mit
Multiphoton-Videomikroskopie Neurone-generierende Teilungen iiber einen Zeitraum von bis zu 16
h verfolgt. Zu Beginn der Neurogenese im Hinterhirn (E10) bzw. Telencephalon (E12) wurden
neben sich apikal teilenden neuronalen Vorlduferzellen tiberraschend auch GFP-positive Zellen
entdeckt, die sich auf der basalen Seite des Neuroepithels teilen. Tochterzellen apikaler Mitosen
wandern mit signifikant verschiedener Geschwindigkeit in basaler Richtung, wobei eine
Tochterzelle bevorzugt im Neuroepithel, die andere in den neuronalen Schichten verbleibt. Dagegen
wandern beide Tochterzellen basaler Teilungen tendenziell mit gleicher Geschwindigkeit in
neuronale Schichten. Demnach existieren in Vertebraten zwei Typen Neurone-generierender
Teilungen: (i) im cell fate asymmetrische, apikale Teilungen typischer Neuroepithelzellen und (ii)

symmetrische, basale Teilungen einer hier erstmals beschriebenen Zellpopulation.
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Als mégliche Steuerungsmechanismen des Ubergangs von Proliferation zu Neurogenese wurden (i)
die Verteilung apikaler Membran bei apikalen Teilungen von, und (ii) die Zellzyklusldnge in,
proliferierenden vs. Neurone-generierenden Neuroepithelzellen untersucht. Die Orientierung der
Teilungsebene (abgeleitet aus der Chromatinfarbung in Anaphase) relativ zur apikalen Membran
(identifiziert als Liicke in der basolateralen, Cadherin-positiven Plasmamembran) zu friithen Stadien
der Neurogenese (E10.5-E11.5 Mes-, Di- und Telencephalon) im 71S21-GFP-knock in zeigt, dass der
Schritt von Proliferation zu Neurogenese durch einen Wechsel in der Verteilung apikaler
Membrankomponenten kontrolliert werden konnte: Apikale Teilungen mit symmetrischer Verteilung
der apikalen Membran sind groBtenteils proliferierend, Teilungen mit asymmetrischer Verteilung der
apikalen Membran Neurone-generierend (Kosodo et al., 2002). Zudem korreliert die Differenzierung
mit einer Verldngerung des Zellzyklus: Durch kumulative BrdU-Markierung im 7152 7-GFP-knock in
konnte gezeigt werden, dass zu Beginn der Neurogenese (E10.5 Telencephalon) Neurone-
generierende Neuroepithelzellen den Zellzyklus um 40% auf 13 h gegeniiber 9 h in proliferierenden
Neuroepithelzellen, verlangsamen. Eine ursédchliche Beteiligung von TIS21, das spezifisch in
Neurone-generierenden, also sich langsamen teilenden Neuroepithelzellen exprimiert ist und
bekanntermalBlen Zellzyklus-verlangsamend wirkt, an diesem Phdnomen ist noch nicht geklirt.
Homozygote TIS21-GFP-knock in-Tiere, als TIS21-knock out-Modell, zeigen allerdings keinen
offensichtlichen qualitativ verdnderten Ablauf der Neurogenese. Dagegen verschiebt sich im
Blutbild das Gleichgewicht von Lymphozyten zu Granulocyten. In Verbindung mit dem in dieser
Arbeit beschriebenen embryonalen und adulten Aktivitatsmuster - TIS21 ist in differenzierenden
Zellpopulationen verschiedener Gewebe exprimiert - impliziert dies eine physiologische Funktion

von TIS21 bei Proliferations- und Differenzierungsprozessen.

Die physiologische Funktion von Genen kann durch loss of function-Studien untersucht werden, in
der Regel durch eine induzierte Veridnderung im Genom (z.B. Mutagenese-screens oder wie hier fiir
TIS21: gene targeting). Hier wurde die Moglichkeit untersucht, mit RNA-interference (RNA1)
spezifisch die Expression von Genen in postimplantorischen Méduseembryonen zu unterdriicken.
Konkret wurde esi-(endonuclease Ill-prepared short interfering)-RNA in E10 Méduseembryonen
intraventrikulir injiziert, durch Elektroporation in Neuroepithelzellen transfiziert und der Effekt von
RNAi nach 24 h in vitro-Kultur der Embryonen analysiert. esiRNA gegen (-Galaktosidase,
koelektroporiert mit einem P-Galaktosidase- und einem GFP-Expressionsvektor, inhibierte
spezifisch die B-Galaktosidase- nicht aber die GFP-Expression. In einem analogen Experiment in
E10 TIS21-GFP-knock in Embryonen verhinderte die Elektroporation von esiRNA gegen GFP die
GFP-Expression zu Beginn der Neurogenese. Es ist also prinzipiell moglich, auch in
postimplantorischen Mduseembryonen (d.h. im Sduger in vivo) via esiRNA RNAI zu induzieren und

selektiv die Expression endogen exprimierter Gene zu unterdriicken.
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1 EINLEITUNG
1.1 Evolutionire Zunahme der Gehirngrofie

Als Spezies zeichnen wir uns, so glauben wir, insbesondere durch unseren Intellekt aus und neigen
dazu, uns auf Grund dessen eine evolutionédre Sonderstellung zuzusprechen - aus anthropozentrischer
Sicht vielleicht zurecht. In Hinblick auf kognitive Fihigkeiten, die Entwicklung von Sprache und
Kultur, sind wir wirklich einzigartig, auch im Vergleich mit unseren nichsten Verwandten, den
Schimpansen. Beim Blick auf ihr Genom iiberrascht deshalb umso mehr, wie sehr wir uns genetisch
dhneln, sind die Gene von Menschen und Schimpansen doch zu mehr als 98% identisch (King &
Wilson, 1975). Gerade deshalb iibt die Suche nach den Unterschieden eine gewisse Faszination aus.
Die Frage, welche dieser Verdnderungen fiir die Zunahme der kognitiven Fiahigkeiten verantwortlich
sind, wird letztlich oft als Suche nach einem genomischen Korrelat menschlichen Geistes verstanden
— sind sie es doch, die eine kulturelle Entfaltung erst ermoglicht haben (Bahnsen, 2001). Sinn und
Erfolgsaussichten dieser Bemiihungen seien dahingestellt - es wire wirklich interessant zu wissen,

welche Mutationen uns zu dem machten, was wir sind.

Es ist anzunehmen, dass dieser evolutiondre Sprung mit der VergroBerung des Gehirns

zusammenhéngt und den daran beteiligten Genen eine Schliisselrolle zukommt.

Tatsédchlich stehen wir am Ende einer langen Entwicklung: Die Zunahme der relativen Gehirngrée
ist ein allgemeiner Trend in der Evolution der Vertebraten (Abb. 1). Die relative GehirngréBe ist das
Gehirngewicht korrigiert um einen oder mehrere allometrische Parameter (Korpergrofle,
Korperoberflidche) und ist ein MaB fiir die Encephalisierung der jeweiligen Spezies. Innerhalb der
Vertebraten nimmt die relative Gehirngrof8e von niederen Taxa (Amphibien, Fische, Reptilien) zu
hoher entwickelten (Vogel, Sidugetiere) zu. Gleiches gilt innerhalb eines Taxons: Sperlingsvogel
haben relativ grolere Gehirne als Hiihnervogel, Primaten haben relativ groflere Gehirne als
Insektivoren (Jerison, 1969; Hofman, 1989; Rehkamper & Zilles, 1991). In Primaten bzw.
Hominiden hilt diese Tendenz an: Menschen haben ein relativ groBeres Gehirn als Schimpansen und
Rhesusaffen. Neben anthropoiden Primaten gehoren Cetaceae zu den am hochsten encephalisierten
Gruppen (Marino, 1998). Auch sie haben in der Evolution, parallel zu den an Land lebenden

Gruppen, relativ zu ihrer KorpergroBe groe Gehirne entwickelt.
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Abb. 1. Gehirn-vs.-Kopergewicht-Korrelation verschiedener
Taxa und Spezies (logarithmische Darstellung). Die Lage der
Polygone beschreibt die Encephalisierung der jeweiligen Taxa,
die Lage der Messpunkte einzelner Spezies (*) innerhalb der
Polygone die Encephalisierung der jeweiligen Spezies. Vergleicht
man beispielsweise Sduger mit Reptilien, haben Séugetiere
durchweg relativ groflere Gehirne als Reptilien gleicher
Korpergrole — das Polygon der Sduger liegt iiber dem der
Reptilien. Beim Vergleich innerhalb eines Taxons sind hoher
encephalisierte Spezies bzw. Gruppen bei maximalen Gehirn-
/Korpergewicht-Verhiltnissen, d.h. am oberen Rand der
entsprechenden Polygone, zu finden: z.B. Krihe vs. StrauB,
Mensch vs. Schimpanse bzw. die Lage der Primaten innerhalb der
Sduger. Der Grad an Encephalisierung ist die positive
Abweichung im relativen Gehirngewicht gegeniiber einer
(hypothetischen) Spezies innerhalb der Vergleichsgruppe: Bei
T T I r 1 : : . einem Vergleich innerhalb der Sduger wiirde man sich auf einen
001 o1 1 10 10 1000 10000 to00c0 ,Referenz-Sduger* auf der Verbindungslinie Maus-Elefant
FRrmesgewicht fl beziehen. Mensch und Schimpanse haben beide ein relativ
grofleres Gehirn als ein typischer Sauger ihrer Korpergrofe,
wobei die positive Abweichung beim Menschen groBer ausfillt.
Die Distanz zur Referenzlinie entspricht dem ,,extra-neuronalen

Volumen® . (Abb. aus Butler & Hodos, 1996, modifiziert).
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Leistungsfihigkeit korreliert mit der GroB3e

Eine positive Abweichung von der erwarteten relativen Gehirngrofe innerhalb einer
Vergleichsgruppe (z.B. Saugetiere), z.B. das iiberschiissige relative Gehirngewicht eines
Rhesusaffen gegeniiber eines (hypothetischen) Insektivoren gleicher Korpergréfe, kann anschaulich
als das ,.extra-neuronale Volumen* beschrieben werden. In Abb. 1 entspriche dies dem jeweiligen
Abstand der Spezies von der Verbindungslinie zwischen Maus und Elefant. Sie spiegelt das Gehirn-
Korpergewicht-Verhiltnis eines hypothetischen Sdugers von durchschnittlicher Encephalisierung
wider. Ein Rhesusaffe hat also mehr Gehirn als ein hypothetischer Insektivor seiner Gréfe - mehr,
als er eigentlich benétigt, um seine Korperfunktionen zu kontrollieren und nach Insekten zu suchen.
Dieses extra-neuronale Volumen kann allgemein als organisches Korrelat fiir die gréBeren
integrativen Fihigkeiten eines Gehirns bzw. die hohere Intelligenz einer Spezies diskutiert werden
(Jerison, 1973; Jerison, 1985). Dem Rhesusaffen beispielsweise verhelfen die freien Kapazititen zu
komplexerem adaptiven Verhalten, der treibenden Kraft in der Evolution des Primatengehirns (Jolly,
1966; Wilson, 1985). Der Sinn der Grofenzunahme ist also in der Steigerung der kognitiven

Fahigkeiten zu vermuten.

Die Annahme, dass inter-Spezies-Unterschiede in der Leistung von Gehirnen bzw. Gehirnarealen in
erster Linie durch die unterschiedliche relative Groe bedingt sind, ist naheliegend und bedeutet,
dass GroBe der entscheidende Parameter fiir die Leistungsfihigkeit eines Gehirns bzw. bestimmter
Gehirnareale sein sollte. Man sollte erwarten, dass deshalb die Grofle bestimmter funktioneller
Areale mit den Leistungsanforderungen der Umwelt korreliert. Tatsichlich entwickeln sich
funktionelle Areale in Gehirnen von Spezies mit dhnlichen Verhaltensmustern in dhnlichen
Proportionen (de Winter & Oxnard, 2001; Barton & Harvey, 2000). Im Fall der Primaten sind vor

7
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allem Gehirnareale mit hoheren Hirnfunktionen, wie der Neocortex, bevorzugt einem positiven
Selektionsdruck ausgesetzt und expandieren iiberproportional stark — in Menschen gegeniiber
Insektivoren ca. 40fach - wihrend sich Regionen mit basalen Funktionen kaum veridndern (Hofman,
1982; Rehkamper & Zilles, 1991). Innerhalb der Primaten korreliert diese Grolenzunahme des
Neocortex mit der Fihigkeit zu innovativem Verhalten und sozialer Intelligenz (Reader & Laland,
2002).

Insbesondere in Hominiden ist die Geschwindigkeit der Encephalisierung und der Groenzunahme
des Neocortex beachtlich. In den letzten 3 Millionen Jahren hat sich das absolute Gehirnvolumen
verdreifacht, und das relative mehr als verdoppelt (McHenry, 1994; Falk et al., 2000). Dabei sind
insbesondere Verdnderungen in der Organisation des frontalen und temporalen Neocortex, Regionen
assoziiert mit hoheren integrativen Funktionen, zu erkennen. Man kann also davon ausgehen, dass
auch unsere herausragenden kognitiven Fihigkeiten auf die GroBenzunahme des Neocortex

zuriickzufiihren sind.

GroBere Gehirne bestehen aus mehr Neuronen

Der entscheidende Unterschied zwischen unterschiedlich groBen Gehirnen bzw. Gehirnarealen
verschiedener Spezies ist sicherlich die Neuronenzahl, weder der cytoarchitektonische Aufbau noch
die vorhandenen Zelltypen. Insgesamt nimmt die Neuronendichte mit steigender Gehirngro3e wegen
der relativen Zunahme an weiller Substanz und Grof3e der Neurone zwar etwas ab (Tower, 1954;
Jerison, 1973; Changizi, 2001), dieser Effekt wird aber durch die absolute Zunahme an Neuronen

mehr als ausgeglichen.

Es ist also anzunehmen, dass die integrativen bzw. adaptiven Féahigkeiten auf die Neuronenzahl
zuriickzufiihren sind - betrachtet man das Neuron als operative Einheit des Gehirns, scheint dies
logisch. Gehirne tetraploider Salamander beispielsweise bestehen bei gleicher GroBe nur aus halb so
vielen, doppelt so groen Neuronen wie Gehirne diploider Tiere. Infolge dessen lernen tetraploide
Tiere deutlich schlechter (Frankhauser et al., 1955). Wir konnen also eine Erhohung der
Neuronenzahl in erster Nidherung als organisches Korrelat evolutionir zunehmender kognitiver
Fahigkeiten begreifen. Doch welche Mechanismen kontrollieren die Neuronenzahl, und welche

Gene sind daran beteiligt?
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1.2  Histogenese des ZNS

Der iiberwiegende Anteil der Neurone des zentralen Nervensystems (ZNS) entsteht wihrend der

Embryonalentwicklung und im Fall des Cerebellums in frithen postnatalen Stadien.

Eine Veridnderung der Neuronenzahl im Adulten, insbesondere eine Zunahme im Séduger, ist lokal
relativ begrenzt und selbst in Arealen aktivster Neurogenese, wie im Gyrus dentatus, bezogen auf
die gesamte Neuronenzahl zu vernachlédssigen. Interessanterweise ist sie von dulleren Stimuli
abhédngig (Kempermann & Gage, 1999; Seress, 1992) und korreliert auf neurologischer Ebene
positiv mit der Lernfihigkeit verschiedener Mauslinien (Kempermann & Gage, 2002). Die Rate neu
gebildeter Neurone nimmt allerdings von der Maus (0.04% pro Tag) zum Rhesusaffen (0.004% pro
Tag) ab (Kempermann et al., 1997; Kornack & Rakic, 1999). Die adulte Neurogenese ist demnach
in evolutionidr weiterentwickelten Gehirnen geringer. Dies erscheint paradox: Warum sollten hoher
entwickelte Gehirne auf eine erhohte Lernfidhigkeit verzichten? Griinde hierfiir sind unbekannt
(Kornack, 2000).

Die Neuronenzahl wird also wéhrend eines begrenzten Zeitraumes in der Embryonalentwicklung

festgelegt.

Neurale Induktion und Neurulation

Neurone des ZNS von Vertebraten werden aus neuroektodermalen Zellen des Neuroepithels der
Neuralplatte bzw. des Neuralrohrs gebildet (Abb. 2A). Die Entstehung des ZNS beginnt wihrend der
Gastrulation mit der neuralen Induktion des Neuroektoderms und der Bildung der Neuralplatte. Die
lateralen Bereiche der Neuralplatte falten sich, nach Einfurchung entlang der Mittellinie und
Ausbildung der Neuralrinne, auf, und die Enden der Neuralwiilste verschmelzen, ausgehend vom
cervicalen Abschnitt der Neuralplatte, zum Neuralrohr. Das Neuralrohr selbst wird anschlieBend von

Oberflachenektoderm umschlossen (Jacobson, 1991).

Die neurale Induktion wird durch die vom dorsalen Mesoderm ausgehende Inhibierung von BMP-
(bone morphogenetic protein)-Signalen eingeleitet, wodurch permissive Bedingungen fiir die
Umwandlung von Ektoderm zu Neuroektoderm geschaffen werden. BMP-Signale verhindern, dass
sich Ektoderm automatisch in Neuroektoderm umwandelt (Wilson & Hemmati-Brivanlou, 1995).
Interessanterweise tendieren auch neuroektodermale Zellen dazu, sich in Abwesenheit instruktiver
Signale in Neurone umzuwandeln. Es scheint, als miissen proliferierende Vorlduferzellen aktiv
davon abgehalten werden, Neurone zu werden, ein Phinomen, auf das in Abschnitt 1.7 wieder
eingegangen wird: Dort wird FGF-(fibroblast growth factor)-2 als ein Faktor vorgestellt, der diese

Umwandlung verhindert.
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Es ist offensichtlich, dass die Zahl induzierter neuroektodermaler Zellen die Gehirngrofie
entscheidend bestimmen kann: Allein die Induktion von mehr Neuroektoderm konnte bei einem

weiteren invarianten Ablauf der Embryonalentwicklung zu einer Gréf3enzunahme fiihren.

Regionalisierung des Neuralrohres

Entlang der a/p (anterior/posterior) Achse grenzen sich die primédren Gehirnregionen Pros-, Mes-,
und Rhombencephalon sowie das Riickenmark voneinander ab. Im weiteren Verlauf unterteilt sich
das Prosencephalon in Tel- und Diencephalon und das Rhombencephalon in Met- und
Myelencephalon. Aus dem Metencephalon geht das spitere Cerebellum hervor. Die
Regionalisierung des Neuralrohres in die verschiedenen Gehirnabschnitte wird durch entsprechende
Zentren, organizer (z.B. anterior neural ridge , ANR, mid-hindbrain boundary, MHB), und davon
ausgehende Morphogensignale kontrolliert. Einhergehend mit der neuralen Induktion wird die
Neuralplatte bzw. das Neuralrohr entlang der a/p und d/v (dorsal/ventral) Achse regionalisiert
(patterning), wodurch innerhalb des Neuroepithels eine regionale Identitdt vermittelt wird. So
werden z.B. die a/p und medio-laterale Arealisierung des Telencephalons durch sekretierte FGF8-
Signale der ANR, Wnt3a- und BMP-Signale des Cortex bzw. Shh-Signale der MGE (medial
ganglionic eminence) gesteuert. Homeobox-Transkriptionsfaktoren wie Otx2, Emx2, Pax6 und Lhx2
vermitteln dabei regionale Identitdt im Neuroepithel (Monuki & Walsh, 2001; O'Leary & Nakagawa,
2002). Durch einen kombinatorischen regionalen Code verschiedener patterning-Gene werden z.B.
Vorléduferzellen fiir die Motor- und Interneuron-/ineage im Riickenmark spezifiziert (Marquardt &
Pfaff, 2001).

Patterning-Prozesse regulieren die GroBenverhiltnisse verschiedener Gehirnregionen untereinander:
So wachsen bei Uberexpression anteriorer patterning-Gene anteriore Regionen zu Lasten
posteriorer. Ein Beispiel ist die Wirkung von FGF8 (siehe Abschnitt 1.7). Die Expansion verlduft
aber nicht notwendigerweise nur iiber eine relative Ausdehnung auf Kosten anderer Regionen,
sondern kann auch durch einen proliferativen Effekt einiger patterning-Gene zu einem realen
Wachstum fiihren, das nicht auf Kosten anderer Region geht (z.B. einige wnt-Gene) (siehe
Abschnitt 1.7).

Histologische Veridnderungen im Neuroepithel wihrend der Neurogenese

Initial ist das Neuroektoderm ein cuboidales Epithel mit typischer apikal-basaler Polaritidt. Die
Neuroepithelzellen stehen apikal mit dem Lumen des Neuralrohres und basal mit der Basallamina in
Kontakt (Abb. 2A). Sie sind nach derzeitigem Verstindnis die direkten Vorldufer der Neurone und
als neurale Stammzellen molekular durch die Expression von Nestin charakterisiert (Lendahl et al.,
1990). Sie bilden die innerste Zellschicht des Neuralrohres, die Ventrikularzone, die sich im Verlauf
der Neurogenese bald klar von den basal entstehenden neuronalen Schichten absetzt und die primére

proliferative Zone im Neuroepithel darstellt.
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Die Zellkerne der Neuroepithelzellen durchlaufen synchron mit dem Zellzyklus eine interkinetische
Migration (Sauer, 1935) (Abb. 2B): In der G1-Phase wandern die Zellkerne basal, durchlaufen die S-
Phase im basalen Drittel des Neuroepithels und wandern in der G2-Phase wieder zur apikalen
Oberfliche, wo sich die Zellen teilen. Wihrend der Kernwanderung behalten die Zellen den Kontakt

zumindest zur apikalen Oberfldche bei. Neuroepithelzellen teilen sich immer auf der apikalen Seite.

Durch anhaltende Proliferation und die resultierende radiale Ausdehnung nimmt das Neuroepithel
zunehmenden pseudostratifizierten Charakter an und verliert noch vor Beginn der Neurogenese seine
wesentlichen epithelialen Eigenschaften (angedeutet durch unterbrochene Linien in Abb. 2C): die
Polaritit des Membrantransportes nimmt ab, und tight junctions gehen verloren (Aaku-Saraste et al.,
1996; Aaku-Saraste et al., 1997). Die Expression von E-Cadherin wird durch N-Cadherin ersetzt
(Hatta & Takeichi, 1986; Hatta et al., 1987). Wahrscheinlich stehen diese Veridnderungen auch in

einem ursichlichen Zusammenhang mit der Neurogenese.

Auch Neurone entstehen aus apikalen Mitosen und wandern basal in die neuronalen Schichten -
Vorlduferzellen und Neurone bilden verschiedene Zellschichten. Im Neocortex entsteht im weiteren
Verlauf der Neurogenese, basal zur Ventrikularzone und apikal zu den neuronalen Schichten, die
Subventrikularzone als zweite proliferative Zone im Neuroepithel. Die Neuroepithelzellen wandeln
sich zum Ende der Neurogenese in Ependymzellen um, die als eine einzellige Schicht die
ventrikuldre Oberfliche im ZNS ausbilden. Von den Zellen der Subventrikularzone wird
angenommen, dass sie in der Embryonalentwicklung in erster Linie Vorldufer fiir Glia sind (Privat &
Leblond, 1972; Paterson ef al., 1973; Levison & Goldman, 1993), wihrend sie im Adulten Neurone
und Glia generieren (Reynolds & Weiss, 1992). Adulte Subventrikularzonenzellen sind wie
embryonale Neuroepithelzellen neurale Stammzellen. Die adulte Subventrikularzone ist, verglichen
mit der embryonalen, in ihrer Ausdehnung ebenfalls stark reduziert. Beide proliferativen Zonen sind
demnach, genau wie ihre Hauptzelltypen Neuroepithelzellen und Subventrikularzonenzellen,
groftenteils transiente Strukturen, die entsprechend des Fortschritts der Neurogenese in ihrer Grofe

stark variieren.
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1.3  Modelle zur Neurogenese

Proliferation', Neuronenproduktion und die histologischen Veriinderungen im Neuroepithel lassen
sich qualitativ durch ein gingiges 3-Phasen-Neurogenese-Modell, unterteilt in eine pra-
neurogenetische (Phase 1) und zwei neurogenetische Phasen (Phasen 2 und 3), beschreiben (Abb.
2C). Ein solches Modell sollte die beobachteten histologischen Entwicklungen in vivo erkliren.
Kahle (Kahle, 1951) formulierte diese Uberlegungen erstmals als Matrixphasenkonzept. Der direkte
Beweis fiir die postulierten Zellteilungsmodi (d.h. dass Neurone tatsdchlich aus asymmetrischen
Teilungen hervorgehen) steht aber noch aus (Abschnitt 1.5).

Das 3-Phasen Modell der Neurogenese

In Phase 1 entstehen durch im cell fate symmetrische’, proliferierende Teilungen aus einer
Neuroepithelzelle zwei neuroepitheliale Tochterzellen, die beide wieder in den Zellzyklus eintreten,
d.h. sich beide weiter teilen. In dieser Phase expandiert die Zahl der Vorlduferzellen exponentiell.
Man kann sich vorstellen, dass der Wiedereintritt in den Zellzyklus durch apikal lokalisierte
Faktoren gesteuert wird. Diese werden durch die hier angedeutete, zellbiologisch symmetrische
Teilung an beide Tochterzellen weitergegeben.

Definierten a/p und d/v Gradienten folgend, gehen Neuroepithelzellen von Proliferation zu
Neurogenese iiber (Phase 2). Diesen rdumlich-zeitlichen Verlauf der Neurogenese werden wir im
Folgenden auch als neurogenetischen Gradienten bezeichnen. Auf zellulidrer Ebene entspricht dies
einem Wechsel, vielleicht durch eine asymmetrische Verteilung intrazellulirer cell fate determinants
gesteuert, zu im cell fate asymmetrisch-differenzierenden Teilungen: Es werden ein Neuron und eine
Neuroepithelzelle generiert. Die Zahl an Neuroepithelzellen bleibt konstant, wihrend die an

Neuronen linear ansteigt. Die jungen Neurone wandern in basaler Richtung radial aus der

' Proliferation bedeutet hier: die Vermehrung der Zellzahl eines Typs. In proliferativen Teilungen
sind Mutter- und Tochterzellen gleichen Typs. Proliferation ist also von Zellteilung zu
unterscheiden.

> Man muss generell zwischen der zellbiologischen Symmetrie und der Symmetrie im cell fate
unterscheiden. Die zellbiologische Definition bezieht sich auf die Verteilung von polar lokalisierten
Molekiilen, z.B. intrinsische cell fate determinants, eine Definition iiber die Symmetrie im cell fate
rein auf die Identitdt der Tochterzellen (histologischer Zelltyp, nicht molekulare Zusammensetzung,
die durchaus zwischen Zellen leicht variieren kann, ohne dass diese ein histologisch verschieden
differenzierter Zellzyp sind). Zellbiologische Symmetrie ist unabhéingig von der Symmetrie im cell
fate, kann aber mit letzterer in einem Zusammenhang stehen, sofern es sich um die Verteilung von
intrinsischen cell fate determinants handelt: Man kann annehmen, dass durch eine asymmetrische
Verteilung intrinischer cell fate determinants Zellen unterschiedlichen Schicksals hervorgehen
konnen. Umgekehrt kann eine zellbiologisch symmetrische Teilung Tochterzellen gleichen Typs
generieren, wenn diese unterschiedlichen extrinsischen cell fate determinants ausgesetzt sind (Abb.
5). In dieser Arbeit bezieht sich, sofern nicht weiter spezifiziert, Symmetrie auf das cell fate —
andernfalls wird von zellbiologischer Symmetrie gesprochen.
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Ventrikularzone aus und bilden apikal zur Basallamina die neuronalen Schichten - im Fall des
Neocortex die corticalen Schichten in der typischen inside out-Reihenfolge (Schicht I, VI, V, IV, III,
IT). Diese Wanderung verlduft entlang ,radialer Gliazellen*, einer Subpopulation von
Neuroepithelzellen (Rakic, 1972). Zeitlich nacheinander entstandene Neurone desselben Areals
wandern in gleichen Routen und bilden radiale Sdulen ontogenetisch verwandter Zellgruppen,
,radiale Einheiten* - eine Art Minimal-Baustein, aus dem sich der Neocortex zusammensetzt (Rakic,
1988).

Die Neuronenzahl innerhalb einer radialen Einheit unterliegt ontogenetischen Beschrinkungen:
Wihrend der Neurogenese kann die founder-Zelle einer radialen Einheit nur eine bestimmte Anzahl
an Zellzyklen durchlaufen, also nur eine begrenzte Anzahl Neurone generieren. Die radiale
Ausdehnung einer radialen Einheit und somit auch des Cortex ist deshalb relativ invariant und
begrenzt, der Cortex muss iliber die Erh6hung der Anzahl radialer Einheiten, also tangential {iber eine
Zunahme der Oberflidche und nicht radial in der Dicke expandieren. Tatsdchlich nimmt er in der
Oberfldache 100fach mehr zu als in der Dicke: Im Vergleich mit Insektivoren hat die Oberfldche des
Neocortex von Primaten ca. 1000fach und die Dicke nur ca. 10fach zugenommen (Hofman, 1989).
Durch die Zunahme der Oberflidche verdndern sich die expandierenden Bereiche in ihrer Geometrie -
sie werden stirker gyrifiziert (von Bronin, 1941; Hofman, 1985). Dabei unterliegt die Verkniipfung
funktioneller Areale iiber axonale Verbindungen ebenfalls ontogenetischen bzw. rdumlichen
Beschrinkungen. Folglich ist auch die GroBe funktioneller Areale limitiert. Bestehende Areale
spalten sich auf und konnen von neuen Funktionen besetzt werden (Finlay et al., 2001). Letztendlich
ist die Zunahme an radialen Einheiten der Schliissel zur funktionellen Diversifizierung im
Neocortex. In erster Nidherung wird die Zahl der radialen Teilungen durch die Zahl der in Phase 1
generierten Griinderzellen festgelegt, die Zahl der Neurone innerhalb einer Einheit durch die in
Phase 2 durchlaufenen Zellzyklen. Fiir die Zahl der Einheiten ist also der Ubergang von Phase 1
nach Phase 2 entscheidend (siehe hierzu auch Abschnitt 1.4).

Im Gegensatz zu den radial wandernden Pyramidenzellen, entstehen in Sdugern alle Interneurone
des Cortex in der ventral gelegenen LGE (lateral ganglionic eminence) und wandern lateral in die
corticalen Schichten ein (Wichterle et al., 2001). Interessanterweise gibt es hier evolutionire
Unterschiede zwischen Miusen, Rhesusaffen und Menschen: Nur im Menschen werden die

Interneurone auch in radialen Einheiten generiert (Letinic et al., 2002).
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Interkinetische Migration
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Abb. 2. Neurogenese im ZNS. (A) Elektronenmikroskopische Aufnahme des Neuroepithels zu Beginn der Neurogenese
im Vertebraten. Das Neuroepithel besteht aus zwei Zelltypen: Neuroepithelzellen in Interphase (>) und Mitose (blau
umrandet) in der Ventrikularzone (VZ) und jungen Neuronen (rot umrandet) in den neuronalen Schichten (NL). (B)
Interkinetische nukleare Migration: Wahrend des Zellzyklus wandert der Zellkern einer Neuroepithelzelle zwischen
apikaler und basaler Seite der Ventrikularzone. (C) Modell zur Entstehung von Neuronen und radialen Einheiten im
Cortex. Phase 1: Neuroepithelzellen teilen sich proliferativ in zwei neuroepitheliale Tochterzellen (NE), die beide wieder
in den Zellzyklus eintreten. Wihrend der Proliferationsphase verliert das Neuroepithel Polaritdt und funktionelle tight
junctions (unterbrochene Linie apikal). Phase 2: Zellen wechseln zu asymmetrisch Teilungen, bei denen sich eine
Neuroepithelzelle regeneriert und ein Neuron (N) entsteht, das basal aus der Ventrikularzone entlang radialer Gilazellen
(RG) auswandert und die neuronalen Schichten bildet (hier: die corticalen Schichten I-VI). Durch die radiale
Ausdehnung der neuronalen Schichten verlieren die Neuroepithelzellen bis auf die Subpopulation radialer Gliazellen den
Kontakt zur Basallamina (unterbrochene Linie basal). Phase 3: Neuroepithelzellen teilen sich differenzierend in entweder
symmetrisch zwei Neurone oder asymmetrisch ein Neuron und einen Glia-Vorldufer (GP), die beide delaminieren. Die
Glia-Vorlduferzellen bilden eine zweite proliferative Schicht: die Subventrikularzone (SVZ), aus der Gliazellen (G)
entstehen. Die Neuroepithelzelle und die entstandenen Neurone bilden eine radiale Einheit ontogenetisch verwandter
Zellen (grau unterlegt). Der Wechsel im cell fate der Tochterzellen beim Ubergang von Proliferation zu Neurogenese
wird vermutlich durch eine asymmetrische Verteilung polar lokalisierter cell fate determinants gesteuert (hier angedeutet
durch den gelben Punkt an der apikalen Plasmamembran) (Abschnitt 1.6).
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Im weiteren Verlauf (Phase 3) teilen sich die Neuroepithelzellen entweder symmetrisch-
differenzierend in zwei Neurone bzw. zwei Gliazellen oder asymmetrisch-differenzierend in ein
Neuron und eine Gliazelle. In beiden Féllen wird keine Neuroepithelzelle regeneriert. Folglich wird
diese Zellpopulation aufgebraucht und je Neuroepithelzelle entstehen zwei post-Neuroepithelzellen.

Eine dieser post-Neuroepithelzellen kdnnte ein Vorlidufer von Zellen in der Subventrikularzone sein.

Quantitative Modelle zur Neurogenese

In Abb. 3A sind Zu- und Abnahme der Neuroepithelzellen (als Volumenverdnderungen der
Ventrikularzone), die Zunahme an Neuronen und die Neuronenproduktion im Cortex dargestellt.
Wie kann das 3-Phasen-Modell (Abb. 2C) erweitert werden, um somit das proliferative Verhalten

und die Neuronenproduktion im Neuroepithel (Abb. 3A) auch quantitativ zu beschreiben?

Die beobachteten Verdnderungen konnen quantitativ beschrieben werden, wenn man annimmt, dass
die einzelnen Phasen des 3-Phasen-Neurogenese-Modells nicht abrupt, sondern graduell ineinander
tibergehen (Abb. 3B), d.h. einzelne Zellen sind schon in die nichste Phase libergegangen, andere
hingegen teilen sich weiterhin entsprechend der vorherigen. Die verschiedenen Zellteilungsmodi
koexistieren, lediglich ihr relativer Anteil dndert sich. Auf Populationsebene konnte dies durch
Zellzyklusstudien wihrend des neurogenetischen Intervalls im Neocortex (E11-E17) bestitigt
werden (Takahashi er al., 1993; Takahashi et al., 1994; Takahashi et al., 1995; Takahashi et al.,
1996). In diesen Studien wurden durch zeitlich versetzte Markierung von S-Phasen mit *H-dT und
BrdU (Bromodesoxyuridin) die proliferierende (P) und differenzierende (Q) Zellpopulation im
Neuroepithel bestimmt. Die Ergebnisse implizieren fiir den Ubergang von Proliferation zu
Neurogenese auch auf zellulirer Ebene einen Wechsel in der Zellteilungssymmetrie von
symmetrischen zu asymmetrischen Zellteilungen, beweisen dies aber aus konzeptionellen Griinden

nur auf Zellpopulationsebene.

Es ist zu beachten, dass in diesem Modell eine mogliche Entstehung von Neuronen durch die
Subventrikularzone nicht beriicksichtigt wird — sie trigt nach der gingigen Vorstellung (Abb. 2C)
nicht zur Neuronenproduktion bei (in dieser Arbeit wird gezeigt, dass dies wahrscheinlich eine

unzulissige Vereinfachung ist).

Dieses quantitative Neurogenese-Modells ermoglicht es trotzdem, die kritischen und relevanten

Parameter zur Kontrolle der Neuronenzahl zu veranschaulichen (Abschnitt 1.4).
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Abb. 3. Proliferation und Neuronen-
produktion im Cortex der Maus wihrend
der Neurogenese (E11-E17). (A) Volumen
der Ventrikularzone, Neuronenproduktion und
Neuronenzahl in den neuronalen Schichten im
zeitlichen Verlauf. Das Volumen der VZ
entspricht in erster Néherung der Zahl der
Neuroepithelzellen. Die Kurven wurden aus
der Bestimmung der sich teilenden und der
quieszenten Zellpopulation im Neuroepithel
berechnet (Takahashi et al., 1996) und be-
schreiben gut die histologischen
Verdnderungen in den drei Phasen der
Neurogenese. (B) Die beobachteten
histologischen Verdnderungen (A) in Phase 1-
3 konnen durch einen Wechsel in den
Zellteilungsmodi (Typ A, B, C Teilungen;
siehe auch Abb. 2) erkldrt werden, die graduell
ineinander libergehen: Die Zellen wechseln
nicht alle gleichzeitig, sondern innerhalb eines
bestimmten Zeitraumes in den nichsten
Modus, d.h. die verschiedenen Zellteilungs-
modi koexistieren, lediglich ihr relativer Anteil
dndert sich. Ob die Teilungen auf Zellebene
tatsdchlich so ablaufen, ist noch unklar: In Typ
B konnte das Neuron nicht direkt, sondern
iiber eine transiente Zelle entstehen, die sich
dann symmetrisch in zwei Neurone teilt. Die
Neurone-generierende Zellteilung selbst wire
dann symmetrisch. Dies ist von Bedeutung, da
fiir die Neuronenzahl der Ubergang zur in der
lineage ersten, nicht mehr symmetrisch
proliferativen Teilung relevant ist (siehe hierzu
Abschnitt 1.4). (Abb. modifiziert nach
Takahashi et al., 1996)

14 Der Ubergang von Proliferation zu Differenzierung kontrolliert die Neuronenzahl

Wie bereits angesprochen, wird die liberwiegende Zahl der Neurone in der Neurogenese wihrend

der Embryonalentwicklung gebildet. Im Verlauf der Histogenese sterben zwar bis zu 50% der

gebildeten Neurone, dieser Wert variiert aber nicht allzu stark zwischen Spezies mit Gehirnen von

unterschiedlicher Neuronenzahl (Strom & Williams, 1998). Seitens der Sterberate konnen wir also

annehmen, dass sie im Speziesvergleich relativ konstant ist. Differenzen in der Gehirngréfe bzw.

Neuronenzahl von mehreren GroBenordnungen lassen sich ohnehin nicht durch unterschiedliche

Apoptoseraten erkldren. Die Zahl an Neuronen hingt also in erster Linie von der Zahl der

produzierten Zellen ab.
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Konzept der verzogerten Differenzierung

Betrachten wir die Zahl der pro Zellzyklus produzierten Neurone entsprechend der verschiedenen
Zellteilungsmodi (Abschnitt 1.3, Abb. 3B): in Modus 1 (Proliferation) expandiert die
Vorlduferpopulation exponentiell, in Modus 2 (Differenzierung durch asymmetrische Zellteilungen)
steigt die Zahl der Neurone linear an, die Zahl der Vorlduferzellen bleibt konstant, in Modus 3
(Differenzierung durch symmetrische Teilungen) verdoppelt sich die Neuronenproduktion.
Insgesamt wird jede jemals entstandene Vorlduferzelle zumindest in ein Neuron umgesetzt. Die Zahl
der von einer Neuroepithelzelle geborenen Neurone wird also durch eine exponentielle (Modus 1)
und eine lineare Komponente (Modus 2) bestimmt. Mochte man in einer gegebenen Zeit bzw. in
einer moglichst geringen Anzahl Zellzyklen ein Maximum an Neuronen generieren, so muss die
Differenzierung, d.h. das Verlassen der exponentiellen Komponente, moglichst spit einsetzen. Man
kann sich das anschaulich an einem hypothetischen Vergleich zwischen Riickenmark und Gehirn
verdeutlichen (Abb. 4). Smart fiihrte diese Uberlegung als delayed differentiation concept ein
(Smart, 1972a). Dies gilt sowohl fiir die Entstehung von Neuronen iiber asymmetrische und dann
symmetrische (Verlauf iiber Modus 1-2-3, Abb. 3B) als auch iiber rein symmetrische Zellteilungen
(direktes Umschalten von Modus 1 nach 3, Abb. 3B). Die grofite Ausbeute wiirde durch einen
gleichzeitigen Ubergang aller Neuroepithelzellen von proliferativen zu rein symmetrisch-
differenzierenden Teilungen erreicht. In Wirklichkeit kann eine solche schlagartige Umwandlung
aber nicht funktionieren. Die Histogenese iiber radiale Einheiten verlangt vielmehr einen graduellen
Ubergang, wobei erst radiale Einheiten etabliert werden (Phase 1), die sukzessive Neurone
generieren (Phase 2 bzw. 3) (Abb. 2C).
Abb. 4. Das Konzept der verzogerten
Differenzierung. Von einer Neuroepithelzelle
| generierte Neuroepithelzellen und Neurone wéhrend
| Teilungsmodus 1 und 2 der Neurogenese. Je spiter
] ’ eine Neuroepithelzelle den proliferativen
80- r Teilungsmodus verldsst (der exponentielle Verlauf
1 / ist mit der unterbrochenen Linie angedeutet), desto

Gehirn // mehr Neurone kann sie in einer gegebenen Anzahl

) . . . . .
; Neursns Zellzyklen generieren. Beispielsweise resultiert eine

Riickenmark -’ Verzogerung um zwei Zellzyklen in einer

g Verdreifachung der Neuronenzahl (hier:

‘L / ) Riickenmark vs. Gehirn). Diese Uberlegung gilt fiir

—— i i , Neuroepithelzellen o hieden grofe Strukturen im ZNS einer, bzw.
0 2 4 6 8 10 verschieden grofe Gehirne unterschiedlicher,
Zellzyklen Spezies: Strukturen mit mehr Neuronen
differenzieren spiter. Es ist zu beachten, dass in vivo

natiirlich nicht alle Zellen zum gleichen Zeitpunkt

umschalten (siehe Abb. 3B). Auf Populationsebene
wiirde der Verlauf Abb. 3A entsprechen.

120

Zellzahl

40

Es wurde angesprochen, dass Gehirne hauptsichlich iiber eine Vermehrung der radialen Einheiten

expandieren, ein Phianomen, das durch das delayed differentiation concept leicht erkliart werden
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kann. Stark vereinfacht wird in der proliferativen Phase die Zahl der founder-Zellen, d.h. die Zahl
der radialen Einheiten und in der linearen Phase die Zahl der Neurone einer Einheit festgelegt. Eine
Maximierung der Ausbeute in einem Entwicklungsintervall (d.h. in einer gegebenen Anzahl
Zellzyklen) wird insbesondere iiber die Verldngerung der proliferativen Phase erreicht, was
zwangsldufig mehr radiale Einheiten produziert und letztlich die Gehirnoberfldache vergrofert und
nicht zu einer radialen Expansion fiihrt (diese wire durch eine Verlingerung der Phase 2 zu

erkldren).

Im wesentlichen determinieren demnach drei Faktoren die Zahl der Neurone einer Gehirnregion: (i)
die initiale Zahl der ihr zugewiesenen induzierten Vorlduferzellen (Startpopulation an
Neuroepithelzellen, festgelegt durch neurale Induktion und patterning) (Abschnitt 1.2) (ii) das
timing des Umschaltens (die Zahl der Zellzyklen im proliferativen Modus) - d.h. der Ubergang zur in
der lineage ,,proliferierende Neuroepithelzelle — Neuron* ersten, nicht mehr proliferierenden
Zellteilung und (iii) die Dauer der Neurogeneseperiode (ist nur bei der tatsichlichen Existenz eines

asymmetrischen Zellteilungsmodus relevant: Zahl der Zellzyklen im asymmetrischen Modus).

Je linger die Vorlduferzellen proliferieren, je spiter die Neurogenese beginnt, desto grofer wird die
Zahl der Neurone. Dies sollte sowohl im intra- als auch inter-Speziesvergleich gelten: innerhalb
einer Spezies sollte die Neurogenese in groBen Hirnregionen spiter, in Spezies hoherer
Encephalisierung in der Embryonalentwicklung relativ spiter einsetzen. Ahnliche Tendenzen sollte
man fiir den peak und die Dauer der Neurogenese erwarten. Tatsdchlich wurden diese Trends
experimentell bestdtigt. Smart konnte zeigen, dass innerhalb einer Spezies grolere Gehirnteile
relativ spéter mit der Neurogenese beginnen: Der neurogenetische Gradient korreliert entlang der a/p
und d/v Achse mit der Zahl der generierten Neurone (Smart, 1972a; Smart, 1972b; Smart, 1973;
Smart, 1976).

Evolutionire Aspekte

Vergleicht man die Neuronenentstehung im Neocortex der evolutionédr divergenten Spezies Maus
und Rhesusaffe, verhilt es sich tendenziell dhnlich. Die Neurogenese beginnt in der Maus bei E11,
im Rhesusaffen bei E43, der peak liegt bei E16 bzw. E90, die Dauer der ganzen Neurogeneseperiode
liegt bei 6 bzw. 55 Tagen, die gesamte Embryonalentwicklung dauert 19 bzw. 165 Tage (Caviness et
al., 1995; Finlay et al., 1998; Clancy et al., 2001; Kornack & Rakic, 1998). Korrigiert man diese
Zeitspannen fiir die Zellzyklusldnge von 8-18 h in der Maus und 23-54 h im Rhesusaffen, entstehen
die ersten Neurone im Telencephalon (subplate, Layer I) im Rhesusaffen ca. 7 Zellzyklen spiter als
in der Maus: Die Zeitdifferenz zum Beginn der Neurogenese im Rhombencephalon betrigt einen
Tag in der Maus und 10 Tage im Rhesusaffen, das entspricht ca. 3 bzw. 10 Zellzyklen. Die Zahlen
beschreiben also die Verzogerung Telencephalon - Rhombencephalon. Die ganze neurogenetische
Periode dauert in der Maus 11 und im Affen 28 Zyklen. Wihrend dieser Zeit entstehen im Affen ca.

400mal mehr Neurone als in der Maus. Im Menschen treten die ersten Neurone im Telencephalon
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ca. weitere 3-4 Zellzyklen spiter auf, die Neurogenesephase dauert insgesamt 20 Tage ldnger.
Insgesamt entstehen 16 mal mehr Neurone als im Rhesusaffen (aus, bzw. Abschitzung nach Daten
von, Rakic, 1995; Caviness et al., 1995; Kornack & Rakic, 1998 und Clancy et al., 2001). Eine
leichte Verzogerung der Differenzierung, insbesondere in spit differenzierenden Regionen, hat also
auf Grund der exponentiellen Wachstumskurven der Vorlduferzellen ein iiberproportionales

Wachstum zur Folge.

Die evolutiondre Expansion scheint einem entwicklungsbiologischen Muster zu folgen. Ein
umfassender Vergleich zwischen unterschiedlichen Spezies zeigt, dass die GroBenverhiltnisse
verschiedener Gehirnareale in einem nicht-linearen Verhiltnis zueinander stehen: (i) ontogenetisch
spit entstehende Regionen (Neocortex) sind sehr viel groBer als ontogenetisch friiher entstehende
(Thalamus) und (ii) spét entstehende Regionen expandieren in der Evolution iiberproportional
(Finlay & Darlington, 1995) - ein Befund der sich durch eine Verzogerung des neurogenetischen
Gradienten erkldren ldsst. Es scheint also ein Zusammenhang zwischen Gehirnentwicklung und
—evolution zu bestehen. Wahrscheinlich schrianken ontogenetische Zwédnge mogliche evolutionire
Verinderungen ein (Finlay & Darlington, 1995) und fiihren zu einer stereotypen Expansion alleine
durch eine verzogerte Differenzierung (siehe delayed differentiation concept), die letztlich in der
tiberproportionalen Expansion des Neocortex resultiert. Die Autoren vermuten solche Zwinge im
invarianten Ablauf der Neurogenese. So korrelieren die Gradienten der Neurogenese im Vorderhirn
gut mit der von Rubenstein et al., 1994 als prosomeric model vorgeschlagenen (evolutionér relativ
konservierten) Regionalisierung im Prosencephalon (Finlay et al., 1998). Es scheint also eine Art
Bauplan fiir Sdugergehirne zu geben, der nach einem festgelegten Schema die Hirnentwicklung
diktiert und einzig iiber das relative timing der Neurogenese Variationen zulédsst. Es wird
angenommen, dass auf Grund solcher heterochroner Effekte relativ wenige Mutationen zu schnellen

evolutioniren Verdnderungen fiihren konnen (Vrba, 1998).

Es wird sogar argumentiert, dass auf Grund dieser allometrischen Beziehungen und eines starken
Selektionsdrucks auf die Korpergrofe insbesondere die GroBenzunahme des Cortex nur ein
evolutiondres Nebenprodukt einer zunehmenden Korpergrofe ist (Finlay et al., 2001). Dieser
Argumentation ins Extrem folgend, hitten wir erst iliberschiissige mentale Kapazititen erlangt und
diese dann mit Aufgaben beschiftigt, wir hitten sozusagen aus Langeweile mit dem Denken

begonnen - ein auch in der Literatur umstrittener Zusammenhang.

Neben diesem stereotypen Grundmuster gibt es offensichtlich auch einen gewissen Anteil modularer
Evolution (Barton & Harvey, 2000). Dabei wachsen bestimmte Areale zu Lasten anderer, wihrend
die Wachstumsrate, iiber das gesamte Gehirn betrachtet, unverindert bleibt. Ein Beispiel ist die
Riickbildung des olfaktorischen Systems (Paleocortex und Bulbus olfactorius) zugunsten des
Neocortex in der Evolution der Anthropoiden (Passingham, 1985). Am ehesten ist dies auf eine
Variation in der Verteilung zwischen den Hirnarealen, durch z.B. unterschiedliches patterning, bzw.

erhohte Proliferation bestimmter Areale zuriickzufiihren. Wie bereits erwihnt, sind patterning und
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Proliferationsprozesse iiber Morphogengradienten (z.B. Wnt-Signaling) eng gekoppelt (Rubenstein
et al., 1994; Megason & McMahon, 2002).

1.5  Symmetrische und asymmetrische Zellteilungen im Neuroepithel

Es wurde argumentiert, dass der Ubergang zur ersten, nicht mehr proliferierenden Zellteilung in der
lineage ,proliferierende Neuroepithelzelle — Neuron* der Schliisselschritt in der Neurogenese ist.
Allerdings wurden die vom Neurogenese-Modell vorgeschlagene lineage und Zellteilungsmodi noch
nicht direkt nachgewiesen. Nur in Kenntnis der Zelltypen, aus denen bzw. iiber die, ausgehend von
proliferierenden Neuroepithelzellen, Neurone entstehen, und der Symmetrie (im cell fate) der dabei
ablaufenden Zellteilungen, kann man aber die Mechanismen bzw. Gene, die das Umschalten

zwischen den Teilungen steuern, untersuchen.

Im Folgenden soll deshalb (i) kurz auf die experimentellen Evidenzen fiir die Existenz im cell fate
symmetrischer und asymmetrischer Zellteilungen im Neuroepithel eingegangen, und (ii) diese in die

neuronale /ineage eingeordnet werden.

Symmetrische und asymmetrische Teilungen neuronaler Vorliduferzellen

Wie in jedem wachsenden Zellverband der initial aus einem Zelltyp besteht und in zwei Zelltypen
differenziert, miissen auch im Neuroepithel symmetrische und asymmetrische Zellteilungen

abgelaufen sein.

Tatsédchlich gibt es sowohl indirekte als auch direkte Hinweise auf symmetrische und asymmetrische
Zellteilungen im Neuroepithel von Vertebraten. Das Verteilungsmuster retroviral markierter
Zellklone im Neocortex in der Maus (Luskin ef al., 1988; Cai et al., 1997), Ratte (Reid et al., 1995;
Mione et al., 1997) und im Rhesusaffen (Kornack & Rakic, 1995) kann in dieser Richtung
interpretiert werden. In diesen Studien wurden einzelne Neuroepithelzellen in der Ventrikularzone in
vivo markiert und die Verteilung der Tochterzellen in den corticalen Schichten zu spiteren
Zeitpunkten analysiert. Horizontal verteilte Klone suggerieren symmetrische Teilungen einer
Vorlauferzelle, deren Nachkommen sich auf benachbarte Einheiten bzw. innerhalb einer radialen
Einheit verteilten (Abb. 3B, Modus 1, bzw. 3), radial verteilte Klone wurden wahrscheinlich
sequenziell von einer sich wiederholt asymmetrisch teilenden Vorlduferzelle generiert (Abb. 3B,
Modus 2). Das Auftreten einzelner TIS21-positiver Zellen impliziert ebenfalls asymmetrische
Zellteilungen im Neuroepithel der Maus (lacopetti et al., 1999): Diese Einzelzellen miissen aus
asymmetrischen Zellteilungen hervorgegangen sein — in diesem Fall aus einer asymmetrischen
TIS21-negativen Zellteilung, nach der die TIS21-Expression nur in einer Tochterzelle initiiert wird.
Im Frettchen konnten Chenn und McConnell (Chenn & McConnell, 1995) die Existenz

symmetrischer und asymmetrischer Teilungen durch videomikroskopische Analysen Farbstoff-
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markierter Neuroepithelzellen in Explantatkulturen auf Grund der unterschiedlichen Migration und
Morphologie indirekt ableiten: Die basale Tochterzelle asymmetrischer Teilungen wandert deutlich
schneller als ihre apikale Schwester, und beide Zellen unterscheiden sich morphologisch. In vitro
konnten sowohl symmetrische als auch asymmetrische Teilungen neuroepithelialer Zellen der Maus
in videomikroskopischen Analysen direkt gezeigt werden (Qian et al., 1998; Qian et al., 2000).
Zudem konnten Noctor und Mitarbeiter (Noctor et al., 2001) und Miyata und Mitarbeiter (Miyata et
al.,2001) in vivo die asymmetrische Teilung radialer Gliazellen in spiteren Stadien der Neurogenese
der Ratte mittels Videomikroskopie in Explantatkulturen beobachten. In diesen Studien wurden
Neuroepithelzellen durch retrovirale Infektion GFP-markiert und deren Tochterzellen nach
Zeitraffermikroskopie immunhistochemisch charakterisiert. Die Definition radialer Glia wurde
grofBtenteils anhand morphologischer Kriterien vorgenommen. Geht man davon aus, dass radiale
Gliazellen identisch mit, oder zumindest eine Subpopulation von, Neuroepithelzellen sind (Huttner
& Brand, 1997; Noctor et al., 2002), sprechen auch diese Studien fiir die Existenz asymmetrischer

Zellteilungen von Neuroepithelzellen.

Symmetrie der Neurone-generierenden Teilung und neuronale lineage

Die Einordnung dieser im cell fate symmetrischen und asymmetrischen Teilungen in die neuronale
lineage ist noch weitgehend offen. Es ist derzeit immer noch unklar, ob Neurone selbst aus
symmetrischen oder asymmetrischen Zellteilungen entstehen und ob vor der Neurone-generierenden
Teilung schon eine asymmetrische Teilung stattgefunden hat. In diesem Fall wire der entscheidende

Schritt (Verlassen der Proliferation) bereits eine Zellteilung frither zu suchen.

In der bereits erwihnten Studie zeigen Chenn und McConnell (Chenn & McConnell, 1995) in Bezug
auf Migrationsverhalten und Morphologie offensichtlich asymmetrische Zellteilungen — nicht aber,
dass es sich hierbei zwingend um Neurone-generierende Zellteilungen handelt. Die Autoren
klassifizieren die basale, schnell wandernde Zelle einzig anhand ihrer Morphologie im
Fluoreszenzbild als Neuron, zeigen aber nicht, dass diese tatsichlich das Neuroepithel verlidsst und
zum Neuron differenziert. Letztendlich interpretieren sie die Daten als Existenzbeweis einer
asymmetrischen Neurone-generierenden Teilung. Andererseits zeigen die lineage-Studien von Qian
und Mitarbeitern (Qian et al., 1998; Qian et al., 2000) an isolierten Neuroepithelzellen der Maus
eindeutig, dass der iiberwiegende Anteil Neurone-generierender Zellteilungen symmetrisch verliuft:
Eine Neuroepithelzelle generiert zwei Neurone, auch zu Beginn der Neurogenese. Ein
offensichtlicher Widerspruch, der auch durch die angesprochenen Studien zum Teilungsverhalten
radialer Glia nicht gelost wird: Noctor und Mitarbeiter (Noctor et al., 2001) und Miyata und
Mitarbeiter (Miyata et al., 2001) konnten die Entstehung von Neuronen aus asymmetrischen
Teilungen radialer Gliazellen beobachten. Allerdings bieten die Autoren selbst auch alternative
Interpretationen ihrer Ergebnisse an, nach der sie die Entstehung von Neuronen aus symmetrischen

Teilungen nicht ausschlieBen (siehe Abschnitt 4.2).
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Es ist also nicht mit Sicherheit geklért, ob Neurone durch eine asymmetrische Teilung generiert
werden, genauso wie die lineage ,,proliferierende Neuroepithelzelle — Neuron* noch weitgehend
unbekannt ist. Beides sind aber Voraussetzungen, um eine Analyse von Steuerungsmechanismen mit

cell fate decisions und Proliferationskontrolle in Verbindung zu bringen.

1.6 Steuerung des Ubergangs von proliferierenden zu differenzierenden Zellteilungen

Welche Mechanismen konnten den Ubergang einzelner Zellen innerhalb des Neuroepithels zu
Neurone-generierenden Teilungen steuern? Es ist offensichtlich, dass cell fate decisions im
Zusammenspiel mit regionalen und subregionalen bzw. zelluliren Mechanismen kontrolliert werden.
Neurale Induktion, patterning, der Verlust epithelialer Eigenschaften im Vorfeld der Neurogenese
(Aaku-Saraste et al., 1996) und der Verlust des Kontaktes von Neuroepithelzellen zur Basallamina
im Verlauf der Neurogenese (Koch, 2000) wirken eher in regionalen Dimensionen und vermitteln
die Kompetenz aller Zellen, innerhalb dieser Region ein bestimmtes cell fate anzunehmen. Laterale
Inhibition, die bestimmte Zellen innerhalb eines Zellverbandes auswéihlt, sowie eine unterschiedliche
subzelluldre Verteilung von cell fate determinants bei zellbiologisch asymmetrischen Zellteilungen
generieren dann letztendlich Tochterzellen mit unterschiedlichen cell fate innerhalb einer Region,
wirken also in subregionalen bzw. zelluldren Dimensionen. Offensichtlich integrieren Zellen Signale
aus allen Ebenen. Die Mechanismen sind in ihrer Wirkung deshalb nicht getrennt voneinander zu

betrachten.

Neurale bHLH-Gene und Notch-Delta-Signalweg

Bei der Spezifizierung von neuronalen Vorlduferzellen bzw. Neuronen spielen proneurale bHLH-
(basic helix loop helix)-Gene, neurale Differenzierungsgene und ihre Interaktion mit dem, iiber
Notch-Delta vermittelten, Prozess der lateralen Inhibition eine zentrale Rolle. Durch laterale
Inhibition nehmen innerhalb eines Zellverbandes zufillig bestimmte Zellen ein anderes cell fate an.
Diese Mechanismen sind in der Evolution von Drosophila bis zum Séduger nicht unverindert, aber
doch erstaunlich konserviert geblieben. Homologe der achaete-scute bzw. atonal Gruppe in
Drosophila, Mash- bzw. Math- und Neurogenin-Gene sind auch in Vertebraten im sich
entwickelnden ZNS exprimiert (Lee, 1997). Mash-Gene, Mathl und Neurogenin-Gene (Ngn1/2)
regulieren in Vertebraten die Generation von Neuronen aus neuroepithelialen Vorlduferzellen.
Mashl1-knock out-Méduse haben Neurogenese-Defekte im Telencephalon (Casarosa et al., 1999),
Ngnl/2-doppel-knock outs im Riickenmark (Fode et al., 2000). Der Neurogenese-Defekt ist
wahrscheinlich auf einen Verlust korrekt spezifizierter neuronaler Vorlduferzellen zuriickzufiihren,
die dadurch verfriiht in Gliazellen differenzieren (Bertrand et al., 2002). Die regional
unterschiedliche Expression verschiedener Mitglieder dieser Gruppen vermittelt dabei eine

raumliche Identitédt innerhalb der Vorlduferpopulation und spezifiziert ein entsprechendes cell fate in
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Richtung verschiedener neuronaler Subtypen. Ein Beispiel ist die Interaktion von Mash1, Math1 und
Ngnl bei der Spezifizierung von Neuronen im Telencephalon der Maus (Fode et al., 2000). NeuroD,
NeuroM und Math?2 sind eine andere Gruppe neuraler bHLH-Proteine, die zeitlich verzogert nach
den proneuralen Genen in postmitotischen Neuronen exprimiert werden. Die ektopische Expression
dieser Gruppe neuronaler Differenzierungsgene kann in Xenopus Ektoderm (Lee et al., 1995) oder

P19 Zellinien (Farah et al., 2000) in Neurone transformieren.

Die Expression der bHLH-Gene selbst wird in Koordination mit dem Notch-Delta-Signalweg
gesteuert und bildet das zentrale Modul des lateralen Inhibitionsprozesses. Am Ende des durch Delta
induzierten Notch-Signalwegs steht die, im Komplex mit RBP-Jk, dem Vertebraten-Homolog des
Drosophila m. SuH (Suppressor of Hairless), vermittelte Expression von HES-Proteinen,
Vertebraten-Homologe des Enhancer of Split Komplexes in Drosophila. Diese Klasse von bHLH-
Proteinen wirkt als negativer Regulator proneuraler bHLH-Gene in Drosophila und Vertebraten
(Fisher & Caudy, 1998). bHLH-Proteine induzieren ihrerseits die Expression von Delta. Im Resultat
bildet sich zwischen zwei Zellen eine positive Regelschleife, die anfinglich kleine Unterschiede in
der Expression von Komponenten dieses Netzwerkes (z.B. Delta, Notch, proneurale bHLH)
amplifiziert, bis die Unterschiede in der Expression fiir ein unterschiedliches cell fate (z.B. neuronal

vs. epithelial in Drosophila) ausreichen.

Es ist nicht iiberraschend, dass sowohl Notch als auch HES eine zentrale Rolle in der Neurogenese
im Vertebraten spielen: Eine Storung des Notch-Delta Signalwegs resultiert in der Regel in einer
gestorten Proliferation bzw. Differenzierung der Neuroepithelzellen (Abschnitt 1.7). Trotzdem ist es
unwahrscheinlich, dass die Gradienten der Neurogenese iiber diese Gene gesteuert werden. Laterale
Inhibition verhindert vielmehr ein (verfriihtes) gleichzeitiges Umschalten aller Zellen von
Proliferation zu Neurogenese, das durch die Expression von proneuralen Genen induziert wird. In
der Regel leitet eine Inaktivierung eine zu friihe neuronale Differenzierung ein, so dass letztendlich
weniger Neurone geboren werden. Vermutlich ist ein intakter Notch-Delta-Signalweg notwendig,
um eine Balance zwischen Proliferation und Differenzierung aufrechtzuerhalten (siehe Abschnitt
1.7). Man konnte sich vorstellen, dass durch laterale Inhibition das sukzessive langsame Umschalten
einzelner Zellen in die nichste Neurogenese-Phase gewéhrleistet wird. Ohne laterale Inhibition
wechseln alle Zellen schlagartig. In diesem Zusammenhang ist die Expression des Notch-Liganden
Delta in Neuronen interessant (Appel et al., 2001): Unterdriickt man dessen Expression im

Zebrafisch, schalten alle Vorldufer verfriiht zu Neurogenese um.

Asymmetrische Verteilung von cell fate determinants

Unterschiedliche Tocherzellen konnen nach einer Zellteilung auf Grund einer asymmetrischen
Verteilung von intrinsischen cell fate determinants hervorgehen (Abb. 5). Aspekte dieser in
Drosophila sehr gut untersuchten Mechanismen sind auch in Vertebraten wiederzufinden. Zentrales

Motiv hierbei ist: Polar lokalisierte cell fate determinants werden auf Grund einer zellbiologisch
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asymmetrischen Zellteilung nicht gleichméBig an die Tochterzellen weitergeben. Typischerweise
sind solche Faktoren an prominenten zelluldren Strukturen lokalisiert, wie z.B. der apikalen
Plasmamembran oder den tight junctions. Ein klassisches Beispiel fiir neurale asymmetrische
Zellteilungen ist die Teilung von Neuroblasten in Drosophila m.. Im Drosophila m. ZNS beginnt die
Neurogenese mit der Delaminierung von Neuroblasten aus dem Neuroektoderm. Die delaminierten
Neuroblasten teilen sich dann asymmetrisch in eine GMC (ganglion mother cell) und einen
Neuroblasten. Wihrend der Neuroblast sich selbst regeneriert, teilt sich die GMC symmetrisch in
zwei Neurone. Der delaminierte Neuroblast ist zwar nicht mehr selbst Bestandteil des Epithels,
behilt aber teilweise seine Polaritdt. Dies wird kurz vor der Cytokinese sich teilender Zellen
deutlich: ein Komplex aus den Proteinen Par-6, aPKC (atypical protein kinase C), Bazooka,
Inscuteable, und Pins (partner of inscuteable) ist im apikalen Cortex lokalisiert, Miranda, Prospero-
mRNA und -Protein, Staufen, Numb und Pon (partner of numb) basal. Die Zelle wird sich
rechtwinklig zur apiko-basalen Achse teilen, begleitet von einer vertikalen Orientierung der
Mitosespindel. Folglich wird die GMC Numb und Pon erhalten, die durch Inhibierung des Notch-
Signalweges deren weitere Differenzierung in Neurone ermdéglichen. Es wurde gezeigt, dass in
diesem Prozess Zellpolaritit, korrekte Spindelorientierung und somit die asymmetrische Teilung
malgeblich durch diesen Komplex bestimmt wird — der Komplex verbindet gewissermalen die
Spindelorientierung mit der Polaritdt des Epithels (Wodarz et al., 1999; Schober et al., 1999;
Petronczki & Knoblich, 2001). Fehlen Komponenten wie Bazooka oder Inscuteable, wird der
Komplex nicht korrekt lokalisiert, die Spindel orientiert sich zuféllig, und eine asymmetrische
Verteilung von cell fate determinants wie Numb wird nicht mehr erreicht.

o - Abb. 5. Symmetrie von Zellteilungen und Verteilung
B L Verteilung intrinsischer und extrinsischer cell fate determinants. (A &

intrinsisch oo )

'cne,j'f';f;sc ®  B) Das cell fate kann durch unterschiedliche Verteilung
determinants  intrinsischer cell fate determinants (z.B. apikal lokalisierte
Proteinkomplexe) bestimmt werden. Hierbei ist die

Orientierung der Zellteilungsebene zu den intrinsischen

D I i Einfluss Faktoren entscheidend. Die zellbiologische Definition der
I
1
I
| .
1

i:,t,r;;'is‘;her Symmetrie der Zellteilung bezieht sich auf die Verteilung

determinants ~ polar lokalisierter cell fate determinants. Sie kann zu der

Symmetrie der Zellteilung, definiert tiber das cell fate der

symmetrisches fsymmetrisches Tochterzellen, in Relation gesetzt werden: Eine

cell fate cell fate . . . . . . .

zellbiologisch asymmetrische Teilung ist im cell fate

asymmetrisch (Fall B). (C & D) Zellbiologisch symmetrische

Teilungen konnen aber im cell fate asymmetrisch sein, falls

die Orientierung der Zellteilungsebene relativ zu

extrinsischen cell fate determinants (z.B. eines Morphogen-
Gradienten) asymmetrisch ist (Fall D).

Obwohl die Komponenten (z.B. Notch, Numb, Bazooka/Par-3) dieser Maschinerie auch in der
Neurogenese im Vertebraten exprimiert sind (Chenn & McConnell, 1995; Wakamatsu et al., 1999;
Zhong et al., 1996; Manabe et al., 2002), ist dort der Mechanismus einer asymmetrischen Zellteilung
im Neuroepithel und ihr Zusammenhang mit der Neurogenese weniger verstanden. In Vertebraten ist

die Reorientierung der Spindel von proliferierenden zu Neurone-generierenden Teilungen weit
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weniger stringent an die Geometrie des Epithels gekoppelt. Obwohl von Chenn und McConnell
(Chenn & McConnell, 1995) postuliert, ist es unwahrscheinlich, dass in Vertebraten die Orientierung
der Teilungsebene relativ zur ventrikuldren Oberfliche das entscheidende Kriterium einer
proliferierenden bzw. Neurone-generierenden Teilung ist: Die Zahl horizontaler Teilungen korreliert
nicht mit der Neurogenese und ist zu gering, um die Entstehung aller Neurone durch eine solche
Teilung erkldren zu konnen (Langmann et al., 1966; Smart, 1972a; Landrieu & Goffinet, 1979).
Vermutlich muss im Vertebraten ein anderer Bezugspunkt gewihlt werden. Auf Grund der
fehlenden Korrelation zwischen Neurogenese und horizontalen Zellteilungen wurde von Huttner und
Brand (Huttner & Brand, 1997) ein anderes Modell vorgeschlagen: Entscheidend ist die relative
Orientierung zur apikalen Plasmamembran (und den dort lokalisierten cell fate determinants) und
nicht zur ventrikuldren Oberfliche. Eine asymmetrische Zellteilung ist schon durch eine
ungleichmiBige Verteilung apikaler Membrankomponenten erreicht und nicht notwendigerweise
durch einen radikalen Wechsel in der Zellteilungsebene. Die apikale Membran kann als Prominin-
positive, Cadherin-negative Liicke in der Plasmamembran identifiziert werden (Roper, 2000).
Prominin ist ein Marker fiir die apikale Membran (Weigmann et al., 1997), Cadherin fiir die
basolaterale Plasmamembran. Die Teilungsebene kann durch die Position der Chromosomen in der
Anaphase bestimmt werden, wenn bereits keine Rotation der Spindel mehr auftreten kann und somit
die Teilungsebene festgelegt ist. Unter Anwendung dieser Kriterien konnte Roper (Roper, 2000) die
relative Orientierung der Zellteilungsebene zur apikalen Membran ableiten und zeigen, dass in der
Maus sowohl Teilungen mit symmetrischer als auch Teilungen mit asymmetrischer Verteilung der
apikalen Membran koexistieren. Dabei konnen vertikale Teilungen (90-60° zur ventrikulédren
Oberfliche) die apikale Membran asymmetrisch verteilen (siehe beispielsweise Abb. 26) und
oblique Teilungen (60-30°) symmetrisch (Réper, 2000), d.h. die zellbiologische Symmetrie wird
durch die relative Orientierung der Zellteilungsebene zur apikalen Membran besser beschrieben als
durch die relative Orientierung zur ventrikuldren Oberfliche. Ein einleuchtender Grund ist der in
Drosophila wesentlich groere Anteil der apikalen Membran an der gesamten Plasmamembran. Um
diesen asymmetrisch zu verteilen, muss die Teilungsebene notwendigerweise stirker rotieren, beim
Vertebraten ist dies nicht notig. So wiirden auch im Vertebraten letzten Endes eine ungleichméBige
Verteilung von Membran-assoziierten cell fate determinants das cell fate kontrollieren. Tatsdchlich
gibt es Hinweise auf eine asymmetrische Verteilung von Notch und Numb (Chenn & McConnell,
1995; Wakamatsu et al., 1999) und eine Assoziation von Bazooka/Par-3 mit den adherens junctions
im Vertebraten (Manabe et al., 2002). Fiir das Vertebraten-Homolog von minibrain, eine
Proteinkinase involviert in der Neurogenese in Drosophila und Vertebraten (Abschnitt 1.7), konnte
ebenfalls eine asymmetrische Verteilung in Neuroepithelzellen gezeigt werden (Hammerle et al.,
2002). Es ist anzunehmen, dass Neurogenese im Vertebraten, dhnlich wie im Drosophila
Neuroektoderm, durch die ungleiche Verteilung Membran-assoziierter cell fate determinants
kontrolliert wird. Eine Aspekt, der auch in dieser Arbeit ndher untersucht werden wird (Abschnitt
1.9).
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Zeit

Ein weiterer Steuerungsmechanismus von cell fate decisions konnte der Faktor Zeit sein. Es wird
angenommen, dass die Proliferation im Neuroepithel iiber die Linge der G1 Phase am G1/S-
Kontrollpunkt durch Interaktion mit CyclinD/cdk4/5, Rb, E2F und CyclinE/cdk?2 reguliert wird
(Caviness et al., 1999). Interessanterweise nimmt die Linge des Zellzyklus wihrend der
Neurogenese der Maus von ca. 8 auf 16 h zu (Tuckett & Morriss-Kay, 1985; Takahashi et al., 1993).
Die Zunahme der Zellzyklusldnge ist hier ausschlieBlich durch eine Verldngerung der G1-Phase
bedingt (Takahashi et al., 1995; Miyama et al., 1997). Diese Daten zeigen eine Korrelation auf
Populationsebene, jedoch noch nicht zwingend einen kausalen Zusammenhang zwischen
Zellzykluslidnge und Neurogenese auf zelluldrer Ebene, d.h. es konnte noch nicht geklirt werden, ob
sich differenzierende Zellen langsamer teilen als ihre proliferierenden Nachbarn. Handelte es sich
bei der Zellzyklusverlangsamung tatsdchlich um einen aktiven Prozess, der auf zelluldrer Ebene den

Ubergang von Proliferation zu Neurogenese steuert, wiirde man dies erwarten.

Ein Vermutung ist, dass mit verlidngerter Zellzyklusdauer die zugrunde liegenden biochemischen
Reaktionen lidnger ablaufen. Es entsteht mehr Produkt pro Zellzyklus, was ein entsprechendes
Entscheidungsprogramm einleiten konnte. Solche Signale bzw. biochemischen Prozesse konnten
schon vor Differenzierungsvorgingen ablaufen, wiirden aber durch einen zu schnellen Zyklus
einfach ,,liberlesen®. Erst bei einer Verlingerung des Zellzyklus, konnten die Produkte einen
Schwellenwert erreichen, der fiir die Differenzierung notwendig ist. Dies gilt fiir die Wirkung
asymmetrisch verteilter Determinanten und fiir symmetrische Teilungen, in denen der Zellzyklus in
beiden Tochterzellen langsamer wird. Das Resultat wiére das gleiche. Durch eine Verlangsamung
wiirde die Differenzierung eingeleitet: Es sollten eine bzw. zwei differenzierte Zellen entstehen.
Tatsédchlich fiihrt alleine die Verldngerung der G1-Phase proliferierender Neuroepithelzellen der
Maus zu einer verfriihten Neurogenese - es besteht also ein Kausalzusammenhang zwischen der
beobachteten Zunahme der Zellzyklusdauer und Differenzierung im Neuroepithel (Calegari ef al., in
Vorbereitung). Man kann sich vorstellen, dass die Verldngerung des Zellzyklus als ,,Verstéarker* fiir
Signale wirkt, die durch laterale Inhibition und/oder asymmetrische Verteilung von cell fate

determinants vermittelt werden.

Die Neuronenzahl eines Areals wird iiber die initiale Anzahl induzierter Vorlduferzellen (kontrolliert
durch neurale Induktion bzw. patterning) sowie die Zahl der proliferativen und asymmetrischen
Zellteilungen der Vorlduferzellen (Steuerung z.B. durch laterale Inhibition, asymmetrische
Verteilung von cell fate determinants, Zeit) determiniert. Die verschiedenen Prozesse sind nicht
getrennt voneinander zu betrachten, sondern miteinander verzahnt. Die Zelle integriert dabei
Signale, vermittelt iiber extrinsische und intrinsische cell fate determinants, und geht, wahrscheinlich
auf Grund eines ausbleibenden Proliferationssignals, zu Neurone-generierenden Teilungen iiber. Bis

heute ist dieses Signal unbekannt, es ist aber anzunehmen, dass es auf die ein oder andere Weise von
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den vorgestellten Regulationsmechanismen generiert wird bzw. mit diesen interagiert. Strategien zur
Identifikation werden im weiteren Verlauf der Arbeit vorgestellt (Abschnitt 1.9 & 4.7).

1.7  Hinweise auf Mechanismen und Gene: Kandidatengene verindern die Neuronenzahl

In den vorherigen Abschnitten wurden Mechanismen besprochen, die moglicherweise die
Neuronenzahl kontrollieren konnten. In der folgenden Ubersicht werden einige Gene bzw. Faktoren
vorgestellt, die iiber diese oder noch nicht erwidhnte Mechanismen einen Einfluss auf die
Neuronenzahl haben (Tab. 1). Sie haben gemeinsam, dass sie Proliferation entweder global oder in
bestimmten Regionen fordern und/oder die Differenzierung hinauszogern. Dies kann iiber eine
Beschleunigung des Zellzyklus (erhohte Proliferationsrate) oder ein Hinauszogern der
differenzierenden Teilungen erfolgen. Eine erhohte Proliferationsrate fiihrt zu mehr Zellzyklen von
Neuroepithelzellen absolut in, oder relativ zur, tibrigen Embryonalentwicklung. Ein Hinauszdgern
der Differenzierung wiirde iiber ein spiteres Verlassen der proliferativen Phase mehr Neurone

hervorbringen, ohne extra Zellzyklen.

Wachstumsfaktoren und Proliferationskontrollgene

Eine Gruppe von Genen, die einen Einfluss auf die Neuronenzahl haben, sind Gene, die in Korper-
oder OrgangrofBenregulation involviert sind, und die generelle Wachstumssignale bzw.
Proliferationskinetiken steuern, wie z.B. Komponenten des IGF-Signalwegs. Der IR (insulin
receptor) und IGFR (insulin-like growth factor receptor) sind positive Regulatoren von Zellgroe
und Proliferation (Liu et al., 1993) und stehen mit positiver Regulation (adulter) Neurogenese in
Zusammenhang (O'Kusky et al., 2000). PTEN, ein Repressor des IGFR-Signalwegs wirkt als
negativer Zellzyklusregulator. PTEN-knock out-Méuse haben vergroferte Gehirne, was ebenfalls auf
eine iiberhohte Proliferation von neuronalen Stammzellen zuriickzufiihren ist (Groszer et al., 2001).
Das Genprodukt der, bei einem screen auf Phinotypen in der Gehirnentwicklung entdeckten flat-
top-Mutation, agiert ebenfalls als Inhibitor der IGFR-Signalkaskade. Die Mutanten haben
Proliferationsdefizite im Telencephalon und ein generell verlangsamtes Wachstum infolge einer
geringeren Zellteilungsrate (Hentges et al., 1999). Als betroffenes Gen konnte FRAP/mTOR, eine
Serin/Threonin-Kinase, identifiziert werden. Diese Kinase vermittelt Mitogen-Signale, ihre

Inaktivierung fiihrt zu einer Arretierung in der G1-Phase (Hentges et al., 2001).

FGF2 ist das klassische Mitogen fiir neuronale Stammzellen: In vitro verhindert FGF2 deren
Differenzierung und erhilt ihre Féahigkeit zur Selbsterneuerung (Kilpatrick, 1993; Ghosh &
Greenberg, 1995). In vivo erhoht die Injektion von FGF2 Neuronendichte und Grofe des Neocortex,
der knock out verringert die Neuronenzahl um 50% (Raballo et al., 2000), wobei sich die Zahl der
Vorlduferzellen zu Beginn der Neurogenese auf 50% reduziert. Durch kompensatorische

Mechanismen kann dieser Verlust teilweise ausgeglichen werden. Man sollte eigentlich erwarten,
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dass die Reduktion stdrker ausfallen wiirde, da eine Amplifikation des Effektes eintreten sollte - ein

Defizit an founder-Zellen sollte zu einem nicht linearen Verlust an Neuronen fiihren.

EGF scheint ebenfalls die Proliferation von Neuroepithelzellen zu steigern. Die exogene Zugabe in
vitro wirkt positiv (Vescovi et al., 1993), der knock out negativ auf deren Proliferation (Threadgill et
al., 1995).

p27 ist wohl der Prototyp unter den Zellzyklusregulatoren und involviert in die allgemeine
Proliferationskontrolle. p27 reguliert iiber den G1/S-Kontrollpunkt die Proliferation generell (d.h. im
ganzen Embryo), die von Neuroepithelzellen (Mitsuhashi et al., 2001) und letztlich die
Neuronenzahl (Delalle et al., 1999). p27 scheint im Neuroepithel als intrinsischer Timer die
Differenzierung zu steuern: Durch zunehmende Akkumulation wird nach einer gewissen Zeit der
Zellzyklus gestoppt, und die Zellen differenzieren zum Neuron (auf den Zusammenhang von
Zellzyklusdauer und Differenzierung wurde in Abschnitt 1.6 hingewiesen). Tatsédchlich fiihrt eine
Uberexpression von p27 in vitro zu neuronaler Differenzierung, zumindest in der Retina (Durand et
al., 1998), der knock out zu einer Uberproliferation. p27-knock out-Tiere bestehen aus 30% mehr
Zellen und haben auch 30% mehr Neurone als der Wildtyp (Nakayama et al., 1996).

Kiirzlich konnte ein Gen identifiziert werden, das, assoziiert mit primédrer Microcephalie beim
Menschen, ebenfalls in der Zellzyklusregulation von (corticalen) Neuroepithelzellen involviert sein
konnte. Mutationen in diesem Gen korrelieren mit einer globalen Reduktion des corticalen
Volumens auf ca. ein Drittel. Die disproportionale Verkleinerung des Neocortex geht ohne grof3e
Veridnderung in Gyrifizierung, corticaler Architektur und ohne neurologische Symptome einher
(Mochida & Walsh, 2001). Das Genprodukt, Microcephalin, ist wihrend der Neurogenese im
Neuroepithel exprimiert. Das einzige funktionelle Motiv ist eine BRCT-(breast cancer
translocated)-Domine. Diese Doméne ist in Proteinen zu finden, die den Zellzyklus kontrollieren
(Huyton et al., 2000), was Spekulationen iiber eine Rolle von Microcephalin bei der Kontrolle von
Proliferation im Neuroepithel zulisst (Jackson et al., 2002). Uber die molekulare Evolution dieses
Gens ist noch nichts bekannt. Neben dem Microcephalin-Locus wurden fiinf weitere Loci
identifiziert, die ebenfalls mit primérer Microcephalie in Verbindung stehen (Roberts et al., 1999;
Moynihan et al., 2000; Pattison et al., 2000; Jackson et al., 2002).

Patterning-Gene

Beispiele fiir Musterbildungsprozesse im Telencephalon sind die Wechselwirklungen von FGFS,
Pax6 und Emx2-abhingigem patterning. FGF8 und Pax6 sind spezifisch im anterioren
Telencephalon exprimiert. Eine Uberexpression von FGFS$ fiihrt zu einer Expansion rostro-lateraler
relativ zu caudo-medialer Areale, ein Funktionsverlust von FGF8 bzw. Pax6 hat den gegenteiligen
Effekt (Fukuchi-Shimogori & Grove, 2001; Monuki & Walsh, 2001).
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Pax6 und Emx2 regulieren ebenfalls das Proliferationsverhalten von Neuroepithelzellen. In Pax6-
Mutanten ist der Zellzyklus verlangsamt, und der Anteil horizontaler Zellteilungen nimmt zu
(Bstivill-Torrus et al., 2002). Die Uberexpression von Emx2 in vitro induziert zellbiologisch
symmetrische Zellteilungen (sofern definiert als vertikal zur Ventrikeloberflidche orientierte

Teilungen), der knock out verringert ihren Anteil im Neuroepithel (Heins et al., 2001).

Im knock out von BF-1, ein durch FGF8-induziertes Gen, endet eine vorzeitige Differenzierung mit
einer deutlichen letalen Reduktion der cerebralen Hemisphidren (Xuan et al., 1995). Dieser Effekt
von BF-1 wird iiber p27 vermittelt (Hardcastle & Papalopulu, 2000).

Mitglieder der Wnt-Genfamilie sind ebenfalls in patterning und Proliferationskontrolle involviert.
Wnt-3a und Wnt-1 haben einen deutlichen proliferativen Effekt auf Neuroepithelzellen: Die
Uberexpression von Wnt-3a und Wnt-1 erhoht den labeling index von Neuroepithelzellen und
verzogert die Differenzierung wahrscheinlich iiber eine Steigerung der CyclinD1-Expression (ein
gegenteiliger Effekt wie der von TIS21, siehe Abschnitt 1.8) (Megason & McMahon, 2002). 3-
Catenin, eine Komponente downstream im Wnt-1-Signalweg, wirkt ebenfalls verzogernd auf die
Differenzierung und verlingert die Proliferationsphase im Neuroepithel. Die Uberexpression einer
dominant-aktiven Form fiihrt so zu einer dramatischen VergroBerung der Oberfliche des Neocortex.
Infolge dessen wird auf anatomischer Ebene der urspriinglich lissencephalische Neocortex der Maus
in einen gyrencephalischen transformiert (Chenn & Walsh, 2002). Ein gyrencephalischer Neocortex
tritt normalerweise erst bei sehr viel hoher encephalisierten Spezies auf, was Spekulationen iiber

mogliche evolutiondre Implikationen zulésst.
Laterale Inhibition

Der Notch-Delta Signalweg spielt eine zentrale Rolle bei der Proliferationskontrolle im Neuroepithel
(Abschnitt 1.6). Notch-1-, RBP-Jk- (de la Pompa et al., 1997) und HES1/5-knock out (Ishibashi et
al., 1995) zeigen eine verfriihte Neurogenese, Uberexpression von Notch-3 fiihrt zu einer deutlichen
Uberproliferation mit Aufwerfungen des Neuroepithels, dhnlich im Fall von B-Catenin (Lardelli et
al., 1996). Die Uberexpression von neuralen bHLH-Genen wie Hes1 und Hes5 resultiert ebenfalls in
einer Expansion der neuronalen Stammzellpopulation (Ishibashi et al., 1994; Solecki et al., 2001;
Ohtsuka er al.,2001).

Ein knock out von Numb, ein ebenfalls im Neuroepithel exprimierter direkter Notch-Repressor,
resultiert in einem inversen Phédnotyp: Hier findet eine verfriihte Neurogenese bei reduzierter
Proliferation der Vorlduferzellen statt (Zhong et al., 2000). Noch drastischer wird dieser Effekt im
Doppel-knock out fiir Numb und dessen Homolog Numblike (Petersen et al., 2002).

Auffillig ist, dass sowohl Notch- als auch Numb-/Numblike-knock out beide eine verfriihte
Neurogenese zeigen — ein noch nicht zufriedenstellend geklédrtes Phdnomen. Eine mogliche

Erkldarung wurde in Abschnitt 1.6 angesprochen: Jede Storung (sofern vollstindig, wie sie nur im
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Numb-/Notch-knock out erreicht wird, also nicht nur Uberexpression einiger Komponenten) lateraler
Inhibition stort die Koexistenz von Proliferation und Differenzierung im Neuroepithel (keine
koexistierenden Phasen 1 und 2) ohne jedoch die (Gradienten der) Neurogenese selbst zu steuern. In
diesem Kontext sind Notch- und Numb-knock out nicht knock out von Agonisten und Inhibitor

sondern knock out des Gleichen: namlich lateraler Inhibition.

Asymmetrische Zellteilung

Eine mittlerweile gut untersuchte Mutation mit corticalem Phénotyp ist das LIS1. Das LIS1-Gen
wurde bei einer genetischen Charakterisierung von Kindern mit Mueller-Dieker-Syndrom
identifiziert (Reiner et al., 1993). Betroffene Individuen weisen eine reduzierte Gyrifizierung der
corticalen Hemisphéren auf. Das LIS1-Protein interagiert direkt mit Dynein, Dynactin und NudE/F.
Dieser Komplex reguliert indirekt die Dynamik des Mikrotubuli-Netzwerks und dessen Interaktion
mit y—=Tubulin (Feng et al., 2000). Es ist also an Zellteilungs- und Migrationsprozessen beteiligt, was
das Proliferationsdefizit und die gestorte neuronale Migration in LIS1-knock out-Miausen und den
corticalen Phinotyp im Menschen erklért (Hirotsune et al., 1998; Feng et al., 2000; Faulkner et al.,
2000).

Eine andere Mutation mit primér corticalem Phénotyp ist minibrain. In Drosophila fiihrt die
minibrain-Mutation zu einer reduzierten Proliferation der Vorlduferzellen und zu drastisch
verkleinerten zentralen Hemisphiren (Tejedor ef al., 1995). Im Menschen ist das minibrain-Gen auf
Chromosom 21 lokalisiert und wurde als Suszeptibilititslocus fiir das Down-Syndrom diskutiert
(Song et al., 1996). Eine balancierte Uberexpression in der Maus induziert den neurologischen
Phénotyp der Trisomie 16 in der Maus (Smith & Rubin, 1997; Smith et al., 1997). (Trisomie 16
entspricht der Trisomie 21 im Menschen - das distale Chromosom 16 ist syntenisch mit Chromosom
21). Falls minibrain selbst das Schliisselgen fiir den neurologischen Phinotyp von Trisomie 21 ist,
konnte dieser auf eine verminderte Proliferation der Neuroepithelzellen und damit verringerte
Neuronenzahl zuriickzufiihren sein: In der Maus konnte gezeigt werden, dass Trisomie 16 die
Neurogenese verzogert und die Zahl der Vorlduferzellen um 26% verringert, was letztlich die
Neuronenzahl reduziert (Haydar et al., 2000). Im Neuroepithel korreliert die Expression von
minibrain-mRNA und -Protein mit dem Beginn der Neurogenese (Hammerle et al., 2002). Dies
impliziert eine Beteiligung beim Umschalten von Proliferation zu Neurogenese und passt gut zu dem
beobachteten Trisomie 21-Phédnotyp. minibrain-mRNA und -Protein (eine Serin/Threonin-Kinase)
sind in mitotischen Zellen asymmetrisch verteilt (Hammerle et al., 2002). Das ist insofern
interessant, da auch fiir TIS21, dem bis dato besten Marker fiir diesen Umschaltprozess, eine
asymmetrische Verteilung in der Mitose in vitro beobachtet wurde (Lilla Farkas, personliche
Mitteilung).

In dieser Ubersicht wurde deutlich, dass alle besprochenen Prozesse auch tatsdchlich an der

Kontrolle der Neuronenzahl beteiligt sind. Zudem féllt am Beispiel der patterning-Gene auf, dass
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Gene oft Funktionen in mehreren dieser Prozesse haben (z.B. patterning, Proliferationskontrolle und
Symmetrie der Zellteilung). Beides zeigt eindrucksvoll, dass die Neuronenzahl durch das
Zusammenspiel der verschiedenen Kontrollmechanismen und verschiedener Gene gesteuert wird.
Von keinem der besprochenen Gene ist bekannt, ob es in einem der Kriterien - Expression,
Proteinaktivitit, subzelluldre Lokalisation - auf zelluldrer Ebene dem Umschalten von Proliferation
zu Neurogenese entspricht - Hinweis darauf, dass viele upstream des eigentlichen Schliisselschritts
Proliferation — Neurogenese wirken bzw. diesen nicht spezifisch sondern nur zusammen mit anderen
Genen kontrollieren. Allerdings gibt es Indizien, die dafiir sprechen, dass zumindest einige Gene in
ihrer Expression diesen Kriterien entsprechen: TIS21 (TPA-induced sequence 21) ist der Prototyp
eines solchen Gens (Abschnitt 1.8) und ein Marker fiir Neurone-generierende Neuroepithelzellen. Es
ist unwahrscheinlich, dass ein solcher Marker bzw. Gen bei der Steuerung des Umschaltens keine

Funktion hat. Allerdings ist auch nicht zu erwarten, dass ein Gen diesen Prozess alleine kontrolliert.
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Tab. 1. Verschiedene Gene beeinflussen die Proliferation und Differenzierung im Neuroepithel.

Klasse ~ Typ/Signalweg Gen ~ Spezies ~ Manipulation ~_ZNS Effekt Literatur
IGFR-1 Maus knock out Hypoplas?e Liu et al., 1993
knock out Hypoplasie
in- IGF-1 M § i
Ir?sulm aus I.Jbe'r expression erhohte Proliferation O'Kusky et al., 2000
Signalweg in vivo
PTEN Maus knock out erhohte Proliferation Groszer et al., 2001
FRAP/mTOR | Maus loss of function-Allel | reduzierte Proliferation Hentges et al., 2001
knock out reduzierte Proliferation Raballo et al., 2000
Wachstums-/ FGE2 Maus Zuaah
Proliferations- exogene £ugabe erhohte Proliferation Vaccarino et al., 1999
Kontrolle Wachstums- in vivo
faktoren EGFR Maus knock out reduzierte Proliferation Threadgill et al., 1995
EGF Maus ?:?}iige Zugabe erhohte Proliferation Vescovi et al., 1993
knock out erhohte Proliferation Nakayama et al., 1996
Zellzyklus- p27 Maus Uberexpression reduzierte Proliferation Levine et al., 2000
regulatoren in vivo Differenzierung Mitsuhashi et al., 2001
Microcephalin | Mensch loss of function-Allel | Hypoplasie des Cortex Jackson et al., 2002
Inhibierun Reduktion des anterioren
Wachstums- FGF8 Maus & Telencephalons Fukuchi-Shimogori &
faktoren Uberexpression Expansion des Anterioren Grove, 2001
in vivo Telencephalons
Reduktion des anterioren
Telencephalons .
Pax6 Maus knock out verlangsamter Zellzyklus Blshgp et al., 2000
. . Estivill-Torrus et al., 2002
Homeobox- verringerter Anteil
Transkriptions- symmetrischer Teilungen
Patternin faktoren Reduktion des posterioren
g Emx2 Maus knock out Telencephalons Bishop et al., 2000
X noct ou verringerter Anteil Heins et al., 2001
symmetrischer Teilungen
winged-helix-
Transkriptions- |BF-1 Maus knock out reduzierte Proliferation Xuan et al., 1995
faktoren
Whnt-1 Uberexpression . . . Megason &
' Wnt-3a Maus in vivo erhohte Proliferation McMahon, 2002
Whnt-Signalweg Uberexpression
p-Catenin Maus in fl.veOXp 8810 verzogerte Differenzierung Chenn & Walsh, 2002
Notch-Delta- Notch-3 Maus }ib::;}e(}xpresswn verzogerte Differenzierung Lardelli et al., 1996
Signalweg Numb
Laterale umo Maus knock out reduzierte Proliferation Petersen et al., 2002
e Numblike
Inhibition = - -
knock out verfriihte Differenzierung
Notch- Hes] Maus  [Ob ' Ohtsuka et al., 2001
Effektoren Hes5 in ::irveoxpresmon verzogerte Differenzierung v
. Maus knock out redu“uerte Proliferation Faulkner er al., 2000
Spindel- LISI gestorte Zellwanderung
otientierung Mensch | loss of function-Allel | reduzierte Gyrifizierung Reiner ef al., 1993
Hypoplasie des Cortex
Asymmetrische . Drosophila| loss of function-Allel | Reduziertes Cerebrum Tejedor et al., 1995
. asymmetrische - — - :
Zellteilung Zellteilune/ Haploinsuffizienz induziert
& S Maus knock out ZNS-Hypoplasie bei erhohter | Fotaki er al., 2002
asymmetrisch | minibrain !
verteilte cell fate Neuronendichte
d . Trisomie 16 verringerte Neuronenzahl Smith et al., 1997
eterminants — -
Mensch Trisomie 21 verringerte Neuronenzahl Song et al., 1996
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1.8  TIS21 - ein Marker fiir Neurone-generierende Zellteilungen

Um den Ubergang von Proliferation zu Neurogenese mit dem in Abschnitt 1.9 beschriebenen Ansatz
untersuchen zu konnen, ist es notwendig, proliferierende und Neurone-generierende
Neuroepithelzellen zu unterscheiden — man muss Beobachtungen immer in die lineage
,proliferierende Neuroepithelzelle — Neuron* einordnen koénnen. Beide Zellpopulationen
koexistieren zeitlich und rdumlich und sind morphologisch nicht voneinander zu unterscheiden.
Dazu sind molekulare Marker erforderlich. Ein solcher Marker sollte definitionsgemél in einem der
Kriterien - Expression, Proteinaktivitit, subzellulidre Verteilung - dem Gradienten der Neurogenese

entsprechen.

Wie erwihnt, ist TIS21 bislang der einzige solche Marker. Die Identifikation von TIS21 als Marker
fiir Neurone-generierende Neuroepithelzellen ermoglicht es, spezifisch diejenigen
Neuroepithelzellen zu erkennen, die von Proliferation zu Differenzierung iibergehen (Iacopetti et al.,
1999). Die Autoren konnten zeigen, dass die TIS21-mRNA im Neuroepithel spezifisch in Neurone-
generierenden Neuroepithelzellen exprimiert ist. Dieser Befund ist auf zwei zentrale Beobachtungen
gestiitzt: (1) die TIS21-mRNA geht dem Gradienten der Neurogenese exakt einen Zellzyklus voraus
(Tacopetti et al., 1994) und (ii) wihrend Neuroepithelzellen und Neurone positiv fiir TIS21-Protein
sind, ist die mRNA nur in Neuroepithelzellen zu finden. Die Neurone miissen das Protein also geerbt
haben. Das impliziert eine Expression der TIS21-mRNA zeitlich vor der Neurone-generierenden
Mitose und (mit (i)) die spezifische und exklusive Expression in Neurone-generierenden
Neuroepithelzellen. Unter Verwendung molekularer Marker konnte gezeigt werden, dass die TIS21-
mRNA im Neuroepithel transient ausschlieBlich in der G1-Phase Neurone-generierender
Zellteilungen exprimiert wird. Wihrend die mRNA beim Ubergang in die S-Phase degradiert wird,
bleibt das Protein iiber die ganze Zellteilung hinweg stabil und wird auf das bzw. die Neurone
weitergegeben (Iacopetti et al., 1999) (Abb. 6A).

Funktion

TIS21 (PC3, BTG2) wurde urspriinglich als NGF-(nerve growth factor)- bzw. Phorbolester-
induziertes immediate early gene in PC12- bzw. NIH3T3-Zellen kloniert (Bradbury et al., 1991;
Fletcher et al., 1991). Rouault und Mitarbeiter (Rouault et al., 1992) konnten BTGI1(B-cell
translocation gene 1) als homologes Gen im Menschen identifizieren und einer neuen Gruppe
antiproliferativer Gene zuordnen, die zusammen mit den Tob-Genen (Matsuda et al., 1996) eine
evolutiondr konservierte Genfamilie von mindestens sechs homologen Genen bilden (Abb. 6C).
Charakteristisch fiir diese Genfamilie sind in der BTG- und Tob-Gruppe konservierten
Sequenzmotive Box A und Box B und fiir die BTG-Unterfamilie die konservierten C-Termini B
(Abb. 6B & 38). Interessanterweise kommen Gene der Tob-Gruppe von C. elegans bis Mensch vor,

wihrend BTG-Gene auf Vertebraten beschriinkt sind. Es finden sich keine orthologen Gene in Hefe
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(Abb. 6C). BTG1 und BTG2 weisen eine jeweils evolutionir hoch konservierte, 2 kb grofle 3°'UTR

von noch unbekannter Funktion auf.

TIS21 ist ein Protein von 158 Aminosduren Linge und 17 kd Molekulargewicht. Subzellulér ist es
im Cytoplasma lokalisiert und scheint im Neuroepithel im apikalen Cytoplasma angereichert. TIS21
ist, wie die anderen Gene der BTG/Tob Familie, ein antiproliferatives Gen: Die Uberexpression von
TIS21 fiihrt in vitro zu einer Verlangsamung des Zellzyklus (Montagnoli et al., 1996; Rouault et al.,
1996) — in erster Linie durch eine Verzogerung am G1/S-Kontrollpunkt (Montagnoli et al., 1996;
Lim et al., 1998). Der Zellzyklus im Neuroepithel wird, wie erwédhnt, mit Einsetzen der Neurogenese
langsamer, und zwar durch eine Verlingerung der G1-Phase. Die Expression entsprechend der
neurogenetischen Gradienten korreliert ebenfalls mit einer Zellzyklusverlangsamung. Es konnte
sein, dass TIS21 selbst iiber eine Interaktion mit der Zellzyklusmaschinerie und eine Verlangsamung
des Zellzyklus den Ubergang zu neuronaler Differenzierung im Neuroepithel beeinflusst. Neben der
Expression in der Neurone-generierenden Teilung in vivo entspricht die Induktion in PC12-Zellen
durch NGF bzw. P19-Zellen mit Retinsdure vor deren terminaler Differenzierung in einen
neuronalen Phinotyp in vitro dieser Vorstellung (Bradbury ef al., 1991; V. J. Kidd, personliche
Mitteilungen). Tatsdchlich konnte ein Effekt von TIS21 auf das Zellteilungsmuster von
Neuroepithelzellen nachgewiesen werden: Die Uberexpression erhoht die Zahl der asymmetrischen
Teilungen in vitro (Malatesta et al., 2000). Es gibt Hinweise, dass Gene der BTG/Tob-Genfamilie
auch in anderen Geweben Differenzierungsprozesse steuern. Die Expression von TIS21 korreliert
mit der Differenzierung von Osteoblasten (Raouf & Seth, 2002), die im Tob-knock out
tiberproliferieren (Yoshida et al., 2000). In C. elegans ist Tob fiir die Bildung minnlicher
Keimzellen notwendig (Chen et al., 2000). Weitere Hinweise auf eine Funktion der BTG/Tob-Gene
bei der Kontrolle von Proliferation und Differenzierung ist eine Assoziation mit der
Tumorentwicklung als potentielles Tumorsuppressorgen. Der Verlust von BTGI ist mit einem B-
Zelllymphom assoziiert (Rouault et al., 1992), Lim und Mitarbeiter (Lim et al., 1995) konnten
zeigen, dass TIS21 in Krebszellen aus Lunge und Thymus herunterreguliert ist. Es gibt
Vermutungen iiber eine Verbindung von TIS21 zu Brustkrebs (Duriez et al., 2002) und einen
signifikanten Zusammenhang zwischen dem Verlust der TIS21-Expression und Prostatakarzinomen
(Ficazzola et al., 2001).

Molekulare Interaktion und Wirkungsmechanismus

Insbesondere vor diesem Hintergrund ist interessant, dass die TIS21-Expression nicht nur durch
Wachstumsfaktoren und Mitogene induziert wird, sondern auch ein primary target gene des
Tumorsuppressors p53 ist (Rouault ef al., 1996; Kannan et al., 2001). Auf molekularer Ebene
inhibiert TIS21 die Expression von CyclinD1 (Rb-abhingig) und CyclinE (Rb-unabhénig)
(Guardavaccaro et al., 2000; Lim et al., 1998). Uber welche molekularen Interaktionspartner diese
Effekte vermittelt werden, ist unbekannt. Eine direkte Interaktion wurde u.a. mit Cafl, PRMT-1

(eine Protein-Arginin-Methyltransferase) und PICK1 nachgewiesen. Caf-1 ist eine Komponente des
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CCR4-Komplexes (in Hefe) und reguliert Transkription und mRNA-Stabilitéit (Tucker et al., 2001).

Der orthologe Komplex in Vertebraten interagiert mit TIS21 iiber die konservierte Box B und

reguliert iiber ein LXXLL-Motiv die transkriptionale Aktivitit von ERa (estrogen receptor o)
(Rouault et al., 1998; Prevot et al., 2001). TIS21 wiirde demnach als Repressor von ERadie

CyclinD1-Level reduzieren und so den Zellzyklus verlangsamen. TIS21 steigert aulerdem die

Aktivitdit von PRMT-1 und kann auf diese Weise das Methylierungsmuster von Proteinen

beeinflussen (Lin ef al., 1996). Diese Interaktion scheint zumindest in vitro bei der neuronalen

Differenzierung von PC12-Zellen eine Rolle zu spielen (Berthet et al., 2002). Interessant ist die
Interaktion von TIS21 mit der PDZ-Domine von PICK1 (Lin ef al., 2001). PICK1 ist ein mit

Proteinkinase C-interagierendes Protein. PDZ-Dominen sind fundamentale Bausteine in

Plasmamembran-/junction-assoziierten Proteinkomplexen wie z.B. der besprochene ZO-1(Zona
occludens-1)/ASIP/Par-6-Komplex (Ohno, 2001). PICK1 konnte somit die beobachtete polare

Verteilung von TIS21 bewirken.
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Abb. 6. TIS21 - ein Mitglied der
BTG/Tob-Familie — ist ein Marker
fiir Neurone-generierende
Neuroepithelzellen. (A) Expression
von TIS21-mRNA und Protein
wihrend der Neurone-generierenden
Zellteilung. Die TIS21 mRNA und
Protein werden in der G1-Phase vor
der Neurone-generierenden Mitose
exprimiert. TIS21-Protein persistiert
die Zellteilung hindurch und wird
zumindest auf das Neuron
weitergegeben (eine Subpopulation
von BrdU-, MPM2- und {-II-
Tubulin positive Zellen ist
immunoreaktiv fiir TIS21). Die
TIS21-mRNA dagegen wird beim
Ubergang zur S-Phase degradiert
(BrdU-, MPM2 und {3 -III-Tubulin
positive Zellen sind negativ fiir
TIS21-mRNA). (Abb. aus Iacopetti
et al., 1999). (B) Schematische
Darstellung der BTG/Tob-
Proteinfamilie. Die Sequenzmotive
Box A und Box B sind
charakteristisch fiir BTG/Tob-
Proteine und hoch konserviert. (C)
Stammbaum der BTG/Tob-
Proteinfamilie. (Hs: Homo sapiens;
Mm: Mus musculus; Bt: Bos taurus;
Rn: Rattus norvegicus; Gg: Gallus
gallus; X1: Xenopus laevis; Dr:
Danio rerio; BIl: Branchiostoma
lanceolatum; Dm; Drosophila
melanogaster; Ce: Caenorhapditis
elegans).
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19  TIS21-GFP-markierte Neuroepithelzellen — ein Ansatz zur Untersuchung der

Proliferationskontrolle im Neuroepithel

Eine Moglichkeit, die genetische Kontrolle der Neuronenzahl einer Spezies zu untersuchen, ist ein
rein mechanistischer Ansatz (zu alternativen Ansitzen siehe Abschnitt 4.7): ,Das timing des
Umschaltens zur ersten, nicht mehr proliferativen Zellteilung determiniert im wesentlichen die
Neuronenzahl verschiedener Gehirnregionen innerhalb einer und zwischen verschiedenen Spezies* —
wiirde man die zugrunde liegenden zellbiologischen Mechanismen des Umschaltens und die daran
beteiligten Gene erforschen, konnte man die genetische Regulation der Neuronenzahl verstehen und
mogliche evolutionédre Verdnderungen in diesen Genen als genomisches Korrelat zunehmender

Encephalisierung identifizieren.

Dazu muss (i) die lineage ,,proliferierende Neuroepithelzelle — Neuron charakterisiert und die letzte
nicht mehr proliferierende Teilung identifiziert werden, um dann (ii) die am Umschalten zwischen
den einzelnen Zellteilungstypen in der lineage beteiligten zellbiologischen Mechanismen und Gene
zu untersuchen (Abb. 7).

Proliferation Neurogenese Abb. 7. Strategie zur Untersuchung der

[ N 1 Proliferationskontrolle im Neuroepithel. Uber
eine Charakterisierung der [lineage

Neuro- — - '
epithel- ,proliferierende Neuroepithelzelle — Neuron*
zelle Neuron und die Identifizierung der zellbiologischen

Prozesse und Gene, die einzelne Ubergiinge

— / innerhalb dieser lineage steuern, soll ein
mechanistisches Verstindnis von
\ ] \ [| Proliferationskontrolle im Neuroepithel erlangt
werden. Mit GFP-markierten Neurone-

)

generierenden Neuroepithel-zellen kénnen (i) die
Symmetrie der Neurone-generierenden Teilung
analysiert und (ii) durch eine differentielle

Lineage proliferierende Neuroepithelzelle - Neuron: Analyse der Zellbiologie (hier: Verteilung

Symmetrie der Neurone-generierenden Zellteilung apikaler Membran bei der Zellteilung &
| | Zellzyklusdauer) proliferierender vs. Neurone-
generierender Neuroepithelzellen mogliche

L . I

Differentielle Analyse Steuerungsmechanismen untersucht werden.

proliferierender vs. Ferner eroffnet sich die Moglichkeit, iiber das

Neurone-generierender Neuroepithelzellen: Genexpressionsprofil beider Zellpopulationen die
(i) Zellbiologie an diesem Prozess beteiligte Gene zu finden.

(ii) Genexpressionsprofil
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Dieser experimentelle Ansatz basiert auf der selektiven Markierung Neurone-generierender
Neuroepithelzellen, realisiert durch die Expression von GFP unter Kontrolle des TIS21-Gens in

transgenen bzw. knock in-Miusen.

Damit kann (i) eine videomikroskopische Darstellung der Neurone-generierenden Zellteilungen
realisiert werden, um zu klidren, ob Neurone durch symmetrische oder asymmetrische Teilungen
generiert werden. Somit wéren die bei der letzten Zellteilung in der lineage ,proliferierende
Neuroepithelzelle — Neuron“ entstehenden Zelltypen bekannt, Voraussetzung um
Steuerungsmechanismen (siehe ii) mit cell fate decisions zu korrelieren. Die selektive Markierung
Neurone-generierender Neuroepithelzellen wiirde (ii) die Moglichkeit einer differentiellen Analyse
der proliferierenden’ vs. Neurone-generierenden Zellpopulationen in Bezug auf zellbiologische
Steuerungsmechanismen des Ubergangs von Proliferation zu Neurogenese (asymmetrische
Verteilung von apikalen Membrankomponenten bei Zellteilungen, Zellzyklusldnge) und differentiell

exprimierte Gene erdffnen.

Ferner sollte der homozygote TIS21-GFP-knock in, als TIS21-knock out-Modell, Einblicke in die
physiologische Funktion von TIS21 und dessen mogliche Beteiligung an der Steuerung von

Neurogenese iiber eine Zellzyklusverlangsamung liefern.

Dariiber hinaus wurde versucht, mittels si-(small interfering)-RNA spezifisch die Expression von
Genen im Neuroepithel postimplantorischer Miuseembryonen zu unterdriicken. Man wiirde so
prinzipiell nachweisen, dass es moglich ist mit SiRNA RNAi (RNA interference) im Sauger in vivo
zu induzieren und ein geeignetes Testsystem schaffen, um die physiologische Funktion von
Kandidatengenen, z.B. aus einem differentiellen gene expression profiling GFP-positiver vs. GFP-

negativer Neuroepithelzellen, relativ schnell zu untersuchen.

’ Genaugenommen betrachtet man den Unterschied zwischen Neurone-generierenden Zellteilungen
vs. ,,nicht Neurone-generierenden Zellteilungen® - unabhéngig davon, ob es sich bei letzteren um die
ersten, nicht mehr proliferierenden Teilungen handelt. Falls der Neurone-generierenden Zellteilung
bereits eine asymmetrische Teilung vorausgeht, ist es erforderlich, sich in der lineage ,,riickwirts*
vorzuarbeiten.
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2.1 Material

2.1.1 Gerite

Elektroporator
Entwickler
Gelkammern
Heizblock

Mikroskope

PCR-Gerit
PH-Meter
Photometer
Speedvac
Sterilbank
UV-Crosslinker
Wasserbad

Zentrifugen

2.1.2 Chemikalien

MATERIAL UND METHODEN

Biorad Gene Pulser

Kodak M35 X-OMAT-Processor
EMBL

Eppendorf Thermostat 5320

Leica TCS

Zeiss Axiophot

Olympus SZX

Biorad Radiance 2100 Multiphoton

Stratagene Robocycler Gradient 96
Beckman @32 pH-Meter

Pharmacia Ultrospec 111

Savant

SteriGard Hood, The Baker Company
Stratalinker 2400

Grant

Heraeus Sepatech Omnifuge 2.0 RS
Beckmann J2-MC

Heraeus Biofuge Pico

Fiir Routinearbeiten wurden Standard-Chemikalien in p.A.-Qualitéit der Firmen Merck, Roth, Riedel-

de Haen oder Sigma verwendet. Fiir die Zellkultur wurden ausschlieflich entsprechend

ausgewiesene Chemikalien eingesetzt.

DIG-Detektions-System
DNA-Standards

Easy Hyb Granules

Roche

MBI Fermentas
Roche

Roche
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Enzyme

G418
Ganciclovir
Gelatine
Glutamin
LIF
Mitomycin C

Natriumpyruvat

nicht-essentielle Aminosiduren (100x)

Penicillin/Streptomycin
Trizol

Trypsin/EDTA

2.1.3 Kits

ALF-DNA-Sequencing-Kit
DIG-PCR-Labeling-Kit
MEGAscript-Kit
Plasmid-Maxi-Kit
Qiaex-I1-Gel-Extraction-Kit
Qiaquick-Gel-Extraction-Kit
Qiaquick-PCR-Purification-Kit
TOPO-Cloning-Kit

2.1.4 Filme

Amersham Hyperfilm

GibcoBRL
MBI Fermentas
Merck

Roche

GibcoBRL
Roche

Sigma

GibcoBRL
GibcoBRL
Sigma

GibcoBRL
GibcoBRL
GibcoBRL
GibcoBRL
GibcoBRL

Pharmacia Biotech
Roche

Ambion
GibcoBRL

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Invitrogen

MATERIAL UND METHODEN
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MATERIAL UND METHODEN

2.1.5 Bakterienstimme

TOP10 (Invitrogen): F- mcrA D(mrr-hsdRMS-mcrBC) f80lacZDM15 DlacX74 deoR recAl
araD139 D(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str®) endA1 nupG

2.1.6 Versuchstiere

Fiir alle Untersuchungen wurde biologisches Material aus C57B16 Inzucht-Stimmen eingesetzt. Der

genetische Hintergrund der generierten transgenen Mauslinien ist C57B16.

Fiir die angegebenen Embryonalstadien gilt: EO ist Mitte des Tag/Nacht-Zyklus, 00:00 h, am Tag der

Detektion des vaginal plugs.

2.1.7 Zellinien

129-Tacona (Eurogentec)

MEFNeoR (Eurogentec)

R1 (Nagy et al., 1993)

Vero

2.1.8 Vektoren

1704

ES20 (J.-P. Rouault)
pBluescriptKS+ (Stratagene)
pCMV-cre

pEGFP-1 (Clontech)
pEGFP-N2 (Clontech)
pEYFP-Nuc (Clontech)

Embryonale Stammzellinie
Maus (Stamm 129)

Primére embryonale Fibroblasten

Maus (transgene Linie homozygot fiir Neomycin-Resistenz)

Embryonale Stammzellinie
Maus (Stamm 129)

Zellinie aus der Niere

griilne Meerkatze

HSV-Amplicon mit IRES-lacZ-Kassette
Genomischer Klon des TIS21-Gens
Klonierungsvektor

cre-Expressionsvektor mit CMV-Promoter
EGFP-Expressionsvektor ohne eigenen Promoter

EGFP-Expressionsvektor mit CMV-Promoter

Expressionsvektor fiir kernlokalisiertes EYFP mit CMV-Promoter
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pIC19R/MC1-TK
pMC1-Neo-pA (Stratagene)
pSVpaXA

Vektor mit HSV-Thymidinkinase-Gen
Neomycin Expressionsvektor mit Thymidinkinase Promoter

-Galaktosidase-Expressionsvektor

2.1.9 Antikorper

Tab. 2. Verwendete Antikorper.

Antikorper Art Verdiinnung Quelle
Maus
o—BrdU monoklonal 1:500 (a) Sigma
IeG
Kaninchen
a-Cadherin polyklonal 1:300 (a) DAKO
IeG
Ratte
a-CD133 monoklonal 1:200 (d) Weigmann et al., 1997
(13A4)
IeG
Ratte
E);)CSI))W—PE monoklonal 1:20 (d) DPC Biermann
IgG2a
Ratte
a-CD34-PE monoklonal 1:20 (d) DPC Biermann
(MEC14.7)
IgG2a
Ratte
E‘K"%? 3-PE monoklonal 1:20 (d) DPC Biermann
IgG2a
Ratte
g_(fl?lﬁs)_PE monoklonal 1:40 (d) Becton Dickinson
IgG2b
Ratte
?X;"l?s'itlp l;:) monoklonal 1:20 (d) DPC Biermann
) 1gG2b
Ratte
?C_SDS_PE monoklonal 1:20 (d) DPC Biermann
IgG2a
Schaf
a-DIG-AP polyklonal 1:20000 (c) Roche
IeG
Kaninchen
a-GFP polyclonal 1:200 (a) Molecular Probes
IeG
Ziege
a-Kaninchen-Cy3 polyklonal 1:300 (a) Jackson
IeG
Ziegel
a-Kaninchen-HRP polyklonal 1:2000 (b) Jackson
IeG
Ziege
a-Maus-LSCR polyklonal 1:300 (a) Jackson
IeG
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Ratte

IeG

o-Sca-1 (D7) monoklonal 1:40 (d) Becton Dickinson
IgG2a
Kaninchen

a-TIS21 (1511) polyklonal 1:2000 (b) Tacopetti et al., 1999
IeG
Kaninchen

o-TIS21 (K4) polyklonal 1:200 (a) Tacopetti et al., 1999

a—p—-Galaktosidase

Maus
monoklonal
IeG

1:1000 (a)

Sigma

a—p-III-Tubulin

Maus
monoklonal
IeG

1:300 (a)

Sigma

(a: Immunfluoreszenz; b:

Western-Blot; ¢: Southern-/Northern-Blot-Detektion; d:

Verdiinnung zur Oberfldchenmarkierung bei FACS).

2.1.10 Oligonukleotide

P1:
P2:
P3:
P4
P5:
P6:
P7:
P8:
P9:

P10:
P11:
P12:
P13:
P14:
P15:
P16:
P17:
P18:
P19:
P20:
P21:
P22:
P23:
P24
P25:

5’-GTG GTA TGG CCG GCG CGG CCC GGG GAA AGT CCG GCA GAG
5’-CTC CTC GCC CTT GCT CAC CAT ACC GGT GGC TGA GGA AGT AGC
5’-GCT ACT TCC TCA GCC ACC GGT ATG GTG AGC AAG GGC GAG GAG
5’-GGA TTT TGG CCA TTT CGG CCT ATT GGT TAA AAA ATGAGC TG

5’-CGC GCG TCG ACC AGG TAG GGA AGC TGG TGG
5’-CGC CTT AAG ATA CAT TGA TGA GTT TGG
5’-GCG CGA CGT CGA CTA GTG AGC ACA CGT CGG GGT C
5’-GAG CGC AGT CGA CAC TAG TGG ATC CCC CGG GCT G
5’-GCG CGT CGA CGT GAA GCC AGG CCA AG

5’-GCC GCT GCC GCT GCC GCT GCC GCT GGA GAC GGC CAT CAC
5’-GCC AGC GGC AGC GGC AGC GGC GTG AGC AAG GGCGAGG
5’-CGC TTT ACT TGT ACA GCT CGT C

5’-CGC GAC GTC GAC TAG TAT AGG AGC CACCCG ACCCTGGCAC
5’-GCG CGG AAT TCT AGC TGG AGA CGG CCATC
5’-GCG CGA ATT CCA CCA TGG TGA GCA AGG GCG AG
5’-GGG TCA GTT ATC TAG ATC CGG TGG
5’-GAG TGG TAT GAA AGG CGC AGC

5’-CCT TGA GTC TCT GCT CGC TCA

5’-CTG AAG CAC TGC ACG CCG TAG

5’-GGG GTA ACA TCA GTT CAG CATTGG G
5’-GGA TCC TCT GTATCC ACCCTAC
5’-ACC GGT GGC TGA GGA AGT AGC TG
5’-TCC AGG TAG GGA AGC TGG TGG

5’-GAG CAT GTG GGA AAA GGG ACA GAAG
5’-GCC GTT TAC GTC GCC GTC CAG CTC
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P26: 5’-TTA AGT CCC CGT CTC CC

P27: 5°-GCG CGC CCG GGA TAA CTT CGT ATA ATG TAT GCT ATA CGA AGT TAT CAG
TGT GGT TTT GCA AGA GGA AGC

P28: 5°-GCG CGA CTA GTA TAA CTT CGT ATA GCA TAC ATT ATA CGA AGT TAT CCG
AAC AAA CGA CCC AAC ACC

P29: 5°-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA GAA TCG TAA TCA CCC GAG TGT GA

P30: 5’-AAT TAC CCT CAC TAA AGG GAG CCC TAA TCC GAG CCA GTTTA

P31: 5’-TTA ATA CGA CTC ACT ATA GGT GAG CAA GGG CGA GGA

P32: 5’-TAA TTA ACC CTC ACT AAA GGG TAC AGC TCG TCC ATG CCG A

2.1.11 Puffer und Medien

10x DNA-Probenpuffer 50 mM Tris/HCI1, pH 7.6
2.5 g/l Bromphenolblau
2.5 g/l Xylencyanol
60% Glycerin
in dH,0

10x MOPS 200 mM MOPS
50 mM Natriumacetat
20 mM EDTA
pH7.0

10x SDS-PAGE-Laufpuffer 250 mM Tris/Cl, pH 8.8
1.9 M Glycin
10% SDS

10x TBE 0.89 M Tris
0.89 M Borséure
20 mM EDTA
pH 8.0

20x SSC 3 M NaCl
300 mM tri-Natrium-Citrat
pH7.0

2x ES-Freezing-Medium 50% FCS (hitzeinaktiviert, 56 °C, 30 min)
30% ES-Medium
20% DMSO
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2x RNA-Probenpuffer

4x SDS-PAGE-Trennpuffer

4xSDS-PAGE-Sammelgelpuffer

50x TAE

5x Protein-Probenpuffer

Blockierlosung

Denaturierungslosung

DEPC-H,0

EF-Medium

MATERIAL UND METHODEN

250 ul deionisiertes Formamid
83 ul 37% Formaldehyd

50 u1 10x MOPS

50 ul Glycerin

10 u1 2.5% Bromphenolblau
57 ul DEPC-H,0O

1.5 M Tris/Cl, pH 8.8

0.4% SDS

0.5 M Tris/Cl, pH 6.8
0.4% SDS

2 M Tris

1 M Essigsédure
50 mM EDTA
pH 8.0

400 mM Tris/Cl, pH 6.8
50 mM EDTA

15% SDS

0.01% Bromphenolblau

5% Milchpulver in PBST

0.5 M NaOH
1.5 M NaCl

0.001% v/v DEPC

autoklavieren

DMEM

10% FCS (hitzeinaktiviert, 56 °C, 30 min)
Ix nicht essentielle Aminosduren

1 mM Natriumpyruvat

1x B-Mercaptoethanol-Lésung

2 mM L-Glutamin

1x Penicillin/Streptomycin
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ES-Medium DMEM
20% FCS (hitzeinaktiviert, 56 °C, 30 min)
Ix nicht essentielle Aminosduren
1 mM Natriumpyruvat
1x b-Mercaptoethanol
2 mM L-Glutamin

1x Penicillin/Streptomycin

0.9 U/ml LIF
G418-Losung 20 mg/ml aktives G418 in dH,0
Ganciclovir-Losung (100.000x) 543 mg Ganciclovir-Natrium in 10 ml dH,0 l6sen
bei —20 °C lagern
Gelatine-Losung 0.1% Gelatine in dH,0
autoklavieren
LB 10 g/l NaCl

10 g/l Bacto-Trypton (Difco)
5 g/l Bacto-Hefeextract (Difco)

LB-Agar 15 g/l Bacto-Agar (Difco)
in LB

Lysepuffer A 50 mM Tris/HCI, pH 8.0
50 mM EDTA

8% Sucrose
0.5% Triton-X-100

Lysepuffer B 50 mM Tris/HCI, pH 8.0
100 mM NaCl
1% SDS

Lysepuffer C 100 mM Tris/HCI, pH 8.6
5 mM EDTA
200 mM NacCl
0.2% SDS

Lysepuffer D 150 mM NaCl
20 mM Tris/Cl, pH 7.4
10 mM EDTA
0.3% Tween-20
1x PMSF
1x Leupeptin

1x Aprotinin
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Mercaptoethanol-Lésung (100x)

Mitomycin C-Losung

Moviol

Neutralisierungslosung

PBS

PBST

Penicillin/Streptomycin (100x)

Slice-Medium

TE

Transferpuffer 1

Transferpuffer 2

Transferpuffer 3

Trypsin/EDTA

MATERIAL UND METHODEN

0.1% in PBS, bei —20 °C lagern

2 mg Mitomycin C in PBS 16sen
bei —20 °C lagern

6.9 g Glycerin und 2.4 g Moviol in 6 ml dH,O 16sen, mit 12 r
0.2 M Tris/HCl pH 8.5 versetzen und bei 50 °C 30 m
inkubieren. Die Losung durch Zentrifugation (5000g, 15 min, R’
klaren.

0.5 M Tris/HCI, pH 7.5

137 mM NaCl
2.7 mM KCI

8 mM Na,HPO4
1.5 mM KH,PO4

0.2% Tween-20 in PBS

10.000 U/ml Penicillin
10.000 U/ml Streptomycin
in PBS

NB-Medium

Ix N2

1x B27

10% Mausserum (immediately centrifuged)
1x Penicillin/Streptomycin

10 mM Tris/Cl, pH 7.4
1 mM EDTA

0.3 M Tris
20% MeOH
pH 10.4

0.025 M Tris
20% MeOH
pH 10.4

0,025 M Tris
0.04 M 6-Aminohexansiure
pH94

0.5 g/1 Trypsin
0.2 g/l EDTA
in HBSS
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Vero-Medium DMEM
10% FCS (hitzeinaktiviert, 56 °C, 30 min)
Waschlosung 1 2x SSC
0.1% SDS
Waschlosung 2 0.5x SSC
0.1% SDS
Whole embryo culture-Medium DMEM

10% MS (immediately centrifuged)
1x Penicillin/Streptomycin

22  Methoden
2.2.1 Plasmid-Mini-Priparation

Bakterien einer 1.5 ml ii.N.-Kultur wurden sedimentiert (15000g, 30 sec, RT), in 200 ul Lysepuffer
A + 15 pl Lysozym resuspendiert und 15 min bei RT inkubiert. Nach 2 min Denaturierung bei 95 °C
und Zentrifugation (15000g, 10 min, RT) wurde die DNA aus dem Uberstand mit 1 Volumen
Isopropanol gefillt. Nach Waschen mit 70% EtOH wurde das Pellet im Vakuum getrocknet, in 30 ul
TE aufgenommen und bei —20 °C gelagert.

2.2.2 Plasmid-Maxi-Priaparation
(alle nachfolgenden Materialien: Concert Maxi-Priparationssystem, GibcoBRL)

Die Bakterien einer 200 ml ii.N.-Kultur wurden sedimentiert (5000g, 10 min, 4 °C) in 10 ml Puffer
E1 resuspendiert und durch 5 min Inkubation in 10 ml Puffer E2 lysiert. Nach Neutralisation mit 10
ml Puffer E3 und Zentrifugation (15000g, 10 min, RT) wurde der Uberstand auf eine mit 30 ml
Puffer E4 dquilibrierte Sdule geladen. Nach Waschen mit 60 ml Puffer E5 wurde die DNA mit 15 ml
Puffer E6 eluiert und durch Zugabe von 10.5 ml Isopropanol gefillt. Die prizipitierte DNA wurde
sedimentiert (15000g, 30 min, 4 °C), mit 5 ml 70% EtOH gewaschen und in 500 ul TE

aufgenommen.

223 PCR

PCR-Produkte fiir Klonierungen wurden mit Pfx-DNA-Polymerase (fehlerkorrigierend,
antikorperblockiert, GibcoBRL) amplifiziert.
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PCR-Mix PCR-Programm
. PCR-Zyklus Temperatur Zeit

10x Reaktionspuffer Sul N 04 °C 3 min

10x PCR-Enhancer-Solution 5ul 24°C 30s
25 x 55°C 1 min

40x ANTP 1.3 ul 68 °C 1 min/kb
26 68 °C 7 min

Primer (100 pM) 0.5 ul

Template-DNA (1 ng/ul) 1 pul

Pfx-DNA-Polymerase (2.5 U/ul) 0.5 ul

ad dH,0 50 ul

2.24 Restriktionsanalyse

Zur Restriktionsanalyse wurde 1 yg DNA in 20 pul Reaktionsvolumen mit 3 U/ug Enzym eine
Stunde inkubiert. 5 41 des Reaktionsansatzes wurden in 0.7-2.0% TBE-Agarosegelen mit 0.1 pg/ml

Ethidiumbromid aufgetrennt.

2.2.5 DNA-Sequenzierung

Zur DNA-Sequenzierung wurde das ALF Express System unter Verwendung des Cy5-dATP
Labeling Kits und Long-Range-Sequenziergelen eingesetzt (Pharmacia).

2.2.6 Klonierung von DNA-Fragmenten

PCR-Produkte wurden direkt in TOPO-Vektoren (Invitrogen) kloniert bzw. iiber
Restriktionsschnittstellen in Standard-Vektoren eingefiigt. Als Plasmid vorliegende DNA-Fragmente

wurden uber Restriktionsschnittstellen in Standard-Vektoren kloniert.

Bei Verwendung von TOPO-Vektoren wurden nach gelelektrophoretischer Aufreinigung (0.7-2%
TBE-Agarosegele, Qiaspin-Gelextraction-Kit, Qiagen) typischerweise 20 ng PCR-Produkt und 1 ul
TOPO-Vektor in 5 pul Reaktionsvolumen ligiert (5 min, RT). 2 ul des inaktivierten
Reaktionsansatzes (65 °C, 10 min) wurden zur Transformation von chemisch kompetenten TOP10-

Bakterien (Invitrogen) eingesetzt.
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Bei Klonierungen iiber Restriktionsschnittstellen wurde das PCR-Produkt gereinigt (PCR-
Purification-Kit, Qiagen) und mit Restriktionsenzymen geschnitten (1 ug DNA, 30 ul
Reaktionsvolumen, 3 U/ug Enzym, 3 h). Als Plasmid vorliegende Insert- bzw. Vektor-DNA wurde
mit Restriktionsenzymen gespalten (3 g DNA, 30 p1 Reaktionsvolumen, 3 U/ug Enzym, 3 h) und
ggf. modifiziert (T4-DNA-Polymerase in Restriktionspuffer + 2 mM dNTP, 1 U/ug, 20 min, 11 °C).
Vektor-DNA wurde dephosphoryliert (CIAP in Restriktionspuffer, 1 U/ug, 30 min, 37 °C). Die
erhaltenen DNA-Fragmente wurden gelelektrophoretisch aufgereinigt (0.7-2% TBE-Agarosegele,
Qiaspin-/Qiaex II-Gelextraction-Kit). 100 ng Vektor wurden mit einem dreifachen molaren
UberschuB an Insert ligiert (20 ul Reaktionsvolumen, 2 U, 1h, RT). Chemisch kompetente TOP10-

Bakterien wurden mit 2 p1 inaktiviertem Ligationsansatz (65 °C, 10 min) transformiert.

2.2.7 Klonierung der Transgene und Targeting-Vektoren
TGl

Ein 1721 bp Sal I-Msc I-Fragment des proximalen TIS21-Promoters (bp —1738 bis +20) aus ES20
(J.-P. Rouault) wurde iiber Sal I-Sma I Restriktionsschnittstellen in pEGFP-1 kloniert. Das
entstandene Plasmid ist PTIS21/1GFP. Zur Isolierung des Transgens TG1 wurde PTIS21/1GFP mit
Sal I-Afl IT geschnitten und zur Pronukleusinjektion vorbereitet (Abschnitt 2.2.24).

TG2

Eine Maus Cosmid-Library (Library 121, RZPD) wurde mit einen 664 bp Bam HI-Bam HI-
Fragment (bp —1738 bis -1074) gescreent. Es wurden sechs positive Klone mit >23 kb 5’
genomischer Sequenz identifiziert (MPMGc121G03391Q2, MPMGcE11577Q2,
MPMGc121D08200Q2, MPMGc121107176Q2, MPMGcP1642Q2 und MPMGc121N01428Q2).
Die Klonierung eines 16731 bp Sma I-Sma I-Fragments (bp —16746 bis —11) des TIS21-Promoters
aus MPMGc121D08200Q2 iiber Sma I in CXO lieferte PTIS21/4GFP. CXO0 enthilt die bp —11 bis
+68 des TIS21-Gens, fusioniert mit der GFP-Expressionskassette aus pEGFPNuc. CXO ist das
Produkt einer Fusions-PCR mit den Primersets und Templates P1, P2, ES20 bzw. P3, P4 und
pEGFPNuc, kloniert in pCRIITA (Invitrogen). pPEGFPNuc entstand durch Ersetzen des Bsr GI-Afl
II-Fragments in pEGFP-N2 (Clontech) durch das entsprechende aus pEYFPNuc (Clontech). Zur
Isolierung des Transgens TG2 wurde PTIS21/4GFP mit Sfi 1 geschnitten und zur
Pronukleusinjektion vorbereitet (Abschnitt 2.2.24).

TG3

5870 bp des TIS21-Promoters (bp -5885 bis —11) wurden als Eco RI-Sma I-Fragment aus
MPMGc121D08200Q2 iiber Sma I in CXO0 kloniert. Das Sfi I Insert aus CX0 wurde iiber Eco RV in
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CXI1 kloniert. Das resultierende Konstrukt ist PTIS21/5GFP. CX1 wurde durch Klonierung des Spe
I-Inserts aus C11 in die Spe I-Schnittstelle von pBSKS generiert. Zur Isolierung des Transgens TG3
wurde PTIS21/5GFP mit Sal I geschnitten und zur Pronukleusinjektion vorbereitet (Abschnitt
2.2.24).

KIl

Aus pMC1NeopA wurde mittels PCR das Neomycin-Resistenzgen amplifiziert (Primer: P27, P28).
Das von loxP-Sequenzen flankierte Produkt wurde iiber Sma I-Spe I in pBSKS kloniert. Das
resultierende Plasmid ist C1. 1137 bp des proximalen TIS21-Promoters (bp —1070 bis +68)
fusioniert mit einer GFP-Expressionskassette wurden aus PTIS21/4GFP amplifiziert (Primer P5 und
P6) und iiber Sal I-Sma I in C1 insertiert. Das Produkt ist C6. TIS21-Intron und -Exon 2 (3601 bp,
bp +210 bis +3812) wurden mit PCR amplifiziert (Primer: P7, P8; Template: ES20) und iiber Sal I in
einen mit Eco RV-Sma I-getffneten pBSKS-Vektor kloniert. In das entstandene Konstrukt (C4)
wurde iiber Eco RI ein 4765 bp TIS21-Fragment (bp +3810 bis +8575) eingefiigt. Das Insert des so
generierten Plasmids (C11) wurde iiber Sal I in CX2 kloniert: Es entstand CB1. CX2 wurde durch
Insertion des Xho I-Bam HI-Inserts aus pIC19R/MCI-TK in pBSKS konstruiert. Insertion des Spe I-
Fragments aus CB1 in C6 lieferte den Targeting-Vektor C13. Der Targeting-Vektor wurde mit Not I
linearisiert und in ES-Zellen elektroporiert (Abschnitt 2.2.20).

K12

TIS21-Intron (fiir C14) plus ORF des TIS21-GFP-Fusionsproteins wurden durch Fusions-PCR
(Primer und Templates: P9, P10 und ES20 bzw. P11, P12 und pEGFP-1) amplifiziert und iiber Sal I-
Sma I in C1 eingefiigt. Es entstand Vektor C7. Vector C8 (incl. TIS21-Promoter und -Intron fiir
C15) wurde durch Austausch des Sal I-Nhe I-Fragments mit dem Produkt einer PCR (Primer: P35,
P14; Template ES20) in C7 generiert . Die TIS21-3’UTR, amplifiziert durch PCR mit den Primern
P13, P8 und Template ES20 (bp +1752 bis +3812), wurde iiber Sal I in einen Eco RV-Sma I-
geschnittenen pBSKS-Vektor kloniert. In das entstandene Konstrukt (C5) wurden iiber Eco RI 4765
bp des TIS21-Gens (bp +3810 bis +8575) insertiert. Das Insert des so generierten Plasmids (C12)
wurde iiber Spe I in CX2 kloniert. Durch Klonierung des Inserts des entstandenen Plasmids CB2
tiber Spe I in C7 bzw. C8 wurden die Targeting-Vektoren C14 und C15 generiert. Der Targeting-
Vektor C14 wurde mit Not I linearisiert und in ES-Zellen elektroporiert (Abschnitt 2.2.20).

KI3

TIS21-Intron und -ORF (bp +210 bis +1751) sowie der GFP-ORF wurden mittels PCR amplifiziert
(Primer und Templates: P9, P14 und ES20 bzw. P15, P16 und pEGFPNuc). Durch Klonierung des
TIS21-Intron und -ORF iiber Sal I-Eco RI in pPBSKS wurde das Plasmid C2 generiert. In C2 wurde
tiber EcoRI-Sma I der GFP-OREF eingefiigt. In den entstandenen Vector C9 wurde die IRES-Sequenz
aus 1704 iiber Eco RI-Nco I insertiert. Das Produkt (C16) wurde iiber Sal I-Sma I in C1 kloniert. In
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den so generierten Vektor C18 wurde iiber Spe I das Insert aus CB2 eingefiigt. Es entstand
Targeting-Vektor C20. Fiir C21 wurde TIS21-Promoter, -Intron und -ORF durch PCR amplifiziert
(Primer: PS5 und P14, Template ES20), Sal I-Eco RI restringiert und mit dem Eco RI-Sma I Insert
aus C16 iiber Sal I-Sma I in C1 kloniert. Aus dem entstandenen Vektor C19 wurde durch Einfiigen
des Inserts aus CB2 iiber Spe I der Targeting-Vektor C21 generiert. Der Targeting-Vektor C20
wurde mit Not I linearisiert und in ES-Zellen elektroporiert (Abschnitt 2.2.20).

2.2.8 Priparation von genomischer DNA

Ca. 0.5 cm einer Schwanzbiopsie bzw. 50 mg einer Gewebebiopsie wurden mit 720 ul Lysepuffer B
+ 30 pul Proteinase K-Losung (10 mg/ml, Merck) ii.N. bei 55 °C inkubiert. Nach Zugabe von 250 ul
gesittigter NaCl wurde 2 min durchmischt und zentrifugiert (15000g, 10 min, RT). Die DNA wurde
aus 750 ul des Uberstandes mit 600 u1 Isopropanol gefillt und sedimentiert (15000g, 3 min, RT).
Nach Waschen mit 70% EtOH wurde das Sediment getrocknet (ca. 15 min, 37 °C). Die DNA wurde
in 250 ul TE unter leichtem Schiitteln gelost (30 min, 55 °C).

229 Genotypisierung mittels PCR

Die genomische Template-DNA (Abschnitt 2.2.8) wurde vor Ansetzen des Reaktionsgemischs 5 min

bei 95 °C denaturiert. Amplifiziert wurde mit Taqg-DNA-Polymerase.

PCR-Mix PCR-Programm
. PCR-Zyklus Temperatur Zeit

10x Reaktionspuffer 3ul 1 04 °C 3 min

DMSO 3 ul 94 °C 30 J
35x 55°C 1 min

40x ANTP 0.75 ul 72°C 30 sec
36 72 °C 7 min

Primer (100 pM) 03 ul

Template DNA (1 ng/ul) 0.5 ul

Taq-DNA-Polymerase (5 U/ul) 0.3 ul

ad dH,0 30 ul

Die Produkte wurden in einem 2% TBE-Agarosegel aufgetrennt.
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2.2.10 Markierung von DNA-Sonden

Die zur Hybridisierung von Northern- bzw. Southern-Blots eingesetzten Sonden wurde mit dem
PCR-DIG-Labeling-Kit (Roche) generiert. Fiir die PCR wurde 0.1 ng linearisiertes Template

eingesetzt.
PCR-Mix PCR-Programm
. PCR-Zyklus Temperatur Zeit

10x Reaktionspuffer Spul 1 04 °C 1:30 min

10x DIG-PCR-MIX 5 ul 94°C 30s
25 x 55°C 1 min

Primer (100 pM) 03 ul 72°C 1 min
26 72 °C 7 min

Template DNA (1 ng/ul) 0.1 pul

High-Expand-DNA-Polymerase (5 U/ul) 0.5 pul

ad dH,0 50 ul

2.2.11 Genotypisierung mittels Southern-Blot
(alle nachfolgenden Materialien: DIG-Detektionssystem, Roche)

Zur Genotypisierung mittels Southern-Blot wurden 3-10 xg DNA ii.N. mit 30 U Restriktionsenzym
gespalten (30 ul Reaktionsvolumen) und in einem 0.8% TBE-Agarosegel aufgetrennt. Das Gel
wurde zweimal 20 min in Denaturierungspuffer und zweimal 20 min in Neutralisierungspuffer
inkubiert. Die DNA wurde i.N. in 20x SSC auf eine in dH,0 &dquilibrierte Nylonmembran
transferiert und durch UV-Vernetzung fixiert (1200 pJ/cm®, Stratagene Crosslinker). Die Membran
wurde in Easy Hyb bei 68 °C 1 h blockiert und i.N. mit DIG markierter Sonde (30 ng/ml in Easy
Hyb) hybridisiert. Unspezifische Hybridisierungen wurden durch zwei Waschschritte entfernt:
zweimal 5 min Waschlosung 1 (RT) und zweimal 15 min Waschlosung 2 (68 °C). Die Membran
wurde in Maleinsdurepuffer dquilibriert und 30 min in Blockierungslosung inkubiert. Nach
Inkubation mit a-DIG-AP (1:20000 in Blockierungslosung) wurde zweimal 15 min mit Waschpuffer
gewaschen. Die Detektion der in Detektionspuffer dqulibrierten Membran erfolgte mit CDP-Star.

Die Expositionszeiten lagen typischerweise bei 5-30 min.

2.2.12 RNA-Priparation

100 mg Gewebe wurden in 1 ml Trizol (GibcoBRL) homogenisiert und 5 min bei 30 °C inkubiert.
Nach Zugabe von 200ul Chloroform und 2 min Inkubation bei RT wurde 15 min bei 12000g

zentrifugiert. Die RNA wurde nach 10 min Inkubation bei RT aus der wissrigen Phase durch Zugabe
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von 0.5 Vol Isopropanol gefillt. Nach 10 min Zentrifugation bei 12000g wurde das Pellet mit 70%
EtOH gewaschen und nach Trocknen in 20 y1 dH,O aufgenommen.

2.2.13 Northern-Blot

Es wurden 10 ug total-RNA bei 65°C 10 min denaturiert und auf einem 1% MOPS-Agarosegel mit
2% Formaldehyd aufgetrennt. Die RNA wurde nach zweimal 20 min Waschen in 20x SSC /N in
20x SSC auf eine Nylonmembran transferiert und durch UV-Vernetzung (1200 uJ/cm?)
immobilisiert. Nach Waschen mit 2x SSC wurde der Blot mit DIG-Easy-Hyb bei 50°C 1 h
vorhybridisiert. Die Hybridisierung erfolgte ii/N bei 50°C mit 25 ng/ml DIG-markierter DNA-Probe.
Es wurde zweimal 5 min bei RT mit Waschlosung 1 und zweimal 15 min bei 50°C mit Waschlosung

2 gewaschen. Die Detektion erfolgte wie in Abschnitt 2.2.11 beschrieben.

2.2.14 Proteinpriparation

Embryonale Gewebe wurden in Lysepuffer D auf Eis homogenisiert. Nach 5 min Zentrifugation mit

1000g bei 4°C wurde der Uberstand in Probenpuffer aufgenommen.

2.2.15 Western-Blot

Proteinproben wurden 5 min bei 95°C denaturiert. Es wurden 30 g Protein auf 15% Polyacrylamid-
Gelen aufgetrennt. Der Transfer auf 0.45 ym Nylonmembranen wurde im Semi-Dry-Verfahren
durchgefiihrt. Der Blot-Aufbau (beginnend von der Anode):Whatman-Papier in Transferpuffer
1/Whatman-Papier in Transferpuffer 2/Nylonmembran/Gel/Whatman-Papier in Transferpuffer 3.
Vor dem Transfer wurde die Nylonmembran in MeOH é&quilibriert. Der Transfer wurde 45 min bei
250 mA durchgefiihrt. Die Membran wurde 30 min in Blockierlosung blockiert, 1 h mit
Primérantikorper inkubiert und dreimal 10 min in PBST gewaschen und 1 h mit Sekundérantikorper
inkubiert. Nach dreimal 10 min Waschen in PBST wurde der Blot mit ECL-Losung benetzt. Die

Detektion erfolgte mit Rontgenfilmen.

2.2.16 Immunhistochemische Firbungen von Kryostatschnitten

Zeitlich angepaarte Weibchen wurden durch cervicale Dislokation getotet. Der Uterus wurde
entnommen und die Embryonen wurden unter einem Stereomikroskop in kaltem PBS freipripariert.

Nach Entfernen der extraembryonalen Hiillen und des Amnions wurden die Embryonen ii.N. bei 4°C
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in 4% Paraformaldehyd/4% Sucrose in PBS fixiert. Die fixierten Embryonen wurden in 30%
Sucrose in PBS ii.N. bei 4°C inkubiert und in Einbettmedium (Leica) tiefgefroren (-70°C). 10 ym
Kryostatschnitte der eingebetteten Embryonen wurden auf Histobond-Objekttriger (Marienfeld)
transferiert und 1 h bei RT getrocknet. Nach 5 min Waschen in PBS wurden die Schnitte in 0.3%
Triton-X-100 in PBS permeabilisiert (10 min, RT). Reaktive Aldehydgruppen wurden in 50 mM
NH,CI in PBS gequencht (10 min, RT). Zur Detektion von BrdU wurde zusitzlich 30 min mit 2 N
HCI bei 37 °C inkubiert und alle Antikérperinkubationen ohne Triton-X-100 durchgefiihrt. Die
Schnitte wurden in 5% FCS/5% BSA/0.1% Triton-X-100 in PBS blockiert und mit Primérantikorper
in Blockierlsung 3 h bei RT oder ii.N. bei 4 °C inkubiert. Es wurde einmal mit PBS gewaschen.
Nach Inkubation mit Sekundérantikdrper in Blockierlosung + 1 pg/ml DAPI (2 h, RT) wurden die
Schnitte dreimal mit PBS und einmal mit dH,0 gewaschen. Die Prédparate wurden in Moviol

eingebettet und dunkel bei 4 °C gelagert.

2.2.17 Kultivierung von Vero-Zellen

In N, eingefrorene Vero-Zellen wurden bei 37 °C aufgetaut, in 10 ml Vero-Medium resuspendiert, 5
min bei 200g sedimentiert und in Vero-Medium bei 37°C/5% CO, kultiviert. Konfluente Vero-
Zellen wurden 2 mal mit PBS gewaschen, 5 min mit Trypsin/EDTA bei 37 °C inkubiert und nach
Zugabe von 10 ml Vero-Medium 5 min bei 200g sedimentiert. Die Zellen wurden im Verhiltnis 1:5-
1:10 ausgesit bzw. in DMEM/50% FCS/10% DMSO eingefroren.

2.2.18 Transfektion von Vero-Zellen

Die Transfektion wurde an 50-80% konfluenten Zellen mit FuGENE-6-Transfektionsreagenz
(Roche) durchgefiihrt. Unmittelbar vor der Transfektion wurde das Medium gewechselt und auf 0.25
ml Medium/cm® eingestellt. Zur Priparation des FuGENE-6/DNA-Komplexes wurden 6 ul
FuGENE-6 in 100 p1 Optimem/2 pg DNA eingesetzt. Die Transfektionslosung wurde zu 2 ml des

vorgelegten Zellkulturmediums gegeben und fiir 24 h ohne weiteren Mediumwechsel inkubiert.

2.2.19 Kultivierung von Feeder- und ES-Zellen

In N, eingefrorene Neomycin-resistente Feeder-Zellen wurden bei 37 °C aufgetaut, in 10 ml EF-
Medium resuspendiert, 5 min bei 200g sedimentiert und in EF-Medium bei 37°C/5% CO, in
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Gelatine-beschichteten Kulturschalen® kultiviert. Konfluente Zellen wurden 2 mal mit PBS
gewaschen 5 min mit Trypsin/EDTA bei 37 °C inkubiert und nach Zugabe von 10 ml EF-Medium 5
min bei 200g sedimentiert. Die Zellen wurden im Verhiltnis 1:5 ausgesit bzw. nach Zugabe von 1
Volumen 2x ES-Freezing-Medium eingefroren. Generell wurden Feeder-Zellen mit nicht mehr als
sechs Passagen verwendet. Konfluente Feeder-Zellen wurden durch 3 h Inkubation mit EF-Medium
+ 1:100 Mitomycin C-Losung inaktiviert. Nach zweimal Waschen mit PBS wurden die Zellen fiir

mindestens eine weitere Stunde inkubiert.

ES-Zellen wurden mit Ausnahme der Genotypisierung ausschlielich auf Neomycin-resistenten
Feeder-Zellen kultiviert. In N, eingefrorene ES-Zellen wurden bei 37°C aufgetaut, in 10 ml ES-
Medium resuspendiert, 5 min bei 200g sedimentiert und in ES-Medium bei 37°C/5% CO,
konfluenten, inaktivierten Neomycin-resistenten Feeder-Zellen kultiviert. Es erfolgte tdglicher
Mediumwechsel. Subkonfluente Zellen wurden passagiert. Nach zweimal Waschen mit PBS wurden
die Zellen 5 min bei 37 °C trypsinisiert. Durch Zugabe von 10 Volumen Zellkulturmedium wurde
die Reaktion gestoppt. Die Zellen wurden 5 min bei 200g sedimentiert, resuspendiert und in Dichten
von 10%/cm” ausgesiit. Alternativ wurden die Zellen nach Resuspension und Zugabe von 1 Vol

eiskaltem 2x ES-Freezing-Medium in einer Dichte von 106/ml eingefroren.

2.2.20 Elektroporation und Selektion von ES-Zellen

Die Zellen von zwei subkonfluenten 10 cm Kulturschalen wurden zweimal mit PBS gewaschen und
5 min bei 37 °C trypsinisiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 Volumen ES-Medium
gestoppt. Nach Zentrifugation (5 min, 200g, 4 °C) wurden die Zellen in einer Dichte von 7x 10°/ml
in PBS resuspendiert. In 5 Elektroporationskiivetten wurden je 800 ul Zellsuspension mit 20 ug
linearisierter DNA 5 min auf Eis inkubiert und bei 250 V, 500 uF elektroporiert. Die Zellsuspension
wurde weitere 5 min auf Eis inkubiert und in 20 ml ES-Medium aufgenommen. Die insgesamt 100
ml wurden auf zehn 10-cm Kulturschalen verteilt. Es erfolgte ein tdglicher Mediumwechsel. Nach
24 h wurde mit der Positiv-Selektion durch Zusatz von 200 pg/ml aktivem G418 begonnen, nach
weiteren 48 h mit der Negativ-Selektion (ES-Medium 200 pxg/ml G418 + 2 uM Ganciclovir). Neun
Tage nach der Elektroporation wurde mit der Isolation potentiell rekombinanter Klone begonnen.
Die Isolation der Klone wurde in PBS unter mikroskopischer Kontrolle durchgefiihrt
(Stereomikroskop). Morphologisch intakte Kolonien wurden mit ca. 10 ul PBS in 40 ul Trypsin-
EDTA iiberfiihrt (vorgelegt in 96-well-Platten). Nach Isolation von 48 Kolonien wurde 5 min bei 37
°C inkubiert und die Zellen vorsichtig dissoziiert. Es wurden 150 y1 ES-Medium + G418 zugegeben.
50 pul der Zellsuspension wurden zur Genotypisierung (Abschnitt 2.2.21) in Gelatine-beschichtete
48-well-Platten, 150 ul zur Amplifikation in 96-well-Platten (mit Feeder-Zellen) transferiert. Nach 5

* Gelatine-Beschichtung: Zellkulturschalen wurden 30 min bei RT mit Gelatine-Ldsung inkubiert
und nach Abnehmen der Losung an der Luft getrocknet.
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Tagen wurden die 96-well-Platten 2 mal mit 200 u1 PBS gewaschen und 5 min bei 37 °C mit 30 ul
Trypsin-EDTA inkubiert. Nach vorsichtiger Dissoziation wurden 70 pl eiskaltes ES-Medium
zugegeben. Die Suspension wurde mit 100 ul eiskaltem 2x ES-Freezing-Medium vermischt und die
Zellen bei 70 °C tiefgefroren.

2.2.21 Genotypisierung von ES-Zellklonen

Konfluente ES-Zellen einer 48-well-Platte wurden zweimal mit PBS gewaschen und mit je 475 ul
Lysepuffer C + 25 ul Proteinase K-Losung (10 mg/ml, Merck) ii.N. bei 55 °C inkubiert. Die DNA
wurde mit 500 ul Isopropanol gefillt, sedimentiert (15000g, 3 min, RT) und mit 500 x1 70% EtOH
gewaschen. Das Pellet wurde in 100 x1 TE unter leichtem Schiitteln gelost (30 min, 55 °C). Die
Genotypisierung erfolgte mittels PCR (2.2.9) und Southern-Blot (2.2.11).

2.2.22 Amplifikation von ES-Zellklonen

Die positiven Klone in 96-well-Platten wurden bei 37 °C aufgetaut und direkt in 24-well-Platten mit
Feeder-Zellen transferiert und in ES-Medium + G418 kultiviert. Einmal téglich wurde ein
Mediumwechsel durchgefiihrt. Subkonfluente Klone wurden passagiert (2.2.19) und auf 6 Well
Platten mit Feeder-Zellen transferiert. Subkonfluente Klone wurden in drei Aliquots eingefroren
(2.2.19).

2.2.23 Injektion von ES-Zellklonen in Blastocysten

5 Tage vor der Injektion wurde ein Aliquot ES-Zellen aufgetaut und auf einer 6-well-Platte in ES-
Medium kultiviert (2.2.19). 36 h vor Injektion wurden die Zellen passagiert (2.1.19) und in eine 6
cm Kulturschale ausgesdt. Am Tag der Injektion, 2 h nach Mediumwechsel, wurden die Zellen
passagiert (2.2.19) und zweimal 20 min auf Gelatine-beschichteten 6 cm Zellkulturschalen
priplattiert. Die Zellen wurden sedimentiert (200g, 5 min, 4 °C) und in kaltem, gepuffertem ES-
Medium/ohne Mercaptoethanol/ohne LIF/+20 mM Hepes, pH 7.2 resuspendiert. Bis zur Injektion

wurden die Zellen auf Eis gehalten.

2.2.24 Pronukleusinjektion von DNA

30 ug des als Plasmid vorliegenden Transgens wurden prédparativ verdaut (100 pl

Reaktionsvolumen, 3 U Enzym/ug DNA, 3 h) und in einem 0.8% TBE-Agarosegel (unter
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Vermeidung von Ethidiumbromid) aufgetrennt. Die Transgen-DNA wurde mit Qiaex II-
Gelextraction-Kit (Qiagen) aus dem Gel eluiert und durch Zugabe von 1/10 Vol Natrium-Acetat, pH
4.8 und 2.5 Vol EtOH bei —70 °C gefillt. Nach Waschen mit 70% EtOH wurde die DNA in
Injektionspuffer (10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA) aufgenommen. Zur Pronukleusinjektion wurde

die Konzentration auf 2 pg/ml eingestellt.

2.2.25 Videomikroskopie

Fiir videomikroskopische Aufnahmen wurden Embryonen E9.5-E13.5 verwendet. Zeitlich
angepaarte Weibchen wurden durch cervicale Dislokation getotet. Der Uterus wurde entnommen
und die Embryonen unter einem Stereomikroskop in PB1 prépariert. Alle Manipulationen wurden
bei RT durchgefiihrt. Extraembryonale Hiillen und Amnion wurden entfernt. Jiingere Embryonen
(E9.5-E10.5) wurden direkt in 37 °C 2.5% LMP-Agarose in PBS eingebettet, bei Embryonen élter
als E10.5 wurde das Gehirn isoliert. Nach Erkalten der Agarose wurde das Gewebe mit einem
Vibratom (VT1000S, Leica) geschnitten (PBS, RT, Schichtdicke ca. 300 xm). Die Orientierung der
Schnittebene war stets orthogonal zur longitudinalen Achse des Neuralrohrs (coronale Schnitte), um

spéter die in radialer Richtung verlaufenden Migrationen optimal verfolgen zu konnen.

Die Schnitte wurden in Slice-Medium aufgenommen und in eine Laminin-beschichtete POC-
Inkubationskammer (Saur) iiberfiihrt (Einstellungen: Temperatur Deckel 39 °C, Temperatur Boden
37 °C). Die Videomikroskopie wurde an einem inversen Multiphotonmikroskop (Radiance 2100
Multiphoton, Biorad) mit Objektivheizung (Bioptechs; Einstellungen: 37 °C) durchgefiihrt. Wihrend
des Experiments wurde kontinuierlich begast (20% O,, 5% CO,, 75% N,) und die Gewebeschnitte
konstant mit Medium iiberstromt (zirkulierende Perfusion mit einer peristaltischen Pumpe, Biorad;
Einstellung: Stufe 0.5).

Vor Start der Videomikroskopie wurden die Schnitte 2-4 h kultiviert, um eine Adhésion auf dem
Substrat zu ermdglichen. Der Beobachtungszeitraum selbst lag bei 16 h. Aufnahmeparameter wie
folgt: 100 ym Z-Stapel, Abstand der Einzelschnitte 3-10 pym, Auflésung 256x256-521x521 Pixeln,
die Scangeschwindigkeit 133-500 Ips, Averaging 1-2 Frames, Zeitabstand der Aufnahmen 3-10 min.

Von den Zeitserien der Z-Stapel wurden 4D-Rekonstruktionen errechnet (Software: Volocity,
Improvision). Die Zellmigration und Teilungen wurden visuell am Monitor verfolgt, die Trajektorien
der Zellkerne manuell vom Monitor auf Overhead-Folien iibertragen und ausgewertet. Dabei wurden
Zeitpunkt und Position markiert, sobald sich der Zellkern mehr als einen Durchmesser von seiner
urspriinglichen Position entfernt hatte. Aus diesen Positions- und Zeitangaben wurden die

Geschwindigkeiten berechnet.
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2.2.26 BrdU-Markierung

Zur Markierung mit BrdU wurden fiir Puls-Zeiten bis 8 h 1.25 mg BrdU/h intraperitoneal in 1 h
Zeitabstidnden injiziert, bei lingeren Puls-Zeiten wurde die gleiche Menge in 2 h Intervallen
zugefiihrt (die Stocklosung war 12.5 mg/ml BrdU in PBS).

2.2.27 FACS-Analyse

Blutproben: Blutproben wurden durch Herzpunktur andsthesierter Mduse entnommen und zur

Verhinderung von Koagulation sofort mit 5 mM EDTA versetzt.

Knochenmark: Knochenmark wurde aus dem Oberschenkelknochen mittels einer Kaniile mit
eiskaltem PBS + 5 mM EDTA herausgespiilt.

Die Zellen aus Knochenmark und Blutproben wurden durch 5 min Zentrifugation bei 200g
sedimentiert und 2 mal mit PBS gewaschen. Die Zelldichte wurde auf 5x10°/ml in PBS eingestellt.
200 ul Zellsuspension wurden 30 min bei 4°C mit markiertem Antikorper inkubiert. Die Zellen
wurden einmal mit PBS gewaschen. Fiir CD133 wurde ein a—Ratte-Cy3-Sekundérantikérper 30 min

bei 4°C inkubiert und nochmals mit PBS gewaschen.

Die Zellsuspension wurde mit 2 ml FACS-Lyselosung (BD) versetzt und 10 min bei 4°C inkubiert.
Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und in 500 #1 PBS aufgenommen. Die Suspension
wurde direkt zur FACS-Analyse eingesetzt. (Nach Stewart & Stewart, 2001).

2.2.28 Praparation von esiRNA

B-Galaktosidase- und GFP-cDNA wurde durch PCR mit den Primern P29/P30 bzw. P31/P32 aus
pSVpaXA bzw. pEGFP-Nuc mit T3- und T7-Promoter-Sequenzen fusioniert. Die cDNAs wurden
unter Verwendung des MEGAscript-Kits (Ambion) in ssSRNA transkribiert. Nach annealing wurden
100 pg dsRNA mit 0.2 ug RNaselll 1h bei 20 °C verdaut und nach Zugabe von 5 Volumen PN
Puffer (Qiagen) auf eine Qiaquick-Sdule geladen. Der Durchlauf, mit ca. 15-40 bp grofen
Fragmenten dsRNA, wurde mit 0.7 Volumen Isopropanol gefillt, in 70% Ethanol gewaschen und in

1 yum EDTA, 10 m Tris/Cl (pH 8.0) aufgenommen (Konzentration: 0.5 pg/ul).
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2.2.29 Elektroporation und whole embryo culture

E10 Miauseembryonen wurden in D-PBS bei RT pripariert. Decidua und Reicherts Membran
wurden entfernt und der Dottersack gedffnet. Die Embryonen wurden in einem Agaroseblock fixiert
und mit einer Glaskapillare injiziert (Micromanipulator: Narishige MN-153; Pumpe: PV820 World
Precision Instruments). Nach intraventrikuldrer Injektion mit 0.3-0.6 ul (ca. 1/10 des ventrikulédren
Volumens des anterioren Neuralrohres) PBS mit 1-4 pg/ul Plasmid-DNA und 0.1-0.5 ug/ul esiRNA
wurden die Embryonen mit fiinf 30 V Pulsen (Rechteckspannung von 50 ms Dauer in 1-s
Intervallen) elektroporiert (Elektroden: Platin, 7 mm Durchmesser, 1 cm Abstand; Elektroporator:
ECMS830, BTX) und in 0.5 ml whole embryo culture-Medium 24 h in 60% O,, 5% CO,, 35% N,
kultiviert (Inkubator: Ikemoto; Rotation: 40 U/min; Gasfluss: 50 ml/min).
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3 ERGEBNISSE
3.1 Generierung 71521-GFP-transgener Mauslinien

Ein zentraler Punkt dieser Arbeit ist die selektive Markierung von Neurone-generierenden (=TIS21-
mRNA-positiven) Neuroepithelzellen durch GFP. Dies kann u.a. durch transgene Mauslinien, die
GFP unter der Kontrolle regulatorischer Sequenzen des TIS21-Gens exprimieren, oder durch einen
knock in von GFP in den TIS21-Genlocus, realisiert werden. Der konventionelle transgene Ansatz
ist, insbesondere bei bekannten funktionellen Promotern, die zeitlich schnellere Alternative und
wurde parallel zu den in Abschnitt 3.2 beschriebenen, im Ergebnis ,,sichereren* TIS21-GFP-knock
in-Ansitzen verfolgt. Im Folgenden steht 7752 7-GFP fiir eine funktionelle genomische Sequenz, die
GFP unter der Kontrolle des TIS21-Promoters exprimiert und bezieht sich sowohl auf Transgen-
Konstrukte als auch knock in-Allele. Beide exprimieren GFP unter Kontrolle des TIS21-Promoters -

entweder unter dem transgenen oder dem endogenen.

Mit Generierung T1521-GFP-transgener Mauslinien wiirde man (i) die Expression von GFP in
Neurone-generierenden Zellen erreichen und (ii) einen funktionellen Promoter identifizieren, der zur
Expression von Genen in dieser Zellpopulation bzw. zum screening upstream von TIS21 liegender

Gene eingesetzt werden kann (siehe hierzu Abschnitt 4.7).

Die Transgene

Fiir den Erfolg des transgenen Ansatzes ist es wichtig, dass das Transgen mdoglichst alle
regulatorischen Elemente des Markergens enthélt. Nur so kann das Reportergen die Expression des
Markers vollstindig widerspiegeln. Fiir TIS21 waren solche Elemente zu Beginn der Arbeit
unbekannt. Fletcher et al., 1991 konnten zwar mit den ersten 400 bp 5’ zum Transkriptionsstart in
vitro die Induzierbarkeit des endogenen TIS21-Gens durch Wachstumsfaktoren und Mitogene
nachvollziehen. Ein in vivo funktioneller TIS21-Promoter war zu Beginn der Arbeit jedoch noch
nicht identifiziert. Die Chance, ein in vivo funktionelles Transgen zu erhalten, erhoht sich mit der
Linge der darin enthaltenen genomischen Sequenzen (Giraldo & Montoliu, 2001). Um einen
moglichst groBen Abschnitt genomischer Sequenz abzudecken, wurden insgesamt 30 kb 5° und 8 kb
3’ genomische Sequenzen des TIS21-Gens kloniert. Aus diesen Sequenzen wurden die Transgene
TG1, TG2, und TG3 konstruiert (Klonierung: Abschnitt 2.2.7; Struktur: Abb. 8). In den Transgenen
wird die GFP-Expression ausschlieBlich von genomischen Sequenzen des TIS21-Gens kontrolliert.
Dies sollte zu einer moglichst ,,prizisen” Reportergen-Expression fiihren, auch wenn durch eine
Fusion mit starken viralen basalen Promotern eine hohere Expression erzielt werden konnte. TG1
enthdlt 2 kb 5°, TG2 17 kb 5* und TG3 6 kb 5’ plus 8 kb 3’ genomischer Sequenzen (bezogen auf
den TIS21-Transkriptionsstart). Alle Transgene beinhalten den in vitro funktionellen, induzierbaren

TIS21-Promoter (Fletcher et al., 1991) und codieren fiir ein ungespleifites Transkript. Das 3’-Ende
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der mRNA wird von einem SV40-Polyadenylierungssignal, nicht von der endogenen TIS21-3’-UTR

terminiert.
Smal EcoRI EcoRI
-16746 -5885 Bam HI +8575
TIS21 —E‘ Intron !T\ ,
Vd — — “
FiZ P18
Bam HI +19
-1738 =
TG1 l TIS21 Promoter dTIPA‘
-—
30
Smal +67
-16746
TG2 | = Z Tis21 promoter | | EGfP[qch oA
EcoRI +67 Eg; ;{é
-5885 i
TG3 | =5 TIS21 Promoter |—| EGFPNuc I pA Intron ! Exon 2 ” y

1 kb

Abb. 8. Struktur des TIS21-Gens und der T1S21-GFP-Transgene TG1, TG2 und TG3. Die Transgene exprimieren
GFP unter Kontrolle genomischer Fragmente des TIS21-Gens. TG1 codiert fiir GFP, TG2 und TG3 codieren fiir GFP
mit SV40-Kernlokalisierungssignal (Nuc). In allen Konstrukten wird die Transkription der ungespleiiten GFP mRNA
durch den basalen TIS21-Promoter initiiert und durch ein SV40-Polyadenylierungssignal (pA) terminiert. TG1 enthilt
die ersten 19 bp der TIS21-5’-UTR, TG2 und TG3 die vollstindige 5’-UTR (67 bp), d.h. nur der TIS21-ORF wurde
durch den ORF von GFP ersetzt. (P17, P18, P19: PCR-Primer; offene Leseraster sind gefiillt dargestellt; Angabe der
Positionen in bp relativ zum TIS21-Transkriptionsstart).

Vor Generierung der Mauslinien wurde die Expression der Transgene in vitro getestet, um zu
tiberpriifen, ob die Expressionslevel prinzipiell fiir eine spétere Detektion in vivo ausreichen. Das ist
moglich, da in Zellkultur die Expression von endogenem TIS21 durch Mitogene (z.B. TPA) und
Wachstumsfaktoren (z.B. NGF) bzw. Serum induziert werden kann (Bradbury, 1991; Fletcher et al.,
1991). Die Transgene sollten deshalb zumindest in Serum-stimuliertem Zustand deutliche GFP-
Expression zeigen. Als Testsystem bieten sich Vero-Zellen an: Sie lassen sich einfach und mit hoher
Effizienz transfizieren. Fiir diesen Test ist, bei einem positiven Ergebnis, der Spezies-Unterschied
zwischen dem TIS21-Gen aus der Maus und der Vero-Zellinie aus der griinen Meerkatze irrelevant.
Vero-Zellen wurden mit Transgenen transfiziert und nach 24 h auf GFP-Expression im
Fluoreszenzmikroskop untersucht. Unter Normalbedingungen (in 10% Serum) zeigten TG1, TG2
und TG3 signifikante GFP-Expression (Daten nicht gezeigt). Auf einen Nachweis der
Induzierbarkeit in vitro, analog endogenem TIS21, wurde verzichtet. Im Folgenden werden wir aber
davon ausgehen, dass die ersten 400 bp dem minimalen induzierbaren TIS21-Promoter entsprechen
und diesen, in allen Transgenen enthaltenen Promoter, als in vitro funktionell bezeichnen (Fletcher
etal., 1991).
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Generierung der transgenen Mauslinien TG1, TG2 und TG3

Die Transgene wurden zur Pronukleusinjektion eingesetzt. Je Konstrukt wurden Embryotransfers in
mindestens vier Ammenmiitter durchgefiihrt. Ca. 50% der transferierten Embryonen wurden geboren
und genotypisiert. Eine Genotypisierung genomischer DNA der founder-Generation reprisentativer
Linien fiir TG1, TG2 und TG3 ist in Abb. 9 gezeigt. In dieser PCR wurde eine Kombination aus drei
Primern eingesetzt, die spezifisch das ins Genom integrierte Transgen (P17, P19) und endogenes
TIS21 (P17, P18) detektiert. Im Wildtyp wird die TIS21-Bande, in Transgenen zusitzlich die
Transgen-Bande amplifiziert. Die in der Arbeit vorgestellen Daten fiir TG1, TG2, TG3 stammen,
soweit nicht anders angegeben, von den in Abb. 9 gezeigten Linien L665.1, L3067.2 und L4095.2.

Insgesamt waren in der founder-Generation fiir TG1 10%, TG2 25%, und TG3 30% der Tiere
transgen. Der Anteil transgener Nachkommen entsprach dem Mendelschen Verhiltnis - es konnte
kein nachteiliger Effekt der Transgene auf die Lebensfdhigkeit der Tiere festgestellt werden. Von
TG1, TG2 und TG3 transgenen Tieren exprimierten ca. 43%, 46% bzw. 50% GFP. Das
Expressionsmuster konnte bei TG1 in 3, bei TG2 in 6 und bei TG3 in 3 unabhéngigen Transgen-
Integrationen mit Expression untersucht werden. Alle Linien wurden in einem C57B16-Hintergrund

etabliert.
TG1 TG2 TG3 Abb. 9. Genotypisierung transgener Mauslinien mittels PCR. Hier ist je eine
| ‘L‘ "\. reprasentative Linie fiir TG1, TG2 und TG3 gezeigt: L665.1 (1), L3067.2 (2) bzw.
; '5- ng L4095.2 (3). Die PCR (Primer: P17, P18, P19; Abb. 8) detektiert neben den
g &8 8 5 integrierten Transgenen (>) (318 bp) auch das TIS21-Gen (=) (211 bp). Abhingig
bp = p von der Kopienzahl des Transgens wird die Amplifikation der endogenen TIS21-

Bande (1) kompetiert: L665.1 hat nur eine integrierte Kopie, die PCR liefert die
Bande fiir TG1 und endogenes TIS21, L3067.2 und L4095.2 sind Multicopy-
Integrationen, die Transgen-Bande iiberwiegt. Die Produkte von TG2 und TG3 sind
wegen der langeren 5°-UTR 48 bp grofer als das von TG1 (Abb. 8).

3.2 Generierung von 7IS21-GFP-knock in-Mauslinien

Um GFP in TIS21-mRNA positiven Zellen zu exprimieren, wurde parallel zu dem transgenen
Ansatz (Abschnitt 3.1) ein knock in von GFP in das TIS21-Gen verfolgt. Durch die Expression von
GFP unter Kontrolle des endogenen TIS21-Locus ist dieser Ansatz gegeniiber konventionellen
transgenen Linien unabhingig von der Kenntnis regulatorischer Sequenzen bzw. deren Existenz in
den Transgenen. Der knock in ist demnach die ,,sicherere®, aber auf Grund des erforderlichen gene
targeting in ES-Zellen auch zeitintensivere Alternative.
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Die gene targeting-Strategie

Fiir den knock in eines Reportergens in den Genlocus eines Markers bieten sich drei Moglichkeiten:
(1) Ersetzen des ORF des Markers durch den Reporter — hierbei geht das Marker-Genprodukt
verloren, d.h. homozygote Tiere entsprechen einem knock out fiir das Marker-Gen, (ii) die Insertion
in bzw. anschlieBend an den ORF des Markers — es entsteht ein Fusionsprotein - und (iii) die
Insertion einer IRES-Sequenz zwischen Marker und Reporter — die resultierende bicistronische RNA
kann in beide Proteine translatiert werden. Die entsprechenden Varianten fiir den knock in von GFP
in den TIS21-Genlocus sind in Abb. 10 dargestellt. Die Targeting-Vektoren C13, C14, C20 ergeben
nach homologer Rekombination die knock in-Allele KI1, KI2, KI3. KI1 codiert fiir GFP und
entspricht im Homozygoten einem TIS21-knock out. KI1 ist deshalb von besonderem Interesse, da
ein potentieller knock out-Phéanotyp funktionelle Daten fiir TIS21 KI2 liefern konnte. KI2 codiert fiir
ein TIS21-GFP-Fusionsprotein und bietet die Moglichkeit, in vivo die Lokalisation des TIS21-
Proteins zu verfolgen. KI3 codiert fiir TIS21 und GFP. In Bezug auf die Expression von GFP sind
KI1 und KI3 konzeptionell nicht identisch. Die Transkription der mRNA in KI1 wird durch ein
SV40-Polyadenylierungssignal beendet, in KI3 behilt das Transkript seine urspriingliche Struktur,
inklusive Intron und TIS21-3°-UTR. Man konnte so einen Effekt der unterschiedlichen mRNA-
Strukturen auf das GFP-Expressionsmuster untersuchen. Die von loxP-Sequenzen flankierte
Neomycin-Kassette kann mittels cre-Rekombination entfernt werden, um eine mogliche Interferenz
des in der Kassette enthaltenen Promoters auf die Transkription des modifizierten TIS21-Allels zu
eliminieren. Alle Vektoren sind fiir eine Positiv/Negativ-Selektion ausgelegt. Die Neomycin-
Kassette vermittelt G418-Resistenz und ermdglicht eine Selektion auf genomische Integration, die
HSV-TK-Kassette auf homologe Rekombination. Bei homologer Rekombination bleibt die Kassette
episomal und geht nach kurzer Zeit verloren. Bei nicht-homologer Integration erhoht sie die
Sensitivitit gegeniiber Ganciclovir, hemmt so die Zellteilung und fiihrt letztendlich zu einer

Anreicherung homolog rekombinierter Klone.

Abb. 10. (Seite 64). Strategie des gene targeting in das TIS21-Gen. Targeting-Vektoren (C13, C14, C20), wt und
rekombinierte TIS21-Allele (KI1, K12, KI3). (A) KI1: GFP mit Kernlokalisierungssignal (Nuc) ersetzt den TIS21-ORF
in Exon 1. Das SV40-Polyadenylierungssignal (pA) terminiert die Transkription der ungespleilten mRNA. (B) KI2:
GFP wird 3’ des TIS21-ORF insertiert. Das entstehende offene Leseraster codiert fiir ein 7/527-GFP Fusionsprotein.
Hierbei wird das TIS21-Stopcodon deletiert und ein 8 AS Ser-Gly-Linker eingefiigt. Die mRNA wird analog der wt
TIS21-mRNA prozessiert. (C) KI3: 3* des TIS21-ORF wird eine IRES-GFP-Kassette insertiert. Das analog der TIS21-
mRNA prozessierte Transkript codiert fiir TIS21 und GFP mit Kernlokalisierungssignal. Die Vektoren enthalten eine
loxP-flankierte Neomycin- (PTK-Neo) und eine HSV-TK-Kassette (HSV-TK). Die Sonden A-C und Primer P17-P21
wurden zur Genotypisierung eingesetzt. (Offene Leseraster sind gefiillt dargestellt. Angabe der Positionen in bp relativ
zum TIS21-Transkriptionsstart).
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Die Allele KI1, KI2, und KI3 wurden in Zellkultur auf ihre Funktionalitit iiberpriift. C13, C15 und
C21 wurden in Vero-Zellen transfiziert und auf die Expression von GFP, T1S21-GFP bzw. TIS21
und GFP im Western-Blot (a—TIS21: 1511-Antikorper; a—GFP: Clontech) und Immunfluoreszenz
(a-TIS21: K4; a—GFP: Clontech) untersucht. C15 und C21 entsprechen C14 bzw. C20, jedoch mit
komplettem TIS21-Intron, -Exon 1 und basalem Promoter (sieche Abschnitt 2.2.7). Wie erwartet,
exprimiert C13 GFP aber kein TIS21-Protein, C15 ein TIS21-GFP-Fusionsprotein und C21 TIS21-
und GFP-Protein (Daten nicht gezeigt).

Homologe Rekombination in ES-Zellen

C13, C14 und C20 wurden in ES-Zellen elektroporiert, C13 in R1-ES-Zellen, C14 und C20 in 129-
Tacona-ES-Zellen. Nach Positiv/Negativ-Selektion mit G418 und Ganciclovir wurden ES-Zellklone

isoliert und mit PCR und Southern-Blot auf homologe Rekombination untersucht.
K11

Von 500 Klonen konnten acht positive identifiziert werden (Abb. 11). Die erfolgreiche
Rekombination iiber beide homologen Arme der Targeting-Vektoren wurde durch Restriktion mit
Asn I und Detektion mit Sonde A iiberpriift (Abb. 11A & 11B: Klone All, A64, BO7, B26, B28,
D01 & E95). Klon A1l wurde in vitro einer cre-Rekombination unterzogen. Nach Elektroporation
mit einem cre-Expressionsplasmid wurden die Klone ausgewdhlt, die auf Grund der verlorenen
Neomycin-Resistenz G418 sensitiv wurden. Die Exzision der Neomycin-Kassette konnte im
Southern-Blot bestitigt werden (Abb. 11C: Klone 146, 166, 125 & 059). Die Klone 125, 59, B7 und
E95 wurden in C57BI16 Blastocysten injiziert. Die Rate der hoch-chiméren Tiere (90% und mehr) lag
bei 71%. Die Tiere waren zu 100% minnlich. Die hoch-chimédren Minnchen wurden mit C57B16
gekreuzt. Eine Keimbahn-Transmission konnte fiir alle Klone in der ersten Verpaarung erreicht
werden (siehe beispielhaft einen Southern-Blot F2-Generation, Abb. 12). Zur schnellen Detektion
eines TIS21-knock out-Phénotyps wurden heterozygote Tiere der F1-Generation miteinander
verpaart. Abb. 12 zeigt auch: TIS21-homozygote Tiere sind lebensfihig — zum TIS21-knock out
mehr in den Abschnitten 3.12, 3.13 & 3.15. Die im weiteren Verlauf der Arbeit vorgestellen Daten
fiir KI1 wurden aus den Linien LE95 bzw. L125 gewonnen. Um einen milden knock out-Phinotyp
zu detektieren, wurde zur Homogenisierung des genetischen Hintergrunds mit C57B16-Méusen
riickgekreuzt. Der Anteil an wt, hetero- und homozygoten Nachkommen entsprach den Mendelschen

Verhéltnissen.
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Abb. 11. Homologe Rekombination in ES-Zellen. Southern-Blot genomischer DNA. (A-C) KI1: C13 ist in den
TIS21-Locus integriert und unterlief eine cre-mediierte Rekombination in vitro. (A) Asn I-Restriktion und Detektion mit
Sonde A (Abb. 10) zeigen eine erfolgreiche Rekombination 5° des heterologen Bereiches (wt: 2683 bp, =; KI1+Neo:
4833 bp, >). (B) Hind IlI-Restriktion und Detektion mit Sonde C zeigen (i) eine erfolgreiche Rekombination 5’ und 3’
der heterologen Sequenzen und (ii) die Integration als Einzelkopie (wt: 13127 bp; KI1+Neo: 15274 bp). Die Klone B39
und E69 sind nicht homolog rekombiniert, der Vektor ist an unbestimmter Stelle ins Genom integriert. Von den ES-
Klonen A1l, BO7 und E95 wurden Mauslinien etabliert. Aus Klon A1l wurde in vitro vor Injektion die Neomycin-
Kassette durch cre-vermittelte Rekombination entfernt (C). (C) Bam HI-Restriktion und Detektion mit Sonde B von All
vor und den Al1-Subklonen 146-005 nach Exzision der Neomycin-Kassette (wt: 10120 bp; KI1+Neo: 10316 bp; KI1-
Neo: 9146 bp, >). (Die MW-Differenz zwischen wt und KI1+Neo kann hier nicht aufgelost werden). (D) KI3: C20 ist
homolog in den TIS21-Locus rekombiniert: Bam HI-Restriktion und Detektion mit Sonde C zeigt eine erfolgreiche
Rekombination 5’ des heterologen Bereichs der Klone F18 und F78 (wt: 10120 bp; KI3+Neo 4229 bp, >). Mit (¥)
markierte Klone wurden in Blastocysten injiziert. Die Lage der Sonden ist in Abb. 10 angegeben.

K12

In 300 Klonen konnte kein homolog rekombinierter Klon identifiziert werden.
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KI3

Von 300 Klonen konnten zwei homolog rekombinierte Klone identifiziert werden. Die erfolgreiche
Rekombination wurde durch Restriktion mit Bam HI und Detektion mit Sonde C iiberpriift (Abb.
11D: Klon F18, F79). Die Blastocysteninjektion lieferte 46% hoch-chimére Tiere. Von beiden
Klonen konnte eine Keimbahn-Transmission erreicht werden. (Auf eine Charakterisierung dieser
Maiuse wurde in dieser Arbeit verzichtet, da mit dem knock in KI1 eine funktionelle Reporterlinie
generiert werden konnte).

KM+Neo  KI1-Neo App. 12. Keimbahn Transmission der rekombinierten KI1-Allele. Southern Blot
l genomischer DNA der F2 Generation der Linen LE95 (KI1+Neo, 1-3) und L125

LE9S L125 (KI1-Neo, 4) nach Asn I Restriktion und Detektion mit Sonde A (wt: 2683 bp, =>;
KI1+Neo: 4833 bp, >; KI1-Neo: 3663 bp, >). In der hier gezeigten Genotypisierun
- P P gezeig yp g
kb E 3 L L der adulten F2 Generation gibt es auch homozygote Tiere (3, 4) (siehe hierzu

e g Abschnitt 3.10, 11, 13).

4.4-

23 "

3.3 TG1, TG2, TG3 und KI1 exprimieren GFP in vivo

Die Expressionsmuster wurden generell an heterozygoten Tieren aus Kreuzungen mit C57Bl16 wt
untersucht. (Ausnahme: KIl-homozygote Tiere in den Abschnitten 3.12, 3.13 & 3.15 sind
Kreuzungen innerhalb der knock in-Linien mit 50% 129/50% C57Bl6-Hintergrund).

Wie erwihnt, exprimieren die T1S21-GFP-Allele TG1, TG2, TG3 und KI1 GFP in vitro.
Exprimieren Transgene und knock in auch in vivo? Um die Frage nach genereller GFP-Expression zu
kldaren, bietet sich eine Untersuchung der embryonalen Expression bei E10.5 an. Zu diesem
Zeitpunkt ist TIS21 im Embryo exprimiert (Iacopetti et al., 1994; lacopetti et al., 1999). Embryonen
der TI1S21-GFP-Linien sollten demnach GFP exprimieren. In wholemount-Fluoreszenzbildern von
E10.5 Embryonen wird deutlich: (i) TG1, TG2, TG3 und KI1 exprimieren GFP in vivo und (ii) die
Expression unterscheidet sich qualitativ (Abb. 13A-D). Alle Transgene exprimieren in zumindest
einer Region. Demnach ist der Promoter in seiner Eigenschaft iiberhaupt zu exprimieren in vivo
funktionell. Im Fall des knock in ist der Expressionslevel des TIS21-Gens in Kombination mit der
GFP-Expressionskassette ausreichend, um GFP in situ zu detektieren. Im Vergleich von Embryonen
der Linien E95 und 125 erreicht KI1 ohne Neomycin-Kassette (=Klon 125) eine deutliche hohere
Expression als KI1 mit Neomycin-Kassette (=Klon E95) (Daten nicht gezeigt). Offenbar wirkt sich

die Neomycin-Kassette negativ auf die, vom endogenen TIS21-Promoter getriebene Transkription
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von GFP aus. Alle weiteren Daten zu KI1 beziehen sich daher auf Linie L125, d.h. auf KI1 ohne

Neomycin-Kassette.

Abb. 13. TG1, TG2 , TG3 und KI1 exprimieren GFP in vivo unterschiedlich. GFP-Expression (griin) im wholemount
heterozygoter Embryonen (E10.5) in lateraler (oben), dorsaler (unten links) und ventraler Ansicht (unten rechts). Im
wholemount sollte die Expression im ventralen Neuralrohr (=), Herz (>) und tailbud (T) erkennbar sein — das Signal in
anderen Expressionsdominen (siehe Tab. 3 & 4) ist aus technischen Griinden nicht zu detektieren. (A) TGI1: die
Expression ist auf das Herz beschrinkt. (B) TG2 exprimiert schwach im Neuralrohr, im Herz und deutlich im tailbud.
(C) TG3 exprimiert entlang des Neuralrohres, im Herz und nicht im railbud. Auffillig ist die starke Expression in
Endothelzellen der Blutgefifle. (D) KI1 exprimiert im Neuralrohr, (schwach) im Herz und im tailbud. (A-D jeweils
gleiche VergroBerungen; Balken in D: 500 um, laterale bzw. ventrale und dorsale Ansicht in unterschiedlichen
Vergroerungen).

34 TG1, TG2, TG3 und KI1 zeigen Unterschiede im Expressionsmuster

Der Vergleich der GFP-Expression von TG1-, TG2-, TG3- und KI1-Linien mit der endogenen
TIS21-mRNA bzw. der Linien untereinander zeigt (i) die unterschiedlichen Expressionsmuster der
TIS21-GFP Allele und lésst (ii) Vermutungen iiber Existenz und Lage regiospezifischer enhancer-
Elemente im TIS21-Gen zu.

Fiir alle Vergleiche der Expression von GFP mit dem TIS21-Transkript (Abschnitt 3.4-3.7) gilt:
Sowohl das TIS21-Protein als auch GFP haben eine lingere Halbwertszeit als die TIS21-mRNA
(siehe hierzu Abschnitt 4.1). Die endogene TIS21-mRNA ist, als Marker fiir Neurone-generierende
Neuroepithelzellen, entlang des Neuralrohres in Riickenmark und Gehirn entsprechend den a/p und

d/v Gradienten der Neurogenese exprimiert (Iacopetti et al., 1994; lacopetti et al., 1999). Neurone-
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generierende Abschnitte des Neuralrohres sind durch die Existenz von jungen Neuronen
(identifiziert durch die Expression von (3-III-Tubulin, einer Neurone-spezifischen Isoform des 3-II1-
Tubulin-Gens) (Banerjee ef al., 1990) in der Ventrikularzone bzw. den neuronalen Schichten zu
erkennen. Innerhalb dieser Zonen aktiver Neurogenese ist die TIS21-mRNA-Expression auf
Neuroepithelzellen begrenzt — Neurone exprimieren die TIS21-mRNA nicht. Junge Neurone
wandern radial in basaler Richtung aus der Ventrikularzone in die neuronalen Schichten - die
Mehrheit der B-III-Tubulin-positiven Zellen in den neuronalen Schichten ist demnach 6rtlich von
deren GFP-positiven Vorlduferzellen in der Ventrikularzone getrennt. Deshalb sollte (i) GFP
tiberwiegend in der Ventrikularzone, nicht aber in neuronalen Schichten exprimiert sein und (ii) die
GFP-Expression in der Ventrikularzone rdumlich und zeitlich mit -III-Tubulin-Immunoreaktivitit
in den radial angrenzenden neuronalen Schichten korrelieren (bzw. dieser zeitlich um einen

Zellzyklus vorauseilen).

In den in Abb. 13-15 dargestellten Stadien ist die endogene TIS21-mRNA, entsprechend des
Fortschritts der Neurogenese in diesem Stadium im ZNS bei E10.5 in der Ventrikularzone des
ventralen Neuralrohrs, bei E13.5 im Riechepithel, in der Retina und in der Ventrikularzone von Mes-
/Metencephalon, Diencephalon, Telencephalon und im Riechepithel (Michelini, 2000) und der
Retina (Iacopetti et al., 1994) exprimiert. Andere, nicht neuroepitheliale Expressionsdoménen mit
TIS21-Genaktivitit sind Herz, Blutzellen und tailbud (in dieser Arbeit gezeigt’).

In Abb. 13-15 wird das unterschiedliche GFP-Expressionsmuster der transgenen und knock in-Linien
deutlich. Nach dem derzeitigen Kenntnisstand gibt die knock in-Linie die Expression der endogenen

TIS21-mRNA sehr gut wieder und kann somit allgemein zum Vergleich herangezogen werden.
TGl

TG1 exprimiert nicht im Neuralrohr und nicht in der Retina (Abb. 14K, 15A, 15E, 15K, 150 &
15S), aber im Riechepithel (Abb. 14E) und im Herz (Abb. 13A & 14A).

TG2

TG?2 exprimiert im Neuralrohr in vereinzelten Zellen im ventralen Riickenmark (Abb. 15B), stark im
ventralen Mes-/Metencephalon (in Abb. 13B schlechter, in Abb. & 15F besser zu sehen) aber nicht
in Di- und Telencephalon (Abb. 15L, 15P & 15T). Die Expression in Mes-/Metencephalon ist hier
auf Neuroepithelzellen der Ventrikularzone und junge, in die neuronalen Schichten migrierende
Neurone begrenzt (Abb. 15F). Die Expression schlieBt auch Riechepithel (Abb. 14F) und vereinzelt

> Einige der embryonalen und adulten Expressionsdominen waren vor dieser Arbeit unbekannt und
wurden aus dem Expressionsmuster von KI abgeleitet (Tab. 3,4 & 7). Wie im weiteren Verlauf der
Arbeit gezeigt, korreliert die Expression von KI sehr gut mit der von endogenem TIS21. Dabei
gelten die in Abschnitt 4.1 diskutierten Einschridnkungen.
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Zellen in der Retina (Abb. 14L) ein. GFP-Expression ist auch in Herz und failbud (Abb. 13B & 14B)
detektierbar.

TG3

TG3 ist im Neuralrohr, im lateralen Riickenmark (Abb. 15C), im Mes-/Metencephalon (schlechter in
Abb. 13C, besser in Abb. 15G zu sehen), in Diencephalon (Abb. 15M) und anterior bis ins mediale
Telencephalon (Abb. 15Q) exprimiert. Das laterale Telencephalon ist negativ (Abb. 15U). Innerhalb
positiver Regionen des ZNS ist die Expression auf Neuroepithelzellen in der Ventrikularzone
begrenzt. Teilweise werden auch die TIS21-Expressionsdominen im Riechepithel (Abb. 14G) und in
der Retina (Abb. 14M) abgedeckt. Herz und Blutzellen exprimieren GFP (Abb. 13C & 14C). Der
tailbud ist negativ (Abb. 13C).

KIl

Die Expression von KI1 ist mit dem bekannten TIS21-Expressionmuster nahezu identisch. Im
wholemount zeigt sich die Expression im ventralen Neuralrohr als GFP-positiver Streifen, der sich
vom Riickenmark bis ins Telencephalon erstreckt (Abb. 13D). Im Riickenmark (Abb. 15D), Met-
/Mesencephalon (Abb. 15H), Diencephalon (Abb. 15N), medialem und lateralem Telencephalon
(Abb. 15R & V) ist GFP in der Ventrikularzone exprimiert. Die Expression verliert sich in den
neuronalen Schichten. Neben dem Neuralrohr wird GFP auch in anderen Neurone-generierenden
Systemen exprimiert: in der basalen Hilfte des Riechepithels (Abb. 14H) und in der Retina (Abb.
14N). Herz, Blutzellen und failbud sind ebenfalls positiv (Abb. 13D & 14D).
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Abb. 14. Expression von TG1, TG2, TG3 und KI1 in embryonalen Organen. GFP-Expression (griin) in
Kryostatschnitten heterozygoter Embryonen durch (A-D) Herz (E13.5), (E-H) Riechepithel (E13.5), (K-N) Retina
(E13.5). In neuronalen Geweben (E-N) wurden Neurone durch Immunhistochemie gegen -III-Tubulin markiert (rot).
TG1 exprimiert in Myocardzellen (A) (=), in olfaktorischen Neuronen (E) (>) aber nicht in der Retina (K). TG2
exprimiert in Myocardzellen (B), regional begrenzt in Subpopulationen olfaktorischer Neurone (F) und vereinzelt in
Neuroepithelzellen der Retina (L) (=). TG3 exprimiert in Myocardzellen (C), regional begrenzt in Subpopulationen
olfaktorischer Neurone (G) und vereinzelt in Neuroepithelzellen und Neuronen der Retina (M). KI1 exprimiert in
Myocardzellen (D), in basalen Zellen des ganzen olfaktorischen Epithels, darunter auch in Subpopulationen
olfaktorischer Neurone (H) und in Subpopulationen von Neuroepithelzellen und Neuronen in der Retina (N). TG3 und
KI1 exprimieren in Blutzellen, TG1 und TG2 nicht (A-D) (>). GFP und B-I1I-Tubulin Firbung sind subzellulédr nicht
identisch (GFP: Kern: B-III-Tubulin: Cytoskelett). d.h. die Fluoreszenzsignale einer fiir beide Marker positiven Zelle
sind niemals kongruent, vielmehr weisen solche Zellen ein griinen Kern auf, umgeben von rotem Cytoplasma. ( ---
apikale Oberfléche; basale Grenze des Neuroepithels; A-D, E-H, K-N jeweils gleiche VergroBerung; Balken in D, H,
N: 50 ym).
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Abb. 15. Expression von TG1, TG2 , TG3 und KI1 in Neurone-generierenden Bereichen des embryonalen ZNS.
GFP-Expression (griin) in horizontalen Kryostatschnitten heterozygoter Embryonen mit immunhistochemischer Farbung
gegen B-III-Tubulin (rot) durch (A-D) Riickenmark (E10.5), (E-H) Mes-/Metencephalon (E13.5), (K-N) Diencephalon
(E13.5), (O-R) mediales und (S-V) laterales Telencephalon (E13.5). TG1 exprimiert nicht im Neuroepithel des ZNS (A,
E, K, O, S). Die Expression von TG2 ist auf Mes-/Metencephalon und wenige Zellen des Riickenmarks begrenzt (B, F,
L, P, T). TG3 exprimiert in ventralen bzw. medialen Arealen des Neuralrohrs, nicht im lateralen Telencephalon (C, G, N,
Q, U). KI1 wird analog endogenem TIS21 in sdmtlichen Neurone-generierenden Bereichen des Neuralrohrs exprimiert
(D, H, N, R, V). Neurone entstehen aus Neuroepithelzellen in den germinalen Schichten des Neuroepithels. In Neurone-
generierenden Abschnitten korreliert demnach die TIS21-mRNA- und also auch GFP-Expression in Neuroepithelzellen
der Ventrikularzone (VZ) radial mit B-I1I-Tubulin Immunoreaktivitit in den basal zur Ventrikularzone gelegenen
neuronalen Schichten (NL). (*Endothelzellen; ---apikale Oberfliche; basale Grenze des Neuroepithels; A-R, S-V
jeweils gleiche VergroBerung; Balken in D, H, N, R, V: 50 ym).

Das embryonale und adulte (soweit bekannt) Expressionsmuster der 7152 /-GFP-Allele im Vergleich
zu endogenem TIS21 ist in Tab. 3 & 4 zusammenfassend dargestellt. Die Daten zur Expression im
Neuralrohr konnten (teilweise) fiir TG1 (n=3), TG3 (n=6) und KI1 (n=3) in unabhingigen Linien
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reproduziert werden. Es fillt, insbesondere entlang des Neuralrohrs, die von TG1 zu KI1 sukzessive

Ausdehnung der Expressionsdoménen entlang der a/p und d/v Achse auf (Tab. 3 & 4).

Tab. 3. Embryonale Expressionsmuster von TG1, TG2, TG3 und KI1 im Vergleich mit endogener TIS21-mRNA.

Organ TGl TG2 TG3 KI1 TIS21 Literatur
Telencephalon - - +@) | + +

Diencephalon - - + + +

Mesencephalon - +(b) | +(d) | + + Tacopetti et al., 1994
Rhombencephalon - +b) | +(d) | + +

Riickenmark - +() | +(d) | + +

Retina - +() | +(e) | + +

Riechepithel + + + + + Michelini, 2000
Cerebralganglien nd. | nd. | nd. |+ + i)?/i?queg; sltfli'é 9179 o4
DRG nd. [nd. [ nd. |+ + Tacopetti et al., 1994
Herz + + + + n.d. -

Leber nd. [nd. [nd. |+ + Tacopetti et al., 1994
Tailbud - + - + n.d. -

Blut - - + + nd. -

(n.d.: nicht bestimmt; a: beschrinkt auf mediale Bereiche; b: beschriankt auf ventrale
Bereiche; c: vereinzelte Zellen ventral; d: beschriankt auf ventrale und laterale
Abschnitte; e: vereinzelte Zellen; Daten aus E10.5-E13.5).

Tab. 4. Expression von TG1, TG2, TG3, KI1 und endogener TIS21-mRNA im zentralem Nervensystem.

Organ Zelltyp TGl TG2 TG3 KI1 TIS21 Literatur
NE - + + + +

Neuralrohr Neurone (a) - + + + -
Neurone (b) - - - - - Tacopetti et al., 1994

. NE - +@©)|+(@©)]| + +

Retina Neurone (d) - - - + -

Riechepithel Vorluferzellen -~ (+ 1+ 1+ 1+ | Michelini, 2000
Neurone (d) + + + + -

Cerebralganglien neuronale Zellen (¢) | nd. | nd. | nd. | + + Wang et al., 1997
Neurone (d) nd. | nd. [ nd. |+ nd. |-

DRG neuronale Zellen (¢) | nd. | nd. | nd. | + + -
Neurone (d) nd. | nd. [ nd. |+ nd. | -

(n.d.: nicht bestimmt; NE: Neuroepithelzellen; a: junge Neurone, die TIS21-Protein und GFP aber
keine TIS21-mRNA enthalten sollten (siehe hierzu Abschnitt 3.6); b: &dltere Neurone in den
neuronalen Schichten im embryonalen ZNS bzw. im adulten Gehirn; c: vereinzelte Zellen; d: eine
Subpopulation vermutlich junger Neurone; e: 3-III-Tubulin negative Zellen; Daten aus E10.5-E13.5
bzw. adulten Tieren).

Die qualitativen Unterschiede im Expressionsmuster von TG1, TG2, TG3 und KI1 sind auf das

Fehlen regulatorischer Elemente in den Transgenen, die eine regiospezifische Expression in vivo

steuern, zuriickzufiihren. Diese Elemente sind nicht mit dem in vitro induzierbaren, basalen

Promoter identisch. Sonst miissten alle Transgene das volle TIS21-mRNA-Expressionsmuster
abdecken (siche Abschnitt 4.5).
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3.5 Die Expression von TG2, TG3 und KI1 korreliert mit den Gradienten der Neurogenese

Die Expression der TIS21-mRNA korreliert mit den Gradienten der Neurogenese (lacopetti et al.,
1994). Gleiches wird fiir die Expression von GFP in den T1S21-GFP-Linien erwartet, sofern sie das
Expressionsmuster der endogenen TIS21-mRNA reflektieren. Ein direkter Vergleich mit den
Gradienten der Neurogenese, wie sie durch neuronale Marker beschrieben werden, erscheint deshalb

sinnvoll.

Die Neurogenese verlduft im ZNS nidherungsweise in posterior-anterioren und ventro-dorsalen
Gradienten. Die Neurogenese beginnt und endet in posterioren und ventralen Arealen friiher, in
anterioren und dorsalen spiter. Die Neurogenese beginnt bei E8.5 im ventralen Riickenmark,
erreicht iiber Rhomb-, Mes-, Diencephalon das dorsale Telencephalon und endet dort bei E17. Das
Umschalten von Proliferation zu Neurogenese geschieht zwischen E8.5-E10.5 entlang der a/p und
von E8.5-E11.0 entlang der d/v Achse des Neuralrohres, d.h. bei E11.0 hat die Neurogenese das
ganze Neuralrohr erfasst (siehe Tab. 5).

Tab. 5. Gradienten der Neurogenese.

Stadium Fortschritt in a/p Achse Fortschritt in d/v Achse

E8.5 ventrales Mesencephalon

ventrales Rhombencephalon
E9.0 ventrales cervicales Riickenmark
E9.5 Diencephalon (pri- und postoptischen Kommissur)
E10.0 posteriores Riickenmark dorsales Mesencephalon

dorsolaterales Riickenmark

E10.5 anteriores Telencephalon dorsales Riickenmark
El11.0 dorsales Telencephalon

Diese Ubersicht bezieht sich auf das Auftreten der ersten Neurone, also das Einsetzen der
Neurogenese in einem bestimmten Areal und nicht den peak, der in spiter differenzierenden
Strukturen relativ spiter erreicht wird: Im dorsalen Telencephalon z.B. beginnt die Neurogenese
bei E11 und erreicht erst bei E16 das Maximum (siehe Abb. 3A). (Zur den neurogenetischen
Gradienten siehe: McConnell & Sechrist, 1976; Nornes & Carry, 1978; McConnell & Sechrist,
1980; McConnell, 1981; Gardette et al., 1982; Altman & Bayer, 1991; Oback, 2000).

Die Korrelation von GFP-Expression und Neurogenese wurde bei E10.5 in der a/p (Abb. 16) bzw.
der d/v Achse (Abb. 17) in saggitalen und horizontalen Kryostatschnitten untersucht. Neurone
wurden durch Immunhistochemie gegen B-III-Tubulin identifiziert. GFP sollte in Neurone-

generierenden und nicht in (noch) proliferierenden Abschnitten des Neuralrohrs exprimiert werden.

Da TGI1 keine Expression im Neuroepithel aufweist (sieche Abschnitt 3.4 , Tab 3 & 4), wird im
Folgenden nur auf TG2, TG3 und KI1 eingegangen. Entsprechend der regionalen Unterschiede in
der Expression von TG2 und TG3 (Abschnitt 3.4) ist nicht zu erwarten, dass die GFP-Expression
den neurogenetischen Gradienten vollstiandig erfasst.

Interessant ist die Frage, ob trotz fehlender regulatorischer regiospezifischer Elemente innerhalb

einer positiven Region GFP korrekt, d.h. entsprechend neurogenetischer Gradienten exprimiert wird.
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TG2

TG?2 exprimiert in den in Abb. 16 & 17 untersuchten Bereichen nur im Rhombencephalon. In der a/p
Achse geht die GFP-Expression anterior nicht iiber das rostrale Ende der B-III-Tubulin-Féirbung
hinaus (Abb. 16A). In der d/v Achse ist die GFP-Expression auf Neurone-generierende Bereiche
begrenzt: GFP wird ventral nicht in der Bodenplatte exprimiert (Abb. 17A & 17D). Die
Neuroepithelzellen der Bodenplatte werden bereits mit Beginn der Neurogenese postmitotisch und

generieren keine Neurone (Kahane & Kalcheim, 1998).
TG3

TG3 exprimiert in den in Abb. 16 & 17 gezeigten Arealen nur in Rhomb- und Diencephalon. Im
Rhombencephalon sind mit fortgeschrittener Neurogenese viele GFP-positive Neuroepithelzellen zu
erkennen (Abb. 16B). In Regionen mit einsetzender Neurogenese, z.B. im rostralen Diencephalon
(Abb. 16B & 16H), exprimieren deutlich weniger Zellen GFP. In der d/v Achse stimmen GFP-
Expression und B-III-Tubulin-Immunoreaktivitit iiberein. Abschnitte mit aktiver Neurogenese,
laterales Diencephalon und ventro-laterales Rhombencephalon sind GFP-positiv, Regionen ohne
Neurogenese ventrales Diencephalon und die Bodenplatte im Rhombencephalon, exprimieren kein
GFP (Abb. 17B & 17E).

KIl

Die GFP-Expression in KI1 korreliert iiber das gesamte Neuralrohr mit der Entstehung von
Neuronen. Entlang der a/p Achse ist der Anteil an GFP-positiven Neuroepithelzellen in Regionen
mit aktiver Neurogenese deutlich hoher als in Regionen, die erst spidter mit der Neurogenese
beginnen: Rhombencephalon vs. Diencephalon (Abb. 16C), Mesencephalon (Abb. 16F) bzw.
Telencephalon (Abb. 16N). In d/v Achse sind GFP- und B-III-Tubulin-Gradienten ebenfalls
kongruent. Laterales Diencephalon und ventrales Rhombencephalon sind fiir beide Marker stark
positiv das ventrale Diencephalon und die Bodenplatte des Rhombencephalons negativ (Abb. 17C &
17F).
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Abb. 16. Expression von GFP in TG2, TG3, und KI1 korreliert mit dem a/p Gradienten der Neurogenese im ZNS.
GFP-Expression (griin) in saggitalen Kryostatschnitten heterozygoter Embryonen (E10.5) mit immunhistochemischer
Féarbung gegen B-11I-Tubulin (rot) durch (A-C) Rhomb-(RE)-/Di-(DE)-encephalon, (D-F) dorsales Mesencephalon, (G-
K) Diencephalon (nahe der optischen Kommissur), (L-N) Telencephalon. In diesem Stadium erstreckt sich der Gradient
der endogenen TIS21-mRNA iiber die ganze a/p Achse des Neuralrohrs (vgl. auch C, F, K, N). Die Expression von TG2
in Neuroepithelzellen der Ventrikularzone geht nicht iiber das anteriore Ende des neurogenetischen Gradienten im
Rhombencephalon (=) hinaus (A, D, G, L). TG3 exprimiert nur in Neurone-generierenden Bereichen des
Rhombencephalons (B) und Diencephalons (H), nicht aber in Bereichen des Diencephalons, die noch keine Neurone
generieren (B). Die Expression reicht nicht in dorsale Bereiche von Mes-/ und Telencephalon (E, M). Die Expression
von KI1 korreliert entlang der ganzen a/p Achse mit den neurogenetischen Gradienten (C, F, K, N). ( = GFP-positive
Neuroepithelzellen; ---apikale Oberfléche; basale Grenze des Neuroepithels; A-C, D-F, G-N jeweils gleiche
VergroBerung; Balken in C, F, K, N: 50 ym).
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Abb. 17. Expression von GFP in TG2, TG3, und KI1 korreliert mit dem d/v Gradienten der Neurogenese im
Neuroepithel. GFP-Expression (griin) in horizontalen Kryostatschnitten heterozygoter Embryonen (E10.5) mit
immunhistochemischer Farbung gegen B-III-Tubulin (rot) durch (A-C) Rhomb-(RE)-/Di-(DE)-encephalon und (D-F)
Rhombencephalon in hoherer Vergrolerung. Die Expression von TG2 ist auf das ventrale Rhombencephalon begrenzt -
es fehlen die lateralen und dorsalen Expressionsdominen der TIS21-mRNA im Rhombencephalon und die Expression
im Diencephalon (A). Ventral dringt die Expression nicht in die Bodenplatte (FP) vor (D) (=> ventrale Grenze der
Neurogenese). Die Bodenplatte generiert keine Neurone. TG3 exprimiert in Neurone-generierenden Bereichen des
Rhomb-/und Diencephalons (B) und nicht in der Bodenplatte (E). KI1 exprimiert in Neurone-generierenden Bereichen
des Rhomb-/und Diencephalons (C). In Abschnitten, die keine Neurone hervorbringen (C: ventrales Diencephalon, F:
Bodenplatte des Rhombencephalons), wird kein GFP exprimiert. (> Axonbiindel; * Blutzellen; ---apikale Oberfliche;
___basale Grenze des Neuroepithels; A-C, D-F jeweils gleiche VergroBerung; Balken in C, F: 50 ym).

In TG2 und TG3 wird GFP entsprechend der Neurogenese-Gradienten innerhalb ihrer
Expressionsdoménen entlang des Neuralrohres exprimiert: Obwohl sie nicht alle regulatorischen
Elemente des TIS21-Gens enthalten (Abschnitt 3.4), ist die Expression innerhalb der exprimierenden
Regionen fiir Neurogenese spezifisch. Die GFP-Expression von KI1 korreliert, wie erwartet, gut mit
den Gradienten der Neurogenese. GFP wird ausschlieBlich in Regionen exprimiert, die Neurone
generieren bzw. generieren werden. Eine Korrelation auf zelluldrer Ebene, d.h. die Expression in
Neurone-generierenden Neuroepithelzellen innerhalb der neurogenetisch aktiven Areale, wird in
Abschnitt 3.6 untersucht.

3.6 TG2, TG3 und KI1 markieren Neurone-generierende Neuroepithelzellen

Wird GFP unter der Kontrolle des TIS21-Gens exprimiert, sollte GFP analog der TIS21-mRNA in
der G1-Phase der Neurone-generierenden Teilung exprimiert und dann neutral auf die Tochterzellen
weitergegeben werden. In Neuronen sollte sich die Fluoreszenz langsam verringern - die
Halbwertszeit von GFP betrigt in Zellkultur ca. 26 h (Corish & Tyler-Smith, 1999) — und in ilteren

Neuronen verschwinden.
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Neuroepithelzellen in Interphase und Mitose sowie junge Neurone sind GFP-positiv: ein Hinweis auf

die Expression in der Neurone-generierenden Zellteilung

Sind tatsdchlich Neurone-generierende Neuroepithelzellen markiert, sollten eine Subpopulation von
Neuroepithelzellen in Interphase und Mitose und junge, jedoch nicht édltere Neurone GFP-positiv
sein. Neuroepithelzellen konnen von jungen Neuronen in der Ventrikularzone durch B-III-Tubulin-
Féirbung unterschieden werden. Mitotische Zellen konnen bei DNA-Farbung mit DAPI bzw.

Propidium-Jodid an kondensiertem Chromatin in Meta-, Ana-, bzw. Telophase erkannt werden.

In der Ventrikularzone exprimiert tatsdchlich eine Subpopulation von Neuroepithelzellen in
Interphase und Mitose GFP (B-I1I-Tubulin-negative/GFP-positive Zellen in Abb. 18A4-6 bzw. GFP-
positive Mitosen in Abb. 18B1-9). Die Fluoreszenz hilt in jungen migrierenden Neuronen an (B-111-
Tubulin und GFP-positive Zellen) und verschwindet in &lteren Neuronen in den weiter basal
gelegenen neuronalen Schichten (Abb. 18A1-3).
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TG2 TG3 Ki1

Abb. 18. TG2, TG3, und KI1 markieren Neurone-generierende Neuroepithelzellen: Eine Subpopulation von
Neuroepithelzellen in Interphase und Mitose sowie junge Neurone sind GFP-positiv. GFP-Expression (griin) in
horizontalen Kryostatschnitten des Rhombencephalons heterozygoter Embryonen (E10.5) mit (A)
immunhistochemischer Farbung gegen p-III-Tubulin (rot) und (B) (Seite 80) Chromatin-Féarbung (grau). GFP ist stark in
der basalen Hilfte der Ventrikularzone (VZ) und nicht den basalen neuronalen Schichten (NL) exprimiert (A1-A3). Eine
Subpopulation von Neuroepithelzellen in Interphase (GFP-positive/B-11I-Tubulin-negative Zellen, =) und Mitose (B1-
B9, =; > GFP-negative Mitosen) sowie junge, migrierende Neurone in der Ventrikularzone sind GFP-positiv (GFP-
positive/p-ITI-Tubulin-negative Zellen, A4-A6, >). Altere Neurone in den neuronalen Schichten haben die Expression
verloren (A1-A3). ( ---apikale Oberfléche; basale Grenze des Neuroepithels; A1-A2, A4-A6, B1-B9 jeweils gleiche
VergroBerung; Balken in A3, A6, B3: 10 gm).
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DAPI

TIS21-GFP

Der Anteil GFP-exprimierender Zellen ist in der basalen Hilfte der Ventrikularzone besonders hoch
(Abb. 18A1-3). Dieses Phidnomen kann durch zwei, in ihrem Ergebnis additive, Mechanismen
erkldrt werden. Erstens: In dieser Zone sind die Kerne von Neuroepithelzellen in der G1/S-Phase
lokalisiert. Man erwartet deshalb fiir die TIS21- und nidherungsweise fiir GFP die hochste
Konzentration in dieser Region. Die TIS21-mRNA wird zellzyklusabhingig in der G1-Phase
exprimiert und in der S-Phase degradiert, ihre Expression erreicht beim G1/S-Ubergang ein
Maximum. Das Maximum der GFP-Expression sollte identisch sein. In diesen Aufnahmen ist
deshalb nur eine Subpopulation der Zellen, die in der G1/S-Phase positiv waren, auch in der G2-
Phase und in der Mitose als GFP-positive Zellen zu detektieren. Zweitens: Nicht alle in der G1/S-
Phase GFP-positive Zellen im Neuroepithel bzw. Zellkerne werden zur apikalen Oberflidche der
Ventrikularzone migrieren. Doch was passiert mit diesen Zellen? Eine mogliche Erkldrung wird in
Abschnitt 3.8 & 3.9 gegeben.

Die Existenz von GFP in mitotischen Zellen zeigt: GFP wird innerhalb der lineage
,Neuroepithelzelle — Neuron* vor der Neurone-generierenden Zellteilung exprimiert. Die enge

Korrelation mit den Gradienten der Neurogenese (Abschnitt 3.6) zeigt: GFP wird unmittelbar, d.h.
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nicht mehr als einen Zellzyklus (12 h) vor der Neurone-generierenden Teilung exprimiert. GFP muss

demnach zwangsldufig in der Neurone-generierenden Zellteilung exprimiert sein.

An dieser Stelle lassen sich die Ergebnisse zu den transgenen Linien TGI1, TG2, TG3
zusammenfassen: In Regionen, in denen die Transgene TG2 und TG3 das Potenzial haben, zu
exprimieren (Abschnitt 3.4, Tab. 3 & 4), exprimieren sie entsprechend der Gradienten der
Neurogenese (Abschnitt 3.5, Abb. 16 & 17) in Neurone-generierenden Neuroepithelzellen (dieser
Abschnitt, Abb. 18), obwohl TG2 und TG3 nicht alle regulatorischen Elemente des TIS21-Gens

enthalten, die fiir das volle TIS21-Expressionsmuster erforderlich sind.

3.7  KI1 markiert im gesamten ZNS Neurone-generierende Neuroepithelzellen wihrend der

ganzen neurogenetischen Periode

KI1 zeigt in allen neurogenetisch aktiven Regionen des ZNS GFP-Expression (Abschnitt 3.4, Tab. 3
& 4). Die GFP-Expression korreliert mit den rdaumlichen Gradienten der Neurogenese (Abschnitt
3.5, Abb. 16 & 17) und markiert spezifisch Neurone-generierende Neuroepithelzellen (Abschnitt 3.6,
Abb. 18). Generell sollte in KI1-Linien die GFP-Expression im gesamten zeitlichen Verlauf der

Neurogenese ein Indikator fiir Neurone-generierende Zellteilungen im gesamten ZNS sein.

Dies soll demonstriert werden durch: (i) den zeitlichen Verlauf in einer Ubersicht auf organischer
Ebene im wholemount (Abb. 19), (i1) den zeitlichen Verlauf auf zellulirer Ebene an zwei
ausgewdhlten Regionen (Rhomb- und Telencephalon) in einer Zeitserie im Schnitt (Abb. 20) und
(iii) durch die quantitative Analyse der GFP-Expression im Neuroepithel ausgewéhlter Regionen in
rdaumlich (Rhomb-/Telencephalon) und zu zeitlich (Telencephalon E10.5-E15.5) verschiedenen
Stadien (Abb. 21).

Gradienten im wholemount

Wholemount-Fluoreszenzaufnahmen von KI1-Embryonen bieten eine Ubersicht iiber die GFP-
Expression im zeitlichen Verlauf der Neurogenese entlang des gesamten Neuralrohrs (Abb. 19). Auf
Grund des geringen Fluoreszenzsignals einzelner Zellen sind die ersten GFP-positiven
Neuroepithelzellen im wholemount nicht zu erkennen. Die Gradienten hier beschreiben deshalb
Bereiche fortgeschrittener Neurogenese, nicht das Entstehen erster Neurone und sind gegeniiber der
Entstehung erster Neurone entlang der a/p und d/v Achsen (Abschnitt 3.5, Tab. 5, Abb. 16 & 17)
leicht verzogert. E8.5-E9.0: Die Signale vereinzelter GFP-positiven Zellen im Neuroepithel sind im
wholemount nicht zu erkennen. Deshalb beschreiben die Gradienten entlang der a/p und d/v Achse
hier nicht das Entstehen erster Neurone, sondern Bereiche fortgeschrittener Neurogenese. E9.5: Die
TI1S21-GFP-Expression erstreckt sich iiber das gesamte Riickenmark rostral bis zum ventralen

Mesencephalon. E10.5: Die GFP Expression ist rostral bis ins Telencephalon fortgeschritten. In
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Mesencephalon und Riickenmark ist die Expression auf ventrale Bereiche begrenzt, dorsal ist die
Expression deutlich geringer. E11.5-E12.5: Die Expression erstreckt sich iiber das gesamte
Neuralrohr und erreicht im Met-/ Mesencephalon und im Telencephalon auch die dorsalen Areale.
E13.5-E14.5: Cerebellum und die corticalen Hemisphidren werden zu den
Hauptexpressionsdomiinen, die anderen Bereiche des ZNS verlieren die GFP-Expression. In dieser
Ubersicht korreliert die GFP-Expression prizise mit den bekannten Gradienten der Neurogenese
(Gardette et al., 1982; Altman & Bayer, 1991; Jacobson, 1991).
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Abb. 19. Expression von GFP im KI1”"-Embryo wiihrend der Neurogenese. GFP-Expression in wholemounts
heterozygoter Embryonen. Laterale (oben), dorsale (unten links) und ventrale Ansicht (unten rechts). (E9.5: = rostrale
Expressionsgrenze im ventralen Mesencephalon; E10.5: = rostrale Expressionsgrenze im Telencephalon; > ventrale
Expression in Mesencephalon und Riickenmark; E11.5-E12.5: = Expression iiber die gesamte a/p Achse des
Neuralrohres; > Expression im dorsalen Met-/Mes- und Telencephalon; E13.5-E14.5: Expression in Cerebellum (>)
und corticalen Hemisphéren (=); E8.5-E14.5 in jeweils unterschiedlichen Vergroflerungen. Balken E8.5, E14.5: 500
um).
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GFP markiert die ersten Neurone-generierenden Teilungen und korreliert mit dem zeitlichen Verlauf

der Neurogenese

Die Korrelation von GFP und Neurogenese in verschiedenen Regionen des ZNS im zeitlichen
Verlauf der Neurogenese ist fiir Rhomb- und Telencephalon in Kryostatschnitten mit $-III-Tubulin
detaillierter untersucht worden (Abb. 20).

Im Rhombencephalon markiert GFP die ersten Neurone-generierenden Neuroepithelzellen und die
ersten Neurone bei E8.5 (Abb. 20A). Der Anteil an Neurone-generierenden Zellen in der
Ventrikularzone und die Zahl der Neurone ist noch sehr gering. Bei E10.5 ist die Neurogenese
wesentlich weiter fortgeschritten. Der Anteil GFP-positiver Neuroepithelzellen in der
Ventrikularzone ist mit der Zahl der Neurone (erkennbar an der Dicke der neuronalen Schicht) stark
angestiegen (Abb. 20B). Bei E13.5 ist die neuronale Schicht stark expandiert, der Anteil GFP-
positiver Zellen in der Ventrikularzone weiter sehr hoch. Die GFP-Expression ist auf die
Ventrikularzone bzw. die Randzone zwischen Ventrikularzone und neuronaler Schicht begrenzt. Die
neuronalen Schichten exprimieren GFP nicht. Dieser Befund wurde schon in vorherigen Abschnitten

erwihnt und wird im Telencephalon besonders deutlich.

Im Telencephalon treten mit Beginn der Neurogenese bei E10.5 erste GFP-positive Neurone-
generierenden Neuroepithelzellen und die ersten GFP-positiven Neurone auf (Abb. 20D). Bei diesen
Neuronen handelt es sich vermutlich um Cajal-Retzius-Zellen. Diese Pionier-Neurone bilden die
duBerste Schicht des Cortex (Schicht I). Bei E13.5 ist die Ventrikularzone radial stark expandiert.
Der Anteil der GFP-positiven Zellen ist angestiegen (Abb. 20E). Das stimmt mit einem héheren
Anteil Neurone-generierender Neuroepithelzellen iiberein (Takahashi et al., 1996). Zu diesem
Zeitpunkt werden hauptsédchlich Neurone der Schicht IV gebildet. Bei E15.5 sind die neuronalen
Schichten in radialer Dimension dramatisch gewachsen. Jetzt entstehen die Schichten III und II. Der
hohe Anteil GFP-positiver Neuroepithelzellen entspricht der massiven Neuronenproduktion zu
diesem Zeitpunkt (Abb. 20F). Hier wird noch einmal die radiale Begrenzung der GFP-Expression
auf die primédre germinale Schicht des Neuralrohrs deutlich: Die Expression ist grof3tenteils auf
neuronale Vorldufer begrenzt. Die neuronalen Schichten selbst sind weitgehend negativ. Die GFP-
Expression in der Subventrikularzone (Abb. 20E & 20F) stammt zumindest teilweise von jungen
Neuronen, die in die intermedidre Zone einwandern. Sie sind spéter auf ihrem Weg in die corticalen
Schichten nochmals als GFP-positive Zellen zu erkennen (Abb. 20F).

Abb. 20. (Seite 85). Expression von KI1 im Gehirn im zeitlichen Verlauf der Neurogenese. GFP-Expression (griin)
in heterozygoten Embryonen in horizontalen Kryostatschnitten durch Rhombencephalon (A-C) und Telencephalon (D-F)
mit immunhistochemischer Firbung gegen B-III-Tubulin (rot). (A) E8.5: TIS21-GFP in Neuroepithelzellen (=) und
Neuronen (>). (B) E10.5 & (C) E13.5: Der Anteil GFP-positiver Neuroepithelzellen in der Ventrikularzone (VZ) und
die Ausdehnung der neuronalen Schichten (NL) nimmt zu. (D) E10.5: Einzelne Neuroepithelzellen (= ) und
Pionierneurone des Cortex (>) sind GFP-positiv. (E) E13.5 & (F) E15.5: Der Anteil GFP-exprimierender
Neuroepithelzellen nimmt zu, bleibt raumlich auf Neurone-generierende Bereiche, VZ bzw. Subventrikularzone (SVZ),
begrenzt. (F’) VergroBerung des Ausschnitts in F. (IZ: intermedidre Zone; SP: subplate; CP: Corticalplatte; ---apikale

Oberfliche; basale Grenze des Neuroepithels; A-C, D-F jeweils gleiche Vergroerung. Balken in C, F: 50 ym, in F’:
10 gm).
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Quantitative Analyse Neurone-generierender Neuroepithelzellen im Verlauf der Neurogenese

Die Korrelation von GFP-Expression und Neurogenese ldsst sich auch auf zelluldrer Ebene
quantitativ beschreiben. Die folgende quantitative Analyse der GFP-Expression vergleicht
verschiedene Regionen in gleichen Stadien (Rhombencephalon vs. Telencephalon bei E10.5), und
die jeweils gleiche Region zu unterschiedlichen Stadien (Telencephalon bei E10.5, E13.5 und
E15.5). Das Verhiltnis von Neuronen zu Neuroepithelzellen gibt die Population der Vorlduferzellen
zur Gesamtheit der generierten Neurone an (Integral iiber die Zeit) und beschreibt ndherungsweise
den Fortschritt der Neurogenese (Abb. 21A). Der Anteil GFP-positiver Neuroepithelzellen (an der
gesamten Neuroepithelzellpopulation) entspricht den potentiell Neurone-generierenden
Neuroepithelzellen (Abb. 21B). Das Verhiltnis von GFP-positiven Neuronen zu GFP-positiven
Neuroepithelzellen beschreibt nidherungsweise die steady state-Produktion von Neuronen aus

Neurone-generierenden Neuroepithelzellen (Abb. 21C).

Ein Vergleich der Daten von E10.5 Rhomb- zu Telencephalon und E10.5-E15.5 Telencephalon in
Abb. 21A & 21B zeigt: Der Anteil GFP-exprimierender Zellen in der Ventrikularzone korreliert mit
dem Fortschritt der Neurogenese. Bei E10.5 ist das Rhombencephalon weiter fortgeschritten als das
Telencephalon. Entsprechend ist der Anteil der GFP-positiven Zellen im Neuroepithel im
Rhombencephalon hoher als im Telencephalon. Gleiches gilt fiir die Zeitreihe im Telencephalon. Zu
Beginn der Neurogenese bei E10.5 sind nur sehr wenige Neurone vorhanden, der Anteil GFP-
positiver Zellen im Neuroepithel ist ebenfalls gering, wird aber mit ansteigendem Verhéltnis
Neuronen/Neuroepithel immer groBer. Auffillig ist, dass der Anteil GFP-positiver Zellen ein Plateau
bei 50% erreicht. Zudem korrelieren die Daten im Vergleich von E10.5 Rhomb-/Telencephalon und
E10.5-E15.5 Telencephalon zwar zwischen den Abb. 21A & 21B, diese aber nicht mit Abb. 21C. Im
E10.5 Rhombencephalon ist die steady state Neuronenproduktion geringer als im Telencephalon,
obwohl die Neurogenese weiter fortgeschritten (Abb. 21A) und der Anteil an GFP-positiven Zellen
im Neuroepithel hoher ist (Abb. 21B).

Die GFP-Expression in der KIl-Linie ist, wie die TIS21-mRNA, wihrend der gesamten
neurogenetischen Periode, im gesamten ZNS ein Marker fiir Neurone-generierende
Neuroepithelzellen. Die KII-Linien erdffnen somit die Moglichkeit, Neurone-generierende
Neuroepithelzellen von proliferierenden zu unterscheiden und statisch sowie videomikroskopisch zu

analysieren.
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Abb. 21. In KI1-Embryonen nimmt die
Zahl GFP-positiver Neuroepithelzellen im
Verlauf der Neurogenese zu. Daten aus
Rhomb- und Telencephalon heterozygoter
Embryonen (E10.5-E15.5). Neurone wurden
durch B-II-Tubulin-Immunfarbung identi-
fiziert, die Zellzahlen wurden durch
Chromatinfarbung mit DAPI ermittelt. (A)
Verhéltnis von Neuronen zZu
Neuroepithelzellen. E10.5 Telencephalon:
Verhiéltnis von B-III-Tubulin-positiven Zellen
zu P-1II-Tubulin-negativen Zellen in der
Ventrikularzone. Sonst: Verhiltnis von (-III-
Tubulin-positiven Zellen in der Ventri-
kularzone + Zellen basal zur Ventrikularzone
zu P-1II-Tubulin-negativen Zellen in der
Ventrikularzone. (B) Anteil GFP-positiver
Neuroepithelzellen (B-11I-Tubulin-negativ) an
der Gesamtzahl an Neuroepithelzellen (p-I1I-
Tubulin-negative Zellen in der VZ). (A & B)
Rhombencephalon: n=541; Telencephalon:
E10.5 n=738, E13.5 n=1847, E15.5 n=966.
(C) Verhiltnis von GFP-positiven (jungen)
Neuronen (GFP und B-III-Tubulin positive
Zellen) zu GFP-positiven Neuroepithelzellen
(B-I1I-Tubulin-negative Zellen in der
Ventrikularzone). (Rhombencephalon: n=241;
Telencephalon: E10.5 n=78, E13.5 n=790,
E15.5 n=208).
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3.8  Apikale und basale Neurone-generierende Zellteilungen im Neuroepithel wihrend der

frithen Neurogenese

Nach dem géngigen Modell entstehen Neurone im ZNS von Sdugern in der Ventrikularzone direkt
aus apikalen Mitosen von Neuroepithelzellen (Chenn & McConnell, 1995; Noctor et al., 2001 und
Miyata et al., 2001; siehe Abschnitt 1.2, Abb. 2C). Im Neuroepithel sollten also alle Neurone-
generierenden (GFP-positiven) Mitosen apikal ablaufen. Die Existenz von TIS21-Protein (Iacopetti
et al., 1999) bzw. TIS21-GFP (Abschnitt 3.6) in einer Subpopulation (Neurone-generierender)

apikaler Mitosen entspricht ebenfalls dieser Vorstellung.

Die Entdeckung GFP-positiver basaler Mitosen zu Beginn der Neurogenese im Telencephalon
(E10.5; KI1™") war deshalb vollig unerwartet (Abb. 22). Diese Mitosen sind apikal zu den ersten
Neuronen der neuronalen Schicht lokalisiert und negativ fiir f-I1I-Tubulin. Die quantitative Analyse
zeigt, dass diese im Vergleich mit apikalen Mitosen zu Beginn der Neurogenese deutlich seltener
auftreten (Abb. 23A) — vielleicht ein Grund, warum sie bisher in der Literatur ,,iibersehen wurden.
Apikale Mitosen sind zu einem geringen Prozentsatz, basale Mitosen dagegen iiberwiegend GFP-
positiv (Abb. 23B). Im Fall apikaler Mitosen nicht {iberraschend, da neben differenzierenden auch
proliferative Teilungen an der apikalen Oberfldche ablaufen. Basale Teilungen scheinen hingegen
ginzlich differenzierend. Interessanterweise liegt der Anteil GFP-positiver (Neurone-generierender)

basaler Mitosen im Telencephalon hoher als im Rhombencephalon (Abb. 23C).

DAPI GFP B-111-Tubulin merge

Abb. 22. Basale Neurone-generierende Zellteilungen im Telencephalon zu Beginn der Neurogenese. Saggitaler
Kryostatschnitt eines Embryos (KI17™, E10.5), mit DAPI-Chromatinfirbung (A), GFP-Expression (B) und
immunhistochemischer Firbung gegen B-III-Tubulin (C). (D) Uberlagerung von (A, B & C). Mitosen sind an
kondensiertem Chromatin zu erkennen (A). Neben apikalen Teilungen (>) treten mit dem Einsetzen der Neurogenese
basale, GFP-positive Teilungen (*>) (B) auf. Diese Zellen sind neben typischen Neurone-generierenden
Neuroepithelzellen (=) eine zweite eigenstindige Neurone-generierende Zellpopulation. Sie teilen sich auf der basalen
Seite der Ventrikularzone, apikal zu den neuronalen Schichten (C). Als neuronale Vorlduferzellpopulation sind diese
Zellen p-III-Tubulin-neagtiv (C). (VZ: Ventrikularzone; NL: neuronale Schichten; = GFP-positive
Neuroepithelzelle;> GFP-positives junges Neuron; ---apikale Oberfliche; basale Grenze des Neuroepithels;
Balken: 25 um).
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alle Mitosen apikal steigt von apikalen zu basalen Zellteilungen
an. Daten aus Rhomb- und Telencephalon
(KI1™™, E10.5). Die Mitosen wurden mittels
Chromatinfarbung mit DAPI identifiziert (siche
Abb. 22). (A) Verhiltnis aller basaler Mitosen
zu allen apikalen Mitosen. (B) Anteil GFP-
positiver Mitosen an allen Mitosen, apikal bzw.
basal. (C) Verhiltnis von basalen zu apikalen
GFP-positiven Mitosen. (Rhombencephalon
n=285; Telencephalon n=113).
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Im Neuroepithel existieren demnach zwei unterschiedliche Typen Neurone-generierende Teilungen:
(1) apikale Teilungen typischer Neuroepithelzellen und (ii) basale Teilungen einer zweiten

neuronalen Vorlduferpopulation, deren Verhiltnis zwischen Rhomb- und Telencephalon variiert.

Ein Ziel dieser Arbeit, die Symmetrie und lineage Neurone-generierender Zellteilungen zu
untersuchen, muss demnach auf basale Teilungen erweitert werden: (i) Wie ist die jeweilige
Symmetrie der apikalen und basalen Neurone-generierenden Teilung und (ii) wie konnen die sich

apikal und die sich basal teilenden, GFP-positiven Zellen in die lineage ,proliferierende
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Neuroepithelzelle — Neuron* eingeordnet werden? Theoretisch sollten beide Fragen (zumindest
teilweise) durch eine videomikroskopische Beobachtung der Neurone-generierenden Zellteilungen

zu beantworten sein.

3.9 Die ersten Neurone im Neuroepithel entstehen aus apikalen asymmetrischen Teilungen

und basalen symmetrischen Teilungen

T1S21-GFP-Linien bieten die Moglichkeit, Neurone-generierende Zellteilungen zeitaufgelost
darzustellen. Zellteilung und -migration GFP-markierter Zellen (KI1™") wurden dazu in
organotypischen Kulturen von Neuralrohr-Explantaten videomikroskopisch verfolgt. Die
zeitaufgeloste Darstellung erlaubt, Riickschliisse auf (i) das Wanderungsverhalten der Zellkerne
wihrend der interkinetischen Migration, (ii) die Zellteilungsebene relativ zur ventrikuldren
Oberfliache und (iii) die Symmetrie der Teilung (Symmetrie definiert liber das cell fate der
Tochterzellen) zu ziehen (Abschnitt 4.2).

In dieser Arbeit wurde erstmals die friilhe Neurogenese mittels spezifisch markierte
Vorlduferpopulationen an Schnitten aus Rhomb- (E9.5-E10.5) und Telencephalon (E11.5-E12.5)
analysiert. In coronalen 400 ym Vibratom-Schnitten des Neuralrohrs konnten mit Multiphoton-
Videomikroskopie Zellteilungen und Migrationen von Zellkernen iiber einen Zeitraum von bis zu 16
h beobachtetet werden (Abb. 24 & 25).

Abb. 24. (Seite 91). Videomikroskopie GFP-markierter apikaler und basaler Zellteilungen im Neuroepithel.
Multiphoton-Videomikroskopie von kultivierten 400 um coronalen Schnitten des embryonalen Neuralrohres (KI1"*"). In
dieser Orientierung verlaufen radiale Migrationen der Zellkerne in der Bildebene. (A) Apikale Teilungen im
Rhombencephalon (E9.5). (=) Teilung einer Vorlduferzelle und basale Migration der Tochterzellen (A, B). (>) Apikale
Migration einer Vorlduferzelle und deren apikale Teilung. (B) Basale Teilung im Telencephalon (E12.5). Die
Tochterzellen (A, B) der basalen Zellteilung (=) wandern nach erfolgter Teilung in basaler Richtung aus der
Ventrikularzone aus. Keine der beiden Tochterzellen wandert in apikaler Richtung. Auf Grund des kernlokalisierten GFP
werden Zellkerne und deren Bewegung, nicht die Bewegung ganzer Zellen beobachtet. Die hier dargestellten Bilder sind
Projektionen confocaler Einzelschnitte aus Z-Serien von insgesamt 100 ym Tiefe (Z-Achse senkrecht zur Bildebene,
Abstand der Einzelschnitte 5 ym). In A wurden aus diesem Stapel 100 zm in B 10 ym projiziert. (VZ: Ventrikularzone;
M: Mitose; Zeitangaben, in den Aufnahmen unten links, in Minuten, --- apikal; basale Grenze der Ventrikularzone;
Balken in A, B: 10 gm).
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A Apikale Teilung
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Interkinetische Migration der Zellkerne

Die Ubersicht iiber die ermittelten Migrationgeschwindigkeiten der Zellkerne (interkinetische
nukleare Migration) gibt einen Eindruck von der Bandbreite der Durchschnitts- und
Maximalgeschwindigkeiten verschiedener Zellen (Abb. 25A). Die Durchschnittsgeschwindigkeit ist
hier die durchschnittliche Geschwindigkeit zwischen Anfang und Ende einer Kernbewegung. Die
Maximalgeschwindigkeit ist die grofte Geschwindigkeit, die augenscheinlich schnelle Zellkerne
wihrend einer Transition erreichen. Die Zellen migrieren allgemein etwas schneller in apikaler als in
basaler Richtung. Zudem scheint ein groBer Anteil der Zellen in der basalen Ventrikularzone zu
ruhen. Diese Beobachtung steht im Einklang mit der im Abschnitt 3.6 festgestellten Akkumulation
stark GFP-positiver Zellen in der basalen Hilfte der Ventrikularzone. Es handelt sich wahrscheinlich
um Zellen in S-Phase. Die S-Phase nimmt in diesem Stadium ca. 50 % der gesamten

Zellzyklusdauer ein.

Apikale Zellteilungen

Ein Beispiel fiir eine apikale Teilung ist in Abb. 24 gezeigt. Hier ist die Wanderung einer Zelle in
Richtung apikaler Oberfldache zu sehen (>), die sich zur Mitose abrundet. Eine andere Zelle (=) teilt
sich apikal in zwei Tochterzellen, die mit unterschiedlicher Geschwindigkeit in basaler Richtung
wandern. Die quantitative Analyse mehrerer solcher Zellteilungen zeigt: Apikale Teilungen
generieren Tochterzellen mit unterschiedlichem Migrationsverhalten (n=9 beobachtete Teilungen)
(Abb. 25B), wobei die langsam wandernde Zelle tendenziell in der Ventrikularzone verbleibt
(n=3/3). Die Dauer der Mitose, gemessen vom Abrunden der Zelle in der Metaphase bis zum
Einsetzen der Cytokinese, lag bei 18.4+/-8.2 min (n=7). Die Zellteilungsebene, beurteilt nach der
relativen Lage der Zellkerne der Tochterzellen in der Cytokinese (erkennbar durch die wieder
eingetretene Lokalisierung von GFP in den Zellkernen, z.B. Abb. 24A, M bei t=30 & t=80),
erscheint in 70% der Fille horizontal bis oblique zur ventrikuldren Oberfldache (0-60° bzw. n=10).

Basale Zellteilungen

Eine tatsédchliche Rolle basaler Zellteilungen in der Neurogenese impliziert deren zeitliche und
rdaumliche Koexistenz mit GFP-positiven apikalen Zellteilungen. Tatsdchlich konnten koexistierende
Teilungen in statischen und videomikroskopischen Analysen beobachtet werden (Videomikroskopie:
n=4 Experimente). In Abb. 24B ist eine solche basale Zellteilung gezeigt. Die Analyse mehrer
Aufnahmen ergab: Basale Teilungen generieren Tochterzellen mit gleichem Migrationsverhalten
(n=5) (Abb. 25B), die aus der Ventrikularzone auswandern (n=4/4). Die Mitosedauer (gemessen wie
oben) betrug 14.3+/-4.3 min. Die Zellteilungsebene (Kriterien wie oben) war in 50% der Mitosen
horizontal bis oblique (n=4) (z.B. Abb. 24B, t=60).
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Alle Zellen Abb. 25. Unterschiedliches Verhalten von
A 240 Tochterzellen nach apikaler und basaler
T 220 Zellteilung. Auswertung der Videomikroskopie
E 500 | . (als Beispiel sieche Abb. 24). Vereinte Daten aus
=180 | E9.5-E10.5 Rhomb- und EI11.5-E12.5
%160- . Telencephalon. (A) Wanderungsgeschwindig-
140 | keit in apikaler und basaler Richtung,
E 120 | * Einzelbeobachtungen. v ist die durchschnittliche
2100 4 _ - Migrationsgeschwindigkeit zwischen Anfangs-
qg” 80 . . . und Endpunkt einer Kernbewegung, vmax die
S 60 x - . = maximale Migrationsgeschwindigkeit wéhrend
® :g ] _; » : : einer Bewegung. (Balken: Mittelwerte; v apikal
é’ 0 ] . -5- n=21; v, apikal n=10; v basal n=41; v,,, basal
v vmax v vmax n=6). (B) Gezeigt sind die Wanderungs-
Richtung apikal Richtung basal geschwindigkeiten der Zellkerne von Eltern- (P)
vor. bzw. Tochterzellen (A, B) nach der
Teilung. Kerne von Tochterzellen apikaler
. Teilungen wandern mit signifikant
B Eltern- vor bzw. Tocherzellen nach Teilung unterschiedlicher Geschwindigkeit (* Student-t-
= 45 Test: P<0.05) in basaler Richtung, Tochterzellen
£ basaler Teilungen zeigen keine Unterschiede.
E 40 g g
= 35 (apikale Teilungen n=9; basale Teilungen n=4;
£ * Fehlerbalken: SEM).
2 30
2
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§ 20
[=2]
g1° : ooy
-g 10
©
> 5
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Richtung: apikal basal basal basal basal basal
apikale basale
Teilungen Teilungen

Aus den Geschwindigkeiten und Endpunkten der Migration der Tochterzellen nach apikalen bzw.
basalen Teilungen konnen Aussagen zur Teilungssymmetrie abgeleitet werden (siehe Abschnitt 4.2):
Apikale Teilungen sind asymmetrisch und generieren ein Neuron und wahrscheinlich eine

Neuroepithelzelle, basale Teilungen sind symmetrisch und generieren zwei Neurone.
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3.10 Die asymmetrische Verteilung apikaler Membran korreliert mit Neurogenese

Durch eine differentielle Analyse GFP-positiver vs. GFP-negativer Neuroepithelzellen sollten
mogliche Steuerungsmechanismen des Umschaltens von Proliferation zu Neurogenese untersucht
werden. Die Symmetrie der Verteilung apikaler Membran bzw. assoziierter cell fate determinants
konnte dabei eine Rolle spielen. Korreliert der Ubergang von proliferierenden zu im cell fate
asymmetrischen (apikalen) Neurone-generierenden Zellteilungen in irgendeiner Weise mit einem

Wechsel in der Symmetrie der Verteilung apikaler Membran?

In diesem Kontext sollte die Verteilung der apikalen Membran bei apikalen Teilungen in GFP-
positiven (Neurone-generierenden) vs. GFP-negativen (proliferierenden) Neuroepithelzellen im
TIS21-GFP-knock in analysiert werden (KI1'""). Die Verteilung apikaler Membran auf die
Tochterzellen wurde aus der Orientierung der Zellteilungsebene relativ zur apikalen Membran in der
Anaphase abgeleitet, zu einem Zeitpunkt, an dem keine Spindelrotation mehr auftritt. Die
Teilungsebene und damit die Verteilung der Membran auf die Tochterzellen ist somit festgelegt. Die
Teilungsebene wurde, wie von Roper (Roper, 2000) beschrieben, durch die Position der
Chromosomen in Anaphase bestimmt und die apikale Membran als Prominin-positive, Cadherin-
negative Liicke in der Plasmamembran identifiziert. Prominin ist ein Marker fiir die apikale
Membran (Weigmann et al., 1997), Cadherin fiir die basolaterale Plasmamembran. Es ist aber

prinzipiell ausreichend, nur die Cadherin-Liicke zu betrachten (wie in Abb. 26).

Alle Klassifizierungen (Festlegung der Zellteilungsebene, Identifizierung der apikalen Membran,
deren relative Orientierung und die Zuordnung zur GFP-positiven bzw. GFP-negativen
Zellpopulation) wurden getrennt voneinander und durch zwei unabhingige Beobachter
vorgenommen. Es wurde der Anteil GFP-negativer bzw. GFP-positiver Zellen in zellbiologisch
symmetrischen (symmetrische Orientierung der Teilungsebene zur apikalen Membran, d.h.
gleichmiéfBige Verteilung apikaler Membran auf beide Tochterzellen) und zellbiologisch
asymmetrischen Teilungen (asymmetrische Orientierung der Teilungsebene zur apikalen Membran,
d.h. ungleiche Verteilung apikaler Membran auf beide Tochterzellen) bestimmt. Die Auswertung
vereinter Daten aus Mes-, Di- und Telencephalon (E9.5-E11.5) ergab: Zellbiologisch symmetrische
Teilungen sind vorwiegend GFP-negativ (proliferierend), zellbiologisch asymmetrische Teilungen
GFP-positiv (Neurone-generierend) (Abb. 26).
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Abb. 26. Die asymmetrische Verteilung apikaler Membran Kkorreliert mit Neurogenese. (A) Beispiel einer GFP-
negativen Mitose (proliferierende Teilung, A1-4, eingekreiste Zelle) mit vertikaler Teilungsebene und symmetrischer
Verteilung der apikalen Membran und einer GFP-positiven Mitose (Neurone-generierende Teilung, A5-A8, eingekreiste
Zelle) mit ebenfalls vertikaler Teilungsebene aber asymmetrischer Verteilung der apikalen Membran. Saggitaler
Kryostatschnitt durch das Mesencephalon (KI1”*', E11.5) mit DAPI-Chromatinfirbung (Al & A 5) und
Immunhistochemie gegen Cadherin (A2 & A6). (Al & AS) Die Teilungsebene (unterbrochene Linie) wurde anhand der
Position der Chromosomen in Anaphase abgeleitet. Durch serielle Aufnahmen in Z-Ebene (hier: senkrecht zur
Bildebene) wurde sichergestellt, dass die Teilungsebene der zur Auswertung herangezogenen Zellen senkrecht zur
Bildebene verlduft (hier ist je nur der Einzelschnitt aus einer solchen Serie gezeigt, dessen Fokus in der Ebene der
apikalen Membran liegt). (A2 & A6) Bestimmung der Orientierung der Teilungsebene relativ zur apikalen Membran.
Die apikale Membran entspricht der Liicke (Balken) in der Cadherin-positiven basolateralen Membran (rot). (A3 & A7)
TIS21-GFP-Expression. (B) Anteile GFP-negativer bzw. GFP-positiver Mitosen bei Teilungen mit symmetrischer und
asymmetrischer Orientierung der Teilungsebene zur apikalen Membran. Quantifizierung von Bestimmungen wie in (A).
(symmetrisch n=45; asymmetrisch n=21; vereinte Daten iliber das Mes-, Di-, Telencephalon und E9.5-E11.5). (In
Zusammenarbeit mit Y. Kosodo und Katja Roper).
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3.11 In Neurone-generierenden Neuroepithelzellen verlangsamt sich der Zellzyklus

Der Faktor Zeit bzw. die Zellzykluslinge, die auf Populationsebene mit fortschreitender
Neurogenese zunimmt, wurde als ein weiterer moglicher Steuerungsmechanismus der Umschaltens
von Proliferation zu Neurogenese diskutiert. Es ist bekannt, dass TIS21 selbst den Zellzyklus-
verlangsamen kann und deshalb interessant zu wissen, ob sich der Zellzyklus in der TIS21- bzw.

GFP-positiven, Neurone-generierenden Zellpopulation gegeniiber der proliferierenden verlangsamt.

Kumulative BrdU-Markierung ist eine Moglichkeit, die Zellzykluslidnge innerhalb einer definierten
Zellpopulation zu untersuchen (Nowakowski et al., 1989). BrdU wird als Basenanalogon wihrend
der S-Phase in die DNA von Zellen eingebaut und kann spiter immunhistochemisch nachgewiesen
werden. Uber zunehmend lingere BrdU-Pulse kann so der Anteil an Zellen bestimmt werden, die
gerade in S-Phase sind bzw. die wihrend des Pulses mindestens einmal die S-Phase durchlaufen
haben. Im Zeitverlauf nimmt der Anteil BrdU-positiver Zellen linear zu und erreicht, wenn alle
Zellen genau einmal die S-Phase durchlaufen haben, zum Zeitpunkt t ,, ein Plateau, der Anteil
BrdU-positiver Zellen in der Population erreicht ein Maximum: BrdU,,,. Dieser Zeitpunkt (t,,,)
entspricht einer Zellzyklusldnge (t,) abziiglich der Dauer der S-Phase (t,) (t,,=t-t,). Der
Achsenabschnitt (b) der Regression iiber den linearen Anstieg entspricht dem prozentualen Anteil
der S-Phase an der gesamten Zellzyklusldnge (b=t/t.). Mit diesen Beziehungen kann die Dauer von

Zellzyklus und S-Phase errechnet werden.

Die T1S21-GFP-Linien bieten die Moglichkeit, diese Analyse getrennt fiir die GFP-negative bzw.
GFP-positive Zellpopulation iiber GFP/BrdU-Doppelfirbungen BrdU-markierter Embryonen
durchzufiihren. Die Embryonen wurden durch intraperitoneale Injektion von 1.25 mg/h BrdU in
schwangerere Weibchen markiert. Nach Pulslidngen von 2, 4, 6, 8 und 16 h wurde der Anteil BrdU-
positiver Zellen in der GFP-negativen bzw. GFP-positiven Zellpopulation in der Ventrikularzone zu
Beginn der Neurogenese im Telencephalon (E10.5) durch Doppelimmunfirbungen gegen BrdU und
GFP immunhistochemisch bestimmt (Abb. 27A) und quantitativ analysiert (Abb. 27B). Zur

korrekten Bestimmung von BrdU,_, und somit der Zellzyklusldnge, ist es erforderlich, dass die

Dauer des lingsten BrdU-Pulses in der Plateauphase liegt. Da der Zellzyklus in diesem Stadium im
Populationsdruchschnitt (d.h proliferierende und Neurone-generierende Zellen) ca. 9 h betrigt
(Takahashi et al., 1995), erschien es plausibel fiir die Neurone-generierende Population eine
Zellzyklusldnge von nicht mehr als 16 h anzunehmen. Ein Puls von 16 h sollte deshalb auf jeden Fall

ausreichend sein, um BrdU,,, auch fiir die sich langsam teilende Population korrekt zu bestimmen.

Somit errechnet sich eine Zellzyklusdauer von 9.1 h fiir die GFP-negative und 12.7 h fiir die GFP-
positive Population (Tab. 6). Die Verlangsamung des Zellzyklus korreliert also tatsidchlich auf
zellulidrer Ebene mit dem Ubergang von Proliferation zu Neurogenese: GFP-positive Zellen in der

Ventrikularzone haben einen 40 % langsameren Zellzyklus als GFP-negative.
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Abb. 27. Neurone-generierende Neuroepithelzellen haben einen langsameren Zellzyklus als proliferierende.
Kumulative BrdU-Markierung von Embryonen (KI1"™, E10.5) mit 2-16h Pulslinge. (A) Saggitaler Kryostatschnitt
durch das Telencephalon nach 2 h BrdU-Puls mit DAPI-Chromatinfirbung (A1) und immunhistochemischer Farbung
gegen BrdU (A2) und GFP (A3). GFP muss hier indirekt {iber einen Antikorper nachgewiesen werden, da die endogene
GFP-Fluoreszenz durch die Sdurebehandlung im BrdU-Farbeprotokoll verschwindet. (> GFP-positive, BrdU-negative
Zelle; = GFP-positive, BrdU-positive Zelle; > GFP-negative, BrdU-negative Zelle; => GFP-negative, BrdU positive
Zelle; ---apikale Oberfliche; ___ basale Grenze des Neuroepithels). (B) Quantitative Analyse der
immunhistochemischen Firbungen in (A). Der Anteil BrdU-positiver Zellen in der Ventrikularzone innerhalb der GFP-
negativen bzw. GFP-positiven Zellpopulation wurde in Kryostatschnitten quantifiziert. (¥) Ubergang von dem linearen
Anstieg in die Plateauphase (t,,,). (GFP-positive Zellen: y = 5.5x + 17, R* = 0.9528; GFP-negative Zellen: y = 7.45x +
19,R2 =0.9976). (In Zusammenarbeit mit F. Calegari).

Tab. 6: Zellzyklusparameter in GFP-negativen und GFP-positiven Zellen in der Ventrikularzone.

GFP-negativ GFP-positiv

BrdU,, [%] 74 75
t... [h] 74 10.5
t. [h] 1.7 2.1
t. [h] 9.1 127

Diese Tabelle bezieht sich auf Daten aus Abb. 27. (Erlduterungen siehe Text).
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3.12 KI1-homozygote Tiere sind ein TIS21-knock out

Das prominente Expressionsmuster von TIS21 im Neuroepithel, insbesondere in Verbindung mit der
gezeigten spezifischen Zellzyklusverlangsamung in Neurone-generierenden (TIS21-positiven)
Neuroepithelzellen deutet darauf hin, dass TIS21 als antiproliferatives Gen selbst direkt an der
Steuerung der Neurogenese teilhat. Bis jetzt ist wenig iiber die Funktion von TIS21 in vivo bekannt,

alle funktionellen Daten stammen génzlich aus in vitro-Experimenten.

Eine Moglichkeit, die physiologische Funktion von Genen zu untersuchen, ist eine phédnotypische
Beschreibung einer funktionellen Null-Mutation des Gens bzw. des Proteins. Das KI1-Allel sollte
ein TIS21-knock out-Allel sein, es sollte kein Protein mehr translatiert werden (Abb. 10). Einzig das
offene Leseraster von TIS21 in Exon 2 konnte eventuell in ein N-terminal trunkiertes Protein
translatiert werden — dieser Abschnitt des Gens sollte aber in KI1 nicht mehr transkribiert bzw.
translatiert werden, da das SV40-Polyadenylierungssignal der GFP-Expressionskassette die
Transkription am Ende des ersten Exons beenden sollte (Abb. 10). Dies wurde im Northern- und
Western-Blot mit einer Sonde gegen den ORF von TIS21 in Exon 2 bzw. einem Antikorper (1511),
ebenfalls gegen ein Epitop in Exon 2 iiberpriift. Der Test wurde mit Extrakten aus E12.5 Gehirn
durchgefiihrt, das in diesem Stadium TIS21 besonders stark exprimiert. Ein Effekt des knock in auf
TIS21-mRNA bzw. Protein sollte deshalb gut zu sehen sein. Im Northern-Blot ist, wie erwartet, kein
TIS21-Transkript zu detektieren (Abb. 28A). Bei der Detektion mit der GFP-Sonde ist eine Bande
von 1 kb zu erkennen. Ein Transkript dieser Lidnge wird erwartet, falls das SV40-
Polyadenylierungssignal der GFP-Expressionskassette die Transkription terminiert.
Konsistenterweise ist auch auf Proteinebene kein translatiertes TIS21-Protein mehr nachzuweisen
(Abb. 28B). Das KI1-Allel ist demnach ein Null-Allel fiir TIS21, KI1-homozygote Tiere sind ein
TIS21-knock out.

Die hier vorgestellten Analysen wurden an Méusen in einem 50% 129/50% C57Bl16-Hintergrund
durchgefiihrt. In diesem Hintergrund ist der TIS21-knock out nicht letal - wie in Abb. 12 zu sehen
befinden sich KI1-homozygote Tiere in der F2-Generation. Homozygote Tiere sind fertil und zeigen
keine auffillig erhohte Sterblichkeit. Der Anteil an wt, homo- und heterozygoten Nachkommen

entspricht den Mendelschen Verhiltnissen.

In einer ersten Analyse wurden die Neurogenese im Embryo und verschiedene TIS21-exprimierende

Zellsysteme in adulten Tieren untersucht.
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Abb. 28. TIS21-mRNA- und Proteinexpression sind in KI1-homozygoten Tieren reduziert. (A) Northern-Blot eines
2% Formaldehydgels mit je 20 g gesamt-RNA aus Gehirn (E12.5). Die Detektion erfolgte mit einer Sonde spezifisch
fiir den ORF von TIS21 in Exon 2 bzw. fiir den ORF von GFP. Die endogene TIS21-mRNA (2633 bp) (1) ist in
heterozygoten Tieren reduziert (3) und in homozygoten (2) nicht zu detektieren. Signal fiir das GFP-Transkript (924 bp)
ist im Wildtyp nicht vorhanden und in homozygoten Tieren stirker als in heterozygoten. (EtBr: Ethidiumbromid-
Féarbung des RNA-Gels). (B) Western-Blot eines 15% Polyacrylamidgels mit je 30 pg Proteinlysat aus Gehirn (E12.5).
Der polyklonale Peptidantikdrper 1511 gegen ein Epitop codiert von Exon 2 des TIS21-Gens detektiert das TIS21-
Protein (158 AA, 17 kd) in Wildtyp (1) und (reduziert) in heterozygoten Tieren (3), jedoch nicht in homozygoten Tieren
(2).

3.13 In TIS21-knock out-Miusen verlauft die Neurogenese normal

Wie erwihnt, wirft das besondere Expressionsmuster von TIS21 wihrend der Neurogenese die Frage
auf, inwieweit eine Null-Mutation Einfluss auf das timing des Ubergangs von Proliferation zu
Neurogenese hat, und so zu einer Verschiebung der neurogenetischen Gradienten fiihrt. Generell
sollte man einen ,,quantitativen* Phénotyp (eine Zunahme der Zellzahl durch Funktionsverlust eines
antiproliferativen Gens) erwarten. Auf Grund von fehlendem TIS21 sollten die Neuroepithelzellen
also weiter proliferieren statt differenzierende Teilungen einzuleiten — die Neurogenese sollte
verzogert einsetzen. Wie in Abb. 29 & 30 zu sehen, scheint dies nicht der Fall. Die Embryonen
zeigen im wholemount keinen morphologisch erkennbaren Phinotyp (Abb. 29). Die GFP-Expression
ist qualitativ nicht von der in heterozygoten Tieren zu unterscheiden. Auch bei detaillierterer
Analyse ist keine Verédnderung festzustellen: Die Neurogenese verlduft in knock out-Embryonen

qualitativ normal (Abb. 30). Ein quantitativer Phiinotyp, z.B. ein Zunahme von Neuronen in knock
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out-Tieren bzw. eine Veridnderung der Zellzyklusparameter (eine Verringerung der beobachteten

Zellzykluszunahme spezifisch in der GFP-positiven Zellpopulation) wurde noch nicht untersucht.

Abb. 29. TIS21-knock out-Embryonen zeigen keinen offensichtlichen Phanotyp. GFP-Expression in wholemounts
wt, homo- und heterozygoter Embryonen (wt, KI1™, KI1”™, E10.5). Die Embryonalentwicklung homozygoter
Embryonen verlauft normal. Homozygote Tiere exprimieren auf Grund der zwei Allele mehr GFP, das Fluoreszenzsignal
ist stirker. (A-C gleiche VergroBerung; Balken 500 pm).

Abb. 30. (Seite 101). Die Gradienten der Neurogenese verlaufen im TIS21-knock out normal. GFP-Expression
(griin) in saggitalen Kryostatschnitten wt, homo- und heterozygoter Embryonen (wt, KI1™*, KI1"™, E10.5) mit
immunhistochemischer Fiarbung gegen f-III-Tubulin (rot). (A-C) Riickenmark, (D-F) Rhomb-(RE)-/Di-(DE)-
encephalon, (G-K) ventrales, (L-N) dorsales Mesencephalon, (O-Q) rostrales Diencephalon, (R-S) rostrales und (U-V)
dorsales Telencephalon. Im Vergleich mit wt und heterozygoten Tieren scheinen die Gradienten der Neurogenese im
knock out qualitativ nicht veridndert: z.B. Rhombencephalon vs. Diencephalon (D-F), anteriore Grenze der
Neurogeneseim ventralen Mes-/ bzw. Diencephalon (G-K) (=) und das Auftreten erster Neurone im dorsalen
Telencephalon (U-W) (>). ( ---apikale Oberfliche; ___ basale Grenze des Neuroepithels; A-C, D-K, L-N, O-T, U-V
jeweils gleiche VergroBerung. Balken in C, F, N, Q, W: 50 um).
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3.14 Das TIS21-Gen ist in adulten Geweben exprimiert

Hinweise auf die physiologische Funktion von Genen kann natiirlich auch das Expressionsmuster
liefern — auch wenn sich bestenfalls Korrelationen aber keine Kausalzusammenhénge daraus ableiten
lassen. In embryonalen Tieren ist das Neuroepithel eine Hauptexpressionsdoméne. TIS21 ist dort in
Zellen exprimiert, die von Proliferation in differenzierende Zellteilungen iibergehen, was eine
Funktion bei Proliferations- und Differenzierungsprozessen impliziert. Im Folgenden wurden in
adulten Tieren verschiedene Organe (Abb. 31) und das Blutsystem (Abb. 32) anhand ihrer GFP-
Fluoreszenz auf die Expression von TIS21 untersucht. Wir wollen hier die GFP-Expression der

Expression von TIS21-mRNA und -Protein gleichsetzen (siehe hierzu Abschnitt 4.1).

Allgemein scheint TIS21 in bestimmten Zellpopulationen von Geweben exprimiert, in denen
Proliferations- und Differenzierungsprozesse ablaufen (Abb. 31, 32 & Tab. 7). Im Vergleich
zwischen embryonalen und adulten Formen von Organen bzw. zwischen proliferierenden,
differenzierenden und ausdifferenzierten Zellpopulationen innerhalb von Geweben wird dies
deutlich (vgl. Tab. 3, 4 & 7): Das adulte Gehirn ist bis auf Zellen der Subventrikularzone bzw.
Ependymzellen GFP-negativ (Abb. 31.3). Herzmuskelzellen exprimieren ebenfalls kein GFP (nicht
gezeigt), obwohl beide Organsysteme (Gehirn und Herz) wihrend der Entwicklungsphase GFP-
Expression zeigen (Abb. 13D & 14D).

In anderen adulten Geweben ist die Expression von TIS21 ebenfalls mit Proliferations- und
Differenzierungsvorgingen verbunden: In der Haut ist eine Subpopulation basaler Zellen GFP-
positiv (Abb. 31.6), die GFP-positiven apikalen Zellen sind wahrscheinlich keratinisierende Zellen.
Eine Rolle von TIS21 in apoptotischen Zellen wird diskutiert, was diese Expression erkldren konnte
(Mesner et al., 1995). Im Dick- (Abb. 31.9) und Diinndarm (Abb. 31.12) sind die in den Krypten
lokalisierten Stammzellen GFP-negativ, mit zunehmender Differenzierung von den Krypten zu den
Villi steigt die GFP-Expression an. Ob TIS21 vor (analog zum Neuroepithel) oder erst nach der

letzten Zellteilung exprimiert wird, wurde nicht untersucht.

Weitere TIS21-Expressionsdoménen, die sich nicht auf den ersten Blick in Proliferations-
/Differenzierungsprozesse einordnen lassen, sind: sekretierende Zellen in Haut und Darm
(Driisenzellen, Abb. 31.6, Paneth-Zellen, Abb. 31.12), das Endometrium des Uterus (Abb. 31.15)
(Auffillig ist die scharfe Grenze der GFP-Expression), Lunge (Abb. 31.18), proximale Tubuli und
Glomeruli in der Niere (Abb. 31.21), Hepatocyten nahe der Gallengénge (Abb. 31.24), Muskelzellen
der quergestreiften (Abb. 31.27) und glatten Muskulatur (Abb. 31.11,31.12 & 31.14).
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. Gehirn
Dickdarm Haut (lateraler Ventrikel)

Diinndarm

wt/wt b *Iwt

Abb. 31. Die Expression von TIS21-GFP in Geweben adulter Tiere zeigt: (i) TIS21 ist in bestimmten
Zellpopulationen exprimiert, und (ii) ein knock out bewirkt keine offensichtlichen qualitativen Verinderungen in
Bezug auf Morphologie und TIS21-exprimierende Zellpopulationen. Kryostatschnitte von Geweben aus wt, homo-
und heterozygoten Tieren (wt, KI1™, KI1”*', E10.5). (1-3) Im Gehirn ist GFP nur in Zellen der
Ependym/Subventrikularzone (>) exprimiert. (V: lateraler Ventrikel). (4-6) In der Haut sind glandulidre Zellen in den
Talgdriisen (D) sowie basale (>) und apikale (>) Zellen der Epidermis GFP-positiv. (7-9) Im Dickdarmepithel (>)
exprimieren Zellen mit zunehmender Differenzierung (L: Lumen; > proliferierende Epithelzellen der Krypten). (10-12)
Im Diinndarmepithel steigt die GFP-Expression von der proliferierenden Stammzellpopulation (>) zu differenzierten
Epithelzellen an (>). Positiv sind P-Zellen (*) und Zellen der glatten Muskulatur (M). (L: Lumen). (Seite 104) (13-15)
In Epithelzellen des Endometriums (EM) ist eine auffillige Expressionsgrenze morphologisch nicht unterscheidbarer
Zellen zu erkennen. Zellen der glatten Muskulatur des Myometriums (MM) sind GFP-positiv. (16-18) Expression in der
Lunge. (A: Alveoli). (19-21) In der Niere ist die Expression auf proximale Tubuli (PT) und Glomeruli (G) begrenzt.
(DT: distaler Tubulus). (22-24) In der Leber sind Hepatocyten (>) GFP-positiv.(G: Gallengang). (25-27) Expression in
Zellen des quergestreiften Skelettmuskels (>) und Endothelzellen (P). (28-30) Hinweis auf eine potentielle Funktion von
TIS21 im Blutsystem ist die sehr hohe Expression in der Milz. (1-9, 10-12, 13-30 jeweils gleiche VergroBerungen. Alle
Balken: 50 um).
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ERGEBNISSE

Eine starke GFP-Expression ist in der Milz (Abb. 31.30) und insbesondere im adulten Thymus zu
finden (nicht gezeigt), ein Hinweis auf die Expression von TIS21 in Zellen des Bluts bzw. des
blutbildenden Systems.

Um diese Zellen nidher zu bestimmen, wurden Leukozyten aus Knochenmark und Blut anhand ihrer
Oberflichenmarker charakterisiert und der Anteil der GFP-exprimierenden Zellen in den
Subpopulationen ermittelt. Dabei wurde die Stirke der GFP-Expression in zwei Kategorien
eingeteilt (Abb. 32): Der Schwellenwert fiir starke Expression liegt um einen Faktor 10 iiber dem fiir
schwach exprimierende Zellen. Die untersuchten Marker sind CD45 als genereller
Leukocytenmarker, CD3, CD4 und CDS8 fiir T-Lymphocyten, CD19 fiir B-Lymphocyten. CD34,
CD133 und Sca-1 sind Stammzellmarker. Ca. 80% der Zellen in den einzelnen Subpopulationen sind
positiv fiir GFP. GFP ist in allen Leukocytenpopulationen, inklusive der Stammzellen (CD34,
CD133, Sca-1), in Knochenmark und Blut exprimiert. Leukocyten durchlaufen beim Ubergang vom
Knochenmark ins Blut einen Reifungsprozess. Interessanterweise steigt die GFP-Expression bei den
CD34- und CD133-positiven Stammzellen im Blut gegeniiber dem Knochenmark an und liegt im
Blut, nicht aber im Knochenmark, iiber dem der differenzierteren Populationen (CD3-CD19) (*)
(Abb. 32). Die GFP-Expression nimmt zudem innerhalb der Stammzellpopulation beim Ubergang in
reifere Formen (Blut) zu (steigender Anteil stark exprimierender Zellen) (*)(Abb. 32).

Abb. 32. Expression von TIS21-

A GFP-positive Zellen in der Leukozytenpopulation GFP in Leukocyten. FACS-

100 .

% Analyse oberflichenmarkierter
80 * * Leukocytenpopulationen aus (A)
70 Knochenmark und (B) Blut adulter
60 Tiere (KI1"™). Die Leukocyten

% ig Knochenmark wurden entsprechend ihrer Ober-

%0 flichenmarker typisiert und der
20 Anteil GFP-exprimierender Zellen
10 innerhalb der Subpopulationen
bestimmt. Auffillig ist der Anstieg
der GFP-Expression in den
Stammzellpopulationen CD 34 und

o

CD45 CD3 CD4 CD8 CD19 CD34 CD133 Scal

B 100 GFP-positive Zellen in der Leukozytinpopuiatlon CDI133 beim Ubergang vom
90 Knochenmark ins Blut (*). (niedrige
80 Expression 10-100, hohe Expression
70 100-1000 willkiirliche Fluoreszenz-
% 20 Blut Einheiten).
40
30
20
10 m hohe GFP Expression
0 m niedrige GFP Expression

CD45 CD3 CD4 CD8 CD19 CD34 CD133 Sca1
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Tab. 7. TIS21-Expression in Geweben adulter Tiere.
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Organ Expression  Zelltyp
Gehirn - Ependym-/SVZ-Zellen
Herz - Myocardzellen
Basale Zellen
Haut + keratinisierende Zellen
Zellen in den Talgdriisen
Dickdarm + differenzierende epitheliale Zellen
. differenzierende epitheliale Zellen
Diinndarm +
Paneth-Zellen
Uterus + Epitheliale Zellen
Lunge + nd.
Nicre + Epitheliale Zellen
(proximale Tubuli und Glomeruli)
Leber + Hepatocyten
Skelettmuskel + Muskelzellen
Glatter Muskel + Muskelzellen
Milz + n.d.
Thymus + nd.
Lymphocyten
Knochenmark + Monocyten
Granulocyten
Stammzellen
Lymphocyten
Blut + Monocyten
Granulocyten
Stammzellen

(n.d.: nicht bestimmt).

3.15 TIS21-knock out Miuse zeigen ein verindertes Blutbild

Die von einem TIS21-knock out primir betroffenen Zellpopulationen sind in den untersuchten
adulten Organen in ihrer Verteilung auf den ersten Blick unverindert (Abb. 31, KI1™ vs. KI1™").
Wie bereits angesprochen, konnte man auf Grund der antiproliferativen Wirkung von TIS21 einen
»quantitativen* Phinotyp erwarten, d.h. bestimmte Zellpopulationen wiren in ihrem Anteil bzw.
absoluten Zahl veridndert. Quantitative Verdnderungen sollten insbesondere in Zellsystemen mit sehr
hoher TIS21-Genexpression auftreten, z.B. im Blutsystem. Leukozyten in Knochenmark und Blut
von Wildtyp, hetero- und homozygoten adulten Tieren wurden durch CD45 identifiziert. Anhand der
Streubilder im FACS wurde die Zusammensetzung der Leukocytenpopulation aus Lymphocyten,
Monocyten und Granulocyten und die GFP-Intensitétsverteilung in diesen Leukocytenpopulationen
bestimmt (Abb. 33). Der Vergleich von Wildtyp, hetero- und homozygoten Tieren zeigt: Die
Zusammensetzung der Leukozytenpopulation in Wildtyp und heterozygoten Tieren ist dhnlich, im
knock out ist aber der Anteil der Granulocytenpopulation zu Lasten der Lymphocytenpopulation
erhoht (Abb. 33A1, 33A2, 33A5, 33B1-3). Die Werte in B entsprechen dem Anteil der Populationen
L, M, G an der Gesamtzahl der Leukozyten L+M+G in den Streubildern Abb. 33A1, 33A2 & 33AS5.

Die qualitative Verdnderung in der GFP-Intensitidtsverteilung deutet auf eine Verdnderung einer
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bestimmten Zellpopulation hin. Wiire alles unverindert wiirde man lediglich eine Verschiebung des
Histogramms (Abb. 33A3 & 33A6) zu etwa zweifach hoheren Werten (auf Grund zwei
exprimierender Allele) erwarten. Die Werte fiir starke Expression im homozygoten Tieren wurden
verdoppelt, d.h. Verinderungen in der Signalstirke einer Population sind ein tatsdchlicher
phinotypischer Effekt. Interessanterweise ist der Anteil an stark und schwach GFP-exprimierenden
Zellen in der Granulocytenpopulation in hetero- und homozygoten Tieren dhnlich, ist aber in der
Mono-, und Lymphocytenpopulation zugunsten stark exprimierender Zellen in Homozygoten
veridndert (Abb. 33B). Die Verdnderung des Anteils der einzelnen Subpopulationen an der CD45-
positiven Population korreliert also nicht mit der GFP-Intensitdtsverteilung: Die

Granulocytenpopulation nimmt zu, exprimiert aber nicht mehr an GFP.

Abb. 33. (Seite 108). Im TIS21-knock out ist der Anteil an Lymphocyten im Knochenmark erniedrigt und der an
Granulocyten erhoht. (A) FACS-Analyse CD45-positiver Zellpopulationen adulten Tieren (KI1™*, KI1™™, wt/wt). (1, 2,
5) Neutrales Streubild. (L: Lymphocyten; M: Monocyten; G: Granulocyten). Das neutrale Streubild des Wildtyps ist mit
dem heterozygoter Tiere vergleichbar. Im knock out ist der Anteil Granulocyten zu Lasten der Leukocyten erhoht. (M:
Monocyten). (3, 6) Verteilung der GFP-Intensitdten. (M1: Hintergrundfluoreszenz; M2: niedrige GFP-Expression; M3:
hohe GFP-Expression). Die Schwellenwerte wurden entsprechend der lokalen Maxima der Populationsverteilung
gesetzt. (4, 7) Streubild mit GFP-Intensitdten. (B) Anteil an Lympho-, Mono- und Granulocyten an der CD45-positiven
Gesamtpopulation. Die Einteilungen in niedrig und hoch exprimierend wurden fiir die Kopienzahl des T1S2[-GFP-Allels
korrigiert (Werte wie in Abb. 32). (In Zusammenarbeit mit D. Freund).
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3.16 siRNA unterdriickt spezifisch die Genexpression im Neuroepithel

Fiir viele experimentelle Ansitze wire es wiinschenswert, die Genexpression zu einem bestimmten
Zeitpunkt gezielt an bzw. abzuschalten. Im Kontext dieser Arbeit z.B. im Neuroepithel zum
Zeitpunkt des Umschaltens zu Neurogenese. Im Folgenden wurde deshalb die Moglichkeit
untersucht, durch RNAi (RNA interference) spezifisch die Expression bestimmter Gene

auszuschalten.

In dem Experiment wurde untersucht, ob die Moglichkeit besteht, (i) RNAi im Sauger in vivo
grundsétzlich, und via esi-(endoribonuclease Ill-prepared short interfering)-RNA, auszulosen und
(i1) ein unkompliziertes experimentelles System zu etablieren, mit dem die Genexpression im

Neuroepithel zu Beginn der Neurogenese unterdriickt werden kann.

Die Kombination von Elektroporation und whole embryo culture bot eine geeignete Mdoglichkeit
beide Aspekte experimentell anzugehen. Mit diesem System konnen Nukleinsduren in
Neuroepithelzellen zeitlich (im Intervall E§.5-E11.5) und rdumlich (durch Injektion in entsprechende
Abschnitte des Neuralrohrs und nachfolgende gerichtete Elektroporation) definiert eingebracht und
der innerhalb eines Zeitraums von 24 h auftretende Phinotyp analysiert werden (Takahashi et al.,
2002). Prinzipiell kann RNAi auf mehrere Arten induziert werden (siehe hierzu Abschnitt 4.8),

esiRNA ist dabei eine einfach anzuwendende und effektive Alternative.

esiRNA unterdriickt die Genexpression selektiv

Zuerst wurde die Selektivitidt des esiRNA-vermittelten RNAi an ektopisch exprimierten Genen
untersucht. Hierzu wurden Expressionsvektoren fiir GFP- und pf—Galaktosidase mit bzw. ohne
esiRNA, gerichtet gegen das offene Leseraster von 3—Galaktosidase, ins Vorderhirn von Embryonen
(E10; wt) koelektroporiert. Nach 24 h wurden GFP- und P —Galaktosidase-Expression im
Neuroepithel iiberpriift. In der Kontrollsituation ohne esiRNA exprimierten fast alle GFP-positiven
Zellen auch P-Galaktosidase (Abb. 34 A-C, G). Koelektroporation mit esiRNA gegen 1365 nt der
p—Galaktosidase-mRNA resultierte dagegen in einer selektiven Suppression der f—Galaktosidase-
Expression in fast allen GFP-positiven Zellen (Abb. 34 D-F, G). Die selektive Reduktion der
p—Galaktosidase, aber nicht der GFP-Expression, ist ein Indiz fiir die Spezifitit des durch esiRNA
induzierten RNAI.
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Abb. 34. esiRNA unterdriickt spezifisch die Genexpression im Neuroepithel. Embryonen (E10) wurden mit
Expressionsplasmiden fiir GFP (pEGFP-N2) und —Galaktosidase (pSV40paXA) ohne (A-C, G: Kontrolle) bzw. mit (D-
F, G: siRNA) esiRNA gegen p—Galaktosidase ins Telencephalon injiziert, elektroporiert und nach 24 h whole embryo
culture immunhistochemisch auf die Expression von f—Galaktosidase untersucht. (A-F) GFP-Expression (griin, A & D)
und P-Galaktosidase-Immunoreaktivitit (rot, B & E) in horizontalen Kryostatschnitten des Telencephalons. (C & F)
Uberlagerung beider Kanile. Wihrend GFP-exprimierende Zellen in der Kontrollsituation fast immer f—-Galaktosidase
exprimieren (>)(diese Zellen erscheinen gelb in (C)), unterdriickt esiRNA die Expression von f—Galaktosidase, nicht
aber von GFP (es sind keine doppelt-positiven Zellen zu erkennen (F)). ( ---apikale Oberfldche; ___ basale Grenze des
Neuroepithels; * unspezifisches Signal, hervorgerufen durch Kreuzreaktivitit des Zweitantikorpers mit der Basallamina
und Mesenchym und nicht durch f-Galaktosidase-Expression; Balken in F: 20 ym). (G) Quantifizierung des Anteils
GFP-exprimierender Zellen im Neuroepithel, die auch p-Galaktosidase exprimieren. Daten aus drei Embryonen,
analysiert wie in (A). (Fehler angegeben als SD; n=3). (In Zusammenarbeit mit F. Calegari).

esiRNA unterdriickt die Expression eines endogen exprimierten Gens

Fiir spitere funktionelle Analysen ist die Frage, ob esiRNA neben der Expression ektopischer auch
die endogen exprimierter Gene unterdriicken kann, von fundamentalem Interesse. Es bietet sich an,
eine beginnende und nicht eine konstitutive Genexpression zu unterdriicken: Es ist so viel einfacher,
den RNAi-Effekt auf Proteinebene nachzuweisen, da es prinzipiell leichter ist, das Ausbleiben als
das Nachlassen einer Proteinexpression zu detektieren. Aus diesem Grund wurde versucht, den
Beginn der GFP-Expression in 71521-GFP-Embryonen beim Ubergang zur Neurogenese zu
supprimieren. esiRNA, gerichtet gegen den GFP-ORF (ohne SV40-Kernlokalisierungssequenz)
wurde noch vor Beginn der GFP-Expression ins Vorderhirn von E10 Embryonen (KI1™7""
elektroporiert und die GFP-Expression nach 24 h quantifiziert. Bei der Elektroporation treten die
Nukleinsduren grundsitzlich nur in die der Anode zugewandten Seite von Geweben (hier: des
Neuralrohres) ein (Abb. 35). Die kontralaterale Seite wird lediglich dem elektrischen Feld
ausgesetzt, erhilt aber keine Nukleinsduren und kann daher als Kontrolle dienen. Im Vergleich zur
Kontrollseite waren die GFP-Fluoreszenzintensitit pro Areal (d.h. gemittelt iiber alle Zellen in einem
betroffenen Areal) (Abb. 35A-E) und die Zahl GFP-exprimierender Zellen auf der der Anoden-
zugewandten Seite deutlich reduziert (Abb. 35F-H). Die Abnahme der Fluoreszenzintensitit (Abb.
35E) ist hierbei groBer als die Abnahme der Zellzahl (Abb. 35H), kann aber durch die Abnahme der

Fluoreszenzintensitit der positiven Zellen im betroffenen Areal (Abb. 35F & 35G) erklért werden.
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Abb. 35. esiRNA unterdriickt die entwicklungsabhiingige Expression von GFP im T1521-GFP-knock in-zu Beginn
der Neurogenese. esiRNA gegen GFP wurde in die Ventrikel des Vorderhirns von E10 Embryonen (KI1™") injiziert
und gerichtet unilateral in die der Anode (+) zugewandten Seite ins Neuroepithel elektroporiert. Nach 24 h whole embryo
culture wurde der RNAi-Effekt durch Vergleich der elektroporierten Seite mit der Kontroll-Seite (Kathode) als Abnahme
in der GFP-Fluoreszenzintensitit (A-E) und Abnahme in der Zahl GFP-positiver Zellen (F-H) analysiert. (A & C)
Dunkelfeldaufnahmen und (B-D) GFP-Fluoreszenzaufnahmen von Vibratomschnitten (A & B: Telencephalon; C & D:
Diencephalon). (Regionen unilateral unterdriickter Expression bzw. die Gegenseiten sind durch unterbrochene Linien
markiert; * Ventrikel; Balken in C: 200 ym). (E) Quantifizierung der GFP-Fluoreszenzintensitit der Anoden- (siRNA)
und Kathodenseite (Kontrolle=100%). Daten aus drei verschiedenen Regionen im Vorderhirn unterschiedlicher
Embryonen (zwei davon in B & D). (Fehler angegeben als SD< n=3). (F-G) GFP-Fluoreszenz im Neuroepithel auf der
Kathoden- (F) bzw. Anodenseite (G) an der Grenze zwischen Di- und Telencephalon in einem horizontalen
Kryostatschnitt des Vibratomschnitts in (D). (--- apikale Oberfldche; Balken in G: 20 ym). (H) Quantifizierung GFP-
positiver Zellen auf der Anoden- (siRNA) und Kathodenseite (Kontrolle=100%). Die Daten stammen aus zwei
Kryostatschnitten des Vibratomschnitts in (D). Es wurde das ganze Diencephalon bis zur Grenze des Telencephalons
ausgewertet, ein Ausschnitt davon ist in (F & G) gezeigt. (Fehler angegeben als Abweichung vom Mittelwert). (Abb. aus
Calegari et al., 2002).
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4 DISKUSSION
4.1  TIS21-GFP markiert Neurone-generierende Neuroepithelzellen

Erstes, grundlegendes Ziel dieser Arbeit war die GFP-Markierung Neurone-generierender
Neuroepithelzellen. Konkret sollte dies durch die Expression von GFP unter der Kontrolle des
TIS21-Gens realisiert werden. Hierzu konnen prinzipiell zwei Strategien verfolgt werden: (i)
entweder das GFP-Transgen wird in stabiler Form in das Genom von Mauslinien integriert oder (ii)
die DNA wird ektopisch zugefiihrt. In (ii) kann die DNA durch virale Infektion (Oback et al., 2000)
oder durch Elektroporation (Murphy & Messer, 2001; Osumi & Inoue, 2001) in Neuroepithelzellen
transferiert werden. Diese Manipulationen konnen sowohl in utero, in vivo (im ganzen Embryo) als
auch an Explantaten durchgefiihrt werden (Oback et al., 2000; Cid-Arregui & Haubensak, 2000;
Takahashi et al., 2002). Unter Beriicksichtigung der Rahmenbedingungen wie Kultur- bzw.
Analysesysteme (Mikroskopie, FACS) und die Verfiigbarkeit eines funktionellen
Promoterfragmentes ist die Generierung stabiler Mauslinien zwar die aufwendigste, aber auch die
sicherste und in der Anwendung flexibelste Losung. Sicher, da bislang stabile Linien (knock in bzw.
BAC-transgene®) iiberhaupt die einzige Moglichkeit sind, bei unbekannten Promoterfragmenten eine
genspezifische Expression von Reportern zu erzielen (Giraldo & Montoliu, 2001), flexibel, da keine
Limitierungen durch Gentransfertechniken auftreten: Die Embryonen bzw. Explantate miissen nicht
vor der Analyse noch aufwendig transfiziert werden. Neben knock in-Linien konnen natiirlich auch
einfache transgene Méuse generiert werden, falls funktionelle Promoter bekannt sind oder
anzunehmen ist, dass bestimmte DNA-Fragmente in vivo funktionell sind (hier: das in vitro

induzierbare TIS21-Promoterfragment).

In dieser Arbeit wurden der transgene und der knock in-Ansatz gleichzeitig verfolgt, um einerseits
sicher die Expression von GFP in Neurone-generierenden Neuroepithelzellen zu erreichen und
andererseits einen funktionellen TIS21-Promoter zu identifizieren, der fiir weitere Anwendungen zur
Verfiigung steht (Abschnitt 4.7). Fiir TIS21 war kein solcher in vivo funktioneller Promoter bekannt.
Deshalb wurden moglichst lange Fragmente kloniert, um die Chance zu vergrdflern, relevante

regulatorische Elemente einzuschlieB3en.

® BAC-(bacterial artificial chomosome)-transgene Linien sind eine weitere Alternative zu
konventionellen transgenen Miusen, mit der seit kurzem typischerweise Reporterlinien generiert
werden. Hier wird das Reportergen durch homologe Rekombination in Bakterien in grof3e
genomische DNA-Fragmente kloniert, die dann als Transgen in Méuse geschleust werden. So kann
das Reportergen unter der Kontrolle ganzer chromosomaler Regionen (bis zu 300 kb) exprimiert
werden, was zu einer vergleichsweise priazisen Expression fiihrt.
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T1S21-GFP markiert Neurone-generierende Neuroepithelzellen

Die etablierten transgenen Linien TG2, TG3 und die knock in-Mauslinie KI1 exprimieren GFP im
Neuroepithel. Sind die GFP-positiven Zellen tatsdchlich Neurone-generierende Neuroepithelzellen?
Folgende Argumente sprechen dafiir: (i) Im Neuroepithel ist GFP rdumlich und zeitlich entsprechend
der Gradienten der Neurogenese exprimiert (Abschnitt 3.5, Abb. 16-17 & Abschnitt 3.7, Abb. 19-
21): GFP wird in Arealen exprimiert in denen Neurone entstehen, wird dort aber zeitlich nicht mehr
als einen Zellzyklus vor Einsetzen der Neurogenese exprimiert, und der Anteil GFP-positiver Zellen
steigt mit Zunahme der Neurogenese an. (ii) Eine Subpopulation von Neuroepithelzellen in
Interphase und Mitose und junge Neurone sind GFP-positiv (Abschnitt 3.6, Abb. 18). Die
Expression von GFP ist auf die germinalen Schichten (VZ und SVZ) begrenzt und fehlt in den
neuronalen Schichten (Abschnitt 3.6, Abb. 18A1-3 & Abschnitt 3.7, Abb. 20) und im adulten Gehirn
(Abschnitt 3.14, Abb. 31). Das steht in Einklang mit der Vorstellung, dass GFP von jungen
Neuronen geerbt wurde und suggeriert die Expression von GFP in oder vor der Neurone-
generierenden Teilung. Zusammen mit (i) folgt: GFP ist im Zellzyklus unmittelbar vor der Neurone-
generierenden Zellteilung exprimiert. (iii) Das GFP-Expressionsmuster entspricht, ist aber nicht
identisch mit, der Expression der TIS21-mRNA (siehe i & ii) — d.h. GFP wird exprimiert, wenn die
TIS21-mRNA exprimiert wird, liberdauert die Expression der TIS21-mRNA aber zeitlich. Diese
Korrelation von TIS21-mRNA und GFP-Expression impliziert, zusammen mit (ii), die Expression
von GFP in Neurone-generierenden Neuroepithelzellen. Es ist insbesondere im Fall des knock in KI1
unwahrscheinlich, dass GFP einem anderen Expressionsschema folgt als die TIS21-mRNA. Ohne
offensichtlichen Phinotyp in homozygoten Tieren ist nicht anzunehmen, dass heterozygote Tiere in

ihrem Expressionsschema von der TIS21-mRNA im Wildtyp signifikant abweichen.

Man kann demnach davon ausgehen, dass tatsdchlich Neurone-generierende Neuroepithelzellen
GFP-markiert sind und die GFP-Expression in KIl1 im ganzen ZNS wihrend der gesamten

Neurogeneseperiode ein Indikator fiir die Neurogenese ist.

GFP-Fluoreszenz zeigt die transkriptionale Aktivitit des TIS21-Gens an

Fiir alle Interpretationen, die aus 71527-GFP-Linien (insbesondere KI1) abgeleitet werden, gelten
folgende Uberlegungen: (i) GFP-Fluoreszenz zeigt die transkriptionale Aktivitit des TIS21-Gens
innerhalb des, durch den Zerfalls von GFP bestimmten, Zeitfensters an. GFP-Fluoreszenz bedeutet:
Der TIS21-Locus ist oder war vor kurzer Zeit aktiv. (ii) Unter Vernachldssigung des
unterschiedlichen post-transkriptionalen und —translationalen Verhaltens von GFP und TIS21 kann
man GFP-Fluoreszenz ndherungsweise auch als Indikator fiir die Prisenz von TIS21-mRNA
betrachten (Einschrinkung: Die mRNAs haben eine unterschiedliche Struktur — Intron und 3’UTR
im Fall der TIS21-mRNA vs. Intron-los und SV40-pA im Fall der GFP-Expressionskassette - und
sicher nicht die gleiche Halbwertszeit). Diese Niherung gilt ebenfalls fiir das TIS21-Protein, ist aber

auf mRNA-Ebene vermutlich weniger problematisch (die Stabilitit von GFP-Fluoreszenz und
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TIS21-Protein ist sicher nicht identisch). (iii) Empirisch konnte gefunden werden: Die GFP-
Fluoreszenz hat im Neuroepithel eine geringere Zerfallsrate als die TIS21-mRNA. In jungen
Neuronen iiberdauert die GFP-Fluoreszenz die Prisenz der TIS21-mRNA zeitlich: Wihrend die
TIS21-mRNA schon in der S-Phase zuvor abgebaut wird, ist GFP zumindest noch in jungen
Neuronen zu sehen (Abschnitt 3.6, Abb. 18). Die GFP-Fluoreszenz hat eine hohere Zerfallsrate als
das TIS21-Protein. GFP ist nur in der jiingeren Subpopulation TIS21-Protein-positiver Neurone zu

finden (Daten nicht gezeigt).

Bei Ableitungen unbekannter TIS21-Expressionsmuster aus der GFP-Fluoreszenz wurde die GFP-
Fluoreszenz der transkriptionalen Aktivitit des TIS21-Genlocus bzw. der Expression von TIS21-
mRNA und -Protein gleichgesetzt. Hierbei sind aber die genannten Uberlegungen (i-iii) zu

beriicksichtigen.

Die Transgene und KI1 sind von ihrem Design so ausgerichtet, die GFP-Fluoreszenz bei erfolgter
Transkription von TIS21 mdglichst lange auf hohem Niveau zu halten und im Falle einer Zellteilung
neutral auf Tochterzellen weiterzugeben (kernlokalisiertes GFP). Dieses Design wurde bewusst
gewihlt, um eine Zellpopulation moglichst lange verfolgen zu konnen, auch wenn die TIS21-mRNA
schon wieder abgebaut ist. Linien, die eine enger an der TIS21-mRNA angelehnte Expression zeigen
sollten, sind KI3 (TIS21-IRES-GFP) und KI2 (TIS21-GFP-Fusionsprotein) (Abb. 10). Die endogene
TIS21-mRNA-Struktur mit Intron und 3’UTR bleibt in diesen Allelen erhalten. KI2 gibt zudem die
TIS21-Proteinlokalisierung wieder. Dies wire fiir eine Untersuchung einer mdglichen

asymmetrischen Verteilung von TIS21 in vivo interessant.

Anwendungen der TIS21-GFP-knock in-Linie

Ein Vorteil der T1S21-GFP-knock in-Linie ist die einfache Identifizierung Neurone-generierender
Zellen bzw. anderer TIS21-positiver Zellpopulationen in statischen und dynamischen
(videomikroskopischen) Analysen. Zudem macht die Lebendmarkierung dieser Zellpopulation
bestimmte Ansidtze (wie FACS, siehe Abschnitt 4.7) zur Charakterisierung der TIS21-positiven
Zellpopulation iiberhaupt erst moglich. Gegeniiber zufallsmarkierten Zellen, z.B. durch retrovirale
Infektion bzw. Dil-Markierung, kann man beispielsweise bei videomikroskopischen Analysen auf
eine aufwendige immunhistochemische Identifizierung der Zellen im Anschluss an die Aufnahmen

verzichten, da die Markierung bereits die Information zu deren Identitit enthilt.

Im Kontext ,,Neurogenese* wurden in dieser Arbeit mit Hilfe der T1S21-GFP-knock in-Linie die
Symmetrie bzw. lineage (Abschnitt 3.8) und Zellbiologie proliferierender vs. differenzierender
Teilungen (Verteilung apikaler Membran: Abschnitt 3.10; Faktor Zeit: Abschnitt 3.11) untersucht.

Eine Erginzung zu den hier vorgestellten 7152 1-GFP-Linien ist eine Mauslinie, in der selektiv junge
Neurone GFP-markiert sind (W. Haubensak & F. Calegari, in Vorbereitung). Dies soll durch

Insertion von GFP in das erste Exon des p-III-Tubulin-Gens erreicht werden. Da Kontrollelemente

114



DISKUSSION

fiir dieses Neuron-spezifische Gen unbekannt sind, wurde ein BAC mit jeweils 100 kb flankierender
genomischer Sequenz des B-III-Tubulin-Gens identifiziert. Uber homologe Rekombination in
Bakterien werden transgene Mauslinien etabliert, die GFP entsprechend p-III-Tubulin exprimieren
sollen. In diesen Linien ist GFP Plasmamembran-lokalisiert, sie konnen also problemlos in
Kombination mit den 7752 /-GFP-Linien fiir statische und dynamische Analysen eingesetzt werden.
Die Membranlokalisierung ermoéglicht zudem eine morphologische Charakterisierung der

entstehenden jungen Neurone.

4.2 Neurone entstehen aus Neuroepithelzellen und ,,BMCs*¢

Das timing des Ubergangs von Proliferation zu Neurogenese als Schliisselschritt in der Histogenese
des ZNS wurde angesprochen (Abschnitt 1.6). Wie bereits erwédhnt, sind im Vertebraten in diesem
Kontext zwei fundamentale Aspekte kaum verstanden: (i) Symmetrie und lineage der Neurone-
generierenden Teilung und (ii) die Steuerung dieses Prozesses auf zellbiologischer und genomischer
Ebene. Die T1S21-GFP-knock in-Linie erlaubt, beide Fragestellungen iiber eine videomikroskopische
Darstellung der Neurone-generierenden Zellteilungen an Explantatkulturen und eine differentielle
Analyse proliferierender vs. Neurone-generierender Neuroepithelzellen in Bezug auf Zellbiologie

und Genexpression anzugehen.

Kultursysteme und Videomikroskopie

Prinzipiell sind die videomikroskopischen Analysen fluoreszenzmarkierter Zellen in
Einzelzellkultur, in Cluster-Kulturen oder an Explantaten moglich. Die Kultursysteme spiegeln mit
aufsteigender Komplexitdt eher die natiirliche Umgebung im Gewebsverband wider, die
Beobachtungen kommen der in vivo Situation ndher. Allerdings werden in gleicher Weise die
Anforderungen an das Kultursystem hoher. In der hier vorliegenden Arbeit wurden alle
videomikroskopischen Aufnahmen an Schnitt-Explantaten durchgefiihrt (Haydar ez al., 1999). Diese
haben den Vorteil, dass sie bei relativ leichter Handhabung die Integritdt des Gewebes wahren und
mikroskopisch relativ gut zuginglich sind: Die Orientierung der Priparate ist immer eindeutig, die
Fixierung im optischen Blickfeld unproblematisch. Schnittkulturen friiher Stadien (E9-E12) wurden
noch nicht fiir die Videomikroskopie eingesetzt, an spiten Stadien wurden aber bereits erfolgreich
Beobachtungen von Zellteilungen und Migration durchgefiihrt (Noctor et al., 2001; Miyata et al.,
2001). Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Multiphoton-Mikroskop verwendet, dass in Bezug auf
Eindringtiefe ins Gewebe und Phototoxizitdt konventioneller Einphotonen-Mikroskopie iiberlegen
ist und deshalb bei in vivo Studien ein breites Anwendungsspektrum hat (Denk & Svoboda, 1997).
Bei den durchgefiihrten Analysen mit Schnittexplantaten konnte innerhalb des
Beobachtungszeitraums von 16 h keine Degeneration der Kulturen festgestellt werden. Man kann

allgemein davon ausgehen, dass zumindest bis zu einer Kulturdauer von 24 h Histologie und
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Vitalitdt der Prédparate erhalten bleiben (Haydar et al., 1999). Prinzipiell sind auch ldngere
videomikroskopische Beobachtungen bis zu 60 h moglich (Noctor et al., 2001).

Initiale Experimente zeigen, dass es ferner moglich ist, mit Multiphotonmikroskopie GFP-markierte
Neuroepithelzellen im intakten Embryo in whole embryo-Kultur zu detektieren (eigene
Beobachtungen). In vitro-Kulturen intakter Embryonen sind von E8-E12, fiir eine Dauer von bis zu
36 h moglich (Cockroft, 1990).

Lehrbuch: Neurone-entstehen aus apikalen asymmetrischen Teilungen

Die gingige Vorstellung geht davon aus, dass der Schritt von Proliferation zu Neurogenese durch
einen Wechsel in der Zellteilungssymmetrie von symmetrisch-proliferativen zu asymmetrisch-
differenzierenden Teilungen erfolgt und Neurone aus apikalen asymmetrischen Zellteilungen
entstehen. Die Existenz asymmetrischer Neurone-generierender Zellteilungen wurde jedoch noch nie
direkt nachgewiesen (Abschnitt 1.4). In der viel zitierten Arbeit von Chenn und McConnell (Chenn
& McConnell, 1995) interpretieren die Autoren ungleiche Wanderungsgeschwindigkeiten und
Morphologie zweier Tochterzellen einer apikalen Teilung als Existenzbeweis einer asymmetrischen
Neurone-generierenden Zellteilung: Die Autoren gehen aber lediglich auf Grund morphologischer
Kriterien davon aus, dass die schneller wandernde Schwesterzelle ein Neuron und die langsamere
eine Neuroepithelzelle ist, zeigen dies aber nicht anhand molekularer Marker. Die Studien von
Noctor und Mitarbeitern (Noctor et al., 2001) und Miyata und Mitarbeitern (Miyata et al., 2001)
untersuchten auf direkterem Weg die Entstehung von Neuronen aus asymmetrischen Teilungen
radialer Gliazellen. Hier identifizieren die Autoren die Tochterzellen nach Videomikroskopie
immunhistochemisch. Die Autoren sind sich aber in diesem Ergebnis nicht sicher bzw. ziehen zur
Interpretation widerspriichliche Daten heran: Noctor und Mitarbeiter (Noctor et al., 2001) lassen
offen, ob die Neurone-generierende Teilung selbst symmetrisch oder asymmetrisch ist (Noctor et al.,
2001, Fig. 4c), Miyata und Mitarbeiter (Miyata et al., 2001) kommen bei der Verwendung
verschiedener neuronaler Marker (Hu, NeuN, B-III-Tubulin) zu unterschiedlichen Ergebnissen. Sie
identifizieren die aus asymmetrischen Teilungen hervorgegangenen Neurone auf Grund ihrer
Immunoreaktivitdt mit Hu. Allerdings ist der GroBteil der Hu-positiven Zellen B-III-Tubulin-negativ,
es ist also fraglich, ob die Hu-positiven Zellen wirklich Neurone sind (Miyata et al., 2001, Seite 733,
Absatz 2). Verwirft man diese Kritik und geht davon aus, dass radiale Gliazellen und
Neuroepithelzellen identisch sind (Huttner & Brand, 1997; Noctor et al., 2002), spricht somit viel fiir
die Entstehung von Neuronen aus asymmetrischen Teilungen von Neuroepithelzellen. Zusammen
mit der von Chenn und McConnell (Chenn & McConnell, 1995) beschriebenen Korrelation von
Zellteilungsebene und asymmetrischen, Neurone-generierenden Zellteilungen, ergibt sich ein
iiberzeugend einfaches Modell zur Neurogenese: Im Vertebraten entstehen Neurone nach Ubergang
von vertikalen symmetrischen zu horizontalen asymmetrischen Zellteilungen als basale
Tochterzellen solch apikaler asymmetrischer Teilungen. Obwohl gegenwirtig immer noch von eher

hypothetischem Charakter, zieht sich dieses Modell schon heute durch viele Lehrbiicher. Einige
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neuere Erkenntnisse, insbesondere auch im Rahmen dieser Arbeit gewonnene Einsichten, verlangen
dessen Revision. Es scheint, dass der Sachverhalt komplexer ist, sowohl in Bezug auf die neuronale
lineage als auch auf die Orientierung der Zellteilungsebene bei proliferierenden vs. Neurone-

generierenden Zellteilungen (Abschnitt 4.3).

Neurone-generierende apikale asymmetrische Teilungen

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass T1S21-GFP-Expression im TIS21-GFP-knock in Neurone-
generierende Neuroepithelzellen markiert (siehe zur Diskussion Abschnitt 4.1). Tatsdchlich treten
die ersten GFP-markierten Neurone-generierenden apikalen Mitosen in allen Bereichen des
Neuralrohres mit Beginn der Neurogenese auf (z.B. Telencephalon, Rhombencephalon, Abschnitt
3.8, Abb. 23). Die Wanderung von Eltern- und Tochterzellen solcher apikaler Teilungen wurden in
friihen Stadien der Neurogenese (E9.5-E10.5 Rhombencephalon und E11.5-E13.5 Telencephalon)

videomikroskopisch verfolgt.

Die dabei beobachteten Wanderungsgeschwindigkeiten der Zellkerne von 10-85 um/h (Abschnitt
3.9, Abb. 25A) liegen wie erwartet etwas iiber den in der Literatur beschriebenen Werten von 5-20
um/h fiir spite Stadien der Neurogenese im Frettchen (Chenn & McConnell, 1995). In diesen
Studien wurde zwar nicht mit einem Kernmarker gearbeitet, die Kern- wurde aber der Zellmigration
gleichgesetzt — die Werte sollten demnach einander entsprechen. Die grofleren Geschwindigkeiten
apikal gerichteter, in der G2-Phase ablaufenden, Wanderungen sind mit der unterschiedlichen Dauer
der G1- im Vergleich zur G2-Phase kongruent und passen gut zu der Vorstellung, dass
Neuroepithelzellen in etwa einer bzw. 3-5 h (Dauer der G2-Phase bzw. G1-Phase) bis zu 50 ym in
apikaler bzw. basaler Richtung zuriicklegen miissen. Dieses Verhiltnis macht Sinn, denn Wanderung
und Zellzyklusphasen sind gekoppelt. Die Zellen wandern dabei nicht gleichférmig, sondern weisen
innerhalb ihrer Wanderung eine relativ grole Bandbreite an Geschwindigkeiten auf. Wahrscheinlich
miissen die Zellkerne Widerstinde wihrend ihrer Bewegung tiberwinden (sie werden ab und zu von
entgegenkommenden Zellkernen abgebremst). Die beobachtete Dauer der Mitose (Abrunden der
Zelle bis Eintreten der Cytokinese, erkennbar an der Lokalisierung von GFP in den neu formierten
Kernen) von etwa 20 min entspricht in etwa der Teilungsdauer, die in anderen
videomikroskopischen Studien beobachtet wurde (Takahashi et al., 1993; Chenn & McConnell,
1995; Noctor et al., 2001; Miyata et al., 2001).

Bei der Interpretation der videomikroskopischen Daten werden folgende Annahmen gemacht: (i) alle
T1S21-GFP-markierten Zellteilungen generieren zumindest ein Neuron, (ii) die basal aus der
Ventrikularzone auswandernden Zellen sind in diesen Stadien ausschlielich Neurone, (iii)
Tochterzellen verschiedenen Typs (Neuroepithelzelle vs. Neuron) unterscheiden sich in ihrer
Migration bzw. ihrer rdumlichen Position, was durch die Wanderungsgeschwindigkeit bzw. die
Endposition der Zellkerne beschrieben werden kann. Initial sollten die Videoaufnahmen iiber zwei

Zellzyklusldngen durchgefiihrt werden. Tritt eine der Tochterzellen wieder in den Zellzyklus ein,
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folgt mit den Annahmen (i) und (ii) zwingend, dass Neurone aus asymmetrischen Zellteilungen

hervorgehen, in denen die Vorlduferzelle regeneriert wird (Stammzellmodus).

In den Experimenten konnten Zellen bis zu 16 h verfolgt werden. In diesem Zeitraum konnte keine
Abfolge von Teilung - basale Migration - apikale Migration beobachtet werden. Ob aus technischen
oder natiirlichen Griinden, kann zum derzeitigen Stand der Analyse noch nicht entschieden werden.
Es kann sein, dass der Beobachtungszeitraum von ca. 16 h nicht ausreichend lang war, um eine
zweite Zellteilung zu verfolgen. Wiirde die beobachtete erste asymmetrische Zellteilung - bei einem
Zellzyklus von 10 h - im statistischen Mittel nach 5 h erfolgen, so wiirde die zweite symmetrische
Zellteilung bei 5 plus 10 h, bei also 15 h liegen. Um die Existenz einer zweiten Zellteilung giinzlich
auszuschlieen, miisste dann die Beobachtung mindestens 20 h, d.h. zwei Zellzyklen, andauern. Wie
in Abschnitt 3.11 gezeigt, liegt der Zellzyklus der GFP-positiven Zellen sogar bei 13 h, ca. 40 %
tiber dem Populationsdurchschnitt von 8-10 h in diesen Stadien (Takahashi et al., 1995). Es konnte
also sein, dass ein noch ldngerer Beobachtungszeitraum notwendig ist, um eine zweite Teilung

sicher auszuschlieBen.

Die Tochterzellen apikaler Mitosen wandern mit signifikant unterschiedlicher Geschwindigkeit
(Abschnitt 3.9, Abb. 25B): Es gibt eine schnell basal aus dem Neuroepithel auswandernde Zelle
(Zelle A) und eine langsam wandernde Zelle, die im Neuroepithel verbleibt (Zelle B). Zelle B
wandert dabei mit 10 ym/h. Nach 5 h, der Dauer der G1-Phase in diesem Stadium, wiirde sie exakt
50 um, in etwa die radiale Ausdehnung der Ventrikularzone, zuriickgelegt haben. Die Zelle A
hingegen wiirde bei gleichférmiger Bewegung nach 5 h Wanderung die Ventrikularzone ldngst
verlassen haben (5x 27 ym >> 50um). Es ist also unwahrscheinlich, dass Zelle A wieder, an eine
interkinetische Migration gekoppelt, in die G1-Phase eintritt. Wir kdnnen, zusammen mit den
erwidhnten Annahmen, davon ausgehen, dass Zelle A das Neuron und Zelle B eine Neuroepithelzelle
ist, die sich selbst erneuert hat. Neurone werden also durch apikale asymmetrische Teilungen
generiert (Abb. 36, lineage A). Dieser Befund ist mit dem klassischen Neurogenese-Modell konform
(Abb. 20).

Interessanterweise erschienen 70% der Teilungen horizontal bis oblique zur ventrikuldren
Oberfliache. Das steht im Missverhéltnis zu dem Befund von Kosodo und Mitarbeitern (Kosodo et
al., 2002), die zeigen, dass nur 14% der Teilungen diese Orientierung aufweisen. Dies kann durch
die unterschiedliche Art und Weise der Ableitung erkldrt werden: In statischen Analysen wird die
Teilungsebene aus der Position der Chromosomen in Anaphase abgeleitet, in videomikroskopischen
aus der Position der wieder formierten Kernmembran, also zu einem spiteren Zeitpunkt im
Zellzyklus. Es konnte sein, dass die Teilungsebene bei der videomikroskopischen Analyse deshalb
nur horizontal/oblique erscheint, da die Bestimmung etwas spéter im Zeitpunkt erfolgt und sich die
Zellen (spiter) im Gewebsverband durch duBlere Zwiénge (seitlichen Druck, ziehende Krifte in der
apikal-basalen Achse, etc.) zwangsldufig vertikal (iibereinander) einordnen miissen
(pseudostratifiziertes Epithel).
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Neurone-generierende basale symmetrische Teilungen

Die Entdeckung basaler GFP-positiver Mitosen zu Beginn der Neurogenese im Telencephalon
(E10.5) (Abschnitt 3.8, Abb. 22) ist sicherlich der Schliisselbefund dieser Arbeit und stellt eine echte
Herausforderung an das gegenwirtige Neurogenese-Modell dar. Basal hei3t hier: in der basalen
Ventrikularzone, apikal zu den neuronalen Schichten. Die Existenz dieser zweiten, sich basal
teilenden Zellpopulation im Neuroepithel zu frithen Stadien der Neurogenese wurde in der Literatur
noch nicht formuliert. Deshalb wurden diese Zellen als BMC (basal mitotic cells) bezeichnet, um sie

von Neuroepithelzellen abzugrenzen.

Diese basalen Mitosen koexistieren zeitlich und rdumlich mit apikalen Neurone-generierenden
Teilungen. Es scheint also, als wiirden Neurone nicht nur durch apikale, sondern auch basale
Zellteilungen generiert. Tatsdchlich konnte auch die Teilung dieser basalen Zellen
videomikroskopisch verfolgt werden (Abschnitt 3.9, Abb. 24). Die Mitosedauer (definiert wie
bereits erldutert) differiert nicht signifikant von der apikaler Teilungen. Beide Tochterzellen einer
solchen basalen Teilung wandern dabei im Gegensatz zu apikalen Teilungen mit gleicher
Geschwindigkeit basal in die neuronalen Schichten aus — die Teilung verlduft demnach symmetrisch
(Abschnitt 3.9, Abb. 25). Folgende Hinweise sprechen dafiir, dass es sich bei den auswandernden
Zellen um Neurone handelt: (i) Die Teilungen treten nicht vor Beginn der Neurogenese auf, (ii)
TIS21-GFP markiert neuronale und nicht Glia-generierende Teilungen (die TIS21-mRNA ist in der
spiaten Gehirnentwicklung, dem peak der Gliogenese, nicht mehr exprimiert) (Iacopetti et al., 1994)
und (ii) Neurone sind die einzigen Zellen, die in diesen Stadien in die neuronalen Schichten
wandern, Gliazellen entstehen deutlich spiter (Altman & Bayer, 1991). Neurone entstehen demnach
in zwei Modi Neurone-generierender Zellteilungen: apikale asymmetrische (Abb. 36, lineage A) und
basale symmetrische (Abb. 36, lineage B). Wihrend nur der differenzierende Anteil apikaler
Mitosen GFP-positiv ist, sind es nahezu alle basalen Mitosen (Abschnitt 3.8, Abb. 25B). Apikale
Mitosen konnen (und miissen, es findet ja Proliferation im Neuroepithel statt) entweder
proliferierend und/oder differenzierend sein, basale Mitosen dagegen sind immer differenzierend.
Der relativ niedrige Anteil GFP-positiver apikaler Mitosen bzw. basaler Zellteilungen an der
Gesamtzahl der Zellteilungen ist deshalb nicht unerwartet und passt gut zu der geringen Zahl
generierter Neurone bzw. zu dem geringen Anteil GFP-positiver Neuroepithelzellen: Nehmen wir
fiir die Dauer einer Mitose 20 min, fiir den Zellzyklus 10 h und einen asymmetrischen
Teilungsmodus an, ist ndherungsweise eine Neurone-generierende Mitose je 30 Neurone zu erwarten

- insbesondere zu Beginn der Neurogenese ein vergleichsweise seltenes Ereignis.

Die Orientierung der Zellteilungsebene war in 50% der Fille horizontal bis oblique, scheint also

weniger stringent kontrolliert als im Fall der apikalen Teilung.
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Proliferation Neurogenese
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Abb. 36. Modell zur Entstehung von Neuronen im ZNS. Mit Beginn der Neurogenese entstehen Neurone aus zwei
koexistierenden lineages. Lineage A: Neurone (N) entstehen direkt aus apikalen Teilungen von Neuroepithelzellen.
Lineage B: Aus asymmetrischen Teilungen gehen isolierte TIS21-positive ,,Neuroblasten (NB) hervor, die durch
apikale Teilung eine basal mitotic cell (BMC) und wieder einen Neuroblasten generieren. Die BMC teilt sich basal in
zwei Neurone. Der Ubergang zu Neurogenese ist auf zellbiologischer Ebene durch einem Wechsel von symmetrischer zu
asymmetrischer Verteilung der apikalen Membran (blauer Punkt) (siche hierzu Abschnitt 4.3) und einer Verlangsamung
des Zellzyklus in der Neuronen-generierenden (griin) vs. proliferierenden Population (blau) (Abschnitt 4.4)
gekennzeichnet. (VZ: Ventrikularzone; SVZ: Subventrikularzone; _ apikale/basale Oberfldche vor und ... nach Verlust
epithelialer Eigenschaften).

Die Koexistenz beider unabhiingigen neuronalen lineages wiirde die widerspriichlichen Ergebnisse
in der Literatur zu dem klassischen Neurogenesemodell erkldren. Videomikroskopische lineage-
Studien in vitro zeigen eindeutig die Entstehung von Neuronen aus symmetrischen Teilungen (Qian
et al., 1998; Qian et al., 2000; Shen et al., 2002). Inwieweit die Daten allerdings auf die in vivo-
Situation iibertragen werden konnen, ist fraglich. Es gibt allerdings auch Hinweise auf symmetrische
Teilung in vivo (Reznikov et al., 1997). Durch intraventrikulidre Injektion kombiniert retroviral und
*H-markierte Zellklone im Cortex zeigen ein eindeutig symmetrisches Teilungsmuster: Paarweise
auftretende Neurone in den neuronalen Schichten haben die gleiche Intensitit der H-Markierung,
d.h. sie haben die gleiche Anzahl Zellzyklen durchlaufen, was nur durch symmetrische Neurone-
generierende Teilungen erklidrt werden kann. Beide Befunde sprechen fiir die hier vorgestellte
Beobachtung einer symmetrischen Neurone-generierenden Teilung, welche durch diese Arbeit

erstmals einer histologisch definierten Zellpopulation (BMCs) zugeordnet werden kann.

Das neue Neurogenesemodell: die Drosophila-Analogie und offene Fragen

Der symmetrische differenzierende Teilungsmodus erinnert stark an die Neurogenese in Drosophila:
Wie erwihnt (Abschnitt 1.6), verlduft dort die neuronale lineage iiber die Spezifizierung einer

Neuroblastenzelle, die sich anschlieBend asymmetrisch in eine GMC und einen Neuroblasten teilt.
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Die Neurone selbst entstehen durch eine symmetrische Teilung der GMC. lineage B in Abb. 36
entspricht weitestgehend der Drosophila-lineage. Man wiirde die Existenz sich asymmetrisch
teilender Neuroepithelzellen (Neuroblasten) postulieren, die eine delaminierte Zelle und wieder eine
Neuroepithelzelle generieren. Die delaminierte Zelle selbst teilt sich, entsprechend Drosophila,
symmetrisch in zwei Neurone. Die hier vorgestellte BMC wire das Vertebraten-Homolog der
Ganglionmutterzelle (GMC). Die Analogie sollte natiirlich nicht iiberstrapaziert werden: In
Drosophila ist der Neuroblast selbst bereits delaminiert. Die Analogie sollte nur die bislang nicht
vermutete, offenbar konservierte lineage liber eine symmetrische Neurone-generierende Teilung

verdeutlichen.

Eine zentrale, derzeit offene Frage ist: Geht die BMC aus GFP-positiven oder GFP-negativen
Teilungen hervor? Bei dem derzeitigen Stand der Analyse kann hierzu strenggenommen keine
Aussage gemacht werden. Nimmt man an, dass TIS21-mRNA bzw. GFP den direkten apikalen
neuronalen Vorldufer markiert, sind folgende Szenarien moglich: (i) Apikale Mitosen generieren ein
Neuron und eine Neuroepithelzelle — die GFP-positiven Subventrikularzonenzellen entstehen aus
apikalen Mitosen GFP-negativer Neuroepithelzellen. (ii) GFP-positive apikale Mitosen generieren
ein Neuron und eine BMC - die BMC entsteht aus einer GFP-positiven apikalen Mitose. Geht man
jedoch davon aus (und es fehlt augenblicklich jeglicher Grund zu einer gegenteiligen Annahme),
dass TIS21-mRNA tatsdchlich nur unmittelbar und nicht einen Zellzyklus vor einer Neurone-
generierenden Zellteilung exprimiert wird (lacopetti et al., 1999), ist der ,,Neuroblast* in lineage B
(Abb. 36) TIS21-mRNA-negativ. (Die Existenz eines TIS21-negativen, sich asymmetrisch teilenden
,INeuroblasten* passt in sofern ins Bild, da TIS21-positive Zellen wahrscheinlich selbst Produkt
eines asymmetrischen Teilung sind). Diese Annahme ist mit folgenden Befunden konsistent: (i) bei
den videomikroskopischen Analysen konnten keine Tochterzellen einer apikalen GFP-positiven
Mitose detektiert werden, die sich auf der basalen Seite wieder teilten (auf den Zusammenhang der
Beobachtungsdauer und der Chance, eine solche Teilung zu verfolgen, wurde hingewiesen) und (ii)
zu spiten Stadien der Neurogenese ist der Anteil apikaler GFP-positiver Mitosen relativ gering
(Daten nicht gezeigt), obwohl der Anteil GFP-positiver Neuroepithelzellen relativ hoch ist
(Abschnitt 3.7, Abb. 21B). Dazu passend sind junge migrierende Neurone in der Ventrikularzone
selbst beim peak der Neurogenese (E15.5) im Telencephalon relativ selten. Es scheint, als ob dort
besonders viele Neurone durch basale Mitosen generiert werden. Deshalb wird die zentrale Frage
weiterer Analysen sein, die lineage ,,proliferierende Neuroepithelzelle - (Neuroblast)- BMC* zu

klaren.
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Was sind BMCs? - Versuch einer histologischen Einordnung

Man kann mit Sicherheit davon ausgehen, dass alle histologisch definierbaren Zelltypen bereits
entdeckt wurden - lediglich molekular (Genexpressionsprofil) bzw. iiber die Funktion lassen sich
heute innerhalb der histologisch bekannten Zellklassen neue Subtypen definieren. Um so
unwahrscheinlicher ist es (wie in dieser Arbeit), in einem so gut studierten System wie dem
embryonalen Nervensystem der Maus einen histologisch definierten Zelltyp (eine ,,sich zu Beginn
der Neurogenese basal teilende Zelle im Neuroepithel) zu entdecken und diesen dann noch
funktionell (ein ,,sich symmetrisch in zwei Neurone teilender neuronaler Vorldufer®)

charakterisieren zu konnen.

Deshalb sollen im Folgenden die Hinweise in der Literatur in Bezug auf (i) die histologische
Existenz eines, den BMCs entsprechenden, Zelltyps und (ii) dessen Rolle als neuronaler Vorldufer
diskutiert werden. Trotzdem sei hier vorweggenommen: Die in der Literatur vorhandenen,
histologischen und funktionellen Hinweise sind spirlich und wurden nicht zu einem Modell (vgl.
Abb. 36) integriert — geschweige denn, dass diese Hinweise in irgendeinem Modell zur Neurogenese

(schon gar nicht in Lehrbiichern) beriicksichtigt wurden.

Histologisch konnte man die BMC-Zellpopulation als Vorldufer der Subventrikularzone einordnen,
die in der Literatur fast durchweg als erst ab E14 sichtbare Schicht rein glialer Vorldufer diskutiert
wird (Altman & Bayer, 1991). Die Tatsache, dass SVZ-Zellen im Adulten Neurone generieren, ist
sicherlich ein starkes Argument fiir deren Rolle in der embryonalen Neurogenese. Es ist nicht
einzusehen, warum embryonale SVZ-Vorlduferzellen in ihrem Potential auf die Glia-lineage
limitiert sein sollten, im Adulten aber pluripotent Neurone und Glia generieren konnen. Wenn

tiberhaupt, erwartet man die Einschrinkung des lineage Potenzials im Adulten und nicht umgekehrt.

Es gibt in der Tat mehrere Hinweise auf die Entstehung von Neuronen aus der embryonalen SVZ.
Allerdings sind sie verglichen mit dem gegenwértigen Modell zur Neurogenese wenig populir,
stiitzen aber das hier erstmalig vorgestellte /ineage-Modell iiber basale Teilungen. Die
fundamentalen Studien von Smart zur Neurogenese im Sduger bzw. der Maus beschreiben das
Auftreten von ,,non-surface* (=basale) Mitosen entlang des ganzen Neuralrohres im Verlauf der
Neurogenese (Riickenmark, Smart, 1972a; Diencephalon Smart, 1972b und Telencephalon Smart,
1973). Smart beobachtete einen Zusammenhang des Auftretens dieser Mitosen und dem Gradienten
der Neurogenese (Eintreten in Phase 2, siehe Abschnitt 1.3) und postulierte bereits die Entstehung
von Neuronen aus diesen basalen Mitosen, blieb aber einen Beweis fiir diese Behauptung schuldig.
Bemerkenswerterweise fillt der peak der Neurogenese von Schicht IV-II mit der radialen Expansion
der SVZ zusammen, was einen kausalen Zusammenhang zwischen der SVZ und Neuronentstehung
vermuten ldsst (Smart & McSherry, 1982). Zudem tritt wihrend dieses peaks in der SVZ eine stark
*H-markierte Population auf (Altman & Bayer, 1991), Beleg einer zeitlichen Koinzidenz mitotischer
Aktivitédt in der SVZ und der Entstehung der Schichten IV-II. Takahashi und Mitarbeiter (Takahashi
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et al., 1996) schlieBen in ihrer Studie zur Proliferation und Differenzierung im Cortex die
Generierung von Neuronen aus der Subventrikularzone nicht aus, interpretieren sie aber als eher
seltenes Ereignis. Nach ihren Daten werden weniger als 5% der Neurone bei E15 aus der
Subventrikularzone generiert. Der relativ niedrige Wert steht im Widerspruch zu der Studie von
Tarabykin und Mitarbeitern (Tarabykin et al., 2001), die den Ursprung der Schicht II-IV Neurone in
der SVZ nahelegt (sieche néchster Absatz) - und das sind mehr als 5% der Neuronenproduktion.
Takahashi und Mitarbeiter (Takahashi et al., 1996) selbst rdumen ein, dass es schwierig ist, die
Zellpopulationen eindeutig VZ und SVZ zuzuordnen, was die unterschiedlichen Ergebnisse beider
Studien erkldren konnte. Die Studie von Takahashi und Mitarbeitern (Takahashi et al., 1996) zeigt
zudem, dass das Maximum der corticalen Neuronenproduktion zeitlich gegeniiber dem
Verschwinden der Neuroepithelzellen in der VZ um zumindest einen Zellzyklus verzdgert ist (Abb.
3A). Dies kann natiirlich durch die Koexistenz von Typ 2- und 3-Teilungen erkléirt werden (Abb.
3B). Man kann sich aber auch vorstellen, dass ein Teil der Neurone iiber eine intermediire
Zellpopulation (in der SVZ) generiert wird, was die zeitliche Verzogerung erklirt. (Die gemessene
Neuronenproduktion in Abb. 3A wiirde sich in diesem Fall nicht, wie angenommen auf die VZ
sondern auf VZ plus SVZ beziehen. Wie erwihnt, ist die Zuordnung von Zellen zu VZ bzw. SVZ

nicht ganz eindeutig).

Neben den eher hypothetischen Vermutungen von Smart gibt es neuere Studien, die auf molekularer
Ebene auf einen Zusammenhang von SVZ und Neurogenese hindeuten. In einem subtraktiven screen
fiir spezifisch in der SVZ, aber nicht in der VZ exprimierter Gene, konnten Tarabykin und
Mitarbeiter (Tarabykin et al., 2001) eine mRNA identifizieren, die exklusiv in der SVZ und Schicht-
II-IV-Neuronen exprimiert ist (Svetl). In diesem Zusammenhang wire es interessant zu wissen, ob
die hier beschriebenen basalen Zellen Svetl-positiv sind. Die Autoren postulierten einen lineage-
Zusammenhang zwischen der SVZ und den Svetl-positiven Neuronen: In Pax6-defizienten Mausen
(Sey/Sey) ist exklusiv die Svetl-positive SVZ-Vorlduferpopulation, nicht aber die Otx-1-positive der
VZ betroffen — dieser Defekt resultiert auf neuronaler Ebene in einem selektiven Verlust der Svetl-
positiven Schicht-1I-IV-Neurone, nicht aber der Otx-1-positiven Population. Die Svet]-mRNA selbst
enthilt keinen ORF und ist im Zellkern lokalisiert (Tarabykin et al., 2001).

Die Einordnung der BMCs als friihe Zellen der SVZ impliziert: (i) Die Pionierzellen der SVZ
entstehen bereits zu Beginn der Neurogenese, (ii) diese Pionierzellen generieren Neurone durch
basale symmetrisch differenzierende Teilungen, (iii) Zellen der Subventrikularzone sind neuronale
Vorldufer und (iv) die Subventrikularzone ist (zu spiteren Stadien) eine heterogene Zellpopulation,
sie besteht aus BMCs und Glia-Vorlduferzellen.

Lineage A und B sind unterschiedlich effizient in der Neuronenproduktion

Auffillig ist der erhohte Anteil basaler Zellteilungen in Regionen mit hoher Neuronenproduktion: Im

Telencephalon ist das Verhéltnis von GFP-positiven basalen zu GFP-positiven apikalen Mitosen
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hoher als im Rhombencephalon (bei E10 ca. 2.7fach) (Abschnitt 3.8, Abb. 23A). Dies kann ein Indiz
fiir unterschiedliche Mechanismen der Neurogenese in beiden Hirnregionen sein: Regionen mit
einem groferen output an Neuronen tendieren schon in sehr frithen Stadien der Neurogenese dazu,
ihre Neurone durch basale Teilungen zu generieren. Dieser Effekt ist nicht auf einen erhdhten Anteil
proliferativer Mitosen zuriickzufiihren, da innerhalb der Neurone-generierenden Population der
Trend anhilt (Abschnitt 3.8, Abb. 23C). Offenbar werden im Telencephalon Neurone anders
generiert als im Rhombencephalon. Tatsédchlich scheint die Balance der verschiedenen Modi

(lineage A vs. lineage B) unterschiedlich. Was konnte ein Grund hierfiir sein?

Beziehen wir die produzierten Neurone auf den Zellzyklus der ersten, sich differenzierend teilenden
Neuroepithelzelle in jeder lineage. Lineage A wiirde ein Neuron und eine Neuroepithelzelle
generieren, der output wire ein Neuron pro Zellzyklus. Lineage B produziert dagegen eine
Neuroepithelzelle und iiber das Zwischenstadium der BMC zwei Neurone, der output wire zwei
Neurone pro Zellzyklus, also doppelt so effektiv. Gleiche Uberlegungen gelten, falls die erste
differenzierende Teilung symmetrisch verlaufen wiirde, das Verhiltnis wére dann zwei zu vier
Neuronen pro Zellzyklus. Im Embryo limitiert die begrenzte apikale Oberflidche, auf Grund der
begrenzten lateralen Ausdehnung der Ventrikel, die Zahl der Neuroepithelzellen. Der Embryo
konnte so iiber eine Intensivierung der Neuronenproduktion iiber lineage B die Ausbeute an
Neuronen pro Raum und Zellzyklus erhohen. Die Neuronenproduktion, d.h. die pro Neurone-
generierender Neuroepithelzelle generierten Neurone, gemessen als das Verhiltnis junger GFP-
positiver Neurone zu GFP-positiven Neuroepithelzellen (Abb. 21C) im Rhombencephalon ist
tatsdchlich, bei einem hoheren Anteil GFP-positiver Neuroepithelzellen (Abb. 21B), geringer als im
Telencephalon, obwohl die Neurogenese dort weiter fortgeschritten ist (Abb. 21A). Nimmt man eine
gleiche Zellzyklusldnge an, ist die wahrscheinlichste Erkldarung ein anderer Zellteilungsmodus der
Neurone-generierenden Vorlduferzellen, welcher im Telencephalon mehr Neurone pro
Neuroepithelzelle und Zellzyklus generiert als im Rhombencephalon — wahrscheinlich wegen eines
hoheren Anteils an lineage B. Offensichtlich stellt das lineage Modell B (Abb. 36) einen besonders
effizienten Weg zur Neuronenproduktion dar und korreliert innerhalb einer Spezies positiv mit der

neurogenetischen Leistung eines Areals.

Diese Uberlegung ist auch im Hinblick auf evolutionire Veriinderungen interessant. Kénnte auch die
evolutiondre Zunahme der Neuronenzahl zwischen verschiedenen Spezies auf ein unterschiedliches
Verhiltnis von lineage A zu lineage B zuriickzufiihren sein? Betrachtet man eine radiale Einheit im
Cortex der Ratte bei E18, ist das GroBenverhéltnis von SVZ:VZ ca. 1:1 (Altman & Bayer, 1991), im
hoher encephalisierten Rhesusaffen bei E75 ca. 5:1 (Rakic, 1972). Evolutiondr weiterentwickelte
Spezies haben also eine relativ groBere SVZ. Folgt man der Argumentation von Tarabykin und
Mitarbeitern (Tarabykin et al., 2001), entstehen Neurone der Schichten IV-II vorwiegend aus der
SVZ. Steht die Ausdehnung der SVZ in einem kausalen Zusammenhang mit einer Erhhung der

Neuronenzahl, sollte insbesondere der Anteil dieser Schichten in der Evolution ansteigen.
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Tatsdchlich nimmt das Verhiltnis von Schicht IV-II zu Schicht I, V-VI von 1:1 in der Ratte zu 5:1
im Rhesusaffen zu (Beaulieu, 1993; Beaulieu et al., 1992). Offenbar zeichnen sich grolere Gehirne
durch einen hoheren Anteil von lineage B aus. Gerade in diesem Kontext ist es interessant zu
untersuchen, wie das Verhiltnis zwischen beiden lineages gesteuert wird, und welche Gene daran

beteiligt sind.

4.3 Die asymmetrische Verteilung apikaler Membran korreliert mit Neurogenese

Es wurde oftmals die vertikale bzw. horizontale Zellteilungsebene relativ zur apikalen Oberfldche
als zellbiologisches Korrelat proliferierender vs. Neurone-generierender Teilung herangezogen
(Chenn & McConnell, 1995). Danach entstehen Neurone durch horizontale Teilungen. Wie bereits
erwiahnt, ist dieses Modell nicht haltbar (Abschnitt 1.5): Die Zahl der horizontalen Teilungen ist im
Verlauf der Neurogenese konstant, d.h. sie korreliert nicht mit der Neuronenproduktion und ist zu
gering, um die Entstehung aller Neurone zu erkldaren. Von Huttner und Brand (Huttner & Brand,
1997) wurde die Verteilung der apikalen Membran auf zwei oder nur eine Tochterzelle als Kriterium
proliferierender vs. Neurone-generierender Teilung vorgeschlagen. Hier soll (i) auf die Korrelation
der Verteilung apikaler Membran mit Neurogenese und (ii) auf den Zusammenhang zwischen der

Verteilung apikaler Membran und der Symmetrie im cell fate eingegangen werden.

Eine Analyse der Zellteilungsebene im 71S21-GFP-knock in erlaubt es, die Verteilung apikaler
Membran auf zelluldrer Ebene in Relation zu proliferierenden bzw. Neurone-generierenden
Zellteilungen setzen: 90% der Mitosen mit symmetrischer Verteilung apikaler Membran sind
groBtenteils proliferierend (GFP-negativ), 80% der Mitosen mit asymmetrischer Verteilung apikaler
Membran dagegen Neurone-generierend (GFP-positiv) (iiber das gesamte Gehirn und E9.5-E11.5
vereinigte Daten) (Abschnitt 3.10, Abb. 26). Zellbiologisch asymmetrische Teilungen sind demnach
grofitenteils Neurone-generierend, die asymmetrische Verteilung apikaler Membran korreliert mit
Neurogenese. Es ist zu beachten, dass die Korrelationen der Verteilung apikaler Membran zu
Neurone-generierenden Teilungen nicht 1:1 gelten, vielmehr eine Wahrscheinlichkeit ausdriicken:
Verteilt eine Zelle die apikale Membran asymmetrisch, wird sie mit groer Wahrscheinlichkeit ein

Neuron generieren.

Wie steht die zellbiologische Teilungssymmetrie in Zusammenhang mit der Symmetrie im cell fate?
Geht man davon aus, dass apikale Neurone-generierende Teilungen asymmetrisch sind (Abschnitt
4.2) folgt: Eine asymmetrische Verteilung apikaler Membran korreliert mit einem asymmetrischen
cell fate. Man konnte postulieren, dass hier ein Kausalzusammenhang zwischen der asymmetrischen
Vererbung apikaler Membran (Neuroepithelzelle vs. Neuron) und dem cell fate besteht. Die apikale
Membran bzw. assoziierte Faktoren konnten als Proliferationsfaktor eine Tochterzelle im

asymmetrischen Teilungsmodus halten. Die andere Zelle erhilt diesen Faktor nicht und differenziert
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zum Neuron. Welche Mechansismen die Verteilung der apikalen Membran auf die Tochterzellen

steuern, ist noch nicht bekannt.

Asymmetrisch verteilte cell fate determinants in der Neuronen-generierenden Zellteilung

Kandidaten fiir solche cell fate determinants wiren in erster Linie mit der apikalen Membran oder
Jjunctions assoziierte Faktoren bzw. Faktoren, die generell in Bezug auf die apikal-basale Polaritit
der Zelle asymmetrisch lokalisiert sind. Einige Komponenten des Notch-Delta Signalwegs sind
beispielsweise in mitotischen Neuroepithelzellen asymmetrisch verteilt (Chenn & McConnell, 1995;
Shen et al., 2002). Auf welche Weise laterale Inhibition und asymmetrische Verteilung von cell fate
determinants bei der Steuerung von Proliferation und Differenzierung im Neuroepithel integriert

werden, ist nicht bekannt.

In diesem Zusammenhang ist die erwidhnte asymmetrische Verteilung von minibrain-mRNA und -
Protein in vivo (Hammerle et al., 2002) und TIS21 in vitro (L. Farkas, personliche Mitteilung)
interessant. Man kann spekulieren, ob fiir diese asymmetrische Verteilung ein beiden Proteinen
gemeinsames C-terminales Sequenzmotiv verantwortlich ist. Sollte TIS21 in vivo ebenfalls
asymmetrisch verteilt sein, sollte das Protein in der Neurone-generierenden Teilung nur an das
Neuron weitergegeben werden (folgt aus lacopetti et al., 1999: TIS21-Immunoreaktivitiit ist im
Neuron, d.h. bei asymmetrischer Verteilung muss das Neuron TIS21 erhalten). So wiirde eine
Akkumulation von TIS21 in sich asymmetrisch teilenden Neuroepithelzellen verhindert, die ja in
jeder G1-Phase neues TIS21 synthetisieren. Dieser Befund spricht gegen ein Modell, in dem TIS21
durch sukzessive asymmetrische Teilungszyklen akkumuliert und so als Zell-intrinsischer Timer zu
der in vivo beobachteten sukzessiven Verlangsamung des Zellzyklus beitrigt, die letztendlich zur
Differenzierung fiihrt. p27 scheint die Differenzierung von Vorlduferzellen in der Retina iiber einen

solchen Mechanismus zu steuern (Levine et al., 2000).

Im Zusammenhang mit basal lokalisierten cell fate determinants ist die asymmetrische Vererbung
des basalen Fortsatzes auf das Neuron bei asymmetrischen Neurone-generierenden Teilungen
radialer Gliazellen ein zentraler Befund (Miyata et al., 2001). Wenn wir davon ausgehen, dass sich
typische Neuroepithelzellen dhnlich verhalten (d.h. den Fortsatz wihrend der Mitose nicht
retrahieren), konnten nicht nur apikal, sondern auch basal lokalisierte cell fate determinants bzw.
Signale von der Basallamina das cell fate entscheidend beeinflussen, insbesondere, da sich vor und
wihrend der Neurogenese Zusammensetzung und Kontakt zur Basallamina und die Synthese von

Rezeptoren fiir Basallamina-Komponenten dndern (Koch, 2000).
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44  Ein verlangsamter Zellzyklus korreliert auf zelluléirer Ebene mit Neurogenese

Neben der asymmetrischen Verteilung von cell fate determinants wurde auch die Verlangsamung
des Zellzyklus als moglicher Steuerungsmechanismus diskutiert. Tatsdchlich kann eine
Verlidngerung des Zellzyklus Differenzierung einleiten: In vivo (whole embryo culture) 16st
Olomucine, das spezifisch die G1-Phase verldngert, den Zellzyklus aber nicht blockiert, iiber eine
vorzeitige Verldngerung des Zellzyklus eine verfriihte Neurogenese aus (Calegari et al., in
Vorbereitung). Es besteht also ein funktioneller Zusammenhang zwischen Verlangsamung des

Zellzyklus und Differenzierung.

Falls die Zellzyklusdauer den Ubergang von Proliferation zu Neurogenese steuert, sollten sich
proliferierende Neuroepithelzellen von Neurone-generierenden in der Zellzyklusdauer
unterscheiden. Tatsédchlich nimmt der Zellzyklus von GFP-negativen zu GFP-positiven Zellen in der
Ventrikularzone um 40% von 9 h auf ca. 13 h zu (Abschnitt 3.11, Abb. 27). Die Werte fiir GFP-
negative Zellen entsprechen den publizierten Daten von ca. 9 h fiir dieses Stadium (Takahashi et al.,
1995). Diese Daten sind zwar iiber die ganze Population in der Ventrikularzone gemessen, passen
aber zu den hier ermittelten Werten, da der Anteil Neurone-generierender Zellen zu Beginn der

Neurogenese relativ gering ist.

In dem Experiment wurde prinzipiell die Zunahme der Zellzyklusdauer in der gesamten GFP-
positiven Zellpopulation in der Ventrikularzone, d.h. Neurone-generierende Neuroepithelzellen und
junge, ebenfalls GFP-positive Neurone, bestimmt. Deshalb wurde die Analyse in einem Stadium
gerade bei Einsetzen der Neurogenese (E10.5 Telencephalon) durchgefiihrt, in dem die meisten
Zellen erst umschalten und den GroBteil der Neurone erst einem Zellzyklus (d.h. friihestens 8 h
spéter) generieren werden. Zudem wandern junge Neurone innerhalb kurzer Zeit aus der
Ventrikularzone aus (bei 50-100 pm Dicke der VZ und 35 um Geschwindikeit ca. 2-3 h)
(Tochterzelle A; Abb. 25B), der Anteil junger Neurone in der GFP-positiven Zellpopulation in der
Ventrikularzone ist deshalb relativ gering. Davon ausgehend scheint es legitim, den Beitrag der
Neurone zur Zellzyklusverlangsamung zu vernachlidssigen. Man kann also davon ausgehen, dass der
Zellzyklus Neurone-generierender Neuroepithelzellen ndherungsweise korrekt bestimmt wurde. Eine

Verlangsamung des Zellzyklus korreliert demnach tatsédchlich auf zelluldrer Ebene mit Neurogenese.

Es ist allerdings unwahrscheinlich, dass die Zunahme der durchschnittlichen Zellzyklusdauer in der
Neurogenese auf bis iiber 18 h (Takahashi et al., 1995) génzlich auf den langsam steigenden Anteil
Neurone-generierender Neuroepithelzellen zuriickzufiihren ist, wihrend die Zellzyklusdauer in der
proliferierenden und Neurone-generierenden Population iiber den Zeitraum konstant bleibt. Der
Zellzyklus der Neurone-generierenden Population miisste in diesem Fall iiber 18 h liegen und nicht
bei 13 h. Man kann davon ausgehen, dass bei der Verlansamung des Zellzyklus auf
Populationsebene noch eine additive Komponente existiert, die den Zellzyklus in proliferierenden

und Neurone-generierenden Neuroepithelzellen gleichermaBen verldngert.

127



DISKUSSION

Die beobachtete Verlidngerung des Zellzyklus in der GFP- bzw. TIS21-positiven Zellpopulation
zusammen mit der antiproliferativen Wirkung von TIS21, ldsst Spekulationen iiber dessen
physiologische Funktion zu: Wirkt TIS21 selbst an der Verlidngerung des Zellzyklus mit?
Wahrscheinlich nicht ausschlieBlich, vielleicht zusammen mit p27, das zelluldr ein identisches

Expressionsmuster aufweist (Stuckmann, 1998).

4.5  Regiospezifische Elemente regulieren die Expression von TIS21

Ein Ziel der Etablierung der transgenen Linien war u.a. die Identifizierung eines funktionellen
TIS21-Promoters. Ein solcher Promoter konnte (i) zum screening nach upstream von TIS21
gelegenen Genen und (ii) zur gezielten Expression bestimmter Gene in der TIS21-positiven

Zellpopulation im Neuroepithel eingesetzt werden.

Modulare Regulation der TIS21-Genexpression

TG1 beinhaltet 2 kb 57, TG2 17 kb 5" und TG3 6 kb 5°+8 kb 3" Sequenzen des TIS21-Gens
(Angaben relativ zum Transkriptionsstart). Tatsdchlich zeigen die unterschiedlichen
Expressionsmuster von transgenen und knock in-Linien einige interessante Aspekte. In der friithen
Neurogenese (E10.5) zeigt TG1 im Neuroepithel keine Expression, TG2 exprimiert im Mittel-,
Hinterhirn und Riickenmark, TG3 im Vorder-, Mittel-, Hinterhirn und Riickenmark.
Zusammenfassend findet man: Die fiir eine Wachstumsfaktor- und Mitogen-abhingige
Induzierbarkeit in vitro ausreichenden Elemente des proximalen TIS21-Promoters (Fletcher et al.,
1991) zeigen in vivo keine spezifische Expression (TG1). Eine Erweiterung der Transgene, 5’ und
3’, auf Intron Exon 2 inklusive 3°’UTR und 4 kb 3’ genomischer Sequenz, bewirkt eine schrittweise
Anndherung (TG2, TG3, KI1) an die Expression von endogenem TIS21 (Abschnitt 3.4, Tab. 3 & 4).
Regulatorische Elemente im Bereich von 2-5kb 5 sind ausreichend, um GFP in Mittel-, Hinterhirn
und Riickenmark zu exprimieren (Abb. 37). Hier exprimieren sowohl TG2 als auch TG3. Geht man
davon aus, dass nur ein Element diese Expression steuert, muss es innerhalb gemeinsamer
genomischer Sequenzen von TG2 und TG3, aber ausserhalb von TGI1 liegen. Elemente, die bis +8
kb 3” zum Transkriptionsstart liegen, steigern die Expression im Vorderhirn. Sie sind nur in TG3
enthalten, das auch als einziges Transgen in diesen Bereichen exprimiert (Abb. 37). Da nicht alle
TIS21-mRNA positiven Areale Expression zeigen, kann man auf weiter entfernt liegende Elemente
schlieBen, die fiir das volle Expressionsmuster von TIS21 erforderlich sind. Tatséchlich finden sich
auch auBlerhalb der Transgene (-17 kb und +8 kb) innerhalb eines Bereichs —28 kb bis + 26 kb
zwischen Mensch und Maus konservierte Bereiche mit evolutionir konservierten

Transkriptionsfaktorbindestellen, die natiirlich nur im Fall des knock in abgedeckt werden (Abb. 37).
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Abb. 37. Transkriptionskontrolle von TIS21. (Oben) Genomische Bereiche des TIS21-Gens in den Transgenen TG,
TG2 & TG3. (Mitte) Homologiebereiche von TIS21 in Mensch und Maus (dargestellter Bereich 50-100% Homologie in
einem 300 bp Fenster; Positionen bezogen auf BTG2) und evolutiondr hoch konservierte nicht-codierende Bereiche
innerhalb dieser homologen Bereiche in nicht-transkribierten Abschnitten (dunkelrot), im TIS21-Intron (hellrot) und in
der TIS21-3’-UTR (gelb) bzw. evolutionir konservierte codierende Bereiche im TIS21-ORF (blau). (Unten) Zuordnung
der Expressionsdoménen zu den konservierten Bereichen. Die konservierten Bereiche des TIS21-Gens konnen auf
Grund des Expressionsmusters der Transgene bestimmten Expressionsdomidnen zugeordnet werden: Konservierte
Bereiche von +0.2 kb bis +6.3 kb (inkl. Intron und 3’UTR) konnten die Expression von TG3 im Vorderhirn steuern.
Diese Bereiche fehlen beispielsweise in TG2, das nicht im Vorderhirn exprimiert. Konservierte Bereiche ausserhalb der
Transgene stromauf von —16 kb und stromab von +8kb konnten die Expression im dorsalen Neuralrohr inklusive des
dorsalen Telencephalons kontrollieren. Der unmittelbare Bereich stromauf von TIS21 (mit dem in vitro funktionellen
Promoter) enthilt vergleichsweise wenig konservierte Bereiche. So ist es nicht iiberraschend, dass TG1 in vivo kaum
exprimiert. Die hoch konservierten nicht-codierenden Bereiche in Intron und in nicht transkribierten genomischen
Abschnitten, nicht jedoch in der 3’-UTR enthalten alle evolutionir konservierte Transkriptionsfaktorbindestellen. Die
Funktion der hoch konservierten TIS21-3’-UTR ist offensichtlich weniger in der Kontrolle von Transkription als in z.B.
mRNA-Lokalisation zu suchen. (Angaben in bp relativ zum Transkriptionsstart; Daten aus dem ECR Genome Browser).

Die Expression von TIS21 scheint von verschiedenen Modulen gesteuert, die jeweils bestimmte
Regionen im ZNS abdecken. Das vollstindige TIS21-Expressionsmuster setzt sich nach einer Art
Baukastenprinzip zusammen. TG2 exprimiert regiospezifisch unvollstindig, innerhalb der positiven
Zellpopulation trotzdem in der richtigen Phase des Zellzyklus (G1/S-Phase, erkennbar in Abschnitt
3.6, Abb. 18 an der starken Expression im basalen Drittel der Ventrikularzone) und in dem richtigen
Zelltyp (Neuroepithelzelle), obwohl nicht alle regulatorischen Elemente vorhanden sind: So sind
z.B. Telencephalon und Diencephalon negativ. Eine analoge Argumentation gilt fiir TG3. Es konnte
sein, dass verschiedene separate Elemente eine zelltyp- bzw. zellzyklusabhédngige und
regiospezifische Expression steuern. TIS21 ist, dhnlich Nestin, auch im ganzen Neuralrohr in jeder
Neurone-generierenden Zellteilung exprimiert (unabhingig von dem generierten neuronalen Subtyp
und dem Entwicklungsstadium). Regiospezifische Elemente innerhalb des Nestin-Enhancers bauen

ibrigens auch das Nestin-Expressionmuster modular auf (Josephson et al., 1998).
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Ein vollstindig funktioneller TIS21-Promoter konnte in dieser Arbeit nicht gefunden werden. Mit
TG2 und TG3 wurden zumindest partiell funktionelle Promoterfragmente identifiziert, die es
erlauben, die in Abschnitt 1.9 beschriebenen experimentellen Ansitze weiter zu verfolgen. TG3
kommt in seiner Expression dem endogenen TIS21-Expressionsmuster nahe, deckt es aber nicht
vollstindig ab. Um ein funktionelles Transgen zu erhalten, sind offensichtlich grofere genomische
Abschnitte erforderlich. Zu diesem Zweck wurde ein BAC-Klon (RP-24-163M8) identifiziert, der 5’
und 3’ des TIS21-Gens mindestens 100 kb bzw. 30 kb flankierende Sequenzen, also auch die in
silico identifizierten regulatorischen Sequenzen, die groBtenteils innerhalb des Bereichs von -30 kb
bis +15 kb liegen, enthilt.

4.6  Zur Funktion von TIS21 in Proliferations- und Differenzierungsprozessen

Die Aktivitidt des TIS21-Gens ist nicht auf das Neuroepithel begrenzt, sondern erstreckt sich im
Embryo (Abschnitt 3.4, Tab. 3 & 4) und im Adulten (Abschnitt 3.14, Tab. 7) iiber verschiedene
Gewebetypen.

In Abschnitt 3.4 & 3.14 wurde die GFP-Fluoreszenz nicht immer mit TIS21-Immunfarbung
tiberpriift bzw. mit TIS21-mRNA korreliert. Strenggenommen wei3 man nicht immer, ob TIS21-
mRNA und Protein tatsdchlich vorhanden sind (siehe hierzu Abschnitt 4.1). Man kann dies aber
annehmen, da fiir Lunge, Darm, Thymus, Herz und Gehirn die Fluoreszenz mit der TIS21-
Expression im Western-Blot iibereinstimmt und deshalb niherungsweise die GFP-Fluoreszenz mit

der TIS21-Protein Expression gleichsetzen.

TIS21 ist beim Ubergang zur Differenzierung exprimiert

In vielen Geweben bzw. Organen ist das TIS21-Gen im Laufe ihrer Entwicklung aktiv, in manchen
nur transient, wie z.B. im Herz und im Gehirn. Herz und Gehirn exprimieren nur im Embryo - im
Adulten sind hier die Proliferationsprozesse abgeschlossen. (Das adulte Gehirn ist bis auf die Zellen
der adulten Subventrikularzone, die neben dem Gyrus dentatus die einzigen Zellen sind, die im
adulten ZNS Neurone bilden, negativ). Die Expression des TIS21-Gen in verschiedenen
Zellsystemen (neuronale Stammzellen vs. neuronale Vorldufer und dltere Neurone im Neuroepithel,
Krypten vs. Villi im Darm, embryonale vs. adulte Muskelzellen im Herz, hohere Aktivitét in
Lymphozyten im Blut vs. Knochenmark) weist auf ein allgemeines Motiv der TIS21-Genexpression
hin: TIS21 ist generell in Zellpopulationen exprimiert, die von Proliferation in Differenzierung
tibergehen. (Vielleicht hingt die Expression im Uterusepithel (Abschnitt 3.14, Abb. 31.15) damit

zusammen und spiegelt Regenerationsprozesse der Gebarmutterschleimhaut wider).

In diesem Zusammenhang ist die Korrelation von TIS21-Expression und Prominin-Expression

(CD133) in Blutstammzellen sehr interessant: Im Blut und Neuroepithel markiert TIS21 eine
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Subpopulation Prominin-positiver Stammzellen. Eine Expression von TIS21, insbesondere auch in
Kombination mit Prominin in neuronalen und hidmatopoetischen Zellsystemen, wire nicht ganz
unerwartet: Genexpressionsstudien deuten tatsidchlich auf ein allgemeines {iberlappendes
Genexpressionsprogramm in beiden Systemen hin (Terskikh et al., 2001). Ist TIS21 ein genereller
Marker fiir differenzierende Stammzellen? Die antiproliferative Funktion kdnnte man in dieser
Richtung interpretieren: TIS21 induziert iiber eine Verlangsamung des Zellzyklus eine
differenzierende Teilung (siche Abschnitt 1.6). Man wiirde, wie schon angesprochen, bei Verlust der
TIS21-Genfunktion eine Uberproliferation erwarten. Der Verlust der TIS21-Expression in Brust-
(Duriez et al., 2002) und Prostatakarzinomen (Ficazzola et al., 2001) bzw. Zellen aus Tumor-

Zellinien aus Lunge und Thymus (Lim ez al., 1995) ist ein Hinweis.

TIS21 hat eine physiologische Funktion im blutbildenden System

In dieser Arbeit wurden KI1-homozygote Tiere als knock out-Modell fiir TIS21 vorgestellt. Man
konnte generell einen ,,quantitativen Phinotyp dhnlich dem p27-knock out-Phénotyp erwarten
(Zunahme von Zellzahl und KoérpergroBe, Nakayama et al., 1996). p27 ist, wie TIS21, ein negativer
Regulator des Zellzyklus, wirkt also antiproliferativ. Bis jetzt konnte noch kein systemischer
Phinotyp dhnlich p27 detektiert werden, auch nicht im Neuroepithel (Abschnitt 3.13). Grund kann
der besprochene, nicht homogene genetische Hintergrund sein, in dem ein quantitativer Phénotyp
(spitere Differenzierung, mehr Neurone, dhnlich des p27-knock out-Phinotyps) schwer zu
detektierten ist. Zur Homogenisierung des genetischen Hintergrunds werden derzeit
Riickkreuzungen durchgefiihrt. Interessant wiére, ob die Verlangsamung des Zellzyklus in der
Neurone-generierenden Zellteilung im TIS21-knock out nicht mehr zu detektieren ist. Eine
antiproliferative Funktion von TIS21 in vivo und eine mogliche Rolle in der Neurogenese wire somit
bewiesen. TIS21 wire in diesem Fall der maBigebliche Faktor, der iiber eine Verlangsamung des

Zellzyklus Differenzierung steuert.

Neben dem Neuroepithel wurde auch das blutbildende System auf einen Phénotyp untersucht.
Tatsédchlich fiihrt der Verlust der Genfunktion zu einem Phénotyp im blutbildenden System. Hier ist
das TIS21-Gen besonders aktiv und ein Phinotyp sicherlich am ehesten zu detektieren. Es tritt eine
Populationsverschiebung zu Lasten der Lymphozyten und zu Gunsten der Granulocyten auf.
Zwischen einer Veridnderung der cell fate decision in der lineage zu Granulocyten oder einer
einfachen Uberproliferation an Granulo- und Monocyten kann zum gegenwirtigen Zeitpunkt nicht
unterschieden werden. Zusitzlich zur Verschiebung der Populationen veréinderte absolute Zellzahlen
(z.B. insgesamt mehr Leukocyten) konnen also nicht ausgeschlossen werden. Geht man aber von
einer veridnderten cell fate decision aus, muss der entscheidende Schritt in der /ineage vor der
Maturierung zu Granulocyten liegen, da die Granulocyten selbst nicht TIS21-positiv sind. In Bezug
auf eine mogliche Funktion von TIS21 bei der Proliferationskontrolle im Blutsystem ist
bemerkenswert, dass BTG1 in einer mit B-Zelllymphomen assoziierten Translokation involviert ist
(Rouault er al., 1992).
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4.7  Die Suche nach Kandidatengenen zur Proliferationskontrolle — ein mechanistischer

Ansatz

Die T1521-GFP-Linien bieten die Moglichkeit, durch ein gene expression profiling der GFP-
positiven vs. -negativen Population von Neuroepithelzellen direkt nach Genen zu suchen, die an
diesem Umschaltprozess beteiligt sind. Diese differentielle Analyse ist der von Geschwind et al.,
2001 vorgestellten Strategie, Gene zu identifizieren, die an der Differenzierung neuronaler
Stammzellen beteiligt sind, weit iiberlegen. In dieser Studie wurde ein in vitro-Kultursystem
eingesetzt, in dem ein differentieller Status der Neuroepithelzellen (proliferierend vs.
differenzierend) iiber bFGF instruiert wurde. In dem in dieser Arbeit vorgestellten System wiirden
die Daten dagegen direkt aus dem in situ Status der Zellen gewonnen: Neuroepithelzellen konnten
dissoziiert und nach FACS-Sorting deren Genexpressionsprofil mit DNA-Arrays untersucht werden.
Es ist anzunehmen, dass man so auf direktem Weg und mit weniger Hintergrund zu entsprechenden
Kandidatengenen kommt, da proliferierende und differenzierende Neuroepithelzellen, ,,in vivo-
Nachbarn* im Neuroepithel, direkt miteinander verglichen wiirden. Die Analyse muss sich auf
Neuroepithelzellen, unter Ausschluss der ebenfalls GFP-positiven jungen Neurone, beschrdnken.
Man konnte dies z.B. durch die Markierung von Neuroepithelzellen mit Prominin, einem im
Neuroepithel ausschlieBlich von Neuroepithelzellen exprimierten Marker fiir die apikale
Plasmamembran (Weigmann et al., 1997), oder durch eine Doppelmarkierung in Kombination mit
B-1II-Tubulin-BAC-Linien erreichen (siche 4.1).

Aus Genexpressionsdaten konnen zwar nicht zwingend funktionelle Daten abgeleitet werden, in
erster Nidherung kann man aber davon ausgehen, dass Expressionsmuster nicht ohne Grund mit
einem biologischen Prozess korrelieren. Hier wiren sicherlich Gruppen von Genen interessant, die
mit der Expression von TIS21 korrelieren — positiv und insbesondere negativ: Ein
Proliferationsfaktor, der Neuroepithelzellen in ihrer proliferativen Phase hilt, wire im
Expressionsprofil auf zelluldrer Ebene komplementidr zu TIS21. Durch ein differentielles
Genexpressionsprofil ermittelte Kandidatengene konnen sowohl parallel als auch up- und
downstream von TIS21 liegen, miissen aber nicht notwendigerweise funktionell an TIS21 gekoppelt
sein. Vielleicht konnte man Gruppen koregulierter Gene (synexpression groups) finden, die
ursidchlich mit diesem Prozess zusammenhéngen. Diese Netzwerke koregulierter Gene kdnnte man
tiber eine Suche nach im Genexpressionsprofil dhnlichen Genen, die von gleichen regulatorischen
Motiven gesteuert werden, identifizieren. Strategien, regulatorische Sequenzen durch inter-
Speziesvergleiche in silico zu identifizieren, wurden vorgestellt (Loots et al., 2002). Ein
nachfolgender inter-Spezies-Vergleich innerhalb dieser Kandidatengene zur Identifikation
eventueller Mutationen in Transkriptionsfaktorbindestellen innerhalb der regulatorischen Sequenzen
bietet sich an. Man kann erwarten, dass in diesen Sequenzen evolutionir relevante Veridnderungen

abgelaufen sind. Es wird im allgemeinen diskutiert, dass sich nahe verwandte Spezies wie z.B.

132



DISKUSSION

Mensch und Schimpanse, gerade auch im Genexpressionsprofil unterscheiden (King & Wilson,
1975, Enard et al., 2002).

Die Suche nach downstream Kandidaten

Fiihrt man das oben beschriebene gene expression profiling nicht nur an heterozygoten, sondern
auch an homozygoten Embryonen durch, so erdffneet sich eine elegante Moglichkeit, in den
Verinderungen des Genexpressionsprofils der hetero- vs. homozygoten GFP-positiven Populationen
einen Phinotyp zu entdecken. Die GFP-negative (proliferierende) Zellpopulation kann dabei als
interne Kontrolle dienen. Zellen dieser Population ,,wissen* ja nicht, dass sie ein knock out sind - sie
konnen keinen loss of function-Effekt ,.fiihlen, da sie sowieso TIS21 noch nicht angeschaltet haben.
Die Veridnderungen im Genexpressionsmuster (GFP-positive Population KI1-hetero- vs. KI1-
homozygoter Tiere) deuten auf jeden Fall auf downstream von TIS21 liegende Gene hin, nur sie
wiirden durch die Abwesenheit von TIS21 betroffen.

Die Suche nach upstream Kandidaten

Wie kann man gezielt upstream von TIS21 gelegene Gene identifizieren? Prinzipiell konnen
upstream gelegene Gene durch Uberexpression und loss of function untersucht werden, in vitro und
in vivo, letzteres in transgenen Mdusen oder durch Elektroporation und anschlieBender whole
embryo culture. TIS21-GFP-ES-Zellen konnten mit einer Expressionslibrary transfiziert und in
neuronale Zellen differenziert werden. Man konnte dann nach Klonen suchen, die auf dem Weg zur
neuronalen Differenzierung durch die Expression der cDNA die Expression von TIS21 fordern bzw.
supprimieren. Gene mit diesen Effekten wire ein Kandidat eines Gens zur Proliferationskontrolle.
Ein sehr ,direkter” screen konnte mit einem 71S21-GFP-BAC durchgefiihrt werden, der einen
positiven bzw. negativen Selektionsmarker enthilt. Man wiirde entsprechend die iiberlebenden

Zellen selektionieren. Wie erwihnt, wurde ein solcher BAC bereits identifiziert.

Eine Alternative wire, in silico Genabschnitte mit regulatorischen Sequenzen zu identifizieren.
Strategien, solche regulatorische Sequenzen durch inter-Spezies-Sequenzvergleiche zu finden,
wurden diskutiert (Pennacchio & Rubin, 2001; Loots et al., 2002). Diese Genabschnitte konnten
dann in einem Yeast one Hybrid screen eingesetzt werden — der an diese Sequenzen bindende
Faktoren liefern sollte. Bei diesen Experimenten konnten die Genabschnitte und die libraries (die die
an die Genabschnitte bindenden Faktoren enthalten) aus verschiedenen Spezies miteinander
kombiniert werden um evolutionire Verdnderungen zu identifizieren und festzustellen, ob diese in

cis bzw. trans zu dem entsprechenden Gen abgelaufen sind.

Uber einen inter-Speziesvergleich wurden bereits konservierte regulatorische Elemente im TIS21-
Gen in silico identifiziert (eigene Beobachtungen), die nachfolgend in einem entsprechenden

screening eingesetzt werden konnten. In den auf dieser Weise identifizierten regulatorischen
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Sequenzen konnten funktionelle Veridnderungen iiber eine heterologe Expression dieser Sequenzen

als Transgen in einer anderen Spezies analysiert werden.

Die Suche nach Genen mit genetischen Ansétzen

Neben dem hier beschriebenen, auf einer mechanistischen Uberlegung basierenden, Ansatz (,,timing
des Umschaltens determiniert Neuronenzahl*) konnen auch auf rein phédnotypischen Kriterien
aufgebaute Strategien verfolgt werden. Ein solcher Ansatz ist die Analyse von QTL’s (quantitative
trait loci). Hier wird iiber die Kreuzung von Mausstimmen mit verschiedenen Phénotypen deren
Segregation mit genetischen Markern verfolgt und so die linkage des Phanotyps (z.B. groes Gehirn)
mit genomischen Regionen ermittelt. Ein Problem dabei ist die Grofle der Regionen, die sich
meistens liber mehrere Gene erstrecken und in denen nur sehr aufwendig einzelne Kandidaten
eingegrenzt werden konnen. So konnten zwar QTL’s fiir die Neuronenzahl in der Retina und auch
fiir Teile des Gehirns, aber noch nicht die relevanten Gene innerhalb der genomischen Bereiche
identifiziert werden (Williams, 2000). Es wird diskutiert, iiber die Kombination von QTL- und
Genexpressionsdaten die Identifizierung von relevanten Genen zu beschleunigen (Carter et al.,
2001). Neue, auf SNP’s-(single nucleotide polymorphism)-Phéanotyp-Korrelationen basierende
Techniken ermoglichen es, solche Gene in silico zu finden (Grupe et al., 2001). Diese Methoden
erdffnen Perspektiven in Bezug auf die mogliche Identifizierung von Kandidatengenen und wiirden

einen rein mechanistischen Ansatz sinnvoll ergéinzen.

4.8  Evaluierung von Kandidatengenen: Gen-knock down durch esiRNA

Typischerweise wird die physiologische Funktion von Kandidatengenen durch Uberexpression oder
loss of function des betreffenden Gens untersucht. Fiir viele experimentelle Ansitze wire es
wiinschenswert, die Genexpression zu einem bestimmten Zeitpunkt gezielt an bzw. auszuschalten,

im Kontext dieser Arbeit z.B. im Neuroepithel zum Zeitpunkt des Umschaltens zu Neurogenese.

Eine zeitlich definierte Uberexpression kann, je nach assay-System, in (transienten) transgenen
Miusen mit induzierbaren Promotern oder durch Transfektion der Embryonen bzw. Explantaten in
Kultur erreicht werden (Elektroporation von Embryonen gefolgt von whole embryo culture bzw.

Elektroporation oder virale Infektion von Explantaten und Zellen in Kultur).

Zeitlich definierte loss of function-Studien im Sduger erfordern derzeit immer noch die Etablierung
eines klassischen induzierbaren knock out-Modells tiber homologe Rekombination in ES-Zellen - ein
arbeits- und zeitintensiver Prozess. Hier wurde deshalb die Verwendung von RNAI als eine
alternative Methode zur Unterdriickung der Genexpression untersucht. RNAi wurde in anderen
Spezies erfolgreich zur systematischen Analyse der Genfunktion eingesetzt, allerdings war bis vor

kurzem noch nicht gekldrt, ob auch im Sduger in vivo RNAIi via si-(small interfering)-RNA
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ausgelost und zur selektiven Suppression der Genexpression eingesetzt werden kann (McCaffrey et
al., 2002). Zwar wurde schon ,,lange ds-(double stranded)-RNA** in Miduseembryonen erfolgreich
eingesetzt, allerdings war die Technik auf prdimplantorische Stadien limitiert (Wianny & Zernicka-
Goetz, 2000; Svoboda et al., 2000; Zernicka-Goetz, 2000). Als problematisch erwies sich dabei
insbesondere die durch ,Jlange dsRNA*“ ausgeloste IFN-(Interferon)-response, die in spiteren
Stadien zu einem unspezifischen und generellen Abschalten der Genexpression fiihrt (Yang et al.,
2001), die aber bei kiirzeren si-(short interfering)-RNAs nicht auftritt. Aus diesem Grund wurde in
den hier vorgestellten Experimenten (Abschnitt 3.16), si-(short interfering)-RNA, genauer: esi-
(endoribonuclease-prepared short interfering)-RNA, eingesetzt. esiRNA entsteht durch
Endoribonuclease-Verdau doppelstringiger RNA, die in der Regel als annealtes Transkript durch in
vitro-Transkription einer cDNA, flankiert von z.B. T3 und T7-Promoterbindestellen, gewonnen wird
(Abschnitt 2.2.28). esiRNA ist demnach gegen eine ganze cDNA gerichtet und nicht, wie
synthetische si-(short interfering)-RNA, nur gegen bestimmte Sequenzen auf der cDNA. Dies
induziert RNAI sehr effektiv und schaltet somit die Genexpression sehr effizient aus. Zudem bietet
die relativ einfache Herstellung der esiRNA gegeniiber der Oligonucleotidsynthese konventioneller
siRNA einen Kosten- und Zeitvorteil (es muss nicht erst eine besonders gut funktionierende

Zielsequenz in der cDNA identifiziert werden, tiber die RNAi induziert werden kann).

Wie erwihnt, wurde der proof of principle (RNAi via esiRNA funktioniert und ist spezifisch) mit
einem experimentellen System untersucht, dass es erlaubt, die Genexpression im Neuroepithel zu
Beginn der Neurogenese zu unterdriicken. Tatsdchlich konnten durch Elektroporation von
intraventrikulidr injizierter esiRNA in Neuroepithelzellen, gefolgt von whole embryo-Kultur, selektiv
die Expression eines von zwei koelektroporierten Reportergenen und die Expression eines endogen
exprimierten Gens unterdriickt werden. Diese Befunde haben mehrere Implikationen. (i) Post-
transcriptional gene silencing via esiRNA-vermitteltes RNAi funktioniert im lebenden Sauger (hier:
postimplantorische Méduseembryonen). (ii) Die Unterdriickung der Expression des endogen
exprimierten GFPs ist erstaunlich effektiv: Der Abfall in der Zahl GFP-exprimierender Zellen von
90% (Abschnitt 3.16, Abb. 35H) liegt deutlich hoher als man von der Elektroporationseffizienz, die
in einem betroffenen Areal 50% nicht iibersteigt (Abschnitt 3.16, Abb, 34G), erwarten sollte. Dieser
Befund konnte durch eine interzelluldre Verbreitung von RNAi im Gewebe erklirt werden. Derzeit
sind solche RNAi vermittelten systemischen Effekte in Caenorhapditis elegans und in einigen
Pflanzen bekannt (Fire et al., 1998; Winston et al., 2002; Klahre et al., 2002)’.

7 Konnten auf RNA-Ebene Proliferations- und Differenzierungsprozesse in Geweben gesteuert
werden? Uberlegungen in dieser Richtung sind derzeit rein spekulativ. siRNAs koénnten zwischen
verschiedenen Zellen transportiert werden und so die Genexpression in einem ganzen
Gewebeverband koordinieren. Auf diese Weise konnte das Genexpressionsprofil der Zellen
untereinander abgeglichen werden — Genregulation auf RNA-Basis wiirde dem Zellverband eine
Identitit auf Transkriptionsebene geben. Solch ein Mechanismus wiirde eine Art inter-zelluldre
Kommunikation von Transkriptomen darstellen. Die Zellen wiirden sich den ,,Umweg® iiber
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Man kann sich vorstellen, esiRNA auch in Kombination mit in utero-Elektroporation einzusetzen,
was den Zeitpunkt einer phénotypischen Analyse unabhédngig von der Kulturdauer macht. Zudem ist
die Technik sicher nicht auf das Neuroepithel beschrinkt. In anderen Experimenten wurde ein GFP-
Expressionsplasmid mit bzw. ohne esiRNA (Kontrolle) gegen GFP in das embryonale Herz von
Miuseembryonen (E10) elektroporiert. Nach 24 h whole embryo culture konnte GFP nur in der
Kontrolle detektiert werden (n=4). Es konnten dabei keine negativen Auswirkungen auf
Herzfunktion und Entwicklung der Embryonen festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Die
Elektroporation von Nukleinsduren ist auch in Gewebe ohne Kavitit moglich (Aihara & Miyazaki,

1998), was die Einsatzmoglichkeiten auf prinzipiell alle Gewebe erweitert.

In der hier vorgestellten Einsatzweise ist RNAi als komplementédrer Ansatz, keinesfalls aber als
echte Alternative, zu knock out-Modellen zu verstehen. Mit RNAI ist ein knock out auf klonaler
Ebene moglich. Es sei erwihnt, dass sh-(short hairpin)-RNA, transkribiert von ektopischer oder ins
Genom integrierter Vektor-DNA, iiber Polymerase Il in vivo RNAI induziert (McCaffrey et al.,
2002). Das ldsst die Moglichkeit offen, diese DNA-Sequenzen als induzierbares Transgen in das

Genom zu integrieren.

Prinzipiell konnte in Experimenten siRNA gegen mehrere Gene eingesetzt werden, was ein
kombinatorisches screening ermoglicht und die Evaluierung von Kandidatengenen erheblich
beschleunigt. Zudem konnten so mehrere Gene eines Signalweges und Gene einer Proteinfamilie
(mit redundanten Funktionen) ausgeschaltet werden. Im Fall von TIS21 wire dies BTG3, das
ebenfalls in der Ventrikularzone exprimiert ist, im TIS21-knock out vielleicht dessen Funktion

tibernimmt und einen Phénotyp maskieren konnte.

49  Perspektive

Basis des experimentellen Konzepts (Abschnitt 1.9) war es, GFP unter Kontrolle des TIS21-Gens
gezielt in Neurone-generierenden Neuroepithelzellen zu exprimieren und damit (i) die Symmetrie
der Neurone-generierenden Zellteilung und neuronale lineage sowie (ii) die zellbiologischen
Mechanismen und Gene, die das Umschalten von Proliferation zu Neurogenese steuern konnten, zu
untersuchen. Das ganze Konzept steht und féllt mit der spezifischen Markierung Neurone-
generierender Neuroepithelzellen durch GFP bzw. der Deduktion, dass TIS21 tatsdchlich in diesen

Zellen exprimiert ist (Iacopetti ef al., 1999). Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Daten geben

Proteine sparen. Es fillt schwer zu glauben, dass der evolutionir konservierte RNAi-Mechanismus
lediglich zur Verteidigung gegen Viren existiert. Es konnte sich vielmehr um eine urzeitliche Form
der Genregulation handeln. Es ist bekannt, dass andere Klassen kleiner RNA-Molekiile beim timing
biologischer Prozesse eine entscheidende Rolle spielen (Pasquinelli & Ruvkun, 2002).
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keinen Grund zu einer gegenteiligen Annahme. Insgesamt erwies sich die experimentelle Strategie
als umsetzbar, sowohl in Bezug auf die Expression von GFP in Neurone-generierenden
Neuroepithelzellen in 7T1S27-GFP-Mauslinien als auch auf die Verwendung dieser Linien in

statischen und videomikroskopischen Analysen.

Neurone-generierende Zellteilungen und neuronale lineage

Offenbar entstehen Neurone im Cortex aus asymmetrischen, apikalen Mitosen typischer
Neuroepithelzellen und aus symmetrischen, basalen Teilungen von ,,basalen mitotischen Zellen*. Es
wurde diskutiert, dass beide Schlussfolgerungen strenggenommen nicht endgiiltig bewiesen sind.
Eine zeitlich lingere videomikroskopische Analyse, idealerweise mit kombinierten Markern (z.B. in
T1S21-GFP- plus B-11I-Tubulin-BAC-transgene Linien), konnte auf direkte und elegante Weise die

Symmetrie der Neurone-generierenden Zellteilungen in Vertebraten bzw. Sdugern eindeutig kldren.

Die nédchste Herausforderung ist die lineage ,proliferierende Neuroepithelzelle — Neuron® fiir
apikale und basale Neurone-generierende Zellteilungen zu charakterisieren. Besteht ein
Zusammenhang zwischen lineage A und B mit dem Fortschritt der Neurogenese und/oder dem
generierten neuronalen Subtyp (Pionierneurone, Neurone verschiedener Schichten,
Neurotransmitter-Subtyp)? Wie wird das Verhiltnis zwischen beiden lineages gesteuert? Hierzu
wire die Etablierung molekularer Marker fiir die Zelltypen proliferierende Neuroepithelzelle (z.B.
Nestin), Neurone-generierende Neuroepithelzelle (z.B. TIS21), ,,Vorlduferzelle der basalen
mitotischen Zelle* (=Neuroblast), ,,basale mitotische Zelle (BMC) (z.B. TIS21), Zellen der

Subventrikularzone (z.B. Svetl) sowie verschiedener neuronaler Subtypen hilfreich.

Proliferation - Neurogenese: Mechanismen und Gene

Die Korrelation von asymmetrischer Verteilung apikaler Plasmamembran mit Neurogenese weist auf
eine zentrale Bedeutung apikaler Plasmamembran bei der Steuerung von cell fate decisions im
Neuroepithel hin. In diesem Kontext konnte die Verteilung mit apikaler Plasmamembran oder
Jjunctions assoziierten Komplexen (ASIP/aPKC/Par-6) und asymmetrisch lokalisierter Proteine (z.B.

minibrain, TIS21) in proliferierenden vs. differenzierenden Teilungen untersucht werden.

Der Faktor Zeit (als Zunahme der Zellzyklusldnge) scheint ebenfalls die Differenzierung von
Neuroepithelzellen zu steuern. Naheliegend ist, die Zellzyklusdauer von GFP-positiven Zellen im
TIS21-knock out (KI1™") zu bestimmen. Ist der Unterschied zwischen GFP-positiven und GFP-
negativen Zellen im Vergleich zu heterozygoten Tieren reduziert, ist TIS21 ursédchlich an der
Verlidngerung des Zellzyklus beteiligt und man hitte dessen antiproliferative Wirkung in vivo

nachgewiesen.

Ein gene expression profiling der proliferierenden (GFP-negative) vs. differenzierenden (GFP-

positive) Neuroepithelzellen sollte unabhingig davon, ob Neurone auf einer oder zwei neuronalen
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Vorlduferpopulationen entstehen, Kandidatengene liefern, die an der Proliferationskontrolle im

Neuroepithel beteiligt sind.

Funktion von TIS21

Phénotypische Effekte konnen je nach dem genetischem Hintergrund der Mauslinie gemildert
werden, insbesondere bei redundanten Funktionen des Proteins. Im Fall von TIS21 wire dies BTG3,
das ebenfalls in der Ventrikularzone exprimiert ist und im TIS21-knock out vielleicht dessen
Funktion tibernehmen kann. Veridnderungen auf der Ebene der molekularen Interaktionspartner von
TIS21 im TIS21-knock out (z.B. ein verdndertes Proteinmethylierungsmuster, verdnderte
CyclinD1/E-Level, Zellzykluslidnge (siehe oben) sowie Veridnderungen im Genexpressionsmuster)

bleiben detaillierteren Analysen vorbehalten.

Nicht nur Neuronenzahl — therapeutische Aspekte

Die TIS21-positiven Zellpopulationen sind auch im Hinblick auf therapeutische Anwendungen
neuronaler Stammzelltherapien interessant. Es wurden Strategien vorgeschlagen, GFP unter der
Kontrolle eines fiir neuronale Stammzellen spezifischen Promoters transient in
Stammzellpopulationen (ES- oder neuronale Zellen) zu exprimieren und mittels FACS die
Subpopulation neuronaler Stammzellen anzureichern (Roy et al., 2000). Bis jetzt wurde in der Regel
Nestin als Marker eingesetzt, um diese Zellen zu isolieren (Roy et al., 2000). Dabei ist fraglich, ob
die Nestin-positive Population nicht ein zu groBles proliferatives Potential hat (Gefahr der
Tumorbildung), um sicher in vivo, nach Transplantation, eine neuronale Differenzierung einzugehen
(Roy et al., 2000; Sawamoto et al., 2001). TIS21-positive Zellen sind auf jeden Fall in ihrem
Potential fiir die Generierung von Neuronen spezifiziert. Die eventuelle Gefahr einer
unkontrollierten Proliferation wire deshalb weitaus geringer als im Fall der Nestin-positiven
Stammzellpopulation, in der ausnahmslos alle Neuroepithelzellen, ganz gleich ob sie proliferieren
oder differenzieren, GFP-markiert sind (Yamaguchi et al., 2000). Es ist offensichtlich, dass die
TIS21-GFP-knock in-Linie auch die Erstellung von Genexpressionsprofilen neuronaler Stammzellen

beziiglich therapeutischer Fragestellungen sinnvoll ergéinzen konnte.
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Abb. 38. Alignment der BTG/Tob-Proteinfamilie. Die konservierten Bereiche Box A und Box B sind farblich
markiert. (Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Bt: Bos taurus; Rn: Rattus norvegicus; Gg: Gallus gallus; XI:
Xenopus laevis; Dr: Danio rerio; Bl: Branchiostoma lanceolatum; Dm; Drosophila melanogaster; Ce: Caenorhapditis

elegans).
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