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1 Einleitung

1 Einleitung

Saugetiere besitzen einen sechsschichtigen Neokortex. Dieser ist verantwortlich fir die Aus-
pragung einer Vielzahl von Fahigkeiten: Bewusstsein, Verstand, Emotionalitat, Abstraktion,
Kognition, Sensorik und Assoziation (DE LAHUNTA et al. 2015). Die Mehrzahl der Nagetiere,
bspw. Maus und Ratte, besitzen einen sogenannten lissenzephalen Neocortex, der sich
durch eine glatte Oberflache auszeichnet. Durch die Gyrifizierung, d.h. die Einfaltung der
Oberflache des Neokortex und damit verbundener Auspragung von Wélbungen und Furchen,
ist es méglich eine deutlich héhere Anzahl von Neuronen in einem limitierten knéchernen
Schéadel unterzubringen. Tiere mit einem gyrenzephalen Gehirn, bspw. Primaten, weisen in
aller Regel bei gleicher Hirnmasse im Vergleich zu Tieren mit einem lissenzephalen Gehirn
deutlich mehr Neurone auf (HERCULANO-HOUZEL 2009, HERCULANO-HOUZEL et al.
2006, HERCULANO-HOUZEL et al. 2007).

Die Uberwaltigende Mehrheit der neokortikalen Neurone wird wahrend der Embryonal- und
Fetalphase gebildet. Sie entstammen neuralen Stamm- und Progenitorzellen (NPCs), die sich
in zwei unterschiedlichen Keimzonen ausdifferenzieren: der Ventrikularzone (VZ) und der
Subventrikularzone (SVZ) (GOTZ und HUTTNER 2005, FIETZ und HUTTNER 2011, LAMO-
NICA et al. 2012, FLORIO und HUTTNER 2014, DE JUAN ROMERO und BORELL 2015,
MONTIEL et al. 2016, NAMBA und HUTTNER 2017). Mit dem Beginn der Neurogenese ent-
stehen aus priméren NPCs, deren Zellkdrper sich in der VZ befindet, die sekundaren NPCs,
die als basale Progenitorzellen (BPs) bezeichnet werden und in der SVZ akkumulieren (HAU-
BENSAK et al. 2004, MIYATA et al. 2004, NOCTOR et al. 2004, STANCIK et al. 2010). Die
BPs bestehen aus zwei Hauptsubtypen: der basalen radialen Gliazelle (bRG) und der basa-
len Zwischenprogenitorzelle (basal intermediate progenitor, bIP) (HANSEN et al. 2010,
WANG et al. 2011).

Die SVZ der Primaten ist in der Hochphase der Neurogenese deutlich dicker als bei Nicht-
Primaten (SMART et al. 2002, MARTINEZ-CERDENO et al. 2012). Neben der Zunahme der
Dicke ist die SVZ bei einigen Tierarten, bspw. Frettchen und Primaten, in 2 morphologisch
unterschiedliche Keimzonen gliederbar: eine innere SVZ (iSVZ), die sehr der Maus-SVZ &h-
nelt und eine duBere SVZ (outer SVZ, o0SVZ), die bei der Maus fehlt bzw. bei der Ratte sehr
dinn ausgebildet ist (SMART et al. 2002, FIETZ et al. 2010, HANSEN et al. 2010, REILLO
et al. 2011, GARCIA-MORENO et al. 2012, MARTINEZ-CERDENO et al. 2012). Die Zu-
nahme und Umgestaltung der SVZ ist begleitet von signifikanten Anderungen in der BP-Sub-
typ-Zusammensetzung. Die bRGs kommen in unterschiedlichen Saugetierspezies im sich
entwickelnden Neokortex vor, jedoch variiert ihre relative Haufigkeit in Abhangigkeit von der
neokortikalen Expansion (FIETZ et al. 2010, HANSEN et al. 2010, REILLO et al. 2011, WANG
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1 Einleitung

et al. 2011, MARTINEZ-CERDENO et al. 2012, MARTINEZ-CERDENO et al. 2017, SAUER-
LAND et al. 2018).

Der Uberwiegende Teil der BPs in lissenzephalen Nagetieren durchlauft symmetrisch-neuro-
gene Zellteilungen und zeigt somit nur begrenztes proliferatives Potential. Der Grofteil der
BPs in gyrenzephalen Primaten, insbesondere die bRG, ist in der Lage sich repetierend zu
teilen und besitzt somit ein héheres proliferatives Potential (HAUBENSAK et al. 2004,
MIYATA et al. 2004, NOCTOR et al. 2004, ATTARDO et al. 2008, HANSEN et al. 2010,
BETIZEAU et al. 2013). Diese Zunahme an proliferierenden BPs hat eine radiale Erweiterung
der SVZ zur Folge, insbesondere der oSVZ, das wiederum zu einem hdheren neuronalen
Output in gyrenzephalen Primaten fihrt (FIETZ et al. 2010, HANSEN et al. 2010, BETIZEAU
et al. 2013, GERTZ et al. 2014).

In der translationalen Forschung werden Tiermodelle benétigt, die eine dem Menschen ahn-
liche Phylogenese, Morphologie und Physiologie aufweisen. In der neuralen Stammzellfor-
schung werden bislang haufig Nagetiere als Tiermodelle genutzt, die jedoch nicht die gleiche
bzw. ahnliche neokortikale Stammzellausstattung wie die Primaten besitzen (FIETZ et al.
2010, FIETZ et al. 2011, FLORIO et al. 2014). Die Ubertragung tierexperimenteller Daten auf
den Menschen ist somit limitiert und die Etablierung alternativer Versuchstiermodelle, deren
NPCs wesentliche Gemeinsamkeiten mit den humanen NPCs aufweisen, von essentieller
Bedeutung. Das Tupaia findet in der Forschung bereits etablierte Verwendung in einer Viel-
zahl von Wissenschaftsbereichen (XIAO 2017). Zudem weist es eine relativ enge phylogene-
tische Verwandtschaft zu den Primaten auf (CAMPBELL et al. 2003, FAN et al. 2013, LIN et
al. 2014). Bislang liegen keine detaillierten Daten zur Prasenz, Abundanz und Verteilung der
bRG und anderen NPCs im sich entwickelnden Neokortex des Tupaia vor. Das Ziel dieser
wissenschaftlichen Arbeit war es, die Keimzonen und die darin enthaltenen NPCs im sich
entwicklenden Neokortex des Tupaia belangeri zu charakterisieren und zu quantifizieren. Die
gewonnenen Daten wurden anschlieBend mit bereits erhobenen Daten zur kortikalen Ent-
wicklung von gyrenzephalen Primaten und lissenzehphalen Nagetieren verglichen, um zu
ermitteln, ob das Tupaia belangeri als alternatives Modelltier fiir die humane neurale Stamm-
zellforschung geeignet erscheint.
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2 Literaturubersicht

2.1 Der Neokortex

Der Neokortex ist Teil des Zentralnervensystems (ZNS). Er stellt den phylogenetisch jingsten
Abschnitt des Endhirns (Telencephalon) dar und hat wahrend der Evolution eine enorme Ex-
pansion durchlaufen (MEREDITH et al. 2011, O'LEARY et al. 2013). Er enthalt ca. 70% der
Nervenzellen des gesamten ZNS (STOFFEL 2011). Seine Funktionen sind auBerst vielfaltig.
Dazu gehéren Prozesse der Kognition, Emotionalitat, Sensorik, Assoziation und Steuerung
von somatischer und viszeraler Motorik (DE LAHUNTA et al. 2015, STOFFEL 2011).

Der Neokortex besteht aus der grauen und der wei3en Substanz. Die graue Substanz bein-
haltet die GroBhirnrinde, die die Somata der Nervenzellen und deren Dendriten enthéalt. Sie
weist einen gut differenzierten sechsschichtigen Aufbau auf. Die wei3e Substanz besteht
Uberwiegend aus Leitungsstrukturen, d.h. aus den myelinisierten Axonen der Nervenzellkér-
per der grauen Substanz und wird auch Marklager genannt. Die Gesamtheit der GroB3hirn-
rinde und des Marklagers wird als GroBhirnmantel (Pallium cerebri) bezeichnet (SALOMON
et al. 2005, DE LAHUNTA et al. 2015, KONIG und LIEBIG 2014).

Die Nervenzellen des Neokortex kdnnen in Projektions- und Interneurone unterteilt werden.
Projektionsneurone besitzen lange Axone, die der Erregungsleitung in andere Regionen des
ZNS dienen. Im Gegenzug dazu besitzen Interneurone oftmals deutlich kiirzere Axone, mit
denen sie Kontakt zu anderen Nervenzellen, die sich in der Regel in unmittelbarer Nahe des
eigenen Zellkdrpers befinden, bilden. Sie verschalten zwei andere Nervenzellen hemmend
oder erregend miteinander und werden auch als ,intrinsische Neurone* bezeichnet (HAN und
SESTAN 2013, RUSSE und SINOWATZ 2010, KONIG und LIEBIG 2014). Projektionsneu-
rone des Neokortex werden Uberwiegend im dorsalen Telencephalon gebildet. Sie werden
aufgrund ihres dreieckigen Perikaryons auch Pyramidenzellen genannt und stellen im adulten
Neokortex ca. 80 % der Nervenzellen. Interneurone des Neokortex enstammen vor allem
dem ventralen Telencephalon. Sie werden auch als Kérner- oder Sternzellen bezeichnet und
stellen die restlichen ca. 20 % der Nervenzellen im adulten Neokortex (WONDERS und AN-
DERSON 2006, RUSSE und SINOWATZ 2010, HAN und SESTAN 2013, HANSEN et al.
2013).

Die Anzahl der Nervenzellen im gesamten Gehirn variiert zwischen den einzelnen Spezies
stark. Das Gehirn der Maus enthalt ca. 70 - 100 Millionen Nervenzellen, das der Ratte ca.
200 Millionen, das des Tupaia ca. 260 Millionen, das des Makaken ca. 6,4 Milliarden und das
des Menschen ca. 86 Milliarden Nervenzellen (DENK 2016, HERCULANO-HOUZEL 2009,
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HERCULANO-HOUZEL et al. 2006, HERCULANO-HOUZEL et al. 2007). Somit hat im Ver-
lauf der Evolution die Anzahl der Nervenzellen speziesabhangig unterschiedlich stark zuge-
nommen. Da die Nervenzellen in der Rinde vor allem nebeneinander und nicht tGbereinander
erganzt wurden, hat sich im Verlauf der Evolution die Oberflache des Neokortex unterschied-
lich stark vergréBert (KRIEGSTEIN et al. 2006). Um diese GréBenzunahme im kndchernen
Schadel zu ,verpacken®, falteten die Spezies mit einem gréBeren Neokortex die Oberflache
des Neokortex ein. Je gréBer die Oberflache des Neokortex, desto starker ist die mechani-
sche Kompression und somit auch die Auspréagung der Gyri und Sulci (TALLINEN et al.
2016). Dadurch ist das gyrenzephale Gehirn entstanden, das unter anderem reprasentativ
fir Primaten ist (KRIEGSTEIN et al. 2006). Der Uberwiegende Anteil der Nagetiere besitzt
ein lissenzephales Gehirn, d.h. ein Gehirn ohne Einfaltungen (VINK 2018, KRIEGSTEIN et
al.2006).

2.2 Pranatale Entwicklung des Neokortex

Das ZNS entwickelt sich aus dem Neuralrohr, das im Prozess der Neurulation durch Einsen-
kung und Abfaltung des Neuroektoderms aus dem Ektoderm hervorgeht. Der Prozess be-
ginnt in der Halsgegend des Embryos und schreitet nach rostral und kaudal fort. Nach Ver-
schluss des rostralen und kaudalen Neuroporus entwickelt sich der rostrale Abschnitt zur
Hirnanlage und der kaudale Abschnitt zur Anlage des Rickenmarks. Das Lumen des Neu-
ralrohrs entwickelt sich zum liquorgeflllten Ventrikelsystem des Gehirns bzw. zum Zentral-
kanal des Ruckenmarks. Aus der Wand des rostralen Neuralrohrs entstehen durch Zellver-
mehrung und -verlagerung zunachst drei Blaschen (Prosencephalon, Rhombencephalon und
Mesencephalon). Dieses Entwicklungsstadium wird auch als Dreiblasenstadium bezeichnet.
Daraufhin differenziert sich das Prosencephalon in das Telencephalon und das Diencepha-
lon. Das Rhombencephalon differenziert sich in das Metencephalon und Myelencephalon.
Durch diesen Prozess ist das Flnfblasenstadium entstanden. Im sich entwickelnden Telence-
phalon entstehen die mit Flissigkeit gefiillten Seitenventrikel (SCHNORR und KRESSIN
2011).

Das Telencephalon wird in einen dorsalen und einen ventralen Anteil unterteilt. Das dorsale
Telencephalon entwickelt sich zum Hippokampus, Bulbus olfactorius und Neokortex (RUSSE
und SINOWATZ 2010, WONDERS und ANDERSON 2006). Vor Beginn der Neurogenese
besteht die Wand des Neuralrohrs aus einem einschichtigen pseudostratifizierten Epithel.
Dieses Epithel enthalt die sogenannte Ventrikuldrzone (VZ) als primare Keimzone, die an der
apikalen bzw. ventrikularen Oberflache an den sich entwickelnden Seitenventrikel und basal
an die Basalmembran, die sich unterhalb der Pia mater befindet, grenzt. Durch Zellteilungen
und Migration entsteht eine weitere Schicht, die sogenannte ,Preplate®, basal der VZ. Die
.Preplate enthdlt die ersten Neurone, die sich zum Uberwiegenden Teil zu Cajal-Retzius-
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Zellen differenzieren (KRIEGSTEIN et al. 2006). Im Anschluss daran bildet sich mit der Sub-
ventrikularzone (SVZ) eine weitere Keimzellschicht zwischen der ,Preplate” und der VZ aus.
Hier liegen die Zellen lose und ohne Orientierung zusammen. Neu entstehende Zellen wan-
dern in die ,Preplate” aus und teilen diese in die oberflachlich gelegene Marginalzone, die
folglich die Cajal-Retzius-Zellen enthalt, und in die tiefer gelegene ,Subplate”. Die neu ein-
wandernden Zellen bilden die sogenannte Kortikalplatte. Die Kortikalplatte wachst nach radial
aus, indem neu gebildete Neurone sich den bereits friiher gebildeten Neuronen auBBen (basal)
anlagern. Diesen Vorgang bezeichnet man als ,Inside-out-layering®. Durch diesen Prozess
entsteht der sechsschichtige Neokortex. Final entstehen aus der Marginalzone die Schicht
eins und aus der Kortikalplatte die Schichten 2-6 des Neokortex. Die Intermediarzone, die
zwischenzeitlich zwischen ,Subplate” und SVZ entstanden ist, wird zur weilRen Substanz. Bis
auf umschriebene Bereiche der Seitenwénde, in denen bis ins Erwachsenenalter olfaktori-
sche Neurone gebildet werden, verschwindet die SVZ nahezu vollstandig. Aus der VZ ent-
steht das Ependym als einschichtige Auskleidung der Hirnventrikel (KRIEGSTEIN et. al 2006,
STOFFEL 2011).

Die Uberwaltigende Mehrheit der neokortikalen Neurone wird wahrend der embryonalen und
fetalen Entwicklung gebildet. Sie stammen von neuralen Stamm- und Progenitorzellen
(NPCs) ab. Diese sind durch unterschiedliche zellbiologische Eigenschaften charakterisiert
und befinden sich in 2 unterschiedlichen Keimschichten: der VZ und der SVZ. Die VZ liegt
am weitesten apikal und grenzt an den Seitenventrikel. Sie beinhaltet Zellkérper der primaren
NPCs, der sogenannten apikalen Progenitorzellen (APs) (GOTZ und HUTTNER 2005, FIETZ
und HUTTNER 2011, LA MONICA et al. 2012, FLORIO und HUTTNER 2014, DE JUAN
ROMERO und BORELL 2015, MONTIEL et al. 2016, NAMBA und HUTTNER 2017).

Die APs bestehen vor Beginn der Neurogenese aus neuroepithelialen Zellen (NECs). Mit
Beginn der Neurogenese wandeln sich diese in apikale radiale Gliazellen (aRGs) (KRIEG-
STEIN und GOTZ 2003, GOTZ und HUTTNER 2005) und in apikale Zwischenprogenitorzel-
len (apical intermediate progenitors, alPs), die auch als kurze neurale Vorlaufer (short neural
precursors) bekannt sind, um (GAL et al. 2006, STANCIK et al. 2010).

Alle drei Subtypen (NECs, aRGs, alPs) besitzen eine sogenannte apikale Doméane, die aus
einer apikalen Zellmembran, einem apikalen Zellkortex und apikalen Adherens junctions be-
steht. Des Weiteren weisen sie einen radial orientierten Fortsatz auf. Dieser durchzieht die
kortikale Wand wahrend des gesamten Zellzyklus in NECs und aRGs und verkdrzt sich vor
Beginn der Mitose in alPs. (RAKIC 1972, AAKU-SARASTE et al. 1997, CHENN et al. 1998,
GOTZ und HUTTNER 2005, GAL et al. 2006, MARTHIENS und FFRENCH-CONSTANT
2009). Vor Beginn der Neurogenese teilen sich die NECs Uberwiegend symmetrisch-prolife-
rativ. Dadurch kommt es zu einer deutlichen GréBenzunahme der VZ in lateraler Richtung
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(RAKIC 1995). Mit dem Beginn der Neurogenese beginnen sich die alPs symmetrisch-neu-
rogen zu teilen, wodurch zwei Neurone entstehen. Die aRGs teilen sich asymmetrisch und
bilden sekundare NPCs, die basalen Progenitorzellen (BPs). Diese wandern nach basal aus
und akkumulieren in der sogenannten SVZ (HAUBENSAK et al. 2004, MIYATA et al. 2004,
NOCTOR et al. 2004, STANCIK et al. 2010).

Die BPs bestehen aus zwei Hauptsubtypen: der basalen Zwischenprogenitorzelle (basal in-
termediate progenitor, bIP) und der basalen radialen Gliazelle (0bRG) (HANSEN et al. 2010,
WANG et al. 2011, REILLO et al. 2011, MARTINEZ-CERDENO et al. 2012). Beiden Zelltypen
fehlt eine apikale Doméane. Die bIPs retrahieren den radial orientierten Fortsatz vor Beginn
der Mitose. Die bRGs behalten mindestens einen ihrer radial orientierten Fortsatze Gber den
gesamten Zellzyklus (ATTARDO et al. 2008, FIETZ et al. 2010, HANSEN et al. 2010, REILLO
et al. 2011, NOWAKOWSKI et al. 2016).

Anhand der Anzahl und Lage der Zellfortsatze lassen sich 3 bRG-Subtypen unterscheiden
(BETIZEAU et al. 2013):

e bRG mit basalem Fortsatz (bRG- basal- process(-p))
e bRG mit apikalem Fortsatz (bRG-apical-p)
e bRG mit apikalem und basalem Fortsatz (bRG- both-p)

Die SVZ gilt als Entwicklungsmeilenstein fiir den Neokortex. Die Dicke der SVZ variiert zwi-
schen den einzelnen Saugetierspezies betrachtlich und zeigt unterschiedliche Grade der Dif-
ferenzierung auf (SMART et al. 2002, CHEUNG et al. 2010, FIETZ et al. 2010, REILLO et al.
2011, GARCIA-MORENO et al. 2012, KELAVA et al. 2012, MARTINEZ-CERDENO et al.
2012, MARTINEZ-CERDENO et al. 2017, SAUERLAND et al. 2018).

Insbesondere die SVZ der Primaten ist in der Hochphase der Neurogenese deutlich dicker
als die der Nicht-Primaten (SMART et al. 2002, MARTINEZ-CERDENO et al. 2012). Neben
der Dickenzunahme ist die SVZ bei einigen Tierarten, bspw. Frettchen und Primaten, in zwei
morphologisch unterschiedliche Keimzonen gegliedert: eine innere SVZ (iSVZ), die sehr der
Maus-SVZ ahnelt und eine dauBere SVZ (0SVZ), die bei der Maus fehlt bzw. bei der Ratte
sehr diinn ausgebildet ist (SMART et al. 2002, FIETZ et al. 2010, HANSEN et al. 2010,
REILLO et al. 2011, GARCIA-MORENO et al. 2012, MARTINEZ-CERDENO et al. 2012). Die
Zunahme und Umgestaltung der SVZ geht mit einer signifikanten Anderung der BP-Subtyp-
Zusammensetzung einher. Die bRGs sind zwar im sich entwickelnden Neokortex unter-
schiedlicher Saugetierspezies vorhanden (FIETZ et al. 2010, HANSEN et al. 2010, REILLO
et al. 2011, WANG et al. 2011, MARTINEZ-CERDENO et al. 2012, MARTINEZ-CERDENO
et al. 2017, SAUERLAND et al. 2018), jedoch andert sich ihre relative Anzahl in Abhangigkeit
von der kortikalen Expansion. Die SVZ der Maus beinhaltet Gberwiegend blPs und einen
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relativ geringen Anteil bRGs (ca. 10%). Der Anteil an bRGs in der SVZ von Schaf, Frettchen,
WeiBbischelaffe und Wallaby betragt ca. 30%. Den héchsten Anteil an bRGs (>50%) enthalt
die SVZ der gyrenzephalen Primaten. Die bRGs stellen dort den vorherrschenden BP-Subtyp
(FIETZ et al. 2010, HANSEN et al. 2010, REILLO et al. 2011, KELAVA et al. 2012, BETIZEAU
et al. 2013, PILZ et al. 2013, FLORIO und HUTTNER 2014, SAUERLAND et al. 2018).

Der Uberwiegende Teil an BPs in lissenzephalen Nagetieren, d.h. die bIPs, durchlauft eine
symmetrisch-neurogene Zellteilung und zeigt somit nur begrenztes proliferatives Potential.
Der GroBteil der BPs in gyrenzephalen Primaten, insbesondere die bRGs, ist in der Lage sich
wiederholend zu teilen und besitzt somit ein héheres Mal3 an proliferativem Potential (HAU-
BENSAK et al. 2004, MIYATA et al. 2004, NOCTOR et al. 2004, ATTARDO et al. 2008, HAN-
SEN et al. 2010, BETIZEAU et al. 2013). Diese Zunahme an proliferierenden BPs hat eine
radiale Erweiterung der SVZ zur Folge, insbesondere der oSVZ, was zu einem héheren neu-
ronalen Output in gyrenzephalen Primaten fuhrt (FIETZ et al. 2010, HANSEN et al. 2010,
BETIZEAU et al. 2013, GERTZ et al. 2014).

Detaillierte Daten zur Prasenz, Abundanz und Verteilung von bRGs und anderen NPCs im
sich entwickelnden Gehirn des Tupaia sind bisher nicht verfigbar. Es war somit das Ziel
dieser Untersuchung, die Keimzonen des Tupaia belangeri und die darin enthaltenen NPCs
zu charakterisieren und zu quantifizieren und mit bereits erhobenen Daten zur kortikalen Ent-

wicklung von gyrenzephalen Primaten und lissenzephalen Nagetieren zu vergleichen.

2.3 Entwicklungsbedingte Fehlbildungen und Erkrankungen des
Neokortex

2.3.1 Entwicklungsbedingte, nicht-infektiose Fehlbildungen und Erkrankungen des
Neokortex

Fehlbildungen und Erkrankungen, die wahrend der Entwicklung des Neokortex, d.h. in der
pranatalen und frihen postnatalen Phase auftreten, kénnen zu schweren und nicht reversib-
len Schédigungen fihren und gehen mit einer erhdhten Mortalitdt und Morbiditét einher
(KAINDL et al. 2020). Die Fehlbildungen der kortikalen Hirnentwicklung kénnen in drei Haupt-
gruppen eingeteilt werden (BARKOVICH et al. 1996 und 2005, REISS-ZIMMERMANN et al.
2010): Fehlbildungen als Folge einer abnormalen Neurogenese (A), Fehlbildungen als Folge
einer abnormalen neuronalen Migration (B) und Fehlbildungen als Folge einer abnormalen
kortikalen Organisation (C). Im Jahr 2012 wurde aufgrund neuer Erkenntnisse (weitere Syn-
drome und Genmutationen) eine neue Bezeichnung fir die Gruppe ,,C* eingeflhrt: Fehlbil-

dungen als Folge einer abnormalen postmigrationsbedingten Entwicklung (BARKOVICH et
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al. 2012).

Zu den haufigsten angeborenen Fehlbildungen des ZNS beim Menschen zahlt die soge-
nannte Spina bifida (MOLDENHAUER et al. 2019). Eine bedeutende Ursache flr die Entste-
hung einer Spina bifida ist die Mangelversorgung des ungeborenen Babys mit Folsaure
(MUHL-BENNINGHAUS 2018). Die Fehlbildung tritt zudem familiar gehauft auf, sodass ver-
mutlich genetische Faktoren in der Krankheitsentstehung zuséatzlich eine Rolle spielen (CRE-
MER 2009, ALRUWAILI und M DAS 2021). Dartberhinaus kénnen auch Umwelteinflisse
wie bspw. Strahlung, Pestizide und Teratogene mitverantwortlich fir die Entstehung der
Spina bifida sein (ALRUWAILI und M DAS 2021).

Die Fehlbildung entsteht durch einen unvollstandigen Verschluss des Neuralrohrs aus der
Neuralplatte (primére Neurulation). Sie besitzt beim Menschen eine geschéatzte weltweite
Pravalenz von etwa 18,6 zu 10.000 Lebendgeburten (BLENCOWE et al. 2018). Die Auswir-
kungen der Erkrankung hangen vom Schweregrad der Lasionen ab. Es kénnen keinerlei Be-
eintrachtigungen bis hin zu schweren kérperlichen Beeintrachtigungen auftreten. Am haufigs-
ten ist der Lumbal- und Sakralbereich mit bis zu Uber 80 % betroffen. Es kébnnen 2 Formen
der Spina bifida unterschieden werden (MUHL-BENNINGHAUS 2018, ALRUWAILI und M
DAS 2021):

1. Spina bifida occulta (geschlossene Form).

Bei der geschlossenen Form ist der Wirbelbogen gespalten. Die Rickenmarkshaute und das
Rickenmark sind intakt und liegen an ihrer anatomischen Position. Diese Form ist relativ
haufig und ist oftmals ein Zufallsbefund.

2. Spina bifida aperta (offene Form).

Bei der offenen Form treten Teile der Rickenmarkshaute (Meningen) isoliert (Meningozele)
oder gemeinsam mit dem Rickenmark (Myelomeningozele) aus dem gepaltenen Wirbelbo-
gen nach auf3en aus.

Beim Menschen geht die Myelomeningozele oftmals mit starken kérperlichen Einschrankun-
gen einher. Es treten fast immer neurologische Beeintrachtigungen auf. Querschnittslahmun-
gen ab Hohe des ,offenen Rickens® mit Muskelschwund und Empfindungsstérungen in den
Beinen, Huftdysplasien, FuBdeformitaten als auch neurogene Stérungen von Blase und
Darm mit Harn- und Kotverhaltung und Inkontinenz kénnen die Folgen sein. Stérungen des
Liquorkreislaufes mit einer Ausbildung eines Hydrocephalus occlusus kénnen ebenfalls auf-
treten (CREMER 2009, MUHL-BENNINGHAUS 2018).
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Des Weiteren kdnnen bei der offenen Form auch Anomalien des Neokortex auftreten. Ver-
anderungen des Volumens, der Oberflache und der Dicke des Neokortex sind méglich (FLET-
CHER et al. 2005, TREBLE et al. 2013, JURANEK et al. 2008, JURANEK et al. 2010). Durch
neuere Untersuchungen wurde gezeigt, dass diesen Veranderungen unter anderem eine Sto-

rung der prénatalen neokortikalen Neurogenese zugrunde liegt (FIETZ et al. 2020).

Zur Gruppe A der Malformationen der kortikalen Hirnentwicklung gehéren zudem die Mikro-
und Megalenzephalie. Die pranatal erworbene Mikrozephalie wird, wenn sie isoliert, d.h. nicht
mit anderen strukturellen Veranderungen zusammen auftritt, in der Regel autosomal-rezessiv
vererbt. Sie wird auch als autosomal-rezessive primére Mikrozephalie bezeichnet (PIROZZI
et al. 2018). Es handelt sich dabei um eine sehr seltene, genetisch heterogene Entwicklungs-
stérung des Gehirns, die durch einen um mindestens 2 Standardabweichungen verminderten
Kopfumfang zum Zeitpunkt der Geburt bei intakter Gehirn-Architektur sowie einem unter-
schiedlich schwer ausgepragten intellektuellem Defizit gekennzeichnet ist (ORPHANET (b)).
Die Megalenzephalie ist eine seltene Fehlbildung des ZNS, die sich sich durch ein um min-
destens 2 Standardabweichungen vergréBertes Gehirn bei physiologischem Hirndruck aus-
zeichnet. Sie kann mit einer mentalen Retardierung einhergehen (PIROZZI et al. 2018, OR-
PHANET(a)). FUr die isoliert auftretende, primédre Megalenzephalie, die pranatal erworben
wird, wird ein autosomal-dominanter Erbgang angenommen. Daneben existiert eine autoso-
mal-rezessiv vererbte Form (MCKUSICK 1986a, MCKUSICK 1986b).

Zur Gruppe B der Malformationen der kortikalen Hirnentwicklung zahlt die klassische (Typ1)
Lissenzephalie (BERSHTEYN et al. 2017, HEHR et al. 2007). Bei dieser Erkrankung kommt
es aufgrund von unterschiedlichen Gendefekten zu einem hochgradig verdickten, drei- bis
vierschichtigen Kortex und einer unterschiedlich verminderten Ausbildung der Gyri und Sulci
im sich entwicklenden Neokortex aufgrund mangelnder und oder fehlgesteuerter Migration
der Neurone (FRY et al. 2014, UYANIK und HEHR 2009). Die Auspragung reicht von Agyrie
bis hin zu relativ normaler Ausbildung von Gyri und Sulci (REISS-ZIMMERMANN et al. 2010).

Schwere Einschrédnkungen (Schluck- und Essstérungen, Krampfanfélle, Psychomotorische
Einschrankungen, Muskeldystrophien- Typ 2 und unstillbare Durchfélle) mit vollsténdiger
Pflegebedurftigkeit kbnnen beim Menschen in Folge auftreten. In Abhangigkeit von der
Schwere der Erkrankung sind auch mildere Symptome méglich. Eine geringere mentale Re-
tardierung und/oder therapierbare epileptiforme Anfélle kénnen ebenfalls resultieren (DO-
BYNS et al. 1996, UYANIK und HEHR 2009). Die Pravalenz fir alle Formen der Lissenze-
phalie Typ 1wird weltweit auf 1:100.000 Geburten geschatzt (HEHR et al. 2007).

Die Lissenzephalie Typ 2 (Pflasterstein-Komplex oder Cobblestone) kann zusétzlich oder
statt der Typ 1-Anomalien auch Kortexverdickungen und édematdse oder zystische Veran-

derungen des Marklagers aufweisen. Der Name ,Kopfsteinpflaster bezieht sich hier auf das
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in Haufen oder Knoten auftretende Kortexgewebe, das durch eine Migration von Nervenzel-
len Gber die piale Oberflache des Gehirns in die Leptomeningen entsteht und sich durch eine
fehlerhafte Organisation der einzelnen kortikalen Schichten auszeichnet. Nach Barkovich ge-
hért auch der Typ 2 der Lissenzephalie in die Gruppe B der Malformationen der kortikalen
Hirnentwicklung (REISS-ZIMMERMANN et al. 2010, BARKOVICH et al. 1996). Die humanen
Patienten zeigen zusétzlich haufig Stérungen der Augen und eine kongenitale Muskeldystro-
phie (Fukuyama-Muskeldystrophie, Walker-Warburg-Syndrom) (REISS-ZIMMERMANN et al.
2010, UYANIK und HEHR 2009). Eine spezifische Pravalenz fir die Lissenzephalie Typ 2

exisitert derzeit nicht.

Zur Gruppe C der Malformationen der kortikalen Hirnentwicklung zahlt unter anderem die
Polymikrogyrie (PMG) (BARKOVICH et al. 2012). Die PMG ist eine Entwicklungsstérung der
Hirnrinde, bei der es zu einer exzessiven Faltung in Verbindung mit einer Fehlschichtung des
Kortex kommt (POGLEDIC 2018, DI DONATO 2018). Eine Vielzahl der Patienten erleiden
epileptiforme Anfalle innerhalb der ersten finf Lebensjahre. Die Ursache flr die Entstehung
dieser Erkrankung kann in pranatale, ischadmische, infektiése, genetische oder teratogene
Ursachen gegliedert werden (POGLEDIC 2018). Neben oftmals genetischen Ursachen wird
als haufigste exogene Ursache eine Zytomegalievirusinfektion beschrieben. Dartberhinaus
werden auch die Toxoplasmose und eine pranatale Zikavirusinfektion als infektiése Ursachen
diskutiert (DI DONATO 2018).

2.3.2 Entwicklungsbedingte, infektiose Fehlbildungen und Erkrankungen des Neo-
kortex

Zu den haufigsten Infektionen des ZNS beim Menschen zahlen die Toxoplasmose und die
Rételn-Erkrankung (MATTLE und MUMENTHALER 2012). Die Toxoplasmose ist eine para-
sitdre Erkrankung. Sie wird verursacht durch den intrazellularen Erreger Toxoplasma gondii.
Er gehért zu den Protozoen, genauer zu den Apikomplexa, und vollzieht eine sexuelle und
asexuelle Vermehrungsphase. Zwischenwirte sind alle Warmbluter, der Endwirt ist die Katze
(bzw. alle Spezies der Familie Felidae). Nur im Endwirt findet die geschlechtliche Vermehrung
statt.

Die Ubertragung dieser Zoonose verlauft tiber 2 Hauptwege:

1. Aufnahme von rohen, erregerhaltigen Fleischwaren,
2. Aufnahme von sporulierten Oozysten aus Katzenkot.

Der Erreger ist weltweit verbreitet und die Infektionsrate nimmt mit zunehmendem Lebensal-
ter zu (RKI 2018). Er besitzt einen Tropismus zum ZNS. Symptome einer akuten Infektion
sind Glieder- und Kopfschmerzen sowie gelegentlich auch Fieber. Eine immunkompetente
Person Uberwindet die Infektion oftmals symptomlos und bildet zeitlebens Antikérper aus.
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Werdende Mutter, die sich in der Schwangerschaft erstmalig infizieren und somit keine Anti-
korper ausgebildet haben, kénnen den Parasiten auf das ungeborene Kind Ubertragen.
Schwere neurologische Schaden, als auch Beeintrachtigungen des Sehvermégens (Chorio-
retinitiden) und ein Hydrocephalus kénnen die Folge sein (RKI 2018). Bei Infektionen im ers-
ten Schwangerschaftstrimester besteht beim Menschen eine deutlich erhdhte Abortgefahr.
Die Pravalenz einer kongenitalen Infektion betragt beim Menschen 0,1 bis 0,3 pro 1000 Ge-
burten (KIEFFER und WALLON 2013). Das Robert Koch Institut schéatzt, dass jahrlich ca.
350 kongenitale Infektionen mit daraus resultierenden klinischen Symptomen bei Neugebo-
renen in Deutschland auftreten (WILKING et al. 2016, RKI 2016, KIEFFER und WALLON
2013).

Nach postnataler Infektion infiziert T. gondii wahrend der akuten Phase vor allem teilungsfa-
hige Gliazellen im Neokortex von Mensch und Tier. Die T. gondii-Infektion fuhrt zu Beein-
trachtigungen der Morphologie und Funktion, u.a. der Proliferationsaktivitat, der infizierten
Zellen (PARLOG et al. 2015, BRUNET et al. 2008, WANG und GAO 2016, KIM et al. 2016).
Der Zelltropismus von T. gondii im pranatalen Gehirn ist derzeit unbekannt.

Die Rételn-Erkrankung kann bei einer Schwangeren mit Erstinfektion eine konnatale Rételn-
embryofetopathie (CRS) auslésen. Unterschiedlichste Symptomatik, wie beispielweise Kata-
rakt, Innenohrtaubheit und/oder eine Mikrozephalie des ungeborenen Babys sind die mdgli-
chen Folgen. Die Pravalenz ist beim Menschen sehr gering. Im Jahr 2015 wurden in der
gesamten europaischen WHO-Region nur sieben Kinder mit CRS geboren, der letzte gemel-
dete Fall in Deutschland stammt aus dem Jahr 2013 (RKI 2020).

Seit 2015 steht zudem die Zika-Virus-Infektion vermehrt im Fokus der medizinischen For-
schung. Das Virus wird hauptséchlich von Micken (Aedes) Ubertragen und stellt somit eine
ernstzunehmende Zoonose dar. Weitere Ubertragungswege sind sexuell, intrauterin, perina-
tal, durch Speichel und Bluttransfusion. Diese Virusinfektion kommt in Gber 80 Landern der
Welt, vorrangig in den Tropen und Subtropen vor (RKI 2019). Derzeit werden schatzungs-
weise nur ca. 18- 35% der Erkrankten auch symptomatisch (BARBI et al. 2018). Dieser durch-
lauft dann Gber mehrere Tage eine Virdmie mit grippeahnlichen Symptomen. Zudem wird
derzeit geschatzt, dass in etwa bei 1,2% aller adulten Zikavirusinfektionen beim Menschen
das Guillain-Barré-Syndrom ausgelést wird (BARBI et al. 2018). Bei einer schwangeren Frau
kénnen schwere Missbildungen des Fetus in allen Trimestern der Schwangerschaft in Folge
der Infektion entstehen. Dabei kommt es zu einer massiven Stérung der Neurogenese und
dadurch zu einer deutlich verzégerten Gyrierung als auch zu einer Mikrozephalie mit schwe-
ren Beeintréachtigungen des Kindes. Eine reprasentative Prévalenz in Bezug auf eine konge-
nitale Infektion existiert derzeit nicht (GARCEZ et al. 2016, RASMUSSEN et al. 2016, PE-
TERSEN et al. 2016). Jedoch verdffentlichte das Robert Koch-Institut gemeldete Fallzahlen:
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2016 wurden 222 und 2017 noch 44 Infektionen in Deutschland gemeldet (DGGG 2018).
Eine Impfung existiert derzeit noch nicht (RKI 2019).

2.4 Tiermodelle fur kongenitale Fehlbildungen und Erkrankungen
des Neokortex

In der translationalen Forschung sind Tiermodelle essentiell, die in Bezug auf Phylogenese,
Morphologie und Physiologie viele Gemeinsamkeiten mit dem Menschen aufweisen. Speziell
in der neuralen Stammzellforschung werden bislang haufig Nagetiere als Versuchsmodelle
genutzt. Diese besitzen jedoch nicht die gleiche bzw. &hnliche Stammzellausstattung im Ne-
okortex wie die Primaten (FIETZ et al. 2010, FIETZ et al. 2011, FLORIO et al. 2014). Primaten
selbst stellen zwar einen nahen Verwandten des Menschen dar und sind daher prinzipiell als
Versuchstier fir den Menschen gut geeignet, jedoch wird ihr Einsatz in der Forschung auf-
grund von ethischen Bedenken, hohen Unterhaltungskosten und einer verhaltnismagig nied-
rigen Reproduktivitat kritisch betrachtet (XIAO et al. 2017). Im Bereich der Neurogenesefor-
schung wird ein alternatives Modelltier, das eine ahnliche oder gleiche qualitative und quan-
titative Ausstattung an neokortikalen NPCs besitzt, dringend bendtigt. Enge Verwandte der
Affen sind einerseits die Dermoptera (Riesengleiter) und andererseits die Scandentia (Spitz-
hérnchen).

2.5 Das Tupaia

2.5.1 Allgemeines

Spitzhérnchen sehen ihrem auBeren Erscheinungsbild zufolge aus wie gewdhnliche Horn-
chen und sind ca. so grof3 wie Ratten. Der Kdrper ist schlank und besitzt einen langen, bu-
schigen Schwanz und eine lange Schnauze mit kurzen Tasthaaren (KIRKWOQOD et al. 2010,
WESTHEIDE und RIEGER 2010). Das Wort , Tupai“ steht im malaiischen fir Baum-, Spitz-,
oder Eichhérnchen (GRZIMEK et al. 1988). Sie sind Waldbewohner mit hervorragenden Klet-
tereigenschaften und gelangen somit mit Leichtigkeit auf Baume. Sie tGberwinden gréBere
Distanzen durch Spriinge und ruhen sich sowohl in Baumhgéhlen als auch am Boden aus
(LANGER 2017, WESTHEIDE und RIEGER 2010). Zur Nachrungssuche halten sie sich tber-
wiegend am Boden auf. Spitzhérnchen sind omnivor und erndhren sich aus einer Mischung
von Insekten und Friichten (WESTHEIDE und RIEGER 2010, WILSON und MITTERMEIER
2018).

Der Lebensraum des Tupaia belangeri (Nérdliches Spitzhérnchen) ist der Regenwald Sid-
ostasiens. Das Habitat erstreckt sich von Westindien bis zu den Philippinen und von Stidchina
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bis Sumatra (XIAO et al. 2017, WESTHEIDE und RIEGER 2010). Die Tiere haben ein Ge-
wicht von 120 bis 150 g. Mannchen sind in der Regel schwerer als Weibchen (XIAO et al.
2017). Die Lebenserwartung in freier Wildbahn ist unbekannt. In Gefangenschaft kann das
Tupaia belangeri ein Alter von ca. 6-10 Jahren erreichen (KIRKWOOD et al. 2010, GRZIMEK
et al. 1988).

2.5.2 Abstammung und Systematik

Das Tupaia belangeri gehért zu der Ordnung Scandentia (Tupaiiformes). Aktuell werden sie
als eigene Ordnung geflihrt. Es gibt vier rezente Gattungen, die sich auf zwei Familien auf-
teilen. Die Familie Tupaiidae besteht aus drei Gattungen und die Familie Ptilocercidae aus
einer Gattung (HAN et al. 2000). Die Gattungen der Tupaiidae sind die Anathana mit einem
Vertreter, die Gattung Dendrogale mit zwei Vertretern und die Gattung Eigentliche Spitzhérn-
chen (Tupaja; Tupaia) mit 19 Vertretern, hierzu zahlt auch das Tupaia everetti, das bis vor
einigen Jahren noch als eigene Gattung gefihrt wurde (HAN et al. 2000).

Durch genetische Untersuchungen wurde gezeigt, dass die Spitzhérnchen eine engere ge-
netische Verwandtschaft zu den Affen als zu den Nagetieren besitzen (CAMPBELL et al.
2003, FAN et al. 2013, LIN et al. 2014). Zudem wurde postuliert, dass eine Klade (systema-
tische biologische Einheit, die auf einen gemeinsamen Vorfahren zuriickgeht und alle seine
Nachfahren enthalt) aus den Euarchonta gebildet werden kann, die die Ordnungen der Spitz-
hérnchen (Scandentia), der Riesengleiter (Dermoptera) und der Primaten umfasst (CAMP-
BELL et al. 2003). Die Euarchonta entstanden vor ca. 88 Millionen Jahren. Bereits vor ca.
86,2 Millionen Jahren trennten sich die Scandentia von den Primatomorpha (bestehend aus
Dermoptera und Primaten) (JANECKA et al. 2007). Zur Vollstéandigkeit wird hier auch noch
das Taxon der Sundatheria erwéhnt, das aus den Ordnungen Dermoptera und Scandentia
besteht. Dieses existiert aufgrund von morphologischen Gemeinsamkeiten zwischen beiden
Ordnungen, sodass ein sogenanntes Schwesterngruppenverhaltnis entsteht und dieses Ta-
xon begriindet (WESTHEIDE und RIEGER 2010).

2.5.3 Anatomische Grundlagen und Leistung der Organe

Der Rumpf des Tupaia belangeri besteht aus 7 Halswirbeln, 12-13 rippentragenden Wirbeln,
6-7 rippenfreien Lendenwirbeln, drei Sakralwirbeln und ca. 24-25 Kaudalwirbeln (HOFER et
al. 1956, WESTHEIDE und RIEGER 2010). An der Vorder- und Hinterextremitat gibt es je-
weils 5 Zehen pro Hand bzw.pro Fu3. Der Daumen ist abspreizbar und hilft somit beim Klet-
tern und Greifen (GRZIMEK et al. 1988, WESTHEIDE und RIEGER 2010).

Das Fell des Tupaia belangeriist graugriin bis rostbraun und besteht aus kurzen Deckhaaren
und kurzen weichen Wollhaaren. Das Fell an der Bauchseite ist meist heller als am Rucken.
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Zudem besitzen die Tiere einen hellen Schulterstreifen. Die Ohren sind klein und meist mit
Haaren bedeckt. Charakteristisch sind Drisenfelder, die unabhangig vom Geschlecht ausge-
bildet sind. Das Uberwiegend fettige Sekret hat vielfaltige Aufgaben. Dazu zahlen bspw. die
Fellpflege, die Kommunikation der Tiere untereinander als auch die Abgrenzung des Reviers.
Die Drisen liegen sternal und abdominal und werden durch Reiben des Kérpers an Gegen-
stédnden und der Umgebung entleert (WESTHEIDE und RIEGER 2010, WILSON et al. 2005,
KIRKWOOD et al. 2010).

Die charakteristische lange Schnauze wird durch das Os nasale gebildet. Die Tiere sind Mak-
rosmatiker und besitzen zudem ein gut ausgebildetes Hor- als auch Sehvermégen. Die Re-
tina besteht Uberwiegend aus Zapfen. Die Tiere kénnen deutlich Farben unterscheiden
(WESTHEIDE und RIEGER 2010).

Die Zahnformel lautet: 12/3, C1/1, P3/3, M3/3 mit insgesamt 38 Zahnen (GRZIMEK et al.
1988, HOFER et al. 1956). Die Tiere besitzen einen sogenannten Zahnkamm, der durch die
schmalen, stiftartigen verlangerten Incisivi im Unterkiefer gebildet wird. Dieser dient als Werk-
zeug zum Abkratzen von Harz und Pflanzensaft. In der Maulhéhle liegt unter der eigentlichen
Zunge noch eine weitere, sehr diinne unbemuskelte Unterzunge (Sublingua) mit gezackter
Spitze, die der Reinigung des Zahnkammes dient (WESTHEIDE und RIEGER 2010). Alle
Spitzhérnchen besitzen einen Blinddarm, welcher der bakteriellen Zersetzung von pflanzli-
cher Nahrung dient (LANGER 2017) dient. Der Uterus der weiblichen Tiere ist zweihérnig.

Das Gehirn des Tupaia ist lissenzephal (WESTHEIDE und RIEGER 2010). Spitzhérnchen
besitzen ein hohes Hirn- zu Kérpermasseverhéltnis als auch neuroanatomische Charakteris-
tika, die denen von Primaten sehr ahnlich sind. Insbesondere weisen die Zytoarchitektur und
Organisation der somatosensorischen Hirnregion als auch der Seh- und Motorkortex eine
gréBere Ahnlichkeit zu den Primaten als zu den Nagetieren auf. Die Amygdala und der Hip-
pokampus sind deutlich gréBer und ermdéglichen somit eine bessere Gedachtnisleistung im
Vergleich zu den Nagetieren (SUR et al. 1980, ELSTON et al. 2005, REMPLE et al. 2006,
REMPLE et al. 2007, WONG and KAAS 2009, VEIT et al. 2011, XIAO et al. 2017). Zudem ist
der visuelle Thalamus relativ gut entwickelt und die Verzweigung des priméren visuellen Kor-

tex &hnelt mehr den Primaten als den Nagetieren (XIAO et al. 2017).

2.5.4 Reproduktion, Konzeption und Schwangerschaft

Das Tupaia lebt meist monogam, seltener auch einzeln in Revieren, die durch die M&dnnchen
gegen andere Artgenossen verteidigt werden. Die Tiere pflanzen sich ganzjahrig fort und
haben einen Ostrus postpartum mit der Dauer von 8-12 Tagen (WILSON und MITTERMEIER
2018). Unmittelbar nach der Geburt der Jungtiere findet zeitnah eine erneute, durch Kopula-
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tion induzierte, Ovulation statt. Sie gebéaren 1-3 Jungtiere, besitzen einen Fortpflanzungszyk-
lus von 6 Wochen und sind bereits im Alter von 4-6 Monaten fruchtbar (XIAO et al. 2017,
WESTHEIDE und RIEGER 2010).

Nach einer Tragezeit von - im Mittel - 43,7 Tagen (KUHN und SCHWAIGER 1973) werden
die Jungen an einem separaten Nist- und Wurfplatz geboren. Die Jungtiere sind Nesthocker.
Zum Zeitpunkt der Geburt sind sie nackt, besitzen geschlossene Augenlider und Gehdr-
gange. Das Muttertier sdugt die Jungen ca. alle 2 Tage und betreibt keine aktive Brutpflege.
Die Mannchen haben wahrend der Entwicklungszeit keinen Kontakt zu den Jungtieren. Mit
ca. 3 bis 6 Monaten sind die Jungtiere ausgewachsen und geschlechtsreif und werden aus
dem Revier vertrieben (WESTHEIDE und RIEGER 2010).

2.5.5 Verwendung des Tupaia belangeri in der translationalen Medizin und For-
schung

In der Forschung werden Tupaias fur Stressuntersuchungen und deren Wirkung auf das Ge-
hirn verwendet (FUCHS et al. 2001, LUCASSEN et al. 2001). AuBerdem werden Tiere dieser
Gattung fur Akustikversuche und zur Lautanalyse verwendet (KONERDING et al. 2011,
SCHEHKA et al. 2012). Untersuchungen zur viralen (Hepatits-C Virus) und bakteriellen
(Staphylococcus aureus) Infektionen, Krebs (Leber-, Lungen- und Brustkrebs), metaboli-
schen Erkrankungen (Diabetes mellitus, hepatische Lipidose), immunassoziierten Erkrankun-
gen, Alzheimer, Demenz und Depression werden am Tupaia durchgefiihrt (BINZ et al. 1990,
FUCHS und FLUGGE 2002, CAO et al. 2003, FUCHS et al. 2004, SCHEHKA et al. 2007,
SCHEHKA und ZIMMERMANN 2009, KONERDING et al. 2011, YAMASHITA et al. 2012,
XIAO et al. 2017, YAO 2017). Die kirzlich erfolgte erfolgreiche Generierung von transgenen
Tupaias unterstreicht die Eignung als Versuchstier fir bestimmte humanassoziierte Erkran-
kungsbilder (XIAO et al. 2017).

Die etablierte Verwendung von Spitzhérnchen in der Forschung als auch die enge phyloge-
netische Verwandtschaft zu Primaten erklart die Auswahl dieser Tierspezies fir diese Studie.
Die verhéltnismaBig einfachen Haltungsbedingungen (Platzbedarf, Fitterung, Luftfeuchte,
Tag/Nachtzyklus) dieser Tierart in Verbindung mit einer relativ hohen Reproduktivitat mit 1
bis 3 Jungtieren pro Wurf, einem Fortpflanzungszyklus von ca. sechs Wochen und einer mitt-
leren Lebenserwartung von 6 bis 10 Jahren unterstreicht die Eignung des Tieres als alterna-
tives Versuchstier fr die biomedizinische Forschung von Humanerkrankungen (XIAO et al.
2017, KIRKWOOQD et al. 2010).
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The neocortex is the most complex part of the mammalian brain and as such it has
undergone tremendous expansion during evolution, especially in primates. The majority
of neocortical neurons originate from distinct neural stem and progenitor cells (NPCs)
located in the ventricular and subventricular zone (SVZ). Previous studies revealed
that the SVZ thickness as well as the abundance and distribution of NPCs, especially
that of basal radial glia (bRG), differ markedly between the lissencephalic rodent and
gyrencephalic primate neocortex. The northern tree shrew (Tupaia belangeri) is a rat-
sized mammal with a high brain to body mass ratio, which stands phylogenetically
mid-way between rodents and primates. Our study provides — for the first time — detailed
data on the presence, abundance and distribution of bRG and other distinct NPCs
in the developing neocortex of the northern tree shrew (Tupaia belangeri). We show
that the developing tree shrew neocortex is characterized by an expanded SVZ, a high
abundance of Pax6+ NPCs in the SVZ, and a relatively high percentage of bRG at peak
of upper-layer neurogenesis. We further demonstrate that key features of tree shrew
neocortex development, e.g., the presence, abundance and distribution of distinct
NPCs, are closer related to those of gyrencephalic primates than to those of ferret and
lissencephalic rodents. Together, our study provides novel insight into the evolution of
bRG and other distinct NPCs in the neocortex development of Euarchontoglires and
introduces the tree shrew as a potential novel model organism in the area of human
brain development and developmental disorders.

Keywords: neocortex development, neural progenitor, basal radial glia, tree shrew, Tupaia belangeri
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INTRODUCTION

The neocortex is the most complex part of the mammalian brain
and has undergone tremendous expansion during evolution,
especially in the primate lineage. The overwhelming majority
of neocortical neurons are generated during embryonic and
fetal development. They mostly originate from neural stem and
progenitor cells (NPCs), which are characterized by distinct
cell biological features and located in the two germinal zones:
ventricular (VZ) and subventricular zone (SVZ) (Gotz and
Huttner, 2005; Fietz and Huttner, 2011; LaMonica et al., 2012;
Florio and Huttner, 2014; De Juan Romero and Borrell, 2015;
Montiel et al., 2016; Namba and Huttner, 2017). The VZ, the
most apical layer of the cortical wall, contains the cell bodies
of the primary NPCs, the apical progenitors (APs). APs consist
of neuroepithelial cells (NECs) that transform into apical radial
glia (aRG) at the onset of neurogenesis (Kriegstein and Gotz,
2003; Gotz and Huttner, 2005) and the apical intermediate
progenitors (aIPs), also known as short neural precursors
(Gal et al, 2006; Stancik et al, 2010). All three subtypes
have an apical domain, which consists of an apical plasma
membrane, an apical cell cortex and apical adherens junctions
and predominantly maintain a radially oriented process, which
spans the entire neocortical wall throughout the cell cycle in
NECs and aRG, and retracts from the basal lamina for mitosis
in alPs (Rakic, 1972; Aaku-Saraste et al., 1997; Chenn et al.,
1998; Gotz and Huttner, 2005; Gal et al., 2006; Marthiens and
Ffrench-Constant, 2009). Before the onset of neurogenesis, NECs
mainly undergo symmetric proliferative divisions, resulting in
the lateral expansion of the VZ (Rakic, 1995). With the onset
of neurogenesis, alPs mostly undergo symmetric neurogenic
divisions, while aRG start dividing asymmetrically, thereby giving
rise to the secondary NPCs, the basal progenitors (BPs) that
accumulate in the SVZ, basal to the VZ (Haubensak et al., 2004;
Miyata et al., 2004; Noctor et al., 2004; Stancik et al., 2010).
BPs comprise of two major subtypes, the basal intermediate
progenitors (bIPs) and basal radial glia (bRG), the latter also
referred to as outer RG cells (Hansen et al., 2010; Wang et al,,
2011), intermediate RG cells (Reillo et al., 2011) or translocating
RG cells (Martinez-Cerdeno et al., 2012). Both BP subtypes lack
an apical domain; however, whereas bIPs retract their processes
prior to M-phase, bRG maintain at least one radially oriented
process throughout the cell cycle with a subset of them reaching
up to the basal lamina (Attardo et al., 2008; Fietz et al., 2010;
Hansen et al., 2010; Reillo et al., 2011; Nowakowski et al., 2016).
Depending on the number and orientation of processes, three
different bRG morphotypes have been identified (Betizeau et al.,
2013): (1) bRG with a basal process, referred to as bRG-basal-
process (-P), (2) bRG with an apical process, referred to as
bRG-apical-P and (3) bRG with a basal and an apical process,
referred to as bRG-both-P.

Although the SVZ is regarded as the developmental
milestone of a six-layered neocortex, its thickness varies
considerably between species showing different degrees of
neocortex expansion (Smart et al., 2002; Cheung et al., 2010;
Fietz et al, 2010; Reillo et al., 2011; Garcia-Moreno et al.,
2012; Kelava et al., 2012; Martinez-Cerdeno et al., 2012, 2017;

Sauerland et al., 2018). In particular, the SVZ of primates,
that possess an extremely high degree of neocortex expansion,
is substantially thicker at peak stages of neurogenesis when
compared to non-primate species (Smart et al., 2002; Martinez-
Cerdeno et al, 2012). Besides its increase in thickness, the
SVZ of primates and other mammals possessing a relatively
expanded neocortex such as ferret, cat, sheep and agouti is clearly
subdivided into two morphologically distinct germinal zones:
an inner SVZ (iSVZ), which largely resembles mouse SVZ, and
an outer SVZ (0SVZ) which is absent in mouse or relatively
thin in rat (Smart et al., 2002; Fietz et al., 2010; Hansen et al.,
2010; Reillo et al., 2011; Garcia-Moreno et al., 2012; Martinez-
Cerdeno et al, 2012). The increase and remodeling of the
SVZ is accompanied by significant changes in its BP subtype
composition, mainly affecting their abundance rather than their
occurrence. As such, bRG have been shown to occur in the
developing neocortex of species from various mammalian orders
and infraclasses (Fietz et al., 2010; Hansen et al., 2010; Reillo
et al,, 2011; Wang et al.,, 2011; Martinez-Cerdeno et al,, 2012,
2017; Sauerland et al., 2018). However, its relative abundance
varies substantially between species showing different degrees of
neocortex expansion. In mice, the SVZ mostly contains bIPs and
only a minor fraction of bRG (~10%), whereas its abundance
increases in the SVZ of sheep, ferret, marmoset and tammar
wallaby (~30%) and peak in the SVZ, especially the oSVZ,
of gyrencephalic primates, in which bRG become the most
abundant BP type (>50%) (Fietz et al, 2010; Hansen et al.,
2010; Reillo et al.,, 2011; Kelava et al.,, 2012; Betizeau et al.,
2013; Pilz et al, 2013; Florio and Huttner, 2014; Sauerland
etal., 2018). Importantly, the overwhelming majority of BPs, i.e.,
bIPs, in lissencephalic rodents undergoes symmetric proliferative
divisions and thus shows limited proliferative potential, whereas
a major fraction of BPs, i.e., bRG, in gyrencephalic primates is
able to undergo repeated cell division, thereby displaying high
proliferative potential (Haubensak et al., 2004; Miyata et al., 2004;
Noctor et al.,, 2004; Attardo et al., 2008; Hansen et al., 2010;
Betizeau et al., 2013). This increased abundance in proliferative
BPs results in the radial expansion of the SVZ, notably the
oSVZ, which ultimately promotes a higher neuronal output in
gyrencephalic primates, particularly in human (Fietz et al., 2010;
Hansen et al., 2010; Betizeau et al., 2013; Gertz et al., 2014).

The northern tree shrew (Tupaia belangeri) is a rat-sized
mammal with an average gestation period of 43.7 days (Kuhn and
Schwaier, 1973) and a close phylogenetic relationship to primates
and rodents (Supplementary Figure 1). It belongs to the separate
order Scandentia which is currently grouped with primates and
culogos (flying lemurs) within the grandorder Euarchonta, a
sister group of Glires consisting of rodents and lagomorphs
(Janecka et al., 2007; Song et al., 2012; Kumar et al., 2013). Recent
genome studies suggested that the Chinese tree shrew (Tupaia
belangeri chinensis) possesses a closer genetic relationship to
primates than to rodents (Supplementary Figure 1A) (Fan et al.,
2013; Lin et al., 2014). Although the tree shrew exhibits —
comparable to most rodents - a lissencephalic neocortex; it
has, however, a high brain to body mass ratio and shows
neuroanatomical characteristics that are highly similar to those
of primates including the cytoarchitecture and organization
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of the somatosensory, visual and motor cortex (Supplementary
Figure 1B) (Sur et al., 1980; Elston et al., 2005; Remple et al,,
2006, 2007; Wong and Kaas, 2009b; Veit et al., 2011). Until
now, precise data on the presence, abundance and distribution
of bRG and other distinct NPCs in the developing tree shrew
neocortex are lacking. It was therefore the aim of this study
to characterize and quantify the germinal zones and containing
NPCs in the developing neocortex of the northern tree shrew
(Tupaia belangeri). Moreover, by comparing our results with
published data from phylogenetically closely related species, this
study aims to answer the question whether key features of tree
shrew neocortex development, e.g., the presence, abundance and
distribution of the distinct NPCs, show a closer relationship to
gyrencephalic primates or to lissencephalic rodents.

MATERIALS AND METHODS

Brain Samples

Tupaia belangeri brain tissue was received from the animal
facilities, Institute of Biology, Faculty of Biosciences, Pharmacy,
and Psychology, University of Leipzig and Institute of Zoology,
University for Veterinary Medicine Hannover. Animals were
housed in 125 cm x 100 cm x 80 cm wire mesh cages.
Temperature averaged 22°C, humidity was kept at approximately
55% and light/dark cycle was set to 12:12. Water and standard
diet pellets (Altromin Spezialfutter GmbH and Co. KG, Lage,
Germany) was given ad libitum supplemented by fresh fruits,
mealworms and locusts. Breeding pairs were not closely related
to each other and pair partners were permanently housed
together. Successful mating was indicated by a change in the
female receptive behavior toward the male. Successful pregnancy
was determined based on body weight gain. Animals were
anesthetized by an intraperitoneal overdose of pentobarbital
(200 mg/kg). The age of the animals ranged from embryonic/fetal
day (E) 32 (n = 2), 37 (n = 2), 45 (n = 2) to postnatal day
(P) 1 (n = 2) and was determined with the help of the crown-
rump-length (CRL) growth curve described below (Figure 1). All
experiments were performed in accordance with German animal
welfare legislation and were approved by the Landesdirektion
Leipzig. Embryos/fetuses and neonates were carefully dissected,
brains were fixed immediately in 4% paraformaldehyde (PFA) for
at least 2 days and stored in PBS at 4°C until processing.

Determination of the Tupaia belangeri

Growth Curve

Crown-rump-lengths were provided for 57 embryos/fetuses of
Tupaia belangeri, all belonging to the tree shrew collection
of H.-J. Kuhn (Senckenberg Museum, Frankfurt/Main,
Germany; present location: Department of Prosektur Anatomie,
Westfalische ~ Wilhelms-Universitit ~ Miinster, ~ Miinster,
Germany). Detailed descriptions of the collection including
preparation procedures have been published previously (Knabe
and Kuhn, 1998; Washausen et al., 2005; Knabe et al., 2007,
2008; Knabe and Washausen, 2015). In brief, pregnant females
were obtained from the Battelle Institute (Frankfurt/Main,
Germany) and from the German Primate Center (Gottingen,

Crown-rump-length [mm]

Ontogenetic day

FIGURE 1 | Developmental growth curve of Tupaia belangeri. Plot of the
relationship between ontogenetic day and crown-rump length (CRL) which
has been determined in 67 Tupaia belangeri embryos. The CRL growth curve
(red line) was estimated by the following Gompertz function: ontogenetic

day = 197.918*exp[-exp(1.997 — 0.043*CRL)]. Dark red and light red areas
represent the 95% confidence band and the 95% prediction band,
respectively. For details, see Section “Materials and Methods.”

Germany) (former Sonderforschungsbereich 89, Cardiology,
1976-1982). Given that in Tupaia belangeri ovulation is
induced by copulation, the day of fertilization was considered
as ontogenetic day 1. For the construction of the growth curve
(Figure 1), 10 additional CRL measurements were included
(Kuhn and Schwaier, 1973). Using CurveExpert Professional
(Hyams Development, Chattanooga, TN, United States), the CRL
growth curve was estimated by the following Gompertz function:
ontogenetic day = 197.918"exp[—exp(1.997 — 0.043*CRL)].

Immunocytochemistry

Brain samples were processed and subjected to an
immunohistochemistry protocol as described previously
(Sauerland et al., 2018). In brief, brains were incubated in 30%
sucrose in PBS at room temperature, embedded in Tissue-Tek
(Sakura Finetek) and stored at —20°C. Cryosections were cut
at 30 um and kept at —20°C. Complete telencephalon was cut
coronally and sections at a medium position with regard to
the rostro-caudal axis were used for immunohistochemistry
and heated for 1 h at 90-95°C in 0.01 M citrate buffer (pH 6),
permeabilized with 0.3% Triton X-100 in PBS and quenched
with 0.1 M glycine. Primary antibodies were incubated overnight
at 4°C. The following primary antibodies were used: Tbr1 (1:200,
rabbit, Millipore, AB 10554), Pax6 (1:100, rabbit, Biozol, BLD
901301), Tbr2 (1:100, sheep, R&D Systems, AF61669), PCNA
(1:100, mouse, Novus Biologicals, NB500-106), phosphorylated
vimentin (pVim, 1:100, mouse, Abcam, ab22651), Par3 (1:200,
rabbit, Millipore, 07-330), ZO-1 (1:200, mouse, Invitrogen, 33-
9100), Taul (1:100, mouse, Millipore, MAB3420), Brn2 (1:100,
mouse, Santa Cruz, sc-393324). Donkey secondary antibodies
coupled to Alexa 488, 555, and 647 (1:500, Life Technologies)
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were incubated for 1 h at room temperature. All sections were
counterstained with DAPT (1:500, Sigma), mounted in Mowiol
(Merck Biosciences) and kept at 4°C.

Image Acquisition and Analysis
Fluorescence images were acquired with a Leica SP8 confocal
laser-scanning microscope, using a 20 x or 40 x objective. Images
were taken as 3.121 um (20x) or 1.271 pm (40x) single
optical sections and processed using Fiji and Photoshop (Adobe)
software. Panels of Figures 1-4, 6 represent single optical
sections. Panels of Figure 5 represent stacks of 3-5 optical
sections. The VZ, SVZ, intermediate zone (IZ)/subplate (SP) and
cortical plate (CP) were identified based on their cytoarchitecture
as described previously (Sauerland et al., 2018). In brief, the
VZ appeared as a densely packed cell layer that lines the lateral
ventricle and whose nuclei exhibit radial morphology. The SVZ
was identified as a cell layer adjacent to the VZ that exhibits
a looser and sparser cell arrangement than the VZ. The IZ/SP
was identified as a cell layer that exhibits a very low cell
density between the SVZ and the CP. The CP was identified
as densely packed cell layer adjacent to the IZ/SP. To compare
data across species, iSVZ and oSVZ were identified based on
previously established criteria (Smart et al., 2002; Martinez-
Cerdeno et al.,, 2012). Specifically, the iSVZ was identified as
the inner SVZ cell layer that exhibits a higher cell density and
a more random cell organization than the oSVZ. The iSVZ
corresponded to the dense inner band of Tbr2+ cells, which was
localized to the Taul-free zone surrounding the lateral ventricle
(Supplementary Figure 2). The oSVZ was identified as the outer
SVZ cell layer that exhibits a relatively loose and sparse cell
arrangement and whose nuclei mostly exhibit radial morphology.
The 0SVZ corresponded to the diffuse outer band of Tbr2+- cells,
which was localized to the Taul-striated zone (Supplementary
Figure 2).

Quantification of cells was performed with Fiji software using
a Multiclass Cell Counter plug in Schindelin et al. (2012) and
applying a default threshold of 100/255 on dark background. All
quantifications were performed on images from the dorsolateral
telencephalon. The radial thickness of the germinal zones and CP
as well as the length of the ventricular surface were determined
using Fiji software. Data were further processed using Prism
software.

Statistical Analysis of the Relationship
Between Tree Shrew, Macaque, Ferret,

and Rat/Mouse Neocortex Development

Statistical analysis of the relationship between tree shrew,
macaque, ferret and rat/mouse neocortex development was
conducted in R. Parameters of macaque, ferret and rat/mouse
neocortex development at peak of deep-layer and upper-layer
neurogenesis were obtained from the literature (Table 1). Due to
the fact that not all parameters were available from a single rodent
species, data of rat and mouse neocortex development were used,
i.e.,, neurodevelopmental parameters 1-12 were obtained from rat
(Sprague Dawley rat) and neurodevelopmental parameters 13-15
were obtained from mouse (Swiss Webster mouse). Parameters

of Tupaia belangeri neocortex development at peak of deep-
layer and upper-layer neurogenesis were analyzed in this study.
Neurodevelopmental parameters 1, 2, 4-12 were obtained from a
similar cortical area, predominantly representing somatosensory
cortex. In case of neurodevelopmental parameters 3, 13-15,
tree shrew and ferret data were obtained from a cortical area,
predominantly representing somatosensory cortex, and macaque
data were obtained from the visual cortex. The thicknesses of
the germinal zones (neurodevelopmental parameters 3, 4) were
measured using the images obtained from the literature (Table 1).
Taken into account that different protocols were used for the
quantification of cells in the developing tree shrew, macaque,
ferret and rat neocortex and thus to ensure data comparability,
relative values (ratios) of absolute Pax6+ NPC, Tbr2+ NPC and
mitotic NPC counts between SVZ and VZ (neurodevelopmental
parameters 6-12) were calculated from the absolute values and
used in the analysis (Table 2).

For rank comparison, untransformed values of distinct
parameters of cortex development (Table 2) were used. A rank
(1-4) was assigned within each parameter to each species and
the average rank over all parameters for each species was
calculated. Statistical differences between the average ranks of
the different species were tested with the Kruskal-Wallis-test
followed by Conovers post hoc test using Holm correction
(Pohlert, 2014). P-values below 0.05 were considered significant.
For hierarchical clustering, principal component analysis (PCA)
and Euclidean distance computation, untransformed values
of distinct parameters of cortex development (Table 2)
were transformed into z-scores (standard scores). Hierarchical
clustering of species was performed based on Euclidean distance.

RESULTS

SVZ Is Markedly Increased at Peak of
Upper-Layer Neurogenesis in the Tree

Shrew Neocortex

We first examined the development of the germinal zones
in the tree shrew neocortex, and analyzed E32-P1 cortical
sections by immunohistochemistry for PCNA, a specific marker
for proliferating cells (Figures 2A-D and Supplementary
Figure 3). At the earliest developmental stage analyzed, the
VZ appeared as a prominent and tightly packed cell layer in
which PCNA+ nuclei show radial morphology (Figure 2A).
The SVZ, in which PCNA+ nuclei are more loosely arranged,
was already present at that stage but appeared relatively thin
(Figure 2A). Quantification of the thickness of the germinal
zones revealed the VZ to be the predominant germinal zone
at E32 (Figures 2E-G). After E32, the thickness of the VZ
progressively declined (Figures 2B-E), whereas that of the SVZ
rapidly increased, especially until E37, revealing the SVZ to
become the major germinal zone at later stages of tree shrew
neocortex development (Figures 2B-D,EG). These findings
are similar to the development of the germinal zones in the
neocortex of gyrencephalic primates including human and other
species exhibiting an expanded neocortex such as ferret, but are
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TABLE 1 | List of references of neurodevelopmental parameters used for statistical analysis.

Neurodevelopmental parameter

Rat/Mouse

Ferret

Macaque

1

SVZ thickness at DL neurogenesis (um)
SVZ thickness at UL neurogenesis (jum)

Ratio of SVZ/VZ thickness at DL
neurogenesis
Ratio of SVZ/VZ thickness at UL
neurogenesis

Ratio of 0SVZ/iSVZ thickness at UL
neurogenesis

Ratio of Tbr2+ NPCs in SVZ/VZ at DL
neurogenesis

Ratio of Tbr2+ NPCs in SVZ/NZ at UL
neurogenesis

Ratio of Tbr2+ NPCs in 0SVZ/iSVZ at
UL neurogenesis

Ratio of Pax6+ NPCs in SVZ/VZ at DL
neurogenesis

Ratio of Pax6+ NPCs in SVZ/VZ at UL
neurogenesis

Ratio of Pax6+ NPCs in oSVZ/iSVZ at
UL neurogenesis

Ratio of mitoses in SVZ/NVZ

Relative abundance of bRG at UL
neurogenesis (%)

Relative abundance of Pax6+ bRG at
UL neurogenesis (%)

Relative abundance of Tbr2+ bRG at
UL neurogenesis (%)

Table 5 (Martinez-Cerdeno
etal., 2012)

Table 5 (Martinez-Cerdeno
etal., 2012)

Figure 1A (Ida et al., 2006)

Figure 2B
(Martinez-Cerdeno et al.,
2006)

Table 5 (Martinez-Cerdeno
etal., 2012)

Table 4 (Martinez-Cerdeno
etal., 2012)

Table 4 (Martinez-Cerdeno
etal., 2012)

Table 4 (Martinez-Cerdeno
etal., 2012)

Table 7 (Martinez-Cerdeno
etal., 2012)

Table 7 (Martinez-Cerdeno
etal., 2012)

Table 7 (Martinez-Cerdeno
etal., 2012)

Table 8 (Martinez-Cerdeno
etal., 2012)

(Wang et al., 2011)

(Wang et al., 2011)

Figure S8H (Florio et al.,
2015)

Table 5 (Martinez-Cerdeno
etal., 2012)

Table 5 (Martinez-Cerdeno
etal., 2012)

Figure 10 (Fietz et al.,
2010)

Figure 1Q (Fietz et al.,
2010)

Table 5 (Martinez-Cerdeno
etal., 2012)

Table 4 (Martinez-Cerdeno
etal, 2012)

Table 4 (Martinez-Cerdeno
etal., 2012)
Table 4 (Martinez-Cerdeno
etal, 2012)

Table 7 (Martinez-Cerdeno
etal, 2012)

Table 7 (Martinez-Cerdeno
etal., 2012)

Table 7 (Martinez-Cerdeno
etal, 2012)

Table 8 (Martinez-Cerdeno
etal, 2012)

Figure 3L (Fietz et al., 2010)

Figure 30 (Fietz et al.,
2010)
Figure 30 (Fietz et al.,
2010)

Table 5 (Martinez-Cerdeno
etal., 2012)

Table 5 (Martinez-Cerdeno
etal., 2012)

Figure 1A (Betizeau et al.,
2013)

Figure 2A
(Martinez-Cerdeno et al.,
2012)

Table 5 (Martinez-Cerdeno
etal., 2012)

Table 4 (Martinez-Cerdeno
etal., 2012)

Table 4 (Martinez-Cerdeno
etal., 2012)

Table 4 (Martinez-Cerdeno
etal., 2012)

Table 7 (Martinez-Cerdeno
etal., 2012)

Table 7 (Martinez-Cerdeno
etal., 2012)

Table 7 (Martinez-Cerdeno
etal., 2012)

Table 8 (Martinez-Cerdeno
etal., 2012)

Figure 4E (Betizeau et al.,
2013)

Figure 3J (Betizeau et al.,
2013)

Figure 3J (Betizeau et al.,
2013)

Parameters of macaque, rat/mouse and ferret neocortex development were obtained from the literature as listed. V/Z, ventricular zone; SVZ, subventricular zone; iSVZ,

inner SVZ; oSVZ, outer SVZ; DL, deep-layer; UL, upper-layer. For details, see Section “Materials and Methods.”

TABLE 2 | Untransformed values of neurodevelopmental parameters of tree shrew, macaque, rat/mouse and ferret used for statistical analysis.

Neurodevelopmental parameter Rat/Mouse Ferret Tree shrew Macaque
1 SVZ thickness at DL neurogenesis (jum) 27 97 82.1 440
2 SVZ thickness at UL neurogenesis (m) 2387 545 467.034 2590
3 Ratio of SVZ/VZ thickness at DL neurogenesis 0.333 0.8 0.778 0.667
4 Ratio of SVZ/VZ thickness at UL neurogenesis 0.875 2.333 5.901 375
5 Ratio of 0SVZ/iSVZ thickness at UL neurogenesis 0.975 1.148 6.436 4.18
6 Ratio of Tbr2+ NPCs in SVZ/VZ at DL neurogenesis 1.563 2.464 1.772 28.667
7 Ratio of Tbr2+ NPCs in SVZ/VZ at UL neurogenesis 1.196 4.581 16.813 39.4
8 Ratio of Tbr2+ NPCs in 0SVZ/iSVZ at UL neurogenesis 0.134 0.331 2.337 1.736
9 Ratio of Pax6+ NPCs in SVZ/VZ at DL neurogenesis 0.104 0.056 0.219 0.125
10 Ratio of Pax6+ NPCs in SVZ/VZ at UL neurogenesis 0.138 0.697 4.131 3.85
1 Ratio of Pax6+ NPCs in oSVZ/iSVZ at UL neurogenesis 0.026 0.817 2.955 1.982
12 Ratio of mitoses in SVZ/VZ 0.678 1.529 2276 1.788
13 Relative abundance of bRG at UL neurogenesis (%) 8.89 42 24.664 62
14 Relative abundance of Pax6+ bRG at UL neurogenesis (%) 100 100 86 91
15 Relative abundance of Tbr2+ bRG at UL neurogenesis (%) 75 0 23 44

Neurodevelopmental parameters of tree shrew were analyzed in this study. All other parameters were obtained from the literature (Table 1). \/Z, ventricular zone; SVZ,
subventricular zone; iISVZ, inner SVZ; oSVZ, outer SVZ; DL, deep-layer; UL, upper-layer. For details, see section “Materials and Methods.”
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FIGURE 2 | Development of the germinal zones in the tree shrew neocortex. (A-D) Immunofluorescence for PCNA (yellow) and DAPI staining (blue) on 30
pwm-cryosections of E32-P1 tree shrew neocortex. The top margin of the image corresponds to the transition zone SVZ/intermediate zone. Scale bars, 50 pm. VZ,
ventricular zone; SVZ, subventricular zone; iISVZ, inner SVZ; oSVZ, outer SVZ. (E) Quantification of the VZ thickness of the E32-P1 tree shrew neocortex.

(F) Quantification of the SVZ thickness of the E32-P1 tree shrew neocortex. (G) Quantification of the VZ and SVZ thickness of the E32-P1 tree shrew neocortex,
expressed as percentage of the sum of VZ and SVZ. (H) Quantification of the iSVZ and oSVZ thickness of the E37 tree shrew neocortex, expressed as percentage of
the sum of ISVZ and oSVZ. (E-H) Data represent mean + SD and were obtained from two consecutive sections of two brains each.
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in contrast to that of lissencephalic rodents in which the
VZ constitutes the major NPC pool throughout development
(Smart et al., 2002; Kriegstein et al., 2006; Bayatti et al., 2008;
Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2009; Fietz et al., 2010; Hansen
et al., 2010; Reillo et al., 2011; Martinez-Cerdeno et al., 2012).
Interestingly, when a clear distinction between the iSVZ and
oSVZ was detectable at E37, its thickness ratio was similar
to that of macaque and clearly different when compared to
that of rat and ferret (Figure 2H) (Martinez-Cerdeno et al,
2012).

To investigate whether the development of the germinal zones,
especially the SVZ, and of the CP, show a similar time course,

we next analyzed cortical sections by immunohistochemistry
for Tbrl, that is characteristically expressed by early-born
deep-layer - but not by late-born upper-layer - neurons
(Figures 3A-D and Supplementary Figures 4A-D) (Hevner et al.,
2001; Englund et al., 2005; Molyneaux et al., 2007; Toma
and Hanashima, 2015). Quantification of the CP thickness
revealed that corticogenesis in the tree shrew starts before
E32 and is largely completed at the time of birth, with
E32 representing the stage at which mainly Tbrl+ deep-
layers are being produced and E37 the stage at which largely
Tbr2- upper-layers are being produced (Figure 3E). Double-
immunofluorescence for Brn2, characteristically expressed by
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FIGURE 3 | Cortical plate development in the tree shrew neocortex. (A-D) Immunofluorescence for Thr1 (red) and DAPI staining (blue) on 30 pm-cryosections of
E32-P1 tree shrew neocortex. The bottom margin corresponds to the transition zone CP/subplate. Cortical layers II-VI are indicated in (D). Scale bars, 50 pm. CP,
cortical plate. (E) Quantification of the thickness of Tbr1+ and Tbr1- CP layers in the E32-P1 tree shrew neocortex. Data represent mean + SD and were obtained

from consecutive two sections of two brains each.

upper-layer neurons, and Tbrl revealed that a major fraction
of Tbrl- cells in the E37-P1 CP belong to the population
of upper-layer neurons, thus corroborating E32 to represent
the peak of deep-layer and E37 the peak of upper-layer
production (Supplementary Figures 4E-H) (McEvilly et al,
2002; Sugitani et al, 2002; Britanova et al, 2008; Glatzle
et al., 2017). Together, this indicates that — similar to other
mammalian species — the SVZ of the developing tree shrew
neocortex is an important site of neurogenesis, being largest at
developmental stages when upper layers of the CP are being
produced (Kriegstein et al., 2006; Kriegstein and Alvarez-Buylla,
2009).

Pax6+ NPCs Are Markedly Increased at
Peak of Upper-Layer Neurogenesis in the

Tree Shrew Neocortex

We next focused our analysis on the characterization of the
distinct NPCs in the tree shrew neocortex, and analyzed
E32-P1 cortical sections by double-immunofluorescence for
the expression of the NPC markers Pax6, a transcription
factor characteristically expressed by APs and bRG, and
Tbr2, a transcription factor characteristically expressed by bIPs
(Figures 4A-D) (Englund et al., 2005; Fietz et al., 2010; Hansen
et al, 2010; Reillo et al,, 2011). At all stages analyzed, the
overwhelming majority of Tbr2+ (Pax6-/Tbr2+, Pax6+/Tbr2+)
NPCs is present in the tree shrew SVZ, as observed in most
mammalian species (Figures 4A-FEH). At peak of upper-layer
neurogenesis, ie., E37, when iSVZ and oSVZ were clearly
distinguishable from each other, a large proportion of Tbr2+
NPCs resides in the iSVZ. However, the majority of Tbr2+ NPCs
is distributed in the tree shrew oSVZ, which is similar to the
developing macaque neocortex but different to that of ferret and
rat, in which the majority of Tbr2+ NPCs remained in the iSVZ
(Figures 4B,]) (Martinez-Cerdeno et al., 2012).

In line with observations in other mammalian species (Gotz
et al., 1998; Englund et al., 2005; Osumi et al., 2008), NPCs of the
tree shrew VZ were Pax6+ and largely Tbr2- with the number of
Pax6-+/Tbr2— NPCs progressively declining during development
(Figures 4A-E). At E32 the number of Pax6+ (Pax6+/Tbr2-,
Pax6+/Tbr2+) NPCs was relatively small in the tree shrew SVZ
(Figures 4A,F), thus revealing Pax6+ NPCs to be predominantly
distributed in the tree shrew VZ at early stages of neocortex
development (Figure 4G). However, at later developmental
stages, especially at peak of upper-layer neurogenesis, i.e., E37,
the number of Pax6+ (Pax6+/Tbr2-, Pax6+/Tbr2+) NPCs
markedly increases in the tree shrew SVZ (Figures 4B-D,F)
shifting the distribution of Pax6+ (Pax6+/Tbr2-, Pax6+/Tbr2+)
NPCs to the SVZ, especially the oSVZ (Figures 4G,I). This is in
line with findings in the developing neocortex of macaque and
human, but in contrast to those reported for ferret and rat, in
which the majority of Pax6+ NPCs remained in the VZ until
the end of neurogenesis (Bayatti et al., 2008; Fish et al., 2008;
Fietz et al., 2010; Hansen et al., 2010; Martinez-Cerdeno et al.,
2012; Betizeau et al., 2013). Unlike the majority of Tbr2+ NPCs,
which also expressed Pax6+ (Figures 4FH), the vast majority
of Pax6+ NPCs in the tree shrew SVZ were Tbr2- with the
highest abundance of NPCs exclusively expressing Pax6 being
present at E37 (Figures 4F,G). This raises the possibility that -
similar to the developing neocortex of primates and other species
exhibiting an expanded neocortex such as ferret — the tree shrew
SVZ contains bRG at high abundance at peak of upper layer
neurogenesis.

High Relative Abundance of bRG at Peak
of Upper-Layer Neurogenesis in the Tree

Shrew Neocortex
To examine whether Pax6+/Tbr2- NPCs in the tree
shrew SVZ extend radially oriented processes at M-phase,
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FIGURE 4 | Pax6 and Tbr2 expression in the germinal zones of the developing tree shrew neocortex. (A-D) Double-Immunofluorescence for Pax6 (red) and Thr2
(green) and DAPI staining (blue) on 30 wm-cryosections of E32-P1 tree shrew neocortex. The top margin of the image corresponds to the transition zone
SVZ/intermediate zone. Scale bars, 50 pm. VZ, ventricular zone; SVZ, subventricular zone; iSVZ, inner SVZ; oSVZ, outer SVZ. (E,F) Quantification of Pax6+/Tbr2-,
Pax6+/Tbr2+ and Pax6-/Tbr2+ NPCs in the VZ (E) and SVZ (F) of the E32-P1 tree shrew neocortex, expressed as number of cells per 200 wm ventricular surface.
Color legend is shown in (F). (G) Quantification of Pax6+ (Pax6+/Tbr2—, Pax6+/Tbr2+) NPCs (G) and Tbr2+ (Pax6-/Tbr2+, Pax6+/Tbr2+) NPCs (H) in the VZ and
SVZ of the E32-P1 tree shrew neocortex, expressed as percentage of the sum of VZ and SVZ. Color legend is shown in (H). (I,J) Quantification of Pax6+
(Pax6+/Tbr2—, Pax6+/Tbr2+) NPCs (I) and Tbr2+ (Pax6—/Tbr2+, Pax6+/Tbr2+) NPCs (J) in the iSVZ and oSVZ of the E32-P1 tree shrew neocortex, expressed as

analyzed. Data represent mean + SD and are from two brains each.

percentage of the sum of ISVZ and oSVZ. Color legend is shown in (J). (E-J) Cortical wall corresponding to a total ventricular surface of 4.12-12.081 mm was

and thus represent bRG, we analyzed E37 cortical sections
by immunohistochemistry for triple immunofluorescence
for Pax6, Tbr2 and phosphorylated vimentin (pVim), which
visualizes cellular processes of mitotic NPCs (Figures 5A-F).
This revealed that apically dividing Pax6+ NPCs in the
tree shrew VZ, i.e., APs, exhibit a radially oriented process
(Figure 5A). Moreover, the tree shrew SVZ not only
comprises mitoses that lack processes of any substantial

length, ie., bIPs, with a large number of them being
Tbr2+ (Figures 5B,L), but also mitoses that exhibit at least
one well-developed radially oriented process, ie., DbRG,
with the majority of them expressing Pax6 but not Tbr2
(Figures 5C-E,K).

Intriguingly, also the majority of dividing bIPs in the
developing tree shrew SVZ were found to be Pax6+ (Figure 5L).
A relatively high abundance of Pax6+ bIPs has been described
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for the developing macaque SVZ, but not for that of mouse or rat
(Betizeau et al., 2013).

None of the apical processes extending from the dividing
bRG reached the ventricular surface (Figures 5D,E). Moreover,
Par3, a protein associated with the apical cell cortex (Manabe
et al., 2002; Costa et al., 2008) and ZO-1, a protein associated
with apical adherens junctions (Aaku-Saraste et al., 1996), were
highly concentrated at the tree shrew ventricular surface, but
not in the tree shrew SVZ (Figure 6) indicating that tree
shrew bRG lack an apical domain. Importantly, the relative
bRG abundance in the tree shrew SVZ was much higher
than that obtained in the developing SVZ of lissencephalic
rodents; however, slightly smaller than that obtained in the
developing SVZ of gyrencephalic primates including human
and other species exhibiting an expanded neocortex including
ferret (Figure 5H) (Fietz et al, 2010; Hansen et al, 2010;
Reillo et al, 2011; Wang et al., 2011; Betizeau et al.,, 2013).
Moreover, similar to the developing macaque neocortex, we
observed three bRG morphologies in the tree shrew SVZ
(Betizeau et al., 2013): bRG exhibiting a basal process, referred
to as bRG-basal-process (-P), bRG exhibiting an apical process,
referred to as bRG-apical-P and bRG exhibiting both, a basal
and an apical process, referred to as bRG-both-P with the
overwhelming majority of tree shrew bRG representing bRG-
basal-P (Figure 5I). Interestingly, a small percentage of NPCs
in the tree shrew E37 SVZ exhibited one or two tangentially
oriented processes, i.e., processes that are oriented parallel to
the ventricular surface at mitosis (Figures 5FEH), previously
referred to as basal tangential glia (bTG) (Sauerland et al,
2018). This cell type has been shown to be present in the
developing macaque SVZ (Betizeau et al., 2013) in a similar
abundance; however, appears to be absent in the developing
rodent SVZ.

Taken together, our findings reveal that the developing
tree shrew SVZ consists of at least three main NPCs:
the process-lacking bIP and the process-bearing bRG and
bTG, all exhibiting similar cell biological features including
location of mitosis, process retention and direction at mitosis,
and molecular marker expression as has been described for
gyrencephalic primates. Importantly, the tree shrew neocortex
exhibits a relatively high relative abundance of bRG at peak
of upper-layer neurogenesis. In conclusion, our data reveal
that key features of tree shrew neocortex development, e.g.,
the development of the germinal zones and the distribution
and abundance of distinct NPCs appear to show a closer
relationship to gyrencephalic primates than to lissencephalic
rodents.

Key Features of Tree Shrew Neocortex
Development Are Closer Related to
Those of Gyrencephalic Primates Than

to Those of Lissencephalic Rodents

To quantify the strength of the relationship between neocortex
development of the tree shrew and phylogenetically closely
related species, we obtained distinct neurodevelopmental
parameters of the tree shrew, a gyrencephalic primate (i.e.,

A DAPI

Par3

Mer|e
Mer|e

Z0-1

FIGURE 6 | Apical domain markers are concentrated at the developing tree
shrew ventricular surface. (A,B) Immunofluorescence for Par3 (A, red), ZO-1
(B, green), and DAPI staining (blue) on 30 pm-cryosections of E37 tree shrew
neocortex. Dashed lines indicate the ventricular surface. Scale bars, 50 wm.
VZ, ventricular zone. SVZ, subventricular zone.

macaque), a lissencephalic rodent (i.e., rat, mouse) and,
for comparison, a gyrencephalic carnivore (i.e., ferret) that
exhibits an encephalization quotient similar to the tree shrew
(Supplementary Figure 1B). We first used a rank test and
compared the average ranks, which were obtained over all
neurodevelopmental parameters for each species, between the
four different species (Table 2 and Figure 7A). This revealed
that the average rank of mouse/rat is significantly different when
compared to that of all other species and most similar to that
of ferret, indicating that the pattern of neurodevelopmental
parameters of mouse/rat is clearly distinct from ferret, tree shrew
and macaque and more similar to that of ferret than to that of
tree shrew and macaque (Figure 7A). Intriguingly, the average
rank of tree shrew differs significantly from that of mouse/rat, but
not from that of ferret and macaque, suggesting that the pattern
of tree shrew neurodevelopmental parameters is closer related to
that of macaque and ferret than to that of mouse/rat (Figure 7A).
As the smallest difference in the average rank has been observed
between the tree shrew and the macaque, neurodevelopmental
parameters of tree shrew appear to be closest related to those of
macaque (Figure 7A).
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FIGURE 7 | Rank test and Euclidean distance computation illustrating the relationship between tree shrew, macaque, ferret and rat/mouse neocortex development.
(A) Bar plot showing the average ranks, which were obtained over all neurodevelopmental parameters of tree shrew, macaque, ferret and rat/mouse (Table 2).
Statistical differences between the average ranks of the different species were tested with the Kruskal-Wallis-test followed by Conover’s post hoc test using Holm
correction. Asterisks indicate significant P-values (P < 0.05). (B-E) Bar plots by Euclidean distance computation using z-transformed values of distinct parameters of
tree shrew, macaque, ferret and rat/mouse neocortex development (Table 2). (A-E) For details, see Section “Materials and Methods.”

In a next step, neurodevelopmental parameters of tree
shrew, macaque, rat/mouse and ferret were compared by
calculating pair-wise Euclidean distances between them
(Figures 7B-E). This showed that the shortest Euclidean
distance, and thus the highest similarity, was observed between
neurodevelopmental parameters of rat/mouse and ferret
(Figures 7D,E). Neurodevelopmental parameters of the tree
shrew exhibited the shortest Euclidean distance, and thus
the highest similarity, to those of macaque, and a shorter
Euclidean distance to those of ferret than to that of rat/mouse
(Figure 7C). Moreover, principal component (PC) analysis using
the neurodevelopmental parameters of tree shrew, macaque,
rat/mouse and ferret revealed that on the first PC, which explains
about two-thirds of the total variance, the score depicting tree
shrew neocortex development falls closest to that of macaque and
more closer to that of ferret than to that of rat/mouse, indicating
that tree shrew neocortex development is most similar to that
of macaque and more similar to that of ferret than to that of
rat/mouse (Figure 8A).

The results were corroborated when the parameters of tree
shrew, macaque, rat/mouse and ferret neocortex development
were clustered hierarchically with single parameters being sorted
in order of increasing distance between tree shrew and macaque
(Figure 8B). Again, this showed that neurodevelopmental
parameters of rat/mouse and ferret are most closely related
to each other and that parameters of tree shrew neocortex
development are most closely related to those of macaque.
Among the parameters showing the highest resemblance between
tree shrew and macaque neocortex development were: the ratio
of Pax6+ NPCs in SVZ/VZ and the relative abundance of
Pax6+ bRG at upper-layer neurogenesis, both being clearly
distinct from neocortex development of rodents (Figure 8B).

Together, the results of the statistical analysis of the relationship
between the tree shrew and related species indicate that key
features of tree shrew neocortex development are most closely
related to those of gyrencephalic primates and more closely
related to those of ferret than to those of lissencephalic
rodents.

DISCUSSION

This study provides - for the first time - detailed data on the
presence, abundance and distribution of the distinct NPCs in
the developing neocortex of the northern tree shrew (Tupaia
belangeri). We show that - similar to gyrencephalic primates -
the developing tree shrew neocortex is characterized by an
expanded SVZ, a high abundance of Pax6+ NPCs in the
SVZ, and a relatively high percentage of bRG at peak of
upper-layer neurogenesis. Using rank comparison, Euclidian
distance computation, PCA and hierarchical clustering, this
study provides first evidence that key features of tree shrew
neocortex development, i.e., the development of the germinal
zones and the distribution and abundance of distinct NPCs, are
indeed closer related to those of gyrencephalic primates than
to those of ferret and lissencephalic rodents. Hence, our results
support the hypothesis that physiological, neuroanatomical and
developmental characteristics of the tree shrew are very closely
related to primates (Sur et al., 1980; Elston et al., 2005; Remple
et al., 2007; Wong and Kaas, 2009a; Veit et al., 2011; Knabe and
Washausen, 2015; Xiao et al., 2017; Yao, 2017).

Given that the tree shrew possesses a lissencephalic neocortex,
our study provides further evidence for the notion that the
abundant occurrence of bRG is not exclusively linked to the
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FIGURE 8 | Principal component analysis (PCA) and hierarchical clustering
illustrating the relationship between tree shrew, macaque, ferret and
rat/mouse neocortex development. (A) Cluster plot by PCA using
z-transformed values of distinct parameters of tree shrew, macaque, ferret
and rat/mouse neocortex development (Table 2). (B) Heatmap showing
hierarchical clustering of z-transformed values of distinct parameters of
neocortex development between tree shrew, macaque, ferret and rat/mouse
(Table 2). Hierarchical clustering of columns was performed based on
Euclidean distance. Rows were sorted in order of increasing distance between
the parameters of tree shrew and macaque from top to bottom. Row numbers
refer to neurodevelopmental parameters as listed in Table 2. UL, upper layer;
DL, deep layer. (A,B) For details, see Section “Materials and Methods.”

development of a gyrencephalic neocortex (Garcia-Moreno et al.,
2012; Kelava et al., 2012; Lewitus et al., 2013). Moreover, our
statistical analysis reveals neurodevelopmental parameters of tree
shrew to be closest related to gyrencephalic macaque and those

of gyrencephalic ferret to be closest related to lissencephalic
rat/mouse, thus indicating that the abundance and distribution of
distinct NPCs seem not to be correlated with the degree of cortical
surface folding. In this regard, it would be interesting to unravel
the relationship of tree shrew neocortex development to that of
gyrencephalic rodents such as agouti and lissencephalic primates
such as marmoset in more depth. However, as the available
data of neocortex development of gyrencephalic rodents and
lissencephalic primates are limited and currently not matched to
neurogenic stages, we have not included them in our statistical
analysis (Garcia-Moreno et al., 2012; Kelava et al., 2012). Thus,
further studies including a wider range of developmental stages
and neurodevelopmental parameters such as absolute values of
NPC counts, cell cycle length and NPC division mode of more
different mammalian species are necessary in order to gain
a deeper understanding of the relationship between neocortex
development of the tree shrew and phylogenetically closely
related animals.

Interestingly, our data show that — although a large number
of dividing bIPs in the developing tree shrew neocortex express
Tbr2 - the overwhelming majority of them express Pax6. In
this context it is interesting to note that the majority of bIPs
in the developing macaque neocortex is able to proliferate and
seems to sustain Pax6 expression whereas the majority of bIPs in
the rat and mouse neocortex undergoes symmetric neurogenic
division and downregulates Pax6 (Betizeau et al., 2013). It might
therefore be speculated that — similar to gyrencephalic primates —
the majority of bIPs in the tree shrew neocortex might belong
to the proliferative subtype. Indeed, the rapid expansion of
the SVZ as well as rapid increase of Pax6+ NPCs in the tree
shrew SVZ between E32-37, which are accompanied by only
a moderate decrease in VZ size, support the notion of self-
amplifying NPCs being present in high abundance in the tree
shrew SVZ. Moreover, our data indicate that the period of
neurogenesis, specifically the period between peak of upper-
and deep-layer neurogenesis, in the tree shrew neocortex is
relatively short (approximately 5 days) being similar to that of rat
(approximately 4 days) and much shorter when compared to that
of ferret (approximately 12 days) (Workman et al., 2013). Hence,
the high abundance of highly proliferative NPCs, i.e., proliferative
bIPs and bRG, in the developing neocortex might enable the tree
shrew to achieve an encephalization quotient similar to that of
ferret and much higher when compared to that of rat, e.g., by
producing more cells (neurons) per time unit. Further studies
using long-term live cell imaging of NPCs in the developing tree
shrew neocortex are needed in order to evaluate the proliferative
potential and contribution of the distinct NPCs, specifically of
bIPs and bRG, to tree shrew neocortex development.

The tree shrew has been receiving increasing attention as
an experimental model organism for studying fundamental
biological functions and disease mechanisms including viral
and bacterial infections, cancer, metabolic diseases and central
nervous system related functions and disorders such as
psychosocial stress, learning, aging, acoustic communication,
myopia and Alzheimer’s disease (Binz et al, 1990; Fuchs
and Fligge, 2002; Cao et al, 2003; Fuchs et al., 2004;
Schehka et al, 2007; Schehka and Zimmermann, 2009;
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Konerding et al,, 2011; Yamashita et al, 2012; Xiao et al,
2017; Yao, 2017). Because of the close phylogenetic and genetic
relationship to primates, a short life span (6-8 years) and
reproductive cycle (~6 weeks), and high reproductivity with an
average litter size of 2-3, the tree shrew has been proposed to
replace primates in biomedical research (Norton and McBrien,
1992; Cao et al., 2003; Xiao et al., 2017; Yao, 2017). Moreover,
the release of a publicly available annotated tree shrew genome
sequence, the recent development of tree shrew transgenic
technology and the current establishment of tree shrew inbred
lines has greatly consolidated the position of the tree shrew
in the field of disease animal models (Fan et al, 2013; Li
et al, 2017; Yao, 2017). Until now, rodents, i.e., rat and
mouse, have been most commonly used to model human brain
development and to study developmental brain disorders (Florio
and Huttner, 2014; Fernandez et al., 2016). However, because
of the differences in neocortex development, specifically in
the abundance and distribution of the distinct NPCs, between
rodent and human, alternative model organisms exhibiting NPC
characteristics similar to humans are urgently needed in order
to better model and understand human neocortex development
and developmental disorders (LaMonica et al, 2012). As
the use of non-human primates in biomedical research is
ethically troubling, the search for non-primate model organisms,
that reflect key aspects of human neocortex development, is
warranted (Barnhill et al., 2016; DeGrazia, 2016; Andersen and
Winter, 2017; Neuhaus, 2017). By demonstrating that the tree
shrew shows NPC characteristics very similar to gyrencephalic
primates including human, this study introduced a potential
novel experimental organism as an alternative to primates, which
is seemingly more suitable than ferret and rodents, to model and
understand specific aspects of human neocortex developmental
and developmental brain disorders, i.e., where neocortex size is
affected such as microcephaly.

CONCLUSION

This study reveals that the developing tree shrew neocortex
is characterized by an expanded SVZ, a high abundance of
Pax6+ NPCs in the SVZ, and a relatively high percentage
of bRG at peak of upper-layer neurogenesis. Moreover, it
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Die vorliegende wissenschaftliche Arbeit liefert detaillierte Daten zu den zellbiologischen
Charakteristika der NPCs im sich entwickelnden Neokortex des Tupaia belangeri. Drei grund-

legende Erkenntnisse stellen sich dar:

Der sich entwickelnde Neokortex des Tupaia belangeriverflgt Gber (i) eine relativ groBe SVZ,
(i) eine hohe Abundanz von Pax6+ NPCs in der SVZ sowie Uber (iii) einen hohen Prozentsatz

von bRGs zum Zeitpunkt der Bildung der oberen Kortexschichten.

Durch statistische Analysen konnte gezeigt werden, dass die NPCs des Tupaia belangeri
gréBere qualitative und quantitative Ahnlichkeiten zu den kortikalen NPCs von gyrenzephalen
Primaten (z.B. Rhesusaffe) als zu denen von lissenzephalen Nagetieren (z.B. Maus, Ratte)
aufweisen. Somit unterstitzen die Ergebnisse die Hypothese der engeren neuroanatomi-
schen, genetischen und phylogenetischen Verwandtschaft zu den Primaten (SUR et al. 1980,
ELSTON et al. 2005, REMPLE et al. 2007, WONG und KAAS 2009, VEIT et al. 2011, KNABE
und WASHAUSEN 2015, XIAO et al. 2017, YAO 2017).

Da das Tupaia einen lissenzephalen Neokortex besitzt, zeigen die Ergebnisse zudem, dass
eine hohe relative Abundanz von bRGs und die Bildung eines gyrifizierten Neokortex nicht
direkt im Zusammenhang stehen (GARCIA-MORENO et al. 2012, KELAVA et al. 2012, LE-
WITUS et al. 2013). Dariiber hinaus deuten die durchgeflihrten Untersuchungen darauf hin,
dass die kortikalen NPCs des gyrenzephalen Frettchens gréBere Ahnlichkeiten zu den NPCs
der lissenzephalen Maus und Ratte als zu denen von Primaten und Tupaia aufweisen. Das
lasst den Schluss zu, dass die Haufigkeit und Verteilung der unterschiedlichen NPCs eine
untergeordnete Rolle bei der Gyrierung spielt. In diesem Zusammenhang wére es interessant
zu untersuchen, in welchem Ahnlichkeitsverhéltnis die kortikalen NPCs des Tupaia zu denen
gyrenzephaler Nagetiere (z.B. Aguti, Capybara) und lissenzephaler Primaten (z.B. WeiBbd-
schelaffe) stehen. Die derzeit verfligbare Datenlage zur kortikalen Neurogenese im Aguti und
WeiBbuschelaffen ist gering (GARCIA-MORENO et al. 2012, KELAVA et al. 2012) und war
dementsprechend nicht Bestandteil der statistischen Erfassung.

Um ein tiefes Verstandnis tber die Gemeinsamkeiten und Unterschiede in der neokortikalen
Entwicklung des Tupaia und phylogenetisch nah verwandten Spezies zu erhalten, sollten zu-
kiinftige Untersuchungen die Analyse weiterer Parameter (z.B. Zellzyklusldange und Art der
Zellteilung der NPCs) in unterschiedlichen Spezies beinhalten. Die vorliegende Arbeit hat
interessanterweise gezeigt, dass ein hoher Anteil an bIPs im sich entwickelnden Neokortex
des Tupaia belangerinicht nur Tbr2 exprimiert sondern auch Pax6. Der Hauptteil der bIPs im
sich entwickelnden Neokortex des Rhesusaffen teilt sich proliferativ und exprimiert ebenfalls
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Pax6, wohingegen die Mehrzahl der bIPs im sich entwickelnden Neokortex von Maus und
Ratte die Expression von Pax6 herunterregulieren und sich symmetrisch neurogen teilen
(BETIZEAU et al. 2013, NOCTOR et al. 2004, FLORIO und HUTTNER 2014). Dies lasst die
Annahme zu, dass ein hoher Anteil der bIPs im sich entwickelnden Neokortex des Tupaia
belangeri - analog zu dem des Rhesusaffen - ebenfalls zum proliferativen Typ gehért. Eine
hohe Anzahl proliferierender NPCs in der SVZ des Tupaia belangeri wirde zudem die rasche
Dickenzunahme der SVZ sowie die deutliche Erhéhung der NPCs in der SVZ zwischen dem
Trachtigkeitstag 32 und 37 erklaren.

Zwischen der Entstehung der tiefen und oberen Kortexschichten liegen im Tupaia belangeri
5 Tage. Damit ist dieser Zeitraum &hnlich lang wie bei Ratte und Maus, aber deutlich kirzer
als beim Frettchen mit ca. 12 Tagen (WORKMAN et al. 2013). Die hohe Anzahl an prolifera-
tiven NPCs, das heif3t an bIPs und bRGs, ermdglicht es dem Tupaia belangeri - im Vergleich
zum Frettchen - womdglich innerhalb einer kiirzeren Zeiteinheit mehr Neurone zu generieren

und somit einen &hnlichen Enzephalisierungsgrad wie dem des Frettchens zu erreichen.

Da die bIPs des Tupaia belangeri als auch der untersuchten Primaten auch ohne Kontakt zur
Basalmembran in der Lage sind, sich wiederholend zu teilen, scheint dieser Kontakt flr die
Proliferationskapazitat der Zelle nicht essentiell zu sein. Vor kurzem veréffentlichte Daten
haben zudem gezeigt, dass es stattdessen die GréBe der Zelloberflache bzw. die Anzahl der
Fortsatze ist, die positiv mit der Proliferationskapazitat der kortikalen NPCs korreliert (KALE-
BIC et al. 2018). Eine hohe Anzahl an Extensionen erméglicht es der Zelle effektiver Prolife-
rationssignale aus der Umgebung zu erhalten. In zuklnftigen Studien gilt es, die konkreten
Signale, die eine sich wiederholende Teilung der NPCs im sich entwickelnden Neokortex
erméglichen, sowie deren Ubertragungswege zu entschliisseln. Da blPs im Primaten unter
anderem aus Zellteilungen von bRGs hervorgehen, wére es zudem interessant zu untersu-
chen, ob das Proliferationssignal gegebenenfalls von der bRG-Mutterzelle bevorzugt an die
Pax6+ bIP-Tochterzelle wahrend der Zellteilung weitergegeben wird.

In Verbindung mit den schwerwiegenden gesundheitlichen Folgen einer kongenitalen Zikavi-
rusinfektion flir das Neugeborene stellt dieser zelluldre Prozess moéglicherweise ein Angriffs-
punkt in der Forschung und Therapie gegen das Zikavirus dar. Die Mehrzahl der bIPs im
Tupaia belangeriund Primaten (inkl. Mensch) exprimiert die Transkriptionsproteine Pax6 und
Tbr2. Das Virus hemmt die Tbr2 Expression, was wiederum zur Mikrozephalie fihrt (RAS-
MUSSEN et al. 2016, PETERSEN et al. 2016). Hier scheint das Tupaia belangeri als For-
schungsgrundlage geeignet zu sein.

Die schwere Form der Spina bifida geht beim Menschen mit einem Neuronenschwund einher.
In vorangegangen Untersuchungen wurde gezeigt, dass dem eine Stérung der pranatalen
kortikalen Neurogenese zugrunde liegt. Insbesondere sind die BPs im sich entwickelnden
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humanen Neokortex von Spina bifida-Patienten im Vergleich zu Gesunden signifikant redu-
ziert (FIETZ et al. 2020). Da die vorliegende Studie groBe Gemeinsamkeiten in den BP-Sub-
populationen zwischen Mensch und Tupaia belangeri offenlegt, ist es als Modelltier flr wei-
tergehende Untersuchungen zur Pathogenese der humanen Spina bifida einsetzbar. Ahnli-
ches gilt fur die Analyse der humanen kongenitalen Toxoplasmose. Aufgrund der deutlichen
Gemeinsamkeiten in den NPC-Subpopulationen erscheint das Tupaia belangerigeeignet, um
erstmalig zu ermittelten, ob und in welchem Umfang T. gondii NPCs im préanatalen Neokortex
infiziert und welche Auswirkung die Infektion auf die Funktion der jeweiligen NPCs und die

Anzahl der von ihnen gebildeten Neurone hat.

Die Ergebnisse zeigten zudem, dass die allgemeine Sequenz der Neurogenese der tiefen
und oberen Schichten sowie die Platzierung der zugehérigen Neurone im sich entwickelnden
Neokortex von Tupaia belangeri und Primaten &hnlich verlaufen. Weitere Untersuchungen,
bspw. dreidimensionale Migrations- und Differenzierungsassays, sind notwendig, um zu er-
mitteln, ob das T. belangeri auch fir die Analyse humaner neuronaler Migrationsstérungen,
wie sie bspw. der Lissenzephalie zugrunde liegen, einsetzbar ist.

Durch die vorliegende Studie wird mit dem Tupaia belangeri der biomedizinischen Forschung
und translationalen Medizin ein besonders geeignetes Tiermodell - als Alternative zu Maus,
Ratte, Frettchen und Primaten - flr die Untersuchung von entwicklungsbedingten Fehlbildun-
gen und Erkrankungen des Neokortex zur Verfigung gestellt. Spezifika in der Entwicklung
des humanen Neokortex und kongenitale Fehlbildungen kénnten genauer abgebildet und ein
besseres Verstandnis fir die physiologischen und pathologischen Mechanismen erlangt wer-
den. Zudem sind die gewonnenen Ergebnisse fiir die Grundlagenforschung von groBBer Be-
deutung, da sie weitreichende Einsichten in die Evolution des Gehirns und die Phylogenese
der NPCs der Saugetiere ermdglichen.
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Einleitung: Im Verlauf der Evolution entwickelte sich der Neokortex zum komplexesten Anteil
des Saugetiergehirns. Ausdifferenzierungen und eine immense Expansion des Neokortex,
vor allem in der Primatenabstammungslinie, waren die Folge. Der gr6Bte Teil der neokortika-
len Neurone wird wahrend der Embryonal- und Fetalphase gebildet und stammt von soge-
nannten neuralen Stamm- und Progenitorzellen (NPCs) ab. Diese entstehen in zwei unter-
schiedlichen Keimschichten, der Ventrikularzone (VZ) und der Subventrikularzone (SVZ). Vo-
rangegangene Studien zeigten, dass sich die Dicke der SVZ als auch das Vorhandensein
und die Haufigkeit bestimmter NPCs, besonders die der basalen radialen Gliazelle (bRG),
zwischen lissenzephalen Nagetieren und gyrenzephalen Primaten erheblich unterscheidet.
Bislang werden tberwiegend Nagetiere in Untersuchungen zu gehirnassoziierten Fragestel-
lungen eingesetzt, wohlwissentlich dass es deutliche Unterschiede in der neokortikalen Ent-
wicklung (d.h. in der Abundanz und Verteilung der unterschiedlichen NPCs) zwischen
Mensch und Nagetier gibt. Die Etablierung eines Tiermodells, das eine &hnliche NPC- Aus-
stattung wie der Mensch besitzt, ist flir das bessere Verstandnis der humanen Neokortexent-
wicklung sowie neokortikaler Entwicklungsstérungen und Erkrankungen essenziell. Das
nérdliche Spitzhérnchen (Tupaia belangeri) ist ein rattengroBes Tier mit einem hohen Gehirn-
Kérpermasse-Verhaltnis und steht phylogenetisch zwischen den Nagetieren und den Prima-

ten.

Ziel der Untersuchung: Ziel dieser Arbeit war es, die Préasenz, die Abundanz und die Ver-
teilung der bRGs und anderer NPCs in den Keimzonen (VZ und SVZ) des sich entwickelnden
Neokortex des Tupaia belangeri zu erfassen. Die erhobenen Daten wurden mit vorhandenen
Daten von Makaken, Frettchen, Ratte und Maus verglichen, um zu erfahren, ob SchlUssel-
merkmale der Neokortexentwicklung gréBere Gemeinsamkeiten zu gyrenzephalen Primaten
oder lissenzephalen Nagetieren zeigen.
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Tiere, Material und Methoden: Die Tupaiagehirne stammen von Tieren aus dem Institut fir
Biologie der Universitat Leipzig, Fakultat fir Biowissenschaften, Pharmazie und Psychologie
und dem Institut fir Zoologie der Tierarztlichen Hochschule Hannover. Das Alter der Proben
bewegte sich von Embryonaltag 32 (n=2), 37 (n=2), 45 (n=2) bis hin zu Postnataltag (P) 1
(n=2). Die exakte Bestimmung des Alters der Tiere erfolgte Uber eine Scheitel-SteiBlangen-
Wachstumskurve. Die Gehirne wurden entnommen, fixiert und das gesamte Telenzephalon
wurde von rostral nach kaudal in Einzelschnitte von 30 um Dicke geschnitten und immunhis-
tochemisch gefarbt. Dabei wurden fluoreszenmarkierte sekundére Antikérper verwendet. Die
visuelle Darstellung erfolgte mittels eines konfokalen Lasermikroskops (Leica SP8). Die Auf-
nahmen wurden mittels Fiji und Adobe Photoshop Software prozessiert. Die Quantifizierung
der Zellen erfolgte mittels Fiji Software (Multiclass Cell Counter plug in). Die statistische Aus-
wertung erfolgte durch R Software. Im Rahmen einer Ranganalyse wurden nichttransfor-
mierte Werte verschiedener neokortikaler Parameter unterschiedlicher Spezies verglichen
und mit dem Kruskal-Wallis-Test mit anschlieBendem Conover post-hoc-Test auf eine statis-
tische Signifikanz (p <0.05) geprift. Dartiber hinaus wurde nach Standardisierung mittels z-
Score eine Hauptkomponentenanalyse, euklidische Distanzberechnung und hierarchisches
Clustern durchgefihrt.

Ergebnisse: Drei grundlegende Erkenntnisse stellen sich dar. Der sich entwickelnde Neo-
kortex des Tupaia belangeri verfugt Uber (i) eine relativ groBe SVZ, (ii) eine hohe Abundanz
von Pax6+ NPCs in der SVZ sowie Uber (iii) einen hohen Prozentsatz von bRGs zum Zeit-
punkt der Bildung der oberen Kortexschichten. Durch die statistische Auswertung stellte sich
heraus, dass bestimmte Schlisselmerkmale in der Neokortexentstehung des Tupaia (d.h.
Entwicklung der Keimzonen, Verteilung und Abundanz von unterschiedlichen NPCs) gréBere
Ahnlichkeiten zu denen der gyrenzephalen Primaten als zu denen der lissenzephalen Nage-
tiere aufweisen. Beim Rangvergleich der untersuchten Parameter wurde eine statistische
Signifikanz (siehe Tiere, Material und Methoden mit p <0.05) festgestellt.

Schlussfolgerung: Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass groBe Ahnlichkeiten zwischen
den NPC Populationen im sich entwickelnden Neokortex von gyrenzephalen Primaten und
Tupaia belangeri bestehen. Somit wird mit dem Tupaia belangeri der biomedizinischen For-
schung und translationalen Medizin fur die Untersuchung von entwicklungsbedingten Fehl-
bildungen und Erkrankungen des Neokortex ein besonders geeignetes Tiermodell - als Alter-
native zu Maus, Ratte, Frettchen und Primaten - zur Verfligung gestellt. Darliber hinaus bie-
ten die gewonnenen Ergebnisse weitreichende Einsichten in die Evolution des Gehirns und
die Phylogenese der NPCs der Saugetiere und sind somit fir die Grundlagenforschung von
groBBer Bedeutung.

Seite 37



6 Summary

6 Summary

Sebastian Rdmer

Characterization of neural progenitor cells in the prenatal neocortex of the northern
treeshrew (Tupaia belangeri)

Institute of Anatomy, Histology and Embryology, Faculty of Veterinary Medicine, Leipzig Uni-
versity

Submitted in October 2021
Pages: 39, figures: 8, tables: 2, references: 169

Keywords: neocortex, neurogenesis, neural stem and progenitor cells, basal radial glial cell,
treeshrews, Tupaia belangeri

Introduction: During evolution, the neocortex has developed into the most complex part of
the mammalian brain. This is accompanied by differentiation and an immense expansion of
the neocortex, especially within the primate lineage. Most of the neocortical neurons are ge-
nerated by neural stem and progenitor cells (NPCs) during embryonic and fetal development.
NPCs reside in two different germinal layers, the ventricular zone (VZ) and the subventricular
zone (SVZ). Previous studies have shown that the thickness of the SVZ as well as the
presence and percentage of distinct NPCs, especially of basal radial glial (bRG), differ
markedly between lissencephalic rodents and gyrencephalic primates. So far, rodents have
predominantly been used as animal models in research on brain-related issues, knowing that
there are clear differences in neocortical development (i.e. in the abundance and distribution
of the different NPCs) between rodents and humans. The establishment of an animal model
that exhibit similar NPC characteristics as humans is essential in order to better understand
human neocortex development as well as neurodevelopmental disorders and diseases. The
northern treeshrew (Tupaia belangeri) is a rat-sized animal with a high brain-to-body mass
ratio, which stands phylogenetically mid-way between rodents and primates.

Aim of the study: The objective of this research was to determine the presence, abundance
and the distribution of bRGs and other distinct NPCs in the germinal zones (VZ and SVZ) of
the developing neocortex of the Tupaia belangeri. Data obtained were compared with existing
data from macaque, ferret, rat and mouse in order to investigate whether key features of
neocortex development show greater similarities to gyrencephalic primates or lissencephalic
rodents.
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Animals, material and methods: Tupaia brains were obtained from animals from the Insti-
tute for Biology at the University of Leipzig, Faculty for Biosciences, Pharmacy and Psycho-
logy and the Institute for Zoology at the University of Veterinary Medicine, Hannover. The age
of the samples ranged from embryonic day 32 (n = 2), 37 (n = 2), 45 (n = 2) to postnatal day
(P) 1 (n=2). The exact determination of the age of the animals was carried out using a crown-
rump length growth curve. After dissection and fixation of the brain, telencephalon was cut
into 30-um sections from rostral to caudal and stained by immunohistochemistry. Fluores-
cently labeled secondary antibodies were used. Image acquisition was carried out using a
confocal laser microscope (Leica SP8). Images were processed using Fiji and Adobe Pho-
toshop software. Cells were quantified using Fiji software (Multiclass Cell Counter plug in).
Statistical analysis was carried out using R software. For rank analysis, non-transformed va-
lues of various neocortical parameters of different species were used and checked for statis-
tical significance (p <0.05) with the Kruskal-Wallis test followed by Conover post-hoc test. In
addition, after standardization using z-Score transformation, a principal component analysis,
Euclidean distance calculation and hierarchical clustering were carried out.

Results: Three fundamental findings were observed. The developing neocortex of the Tupaia
belangeri exhibits (i) a relatively large SVZ, (ii) a high abundance of Pax6+ NPCs in the SVZ
and (i) a high percentage of bRGs at the time of upper-layer corticogenesis. The statistical
analysis revealed that distinct key features of Tupaia neocortex development (i.e. develop-
ment of the germinal zones, distribution and abundance of different NPCs) are more similar
to those of gyrencephalic primates than to those of lissencephalic rodents. In the rank analy-
sis, a statistical significance was detected (see animals, material and methods with p <0.05).

Conclusion: The results of this study show that there are great similarities between the NPC
populations in the developing neocortex of gyrencephalic primates and Tupaia belangeri.
Therefore, the Tupaia belangeri appears as a highly suitable and alternative animal model for
the analysis of developmental malformations and diseases of the neocortex in biomedical
research and translational medicine. Furthermore, the results offer insights into the evolution
of the brain and the phylogeny of mammalian NPCs and are therefore of great importance for
basic research.
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