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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1  Grundlagen der Entwicklungsbiologie

Die Entwicklungsbiologie erforscht wie aus der vergleichsweise wenig strukturierten Materie
einer befruchteten Eizelle durch Zellteilung, Differenzierung, Zellwanderung und Apoptose
Gewebe und Organe entstehen, die in ihrer Gesamtheit und in ihrem Zusammenspiel einen

komplexen, vielzelligen Organismen darstellen.

Der Befruchtung einer tierischen Eizelle durch ein Spermium folgt zunéchst eine Reihe von
Furchungsteilungen. Hierbei werden in rascher Folge mehrere Phasen der DNA-Replikation
und mitotische Teilungen durchlaufen, ohne die Zellmasse zu vermehren. In diesem Stadium
der Embryogenese wird die Zygote also schnell in eine grolere Anzahl kleinerer diploider
Zellen (Blastomeren) unterteilt, die sich bei den meisten Arten um einen fliissigkeitsgefiillten
Hohlraum (Blastula) herum anordnen. Die nichste Phase der Embryogenese, die Gastrulation
ist neben einem hohen Maf} an Proliferation vor allem durch die gezielte Wanderung von Zel-
len in das Innere der Hohlkugel gekennzeichnet und der damit verbundenen Bildung der drei
Keimblitter Ektoderm, Mesoderm und Endoderm. Wéhrend der Gastrulation angeschlossenen
Neurulation entwickelt sich aus Zellen ektodermalen Ursprungs die Anlage des Zentralner-
vensystems (ZNS), aus der im Laufe der spéteren Organogenese das Gehirn und das Riicken-
mark hervorgehen. Auflerdem wandern aus dem Ektoderm weitere, sogenannte Neuralleisten-
Zellen in verschiedene Bereiche des Embryos und beteiligen sich im Verlauf der Organogene-
se an der Bildung einer Vielzahl unterschiedlicher Gewebe und Organe wie Knochen und
Knorpel im Kopfbereich, Binde- oder Nervengewebe oder Schilddriise und Thymus, um nur
einige Beispiele zu nennen. Im Weiteren bilden Zellen des Ektoderms mit der Epidermis auch
einen Teil der Haut. Dagegen entwickelt sich aus mesodermalen Zellen zunéchst die Chorda
dorsalis und die Somiten sowie das Herz, Blut und Gefille, die Nieren, Keimdriisen, Binde-
gewebe, das Skelett und die GliedmaBen. Die Somiten werden ihrerseits weiter zu Muskelge-
webe, Knorpel, Wirbelknochen und der Dermis der Haut umgewandelt. Das Endoderm
schlieBlich formt den Darm und mit diesem assoziierte Organe wie die Bauchspeicheldriise
und die Leber aber auch die Lunge. Fiir die embryonale Entwicklung eines Organismus ist
neben der Bildung von Geweben und Organen zunichst aber auch die schrittweise Festlegung

der verschiedenen Hauptkorperachsen zwischen Kopf und Schwanz (anterior-posterior), Rii-
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cken und Bauch (dorsal-ventral) und den beiden Seiten rechts und links (medio-lateral) zu
einem iibergeordneten Kdorperbauplan von grundlegender Bedeutung (Wolpert et al., 2007,
Wilt et al., 2004, Gilbert, 2000). Diese drei Achsen werden orthogonal zueinander angeord-
net, vergleichbar einem dreidimensionalen Koordinatensystem in dem jeder Position eines

Korpers diskrete Koordinaten zugeordnet werden konnen.

Damit wihrend der Entwicklung eines Organismus aber iiberhaupt so komplexe Strukturen
wie Organe und Gewebe gebildet werden konnen, ist es schon zu einem frithen Zeitpunkt der
Embryogenese wichtig, dass Zellen unterschiedliche Schicksale annehmen und beginnen, in
unterschiedliche Richtungen zu differenzieren. Es ist notwendig, dass rdumliche und zeitliche
Muster zelluldrer Aktivitit organisiert werden. Der Musterbildung liegt allerdings kein ein-
zelner universeller Mechanismus zugrunde, eher wird sie in verschiedenen Organismen und in
unterschiedlichen Stadien der Entwicklung durch eine Vielzahl zelluldrer und molekularer
Prozesse erreicht. Die mitunter wichtigsten Vorraussetzungen sind dabei die Interaktion und
Kommunikation der Zellen miteinander, bei der eine einzelne oder eine Gruppe von Zellen
ein Signal erzeugt und aussendet, das letztendlich die genetische Aktivitit von Zielzellen
beeinfluft. Zum Beispiel kann der Sezernierung von Faktoren die Aktivierung spezifischer
Signalkaskaden folgen, in deren Verlauf die Aktivierung oder auch die Inhibierung von
Transkriptionsfaktoren steht, die ihrerseits die Expression bestimmter Zielgene modifizieren.
Die spezifische Genaktivitit einer Zelle ist wiederum die Grundlage fiir die angestrebte Di-

versitédt und richtungsweisend fiir das weitere Schicksal der Zelle.

Untersuchungen an unterschiedlichsten Organismen wie der Fruchtfliege (Drosophila mela-
nogaster), des Krallenfrosches (Xenopus laevis), des Fadenwurms (Caenorhabditis elegans),
des Zebrafisches (Danio rerio), der Maus (Mus musculus) oder des Huhns (Gallus gallus)
haben bereits gezeigt, dass viele molekularen Mechanismen der Embryogenese evolutionér
hoch konserviert sind (Wolpert et al., 2007). Fiir die Erforschung, welche Funktion einzelne
beteiligte Faktoren wihrend der Embryogenese erfiillen und welcher genetischen Kontrolle
entwicklungsrelevante Prozesse unterliegen, bieten die genannten Modellorganismen unter-
schiedliche Vorteile fiir verschiedene experimentelle Ansétze. Beispielsweise sind die Vortei-
le der Fruchtfliege als Modellsystem fiir Invertebraten ihre geringe Grofle, die einfach zu er-
fiillenden Haltungsbedingungen und die kurze Generationszeit. Attraktiv fiir genetische Expe-
rimente ist Drosophila auch, da ihr Genom im Vergleich zu Vertebraten weniger komplex
und durch eine Reihe verfiigbarer genetischer Werkzeuge manipulierbar ist (Wilt ez al., 2004).
Ahnliches gilt z.B. auch fiir die Maus als Modellorganismus fiir Siugetiere. Auch ihre Hal-
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tung ist vergleichsweise anspruchslos und sie ist relativ einfach zu ziichten. Das Genom der
Maus zeigt eine weitreichende Ubereinstimmung mit dem des Menschen und sowohl die Ana-
lyse als auch genetische Experimente mit Genfunktionsgewinn und -verlust-(Knock out)-
Mutanten sind wichtige Mittel, die Funktion und Wirkungsweise von Genen und ihren Pro-
dukten aufzuklaren (Wilt et al., 2004, Wolpert et al., 2007, Capecci, 1998a, b). Fiir die Ent-
wicklungsbiologie ist das Huhn, neben der guten Verfiigbarkeit befruchteter Eier und einfach
zu erfiillenden Brutbedingungen, gerade wegen seiner extrauterinen Entwicklung ein weiteres
interessantes Modellsystem. Der Embryo ist leicht zugdnglich und so widerstandsfdhig, dass
z.B. mikrochirurgische oder auch genetische Manipulationen durchgefiihrt werden konnen.
Dadurch ist es u.a. auch méglich an diesem Modellorganismus die Entwicklung des Nerven-
systems zu studieren und anhand von Uberexpressionsstudien die Funktion beteiligter Gene

zu analysieren (Wolpert, 2004, Stern, 2005).

1.2 Das Zentralnervensystem

Die Gesamtheit des Nervengewebes eines Organismus dient der Erfassung, Weiterleitung,
Auswertung, Speicherung und Aussendung von Informationen. Zusammen mit dem Hormon-
system kann das Nervensystem die Leistung aller Organsysteme regeln und sie entsprechend

den Anforderungen der stindig variierenden Bedingungen der Au3enwelt anpassen.

Das Nervensystem der Vertebraten gliedert sich anatomisch in das Zentralnervensystem
(ZNS) bestehend aus Gehirn und Riickenmark und das periphere Nervensystem (PNS), dem
die Hirn- und Spinalnerven und siamtliche auBerhalb des ZNS liegenden Nervenbahnen und
Nervenzellen zugeordnet werden. Das ZNS kann grundsétzlich als ein {ibergeordnetes Zent-
rum angesehen werden, das durch das PNS mit der Peripherie des Organismus verbunden ist.
Daneben wird das Nervensystem funktionell in das willkiirliche, somatische auch als animales
Nervensystem bezeichnete und das autonome, vegetative Nervensystem unterteilt. Dem soma-
tischen Nervensystem obliegt die Steuerung aller dem Willen und dem Bewusstsein unterwor-
fenen sensomotorischen Vorgidnge, wihrend das vegetative Nervensystem nicht direkt durch
den Willen zu beeinflussen ist und die Funktion der inneren Organe steuert. Das vegetative
Nervensystem besteht seinerseits aus den beiden Anteilen Sympatikus und Parasympatikus

(Mutschler et al., 2007, Thews et al., 1999).

Innerhalb des Nervengewebes konnen grundsétzlich zwei Klassen von Zelltypen unterschie-

den werden, die ihrerseits dann weiter in zahlreiche Unterarten gegliedert werden konnen.
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Eine Klasse wird von Neuronen gebildet, die der Erregungsbildung, Reizverarbeitung und
Erregungsleitung dienen, und die andere von Gliazellen, die in ihrer Gesamtheit auch als Ner-
venbindegewebe bezeichnet werden. Die Gliazellen libernehmen meist Stiitz-, Versorgungs-
und immunologische Schutzfunktion. Sie konnen durch Zellteilung Defekte im Nervengewe-
be ausfiillen, stehen im Kontakt mit Blutkapillaren, umgeben als Hiill- oder Mantelzellen
Neuronen und bilden so z.B. die Blut-Hirn-Schranke oder erhohen als Myelinscheiden die
Geschwindigkeit der Erregungsleitung. Da Myelin makroskopisch weif3 erscheint, wird im
ZNS anhand der Verteilung von Nervenzellen und Nervenbindegewebe die sogenannte weille
Substanz (Substantia alba) von der grauen Substanz (Substantia grisea) unterschieden. Zur
weillen Substanz gehoren demnach die Bereiche des ZNS, in denen die als Bahnen bezeichne-
ten, myelinhaltigen Nervenfasern verlaufen. Hingegen bilden groflere Ansammlungen eng
beieinander liegender Nervenzellkorper und Dendriten als graue Substanz im ZNS die
Schmetterlingsfigur und Ganglien im Riickenmark sowie die Hirnrinden (Corti) und Kernge-

biete (Basalganglien) im Gehirn (Abb. 1) (Trepel, 2004, Mutschler et al., 2007).

A B

graue Substanz weilRe Substanz graue Substanz

weilRe Substanz

ventral

Abb. 1: Schematische Darstellung der grauen und weien Substanz im Zentralnervensystem.

Diese Abbildung zeigt eine schematische Darstellung der grauen und wei3en Substanz des menschli-
chen Zentralnervensystems im (A) Gehirn und (B) Riickenmark. (A) Der Horizontalschnitt durch beide
Hirnhalften (Hemisphéaren) zeigt die aulen liegende graue Substanz der Hirnrinde (Cortex) und der
innen liegenden Kerngebiete (Basalganglien). (B) Der Querschnitt zeigt die schmetterlingsférmige
graue Substanz des Rickenmarks umgeben von weil’er Substanz und eines der ebenfalls zur grauen
Substanz zahlenden Hinterwurzelganglien. (Quelle: modifiziert, nach www.uni-saarland.de).

1.2.1 Das Gehirn

Das adulte Gehirn besteht abgesehen von der Einteilung in graue und weifle Substanz aus
mehreren anatomisch und funktionell unterschiedlichen Anteilen, dem auch als Cerebrum
bezeichneten GroB3- oder Endhirn (Telencephalon) (Abb. 2A), dem Zwischenhirn (Diencepha-
lon) (Abb. 2B), dem Mittelhirn (Mesencephalon) (Abb. 2C) und dem Rautenhirn (Rhomben-
cephalon) (Abb. 2D) (Trepel, 2004, Schmidt et al., 2006). Das Telencephalon besteht aus den
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zweil Hirnhélften (Hemisphéren) und den Basalganglien (Abb. 1A, Abb. 2A). Die beiden He-
misphédren sind nur durch, als Balken (Corpus callosum) bezeichnete, Nervenfaserverbindun-
gen (Kommissuren) untereinander verschaltet und arbeiten meist unabhéngig voneinander. In
der auBlen liegenden, aus grauer Substanz bestehenden GroBhirnrinde sind z.B. beim Men-
schen etwa % aller Neuronen des Gehirns enthalten. Das GroBhirn selbst gilt als Sitz des Be-
wusstseins, d.h. aller bewussten Handlungen und Empfindungen, des Willens und des Ge-
déchtnisses und bei hoch entwickelten Organismen auch der Kreativitit und Sprache. Das
Diencephalon besteht hauptséchlich aus dem Thalamus und dem Hypothalamus (Abb. 2B).
Durch den Thalamus verlaufen sdmtliche afferenten d.h. alle sensiblen oder sensorischen
Nervenfasern, die von der Peripherie zum ZNS leiten. Im Hypothalamus befinden sich die
dem vegetativen Nervensystem {ibergeordneten Zentren durch die hormonelle Regelkreise
kontrolliert werden. Das Mesencephalon (Abb. 2C) umfasst ein optisches und akustisches
Reflexzentrum sowie motorische und sensible Bahnen und ist auf die Steuerung unwillkiirli-
cher Mitbewegungen spezialisiert. Zum entwicklungsgeschichtlichen &ltesten Teil des Ge-
hirns, dem Rhombencephalon, gehdren das Kleinhirn (Cerebellum, Metencephalon), die Brii-

cke (Pons) und die Medulla oblongata (Myelencephalon) (Abb. 2D).

A B
Telencephalon Diencephalon

Corpus callosum

Thalamus

C D
Mesencephalon Rhombencephalon

Medulla oblongata

Abb. 2: Schematische Darstellung der Hirnregionen.

(A) Telencephalon (Grof3- oder Endhirn) (rosa) mit Corpus Callosum (rot), (B) Diencephalon (Zwi-
schenhirn) mit den Anteilen Thalamus (rot) und Hypothalamus (rosa), (C) Mesencephalon (Mittelhirn)
(rosa), (D) Rhombencephalon (Rautenhirn) mit Kleinhirn (Metencephalon) (rosa), Pons (hellrot) und
Medulla oblongata (Myelencephalon) (rot). (Quelle: modifiziert, nach www.ims.uni-stuttgart.de).
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Das Cerebellum besteht dhnlich dem Cerebrum ebenfalls aus zwei Hemisphdren, deren diinne
Rinde von grauer Substanz gebildet wird. Der Hauptanteil wird allerdings von weiller Sub-
stanz gebildet, in die einige weitere Basalganglien eingebettet sind. Das Kleinhirn ist das ko-
ordinierende motorische Zentrum. Es reguliert in Abstimmung mit dem GroBhirn sowohl den
Muskeltonus als auch die Feinabstimmung von Bewegungen und steuert mit Hilfe der Infor-
mationen aus dem Gleichgewichtsorgan die Korperstellung zur Aufrechterhaltung des Kor-
pergleichgewichtes. In der Pons sind im Weiteren jene quer verlaufenden Bahnen zusammen-
gefasst, durch die die zur Kontrolle der Willkiirmotorik vorausgesetzte Kommunikation zwi-
schen GroB- und Kleinhirn gewéhrleistet wird. Neben dieser Kleinhirnschleife verlaufen
durch die Briicke zusétzlich auch noch die Bahnen zwischen dem GroBhirn und dem Riicken-
mark. Die Medulla oblongata letztendlich bildet im ZNS als verlingertes Mark den Ubergang
zwischen dem Gehirn und dem Riickenmark. Sie enthélt sowohl die afferenten als auch die
vom ZNS zur Peripherie ziechenden motorischen efferenten Nervenfasern und lebenswichtige
vegetative Zentren wie das Herz-Kreislauf- und das Atemzentrum und die Zentren fiir den

Schluck-, Husten-, Nies- und Brechreflex (Trepel, 2004, Schmidt ez al., 2006).

1.2.2 Das Riickenmark

Das Riickenmark (Medulla spinalis) der Wirbeltiere ist als Teil des ZNS die Verbindung zwi-
schen dem Gehirn und den Riickenmarks- oder Spinalnerven des PNS. Es geht aus der Medul-
la oblongata (1.2.1) hervor, verlduft durch den schiitzenden Wirbelkanal der Wirbelsdule und
reicht beim adulten Organismus bis zum ersten oder zweiten Lendenwirbel. Obwohl es duf3er-
lich selbst, im Gegensatz zur Wirbelséule, nicht in Segmente unterteilt ist, spricht man doch
von einer segmentalen Gliederung des Riickenmarks, wobei sich die Benennung der unter-
schiedlichen Abschnitte an den Anteilen der Wirbelsdule orientiert (Thews et al., 1999,
Mutschler et al., 2007). Uber die gesamte Linge des Riickenmarks entspringen zu beiden Sei-
ten eines jeden Wirbelsegmentes jeweils eine vordere und eine hintere Nervenwurzel, beste-
hend aus den zusammengefassten Axonen der lokalen Neuronen. Die Vorder- und Hinterner-
venwurzeln einer Seite vereinigen sich jeweils zu einem Spinalnerv und bilden so den Uber-
gang zum PNS. Die Spinalnerven verlassen ihrerseits den Wirbelkanal durch die Zwischen-
wirbellocher (Foramen intervertebralis) (Abb. 3). Wegen des unterschiedlichen Langenwachs-
tums von Wirbelséule und Riickenmark differieren allerdings ab dem mittleren Lendenwir-
belbereich die Lage des Riickenmarksegmentes und der Austritt des Spinalnerves durch das

zugehorige Foramen intervertebrale. Die Nervenwurzeln dieser Lenden- und der nachfolgen-
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den Steilbeinsegmente legen daher als parallel verlaufende Nervenfasern eine langere Strecke
durch den Wirbelkanal zuriick und werden wegen dieser Anordnung auch als Pferdeschweif

(Cauda equina) bezeichnet (Trepel, 2004).

Wirbelkorper  ventral

weilRe Substanz

graue Substanz
vordere Nervenwurzel

Foramen intervertebralis
yBandscheibe

~Spinalnerv

dorsal

Abb. 3: Riickenmark im Wirbelkoérper.

Schematische Darstellung des Rickenmarks eingefasst in Wirbelkdrper. Das Riickenmark, bestehend
aus grauer und weiler Substanz liegt im Zentralkanal der durch Bandscheiben getrennten Wirbelkor-
per. Dorsal treten die hinteren Nervenwurzel aus dem Rickenmark aus und vereinigen sich mit den
aus dem ventralen Bereich des Marks austretenden vorderen Nervenwurzeln zu den Spinalnerven.
Diese verlassen den Wirbelkanal durch die benachbarten Zwischenwirbellécher (Foramen interver-
tebralis). (Quelle: modifiziert, nach www.dr-gumpert.de).

Die innere Struktur des Riickenmarks kann zunédchst durch eine Unterteilung in graue und
weille Substanz beschrieben werden. Ein Querschnitt durch den Zentralkanal zeigt (Abb. 4)
die schmetterlingsformige graue Substanz mit den Nervenzellkdrpern und die umliegende
weille Substanz, bestehend aus Nervenbahnen, die efferente Nervenimpulse vom Gehirn zur
Peripherie und umgekehrt afferente Impulse von der Peripherie zum Gehirn leiten. Bei der
grauen Substanz wird auf jeder Seite ein nach ventral gerichtetes so genanntes Vorderhorn
und ein entsprechend nach dorsal orientiertes Hinterhorn, im Bereich des im Thorax verlau-
fenden Riickenmarks auch noch lateral je ein kleines Seitenhorn unterschieden. Jedes Vorder-
horn enthilt motorische Nervenzellen vom Typ der a- und y-Motorneuronen. Dem Vorder-
horn entspringt die bereits erwdhnte Vorderwurzel, bestehend aus efferenten, motorischen
Fasern, die zu den motorischen Endplatten der Skelettmuskulatur und zu den Muskelspindeln

ziehen. Die Nervenzellen des Hinterhorns zdhlen zu den Interneuronen. Zu diesen ziehen die

sensiblen, afferenten Nervenfasern, die Nervenimpulse aus der Peripherie zunichst iiber die
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Spinalnerven und weiter iiber die Hinterwurzeln zum Riickenmark leiten. Am Ubergang vom
Spinalnerv zur Hinterwurzel liegt innerhalb einer Verdickung das von den Nervenzellkorpern
der afferenten, sensiblen Nerven gebildete Spinalganglion. Sowohl efferente als auch afferen-
te Nervenzellen des vegetativen Nervensystems liegen in den Seitenhornern des Thorakal-
marks. Die Axone der effernten Neuronen verlassen das Riickenmark wie die motorischen
Nervenfasern liber die vordere Wurzel, die afferenten, sensiblen Fasern treten iiber die Hin-

terwurzel ein (Trepel, 2004, Thews et al., 1999, Mutschler et al., 2007).

weilRe Substanz
Gehirn

Hinterstrang  dorsal

Hinterhorn
Seitenstrang

Hinterwurzel

afferente Bahn

Hinterwurzelganglion

Peripherie~—

< N ~7—Seitenhorn
Spinalnerv 3\ ' /')m
efferente Bahn _ =" || \pS—"

~ =5

Vorderhorn

Vorderwurzel
Vorderstrang

entral
graue Substanz v

Abb. 4: Schematische Darstellung des inneren Struktur des Riickenmarks.

Die Abbildung zeigt einen schematischen Querschnitt des Rickenmarks. Im Riickenmark kann die
schmetterlingsférmige graue von der umliegenden weiRen Substanz unterschieden werden. Die graue
Substanz wird unterteilt in ein nach dorsal gerichtetes Hinterhorn, ein Seitenhorn (nur im Thorakalbe-
reich) und ein nach ventral gerichtetes Vorderhorn. An das Gehirn gerichtete Impulse aus der Periphe-
rie werden Uber afferente Bahnen (blau) des Spinalnervs zum Hinterwurzelganglion, die Hinterwurzel
und schlief3lich zu den Interneuronen des Hinterhorns geleitet. Dagegen werden Gber die, dem Vor-
derhorn entspringende Vorderwurzel an die Peripherie gerichtete efferente Impulse (rot) geleitet.
Durch die Vorder- und Hinterwurzel wird die weilRe Substanz noch weiter in den Vorder- (grin), Sei-
ten- (orange) und Hinterstrang (gelb) unterteilt. (Quelle: modifiziert, nach www.uni-saarland.de).

Die weille Substanz des Riickenmarks wird zunédchst durch eine tiefe ventral gelegene Spalte
und dorsal durch eine bindegewebige Trennschicht in zwei Hilften unterteilt. Aulerdem wird
die weile Substanz jeder Hélfte durch die Nervenwurzeln weiter in einen Vorder- (Funinculus
anterior), Seiten- (F. lateralis) und Hinterstrang (F. posterior) separiert. Im Seitenstrang ver-
laufen vor allem efferente Bahnen fiir die Willkiirmotorik und afferente Bahnen fiir groben
Druck, Schmerz und Temperatur. Den Hinterstrang passieren afferente, sensible Bahnen, die
Informationen von Rezeptoren der Haut, der Muskeln, der Sehnen und Gelenke zum Gehirn
leiten und so Beriihrungs-, Tastempfindung und Tiefensensibilitit vermitteln. Uber die wie-

derum efferenten Bahnen des Vorderstranges werden unbewusste Bewegungen, Willkiirmoto-

rik und Muskeltonus gesteuert (Trepel, 2004, Thews et al., 1999, Mutschler et al., 2007).
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Die hier nur in Ansétzen beschriebene, enorme Vielfalt und Komplexitit des Zentralnerven-
systems ist filir die Lebensfdhigkeit eines Organismus unerlédsslich und erfordert als Basis be-
reits bei dessen Entwicklung eine prdzise Koordination von Prozessen zur Etablierung der

verschiedenen auf einander aufbauenden und interagierenden Komponenten.

1.3  Mechanismen der Neurogenese

Nachdem in der Gastrulation die verschiedenen Keimblatter Ektoderm, Mesoderm und Endo-
derm etabliert wurden, beginnt mit der anschlieBenden Neurogenese die zur Bildung des Ner-

vensystems entscheidende Phase der Embryonalentwicklung.

A B C
Gelenkzellen Neuralrinne

B

epidermales Ektoderm Chorda dorsalis Neuralfalte

D E F
e
g ! Neural-

Gelenkzellen leistenzellen

epidermales
Ektoderm

Neuralrohr

Abb. 5: Schematische Darstellung der Bildung des Neuralrohres.

(A) Elongierte Zellen des Neuroektoderms bilden die Neuralplatte (violett) und kénnen leicht von den
flacheren Zellen des epidermalen Ektoderms (blau) unterschieden werden. (B) Mit andauernder Elon-
gation erheben sich die Randbereiche der Neuralplatte und wandern aufeinander zu, oberhalb der
Chorda dorsalis bilden sich in der ventralen Mittellinie keilférmige Gelenkzellen. (C) Die Erhebung der
Randbereiche der Neuralplatte fihrt zur Bildung der Neuralfalten, die in der ventralen Mittellinie durch
Gelenkzellen miteinander verbunden sind. Zwischen den Neuralfalten liegt die Neuralrinne. (D) Die
Bewegung des epidermalen Ektoderms in Richtung der dorsalen Mittellinie wird fortgesetzt. In dorso-
lateralen Bereichen der Neuralfalten werden wiederum Gelenkzellen ausgebildet. (E) Die Einfaltung in
Richtung der dorsalen Mittellinie wird fortgesetzt bis die Rander der Neuralfalten einander berihren.
Gleichzeitig beginnen sogenannte Neuralleisten-Zellen den Epithelienverband zu verlassen und me-
senchymalen Charakter anzunehmen. (F) Durch die Fusion der Neuralfalten wird das Neuralrohr ge-
bildet. Darliber arrangiert sich das Ektoderm wieder zu einem einheitlichen epidermalen Epithel. Neu-
ralleisten-Zellen wandern aus. (Quelle: modifiziert, nach Gilbert, 2000)

Durch Signale aus der Chorda dorsalis, einer tiefer liegenden Struktur axialen Mesoderms
wird neben einer Anderung der Adhisionseigenschaften zunichst eine Forminderung der an
der Oberflidche befindlichen neuroektodermalen Zellen induziert (Wilt, 2004). Mit einer Um-

strukturierung des Zytoskeletts elongieren die Zellen des Neuroektoderms und bilden so die

Neuralplatte, eine Schicht im Querschnitt dicker erscheinenden Zellen, die leicht von den an-
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grenzenden, flacheren Zellen des epidermalen Ektoderms unterschieden werden kdnnen (Abb.
5A). Im Folgenden erheben sich die Randbereiche der Neuralplatte und wandern aufeinander
zu (Abb. 5B), wihrend in der ventralen Mittellinie liegende Zellen weiter elongieren und eine
Keilform annehmen. Daraus resultiert die Einfaltung der Neuralplatte zur so genannten Neu-
ralrinne zwischen den durch Gelenkzellen verbundenen Neuralfalten (Abb. 5C). Vorangetrie-
ben durch die Bewegung des epidermalen Ektoderms und unterstiitzt durch die Entstehung
weiterer diesmal dorso-lateral gelegener Gelenkzellen wird die Einfaltung in Richtung der
dorsalen Mittellinie soweit fortgesetzt, bis die Rander der Neuralfalten dort einander beriihren
und ihre Fusion die Bildung des Neuralrohres abschlie3t (Abb. 5D-F) (Gilbert, 2000, Wilt,
2004). Das so gebildete Neuralrohr wird vollstindig separiert und verbleibt in mesodermaler
Position wéhrend sich das dariiber liegende Ektoderm an der Oberfliche wieder zu einem
einheitlichen Epithel arrangiert. Mit der SchlieBung des Neuralrohres geht aulerdem einher,
dass einige Zellen aus dem Epithelverband delaminieren und mesenchymale Eigenschaften
annehmen (Abb. 5F). Diese Neuralleisten-Zellen wandern entlang distinkter Migrationspfade
in periphere Korperregionen aus und werden spéter zu verschiedensten Zelltypen differenzie-

ren (Wilt, 2004).

Abb. 6: Schematische

primére Vesikel sekundare Vesikel Darstellung der Hirn-

anlage.

Telencephalon Aus der frilhen Hirnan-

Prosencephalon Diencephalon lage im rostralen Be-

reich des Neuralrohres

Mesencephalon entwickeln  sich  zu-

\Mesencephalon nachst die drei primaren

Vesikel Prosencepha-

Rhombencephalon Metencephalon lon, Mesencephalon

: und Rhombencephalon,

Myelencephalon aus denen wiederum

die funf sekundaren
Vesikel Telencephalon,
Riickenmark Diencephalon, Mesen-
cephalon, Metencepha-
lon und Myelencephalon hervorgehen. Aus diesen leiten sich wiederum die bereits erwahnten analog
benannten adulten Strukturen ab. (Quelle: modifiziert, nach Gilbert, 2000).

Das Neuralrohr selbst ist eine der ersten Vorstufen des Zentralnervensystems, aus der im Ver-
lauf der Entwicklung entlang seiner anterior-posterioren Achse das Gehirn und das Riicken-
mark hervorgehen. Zunéchst geht aber aus einer Verdickung des rostralen Anteils des Neural-
rohres die frithe Hirnanlage hervor, die sich dann weiter in die drei priméren Vesikel Prosen-
cephalon, Mesencephalon und Rhombencephalon aufspaltet. Daraus gehen wiederum die fiinf

sekunddren Vesikel Telencephalon, Diencephalon, Mesencephalon, Metencephalon und Mye-
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lencephalon hervor (Abb. 6) aus denen sich die bereits erwdhnten, analog benannten, adulten
Strukturen (1.2.1) ableiten. Dazu sei noch angemerkt, dass die beiden letztgenannten Struktu-
ren Metencephalon und Myelencephalon im adulten Organismus auch noch unter dem Begriff
Rhombencephalon zusammengefasst werden. Der gesamte caudale Bereich des Neuralrohres

dient dagegen allein der Bildung des Riickenmarks (Gilbert, 2000).

Hervorgehend aus der einschichtigen Neuralplatte besteht das Neuralrohr entlang seiner ante-
rior-posterioren Achsen entsprechend zunédchst auch nur aus einer einzigen Lage von Zellen.
Das dndert sich, nachdem diese teilungsaktiven neuralen Stammzellen in rascher Folge eine
Reihe von Zellteilungen durchlaufen haben und mit der Differenzierung beginnende Tochter-
zellen nach threm Austritt aus dem Zellzyklus schlieBlich in die Peripherie des Neuralrohres
auswandern. So entsteht lateral zu der an das Lumen grenzenden ventrikuldren Zone (VZ) aus
proliferierenden Vorlduferzellen ein als Mantelzone (MZ) bezeichneter Bereich postmitoti-

scher Zellen bzw. differenzierter Neuronen (Gilbert, 2000, Wilt, 2004).

Abb. 7: Schematische Dar-
stellung der Bildung der
ventrikularen Zone und der
Mantelzone im Neuralrohr.

ventrikuldre Zone (VZ)

Nach der Bildung des Neural-
rohres durchlaufen die neura-
len Stammzellen eine Reihe
von Zellteilungen. Die Toch-
terzellen wandern mit dem
Beginn der Differenzierung in
die Peripherie des Neuralroh-
res aus. So entsteht benachbart zum Lumen des Neuralrohres ein Bereich aus proliferierenden Vor-
lauferzellen, die ventrikulare Zone (VZ, hellgrau) und lateral dazu ein Bereich mit postmitotischen Zel-
len, die Mantelzone (MZ, dunkelgrau), der sich mit fortschreitender Entwicklung weiter ausdehnt.

Diese Anordnung wird spéter noch mit der Ausbildung und Biindelung von Axonen der Neu-
ronen der MZ um die Marginalzone als lateraler Abschluss des Neuralrohres erweitert. Wah-
rend bei der Reifung des Gehirns dieser grundsétzlichen Aufbau noch durch weitere Schich-
ten ergdnzt wird, bleibt im spdteren Riickenmark diese medio-lateral orientierte Anordnung
als graue und weille Substanz erhalten (Gilbert, 2000, Wolpert, 2007). Neben dieser medio-
lateralen Einteilung findet aber auch im caudalen Neuralrohr noch eine Entwicklung entlang
der dorso-ventralen Achse des Neuralrohres statt. Fiir die Aufnahme und Verarbeitung senso-
rischer Impulse aus der Haut und der Muskulatur entstehen im dorsalen Neuralrohr haupt-
sdchlich sensorische Interneuronen und im ventralen Anteil Motorneuronen und ventrale In-
terneuronen fiir die Innervierung der Skelettmuskulatur und Weiterleitung afferenter Impulse

(Tanabe et al., 1996).
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1.3.1 Dorso-ventrale Musterbildung im Neuralrohr

Mit der Einfaltung der Neuralplatte zum geschlossenen Neuralrohr entstehen entlang dessen
dorsaler und ventraler Mittellinie zwei gegeniiberliegende Signalzentren (Abb. 8A). Auf der
dorsalen Seite wird unter dem Einfluss des epidermalen Ektoderms die sogenannte Dachplatte
und ventral durch Signale der Chorda dorsalis die Bodenplatte induziert. Zellen des epiderma-
len Ektoderms sekretieren u.a. die parakrinen Signalmolekiile der Bmp-Familie (Bone mor-
phogenetic protein), die in den Zellen der Dachplatte die Expression verschiedener Mitglieder
der TGF-B (Transforming growth factor)-Superfamilie veranlassen (Lee et al., 1999, Liem et
al., 1995, Liem et al., 1997). Im Neuralrohr wird mit diesen Faktoren ein von dorsal nach
ventral gerichteter Gradient ausgebildet, durch den in Abhéngigkeit von der Konzentration
das Schicksal der Vorlduferzellen determiniert wird. Demgegeniiber zeichnet sich die Boden-
platte als ventrales Signalzentrum des Neuralrohres durch eine Expression von Shh (Sonic
hedgehog) aus, die ihrerseits durch ein aus dem angrenzenden axialen Mesoderm stammendes
Shh-Signal induziert wurde (Placzek, 1995, Jessell et al., 1990). Mit der Expression von Shh
wird ausgehend von der Bodenplatte ein von ventral nach dorsal gerichteter Morphogengra-
dient etabliert, dessen Konzentrationsgefdlle von Vorlduferzellen ebenfalls als positionelle

und damit schicksalsbestimmende Information registriert wird.

Abb. 8: Schematische Darstellung
der Musterbildung im Neuralrohr.

Im Neuralrohr wurde durch &ullere
Signale die Bildung der beiden sekun-
daren Signalzentren induziert. Das
dorsal gelegene Signalzentrum wird als
Dachplatte, das ventrale Signalzentrum
als Bodenplatte bezeichnet. In der
Dachplatte werden Signalmolekule der
TGF-B-*Superfamilie (grin) exprimiert
und sezerniert, daraus resultiert ein von
der Dachplatte ausgehender, nach
ventral gerichteter Konzentrationsgradient. In der Bodenplatte wird entsprechend das Signalmolekdl
Shh (rot) exprimiert und sezerniert, so dass hier ein gegenlaufiger, nach dorsal gerichteter Konzentra-
tionsgradient etabliert wird. Mit Fortschreiten der Neurogenese und Differenzierung der Vorlauferzellen
wird der durch postmitotische Zellen besiedelte Bereich der Mantelzone (MZ) weiter ausgedehnt, wah-
rend proliferierende Zellen in der ventrikularen Zone (VZ) nahe dem Lumen verbleiben.

Gemessen an der Konzentration definieren die von den beiden Signalzentren Boden- und
Dachplatte ausgehenden entgegengesetzten Morphogengradienten also jede Position des Neu-
ralrohres entlang der dorso-ventralen Achse und legen damit den Grundstein fiir die Muster-
bildung und Etablierung unterschiedlicher Zellschicksale. Die Vorlduferzellen reagieren auf

die Informationen des Gradientenfeldes mit einer ihrer Position angepassten Anderung der
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Genexpression, so dass entlang der dorso-ventralen Achse distinkte Populationen von Vorlau-
ferzellen entstehen, die sich zundchst durch ihre unterschiedliche Expression verschiedener
basische Helix-Loop-Helix (bHLH)- und Homeodoméanen (HD)-Transkriptionfaktoren ge-
geneinander abgrenzen und spéter unterschiedliche Neuronentypen hervorbringen (Roelink et

al., 1995, Dodd et al., 1998, Ericson et al., 1997).

1.3.1.1 Musterbildung im ventralen Neuralrohr

In der ventralen Hilfte des Neuralrohres ist der Konzentrationsgradient des morphogenen
Faktors Shh fiir die Musterbildung unter den Vorlduferzellen und damit auch der Spezifizie-
rung ventral entstechenden Neuronen von essentieller Bedeutung. Als erste relevante Shh
exprimierende Quelle und damit als primires Signalzentrum gilt die Chorda dorsalis, durch
die wiederum die Expression von Shh in der Bodenplatte, dem in der ventralen Mittellinie des
Neuralrohres gelegenen, sekundidren Signalzentrum, induziert wird (Echelard et al., 1993,
Roelink et al., 1994, Placzek et al., 1990). Von hier aus wird in dorsaler Orientierung der
Konzentrationsgradient des Morphogens aufgebaut, der im Weiteren Einfluss auf die Genak-
tividt der ihm ausgesetzten Vorlduferzellen nimmt. Die Ausdehnung von Shh wird in unter-
schiedlicher Weise durch die Aktivitdt verschiedener Gli-Proteine, Homolge des Faktors Ci
(Cubitus interruptus) aus Drosophila, modifiziert und vermittelt. Glil fungiert z.B. als Media-
tor der Wirkung von Shh wihrend Gli3 antagonisierend Einfluss nimmt (Park et al., 2000,
Perrson et al., 2002, Altaba, 1998, Litingtung et al., 2000). Letztendlich modulieren die Zel-
len in Abhéngigkeit von der Konzentration des Shh-Signals die Expression so genannter Shh-
abhingiger Transkriptionsfaktoren, die in zwei Klassen unterteilt werden. Die Genexpression
der zur Klasse I zdhlenden Faktoren wird ab bestimmten Shh-Konzentrationen inhibiert, die
Expression der Klasse II-Gene stattdessen aktiviert, bis entsprechende Schwellenwerte unter-
schritten werden (Lee et al., 2001, Stone et al., 2000, Pierani et al., 1999, Briscoe et al.,
2000). Im Weiteren inhibieren wechselseitig einzelne Faktoren der einen die Expression der
Faktoren der anderen Klasse, so dass letztendlich geordnete Zellpopulationen entstehen, die
sich durch ihre unterschiedliche Expression von Faktoren der Klasse I und II strikt voneinan-
der abgrenzen (Briscoe et al., 2000). Der Klasse I konnten bisher die Faktoren Pax6, Pax7,
Dbx1, Dbx2 und Irx3 zugeordnet werden, der Klasse II dagegen Nkx2.2, Nkx6.1, Nkx6.2
sowie Olig2 und eine wechselseitige Inhibierung gilt bisher fiir die Paarungen Pax6/Nkx2.2,
Dbx2/Nkx6.1, Dbx1/Nkx6.2 sowie Irx3/Olig2 als erwiesen (Novitch et al., 2001, Briscoe et

al., 2000). Bei den genannten Transkriptionsfaktoren handelt es sich um Homeodoménen-
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Faktoren, mit Ausnahme von Olig2, dessen DNA-bindende Doméine aus einem basischen
Helix-Loop-Helix-Motiv besteht (Zhou et al., 2000). Durch die spezifische kombinatorische
Expression verschiedener Klasse I und Klasse II Transkriptionsfaktoren wird also die Etablie-
rung einzelner Doménen ventraler Vorlduferzellen realisiert und in der ventrikuldren Zone des
Neuralrohres konnen so, von ventral nach dorsal beschrieben, die Populationen pV3, pMN,
pV2, pV1 und pVO unterschieden werden. Nach dem Depressions-Modell der Zelltyspezifi-
zierung wird das Schicksal der Vorlduferzellen dadurch bestimmt, dass die jeweilige charak-
teristische Kombination der exprimierten Transkriptionsfaktoren nur die Verwirklichung ei-
nes bestimmten neuronalen Programms zuldsst und alle anderen unterdriickt (Briscoe et al.,

2000).

Vorlaufer- i postmitotische
vz Mz Zellen : Zellen
| T -
Pax7 | | ;
Dbx1 @i Evxi
I E— ‘f%f
Dbx2 Nkx6.2 St En1
Nkx6.1 Ix3 |  Chx10
Pax6 Olig2 =i Isl/2, MNR2
gg Sim1

Abb. 9: Schematische Darstellung der Musterbildung im ventralen Neuralrohr.

Die Abbildung zeigt einen schematischen Ausschnitt der ventralen Halfte des Neuralrohres (links) und
das typische Muster von Vorlauferzellen (mittig) und postmitotischen Zellen (rechts) exprimierter
Transkriptionsfaktoren. (links) In der Bodenplatte wird das Signalmolektl Shh exprimiert. In der ventri-
kuldren Zone (VZ) des Neuralrohres werden die verschiedenen Vorlauferpopulationen pVo0, pV1, pV2,
pMN und pV3 etabliert. Zellen dieser Populationen wandern mit ihrer Differenzierung in die Mantelzo-
ne (MZ) des Neuralrohres aus und bilden hier die unterschiedlichen Neuronenpopulationen VO, V1,
V2, MN und V3. (mittig) Das Schema zeigt welche HD- bzw. bHLH-Transkriptionsfaktoren von den
Vorlauferzellen der einzelnen Populationen der VZ exprimiert werden. Die Expression von Faktoren
der Klasse | wird durch das Shh-Signal aus der Bodenplatte inhibiert, diejenige der Faktoren der Klas-
se Il dagegen aktiviert. (rechts) Dieser Teil des Schemas zeigt welche typischen Marker von den
postmitotischen Zellen der verschiedenen Populationen der MZ exprimiert werden.

Im Weiteren fiihren eben diese spezifischen Expressionsmuster unmittelbar zur Differenzie-
rung der Vorlduferzellen zu definierten Neuronentypen. Wihrend der Differenzierung dndern
die postmitotischen Zellen erneut ihr Genexpressionsmuster und wandern von der ventrikula-

ren in die Mantelzone, wo sie als unterschiedliche neuronale Subtypen nun anhand der Ex-

pression anderer charakteristischer Transkriptionsfaktoren identifiziert werden kénnen. Ent-
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sprechend ihrer Herkunft und spéteren Funktionalitit werden diese Neuronenpopulationen als
Motorneuronen (MN) und ventrale Interneuronen des Typs V3, V2, V1 und VO bezeichnet.
Repriésentativ fiir die Population der ventralen Interneuronen V3 ist die Expression von Sim1
und fiir Motorneuronen die von Is/1/2 (Islet) und MNR2, V2-Neuronen exprimieren Chx10
(Chox), VI-Neuronen Enl (Engrailed) und die ventralen Interneuronen VO schlieBlich Evx1
(Even-skipped homologue) (Moran-Rivard et al., 2001; Briscoe et al., 2000; Tanabe et al.,
1998; Matise et al., 1997; Ericson et al., 1992; Bastian et al., 1990).

1.3.1.2 Musterbildung im dorsalen Neuralrohr

Im dorsalen Bereich des Neuralrohres ist ebenfalls ein Konzentrationsgradient parakriner Sig-
nalmolekiile, hier allerdings der TGF-3 Superfamilie, fiir die Musterbildung der Vorlduferzel-
len und der spiteren Subtypspezifizierung von grundlegender Bedeutung. Als priméres Sig-
nalzentrum sekretieren zundchst nicht-neurale Zellen des epidermalen Ektoderms die
morphogenen Faktoren Bmp4 und Bmp7 (Liem et al., 1997). Dadurch wird die Expression
verschiedener Mitglieder der TGF-p Superfamilie in der Dachplatte, dem entsprechend in der
dorsalen Mittellinie des Neuralrohres gelegenen, sekundidren Signalzentrum induziert. Der
nach ventral verlaufende Konzentrationsgradient der sezernierten Morphogene bewirkt, dass
die betroffenen Vorlduferzellen im dorsalen Neuralrohr distinkte Populationen bilden, die sich
zundchst durch die Expression verschiedener proneuraler bHLH- bzw. HD-Transkriptionsfak-
toren voneinander unterscheiden. Dabei wird die Etablierung scharfer Populationsgrenzen
auch hier dadurch erreicht, dass die Transkriptionsfaktoren zum Teil wechselseitig ihre Ex-
pression inhibieren. Im Weiteren fiihrt die Aktivitdt der spezifisch exprimierten proneuralen
Faktoren dazu, dass die Vorlduferzellen der einzelnen Dominen zu bestimmten neuronalen
Subtypen differenzieren. So werden in der ventrikuldren Zone zunichst sechs verschiedene
Vorlduferpopulationen etabliert, von dorsal nach ventral als dP1-dP6 bezeichnet, aus denen
im Verlauf der Neurogenese die, analog ihrer Herkunft benannten, dorsalen Interneuronen
dI1-dI6 hervorgehen. Charakteristisch fiir die, an die Dachplatte grenzende, dorsalste Vorlau-
ferpopulation dP1 und gleichzeitig notwendig fiir die Bildung der dI1-Interneuronen, ist die
Expression des bHLH-Transkriptionsfaktors Mathl in der Maus und Cathl im Huhn, beides
Homologe des proneuralen Gens atonal in Drosophila melanogaster (Nakada et al., 2004,
Gowan et al., 2001, Bermingham et al., 2001, Lee et al., 1998, Helms et al., 1998, Akazawa
et al., 1995). Die Zellen der ventral angrenzenden Vorlduferdomine dP2 zeichnen sich durch

die Expression der bHLH-Faktoren Ngnl und Ngn2 (Neurogenin) und ihrer spiteren Diffe-
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renzierung zu dI2-Neuronen aus (Gowan et al., 2001, Ma et al., 1996, Perez et al., 1999). Die
Expression des bHLH-Transkriptionsfaktors Mash1 in der Maus und Cash1 im Huhn, beides
Homologe des proneuralen Gens achaete-scute in Drosophila melanogaster (Johnson et al.,
1990, Jasoni et al., 1994), ist kennzeichnend fiir Vorlduferzellen der Populationen dP3, dP4
und dP5, aus denen die verschiedenen Interneuronen dI3, dI4 und dI5 hervorgehen (Lo ef al.,
1991, Ma et al., 1997). Der Abschluss der Vorlduferdominen im dorsalen Neuralrohr wird
von der dP6 Population gebildet, deren Zellen den HD-Faktor Dbx2 exprimieren und zu dI6-
Interneuronen differenzieren (Periani et al., 1999). Nach der Differenzierung lassen sich die
postmitotischen Neuronen wiederum durch die spezifische Expression unterschiedlicher HD-
Transkriptionsfaktoren voneinander unterscheiden. Im dorsalen Neuralrohr wird Lh2a/b aus-
schlieBlich in dIl und Isl1/2 (Islet) nur in dI3-Interneuronen exprimiert. DI2-Neuronen
exprimieren u.a. Lim1/2 aber nicht Pax2, wodurch sie sich von dI4 und dI6-Neuronen abhe-
ben, die neben Lim1/2 auch Pax2 exprimieren. Die Expression von Lmx1b ist dagegen cha-

rakteristisch fiir dI5-Interneuronen.

Lh2a/b

Lim1/2

Klasse A

Isl1/2

Limi/Z , Pax2

Lbx1

Klasse B

Dbx2 Lim1/2 , Pax2

1 1 | i
(74 MZ Vorlaufer- | postmitotische
Zellen : Zellen

Abb. 10: Schematische Darstellung der Musterbildung im dorsalen Neuralrohr.

Die Abbildung zeigt einen schematischen Ausschnitt der dorsalen Halfte des Neuralrohres (links) und
das typische Muster von Vorlauferzellen (mittig) und postmitotischen Zellen (rechts) exprimierter
Transkriptionsfaktoren. (links) In der Dachplatte werden Signalmolekile der TGF-B-*Superfamilie
exprimiert. In der ventrikuldren Zone (VZ) des Neuralrohres werden die verschiedenen Vorlauferpopu-
lationen dP1, dP2, dP3, dP4, dP5 und dP6 etabliert. Zellen dieser Populationen wandern mit ihrer
Differenzierung in die Mantelzone (MZ) des Neuralrohres aus und bilden hier die unterschiedlichen
Neuronenpopulationen di1, dI2, dI3, di4, dI5 und dI6. (mittig) Das Schema zeigt welche bHLH- bzw.
HD-Transkriptionsfaktoren von den Vorlauferzellen der einzelnen Populationen der VZ exprimiert wer-
den. (rechts) Dieser Teil des Schemas zeigt welche typischen Marker von den postmitotischen Zellen
der verschiedenen Populationen der MZ exprimiert werden. Postmitotische Zellen der Populationen
dl1, di2 und dI3 werden auRerdem der Klasse A zugeordnet, deren Bildung von den Signalmolekiilen
der Dachplatte abhangig ist. Der Klasse B werden die Interneuronen der Populationen di4, di5 und dI6
zugeordnet, deren Etablierung unabhangig von der Signaltransduktion aus der Dachplatte ist.
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Die Differenzierung der Vorlduferzellen und die Bildung unterschiedlicher neuronaler Subty-
pen im dorsalen Neuralrohr ist zwar wie bereits erwdhnt von der Aktivitdt der proneuralen
bHLH-Transkriptionsfaktoren abhédngig, bedarf aber, wie Experimente belegen dariiber hin-
aus noch der Beteiligung weiterer gegenwértig zumeist noch unbekannter Faktoren. So wird
z.B. Mash1 gleichsam in den Vorlduferpopulationen dI3, dI4 und dI5 exprimiert, diese durch-
laufen aber unterschiedliche Subtypspezifizierungen. Der Verlust von Mash1 fiihrt zwar génz-
lich zum Verlust von dI5-Interneuronen, die Anzahl der dI3-Interneuronen wird aber lediglich
reduziert und die der dI4-Neuronen sogar vergroBert (Helms et al., 2005, Kriks et al., 2005).
Damit kann Mash1 nicht der einzige steuernde Faktor fiir die Bildung dieser Interneuronen-
populationen sein. Neuere Studien belegen die Beteiligung von Olig3 (Miiller et al., 2005)
und Gsh2 (Kriks et al., 2005), eines weiteren bHLH- und eines HD-Transkriptionsfaktors bei
der Spezifizierung der Mashl exprimierenden dP3-Vorlduferzellen zu dI3-Interneuronen,
wihrend andere fiir die Bildung von dI4- und dI5-Interneuronen relevante Faktoren erst noch
identifiziert werden miissen. Dagegen ist die Spezifizierung der dP1-Vorlduferzellen zu dI1-
Interneuronen direkt auf die Expression von Mathl zuriickzufiihren. Entsprechend ist mit der
Reduktion der Math1-Expression auch der Verlust von dl1-Interneuronen verbunden und wie
Uberexpressionsstudien zeigen, resultiert aus der ektopischen Expression von Mathl entspre-
chend eine vermehrte Anzahl Lh2a/b” dI1-Neuronen (Bermingham et al., 2001, Helms et al.,
1998, Gowan et al., 2001). Jedoch haben die Uberexpressionsanalysen mit Mathl auch ge-
zeigt, dass die Bildung zusitzlicher dI1-Interneuronen auf dorsale Bereiche des Neuralrohres
beschrinkt bleibt, woraus gefolgert werden kann, dass auch hier an der Subtypspezifizierung
zusitzliche, momentan noch unbekannte Faktoren beteiligt sind (Gowan et al., 2001, Nakada

et al.,2004).

Von der Dachplatte werden einige, fiir die Musterbildung im dorsalen Neuralrohr relevante
Faktoren sezerniert, darunter mehrere Mitglieder der TGF-B-Superfamilie. Im Hithnerembryo
z.B. sind es ActivinB, Wntl, Wnt3a sowie Wnt5a und als Mitglieder der Bmp-Familie die
Faktoren Bmp4, BmpS5, Bmp7, Gdf7 (Growth and differentiation factor) und Dorsalinl, die
als Signalmolekiile der Dachplatte nach ihrer Expression sezerniert werden (Hollyday et al.,
1995, Liem et al., 1995, Liem et al., 1997, Basler et al., 1993, Lee et al., 1998). Ahnlich dazu
exprimieren die Zellen der Dachplatte eines Mausembryos Bmp6, Bmp7 und Gdf7 sowie
Wntl und Wnt3a (Lee et al., 1998, Arkell et al., 1997, lkeya et al., 1997, Jones et al., 1991).
Diese sezernierten Morphogene bilden wie schon beschrieben einen nach ventral abnehmen-
den Konzentrationsgradienten und kdnnen in konzentrationsabhéngiger Weise die Expression

der verschiedenen bHLH-Transkriptionsfaktoren in den Vorlduferzellen induzieren. Die wie-
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derum aus den Vorlauferpopulationen hervorgehenden dorsalen Interneuronen werden in Be-
zug auf die Signale der Dachplatte in zwei Klassen, A und B, unterteilt. Der Klasse B werden
die weiter ventral gelegenen Interneuronen dI4-dI6 zugeordnet, deren Etablierung nicht der
von der Dachplatte ausgehenden Signaltransduktion sondern alternativen Quellen, wie z.B.
dem HD-Faktor Lbx1 (Miiller et al., 2002) zugeschrieben wird. Zur Klasse A gehoren dage-
gen die Interneuronen dI1-dI3, ihre Bildung ist abhidngig von den Signalen aus der Dachplatte
und deren Einfluss auf das Expressionsmuster der Vorlduferzellen (Miiller et al., 2002, Lee et
al., 2000). Die hohe Konzentration der Bmp-Faktoren nahe der Dachplatte ist notwendig zur
Aktivierung von Mathl und damit zur Bildung der dP1-Population und dI1-Interneuronen
(Lee et al., 1998). Niedrigere Bmp-Konzentrationen weiter ventral ermdglichen die Expressi-
on von Ngnl und Ngn2 (Ma et al., 1996, Sommer et al., 1996) und erst ab einer geringen
Konzentration wird Mashl in den Vorlduferzellen exprimiert (Timmer et al., 2002). Eine
Scharfung der Populationsgrenzen wird nachfolgend durch die wechselseitige Inhibierung der
benachbart exprimierten bHLH-Transkriptionsfaktoren erzielt (Gowan et al., 2001, Parras et
al., 2002). Der Verlust der Dachplatte (Millonig et al., 2000, Lee et al., 2000, Chizhikov et
al., 2004) oder auch die Inhibierung der Bmp-Signaltransduktion (Chesnutt et al., 2004, Wi-
ne-Lee et al., 2004) fithren folglich sowohl zur Reduktion der Mathl-, Ngnl- und Mash1-
Expression in den Vorlduferzellen als auch zum Verlust der Klasse A-Interneuronen. Eine
Steigerung und die ektopische Aktivierung der Bmp-Signaltransduktion resultieren entspre-
chend konzentrationsabhingig z.B. in einer Ausweitung der dP1- und dI1-Population oder
vermehrten Bildung von dI3-Interneuronen (Timmer et al., 2002, Chizhikov et al., 2004, Liu
et al., 2004).

Zielgene der Bmp-Signaltransduktion und somit relevante Faktoren zur Vermittlung des
Bmp-Signals sind auch einige Mitglieder der fiir HD-Transkriptionsfaktoren kodierenden
Msx-Genfamilie (Liem et al., 1995, Furuta et al., 1997, Timmer et al., 2002, Liu et al., 2004).
Entsprechend korreliert die Expressionsdoméne der Faktoren Msx1-3 im dorsalen Neuralrohr
der Maus (Hill et al., 1989, Robert et al., 1989, Davidson, 1995, Shimeld et al., 1996, Wang
et al., 1996) auch mit dem Wirkungsbereich der Bmp-Signale und variiert parallel dazu, wenn
die Bmp-Signaltransduktion experimentell ausgedehnt oder inhibiert wird (Timmer et al.,
2002, Liu et al., 2004). Erwidhnenswert ist auBerdem, dass Studien den Msx-Faktoren eine
differenzierungsinhibierende Funktion zuordnen (Hu et al., 2001). Auch die Expression der
sekretierten Faktoren Wntl und Wnt3a in der Dachplatte wird durch Bmp-Signale reguliert
(Liem et al., 1995, Marcelle et al., 1997, Panchision et al., 2001). Die Wnt-Signale beeinflus-

sen ihrerseits u.a. die Expression des bHLH-Faktors Olig3 in den Vorlduferdoménen der
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Klasse A-Interneuronen (Miiller et al., 2005, Zechner et al., 2007). Der Verlust von Olig3
fiihrt zu einer Reduktion der dI1-Neuronen und anstelle der Populationen dI2 und dI3 werden
ektopisch Neuronen der Klasse B gebildet (Miiller et al., 2005). Im Einklang dazu wird durch
die ektopische Aktivierung der Wnt-Signalkaskade die Expressionsdoméne von Olig3 massiv
erweitert und flihrt zu einer vermehrten Bildung von dI2- und dI3-Interneuronen (Zechner et
al., 2007). Neben dieser Rolle bei der Musterbildung nehmen die Wnt-Faktoren aber vor al-
lem als Mitogene Einfluss auf die PopulationsgréBBen neuronaler Vorlduferzellen im dorsalen
Neuralrohr, indem sie den proliferativen Status neuronaler Vorlduferzellen zur Gewihrleis-
tung ausreichender PopulationsgroBBen aufrecht erhalten (Dickinson et al., 1994, Megason et
al., 2002). In Wnt1"";3a”"-Verlustmutanten bleiben sowohl die Bmp-Signaltransduktion der
Dachplatte als auch die Expression der bHLH-Transkriptionsfaktoren bestehen, die Anzahl
der Vorlduferzellen ist ohne das Proliferationssignal aber drastisch reduziert (Muroyama et
al., 2002, Tkeya et al., 1997). Die ektopische Aktivierung der Wnt-Signaltransduktion fiihrt
dagegen wie die Uberexpression von Wntl zu einer deutlichen Zunahme der Vorliuferzellen

(Dickinson et al., 1994, Chesnutt ef al., 2004, Zechner et al., 2003).

Weitere Faktoren, die das Wechselspiel von Proliferation und Differenzierung entscheidend
mitbestimmen, sind der membrangebundene Ligand Deltal und der Rezeptor Notch, durch
die auch im Neuralrohr der Mechanismus der lateralen Inhibition vermittelt wird. Durch die
Bindung des Liganden an den Rezeptor benachbarter Zellen wird in den rezeptortragenden
Zellen eine Signalkaskade aktiviert, die zundchst die Expression proneuraler Faktoren und
damit auch die Differenzierung inhibiert (de la Pompa et al., 1997). So ist es immer nur einem
Teil der Zellpopulation moglich zu differenzieren und aus der ventrikuldren Zone in die Man-
telzone zu migrieren. Durch die laterale Inhibition wird erreicht, dass wihrend der Neuroge-
nese bestidndig Populationen proneuraler Vorlduferzellen erhalten bleiben (Henrique et al.,
1995, Ma et al., 1996). Wichtige Faktoren, durch die der differenzierungsinhibierende Effekt
der Notch-Delta-Signalkaskade vermittelt wird, sind Mitglieder der Hes-Familie. Als Trans-
kriptionsfaktoren inhibieren sie zum einen die Expression proneuraler Gene, treten dariiber
hinaus aber auch mit den proneuralen bHLH-Transkriptionsfaktoren in eine direkte physikali-
sche Wechselwirkung und verhindern so die Expression differenzierungsrelevanter Zielgene
(Chen et al., 1997, Davis et al., 2001, Alifragis et al., 1997, Sasai et al., 1992). Ein dhnlicher
Mechanismus zur Verzogerung der Differenzierung von Vorlduferzellen wird auch noch pa-
rallel zur lateralen Inhibition praktiziert. Schliisselfaktoren in diesem Prozess sind Mitglieder
der Id-Proteinfamilie (Martinsen ef al., 1998). Sie bilden zeitweise mit bHLH-Transkriptions-

faktoren nicht funktionale Heterodimere und konkurrieren gleichzeitig mit den proneuralen
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Proteinen um essentielle Kofaktoren (Jen et al., 1997, Norton, 2000). Auch die Mitglieder der
HMG (high mobility group)-Box-Familie Sox1-3 (Kamachi et al., 2000) beeinflussen die Ef-
fektivitdt der proneuralen bHLH-Transkriptionsfaktoren, die Differenzierung von Vorlaufer-
zellen auszuldsen. Die Kompetenz der bHLH-Faktoren, neuronale Differenzierung im dorsa-
len Neuralrohr zu induzieren scheint mit der Fahigkeit verkniipft zu sein, die Expression die-
ser Sox-Gene zu reprimieren (Bylund et al., 2003, Graham et al., 2003). Ein wichtiger Faktor,
durch den dagegen die differenzierende Wirkung der bHLH-Transkriptionsfaktoren umgesetzt
wird, ist p27*"" (p27) (Farah et al., 2000). p27 ist ein Inhibitor Cyclin-abhingiger Kinasen
(CdK) und seine Expression wird durch die proneuralen bHLH-Faktoren induziert. Die Akti-
vierung von p27 fiihrt in den Vorlauferpopulationen zur Inhibierung zellzyklusrelevanter CdK
und folglich zum Abbruch der Proliferation. Dariiber hinaus hat p27 auch noch weitere Funk-
tionen bei der Wanderung von Neuronen aus der ventrikuldren Zone (Polyak et al., 1994,

Helms et al., 1998).

Die Musterbildung im dorsalen Neuralrohr stellt einen Ausschnitt der prizise koordinierten
Prozesse wihrend der Entwicklung des Zentralnervensystems dar und zeigt auf, dass zahlrei-
che Faktoren fiir die Etablierung der vielzdhligen verschiedenen Neuronentypen, in genauer
Anzahl, zur rechten Zeit und an passender Stelle in ein komplexes Wechselspiel treten. Auch
wenn schon einige der beteiligten Faktoren identifiziert und ihre Funktionen beschrieben wer-
den konnten, sind doch noch nicht alle Abldufe verstanden und die Hinweise zahlreich, dass

weitere, noch unbekannte Faktoren einbezogen werden miissen.

1.4  Der Zinkfinger-Transkriptionsfaktor Cst

Das Gen castor wurde erstmalig in Drosophila melanogaster beschrieben und kodiert hier fiir
einen Zinkfinger-Transkriptionsfaktor mit einer Ladnge von 792 Aminosduren (Mellerick et
al., 1992, Cui et al., 1992). Die DNA-bindende Doméne ist zentral positioniert und besteht
aus insgesamt acht Cys-Cys, His-His (C,-H;)-Motiven (Cui et al., 1992, Mellerick et al.,
1992) Aus der Aminosduresequenz kann abgeleitet werden, dass jedes zweite dieser C,-Ho-
Motive charakteristisch ist fiir Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren der Klasse TFIIIA. Im Cas-
tor-Protein bilden jeweils zwei der C,-H,-Motive eine typische Einheit (C,-H2Cs-Hs), die im
Folgenden als Cst-Motiv bezeichnet wird. Die zentrale Zinkfinger-Domine von Castor be-
steht demnach aus vier Cst-Motiven, die jeweils durch 19 Aminosduren voneinander getrennt

sind (Cui et al., 1992, Mellerick et al., 1992). In Drosophila ist Castor wihrend der Neuroge-
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nese in Prozesse der Musterbildung des Zentralnervensystems involviert und ist hierbei einer
von mehreren Faktoren, deren sequenzielle Expression in proliferierenden neuronalen Vorldu-
ferzellen die Identitit der nachfolgenden Neuronen determiniert (Kambadur ef al., 1998, Bro-
dy et al., 2000, Isshiki et al., 2001). Castor ist an der Regulation aller in Drosophila bekann-
ten POU-Homoobox-Gene beteiligt und aktiviert so zum einen die Expression von drf (drif-
ter) und /-POU, inhibiert aber sowohl pdm-1 als auch pdm-2 (Kambadur et al., 1998). Ent-
sprechend fiihrt der Verlust von Castor zu einer ektopischen Expression von pdm-1 und pdm-
2 und einem Fehlen der Expression von drfund I-POU, mit der Folge, dass sich das neuronale
Netzwerk des Zentralnervensystems von Drosophila nur in reduzierter Form entwickeln kann

(Kambadur et al., 1998).

Da viele molekulare Mechanismen der Embryogenese evolutiondr konserviert sind, war die
Beteiligung von Castor bei der Musterbildung des Zentralnervensystems von Drosophila
wihrend der Neurogenese Anlass fiir die Suche nach homologen Genen in Vertebraten mit
eventuell ebenso entwicklungsrelevantem Potential. Im Labor von Dr. Thomas Theil wurde
ein einzelnes, dem aus Drosophila bekannten castor verwandtes Gen Cst der Maus identifi-
ziert (Hurtado ef al., 2002). Im weiteren wurden durch mit Abschnitten der Castor-Sequenz
durchgefiihrte Datenbankanalysen EST (expressed sequence tag)-Klone der Maus, des Huhns
und des Menschen ermittelt, deren prognostizierte Proteinsequenz zueinander und im Bereich
der Zinkfinger-Doménen weitreichende Homologien zum Castor-Protein aus Drosophila auf-
zeigten. Teile der fiir die Zinkfinger-Doméne kodierenden Sequenzen der EST-Klone wurden
verwendet, um durch whole mount in situ Hybridisierungen das Expressionsmuster von Cst
wiahrend der Embryonalentwicklung der Maus (Hurtado et al., 2002, le Viseur, 2002) und
spater auch des Huhns (le Viseur, 2002) zu untersuchen. Diese Analysen zeigten, dass Cst im
Verlauf der Embryogenese in mehreren verschiedenen Gewebe und Organe exprimiert wird,
so z.B. in der Herzanlage, der nasalen Plakode und im Auge, sowie in den frithen Hinterwur-
zel- und kranialen Ganglien des peripheren Nervensystems. Dariiber hinaus wurde die Ex-
pression von Cst¢ aber auch in mehreren Regionen des Rhombencephalons, im dorso-medialen
Telencephalon sowie im Neuralrohr, also in Komponenten des Zentralnervensystems nach-
gewiesen (Hurtado ef al., 2002). Um die Expressionsdomine im Neuralrohr exakter zu be-
stimmen, wurde in weiteren Untersuchungen die Cst-Expression mit der Expression verschie-
dener Markergene fiir Vorldufer- und Neuronenpopulationen nach whole mount in situ Hybri-
disierungen verglichen (le Viseur, 2002). So wurde ermittelt, dass Cst sowohl in Méuse- als
auch in Hithnchenembryonen nur begrenzt, in Zellen der Vorlauferpopulationen dP1 und dP2

exprimiert wird (le Viseur, 2002). Der Mittelpunkt anschlieBender Analysen war es, erste Er-
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kenntnisse iiber die Funktion des Zinkfinger-Transkriptionsfaktors Cst in Vertebraten zu ge-
winnen. Dazu wurde die Sequenz mit dem grofStmoglichen Leserahmen der vorhandenen Cst-
cDNA der Maus (RIKEN-EST BB026049) ausgewihlt und nach der Klonierung in einen Ex-
pressionsvektor durch in ovo Elektroporation ektopisch im Neuralrohr von Hithnchenembryo-
nen exprimiert (le Viseur, 2002). Im Unterschied zum castor-Gen in Drosophila kodiert die
ausgesuchte Sequenz des Cst-Gens der Maus fiir ein Protein mit einer Lange von 986 Amino-
sduren. Es beinhaltet insgesamt fast fiinf der typischen Cst-Motive, von denen ebenfalls vier
in einer zentralen Zinkfinger-Doméne angeordnet sind. Das fiinfte Motiv besteht aus einem
C-H,C,-H,-Element und liegt im Abstand von etwa 100 Aminosduren zum zentralen Zinkfin-
ger-Block in der Ndhe des C-terminalen Endes des Proteins. Die Ergebnisse dieser ersten, im
begrenzten Rahmen durchgefiihrten Uberexpressionsstudien untermauerten zwar nicht die
Theorie, dass Cst auch in Vertebraten die Ausbildung neuronaler Subtypen beeinflusst, zeig-
ten aber, dass die ektopische Expression von Cst neuronale Vorlduferzellen zur Differenzie-

rung veranlasst (le Viseur, 2002).

1.5  Zielsetzung der Arbeit

Die Prozesse der Musterbildung entlang der dorso-ventralen Achse des Neuralrohres sind bis
zum heutigen Zeitpunkt noch nicht vollstindig entschliisselt, auch wenn schon einige der be-
teiligten Faktoren identifiziert und ihre Funktion bestimmt werden konnten. Erste Untersu-
chungen des ebenfalls im Neuralrohr exprimierten Zinkfinger-Transkriptionsfaktors Cst deu-
ten darauf hin, dass ein neuer Faktor gefunden wurde, der potentiell ein Teil des Netzwerkes
sein konnte und dessen Funktion zur Etablierung der verschiedenen Neuronentypen im Neu-
ralrohr beitrigt. Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die Funktion von Csf im Neu-
ralrohr ndher zu charakterisieren und in den Kontext der Musterbildungsprozesse einzuord-
nen. Dafiir sollte zunichst das bisher nur nach whole mount in situ Hybridisierungen betrach-
tete Cst-Expressionsmuster exakter analysiert und mit der Expression verschiedener Marker-
gene verglichen werden. Nach dieser Eingrenzung des Wirkungsbereiches innerhalb des Neu-
ralrohres, sollte die Funktion von Cst anhand weiterfiihrender Uberexpressionsstudien durch
in ovo Elektroporation in das Neuralrohr von Hithnerembryonen untersucht werden. Da die
Veroftentlichung weiterer Cst-cDNA tragender EST-Klone eine tieferfithrende Sequenzanaly-
se erlaubte, konnte festgestellt werden, dass es mehrere alternative Splice-Produkte fiir Cst
geben konnte und dass der in der Arbeit von le Viseur eingesetzte EST-Klon im 5’-Bereich

ein Stopp-Kodon aufweist, das weder durch die anderen Sequenzen noch durch den Vergleich

28



Einleitung

mit der genomischer Sequenz bestétigt werden kann. Aufgrund der neueren Erkenntnisse {iber
die Cst-Sequenz sollte fiir die Uberexpressionsanalysen eine Sequenz mit einem endogen ve-

rifizierbaren, alternativen 5'-Bereich gefunden und verwendet werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1  Standard-Chemikalien und Losungen

2.1.1 Allgemeines

Die fiir diese Arbeit verwendeten Enzyme und Chemikalien wurden, wenn nicht anders er-
wihnt, von den Firmen Applichem GmbH, J.T. Baker, Boehringer Mannheim, Difco Labora-
tories, Fluka, Gibco BRL, Merck, Riedel de Haen, Roche Molecular Biochemicals, New Eng-
land Biolabs, Roth GmbH und Sigma bezogen. Losungen wurden mit Wasser aus einer haus-
eigenen Millipore-MilliQ-Anlage angesetzt und soweit erforderlich wie Gefidle, Gerdte und
Verbrauchsmaterialien auch durch Autoklavieren bei 121°C und 2 bar fiir 30 min, durch Filt-
ration oder durch Inkubation in trockener Hitze bei 180°C fiir 30 min sterilisiert. Die einge-
setzten Gerdte und Verbrauchsmaterialien sind, sofern bei den einzelnen Methoden nicht be-
sonders erwéhnt, die in einem molekularbiologisch arbeitenden Labor im Allgemeinen ver-
wendeten. Spezielle, im Folgenden nicht aufgefiihrte Losungen und Chemikalien werden bei

den einzelnen Methoden entsprechend ihrer Verwendung erwéhnt.

2.1.2 Hiiufig verwendete Puffer und Losungen

DEPC-dH,0 H.O
0,1% (v/v) Diethylpyrocarbonate (DEPC)
UN inkubiert, autoklaviert

dH.0 Wasser aus der Millipore-Anlage;
autoklaviert

4% PFA 4% (w/v) Paraformaldehyd
PBS

LB-Medium 1% (w/v) NaCl

1% (w/v) Trypton

0,5% (w/v) Hefe-Extrakt
in dH.0

autoklaviert

PBS 4 mM NaH;PO4 x H,O
16 mM NaHPO4 x 2H,0
150 mM NacCl
pH 7,3 ; autoklaviert
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PBT 0,1% (v/v) Tween 20
PBS
20 x SSC 3 M NaCl

0,3 M Natriumcitrat

TE 10 mM Tris-HCIpH 7,9
1 mM EDTA

2.2  Biologisches Material

2.2.1 Eier

Befruchtete Hiihnereier wurden von der Firma Deindl GmbH & Co KG, Rietberg-Varensell
bezogen und bis zu ihrer Verwendung, jedoch hochstens eine Woche bei 12°C gelagert. Die
Inkubation erfolgte bei 38°C in einem Heraeus T20 Trockenschrank, in Gegenwart offener,
wassergefiillter Gefdfle, zur Etablierung einer Luftfeuchtigkeit von etwa 50%. Die Eier wur-

den waagerecht ausgerichtet und die Position des Embryos auf der Schale markiert

2.2.2 Miuse

Die Maushaltung und -zucht erfolgte in der Tierversuchsanlage der medizinischen Einrich-
tung der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf. Die in dieser Arbeit verwendeten Mausemb-

ryonen mit wildtypischem Genotyp gehdren zum Stamm NMRI.

2.2.3 Bakterien

Von Stefanie Kuschel wurden freundlicherweise kompetente Escherichia coli-Zellen (JM109;
recAl; lacZAM15) zur Verfiigung gestellt. Zur Herstellung dieser kompetenten Zellen wurde
das Protokoll nach Inoue et al. (1990) angewandt. Die Bakterien wurden bis zu ihrer Verwen-

dung bei -80°C gelagert.
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2.2.4 DNA-Techniken

2.2.5 Sequenzspezifische Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Die verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden von Roche oder NEB bezogen und zu-
sammen mit den empfohlenen Puffern nach den Angaben der Hersteller eingesetzt. In einem
Standard-Restriktionsansatz mit 20 pl Gesamtvolumen wurden maximal 10 pg DNA durch
1-10U Enzym in 1x Enzympuffer gespalten. Zur Spaltung gré8erer DNA-Mengen wurde
das Gesamtvolumen und die Enzymmenge entsprechend erhoht. Wenn nicht anders erwihnt,
wurde der Restriktionsansatz fiir 2 h bei 37°C oder einer anderen, durch den Hersteller des
Enzyms angegebenen Temperatur inkubiert. Entsprechend ihrer weiteren Verwendung wurde
die gespaltene DNA entweder gelelektrophoretisch aufgetrennt (2.2.8) oder durch eine Phe-
nol-Chloroform-Extraktion (2.2.13) aufgereinigt. Die sequenzspezifische Spaltung von DNA
dient z.B. der Herstellung ligationsfdhiger DNA-Fragmente (2.2.10) oder der Linearisierung
von Plasmiden fiir in situ Hybridisierungen (2.3.4 oder 2.3.5).

2.2.6 Dephosphorylierung von DNA

Der Spaltung von zur Ligation bestimmten Vektoren mit nur einem Restriktionsenzym wurde
eine Dephosphorylierung mit alkalischer Phosphathase (Roche) angeschlossen, um die Fre-
quenz der Religation der komplementédren Vektorenden zu verringern. Dazu wurde dem Re-
striktionsansatz eine vom Hersteller angegebene Menge Reaktionspuffer sowie 1 U Alkali-
sche Phosphathase (CIP) zugesetzt. Nach einer Inkubation von 15 min bei 37°C wurden die
dephosphorylierten DNA-Fragmente entweder durch eine Phenol-Chloroform-Extraktion
(2.2.13) aufgereinigt oder sofort gelelektrophoretisch aufgetrennt (2.2.8).

2.2.7 Umwandlung kohisiver Enden in glatte Enden

Fiir die Ligation von DNA-Fragmenten mit glatten Enden kann es notwendig sein, in der se-
quenzspezifischen Spaltung der DNA (2.2.5) entstandene, 5’ iiberhdngende Enden der DNA
mit Hilfe des Klenow-Fragments der DNA-Polymerase I aus E. coli aufzufiillen. Dazu wurde

der Restriktionsansatz auf eine Konzentration von 250 uM je dNTP eingestellt, mit 1 U Kle-
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now-Fragment (NEB) versetzt und 30 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde die DNA
gelelektrophoretisch aufgetrennt (2.2.8) oder nach einer Phenol-Chloroform-Extraktion

(2.2.13) fiir weitere restriktionsenzymatische Spaltungen verwendet

2.2.8 Gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleinsiduren

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese. Als Gel-
sowie als Laufpuffer wurde das TAE-Puffersystem eingesetzt. Je nach Gréfe der aufzutren-
nenden DNA-Fragmente wurden Gele mit einem Agaroseanteil von 0,8 - 2,0% (w/v) verwen-
det. Der aufgekochten Agaroselosung wurden 0,5 pg/ml Ethidiumbromid zugesetzt, die zu
analysierenden Proben wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit 0,25 Volumen Auftrags-
puffer vermischt. Zur spéteren Gréfenabschédtzung der DNA-Fragmente wurde auflerdem die
1-kb-Leiter (GibcoBRL) als Lingenstandard aufgetragen. Die gelelektrophoretische Auftren-
nung der DNA-Fragmente erfolgte bei einer konstanten Spannung wahlweise zwischen
2 und 5 Volt/cm bei RT. Im Anschluss an die Auftrennung konnten die DNA-Fragmente mit
Hilfe der Fluoreszenz des interkalierten Ethidiumbromids durch Bestrahlung mit UV-Licht
(254 nm) sichtbar gemacht und mit einer Computer-gestiitzten Videodokumentation fotogra-
fiert werden. Ausgenommen davon wurden DNA-Fragmente, die in eine Ligation eingesetzt
werden sollten. Diese DNA-Banden wurden durch Bestrahlung mit energiedrmerem UV-Licht
(366 nm) einer Hand-UV-Lampe (Konrad Benda) detektiert und aus dem Agarosegel isoliert
(2.2.9).

1-kb-Leiter (GibcoBRL) 12.216; 11.198; 10.180; 9.162; 8.144; 7.126; 6.108; 5.090; 4.072;
3.054; 2.036; 1.636; 1.018; 506; 517; 396; 344; 298; 220; 201; 154;
134; 75 bp

Auftragspuffer 50% (v/v) Glycerin

2% (w/v) Orange G
in TAE

TAE 40 mM Tris/Acetat

2 mM EDTA
pH 8,2

2.29 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Elution von DNA-Fragmenten erfolgte aus hochschmelzenden Agarosegelen unter An-
wendung der ,,Glasmilch-Methode* (Vogelstein und Gillespie, 1979) mit Hilfe des Genomed-
Jet sorb Gel Extraction Kit/600. Hierfiir wurde die Bande mit dem gewiinschten DNA-
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Fragment nach der gelelektrophoretischen Auftrennung (2.2.8) unter langwelligem UV-Licht
detektiert und sorgféltig mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. AnschlieBend wurde
das Gewicht des isolierten Gelstiicks ermittelt. Nach Zugabe von 12 pl Glasmilch wurde das
Gelstiick mit 300 pl Puffer A1/0,1 mg Agarose versetzt und durch Inkubation im Schiittler fiir
10 min bei 56°C und 1.400 Upm aufgeschmolzen. Nach einer Zentrifugation fiir 15 sek bei
13.000 Upm befand sich die an die Glasmilch gebundene Nukleinsdure im Sediment, wurde
wiederum mit 500 pl Puffer A1 versetzt, resuspendiert und erneut zentrifugiert. Das Prézipitat
wurde danach in 500 pl Puffer A2 resuspendiert und nach einer weiteren Zentrifugation fiir
45 sek bei 56°C getrocknet. Durch Zugabe von 22ul TE und Inkubation im Schiittler fiir
5 min bei 56°C und 1.400 Upm wurde die DNA eluiert und durch Zentrifugation fiir 2 min bei
13.000 Upm von der Glasmilch abgetrennt. Zur Kontrolle der Elutionseffizienz wurden obli-

gatorisch 10% der eluierten DNA nochmals gelelektrophoretisch (2.2.8) analysiert.

2.2.10 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Verkniipfung von DNA-Fragmenten wurden in einem Gesamtvolumen von 20 pl 25 -
50 ng Vektor-DNA mit einem dreifachen molaren Uberschuss Insert-DNA, 1 U T4-DNA-
Ligase (GibcoBRL) und 4 ul 5x T4-Ligase-Puffer versetzt und 2 h bei RT inkubiert. 5 pul des
Ligationsansatzes wurden anschlieBend fiir die Transformation in kompetente Bakterien

(2.2.11) eingesetzt.

2.2.11 Transformation von Plasmid-DNA.

Die zur Transformation verwendeten, kompetenten Escherichia coli-Zellen (JM109; recAl;

lacZAM15) wurden freundlicherweise von Stefanie Kuschel zur Verfligung gestellt.

Fiir die Transformation wurden die bei -80°C gelagerten kompetenten Bakterien auf Eis auf-
getaut , anschlieBend mit 5 ul des Ligationsansatzes versetzt und 30 min auf Eis inkubiert.
Darauf folgte ein kurzer Hitzschock, 45 sek bei 42°C, und eine weitere Inkubation auf Eis fiir
1 min. Nach der Zugabe von 100 pl LB-Medium und Schiitteln bei 37°C mit 1.000 Upm fiir
10 min wurde die Suspension auf antibiotikahaltigen Selektivndhrboden ausgestrichen und iiN
bei 37°C inkubiert. Die herangewachsenen Bakterienkolonien transformierter Zellklone wur-

den fiir das Animpfen von Fliissigkulturen verwendet, die zunichst die Analyse der Klone
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ermoglichten (2.2.12.1) und im Weiteren der Gewinnung groflerer Mengen Plasmid-DNA
(2.2.12.2) dienten.
Selektivndhrboden 1,5% (w/v) Bacto-Agar

50 pg/ml Ampicillin
in LB-Medium

2.2.12 Préaparation von Plasmid-DNA

Zur Isolation von Plasmid-DNA wurde die Methode der alkalischen Lyse nach Birnboim und
Doly (Birnboim and Doly, 1979) und Birnboim (Birnboim, 1983) mit modifizierten Bedin-

gungen angewendet.

2.2.12.1 Plasmid-Priparation aus 5 ml Kulturen (Mini-Prip)

Jeweils 5 ml Selektionsmedium wurden mit einer Einzelkolonie eines plasmidtragenden Bak-
terienstammes angeimpft und fiir 8-16 Stunden bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. 2 ml der
Suspension wurden zur Prézipitation der Bakterien 2 min mit 6000 Upm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Sediment in 150 pl des Puffers P1 resuspendiert. Nach
Zugabe von 200 pul des Puffers P2 wurde die Losung durch vorsichtiges Invertieren gemischt
und 5 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz mit 175 ul eiskalten Puffer P3
versetzt und 10 min auf Eis inkubiert. Durch eine nachfolgende Zentrifugation fiir 10 min mit
13.000 Upm wurde der entstandene Niederschlag sedimentiert und der klare, plasmidhaltige
Uberstand konnte in 400 pl Isopropanol iiberfiihrt werden. Der Ansatz wurde gemischt und
wiederum 10 min mit 13.000 Upm zentrifugiert, um nun die Plasmid-DNA zu prézipitieren.
Der DNA-Niederschlag wurde mit 250 pl 70% Ethanol gewaschen, erneut 5 min mit 13.000
Upm zentrifugiert, luftgetrocknet und in 50 pl TE oder dH,O resuspendiert. Die gewonnene
Plasmid-DNA konnte nun restriktionsenzymatisch (2.2.5) und gelelektrophoretisch (2.2.6)
weiterverarbeitet oder zur Sequenzierung (2.2.20) eingesetzt werden. Uberschiissige Bakteri-
ensuspension konnte zum Animpfen groBerer Fliissigkulturen verwendet werden.

Puffer P1 50 mM Glucose

25 mM Tris/HCI, pH 8,0
10 mM EDTA, pH 8,0

Puffer P2 0,2 N NaOH

1% (w/v) SDS
Puffer P3 3 M Kaliumacetat, pH 4,8 mit Eisessig
Selektionsmedium 50 pg/ml Ampicillin in LB-Medium
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2.2.12.2  Plasmid-Priaparation aus 100 ml Kulturen (Maxi-Prip)

Zur Gewinnung groBerer Mengen Plasmid-DNA (bis 500 pg) hochreiner Qualitdt wurden
zunichst 100 ml Selektionsmedium mit einer Einzelkolonie eines plasmidtragenden Bakteri-
enstammes oder mit 100 ul bereits analysierter Bakteriensuspension aus einem Mini-Prip
(2.2.12.1) angeimpft und N bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Fiir die folgende Plasmid-
Préaparationen aus 100 ml Kulturen wurde das ,,QIAGEN Plasmid Kit*“ der Firma Qiagen aus-
schlieBlich nach den Angaben des Herstellers verwendet. Die Konzentration der so gewonne-
nen Plasmid-DNA wurde spektralphotometrisch bestimmt (2.2.15) bevor weitere restriktion-
senzymatische (2.2.5) und gelelektrophoretische (2.2.6) Analysen vorgenommen wurden oder

die DNA in der in ovo Elektroporation (2.5) Verwendung fand.

2.2.13 Phenol-Chloroform-Extraktion

Im Anschluss an enzymatische Reaktionen kann es notwendig sein, Proteine aus der wéssri-
gen, nukleinsdurehaltigen Losung zu entfernen, damit sie nachfolgende Reaktionen nicht be-
eintrachtigen. Dazu wurde eine Phenol-Chloroform-Extraktion durchgefiihrt, bei der Proben
mit Protein-Nukleinsduregemischen 1 Volumen Phenol-Chloroform zugegeben wurde. Durch
kréftiges Vortexen wurden die hydrophile, wéssrige und die hydrophobe Phenol-Chloroform-
Phase zundchst gemischt und durch Zentrifugation fiir 5 min mit 13.000 Upm wieder getrennt.
Die Nukleinsduren befanden sich nun in der oberen, wissrigen Phase, wéihrend die amphiphi-
len Proteine im Interphasebereich verblieben. Die wéssrige Phase konnte abgenommen und
durch eine weitere Extraktion alleine mit Chloroform von Phenolresten befreit werden. Im
Anschluss an eine Phenol-Chloroform-Extraktion wurde obligatorisch eine Natriumacetat-

Ethanol-Fillung (2.2.14) durchgefiihrt.

Phenol-Chloroform 1:1, TE gesattigt

2.2.14 Natriumacetat-Ethanol-Fillung

Die wissrige Nukleinsdurelosung wurde mit 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat pH 5,2 auf
0,3 M Natriumacetat eingestellt und mit 2,5 Volumen 100% Ethanol gemischt. Nach Inkuba-
tion fiir mindestens 1 h bei mindestens -20°C wurden die geféllte Nukleinsiduren fiir 30 min
bis 1 h bei 13.000 Upm abzentrifugiert. Der Niederschlag wurde anschliefend noch einmal

mit 70% (v/v) Ethanol gespiilt und abermals fiir 5 min zentrifugiert. Danach wurde der Uber-
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stand vollstindig abgenommen, die Nukleinsduren an der Luft getrocknet und zur weiteren

Verwendung im jeweiligen Puffer und geeignetem Volumen gelost.

2.2.15 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Zur Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren wurde in einem Spektralphotometer
(Pharmacia Ultrospec 2000) die Absorption verdiinnter Nukleinsdurelosungen in einer
Quarzglaskiivette mit einer Schichtdicke von 1 cm bei einer Wellenldnge von 260 nm gemes-
sen. Unter Berlicksichtigung des Verdiinnungsfaktors und der Referenzmessung des Lo-
sungsmittels besteht zwischen der gemessenen Absorption und der Nukleinsédurekonzentration

folgende Beziehung (Sambrook et al., 1989):

RNA 1 A26() =40 ug/ml
DNA 1 Azeo =50 pg/ml
2.2.16 PCR

Alle PCR-Reaktionen wurden in einer MWG-Biotech-Maschine (Primus) unter Verwendung
diinnwandiger 0,2 ml Eppendorf-Reaktionsgefifle durchgefiihrt. Als Enzym wurde entweder
die einfache Tag-Polymerase (Roche) oder die Tag-Polymerase expand (Roche) mit zusétzli-
cher proofreading Aktivitit, in dem vom Hersteller mitgelieferten Puffersystem verwendet.

Fiir den Ablauf der PCR wurden folgende Bedingungen festgelegt :

Ix Denaturierung 3 min 95°C
Denaturierung 1 min 95°C

30x - 35x Annealing 1 min 56°C - 62°C
Elongation 1 min 72°C

1x Elongation 7 min 72°C
Abkiihlung 0 22°C
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Im Anschluss an die PCR wurden 2 - 5 pl der Ansétze gelelektrophoretisch (2.2.8) kontrol-

liert, bevor die amplifizierte DNA aufgereinigt (2.2.13) und zur weiteren Klonierung verwen-

det wurde.
Standard-PCR-Ansatz (50 pl) 5,0 pl 10x Puffer
1,0 pl dNTP-Gemisch (10 mM)
1,0 pl Oligonukleotid 1 (100 pmol/pl)
1,0 pl Oligonukleotid 2 (100 pmol/ul)
0,5 pl Polymerase (5 U)
x uI DNA (0,1 — 1 ng/ul)
ad 50 ul dH0
dNTP-Gemisch 10 mM dATP
10 mM dCTP
10 mM dGTP
10 MM dTTP

2.2.17  Reverse Transkription

Fiir reverse Transkriptionen wurde das ,,Expand Reverse Transcriptase““~-System von Roche
verwendet. Es wurden zwischen 100 ng - 5 pg Gesamt-RNA und 20 pmol Oligo(dT)-
Oligonukleotide eingesetzt, die Durchfiihrung erfolgte nach den Angaben des Herstellers un-

ter Verwendung des mitgelieferten Puffersystems.

2.2.18  Erzeugung doppelstringiger Oligonukleotide

Zur Generierung doppelstrangiger DNA aus Oligonukleotiden wurden jeweils 1 nM der kom-
plementéren Einzelstrdngen in einem Gesamtvolumen von 100 pl zunédchst zur vollstindigen
Denaturierung 5 min bei 94°C inkubiert und anschlieBend durch Abkiihlung innerhalb mehre-
rer Stunden bis auf Raumtemperatur sequenzspezifisch aneinandergelagert. Der Ansatz wurde

bis zur weiteren Verwendung bei -20°C aufbewabhrt.

2.2.19 Radioaktive Markierung doppelstringiger Oligonukleotide mit 7-32P-ATP

In einem Gesamtvolumen von 30 pl wurden 10 pM doppelstrangiger Oligonukleotide (2.2.18)
mit 10 U Polynukleotid-Kinase (NEB), 3 ul 10x Polynukleotid-Kinase-Puffer und 3 ul y->*P-
ATP (5000 Ci/mmol) versetzt und maximal 30 min bei 37°C inkubiert. Fiir die Aufreinigung
der radioaktiv markierten Oligonukleotide wurde das ,,Qiaquick Nucleotid removal Kit* aus-

schlieBlich nach den Angaben des Herstellers verwendet. Die Effizienz der Markierung wurde
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durch eine Cerenkovzihlung in einem Szintillationszdhler bestimmt bevor die Oligonukleoti-

de in Gelretardationsanalysen (2.4.2) eingesetzt wurden.

2.2.20

Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten wurden als Auftragssequenzierung entweder vom

Biologisch-Medizinischen Forschungszentrum (BMFZ) der Heinrich-Heine-Universitét Diis-

seldorf mittels ,,ABI Prism‘“-Sequenzierautomat oder von der Firma AGOWA GmbH, Berlin
durchgefiihrt.

2.2.21

Oligonukleotide

Tabelle 1: Oligonukleotide

PCR-Nr. | Bezeichnung |Sequenz 5’ - 3’ (Position der Csz-Sequenz) Schnittstelle
| Cst1 Fw AGA CCT TGC TGA CGG AAG (131 Cst )
Cst Bw 0 CCA CTG CGG TCT TTG TCC (561 Cst I)
,  |CstllFw GAG TGT TAC CGT CAG GAG C (22 Cst 1I)
Cst Bw 0 CCA CTG CGG TCT TTG TCC (388 Cst II)
;  |CstFw19 CAT CAA GAC AGA AGC GGA G (3276)
Cst Bw 3 CTC TCT AGA GAC GTC GTC (3809)
Cst Fw 18 AAT GAA TTC TAT GGA TCT TGG AAC EeoRl
4 AGC TG (358)
Cst Bw 6 GGT GGA AGC AGC GTA GTC (880) BamHl
AAT GAA TTC TAT TGC CAG GTT CTC
s Cst Fw 15 AGG AAG T (1755) EcoR1
CstBw15  |AAT CTC GAG GCC CAG CAG GGA GGC | Xhol
CGG (2470)
Castor. 5°-3’: TCA ACC CCT TTT TTT TAT GGC
- Bindestelle CCA CCA GAG
ﬁlz dets pdm-1|3: 55 AGT TGG GGA AAA AAA ATA CCG
romotors GGT GGT CTC
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2.3 RNA-Techniken

2.3.1 RNA-Isolierung aus embryonalen Geweben

Zur Vermeidung von RNA-Degradationsprozessen wurde das priparierte Gewebe unmittelbar
nach der Isolierung in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung
bei -80°C gelagert. Fiir die Isolierung von RNA wurde das gefrorene Material gewogen, mit 1
ml TRIZOL (GibcoBRL)/100 mg Gewebe versetzt und sofort im Polytron (Stufe 4, Kinemati-
ca AG, Luzern) homogenisiert. Die weitere Aufarbeitung der RNA erfolgte nach den Anga-
ben des Herstellers, jedoch wurden alle Arbeitsschritte auf Eis bzw. bei 4°C und nicht bei RT
durchgefiihrt. AnschlieBend wurde der luftgetrocknete RNA-Niederschlag in einem geeigne-
ten Volumen DEPC-dH,0 aufgenommen und nach der Konzentrationsbestimmung (2.2.15)

bis zur weiteren Verwendung bei - 80°C gelagert.

2.3.2 Synthese Digoxigenin-markierter RNA-Sonden

Fiir die Synthese Digoxigenin-markierter RNA-Sonden wurden das RNA-Polymerase-System
von Roche und linearisierte Plasmid-DNA (2.2.5) verwendet, die geeignete Promotor-
Sequenzen fiir eine der RNA-Polymerasen T3, T7 oder Sp6 enthielt. In einem Standard-
Ansatz mit dem Gesamtvolumen von 20 pl wurde 1 pg linearisierte Plasmid-DNA mit 2 pl
10 x DIG-Nukleotid-Mix, 2 ul 10 x Transkriptionspuffer, 1 U RNase-Inhibitor und 1 U RNA-
Polymerase (Roche) versetzt und iiN bei 37°C inkubiert. Anschliefend wurde der Ansatz mit
Ammoniumacetat gefillt (2.3.3) und das Pellet in 50 ul 50% Formamid/2 x SSC, pH 7,0 re-
suspendiert. Vor ihrer Verwendung bei in situ Hybridisierungen (2.3.4, 2.3.5) wurde ein Ali-
quot der Digoxigenin-markierten RNA-Sonden gelelektrophoretisch (2.2.8) {iberpriift.

10 x Transkriptionspuffer 0,4 M Tris-HC, pH 8,0

0,1 M Dithiothreitol

60 mM MgCl,
20 mM Spermidin
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Tabelle 2: Digoxigenin-markierte RNA-Sonden

Probe Linearisierung mit | RNA-Polymerase |Referenz/Quelle

cCst Kpnl T7 ChEST 675N23

mCst EcoRI T3 RikenEST

Mathl Kpnl T7 Helms und Johnson, 1998
Cathl Ncol Sp6 Helms und Johnson, 1998
cNgnl Sacl T3 Gowan et al., 2001

Ngn2 BamHI T7 Gradwohl et al., 1996
Mashl Xbal Sp6 Guillemont und Joyner, 1993
Cashl Ncol T3 Gowan et al., 2001

Msx1 Ncol Sp6 Chan et al., 1993

Msx2 Pstl T7 Robert et al., 1991
cConductin | Notl T3 ChEST NM204491

cHes5 Notl T3 Debreuil et al., 2002

cld2 Pstl T3 Debreuil et al., 2002
cDeltal EcoRI T3 Henrique et al., 1997
cNeuroM Hindlll T3 Roztocil et al., 1997

.
cCyclinB3 Sacl T3 ChEST 412E18
cCyclinD1 Sacl T3 ChEST 109B12
cCclinD2 Sacl T3 ChEST 174M17

cLh2b EcoR1 T3 Liem et al., 1997

TIx3 Sstl T7 Logan et al., 2002

233 Ammoniumacetet-Fillung

Die Fillung mit Ammoniumacetat und Ethanol wurde im Anschluss an die RNA-

Sondensynthese (2.3.2) durchgefiihrt, weil hierbei nicht eingebaute Mononukleotide haupt-

sichlich im Uberstand verbleiben und nicht mit den Digoxigenin-markierten RNA-Sonden

prézipitieren.
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Die wissrige Nukleinsdurelosung wurde mit 0,5 Volumen 10 M Ammoniumacetat und
4 Volumen 100% Ethanol gemischt. Nach Inkubation fiir mindestens 1 h bei -20°C oder
-80°C wurde die gefillte Nukleinsdure fiir 30 min bis 1 h mit 13.000 Upm bei 4°C abzentrifu-
giert. Das Sediment wurde anschlieBend noch einmal mit 75% Ethanol gewaschen und aber-
mals fiir 5 min zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand vollstéindig abgenommen, die Nuk-
leinsduren zur weiteren Verwendung in dH,O oder 50% Formamid, 2 x SSC gelost und bei

-20°C gelagert.

234 Whole mount in situ Hybridisierungen

Die Methode der whole mount in situ Hybridisierung erlaubt den Nachweis von mRNA-
Transkripten im gesamten Embryo durch die Hybridisierung mit markierten Antisense-RNA-
Sonden. Gebundene, markierte Sonde werden durch spezifische enzymgekoppelte Antikorper

nach Umsetzung eines Farbsubstrates detektiert.

Bei der Préaparation wurden sowohl Méuse- als auch Hithnerembryonen von allen extraemb-
ryonalen Membranen befreit, in PBS gewaschen und N bei 4°C in 4% PFA fixiert. Nach
kurzem Waschen in PBT wurden die Embryonen fiir jeweils 10 min in 50% Methanol/PBT,
75% Methanol/PBT und 100% Methanol unter Schiitteln inkubiert. In frischem 100% Metha-
nol wurden die Prdparate zunichst eine Nacht und danach entweder weiter bis zu ihrer Ver-

wendung bei -20°C gelagert oder anschlieBend in die in situ Hybridisierung eingesetzt.

Die im Folgenden beschriebenen Arbeitsschritte wurden mit dem in situ Roboter ,,insituPro*
der Firma Abimed durchgefiihrt. Zunidchst wurden die Embryonen durch die Inkubation in
einer absteigenden Methanolreihe rehydriert und 2 x 12 min sowie 1 x 20 min in PBT gewa-
schen. AnschlieBend wurden die Embryonen 5 min in 6%iger H,O,-Losung gebleicht und
wieder 2 x 5 min in PBT inkubiert. Um die Permeabilitit der Embryonen fiir die RNA-
Sonden zu erhdhen, folgte eine Behandlung mit Proteinase K (10pg/ml) in PBT fiir die Dauer
von 5 - 10 min, in Abhéngigkeit des Alters der Embryonen (HH16, E8,5 — HH18, E9,5 —
5 min, HH19; E10,0 —- HH24, E11,5 — 10 min). Nach zwei weiteren Waschschritten mit PBT
fiir jeweils 5 min folgte ein zusétzlicher Inkubationsschritt in Glycin (2 ml/ ml PBT) um die
Aktivitit der Proteinase zu stoppen. Danach wurden die Embryonen fiir 20 min in 4%
PFA/0,1% Glutaraldehyd postfixiert und erneut kurz mit PBT gewaschen bevor zur Prahybri-
disierung, 3 h bei 65°C, der Hybridisierungspuffer zugegeben wurde. Vor der Hybridisierung
wurden je 1 - 2 pl der DIG markieren RNA-Sonden (2.3.2) mit 1 ml Hybridisierungspuffer
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versetzt und 5 min bei 95°C denaturiert. In dieser Losung wurden die Embryonen anschlie-
end fiir 16 h bei 65°C hybridisiert. Zur Entfernung unspezifisch gebundener und {iberschiis-
siger RNA-Sonden wurden die Priparate nach der Hybridisierung 2 x 30 min mit Hybridisie-
rungspuffer, 2 x 30 min mit Losung I und 1 x 20 min mit Losung I/MABT (1:1) bei jeweils
65°C gewaschen. Nach zwei weiteren Waschschritten fiir jeweils 10 min mit MABT bei RT
wurden die Embryonen zum Abséttigen unspezifischer Antikorperbindungsstellen fiir 3 h in
Blockierungsldsung inkubiert. Danach wurde die Blockierungslosung durch den mit alkali-
scher Phosphatase-gekoppelten DIG-Antikorper (1:1.000 in Blockierungslosung) ersetzt und
12 h bei RT inkubiert. Zur Entfernung unspezifisch gebundener und iiberschiissiger Antikor-
per wurden die Embryonen anschlieend 2 x 12 min, 1 x 20 min, 1 x 30 min, 1 x 45 min und
8 x 60 min mit MABT sowie 30 min mit NTMT gewaschen. Hiernach erfolgte die weitere
Aufarbeitung der Embryonen manuell. Einer weiteren Behandlung mit NTMT fiir 30 min
wurde die Inkubation in Férbelosung im Dunkeln bei RT angeschlossen. Nach Abschluss der
Farbreaktion wurden die Embryonen mehrfach kurz in PBT gewaschen, in 4% PFA fixiert
und bei 4°C gelagert.
Hybridisierungspuffer 50% Formamid

5x8SC,pH 4,5

0,1 % (v/v) Triton X-100

50 pg/ml Heparin

0,5 mg/ml tRNA

5 mM EDTA, pH 8,0

in DEPC-H,O
Blockierungslosung 2% (w/v) Blockierungsreagenz (ROCHE)

20% Schafserum, hitzeinaktiviert
in MABT

Losung | 50% Formamid
1x SSC, pH 4,5
0,1% (v/v) Triton X-100

MABT 100 mM Maleinsaure, pH 7,5
150 mM NacCl
0,1% (v/v) Triton X-100

NTMT 100 mM NaCl
100 mM Tris/HCI, pH 9,5
50 mM MgCl;
0,5% (v/v) Tween-20

Farbelosung 2% (v/iv) NBT/BCIP
in NTMT
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2.3.5 In situ Hybridisierungen auf Paraffinschnitten

Mit dieser Methode konnen auf Paraffinschnitten mRNA-Transkripte in Geweben oder ein-
zelnen Organen nachgewiesen werden. Hierbei ist es, anders als bei der whole mount in situ
Hybridisierung moglich, durch die Analyse aufeinander folgender Schnitte, die mit unter-
schiedlichen RNA-Sonden (2.3.2) behandelt werden, die Expression mehrerer Gene an einem

Embryo zu untersuchen.

Zuerst wurde durch mehrere Waschschritte das Paraffin aus den Geweben auf den Paraffin-
diinnschnitten (2.7.2) entfernt. Die Schnittpridparate wurden dafiir 3 x 7min in Xylol, 2 min in
Xylol/Ethanol (1:1), 2 x 2min in 100% Ethanol, je 1 min in 96%, 90%, 70% und 50% Ethanol
sowie 2 x 5 min in PBS inkubiert. Angeschlossen wurde eine Behandlung mit Proteinase K
(20 pg/ml) fiir 10 min bei 37°C. Zur Inaktivierung des Enzyms wurden die Gewebe 5 min bei
RT in 0,2% Glycin/PBS inkubiert, anschlieend 2 x 5 min in PBS gewaschen und 20 min in
4% PFA/0,2% Glutaraldehyd postfixiert. Nach zweimaligen Waschen fiir jeweils 5 min in
PBS wurden die Gewebeschnitte auf den Objekttridgern moglichst nah mit einem Fettstift
(ImmEdge-Pen; Vector Laboratories) umrandet. Dieses Verfahren gewéhrleistet, dass die im
Folgenden aufgetragenen geringen Losungsvolumen nicht verlaufen und so die Pridparate
vollstindig tiberdecken. Jedes Schnittpréparat wurde mit 7,5 pl Hybridisierungspuffer iiber-
schichtet und 1 h in einer mit 50% Formamid/2 x SSC befeuchteten Kammer bei 65°C pra-
hybridisiert. Vor der Hybridisierung wurden die DIG-markierten RNA-Sonden bis zu einer
Endkonzentration von 1 ng/ul mit Hybridisierungspuffer versetzt und 5 min bei 95°C denatu-
riert. In dieser Losung wurden die Embryonen anschlieBend iiN bei 70°C hybridisiert. Zur
Entfernung unspezifisch gebundener und tiberschiissiger RNA-Sonden wurden die Priparate
nach der Hybridisierung kurz in 2 x SSC getaucht und 2 x 15 min bei 65°C mit 50% Forma-
mid/2 x SSC gewaschen. Nach drei weiteren Waschschritten fiir jeweils 10 min in PBT bei
RT wurden die Schnittpridparate zum Abséttigen unspezifischer Antikdrperbindungsstellen fiir
1 h in B-Blocklosung inkubiert. Danach wurde die B-Blocklosung durch den mit alkalischer
Phosphatase-gekoppelten DIG-Antikérper (1:1.000 in B-Blocklosung) ersetzt und 2 h bei
37°C inkubiert. Zur Entfernung unspezifisch gebundener und tiberschiissiger Antikdrper wur-
den die Gewebe anschlieBend 3 x 10 min mit PBT gewaschen. Einer weiteren Behandlung mit
NTM fiir 10 min wurde die Inkubation in Féarbelosung im Dunkeln bei RT angeschlossen.
Nach Abschluss der Farbreaktion wurden die Praparate mehrfach kurz in PBS gewaschen und

mit Aquatex eingedeckelt.
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Hybridisierungspuffer 50% Formamid
5x SSC, pH 4,5
0,1% Boehringer-Block
50 mM EDTA
0,1% Tween 20
0,1% CHAPS
0,2% Heparin
0,01% tRNA

B-Blocklosung 2% (w/v) Boehringer-Block
10% Schafserum
in PBT

NTM 100 mM Tris, pH 9,5
100 mM NacCl
50 mM MgCl;

Farbelésung 2% (v/v) NBT/BCIP (Roche)
in NTM

2.4 Protein-Techniken

24.1 Gewinnung von GST-Fusionsproteinen

Die Gewinnung von GST-Fusionsproteinen erfolgte nach Smith und Corcoran (Smith et al.,
1990). Jeweils 10 ml Selektionsmedium wurden mit einer Einzelkolonie eines pGEX4T3-
Vektor tragenden Bakterienstammes angeimpft und iiN bei 37°C unter Schiitteln mit 185
Upm inkubiert. Im folgenden wurde das Volumen auf 100 ml erhéht, die Kultur unter kon-
stanten Bedingungen weiter kultiviert, bei Erreichen einer optischen Dichte (ODggo) von 0,8
bis zu einer Endkonzentration von 1 mM mit IPTG versetzt und anschlieBend fiir weitere zwei
Stunden inkubiert. Zur Prézipitation der Bakterien wurde die Kultur 20 min mit 6000 Upm bei
4°C zentrifugiert, der Uberstand verworfen, das Sediment in 10 ml kaltem PBS resuspendiert
und die Bakterien anschlieBend mittels einer French Press bei 1100 Psi aufgeschlossen. Zur
besseren Solubilisierung der Fusionsproteine wurde die Suspension danach bis zu einer End-
konzentration von 1% mit Triton X-100 versetzt und 30 min auf Eis geschwenkt. Anschlie-
Bend wurde der Bakteriendebris in 10 min mit 6000 Upm bei 4°C abzentrifugiert und verwor-
fen. Der Uberstand wurde aufgefangen, mit 1 ml einer, nach den Angaben des Herstellers
aquilibrierten 50%igen Glutathion-Spharose 4B-Suspension versetzt und erneut 30 min auf
Eis unter Schiitteln inkubiert. Der Ansatz wurde danach 2 min mit 1700 Upm bei 4°C zentri-
fugiert, der Uberstand verworfen und die Sepharose dreimal mit PBS gewaschen, um unspezi-
fisch gebundene Proteine aus der Matrix zu entfernen. Dazu wurde die Sepharose jeweils mit

5 ml PBS versetzt, invertiert und sofort im Anschluss 2 min mit 1700 Upm bei 4°C zentrifu-
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giert. Um schlieBlich die gebundenen GST-Fusionsproteine zu eluieren, wurde 1 ml Eluti-
onspuffer zu der Glutathion-Sepharose gegeben, 10 min bei 4°C unter Schiitteln inkubiert und
das Eluat anschliefend durch eine Zentrifugation, wiederum 2 min mit 1700 Upm bei 4°C,
von der Sepharose-Matrix getrennt. Dieser Elutionsschritt wurde bei Bedarf nochmals wie-
derholt und das Eluat bei -20°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt. Je 20 ul des Eluats
wurden gelelektrophoretisch (2.4.3) kontrolliert, bevor die gewonnenen Proteine in Gelretar-

dationsanalysen (2.4.2) Verwendung fanden.

Elutionspuffer 10 mM reduziertes Glutation
50 mM Tris-HCI, pH 8,0

2.4.2 Gelretardationsanalyse

Die Methode der Gelretardationsanalyse nutzt den Umstand, dass ein stabiler Protein-DNA-
Komplex langsamer durch ein natives Polyacrylamidgel wandert als die freien Einzelkompo-
nenten des Komplexes, wodurch Riickschliisse auf die DNA-Bindungseigenschaften eines
Proteins gezogen werden konnen. Fiir die Gelretardationsanalysen wurden 20.000 cpm der
doppelstriangigen, mit y-""P-ATP markierten Oligonukleotide (2.2.18, 2.2.19) in einem Ge-
samtvolumen von 20 pl mit 50 ng GST-Fusionsprotein und 2x Retardationspuffer gemischt.
AuBlerdem wurde dem Ansatz zur Vermeidung unspezifischer Bindungen 1 pg poly(dl dC)
hinzugefiigt. Fiir die Bindereaktion wurde der Ansatz schlielich 30 min auf Eis inkubiert. Im
Anschluss wurden die Protein-DNA-Komplexe mittels nativer Polyacrylamid-
Gelelektrophorese von ungebundenen Oligonukleotiden getrennt. Nach der 2 stiindigen E-
lektrophorese bei 4°C wurde das Gel innerhalb einer Stunde bei 60°C im Vakuum getrocknet,
bevor zur Detektion der Radioaktivitét iiN eine Phosphoimagerplatte (Fuji-Film BAS) aufge-
legt wurde. Nach der Exposition wurde die Platte in einem Phosphoimager (Fuji-Film BAS)

ausgewertet und mit dem Programm ,,Jamge Gauche* Computer-unterstiitzt analysiert.

Zur Analyse der Bindungsspezifitit wurden auch Kompetitionsexperimente in Gegenwart von
nicht-markierten Oligonukleotiden in 100 - 400fachem Uberschuss, unter sonst identischen

Bedingungen durchgefiihrt.

2x Retardationspuffer 100 mM Tris-HCI ; pH 8,0
800 mM KCI
10 mM MgCl,
4 mM B-Mercaptoethanol
20% Glycerol

natives Polyacrylamidgel 5% Polyacrylamid
0,25x TBE
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5x TBE

25 yl TEMED
125 pl 40% APS
ad 60 ml dH0

54,0 g/l Tris
27,5 g/l Borsaure
20 mi/1 0,5 M EDTA, pH 8,0

243 Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinen entsprechend ihres Molekulargewichtes erfolgte mittels dena-

turierender SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli (1970) in einer vertikalen

Biometra Minigel-Twin Gelapparatur. Das Volumen des Sammelgels betrug 3 ml, das des

Trenngels 12 ml, die Dicke beider Gele in der Kammer jeweils 1 mm. Die Proteinproben

wurden vor der Elektrophorese mit 4x Auftragspuffer versetzt und fiir 5 min bei 95°C denatu-

riert. Zur spéteren GroBenabschédtzung der Proteine wurde auBBerdem der SDS-PAGE Marker

for Molecular Weight der Firma Sigma aufgetragen. Nach dem Lauf durch das Sammelgel bei

25mA und 100V folgte schlieflich die Auftrennung der Proteine im Trenngel bei konstant

50mA. Im Anschluss an die Elektrophorese konnten die Proteine mittels einer Silberfarbung

von Proteingelen (2.4.4) sichtbar gemacht und mit einer Computer-gestiitzten Videodokumen-

tation fotografiert werden.

SDS-PAGE Marker (Sigma)

4x Auftragspuffer

10x Laufpuffer

Sammelgel

Trenngel

Sammelgelpuffer

Trenngelpuffer

206; 116; 97; 66; 45; 29 kDa

400 mM Tris-HCI, pH 8,0
40% Glycerin
12% SDS

8% B-Mercaptoethanol
0,4% Bromphenolblau

250 mM Tris
2 M Glycin, pH 2,7
1% SDS

450 ul 2x MDE Gelsolution (Biowhittaker Molecular Applications)
390 ul Sammelgelpuffer
5 ul TEMED
15 pl 40% APS
ad 3 ml dH.0

2x MDE Gelsolution (Biowhittaker Molecular Applications)
1,2 ml SDS

3 ml Trenngelpuffer

5 yl TEMED

60 pl 40% APS

ad 12 ml dH,0

500 mM Tris-HCI, pH 6,3

1,5 M Tris-HCI, pH 8,8
1% SDS

47



Material und Methoden

244 Silberfirbung von SDS-Polyacrylamid-Gelen

Nach der Gelelektrophorese wurde das Gel von den Glasplatten geldst und nach einem modi-
fizierten Protokoll von Schumacher et al. 1983 weiterbehandelt. Zundchst wurde 20 min unter
Schiitteln in Fixierlosung I inkubiert. AnschlieBend wurde das Gel fiir 10 min in Fixierlosung
I und 1 min in Verstirkerlosung geschwenkt bevor es dreimal kurz in dH,O gewaschen wur-
de. Danach wurde das Gel 25 min in wieder verwendbarer Fiarbelosung inkubiert, wiederum
dreimal kurz in dH,O gewaschen und nachfolgend nach Bedarf bis zur Detektion der Banden
in Entwicklerldsung geschwenkt. Die Farbreaktion wurde durch die Uberfiihrung des Gels in
die Endfixierungslosung gestoppt.

Fixierlésung | 50% Ethanol

12% Essigséure

Fixierlésung Il 30% Ethanol

Verstarkerlésung 0,2 g/l Natriumthiosulfat
3,25 ml/l Formaldehyd, 37%

Farbelésung 0,2% Silbernitrat

Entwicklerlésung 15 g/l Natriumcarbonat
200 ml/l Verstarkerlésung

Endfixierungslésung 25% Ethanol
12% Essigsaure
5% Glycerin

2.5 In ovo Elektroporation

Die Methode der in ovo Elektroporation (Muramatsu et al., 1997 ) ermdglicht grundsétzlich
die Manipulationen der Genexpression wihrend der Embryonalentwicklung in ausgesuchten
Geweben des Huhns. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die in ovo Elektroporation dazu einge-
setzt Neuralrohrzellen mit Expressionsplamiden zu transfizieren, die neben ausgesuchten
Gensequenzen transkriptionsrelevante regulatorische Elemente tragen und damit eine zellau-
tonome Expression der eingefiihrten Gensequenz induzieren. Im Anschluss daran kann der
Einfluss der ektopischen Expression auf die Neurogenese der betroffenen Zellen untersucht

werden.

Zunichst wurden befruchtete Hiithnereier 48 h bei 38°C und 50% Luftfeuchtigkeit inkubiert,
so dass sich die Embryonen zum Zeitpunkt der Elektroporation in einem Entwicklungsstadi-
um zwischen HH10 und HH14 befanden. Zu Beginn dieser ersten Inkubationsphase wurden

die Eier horizontal ausgerichtet und die Position des Embryos oben auf der Schale markiert.
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Um die Eierschale fiir das Elektroporationsverfahren spiter gefahrlos an dieser Stelle 6ffnen
zu konnen, wurde der Dotter mit dem aufliegenden Embryo zuvor durch das Absaugen von 4
- 5 ml Albumin abgesenkt. Ein Splittern der Schale beim Offnen der Eier wurde durch aufge-
klebtes, breites Klebeband verhindert. Mittels einer spitzen Priparierschere wurde dann ein 2
x 2 cm grofles Fenster aus der Schale geschnitten. Die, zur besseren optischen Kontrolle mit
dem Farbstoff Fast Green FCF (Sigma) versehene DNA-L&sung wurde mit einer ausgezoge-
nen Glaskapillare in das rostrale Neuralrohr injiziert. Die Konzentrationen der injizierten
Plasmid-DNA variierte von 1,5 pg/ul bis 5,0 pg/ul. Grundsitzlich wurde eine moglichst hohe
Konzentration zur Elektroporation angestrebt, wobei die Viskositit einer DNA-LOsung mit
einer Konzentration von mehr als 5 pg/ul eine zuverléssig reproduzierbare Injektionseffizienz
nicht zulieB. Eine niedrige Konzentration musste dann gewihlt werden, wenn durch eine mas-
sive Uberexpression des injizierten Gens auftretende strukturellen Defekte des Neuralrohres
eine Auswertung unmoglich machten. Bei Experimenten, in deren Verlauf zwei Konstrukte
gleichzeitig elektroporiert werden sollten (Koelektroporation), wurden dquimolare Mengen
der Plasmide eingesetzt. Nach der Injektion der DNA-L&sung wurden zwei vergoldete, 5 mm
lange Elektroden mit einem Durchmesser von 0,5 mm im Abstand von 5 mm parallel zu bei-
den Seiten des Embryos platziert. Die Elektroden wurden so ausgerichtet, dass sich der Emb-
ryo exakt mittig und der Kopf und die Herzanlagen des Embryos nicht zwischen diesen be-
fanden. Der Embryo wurde anschlieBend mit 150 pl 1% Penicillin-Streptomycin/HBSS (Gib-
coBRL) iiberschichtet, welches aufgrund seiner hohen Konzentration an geldsten Ionen den
Stromfluss wihrend der Elektroporation begiinstigt. Mit einem Electro Square Porator ECM
830 (BTX) wurde in 5 Pulsen eine Spannung von 25 V fiir eine Dauer von je 50 ms angelegt.
Innerhalb des angelegten elektrischen Feldes dringt die in das Lumen injizierte Plasmid-DNA
aufgrund ihres negativ geladenen Zucker-Phosphat-Riickgrates nur in die Zellen der Anode
zugewandten Seite des Neuralrohres ein. Die Zellen der zur Kathode gelegene Seite nehmen
hingegen keine Plasmid-DNA auf. Dieses Verfahren bietet den Vorteil, dass im Rahmen eines
Experimentes und innerhalb desselben Organismus eine gleichbehandelte wildtypische Kon-
trolle zum direkten Vergleich vorhanden ist. Danach wurden die Offnung in der Schale der
Eier wieder mit Klebeband verschlossen, um ein Austrocknen des Embryos wéhrend der an-
schlieenden Inkubationsphase fiir weitere 24 h - 48 h bei 38°C und 50% Luftfeuchtigkeit zu
verhindern. Im Anschluss an diese Inkubation wurden die Embryonen entweder einer BrdU-

Markierung (2.5.1) unterzogen oder direkt aus dem Ei isoliert (2.6.2).
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Tabelle 3: Expressionsplasmide zur in ovo Elektroporation

Insert Vektor I.(onzentra- Referenz / Quelle

tion
Myc-Cst pCS2+MT |5,0 ug/ul Riken-EST , BB 026049
Myc-Cst4 pCS2+MT |4,0 pg/ul Riken-EST BB 026049
Myec-CstMI-4-EngR pCS24MT [4.0 pg/ul Ifgil;n-EST BB 026049, Marine et al.,
Myc-CstMI-4-E1A pCS2+MT [4,0 pg/ul Iligil;n-EST BB 026049, Marine et al.,
caBmpR1b pEGFP 1,5 pg/ul Timmer et al., 2002
cNoggin pMiwlIl 1,0 pg/ul Chesnutt et al., 2004
Myc-ca B-Catenin pCS2+MT |5,0 pg/ul Aberle et al., 1997
Mathl pMIW III  |2,0 pg/ul Gowan et al., 2001

Math1-IRES-NLS-GFP |pCAGGS |2,0 ug/ul Gowan et al., 2001, Briscoe et al., 2001

cNgn1-IRES-NLS-GFP | pCAGGS |[4,0 pg/ul zur Verfliigung gestellt von Dr. T. Theil

Cash1-IRES-NLS-GFP |pCAGGS |2,0 pg/ul  |Jasoni et al., 1994

Hes5-IRES-NLS-GFP |pCAGGS |4,0 pg/ul Dubreuil et al., 2002

Id2-IRES-NLS-GFP  |pCAGGS |4,0 pg/ul  |Dubreuil et al., 2002

IRES-NLS-GFP pCAGGS |5,0 pg/ul Briscoe et al., 2001

2.5.1 BrdU-Markierung

Das synthetische Thymidin-Analogon Bromdesoxy-Uridin (BrdU) wird in die DNA von Zel-
len eingebaut, die sich in der S-Phase der Mitose befinden. Zellkerne, die den markierten
Baustein aufgenommen haben, werden mit einem anti-BrdU-Antikorper (Tabelle 4) identifi-

ziert.

2.5.1.1 Hiithnerembryonen

In das entstehende, vendse BlutgefaBBsystem eines Hiithnerembryos (ab HH16) werden mit
einer ausgezogenen Glaskapillare 5 pl einer BrdU-Injektionslosung injiziert. Nach 2 stiindiger
Inkubation bei 38°C und 50% Luftfeuchtigkeit wird der Embryo aus dem Ei isoliert (2.6.2)
und weiter analysiert (2.7.1 oder 2.7.2).
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BrdU-Stocklésung 1 M BrdU
in DMSO
BrdU-Injektionslésung 100 mM BrdU (aus Stocklésung)
5% Fast Green FCF (Sigma)
in PBS

2.5.1.2 Mausembryonen

1 h vor der Isolierung der Embryonen zu definierten Embryonalstadien (2.6.1) werden 100 pg
BrdU pro g Korpergewicht des Muttertieres peritoneal injiziert.

2.6  Isolierung definierter Embryonalstadien

2.6.1 Maus

Eine erfolgreiche Verpaarung von Méusen wurde bei den weiblichen Tieren durch das Auftre-
ten eines Vaginalpfropfens angezeigt. Die Weibchen wurden am selben Tag von den Ménn-

chen getrennt und die Zeit 12 Uhr mittags als E0,5 der Embryonalentwicklung definiert.

Nach Erreichen des gewlinschten Embryonalstadiums wurden die Muttertiere durch zervikale
Dislokation getotet, die Uteri entnommen und die Embryonen unter dem Stereomikroskop in
PBS freipripariert sowie von allen extraembryonalen Membranen befreit. Danach wurden die

Embryonen fiir weitere Analysen (2.7.2) verwendet.

2.6.2 Huhn

Die Stadien der Hithnerembryonen wurden nach dem System von Hamburger und Hamilton
(1951) bestimmt. Die Embryonen wurden aus dem Ei isoliert und unter dem Stereomikroskop
in PBS von allen extraembryonalen Membranen befreit. Danach wurden die Embryonen fiir

weitere Analysen (2.3.4, 2.7.1, 2.7.2) verwendet.
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2.7  Histologische Techniken

2.7.1 Kryoschnitte

Zur Anfertigung von Kryoschnitten wurden die von allen extraembryonalen Membranen be-
freiten Embryonen, kurz in kaltem PBS gewaschen und 1 - 2 h bei 4°C in 4% PFA fixiert.
Danach wurden die Embryonen erneut in kaltes PBS {iiberfiihrt und anschlie8end {iN bei 4°C
in 30% Sucrose/PBS inkubiert. Nach der Entwiésserung durch die Sucrose-Losung wurden die
Embryonen gerichtet in einem geeigneten Gefdll auf Trockeneis in OCT eingebettet. Dabei
wurde unbedingt vermieden, dass die Embryonen wéhrend der Gefrierphase des OCT-
Mediums auf den GefdaBboden absanken. Die eingebetteten Embryonen wurden entweder bis
zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert, oder sofort mit einem Kryostaten (Leica CM
30505) bei -20°C in 20 pm diinne Scheiben geschnitten. Die Schnitte wurden auf SuperFrost
Plus-Objekttrager tiberfiihrt und zur vollstindigen Adhésion 30 min bei RT gelagert. Nach
Moglichkeit wurden die Pridparate sofort im Anschluss immunohistochemischen Analysen

(2.8.1) unterzogen oder kurzfristig, hochstens 48 h bei 4°C aufbewahrt.

2.7.2 Paraffinschnitte

Zur Anfertigung von Paraffinschnitten wurden die Embryonen bei der Praparation von allen
extraembryonalen Membranen befreit, kurz in kaltem PBS gewaschen und iiN bei 4°C in 4%
PFA fixiert. Danach wurden die Embryonen durch Inkubation fiir jeweils 2 h in 70%, 80%,
90%, 96% und 100% Ethanol unter leichtem Schiitteln entwéssert und anschlieflend N bei
4°C in 1-Butanol aufbewahrt. 2 h nach der Uberfiihrung in ein Bad mit 60°C heiem, fliissi-
gem Paraffin wurden die Embryonen weitere 2 h unter Vakuum inkubiert. Anschlieend wur-
den die Priparate ausgerichtet und eingebettet. Nach Aushértung des Paraffins iiN bei RT
wurden an einem Mikrotom (Leica RM 2035) 14pum diinne Paraffinschnitte angefertigt. Die
Paraffindiinnschnitte wurden zur Streckung in ein 45°C warmes Wasserbad iiberfiihrt und
anschliefend auf SuperFrost Plus-Objekttriger gezogen. Zur vollstindigen Streckung und
Adhision der Préiparate auf den Objekttrigern wurden diese weitere 30 - 60 min auf einem
Heizblock bei 40°C gelagert. Die Schnitte wurden iiN bei 37°C und bis zur weiteren Verwen-

dung (2.3.5, 2.8.2) bei 4°C aufbewahrt.
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2.8 Immunohistochemie

Der Immunohistochemie liegt zu Grunde, dass Immunglobuline (Antikdrper) Bindungsstellen
besitzen, die hochspezifisch bestimmte molekulare Strukturen (Epitope) erkennen. Sogenann-
te Erstantikdrper werden aus verschiedenen Organismen, z.B. Maus oder Kaninchen, gewon-
nen und dazu verwendet, ein zu analysierendes Genprodukt spezifisch zu markieren. Wieder-
um spezifisch gegen diese Organismen gerichtete, Fluoreszenz-Farbstoff- oder Enzym-
konjugierte Zweitantikorper (anti-Maus oder anti-Kaninchen) binden ihrerseits an die Erstan-

tikorper und ermoglichen durch ihr Konjugat die Detektion des gesamten Komplexes.

2.8.1 Antikorperfirbung auf Kryostatschnitten

Fir die Antikorperfirbung auf Kryostatschnitten wurden ausschlieBlich Fluoreszenz-
Farbstoff-gekoppelte Zweitantikorper eingesetzt. Die Detektion der Antikdrper und die Do-
kumentation der Préparate wurde mit einem konfokalen Mikroskop (Leica TCS NT) im Insti-

tut fiir Genetik der Heinrich-Heine-Universitéit durchgefiihrt.

Dafiir wurden die Gewebeschnitte auf den Objekttragern (2.7.1) moglichst nah mit einem
Fettstift (ImmEdge-Pen; Vector Laboratories) umrandet. Dieses Verfahren gewéhrleistet, dass
die spater aufgetragenen Losungen nicht verlaufen und die Priparate vollstindig tiberdecken.
Zur Entfernung des Einbettmediums und zur Reinigung von Sucroseresten wurden die Ob-
jekttrager zundchst 3 x 20 min mit PBS gewaschen, bevor die Gewebe zum Absittigen unspe-
zifischer Antikdrperbindungsstellen 1 h bei RT mit 10% Schafserum/PBT iiberschichtet wur-
den. Sollte jedoch gegen BrdU detektiert werden, wurden die Priparate noch vor der Absitti-
gung der unspezifischen Bindungsstellen zundchst 10 min bei 37°C in 2 N HCI und 45 min
bei 65°C in 50% Formamid/2 x SSC inkubiert. AnschlieBend wurden die Erstantikrper in der
entsprechenden Verdiinnung (Tabelle 4) auf die Pridparate gegeben und in einer feuchten
Kammer iN bei 4°C inkubiert. Danach wurden die wieder verwendbaren Erstantikorper-
Verdiinnungen aufgefangen und die Objekttrager zur Entfernung iiberschiissiger und unspezi-
fisch gebundener Antikorper 3 x 20 min in PBS gewaschen. Im Folgenden wurden die Gewe-
beschnitte im Dunkeln fiir mindestens 4 h bei RT mit Zweitantikdrpern geeigneter Verdiin-
nung (Tabelle 5) inkubiert, 2 x 10 min in PBS gewaschen und zur Erhaltung der Fluoreszenz

mit DABCO-haltigem Moviol eingedeckelt und bei 4°C gelagert.

Moviol 5g Moviol gelést / 20 ml PBS
10 ml Glycerin
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Tabelle 4: Erstantikorper fiir Gefrierschnitte

Alle Antikérper wurden mit PBS bis zu den angegebenen Konzentrationen verdinnt.

Antigen Donor-Organismus | Konzentration | Quelle

Myc Maus 1:100 Santa Cruz Biotechnology
Myc Kaninchen 1:100 Dianova

Isletl/2 Maus 1:100 DSHB *

Lim1/2 Maus 1:5 DSHB

Engrailedl Maus 1:50 DSHB

Chox10 Kaninchen 1:1000 J. Ericson

MNR2 Maus 1:50 DSHB

p27 Maus 1:100 BD Transduction Laboratories
NeuN Maus 1:500 Chemicon

BrdU Maus 1: 20 Bio-Science Products
Pax2 Kaninchen 1:200 Zymed

Mash Maus 1:33 BD Biosciences

Cst Kaninchen 1:25 Pineda

Sox3 Kaninchen 1:1000 J. Ericson

*DSHB, Developmental Studies Hybridoma Bank der Universitit von lowa

Tabelle 5: Fluoreszenz-gekoppelte Zweitantikorper

Alle Antikorper wurden mit PBS bis zur angegebenen Konzentration verdiinnt.

Antigen Konjugat Donor |Konzen- |Quelle
tration

Maus-IgG Cy™2 Esel 1:100 Jacson Immuno Research Lab Inc.
Maus-IgG cy™3 Esel 1:100 Jacson Immuno Research Lab Inc.
Maus-IgG Alexa Fluor©647 | Ziege |1:200 Molecular Probes Inc. MoBiTec
Kaninchen-IgG |Cy™?2 Esel 1:100 Jacson Immuno Research Lab Inc.
Kaninchen-IgG |Cy™3 Esel 1:100 Jacson Immuno Research Lab Inc.
Kaninchen-IgG | Alexa Fluor©647 | Ziege |1 :200 Molecular Probes Inc. MoBiTec
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2.8.2 Antikorperfirbung auf Paraffinschnitten

Zuerst wurde durch mehrere Waschschritte das Paraffin aus den Geweben auf den Paraffin-
schnitten (2.7.2) entfernt. Die Schnittpriparate wurden dafiir 3 x 10 min in Xylol, 2 x 5 min in
100% Ethanol, je 5 min in 90%, 70% und 50% Ethanol sowie 2 x 5 min in PBS inkubiert.
Angeschlossen wurde eine Behandlung mit 1% H,0,/PBS, um endogene Peroxidasen zu in-
aktivieren. Zur Demaskierung verdeckter Antigene wurden die Gewebe 3 min in Zitratpuffer
bis zum Siedepunkt des Puffers in der Mikrowelle erhitzt, 5 min abgekiihlt und erneut 3 min
aufgekocht. Nach zweimaligen Waschen fiir jeweils 5 min in PBS wurden die Gewebeschnitte
auf den Objekttragern moglichst nah mit einem Fettstift (ImmEdge-Pen; Vector Laboratories)
umrandet. Diese Technik gewéhrleistet, dass die im Folgenden aufgetragenen Losungen nicht
verlaufen und die Préparate vollstindig iiberdeckt bleiben. Zur Absittigung unspezifischer
Antikorperbindungsstellen wurden die Gewebeschnitte 1 h bei RT mit 10% Schafserum/PBS
iberschichtet. AnschlieBend wurden die Erstantikdrper in der entsprechenden Verdiinnung
(Tabelle 6) auf die Préparate gegeben und diese dann in einer feuchten Kammer iiN bei 4°C
inkubiert. Danach wurden die Objekttrager zur Entfernung iiberschiissiger und unspezifisch
gebundener Antikorper 2 x 20 min in PBS gewaschen. Im Folgenden wurden die Gewebe-
schnitte fiir mindestens 4 h bei RT mit Biotin-gekoppelten Zweitantikérpern in entsprechen-
der Verdiinnung (Tabelle 7) inkubiert, 2 x 5 min in PBS gewaschen und zur Bildung eines
Biotin-Avidin-Komplexes weitere 45 min in ABC-Losung inkubiert. AnschlieBend wurde
wiederum 2 x 5 min mit PBS gewaschen und die Zugabe des umzusetzenden Substrates Dia-
minobenzidin (DAB) vorbereitet. Dafiir wurde zuerst eine DAB-Tablette (Sigma) vollstidndig
in 1 ml dH,O geldst und nach Zugabe von 1,6 pl NiCl, eine H,O,-Tablette (Sigma). In dieser
Losung wurden die Gewebe im Dunkeln bis zur Entwicklung eines braunen Niederschlages
durch die enzymatische Umsetzung des DAB-Substrates inkubiert, die Reaktion bei ausrei-

chender Féarbung der Priparate in H,O gestoppt und die Objekte in Aquatex eingedeckelt.

Tabelle 6: Erstantikorper fir Paraffinschnitte

Antigen Donor-Organismus | Konzentration | Quelle

Myc Maus 1:100 Santa Cruz Biotechnology
GFP Maus 1:100 Roche

BrdU Maus 1:20 Bio-Science Products
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Tabelle 7: Biotinylierter Zweitantikérper

Antigen Konjugat |Donor |Konzentration | Quelle
Maus-IgG Biotin Ziege 1:1000 Vector Laboraties
Zitratpuffer 100 mM Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
pH 6 mit Zitronensaure
ABC-Losung 1% Lésung A, ABC-Kit (Vectastain Elite ABC-Kit, Vector Laboratories)

1% Losung B, ABC-Kit (Vectastain Elite ABC-Kit, Vector Laboratories)

PBS
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3 ERGEBNISSE

3.1 Expressionsanalyse von Cst im Neuralrohr

Frithere whole mount Expressionsanalysen der Embryonalstadien E7,5 bis E12,5 von Miusen
haben gezeigt, dass Cst in mehreren Geweben, u.a. im entstehenden Herzen und Neuralrohr
exprimiert wird (Hurtado et al, 2002). Whole mount in situ Hybridisierungen sowohl von
Mause- als auch von Hithnerembryonen dienten ebenso als experimenteller Ansatz fiir einen
Vergleich der Cst-Expression mit der Expression von Markergenen innerhalb des Neuralroh-
res. Hiernach wurde angenommen, dass in der Maus wéhrend der Stadien E10,5 und E11,5
eine Uberlappung der Expressionsdominen von Cst und Mathl (dP1) sicher und die von Cst
und Ngnl (dP2) wahrscheinlich ist. Fiir Hiihnerembryonen korrespondierender Entwicklungs-
stadien (HH20, HH24) ergab ein Vergleich der Expressionsdoménen mittels whole mount in
situ Hybridisierung, dass Cst zwar dauerhaft in einem Bereich dhnlich der Cathl-Domine
(dP1), aber erst im Stadium HH24 wahrscheinlich auch in dP2-Vorlduferzellen exprimiert
wird. Als Ergebnis wurde festgehalten, dass die Expressionsdoméne von Cst in Méuse- und
Hiithnerembryonen innerhalb des Neuralrohres auf die dorsalen, neuronalen Vorlduferzellen

dP1 und dP2 begrenzt ist (le Viseur, 2002).

Es muss jedoch beriicksichtigt werden, dass der experimentelle Ansatz, mittels whole mount
in situ Hybridisierung die Expressionsdomdnen verschiedener Gene einzeln nachzuweisen
und anschlieBend miteinander zu vergleichen, mit Nachteilen behaftet ist. Bei der Verwen-
dung mehrerer verschiedener Embryonen ist es neben moglichen qualitativen Schwankungen
auch aufgrund individueller morphologischer Unterschiede schwierig, exakt analoge Bereiche
miteinander in Beziehung zu setzen und zu vergleichen. Die Darstellung einer eventuellen
Koexpression auf zellulirem Niveau, um z.B. die Grenzbereiche von Expressionsdominen
ndher zu charakterisieren, ist entsprechend gar nicht moglich. Eine genauere Analyse erlaubt
dagegen die Methode der in situ Hybridisierung auf Paraffinschnitten. Diese birgt den Vorteil,
dass die Expression verschiedener Gene anhand eines Embryos dargestellt und verglichen
werden kann. Morphologische Variationen, wie sie auch bei Objekten dhnlicher Entwick-
lungsstufen auftreten, werden damit ausgeschlossen und Unterschiede, die aus der Priparation
oder Aufarbeitung einzelner Embryonen resultieren, brauchen nicht berticksichtigt zu werden.

Allerdings ist auch die Methode der in situ Hybridisierung auf Paraffinschnitten nicht geeig-
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net, die Koexpression mehrerer Gene auf zelluldirem Niveau darzustellen. Eine weiterfiihrende
experimentelle Alternative dafiir ist die Immunohistochemie. Hierbei konnen mittels spezifi-
scher Antikorper die Produkte verschiedener Gene innerhalb einer Zelle nachgewiesen wer-

den.

Um die anfanglichen Analysen zu vertiefen und das Expressionsmuster von Cs¢ im dorsalen
Neuralrohr von Miuse- und Hithnerembryonen der Stadien E10,5 und E11,5 bzw. HH20 und
HH24 genauer zu charakterisieren, wurden in der Arbeitsgruppe von Herrn Dr. T. Theil in situ
Hybridisierungen (2.3.5) sowie Antikorperfarbungen auf Paraffin- (2.8.2) und Kryostatschnit-
ten (2.8.1) angefertigt. Auf direkt alternierenden Schnittpriparaten wurde die Cst-Expres-
sionsdoméne mit denen fiir die unterschiedlichen Vorlduferzellpopulationen dP1, dP2 und
dP3 bis dP5 charakteristischen Expressionsmuster der proneuralen Gene Mathl, Ngn2 und
Mashl im Maus- bzw. Cathl, Ngnl, Cashl im Hiihnchenembryo verglichen. Die in Abb.
11A-D dargestellten in situ Hybridisierungen zeigen, dass die Cst-Expression in Mausembry-
onen bereits im Stadium E10,5 angrenzend an das Lumen des Neuralrohres, vollstindig mit
den Bereichen {iberlappt, in denen die Markergene Mathl und Ngn2 transkribiert werden,
folglich wird Cst also von Zellen der neuronalen Vorlduferzellpopulationen dP1 und dP2
exprimiert. Dariiber hinaus kann mit der in Abb. 11E dargestellten Antikorperfirbung gegen
Cst und Mashl belegt werden, dass sich die Expression von Cst mit der dorsalsten Region der
Mash1-Expressionsdoméne iiberschneidet, d.h. dem Bereich, der die dP3-Zellpopulation rep-
rasentiert. Im Stadium E10,5 kann auflerdem eine bisher noch nicht beschriebene Expression
von Cst in lateralen Regionen des Neuralrohrs detektiert werden (Abb. 11D, Pfeil), die darauf
hindeutet, dass Cs¢ nicht nur von Vorlduferzellen sondern auch von postmitotischen Zellen
exprimiert wird. Diese Domine reicht im Stadium E10,5 zwar von der dorsalen Hélfte des
Neuralrohres bis in die ventrale, ist im spéteren Stadium E11,5 aber auf den ventralen Bereich
beschriankt (Abb. 111). Eine zusétzliche Antikorperfarbung gegen BrdU (2.5.1.2), das in der
S-Phase befindliche, proliferierende neurale Vorlduferzellen markiert, zeigt, dass sich diese
Cst-exprimierenden Zellen benachbart zur ventrikuldren Zone des Neuralrohrs befinden und
jingst gebildete Neuronen (Abb. 11J) sind. Im Stadium E11,5 erscheint die dorsale Expressi-
onsdomédne von Cst (Abb. 11D, I) sowie der Bereich der Mathl-Expression (Abb. 11A, F)
weniger ausgedehnt als im Stadium E10,5. Dieses Phdnomen geht mit der fortschreitenden
Entwicklung des Neuralrohres, bei der die Populationen neuronaler Vorlduferzellen kleiner

werden, einher.
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Abb. 11: Expression von Cst im Neuralrohr von Maus- und Hithnchenembryonen.

Die Abbildung zeigt transversale Paraffin- (14 ym) und Kryostatschnitte (20 um) durch das Neuralrohr
von Mausembryonen des Stadiums E10,5 (A-E) und E11,5 (F-J) sowie von HUhnerembryonen des
Stadiums HH20 (K-N) und HH22 (O-R). Es wurden in situ Hybridisierungen gegen Math1 (A, F), Ngn2
(B, G), Mash1 (C, H), Cst (D, |, J), Cath1 (K, O), cNgn1 (L, P), Cash1 (M, Q) und cCst (N, R) sowie
Antikérperfarbungen gegen Cst (E), Mash1 (E) und BrdU (J) durchgefiihrt. Im Stadium E10,5 und
E11,5 wird Cst in dorsalen Vorlauferzellen, angrenzend an die Dachplatte exprimiert (D, E, I, J). Diese
Expressionsdomane Uberlappt mit der von Math1 (A, F) und Ngn2 (B, G). (E) Eine Doppel-Immuno-
fluoreszenz-Farbung von Cst (griin) und Mash1 (rot) offenbart die gleichzeitige Expression beider
Proteine in den dorsalsten Vorlauferzellen der Mash1-Doméne (AusschnittsvergrofRerung, Pfeil-
spitzen), durch die Uberlagerung der roten und griinen Fluoreszenz erscheinen diese Zellen gelb. (D,
I, J) Zusatzlich zur dorsalen Expressionsdomane von Cst (I, Pfeilspitze), ist die Transkription von Cst
auch in kirzlich gebildeten Neuronen im ventralen Neuralrohr nachweisbar (D, Pfeil, |, Pfeil). (J) zeigt
eine Doppel-Farbung der Cst-mRNA (blau) und einer Antikérperfarbung gegen BrdU (braun). (N, R) In
den Stadien HH20 und HH22 wird cCst in dorsalen Vorlauferzellen, Gberlappend mit den Expressi-
onsdomanen von Cath1 (K, O) und Ngn1 (L, P) exprimiert. Die Expressionsdomane von cCst Uber-
schneidet sich wahrscheinlich auch mit der dorsalsten Region der Cash1-Expression (M, Q).Die
Transkription von cCst ist ebenfalls in der Mantelzone des Neuralrohres (N, R) und in Motorneuronen
(R, Pfeilspitze) detektierbar.
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Die korrespondierenden in situ Hybridisierungen auf Paraffinschnitten von Hithnchenembry-
onen der Stadien HH20 und HH22 zeigen ein Expressionsmuster von Cst (Abb. 11N, R) im
Vergleich zu den Markergenen Cathl (Abb. 11K, O), Ngnl (Abb. 11L, P) und Cashl (Abb.
11M, Q), das dem in Mausembryonen entspricht. Dies zeigt, dass Cst in den neuronalen Vor-
lauferzellen dP1 und dP2 exprimiert wird und legt den Schluss nahe, dass sich die Cst-
Expressionsdomine auch auf dP3-Vorlduferzellen erstreckt. Aulerdem wird fiir Csz im Stadi-
um HH20 ebenfalls eine laterale Expressionsdoméne detektiert (Abb. 11N, Pfeil), die sich in
Analogie zum Mausembryo spiter (HH22) in ventrale Bereiche des Neuralrohres zuriickzieht.
Zusammengenommen lassen diese Ergebnisse auf eine evolutionir konservierte Expression
von Cst in neuronalen Vorlduferzellen im dorsalen Neuralrohr und in jiingst gebildeten Neu-

ronen in ventralen Bereichen schlief3en.

3.2  Funktion von Cst wiahrend der Musterbildung im Riickenmark

Schon in vorhergehenden Studien wurde, um Hinweise auf die Funktion von Cst im dorsalen
Neuralrohr zu erhalten, der Einfluss einer ektopischen Expression von Cst auf die Musterbil-
dungs- und Differenzierungsprozesse im Neuralrohr untersucht. Dafiir wurde ein, fiir 986 AS
kodierendes Fragment einer Cst~-cDNA der Maus (RIKEN-EST-Klon Gene accession number
BB026049) in den Expressionsvektor pCS2+MT inseriert und zur in ovo Elektroporation in
Hithnchenembryonen verwendet. Als Ergebnis dieser Experimente wurde zum einen fest-
gehalten, dass Cst in der Lage ist, Vorlduferzellen zu veranlassen aus dem Zellzyklus auszu-
treten und zu differenzieren. Im Weiteren wurde gezeigt, dass durch die ektopische Expressi-
on des Cst-Fragmentes keine zusitzliche Bildung von dI 2, 3, 4 oder 6-Interneuronen hervor-

gerufen wird (le Viseur, 2002).

Nach der Veroffentlichung dreier weiterer Cst-cDNA tragender EST-Klone (Gene accession
numbers AK048565, BB807051, AV242702) konnte durch Sequenzanalysen gezeigt werden,
dass mehrere alternative Spliceprodukte sowohl fiir den 5°-, als auch den 3’-Bereich der Cist-
cDNA moglich sind (personliche Mitteilung Dr. T. Theil), daneben aber ein Stopp-Kodon in
der von le Viseur verwendeten Sequenz nicht verifiziert werden konnte. Fiir weiterfithrende
Experimente wurde aus den zur Verfiigung stehenden EST-Klonen eine Sequenz kombiniert,
die fir ein Cst-Protein kodiert, das 1166 AS umfasst und die fiinf bereits beschriebenen Cst-
Motive (1.4) enthilt.
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Abb. 12: Cst | und Cst Il stellen alternative Spliceprodukte dar.

(A-C) Die Abbildung zeigt schematisch verschiedene Mdglichkeiten der Exon-Intron-Struktur des Cst-
Gens auf Chromosom 4 der Maus, abgeleitet aus dem Vergleich der cDNA-Sequenzen unabhangiger
EST-Klone mit der Sequenz genomischer DNA. Exone sind jeweils als Zylinder, Introns als Linie nicht
malstabsgetreu dargestellt. Die Nummerierung der Exongrenzen bezieht sich auf die Sequenzpositi-
onen der cDNA der verschiedenen EST-Klone, die Grol3e der Introns ist in kb angegeben.(A) Die Se-
quenzvarianten Cst | und Cst Il unterscheiden sich in ihrem Exon-Intron-Muster im 5'-Bereich bis zur
angegebenen Markierung (rote, gestrichelte Linie). Ab der Markierung sind die Sequenzen identisch.
Die blauen Pfeile markieren die Positionen der sequenzspezifischen Oligonukleotide Cst | Fw, Cst I
Fw und Cst Bw 0, fir den spezifischen Nachweis von Cst | und Cst Il mittels RT-PCR. (B) Auschnitts-
vergrélRerung der beiden Sequenzen Cst | und Cst Il. Gezeigt sind die fiir die Translation relevanten
Start (ATG, hell-, dunkelgriin)- und die vorhergehenden Stopp-Kodons (TGA, TAA, rot). Im 5’-Bereich
weist die Cst lI-Sequenz ein zusatzliches Start-Kodon (dunkelgriin) auf, dass den Leserahmen um 72
Basen im Vergleich zur Cst I-Sequenz erweitert. (C) Die von le Viseur verwendete Sequenz beinhaltet
im Vergleich zu Cst | ein zusatzliches Stopp-Kodon (TGA, rot) und das translationsrelevante Start-
Kodon (ATG, dunkelgriin) befindet sich damit im Gegensatz zu Cst | erst 540 Basen spater im folgen-
den Exon.

Diese, im folgenden Cst I genannte Sequenz erginzt die in der Arbeit von le Viseur verwen-
dete nun um 180 AS im 5’-Bereich. Eine Zusammenstellung der Cs¢ I- und der daraus abge-
leiteten Proteinsequenz befindet sich im Anhang (7.2.1). In Abb. 12 sind zum Vergleich

schematische Ausschnitte der in dieser Arbeit verwendeten Sequenz (Cst I), exemplarisch

eine weitere Cst-mRNA (Cst 1I) des 5'-Bereiches (Abb. 12A, B) und ein Ausschnitt der von le
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Viseur verwendeten Sequenz (Abb. 12C) in Form eines Exon-Intron-Modelles dargestellt. Die
Sequenzen Cst I und Cst Il unterscheiden sich wie in Abb. 12A gezeigt zum Teil im 5'-
Bereich ihrer Exon-Intron-Struktur, sind aber ab der markierten Position (Abb. 12A, B rote,
gestrichelte Linie) identisch. Nahe dieser Position befindet sich entsprechend auf beiden dar-
gestellten Sequenzen auch das gleiche Start-Kodon (ATG, hellgriin) fiir die Translation des
Cst-Proteins mit einer Lange von 1166 AS (Abb. 12B). Neben den vorausgehenden Stopp-
Kodons (TGA, TAA, rot) ist in Abb. 12B auch ein alternatives Start-Kodon (ATG, dunkel-
griin) der Cst 1I-Sequenz dargestellt, dass den Leserahmen im Vergleich zur Cst [-Sequenz
um 72 Basen erweitern wiirde. Dagegen zeigt Abb. 12C anhand von Cst I den Abschnitt der
von le Viseur verwendeten Sequenz, in dem das offene Leseraster durch ein weiteres Stopp-
Kodon (TGA, rot) unterbrochen wird und dadurch im Vergleich zu Cst I die Translation erst

540 Basen (ATG, dunkelgriin) spéter beginnt.

Die zusitzlich in Abb. 12A mit blauen Pfeilen gekennzeichneten Positionen der beiden Se-
quenzen zeigen Bindestellen fiir unterschiedliche Oligonukleotide (Cst I Fw, Cst I Fw, Cst
Bw 0) mit denen im Folgenden spezifisch beide Sequenzvarianten unabhingig voneinander
nachgewiesen werden sollten. Das in den beiden Oligonukleotidpaaren Cst I Fw/Cst Bw 0
und Cst II Fw/Cst Bw 0 verwendete 3'-Oligonukleotid Cst Bw 0 bindet in einem Sequenzab-
schnitt, der wie dargestellt (Abb. 12A) fiir beide Cst-Varianten identisch ist. Die Bindestellen
der beiden unterschiedlichen 5'-Oligonukleotid Cst I Fw und Cst II Fw wurden hingegen so
gewihlt, dass sie in nicht libereinstimmenden Exonsequenzen liegen, diese Oligonukleotide
also dazu verwendet werden konnen, spezifisch die verschiedenen Cst-mRNAs zu detektie-
ren. Zur Verifizierung, dass diese Cst [-Sequenz tatsdchlich so in Mausembryonen als mRNA
existent ist, wurde die Gesamt-RNA von Embryonen der Stadien E10,5 und E11,5 mittels RT-
PCR analysiert. Dafiir wurden im folgenden Mausembryonen der Stadien E10,5 und E11,5
isoliert (2.6.1), die Gesamt-RNA prépariert (2.3.1), mittels reverser Transkription (RT, 2.2.17)
in cDNA umgeschrieben und diese in eine PCR-Analyse (2.2.16) mit den beschriebenen spe-
zifischen Oligonukleotiden eingesetzt. Fiir das mit dem Oligonukleotidpaar Cst I Fw/Cst Bw
0 synthetisierte Amplifikat der Cst I-Sequenz wurde eine Liange von 430 bp erwartet. Das
Oligonukleotidpaar Cst II Fw/Cst Bw 0 sollte ein Amplifikat der Cst II-Sequenz mit einer von
Lange 370 bp generieren. Abb. 13 zeigt die PCR-Produkte der verschiedenen Ansétze nach
gelelektrophoretischer Auftrennung (2.2.8) und bestitigt, dass sowohl die fiir die vorliegende
Arbeit im weiteren relevante Cst I-Sequenz als auch die Cst II-Variante in den Embryonalsta-

dien E10,5 und E11,5 endogen als mRNA vorhanden sind.
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Abb. 13: RT-PCR zur Verifizierung der Cst I-
mRNA.

Dargestellt ist das Ergebnis einer RT-PCR mit
den fiir die Cst I- und Cst II-mRNA spezifischen
Oligonukleotiden Cst | Fw/Cst Bw 0 und Cst Il
Fw/Cst Bw 0. Die Spuren 1 und 3 enthalten das
Cst I-spezifische PCR-Produkt mit einer Lange
von 430 bp, die Spuren 2 und 4 zeigen das Cst II-
spezifische PCR-Produkt mit einer Lange von 370
bp fur die Stadien E10,5 (Spuren 1, 2) und E11,5
(Spuren 3, 4). Die RT-PCR dient als Nachweis fir
eine bestimmte Variante des 5-Bereiches der
Cst-mRNA in der Gesamt-RNA von Mausembry-
onen definierter Stadien. Die Amplifizierung von
genomischer DNA kann wegen der Intron-
umspannenden Verteilung der spezifischen Oli-
gonukleotide ausgeschlossen werden.

E10,5 E11,5

bp "cstl cstll' cstl  Cstll’

Die fiir fiinf Cst-Motive und 1166 AS kodierende Region der bestétigten Cst [-Sequenz wurde
nun ebenfalls in den bereits von le Viseur (2002) verwendeten Expressionsvektor pCS2+MT
kloniert und zur Charakterisierung der Funktion von Cst zur in ovo Elektroporation von
Hithnchenembryonen eingesetzt. Der pCS2+MT-Vektor (Abb. 14) enthélt einen Cytomega-
lus-Virus (CMV)-Promotor, der eine hohe Expressionsrate in jeder Zelle sicherstellt, eine fiir
sechs Epitope des humanen bHLH-Leuzin-Zipper-Proteins c-Myc kodierende Sequenz und
eine SV40 polyA-Region. Weiterhin befindet sich auf dem Plasmid ein Ampicillinresistenz-
Gen zu Selektionszwecken und eine multiple cloning site (MCS), in die Sequenzen so gerich-
tet inseriert werden konnen, dass aus der Promotor-kontrollierten Expression Fusionsproteine
mit N-terminalen cMyc-Epitopen resultieren. So wird erreicht, dass die Fusionsproteine nach
der Expression in Geweben mit, gegen das cMyc-Epitop gerichteten, kommerziell erhiltli-
chen Antikorpern detektiert werden konnen. Die Klonierungsstrategie fiir die Insertion der
Cst-Sequenz wurde unter Beriicksichtigung des, durch die cMyc-Epitop-Sequenzen bereits

vorgegebenen, offenen Leserahmens erstellt.

Die Region des Translation-Startkodons wurde dafiir mittels PCR unter Verwendung der Oli-
gonukleotide Cst Fw 18 und Cst Bw 6 (Tabelle 1) amplifiziert und durch die Oligonukleotid-
immanenten Restriktionsschnittstellen so modifiziert, dass dieses mit EcoRI/BamHI (358-
651) geschnittene PCR-Produkt zusammen mit einem 2,4 kb langen BamHI/Notl (651-3005)
und einem 1,2 kb umfassenden No#l/4vrIl (3005-4228) Fragment der Cst~-cDNA in den mit
EcoRI1/Xbal geoffneten Vektor unter Einhaltung des offenen Leserahmens kloniert werden
konnte. Die Angaben in den Klammern beziehen sich auf die Position der Nukleotide in der

Cst I-Sequenz (7.2.1). In Abb. 15 ist schematisch das Klonierungsprodukt der verkniipften
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cMyc und Cst kodierenden Sequenzen dargestellt, aus dem nach Promotor-gesteuerter Ex-

pression und anschlieBender Translation ein Myc-Cst-Fusionsprotein resultiert.
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Abb. 14: Schematische Darstel-
lung des Expressionsvektors
pCS2+MT.

Das Plasmid enthalt einen CMV-
Promotor, eine fir sechs cMyc-
Epitope kodierende Sequenz, eine
multiple cloning site, eine SV40
polyA-Sequenz und ein Ampicillin-
resistenz-Gen. Die Cst-cDNA wur-
de unter Fortfihrung des offenen
Leserahmens der cMyc-Epitope
zwischen die Schnittstellen von
EcoRI und Xbal inseriert. (Quelle:
modifiziert, nach Laboratory of
Randall Moon, University of
Washington, Howard Hughes
Medical Institute, Department of
Pharmacology)

Im Folgenden sollen Uberexpressionsstudien in Form von in ovo Elektroporationsexperimen-

ten (2.5) mit dem neuen cMyc-Cst-Konstrukt weiterfiihrende Einblicke in die Funktion von

Cst im dorsalen Neuralrohr geben. Die Methode der in ovo Elektroporation nach Maramatsu

et al., 1997 ermoglicht grundsétzlich die Manipulation der Genexpression wéhrend der Em-

bryonalentwicklung in verschiedenen Geweben des Huhns. Im Rahmen dieser Arbeit wurde

die in ovo Elektroporation dazu eingesetzt Neuralrohrzellen mit Expressionsplasmiden zu

transfizieren, die neben ausgesuchten Gensequenzen transkriptionsrelevante regulatorische

Elemente tragen und eine zellautonome Expression der eingefiihrten Gensequenz induzieren.

Myc-Cst

CMV-Promotor

pCS2+MT

ATG I|\TG

cMyc-Epitope (6x)

TGA
EcoRl BamHI (651) Notl (3005) ‘ Avrll (4228)
Cst-Motive 1 -4 Cst-Motiv 5
J
~
Cst-cDNA

N\

Abb. 15: Schematische Darstellung des Myc-Cst-Konstruktes.

Markiert sind die Positionen des CMV-Promotors, der Cst-cDNA, der fir die Klonierung verwendeten
Restriktionsschnittstellen, die Start-Kodons (ATG) der cMyc-Epitope und Cst sowie dessen Stopp-
Kodon (TGA). Das Cst-Start-Kodon wurde nur zum Erhalt der vollstandigen fur finf Cst-Motive kodie-
renden Sequenz bertcksichtigt und ist durch die vorangestellten ATGs der cMyc-Sequenz fir die
Translation des cMyc-Cst-Fusionsproteins ohne Relevanz.
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Dazu wird die Plasmid-DNA in das Lumen des Neuralrohres injiziert und der Embryo danach
einem elektrischen Feld ausgesetzt. Dadurch wird erreicht, dass Zellmembranen kurzfristig so
permeabel werden, dass die DNA von den an das Lumen des Neuralrohres grenzenden Zellen
aufgenommen werden kann. Zudem wird der Embryo so in dem elektrischen Feld positio-
niert, dass die partiell negativ geladenen DNA jeweils nur in Zellen einer, ndmlich der Anode
zugewandten Seite des Neuralrohres eindringt. Da die Zellen der zur Kathode gelegenen Seite
hingegen keine Plasmid-DNA aufnehmen, bietet diese Versuchsanordung den Vorteil, dass
im Rahmen eines Experimentes innerhalb desselben Organismus auch eine gleichbehandelte

wildtypische Kontrolle zum direkten Vergleich vorliegt.

Die fortschreitende Entwicklung im frithen dorsalen Neuralrohr wird durch ein komplexes
Zusammenspiel verschiedener Faktoren gesteuert, die auch grundlegende Proliferations- und
Differenzierungsprozesse aufeinander abstimmen und regulieren. Wie bereits gezeigt (3.1),
wird Cst zusammen mit den, Differenzierung induzierenden, basischen Helix-Loop-Helix
(bHLH) Transkriptionsfaktoren Mathl, Mash1 (Nakada et al, 2004), (Cai et al, 2000, Farah et
al, 2000) und Ngn1/2 (Helms et al, 2003, Sun et al, 2001) in den neuronalen Vorlauferzellen
dP1-dP3 exprimiert. Daraus ergibt sich die Frage, ob auch Cst das Potential hat, auf Prolifera-
tions- oder Differenzierungsmechanismen Einfluss zu nehmen. Erste Hinweise auf die Funk-
tion von Cst gibt die Arbeit von le Viseur, in der festgestellt wurde, dass es sich bei Zellen mit
ektopischer Expression eines dhnlichen Myc-Cst-Konstruktes (s.0.) um differenzierte Neuro-
nen handelt (le Viseur, 2002), die sich in der Mantelzone des Neuralrohres befinden. Folgen-
de Uberexpressionsanalysen sollen nun genaueren Aufschluss iiber das Schicksal Myc-Cst
exprimierender Zellen geben. In diesen Experimenten wurde das Expressionsplasmid (Abb.
15) mittels der in ovo Elektroporation (2.5) in Zellen des Neuralrohres von Hithnerembryonen
in einem Entwicklungsstadium zwischen HH10 und HH12 eingeschleust. Kurz vor der Isolie-
rung der Embryonen 24 h bzw. 48 h nach der Elektroporation wurden diese mit BrdU behan-
delt (2.5.1.1). BrdU wird nur wéhrend der S-Phase der Mitose als Thymidin-Analogon bei der
DNA-Replikation eingebaut und kann durch einen spezifischen Antikorper (a-BrdU) detek-
tiert werden. Durch das eng vorgegebene Zeitfenster von 2 h in denen Zellen BrdU aufneh-
men und einbauen konnen, werden im Neuralrohr ausschlieBlich akut proliferierende Zellen
und damit die basale Seite der ventrikuldre Zone markiert. Nach der Isolierung wurden die
Embryonen fiir Antikorperfarbungen auf Kryoschnitten (2.8.1) aufbereitet. Die Verwendung
von Erst-Antikorpern aus unterschiedlichen Spezies (Tabelle 4) und Fluoreszenz-Farbstoff-
gekoppelter Zweit-Antikorper (Tabelle 5) ermdglicht, dass nach der Anregung mit Licht defi-

nierter Wellenldngen, auf einem Prdparat mehrere verschiedene Antigen-Antikorper-
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Komplexe durch ihre unterschiedlichen Fluoreszenzfarben gleichzeitig nachgewiesen werden
konnen. Befinden sich dariiber hinaus die unterschiedlich z.B. griin und rot fluoreszierenden
Komplexe in geringer rdumlicher Entfernung zueinander iiberlagert sich die emittierende

Strahlung zu einer weiteren Farbvariante, im genannten Beispiel zu gelb.

Bei in dieser Arbeit durchgefiihrten in ovo Elektroporationen wurde neben dem bereits vorge-
stellten Myc-Vektor u.a. auch das Expressionsplasmid pCAGGS (Abb. 16) verwendet. Dieses
enthidlt nach einem CMV-Enhancer, -Actin-Promotor und einer MCS eine IRES (internal
ribosomal entry site)-Sequenz vor einem Abschnitt, der fiir ein kernlokalisiertes GFP (griin
fluoreszierendes Protein) kodiert. Wird in die MCS eine weitere kodierende Sequenz vor der
des GFP eingefiigt, ermdglicht das IRES-Element die Translation beider Proteine von nur
einem Transkript. Die Expression des downstream gelegenen GFP als Folge der in ovo Elek-
troporation dient zum einen zur Detektion der Zellen, die das Plasmid aufgenommen haben
und nun ektopisch exprimieren und unterstiitzt zusétzlich die Annahme, dass die Transkripti-
on beider Gene erfolgreich war. Die griine Fluoreszenz des GFP kann durch die Anregung mit
Licht der entsprechenden Wellenlédnge gleich einem mit Floureszenz-Farbstoff gekoppelten
Antikorper leicht detektiert werden. Der leere pCAGGS-Vektor, ohne zusitzliche kodierende
Sequenz wurde im folgenden Experiment zur Kontrolle eingesetzt, um eventuell auftretende,

elektroporationsbedingte Artefakte auszuschlieBen.

pCAGGS
thwol, C!al, EchV, SmaII/XmaI, erul, Nhlel, chl
’\‘ I/
pCAGGS | | | pCAGGS
CMV-E ‘ MCS ‘ NLS GFP

B-Actin-P  IRES

Abb. 16: Schematische Darstellung des pCAGGS (IRES-GFP)-Vektors.

Dargestellt sind der CMV-Enhancer (CMV-E), der B-Actin-Promotor (B-Actin-P), die multiple cloning
site (MCS), das IRES (internal ribosomal entry site)-Element, die Kernlokalisierungssequenz (NLS)
und die fur ein grin fluoreszierendes Protein (GFP) kodierende Sequenz des pCAGGS-
Expressionsplasmides. In die MCS kann eine zweite kodierende Sequenz vor die des GFPs inseriert
werden. Das IRES-Element ermdglicht die Translation beider Proteine von nur einem Transkript.

In Abb. 17 sind die Ergebnisse der in ovo Elektroporation mit Myc-Cst dargestellt. In dieser
und allen folgenden Abbildungen transversaler Neuralrohrschnitte elektroporierter Embryo-

nen zeigt die linke Seite des Neuralrohres immer die ektopische Expression des eingeschleus-

ten Konstruktes, wéhrend die rechte Seite nur das wildtypisch Expressionsmuster endogener
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Markergene reprasentiert. 24 h nach der Elektroporation (nE) (Abb. 17A, E) befinden sich die
Embryonen in ihrer Entwicklung zwischen Stadium HH16 und HH18 und die durch BrdU
markierte ventrikuldre Zone nimmt zu diesem Zeitpunkt noch fast die gesamte Breite des

Neuralrohres ein.

| 24hnE | 48 h nE |

Myc-Cst

GFP

Abb. 17: Cst induziert Differenzierung.

Die Abbildung zeigt transversale Kryostatschnitte (20 um) von Embryonen des Stadiums HH18 (A, E)
und HH20-HH22 (B-D, F-H) 24 h bzw. 48 h nach der Elektroporation (nE) mit Myc-Cst (A-D) oder GFP
(E-H). Es wurden Antikérperfarbungen gegen Myc (A-D, grin), BrdU (A, B, E, F, rot), p27 (C, G, rot)
und NeuN (D, H, rot) durchgefiihrt. 24 h nE sind sowohl Myc™ (A) als auch GFP" Zellen (E) iiber die
gesamte Breite der elektroporierten Seite des Neuralrohres detektierbar, darunter jeweils auch einige
proliferierende Zellen; die zusatzlich BrdU" sind (Pfeilspitzen). 48 h nE befindet sich im Gegensatz zu
GFP" (F) keine Myc" Zellen (B) mehr in der durch BrdU markierten ventrikuléren Zone. Anders als bei
der gleichmafigen Verteilung GFP exprimierender Zellen (G, H) zwischen ventrikularer und Mantelzo-
ne, befinden sich die meisten Myc” Zellen in der Mantelzone und exprimieren die neuronalen Marker
p27 (C) und NeuN (D).

Wie die Antikorperfiarbung gegen Myc (griin) und BrdU (rot) in Abb. 17A zeigt, befinden
sind 24 h nE Myc-Cst exprimierende Zellen (Myc', griin) sowohl im lateralen Bereich des
Neuralrohres, auflerhalb der durch BrdU markierten ventrikuldren Zone als auch noch nahe
des Lumens und sind zum Teil BrdU positiv (BrdU", rot, Myc' /BrdU", gelb, Pfeilspitzen).
Dies bedeutet, dass sich die letztgenannten Zellen sicher in einem proliferierenden Zustand
befinden. Eine dhnliche Verteilung ergibt auch die in Abb. 17E dargestellte Elektroporation
mit dem GFP-Kontrollplasmid. Hier konnen ebenfalls zum einen Zellen detektiert werden, die
sich auBlerhalb der ventrikuldren Zone oder nahe des Lumens befinden und nur GFP (griin)
exprimieren oder in der VZ liegen und gleichzeitig BrdU" (BrdU", rot, GFP"/BrdU", gelb,
Pfeilspitzen) sind.
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48 h nE (HH20-HH22) gibt es jedoch keine Hinweise mehr auf einen proliferierenden Status
von Myc'-Zellen, da keine Myc/BrdU"-Zellen mehr detektierbar und alle Myc-Cst exprimie-
renden Zellen lateral zur ventrikuldren Zone, in der Mantelzone lokalisiert sind (Abb. 17B).
Dies steht klar im Gegensatz zu der weiterhin gleichmiBigen Verteilung der GFP'-Zellen
iiber die gesamte Breite der elektroporierten Seite des Neuralrohrs, von Bereichen nahe des
Lumens bis zur Mantelzone, auch 48 h nE (Abb. 17F). Die Position der Myc'-Zellen lateral
der ventrikuldren Zone und die Beobachtung, dass alle Myc-Cst exprimierenden Zellen BrdU
negativ (BrdU") sind, deutet darauf hin, dass es sich um postmitotische Neuronen handelt. Um
diese Vermutung zu bestitigen, wurden Antikorperfarbungen gegen p27 und NeuN durchge-
fiihrt. p27 ist ein Zellzyklusgen, das fiir ein CdK-inhibierendes Protein (CIP) kodiert (Polyak
et al., 1994). Es spielt eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der neuronalen Differenzierung
und dient als Marker fiir postmitotische Neuroepithel-Zellen sowie differenzierte Neuronen
(Levine et al. 2000, Dyer et al. 2001, Li et al. 2002). NeuN wird ebenfalls in differenzierten
Neuronen (Mullen et al. 1992) jedoch spéter als p27 exprimiert. Doppelfarbungen gegen Myc
und p27 (Abb. 17C) oder NeuN (Abb. 17D) ergeben nun, dass die meisten Myc-Cst exprimie-
renden Zellen tatsichlich auch p27" oder NeuN" sind, wihrend nur ein geringer Anteil der
GFP"-Zellen diese Marker differenzierter Neuronen exprimiert (Abb. 17G, H). Ein Unter-
schied in der Expression der betrachteten Marker p27 und NeuN zwischen der linken Seite
des Neuralrohres mit ektopischer Expression der eingeschleusten Plasmide und der wildtypi-
schen rechten Hélfte wurde sowohl 24 h als auch 48 h nE weder fiir GFP noch fiir Myc-Cst
elektroporierte  Embryonen festgestellt. Da die Elektroporation des Kontrollplasmids
pCAGGS keinen Einfluss auf Proliferations (BrdU)- oder Differenzierungsprozesse (p27,
NeuN) hat, kann angenommen werden, dass durch GFP"-Zellen die normale Verteilung von
Zellen zwischen der ventrikuldren und Mantelzone des Neuralrohres 24 h bzw. 48 h nach ei-
ner Elektroporation widergespiegelt wird. Somit ist das Phiinomen, dass sich alle Myc'-Zellen
48 h nE lateral der ventrikuldren Zone befinden, eindeutig auf die ektopische Expression von
Myc-Cst zuriickzufiihren. Dies bedeutet, dass durch die Expression von Cst die friihzeitige

neuronale Differenzierung proliferierender Vorlduferzellen gefordert wird.

3.3  Einfluss von Cst auf die Subtypspezifizierung von Neuronen des Rii-

ckenmarks

Endogen wird Cst in dorsalen Vorlduferzellen bestimmter Populationen (dP1-dP3) exprimiert,

aus denen verschiedene neuronale Subtypen mit unterschiedlicher Spezifitit hervorgehen. Die
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ektopische Expression von Myc-Cst fordert zudem friihzeitig die Differenzierung neuronaler
Vorlduferzellen, was dazu fiihrt, dass 48 h nE Myc'-Zellen nicht mehr in proliferierenden
Zellen, sondern ausschlieflich auflerhalb der ventrikuldren Zone detektiert werden. Aus die-
sen Beobachtungen kann die Moglichkeit in Betracht gezogen werden, dass Cst auch einen
Einfluss auf die Spezifizierung neuronaler Subtypen haben konnte. Zur Beantwortung dieser
Frage und zur weiteren Charakterisierung der Funktion von Cst wurden 48 h nach der in ovo
Elektroporation mit Myc-Cst in situ Hybridisierungen und Antikorperfarbungen auf Kryo-
und Paraffinschnitten gegen spezifische endogene Marker der verschiedenen Typen dorsaler
und ventraler Inter- bzw. Motorneuronen angefertigt. Die Expression des Markers LA2b ist
charakteristisch fiir dI1-Interneuronen (Lee et al., 2000), Lim1/2 kennzeichnet die dorsalen
und ventralen Interneuronen dI2, dI4, dI6 und VO bis V2 (Gowan et al., 2001) und Isl1/2 (Is-
let) wird nur in den dorsalen Interneuronen dI3 sowie in Motorneuronen exprimiert (Ericson
et al., 1992). Typisch fiir die ventralen Neuronen V1 und V2 ist die jeweilige Expression von
Enl (Engrailed) bzw. Chx10 (Chox) (Ericson et al., 1997) und die Expression von MNR?2 ist

spezifisch fiir Motorneuronen.

| Myc [ Lh2b | Lim1/2 | Isl1/2 |

=

Abb. 18: Cst hat keinen Einfluss auf die Subtypspezifizierung von Interneuronen des Riicken-
marks.

Die Abbildung zeigt transversale Paraffin- und Kryostatschnitte (14 ym bzw. 20 um) von Embryonen
des Stadiums HH22 48 h nE mit Myc-Cst. Es wurden in situ Hybridisierungen gegen Lh2b (B, blau,
dl1) und Antikérperfarbungen gegen Myc (A, braun, C-G, grin), Lim1/2 (C, rot, dI2, di4, dI6, V0-V2),
Isl1/2 (D, rot, dI3, MN), En1 (E, rot, V1), Chx10 (F, rot, V2) und MNR2 (G, rot, MN) durchgefiihrt. Nach
der Elektroporation sind Myc*-Zellen (iber die gesamte Lénge der dorso-ventralen Achse der elektro-
porierten Seite des Neuralrohres detektierbar. Innerhalb einer jeden Markerdomane sind doppelt posi-
tive Zellen nachweisbar, wobei die Expressionsmuster der einzelnen Marker zwischen der elektropo-
rierten (linken) und der wildtypischen (rechten) Seite des Neuralrohres keine Unterschiede aufweisen.
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48 h nach der Elektroporation von Myc-Cst sind Myc'-Zellen durchgingig iiber die gesamte
Léange der dorso-ventralen Achse der elektroporierten Seite des Embryos (Abb. 18A, C-G)
und damit potentiell innerhalb einer jeden Subpopulation von Neuronen, unterscheidbar an-
hand der jeweiligen Expression der oben genannten Marker (Abb. 18B-G), detektierbar. Tat-
sachlich konnen auBer fiir dI1-Interneuronen durch Antikdrperfirbungen in jeder einzelnen
Domine differenzierter Neuronen neben ausschlieBlich subtypspezifisch markierten (rot) oder
Myc-Cst exprimierenden Zellen (griin) auch doppelt positive Zellen (Myc'/Marker’, gelb)
nachgewiesen werden. Fiir den Bereich der dI1-Interneuronen gibt der Vergleich der Expres-
sionsdoménen von Myc-Cst (Abb. 18A) und LA2b (Abb. 18B) auf alternierenden Schnittpra-
paraten einen Hinweis auf deren gleichzeitige Expression. Die durch die Doppelfarbungen
nachgewiesene Koexpression von Myc-Cst und den spezifischen Markern bestétigt noch ein-
mal den differenzierten neuronalen Status der Myc-Cst exprimierenden Zellen 48 h nach der
Elektroporation. Wie aber der Vergleich mit der wildtypischen Neuralrohrseite offenbart,
bleiben die Expressionsmuster sowohl der betrachteten dorsalen als auch der ventralen Inter-
und Motorneuronenmarker trotz der ektopischen Expression von Myc-Cst unverdandert. Dem-
nach interferiert die Myc-Cst-Expression nicht mit dem jeweiligen Differenzierungspro-
gramm des korrespondierenden neuronalen Zelltyps und fiihrt alleine weder zu einer vermehr-

ten Bildung noch zu einer Verringerung eines bestimmten dorsalen oder ventralen Neuronen-

typs.

Die Ergebnisse dieser in ovo Elektroporationsexperimente zeigen also, dass Myc-Cst nach 48
h zwar in einer Vielzahl verschiedener, differenzierten Neuronen exprimiert wird, diese aber
unverdndert mit dem Differenzierungsprogramm entsprechend ihrer Position auf der dorso-
ventralen Achse des Neuralrohres fortfahren. Daraus kann geschlossen werden, dass die Ex-

pression von Cst alleine keinen Einfluss auf die Subtypspezifizierung hat.

34 Molekulare Mechanismen der durch Cst induzierten neuronalen Dif-

ferenzierung

Wihrend der Neurogenese wird durch die sorgfiltige Kombination von Proliferations- und
Differenzierungsmechanismen erreicht, dass bestimmte unterschiedliche neuronale Subtypen
in korrekter Anzahl entstehen. Dazu sind zum einen Faktoren notwendig, die durch die Regu-
lation des Zellzyklus die Menge und die Grofle der Vorlduferzellpopulationen kontrollieren

und zum anderen solche, die die Differenzierung der Vorlduferzellen in spezifische Neuronen
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steuern. Durch die Untersuchung des Einflusses der ektopischen Expression von Myc-Cst auf
solche Schliisselfaktoren kann vielleicht der bereits gezeigte Effekt von Cst, frithzeitig neuro-
nale Differenzierung zu férdern, den Mechanismen der Proliferation und Differenzierung kon-

trollierenden Prozessen zugeordnet werden.

34.1 Einfluss von Cst auf Schliisselfaktoren der Proliferation und neuronaler Diffe-

renzierung

Die Synthesephase (S) und die mitotische Teilung (M) eines Zellzyklus werden durch die
Phasen G; (M-G;-S) und G, (S-G,-M) voneinander getrennt. Zur Uberschreitung bestimmter
Kontrollpunkte wihrend der Phasen G; und G, zur Fortsetzung des Zellzyklus bedarf es der
Komplexbildung von Cyclin-abhingigen Kinasen (CdK) mit verschiedenen Cyclinen. Folg-
lich kann der Zellzyklus und damit die Proliferation auch durch eine Inaktivierung der CdKs
unterbrochen werden. Ein solcher Inhibitor Cyclin-abhédngiger Kinasen ist das bereits erwédhn-
te p27, das somit als ein potentieller Kandidat zu betrachten ist, durch dessen Induzierung
andere Faktoren differenzierende Wirkung entfalten kdnnen. So férdern proneurale Faktoren
wie Mathl oder Ngnl, deren Aktivitdt zum Austritt der Vorlduferzellen aus dem Zellzyklus,
threr Wanderung aus der ventrikuldren Zone und neuronaler Differenzierung fiihrt (Cau et al.,
2002, Nakada et al., 2004, Parras et al., 2002, Perez et al., 1999), auch die Expression von
p27 (Farah et al., 2000).

| p27

Math1-GFP

Abb. 19: Induktion von p27 durch Math1 und Ngn1 aber nicht durch Cst.

Die Abbildung zeigt transversale Kryoschnitte (20 um) von Embryonen des Stadiums HH17 24 h nE
mit Math1-GFP (A), Ngn1-GFP (B) und Myc-Cst (C). Es wurden Antikérperfarbungen gegen p27 (A-C,
rot) und Myc (C, griin) durchgefihrt, GFP (grin) reprasentiert die Math1 (A) bzw. Ngn1 (B) exprimie-
renden Zellen. Das zu diesem Zeitpunkt eigentlich erst in wenigen, ventral gelegenen Zellen des Neu-
ralrohres exprimierte p27 wird durch die ektopische Expression von Math1 und Ngn1 auch in weiter
dorsal gelegenen Regionen und in der Nahe des Lumens induziert (Pfeile, GFP*/p27”, gelb). Nach der
Elektroporation mit Myc-Cst weist das Expressionsmuster von p27 zwischen der elektroporierten (lin-
ken) und der wildtypischen (rechten) Seite des Neuralrohres keine Unterschiede auf. Es werden keine
Myc'/p277-Zellen detektiert.
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Zur Beantwortung der Frage, ob Cst ebenfalls durch die Aktivierung von p27 Differenzie-
rungsprozesse reguliert, wurden schon 24 h nach der ektopischen Expression von Myc-Cst,
Mathl (in pCAGGS) und Ngnl (in pCAGGS) durch in ovo Elektroporation Antikorperfir-
bungen auf Kryoschnitten angefertigt und die Expression von p27 untersucht. Zu diesem
Zeitpunkt hat die ektopische Expression sowohl von Math1-GFP (Abb. 19A ,griin) als auch
Ngnl-GFP (Abb. 19B, griin) bereits zu einer erheblichen Induktion von p27 (rot) im Neural-
rohr der elektroporierten Embryonen gefiihrt (Abb. 19A, B, GFP'/p27", gelb, Pfeile), so dass
auch auBerhalb der endogenen Expressionsdomine von p27 zahlreiche weitere p27 -Zellen
nachgewiesen werden konnen. Im Gegensatz dazu wird durch die ektopische Expression von
Myc-Cst kein vergleichbarer Effekt hervorgerufen (Abb. 19C). Zum einen bleibt die endo-
gene Expressionsdomine von p27 unverdndert und zum anderen kdnnen keine Zellen detek-
tiert werden, die sowohl Myc" als auch p27" sind. Dies zeigt, dass Cst anders als die proneu-

ralen Faktoren Math1 und Ngn1 nicht die Expression von p27 induziert.

Der kontinuierliche Ablauf des Zellzyklusgeschehens ist aber nicht nur durch die Inhibierung
der CdKs sondern auch durch Eingriffe in die Expression der an der Komplexbildung beteilig-
ten Cycline zu beeinflussen. Die Cycline lassen sich entsprechend ihres Vorkommens in die
zweil Klassen G-Phase- und mitotische (G;) Cycline unterteilen und sind in jedem Zellzyklus
einem Kreislauf von Synthese und Degradation unterworfen. Die Analyse von Verlustmutan-
ten und Experimente mit in Kultur gehaltenen Zellen haben u.a. gezeigt, dass ein Funktions-
verlust der Gene CyclinB3 (G;), D1 und D2 (G,) zur Folge hat, dass proliferierende Zellen
nicht mehr die Mitosephase erreichen (Minshull et al., 1989), den Zellzyklus vorzeitig verlas-
sen und mit der Differenzierung beginnen (Fantl et al., 1999, Fantle et al., 1995, Hu et al.,
2001). Dem beobachteten Effekt, dass Cst, in neuronalen Vorlduferzellen Differenzierung
induziert, konnte daher eine Inhibierung der Expression von Cyclinen zu Grunde liegen. Um
diese Moglichkeit zu liberpriifen, wurde 24 h nE der Einfluss der ektopischen Expression von
Myc-Cst auf die Genexpression von CyclinB3, D1 und D2 durch Antikérperfarbungen und in
situ Hybridisierungen auf Paraffinschnitten untersucht. Die Auswertung der Ergebnisse zeigt
allerdings, dass die Expressionsmuster der oben genannten Cycline unter dem Einfluss von

Myc-Cst (Abb. 20A, B und Daten nicht gezeigt) unveréndert bleiben.

Andere Faktoren beeinflussen die Entwicklung des Neuralrohres durch die Inhibierung neu-
ronaler Differenzierung. Dazu gehort auch der basische Helix-Loop-Helix (bHLH) Transkrip-
tionsfaktor Hes5. Fiir Proteine der Hes-Familie sind zurzeit zwei unterschiedliche Wirkungs-

mechanismen bekannt (Ross et al., 2003). Zum einen binden sie in Form von Homo- oder
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Heterodimeren an sequenzspezifische DNA-Elemente, sogenannte N-Boxen (CACNAG), und
inhibieren dadurch die Expression von, fiir neuronale Differenzierung notwendigen, proneura-
len Genen wie z.B. Mashl (Chen et al., 1997, Davis et al., 2001). Andererseits interagieren
Hes-Proteine auch direkt, physikalisch mit proneuralen bHLH-Transkriptionsfaktoren. Sie
vermitteln unter Beteiligung weiterer Proteine die Bildung eines Repressorkomplexes (Giagt-
zoglou et al., 2003), der die Expression der Zielgene proneuraler Faktoren und damit deren
Féhigkeit, neuronale Differenzierung auszuldsen, verhindert (Alifragis et al., 1997, Sasai et
al., 1992). Der differenzierungsfordernde Effekt von Cst konnte also durch die Inhibierung
der Expression von Hes5 verursacht werden. Wie in Abb. 20C dargestellt, hat die ektopische

Expression von Myc-Cst jedoch keinen Einfluss auf das Expressionsmuster von HesS.

Ein weiterer Kandidat fiir die Inhibierung neuronaler Differenzierung im Neuralrohr ist das
Helix-Loop-Helix (HLH)-Protein Id2 (Martinsen et al., 1998). Fiir die Wirkungsweise der
Faktoren der Id-Familie sind ebenfalls mehrere Mechanismen beschrieben. Den HLH-
Proteinen fehlt ein Bereich basischer Aminoséuren, der fiir eine Bindung an DNA notwendig
wire, und als solche bilden sie mit bHLH-Transkriptionsfaktoren Heterodimere (Jen et al.,
1997), die folglich nicht an DNA binden kdnnen. Dariiber hinaus inhibieren Id-Proteine neu-
ronale Differenzierung, indem sie mit E-Proteinen Dimere bilden, die als Kofaktoren fiir pro-
neurale bHLH-Proteine zur Aktivierung der Transkription ihrer Zielgene essentiell sind (Nor-
ton, 2000). Andererseits unterstiitzen Mitglieder der Id-Familie die Fortsetzung der Prolifera-
tion neuronaler Vorlduferzellen, indem sie Faktoren der Retinoblastoma (Rb)-Gruppe inhibie-
ren und dadurch die Aktivierung Zellzyklus fordernder Genen ermdglichen (Iavarone, ef al.,
1994). Eine Verinderung des Expressionsmusters von /d2 durch die ektopische Expression
von Myc-Cst, die den positiven Einfluss von Cst auf die Differenzierung erkldren konnte,
wurde nicht beobachtet (Abb. 20D). Somit ist der Differenzierungseffekt von Cst nicht auf

eine Reprimierung der Expression von Hes5 oder /d2, zuriickzufiihren.

Zur weiteren Klarung, wie Cst Differenzierung induziert, wird im Folgenden die Wirkung der
ektopischen Myc-Cst Expression auf das Expressionsverhalten proneuraler Gene wie Ngnl
oder Cashl, die fiir die neuronale Differenzierung von Vorlduferzellen im dorsalen Neural-
rohr sowohl notwendig als auch hinreichend sind (Bertrand et al., 2002), untersucht. Denkbar
ist, dass Cst die Expression proneuraler Gene verstarkt und auf diesem Weg aktiv Differenzie-
rungsprozesse unterstiitzt. Diese Annahme kann jedoch nicht durch in ovo Elektroporation-

sexperimente und anschlieBende in situ Hybridisierung bestdtigt werden, da die ektopische
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Expression von Myc-Cst keine Verdnderung im Expressionsmuster von Ngnl oder Cashl

verursacht (Abb. 20E und Daten nicht gezeigt).
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Abb. 20: Molekulare Mechanismen Cst-induzierter neuronaler Differenzierung.

Die Abbildung zeigt transversale Paraffinschnitte (14 ym) von Embryonen des Stadiums HH17 24 h
nE mit Myc-Cst. Es wurden Antikorperfarbungen gegen Myc (A) und in situ Hybridisierungen gegen
CyclinB3 (B), Hes5 (C), Id2 (D), Ngn1 (E), NeuroM (F), Delta1 (G) und cCst (H) durchgefiihrt. Nach
der Elektroporation sind Myc'-Zellen {iber die gesamte Lange und Breite der elektroporierten Seite
des Neuralrohres detektierbar, dennoch weisen die Expressionsmuster der einzelnen Marker zwi-
schen der elektroporierten (linken) und der wildtypischen (rechten) Seite des Neuralrohres keine Un-
terschiede auf.

Cst fordert Differenzierungsprozesse zwar nicht auf der Ebene proneuraler Gene, konnte statt
dessen aber auf die Expression downstream gelegener Zielgene Einfluss nehmen. Ein bekann-
tes Zielgen der proneuralen Faktoren ist NeuroM, das ebenfalls flir ein bHLH-Protein kodiert.
NeuroM wird in allen Zellen auf der dorso-ventralen Achse des Neuralrohres zu dem Zeit-
punkt exprimiert, wenn Zellen die ventrikuldre Zone verlassen und mit der Migration in die
Mantelzone beginnen (Roztocil et al., 1997). Ein weiteres Zielgen ist der Ligand Deltal aus
der Notch-Delta-Signalkaskade, durch die der Mechanismus der lateralen Inhibition vermittelt
wird. Dieser, in der ventrikuldren Zone stattfindende Prozess reguliert kontinuierlich den An-
teil differenzierender Zellen und gewihrleistet somit, dass wahrend der Neurogenese bestin-
dig Populationen proneuraler Vorlduferzellen erhalten bleiben (Henrique et al., 1995). Wie in
Abb. 20F und G dargestellt ist, wird die Expression der proneuralen Zielgene NeuroM und
Deltal durch die ektopische Expression von Myc-Cst nicht verdndert. Somit kann der diffe-

renzierungsfordernde Einfluss von Cst auch nicht auf diese Ebene der Regulation proneuraler

Zielgene eingeordnet werden.
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Daneben hat die ektopische Expression von Myc-Cst im Neuralrohr von Hithnerembryonen
auch keinen Einfluss auf das endogene Cstz-Expressionsmuster (Abb. 20H), womit ein autore-

gulatorischer Mechanismus ausgeschlossen werden kann.

Im Weiteren gibt es neben dem durch den aktivierten Notch-Rezeptor induzierten Mechanis-
mus der lateralen Inhibition Hinweise auf weitere Faktoren, die der Neurogenese aktiv entge-
genwirken und einen undifferenzierten oder sogar proliferierenden Zustand von Zellen erhal-
ten. So unterbinden die Mitglieder der high mobility group (HMG)-Box Familie Sox1-3 (Ka-
machi et al., 2000) zwar nicht die Expression proneuraler bHLH-Gene, blockieren aber die
Kapazitit der entsprechenden proneuralen bHLH-Proteine, weiterfiihrende Schritte neuronaler
Differenzierung zu induzieren. AuBBerdem scheint das Vermdgen proneuraler Proteine, die
Generierung von Neuronen aus Vorlduferzellen zu dirigieren, u.a. auf der Fahigkeit zu basie-
ren, die Expression der Gene Sox1-3 zu reprimieren (Bylund et al., 2003, Graham et al.,
2003). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eine konstitutive Expression von Sox2 neurona-
le Differenzierung inhibiert und charakteristische Merkmale von Vorlduferzellen aufrechter-
hilt. Ubereinstimmend damit fiihrt die Inhibierung von Sox2 zu einer Delaminierung von
Vorlduferzellen aus der ventrikuldren Zone und dem Verlassen des Zellzyklus, was mit einem
Verlust vorlduferzelltypischer Marker und der statt dessen einsetzenden Expression von Mar-

kern frither neuronaler Differenzierung einhergeht (Graham et al., 2003).

Sox2 | | Sox2 | Sox2 |

GFP

Ngn1-GFP

" Ngn1- Myc- GFP
GFP  Cst

% GFP" 0. Myc*/ Sox2 -Zellen

Abb. 21: Einfluss von Myc-Cst auf die Sox2 Expression.

Die Abbildung zeigt transversale Kryoschnitte (20 um) von Embryonen des Stadiums HH16 20 h nE
mit Ngn1-GFP (A), Myc-Cst (B) und GFP (C). Es wurden Antikdrperfarbungen gegen Myc (B) und dem
in Vorlauferzellen exprimierten Sox2 (A-C) durchgefuhrt. In (A) reprasentiert GFP (griin) Ngn1 expri-
mierende Zellen. 20 h nE wurde in etwa 50% (47% + 10%) aller Ngn-GFP exprimierenden Zellen die
Expression von Sox2 herunterreguliert (A, D), dagegen hat Myc-Cst (B, D) genau wie GFP auch (C;
D) keinen Einfluss auf die Expression von Sox2.

Im Hinblick auf die Frage, ob der Differenzierungseffekt von Cst auf der Inhibierung der Ex-
pression von Sox2 basiert, wurde 20 h nE mit Myc-Cst der Anteil der Myc'-Zellen ermittelt,

in denen Sox2 nicht weiter detektierbar war. Parallel dazu wurden in ovo Elektroporationen
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mit Ngnl (in pCAGGS) als bekannter Sox2-Inhibitor sowie dem fiir die Neurogenese irrele-
vanten GFP (Abb. 17E-H) durchgefiihrt, um die Effizienz von Myc-Cst bewerten zu kénnen.
20 h nE ist bereits in anndhernd der Hélfte (47% + 10%) aller Ngn-GFP exprimierenden Zel-
len Sox2 herunterreguliert (GFP'/Sox2") und durch Antikorperfarbung nicht mehr nachweis-
bar (Abb. 21A, D). Im Unterschied dazu sind nach der ektopischen Expression von Myc-Cst
nur 5% (+ 4%) aller Myc'-Zellen auch Sox2™ (Myc'/Sox2") (Abb. 21B, D). Eine vergleichbare
Zahl (5% + 3%) an GFP" aber Sox2™-Zellen (GFP"/Sox2") wird auch nach der Elektroporation
des GFP-Kontrollplasmids (Abb. 21C, D) beobachtet, wodurch deutlich wird, dass Cst seinen

Einfluss auf die Neurogenese nicht iiber die Inhibierung von Sox2 ausiibt.

Bisher konnte also gezeigt werden, dass die ektopische Expression von Myc-Cst in Vorlaufer-
zellen eine friihzeitige neuronale Differenzierung unterstiitzt, ohne weiteren Einfluss auf die
Spezifizierung der verschiedenen untersuchten Subtypen dorsaler sowie ventraler Inter- und
Motorneuronen zu nehmen. Wie die Ergebnisse der bisherigen Experimente nahe legen, resul-
tiert dieser Effekt von Cst auf die Neurogenese jedoch nicht aus einer Unterbrechung des
Zellzyklus, durch die Aktivierung des CdK-Inhibitors p27 oder der transkriptionellen Inhibie-
rung verschiedener, zur Fortsetzung des Zellzyklus essentieller Cycline. Ebenso kann ausge-
schlossen werden, dass Cst durch die Aktivierung der Expression proneuraler Gene oder die
Inhibierung der Expression negativer Regulatoren proneuraler Genfunktion die Neurogenese
fordert. Zudem nimmt Cst weder Einfluss auf die Expression proneuraler Zielgene, die den
Beginn der Migration mitotisch nicht weiter aktiver Zellen markieren noch auf solche, die
iiber die Notch/Delta-Signalkaskade den Mechanismus der lateralen Inhibition steuern. Im
Weiteren konnte festgestellt werden, dass Cst auch nicht die Fahigkeit proneuraler bHLH-
Transkriptionsfaktoren besitzt, die Expression von Sox2 zu inhibieren um neuronale Differen-
zierung zu induzieren. Insgesamt weisen die Ergebnisse an dieser Stelle eher darauthin, dass
Cst entweder unabhingig von den proneuralen Genen oder in Kooperation mit ihnen Neuro-

genese kontrolliert.

3.4.2 Die zentralen Cst-Motive binden spezifisch die Castor Ziel-Sequenz

Transkriptionsfaktoren sind mit wenigen Ausnahmen Proteine, die an Enhancer- oder Promo-
torregionen binden um die Transkription eines bestimmten Genes zu aktivieren oder reprimie-
ren. Im Allgemeinen kann die Struktur eines Transkriptionsfaktors in verschiedene Doméanen

unterteilt werden. Eine DNA-bindende Doméne, mit der eine spezifische DNA-Sequenz er-
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kannt werden kann und eine transkriptionsaktivierende oder trans-aktivierende Doméne, die
als Aktivator oder auch als Repressor auf ein Gen wirkt, an dessen Promotor oder Enhancer
der Transkriptionsfaktor gebunden hat. Zusétzlich kdnnen noch eine oder mehrere Regionen
dazu bestimmt sein, mit anderen Proteinen in Wechselwirkung zu treten (Janning et al.,
2004). Fiir den aus Drosophila bekannten Zinkfinger-Transkriptionsfaktor Castor konnte be-
reits gezeigt werden, dass er fiir die Transkription von POU-Homdoboxgenen sowohl als ne-
gativer als auch positiver Regulator dient (Kambadur et al., 1998). So fungiert Castor zum
einen als direkter Repressor von pdm-1 und pdm-2, ist aber gleichzeitig notwendig fiir die
vollstindige Expression der Gene drf und I-POU (1.4). Aus der sequenzspezifischen DNA-
Bindung konnte auBBerdem auch eine Ziel-Sequenz fiir das Drosophila Castor Protein ermittelt

werden (Kambadur ef al., 1998).

Sequenzanalysen zeigen, dass die aus den Cst-cDNAs verschiedener Spezies abgeleiteten
Aminoséuresequenzen im Bereich der Cst-Motive eine extensive Ubereinstimmung zueinan-
der und gleichfalls eine deutliche Ahnlichkeit mit der Zinkfinger-Domine des Drosophila
Castor Proteins aufweisen (Hurtado et al., 2002, le Viseur, 2002, personliche Mitteilung Dr.
T. Theil). Daher ist zum einen die Frage nahe liegend, ob die zentrale Cst-Zinkfinger-Doméne
ebenfalls DNA bindet und weiter, ob die aus Drosophila bekannte Ziel-Sequenz ebenso als
spezifisches Bindemotiv erkannt wird. Um die DNA bindenden Eigenschaften der zentralen
Cst-Motive zu untersuchen, wurde diese Domine als Glutathion-S-Transferase-Fusions-
protein (GST-Fusionsprotein) in Bakterien exprimiert, aufgereinigt (2.4.1) und in Gelretarda-
tionsexperimenten (2.4.2) eingesetzt. Dafiir wurde zunéchst die fiir 244 AS kodierende Se-
quenz der ersten vier Cst-Motive in den Vektor pGEX-4T3 (Pharmacia) kloniert. Dieser
pGEX-4T3 Vektor enthélt einen tac-Promotor, fiir eine effiziente Expression des Fusionspro-
teins, eine fiir die ersten 225 Aminosduren der Glutation S-Transferase (GST) kodierende
Sequenz und eine SV40 polyA-Region. Die Translation des Proteins kann durch die Bindung
von IPTG an den Repressor induziert werden. Weiterhin befindet sich zu Selektionszwecken
auf dem Plasmid ein Ampicillinresistenz-Gen und eine MCS, in die Sequenzen so gerichtet
inseriert werden konnen, dass aus der Promotor-kontrollierten Expression Fusionsproteine mit
N-terminalem GST-Anteil resultieren. So wird der Vorteil erreicht, gezielt das Fusionsprotein
durch eine Affinitdtschromatographie (2.4.1) aufreinigen zu konnen. Die Klonierungsstrategie
fiir die Insertion der vier Cst-Motive wurde unter Beriicksichtigung des, durch die GST-
Sequenz bereits vorgegebenen, offenen Leserahmens erstellt. Die Region der Cst-Motive 1-4
wurde dafiir mittels PCR, mit den Oligonukleotiden Cst Fw 15 und Cst Bw 15 (Tabelle 1)

amplifiziert und durch Oligonukleotid-immanente Restriktionsschnittstellen so modifiziert,
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dass dieses mit EcoRI/Xhol geschnittene PCR-Produkt in den ebenfalls mit EcoRI/Xhol ge-
Offneten Vektor unter Einhaltung des offenen Leserahmens kloniert werden konnte. In Abb.
22A ist schematisch das Klonierungsprodukt der verkniipften GST und Cst-Motiv1-4 kodie-
renden Sequenz dargestellt, aus dem nach der Translation ein GST-CstM1-4-Fusionsprotein
resultiert. Ebenfalls abgebildet (Abb. 22B) ist das durch Affinitdtschromatographie aufgerei-
nigte Protein, dessen GroB3e im Rahmen der experimentellen Auswertgenauigkeit dem theore-
tischen Molekulargewicht des Fusionsproteins von 56 kDa entsprach. Das aufgereinigte GST-

Cstyi-4 Protein wurde anschlieBend in Gelretardationsexperimenten eingesetzt.

Bei dieser Methode wird ausgenutzt, dass ein stabiler Protein-DNA-Komplex messbar lang-
samer durch ein natives Polyacrylamidgel wandert als die freien Einzelkomponenten. Kann in
einer Retardationsanalyse zusitzlich zu der Bande schnell wandernder, ungebundener DNA
auch eine Bande mit geringerer Wanderungsgeschwindigkeit detektiert werden, gilt diese als
Beweis, dass die DNA durch das eingesetzte Protein gebunden werden kann. Im Rahmen die-
ser Arbeit wurden fiir die Gelretardationsexperimente radioaktiv-markierte, doppelstrangige
Oligonukleotide (2.2.18, 2.2.19), mit der aus Drosophila bekannten Castor Ziel-Sequenz #12
des pdm-1 Promotors (Tabelle 1) zusammen mit dem aufgereinigten GST-Csty;.4-Protein
inkubiert und die Ansdtze anschlieBend mittels nativer Polyacrylamid-Gelelektrophorese und
Autoradiographie analysiert. Abb. 22C zeigt die Ergebnisse mehrerer Gelretardationsansétze.
In Spur 1 ist dargestellt, dass das Fusionsprotein die Oligonukleotide bindet, die der aus Dro-
sophila bekannten Castor Ziel-Sequenz #12 des pdm-1 Promotors entsprechen, denn neben
den freien Oligonukleotiden in der Bande am unteren Bildrand kann noch eine weitere Bande
mit kiirzerer Laufstrecke detektiert werden. Diese stellt den DNA-Protein-Komplex dar, der
auch unter gelelektrophoretischen Bedingungen noch stabil ist, was wiederum ein Beleg fiir
die spezifische Wechselwirkung zwischen Protein und DNA ist. Dass diese Wechselwirkung
tatsdchlich nicht obligatorisch und die DNA-Bindung zudem allein auf die Cst-Motive zu-
riickzufiihren ist, wird anhand der entsprechenden Kontrolle bewiesen. Der isolierte GST-
Anteil ist nicht fahig DNA zu komplexieren und folglich kann, wie in Spur 6 gezeigt, aul3er
freien Oligonukleotiden keine weitere Bande detektiert werden. Die zentrale Zinkfingerdo-
méne des Cst-Proteins ist also prinzipiell zur Bindung an DNA fdhig. Um im Weiteren zu
iiberpriifen, ob die DNA-Bindung sequenzspezifisch ist, wurden Kompetitionsexperimente
durchgefiihrt. Hierfiir werden den Ansidtzen mit konstanten Proteinmengen neben den radio-
aktiv-markierten Oligonukleotiden noch steigende Mengen nicht-markierte Oligonukleotide
zunichst gleicher Sequenz zugefiigt, die nun um die Bindungstellen der Proteinmolekiile kon-

kurrieren.
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Abb. 22: Das Fusionsprotein GST-Csty 4.

(A) Schematische Darstellung des GST-Cstyq.4-Konstruktes in einem pGEX-4T3 Vektor zur Herstel-
lung eines Fusionsproteins. Hinter die fur die ersten 225 AS der Glutathion-S-Transferase kodierende
Sequenz (GST) wurde unter Einhaltung des offenen Leserahmens die fiir die 244 AS der ersten vier
Cst-Motive kodierende Sequenz (Csty1.4) in den mit EcoRI/Xhol gedffneten Vektor pPGEX-4T3 kloniert.
(B) Dargestellt ist das affinitdtsaufgereinigte Fusionsprotein GST-Csty;4 in einem silbergefarbten,
denaturierenden Polyacrylamidgel. (C) Exponat eines nativen Polyacrylamidgeles nach Gelretardati-
onsexperimenten. (Spur 1-5) 50 ng GST-Cst y14 Fusionsprotein bzw. GST-Protein (Spur 6) wurden
mit radioaktiv markierten Oligomeren inkubiert und die entstandenen DNA-Protein-Komplexe gele-
lektrophoretisch von freien Oligonukleotiden getrennt. Wahrend das GST-Protein alleine nicht an die
eingesetzten Oligonukleotide bindet (Spur 6), fihrt die Verwendung von GST-Csty4.4-Fusionsproteinen
(Spuren 1-5) zur Bildung spezifischer Komplexe. Die Spuren 2 und 3 zeigen Kompetitionsansatze mit
einem Uberschuss an nicht-markierten Oligomeren mit der bekannten Castor Ziel-Sequenz #12 des
pdm-1 Promotors, die Spuren 4 und 5 mit unspezifischen Kompetitor-Oligonukleotiden der Emx2-
Enhancer-Sequenz.

Statistisch tiberwiegt dann die Anzahl der Komplexe in denen nicht-markierte Oligonukleoti-
de gebunden werden, was nach der Retardation und Autoradiographie eine geringere Banden-

intensitdt zur Folge hat. Wie der Vergleich der Bandenintensitdten in den Spuren 1, 2 und 3 in
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Abb. 22C zeigt, wird schon bei einem einhundertfachen Uberschuss ein Teil der markierten
Oligonukleotide bei der Komplexbildung ersetzt und ein vierhundertfacher Uberschuss ist
ausreichend, die Bandenintensitdt auf ein Minimum zu reduzieren. In den weiterfilhrenden
Kompetitionsexperimenten werden neben den markierten Oligonukleotiden mit der Castor
Ziel-Sequenz des pdm-1-Promotors nicht-markierte Oligonukleotide mit der fiir Castor unspe-
zifischen Sequenz des Emx2-Enhancers eingesetzt. In diesen Ansétzen bleibt die Intensitét der
Komplexbanden allerdings erhalten (Abb. 22C, Spur 4, 5). Folglich richtet sich die Komplex-
bildung nicht allein nach der statistischen Verteilung der zur Verfiigung stehenden Oligo-
nukleotide. Stattdessen dominiert dabei vielmehr die Affinitdt der GST-Csty-4-Proteine fiir
die markierten Oligonukleotide mit der Castor-spezifischen Ziel-Sequenz, auch wenn deren
relative Konzentration nur gering ist. Insgesamt zeigen diese Ergebnisse also, dass die Cst-
Motive 1-4 in vitro die Fahigkeit besitzen, DNA mit der Castor Ziel-Sequenz spezifisch zu

binden.

3.4.3 Elektroporation mit Repressor- und Aktivator-Konstrukten

Nachdem nun bereits der Doméne der Cst-Motive 1-4 eine spezifische, DNA-bindende Funk-
tion zugeordnet werden konnte, ist es im Folgenden von Interesse zu untersuchen, ob die Fa-
higkeit des Transkriptionsfaktors Cst frithzeitig Neurogenese zu unterstiitzen, auf der Aktivie-
rung oder Reprimierung von Genexpression basiert. Die experimentelle Strategie ist, den
DNA-bindenden Bereich des Cst-Proteins mit etablierten Repressor- bzw. Aktivator-
Doménen andere Proteine zu verkniipfen, die Funktion dieser Fusionsproteine anschlieend in
Uberexpressionsstudien zu analysieren und mit bisherigen Ergebnissen zu vergleichen. Je
nachdem ob Cst als transkriptioneller Aktivator oder Repressor fungiert, sollte nur das korres-
pondierende Konstrukt den bereits gezeigten Einfluss von Myc-Cst auf die Differenzierung
grundsétzlich reproduzieren (Abb. 17). Im Gegensatz dazu konnte durch die ektopische Ex-
pression des funktionell gegensitzlichen Konstruktes sogar auch ein gegenteiliger Effekt her-
vorgerufen werden, was ebenso ein starker Hinweis auf die Funktionsweise von Cst wére. Fiir
das folgende in ovo Elektroporationsexperiment wurden daher die vier zentralen DNA-bin-
denden Cst-Motive 1-4 mit bekannten Transkription aktivierenden bzw. reprimierenden Do-
ménen verkniipft. Als Aktivatordoméine wurde das E1A Element aus dem Adenovirus (Lillie
et al., 1989) gewihlt und alternativ dazu die Repressordoméne des Engrailed-Proteins (Smith
et al., 1996) aus D. melanogaster (Han et al., 1993). Diese beiden Elemente wurden bereits

jeweils in pCS2+MT-Vektoren (s.0.) kloniert und freundlicherweise von T. Pieler zur Verfi-
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gung gestellt (Marine et al., 1997). Die Region der Cst-Motive 1-4 wurde wie zuvor (3.4.2)
mittels PCR amplifiziert und durch Oligonukleotid-immanente Restriktionsschnittstellen so
modifiziert, dass dieses mit EcoRI/Xhol geschnittenen PCR-Produkt in die gleichermallen
gedffneten Vektoren unter Einhaltung der offenen Leserahmen sowohl der Myc-Tags als auch
der, sofern vorgesehen, bereits eingefiigten Doménen kloniert werden konnte. Die resultieren-
den Konstrukte Myc-Csty.4-E1TA (A) und Myc-Csty4-EngR (B) sind schematisch in Abb.
23 dargestellt. Gezeigt ist auch das zur Kontrolle gefertigte und elektroporierte Konstrukt
Myc-Cstyia (C), dass ausschlieBlich die Region der Cst-Motive 1-4 im pCS2+MT-

Expressionsvektor beinhaltet.

A Myc-Csty 44 ATG

CMV-Promotor |EcoRI Xhol

pCS2+MT | pCS2+MT
cMyc
Cst-Motive 1 -4

B Myc-CStM1_4-E1 A ATG
CMV-Promotor

pCS2+MT | | PCS2+MT
cMyc E1A

Cst-Motive 1 -4

CMV-Promotor |EcoRI Xhol

pCS2+MT | | pCS2+MT
cMyc EngR
Cst-Motive 1 -4

Abb. 23: Schematische Darstellung der Myc-Csty .4, Myc-Csty14-E1A- und Myc-Csty;4-EngR-
Konstrukte.

Zur Herstellung des Myc-Csty14-Konstruktes (A) wurde die Doméane der Cst-Motive 1-4 unter Fortfuh-
rung des offenen Leserahmens der cMyc-Epitope zwischen die Schnittstellen von EcoRI und Xhol des
Expressionsvektors pCS2+MT inseriert. Ebenfalls unter Einhaltung des Leserahmens enthalten die
Konstrukte Myc-Csty1.4-E1A (B) zusatzlich die Sequenz der transaktivierenden Doméane E1A des Ade-
novirus und das Konstrukt Myc-Csty14-EngR (C) die Sequenz der Repressordoméane des Engrailed-
Proteins aus D. melanogaster.

48 h nE mit Myc-Csty4-E1A und Myc-Csty;4-EngR befinden sich gleichermaBen die Myc'-

Zellen lateral zur ventrikuldren Zone und exprimieren gleichzeitig den Marker fiir differen-
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zierte Neuronen p27 (Abb. 24A, B). Damit wird also sowohl durch das Repressor- als auch
durch das Aktivator-Konstrukt das bereits dargestellte, durch das ungekiirzte Myc-Cst hervor-
gerufene Expressionsmuster (Abb. 17D) reproduziert. Weiterhin zeigt das Expressionsmuster
des ebenfalls elektroporierten Konstruktes Myc-Csty;4 (Abb. 24C) auch keinen wesentlichen
Unterschied zu Myc-Cst, Myc-Csty4-E1A oder Myc-Csty4-EngR, obwohl dem Block aus
vier Cst-Doménen, die jeweils zwei C,H,-Zinkfinger-Motive aufweisen, bisher nur DNA-
bindende Funktion zugeordnet wurde. Somit kann aus diesen Experimenten zwar nicht abge-
leitet werden, ob Cst als Transkriptionsaktivator oder -Repressor fungiert, jedoch zeigen die
Ergebnisse, dass die zentrale Doméne der Cst-Motive ausreichend ist, um neuronale Differen-

zierung von Vorlduferzellen im Neuralrohr auszuldsen.

|

| | Myc p27 | Myc p27

| Myc p27

Abb. 24: Expression von Myc-Csty1.4, -E1A und -EngR in differenzierten Neuronen.

Die Abbildung zeigt transversale Kryoschnitte (20 um) von Embryonen des Stadiums HH21 48 h nE
mit Myc-Csty4-E1A (A), Myc-Cstyi4-EngR (B) und Myc-Cstyq4 (C). Es wurden Antikdrperfarbungen
gegen Myc und dem in differenzierten Neuronen exprimierten p27 durchgefuhrt. Nach der ektopischen
Expression aller drei Konstrukte befindet sich die iiberwiegende Mehrheit der Myc*-Zellen lateral der
ventrikuldren Zone und ist p27~.

3.5 Cstund negative Regulatoren der Differenzierung

In ovo Elektroporationsexperimente mit Myc-Cst haben bereits gezeigt, dass die Expression
von Cst in Vorlduferzellen des Neuralrohres einen differenzierungsfordernden Charakter hat.
So fiihrt die ektopische Expression von Myc-Cst dazu, dass 48 h nE Myc'-Zellen ausschlieB3-
lich lateral der ventrikuldren Zone detektierbar sind und, wie spezifische Antikdrperfarbungen
u.a. gegen p27 belegen, als differenzierte Neuronen identifizieren werden konnen. Durch die
weiteren bisherigen Analysen konnte allerdings noch kein positiver Befund zur Aufklirung
des Wirkungsmechanismus von Cst ermittelt werden. Um einen Einblick in die Cst induzierte
Neurogenese zu erhalten, wurde im Folgenden untersucht, ob bereits bekannte negative Regu-
latoren bzw. Inhibitoren der Differenzierung ihrerseits einen Einfluss auf die differenzierende

Wirkung von Cst ausiiben konnen. In diesem experimentellen Ansatz wurde daher das Myc-
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Cst-Konstrukt zusammen mit Expressionsplasmiden der differenzierungshemmenden Fakto-
ren Hes5 oder 1d2 koelektroporiert. 48 h nE wird ermittelt, ob Cst dem Differenzierung inhi-
bierenden Effekt von Hes5 bzw. 1d2 entgegenwirken kann. Dazu wurde durch den Marker
p27 der Differenzierungszustand der Zellen bestimmt, in denen die Expressionsprodukte bei-

der elektroporierten Plasmide nachgewiesen werden konnten.

3.5.1 Koelektroporation von Myc-Cst und Hes5-GFP

Basische Helix-Loop-Helix Transkriptionsfaktoren der Hes-Familie inhibieren nicht nur als
transkriptionelle Repressoren die Expression proneuraler Gene sondern auch als direkte Inter-
aktionspartner proneuraler Proteine deren Funktion, die Expression von Zielgenen zu induzie-
ren und dadurch Differenzierung auszulésen. Auch Hes5 erhilt nach diesem Prinzip den un-
differenzierten, proliferativen Zustand neuronaler Vorlduferzellen aufrecht (Ishibashi et al.,
1995, Nakamura et al., 2000, Ohtsuka et al., 2001). Ubereinstimmend damit kénnen 48 h nE
eines Hes5-GFP-Konstruktes (Tabelle 3) nur wenige Zellen detektiert werden, die trotz der
ektopischen Hes5 Expression differenziert und daher durch p27 markierbar sind (Abb. 25A,
GFP'/p27", gelb, Pfeilspitzen). Lediglich 5,2% (+ 1,5%) der GFP exprimierenden Zellen sind
auch p27" (Abb. 25E). Dagegen ist die Anzahl der GFP'/p27"-Zellen nach der Koelektropora-
tion von Myc-Cst und Hes5-GFP sichtlich héher (Abb. 25B, GFP"/p27", gelb, Pfeilspitzen).

Hp27Myc
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o

_‘ p2 ‘ \ p2 Hp27Myc

w
o

N
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T 52— 36,8
1,5 45

-
o

Hes5-GFP

=

% p27*-Zellen nE von
Hes5-GFP + Myc-Cst

=3

GFP* Myc*/
GFp*

\Myc-CstIHesS-GFP\

Abb. 25: Koelektroporation von Myc-Cst und Hes5-GFP.

Die Abbildung zeigt transversale Kryostatschnitte (20 um) der elektroporierten Neuralrohrseite von
Embryonen des Stadiums HH22 48 h nach der Elektroporation mit Hes5-GFP (A) bzw. nach der Koe-
lektroporation von Myc-Cst und Hes5-GFP (B-D). Es wurden Antikorperfarbungen gegen p27 (A-D,
rot) und Myc (B, D, blau) durchgefiihrt, GFP (griin) reprasentiert Hes5 exprimierende Zellen. (E) Es
wurden jeweils 5 elektroporierte Embryonen untersucht, 25343 Zellen bei der Einzel- und 4549 Zel-
len bei der Koelektroporation ausgezahlt. Durch die ektopische Expression von Hes5-GFP wird neu-
ronale Differenzierung inhibiert, so dass nur wenige elektroporierte Zellen p27 exprimieren
(GFP'/p27", gelb) (A, Pfeilspitzen, E). Nach der Koelektroporation ist die Anzahl der GFP*/p27"-Zellen
(gelb) deutlich héher (B, Pfeilspitzen). Diese Zellen exprimieren auer Hes5-GFP und p27 auch Myc-
Cst (Myc'/GFP*/p27*, weiR) (C, Pfeilspitzen, D). Der weit groRere Anteil Hes5-GFP und Myc-Cst
exprimierender Zellen (Myc'/GFP?, tiirkis) bleibt jedoch undifferenziert und ist p27° (C, D, Pfeile, E).
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Tatsdchlich exprimieren nun mehr als ein Drittel (36,8% * 4,5%) der Zellen in denen beide
Expressionsprodukte (Myc'/GFP") nachgewiesen werden konnten zusitzlich p27 (Abb. 25C-
E, Myc'/GFP'/p27", weiB, Pfeilspitzen), wodurch diese Zellen als differenzierte Neuronen
ausgewiesen werden. Andererseits bedeutet dies aber auch, dass knapp zwei Drittel (63,2% =+
4,5%) aller gleichzeitig Myc-Cst und Hes5-GFP exprimierenden Zellen 48 h nE noch nicht
p27 exprimieren und damit nicht differenziert sind (Abb. 25C, D, Myc'/GFP"/p27’, tiirkis,
Pfeile). Fiir diese Analyse wurden jeweils 5 elektroporierte Embryonen untersucht, £5343
Zellen bei der Einzel- und 24549 Zellen bei der Koelektroporation ausgezihlt. Auffillig bei
den koelektroporierten Embryonen ist die relativ grole Rate der Zellen, die nur Hes5-GFP
ektopisch exprimieren im Vergleich zur Menge der Myc'/GFP'-Zellen, ein Phiinomen, das in

anderen Koelektroporationsexperimenten nicht beobachtet wurde (Abb. 28F, Abb. 30G).

Die Ergebnisse zeigen, dass der starke negative Einfluss von Hes5 auf die Differenzierung
durch die Koelektroporation mit Myc-Cst um ein Vielfaches reduziert werden kann. Dies be-
deutet, dass in einem Teil der Zellen trotz der Inhibierung der Aktivitit proneuraler Gene und
bHLH-Faktoren durch Hes5 die Wirkung von Myc-Cst ausreichend ist, Differenzierung zu
initiileren. Dennoch schrinken sich die ektopisch exprimierten Faktoren Myc-Cst und Hes5-
GFP gegenseitig in ihrer Wirkung auf das Differenzierungs- bzw. Proliferationsverhalten der
Zellen ein. Auch wenn der Anteil der differenzierten Hes5-GFP exprimierenden Zellen durch
die Wirkung von Myc-Cst um den Faktor 7 erhoht wird, bleibt in der Mehrzahl der Zellen die
Wirkung von Hes5-GFP ausreichend auch in der Gegenwart von Myc-Cst weiterhin die neu-

ronale Differenzierung zu inhibieren.

3.5.2 Koelektroporation von Myc-Cst und 1d2-GFP

Mitglieder der Id-Familie einschlieBlich 1d2 sind HLH-Proteine und wirken auf verschiedene
Weisen inhibierend auf die Differenzierung neuronaler Vorlduferzellen. Durch die direkte
Interaktion mit diesen HLH-Faktoren werden einerseits fiir die Funktion proneuraler Proteine
essentielle Kofaktoren unzugénglich, andererseits konnen bHLH-Proteine nicht mehr an DNA
binden (Martinsen et al., 1998). Dariiber hinaus werden mit der Inhibierung von Rb-Faktoren
durch Id2 negative Regulatoren des Zellzyklus auler Kraft gesetzt (Iavarone, ef al., 1994).
Damit korrelieren die Ergebnisse der in ovo Elektroporation eines Id2-GFP-Konstruktes
(Tabelle 3), die zeigen, dass 48 h nE nur wenige Zellen mit ektopischer 1d2-GFP Expression
gleichzeitig p27 exprimieren und demnach differenziert sind (13,8% + 3,3%) (Abb. 26A,
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GFP'/p27", gelb, Pfeilspitzen, E). Dieser Anteil GFP'/p27"-Zellen ist dagegen in mit Myc-Cst
und I1d2-GFP koelektroporierten Embryonen deutlich groBer (Abb. 26B, GFP'/p27", gelb).
Anders als bei der Koelektroporation mit Hes5-GFP, ist in diesem experimentellen Ansatz die
Mehrheit der Myc'/GFP'-Zellen (74,5% + 3,7%) bereits differenziert und exprimiert daher
auch p27 (Abb. 26C-E, Myc'/GFP /p27", weiB).
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Abb. 26: Koelektroporation von Myc-Cst und Id2-GFP.

Die Abbildung zeigt transversale Kryostatschnitte (20 um) der elektroporierten Neuralrohrseite von
Embryonen des Stadiums HH22 48 h nach der Elektroporation mit Id2-GFP (A) bzw. nach der Koe-
lektroporation von Myc-Cst und 1d2-GFP (B-D). Es wurden Antikdrperfarbungen gegen p27 (A-D, rot)
und Myc (B, D, blau) durchgefihrt, GFP (griin) reprasentiert Id2 exprimierende Zellen. (E) Es wurden
jeweils 5 elektroporierte Embryonen untersucht, 26811 Zellen bei der Einzel- und 26089 Zellen bei der
Koelektroporation ausgezahlt. Durch die ektopische Expression von Id2-GFP wird neuronale Differen-
zierung inhibiert, so dass nur wenige elektroporierte Zellen p27 exprimieren (GFP*/p27°, gelb) (A,
Pfeilspitzen, E). Nach der Koelektroporation ist die Anzahl der GFP*/p27*-Zellen (gelb) deutlich gréRer
(B). Ein Grofteil der Myc-Cst und 1d2-GFP exprimierenden Zellen ist bereits differenziert und somit
p27* (Myc'/GFP*/p27°, weiR) (C-E). Deutlich weniger Zellen, die beide Faktoren ektopisch exprimie-
ren bleiben undifferenziert und sind demnach p27° (Myc'/GFP”, tiirkis) (C, D, Pfeile, E).

Entsprechend gering ist die Anzahl der Zellen, die sowohl Myc-Cst als auch 1d2 exprimieren
aber nicht p27" sind (25,5% * 3,7%) (Abb. 26C, D, Myc'/GFP"/p27, tiirkis, Pfeile, E). Auch
fiir diese Analyse wurden jeweils 5 elektroporierte Embryonen untersucht sowie £6811 Zellen
bei der Einzel- und £6089 Zellen bei der Koelektroporation ausgezédhlt. Ebenso wie im zuvor
gezeigten Experiment ist der Befund, dass auch nach dieser Koelektroporation eine beachtli-
che Menge Zellen nachweisbar ist, die wiederum ausschlieBlich 1d2-GFP oder Myc-Cst
exprimieren. Es liegt nahe anzunehmen, dass diesem Effekt, der nun in beiden mit Myc-Cst
und einem Neurogenese inhibierenden Faktoren durchgefiihrten Koelektroporationen beo-
bachtet wurde, die gleiche Ursache zu Grunde liegt. Letztendlich zeigen die Ergebnisse der
Koelektroporationsexperimente mit Myc-Cst und 1d2-GFP, dass Cst die durch Id2 induzierte
Blockade der neuronalen Differenzierung weitgehend aufhebt und andererseits, dass der diffe-
renzierungsfordernde Effekt von Cst kaum durch die Gegenwart von Id2 beeinfluflt wird. Wie

die vergleichsweise geringe Anzahl nicht differenzierter Myc'/GFP'-Zellen belegt, kann der
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inhibitorische Einfluss von Id2 auf die Neurogenese nur in wenigen Myc-Cst exprimierenden

Zellen aufrechterhalten werden.

Die Ergebnisse der Koelektroporationsexperimente mit Myc-Cst und Hes5- bzw. 1d2-GFP
zeigen, dass der inhibitorische Effekt dieser beiden negativen Regulatoren der Differenzie-
rung in der Gegenwart von Cst Einschrankungen unterworfen und unterschiedlich effizient
ist. Bei der Inhibierung durch Hes5 wird sowohl die Aktivitit proneuraler Gene als auch die
proneuraler bHLH-Proteine reprimiert und trotzdem gelingt es Cst in einem Teil der Zellen
die Folgen dieser Inhibierung zu kompensieren und dennoch Differenzierung auszuldsen. Da
bereits ausgeschlossen werden konnte, dass Cst auf die Expression proneuraler Gene oder
deren Zielgene Einfluss nimmt, resultiert das Ergebnis der Koelektroporationsexperimente
nicht daraus, dass Cst die proneurale Genaktivitét trotz der Blockade wiederherstellt, sondern
weist vielmehr darauf hin, dass Cst Differenzierung durch einen Weg alternativ zu bHLH-
Faktoren induzieren kann. Im Weiteren basiert der Wirkungsmechanismus von 1d2 ebenso auf
einer Einschrinkung der Aktivitit proneuraler bHLH-Faktoren, zudem stabilisiert 1d2 aber
auch noch die Progression des Zellzyklus durch die Inhibierung von Rb-Proteinen. Dass Cst
in den Koelektroporationsexperimenten den Effekt von 1d2 in der Mehrheit der Zellen auf-
hebt, zeigt, dass Cst in Vorlduferzellen parallel zur Funktion proneuralen Faktoren den Aus-

tritt aus dem Zellzyklus vermitteln konnte.

3.6 Cstund proneurale bPHLH-Transkriptionsfaktoren

Wihrend der Neurogenese fiihrt die Expression unterschiedlicher proneuraler bHLH-Trans-
kriptionsfaktoren in den verschiedenen Vorlauferzellpopulationen der ventrikuldren Zone des
dorsalen Neuralrohres sowohl zur neuronalen Differenzierung als auch zur Spezifizierung
neuronaler Subtypen. Die proliferierenden Zellen der Populationen dP1, dP2 und dP3-dP5
grenzen sich durch die spezifische Expression der proneuralen Gene Math1, Ngnl und Mash1
voneinander ab und generieren als Folge der proneuralen Genaktivitit die unterschiedlichen
dorsalen Interneuronen dI1, dI2 bzw. dI3-dIS. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass die Bil-
dung der verschiedenen Typen dorsaler Interneuronen nicht nur allein von bHLH-Faktoren
gesteuert wird, sondern dass zudem weitere, meist noch unbekannte Kofaktoren in die Sub-
typspezifizierung involviert sind (Helms et al., 2005, Nakada et al., 2004, Miiller et al., 2005).
Auch fiir Cst konnte bereits gezeigt werden, dass es in den Vorldauferpopulationen dP1, dP2

und dP3 exprimiert wird und zudem differenzierungsfordernde Eigenschaften besitzt, ohne
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jedoch subtypspezifizierend wirksam zu sein oder die Expression der bereits untersuchten
Regulatoren der Proliferation oder Differenzierung zu beeinflussen. Die bisherigen Ergebnis-
se deuten eher darauthin, dass die differenzierungswirksame Funktion von Cst iiber einen von
den bHLH-Faktoren unabhéngigen Mechanismus verlduft und legen daher die Fragestellung
nahe, ob Cst als Kofaktor proneuraler Gene bei der Subtypspezifizierung fungiert. Um die
Kompetenz von Cst als Kofaktor proneuraler bHLH Proteine zu untersuchen, wurden Koelek-
troporationen mit Myc-Cst und Expressionskonstrukten von Math1, Ngnl und Cashl (Tabelle
3) durchgefiihrt. 48 h nach der jeweiligen Koelektroporation wurde durch in situ Hybridisie-
rungen (2.3.5) bzw. Antikorperfarbungen auf Paraffin- (2.8.2) und Kryoschnitten (2.8.1) er-
mittelt, ob durch Cst die subtypspezifizierende Funktion von Mathl, Ngnl oder Cashl beein-
flut wird.

3.6.1 Koelektroporation von Myc-Cst und Math1

Durch die Expression des proneuralen Gens Mathl wird die Population proliferierender Vor-
lauferzellen dP1 darauf programmiert, dorsale Interneuronen des Typs 1 (dI1) zu generieren
(Bermingham et al., 2001, Helms et al., 1998). Ubereinstimmend damit fiihrt die Inaktivie-
rung von Mathl zu einem Verlust und die Uberexpression zu einer Vermehrung der dIl-
Interneuronen (Gowan et al., 2001). Allerdings ist nach der ektopischen Expression von
Math1 durch in ovo Elektroporation auch zu beobachten, dass die Bildung zusétzlicher dI1-
Interneuronen auf dorsale Regionen des Neuralrohres beschrinkt bleibt. Deshalb kann ange-
nommen werden, dass die Kompetenz von Mathl begrenzt ist und fiir die Subtypspezifizie-
rung zusitzliche Faktoren erforderlich sind (Gowan et al., 2001, Nakada et al., 2004). Zum
gleichen Ergebnis fiihren auch die in dieser Arbeit durchgefiihrten in ovo Elektroporationen
mit Mathl. 48 h nE ist die Anzahl der, durch die spezifische Expression von LA2b detektier-
baren dI1-Interneuronen um den Faktor 3 (3,19 £ 0,91) im Vergleich zur wildtypischen Seite
des Neuralrohres erhoht (Abb. 27 B, D und Nakada ef al., 2004) und obwohl die ektopische
Expression von Mathl nachweislich die gesamte dorso-ventrale Achse iiberspannt, werden
nur in dorsalen und medialen Bereichen des Neuralrohres zusétzliche dI1-Interneuronen ge-
bildet (Abb. 27A, B). Im Gegensatz dazu ist das Resultat der Koelektroporation von Myc-Cst
und Mathl (Abb. 27E, H) eine weitreichende, 6 fache (6,33 = 1,38) Vermehrung der dIl-
Interneuronen (Abb. 27D), die sich nun deutlich auch auf den ventralen Bereich der elektro-

porierten Seite des Neuralrohres erstreckt (Abb. 27F).

87



Ergebnisse

[ Wath1 Limi2 | cCst | D
2 C pre? > .‘.D c 6
K e
E - ’ {‘ f s § $ 4
E := p? [’ - "v""_ Hl-d E 3+ I
=\ = £ & 43‘_"_v:-‘;-: |58 2| st9[] 63
N‘,_f‘a, é’ % § 41 {2091 | |£1,38
: | R SR o o L
: : pat Mathl ot
B Math1 | Lh2b | Lim12 | cCst H Myc |
= F 24 G : H & oo™ g 1 H
e A SANEE .
= . gﬂi - AW, | » < ; } R . i
= ?‘ - 3 : e S > LAy 7 -
s 3 il ’,1, v b : P 2 e
3] ’ F Ny Soee BNt ¢ e
> : - "’:_*‘_ ] NS \ ,%;";‘: : 7:.
E o % - e : .}\ = ‘”‘A;\ - ‘1\”-"“ .

Abb. 27: Koelektroporation von Myc-Cst und Math1.

Die Abbildung zeigt transversale Paraffinschnitte (14 um) von Embryonen des Stadiums HH22 48 h
nach der Elektroporation mit Math1 (A-D) bzw. nach der Koelektroporation von Myc-Cst und Math1 (F-
J). Es wurden in situ Hybridisierungen gegen Math1 (A, F), Lh2b (B, G) und cCst (D, I) sowie Antikor-
perfarbungen gegen Lim1/2 (C, H) und Myc (J) durchgeflhrt. Durch die ektopische Expression von
Math1 (A) werden beschrankt auf dorso-mediale Bereiche der elektroporierten Seite des Neuralrohres
vermehrt Lh2b" dl1-Interneuronen gebildet (B, E). Nach der Koelektroporation von Myc-Cst (J) und
Math1 (F) werden Lh2b*-Zellen auch in der ventralen Halfte des Neuralrohres detektiert (G). Die An-
zahl Lim1/2" dorsaler und ventraler Interneuronen ist in Folge der ektopischen Expression von Math1
(+ Myc-Cst) reduziert (C, H), das endogene Expressionsmuster von cCst im Neuralrohr der elektropo-
rierten Embryonen ist nicht verandert (D, I).

Einhergehend mit der Ausbreitung der dI1-Interneuronenpopulation wird sowohl bei der Ein-
zelelektroporation von Mathl als auch bei der Koelektroporation beobachtet, dass die Anzahl
der Lim1/2" Interneuronen dI2, dI4 und dI6 sowie VO bis V2 massiv reduziert wird (Abb.
27C, H). Dies zeigt, dass die zusitzlichen dI1-Interneuronen nicht de novo gebildet werden,
sondern, dass stattdessen das Schicksal bereits vorhandener Zellen in den dI1-Interneuronen-
typ umgewandelt wird. Daneben bleibt das endogene Expressionsmuster von Cst im Neural-
rohr elektroporierter Hiihnerembryonen nach der ektopischen Expression von Mathl in bei-
den experimentellen Ansdtzen unveridndert (Abb. 27D, I). Diese Ergebnisse zeigen, dass die
sonst an einen dorsalen Zell-Kontext gebundene Kompetenz von Mathl, das Zellschicksal
von Vorlduferzellen spezifisch auf den dIl-Interneuronensubtyp festzulegen, in der Gegen-
wart von Cst ausgedehnt wird und offenbar nicht mehr einer regionalen Limitierung unter-
worfen ist. Dies ldsst die Schlussfolgerung zu, dass Cst mit dem proneuralen Faktor Math1

bei der Spezifizierung von dI1-Interneuronen kooperiert.

Im Folgenden stellt sich die Frage, ob Cst auch mit den anderen proneuralen bHLH-Trans-

kriptionsfaktoren bei der Spezifizierung weiterer Interneuronensubtypen kooperiert.

88



Ergebnisse

3.6.2 Koelektroporation von Myc-Cst und Ngn1-GFP

Die Expression des proneuralen bHLH-Transkriptionsfaktors Ngnl ist nicht nur charakteris-
tisch fiir die Vorlduferzellpopulation dP2, sondern im Weiteren auch notwendig, damit im
Laufe der Neurogenese aus diesen Vorlduferzellen dI2-Interneuronen hervorgehen, wie durch
die Untersuchung von Verlustmutanten und die Analyse von Uberexpressionsstudien gezeigt
werden konnte (Gowan et al., 2001, Helms et al., 2003, Kriks et al., 2005). In den folgenden
in ovo Elektroporationsexperimenten wird zur Detektion der dI2-Interneuronen, in Ermange-
lung eines fiir diesen neuronalen Subtypen spezifischen Markers, die Expression der Faktoren
Lim1/2 und Pax2 betrachtet. Diese kennzeichnen zwar iibereinstimmend die dorsalen und
ventralen Interneuronen dI4, dI6 und VO bis V2, alleine Lim1/2 wird aber auflerdem noch in
den nachzuweisenden dI2-Interneuronen exprimiert. Als dI2-Interneuronen werden demnach
auch nach der Elektroporation nur solche Zellen identifiziert, die zwar Lim1/2 exprimieren

nicht aber Pax2 (Abb. 28A, B und D, E).
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Abb. 28: Koelektroporation von Myc-Cst und Ngn1-GFP.

Die Abbildung zeigt transversale Kryostatschnitte (20 um) von Embryonen des Stadiums HH21 48 h
nach der Elektroporation mit Ngn1-GFP (A-B") bzw. nach der Koelektroporation von Myc-Cst und
Ngn1-GFP (D-E"). Es wurden Antikoérperfarbungen gegen Lim1/2 (A, B, D, E, rot), Pax2 (A, B, D, E,
blau) und Myc (F, blau) durchgeftihrt, GFP (B, E, griin) reprasentiert Ngn1 exprimierende Zellen. Pax2
und Lim1/2 kennzeichnen gleichsam di4, dI6, V0-V2 (Lim1/2"/Pax2", violett) und nur Lim1/2 zuséatzlich
noch dI2-Interneuronen (Lim1/2*/Pax2, rot) (A, D). Durch die ektopische Expression von Ngn1 wird
die dI2-Population im Vergleich zur wildtypischen Halfte des Neuralrohres geringflgig vergrofert
(Lim1/2*/Pax2’, rot und Lim1/2*/Pax2’/GFP", gelb) (B und B’, E und E"). Die gleichzeitige Expression
von Myc-Cst (GFP*/Myc’, tiirkis) (F) nach der Koelektroporation, hat keinen messbaren Einfluss auf
die Ngn1-induzierte Bildung von dI2-Interneuronen (C).
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48 h nach der Elektroporation eines Ngn1-GFP-Expressionsplasmides ist eine wohl moderate
jedoch reproduzierbare Vermehrung der dI2-Interneuronenpopulation (Lim1/2'/Pax2) um
den Faktor 1,15 (£ 0,08) zu verzeichnen (Abb. 28C), wobei eine Vielzahl der ektopisch Ngnl
exprimierenden, GFP"-Zellen anderen Interneuronensubtypen zuzuordnen sind (Abb. 28B).
Eine VergroBerung der dI2-Population ist so auch nach der Koelektroporation von Myc-Cst
und Ngnl-GFP feststellbar (Abb. 28D, E), wobei sich die relative Zunahme der dI2-
Interneuronen (1,17 £ 0,1) nicht messbar von derjenigen unterscheidet, die durch die Einzele-
lektroporation von Ngn1-GFP erzielt wurde (Abb. 28C). Da die Majoritit der GFP"-Zellen
auch Myc-Cst exprimiert (Abb. 28F), belegen diese Befunde, dass Cst das dI2-spezifizierende
Potential von Ngnl weder fordernd noch inhibierend beeinfluft. Die Ergebnisse deuten somit
insgesamt darauthin, dass Ngnl bei der Bildung von dI2-Interneuronen nicht mit Cst inter-
agiert. Die Analyse der Ergebnisse der Koelektroporation von Myc-Cst und Ngn1-GFP liefern
also einen ersten Hinweis dafiir, dass Cst trotz der iiberlappenden endogenen Expressionsdo-
ménen im dorsalen Neuralrohr nicht universell mit proneuralen bHLH-Transkriptionsfaktoren
bei der entsprechenden Subtypspezifizierung bzw. Generierung der resultierenden Interneuro-
nen kooperiert und die zuvor beobachtete Induktion von dIl-Interneuronen daher auf eine

spezifische Interaktion von Math1 und Cst zurlickzufiihren sein kann.
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Abb. 29: dl1-Interneuronen nach der Koelektroporation von Myc-Cst und Ngn1-GFP.

Die Abbildung zeigt transversale Paraffinschnitte (14 ym) von Embryonen des Stadiums HH21 48 h
nach der Koelektroporation von Myc-Cst und Ngn1-GFP (A-D) und der Einzelelektroporation von
Ngn1-GFP (E-G). Es wurden Antikérperfarbungen gegen GFP (A, E) und Myc (D) sowie in situ Hybri-
disierungen gegen Lh2b (B, F) und cCst (C, G) durchgefihrt. Die Bildung der dl1-Interneuronen (B, F)
sowie das endogene Cst-Expressionsmuster bleiben sowohl nach der Elektroporation von Ngn1-GFP
als auch nach der Koelektroporation von Myc-Cst und Ngn1-GFP unverandert.
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Zudem ist nach der Koelektroporation von Myc-Cst und Ngn1-GFP (Abb. 29A-D), wie auch
nach der Einzelelektroporation von Ngnl-GFP (Abb. 29E-G) das Expressionsmuster von
Lh2b (Abb. 29B, F) als Indikator fiir die Population der dI1-Interneuronen, genauso wie die
Expression des endogenen Cst (Abb. 29C, G) unverindert. Dadurch kann auch ausgeschlos-
sen werden, dass in der Gegenwart von Cst, dass Potential von Ngn1 zur Subtypspezifizierung

so modifiziert wird, dass zusétzlich dI1- statt dI2-Interneuronen generiert werden.

3.6.3 Koelektroporation von Myc-Cst und Cash1-GFP

Anders als die zuvor betrachteten proneuralen Faktoren Mathl und Ngnl, deren Expression
typisch ist fiir jeweils eine bestimmte Vorlduferzellpopulation, wird Mashl bzw. das homolo-
ge Gen Cashl in Hithnerembryonen in den Zellgruppen dP3, dP4 und dP5 in der ventrikula-
ren Zone des Neuralrohres exprimiert (Johnson et al., 1990, Jasoni et al., 1994). Aus diesen
Cashl exprimierenden Vorlduferzellen gehen zwar die drei verschiedenen Interneuronentypen
dI3, dI4 und dI5 hervor, dennoch ist die Cashl-Expression fiir die Spezifizierung der einzel-
nen Subtypen wahrscheinlich von unterschiedlicher Relevanz. Kiirzlich wurde bekannt, dass
die Inaktivierung von Mash1 zu einem Verlust von dI3- und dI5-Interneuronen fiihrt, gleich-
zeitig aber auch eine Vermehrung der dI4-Interneuronen bewirkt (Helms et al., 2003). Uber-
einstimmend damit steigt die Anzahl der dI3- (Nakada et al., 2004, Krites et al., 2005) und
dI5-Interneuronen durch die Uberexpression von Mashl, wihrend die Menge der dI4-
Interneuronen abnimmt (Helms et al., 2003). Zu einem vergleichbaren Ergebnis fiihren auch
die in dieser Arbeit durchgefiihrten in ovo Elektroporationsexperimente mit einem Cashl-
GFP-Expressionsplasmid. Die dI3-Interneuronenpopulation, detektierbar durch die Expressi-
on von Isl1/2, ist 48 h nE im Vergleich zur wildtypischen Seite des Neuralrohres um den Fak-
tor 1,80 (£ 0,26) vergroBert (Abb. 30A, E). Dass die Anzahl der ebenfalls Isl1/2 exprimieren-
den Motorneuronen durch die ektopische Expression von Cashl-GFP beeinfluflit wird, kann
hingegen ausgeschlossen werden, da das Expressionsmuster des spezifischen Motorneuronen-
Markers MNR2 unverindert bleibt und zudem keine Uberlappung mit GFP'-Zellen zu beo-
bachten ist (Abb. 30B). Die Identitit der GFP'-Zellen, die nicht Isl1/2 exprimieren, wurde
nicht weiter bestimmt, da es nahe liegt anzunehmen, dass es sich um dI5-Interneuronen han-
delt, Cst endogen aber nicht in Zellen der dP5 Population exprimiert wird. Die Koelektropora-
tion von Myc-Cst und Cash1-GFP fiihrt, wie der Vergleich mit der wildtypischen Neuralrohr-
seite zeigt, zu einer Vermehrung der dI3-Interneuronen (Abb. 30F, G) um den Faktor 1,86 (£

0,31), die sich damit nicht signifikant von derjenigen unterscheidet, die nach der Einzele-

91



Ergebnisse

lektroporation von Cashl1-GFP festgestellt wurde (Abb. 30E). Wie in Abb. 30J dargestellt,
exprimiert die Mehrheit der GFP'-Zellen ebenfalls Myc-Cst, woraus geschlossen werden

kann, dass Cst die dI3-spezifizierende Aktivitit von Cashl nicht beeinfluf3t.
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Abb. 30: Koelektroporation von Myc-Cst und Cash1-GFP.

Die Abbildung zeigt transversale Paraffin- (14 ym) und Kryostatschnitte (20 um) von Embryonen des
Stadiums HH22 48 h nach der Elektroporation mit Cash1-GFP (A-D) bzw. nach der Koelektroporation
von Myc-Cst und Cash1-GFP (F-J). Es wurden Antikérperfarbungen gegen Isl1/2 (A, F, rot), MNR2 (B,
G, rot) und Myc (J, blau) sowie in situ Hybridisierungen gegen Lh2b (C, H) und cCst (D, ) durchge-
fuhrt, GFP (A, B, E, F, J, grtin) reprasentiert Cash1 exprimierende Zellen. Isl1/2 markiert sowohl dI3-
Interneuronen als auch Motorneuronen, MNR2 dagegen ausschliellich letztere. Durch die ektopische
Expression von Cash1-GFP werden vermehrt Isl1/2" dI3-Interneuronen gebildet (A), wéhrend das
Expressionsmuster von MNR2 (Motorneuronen) (B) unverandert bleibt. Die gleichzeitige Expression
von Myc-Cst (GFP*/Myc", tiirkis) (J) nach der Koelektroporation hat keinen messbaren Einfluss auf die
Cash1-induzierte Bildung von dI3-Interneuronen (E). Das endogene Cst-Expressionsmuster (D, 1)
sowie die Bildung der Lh2b" dl1-Interneuronen (C, H) bleiben nach beiden Elektroporationen unveran-
dert.

Diese Ergebnisse unterstiitzen damit die Annahme, dass Cashl bei der Bildung von dI3-Inter-
neuronen nicht mit Cst kooperiert. Die gleichzeitige ektopische Expression von Myc-Cst und
Cash1-GFP hat, wie auch die Einzelelektroporation von Cash1-GFP, zudem keinen Einfluss
auf die Ausdehnung der Population der LA2b" dI1-Interneuronen (Abb. 30C, H) oder das en-
dogene Cst-Expressionsmuster (Abb. 30D, I), wodurch wiederum ausgeschlossen werden

kann, dass durch die Uberexpression von Myc-Cst ein Wechsel der subtypspezifizierenden

Kompetenz von Cashl hin zu dl1-Interneuronen provoziert werden kann.

Zusammengefasst ergeben die Koelektroporationsexperimente mit Myc-Cst und Expressi-
onsplasmiden der proneuralen Faktoren, dass das subtypspezifizierende Potential von Mathl

in der Kombination mit Myc-Cst keiner regionalen oder Zellkontext gebundenen Beschrin-
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kung mehr unterliegt. Auch wird die Anzahl der resultierenden dI1-Interneuronen, einherge-
hend mit der Expansion der Population {iber die gesamte dorso-ventrale Achse des Neuralroh-
res, im Vergleich zur Einzelelektroporation von Mathl, erheblich gesteigert. Dartiber hinaus
kann weder ein messbarer Einfluss von Myc-Cst auf die Fihigkeit von Ngnl und Cashl, dI2-
bzw. dI3-Interneuronen zu induzieren, festgestellt werden, noch werden durch die Kombinati-
on von Ngnl oder Cashl mit Myc-Cst ektopisch dI1-Interneuronen gebildet. Daher liegt die
Schlussfolgerung nahe, dass der nach der Koelektroporation von Myc-Cst und Mathl beo-
bachtete Effekt, aus einer spezifischen Kooperation dieser beiden Faktoren bei der Generie-
rung von dI1-Interneuronen resultiert. Zudem kann ausgeschlossen werden, dass die Expres-
sion von Cst durch die proneuralen Faktoren Mathl, Ngnl oder Cashl reguliert wird, da das

endogene Cst-Expressionsmuster in allen in ovo Elektroporationsexperimenten unverdndert

bleibt.

3.7 Regulation der Cst-Expression

Die Entschliisselung der Rolle des Zinkfinger-Transkriptionsfaktors Cst innerhalb der Prolife-
rations- und Differenzierungsprozesse wihrend der Musterbildung im dorsalen Neuralrohr
beinhaltet auch die Untersuchung der regulatorische Mechanismen, denen die Expression von
Cst unterworfen ist. Einen ersten Hinweis geben die Ergebnisse der vorangegangenen in ovo
Elektroporationsexperimente mit proneuralen Faktoren, die zeigen, dass die Regulation der
endogenen Cst-Expression nicht den bHLH-Transkriptionsfaktoren Math1l, Ngnl oder Cashl
unterliegt. Es ist also mdglich, dass die Expression von Cst durch Faktoren gesteuert wird, die
in der Hierarchie der Musterbildungsprozesse hoher gestellt sind als proneurale Transkripti-
onsfaktoren. Nédher betrachtet liegt die dorsale Expressionsdoméne von Cs¢ (dP1-dP3) in ei-
nem Bereich des Neuralrohrs, in dem in der Dachplatte exprimierte und sezerniert Signalmo-
lekiile der Bmp- und Wnt-Familien die Spezifizierung und das Wachstum dorsaler Zellgrup-
pen kontrollieren (Chesnutt et al., 2004, Wine-Lee et al., 2004, Muroyama et al., 2002). Die
Analyse der nun folgenden in ovo Elektroporationsexperimente und Genverlustmutanten mit-
tels Antikorper-Farbung (2.8.2) und whole mount- (2.3.4) oder in situ Hybridisierung auf Pa-
raffinschnitten (2.3.5) sollen Aufschluss dariiber geben, ob diese Signale aus der Dachplatte

auch in die Regulation der Cstz-Expression involviert sind.
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3.7.1 Regulation der Csz-Expression durch Signalmolekiile aus der Dachplatte

Von der Dachplatte ausgehende Bmp-Signale induzieren zum einen die Expression unter-
schiedlicher Transkriptionsfaktoren wie Pax7, Msx1/2, Zicl und Cathl oder Ngnl (Liem et
al., 1997, Timmer et al., 2002, Panchision et al., 2001, Suzuki et al., 1997, Aruga et al., 2002)
und werden zum anderen mit der Regulation der Expression von Wntl und Wnt3a, Signalmo-
lekiile die ebenfalls in der Dachplatte gebildet und von dort sezerniert werden, in Verbindung
gebracht (Marcelle et al., 1997, Panchision ef al., 2001, Chesnutt et al., 2004). Ein Inhibitor
der Bmp-Signaltransduktion ist der sekretierte Faktor Noggin (Zimmermann et al., 1996,
Capdevila et al., 1998), der durch direkte physikalische Wechselwirkung mit den verschiede-
nen, in der Dachplatte produzierten Bmp-Proteinen eine Interaktion mit deren Rezeptoren
verhindert und damit den Fortlauf der Signalkaskade unterbricht (Chesnutt ez al., 2004). In
Ubereinstimmung damit ist 24 h nach der in ovo Elektroporation eines Noggin-Expressions-
plasmides, koelektroporiert mit einem GFP-Expressionsvektor (Tabelle 3) als Marker fiir
elektroporierte Zellen, zu beobachten (Abb. 31A), dass die Expression des Bmp-Zielgens
Msx1 im Vergleich zur wildtypischen Seite des Neuralrohres drastisch reduziert ist (Abb.
31C).
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Abb. 31: Regulation der Cst-Expression durch Signalmolekiile aus der Dachplatte.

Die Abbildung zeigt transversale Paraffinschnitte (14 ym) von Embryonen des Stadiums HH18 24 h
nach der Koelektroporation mit Noggin und GFP. Es wurden Antikorperfarbungen gegen GFP (A)
sowie in situ Hybridisierungen gegen cCst (B), Msx1 (C) und Bmp4 (D) durchgefiihrt. Durch die GFP-
Expression wird der Bereich markiert in dem auch die sezernierten Noggin-Proteine wirksam sein
sollten. Die GFP-Expression wird als Richtwert fir den von der Elektroporation betroffenen Bereich
des Neuralrohres betrachtet, indem die, nicht wie GFP kernlokalisierten, sondern sezernierten und
damit nicht-zellautonom agierenden Noggin-Proteine potentiell ihre inhibitorische Wirkung auf die
Bmp-Signaltransduktion entfalten. Die Expression des Bmp-Zielgens Msx1 (C) ist wie die Cst-Expres-
sion in den dorsal gelegenen Vorlauferzellen (B, Klammer) drastisch reduziert. Hingegen ist die Ex-
pression von Cst in den weiter medial und ventral gelegenen, kirzlich gebildeten Neuronen unveran-
dert (B, Pfeilspitze). Ebenso wird Bmp4 weiterhin in den Zellen der Dachplatte exprimiert (D).
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Tatsachlich fiihrt die ektopische Expression von Noggin ebenso zu einem Verlust der Cst-
Expression in den dorsal gelegenen Vorlduferzellen (Abb. 31B, Klammer), wohingegen
jiingst gebildete Neuronen in medialen und ventralen Bereichen des Neuralrohres die Expres-
sion von Cst fortsetzen (Abb. 31B, Pfeilspitze), obwohl auch Zellen dieser Region die Ex-
pressionsplasmide aufgenommen haben, wie durch die représentative Expression des ko-
elektroporierten GFP angezeigt wird. Entsprechend unabhingig von der Bindung der Noggin-
Proteine an die gleichermallen sezernierten Bmp-Faktoren und der daraus resultierenden Inhi-
bierung der Bmp-Signaltransduktion, wird dagegen die Transkription des Bmp4-Gens in den
Zellen der Dachplatte aufrecht erhalten (Abb. 31D). Wie diese Ergebnisse zeigen, fiihrt die
ektopische Expression von Noggin zu einem Verslust der Csz-Expression in dorsalen Vorlédu-
ferzellen, woraus geschlossen werden kann, dass die von der Dachplatte ausgehende
Signaltransduktion fiir die Aufrechterhaltung der Expression von Cs¢ in Zellen dorsaler Vor-
lauferpopulationen notwendig ist. Da Bmps aber nicht nur direkt die Expression verschiede-
ner Transkriptionsfaktoren induzieren, sondern auch die Expression der Wnt-Signalmolekiile
regulieren (Marcelle et al., 1997, Liem et al., 1995, Panchision et al., 2001), wird im Folgen-
den analysiert, ob filir die Aufrechterhaltung der Expression von Cs¢ in den dorsalen Vorldu-

ferzellen des Neuralrohres Wnt-Signale notwendig sind.

3.7.2 Einfluss von Wnt auf die Cs-Expression

Die neben den Bmp-Faktoren in der Dachplatte generierten, sezernierten Signalmolekiile der
Wnt-Familie, Wntl und Wnt3a, nehmen vor allem durch eine mitogene Wirkungsweise An-
teil an der fein abgestimmten Koordination von Wachstum und Zelltypspezifizierung der ver-
schiedenen, im dorsalen Neuralrohr entstehenden Populationen von Vorlduferzellen und In-
terneuronen. Die Analyse von Verlustmutanten (Muroyama et al., 2002) und die Ergebnisse
ektopischer Wnt-Expression (Megason et al., 2002, Chesnutt et al., 2004) oder Wnt-
Signaltransduktion (Megason et al., 2002, Zechner et al., 2003) in Méause- (Dickinson et al.,
1994) und Hithnerembryonen untermauern die Annahme, dass Wnt-Signale aus der Dachplat-
te im Gegensatz zu Bmps keinen direkten Einfluss auf die Spezifizierung von dorsalen Inter-
neuronen nehmen, sondern durch Regulation des Zell-Zyklus die Proliferation und das
Wachstum dorsaler Zellpopulationen koordinieren. Neuere Studien zeigen dariiber hinaus,
dass durch Wnt-Signale aber auch die Expression des bHLH-Faktors Olig3 in den dorsalen
Vorlduferzellen der Klasse A-Interneuronen reguliert wird, womit auch ein Einfluss auf die

Bildung distinkter Vorlduferpopulationen verbunden ist (Miiller et al., 2005, Zechner et al.,
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2007). Die Ergebnisse der folgenden Experimente sollen nun dazu beitragen die Frage zu be-
antworten, ob ebenso die Expression von Cst, durch Wnt-Signale reguliert wird. Die Analyse
von Wntl”;Wnt3a"-Verlustmutanten hat bereits ergeben, dass die Mathl exprimierenden
dP1- und Ngnl exprimierenden dP2-Vorlauferzellpopulationen im Vergleich zum Wildtyp
drastisch verkleinert sind und die Mash1-Expressionsdoméne (dP3-dP5) stattdessen in dorsale
Richtung expandiert (Muroyama et al., 2002). Im weiteren wird der Verlust von Lh2b" dI1-
Interneuronen beobachtet und die signifikante Reduktion der Isl1/2" dI3 Population in Kom-
bination mit einer deutlichen Zunahme von Lim1/2" bzw. Pax2" dI4 oder dI6-Interneuronen
lasst vermuten, dass trotz der Erweiterung der Mashl-Expressionsdomine die Gruppe der
dP3-Vorlduferzellen ebenfalls minimiert ist. Einhergehend mit der Beobachtung, dass die
verschiedenen dorsalen Vorlduferzellpopulationen durchaus angelegt werden und nur ihre
GroBe in Abhingigkeit vom Verlust der Wntl- und Wnt3a-Signaltransduktion variiert, kann
anhand von Schnittprdparaten (2.7.1) whole mount in situ hybridisierter Embryonen (2.3.4)
gezeigt werden, dass auch eine Expression von Cst in den dorsalen Vorlduferzellen der
Wntl1”;Wnt3a” mutanten Embryonen vorhanden ist (Abb. 32A) auch wenn die Expressions-
domiéne in Korrelation mit den geringeren Populationsgréen im Vergleich zum Wildtyp

(Abb. 32B) verkleinert ist.
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Abb. 32: Einfluss der Wnt-Signaltransduktion auf die Expression von Cst.

Die Abbildung zeigt die transversalen Kryoschnitte (25 pm) eines Wnt1";Wnt3a” mutanten (A) und
eines wildtypischen Embryos (B) im Stadium E10,5 nach der whole mount in situ Hybridisierung gegen
Cst und Paraffinschnitte (14 um) von Embryonen des Stadiums HH18 24 h nach der Elektroporation
mit Myc-(ka)p-catenin. Es wurden Antikérperfarbungen gegen Myc (C) sowie in situ Hybridisierungen
gegen cCst (D) durchgefihrt. Auch ohne Wnt1 und Wnt3a Signale aus der Dachplatte bleibt die Ex-
pression von Cst in den noch vorhandenen dorsalen Vorlauferzellen erhalten (A). Weiter ventral gele-
gene Bereiche der Cst-Expressionsdomane sind mit dieser Methode nicht detektierbar (A, Klammer,
B). Dagegen wird nach der ektopische Aktivierung der Wnt-Signalkaskade durch die Elektroporation
von Myc-(ka)B-catenin (C) keine Veranderung der Cst-Expression beobachtet (D).

Die weiter ventral gelegenen Bereiche der Cst-Expressionsdoméne sind dagegen sowohl im
wildtypischen (Abb. 32B) als auch in Wntl”;Wnt3a” mutanten Embryonen nicht detektierbar

(Abb. 32A, Klammer). Allerdings konnten diese Expressionsdoménen auch zuvor schon nicht
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mit der Methode der whole mount in situ Hybridisierung dargestellt werden (le Viseur, 2002).
Weiteren Aufschluss liber den Einfluss der Wnt-Signaltransduktion auf die Csz-Expression im
Neuralrohr geben im folgenden die Ergebnisse der in ovo Elektroporationsexperimente mit
einer konstitutiv aktiven (ka) Form B-catenins, dessen Expression die Aktivierung der kanoni-
schen Wnt-Signalkaskade simuliert und somit die transkriptionelle Regulation der Wnt-
Zielgene bewirkt (Megason et al., 2002, Zechner et al., 2003). Wie in Abb. 32C und D darge-
stellt ist, hat die ektopische Aktivierung der Wnt-Signaltransduktion durch die Elektroporati-
on eines Myc-(ka)B-catenin-Konstruktes (Abb. 32C) keinen Einfluss auf die endogene Ex-
pression von Cst (Abb. 32D).

Bisher konnte also gezeigt werden, dass die Expression von Cst in Vorlduferzellen des dorsa-
len Neuralrohres sowohl bei einem Verlust der Signalmolekiile Wntl und Wnt3a fortgesetzt
wird, als auch trotz ektopischer Aktivierung der kanonischen Wnt-Signalkaskade unverindert
bleibt. Diese Ergebnisse legen daher den Schluss nahe, dass von der Dachplatte ausgehende
Signalmolekiile der Wnt-Familie weder fiir die Induktion noch fiir die Aufrechterhaltung der
Cst-Expression notwendig sind. Der zuvor, nach der ektopischen Expression von Noggin be-
obachtete Verlust der Cst-Expression in den dorsalen Vorlduferzellen, ist daher auf die Inhi-

bierung der Bmp-Signaltransduktion zuriickzufiihren.

3.7.3 Einfluss der Bmp-Signaltransduktion auf die Cs#-Expression

Der Einfluss der von der Dachplatte ausgehenden Bmp-Signale auf die Musterbildung und
das Differenzierungs- und Proliferationsverhalten von Zellen im dorsalen Neuralrohr wird
durch sogenannte Bmp Rezeptoren (BmpR) vermittelt. So fiihrt die gleichzeitige, mutations-
bedingte Inaktivierung der Bmp Rezeptoren la und 1b in Mausembryonen u.a. zum Verlust
von dP1-Vorlduferzellen und dlI1- und dI2-Interneuronen (Wine-Lee et al., 2004), wihrend
die ektopische Expression einer konstitutiv aktiven (ka) Form eines der beiden Rezeptoren in
Hiihnerembryonen ausreichend ist, um zell-autonom die Expression von Bmp-Zielgenen wie
Msx1 und Msx2 zu induzieren oder die Population der Cathl exprimierenden dP1-
Vorlduferzellen zu vergrofern (Timmer ef al., 2002). Damit vergleichbar sind die Ergebnisse
der in dieser Arbeit durchgefiihrten in ovo Elektroporationsexperimente mit einem
(ka)BmpR 1b-Konstrukt. Entsprechend der ektopischen Expression des (ka)BmpR1b, detek-
tierbar durch das koelektroporierte GFP-Expressionsplasmid (Abb. 33A), wird {liber die ge-
samte Linge der dorso-ventralen Achse die Expression des Bmp-Zielgens Msx1 (Abb. 33C)
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und begrenzt auf das dorsale Drittel des Neuralrohres auch die Expression von Msx2 (Abb.
33D) induziert. Tatsdchlich fiihrt die Aktivitdt des (ka)BmpR1b ebenfalls zur Ausdehnung der
dorsalen Expressionsdomdne von Cst (Abb. 33B), jedoch erstreckt sich die ektopisch indu-
zierte Transkription auch in diesem Fall nicht bis in die ventrale Hilfte des Neuralrohres. Die-
ses Ergebnis zeigt also, dass Bmp-Signale ausreichend sind, die Expression von Cs¢ in dorsa-

len Vorlauferzellen zu induzieren.
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Abb. 33: Einfluss der Bmp-Signaltransduktion auf die Cst-Expression.

Die Abbildung zeigt transversale Paraffinschnitte (14 ym) von Embryonen des Stadiums HH18 24 h
nach der Koelektroporation mit (ka)BmpR1b und GFP. Es wurden Antikérperfarbungen gegen GFP
(A) sowie in situ Hybridisierungen gegen cCst (B), Msx1 (C) und Msx2 (D) durchgefihrt. Die GFP-
Expression markiert den Bereich in dem auch der zell-autonom wirkende (ka)BmpR1b exprimiert wird
und die Bmp-Signalkaskade aktiviert. Die Expression des Bmp-Zielgens Msx1 (C) wird in Korrelation
mit der Aktivitat des (ka)BmpR1b Uber die gesamte Lange der dorso-ventralen Achse des Neuralroh-
res induziert. Die Expressionsdomanen von Msx2 (D) und cCst (B) expandieren zwar ebenfalls, blei-
ben aber dennoch auf die dorsale Halfte des Neuralrohres begrenzt.

Zusammengefasst ergeben die Analysen der Wnt1™";3a” Verlustmutanten und die Ergebnisse
der in ovo Elektroporationsexperimente mit Noggin, (ka)B-catenin und (ka)BmpR1b, dass fiir
die Regulation der Expression von Cst¢ in den dorsalen Vorlduferzellen des Neuralrohres die

Bmp-Signale der Dachplatte unabhingig von der Wnt-Signaltransduktion sowohl notwendig

als auch hinreichend sind.
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4 DISKUSSION

Es ist ein Thema der Entwicklungsbiologie aufzukliaren, welche Mechanismen und Faktoren
im umfangreichen Netzwerk der Musterbildung zusammenwirken und die Etablierung geord-
neter Gewebe- und Organstrukturen gewihrleisten. Auch die Entwicklung des Zentralnerven-
systems beinhaltet die zeitlich und rdumlich fein abgestimmte Bildung zahlreicher verschie-
dener neuronaler Zelltypen und die dorso-ventrale Musterbildung des Neuralrohres ist in die-
sem Zusammenhang ein interessantes Modell, die molekularen Mechanismen zu untersuchen,

die den Musterbildungsprozessen zu Grunde liegen.

Im dorsalen Neuralrohr basiert die Spezifizierung der verschiedenen Neuronen entlang der
dorso-ventralen Achse u.a. darauf, dass von der Dachplatte als Signalzentrum Signalmolekiile
der TGF-B-Superfamilie sezerniert werden (Lee et al., 1999, Liem et al., 1995, Liem et al.,
1997), durch deren konzentrationsbezogene Wirkung das Genexpressionsverhalten von Vor-
lauferzellen in unterschiedliche Bahnen gelenkt wird (Miiller et al., 2002, Lee et al., 2000,
Lee et al., 1998, Ma et al., 1996, Sommer et al., 1996, Timmer et al., 2002). Charakteristisch
fiir die betroffenen Vorlduferzellen entlang der dorso-ventralen Achse wird damit die Expres-
sion verschiedener bHLH- und HD-Transkriptionsfaktoren, deren wechselseitige inhibierende
Wirkung die Ausbildung distinkter Vorlduferpopulationen manifestiert (Nakada et al., 2004,
Gowan et al., 2001, Bermingham et al., 2001, Lee et al., 1998, Helms et al., 1998, Akazawa
etal., 1995, Ma et al., 1996, Ma et al., 1997, Perez et al., 1999, Johnson et al., 1990, Jasoni et
al., 1994). Die unterschiedlichen, spezifischen Genexpressionsmuster der verschiedenen Vor-
lauferpopulationen dienen aber nicht nur der Abgrenzung der einzelnen Doménen, sondern
sind dariiber hinaus eine essentielle Grundlage fiir die anschlieBende Differenzierung der Vor-
lauferzellen und Subtypspezifizierung der entstehenden dorsalen Interneuronen (Roelink et
al., 1995, Dodd et al., 1998, Ericson et al., 1997). Parallel dazu reguliert die von den TGF-f3-
Molekiilen ausgeldste Signaltransduktion auch noch die Expression solcher Faktoren, die so-
wohl die Proliferations- als auch die Differenzierungsrate von Vorlduferzellen beeinflussen
und verkniipft dadurch die bisher genannten Mechanismen der Musterbildung noch mit einer
zeitlichen Komponente (Liem et al., 1995, Marcelle et al., 1997, Panchision et al., 2001, Di-
ckinson et al., 1994, Megason et al., 2002, Hu et al., 2001, Timmer et al., 2002, Liu et al.,
2004, ). Mit der Erforschung der Musterbildung im dorsalen Neuralrohr wurden zwar schon

einige der beteiligten Faktoren und ihre Funktion identifiziert und charakterisiert, es gibt dar-
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iiber hinaus aber auch noch diverse unaufgeklarte Aspekte und Hinweise auf weitere, bislang

unbekannte Faktoren.

Der Identifizierung weiterer Kandidatengene dient oftmals die Klonierung Drosophila ver-
wandter, entwicklungsrelevanter Kontrollgene. So ist der Zinkfinger-Transkriptionsfaktor
Castor in Drosophila einer von mehreren Faktoren, die wiahrend der Neurogenese dazu bei-
tragen das Schicksal neuronaler Vorlduferzellen und deren Nachkommen zeitlich koordiniert
zu determinieren. Der Verlust von Castor fiihrt zudem zu einer Unterentwicklung des Zentral-
nervensystems von Drosophila (Kambadur et al., 1998, Brody et al., 2000, Isshiki et al.,
2001). Vor Beginn der vorliegenden Arbeit wurde in der Arbeitsgruppe von Dr. T. Theil ein
Gen Cst der Maus identifiziert, das weitreichende Homologien zu den Zinkfinger-Doménen
des Castor-Proteins aus Drosophila aufweist und ersten Untersuchungen zu Folge, neben der
Entwicklung des Herzens auch wihrend der Neurogenese exprimiert wird (Hurtado et al.,
2002). Gerade der Befund, dass Cst in Miusen wihrend der Embryonalentwicklung sowohl
im Neuralrohr als auch im Telencephalon und den wandernden faszialen Brancio-Motor-
neuronen exprimiert wird, hat die Vermutung nahe gelegt, dass Cst eine wichtige Funktion bei
der Regulation neuronaler Subtypspezifizierung, sowie bei der Differenzierung und der Kon-
trolle wandernder neuronaler Zellen ausiiben konnte (Hurtado et al., 2002). Im Weiteren
konnte tatsichlich anhand erster Uberexpressionsstudien ermittelt werden, dass die ektopische
Expression eines deletierten Cst-Konstruktes im Neuralrohr von Hithnchen Vorlduferzellen
zur Differenzierung veranlasst. Jedoch konnte dariiber hinaus eine Beeinflussung der neurona-

len Identitét differenzierter Neuronen durch Cst nicht nachgewiesen werden (le Viseur, 2002).

Die fortgesetzte Suche nach Sequenzen in embryonalen cDNA-Banken und die Identifizie-
rung neuerer EST-Klone ergab zunichst weitere {iberlappende Klone des Gens der Maus, des
Menschen, sowie einen einzelnen Hithnchen-Klon (Dr. T. Theil, personliche Mitteilung, le
Viseur, 2002). Den daraus abgeleiteten Aminosduresequenzen aller Spezies ist gemein, dass
vier der typischen Cst-Motive (C,-H,C,-H) in einer zentralen Domine angeordnet sind,
durch die das Castor-Protein aus Drosophila von anderen Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren
unterschieden werden kann. Dariiber hinaus beinhalten die postulierten Proteine von Maus
und Mensch im C-terminalen Bereich ein zusitzliches, anndhernd vollstindiges fiinftes Cst-
Motiv (C-H,C,-H;). Ausgehend vom Grad der Konservierung der Aminosduresequenzen der
Cst-Motive zwischen Drosophila, Mensch, Maus und Huhn, wurde im Rahmen dieser Arbeit
mit Hilfe von Gelretardationsexperimenten analysiert, ob die Zinkfinger-Domédne des Cst-

Proteins der Maus die gleiche DNA-Bindungsspezifitit aufweist wie die von Castor in Dro-

100



Diskussion

sophila. Wie die Ergebnisse dieser Studie zeigen, konnen die zentralen Cst-Motive 1-4 des
Mausproteins in vitro nicht nur grundsitzlich an DNA binden, sondern besitzen tatsdchlich
dariiber hinaus eine groflere Affinitdt zu der aus Drosophila bekannten Castor-Zielsequenz als
zu alternativ angebotenen anderen Sequenzen (3.4.2). Die signifikante Ubereinstimmung der
Aminoséuresequenzen innerhalb der Cst-Motive und die kongruente, Spezies iibergreifende
Bindungsspezifitit fiir die bekannte Castor Zielsequenz, unterstiitzen die Annahme, dass mit
Cst das zu castor homologe Gen in Vertebraten gefunden wurde. Damit ist es durchaus mog-
lich, dass, wie auch schon durch die Ergebnisse der ersten Untersuchungen nahe gelegt wur-
de, Cst ebenso wie Castor in Drosophila an der Neurogenese beteiligt sein konnte und eine
ndhere Charakterisierung dazu beizutragen kann, die molekularen Prozesse der Entwicklung
von Vertebraten detaillierter zu ergriinden. Es war daher von Interesse, die Funktion von Cst
wihrend der Musterbildung intensiver zu analysieren und wenn mdglich mit bereits bekann-
ten Faktoren und Mechanismen in Verbindung zu bringen. Die Beobachtungen aus den in
dieser Arbeit durchgefiihrten Uberexpressionsstudien und Expressionsanalysen von Cst in
wildtypischen Embryonen und Verlustmutanten erlauben, dass Cst in die Hierarchie der von
der Dachplatte ausgehenden Signaltransduktion zur dorso-ventralen Musterbildung eingeord-
net werden kann und legen eine Beteiligung sowohl an der Kontrolle neuronaler Differenzie-

rung als auch der Regulation neuronaler Zelltypspezifizierung nahe.

Wihrend der Erstellung der vorliegenden Arbeit konnte durch weiterfilhrende Sequenzanaly-
sen und neuere Veroffentlichungen von EST-Klonen in der Arbeitsgruppe von Dr. T. Theil
eine alternative Cst-Isoform der Maus ermittelt werden. Diese ist soweit mit der anfdnglich
vorgestellten Form von Cst identisch, umfasst aber zusitzlich zu den bereits bekannten, fiir
Cst typischen fiinf Zinkfinger-Motiven sechs weitere und damit insgesamt elf der C,-H,C,-
H,-Elemente. Durch Northern Blot Analysen wurde bestétigt, dass wahrend der Embryogene-
se der Maus zwei alternative Cstz-Transkripte gebildet werden, deren unterschiedliche GroBen
mit der Lénge der Sequenzen korrelieren, die fiir die fiinf bzw. die elf Zinkfinger-Form von
Cst kodieren (personliche Mitteilung Dr. T. Theil). Zur Charakterisierung der alternativen
Isoform durchgefiihrte whole mount sowie in situ Hybridisierungen an freipraparierten Gehir-
nen von Mausembryonen verschiedener Entwicklungsstadien haben gezeigt, dass die elf Zink-
finger Form von Cs¢ in nahezu allen Bereichen des bisher publizierten Expressionsmusters
(Hurtado et al., 2002) nachweisbar ist (Lieven, 2004). Jedoch konnte in den trigeminalen Mo-
torneuronen keine Expression dieser Isoform von Cst detektiert werden und in den Hinter-
wurzelganglien erst zu einem spéteren Zeitpunkt als zuvor veroffentlicht. Die differentielle

Darstellung der Expression allein der fiinf Zinkfinger Form von Cs¢ unabhingig von der lén-
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geren Version mittels whole mount in situ Hybridisierung war dagegen bisher nur dullerst ein-
geschriankt, im dorso-medialen Telencephalon und der Augenanlage mdoglich (Lieven, 2004).
Dadurch wird zum einen zwar angedeutet, dass sich die Expression beider Isoformen iiber-
schneiden kann, zum anderen wird das bekannte Cs¢-Expressionsmuster insgesamt aber nicht
vollstdndig reproduziert. Da fiir die Detektion der fiinf Zinkfinger Form von Cst wegen der
massiven Sequenzhomologien zwischen den beiden Isoformen nur ein relativ kleiner Se-
quenzabschnitt in dem, im allgemeinen sekundérstrukturreichen, untranslatierten 3'-Bereich
des kiirzeren Transkriptes zur Verfiigung steht, wird vermutet, dass dieses Stiick der Sequenz
und damit auch die whole mount in situ Hybridisierung wahrscheinlich nicht hinreichend ge-
eignet ist, zuverldssig und spezifisch das gesamte Expressionsmuster der kurzen Cs¢-Isoform
darzustellen (Lieven, 2004). So legen die Ergebnisse zwar nahe, dass wihrend der Embryo-
nalentwicklung von Méusen vornehmlich die lange Isoform von Cst exprimiert wird, schlie-
Ben ohne eine weitere Verifizierung aber eine parallele oder eine im Mindestmal} partiell
iiberlappende Expression der flinf Zinkfinger Form auch nicht aus. Eine experimentelle Stra-
tegie, um im Ansatz zu ergriinden, ob und wenn ja welche der beiden nun bekannten Cst-
Isoformen in den unterschiedlichen Bereichen des bisher beschriebenen Cst-
Expressionsmusters reprisentiert ist, basiert auf der, im Vergleich zur whole mount in situ
Hybridisierung weitaus sensitiveren Methode der RT-PCR. Mittels verschiedener, sequenz-
spezifischer Oligonukleotide konnten in sowohl préizise gewebe- als auch stadienspezifisch
isolierter RNA auch kleinste Mengen der beiden bekannten Transkriptvarianten von Cst ge-
trennt voneinander nachgewiesen werden. Alternativ dazu kdnnten auch weiterfithrende Nor-
thern Blot Analysen der nach den verschiedenen Gesichtspunkten isolierten RNA helfen, dass
differenzielle Expressionsmuster der beiden Cst-Isoformen ndher aufzuschliisseln und so
eventuell Hinweise darauf zu erlangen, welche Rolle diese Isoformen wéhrend der Embryo-
nalentwicklung zu Teil wird. Allerdings wird es sowohl schwierig sein, die betreffenden, rela-
tiv kleinen embryonalen Gewebe exakt zu priparieren als auch anschliefend daraus ausrei-
chende Mengen RNA fiir die Analyse zu isolieren. Bereits in der Arbeitsgruppe von Dr. T.
Theil durchgefiihrte Uberexpressionsexperimente zur Untersuchung der Funktion der elf
Zinkfinger unfassenden Isoform von Cst zeigen im Weiteren, dass diese lange Cst-Form ein
dhnliches Potential besitzt, neuronale Differenzierung zu fordern (Lieven, 2004), wie die
schon zuvor (le Viseur, 2002) und vornehmlich in dieser Arbeit untersuchte fiinf Zinkfinger
Form von Cst. Auch die ektopische Expression eines Myc-Tag versehenen Konstruktes der
langen Cst-Form durch in ovo Elektroporation fiihrt dazu, dass nach 48 h der groBere Anteil

Myc" Zellen die ventrikulire Zone des Neuralrohres verlassen hat und ebenfalls p27 oder fiir
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differenzierte Neuronen charakteristische Marker exprimiert, ohne aber dariiber hinaus nach-
weisbar Einfluss auf die Subtypspezifizierung der entstehenden Neuronen zu nehmen (Lieven,
2004). Die im Rahmen der bisher durchgefiihrten Uberexpressionsstudien gewonnen Ergeb-
nisse deuten demnach auf eine funktionelle Redundanz der beiden untersuchten Cst-
Isoformen hin. Auch im Menschen wurde kiirzlich zusétzlich zu dem bereits aus Sequenzda-
ten bekannten, fiir fiinf Zinkfinger kodierenden Transkript des humanen Cs#-Gens eine alter-
native Splice-Variante identifiziert, die wie die der Maus ebenfalls insgesamt elf der fiir Cst
typischen C,-H,C,-H,-Motive umfasst (Liu et al., 2006). Die Untersuchung verschiedener
adulter Gewebe und humaner Zellinien zeigt zum einen, dass auch postnatal mehrheitlich bei-
de Transkripte parallel exprimiert werden und zum anderen, dass in ausgewidhlten Tumor-
Zellinien unter Differenzierung auslosenden Bedingungen die Transkriptionsrate von Cst
massiv, um ein Vielfaches erhoht wird (Liu ef al., 2006). Diese Befunde sind eine interessante
Erweiterung der bisher in verschiedenen Spezies durchgefiihrten Studien zur Charakterisie-
rung der Funktion von Cst wihrend der embryonalen Entwicklung und Neurogenese. Sie zei-
gen, dass die Expression von Cst gewebespezifisch auch postnatal erhalten bleibt und legen
dariiber hinaus nahe, dass die Funktion von Cs? nicht nur fiir das reguldre Proliferations- bzw.
Differenzierungsverhalten von Zellen wichtig ist, sondern, dass Cst dadurch unter Umsténden
auch einen Einfluss auf Prozesse der Karzinogenese ausiiben konnte (Liu et al., 2006). Diese
weiterfithrenden Aspekte sind durchaus ein zusitzlicher Anreiz, die Funktion und Wirkungs-

weise von Cst ndaher zu charakterisieren und aufzudecken.

4.1 Die Expression von Cst im Neuralrohr von Vertebraten ist evolutio-

nar konserviert

Nach ersten Untersuchungen der Cst-Expression im Neuralrohr durch whole mount in situ
Hybridisierung wurde von le Viseur (2002) angenommen, dass die Expression von Cst in
Maiuse- und Hiithnerembryonen zwar dhnlich ist, sich aber dennoch in manchen Punkten un-
terscheidet. Die Cst-Expression wurde in Mausembryonen der Stadien E10,5 und E11,5 in
den Vorlduferzellen der Populationen dP1 und dP2 detektiert und als gleich bleibend be-
schrieben. Dagegen wurde fiir Hithnerembryonen zum einen beobachtet, dass Cst wéhrend der
vergleichbaren Entwicklungsstadien (HH20, HH22) nur im Bereich der dP1-Vorlduferzellen
exprimiert wird, sich aber zum anderen die Expressionsdomédne im Verlauf der Entwicklung

noch weiter ausdehnt und spater (HH24) auch die dP2-Domine umfasst. Eine Expression von
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Cst in anderen Zellen oder Regionen des Neuralrohres als in den genannten Vorlauferpopula-

tionen wurde nicht detektiert.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen des Expressionsmusters von Cs¢ im Neuralrohr
von Hithner- und Mausembryonen stiitzen sich auf in situ Hybridisierungen und Antikorper-
farbungen auf Paraffin- und Kryostatschnitten und ermdglichen eine prézisere und detaillier-
tere Analyse als die Methode der whole mount in situ Hybridisierung. Dadurch konnte entge-
gen der bisherigen Annahme in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Cs¢ libereinstimmend so-
wohl in der Maus wihrend der Stadien E10,5 und E11,5 als auch in Hiihnchenembryonen
gleicher Entwicklungsphasen kontinuierlich nicht nur in der dP1- sondern auch in der dP2-
Domaine exprimiert wird. Zudem belegt die Antikorperfarbung gegen Cst und Mashl, dass die
Expressionsbereiche der beiden Faktoren iiberlappen und einige Zellen im Grenzbereich der
dorsalen Mashl-Expressionsdoméne gleichzeitig sowohl Mashl als auch Cst exprimieren.
Dass die Expression von Cst aber nur in der dorsalsten Region der von dP3 bis dP5 reichen-
den Mashl1-Expressionsdoméine detektiert wird, ldsst vermuten, dass nur die Vorlduferzellen
der dP3-Population Cst exprimieren. Da der gegen das Maus-Protein gerichtete, Cst-
Antikorper das Cst-Protein im Hithnchen nicht detektiert, bleibt der Beweis, dass Cst auch
hier in Cash1"-Zellen exprimiert wird, offen. Dennoch kann die Expression von Cst in diesen
Vorlduferzellen als wahrscheinlich angenommen werden, da die Expressionsmuster in den
beiden Spezies Maus und Huhn sowohl beziiglicher ihrer Doménen als auch in ihrem Verlauf,
nach einem Vergleich der gefarbten Schnittpriparate libereinstimmen. Das schlieft die, erst-
mals im Rahmen dieser Arbeit detektierte Expression in jiingst gebildeten Neuronen im me-
dio-lateralen und ventralen Bereich des Neuralrohres mit ein. Dass die rdumlichen und zeitli-
chen Aspekte des Expressionsmusters in den verschiedenen untersuchten Spezies identisch
sind, zeigt, dass die Cs#-Expression evolutionér konserviert ist. Damit weist Cst eine Gemein-
samkeit mit zahlreichen anderen Genen wie z.B. den bereits beschriebenen bHLH- und HD-
Transkriptionsfaktoren, Bmps oder Shh auf, deren Expression im Neuralrohr verschiedener
Organismen ebenso konserviert vorzufinden ist (Ben-Arie et al., 1996, Diez del Corral et al.,
2001, Hsieh, 2004). Dariiber hinaus ist bereits bekannt, dass die entsprechenden Faktoren in
unterschiedlichen Spezies auch funktionell homolog wirken und der Musterbildung dienen,
die in Vertebraten systematisch Parallelen aufweist und auf generell gleichen Mechanismen
basiert (Lewis, 1996, Vetter et al., 2003, Alvarez-Medina et al., 2008, Timmer et al., 2002).
In diesem Zusammenhang ist die Annahme nahe liegend, dass auch Cst im Neuralrohr von
Maiusen- und Hithnerembryonen die gleiche Funktion erfiillt, wihrend gleichzeitig von Inte-

resse ist, welche Position Cst im Gefiige der Musterbildung einnimmt.
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4.2  Regulation der Cst-Expression durch Signale aus der Dachplatte

Eingebunden in die Entwicklung des Neuralrohres ist die Etablierung der verschiedenen neu-
ronalen Zelltypen zum richtigen Zeitpunkt, in korrekter Anzahl und an definierter Position.
Eine Voraussetzung dafiir ist die Koordination der Programme, denen die Kontrolle der Proli-
ferations- und Differenzierungsraten von Vorlduferzellen obliegt und den Prozessen der Sub-
typspezifizierung. Mehrere Studien untermauern die Wichtigkeit der Dachplatte fiir die Mus-
terbildung im dorsalen Neuralrohr (Chizhikov ef al., 2005, Lee ef al., 2000, Manzanares et al.,
2000, Millonig et al., 2000), und demonstrieren, dass den exprimierten Faktoren der Bmp-
und Wnt-Familien eine essentielle Rolle bei dieser Koordination zugeschrieben werden kann
(Chessnut et al., 2004, Liu et al., 2004, Panchision et al., 2001, Timmer et al., 2002, Wine-
Lee et al., 2004). Zum einem gehoren zu den bereits bekannten Zielgenen der Bmp-
Signaltransduktion HD-Transkriptionsfaktoren der Msx- und Zinkfinger-Transkriptionsfakto-
ren der Zic-Familie, durch deren Bmp-induzierte Expression in proliferierenden Vorlduferzel-
len die neuronale Differenzierung blockiert wird (Aruga et al., 2002, Liu et al., 2004, Panchi-
sion et al., 2001, Suzuki et al., 1997, Timmer et al., 2002). Im Gegensatz dazu regulieren
Bmps zum anderen aber auch die Expression der proneuralen bHLH-Transkriptionsfaktoren
wie Mathl oder Ngnl (Chesnutt et al., 2004, Liu et al., 2004, Timmer et al., 2002, Wine-Lee
et al., 2004), die ihrerseits sowohl notwendig als auch ausreichend sind, die Bildung neurona-
ler Zellinien zu initiieren und neuronale Differenzierung zu fordern (Bertrand et al., 2002).
Dariiber hinaus wird durch Bmps auch die Expression der Faktoren der Wnt-Familie kontrol-
liert (Chesnutt et al., 2004, Panchision et al., 2001, Wine-Lee et al., 2004), deren mitogene
Wirkung wiederum zur Aufrechterhaltung des proliferativen Status der neuralen Vorlduferzel-
len beitrdgt (Megason et al., 2002). Die Wnt-Signaltransduktion beeinflusst zudem noch die
Expression des bHLH-Transkriptionsfaktors Olig3 und wirkt dadurch indirekt ebenfalls auf
die Spezifizierung der dorsalen Interneuronen (Miiller et al., 2002, Miiller et al., 2005, Zech-
ner et al., 2007).

Die Dachplatte dirigiert also als ein iibergeordnetes Signalzentrum die Musterbildung im dor-
salen Neuralrohr durch die Regulation der Expression mehrerer verschiedener Faktoren, die
fiir die Prozesse der Proliferation, Differenzierung und bzw. oder der Subtyspezifizierung
unentbehrlich sind. In Bezug auf den Zinkfinger-Transkriptionsfaktor Cst, der nach den bishe-
rigen Erkenntnissen (diese Arbeit, Hurtado ef al. 2002, le Viseur 2002, Cui et al., 1992, Mel-
lerick et al., 1992, Isshiki et al., 2001, Kambadur et al., 1998) ein weiterer, potentiell an der
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Musterbildung beteiligter Faktor ist, war daher die Frage nahe liegend, ob auch dessen Ex-

pression durch Signale aus der Dachplatte reguliert wird.

Die Ergebnisse der in ovo Elektroporationen mit Noggin, Myc-(ka)B-catenin und
(ka)BmpR1b und die Analyse der Wntl”;Wnt3a”-Verlustmutanten zusammengenommen
bestitigen, dass die Signaltransduktion der Dachplatte auch die Expression von Cst in den
Vorlduferzellen des dorsalen Neuralrohres reguliert. Der sekretierte Inhibitor Noggin bindet
mehrere der in der Dachplatte gebildeten Bmps und verhindert dadurch deren Interaktion mit
den entsprechenden Rezeptoren, wodurch eine Bmp-vermittelte Signaltransduktion unterbro-
chen wird (Chesnutt et al., 2004). Nach der Uberexpression von Noggin ist die Cst-Expres-
sion in den dorsalen Vorlduferpopulationen genauso drastisch reduziert wie die des bekannten
Bmp-Zielgens Msx1 (Abb. 31), ein Befund, der darauf hindeuten kdnnte, dass Bmps direkt in
die Cst-Genregulation involviert sind. Eine geringfligige Expression in unmittelbarer Nahe
der Dachplatte ist weiterhin sowohl fiir Msx1 als auch Cst zu beobachten. Eine mogliche Er-
klarung hierfiir ist, dass die Konzentration der freien Bmp-Molekiile so nah am Ursprung der
Sezernierung noch ausreichend ist, die Expression beider Gene zu aktivieren. Die Dachplatte
bleibt, wie auch durch die Bmp4-Expression gezeigt, trotz der ektopischen Expression von
Noggin in einer Hilfte des Neuralrohres, als Quelle der Bmp-Expression funktionell intakt.
Neben der Interpretation, dass die Expression von Cst direkt durch Bmps beeinflusst wird,
wire es jedoch auch moglich, dass eine verminderte Wnt-Signaltransduktion zum Verlust der
Cst-Expression geflihrt hat. Die drastische Reduktion der Bmp-Signaltransduktion durch
Noggin kann auch zu einer Beeintrachtigung der ebenfalls Bmp-abhingigen Wnt-Expression
in der Dachplatte fliihren und dadurch eine nachhaltige Verringerung der Wnt-
Signaltransduktion zu Folge haben (Liem et al., 1995, Marcelle et al., 1997, Panchision et al.,
2001). Dagegen spricht jedoch deutlich, dass die Expression von Cs¢ grundsitzlich in den
dorsalen Vorlduferzellen der Wnt1™”;Wnt3a”-Verlustmutanten erhalten bleibt (Abb. 32). Die
geringe Ausdehnung der Expressionsdomine kann mit der fiir diese Mutante typischen, ver-
kleinerten Populationsgréfle (Muroyama et al., 2002) begriindet werden. Auffallig ist dage-
gen, dass die weiter ventral gelegenen Bereiche der Cst-Expressionsdoméne nicht detektiert
werden konnen. Dies gilt sowohl fiir die untersuchten mutanten als auch fiir die, der Kontrolle
dienenden, wildtypischen Embryonen. Die Ursache dafiir liegt mit groBer Wahrscheinlichkeit
in der Methode der whole mount in situ Hybridisierung, der die Embryonen unterzogen wur-
den. Auch in friiheren Arbeiten (le Viseur, 2002) war es nicht mdglich, die medialen oder
ventralen Anteile der Expressionsdoméne von Cst mittels dieser Methode nachzuweisen. Lei-

der erlaubte die geringe Anzahl der Wntl”";3a” mutanten Embryonen weder eine methodi-
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sche Korrektur noch die Durchfiihrung einer alternativen Analysestrategie. Trotzdem wird
durch diese Untersuchung unterstrichen, dass nicht die Wnt-Signaltransduktion sondern eher
die aus der Dachplatte stammenden Bmp-Signale eine notwendige Vorraussetzung fiir die
Cst-Expression im dorsalen Neuralrohr sind. In Ubereinstimmung mit dieser Annahme ist im
Gegensatz zu einer ektopischen Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalweges (Abb. 32) die
der Bmp-Signaltransduktion (Abb. 33) auch ausreichend, eine Ausdehnung der Cist-
Expression im dorsalen Neuralrohr zu induzieren. Wie Msx1 und Msx2 ist auch die Expressi-
onsdomédne von Cst nach der ektopischen Expression des konstitutiv aktiven Bmp-
Rezeptors1b erweitert. Allerdings bleibt diese Erweiterung fiir Cst auf den dorsalen Bereich
des Neuralrohres beschriankt, wahrend Msx1 {liber die gesamte dorso-ventrale Achse des Neu-
ralrohres durch das zellautonom wirkende Bmp-Signal induziert wird. Gleichzeitig belegt die
Msx1-Expression zum einen, dass durch die in ovo Elektroporation erfolgreich die gesamte
dorso-ventrale Ausdehnung des Neuralrohres erfasst werden konnte und zum anderen, dass
auch die Zellen der ventralen Hélfte des Neuralrohres die Kompetenz besitzen, das durch den
aktiven Rezeptor simulierte Bmp-Signal zu interpretieren. Dass das Expressionsmuster von
Cst in diesem Bereich unverédndert bleibt, kann folglich bedeuten, dass hier auler Bmp ent-
weder zusitzliche oder sogar gianzlich andere Faktoren die Expression von Cst kontrollieren.
Da auch nach der Inhibierung der Bmp-Signaltransduktion durch Noggin keine Auswirkung
auf die Cst-Expression in den ventralen Bereichen detektiert werden konnte, ist es wahr-
scheinlich, dass fiir die Expression von Cs? in den jlingst gebildeten Neuronen, vielleicht ein-
hergehend mit unterschiedlichen funktionellen Eigenschaften von Cst, andere regulatorische
Mechanismen vorliegen als in den dorsalen Vorlduferzellen. Ob der regulatorische Einfluss
der Bmp-Signale auf die Cst-Expression in den dorsalen Vorlduferzellen zudem unmittelbar
ist oder aber iiber Zwischenstufen erst nach der Expression weiterer, z.B. bereits bekannter
Bmp-Zielgene oder noch nicht identifizierte Faktoren vermittelt wird, kann durch die bisheri-
gen Experimente nicht bestimmt werden. Es ist allerdings moglich, einige Faktoren als poten-
tielle Regulatoren auszuschlieBen. So stimmt zwar das Expressionsmuster der Bmp-Zielgene
Msx1 und Msx2 sowohl wildtypisch als auch nach der Uberexpression des kaBmpR1b mit
dem von Cst in einigen Abschnitten iiberein, jedoch ist der Bereich der Msx2-Expression un-
ter beiden Bedingungen kleiner als der von Cst, wihrend die Expressionsdoméne von Msx1
deutlich dariiber hinausreicht. Damit kime Msx1 zwar grundsitzlich in Frage, die Expression
von Cst zu regulieren, diese Kombination wiirde aber zwangslaufig die Beteiligung weiterer
Faktoren erfordern, von denen die aufgezeigte Begrenzung der Csz-Expression innerhalb der

Msx1-Doméne abhéngig wire. Dass die Cst-Expression in manchen Bereichen der Msx1-
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Expressionsdomédne ausbleibt, wire dann entweder das Resultat einer lokalen Inhibierung
durch gegenwirtige Faktoren oder aber durch das Fehlen notwendiger Kofaktoren zu erkla-
ren. Um zudem auch das Ergebnis der ektopischen Bmp-Signaltransduktion begriinden zu
konnen, miisste die Expression bzw. die Aktivitit der Kofaktoren selbst wiederum Bmp-
abhingig sein. Es ist daher nicht anzunehmen, dass die Expression von Cst allein von Msx1
gesteuert wird. Daneben konnte die Cstz-Expression stromabwirts von Bmp von Faktoren re-
guliert werden, die wie Cst auch die Differenzierung von Vorlduferzellen beeinflussen. Wie
schon zuvor festgestellt wurde, wird Cst wie die proneuralen Gene Mathl, Ngnl und Mashl
in der Maus bzw. wie Cathl, cNgnl und Cashl im Hithnchen in den dorsalen Vorlduferzellen
dI1-dI3 des Neuralrohres exprimiert (Abb. 11). Die Expression dieser bHLH-Transkriptions-
faktoren ist ebenfalls Bmp-abhéngig und dariiber hinaus eine sowohl notwendige wie zum
Teil auch hinreichende Bedingung fiir die Differenzierung und weitere Subtypspezifizierung
der entsprechenden Vorlduferzellen (Chesnutt et al., 2004, Liu et al., 2004, Timmer et al.,
2002, Wine-Lee et al., 2004, Bertrand et al., 2002). Es wire demnach denkbar, dass der Ein-
fluss der Bmp-Signaltransduktion aus der Dachplatte auf die Expression von Cs¢ in den Vor-
lauferzellen durch diese proneuralen bHLH-Faktoren vermittelt wird und weiter, dass Cst
vielleicht beteiligt sein konnte, die durch die proneuralen Faktoren induzierte Differenzierung
zu realisieren. Die Ergebnisse der Uberexpressionsstudien von Mathl (Abb. 27), Ngnl (Abb.
29) und Cashl (Abb. 30) zeigen jedoch, dass die Expression von Cst durch die ektopische
Expression der proneuralen bHLH-Faktoren nicht verdndert wird. Damit kann auch eine
Vermittlung des Bmp-Signals durch die genannten Faktoren zur Regulation der Cist-

Expression ausgeschlossen werden.

Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass fiir die Expression von Cs¢ in den Vorldufer-
populationen des dorsalen Neuralrohres die Bmp-vermittelte Signaltransduktion der Dachplat-
te sowohl notwendig als auch hinreichend ist. Es bleibt aber an dieser Stelle offen, ob die Re-
gulation der Cst-Expression durch Bmps direkt erfolgt oder durch noch unbekannte Faktoren
vermittelt wird. Dariiber hinaus gibt deutliche Hinweise darauf, dass die Cst-Expression un-
abhingig ist von anderen bereits bekannten Bmp-Zielgenen wie Msx1 und Msx2 oder den
proneuralen bHLH-Transkriptionsfaktoren Mathl, Ngnl und Cashl, was die interessante Per-
spektive eroffnet, dass Cst als eine selbstindige, effektive Komponente in die Koordination

der Musterbildungsprozesse involviert sein konnte.
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4.3  Cst fordert neuronale Differenzierung

Die ektopische Expression des Myc-Cst-Konstruktes fiihrt dazu, dass 48 h nach der in ovo
Elektroporation nahezu alle Myc-Cst exprimierenden Zellen den proliferativen Zustand abge-
schlossen und die durch BrdU markierbare, ventrikulire Zone des Neuralrohres verlassen
haben. Stattdessen befindet sich die Mehrheit dieser Zellen nun weiter lateral, in der Mantel-
zone und exprimiert tiberwiegend die generell flir postmitotische Neuronen typischen Marker
wie p27 oder NeuN (Abb. 17) und wie weitere Untersuchungen zeigen auch die charakteristi-
schen Marker fiir spezifische dorsale und ventrale Inter- und Motorneuronen (Abb. 18). Da-
gegen ist das zur Kontrolle elektroporierte GFP auch 48 h nach der induzierten Expression
zwar ebenfalls schon in einigen postmitotischen Zellen, dariiber hinaus aber hauptsédchlich in
der ventrikuldren Zone detektierbar. Wie bereits mehrfach in verschiedenen Studien gezeigt
wurde (Briscoe et al., 2000, Gotz, 2006, Lieven, 2004), hat die Expression von GFP keinen
Einfluss auf die Musterbildung des Neuralrohres. Zellen, die ektopisch GFP exprimieren, fah-
ren unbeeintrdchtigt mit ihrem endogenen Proliferations- bzw. Differenzierungsprogramm
fort und reprasentieren damit die durchschnittliche Verteilung der Zellen nach der Elektropo-
ration. Einige der GFP'-Zellen beginnen innerhalb des betrachteten Zeitfensters von 48 h
ganz reguldr mit der Differenzierung, wandern von der ventrikuldren Zone in die Mantelzone
aus und konnen hier schlieBlich als postmitotische Neuronen identifiziert werden. Andere
hingegen setzen ebenso konform mit den Mechanismen der Musterbildung kontinuierlich den
Zellzyklus fort und verweilen dementsprechend in der ventrikuldren Zone. Dies zeigt, dass
nicht endogen festgelegt ist, ob proliferierende Zellen in der VZ zwangsldufig innerhalb von
zwel Tagen den Zellzyklus verlassen, differenzieren und in die Mantelzone wandern miissen.
Der Effekt, dass die Myc-Cst exprimierenden Zellen 48 h nach der Elektroporation entgegen
dieser Feststellung dennoch die Proliferation beenden, differenzieren und mit der Migration in

die Mantelzone beginnen, ist demnach auf den Einfluss von Cst zurtickzufiihren.

Diese differenzierungswirksame Eigenschaft legt nahe, dass mit Cst ein weiterer Kandidat
identifiziert wurde, der in die Bmp-koordinierten Musterbildungsprozesse im Neuralrohr in-

volviert ist.
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4.3.1 Charakterisierung der durch Cst unterstiitzten neuronalen Differenzierung

Um genauer zu charakterisieren, welcher Mechanismus der differenzierungsféordernden Wir-
kung von Cst zugrunde liegt und um Cst genauer in die Hierarchie der Musterbidungsprozesse
einordnen zu konnen, wurde der Einfluss der ektopischen Expression von Myc-Cst auf die
Expression unterschiedlicher Schliisselfaktoren der Differenzierung und Proliferation unter-
sucht. Die Expression von Cs¢ in den dorsalen Vorlduferzellen unterliegt zwar wie die der
bHLH-Transkriptionsfaktoren Mathl, Ngnl oder Cashl der Bmp-vermittelten Signaltrans-
duktion der Dachplatte, wird aber nicht weiter durch diese proneuralen Faktoren beeinflusst.
Eine mogliche Erklarung dafiir, dass die ektopische Expression von Myc-Cst Differenzierung
begiinstigt, konnte sein, dass Cst seinerseits die Expression der proneuralen Faktoren lenkt.
Dies wire zum einen indirekt, durch die Inhibierung von Hes5 moglich, das seinerseits nicht
nur die Expression der proneuralen Faktoren inhibiert sondern mit diesen auch die Bildung
eines Repressorkomplexes initiiert, der auch die Expression ihrer Zielgene verhindert (Chen
et al., 1997, Davis et al., 2001, Alifragis et al., 1997, Sasai et al., 1992). Zum anderen konnte
Cst auch direkt die Expression der proneuralen bHLH-Transkriptionsfaktoren beeinflussen.
Die in ovo Elektroporation von Myc-Cst fiihrt nach 24 h allerdings nicht zu einer Verédnde-
rung des Expressionsmusters von Hes5, Ngnl oder Cashl (Abb. 20) wodurch gezeigt wird,
dass diese Vermutung nicht zutrifft. Unterstiitzt wird dagegen die Annahme, dass der Diffe-
renzierungseffekt von Cst nicht durch die Regulation der proneuralen Gene hervorgerufen
wird auch dadurch, dass 48 h nach der ektopischen Expression von Myc-Cst keine Abwei-
chung im Expressionsmuster interneuronentypischer Marker (Abb. 18) beobachtet werden
kann. Da die bHLH-Faktoren in den dorsalen Vorlduferzellen nicht nur eine differenzierende
Funktion erfiillen, sondern zudem noch die Subtypspezifizierung der entstehenden Neuronen
lenken, hitte ein solcher Einfluss von Cst auch auf dieser Ebene Wirkung zeigen miissen.
Auch wenn Cst nicht in die Genregulation der proneuralen Faktoren eingreift, wére es
daneben dennoch moglich, dass der von Cst ausgeloste Mechanismus zur Differenzierung in
Anlehnung an die bHLH-Transkriptionsfaktoren auf dhnlichen Prinzipien aufbaut oder sich
der gleichen Komponenten bedient. Nachdem jedoch durch die ektopische Expression von
Myc-Cst die Expression von NeuroM und Deltal, die durch bHLH-Faktoren induziert wer-
den, unverandert bleibt, erscheint auch dieser Fall kaum wahrscheinlich. Andererseits mehren
sich dadurch aber wiederum die Anhaltspunkte fiir die Theorie, nach der Cst unabhéngig von
proneuralen Genen an der Kontrolle der Neurogenese beteiligt ist. Diese Annahme wird auch

durch die Ergebnisse weiterer Uberexpressionsanalysen bestirkt. Danach basiert das differen-
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zierungsfordernde Potential von Cst im Gegensatz zu Ngnl nachweislich nicht auf der Inhi-
bierung von Sox2 (Abb. 21), das normalerweise den proliferativen Zustand von Vorlduferzel-
len stabilisiert und neuronale Differenzierung unterdriickt (Bylund et al., 2003, Graham et al.,
2003). Die diesbeziiglich in dieser Arbeit durchgefiihrte Studie bestétigt, dass 20 h nach ekto-
pischer Expression durch Ngnl bereits in nahezu der Halfte der ausgewerteten Zellen Sox2
reprimiert wurde und Cst keinen relevanten Einfluss auf die Expression von Sox2 ausiibt.
Ebenso wenig ist der Einfluss von Cst auf die Expression von p27 mit dem der proneuralen
Faktoren vergleichbar. p27 fungiert als ein Inhibitor Cyclin-abhidngiger Kinasen (CDK) und
fordert als solcher, dass der Zellzyklus proliferierender Zellen abgeschlossen wird und im
Anschluss daran die neuronale Differenzierung beginnen kann (Farah et al., 2000, Polyak et
al., 1994, Helms et al., 1998). Wie die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte Uberexpres-
sionsstudie mit Math1- und Ngn1-GFP zeigt, ist ein durch diese proneuralen Faktoren hervor-
gerufener Effekt, dass die Expression von p27 induziert wird (Farah et al., 2000, Bertrand et
al., 2002). Bereits 24 h nach der in ovo Elektroporation kann p27 zusétzlich in einer Vielzahl
der ektopisch Math1- oder Ngn1-GFP exprimierenden Zellen auch auBlerhalb seiner endoge-
nen Expressionsdoméne, z.B. im dorsalen Bereich des Neuralrohres und nahe des Lumens
detektiert werden. Dagegen wird zu diesem Zeitpunkt noch keine ektopische Aktivierung der
p27-Expression durch Myc-Cst beobachtet. Dem widerspricht auch nicht, dass die Mehrheit
der Myc-Cst exprimierenden Zellen 48 h nach der in ovo Elektroporation dennoch p27" sind,
denn auch in dieser Phase wird keine Verdnderung des Expressionsmusters von p27 offen-
sichtlich. Dieses Ergebnis kann so interpretiert werden, dass das endogene Programm der Zel-
len zur Expression von p27 nicht durch die ektopische Expression von Myc-Cst beeinflusst
wird und weiter charakteristisch bleibt fiir postmitotische neuroepitheliale Zellen und diffe-
renzierende Neuronen, wihrend Cst demnach durch einen parallel verlaufenden Mechanis-
mus, unabhéngig von den proneuralen bHLH-Faktoren oder p27 die Differenzierung von Zel-
len herbeifiihrt. In diesem Zusammenhang wére es auch denkbar, dass Cst alternativ zu p27 in
das intrazelluldre Zellzyklusgeschehen eingreift, denn nicht nur die Inhibierung der CDKs
durch p27 fiihrt zum Abbruch des Zellzyklus, sondern auch der Verlust der entsprechenden
Cycline wie CyclinB3, D1 oder D2 (Minshull et al., 1989, Fantl et al., 1999, Fantle et al.,
1995, Hu et al., 2001). Der inhibierende Einfluss der bereits erwéhnten Msx-Faktoren auf die
Differenzierung basiert u.a. auch darauf, dass diese die Expression der zyklusrelevanten Cyc-
line positiv regulieren und so den proliferativen Status der Zellen stabilisieren (Hu et al.,
2001). Es ist nicht anzunehmen, dass Cst die Expression von Msx1 oder Msx2 inhibiert, da

auch nach der ektopischen Aktivierung der Bmp-Signalkaskade durch die in ovo Elektropora-
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tion des (ka)BmpR1b (Abb. 33) die Expressionsdominen aller drei Gene expandieren und
weiterhin iiberlappen. Cst hétte aber als ein potentieller Gegenspieler die Aktivitdt der Msx-
Faktoren kompensieren und durch eine Inhibierung der Cycline den Differenzierungsprozess
vorantreiben konnen. Jedoch bleiben die Expressionsmuster von CyclinB3, D1 und D2 (Abb.
20 und Daten nicht gezeigt) 24 h nach der Uberexpression von Myc-Cst unveriindert. Damit
gibt es keinen bestdtigenden Hinweis dafiir, dass Cst an dieser Stelle in das Zellzykluspro-
gramm eingreifen konnte. Daneben hitte aber noch eine andere Moglichkeit bestanden, dass
Cst auf dem Wege der Genregulation Einfluss nimmt auf den Ablauf von Zellzyklus und Dif-
ferenzierung neuronaler Zellen. Der HLH-Faktor 1d2 gilt neben den Mitgliedern der Hes-
Familie als ein weiterer effektiver Inhibitor der Differenzierung und ist damit ein potentieller
Kandidat auf dessen Expression Cst Einfluss nehmen konnte, um die Differenzierung von
Vorlduferzellen zu fordern. I1d2 bildet mit proneuralen bHLH-Transkriptionsfaktoren Hetero-
dimere, die nicht an DNA binden konnen, kompetiert mit den proneuralen bHLH-Proteinen
um essentielle Kofaktoren und fordert die Fortsetzung der Proliferation zudem noch durch die
Inhibierung von Rb-Proteinen (Martinsen et al., 1998, Jen et al., 1997, Norton, 2000). Da 1d2
anders als Hes5 nur direkt mit den bHLH-Proteinen interagiert und keinen genregulatorischen
Einfluss auf diese ausiibt, wire in Ubereinstimmung mit den bisherigen Beobachtungen, die
Genexpression der proneuralen Faktoren nicht betroffen, wenn die Uberexpression von Myc-
Cst zur einer Reprimierung der Expression von Id2 fiithren wiirde. Andererseits wiirde mit
einem Verlust der /d2-Expression auch die Konkurrenz um die Kofaktoren proneuraler Akti-
vitdt entfallen und dementsprechend die Expression genetisch stromabwiérts gelegener Gene
wie z.B. NeuroM zunehmen. Wie jedoch die Ergebnisse der in situ Hybridisierungen auf
Schnittpraparaten zeigen, kann 24 h nach der in ovo Elektroporation von Myc-Cst weder eine
Verianderung der Expression von NeuroM noch der von /d2 festgestellt werden. Die Vermu-
tung, dass Cst durch einen genregulatorischen Einfluss auf /d2 neuronale Differenzierung
unterstiitzt, wird damit nicht bestétigt und /d2 kann als ein direktes Zielgen der Cst-Aktivitét

ausgeschlossen werden.

Insgesamt liefern die Untersuchungen zum Einfluss der ektopischen Expression von Myc-Cst
auf die Expression verschiedener Schliisselfaktoren der Differenzierung und Proliferation
vermehrt Hinweise darauf, dass Cst nicht in das bekannte Netzwerk proneuraler Genaktivitét
eingreift, sondern einen differenzierungsfordernden Einfluss durch einen unabhédngigen, alter-

nativen, jedoch bisher nicht ndher bestimmten Mechanismus ausiibt.
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4.3.2 Cst schrankt die Wirkung von Inhibitoren neuronaler Differenzierung ein

Der HLH-Faktor Hes5 ist neben der Wechselbeziehung zwischen Notch und Deltal eine Ba-
siskomponente durch die der Mechanismus der lateralen Inhibition aufrechterhalten wird, um
im Neuralrohr die Balance zwischen Proliferation und Differenzierung zu bewahren (Henri-
que et al. , 1995 , Ma et al. , 1996). Selbst in Folge der induzierten Notch-Signalkaskade akti-
viert, inhibiert Hes5 zum einen die Expression der proneuralen Gene und zum anderen durch
die Initilerung eines Repressorkomplexes, auch die Expression der Zielgene proneuraler
bHLH-Faktoren (Chen et al., 1997, Davis et al., 2001, Alifragis et al., 1997, Sasai et al.,
1992). Mit diesen Eigenschaften wirkt Hes5 im Neuralrohr als ein potenter Inhibitor neurona-
ler Differenzierung wéhrend der Neurogenese. Entsprechend ist 48 h nach der ektopischen
Expression von Hes5-GFP durch in ovo Elektroporation nur in einem geringen Anteil (5,2%
+1,5) der Hes5-GFP-exprimierenden Zellen p27 (GFP'/p27") als Marker fiir differenzierende
Neuronen nachweisbar. Der Anteil Hes-GFP-exprimierender, differenzierender Neuronen
betriagt dagegen jedoch tiber ein Drittel (36,8% +4,5) 48 h nach der in ovo Koelektroporation
von Hes5-GFP und Myc-Cst (GFP"/Myc /p27"). Demnach erhoht der Einfluss von Myc-Cst
unter diesen experimentellen Bedingungen die Wahrscheinlichkeit, dass neuronale Vorlaufer-
zellen trotz der Reprimierung proneuraler Genaktivitit differenzieren. Andererseits scheint
aber auch die Féhigkeit von Cst, neuronale Differenzierung zu fordern sichtlich eingeschrénkt
zu sein, wenn zwei Drittel der betroffenen Zellen nicht den Status differenzierter Neuronen
erreichen (GFP'/Myc'/p27’). Das Ergebnis der Koelektroporation von Hes5-GFP und Myc-
Cst konnte also so gedeutet werden, dass die Inhibierung proneuraler Genexpression die Fa-
higkeit von Cst schmélert, neuronale Differenzierung zu unterstiitzen. In Kombination mit den
bereits gesammelten Hinweisen (4.3.1), lieBe sich dieses Phdnomen theoretisch so erklaren,
dass Cst zwar parallel zu proneuralen und anderen Faktoren grundsitzlich die neuronale Dif-
ferenzierung fordert, fiir deren vollstdndige Realisierung aber eine Mindestaktivitit proneura-
ler Gene Voraussetzung bleibt. Demnach konnte es in diesem experimentellen Ansatz so sein,
dass der durch Cst gelieferte, separate Impuls zur Differenzierung in jenen Zellen als Grund-
lage dient und zur neuronalen Differenzierung fiihrt, in denen eventuell eine Restaktivitit
proneuraler Gene oder anderer Faktoren erhalten geblieben ist, die alleine aber keinen mess-
baren Einfluss mehr auf das Differenzierungsverhalten von Vorlduferzellen hitte bewirken
konnen. Da im Rahmen dieser Koelektroporationsexperimente die Kompetenz von Hes5 als
Inhibitor der Differenzierung allein anhand der p27-Expression gemessen wurde, konnen iiber
eine mogliche absolute Restaktivitit proneuraler Gene allerdings keine konkreten Angaben

gemacht werden. Jedoch liefert das Ergebnis der Einzelelektroporation von Hes5-GFP einen
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Hinweis darauf, dass trotz der Inhibierung durch Hes5 durchaus in einem Teil der Zellen pro-
neurale Genaktivitéit erhalten geblieben sein konnte, da in einigen Hes-GFP-exprimierenden
Zellen auch der Differenzierungsmarker p27 detektiert werden kann. In diesen wire das Maf3
proneuraler Funktionalitit sogar alleine noch ausreichend gewesen, Differenzierung zu be-
wirken und es ist denkbar, dass insgesamt der Anteil an Zellen grofer ist, in denen die Inhi-
bierung durch Hes5 nicht absolut ist, die verbleibende proneurale Genaktivitidt aber nicht
mehr gentigt, Differenzierung zu induzieren. In diesem Zusammenhang sollte daneben aller-
dings auch nicht unberiicksichtigt bleiben, dass nach der Elektroporation praktischerweise nur
die Expression von GFP detektiert und nicht zusitzlich verifiziert wird, ob und in welcher
Menge Hes5 ebenfalls exprimiert wird. Es besteht also theoretisch die Moglichkeit, dass ge-
rade in den GFP"/p27"-Zellen die Hes5-Expression nicht fehlerfrei verlaufen ist und der inhi-
bierende Effekt deswegen nicht eintritt. Minimiert wird diese Fehlerquelle jedoch schon durch
die Wahl des Expressionsvektors (pCAGGS, Abb. 16), der die Translation zweier Proteine
von nur einer mRNA erlaubt. Da die fiir GFP kodierende Sequenz auf der mRNA downstream
des flir Hes5 kodierenden Bereiches angeordnet ist, wird sichergestellt, dass die Expression
von GFP nur dann eintritt, wenn wenigstens die Transkription beider Gene korrekt erfolgt ist.
Auch wenn dennoch nicht vollkommen ausgeschlossen werden kann, dass in den GFP"/p27"-
Zellen Hes5 moglicherweise in geringeren Mengen exprimiert wurde, widerspriache das aller-
dings trotzdem nicht der Annahme, dass der Einfluss von Myc-Cst die Wahrscheinlichkeit zur
Differenzierung steigert und die proneurale Genaktivitdt dariiber hinaus eine notwendige
Komponente bliebe. Dagegen ist der alternative Erkldrungsansatz, dass sich die ektopisch
exprimierten Faktoren Hes5 und Myc-Cst funktionell, z.B. durch eine direkte physikalische
Interaktion auf Proteineben wechselseitig inhibieren, nach den Ergebnissen bisheriger Expe-
rimente weitestgehend unwahrscheinlich. In diesem Fall hitte ndmlich die alleinige Uberex-
pression von Myc-Cst auch nach 24 h schon zu einer relevanten Inhibierung des endogenen
Hes5 und folglich zu einer erhohten Genexpression proneuraler Faktoren fiihren sollen. Ein
Einfluss von Cst auf die Expression von Hes5 und proneuraler Gene konnte aber bereits aus-

geschlossen werden (Abb. 20, 4.3.1).

Ahnliches gilt auch fiir die Interpretation der Ergebnisse der Uberexpressionsstudien mit
Myc-Cst und einem weiteren Inhibitor der Differenzierung, Id2, dessen inhibitorische Wir-
kung ebenfalls durch den Einfluss von Myc-Cst herabgesetzt wird. Als HLH-Protein der Id-
Familie bildet auch 1d2 mit den bHLH-Faktoren Heterodimere, die nicht an DNA binden und
inhibiert zum einen dadurch und zum anderen durch die Kompetition um essentielle Kofakto-

ren der proneuralen Proteine die Expression der entsprechenden differenzierungsrelevanten
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Zielgene (Martinsen et al., 1998, Jen et al., 1997, Norton, 2000). Gegen die Annahme, dass
Id2 seinerseits auf Proteinebene, vielleicht durch eine physikalische Interaktion mit Myc-Cst
inhibiert wird, spricht wiederum, dass auch ein Einfluss von Cst auf die Expression eben diese
Zielgene proneuraler Faktoren ausgeschlossen werden konnte (Abb. 20, 4.3.1). Trotzdem re-
sultiert die Koelektroporation von Myc-Cst und Id2-GFP darin, dass unter diesen experimen-
tellen Bedingungen drei Viertel der Zellen (74,5% +3,7) die beide Faktoren ektopisch expri-
mieren, durch die Expression von p27 als differenzierende Neuronen eingeordnet werden
konnen (GFP"/Myc /p27"). Im Gegensatz dazu ist der Anteil der GFP'/p27"-Zellen entspre-
chend der inhibitorischen Kompetenz der Id-Faktoren nach der Einzelelektroporation von Id2-
GFP nur gering (13,8% =3,3). Durch den Einfluss von Myc-Cst wird also wiederum die
Wabhrscheinlichkeit erhoht, dass die Zellen trotz der induzierten Blockade differenzieren, doch
anders als in der Uberexpressionsstudie mit Hes5 wird die Inhibierung der Differenzierung
durch 1d2 in der Gegenwart von Myc-Cst nun von der Mehrheit der Zellen {iberwunden. Im
Unterschied zu Hes5 schriankt 1d2 nicht nur die Funktion proneuraler bHLH-Proteine ein,
sondern stabilisiert zusétzlich auch die Progression des Zellzyklus indem es Faktoren der Rb-
Gruppe inhibiert und damit die Aktivierung von Zellzyklus-Genen ermdglicht und fordert
(Iavarone, et al., 1994). Im Vergleich mit Hes5 konnte das Ergebnis der Koelektroporations-
experimente von Myc-Cst und 1d2-GFP demnach ein Hinweis darauf sein, dass Cst ebenfalls
in den Zellzyklus eingreift. Es wire denkbar, dass die sichtliche Effizienz mit der die, durch
Id2 induzierte Inhibierung der Differenzierung unter dem Einfluss von Myc-Cst aufgehoben
wird, darauf beruht, dass Cst den positiven Effekt von 1d2 auf den Zellzyklus entweder kom-
pensiert oder seinerseits, vielleicht iiber einen dominierenden, alternativen Mechanismus den
Austritt aus dem Zellzyklus fordert. Trifft diese Annahme zu, sollte das unter diesen experi-
mentellen Bedingungen erreichte hohe Ausmal der durch Cst induzierten Differenzierung,
allerdings nur dann erreicht werden, wenn die inhibitorische Kompetenz von Id2 mehr der
Unterstiitzung des Zellzyklus entspringen wiirde denn der Inhibierung proneuraler Faktoren.
Tatsichlich hat die Uberexpression von Id2 im Neuralrohr anders als Hes5 einen schwicheren
Einfluss auf die Expression von Deltal (Debreuil et al., 2002), wodurch nahe gelegt wird,
dass die durch Id2 vermittelte Inhibierung neuronaler Differenzierung vornehmlich auf der
Forderung des Zellzyklus beruht. In der Komplexierung der proneuralen Proteine und der
Kompetition um deren essentielle Kofaktoren durch 1d2 kénnte dagegen die Ursache dafiir zu
suchen sein, dass Cst die induzierte Blockade neuronaler Differenzierung unter diesen expe-
rimentellen Bedingungen nicht grundsétzlich in allen Zellen aufheben kann, die sowohl 1d2-

GFP als auch Myc-Cst exprimieren. Dafiir, dass Id2 in diesem Aspekt der Inhibition wieder-
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um iiber Cst dominiert, spricht auch das Ergebnis der Myc-Cst /Hes5-GFP-Koelektroporation,
dass die proneurale Genaktivitit einen limitierenden Parameter fiir die Kapazitdt von Cst, neu-

ronale Differenzierung zu fordern, darstellen konnte.

Zusammengefasst geben die Ergebnisse der Elektroporationsexperimente mit Myc-Cst, Hes5-
GFP und 1d2-GFP erste Hinweise auf den Mechanismus, der durch Cst vermittelten Forde-
rung neuronaler Differenzierung. Demnach ist es moglich, dass Cst mit dem Zellzykluspro-
gramm proliferierender Zellen interferiert und dabei entweder eine Arretierung des Zellzyklus
oder den Austritt aus dem Zellzyklus bewirkt. Da die Blockierung der Zellteilung allein aller-
dings nicht ausreichend ist, die vollstindige Differenzierung sich teilender Vorlauferzellen zu
fertigen Neuronen zu veranlassen (Hardcastle ef al., 2000), ist es wahrscheinlich, dass die
Funktion von Cst nicht nur auf diesen Aspekt des Zellzyklus begrenzt ist. Eventuell vermittelt
Cst den Austritt aus dem Zellzyklus als Voraussetzung dafiir, dass Vorlduferzellen anschlie-
Bend mit der Migration beginnen, differenzieren und damit einhergehend typische neuronale
Marker exprimieren und greift so nicht nur in den Zellzyklus ein, sondern unterstiitzt dariiber
hinaus den Ubergang zur Differenzierung. Allerdings scheint Cst allein aber nicht alle not-
wendigen Aspekte flir die Differenzierung zu erfiillen und es bedarf dazu der Beteiligung zu-
mindest der proneuralen Faktoren, so dass Cst eine Forderung der Differenzierung initiiert

ohne mit bereits bekannter proneuraler Genaktivitit zu interferieren.

Nebenbei fillt im Rahmen der Koelektroporationsexperimente mit Myc-Cst und den Inhibito-
ren der Differenzierung eine relativ grofe Anzahl GFP'-Zellen auf, in denen iiberraschend
keine zusitzliche Expression von Myc-Cst nachgewiesen werden kann, wie nach der gleich-
zeitigen Elektroporation beider Expressionsplasmide zu erwarten gewesen wére. Dieses Pha-
nomen ist mit groBer Wahrscheinlichkeit nicht auf eine unterschiedliche Akzeptanz der Zellen
gegeniiber den verschiedenen (Basis-) Expressionsplasmiden pCS2+ bzw. pCAGGS zurtick-
zufiihren, da die Kombination dieser beiden Vektoren in anderen Koelektroporationsexperi-
menten nicht zur ungleichen Verteilung der Expressionsprodukte flihrte (Abb. 28F, Abb.
30G). Der nach der Koelektroporation von Myc-Cst und Hes5-GFP oder 1d2-GFP beobachte-
te Effekt der unterschiedlichen Verteilung lieBe sich daher eher mit dem gegensitzlichen Ein-
fluss der exprimierten Faktoren auf das Differenzierungs- und Proliferationsverhalten der
transfizierten Zellen begriinden. Eine mdgliche Erklarung fiir das Auftreten einer groferen
Anzahl ausschlieSlich GFP exprimierender Zellen konnte sein, dass diese aus einer zunichst
kleinen Gruppe von Zellen hervorgehen, die bei der Elektroporation nur Hes5- bzw. 1d2-GFP-

Expressionsplasmide aufgenommen haben. Diese Zellen konnten sich bis zur Isolierung der
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Embryonen fortlaufend teilen und dabei die aufgenommenen Vektoren unter den Tochterzel-
len aufteilen, wihrend Myc-Cst exprimierende Zellen auch in Gegenwart von Hes5 oder 1d2
den Zellzyklus abschlieBen. Fiir diese Annahme spricht auch, dass sich fast alle der aus-
schlieBlich (Myc/)GFP" Zellen in der Region der ventrikuliren Zone befinden, wohingegen
die meisten Myc /GFP"-Zellen entlang der gesamten dorso-ventrale Achse des Neuralrohres,
entweder als differenzierte Neuronen in der Mantelzone oder in einem Bereich eng benach-

bart dazu detektierbar sind.

4.3.3 Die zentrale Zinkfinger-Doméne des Cst-Proteins fordert neuronale Differen-

zierung

Um nihere Hinweise darauf zu sammeln, ob der, durch die Uberexpression von Myc-Cst her-
vorgerufene, differenzierungsfordernde Effekt vielleicht durch eine Aktivierung oder die In-
hibierung von Genen hervorgerufen wird, wurden weitere in ovo Elektroporationsexperimente
mit den Fusionskonstrukten Myc-Csty;4-E1A und Myc-Csty;4-EngR  durchgefiihrt. Die
zugrunde liegende experimentelle Strategie war, die DNA-bindende Doméne von Cst mit
einer bekannten Transkriptionsregulierenden Einheit zu verbinden, und so ein Fusionsprotein
zu erhalten, dass liberexprimiert den gleichen Effekt hervorruft wie das vollstindige Cst-
Protein. Dazu wurde die Sequenz der zentralen vier Cst-Motive mit der Sequenz fiir die
Transkription aktivierende Doméine E1A des Adenovirus bzw. der inhibitorischen Domine
EngR des Engraild-Proteins aus D. melanogaster kombiniert. Die Cst-Motive 1-4 bilden die
zentrale Zinkfinger-Domine des Cst-Proteins und kénnen an DNA binden (3.4.2, Abb. 24).
Die anderen beiden Doménen wurden bereits zuvor als Transkriptions-Aktivator bzw.
-Repressor eingesetzt (Marine ef al., 1997, Badiani ef al., 1994, Conlon ef al., 1996, Bylund et
al., 2003). In diesen Arbeiten konnte zum einen gezeigt werden, dass wenn das Fusionsprote-
in die funktionell gleiche regulatorische Domiine erhilt wie das wildtypische Protein, Uberex-
pressionstudien mit beiden Proteinen zu gleichen Ergebnissen fithren. Enthélt das Fusionspro-
tein stattdessen aber die transkriptionsregulatorische Doméne, die beziiglicher ihrer Funktion
nicht der wildtypischen entspricht, werden unter gleichen Versuchsbedingungen unterschied-
liche Ergebnisse erzielt oder sogar entgegengesetzte Effekte hervorgerufen. Die Verwendung
eines solchen letztgenannten, auch als dominant-negativ bezeichneten Konstruktes ist oftmals
sehr aufschlussreich, da damit auch prinzipiell ein Genverlust-Zustand in vivo simuliert wer-
den kann. Interessant an den Ergebnissen der in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Ex-

perimente ist, dass sowohl durch die Uberexpression des Aktivator-, Myc-Cstum;4-E1A, als

117



Diskussion

auch durch die des Repressor-Fusionsproteins Myc-Cstyj4-EngR, der gleiche fordernde Ef-
fekt auf die neuronale Differenzierung von Vorlduferzellen erzielt wird wie durch die Uber-
expression der Volldngenversion des Cst-Proteins. Allein aus dieser Beobachtung gefolgert,
sollte Cst als Zinkfinger-Transkriptionsfaktor in Vertebraten wie auch Castor in Drosophila
sowohl als Aktivator als auch als Repressor die Genexpression mehrerer verschiedener Ziel-
gene regulieren (Kambadur et al., 1998), ohne das an dieser Stelle ersichtlich wiirde, ob en-
dogen eine der beiden Funktionen dominiert. Im Weiteren miissten die Zielgene dann aller-
dings ihrerseits an unterschiedlichen Stellen Teil der Proliferations- und Differenzierungsma-
schinerie sein, wenn, wie mit Myc-Csty;4-E1A und Myc-Csty.4-EngR gezeigt, sowohl die
alleinige ektopische Aktivierung des oder der einen Zielgene(s) als auch die Inhibition des(r)
anderen zum selben differenzierungsfordernden Resultat fiihren kann. Alternativ zu diesem
Erklarungsansatz ist die Annahme, dass die jeweiligen Fusionsproteine weder einen funktio-
nellen Transkriptionsaktivator noch -Inhibitor darstellen. Dies konnte zum einen daran liegen,
dass die Kombination der Sequenzen unerwartet die Sekundér- oder die Tertidrstruktur des
Gesamtproteins negativ beeinflusst, so dass funktionelle Doménen vielleicht nicht ausgebildet
werden konnen oder sterisch inhibiert werden. Allerdings wurden dieselben Basisvektoren mit
den E1A- und EngR-Anteilen bereits erfolgreich in Kombination mit DNA-bindenden Zink-
finger-Doménen eingesetzt (Marine et al., 1997). Dennoch miisste auch in diesem Fall gene-
rell wenigstens ein funktioneller Bereich der Fusionsproteine erhalten geblieben sein, denn
der fiir Cst typische Effekt auf das Differenzierungsverhalten der Zellen ist ja durchaus wei-
terhin zu beobachten. Zum anderen ist es aber ebenso moglich, dass die zusétzlich Transkrip-
tionsregulierenden Dominen der Fusionsproteine nicht beeintrachtigt aber alle fiir den diffe-
renzierungsfordernden Effekt verantwortlichen Komponenten bereits in der Doméne der Cst-
Motive vereinigt sind. Ubereinstimmend mit dieser Vermutung konnte gezeigt werden, dass
unter den experimentellen Bedingungen die Uberexpression der isolierten, zentralen Zinkfin-
ger-Domine des Cst-Proteins (Myc-Csty.4) tatsdchlich alleine schon ausreichend ist, den
Differenzierungseffekt auszulésen. Demnach ist es nicht erheblich, ob die zentrale Zinkfin-
ger-Doméne des Cst-Proteins liberhaupt von einer weiteren potentiell funktionellen Doméne
begleitet wird, da dadurch keine maBigeblichen Verdnderungen fiir die Funktionsweise des
gesamten Fusionsproteins erzielt wird. Dieses Ergebnis zeigt, dass sich in dieser Hinsicht das
Maus Cst-Protein von Castor in Drosophila unterscheidet, das wéahrend der temporalen Regu-
lation der Neurogenese sowohl als Repressor als auch als Aktivator fungiert . Im Weiteren
wirft dieser Befund andererseits die Frage auf, auf welche Weise die zentrale Zinkfinger-

Domine von Cst den mafgeblichen Effekt auf die Differenzierung hervorruft. Wie durch die
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Gelretardationsstudie in dieser Arbeit bereits gezeigt werden konnte, sind die vier Cst-Motive
der zentralen Zinkfinger-Doméne kompetent, sequenzspezitisch DNA zu binden. Es konnte
nun zum einen so sein, dass der beobachtete Effekt der Cst-Motive auf die Differenzierung
ausschlieBlich auf der Fahigkeit zur DNA-Bindung beruht, ohne dass die Zinkfinger-Doméne
noch andere funktionelle Komponenten beinhaltet oder mit weiteren Faktoren in Kontakt tritt.
So wire es denkbar, dass durch die Anheftung der Cst-Motive an bestimmte DNA-Sequenzen
Bindungsstellen anderer Transkriptionsfaktoren blockiert werden, deren Ziel entweder die
Forderung der Proliferation oder die Inhibierung der Differenzierung ist. Damit wiirde Cst
grundsétzlich die Funktion eines Inhibitors zukommen. Zum anderen wére es aber auch mog-
lich, dass die zentrale Zinkfinger-Doméne anstelle der DNA-Bindung mit anderen Faktoren in
Wechselwirkung tritt und Cst dadurch in erster Linie alleine vielleicht weder als Transkripti-
onsaktivator noch als -Repressor fungiert. Tatséchlich ist es nicht ungewohnlich, dass den
DNA-bindenden Doménen von Transkriptionsfaktoren noch weitere regulatorische Funktio-
nen zugeordnet werden konnen (Liu et al., 1994). Auch wenn den C,H,-Motiven von Zink-
finger-Proteinen vornehmlich die Rolle zugeschrieben wird, mit einer spezifischen Affinitit
DNA-Segmente zu binden, kdnnen einige dariiber hinaus auch mit RNA (Hall, 2005, Brown,
2005) oder Proteinen in Wechselwirkung treten (Iuchi, 2001, Gamsjiger et al., 2007). Es
konnte gezeigt werden, dass durch die C,H,-Motive sowohl eine Interaktion mit einzel- (Bar-
deesy et al., 1998, Caricasole et al., 1996) als auch doppelstringiger RNA (Finerty et al.,
1997, Finerty et al., 1999, Yang et al., 1999) und sogar mit RNA-DNA-Heteroduplexen (Shi
et al., 1995, Finerty et al., 1997) erzielt werden kann, auch wenn im letzteren Fall die akute
biologische Relevanz nicht geldufig ist. Ebenso bekannt ist, dass von mehreren aufeinander
folgenden C,H,-Zinkfingern eines Proteins nicht zwingend alle funktionell konform sein
miissen. Es ist durchaus moglich, dass nur ein Teil der zu einer Doméne gehdrenden Zinkfin-
ger sequenzspezifisch Nukleinsduren bindet wéhrend entfernt liegende oder sogar C,H,-
Motive derselben Doméne parallel dazu mit Proteinen in Wechselwirkung treten und notwen-
dig sein konnen, um Homo- oder auch Heterodimere zu bilden (Iuchi, 2001, Morgan et al.,
1997, Tsai et al., 1998, Sun et al., 1996). Es ist daher denkbar, dass auch den hier untersuch-
ten Cst-Motive neben der schon nachgewiesenen Féhigkeit der DNA-Bindung noch die Funk-
tion zu eigen sein konnte, mit weiteren endogenen Proteinen in Kontakt zu treten und so zu

interagieren, dass daraus der beobachtete Effekt auf die Differenzierung resultiert.
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4.4  Cst nimmt alleine keinen Einfluss auf die Subtypspezifizierung

Die Ergebnisse der Einzelelektroporationsexperimente mit Myc-Cst zeigen, dass durch die
ektopische Expression von Myc-Cst zum einen friihzeitig die Differenzierung neuronaler Zel-
len gefordert wird (Abb. 17) und zum anderen, dass alle betroffenen Zellen zum jeweiligen,
ihrer Position auf der dorso-ventralen Achse entsprechenden neuronalen Subtypus gehoren
(Abb. 18). Genauso ist das ektopisch exprimierte Konstrukt auch in allen untersuchten dorsa-
len und ventralen Interneuronen- und der Motorneuronenpopulation zusammen mit den cha-
rakteristischen Markern detektierbar (1.3.1.1, 1.3.1.2) und es gibt somit keinen Hinweis dar-
auf, dass unter diesen experimentellen Bedingungen die Spezifizierung eines oder mehrerer
der betrachteten neuronalen Subtypen inhibiert wird. Daraus kann abgeleitet werde, dass auch
die endogene Cst-Expression alleine weder in den dorsalen Vorlduferpopulationen noch in
den jiingst gebildeten Neuronen im medialen und ventralen Bereich des Neuralrohres die Sub-
typspezifizierung verantwortet. Unabhiingig davon kann Cst aber bei der Uberexpression sei-
ne differenzierungsfordernde Wirkung entlang der gesamten dorso-ventralen Achse des Neu-
ralrohres entfalten und veranlasst gleichsam, ohne regionale Unterscheidung die Mehrheit der

Zellen dazu, aus dem Zellzyklus auszutreten und in die Mantelzone zu wandern.

4.5  Cst kooperiert spezifisch mit Math1 bei der Bildung von dI1-

Interneuronen

Die proneuralen bHLH-Transkriptionsfaktoren Mathl, Ngnl/2 und Mashl bzw. Cathl,
cNgnl/2 und Cashl werden wihrend der Neurogenese jeweils in den benachbarten dorsalen
Vorlauferzellpopulationen dP1, dP2 und dP3 im Neuralrohr von Miuse-, bzw. Hithnerembry-
onen exprimiert und sind sowohl hinreichend als auch notwendig fiir die Spezifizierung ver-
schiedener Typen dorsaler Interneuronen (Nakada et al., 2004, Gowan ef al., 2001, Berming-
ham et al., 2001, Lee et al., 1998, Helms et al., 1998, Akazawa et al., 1995, Ma et al., 1996,
Perez et al., 1999, Johnson et al., 1990, Jasoni et al., 1994, Lo et al., 1991, Ma et al., 1997).
Entsprechend kénnen durch die ektopische Expression dieser proneuralen Faktoren Vorldu-
ferzellen auBerhalb der endogenen Expressionsdominen darauf programmiert werden, Inter-
neuronen des charakteristischen Subtyps zu generieren. Verschiedene Studien zeigen jedoch,
dass das subtypspezifizierende Potential der bHLH-Faktoren dariiber hinaus dennoch diversen

Einschriankungen unterworfen ist und legen deswegen die Beteiligung noch zu identifizieren-
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der Kofaktoren nahe (Bermingham et al., 2001, Gowan et al., 2001, Helms et al., 2005, Kriks
et al., 2005, Miiller et al., 2005, Nakada et al., 2004). Da Cst evolutionir konserviert ebenfalls
in den Vorlduferpopulationen dP1-dP3 exprimiert wird, war es von Interesse zu untersuchen,
ob es sich hierbei um einen der gesuchten potentiellen Kofaktoren der bHLH-Transkriptions-
faktoren handeln konnte. Tatsdchlich geben die Ergebnisse der Einzel- und Koelektroporati-
onsstudien mit Myc-Cst und Expressionsplasmiden der proneuralen Faktoren Mathl, Ngnl
und Cashl deutliche Hinweise auf eine spezifische Kooperation von Cst und Mathl und las-
sen auf eine Beteiligung von Cst als Kofaktor an der Subtypspezifizierung von dI1-Interneu-
ronen schlieBen. Zunichst konnte im Rahmen dieser Arbeit in Analogie zu anderen Studien
(Gowan et al., 2001, Nakada et al., 2004) verifiziert werden, dass nach der in ovo Elektropo-
ration des proneuralen Faktors Mathl ausschlieBlich im dorsalen Bereich des Neuralrohres
vermehrt Interneuronen des Typs dI1 gebildet werden, obwohl entlang der dorso-ventralen
Achse zahlreiche Zellen nachweislich ebenfalls ektopisch Math1 exprimieren. Durch die Koe-
lektroporation von Myc-Cst und Mathl wird erreicht, dass diese Beschrinkung der subtyp-
spezifizierenden Wirkung von Mathl auf den dorsalen Anteil des Neuralrohres aufgehoben
wird. Die gemeinsame Uberexpression der beiden Faktoren resultiert darin, dass iiber die ge-
samte Ausdehnung der dorso-ventralen Achse des Neuralrohres mit Ausnahme der Dach- und
Bodenplattenregion die Bildung weiterer dI1-Interneuronen induziert wird, wobei der Nach-
weis des spezifischen Interneuronentyps iiber die charakteristische Expression des Markers
Lh2b erfolgt (Abb. 27). Eine Quantifizierung der dI1-Interneuronen belegt, dass die alleinige
Uberexpression von Mathl zu einer Verdreifachung (diese Arbeit, Nakada et al., 2004), die
Koelektroporation von Myc-Cst und Mathl aber zu einer Versechsfachung dieses spezifi-
schen Interneuronentyps fiihrt (Abb. 27). Basierend darauf, dass sich gleichfalls die endoge-
nen Expressionsdoménen von Csf und Mathl im dorsalen Neuralrohr iiberschneiden, kann aus
diesen Ergebnissen die Schlussfolgerung gezogen werden, dass Cst nicht nur unter experi-
mentellen Bedingungen, sondern auch im iiblichen Rahmen der Neurogenese mit Mathl ko-
operiert und dadurch an der Generierung von dI1-Interneuronen beteiligt ist. Dariiber hinaus
unterstreichen die Resultate weiterer Koelektroporationsstudien von Myc-Cst mit den proneu-
ralen Faktoren Ngnl und Cashl den exklusiven Charakter des Zusammenwirkens von Cst und
Mathl. Im Vergleich zu den Einzelelektroporationen von Ngnl-GFP bzw. Cash1-GFP kann
nach der gleichzeitigen Uberexpression mit Myc-Cst hierbei keine signifikante Verinderung
der Anzahl oder der Verteilung der zusitzlich gebildeten dI2- (Abb. 28) bzw. dI3-Interneuro-
nen (Abb. 30) festgestellt werden. Dies zeigt, dass im Gegensatz zu Math1 die bHLH-Trans-

kriptionsfaktoren Ngnl und Cashl unter diesen experimentellen Bedingungen in der Entfal-

121



Diskussion

tung ihres subtypspezifizierenden Potentials von Myc-Cst weder messbar unterstiitzt noch
inhibiert werden. Damit wird die Annahme untermauert, dass Cst im dorsalen Neuralrohr spe-
zifisch mit Mathl kooperiert und nicht grundsitzlich mit den proneuralen bHLH-Transkrip-
tionsfaktoren, deren Expressionsdomédnen mit der von Cst liberlappen, die Bildung der jewei-
ligen Interneuronen beeinfluft. Da nach den Koelektroporationsexperimenten mit Ngnl- und
Cash-GFP auch die dI1-Populationen zudem keine sichtbare Verdanderung aufweisen, kann im
Weiteren ebenso ausgeschlossen werden, dass die gemeinsame Uberexpression von Myc-Cst
zusammen mit einem proneuralen bHLH-Faktor generell zu einer Vermehrung von dI1-Inter-
neuronen fiihrt. Cst kann somit einer wachsenden Liste von Faktoren hinzugefiigt werden, die
spezifisch mit proneuralen Faktoren bei der Generierung charakteristischer Typen dorsaler
Interneuronen interagieren (Kriks et al., 2004, Miiller et al., 2005). In dem Punkt, dass die
ektopische Expression von Ngnl bzw Cashl keine Auswirkung auf die Population der dI1-
Interneuronen hat, weichen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit indes etwas von denen
anderer Studien ab (Gowan et al., 2001, Nakada et al., 2004). Da sich die proneuralen bHLH-
Faktoren wéhrend der Entwicklung des Neuralrohres wechselseitig in ihrer Expression repri-
mieren, sollte z.B. die Uberexpression von Ngnl zu einer Inhibierung des endogen exprimier-
ten Cathl und folglich zu einer Dezimierung der dI1-Population fithren (Gowan et al., 2001,
Nakada et al., 2004). Dass dieser Effekt hier nicht beobachtet wird, liegt mit groBer Wahr-
scheinlichkeit daran, dass die dorsalsten Bereiche des Neuralrohres nicht ausreichend durch
die Elektroporation erfasst werden konnten und die Doméne der Cathl-exprimierenden dP1-
Vorlduferzellen daher nicht unter den reprimierenden Einfluss des ektopisch exprimierten
proneuralen Faktors gelangt ist. Anhand von Abb. 29 und Abb. 30 wird entsprechend ersicht-
lich, dass die, durch GFP gekennzeichnete Expression von Ngnl bzw. Cashl tatsdchlich kaum
an die Region im dorsalen Neuralrohr heranreicht, die fiir die Bildung von dI1-Interneuronen

relevant ist.

Nachdem die Ergebnisse der Uberexpressionstudien mit proneuralen bHLH-Faktoren gezeigt
haben, dass Cst im Neuralrohr spezifisch zusammen mit Math1 Einfluss auf die Generierung
von dIl-Interneuronen nimmt, ist es im Weiteren von Interesse, genauer sowohl die Art als
auch die molekulare Basis des Zusammenwirkens von Cst und Mathl zu betrachten. Da
Mathl als alleiniger Akteur im Vergleich zu anderen proneuralen bHLH-Transkriptionsfakto-
ren eine geringere Kapazitét hat, Neurogenese zu induzieren (Quan et al., 2004, Nakada et al.,
2004, Gowan et al., 2001), konnten Cst und Mathl insofern kooperieren, als dass Cst die Dif-
ferenzierung der neuronalen Vorlduferzellen im dorsalen Neuralrohr verstiarkt und Math1 dar-

auf basierend die Subtypspezifizierung der Zellen initiiert. Die Mathl-Expressionsdoméne
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unterliegt zudem unmittelbar dem Einflussbereich der Dachplatte (Lee et al., 1998), die als
ein iibergeordnetes Signalzentrum das komplexe Wechselspiel von Proliferation und Diffe-
renzierung bestimmt (Miiller et al., 2002, Lee et al., 2000, Chizhikov et al., 2005). Durch
deren Signaltransduktion wird nicht nur die Expression der proneuralen Faktoren in den Vor-
lauferzellen induziert, sondern auch diejenige der Faktoren wie Wnt, Msx oder Zic, die der
Aktivitdt der proneuralen Faktoren entgegenwirken und auf verschiedenen Wegen den proli-
ferativen Status von Vorlduferzellen stabilisieren oder Differenzierung inhibieren (Chesnutt et
al., 2004, Liem et al., 1995, Furuta et al., 1997, Timmer et al., 2002, Liu et al., 2004, Ebert et
al., 2003). In diesem Zusammenhang konnte es fiir das Zusammenspiel von Cst und Mathl
von Bedeutung sein, dass Cst, wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, durch einen von
den proneuralen Faktoren unabhingigen Mechanismus und damit parallel zu Math1 bewirkt,
dass Vorlduferzellen die Proliferation abschlieBen, differenzieren und in die Mantelzone
migrieren. Andererseits deuten manche Befunde darauf hin, dass Mathl fiir die Determinie-
rung des Zellschicksals der dI1-Interneuronen Kofaktoren benétigt (Gowan et al., 2001, Na-
kada et al., 2004). So fiihrt die Uberexpression von Math1 im Neuralrohr zwar nur im dorsa-
len Bereich dazu, dass zusdtzliche Vorlduferzellen darauf programmiert werden, Interneuro-
nen des dI1 Subtyps zu generieren, wie aber in dieser und anderen Arbeiten (Nakada et al.,
2004) gezeigt werden konnte, gilt diese regionale Beschrankung der Math1 Aktivitdt nur fiir
die Subtypspezifizierung und nicht fiir den Einfluss auf die Differenzierung. Entlang der dor-
so-ventralen Achse des Neuralrohres verursacht die ektopische Expression von Mathl nach-
weislich durchweg, dass Vorlduferzellen vorzeitig mit der Differenzierung zu Neuronen be-
ginnen und dementsprechend fiir differenzierte Neuronen charakteristische Marker wie p27
(Abb. 19) oder Tujl (Nakada et al., 2004) exprimieren. Offenbar erfiillt Cst in diesem Punkt
die Kriterien eines Kofaktors, da die gleichzeitige Uberexpression von Cst und Math1 in Vor-
lauferzellen zur Differenzierung und vollstaindigen Subtypspezifizierung zu dI1-Interneuronen
im gesamten Neuralrohr fiihrt. Nach der Einzelelektroporation von Math1 werden im dorsalen
Neuralrohr aber auch noch in einem Bereich dl1-Interneuronen generiert, wo Cst endogen
nicht in Vorlduferzellen exprimiert wird und somit vermutlich nicht optimal als Kofaktor zur
Verfiigung steht. In dem betreffenden Abschnitt des dorsalen Neuralrohres wird Cst zwar in
jiingst gebildeten Neuronen exprimiert, hat unter den experimentellen Bedingungen aber nur
mit geringer Wahrscheinlichkeit Anteil an der Subtypspezifizierung der ektopischen dIl-
Interneuronen, da die vergleichbare endogene Expression von Cst in Neuronen der ventralen
Neuralrohrhilfte bei der Einzelelektroporation von Mathl dazu nachweislich nicht ausreicht.

Die zeitlich eng korrelierte Expression der beteiligten Faktoren in Vorlduferzellen ist wahr-

123



Diskussion

scheinlich ein kritischer Aspekt und es bleibt vorerst noch offen, ob Mathl alternativ zu Cst
noch andere Kofaktoren fiir die Generierung von dI1-Interneuronen rekrutiert. Untersuchun-
gen zur molekularen Wirkungsweise von Mathl und anderen proneuralen Faktoren legen im
Weiteren eine ausgesuchte Protein-Protein Interaktion als Voraussetzung dafiir, neuronale
Differenzierung und Zelltypspezifizierung anzutreiben, nahe (Nakada et al., 2004). Wie be-
reits beschrieben (4.3.3) ist eine derartige Interaktion fiir Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren
durchaus moglich und in Bezug auf Cst als potentiellen Kofaktor von Math1 belegen die Er-
gebnisse von Protein-Ko-Prézipitationsexperimenten, dass Cst und Math1 auf Proteinebene in
vitro physikalisch miteinander interagieren konnen (Lieven, 2004), wodurch wiederum die
Annahme der spezifischen Kooperation von Cst und Mathl unterstiitzt wird. Daneben ist in
diesem Zusammenhang noch erwédhnenswert, dass im Rahmen dieser Protein-Interaktions-
studien gezeigt werden konnte, dass Cst unter experimentellen Bedingungen auch mit den
bHLH-Faktoren Ngnl und Cashl in Wechselwirkung treten kann (Lieven, 2004). Da sich die
endogene Expressionsdoménen von Cst in den Vorlduferzellen des dorsalen Neuralrohres
nicht nur mit der von Math1, sondern auch mit der von Ngnl und zum Teil mit der von Cashl1
iberschneidet, ist dies ein interessanter Hinweis auf die Moglichkeit, dass Cst im Verlauf der
Neurogenese eventuell auch mit diesen bHLH-Faktoren interagieren konnte. Allerdings gibt
es nach den Ergebnissen der bisherigen Koelektroporationsexperimente mit Myc-Cst und den
proneuralen bHLH-Faktoren aufler fiir Mathl keine Anhaltspunkte fiir eine Interaktion mit
Cst bei der Subtypspezifizierung. Um den Hinweisen auf eine weitere Kooperation von Cst
mit anderen Faktoren dennoch nachzugehen, kdnnte zum einen angestrebt werden auf zelluli-
rem Niveau Protein-Interaktionen zu untersuchen. Die Methode des Fluoreszenz-Resonanz-
Energie-Transfers (FRET) erlaubt z.B. den Nachweis von Protein-Protein-Wechselwirkungen
oder Homo- und Heterodimerisierungen im Inneren von Zellen (Piston et al., 2007, Wang et
al., 2006). Die Strategie dieser Methode beruht darauf, dass zunéchst ein ,,Donor‘“-Fluores-
zenzfarbstoff angeregt wird und die darauthin von diesem abgegebene Energie auf einen, in
enger Nachbarschaft befindlichen ,,Akzeptor“-Fluoreszenzfarbstoff iibertragen werden kann
und dadurch wiederum zu dessen Anregung fiihrt (Kenworthy, 2001, Clegg, 1995). Die bei-
den Farbstoffe miissen dabei so gewéhlt werden, dass nicht beide durch Licht der gleichen
Wellenlénge angeregt werden und dass sich das Emissionsspektrum des Donors mit dem Ab-
sorptionsspektrum des Akzeptors iiberschneidet. Da auch bereits bekannte Proteine wie das
Griin (GFP)-, Gelb (YFP)- oder Zyan (CFP)-fluoreszierende Protein diese Kriterien erfiillen
(Wang et al., 2006), wire es fiir die Untersuchung von Cst und potentiellen Interaktionspart-

nern moglich, entsprechende Fusionsproteine mit fluoreszierendem Anteil zu generieren und
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gemeinsam in vivo zu exprimieren. Die Effizienz der Energieiibertragung ist strikt von der
Entfernung der beiden Farbstoffe zueinander abhingig und folglich umso stérker je néher
Donor- und Akzeptor-Anteil der Fusionsproteine beieinander liegen, was unter experimentel-
len Bedingungen in vivo und je nach Farbstoffkombination einen Abstand von nur wenigen
Nanometern bedeutet (Xia ef al., 2001). Die FRET-Methode ist demnach ausreichend sensi-
tiv, um innerhalb eines zelluldren Kontextes eine physikalische Interaktion von Proteinen auf-
zuzeigen (Wang et al., 2006, Clegg, 1995, Sekar et al., 2003). Eine Einschrankung dieser ex-
perimentellen Strategie konnte allerdings sein, dass die zu untersuchenden Proteine ektopisch
oder in nicht physiologischen Mengen exprimiert werden und daraus unspezifische Bindun-
gen resultieren konnen, die nicht ohne Vorbehalte auf die wildtypische Situation {ibertragbar
sind. Alternativ konnen weitere Elektroporationsexperimente in Betracht gezogen werden, die
auf dem Genverlust-Prinzip beruhen. Neben dem, in dieser Arbeit verfolgten Ansatz, ein do-
minant-negatives Expressionskonstrukt von Cst zu entwickeln (3.4.3), konnten zukiinftige
Untersuchungen auf der experimentellen Strategie der RNA-Interferenz (RNA1) basieren. Mit
dieser Methode wird eine temporére, kritische Verringerung der Aktivitit eines bestimmten
Zielgens (knockdown) angestrebt. Dabei werden durch das Einbringen von sequenzspezifi-
schen si (short interference) RNA-Molekiilen zelleigene Mechanismen in Gang gesetzt, die
zur Inaktivierung bzw. zum Abbau der endogenen Zielgen-RNA fiihren und letztendlich die
Translation der gewiinschten RNA reprimieren (Yu et al., 2002, Yang et al., 2002). Zwar
wurde ein solcher experimenteller Ansatz in Zusammenarbeit mit Dr. T. Theil bereits fiir die
Inaktivierung von Cst im Neuralrohr von Hithnerembryonen getestet, jedoch lie sich eine
relevante und messbare Inhibierung der Cst-Genaktivitit dadurch noch nicht erzielen. Die mit
der Weiterentwicklung und zunehmenden Etablierung dieser Methode einhergehenden, neue-
ren Erkenntnissen liber geeignete Sequenzen, konnten aber in zukiinftigen Experimenten ge-
nutzt werden, viel versprechende Verbesserungen zu erreichen (Bai et al., 2007, Mishra et al.,
2008). Dartiber hinaus wére fiir die weitere Analyse der Funktion von Cs¢ wéahrend der Neu-
rogenese von Vertebraten die Generierung und natiirlich die anschlieBende Charakterisierung
einer Cst Knock-out Mutante der Maus eine hilfreiche Ergédnzung zu den bereits vorgestellten
Uberexpressionsstudien im Huhn. Die Erforschung der phiinotypischen und molekularen Ver-
anderungen einer Knock-out Mutante gestattet Riickschliisse auf die Funktion von Cst und
erlaubt es, Zielgene von Cst zu identifizieren oder Aufschluss dariiber zu geben, ob die Ko-
operation von Cst und Mathl zu einer gemeinsamen Regulation von Genen, wie z.B. Mbhl

(Saba et al., 2005, Saba et al., 2003) fiihrt.
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4.5.1 Cst als Teil des Netzwerkes zwischen Proliferation, Differenzierung und Sub-

typspezifizierung im dorsalen Neuralrohr

Wihrend der Neurogenese steuert die Dachplatte als ein iibergeordnetes Signalzentrum des
Neuralrohres iiber verschiedene Signaltransduktionswege und mehrere Faktoren die Prolifera-
tion von Vorlduferzellen, deren Differenzierung zu Neuronen und die weitere Spezifizierung
dieser zu definierten neuronalen Subtypen. Die prézise und zeitlich genaue Koordination die-
ser Vorginge ist unerldsslich, damit eine bestimmte Menge unterschiedlicher Neuronen in
genauer Anzahl zur rechten Zeit und an definierter Position als Basis eines leistungsfihigen

adulten Zentralnervensystems entsteht.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass auch die Expression des Zinkfinger-
Transkriptionsfaktors Cst im dorsalen Neuralrohr zu diesem Zweck von der Dachplatte regu-
liert wird. Durch Uberexpressionsstudien wurde zum einen herausgefunden, dass Cst die neu-
ronale Differenzierung fordert und bewirkt, dass Vorlduferzellen innerhalb eines bestimmten
Zeitrahmens die Proliferation beenden, zu Neuronen differenzieren, mit der Migration in die
Mantelzone beginnen und hier ihre positionsabhingigen, charakteristischen Eigenschaften
entfalten. Zum anderen wurde entdeckt, dass Cst auch an der Determinierung eines neurona-
len Subtyps im dorsalen Neuralrohr beteiligt ist und spezifisch mit dem proneuralen bHLH-
Faktor Mathl bei der Generierung von dIl-Interneuronen kooperiert. Zusammengenommen
ist mit Cst ein weitere Faktor identifiziert worden, dem eine Beteiligung im komplexen Netz-
werk der Musterbildung zugeordnet werden kann. Als ein von der Dachplatte gesteuerter Ef-
fektor erhilt Cst die kritische Balance zwischen Proliferation und Differenzierung und ver-

kniipft diese Mechanismen mit Programmen der Subtypspezifizierung.
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S ZUSAMMENFASSUNG

Das leistungsfahige Zentralnervensystem eines adulten Organismus ist das Ergebnis prizise
koordinierter Prozesse, die gewidhrleisten, dass im Verlauf der Neurogenese zeitgerecht eine
Vielzahl unterschiedlicher Neuronen in genauer Anzahl und an definierter Position entstehen.
Es ist ein Ziel der Entwicklungsbiologie, die molekularen Mechanismen der Musterbildung
aufzukldren und zu erfassen, welche Faktoren daran beteiligt sind. Wahrend der dorso-ventra-
len Musterbildung im Neuralrohr von Vertebraten steuert die Dachplatte als ein iibergeordne-
tes Signalzentrum iiber mehrere Signaltransduktionswege die Expression verschiedener Fak-
toren, die das Proliferations- und Differenzierungsverhalten von Vorlduferzellen regulieren
und die Spezifizierung von Neuronen zu bestimmten neuronalen Subtypen beeinflussen. Der
Zinkfinger-Transkriptionsfaktor Cs¢t wird evolutiondr konserviert wihrend der Neurogenese
im Neuralrohr von Méuse- und Hithnerembryonen in Zellen der dorsalen Vorlduferpopulatio-
nen dP1-dP3 sowie im lateralen und ventralen Bereich des Neuralrohres in jiingst gebildeten
Neuronen exprimiert. Die Analyse von Verlustmutanten der Maus in Kombination mit Uber-
expressionsstudien in Hilhnerembryonen hat ergeben, dass die Expression von Cst im dorsa-
len Neuralrohr durch die Bmp-vermittelte Signaltransduktion der Dachplatte gesteuert wird.
Experimente zur Untersuchung der Funktion von Cst haben gezeigt, dass die ektopische Ex-
pression von Cst im Neuralrohr dazu fiihrt, dass neuronale Vorlduferzellen friihzeitig die Pro-
liferation abschlieBen, mit der Differenzierung beginnen und von der ventrikuldren in die
Mantelzone migrieren. Die Ergebnisse dieser Studien weisen darauf hin, dass der von Cst
ausgeloste, differenzierungsfordernde Mechanismus nicht in das bekannte Netzwerk proneu-
raler Genaktivitit eingreift, sondern legen nahe, dass Cst parallel dazu den Austritt der Vor-
lauferzellen aus dem Zellzyklus vermittelt und Differenzierung initiiert. Dariiber hinaus konn-
te in dieser Arbeit aufgezeigt werden, dass Cst als Kofaktor auch an der Determinierung eines
neuronalen Subtyps beteiligt ist und spezifisch mit dem proneuralen bHLH-Faktor Math1 bei
der Bildung von dIl-Interneuronen kooperiert. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit er-
moglichen, den Zinkfinger-Transkriptionsfaktor Cst in das komplexe Netzwerk der Muster-
bildung im Neuralrohr einzuordnen. Cst stellt einen von der Dachplatte gesteuerten Mediator
dar, durch dessen Eigenschaften das Gleichgewicht zwischen Proliferation und Differenzie-
rung in Vorlduferzellen beeinfluft und dariiber hinaus spezifisch mit Programmen zur Deter-

mination neuronaler Subtypen kombiniert wird.
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6 SUMMARY

The efficient central nervous system of an adult organism is the result of precisely
coordinated processes, which ensure that during neurogenesis a wide range of different
neurons develop in proper numbers at the appropriate time and location. It is an intention of
developmental biology research to elucidate the molecular mechanisms of pattern formation
and to ascertain which factors are involved in these processes. During dorsal-ventral
patterning in the vertebrate neural tube the roof plate controls as a main signalling centre
several signal transduction pathways and regulates the expression of different factors. These
factors direct proliferation and differentiation processes in progenitor cells and contribute to
the specification of neurons to distinct neuronal subtypes. The zinc finger transcription factor
Cst 1s expressed evolutionary conserved during vertebrate neurogenesis in murine and chicken
embryos. Within the developing neural tube Cst is expressed in cells of the dorsal progenitor
populations dP1-dP3 as well as in newly generated neurons in lateral and ventral domains of
the neural tube. The analysis of mouse knockout mutants in combination with overexpression
studies in chicken embryos have shown that Cst expression in the dorsal neural tube is
regulated by Bmp signalling from the roof plate. Experiments to examine the function of Cst
demonstrate that after the ectopic expression of Cst in the neural tube neuronal progenitor
cells stop proliferation prematurely, start to differentiate and migrate out of the ventricular
into the mantle zone. The results of further studies indicate that Cst promotes neuronal
differentiation independently of proneural gene function. Instead of interfering with the know
network of proneural activity Cst mediates in parallel that progenitor cells withdraw from the
cell cycle and initiate differentiation. In addition this work reveals that Cst is also involved in
the determination of a neuronal subtype as a co-factor and specifically cooperates together
with the proneural bHLH factor Mathl in the generation of dI1 interneurons. Together these
data allow to integrate Cst into the complex network of pattern formation in the neural tube.
Cst is a mediator controlled by the roof plate that affect the balance between proliferation and
differentiation and further combine these processes specifically with programs for neuronal

subtype determination.
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7 ANHANG

7.1  Abkiirzungen

o
Abb.
APS
AS
bHLH
Bmp
BmpR
bp
BrdU
BSA
bzw.
°C
Cr-Hs
ca.
Cath
Cash
cCst
CdK
cDNA
CFP
Chx
Ci
CIP
cNgn
Cys

D. melanogaster.

dATP
dCTP
dGTP
d.h.

anti, alpha

Abbildung
Ammonium-Peroxidisulfat
Aminoséure

basische(r) Helix-Loop-Helix

Bone morphogenetic protein

Bone morphogenetic protein receptor
Basenpaar

Bromdesoxy-Uridin
Rinderserumalbumin
beziehungsweise

Grad Celsius

Cystidin, Cystidin-Histidin, Histidin
circa

Chicken athonal homologue
Chicken achaete-scute homologue
Chicken Cst

Cycline dependend kinase
complementary DNA

Zyan fluoreszierendes Protein

Chox

Cubitus interruptus
CdK-inhibierendes Protein, alkalische Phosphatase
Chicken Neurogenin

Cystidin

Drosophila melanogaster
2’-Desoxy-adenosin-5’-triphosphat
2’-Desoxy-cytidin-5’-triphosphat
2’-Desoxy-guanosin-5’-triphosphat
das heif3t
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dH,O
DMSO
DNA
DNase
dNTP
dTTP

E. coli.
EDTA

En

EST

Evx

FITC

F. lateralis
F. posterior
FRET

g

Gdf

GFP

GST

HD
HH
His
HLH
HMG
IRES
Isl1/2
ka

kb
kDa

LB

destilliertes Wasser
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonucleinacid
Desoxyribonuklease
Desoxyribonukleosidtriphosphat
2’-Desoxy-thymidin-5’-triphosphat
Tag der Embryonalentwicklung
Summe

Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat
Engrailed

Expressed sequence tag
Evenskipped homologue
Fluoresceinisothiocyanat
Funinculus lateralis

Funinculus posterior
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer
Gramm oder Erdbeschleunigung
Growth differentiation factor
Griin fluoreszierendes Protein
Glutathion-S-Transferase
Stunde

Homeodoméne

Hamburger Hamilton

Histidin

Helix-Loop-Helix

High mobility group

Internal ribosomal entry site
Islet1/2

konstitutiv aktiv

Kilobasenpaare

Kilodalton

Liter

Luria Broth
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Math
Mash
MCS
MG

min

mRNA
MZ

nE
NLS
nt
NTP
OD
PBS
PCR
poly(A)"
PNS
RNA
RNAI1
RNase
Upm
RT

S

S

SDS
SDS-PAGE
sek
Shh
s.0.
SSC
TBE

Meter

Molar, mitotische Teilung
Mouse atonal homologue
Mouse achaete-scute homologue
Multiple cloning site
Molekulargewicht

Minute

Motorneuronen
messenger-RNA

Mantelzone

normal

nach Elektroporation

Nuclear localization sequence
Nukleotid
Nukleosidtriphosphat
optische Dichte

phosphate buffered saline
polymerase chain reaction
polyadenyliert

Peripheres Nervensystem
Ribonukleinacid
RNA-Interferenz
Ribonuklease

Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur oder reverse Transkription
Sekunde

Synthesephase
Natriumdodecylsulfat
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
Sekunde

Sonic hedgehog

siche oben

standard saline citrate

Tris/Borat/EDTA
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TE Tris/EDTA

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
TGF Transforming growth factor

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan
U Unit

u.a. unter anderem

iN iiber Nacht

uv Ultraviolettlicht

A% Volt

vgl. vergleiche

v/v Volumen pro Volumen

Vol. Volumen

vz ventrikuldre Zone

W Watt

w/v Gewicht pro Volumen

YFP Gelb fluoreszierendes Protein

z.B. zum Beispiel

ZNS Zentralnervensystem
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7.2

7.2.1

61
121
181
241
301

361

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

Sequenzen

ggggagcgaaaaatccgggatccggcaacttcggtecgecgecatgecgegececcgeggegetec
atcccaaacacacacacatttttccccggacttggaaagtcacccaaagccgccecccaagt
gcaggcacacagaccttgctgacggaaggcagaccctctccatctcacctgececctceccaac
tgcctgagctacccactcecteccttecteccgggggaccctgcagecteccececggtggtgtgeat
tggaatggacttcggaccttggactcttgggatgcaaaggatgaagtgacccccaccccce
aactgtgtttgaggaatctctaggaccccgtgagagtttgggaccaaggagcggaga

*

Cst I-cDNA mit abgeleiteter Aminosiuresequenz

‘ 360

‘
Z\Q

a
HO

&
~q

o
Fa

2
Mo

ac

Q

cc

Q

cag

Q

ag

at

V)

atc

aag

S
Hq

o
a

o
'TJO

agc

tcc

aag

gca

ctg

ctg

ctg

aag

ttc

ggc

!
L_‘H'

ttt

ggc

ccc

atg

aag

gat

gcc

gag

aag

cgt

cag

cac

ggc

aag

ttt ggc tac gat

F

ccg
P

acc
T

G

cat
H

ctc
L

gag
E

gtg
v

acc
T

tcc

gga

ttc

gtg

ccg

Y

gca
A

agc

Ccaa

D

ggc
G

aag
K

ctt
L

ccc
P

gac

tcc

€99

ccc

tta

cca

gac

tac

cag

gaa

tct

agc

aac

acc

gag

Q
pul-Q

gtg

tcc

cac

€99

cac

cac

S
UH‘

q
:u(‘f

aaa

aaa

aag

gac

gag
E

gcc

A

tac

agc

ccc

agt

ctg

tat

ctg
L

tct
S

gag

gcc

tcc

gaa

aa

«Q

13

w



Anhang

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

3061

3121

3181

gtg ccc agt gct ccc agc acc ccc gga cca gga ccg gag cca cct gcc tcc ctg tce ttce

o

aac act ccc gag tac ctg aag tca acc ttt tcc aaa aca gac tcc atc acc aca gga ac

gtc tcc act gtc aag aac gga ttg ccc aca gat aaa cca gct gtc acc gaa gat gta aa

Q

att tac cag aaa tat att gcc agg ttc tca gga agt cag cac tgc ggt cac atc cac tgc

gcc tac cag tac cgt gag cac tat cac tgc ctg gac ccg gag tgc aac tac cag cgg ttc
A Y Q Y R E H Y H C L D P E € N Y Q R 1g]

aca agc aag cag gat gtg atc cga cat tac aac atg cac aag aag cgc gac aac tcc ctg
T S K Q D \Y% I R H Y N M H K K R D N S L

cag cac ggc ttc atg cgc ttc agc ccg ctg gac gac||tgc
Q H G F M R F S P L D D C

tgc ggc aca gct gac tgt cag ttc
C G T A D C Q H

tat gga cag aag acc aca cac ttc cac tgc agg cgc cct ggc tgc aca ttc acc ttc aag
Y G Q K T T H F H C R R P G C T F T F K

aac aag tgt gac atc gag aag cac aag agc tac cac atc aag gat gat gcc tac gcc aag
N K C D I E K H K S Y H I K D D A Y A K

gac ggc ttc aag aag ttc tac aag tac gag gagl tgc tgc
D G F K K F Y K Y E E C C

g
C

S S

gat gac ctc gtg gac ttc tct gcc ctg agc agc aag aac tcc agc ctg agc gcc tcc ccc
D D L \ D F S A L S S K N S S L S A S P

acc agc cag caa tcg tcc gca tcc ctg gcc gct gecg gcoct gece gecc acc act gct gag gec
T S Q Q S S A S L A A A A A A T T A E A

atc ccc agt gcc acc aag cct ccc aat agc aag atg gca ggc ctg ctg ccc cag ggc ctg
I P S A T K P P N S K M A G L L P Q G L

tct ggt tcc atc ccc tta gca ctg gcc ctc tct aac tca ggc ctg ccc acc acc aca ccc
S G S I P L A L A L S N S G L P T T T P

tat ttc cct ctg ctt cct aac cgt ggg agc gcc tca ttg cct gta gga tct cca ggg ctc
Y F P L L P N R G S A S L P v G S P G L

ctg ggc tcc atg tcc tct ggg gcc aca acc tca gca acc cct gac atg ccg gct ctg atg
L G S M S S G A T T S A T P D M P A L M

gct tcc aga gct gga gac tcg gcc ccc acg gct tcc acc tct cte teg gtg cce cct gece
A S R A G D S A P T A S T S L S \ P P A

tcc atc att gag aga atc tct gca agc aaa ggc ctc atc tca ccc atg atg gct aga ctg
S I I E R I S A S K G L I S P M M A R L

gct gcg gcc gcc ctc aag ccc tct gecec acc ttt gac cca gga agt ggg cag cag ccc acc
A A A A L K P S A T F D P G S G Q Q P T

ccc acc aag ttc ccc cag gcc cag gtg aag cag gag cct gac agt gct ggc acc cca ggt
P T K F P Q A Q \ K Q B P D S A G T P G

ccc cac gag gcc tcc caa gac cgc agt cta gac ctg acc gtg aag gat ccc agt aat gaa
P H E A S Q D R S L D L T \ K D P S N E

tca aat ggc cac gca gtc tcg gca aat tca tct ctt tta tcc tcg ctt atg aat aag atg
S N G H A \Y S A N S S L L S S L M N K M
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3241 tct cag ggc aac ccc agc ctc gaa agc ttt ctg aac atc aag aca gaa gcg gag ggg agc
S Q G N P S L E S F L N I K T E A E G S

3301 ccc gcc ggg gag ccc tcg cct ttc ttg ggc aag gcc gtg aag gca cta gtt caa gag aag
P A G E P S P F L G K A \Y% K A L v Q E K

3361 ctg tca gag cct tgg aag gtg tat ctc cgc agg ttt ggt acc aag gac ttc tgt gat gcc
L S E P W K \Y% Y L R R F G T K D F C D A

3421 cag tgt gac ttc ctc cac aag gcg cat ttc cat tgt gtg gtg gag gag tgc ggt gcg ctt
Q C D F L H K A H F H C \ \ E E C G A L

3481 ttc agc acc ttg gac gga gcc atc aaa cat gca aac ttc cac ttc cgg aca gag gga gga
F S T L D G A I K H A N F H F R T E G G

3541 aca gca aaa gga acc cca gag gct tcc ttc ccg acc tct gct gct gag acc aaa cct ccc
T A K G T P E A S F P T S A A E T K P P

3601 ttg gca ccc tcg tcc ctg cca gca cct cct ggec acc atg gtc gct gga tct tct ctg gag
L A P S S L P A P P G T M Y% A G S S L E

3661 ggg cct gct ccc agc ccg gtc tct gtg ccc tcc acc ccc acc ctg ctc gec tgg aag cag
G P A P S P \Y% S \Y% P S T P T L L A W K o]

3721 ctg gct tcc acc ata ccc cag atg cct cag att ccc tccec tca gtg cct cac ctg ccc acc
L A S T I P Q M P Q I P S S Y P H L P T

3781 tcg ccc ctg gcg acg acg tct cta gag agc gcc aag cct cag gtc aaa ccc ggg ttc ctc
S P L A T T S L E S A K P Q \ K P G F L

3841 cag ttc cag gac aag ‘ gtc cct cca tga gcc ggc acc tgt ccc tgt gtc ttg gga gtg
Q F Q D K

3901 ggtatggccagggcagcaaggaggccctgctcecctecgectecgcagagttacactggectgece
3961 ctcagcctctgggacttagttttccaactgtatgcttgtaccgagcagccagtaagtggg
4021 gggatgagggcgcaagcgaccttatccccagtgatctgttgggatccttcaaggactgge
4081 tggggtgagctaggtatgggggtccctcaggaaacttcctggtcctacaaaaaggctgtyg
4141 ttcccttggggccaccttgctggccagectctgtggtgcatacccaggctgagtcaatagg
4201 acagggaaggcatggatgggagcagggcctaggcccctcaaggtccacaccgtggtcaag
4261 ggtggaaggaaccttcttcacttaatggtggtggcttcttgcggcgagaacggtgacttt
4321 gtatcataaagtgtgtggcttcctgttctcaataaaaagtaataaattggattattta 4378.

In der aufgefiihrten Cst [-Sequenz ist das Start-Kodon an Position 358 der cDNA griin unter-
legt, das Stopp-Kodon an Position 3856 rot. Die zentrale Doméne der Cst-Motive 1-4 von
Position 1783 bis 2502 ist entsprechend der Einzelmotive alternierend mit hell- und dunkel-
grau unterlegt und die charakteristischen C,H,-C,H,-Bereiche noch einmal gesondert durch
gelb hervorgehoben. Der Bereich des fiinften Cst-Motivs von Position 3424 bis 3534 ist in
gleicher Weise gekennzeichnet und enthdlt abweichend von den anderen Motiven nur eine
CH,-C;H,-Doméne. In der von le Viseur verwendeten Sequenz fiihrt ein Basenaustausch an
der mit rot unterlegten Position 491 zu einem Abbruch der Translation wodurch das translati-
onsrelevante Start-Kodon an Position 898, in der Sequenz mit griin markiert, vermutet wurde.
Im Vergleich ist die in dieser Arbeit verwendete Cst I-Sequenz damit um den tiirkis unterleg-
ten Bereich von 540 Basen erweitert und das resultierende Protein mit insgesamt 1166 Ami-

nosduren um 180 AS verldngert.
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der Funktion des Zinkfinger-Transkriptionsfaktors Cst wihrend der Musterbildung im dorsa-
len Neuralrohr" selbstindig angefertigt und keine anderen als die von mir angegebenen
Hilfsmittel und Quellen verwendet sowie Zitate gekennzeichnet habe. Die vorgelegte Disser-
tation wurde weder in dieser noch in einer dhnlichen Form bei einer anderen Institution einge-

reicht.

Diisseldorf, Mai 2008
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