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1. Einleitung

1 Einleitung

1.1 Entstehung und Struktur des zerebralen Kortex

Das Gehirn zahlt bei den Saugetieren zu einem der komplexesten Systeme,
dessen korrekte Funktion von der regelhaften Organisation und Unterteilung
des Kortex in einzelne, spezielle Areale abhangig ist. Bei allen Saugetieren
entwickelt sich aus der Neuralplatte, einem verdickten Bereich des Ektoderms,
durch dessen Vertiefung zur Neuralrinne, das Neuralrohr. Aus dem kaudalen
Abschnitt des Neuralrohrs entsteht das Ruckenmark, wahrend sich der rostrale
Abschnitt zu den primaren Hirnvesikeln entwickelt; dem als Vorderhirn
bekannten Prosenzephalon, dem Mittelhirn (Mesenzephalon) und dem als
Hinterhirn bekannten Rhombenzephalon. Diese werden in der fortschreitenden
Ent-wicklung durch Teilung des vorderen und hinteren Vesikels, in die funf
Sekundarvesikel geteilt, aus denen die verschiedenen Hirnstrukturen
hervorgehen; das Telenzephalon, Dienzephalon, Mesenzephalon, Met-
enzephalon und das Myelenzephalon. Zusatzlich findet eine Unterteilung in
einen ventralen und dorsalen Bereich statt und dies bedeutet speziell beim
Telenzephalon, dass es sich aus dem dorsalen Abschnitt das Pallium und aus
dem ventralen Bereich, das Subpallium ausbildet. Aus dem letzteren entstehen
die fur die motorischen Ablaufe bendtigten Basalganglien. Der zerebrale Kortex
entsteht indessen aus dem Pallium, welches wiederum in weitere Subdomanen
unterteilt wird, aus denen spater der Neokortex, der Archikortex und der
Palaokortex mit den dazugehdrigen Strukturen wie dem Hippokampus, dem
Plexus Choroideus und dem Riechhirn entstehen. Die Untergliederung dieser
Subdomanen ist nicht nur morphologisch, sondern auch funktionell von
Bedeutung, da jeder Struktur eine spezielle Verarbeitungs-spezialisierung
zukommt.

Die motorischen Zentren des Grol3hirns sind im Neokortex in Nachbarschaft
zum Gyrus praecentralis lokalisiert. Die rostral gelegenen Areale des
prafrontalen Kortex werden sowohl mit der Handlungsplanung und —initiierung

als auch der Personlichkeitsbildung in Verbindung gebracht. Nach kaudal, am
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Abb. 1: Vereinfachte Darstellung der . . .
Verarbeitungsspezialisierung des Gehirns das limbische System bezeichnet

Der Kortex des Telenzephalons Iasst sich grob in funf  wijrd, vermittelt genere” zwischen
bis sechs Lappen einteilen, die durch tiefere Sulci

voneinander getrennt sind. Jedem dieser Abschnitte  gubkortikalen und kortikalen
kann ein spezielles Verarbeitungsareal zugesprochen

werden. Im Frontallappen liegen spezialisierte Areale, Zentren und stellt daher die
die zu den motorischen Zentren des Grof3hirns gezahlt

werden und um den Gyrus praecentralis lokalisiert physiologische Grund|age fur die
sind. Nach hinten schliet sich der Parietallappen an,

in dem das primdre sensible Zentrum liegt (Gyrus Verkn[]pfung von Un-bewusstem
postcentralis). Da sich innerhalb des Kortex

Unterschiede im histologischen Feinbau feststellen  mit Bewusstem dar. Dabei spielt
lassen, wurden diese in 52 Brodmann-Areale unterteilt.

So wird z.B. Area 5 die Kontrolle der Kérperhaltung das  limbische System eine
und Bewegungen zugesprochen, wahrend Area 7 auf

eine Komplexe raumliche und zeitliche Wahrnehmung  entscheidende Rolle bei der

spezialisiert ist. Entnommen und modifiziert aus

www.thebrain.mcgill.ca. emotionalen  Entstehung von
Sinneseindrucken, wie Angst, Freude und Wohlgefuhl und deren Einordnung in
bisher Erlebtes. Es ist aber auch flr Lernvorgange und Gedachtnisfunktionen
entscheidend, bei der neue Inhalte im Hippokampus verarbeitet und spater an
den Kortex Ubertragen und ins Langzeitgedachtnis Uberfuhrt werden. Der
Palaokortex, auch als olfaktorischer Kortex im engeren Sinne bezeichnet, bildet
die primare Riechrinde und weist ebenfalls enge Verbindungen mit dem
Hippokampus auf. Diese erwahnte Funktionalitat des adulten zerebralen Kortex
liegt einer geordneten Strukturierung zugrunde, indem der Kortex in sechs
radiale neuronale Schichten aufgeteilt ist. Jede einzelne dieser als Lamina
bezeichneten Schichten besitzt ihre eigenen histologischen und funktionellen
Eigenschaften. Auf Grund dessen, bilden sich auf den gesamten Kortex verteilt,
verschiedene Areale aus, die auf ganz bestimmte Signale spezialisiert sind und

so als Schaltzentren fur z.B. akustische oder visuelle Reize dienen. Liegt eine
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Stérung der kortikalen Architektur bei Menschen vor, so kann dies zu
unterschiedlichen Syndromen wie Epilepsie, motorischer Bewegungsstérung
und mentaler Retardation fuhren (Mischel et al. 1995; Gleeson and Walsh 2000;
Olson and Walsh 2002).

1.1.1 Regionalisierung und Musterbildung

Die Morphogenese aller embryonaler Strukturen ist durch eine zeitliche und
raumliche Abfolge von Signalen gesteuert. Untersuchungen am Model der
Fruchtfliege Drosophila melanogaster und der Extremitatenentwicklung bei
Wirbeltieren zeigen, dass die Signale in Form morphogener Gradienten wirken
und entlang der anterio-posterioren, medio-lateralen und der dorso-ventralen
Achse als Signalzentren organisiert sind (Abb. 2) und den Zellen Informationen
bezuglich ihrer Lokalisierung und Differenzierung geben. Damit beeinflussen sie
das umliegende Gewebe (Johnson et al. 1994; Podos and Ferguson 1999).
Viele dieser Mechanismen sind auch fur die Entstehung des Zentralen
Nervensystems (ZNS) verantwortlich, wobei das Telenzephalon unter der
Wirkung von Signalmolekullen in weitere Bereiche unterteilt wird, zu denen wie
bereits erwahnt auch der Hippokampus, der Neokortex und die ganglionische
Eminenz gehoren (Shimamura and Rubenstein 1997; Rubenstein et al. 1999;
Assimacopoulos et al. 2003; Grove and Fukuchi-Shimogori 2003). Besondere
Bedeutung bei der Anteriorisierung der Hirnanlage hat die Expression von
Fibroblasten-Wachstums-Faktoren, wie z.B. Fgf8 (Shimamura and Rubenstein
1997; Bachler and Neubuser 2001). Fgf8 ist zunachst an der Grenze zwischen
neuralem und nicht neuralem Ektoderm, dem sogenannten "anterioren neuralen
Kamm® (ANR) vorzufinden. Diese Expression wird wahrend der Entwicklung
aufrecht erhalten und findet sich spater im rostralen Telenzephalon, der
Kommissurenplatte wieder (Crossley et al. 2001; Fukuchi-Shimogori and Grove
2001; Fukuchi-Shimogori and Grove 2003). In Saugetieren wurden
diesbezuglich Uber 20 verschiedene Gene als Mitglieder der FGF-Familie
klassifiziert. Alle FGFs haben eine 120 Aminosauren grole Domane

gemeinsam, die eine Rezeptor- und eine Heparin-Bindungsdomane enthalt
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(Ornitz and Itoh 2001). FGF-Signale werden Uber den Rezeptor-Tyrosinkinase-
Signaltransduktionsweg in die Zelle vermittelt. Bei Mausmutanten mit
verringerter Fgf8-Expression konnte eine Kaudalisierung der Kortexanlage
beobachtet werden (Garel et al. 2003). Zusatzlich wurde eine Verkleinerung des
Vorderhirns mit unterdrickter Ausbildung und reduzierter Expression von
spezifischen Markern des basalen Telenzephalons beobachtet (Ye et al. 1998;
Shinya et al. 2001). Weiter konnten Studien unter ektopischen Fgf8
Expressionen im dorsalen Telenzephalon eine Zunahme von ventralen Markern
verzeichnen, was bei gleichzeitiger Abnahme dorsaler Marker flr eine
zunehmende Ventralisierung spricht (Fukuchi-Shimogori and Grove 2001;
Kuschel et al. 2003).

Sonic Hedgehog (Shh) ist ein weiteres Signalmolekul, das entlang der
gesamten ventralen Mittellinie des Neuralrohrs exprimiert wird und in Form
eines Gradienten fur die Spezifizierung von Neuronenklassen des ventralen
Ruckenmarks verantwortlich ist (Roelink et al. 1994; Briscoe and Ericson 2001;
Fuccillo et al. 2004). Im Vorderhirn dienen die Prachordalplatte und spater die
mediale ganglionare Eminenz (MGE) als Quelle von Shh. Das Morphogen Shh
gehort neben Indian Hedgehog (lhh) und Desert Hedgehog (Dhh) zur
Hedgehog-Familie von Signalmolekulen in Vertebratenzellen, deren Mitglieder
alle eine Homologie zum Hedgehog-Protein der Fruchtfliege aufweisen
(Echelard et al. 1993). Auf der Oberflache einer Shh-responsiven Zelle bindet
Shh mit hoher Affinitdt an seinen Rezeptor Patched (Ptc), einem 12-
transmembranalen Protein. Durch diese Bindung verliert Ptc seine inhibierende
Wirkung auf Smoothened (Smo), einem 7-transmembranalen Protein.

Unter der Aktivitdt von Shh wird eine proteolytische Spaltung des Gli3-
Represors unterdrickt und stattdessen die volle Lange des Gli3-Proteins
transkribiert, der wiederum eine aktivierende Funktion besitzt (Dai et al. 1999;
Zhou et al. 2006). Shh induziert auch die Expression von Genen des ventralen
Vorderhirns und ist flur die Ausbildung ventraler telenzephaler Strukturen von
Bedeutung (Ericson et al. 1995; Chiang et al. 1996; Shimamura and Rubenstein
1997). So zeigten Untersuchungen bei Shh-defizienten Mausen eine gestorte

Ausbildung der medialen (MGE) und der lateralen gangliondaren Eminenz
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(LGE). Mediale Hirnstrukturen, wie der Plexus chroideus und der Hippokampus
im dorsalen Telenzephalon entwickelten sich ebenfalls nicht (Chiang et al.
1996; Kohtz et al. 1998). Ein Verlust von Shh fuhrt, sowohl bei Mausen als auch
bei Menschen, wahrend der embryonalen Entwicklung zur Holoprosencephalie,
einer Erkrankung, die mit einer Fehlteilung beider Hemispharen einschliel3lich
dem Verlust des Corpus Callosum, der Riechnerven und weiterer Defekte des
Vorderhirns einhergeht. Sie aulert sich durch einen Mikrozephalus, einer
reduzierten geistigen und mentalen Intelligenz, Epilepsien bis hin zu weiteren
Defekten am Achsenskelett (Belloni et al. 1996; Roessler et al. 1996).
Interessanterweise kommt es auch bei einer Uberexpression von Shh zum Bild
einer Holoprosencephalie, bei der jedoch das dorsale Vorderhirn betroffen ist
(Huang et al. 2007).

Als ein Strukturzentrum des dorsalen und spater medialen Kortex wird zum
einen die BMP-reiche (Bone morphogenetic protein) und Wnt-reiche (Wingless-
Protein) Dachplatte angesehen
(Furuta et al. 1997). Spater
ubernimmt die zwischen der
Hippokampusanlage und dem
Plexus choroideus gelegene, als
kortikaler Saum (cortical hem)
ausgezeichnete  Region, die
Bildung der verschiedenen Wnt-
und Bmp-Proteine (Grove et al.
1998; Monuki et al. 2001). Die
Gruppe der BMPs gehort zur

Superfamilie der transformieren-

A: Die grun markierte Flache stellt die Expression von den Wachstumsfaktoren (TGFB)

Fof8 dar, welche im rostralen Telenzephalon fir BMPs
dessen Anteriorisierung verantwortlich ist. Die Wnt-
und Bmp-Proteine haben ihren Ursprung im kortikalen
Saum (HEM) und Uben Einfluss auf den zerebralen
Kortex aus (CTX). Ventral findet sich das Shh-Signal in
der medialen gangliondren Eminenz (MGE). (LGE =
laterale ganglionare Eminenz) Entnommen und
modifiziert aus Gétz and Sommer, 2005.

Abb. 2: Vereinfachte Darstellung der Signalzentren.

binden  Serin-Threonin-
Kinase-Rezeptoren, die daraufhin
Smad-Proteine aktivieren kénnen.
Abhangig von der Kombination

der aktivierten Smads wird die
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Transkription in der Zelle aktiviert oder unterdriickt. Dabei werden Bmp-Signale
fur die Abspaltung des Plexus choroideus vom Primordium des zerebralen
Kortex verantwortlich gemacht, da in der Maus der Verlust des Bmp-Rezeptors
1a (Bmpr1a) zu einer drastischen Reduktion des Plexus choroideus fuhrt.
Demgegenulber flhrt die Expression von konstitutiv aktivem Bmp Rezeptor
Bmpria zu einer Ausdehnung des choroidalen Plexus und einer Reduktion des
zerebralen Kortex (Panchision et al. 2001; Hebert et al. 2002). Die Wnt-Signale
spielen ebenfalls eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung des dorsalen
Telenzephalons (Gunhaga et al. 2003). In Vertebraten wurden bisher 19
Mitglieder gefunden und auch in allen anderen Tierstammen wurden orthologe
Wnt-Gene entdeckt. Wie BMPs und FGFs sind Wnt-Proteine sehr cysteinreich.
Sie enthalten eine invariante Abfolge von 23 Cysteinen (Wodarz and Nusse
1998). Wnts sind zwar sekretierte Faktoren, sie diffundieren aber aufgrund ihrer
starken Glykosilierung nur schlecht im extrazellularen Raum. Wnt-Proteine sind
in der Lage, unterschiedliche Signalkaskaden zu aktivieren. Der erste
aufgeklarte Wnt -Signalweg wird als kanonischer Wnt-Signalweg bezeichnet
(Wodarz and Nusse 1998). Er wird Uber den Wnt-Rezeptor Frizzled vermittelt
und fuhrt zur Stabilisierung und nuklearen Lokalisation des Proteins 3-Catenin
(Willert and Nusse 1998). Im Zellkern interagiert 3-Catenin mit den DNA-
bindenden Faktoren TCF und LEF und kontrolliert dort die Transkription (Willert
and Nusse 1998). Jedoch aktivieren nicht alle Wnt-Faktoren den kanonischen
Signaltransduktionsweg. Die nicht-kanonischen Wnts verursachen z.B. eine
intrazellulare Kalziumfreisetzung und aktivieren die G-Protein abhangigen
Kinasen Cam-Kinase Il und Proteinkinase C (Kuhl et al. 2000). Die Aktivierung
des kanonischen Wnt-Signalwegs durch Signale des kortikalen Saums ist fur
die Ausbildung des Hippokampus von grofler Bedeutung, da bei Wnt3a-
Signaldefizienten Mausen die Hippokampusformation nahezu vollstandig fehit
(Lee et al. 2000). Weiterhin bewirkt der Aktivitatsverlust von Lefl/TCF-
Transkriptionsfaktoren, als Mediatoren des kanonischen Wnt -Signalweges,
ahnliche Defekte im medialen Kortex. Hierbei wird davon ausgegangen, dass
Whnt-Signale nicht die Spezifizierung einer hippokampalen Identitat, sondern

vielmehr die Expansion einer bereits vorliegenden Hippokampusanlage steuern
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(Galceran et al. 2000)Wird hingegen der Wnt-Signalweg durch das B-
catenin/LEF1 Fusionsprotein ektopisch aktiviert, kommt es im Neokortex zu
einer Ausweitung von, fur den Hippokampus charakteristischen Zellen und einer
reduzierten Anzahl kortikaler Zellen, zumal die Expression neuronaler Faktoren
ebenfalls vermindert ist (Machon et al. 2007).

Fgf-, Shh-, Bmp-, Wnt-Proteinen der Signalzentren sind in der Lage, die
Expression diverser Transkriptionsfaktoren zu steuern. So konnte gezeigt
werden, dass Emx2, als ein direktes Zielgen des Bmp/Wnt-Signalsystems,
ebenfalls fur die Auspragung medialer Hirnstrukturen verantwortlich ist, da
Mausmutanten mit verringerter Emx2 Expression einen nur zum Teil angelegten
oder komplett fehlenden Hippokampus aufweisen (Pellegrini et al. 1996; Tole et
al. 2000; Theil et al. 2002). Es wird daruber hinaus davon ausgegangen, dass
zwischen Bmp, Fgf und Emx2 eine negative Kontrollschleife existiert, da Emx2
direkt oder indirekt Uber das Protein noggin, die Bmps unterdricken kann, so
dass wiederum Fgfs sich ausbilden konnen. Fgf besitzt hingegen die Fahigkeit,
die Emx2-Expression zu reduzieren (Fukuchi-Shimogori and Grove 2003;
Shimogori et al. 2004). Bei Shh ist die Funktion der gegenseitig
antagonisierenden Wirkung zwischen den Shh- und Gli3-Transkriptionfaktoren
fur die Ausbildung des ventralen Telenzephalons und der Wirbelsaule ebenfalls
bekannt (Litingtung and Chiang 2000; Rallu et al. 2002; Hayhurst and
McConnell 2003).

Zusatzlich wird spekuliert, ob die kortikale Identitdt der Zellen auf die
Funktionalitat eines weiteren Transkriptionsfaktors zurickzufihren ist, wie z.B.
Lhx2 (Muzio et al. 2002). Bei Lhx2 handelt es sich um einen Homéodomanen-
Transkriptionsfaktor (LIM homebox 2), dessen Lokalisation sich einzig auf das
kortikale Neuroepithel beschrankt (Xu et al. 1993). Untersuchungen bei Lhx2-
homozygoten Mausen konnten eine massive Ausweitung des kortikalen Saums
unter einem kompletten Verlust des zerebralen Kortex zeigen (Bulchand et al.
2001). Diese Beobachtung fuhrte zu der Annahme, Lhx2 sei fur eine
Abgrenzung des kortikalen Saums verantwortlich, wobei seine Aktivitat als
Signalzentrum auf den auflieren medialen Rand des Kortex beschrankt bleibt.

Anhand von Lhx2-Chimaren konnte mit sowohl Lhx2" als auch Lhx2  Zellen
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bestatigt werden, dass Lhx2 als ein klassisches Selektorgen fir die kortikale
Identitat verantwortlich ist, indem es zum friihen Zeitpunkt der embryonalen
Genese mogliche alternative Zellentwicklungen unterdruckt und gleichzeitig fur
die Entstehung des kortikalen Saums verantwortlich ist. In diesem
Zusammenhang konnte dem kortikalem Saum die Funktion eines
Organisationszentrums fur den Hippokampus zugesprochen werden (Mangale
et al. 2008). Uberraschenderweise steht Lhx2, obwohl es nicht im kortikalen
Saum exprimiert wird, unter Kontrolle der Bmp signalreichen Dachplatte (Grove
and Tole 1999; Monuki et al. 2001). Foxgl spielt ebenfalls eine Rolle fir eine
geordnete Ausbildung der Strukturen der dorsalen Mittellinie, so dass die
Foxgl-homozygote Mausmutante einen zu Lhx2-homozygoten Mausen
ahnlichen Phanotyp zeigt. Die Strukturen des ventralen Telenzephalons zeigen
sich ab der Entwicklung E10,5 mehr und mehr gestort als die des dorsalen
Telenzephalons. Insbesondere zeigt sich ein Verlust der ganglionaren Eminenz,

wahrend der Neokortex verkleinert erscheint und durch einen an Grole

B Emx2”/Paxé”

Cx/ ! -
L B 4
” '—-/ Lge \\" .
K —*
=

E12 E14

Abb. 3: Auswirkungen auf die Entwicklung des
Telenzephalons der Maus bei Verlust von Emx2,
Pax6 und Lhx2

A: Wildtyp Telenzephalon im Querschnitt, mit deutlich von-
einander zu unterscheidenden Strukturen. Mge, mediale
ganglionare Eminenz; Lge, laterale gangliondre Eminenz;
Pcx, Palleokortex; Ncx, Neokortex; Acx, Archikortex; CH,
kortikaler Saum; CPI, Plexus choroideus; CR, kortikale
Dachplatte; B: Zeigt die zu beobachtende Ventralisierung
des dorsalen Telenzephalons mit Verlust des Ncx, des Acx,
des CH und des CPI bei Emx2”/Pax6” Mutanten im
Embryonalstadium 14 (E14). C: Zeigt eine VergroRerung
der medial gelegenen Strukturen, wie des CPI und CH, als
E12 Auswirkung eines Lhx2 Verlustes. Entnommen und modi-
fiziert aus Muzio and Mallamaci, 2003.

Pcx
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zugenommenen Archikortex und kortikalen Saum verdrangt wird (Xuan et al.
1995). Foxgl ist somit in der Lage die Expression von Bmps und Fgf8 hoch-
und runterregulieren zu konnen und nimmt dadurch indirekt Einfluss auf die
Regionalisierung innerhalb des Telenzephalons ein (Shimamura and
Rubenstein 1997; Dou et al. 1999; Storm et al. 2003; Martynoga et al. 2005).

Diese Beobachtungen verdeutlichen, dass bei der Musterbildung im zerebralen
Kortex sowohl die Signalmolekule der Signalzentren als auch raumlich
spezifischen Expression friher Transkriptionsfaktoren eine Rolle spielen. Beide
Systeme treten miteinander in Wechselwirkung und verleihen so den Zellen des
Telenzephalons ihre Positionsinformation, um letztendlich die verschiedenen

Regionen des Telenzephalons auszubilden.

1.1.2 Neuronale Differenzierung des zerebralen Kortex

Zur Bewerkstelligung aller kognitiven Leistungen im zerebralen Kortex, spielen
zwei Klassen von Neuronen eine wichtige Rolle. Zum einen handelt es sich um
die, dem ventralen Telenzephalon entstammenden Interneurone und zum
anderen um die dem dorso-lateralen Telenzephalon entspringenden
Projektionsneurone. Letztere verfigen Uber lange Axone die sich Uber weite
Strecken ausdehnen und somit intrakortikale, subkortikale und subzerebrale
Strukturen erreichen und diese miteinander verbinden. Die Information, sich in
die entsprechende Neuronensubtypen der einzelnen kortikalen Laminae zu
entwickeln, erhalten die Vorlauferzellen entsprechend ihrer Lokalisation und der
zeitlichen Expression von den bereits erwahnten Transkriptionsfaktoren. Diese
sind nicht nur fur die gegenseitige Musterbildung und Kontrolle mit den
beschriebenen Signalmolekulen verantwortlich, sondern auch fur die
Spezialisierung von neuronalen Vorlauferzellen, da sie sich bereits zur friihen
Entwicklungszeit in der dorso-lateralen Wand der Ventrikularzone (VZ) befinden
und auf diese Weise das Neuroepithelium beeinflussen. So konnten Studien an
Lhx2-homozygoten Mausen eine fast komplett fehlende Differenzierung der
Vorlauferzellen in der, an GroRe stark reduzierten, VZ zeigen. Gleichzeitig ist

die Anzahl an kortikalen Praplattenneuronen ebenfalls stark erhoht (Bulchand et
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al. 2001; Monuki et al. 2001). Ahnliche Beobachtungen lieRen sich bei Foxgl-
defizienten Mausen feststellen. Diese zeigten ebenfalls einen Verlust von
neokortikalen Vorlauferzellen, wahrend sich die Vorlauferzellen des Archikortex
und der kortikalen Hemregion uneingeschrankt ausbilden konnten (Dou et al.
1999; Muzio and Mallamaci 2005). So wird an diesen Beispielen ersichtlich,
dass Foxgl ebenfalls in der Neurogenese als ein Hauptregulator im
Telenzephalon angesehen werden kann, indem er die Proliferation Uber die
Regulierung von Fgf-Signalen und die Differenzierung kortikaler Vorlaufer aber

die Beeinflussung von Bmp-Signalen steuern kann (Martynoga et al. 2005).

1.1.3 Laminierung des zerebralen Kortex

Der zerebrale Kortex wird wahrend der embryonalen Entwicklung in einer
sechsschichtigen Anordnung angelegt (Rakic 1974) Jede dieser einzelnen
Schichten besitzt ihre eigenen histologischen und funktionellen Eigenschaften
mit identischen Neuronensubtypen, Genexpressionen und deren Projektions-
eigenschaften. Wenn diese gestdort werden, kann es zu unterschiedlichen
Syndromen wie Bewegungsstorungen, epileptischen Anfallen und mentaler
Retardation kommen (Mischel et al. 1995; Olson and Walsh 2002). Fur die
Entstehung der einzelnen Schichten, findet wahrend der frihen Entwicklung
eine verstarkte Vermehrung neuroepithelialer Zellen in der dorso-lateralen
Wand des Neuralrohrs statt. Diese neu entstandene Zellschicht liegt dem
Ventrikel direkt an und wird dementsprechend als Ventrikularzone (VZ2)
bezeichnet. Dabei erscheinen aus der stark proliferierenden VZ in der Maus die
ersten Projektionsneurone zum Zeitpunkt E10.5 und bilden die Uber der VZ
liegende Praplatte (PP) aus, die spater in eine weiter basal liegende
Marginalzone (MZ) und eine darunter zum liegen kommende Subplatte (SP)
geteilt wird. Zum Zeitpunkt E12.5 entsteht zwischen MZ und SP die kortikale
Platte (CP), aus der sich spater die entsprechenden Laminae II-VI bilden. Diese
CP-Neurone setzen ihre Wanderung durch die gesamte Kortikalplatte bis unter

die Marginalzone in einem sogenannten ,inside-out® Muster fort (Rakic 1974).
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VZ

El0.5 EN.5 E12.5 El4.5 El6.5 Adult

E1.5 E12.5 E13.5 El4.5 E15.5

Abb. 4: Entwicklung der Architektur des zerebralen Kortex
der Maus

Verdeutlicht die Entwicklung der sechs schichtigen
Anordnung des Neokortex (CTX) mit der Aufspaltung der,
durch erste Neurone gebildete, Praplatte (PP) in die
Marginalzone (MZ) und Subplatte (SP) um E12.5. Die
dazwischen liegende kortikale Platte (CP), wandelt sich in
einem ,inside-out” Muster zu den Laminae |l-VI aus. HEM,
kortikaler Saum; LGE, laterale ganglionare Eminenz; MGE,
mediale gangliondre Eminenz; E, Entwicklungstag; SVZ,
Subventrikulare Zone; IZ, Intermediale Zone; WM, weile
Zone; Entnommen und modifiziert aus O’Leary and
Nakagawa (2002).
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Das bedeutet, dass die neu
entstandenen Neurone einer
weiteren Lamina durch die
bereits vorhandenen Laminae
wandern missen, um an ihren
Zielort zu gelangen. Innerhalb
dieses Prozesses spielt die PP
Derivate  eine

und ihre

bedeutende Rolle, indem sie

die Morphologie radialer
Gliafasern, die  neuronale
Migration, als auch die

axonale Wegfuhrung steuern
kénnen (Super et al. 1998).
Studien deckten eine Reihe an
Molekulen auf, die an diesem
Laminierungsprozess beteiligt
sind, wie z.B. Reelin (Rice et
al. 1998; Rice and Curran
2001;

2005). Dieses Protein wird von

Soriano and Del Rio

Cajal-Retzius (CR) Neuronen,
die sich in der Marginalzone
befinden,

des Neokortex

exprimiert und reguliert so die Migration und Positionierung postmitotischer

Neurone. Fehlt das Reelin-Protein, wie in der reeler-Mutante, so sind die

einzelnen Laminae in umgekehrter Reihenfolge angeordnet (Soriano and Del

Rio 2005). Trotzdem besitzen die einzelnen Laminae bei falscher Anordnung

nach wie vor ihre spezifischen Neuronensubtypen. Man geht bei der Ausbildung

Lamina-spezifischer Neuronen von einem weiteren,

bisher unbekannten

Mechanismus aus (Polleux et al. 1998; Tarabykin et al. 2001). Das menschliche

Reelin-Gen stimmt mit dem Mausgen nahezu uberein. Es befindet sich auf
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Chromosomen 7q22 (DeSilva et al. 1997) und wird in Zusammenhang mit
Lissencephaly gebracht (Hong et al. 2000). Einer Erkrankung, bei der das
Gehirn glatt und frei von Windungen erscheint und bei der es zu motorischen
Dysfunktionen, wie Schluckstorungen oder Epilepsien kommen kann (Ross et
al. 2001; Chang et al. 2007).

So wird ersichtlich, dass auch bei dem Prozess der Laminierung, die bereits
erwahnten Signalzentren als auch Transkriptionsfaktoren eine grof’e Rolle
spielen (Bohner et al. 1997). Beispielsweise ist Pax6 an der Entstehung hdher
liegender Laminae wesentlich beteiligt, da es zunachst im Neuroepithelium der
VZ stark exprimiert wird und so deren Proliferation beeinflusst, bevor es in den
Zellen der Subventrikularen Zone (SVZ), unter aufkommen des T-box
Transkriptionsfaktors Tbr2, in seiner Expression erlischt und somit die
Entstehung der SVZ begunstigt (Caric et al. 1997; Land and Monaghan 2003;
Schuurmans et al. 2004; Englund et al. 2005). Die SVZ bildet sich zum
Zeitpunkt von E14.5 zu einer zusatzlichen, proliferativ hoch aktiven Schicht. Sie
dient speziell, in Anlehnung an die VZ, der Produktion von Projektionsneuronen
der héheren Laminae (Tarabykin et al. 2001; Nieto et al. 2004). So konnte unter
Verlust von Pax6 eine reduzierte Anzahl von Tbr2 positiven Vorlauferzellen und
Neuronen von hoher angelegten Laminae beobachtet werden. Als mdglicher
Mechanismus wird die Beeinflussung von Pax6 bei der symmetrischen gegen
die asymmetrische Zellteilung diskutiert, da Vorlauferzellen Pax6 homozygoter
Mause eine vermehrte asymmetrische Zellteilung unter einer zunehmenden

Abnahme Cux2-exprimierenden Zellen der SVZ zeigen (Nieto et al. 2004).

1.1.4 Arealisierung des zerebralen Kortex

Der adulte Neokortex ist in Uber hundert verschiedene tangentiale Areale
unterteilt, die wiederum durch ihre unterschiedliche Architektur, Verteilung
neuronaler Subtypen und axonalen Projektionen, unterschiedliche Funktionen
wahrnehmen koénnen (Grove and Fukuchi-Shimogori 2003; Hamasaki et al.
2004). Bei der Etablierung der kortikalen Areale durch zellulare und molekulare

Mechanismen haben sich zwei unterschiedliche Modelle etabliert. Zum einem
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das ,Protomap” Model (Rakic 1988) und zum anderen das ,Protocortex“ Model
(Van der Loos and Woolsey 1973; O'Leary 1989). In Anlehnung an das erste
Model, wird die Arealisierung durch molekulare Signale direkt aus der
Ventrikularzone aus gesteuert und konnte zum einem mit Hilfe von
Transplantationsversuchen von  Zellen zum  Zeitpunkt E10,5-12.5
unterschiedlicher Regionen des Telenzephalons bestatigt werden (Tole et al.
1997; Gitton et al. 1999; Tole and Grove 2001; Vyas et al. 2003). Zum anderen
wurden Versuche mit Mashl und Gbx2 Knockout-Mausen unter der
Beobachtung einer normalen Arealisierung durchgefuhrt, obwohl die Tiere
einen Verlust der Thalamokortikalen Verbindung aufweisen (Miyashita-Lin et al.
1999; Nakagawa et al. 1999). Anders beim zweiten Model, spricht man der
Ventrikularzone keine regulierende Rolle zu. Stattdessen wird davon
ausgegangen, dass die Arealisierung durch molekulare Signale aus
subkortikalen Strukturen und deren Afferenzen an den Kortex gesteuert wird, zu
denen ebenfalls der Thalamus gehort (Sur 1988; Schlaggar and O'Leary 1991).
Heute lassen sich beide Modelle miteinander vereinigen. Es wird angenommen,
dass wahrend der frihen Entwicklung ohne angelegte thalamokortikale
Verbindungen, die Arealisierung direkt Uber molekulare Signale aus der
Ventrikularzone reguliert wird, wahrend zum spateren Zeitpunkt der Thalamus
hinzugezogen wird (Mallamaci and Stoykova 2006).

Bei der Etablierung der kortikalen Areale entlang der anterior-posterior Achse,
haben sich die Homéodomanen-Transkriptionsfaktoren Emx2 und Pax6 als
primare Regulatoren erwiesen (Bishop et al. 2000; Mallamaci et al. 2000;
Bishop et al. 2002). Emx2 und sein Gegenspieler Pax6 werden in
komplementaren Gradienten in der Kortexanlage exprimiert, mit einer hohen
Pax6-Expression am rostro-lateralen und hoher Emx2-Expression am kaudo-
medialen Pol. Beiden Genen wird somit eine kortikale Arealisierungsfunktion
entlang der anterio-posterioren Achse zugesprochen. Mindestens ein
funktionelles Allel eines dieser Gene muss vorliegen, um den zerebralen Kortex
als auch dorsale Vorlauferzellen zu generieren (Muzio et al. 2002). In doppelt
homozygoten Mausen (Emx2”, Pax6°*°%) wird der zerebrale Kortex durch

Gewebe mit einer genetischen Ausstattung der Basalganglien ersetzt. Es
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kommt zu einer Uberexpression von Nkx2.1 und DIx2 und lediglich sehr wenige
Zellen in diesem Gewebe exprimieren dann noch Marker des zerebralen Kortex
(Wilson and Rubenstein 2000; Muzio et al. 2002). Neben den Veranderungen
Areal-spezifischer Marker, zeigt die Doppelmutante zudem Veranderungen in
der Projektion von thalamokortikalen Axonen, die flir den Relais von
sensorischem, auditiven und somatischen Input an den Neokortex
verantwortlich sind (Bishop et al. 2000; Mallamaci et al. 2000; Bishop et al.
2002). Emx2”" Mutanten zeigen auRerdem eine Verlagerung von Coup-tf1 nach
kaudal. Coup-tfl ist ein weiterer Transkriptionsfaktor der vor allem im kaudo-
lateralem Kortex exprimiert wird (Mallamaci and Stoykova 2006). Coup-tfl gilt
als molekularer Vermittler zwischen weiteren Transkriptionsfaktoren, die einen
Einfluss auf kortikale Vorlauferzellen in der VZ nehmen. Es kommt unter Verlust
von Coup-tf1 zu einer deregulierten und verstreuten Expression areal-
spezifischer Marker Uber den gesamten Kortex mit einem Zusammenlaufen der
Projektionen von sowohl somatossensorischen als auch visuellen Afferenzen

aus dem Thalamus in Richtung Kortex (Zhou et al. 2001).

1.2 Neurogenese im zentralen Nervensystem

1.2.1 Neokortikale Stamm- und Vorlauferzellen

Bei der Entwicklung des menschlichen Gehirns, mit all seinen Regionen und
spezialisierten Arealen, wird neokortikalen Stamm- und Vorlauferzellen ein
besonderer Stellenwert zugesprochen. Diese werden in diesem Abschnitt naher
beschrieben. Zunachst soll jedoch auf die Bedeutung der unterschiedlichen
Arten von Stammzellen und deren Eigenschaften eingegangen werden.

Die Eizelle bis zum Achtzellstadium wird als totipotente Stammzelle bezeichnet,
da noch keine der acht Zellen spezialisiert ist und fur sich allein das Potenzial
besitzt, sich zu einem kompletten Organismus entwickeln zu konnen.
Abgrenzend unterscheidet man die pluripotenten Stammzellen oder auch
embryonale Stammzellen, die aus dem Blastozystenstadium stammen und sich

in nahezu alle Zelltypen der drei Keimblatter (Mesoderm, Ektoderm und



1. Einleitung

22

Endoderm) differenzieren koénnen. Weiterhin spricht man bei adulten
Stammzellen von multipotenten Stammzellen, da sie sich im Vergleich zu
embryonalen Stammzellen nicht mehr frei spezialisieren kdnnen. Die Aufgabe
dieser adulten Stammzellen bzw. Vorlauferzellen besteht daher im Ersetzen
vom zugrundegegangenem Gewebe, indem sie sich zu Zellen dieses Gewebes
differenzieren.

Stammzellen zeichnen sich somit durch die beiden Eigenschaften aus, sich
zum einen in unterschiedliche Zelltypen zu differenzieren, was als Multipotenz
bezeichnet wird. Zum anderen durch die Fahigkeit sich selbst zu erneuern, im
Idealfall in einer unbegrenzten Anzahl (Anderson 2001; O'Shea 2004).

Diese Zellen sind in der Lage sich Uber unterschiedliche Arten der Zellteilung zu
reproduzieren. Es wird zwischen symmetrischer und asymmetrischer Zellteilung
unterschieden. Dabei entstehen durch eine symmetrische Zellteilung zwei zur
Mutterzelle vollig identische Tochterzellen bzw. durch eine asymmetrische
Zellteilung eine identische Tochterzelle und eine weitere sich von der
Mutterzelle unterscheidende Vorlauferzelle. Es kdnnen aber auch durch eine
symmetrische Zellteilung 2zwei identische, sich von der Mutterzelle
unterscheidende ausdifferenzierte Tochterzellen entstehen. Die Tochterzellen
konnen dann ihrerseits gewebespezifische Aufgaben erfillen. Neben der
Zellpolaritat und der

NE : P ;
Symmetrische, proliferative Teilun
/ \ y pl g

NE NE Zellzykluslange er-

/ \Asvmmelrische, differenzierende Teilung _ _

Bp scheint auch die

Symmetrische 7N /
neuronale Teiung [l . BP

Symmetrische . . .

neuronale Teilung . Symmetrische, neuronale

Symmetrische . . . .Teﬂung

neuronale Teilung spielen, ob eine

. Asymmetrische, differenzierende Teilung o
\. Orientierung der

Symmetrische, differenzierende Teilun . . .
N 9 Teilungsspindel eine

wichtige Rolle zu

Abb. 5: Entwicklungsbaum der Neurogenese im zerebralem Kortex Tochterzelle  weiter

Diese Grafik zeigt eine vereinfachte Darstellung der alS Stammzelle
Beziehungsverhaltnisse zwischen neuroepithelialen Zellen (NE), ) .
radialen Gliazellen (RG) und basalen Vorlauferzellen, die als Quelle ~ agiert oder zu einer
neuronaler Zellen gelten. Die verschiedenen Teilungsarten werden .. )
mitberticksichtigt. Entnommen und modifiziert aus Gétz & Huttner, N ihrer Potenz ein-

2005. ,
geschrankten
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Vorlauferzelle oder postmitotischen Zelle ausdifferenziert (Gotz and Huttner
2005).

Ein lang etabliertes Model, welches davon ausging dass Neurone und
Gliazellen im ZNS ihren Ursprung aus zwei unterschiedlichen Quellen
beziehen, konnte durch Studien revidiert werden. Es konnte stattdessen
bewiesen werden, dass identische Vorlauferzellen des ZNS zunachst Neurone
und spater Gliazellen produzieren (Culican et al. 1990; McKay 1997; Alvarez-
Buylla et al. 2001). Dieser Prozess, bei dem aus undifferenzierten Zellen
Neurone entstehen, wird als Neurogenese bezeichnet und die Bildung von
Gliazellen entsprechend als Gliogenese. Somit besteht die VZ aus einem
Mosaik unterschiedlich proliferierender Zellen, die fur die Entstehung des
zerebralen Kortex verantwortlich gemacht werden. Sie unterscheiden sich in
ihrer Fahigkeit zur Selbsterneuerung und in ihrer Potenz, sich in Gliazellen und
unterschiedliche Subtypen von Neuronen zu entwickeln (McConnell 1995).
Dabei sind die neokortikalen Stamm- und Vorlauferzellen durch die Expression
spezifischer Transkriptionsfaktoren, ihrer Lokalisation im Kortex, der
Zellpolaritat und der interkinetischen Zellkernwanderung voneinander
abzugrenzen. In der Literatur wird von drei Stamm- und Vorlaufertypen
berichtet, die fur die Neurogenese im Neokortex eine Rolle spielen (Hartfuss et
al. 2001; Gotz and Huttner 2005).

1.2.2 Neuroepitheliale Zellen

Neuroepitheliale Zellen (NEZ) befinden sich nach dem Zusammenschluss des
Neural-rohrs in der proliferativen VZ und bilden dort eine einreihige Zellschicht
mit stark epithelialen Charakter aus, das als Neuro-epithelium bezeichnet wird
(Malatesta et al. 2003). Diese Zellen erstrecken sich von der apikalen bis zur
basalen Seite der VZ und sind Uber Tight junctions und Adherens juctions an
der apikalen Seite mit einander fest verankert (Huttner and Brand 1997). Sie
konnen im Telenzephalon der Maus ab E9/E10 anhand der Expression des
intermedialen Filaments Nestin und dem ihm verwandten Antigen, das durch

den Antikorper RC2 erkannt wird, identifiziert werden (Frederiksen and McKay
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Basale 1988; Edwards et al. 1990).

rO] Lamina Interessanterweise zeigen neuro-
Ventrikular epitheliale Zellen eine inter-

Zone kinetische Zellkernwanderung

Uber die gesamte Zytoplasma-

Apikale lange, bei der sich der Zellkern

Lamina
Gl S G2 M wahrend der G1-Phase von apikal

0 Zellkern nach basal bewegt, um wahrend
@ Adherens junction

== Bgsolaterale Plasmamembran
== Apikale Plasmamembran SchlieRlich wandert der Zellkern

der S-Phase dort zu verweilen.

o in der G2-Phase zuruck nach
Abb. 6: Neuroepithelium

Die neuroepitheliale Zelle zeigt eine interkinetische aplkal, wo die Mitose stattfindet

Zellkernwanderung Uber die gesamte apikal-basale

Lange, mit der G1-Phase am apikalem Ende, der S- (GOtZ and Huttner 2005)-

Phase auf der basalen Seite und einer Rickkehr des " . .
Zellkerns zur apikalen Seite fiir die G2-Phase und die Wahrend der frihen Hirn-

mitotische Zellteilung. Entnommen und modifiziert aus . .
Gotz und Huttner 2005. entwicklung, vor dem Beginn der

Neurogenese, durchlaufen neuro-
epitheliale Zellen zunachst bevorzugt symmetrische Zellteilungen, so dass ihre
Zahl stark zunimmt (Rakic 1995). Zu Beginn der Neurogenese vollfihren sie
unter einer Reduzierung ihrer apikalen/basalen Zellpolaritat und der
Minderexpression von Occludin, einem Bestandteil von Tight Junctions,
vermehrt asymmetrische Zellteilungen (Aaku-Saraste et al. 1996; Kosodo et al.
2004). Mit Hilfe von Zellkulturen, retroviralen Vektormarkierungen und in vivo
Experimenten konnten Studien den neuroepithelialen Zellen die Fahigkeit
nachweisen, sich in unterschiedliche Zelllinien entwickeln zu kénnen (Frantz
and McConnell 1996; Qian et al. 2000; McCarthy et al. 2001). Hierbei kdnnen
durch asymmetrische Zellteilungen entweder ein postmitotisches Neuron und
eine identische Tochterzelle oder eine weiter entwickelte und in ihrer Potenz
eingeschrankte Vorlauferzelle, die sogenannte radiale Gliazelle (RGC) oder in
einer geringen Zahl basale Vorlauferzellen mit einer identischen Tochterzelle
entstehen (Huttner and Brand 1997; Kriegstein and Gotz 2003). Somit ist
ersichtlich, dass die zunachst als einzig im Neuralrohr vorkommenden

neuroepithelialen Zellen entweder direkt oder indirekt fir die Entstehung aller
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Neurone und Gliazellen des zerebralen Kortex verantwortlich sind, wobei die

Anzahl direkt entstehender postmitotischer Neurone durch die neuroepitheliale

Zellen wiederum sehr gering ist und wahrend der Neurogenese zahlenmalig

eine untergeordnete Rolle zu spielen scheint (Malatesta et al. 2003; Anthony et

al. 2004).

1.2.3 Radiale Gliazellen

Schicht

Zone

Gt S G2 M Lamina
0 Zellkern

@ Adherens junction

== Basolaterale Plasmamembran

== Apikale Plasmamembran

Abb. 7: Radiale Gliazelle

Die radiale Gliazelle erstreckt sich mit langen
Fortlaufern uber den gesamten Kortex von der
apikalen bis zur basalen Seite. Entlang dieser wandern
die neu entstandenen Neurone in die neuronale
Zellschicht. Der Zellkern zeigt eine interkinetische
Zellkernwanderung bis an die Grenze der
Ventrikelzone mit der G1-Phase am apikalen Ende.
Die S-Phase findet auf Hohe der neuronalen Schicht
statt und der Zellkern bewegt sich fir die G2-Phase
und die miotische Zellteilung zurlick an die apikale
Seite. Entnommen und modifiziert aus Goétz und
Huttner 2005.

das intermediare Filament Vimentin

Neuronale

(Schnitzer et al.

Bereits kurz nach dem Beginn der
Neurogenese entsteht ebenfalls in
der VZ ein neuer Zelltyp, die
radiale Gliazelle (RGC), die ihren
Ursprung in der asymmetrischen
Zellteilung der neuroepithelialen
Zelle hat und mit dieser noch
gemeinsame Marker wie Nestin
RC2
unterscheiden sind RGC vom
durch

ahnliche

und exprimiert. Zu

Neuroepithelium ihre
Astrozyten Eigen-
schaften, wie z.B. durch das
Erscheinen von Glykogengranulae
und dem  Exprimieren  von
Astrozyten spezifischer Marker.
Dazu zahlen zum einen das
brain-lipid-binding protein BLBP
(Feng et al. 1994; Hartfuss et al.
2001), der astrozytare Glutamat-
transporter GLAST (Malatesta et
al. 2000), das kalziumbindende
Protein S100R (Vives et al. 2003),

1981) und das
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Adhasionprotein Tenascin-C (Gotz et al. 1997). Diese erscheinen in einer
zeitliche Korrelation zueinander, so dass daruber die Moglichkeit besteht, altere
von jungeren RGC zu unterscheiden, da zuerst BLBP und im spater Verlauf der
astrozytenspezifische Glutamattransporter GLAST und vimentin exprimiert
werden (Anthony et al. 2004). Mit Hilfe von Untersuchungen zu Koexpressionen
der Marker RC2, BLBP und GLAST konnte gezeigt werden, dass es sich je
nach Region und Stadium der Entwicklung um andere Subpopulationen von
RGCs handelt (Hartfuss et al. 2001). Es wird davon ausgegangen, dass die
Expressionsveranderungen mit einer zunehmenden Einschrankung in der
Differenzierungspotenz verknupft sind (Calegari et al. 2005). Erganzend ist
anzumerken, dass bis heute keine Marker bekannt sind, mit denen direkt
radiale Gliazellen von Astrozyten unterschieden werden kdnnen. Zusatzlich
bieten radiale Gliazellen im Bezug auf ihre Zytokinetik ebenfalls eine weitere
Besonderheit, denn anders als das Neuroepithelium sind die radialen Gliazellen
nur Uber Adherens junctions mit der apikalen Seite der VZ verbunden und
unterlaufen ahnlich den neuroepithelialen Zellen zwar auch eine interkinetische
Zellkernwanderung, jedoch nicht Gber das gesamte Zellzytoplasma hinweg. Die
Zellkernwanderung beschrankt sich von der apikalen bis an die basale Seite der
VZ, wo der Kern bis einschlieBlich der S-Phase verbleibt und fur die
abzulaufende Mitose an die apikale Seite zuruckkehrt. Die charakteristischen
radial ausgerichteten, bis an die basal liegende MZ reichenden Zellfortlaufer,
werden bei der Zellkernwanderung ausgelassen (Gotz and Huttner 2005).
Diese gelten vielmehr neu entstanden Neuronen als eine Art Leitstrang, an dem
sie sich bis an ihren Zielort, den entsprechenden Laminae, entlang bewegen
konnen (Rakic 1972; Hatten 1999). Nach Abschluss der Neurogenese und der
Neuronenwanderung werden die RGCs in den meisten Hirnregionen zu
Astrozyten und gehen somit verloren, weshalb ihnen in der Vergangenheit nur
eine Funktion als Leitstruktur und Quelle glialer Zellen zugesprochen wurde
(Cameron and Rakic 1991). Neue Studien konnten mit Hilfe von Zellkulturen, in
vivo Zellimaging und genetischen Experimenten den Beweis erbringen, dass
RGCs in vielen Regionen des ZNS direkt Uber asymmetrische Zellteilungen als

Neuronen bildende Vorlauferzellen fungieren. Dies gilt auch fur den dorsalen
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Telenzephalon. Im Gegensatz dazu sind sie im ventralen Telenzephalon tGber
die Bildung von basalen Vorlauferzellen indirekt an der Neuronenentstehung
beteiligt (Malatesta et al. 2000; Noctor et al. 2001; Noctor et al. 2004). So war
es mit Hilfe Fluoreszenz markierter RGC moglich, diese zu isolieren und zu
kultivieren. Dabei entwickelten sich Klone, die sowohl neuronale als auch nicht-
neuronale Zellen enthielten. Die Zusammensetzung der Klone war vom
Entwicklungsstadium abhangig, in dem die Zellen entnommen wurden.
Entsprechend der Abfolge in vivo, konnten zum Zeitpunkt E14-16, zu dem im
Kortex hauptsachlich Neurone generiert werden, vermehrt Neurone detektiert
werden. Umgekehrt waren zum Zeitpunkt E18, in dem die Gliogenese einsetzt,
hauptsachlich Gliazellen zu finden (Malatesta et al. 2000). Durch diese neuen
Beobachtungen und die bestehenden molekularen Ahnlichkeiten, kénnen RGC
als eine in ihrer Produktion von weiteren Zelllinien eingeschrankte
Vorlauferzelle gesehen werden, die schon im friihen Verlauf der Neurogenese
die Produktion von Neuronen Ubernimmt und dadurch die neuroepithelialen
Zellen in dieser Funktion ersetzt (Malatesta et al. 2003; Anthony et al. 2004).

1.2.4 Basale Vorlauferzellen

Bereits zum Zeitpunkt E9,5 im Telenzephalon der Maus, am frGhen Beginn der
Neurogenese im ZNS, kommt es neben dem Erscheinen der RGCs zur
Entstehung eines weiteren Vorlaufersubtyp, der sogenannten basalen
Vorlauferzelle (BVZ). Als Ursprungszellen dienen ihr sowohl die neuro-
epithelialen Zellen, als auch zum spateren Zeitpunkt die RGC (Haubensak et al.
2004; Miyata et al. 2004). Basale Vorlauferzellen besitzen zunachst noch
Kontakt zur apikalen Seite der VZ. Doch sobald der Zellkern fir die
bevorstehende S-Phase basal gewandert ist, 16st sich der apikale Zellkontakt
und die Mitose findet, im Gegensatz zur den neuroepithelialen Zellen und den
RGC, auf der basalen Seite der VZ statt. lhre Lokalisation ist wahrend der
Neurogenese auf die stark proliferierende SVZ konzentriert, in der sie nur ein
bis zwei proliferative Zellzyklen durchlaufen, um durch eine symmetrische

Zellteilung zwei Neurone entstehen zu lassen (Miyata et al. 2004; Noctor et al.
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Basale 2004; Gotz and Huttner 2005).
Lamina

Von anderen Vorlauferzellen
sind die basalen Vorlauferzellen
Neuronale . . .
Schicht einerseits durch die fehlende
Expression von  Astrozyten-

markern und der Transkriptions-
Subventrikular

Zone faktoren ~Pax6 und Hes5
abzugrenzen (Cappello et al.
Ventrikular
Z6hie 2006).
Apikale Andererseits unterscheiden sich
o —g M Lamina die basalen Vorlauferzellen
0 Zollkem durch die Expression des
@ Adherens junction T-box Transkriptionsfaktors Tbr2
== Basolaterale Plasmamembran
== Apikale Plasmamembran (Englund et al. 2005). Ab E14,5

Abb. 8: Basale Vorlauferzelle konnen auch das stark

Die basale Vorlduferzelle entstammt der VZ. Sie verliet ~ Subventrikular exprimierte
wahrend der S-Phase ihre Verbindung zur apikalen Seite . .
und unterlduft in der subventrikularen Zone die G2-Phase  Transkript-1 (Svetl) und cut-like
und die miotische Zellteilung. Entnommen und modifiziert .

aus Gotz und Huttner 2005. 2 (Cux2) der Identifizierung
dienen. Da Sevt1 und Cux2 spater auch in postmitotischen Neuronen der II-IV
Lamina zu finden sind, wird den basalen Vorlauferzellen die Rolle des Aufbaus
der hoher gelegenen Laminae zugesprochen (Tarabykin et al. 2001; Nieto et al.
2004). In manchen Regionen des ZNS, wie z.B. im ventralen Telenzephalon,
sind basale Vorlauferzellen den RGC zahlenmafig weit Uberlegen und in
diesen Regionen somit fur die Entstehung des Hauptanteils von Neuronen
verantwortlich (Malatesta et al. 2003). Basale Vorlauferzellen werden zum
Zeitpunkt spatfetaler und frihpostfetaler Entwicklung zunehmend in ihrer
neuronalen Potenz in Richtung gliarer Potenz eingeschrankt (Malatesta et al.

2003).
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Eigenschaften NEZ RGC BvVZ
Interkinetische Zellkernwanderung + + -
Apikal-basale Polaritat + +/- R
Adherens junctions + + -
Gap junctions + + +/-
Tight junctions +/- - R
Kontakt zur Basallamina + + +/-
Nestin Expression + + +
RC2 Expression + + R
BLBP/GLAST/Vimentin Expression - + -
Tbr2 Expression - - +
Tabelle Nr.1 Zusammenfassung wichtiger  Unterscheidungskriterien  zwischen dem

Neuroepithelium (NEZ), radialen Gliazellen (RGC) und basalen Vorlauferzellen

(BVZ).
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1.3 Das Gli3-Gen und seine Rolle bei der Entwicklung des dorsalen
Telenzephalons

Bei den Mitgliedern der Gli-Genfamilie handelt es sich um Zink-Finger-
Transkriptionsfaktor kodierende Gene, die im Shh-Signalweg involviert und
homolog zu Cubitus interruptus (Ci) in Drosophila melanogaster sind (Kalderon
1997; Ruiz i Altaba 1997). Zinkfinger sind DNA- und Proteinbindende
Strukturen, die durch ein zentrales, in den meisten Fallen von zwei Cystein- und
zwei Histidinresten (C2 /H2-Finger) gebundenes, Zn2*-lon gebildet werden und
im Falle von der Gli-Transkriptionsfaktoren eine identische 9-bp DNA-Sequenz
(-GGGTGGTCC-) erkennen, uber die Zielgene reguliert werden konnen
(Ruppert et al. 1990; Vortkamp et al. 1995). Die Gli-Genfamilie wird frih im
Verlauf der Embryogenese in einem medial-lateralen Expressionsmuster in der
Neuralplatte stark und im Neuralrohr schwach exprimiert. Glil wird eine ventrale
Lokalisierung im Telenzephalon zugewiesen, wahrend Gli2 und GIi3 Transkripte
vermehrt im dorsalen Telenzephalon vorgefunden werden (Grove et al. 1998).
Gli3 kommt unter der Abwesenheit von Shh in einer verkirzten Form vor und
unterdrickt so weiter Transkripte von Shh im Zellkern. Ist Shh hingegen
prasent, kommt es zur Transkription des Gli3-Proteins in seiner vollen Lange
und dient so als Aktivator weiterer Transkriptionsprodukte (Ruiz i Altaba 1999).
Fir die Uberfilhrung vom Zytoplasma in den Zellkern soll vor allem die
Proteinkinas A (PKA)-vermittelte Phosphorylierung und die dann mdgliche
proteolytische Spaltung verantwortlich sein (Vortkamp et al. 1995; Price and
Kalderon 1999; Wang et al. 2000). Auf diese Weise ist der Gli/Shh-Signalweg
fur eine Reihe wichtiger Prozesse wahrend der Entwicklung verantwortlich und
spielt bei der Spezifizierung vieler Systeme und Organe eine wichtige Rolle, so
z.B. des Neuralrohrs, der Schadelgesichtsstrukturen, den Extremitaten oder der
Ausbildung der Lungen (Ding et al. 1998; te Welscher et al. 2002).
Untersuchungen an Glil” und Gli2” Mutanten zeigten Defekte bei der
Entwicklung des kaudalen Neuralrohrs. Das Prosenzephalon blieb jedoch
unbeeinflusst (Ding et al. 1998; Matise et al. 1998).
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Der Phanotyp der Gli3-Mutante extra-toes (Xt’), einer Mausmutante mit einer
51,5kb groRen Deletion am 3’-Ende des Zink-Finger kodierenden Bereichs,
gestaltet sich jedoch anders. Durch die Deletion kommt es zur Bildung einer
Fusions-mRNA, die bis zur ersten Halfte des ersten Gli3 Zink-Fingers (1670 bp)
kodiert und danach durch 293 bp eines bisher unbekannten Gens verlangert
wird (Buscher et al. 1998; Maynard et al. 2002). Wahrend heterozygote Tiere
bis auf eine maldig ausgepragte Polydaktylie unauffallig bleiben und eine GIi3-
Expression von 50% aufweisen, zeigen homozygote Tiere Poly- und
Syndaktylie aller Pfoten mit einer pra- und postaxialen Erweiterung der Pfoten
mit bis zu 8 Zehen. Weitere Studien um die Xt* -Mutante haben, neben dem
Vorkommen einer gestorten Sinnesorgan- und Gesichtsschadelentwicklung,
zusétzlich eine Ausbildung von Odemen, eine Stérung der Gehirnentwicklung
und eine teilweise vorkommenden Exenzephalie beobachtet. Aul’erdem zeigt
sich auch der Verlust der Riechkolben und der dorso-medialen Strukturen des
Telenzephalons, einschliellich der Hippokampusanlage, des kortikalen Saums
und des Plexus choroideus der beiden Seitenventrikel (Franz 1994; Grove et al.
1998; Theil et al. 1999).

Interessanterweise fehlt dieser XtJ/XtJ-Mutante die Expression von Wnt- und
Bmp-Proteinen im dorso-medialen Telenzephalon, wahrend in der
Ventrikularzone eine gesteigerte ektopische Expression von Wnt7b zu
beobachten ist (Grove et al. 1998; Theil et al. 1999; Theil et al. 2002; Theil
2005). Gleichzeitig ist in der Xt’ -Mutante eine Uberexpression von Fgf8 in der
Kommisurenplatte zu verzeichnen (Theil et al. 1999; Aoto et al. 2002; Kuschel
et al. 2003). Diese starke Uberexpression von Fgf8 zusammen mit dem Verlust
der Expression von Bmps und Wnts wird als Hauptgrund fur die vorliegende
Ventralisierung des dorsalen Telenzephalons in betracht gezogen (Kuschel et
al. 2003). Als ein weiterer Hinweis auf den komplexen Einbezug des Gli3-Gens
in die Entwicklung des dorsalen Telenzephalons konnte eine starke
Reduzierung der Emx2-Expression und der komplette Verlust der Emx1-
Expression aufzeigt werden (Theil et al. 1999; Tole et al. 2000). Dabei kommt
es zu keiner Grenzbildung zwischen Dienzephalon und Telenzephalon mit einer

gleichzeitigen GroRenreduktion des Neocortex (Theil et al. 1999; Fotaki et al.
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2006). Die Untergliederung des Telenzephalons in das Pallium und die basalen
Ganglien ist hingegen nicht gestort, was sich durch deutlich abgrenzbare Pax6
und DIx2 Expressionsdoméanen zeigen lie® (Theil et al. 1999).

Die Xt/Xt’-Mutante weilt auRerdem eine gestérte Differenzierung der Préplatte
in die sogenannte Marginalzone (MZ), die kortikale Platte (CP) und die
Subplatte (SP) auf (Theil 2005), welche als ein Gerust fur die spateren sechs
Laminae dienen. In der Mutante organisieren sich die schichtzugehdrigen
Neurone wellenartig in Klumpen und die Anzahl von Cajal-Retzius Zellen zeigt
sich vermindert. Daneben finden sich in den Xt’/Xt’ Embryonen gravierende
Abweichungen in der Organisation des Neuroepithels, mit ektopischen Mitosen,
einer veranderten Zellpolaritat sowie gestorter Ausbildung von Adhéarent
Junctions (Theil 2005).

Die zentrale Bedeutung des Shh-Signalweges lasst sich somit nicht allein durch
die evolutionare Konservierung der einzelnen Komponenten und der
Mechanismen der Signalubertragung verdeutlichen, sondern auch durch eine
Vielzahl von beschriebenen Mutationen. Entsprechende Mutanten sind in allen
Modellorganismen in ihrer Entwicklung schwer betroffen und finden teilweise
ihre  Entsprechungen in einer Vielzahl verschiedener menschlicher

Erkrankungen wieder.

1.4. Gemeinsame durch Mutationen im Gli3-Gen verursachte

Krankheiten

Neben den Beobachtungen an Mausmutanten fur das Gli3-Gen, kdnnen auch
am Menschen charakteristische Veranderungen im Bezug auf Mutationen im
Gli3-Gen festgestellt werden. Das humane Gli3-Gen befindet sich auf
Chromosom 7p13 und wird von einer 240 kb langen Sequenz kodiert. Die 15
Exone des Gli3-Gens werden in eine 8,5 kb lange mRNA transkribiert, die fur
ein Protein mit 1580 Aminosauren und einem Molekulargewicht von 190 kD
kodiert (Ruppert et al. 1990; Vortkamp et al. 1995). Zurzeit sind vier autosomal-
dominante und ein autosomal-rezessives Krankheitsbild mit unterschiedlicher

phanotypischer Auspragung bekannt, die durch Mutationen im humanen GIi3-
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Gen begrindet sind. Es handelt sich hierbei um das Greig
Cephalopolysyndaktylie-Syndrom [GCPS] (Vortkamp et al. 1991), das Pallister-
Hall-Syndrom [PHS] (Kang et al. 1997), das Acrocallosal-Syndrom [ACS]
(Schinzel 1979), die Postaxiale Polydaktylie Typ A [PAP-A] (Radhakrishna et al.
1997) und die Préaxiale Polydaktylie Typ IV [PPD IV] (Radhakrishna et al.
1999). Diese genannten Krankheiten haben nur wenige phanotypische
Gemeinsamkeiten, sodass bisher eine genetische Verwandtschaft als
unwahrscheinlich galt. Lediglich die Fehlbildungen der Extremitaten, speziell die
Polydaktylie, ist Bestandteil alle dieser Syndrome. Erschwerend kommt hinzu,
dass zwischen den betroffenen Familien sehr variable Ausbildungen klinischer
Symptome vorkommen und die unspezifische Haufigkeit der Polydaktylie in
uber 25 weiteren Syndromen mit einer unspezifischen Haufigkeit des
Hypertelorismus in Uber 100 weiteren Syndromen beobachtet wird (Winter and
Tickle 1993; Biesecker 2002). Aufgrund dieser fehlenden Genotyp-Phanotyp-
Korrelationen und der unklaren Grenzen der phanotypischen Charakterisierung
wurde vorgeschlagen, alle mit Gli3-Mutationen assoziierten Syndrome als Gli3
Morphopathien zu bezeichnen (Radhakrishna et al. 1999). So konnte bei GCPS
und PHS beobachtet werden, dass diese zwei unterschiedliche Phanotypen auf
verschiedene Mutationsorte und -arten innerhalb des Gli3-Gens zuruckzufuhren
sind. Erstens, ist die Art der Mutation des GIli3-Gens von GCPS zu PHS
unterschiedlich. Bei GCPS handelt es sich um Translokationen, grofe
Deletionen, Frameshift-, Missense- und Nonsense-Mutationen. Im Gegensatz
dazu konnten bei PHS nur Framshift- und Nonsensemutationen festgestellt
werden (Johnston et al. 2005). Zweitens konnte eine Positionsabhangigkeit der
Frameshift-Mutationen festgestellt werden. So bewirken Mutationen am 5’-Ende
oder im Zink-Finger kodierenden Bereich ein dem GCPS zugeordneten
Phanotyp, wahrend Mutationen am 3’-Ende oder des mittleren Drittel fur den
Zink-Finger kodierenden Bereich das dem PHS zugeordneten Phanotyp
auslésen (Shin et al. 1999). Trotz dieser Erkenntnisse kdnnen bis heute nicht
alle variablen Expressionen des Phanotyps erklart werden.

Zusatzlich werden zu Gli3 benachbarte Gene fiir die klinische Uberschneidung

zwischen GCPS und ACS fir die Uberlagerung unterschiedlicher Phanotypen
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verantwortlich gemacht (Kroisel et al. 2001). Dieses Krankheitsbild wird als
,GCPS contiguous gene syndrome” (GCPS-CGS) bezeichnet und kann somit
von anderen isolierten Syndromen unterschieden werden (Johnston et al.
2003). Eine Phanotyp-Vorhersage ist daher zurzeit aufgrund der Lage der

Mutationen nicht mdglich.

1.4.1 Das Greig Cephalopolysyndaktylie-Syndrom (GCPS, OMIM 175700)

Das Greig Cephalopolysyndaktylie-Syndrom ist eine seltene, autosomal-
dominant vererbte Krankheit, die sich durch Schadel- und Gesichts-
dysmorphien, kombiniert mit Fehlbildungen der Extremitaten, auszeichnet. Die
Diagnostik wird durch eine grofl3e Variabilitat der Symptome, die sowohl inter-
als auch intrafamiliar stark schwanken, erschwert. Zusatzlich kdnnen weitere
Symptome wie Hernien, erhohtes Knochenalter oder Entwicklungsstorungen
des ZNS, wie Hypoplasie oder Agenesie des Corpus callosum auftreten.
Begleitet werden diese Fehlbildungen oft mit einer reduzierten geistigen und
mentalen Intelligenz (Duncan et al. 1979; Baraitser et al. 1983; Biesecker
2008). Dabei existieren fur diesen Symptomkomplex, der erstmals 1926 vom
schottischen Arzt David M. Greig beschrieben wurde, bis heute keine
einheitlichen diagnostischen Kriterien, sondern vom National Institutes of Health
(NIH) erstellte Richtlinien zur klinischen Beschreibung. Der beobachtete
Hypertelorismus wird als eine Schadelanomalie mit vergroliertem
Augenabstand und einem verbreiteten Nasenrlcken charakterisiert. Von einer
Makrozephalie wird gesprochen, wenn eine Uberschreitung der 97. Perzentile
des occipitofrontalen Kopfumfangs vorliegt. Weiterhin findet sich eine
Syndaktylie vermehrt an dem 1. und 2. bzw. dem 3. und 4. Finger der Hand. An
den FURBen sind meist die ersten drei Zehen betroffen. Dabei sind die
Phalangen zusammengewachsen, wobei zwischen einer bindegewebigen und
knochernen Syndaktylie unterschieden werden kann. Die Polydaktylie wird
hingegen gehauft praaxial am Fuld beobachtet und postaxial an den Handen,
wobei zwischen einem funktionstiichtigen extra Finger bzw. extra Zeh (Typ A)
und einem funktionslosen hautigen Anhangsels ( Typ B) unterschieden wird
(Johnston et al. 2005; Biesecker 2008)
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1.4.2 Das Pallister-Hall-Syndrom (PHS, OMIM 146510)

Beim Pallister-Hall-Syndrom, welches das erste Mal 1980 von (Hall et al. 1980)
an sechs Neugeborenen beschrieben wurde, handelt es sich ebenfalls um
einen seltenen, autosomal-dominant vererbten Fehlbildungskomplex. Anhand
genomweiter Analysen wurden Mutationen im Gli3-Gen als mdgliche Ursache
fur das PHS angenommen und weiter untersucht, so dass zum einen
Leserastermutationen des Zink-Finger Gens und diverse weitere Mutationen im
Gli3-Gen fur die Ausbildung eines PHS-Phanotyps verantwortlich gemacht
werden konnten (Kang et al. 1997; Radhakrishna et al. 1999).

Die einzige symptomatische Gemeinsamkeit von PHS und GCPS liegt in einer
zu beobachtenden Polydaktylie, die jedoch beim PHS typischerweise zentral
oder postaxial zu finden ist und sich durch einen zusatzlich ausgebildeten
Finger oder Zehe auldert. Zur weiteren Differentialdiagnose von PHS dient das
sehr spezifische Merkmal einer zu 2/3 gespaltenen Epiglottis oder das
Hypothalamische Hamartom, einer wahrend der Embryonalentwicklung
entstehenden tumorartigen Struktur im Hypothalamus, die nur selten maligne
entartet. Die klinische Manifestation kann von symptomlos bis hin zu
neurologischen Ausfallen, in Form von Epilepsien, reichen. Erganzend kénnen
weitere Fehlbildungen in Form von Segmentationsstérungen der Lunge,
Nierenmissbildungen mit ektopischen Uretermindungen und endokrine
Stérungen beobachtet werden. Die Varianz der Auspragung ist jedoch auch bei
PHS sehr unterschiedlich und kann zwischen einer milden bis hin zu einer

letalen Form reichen (Kang et al. 1997; Johnston et al. 2005).
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1.4.3 Acrocallosal-Syndrom (ACS, OMIM 200990)

Das Acrocallosal-Syndrom (ACS) ist eine seltene autosomal-rezessive
Krankheit, die 1979 zum ersten Mal an einem vier Jahre alten Jungen
beschrieben wurde (Schinzel 1979). Sie ist charakterisiert durch eine postaxiale
Polydaktylie, Halluxduplikationen, Makrozephalie und den Verlust des Corpus
callosum, einer Faserverbindung zwischen den beiden Hirnhemispharen.
Meistens wird das ACS mit einer geistigen Unterentwicklung und weiteren
Entwicklungsverzégerungen begleitet. Dabei wurde das ACS anfanglich nicht
mit Mutationen im Gli3-Gen in Verbindung gebracht (Brueton et al. 1992), bis
durch weitere Fallstudien ein Basenaustausch im letzten Exon von GIli3
festgestellt und die Auspragung eines ACS mit Gli3 als ursachlich gezeigt
wurde (Elson et al. 2002). Zusatzlich konnten bei weitern Untersuchungen von
34 Patienten mit der Diagnose von GCPS, 7 als ACS-Patienten ausgemacht
werden die gleichzeitig eine Delektionen im Gli3-Gen besal3en. Zeigten sich
Delektionen die groRer als 2 Megabasen waren, sprechen die Autoren von
GCPS-CGS (Johnston et al. 2003). DarUber hinaus gibt es einen Bericht Uber
eine Punktdekektion im Gli3-Gen, die ebenfalls zu ACS flhrt (Biesecker 2006).

1.4.4 Die Postaxiale Polydaktylie (PAP; MIM 174200)

Die Postaxiale Polydaktylie Typ A (PAP-A) folgt einem autosomal-dominanten
Erbgang. Die beiden Varianten (PAP-A/B) finden sich sowohl isoliert als auch
kombiniert an Handen und FufRen. Kennzeichnend ist die Ausbildung eines
weiteren kleinen Fingers bzw. einer weiteren kleinen Zehe. Im Gegensatz zu
Typ A, bei dem ein funktionstlichtiger Finger/Zehe ausgebildet ist, kommt es im
Fall der PAP-B lediglich zur Ausbildung eines postaxialen Hautanhangsels ohne
Skelettelementen. Die Entdeckung von Mutationen im Gli3-Gen bei der
Untersuchung einer Familie mit 15 betroffenen Individuen bestatigte schlieRlich
Gli3 als krankheitsverursachendes Gen (Radhakrishna et al. 1997). Einige
Patienten bzw. Familien, in denen heterozygot eine Gli3-Mutation vorlag,

zeigten Charakteristika von Typ A und B und wurden deshalb als Typ A/B
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klassifiziert. In einer derartigen Familie mit verschiedenen Formen der
Postaxialen Polydaktylie konnten zwei unterschiedliche Mutationen, bei denen
jeweils ein Aminosaureaustausch stattfand, in Gli3 identifiziert werden, die zu
einem vorzeitigen Abbruch des Proteins fuhren bzw. eine hochkonservierte
Aminosaure in der ersten Postzinkfinger-Domane des Proteins verandern
(Radhakrishna et al. 1999).

1.4.5 Die Praaxiale Polydaktylie Typ IV (PPD-IV; MIM 174700)

Die Praaxiale Polydaktylie Typ IV folgt einem autosomal-dominanten Erbgang
und ist durch Polydaktylien und Syndaktylien charakterisiert. Darunter wird das
Vorhandensein eines extra Fingers bzw. einer extra Zehe auf der Seite des
Daumens/Grol3zehe verstanden. Die Hande zeigen dabei eine nur schwach
ausgepragte Duplikation des Daumens und Syndaktylie zwischen den Fingern 3
und 4. Die FURe sind schwerer betroffen und zeigen vollstandige Duplikationen
des ersten und auch des zweiten Zehs und Syndaktylie zwischen allen Zehen.
Untersuchungen Betroffener konnten das vorliegen einer Leseraster-
verschiebung im Gli3-Gen und einem damit verfrihten Syntheseabbruch des
Proteins mit der praaxialen Polydaktylie in Verbindung bringen (Radhakrishna
et al. 1999).

Manifestation GCPS | PHS ACS PAP-A/B PAP-IV GCPS-CGS
Praaxiale Polydaktylie +++ +++ +++ +4++
Kutane Syndaktylie +++ +++ ++ T+
Ossare Syndaktylie ++ +++ ++ T+
Makrozephalie +++ +++ I+
Hypertelorismus ++ +++ T+
Geistige Unterentwicklung + + +++ T+
KorpergréRe reduziert + ++ T+
Postaxiale Polydaktylie ++ ++ ++ +++ ++
Zentrale Polydaktylie +++

Hypothalamisches Hamartom +++

Gespaltene Epiglottis ++

Tabelle Nr.2 Zusammenfassung der klinischen Zeichen der mit Gli3-assoziierten
Krankheiten; GCPS (Greig Cephalopolysyndaktylie-Syndrom), PHS (Pallister-
Hall-Syndrom), ACLS (Acrocallosal Syndrom), PAP-A/B (Postaxiale
Polydaktylie Typ A/B), PPD- IV (Praaxiale Polydaktylie Typ IV) und GCPS-CGS
(Greig Cephalopolysyndaktylie-Syndrom contignous gene syndrom)
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1.5 Aufgabenstellung

Wahrend der Entstehung des zerebralen Kortex spielen das Neuroepithel, die
radialen Gliazellen und die basalen Vorlauferzellen als Quelle neu entstandener
Neurone und Gliazellen eine besondere Rolle. Die verantwortlichen Gene
bezlglich ihrer Proliferation und Differenzierung werden ihrerseits erst langsam
entdeckt. In diesem Zusammenhang scheint der Zinkfinger-Transkriptionsfaktor
Gli3, der von Beginn der Neurogenese im dorsalen Abschnitt des
Telenzephalons der VZ exprimiert wird, wesentlich daran beteiligt zu sein. Es
konzentrierten sich frihere Arbeiten verstarkt auf die Rolle von GIli3 in Bezug
auf Regionalisierungsprozesse in der frihen Entwicklung des zerebralen
Kortex, wahrend noch wenig uber den Einfluss von GIi3 auf die kortikale
Stammzellen bekannt ist. So konnten Untersuchungen an Xt’/Xt’
Mauseembryonen neben dem fehlgebildeten dorsalen Telenzephalon mit
Verlust wichtiger Strukturen, zusatzlich eine reduzierte Emx1/Emx2 als auch
eine veranderte Fgf8, Bmp4 und Wnt7b Expression aufweisen. Unter
gleichzeitiger Beobachtung eines gestérten Gradienten neuronaler
Differenzierung im zerebralem Kortex, konnte aul’erdem Gli3 ebenfalls ein
Effekt auf die apikale/basale Zellpolaritdt zugesprochen werden, welches fur
das Zellschicksal bezuglich ihrer weiteren Differenzierung und Potenz
mitverantwortlich erscheint (Gotz and Huttner 2005). Gestlutzt auf diesen
Beobachtungen wird vermutet, dass Gli3 einen Einfluss auf eine regelhafte
Funktion kortikaler Stammzellen ausubt.

Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung des Zinkfinger-
Transkriptionsfaktors Gli3 bezlglich seiner Wirkung auf eine geordneten
Generierung neuronaler Vorlauferzellen und deren weiterer Differenzierung,
wahrend der zerebralen Kortexentwicklung. Hierfur wurden zwei verschiedene
experimentelle Ansatze gewahlt. Im ersten Abschnitt dieser Arbeit wurde auf
molekularbiologischer Ebene mit Hilfe von Antikérperfarbungen und in situ
Hybridisierungen (ISH) die Expression von Vorlauferzell-spezifischen Markern
des dorsalen Telenzephalons in den E10.5 bis E12.5 Gli3 mutierten Embryonen

untersucht. Anschlief3end wurden dieselben Analysen zur Charakterisierung der
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Vorlauferzellen an E12.5 Wnt7b-Mutanten und der Gli3/Wnt7b-Doppelmutante
wiederholt. Im zweiten Abschnitt wurde mit Hilfe von zellkulturexperimentellen
Ansatzen das Proliferations- und Differenzierungsverhalten von isolierten
Neurospharen aus dem dorsalen Telenzephalon der Gli3-Mutante versus
Wildtyp zum Zeitpunkt E12.5 untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1 Tierexperimenteller Ansatz

2.1.1 Tierstamme und Tierhaltung

Die Tierhaltung und Zucht erfolgte in der Tierversuchsanlage der Anatomie
Tibingen. Als Versuchstiere wurden zum einem die Gli3-Mutante extra-toe (Xt'/Xt’)
aus dem C57B16/C3H Hintergrund mit einer Nullmutation fir das Gli3-Gen
verwendet und die fur das Wnt7b-Gen mutierte Mausmutante bei der das Wnt7b-Gen
durch eine lacZ-Bande ersetzt ist (Shu et al. 2002). Die Mause wurden in Gruppen
von bis zu vier Tieren in klimatisierten Raumen mit einem 12h-12h-Hell-Dunkel-
Zyklus und freiem Zugang zu Futter und Wasser gehalten. Fur Versuche wurden

Tiere im Alter von 6-16 Wochen, fur Verpaarungen 8-14 Wochen verwendet.

2.1.2 Verpaarung und Tiert6tung

Zur Stammerhaltung wurden je ein bis zwei Weibchen (Xt'/+ oder Wnt7b*") dauerhaft
mit einem Mannchen (XtJ/+ oder Wnt7b+") gehalten, der Genotyp mit Hilfe einer
PCR-Analyse festgestellt und die Tiere unter einer Diethylether Narkose mit
Ohrmarkierungen versehen. Fur anstehende Untersuchungen wurden jeweils zwei
Weibchen (Xt'/+) mit einem Mannchen (Xt'/+), zwei Weibchen (Wnt7b*") mit einem
Mannchen (Wnt7b*") und zwei Weibchen (Xt'/+) mit einem Mannchen (Wnt7b*")
verpaart und am nachsten Morgen auf Vaginalpfropfen untersucht. Der Tag des
Auffindens eines Vaginalpfropfes wurde mit E0,5 der Schwangerschaft bezeichnet.
Befanden sich die Embryonen im gewinschtem Entwicklungsstadium, wurde das
Muttertier durch eine zervikale Dislokation getotet und die Embryonen aus dem
Uterus entnommen. Gli3-Mutanten wurden anhand ihrer Morphologie des
Telenzephalons und der Extremitaten vom Wildtyp unterschieden. Die Identifizierung
der Wnt7b-Mutante bzw. der Gli3/Wnt7b"~ -Doppelmutante erfolgte mit Hilfe einer
PCR (siehe 2.5.3).
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2.2 Immunhistochemie

Bei dieser Methode wurde im ersten Schritt das Gewebe mit einem fur das zu
untersuchende Antigen spezifischen Primarantikorper inkubiert. In einem zweiten
Schritt wurde ein Sekundarantikorper hinzugefligt, der speziesspezifisch gegen den
Primarantikdrper gerichtet und an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist. Diese
Reaktion beruht darauf, dass Immunglobuline bestimmte Molekulstrukturen, ein
sogenanntes Antigen, erkennen und an dieses binden kdnnen. Zur Detektion von
Proteinen werden meist Immunglobuline der Klasse G (IgG) benutzt. Dabei stammen
diese aus unterschiedlichen Spezies ab, meistens Maus oder Kaninchen, so dass
unter Beachtung der Speziesspezifitat Doppelfarbungen auf einem Objekttrager bzw.

einer Kulturlochplatte moglich sind.

Verwendete Lésungen

e 10xPBS

28,48 g/l Na;HPO4 x 2 H,0 (Merck)
5,52 g/l NaH,PO4 x H,0 (Merck)
87,66 g/l NaCl pH 7,3

1,25 g/l KCI pH7

o 4% PFA

100ml 10 x PBS

800ml H,O

auf 60° C erhitzen

409 PFA (Sigma) und 1-2 ml 10 M NaOH unter dem Abzug zugeben
pH auf 7,4 einstellen

mit ddH,0 auf 11 aufflllen

filtrieren und bei 4°C lagern

e Tris-BSA

0,1% Albumin Fraktion V (Roth) in 1 xPBS losen
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2.2.1 Gewebevorbehandlung fir Antikdrperfarbungen auf
Kryostatschnitten

Nach Entnahme von Embryonen bis zum E12.5 Stadium wurden die Kopfe in PBS
gefullten Schallen vom Torso abgetrennt und U/N bei 4°C in 4% PFA fixiert. Nach
kurzem waschen in PBS, wurden die Gehirne am nachsten Tag knapp Uber der
Augenanlage prapariert, zur Entwasserung in 30% Sucrose/PBS (w/v) uberfuhrt und
U/N bei 4°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Gehirne in mit OCT geflllten
Einbettschalen eingebettet, in flissigem Stickstoff eingefroren und bei —-80°C
gelagert. Fur die immunhistochemischen Analysen von Neurospharen wurden pro
Kulturflasche jeweils gut durchmischte 1,5 ml Kulturmedium enthommen. Um die
runde Zellaggregatform moglichst zu erhalten, liel man die Neurospharen absitzen.
Nach Abnahme des Uberstandes wurden 100ul OCT zum Zellpellet gegeben,
vorsichtig mit einer Pipettenspitze durchmischt und direkt im Flussigstickstoff

eingefroren.

2.2.2 Anfertigung von Kyrostatschnitten

AnschlieRend wurden 16 um dicke Schnitte bei —20°C an einem Kryostat (Leica CM
3050 S) angefertigt und diese auf SuperFrost Plus Objekttragern (R. Langenbrinck)
kalt aufgenommen, an der Luft getrocknet und U/N bei 4°C gelagert. Dabei wurde
stets darauf geachtet, Gewebe von Geschwisterembryonen bzw. Geschwistertieren
zu verwenden, um einen aussagekraftigen Vergleich zwischen Mutante und Wildtyp

ziehen zu konnen.

2.2.3 Immunfluoreszenzfarbungen auf Kryostatschnitten

Bei embryonalem Gewebe wurden die Objekte zunachst 3 x 30 min in PBS
gewaschen, um die Sucrose und das OCT zu entfernen. AnschlieRend erfolgte das
Blockieren unspezifischer Antikdrper-Bindungsstellen durch Inkubation mit 200 pl
10% Schafserum/PBS (v/v) bzw. 200 pl 0,1% Triton X-100 in 10% Schafserum/PBS
(v/v), um zusatzlich das Gewebe zu permeabilisieren. Dabei schafft das nichtionische

Detergens Triton X-100 Poren in der Zellmembran und ermdglicht so ein leichteres
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Eindringen des primaren Antikorpers. (siehe Tabelle Nr.3 S. 44) Nach 1 h wurde die
Lésung durch  vorsichtiges Abklopfen entfernt und durch 100
Antikorperverdinnung in 1% Schafserum/PBS (v/v) ersetzt. Die Inkubation erfolgte
U/N bei RT oder bei 4°C in einer luftdichten, mit benassten Papiertichern
ausgelegten Feuchtkammer. Im zweitem Schritt wurden die Praparate 3 x 30 min in
PBS gewaschen, mit 100 ul des Zweitantikorpers (1:100 - 1:400) fur bis zu 4 h bei
RT im Dunkeln inkubiert und anschlie3end ein fur 3x20min in PBS gewaschen und
sofort mit Moviol eingedeckelt. Bei einigen Primarantikdrpern (Tbr2, GLAST) wurden
die Objekttrager vor der Fettstiftumkreisung fur 5min in der Mikrowelle in 10 mM
Natriumcitrat pH 6,0 erhitzt, um das Antigen zu Demaskieren, nochmals 2 x 10 min in

PBS gewaschen und anschliel3end blockiert.

2.2.4 Immunfluoreszenzfarbungen von Zellen

Nach Erreichen des gewlnschten Stadiums wurden die Zellen direkt in den
Kulturlochplatten fixiert. Dazu wurde das komplette Differenzierungsmedium
abgesaugt, durch eine adaquate Menge an 4% PFA ersetzt und U/N bei 4°C fixiert.
Nach einmaligem Waschen mit 1x PBS konnten die Zellen in 1x PBS bei 4°C
gelagert werden.

Sowohl der Primar- als auch der Sekundarantikorper wurden entsprechend in PBS /
0,1% BSA + 0,1% Triton verdunnt. Vor dem Aufbringen des primaren Antikodrpers
wurden die Zellen mit PBS / 0,1% Triton fur 30 min bei RT permeabilisiert, einmal in
1x PBS gewaschen und anschlieRend mit einer Losung aus 10% Schweineserum in
PBS / 1% BSA fur weitere 30min blockiert. Die Inkubation mit dem Primarantikdrper
erfolgte bei 4°C U/N. Am folgenden Tag wurden die Zellen zweimal in 1x PBS
gewaschen und mit Sekundarantikdrper in Gegenwart von Dapi (1:5000; 200 ng/ml in
dH,0) einem Zellkernspezifischen Fluoreszenzmarker, fir 2Std bei RT inkubiert.
Nach einem weiteren Waschschritt mit 1x PBS wurden die Zellen unter dem

Fluoreszenzmikroskop photographiert.
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2.2.5 Bestimmung der Proliferationsrate mit BrdU

5'-Bromo-2‘-deoxyuridin (BrdU) ist ein synthetisches Thymidinanalogon, das wahrend
der S-Phase wie das strukturell verwandte Thymidin in die DNA eingebaut wird. Es
diente somit zur Bestimmung der Proliferationrate der Neurospharen. Der BrdU
Einbau wurde mittels eines monoklonalen Anti-BrdU-Antikérpers immun-
histochemisch bestimmt.

Fir die Aufladung der Neurospharen, wurde BrdU (1:40) direkt ins Kulturmedium
appliziert und die Zellen im Brutschrank fir eine Stunde inkubiert. Anschliel3end
wurden die Neurospharen wie beschrieben (s. 2.2.1) in 1,5 ml Eppendorfgefalie
Uberfiihrt, der Uberstand abgesaugt und die Zellen mit —20°C gekiihltem 70% EtOH
+ Glycin pH 2 (50 mM, Sigma) auf Eis fur 20min fixiert. Nach zweimaligem Waschen
in 1x PBS wurden die Neurospharen zur Anfertigung von Kryostatschnitten in OCT
eingefroren. Diese wurden 3 mal fur jeweils 5min in 1x PBS gewaschen bevor die
Fettstift umkreisten Schnitte mit dem monoklonale Anti-BrdU-Antikoérper (1:40 von
Roche) im Inkubationspuffer bei 37°C fir 1h in einer Feuchtkammer inkubiert
wurden. Alle weiteren Schritte wie die Markierung mit dem Zweitantikbrper und

Eindeckeln erfolgten wie in 2.2.3 beschrieben.
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Antikoérper / (Wirtstier) Inkubation |Verdinnung |Hersteller Wirkung

Primar-Antikdrper

BrdU (Maus) |37 °C 1:40 DakoCytomation Proliferations-
marker
Neuroepitheliale

RC2 (Maus) |4 °C 1:50 DSHB Stammzellen +
RGC

Nestin (Maus) |4 °C 1:100 Chemicon Vorlauferzellen

3-Tubulin (Maus) |4 °C 1:1000 Neurone

Tujl (Maus) |4 °C 1:100 Covance Neurone

Map2 (Maus) (4 °C 1:1000 Sigma Neurone

Tbr1 (Maus) (4 °C 1:2500 Chemicon Neurone

GFAP (Kaninchen) |4 °C 1:200 Chemicon Astrozyten

CNPase (Maus) |4 °C 1:200 Chemicon Oligodendrozyten

BLBP (Kaninchen) |4 °C 1:2000 Chemicon RGC

GLAST (Meerschein) |RT 1:5000 Chemicon RGC
Basale

Tbr2 (Kaninchen) |RT 1:2000 Chemicon Vorlauferzellen +
junge Neurone
Spez. Marker

Foxgl (Kaninchen) (4 °C 1:100 Abcam des dorsalen
Telenzephalons

Sekundar-Antikorper

Anti-Meerschwein IgG Cy3 | RT 1:200 Jackson Immuno | rote Fluoreszenz

Anti-Maus IgM Cy3 RT 1:100 Jackson Immuno |rote Fluoreszenz

Anti-Maus IgG Cy3 RT 1:400 Invitrogen rote Fluoreszenz

Anti-Kaninchen 1gG Cy3 RT 1:400 Invitrogen rote Fluoreszenz

Anti-Maus IgG Alexa488  |RT 1:500 Invitrogen grune
Fluoreszenz

Anti-Kaninchen IgG . . grine

Alexa488 RT 1:500 Invitrogen Fluoreszenz

Tabelle Nr.3 Liste der verwendeten primar und sekundar Antikérper einschliel3lich der

Verdiinnungen

2.2.6 Zelltodanalyse mit Propidiumiodidmarkierung

Da Propidiumiodid (PI) durch die Plasmamembran toter Zellen, aber nicht durch die

intakte Membran lebender Zellen eindringen kann und dort durch Interkalation die

DNA im Zellkern anfarbt, diente es als Marker fir apoptotische Zellen. Propidiumiodid

wurde dabei 1:1000 direkt ins Kulturmedium appliziert und die Zellen fur weitere

30min im Brutschrank inkubiert. AnschlieRend wurden die Neurospharen in 1x PBS
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gewaschen und in OCT eingefroren (siehe 2.2.1). Die angefertigten Schnitte konnten

direkt unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet werden.

2.2.7 Dokumentation und Bearbeitung von Immunfluoreszenzfarbungen

Die Farbungen konnten direkt im Anschluss mit Hilfe eines Zeiss Axiovert 200
Mikroskops unter verschiedenen FluoreszenZfiltern untersucht und mit Hilfe des
Programms AxioVision—AxioCam3.1. digitalisiert und dokumentiert werden.

Die Bearbeitung und Zusammenstellungen der aufgenommenen Bilder erfolgte

anschlie3end mit Hilfe der Programme Adobe Photoshop 5.5 oder CoralDraw 11.

2.3 In-situ Hybridisierung

2.3.1 Durchfuhrung

Zum Nachweis der mRNA in einem bestimmten Gens im Geweben wird eine
markierte Sonde hergestellt, die eine komplementare Sequenz zur nachzuweisenden
MRNA hat.

Zur Durchfuhrung einer In-situ erfolgte zuerst das Entfernen des Paraplasts durch
Waschen in der folgende Alkoholreihe: 3 x 7 min. Xylol, 2 min. Xylol/EtOH (50% (v/v)
EtOH abs./ 50% (v/v) Xylol ), 2 x 2 min 100% EtOH, je 1 min. 96%, 90%, 70% und
50% EtOH, 2 x 5 min. PBS.

Es folgte anschlieRende eine Inkubation in Proteinase K fur 5 min. (400 pl Proteinase
K (10 mg/ml) in 200 ml PBS ) und eine weitere Inkubation fur 5 min in Glycin zur
Inaktivierung der Proteinase (0,2% (w/v) Glycin in PBS ). AnschlieRend wurden die
Praparate 2 x 5 min in PBS gewaschen und im darauf folgenden Schritt flir 20 min in
PFA/Glutaraldehyd nachfixiert (4% PFA + 0,2% (v/v) Glutaraldehyd ). Die Praparate
wurden erneut fir 2 x 5 min. in PBS gewaschen, die Objekttrager anschlielend
soweit wie moglich getrocknet und die Objekte mit einem Fettstift (ImmEdge-Pen,
Vector Laboratories Inc.) umrandet. Auf jeden Gewebeschnitt wurden 7,5 — 20 pl
Hybridisierungslosung gegeben (je nach Grofle des Schnitts) und in einer mit 50%
Formamid/2 x SSC befeuchteten Kammer bei 70°C fur 1 Stunde vorhybridisiert. Die
Losung wurde abgenommen und durch die gleiche Menge RNA-Sonde-haltige

Hybridisierungslosung (~ 1ng/pl) ersetzt. (2,5 ml Formamid, 1,25 ml 20 x SSC pH
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4,5, 50 mg Blocking Reagenz (Roche), 1 ml ddH,O, bei 65°C im Wasserbad |6sen,
50 ul 0,5 M EDTA, 5 pl Tween-20, 50ul CHAPS (10%), 2ul Heparin (50 mg/ml), 100
ul frisch denaturierte (5 min bei 95°C) tRNA (50mg/ml) ).

Die Hybridisierung erfolgte wiederum bei 70°C U/N. Zur Entfernung unspezifisch
gebundener Sonde folgte eine Inkubation der Praparate fur 2 x 15 min. bei 65°C in
50% Formamid/2 x SSC. AnschlieBend wurden die Schnitte 3 x 10 min, in PBT
gewaschen. Es folgte eine zweistundige Inkubation mit 100ul B-Block-Losung in
einer mit H,O befeuchteten Kammer. Die Losung wurde durch anti-DIG-Antikorper
haltige B-Block-Losung (1:1000 verdinnt, 20 pl pro Schnitt bei 2% (w/v)
Blockingreagenz (Roche) 10% Schafserum (v/v) in PBT ) ersetzt und die Praparate
U/N bei 4 °C mit dem Antikérper inkubiert. Unspezifisch gebundene Antikérper
wurden durch Waschen flir 3 x 5 min in PBT entfernt. Es erfolgte eine weitere
Inkubation fir 10 min in NTM. (100 mM Tris pH 9,5, 100 mM NaCl, 50 mM MgCl )
AnschlieRend wurden 200 pl Farbelésung (NBT/BCIP, 1:50 verdunnt in NTM) auf die
Schnitte gegeben und nach ausreichender Farbentwicklung die Farbung durch
kurzes Waschen in PBS gestoppt. Die Objekte wurden mit Kaisers Glyceringelatine

(Merck) eingedeckelt und U/N getrocknet.

2.3.2 Dokumentation und Bearbeitung von in-situ Hybridisierungen

Die Hybridisierungen konnten direkt im Anschluss mit Hilfe eines Zeiss Axiovert 200
Mikroskops mit Hilfe des Programms AxioVision—AxioCam3.1. digitalisiert und
dokumentiert werden. Die Bearbeitung und Zusammenstellungen der
aufgenommenen Bilder erfolgte ebenfalls anschlieRend mit Hilfe der Programme
Adobe Photoshop 5.5 oder CoralDraw 11.

2.4  Zellkultur

2.4.1 Kultivierung von Neurospharen

Bei dieser Methode macht man sich zu Nutzen, dass neurale Stammzellen, die aus
dem Gehirn isoliert werden, unter Zugabe von Epidermalem Wachtumsfaktor (EGF)
und Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF), ihre Fahigkeiten zur Proliferation,

Selbsterneuerung und Differenzierung nicht verlieren und sich in rundliche
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Zellaggregate, sogenannte Neurospharen aneinander legen. Weiterhin ist es
moglich, die Neurospharen gezielt unter EGF und FGF Entzug in Neurone und
Gliazellen ausdifferenzieren zu lassen. Dadurch eignet sich diese in vitro Methode
zum direkten Vergleich der Stammzelleneigenschaften von wildtypischen und Gli3

mutierten Vorlauferzellen.

Fir die sterile Kultivierung der Neurospharen war es notwendig, alle Arbeitsschritte
unter der Sterilbank durchzufihren. Durch sorgfaltiges Reinigen der Arbeitsflachen
und Werkzeuge mit 70% EtOH wurde einer eventuellen Kontamination durch
Bakterien und Pilze vorgebeugt. Nur autoklavierte bzw. sterilisierte Praparier-

bestecke, Glaswaren, Pipettenspitzen und Lésungen wurden verwendet.

Prapariermedium: HANK’s BSS mit Mg**/Ca*", 1% PS
Uberfihrungsmedium: ~ HANK’s BSS w/o Mg**/Ca™"
Beschichtung: 0,1% L- Poly-L-Ornithine,

Laminin/Fibronectin (je 20ug/mil)
Kulturmedium: DMEM/F12, 1% PS, 1% L-Gluthamin,
1% N2 Supplement
Differenzierungsmedium: DMEM/F12, 1% PS, 1% L-Gluthamin,
1% B27 Supplement, 2% oder 5% FCS
(Foetal Calf Serum Gold)

2.4.2 lIsolierung und in Kulturnahme von Vorlauferzellen aus dem dorsalen
Telenzephalon von E12.5 Mausen

Fir die Isolierung der Zellen musste das heterozygote Muttertier (Xt/+) durch eine
cervikale Dislokation getotet werden. Nachfolgend wurde das Tier an allen vier
Extremitaten fixiert und die mit 70% EtOH desinfizierte Bauchdecke, ohne das
Peritoneum zu erdffnen, sowohl nach kranial in medialer Linie, als auch mit zwei
Schnitten nach lateral aufgeschnitten. Um Infektionen durch das Fell ausschlief3en zu
kénnen, wurde dieses ebenfalls fixiert und das Peritoneum nochmals desinfiziert.
Erst jetzt wurden die sich im Uterus perlenschnurartig aufgereihten Embryos mit
frischem Praparierbesteck vorsichtig vom Ovidukt abgetrennt und in eine Petrischale
mit auf Eis gekiihltem HANK’'S BSS (Mg**/Ca™", 1% Penicillin/Streptomycin) Medium
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transferiert. Alle weiteren Schritte erfolgten unter sterilen Bedingungen unter dem
Abzug und waren mdglichst zlgig durchzufihren, um eine hohe Zahl an
uberlebensfahigen Zellen zu gewahrleisten.

Im ersten Schritt wurden die Gehirne isoliert und die Hirnhaute vorsichtig abgezogen.
Danach wurde das Telencephalon mit den beiden Seitenventrikeln abgetrennt und
unter Ausschluss der Hippokampusanlage nach aul3en aufgeklappt, so dass das
dorsale Telencephalon (Neokortex) deutlich von der medialen und lateralen
ganglionischen Eminenz (LGE) zu unterscheiden war. Somit konnte neokortikales
Gewebe vom Palaokortex und den Eminenzen sauberlich abgetrennt werden und fur
jeden Embryo gesondert mit einer aufgeschnittenen Pipettenspitze vorsichtig
angesaugt und in ein 0,5ml Eppendorftube auf Eis uUberfuhrt werden. Dabei wurde
ein moglichst geringes Volumen des Mg™ und Ca™ haltigem Prapariermediums
Uberfuhrt, um Beeintrachtigungen der nachfolgenden enzymatischen Behandlungen
zu verhindern. Eine Zelltrennung erfolgte unter mehrmaligem kurzem Schitteln bei
37°C durch maximal 10 minltige Inkubation in HANK'S BSS Medium ohne
Mg*™*/Ca™", dem 10ul/ml DNAse (5% Stock, Sigma) und 40ul/ml Trypsin (2,5% Stock,
Sigma) zugesetzt waren. Sobald das Gewebe sedimentiert war, wurde die Trypsin-
Reaktion mit 100-200u FCS (Foetal Calf Serum Gold, Gibco) abgestoppt. Die Zellen
konnten anschlielRend bei 200g flr 5min abzentrifugiert werden. Das Zellpellet wurde
vorsichtig vom Uberstand befreit und nochmals mit 0,5ml Kulturmedium gewaschen
und bei 200g flr 5min zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstands konnten die
Zellen in 0,5ml Kulturmedium durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren
resuspendiert werden und gleichmaRig mit einem Volumen von 250ul auf die
Vertiefungen (Wells) ausgesat werden. Die Kulturschalen waren zuvor flr eine
Stunde bei 37°C mit 0,1% Poly-L-Ornithine, Laminin (20ug/ml) und Fibronectin
(20ug/ml) beschichtet und gleichfalls mit Kulturmedium gewaschen worden. Die
Kulturschalen wurden bei 37°C und 5% CO;, im Zellkulturschrank inkubiert. Die

Zugabe von 1pl pro 1ml Kulturmedium EGF/FGF (20ng/pl) erfolgte taglich.

2.4.3 Kultivierung von Neurospharen

Die zu kultivierenden Neurospharen wurden in Zellkulturmultilochplatten oder
Zellkulturplastikflaschen unterschiedlichen Volumens in Brutschranken bei 37 °C in
einer humidifizierten Atmosphare mit 5% CO2-Gehalt in bikarbonatgepuffertem
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DMEM/F12 Kulturmedium gehalten. Dem Medium wurden 1% Penicillin
(10.000U/ml)/Streptomycin(10mg/ml), 1% L-Glutamin (200mM) und 1% N2-
Supplement (Gibco) zugesetzt. Die Zugabe von EGF und FGF (20ng/ul) erfolgte
taglich und wurde dem Mediumvolumen angepasst.

Ein kompletter Mediumwechsel, als auch die Mehrfachpassagierungen, erfolgten alle
drei bis funf Tage, indem die Zellen in ein 15ml Falkontube UberfUhrt wurden.
Nachdem die Zellen sich abgesetzt hatten, wurde der Uberstand mit einer
Glaskapillare abgesaugt und das Zellpellet im frischem bei 37°C vorgewarmten
Medium resuspendiert. Dabei erfolgte die Passagierung von beschichteten 96er
Wells Uber 48er und 24er Wells in 25 cm? Kulturflaschen, um von dort fur die
einzelnen Differenzierungs- und Charakterisierungsversuche abgesammelt zu

werden.

2.4.4 Neurospharendifferenzierung

Um Neurospharen aus der Selbstreproduktion in die Differenzierung zu lenken,
wurden die Zellen in Differenzierungsmedium 1% Penicillin/Streptomycin, 1% L-
Glutamin und B27 Supplement (Gibco) mit Uberfuhrt. Zusatzlich wurden dem Medium
je nach gewunschter Differenzierungsrichtung entweder 2% FCS (neuronale
Differenzierung) oder aber 5% FCS (Gliadifferenzierung) zugesetzt. Auf die tagliche
Zugabe von EGF/FGF wurde verzichtet.

Hierfr wurden jeweils 4-5ml Kulturmedium aus den 25 cm? Kulturflaschen
entnommen, bei 200g fur 5min pelletiert und in frischem, bei 37°C vorgewarmtem
Differenzierungsmedium resuspendiert. Anschlieiend wurden die Zellen gleichmaliig
dicht auf vorbeschichtete 24er Kulturlochplatten ausplattiert (eine Stunde bei 37°C
mit 0,1% Poly-L-Ornithine, Laminin (20pug/ml) und Fibronectin (20pug/ml)) und fur 7
bzw. 14 Tagen unter taglicher Beobachtung und Versorgung mit frischem
Differenzierungsmedium in Brutschrank bei 37°C und einer 5% CO,-Sattigung
gehalten. Nach Erreichen des gewunschten Stadiums, wurde die Kultur gestoppt.
(siehe 2.2.4)
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2.45 Losen adharenter Zellen

Im Gegensatz zu in kulturgehaltenen Neurospharen, welche bevorzugt
schwimmende runde Aggregate bildeten, setzten sich Neurospharen unter EGF/EGF
Entzug ab und wurden adharent. Um diese, nach gewunschter Differenzierungszeit,
fur RNA Gewinnung verwenden zu kénnen, wurde das Differenzierungsmedium
komplett abgesaugt und die Zellen mit 300ul (24er Wells) temperiertem (37 °C) 1x
PBS (w/o Ca™ u. Mg™) gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen unter Zugabe
von 300pl Trypsin (0,5mg/ml)/EDTA (0,22mg/ml) und vorsichtigem Klopfen
vollstandig geldst und das Trypsin wurde durch Zugabe von 800ul 5% FCS haltigem
Differenzierungsmedium neutralisiert. Die im Medium suspendierten Zellen wurden in
ein 15ml Falkontube Uberfuhrt und in der Zentrifuge fur 5min bei max. 200g pelletiert,
so dass sie fur die weitere RNA Isolierung verwendet werden konnten.

2.5 Molekularbiologische Methoden

2.5.1 Genotypisierung von genetisch veradnderten Embryonen und adulten
Mausen

Der Nachweis des Transgens wurde mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion
durchgefuhrt.

25.1.1 Isolierung von embryonalem Gewebe

Zur Bestimmung des embryonalen Genotyps wurde fur jeden Embryo getrennt
entweder der Dottersack oder aber ein Teil der unteren Extremitaten sauberlich

isoliert, in PBS gewaschen und in 1,5 Eppendorftubes auf Eis gelagert.

2.5.1.2 Isolierung von adultem Gewebe

Zur Genotypisierung von adulten Tieren wurden diese unter Abzug mit Diethylether
betaubt, zur spateren Identifizierung eine Ohrmarkierung gestanzt und eine
Mauseschwanzbiopsie durchgefuhrt. Das isolierte Gewebe wurde ebenfalls in 1,5

Eppendorftubes auf Eis gelagert.
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2.5.1.3 DNA Isolierung

AnschlieRend wurden die Gewebeprobe in 200ul Lysepuffer bei 55°C flr mindestens
4Std unter Schutteln verdaut, um die DNA zu isolieren. Mit Hilfe einer Inkubation bei
85°C fur 45min wurde der Zellverdau beendet und die Proben konnten bei —20°C
gelagert werden. (Lysepuffer; DirectPCR- Tail Cat#101-T (Viagen) ;0,1 pg/pl

Proteinase K (Roche) )

2.5.2 Gesamt-RNA fur PCR-Analysen aus Neurospharen

RNA-Molekule konnen unterschiedliche Funktionen ausuben, wie z.B. genetische
Information Ubertragen und mit Hilfe weiterer RNA-Molekule diese in Proteine
Ubersetzten. Dabei werden je nach Entwicklungsstadium und Bedarf entsprechend
kodierende DNA-Abschnitte in mRNA transkribiert. Durch Gewinnung der Gesamt-
RNA und deren Umschreibung in cDNA ist es somit moglich Einblick in die

zeitabhangige Expression unterschiedlicher Gen-produkte zu erhalten.

25.2.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Neurospharen

Die Gewinnung von Gesamt-RNA erfolgte mit Hilfe des RNeasy-Mini RNA-Isolation
Kits (Qiagen). Dazu wurde jeweils 2-3ml Kulturmedium aus den Neurospharen-
kulturflaschen entnommen, zweimal mit sterilem PBS auf 10ml aufgefillt und bei
200G fuar 5min zentrifugiert. Zum Aufschluss der Zellen und zur Inaktivierung aller
Proteine, vor allem der RNA abbauenden Enzyme, wurden die Zellpellets in 350l
RLT Puffer durch Vortexen gelost und durch vorsichtiges Auf- und Abziehen mit Hilfe
einer sterilen Spritze und Kanlle homogenisiert. Dem Homogenat wurden
anschlieBend 350yl 70% EtOH zugefligt und die gesamten 700ul auf eine
Anionenaustauschersaule aufgetragen. Nach 15 sekundiger Zentrifugation bei 8000g
konnte der Durchlauf verworfen werden und die Saule wurde in mehreren Schritten
durch Zentrifugieren mit dem RW1 und RPE Waschpuffer ausgewaschen.
AnschlielRend konnte die RNA in 30ul DEPC Wasser eluiert werden.

Zur Bestimmung der Reinheit und Konzentration der praparierten RNA wurden

photometrische Messungen bei 260 und 280nm durchgefuhrt. Dazu wurden von der



2. Material und Methoden 53

RNA 2ul mit 98ul DEPC Wasser verdunnt (Verdinnung 1:50) und Extinktionswerte
gegen den Leerwert (H,0) gemessen. Bei einer Wellenlange von 260nm entspricht
eine Extinktion von 1 einer RNA-Konzentration von 40ug/ml. Die RNA Konzentration
lag mindestens uber 0,15 und das Verhaltnis OD2g0/OD2go, welches ein Mal fur die

Reinheit der RNA-Proben ist, sollte zwischen 1,8-2,0 liegen.

2522 DNAse Verdau

Da die, auf diesem Weg, gewonnene RNA immer noch geringflgige
Verunreinigungen durch genomische DNA enthalten kann, wurde noch ein
zusatzlicher DNAse Verdau nach Angaben des Herstellers (Invitrogen) durchgefuhrt.
Dabei wurden fur 2ug RNA 20ul Ansatzen mit 2ul 10xPuffer und 2ul DNAsel und
entsprechend DEPC Wasser hergestellt. Diese wurden fur 15min bei RT inkubiert
und anschlie3end unter Zugabe von 2ul 25mM EDTA pH8,0 bei 65°C fur 10min Hitze

inaktiviert.

2.5.2.3 Reverse Transkription

Um die Expression von Genen in den zu untersuchenden Neurospharen mittels PCR
nachzuweisen, muss die isolierte mMRNA zuerst in cDNA umgeschrieben werden. Die
Reverse Transkription erfolgte mit Hilfe einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase, der
Reversen Transkriptase Superscriptll (200U/ul) von Invitrogen. Diese synthetisiert

unter Anwesenheit aller Nukleotide sowie des Oligo (dT),,-Oligonukleotids einen

cDNA-Strang. Dabei wurden 40ul Reaktionsansatze aus 1ug RNA (10ul DNA-
Verdauldsung, s. 2.5.2.2), 2ul Oligo d(pT)23 Primer (Sigma, 0,5ug/ul), 3ul dNTPs, 8ul
5xPuffer (Invitrogen) 3ul DTT (Invitrogen, 0,1M), 2ul RNAse out (Q.BIOgene Rnase
Inhibitor 40U/ul ) 2ul Superscriptll (Invitrogen) und 10ul DEPC-H20 pipettiert und bei
42°C fur 60min inkubiert.

Durch eine weitere Inkubation bei 70°C fur 5 Minuten und auf Eis fur 5 weitere
Minuten wurde das Enzym inaktiviert. Die somit gewonnene cDNA wurde bei

-20°C gelagert und 2pl pro Polymerasenkettenreaktion (PCR) eingesetzt.
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2.5.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Bei der Polymerase-Kettenreaktion handelt es sich um ein Standardverfahren zur
Vervielfaltigung eines bekannten spezifisch DNA-Abschnitts. Das Prinzip dieser in-
vitro Genamplifizierung beruht auf der zyklischen Wiederholung von drei
aufeinanderfolgenden Schritten: zuerst findet eine Denaturierung statt, bei der durch
Erhitzen (94°C) die Doppelstrangstruktur der DNA aufgebrochen wird und die DNA
somit frei fir die Oligonukleotid-Anlagerung (Annealing) vorliegt. Das sog. Annealing
lauft bei einer fur das Oligonukleotid spezifischen Temperatur zwischen 50-68°C ab
und rahmt den bekannten zu amplifizierenden Zielbereich am 5’- und am 3’ Ende des
Gegenstranges ein. Die eigentliche Polymerasereaktion findet bei einem
Temperaturoptimum der Tag-Polymerase bei 72°C statt. Hierbei wird von den freien
3’-OH-Enden der beiden Oligonukleotide unter Einbau von Desoxynukleosid-
triphosphaten (dNTPs) entlang der DNA-Matrize in 5-3 Richtung ein
komplementarer DNA-Abschnitt synthetisiert. Durch die zyklische Wiederholung
dieser drei Schritte lasst sich der gewlnschte DNA-Abschnitt exponentiell
amplifizieren und die neu synthetisierten DNA-Strange dienen jeweils als Matrize fur

eine weitere DNA-Synthese.

25.3.1 Durchfihrung

Als Matrize wurden jeweils 2ul (0,5ug/ul) DNA verwendet, die mittels Praparation von
Mauseschwanzspitzen oder aus Umschreibung von Neurospharen RNA in Erststrang
cDNA (s. 2.5.2.3) gewonnen wurde. Als Kontrolle bei der Genotypisierung wurden
positive Maus-DNA Proben verwendet. Als Kontrolle fur die cDNA-Qualitat und die
richtige Funktionalitdt der PCR wurde ein Ansatz mit einem GAPDH-Primerpaar
verwendet. GAPDH (Glyceral-3-Phosphat-Dehydrogenase) ist eine Enzym, das bei
der Glykolyse eine Rolle spielt und als Haushaltsgen in nahezu allen Zellen
konstitutiv exprimiert wird. Zusatzlich wurde eine Mausehirn-DNA Probe als
Positivkontrolle mitgefuhrt. Die einzelnen PCR-Programme wurden in einem
Thermoblock ( Primus 96plus, MWG-BIOTECH) durchgefthrt.
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Ein Standard-Reaktionsansatz (20 pl) einer Genotypisierung setzt sich wie folgt

zusammen:
PCR- Ansatz Xt! Wnt7b
10x PCR Puffer 2 pl 2ul
(Roche)
dNTP (10mM) 1 ul 1 pl
DMSO - 1 ul
Taq  Polymerase 0,2l 0,2 ul
(Roche)
ddH,0 11 ul 12.5 pl
DNA 2 ul 2 ul
Programm:
Initiale 1 x 94°C flr 2min 1 x 94°C flr 2min
Denaturierung 35 Zyklen a: 35 Zyklen a :
94°C flr 15sec 94°C fur 1min
Denaturierung 62°C fur 30sec 56°C fur 1min
Annealing 72°C fur 30sec 72°C fir 1min
Extension
1 x 72°C flr 5min 1 x 72°C flr 5min
Terminale 4°C flr « 4°C flr «
Extension
Bande 180bp fur Wildtyp 190bp fur Wildtyp

580bp fur Xt Allel 350bp fur Wnt7b Allel
Tabelle Nr.4  Genotypisierung

Verwendete Oligonukleotide fur die Genotypisierungen:

Spezifitat Name Einsatz Sequenz 5°- 3’

(10mM)
Xt C3f Tul GGCCCAAACATCTACCAACACATAG
Xt C3r Tul GTTGGCTGCTGCATGAAGACTGAC
Xt XtJ580f 1ul TACCCCAGCAGGAGACTCAGATTAG
Xt XtJ580r Tul AAACCCGTGGCTCAGGACAAG
Wnt7b Wnt7bKO01 |0,5pl CCGCAGCTGTCTATGGCGCAG
Wnt7b Wnt7bK02 |0,5ul CACCAAACTCCTATCCCAGGTC
Wnt7b Wnt7bK03 |0,5ul GATCGATCTCGCCATACAGC

Tabelle Nr.5  Oligonukleotide fiir die Genotypisierung
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Verwendete Oligonukleotide fur die Neurospharen-Analyse:

Primerpaar | Ausrichtung | Sequenz 5’ > 3’ Annealing | Bande
forward | AGTCAGAGCAAGTGAATGG

Nestin reverse | AGAAACAAGATCTCAGCAGG 63°C 600bp
forward | TGGCTTGATTQTTCACGAGAG

Gli3 reverse | TGTGTTCTGTTTTGGTGCTTG 61°C 254bp
forward | AGCCAACATCATCTGCAACAAGATT

Wntrb S erse  |GCACCACCTCCACCTGCAC 63°C 626bp
forward | GGGCAACAACCACTCCTTCTC

FoxG1 reverse | GACCCCTGATTTTGATGTGTG 59°C 395bp
forward | GCTTCATCCGAGTCTTCTCCG

Pax6 reverse | CCATCTTTGCTTGGGAAATCC 59°C 312bp
forward | GATGCCAAGCTCACGAAGAT

Ngn2 reverse | GGAGACGAGAGAGGGAGACC 50°C 384bp
forward | TGTGATGAGCACCTGAGAGC

Prox1 reverse  |GCTTGTTCTCAGCCATCTCC 57°C 502bp
forward | AACCACGCACCATCTACTCC

Dix2 reverse CCGCTTTTCCACATCTTCTT 58°C 181bp
forward | GGGTAAGACCCGAGTTCCTC

BLBP reverse | ATCACCACTTTGCCACCTTC 60°C 213bp
forward  |GCCTATCCAGTCCAACGAAA

GLAST  verse [ TGGCAGAACTTGAGGAGGTC 59°C 500bp
forward | TTCTCCTTGTCTCGAATGA

GFAP reverse  |GGTTTCATCTTGGAGCTTICT 60°C 233bp
forward | GCAGCAAGTGGTTGACTTGGCT

Map2 reverse | GAGGAGTGCGGATGATGGCA 55°C 417bp
forward | ACCACAGTCCATGCCATCAC

GAPDH | crse  [TCCACCACCCTGTTGCTGTA 59°C 485bp

Tabelle Nr.6  Oligonukleotide fir die Neurospharen-Analyse
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2.5.4 Gelelektrophoretische Auftrennung

Die Gelelektrophorese ist ein molekularbiologisches Verfahren, mit dem die negativ
geladenen Nukleinsaurefragmente ihrer Grof3e nach, durch Anlegen eines
elektrischen Feldes aufgetrennt werden. Als Trennmaterial fur die DNA-Molekule
dient das Polysaccharid Agarose. Die DNA bildet in der Agarose-Matrix
grélkenspezifische Banden, die mit dem DNA-interkalierenden Farbstoff Ethidium-

bromid angefarbt und unter UV-Licht sichtbar gemacht werden konnen.

25.4.1 Durchfihrung

Die PCR-Produkte wurden auf ein 1-2%iges Agarosegel aufgetragen. Dazu wurde
die Agarose zunachst bis zur vollstandigen Auflosung in TBE-Puffer aufgekocht, auf
unter 70°C temperiert und in einen Geltrager mit einem Kamm, der Aussparungen in
gewulnschter Anzahl und GréfRe im Gel hinterlasst, gegossen. Sobald das Gel erstarrt
war, wurde es in eine mit TBE-Puffer geflllte Elektrophorsekammer gelegt und der
Kamm vorsichtig entfernt, so dass sich die Kammern mit TBE-Puffer gefullt haben.
Die zu analysierenden Proben wurden anschliel3end mit 4ul Auftragspuffer versetzt
und vorsichtig in die Taschen gefullt. Zur Bestimmung der Fragmentlangen wurde
zusatzlich ein GroRenmarker (1Kb-Leiter, Gibco) aufgetragen. Die Elektrophorese
erfolgte in der Regel bei 80 bis 110 Volt innerhalb einer Stunde. Die Scharfe der
aufgetrennten Banden kann durch geringere Voltzahl und entsprechend langerer
Laufzeit erhdht werden. AnschlielRend wurde das Gel zur Entwicklung flr 10-15min in
ein 1:5000 (1mg/ml) Ethidiumbromidbad gelegt.

Verwendete Losungen

e 10 x TBE-Puffer

0,89M Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS; Roth)
0,89 M Borsaure (Roth)
0,5M EDTA (Merck)
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2.6 Geréate und Technik

Mikroskop Zellkultur:
Sterilbank:
Zentrifuge:
Brutschrank:
Wasserbad:
Paraffinschneider:
Streckbad:

Kryostat:

Binokular:

Licht:

Schuttler:
Schnitttrockner:
Zentrifuge:

—80° C Gefrierschrank:

Vortex:

Thermomix:

PCR-Thermocycler:

Geldokumentationssoftware:

Zentrifuge:
pH-Messer:
Mikroskop:

CO2-Regeleinheit:
Temp.-Regeleinheit:
Imaging-Software:

Fluoreszenzeinheit:

Zeiss Axiovert 25

Heraeus Herasafe

Eppendorf Centrifuge 5810 R
Heraeus cytoperm 2

Mammert

Leica DSC2

Meditel TFB 35

Leica CM3050S

Zeiss stemi 2000

Schott KL 1500 electronic
Edmund Buhler KL2

Hybraid Shake’'n’Stack

Eppendorf Centrifuge 5414
Thermo Life Science Forma Scientific 700 LT
Thermo Forma —86C ULT Freezer
Scientific Industries VortexGenie

Eppendorf Thermomix comfort

MWG-Biotech Primus 96'

Liscap Image Capture Software (Image Master
VDS; Liscap Image Capture, Version 1.0,
Pharmacia Biotech, Cambridge, England)
Eppendorf Centrifuge 5415 D

InoLab WTW

Zeiss Axiovert 200

Olympus CH-2

Zeiss CTI-Cotroller 3700 digital

Zeiss tempcontrol-37

AxioVision LE Rel. 4.5

Zeiss ebq 100 isolated
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3. Ergebnisse

Wichtige Erkenntnisse, die schon im Vorfeld dieser Arbeit gewonnen wurden,
sind die fehlende apikale/basale Zellpolaritat der kortikalen Vorlauferzellen
wahrend der kortikalen Hirnentwicklung in der Gli3-Mutante, der gestorte Pax6
und Emx Expressionsgradient, sowie die gestérte Neurogenese (Theil 2005).
Dabei konnte gezeigt werden, dass die Neurone fokale Ansammlungen
innerhalb des dorsalen Telenzephalons bilden und die Praplatte wellenartige
Strukturen aufweist. In der Gli3-Mutante ist eine Uberexpression von Fgf8 in der
Kommisurenplatte zu verzeichnen (Theil et al. 1999; Aoto et al. 2002; Kuschel
et al. 2003). Zusatzlich fehlt die Expression von Wnt- und Bmp-Proteinen im
dorso-medialen Telenzephalon komplett, wahrend in der Ventrikularzone des
dorsalen Telenzephalons eine gesteigerte ektopische Expression von Wnt7b zu
beobachten ist, die sich anhand von Immunfarbungen fleckenformig darstellt
(Grove et al. 1998; Theil et al. 1999; Theil et al. 2002; Theil 2005). Diese starke
Uberexpression von Fgf8 zusammen mit dem Verlust der Expression von Bmp
und Wnt wird als Hauptgrund fur die vorliegende Ventralisierung des dorsalen
Telenzephalons in Betracht gezogen (Kuschel et al. 2003).

Um den Einfluss des Gli3-Gens auf die Entstehung und Differenzierung der
radialen Gliazellen (RGC) und der basalen Vorlauferzellen naher zu
charakterisieren wurde diese Dissertation in zwei experimentelle Abschnitte
unterteilt. Im ersten Abschnitt wurde auf molekularbiologischer Ebene mit Hilfe
von Antikérperfarbungen und in situ-Hybridisierungen (ISH) die Expression von
vorlauferzellspezifischen Markern des dorsalen Telenzephalons in den E10.5
bis E12.5 GIli3 mutierten Embryonen untersucht. AnschlieBend wurden
dieselben Experimente zur Charakterisierung der Vorlauferzellen an E12.5
Wnt7b-Mutanten und der Gli3/Wnt7b-Doppelmutante durchgeflhrt.

Im zweiten Abschnitt dieser Arbeit wurde mit Hilfe von zellkulturexperimentellen
Ansatzen das Proliferations- und Differenzierungsverhalten von isolierten
Neurospharen aus dem dorsalem Telenzephalon der Gli3-Mutante versus

Wildtyp untersucht.
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3.1 Stamm- und Vorlauferzellen im dorsalen Telenzephalon der Gli3-

Mutante

3.1.1 Ektopische Expressionen der RGC-Marker bei E12.5

Da die normalen Gradienten der Neurogenese im Telenzephalon der Gli3-
Mutante gestort sind, sollte der Einfluss des Gli3-Gens auf die RGC mit Hilfe
von Antikdrperfarbungen und ISH durchgeflhrt werden.

FUr die Untersuchungen wurde zunachst der Zeitpunkt E12.5 ausgewahlt, da zu
einem spaterem Zeitpunkt das dorsale Telenzephalon zu stark degeneriert ist
(Theil et al. 1999), so dass keine verwertbaren Aussagen mehr moglich sind.
Auf koronal angelegten Kryostatschnitten dienten RC2-Antikérper zur
Detektierung von sowohl neuroepithelialen Zellen als auch von RGC, da dieser
Marker von beiden Zelltypen exprimiert wird. Die Farbung zeigt dabei sowohl
auf den Gewebeschnitten des Wildtyps- als auch der Xt/Xt’-Embryonen lange
Fasern, die sich von der Ventrikularzone bis zur basalen Oberflache erstrecken
und einen radial orientierten Verlauf aufweisen. Die Anzahl und Verteilung der
RC2 exprimierenden Zellen scheint dabei nicht verandert zu sein (Abb.
9A,B,E,F). Weiterhin wurden BLBP- und GLAST-Antikbrper sowie eine
tenascinC-Sonde verwendet, da RGC zu Beginn ihrer Existenz hauptsachlich
BLBP exprimieren und im weiteren Verlauf vermehrt auf eine GLAST und
tenascinC Produktion umstellen. Dabei kann am Wildtyp sowohl fur BLBP (Abb.
9C,D) als auch fur GLAST (Abb. 10A) eine starke Expression an der Grenze
zwischen ventralem zu dorsalem Telenzephalon und der kortikalen Hem-
Region gezeigt werden. Es zeigen sich auch schwache Signale im lateralen
Kortex und der Hippokampusanlage. Hier prasentieren sich diese positiven
Zellen dicht aneinander gelagert mit charakteristisch langen Fasern von der
Ventrikularzone bis kurz vor die basale Oberflache. Der Vergleich mit der
Mutante zeigt an dieser Stelle die ersten Unterschiede. Zwar kénnen auch im
dorsalen Telenzephalon der Mutante BLBP* und GLAST" Zellen beobachtet
werden, doch bilden diese gruppierte Zellhaufen aus, ihre Fortlaufer sind
verklrzt und bedingt durch den Verlust des dorsomedialen Telenzephalons fehlt

die komplette Expression beider Marker im kortikalen Hem.
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RC2 BLBP

Xt/+

Xt/Xt

Abb. 9: Koronal gefiihrte Kryostatschnitte durch das Telenzephalon eines Wildtyps (A-D) und der
Gli3-Mutante E12.5 (E-H) mit ektopischen Expressionsmustern fir BLBP.

Ubersichtsaufnahmen vom Wildtyp (A.) und der Gli3-Mutante (E.) zeigen keine Veranderung fir RC2
in sowohl neuroepithelialen Zellen als auch in RGC im Neokortex. B.+F. Die markierten Zellen weisen
lange Fortlaufer von der VZ bis an die MZ auf. C. Zeigt eine Ubersichtsaufnahme im Wildtyp fiir BLBP,
einen RGC spezifischen Marker, dessen Lokalisation auf den kortikalen Saum (*), den lateralen Kortex
und die LGE beschrankt bleibt. D. Zeigt in einer VergréRerung der LGE die charakteristisch radial
ausgerichteten Fasern. G. In der Gli3-Mutante zeigen sich stattdessen ektopische Gruppen BLBP*
Zellen im Neokortex (Pfeile). H. Diese werden von unterschiedlich groBen BLBP~ Zellen voneinander
getrennt. (MGE = mediale ganglionare Eminenz, LGE = laterale gangliondare Eminenz ) Balken A. C.
E. G. 200pm. B. D. F. H. 50um.
Im Neokortex, zwischen den BLBP'/GLAST" Zellen, zeigen sich unmarkierte
freie Licken (Abb. 9G,H, Abb. 10D). Da bereits im Vorfeld dieser Arbeit eine
Einwanderung von Zellen des Dienzephalon in den Telenzephalon der Xt’/Xt’
Mutante gezeigt werden konnte (Fotaki et al. 2006), dienten die
Doppelfarbungen fir GLAST/FoxGl (gelb) als Beweis fur den
telenzephalischen Ursprung der ektopischen RGC, da Foxgl spezifisch im
Telenzephalon vorzufinden ist (Abb. 10B,E).
Anders verhalt es sich mit dem spater zum Vorschein kommenden RGC-
spezifischen Marker tenascinC, der in der lateralen ganglionischen Eminenz
(LGE) exprimiert wird und im Wildtyp mit Hilfe einer ISH detektiert werden
konnte (Abb. 10C). In der Gli3-Mutante fehlt diese tenascinC-Expression
ganzlich und ist nur noch im umliegenden Ektoderm vorzufinden (Abb. 10F).
Zusammenfassend geht aus diesen Ergebnissen hervor, dass ein Defekt in
Xt/Xt’ Mutanten bei der gleichméRigen Verteilung der RGC im Telenzephalon

vorliegen. An einigen Stellen kommt es zu einer ektopischen, verstarkten
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Anhaufung von RGCs im Neokortex mit dazwischen liegenden und in ihrer
Breite und Haufigkeit variierenden RGC-freien Licken.

GLAST GLAST FoxG1 Tenascin
+ %
= £
x LGE ‘é %

MGE
,;’""/ﬁ
&
35
X A
L LGE MGE

Abb. 10:Ektopische Expressionsmuster fir GLAST" und fehlende Signale fiir Tenascin® RGC auf
koronal gefiihrten Kryostatschnitten durch das Telenzephalon E12.5

Ubersichtsaufnahmen vom Wildtyp (A.) und Gli3-Mutante (D.) zeigen Verénderungen fiir GLAST"
RGC im Neokortex. Die sich normal im kortikalen Saum, dem lateralen Kortex und der LGE
befindlichen RGC zeigen in der Gli3-Mutante eine ektopische Bildung (Pfeile) mit unterschiedlich
groBen GLAST-freien Licken. B.+E. Doppelfarbung mit GLAST und FoxG1, einem telenzephalon-
spezifischen Marker, zeigen die LGE und bestdtigen den Ursprung der GLAST® RGC aus dem
Telenzephalon (Pfeil). C. Tenascin exprimierende RGC befinden sich im Wildtyp in der LGE (*). F. In
der Gli3-Mutante fehlt die Tenascin Expression komplett und ist lediglich im Ektoderm erhalten. (MGE
= mediale gangliondre Eminenz, LGE = laterale gangliondre Eminenz ) Balken A. B. D. E. 200um. C.

und F. 50pm.

3.1.2 Ektopische Expression von RGC-Markern bei E11.5 und E10.5

Um den genauen Beginn der ektopischen Clusterbildung/Zusammenlagerung

der RGC im Rahmen der Ontogenese feststellen zu koénnen, wurden
zusatzliche Antikérperfarbungen fir RC2, BLBP und GLAST zum Zeitpunkt
E11.5 und E10.5 durchgefuhrt. Dabei konnte keine sichtliche Veranderung

zwischen Wildtyp und Gli3-Mutante fiir RC2" Zellen festgestellt werden. Die

sich aus der Ventrikularzone bis zur apikalen Oberflache radial erstreckenden
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Fasern sind sowohl bei E11.5 als auch E10.5 deutlich sichtbar. Bei BLBP* und
GLAST" Zellen verhélt sich das anders. Zum Zeitpunkt E10.5 beschrankt sich
die Expression beim Wildtyp auf die MGE und das dorsomediale Telenzephalon
und fehlt bei der Gli3-Mutante im dorsomedialen Telenzephalon aufgrund
struktureller Fehlbildungen (Abb.11). Interessanterweise sind erste Zeichen
einer ektopisch clusterformigen Expression jedoch erst bei E11.5 zu
beobachten, so dass dieser Zeitpunkt als Beginn einer gestorten RGC

Entstehung angesehen werden kann (s. Abb.14E,G).

RC2 BLBP GLAST

Xt'[+

Xt/Xt

Abb.11: Analyse der Gli3- Mutante E10,5 mit RGC spezifischen Markern

Ubersichtsaufnahmen der Gli3-Mutante (D.-F.) zeigen gegeniiber dem Wildtyp (A.-C.) beziiglich der
einzelnen RGC-spezifischen Marker RC2, BLBP und GLAST keinerlei Veranderungen. A.+D. Rc2*
Zellen zeigen ihren typisch radial angeordneten Faserverlauf iber den kompletten Neokortex von der
MZ bis zur VZ. B.+E und C.+F. Sowohl BLBP als auch GLAST markierte Zellen zeigen keine
ektopischen Anhaufungen, sondern beschranken sich in der Mutante auf den dorsomedialen Kortex
und die MGE. Signale im kortikalen Saum sind durch die morphologischen Veranderungen im dorso-
medialen Bereich des Telenzephalons nicht aufzufinden. (MGE = mediale gangliondre Eminenz, LGE
= laterale gangliondre Eminenz ) Balken A.-F. 200um.
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3.1.3 Einfluss des GIli3-Gens auf die basalen Vorlauferzellen

Anschlieend stellte sich die Frage, ob das Gli3-Gen einen Einfluss auf die
Bildung basaler Vorlauferzellen hat, einen weiteren neuralen Vorlaufertyp, der
sich speziell in der SVZ befindet. Zur Markierung diente ein Antikdrper gegen
Tbr2. Da jedoch Thr2 sowohl von basalen Vorlauferzellen als auch gleichzeitig
von jungen Neuronen exprimiert wird, wurden Doppelfarbungen mit einem
Antikorper gegen Tuj1 angefertigt. Dabei handelt es sich bei Tujl um einen
frihen Neuronenmarker, dessen Expression zum Zeitpunkt E11.5-12.5 vor
allem auf die Praplatte beschrankt bleibt. Daher waren nur Tbr2*- und Tujl-
Zellen als basale Vorlauferzellen zu identifizieren und auszuzahlen.
Doppelfarbungen bei E11.5 zeigten im Wildtyp die rot markierten basalen
Vorlauferzellen in der SVZ, mit der dartuber liegenden dinnen Zellreihe aus
grin markierten Tuj1” Neuronen. Diese erstreckten sich Uber die gesamte
Praplatte, ohne Unterbrechungen aufzuweisen (Abb.12A,B). Bei der Xt'/Xt’
Mutante zeigte sich dagegen eine ausgediinnte Tuj1* Zellreihe mit teilweise
kleinen Unterbrechungen (Abb.12C,D Pfeil). Weiterhin war eine zwar kleine,
aber dennoch signifikante Reduzierung von Tbr2® und Tujl” basalen
Vorlauferzellen im zerebralen Kortex zu beobachten. Diese basalen
Vorlauferzellen traten nur vereinzelt in kleinen, sich zusammenlagernden
Zellhaufen auf, die direkt der Praplatte anliegen und ansonsten Uber weite
Strecken verloren gegangen sind (Abb.12C,D). So konnten aus der Auswertung
von drei Embryonenpaaren auf jeweils drei vergleichbaren Kryostatschnitten
551 +/-33 basale Vorlauferzellen pro Gewebeschnitt beim Wildtyp im Vergleich
zu 372 +/-30 Zellen pro Gli3-Mutante gezahlt werden.
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Abb.12: Untersuchung auf Einfluss des Gli3-Gens auf die basalen Vorlauferzellen bei E11.5

Als basale Vorlauferzellen gelten Tbr2+ und Tujl- Zellen. A. Ubersichtsaufnahme mit koronaler
Schnittfihrung durch das Wildtyp Telenzephalon E11.5. B. Mit Tujl markierte Neurone bilden eine
diinne Zellreihe in der MZ. Darunter befinden sich die rot markierten basalen Vorlauferzellen. C. In der
Ubersichtsaufnahme erscheint die Tujl markierte Zellreihe in der MZ diinner. D. Zudem ist die Tuj1+
Zellreihe an manchen Stellen unterbrochen (Pfeil). E. Vergleichende Auszahlung bei E11.5 von drei
Embryonenpaaren auf jeweils drei vergleichbaren Kryostatschnitten zeigte eine verminderte Anzahl an
basaler Vorlauferzellen. MGE = mediale ganglionare Eminenz, LGE = laterale gangliondre Eminenz, **
=p <0,001) Balken A. C. 200pum B. D. 50um

Weitere Doppelfarbungen zum Zeitpunkt E12.5 wiesen, sowohl beim Wildtyp
als auch bei der Gli3-Mutante, eine dicker gewordene Tuj1" Neuronenschicht in
der MZ auf (Abb.13A,C). Erstaunlicherweise konnte keine reduzierte Anzahl
basaler Vorlauferzellen in der Gli3-Mutante beobachtet werden. Dieser Verlust
scheint bei E12.5 fast vollstandig aufgehoben zu sein, so dass man hier nicht
mehr von einer Reduzierung oder Beeinflussung sprechen kann (Abb.13A+B,
C+D). Eine Auszahlung bestatigte diese Annahme mit 797+/-40 basalen
Vorlauferzellen pro Wildtypgewebeschnitt im Vergleich zu 753+/-30 Zellen pro
Mutantengewebeschnitt (Abb.13E).
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Tbr2 Tujl Tbr2 Tuj1 Diagramm

B v+
B xt/xt

Xt'[+

Xt /Xt

E12.5

Abb.13: Untersuchung auf Einfluss des Gli3-Gens auf die basalen Vorlauferzellen bei E12.5

Als basale Vorlauferzellen gelten Tbr2+ und Tujl- Zellen. A. C. Ubersichtsaufnahme mit koronaler
Schnittfihrung durch das Telenzephalon von E12.5 Wildtyp und Gli3-Mutanten. Die Zellreihe Tujl
markierter Neurone hat bei E12.5 an Dicke gewonnen. B. D. In der VergroRerung kann die
Verteilung der Thr2+ Zellen bis an die MZ heran beobachtet werden. Ihre Anzahl hat im Vergleich
zu E11.5 sichtlich zugenommen. Manche Neurone exprimieren neben Tujl auch Tbr2 und
erscheinen in der Aufnahme gelb und werden daher nicht zu den basalen Vorlauferzellen gezahit.
E. Eine Auszahlung von drei Embryonenpaaren auf jeweils drei vergleichbaren Kryostatschnitten bei
E12.5 zeigt keine verminderte Anzahl an basalen Vorlauferzellen im Vergleich zum Wildtyp. Balken
A. C.200pym B. D. 50um

Bei E11.5 ist weitgehend eine reduzierte Anzahl an basalen Vorlauferzellen zu
verzeichnen. Diese Reduzierung scheint bereits bei E12.5 aufgehoben zu sein,

so dass diese zum spateren Zeitpunkt in der Gli3-Mutante kompensiert wird.
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3.1.4 Einfluss ektopischer RGC auf die Ausbildung Tuj1® Neurone

Untersuchungen der Gli3-Mutante auf Tuj1® Neurone zeigten zum Zeitpunkt
E11.5 eine dunner markierte Zellschicht in der MZ,als sie zum selben Zeitpunkt
im Wildtyp ausgebildet ist. Zudem unterbrechen Tuj1 freie Abschnitte die
geordnete Zellstruktur und lassen sie an manchen Stellen zackig und kantig
erscheinen. Der nachfolgenden Frage, ob die vermehrte RGC-Expression eine
Rolle fur die Neurogenese spielt, wurde mit Hilfe von Immunfluoreszenz-
doppelfarbungen mit Antikdrpern gegen BLBP und Tuj1 nachgegangen.

Da am E11.5 die ektopischen BLBP-Expressionen erst langsam zum Vorschein
kommen, konnten genaue Zusammenhange schwer festgestellt werden.
Dennoch lie® sich an BLBP freien Stellen eine reduzierte bzw. komplett
fehlende Tuj1™ Zellzahl beobachten (Abb.14B,D). Anders verhalt es sich
hingegen zum Zeitpunkt E12.5. Zu diesem Zeitpunkt bilden die Tuj1™ Zellen
einen dichten, kontinuierlichen Zellsaum in der Praplatte aus, der sich von der
Hohe der MGE uber den gesamten Neokortex, bis auf die dorso-medialen
Strukturen erstreckt (Abb.14E,G). In der Gli3-Mutante ist die Expression zwar
auch Uber das gesamte Telenzephalon vorzufinden, jedoch sind vor allem im
Neokortex vermehrt Stellen mit Unterbrechungen und Licken zu beobachten.
Wie Doppelfarbungen zeigen, scheinen diese Licken vermehrt an Stellen
fehlender BLBP Expression aufzutreten. Die traubendhnlichen Anhaufungen
von Tuj1* Zellen unterschiedlicher GréRe und Breite kommen stattdessen an
Stellen einer BLBP Uberexpression vor (Abb.14G,H).

Diese Doppelfarbungen weisen darauf hin, dass die Bildung Tuj1"
Neuronencluster mit der ektopische BLBP Expression korreliert, jedoch kann
anhand dieser Beobachtungen nicht sicher von einem kausalen

Zusammenhang ausgegangen werden.
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BLBP Tujl

BLBP Tuj1

Abb.14: Doppelfarbungen mit BLBP und Tujl an Gli3-Mutanten bei E11.5 und E12.5 mit koronaler
Schnittfiihrung des Telenzephalons

A.+C. Ubersichtsaufnahmen von Wildtyp und Gli3-Mutante einer Doppelfarbung fiir BLBP und Tuj1.
B.+D. Bei E11.5 bilden Tujl+ Neurone eine diinne und durchgangige Zellreihe, wohingegen in der
Gli3-Mutante Tujl+ Zelllicken vorzufinden sind. Diese kommen verstarkt an Stellen ektopischer BLBP
Expression vor (*). E.+G. Bei E12.5 ist die Tuj1+ Zellreihe in der Praplatte deutlich starker ausgebildet,
doch zeigen sich in der Mutante neben den ektopischen BLBP" Zellgruppen im Neokortex auch hier
Aussparungen und Lucken in der MZ (Pfeile). F.+H. In der VergroRerung sind die Tujl freien Stellen
deutlich von traubenahnlichen Anlagerungen Tujl+ Zellen zu unterscheiden. Dabei scheinen die Tujl
freien Licken mit BLBP freien Stellen Gbereinzustimmen. (MGE = mediale gangliondre Eminenz, LGE
= laterale ganglionare Eminenz ) Balken A. C. E. G. 200um. B. D. F. H. 50um
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3.2 Stamm- und Vorlauferzellen im dorsalen Telenzephalon der
Wnt7b-Mutante

3.2.1 Untersuchung der Morphologie des dorsalen Telenzephalons

Da die ektopischen Wnt7b Expressionen im Neokortex der Gli3-Mutante (Theil
2005) Ahnlichkeiten mit der ektopischen RGC Expression aufweisen, stellte
sich als nachstes die Frage, ob das Wnt7b-Gen als ein Grund fur das
ektopische Vorkommen RGC angesehen werden kann. Fur diese Untersuchung
diente eine Wnt7b-Mutante, ein Knock-out Tier, bei dem das Wnt7b-Gen durch
ein lacZ-Reportergen ersetzt wurde (Shu et al. 2002). Um in den folgenden
Untersuchungen mogliche Defekte durch das Fehlen des Wnt7b-Gens
auszuschliefen, wurden zunachst die Morphologie des Telenzephalons der
Wnt7b-Mutante zum Zeitpunkt E12.5 im Vergleich zum Wildtyp untersucht.
Dabei konnten keine offensichtlichen Abweichungen zum Wildtyp festgestellt
werden. Die beiden anterior angelegten olfaktorischen Kolben sind vorhanden,
eine deutliche Trennung der beiden Hemispharen entlang der rostro-kaudalen
Achse ist erkennbar und die GroRe der beiden Mesenzephali ist
entwicklungsentsprechend unverandert. Weiterhin sind im Schnitt durch die
Querachse des Telenzephalons die beiden Ventrikel deutlich von einander
getrennt und gleich grol3. Zusatzlich sind alle wichtigen Strukturen wie die
Hippokampusanlage, der Plexus Choroideus und auch die laterale und mediale
Eminenz deutlich zu erkennen und zeigen verglichen mit dem Wildtyp keinerlei

morphologische Veranderungen (Abb.15AE).

3.2.2 Untersuchung von RGC, basalen Vorlauferzellen und Neurone im

dorsalen Telenzephalon

Um eventuelle Veranderungen bezuglich der Expression von Vorlauferzellen
auszuschliefen, wurde das dorsale Telenzephalon der Wnt7b-Mutante nach

der Verteilung von unterschiedlichen Klassen von Vorlauferzellen mit den
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vorher erwahnten Markern untersucht (3.1.1). Die Analyse von Embryonen zum
Zeitpunkt E12.5 zeigte keine Veranderungen, weder flr die basalen
Vorlauferzellen (Tbr2") noch fiir die RGC (RC2",BLBP*,GLAST"). Auch mit Tbr1
zusatzlich markierte Neurone in der MZ zeigen eine regelmalige, nicht vom
Wildtyp abweichende Struktur (Abb.15).

Somit kann davon ausgegangen werden, dass der Verlust des Wnt7b-Gens zu
diesem Entwicklungszeitpunkt keinerlei Einfluss auf die kortikalen Vorlaufer-

zellen des Neokortex austibt.

| RC2 | BLBP L GLAST | Torl [

Wildtyp

Whnt7b -/-

Abb.15: Analyse der Wnt7b-Mutante E12.5

A.-H. Ubersichtsaufnahmen in koronaler Schnittfithrung des Telenzephalons. Die Wnt7b-Mutante zeigt
gegenuber dem Wildtyp keine morphologischen Veranderungen. Der zerebrale Kortex (CTX), der
kortikale Saum (HEM), als auch die laterale und mediale gangliondre Eminenz (LGE + MGE) sind
sichtbar ausgebildet. Immunfarbungen mit RGC-spezifischen Markern (RC2, BLBP, GLAST) und mit
Neuronenexprimierenden Markern (Tbrl) zeigen keine ektopischen Expressionen und Veranderung
im Laminierungsprozess. Balken A.-H. 200um
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3.3 Analyse des dorsalen Telenzephalons der Xt/Xt’wnt7b”
Doppelmutante

Begrundet auf die vorangegangenen Untersuchungen (Theil 2005) entstand die
Annahme, dass die beobachtete ektopische Wnt7b-Expression in der Gli3-
Mutante zu einer ektopische BLBP-Expression fuhrt. Unter dieser Vorstellung
sollte der Effekt durch das ausgeschaltete Wnt7b-Gen nicht mehr oder
zumindest in abgeschwachter Form in der Doppelmutante vorzufinden sein.
Daher wurde die Bildung RGC in einer Xt/XtWnt7b” Doppelmutante
analysiert. Die Kombinationen aus Wildtyp, Xt’/+, Xt’/Xt’ und Xt/Xt/wWnt7b”
Embryonen wurden stets aus
demselben Wurf verwendet. Mit
dieser Aufschlisselung war es
maoglich, entwicklungsbedingte
Schwankungen zwischen den
einzelnen Genotypen zum
Zeitpunkt E12.5 auszuschliel3en
und somit einen aussagekraftigen
Vergleich zwischen Mutante und
Wildtyp zu ziehen. Die
Uberpriifung des Genotyps

erfolgte mit Hilfe von PCR-

Abb.16: Genotypisierung mit Hilfe einer PCR der Gli3-
und Wnt7b-Mutante Analysen (Abb.16).

Durch Biopsie gewonnene DNA wurde mit Hilfe Dabei konnte bei der Analyse der
spezieller Primerpaare auf den Genotyp untersucht.

Dabei zeigt sich bei der Gli3 Untersuchung eine Gli3-Mutant eine Band von
Wildtypbande (Wt) von 180bp und fiir das Xt Allel von ante ande

580bp. Bei der Wnt7b Untersuchung entspricht die i A

190bp grofle Bande dem Wt und 350bp entsprechen 580bp gezelgt werden, wahrend

dem Wnt7b Knockout. der Wildtyp durch eine 180bp
grole Bande charakterisiert wurde. Zeigten sich beide Banden, so handelte es
sich um ein heterozygotes Tier. GleichermalRen wurde mit der Wnt7b-Mutante

verfahren, die durch eine Bande von 350bp charakterisiert wurde.
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3.3.1 Morphologie der Gli3/Wnt7 -Doppelmutante

In Anlehnung an die morphologischen Veranderungen der Gli3-Mutante, zeigt
die Gli3/Wnt7b-Doppelmutante dieselben Defekte. So fehlen die beiden
anterior zu erwartenden olfaktorischen Kolben, eine deutliche Trennung der
beiden Hemispharen entlang der rostro-kaudalen Achse ist nicht erkennbar, die
beiden Ventrikel scheinen vergrofRert und die Augenanlage ist missgebildet.
Zusatzlich sind im Schnitt durch die Querachse des Telenzephalons die beiden
Ventrikel nicht von einander getrennt und die dorsomediale Wand fehlt mit dem
Verlust des Plexus Choroideus, des kortikalen Saums und der
Hippokampusanlage.

Schlussfolgernd kann anhand dieser Beobachtungen der Xt/Xt’/wnt7b™
Doppelmutante ein der Gli3-Mutante morphologisch identischer Phanotyp

zugeordnet werden.

3.3.2 Bestehende ektopische RGC-Marker Expressionen bei E12.5 in der
Gli3’/Wnt7-Mutante

Aufgrund des Fehlens der Wnt7b Expression in der Doppelmutante wurden die
folgenden Untersuchungen unter der Annahme durchgeflhrt, dass in diesen
Embryonen eine Reduzierung von ektopischen RGC Expressionen im dorsalen
Telenzephalon zu beobachten ist. Dabei wurden die Immunfarbungen auf
koronal angelegten Kryostatschnitten mit den schon bekannten, zuvor bei der
Gli3-Mutante angewandten Antikorpern durchgefuhrt (3.1.1). Bezuglich des
RC2 Antikdrpers zeigte die Xt'Xt/Wnt7b” Doppelmutante, wie die Gli3-
Mutante zuvor, keine Veranderungen. Die radial angelegt langen Fasern
erstrecken sich von der Ventrikularzone bis zur basalen Oberflache in einer
dichten Anordnung uUber den gesamten Neocortex (Abb.17A,E,l). Weiterhin
kénnen auch BLBP* und GLAST" Zellen verzeichnet werden, deren Verteilung
sich ebenfalls durch die strukturelle Veranderung im Bereich des dorsomedialen
Telenzephalons nur auf den Neokortex und die laterale Eminenz beschrankt. Es

zeigte sich jedoch, dass in der Doppelmutante die ektopische BLBP* und
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GLAST" Clusterbildung nicht aufgehoben ist, sondern im Gegenteil vermehrt
Cluster auftreten, welche wiederum durch kleinere Licken von einander
getrennt sind. Dieser Effekt scheint bei der Xt'/Xt! Mutante vergleichbar weniger
stark ausgebildet zu sein.

| RC2 | BLBP | GLAST Il Tbrl |

Wildtyp

Xt/Xt
Wnt7b +/-

XtIXt

Wnt7b -/-

Abb17: Bestehende ektopische Expressionen RGC in der Gli3/Wnt7b-Mutante E12.5
Ubersichtsaufnahmen in koronaler Schnittfiihrung des Telenzephalons.

A.-D. Wildtyp mit RGC-spezifischen Markern (RC2, BLBP, GLAST) und mit dem neuronen-
spezifischen Marker (Tbrl). E.+l. Die Gli3-Mutante und die Gli3/Wnt7b-Doppelmutante zeigen keinen
Unterschied bei der Anordnung der RC2" Zellen. F.G.+J.K. Beide Mutanten zeigen (iber den
Neokortex verteilte ektopische Expressionen von BLBP® und GLAST" Zellen. Die unmarkierten
Lucken zwischen den Zellanhdaufungen scheinen in der Doppelmutante kleiner zu sein. Die Intensitat
der wellenartigen BLPB'/GLAST" Struktur nimmt in der Doppelmutante zu. H.+L. Beide Mutanten
zeigen eine leicht gewellte Anordnung Tbrl® Neurone in der MZ, ohne eine deutliche Verbesserung
gegenuber dem Wildtyp aufzuweisen. Balken A.-L. 200um

Die vorausgestellte Annahme, dass eine ektopische Wnt7b Expression
ursachlich fir eine Uberexpression von BLBP ist, konnte somit widerlegt

werden. Es zeigte sich stattdessen, dass ein Verlust von Wnt7b eine verstarkte
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Bildung von BLBP* Zellen bewirkt (Abb.17B,F,J). Diese Beobachtungen weisen
auf eine Zunahme von BLBP* Zellhaufen mit enger stehenden
expressionsfreien Lucken statt einer eindeutigen Verbesserung der ektopischen
BLBP/GLAST Expression hin. Dieser Befund legt nahe, dass ektopisches
Wnt7b die Bildung ektopischer RGC unterdruckt.

3.3.3 Radiale Gliazellen exprimieren Wnt7b

Als nachstes stellte sich die Frage, ob die ektopischen zusammengelagerten
BLBP* Zellaggregate ebenfalls Wnt7b exprimieren, oder ob sie aus direkter
Nachbarschaft zu den Wnt7b" Zellen entspringen. Hierflr wurden
Doppelfarbungen mit Hilfe einer Wnt7b-Sonde und eines Immunantikdrpers fur
BLBP angefertigt. In wildtypischen Embryonen zeigte sich eine Uberlagerung
von Wnt7b und BLBP im Bereich des kortikalen Saums, der
Hippokampusanlage und der lateralen ganglionaren Eminenz (Abb.18A,B).
Weiterhin Uberlappten sich beide Signale an der kortikalen-striatalen Grenze.
Beide Signale erscheinen mit einer ahnlichen Expression in den RGC, wie die
Doppelfarbung von Wnt7b und BLBP verdeutlicht (Abb.18C). Wie in der
Vergrof3erung zu sehen ist, findet sich in der Gli3-Mutante eine wellenartige, zu
Zellaggregaten zusammengelagerte Expression von sowohl BLBP™ als auch
Wnt7b* Zellen im Bereich des Neokortex. Dabei haben beide Signale ein sehr
ahnliches Expressionsmuster (Abb.18D,E). Letztlich zeigt die Doppelfarbung
eine Expression beider Marker der ektopisch in Clustern erscheinenden
neokortikalen Vorlauferzellen des dorsalen Telenzephalons (Abb.18F) und
bewies, dass es sich um dieselben Zellen handelt.

Diese Ergebnisse geben folglich Anzeichen flr eine Expression von Wnt7b in
radialen Gliazellen. Daher kann die Vermutung aufgestellt werden, dass die

RGC Wnt7b als Signalmolekul exprimieren.
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Abb.18: BLBP/Wnt7b Ko-Expression in neokortikalen Vorlauferzellen des dorsalen Telenzephalons.
Ubersichtsaufnahmen in koronaler Schnittfiihrung

A. Wildtyp mit dem RGC-spezifischen Marker BLBP, dessen Lokalisation auf den kortikalen Saum, den
lateralen Kortex und die LGE beschrankt bleibt. B. ISH des Wildtyps fir Wnt7b mit dessen
charakteristischen Expression iber die MGE und LGE einschlieRlich der Praplatte des Kortex und des
kortikalen Saums. C. Uberlagerung der ISH und Immunférbung fiir BLBP und Wnt7b. D+E. Gli3-Mutante
zeigt fiir BLBP und Wnt7b clusterférmige Anhaufungen im zerebralen Kortex (CTX). F. Die Uberlagerung
von ISH und Immunfarbung zeigt eine Ko-Expression der beiden Marker BLBP und Wnt7b der
clusterformig erscheinenden RGC. (MGE = mediale gangliondre Eminenz, LGE = laterale gangliondre
Eminenz, ISH = in situ Hybridization) Balken A.+B 200um, C 100um, D-F 50um
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3.4 Analyse von Neurosphéren des dorsalen Telenzephalons der Gli3-

Mutante

Durch die vorangegangenen Analysen der Xt’/Xt’ Embryonen konnte unter dem
Verlust des Gli3-Gens eine vermehrte ektopische Bildung von RGC beobachtet
werden, so dass im zweiten Abschnitt dieser Arbeit der Einfluss des Gli3-Gens
auf das Differenzierungspotential kortikaler Vorlauferzellen untersucht werden
sollte. Jedoch war durch die fortschreitende morphologische Degenerierung des
Telenzephalons in der Gli3-Mutante solch eine Untersuchung in vivo nicht
durchflihrbar, so dass Neurospharen aus dem Neokortex von Wildtyp und Gli3-
Mutante zum Zeitpunkt E12.5 isoliert und in Kultur genommen wurden.

Bei dieser Methode macht man sich zu Nutzen, dass neurale Stammzellen, die
in diesem Fall aus dem Gehirn isoliert wurden, unter Zugabe von epidermalem
Wachstumsfaktor (EGF) und Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF), ihre
Fahigkeiten zur Proliferation, Selbsterneuerung und Differenzierung nicht
verlieren (Bez et al. 2003). Sie lagern sich zu rundlichen, frei schwimmenden
Zellaggregaten zusammen, den sogenannten Neurospharen. Es ist moglich,
Neurospharen gezielt unter EGF- und FGF-Entzug in Neurone und Gliazellen
ausdifferenzieren zu lassen (Johe et al. 1996; Reynolds and Weiss 1996).
Dadurch eignet sich diese in vitro Methode zum direkten Vergleich der
Stammzelleneigenschaften  von  wildtypischen und  GIli3  mutierten

Vorlauferzellen.

3.4.1 Isolierung von Neurosphéaren aus der Gli3-Mutante

Bei dem Gewebe zur Isolierung von Neurospharen handelte es sich stets um
Embryonen zum Zeitpunkt E12.5 des selben Muttertieres, um mogliche
entwicklungsbedingte Unterschiede zu minimieren, mit dem Ziel eine gute
Vergleichbarkeit zwischen Wildtyp und Gli3-Mutante gewahrleisten zu kdnnen.
Zur Unterscheidung zwischen Wildtyp und Xt’/Xt’ Embryonen wurden die

auffalligen makroskopischen Veranderungen bezuglich der Augenanlage, der
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beiden zerebralen Hemispharen und der Polydaktylie ausgenutzt und zusatzlich

mit einer PCR-Genotypisierung bestatigt.

3.4.2 Kultivierung von Neurospharen aus der Gli3-Mutante

Die zu kultivierenden Neurospharen wurden in Zellkulturmultilochplatten oder
Zellkulturplastikflaschen unterschiedlichen Volumens in Brutschranken bei 37°C
gehalten. Eine tagliche Begutachtung der Neurospharen unter dem Mikroskop
bezuglich ihrer Anzahl, Form und Vitalitat lied einen guten Vergleich zu. Die
Gli3-Mutanten Neurospharen weisen trotz der vorangezeigten massiven
Veranderungen im Laminierungsprozess und in den ektopischen RGC-Marker
Expressionen bezuglich ihrer Morphologie zum Wildtyp keinerlei offensichtliche
Unterschiede auf. Sie bildeten unter taglicher bFgf/EGF Zugabe deutliche, im
Wachstumsmedium schwimmende und voneinander klar abzugrenzende runde

Zellaggregate und konnten somit gut in Kultur gehalten werden (Abb.19C,D).

3.4.3 Genexpressionanalyse von Neurospharen

Da frihere Arbeiten in diesem Bereich zeigen konnten, dass im rostralen
Abschnitt des dorsalen Telenzephalons vermehrt ventrale Marker exprimiert
werden (Tole et al. 2000; Kuschel et al. 2003), und dass im kaudalen Abschnitt
des dorsalen Telenzephalons Vermischungen mit Zellen aus dem Dienzephalon
vorkommen (Fotaki et al. 2006), wurde schon bei der Gewinnung der
Neurospharen darauf geachtet den weit rostralen und kaudalen Abschnitt des
dorsalen Telenzephalons auszulassen. Bereits nach kurzer Zeit in Kultur
wurden die Neurospharen mit Hilfe von Immunfarbungen mit einem Antikorper
gegen FoxG1 auf 16um dicken Kryostatschnitten untersucht. FoxG1 ist im
Neokortex fur die regelhafte Proliferation und Differenzierung von
Vorlauferzellen verantwortlich und wird lediglich im dorsalen und ventralen
Telenzephalon des Neuroepitheliums und den spateren Neuronen und
Gliazellen dieser Region exprimiert und fehlt ganzlich im Dienzephalon (Tao

and Lai 1992; Hanashima et al. 2002). Der Transkriptionsfaktor erscheint
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sowohl im Wildtyp als auch in der Gli3-Mutante gleich stark und regelmafig
uber die angeschnittenen Neurospharen verteilt und zeigt keinen Unterschied.
Diese Beobachtung weist auf den telenzephalischen Ursprung dieser Zellen hin
(Abb.19A,B).

FoxG1 DAPI

Zellkultur

Abb.19: Neurospharen in Kultur

A.+B. Immunfarbung mit FoxG1, einem Telenzephalon spezifischen Marker und DAPI, einem Zellkern
darstellenden Marker, auf Kryostatschnitten aus in Kultur gehaltenen Neurospharen. Sowohl Wildtyp
als auch Mutanten Neurosphdren zeigen ein deutliches Signal. C.+D. In Kultur gehaltene
Neurospharen bilden runde, schwimmende und deutlich voneinander zu unterscheidende
Zellaggregate, ohne sich in ihrer Morphologie zum Wildtyp sichtlich zu unterscheiden.
Balken A.B. 50um C.D. 200um, DAPI (blau) Zellkern spezifischer Marker.
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Abb.20: Genexpressionsanalyse von Neurospharen

Die Analysen wurden mit in Kultur gehaltenen
undifferenzierten und differenzierten Neurospharen
zum 7. und 14.Tag durchgefiihrt. Als positive
Kontrolle wurde eine Maushirn-DNA E12.5 ver-
wendet. Untersuchungen mit Gli3-Primern zeigen
mit dem Ausbleiben einer Bande, dass es sich um
Gli3-mutierte Neurospharen handelt. Das Wnt7b-
Signal ist bei undifferenzierten Neurosphéaren
verstarkt und entspricht den Immunfarbungen auf
Telenzephalon Kyrostatschnitten E12.5. Signale fir
FoxG1, Pax6 und Ngn2 sprechen den isolierten
Neurosphéren ihren Ursprung aus dem dorsalen
Telenzephalon zu. Durch das Ausbleiben Di-
enzephalon spezifischer Signale von Prox1 und DIx2
ist eine Vermischung beider Bereiche ausge-
schlossen. Der Stammzellmarker Nestin, sowie die
RGC spezifischen Marker BLPB und GLAST werden
Uber die gesamte Zeit, auch in ausdifferenzierten
Zellkulturen exprimiert. Das erscheinen glialer
Marker wie GFAP und neuronaler Marker (Map2)
findet erst in differenzierten Zellen statt. Das Map2-
Signal ist in der Mutante vermindert und entspricht
der geringen Map2+ Zellzahl in der Zellkultur.
GAPDH diente bei jedem PCR-Ansatz als
Kontrollgen.
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suchungen das Fehlen einer Bande fiir das Gli3-Gen und beweisen somit, dass
es sich tatsachlich um Neurospharen der Gli3-Mutante handelt. Wnt7b scheint
bei der Proliferation in der Gli3-Mutante starker exprimiert zu sein. Diese
Gegebenheit entspricht der Beschreibung einer wellenartigen Uberexpression
von Wnt7b, die mit Hilfe von ISH durch das Telenzephalon der Gli3-Mutante
gewonnen wurde (Theil 2005). Bei den ausdifferenzierten Zellen sind flur beide
Genotypen deutliche, gleich starke Wnt7b® Banden zu erkennen und ein
Unterschied nicht mehr vorzufinden. Als nachstes wurde die Expression von
FoxG1 untersucht, welches fur die regelhafte Proliferation und Differenzierung
von Vorlauferzellen im Neokortex verantwortlich ist. FoxG1 wird lediglich im
dorsalen und ventralen Telenzephalon des Neuroepitheliums und den spateren
Neuronen und Gliazellen dieser Region exprimiert und fehlt im Dienzephalon
vollstandig (Tao and Lai 1992; Hanashima et al. 2002). Die vorgefundenen
FoxG1®" Banden weisen somit sowohl den undifferenzierten als auch den
differenzierten Neurospharen einen telenzephalischen Ursprung zu. Erganzend
wurde die Expression der beiden Transkriptionsfaktoren Pax6 und Ngn2
untersucht. Wahrend der Entwicklung des zerebralen Kortex besteht die
Funktion von Pax6 in einer Ausbildung von kortikalen Arealen (Bishop et al.
2000; Bishop et al. 2002). Zusatzlich ist Pax6 ein direkter Aktivator von Ngn2
und wird gemeinsam mit diesem im dorsalen Telenzephalon exprimiert (Bel-
Vialar et al. 2007). Ngn2 wird wiederum eine Rolle in der Zellentwicklung des
Nervensystems zugesprochen, einschlieRlich der Differenzierung und
Proliferation von Vorlauferzellen und der Ausbildung friher Neurone in der
Praplatte des Neokortex (Schuurmans et al. 2004). Daher deuten die beiden
Banden fur Pax6 und Ngn2 sowohl fur un- als auch fur differenzierte
Neurospharen einen Ursprung aus dem dorsalen Telenzephalon an. Mit der
Untersuchung auf eine Expression von Prox1 und DIx2 wurde auf eine mogliche
Vermischung wahrend der Praparation mit Zellen des Hippokampus bzw. des
ventralen Telenzephalons kontrolliert. Prox1 gilt als ein Gyrus dentatus Marker
und spielt eine Rolle bei der Entwicklung des Hippokampus (Pleasure et al.
2000). Bei DIx2 handelt es sich um einen Vorlaufermarker des ventralen

Telenzephalons, dessen Expression in der Gli3-Mutante eine ektopische
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Uberexpression der VZ im dorsalen Telenzephalon zeigte und daher firr eine
Ventralisierung des dorsalen Telenzephalon spricht (Kuschel et al. 2003). Die
fehlende Expression von Prox1 und DIx2 zeigt, dass die Neurospharen keine
dorsomedialen Zellen oder Zellen des ventralen Telenzephalons enthalten.
Insgesamt zeigen diese PCR Analysen ein Expressionsprofil fur Neurospharen,
das mit dem des Neokortex Ubereinstimmt und weisen daher auf eine saubere
Praparation hin.

Als nachstes wurden die Neurospharen auf ihre Expression von Nestin, einem
intermediaren Filament, welches in Stammzellen des ZNS vorzufinden ist,
untersucht (Gilyarov 2008). Nestin wird sowohl in den undifferenzierten
Neurospharen als auch in der ausdifferenzierten Zellkulturen exprimiert und
lasst auf ein weiteres Vorhandensein potenter Stammzellen unter
Differenzierungsbedingungen zurtickschlieen. Entsprechend wurden auch die
RGC spezifischen Genprodukte fir BLBP und GLAST wahrend der gesamten
untersuchten Zeit exprimiert und zeigen keine Unterschiede auf (Hartfuss et al.
2001). Anders bei dem Astrozyten spezifischen Marker GFAP (Eng et al. 2000)
und dem Neuronen spezifischen Marker Map2. Diese werden im
undifferenzierten Zustand nicht exprimiert. Dies lasst darauf schlieRen, dass nur
potente Stamm- und Vorlauferzellen im undifferenzierten Stadium der in Kultur
gehaltenen Neurospharen zu finden sind, und dass es erst unter Entzug von
bFgf/EGF zu einer Ausdifferenzierung in Neurone und Gliazellen kommt.
Bereits 7 Tage nach Beginn der Differenzierung werden GFAP und Map2
exprimiert, wobei die GFAP® Banden gleich stark erscheinen und keine
Unterschied zueinander aufzeigen. Das Map2-Signal ist jedoch in der Gli3-
Mutante reduziert. Dies entspricht einer geringeren Map2® Zellzahl in der
Zellkultur und gibt einen ersten Hinweis auf eine beeintrachtigte Bildung von

Neuronen aus Gli3 mutierten Neurospharen (Abb.20).

3.4.4 Analyse der Proliferationsfahigkeit und Vitalitat von Neurosphéren

Einer Veroffentlichung von Palma zufolge, der aus Gli3-mutantem

Telenzephalon zum Zeitpunkt E14.5 und PO Neurospharen isolierte und
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charakterisierte, ist von einer reduzierten Proliferations- und Uberlebensrate
berichtet worden (Palma and Ruiz i Altaba 2004). Um Aufschluss tber mdgliche
Veranderungen bezuglich der Proliferation bzw. dem Zelltod bei E12.5 zu
gewinnen wurden Antikorperfarbungen gegen BrdU und Propidiumiodid (PI)
durchgefuhrt. Bei BrdU handelt es sich um ein synthetisches Thymidin-
analogon, das wahrend der S-Phase wie das strukturell verwandte Thymidin in
die DNA eingebaut wird. Es diente somit zur Bestimmung der Proliferationrate
der Neurospharen. Der BrdU Einbau wurde mittels eines monoklonalen Anti-
BrdU-Antikorpers immunhistochemisch bestimmt. Dazu wurde BrdU direkt ins
Kulturmedium appliziert und die Zellen im Brutschrank fur eine Stunde inkubiert.
Propidiumiodid dient als Marker fur apoptotische Zellen, da es die
Plasmamembran toter Zellen, aber nicht durch die intakte Membran lebender
Zellen eindringen kann und dort durch Interkalation die DNA im Zellkern anfarbt.
Pl wurde dabei ebenfalls direkt ins Kulturmedium appliziert und die Zellen
wurden far weitere 30 min im Brutschrank inkubiert, gewaschen und
entsprechend fixiert um direkt unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet zu
werden. Dabei zeigte sich nach einer 2 h langen Inkubation mit BrdU und
dessen Einbau in alle sich in der S-Phase befindlichen Zellen kein signifikanten
Unterschied zum Wildtyp (17.7 +/-2.0% BrdU" Zellen im Wildtyp, 18.4 +/-1,6%
in Gli3-Mutanten, n=9). Vielmehr lassen die Farbungen erkennen, dass sich die
teilenden Zellen homogen uUber das gesamte Zellaggregat verteilen
(Abb.21A,B). Ebenfalls keine Abweichung zum Wildtyp zeigen die auf Zelltod
untersuchten und mit Pl markierten Neurospharen. Es sind 13.3 +/-1,3% (n=9)
PI" Wildtypzellen zu 14,0 +/-0,8% (n=9) PI" Mutantenzellen zu zahlen
(Abb.21C,D). Diese abgestorbenen Zellen wiederum sind vermehrt im Zentrum
des Zellaggregates vorzufinden. Zusatzlich war es moglich die isolierten
Neurospharen unter geeigneten Bedingungen, ohne Einbulie der Vitalitat oder
Morphologie, Uber mehrere Wochen zu kultivieren, .Somit Iasst sich
zusammenfassend sagen, dass Gli3 zu diesem Zeitpunkt keinen Einfluss auf
die Proliferationsrate und Vitalitat der Neurospharen aus dem E12.5 dorsalen
Telenzephalon ausubt (Abb.21E).
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Abb.21: Keine Veranderungen beziglich der Proliferationsfahigkeit und Vitalitat

A.+B. Untersuchung der Proliferationsfahigkeit isolierter Neurospharen auf
Kryostatschnitten. Die BrdU+ Zellen zeigen sowohl im Wildtyp als auch in der
Gli3-Mutante eine gleichmafige Verteilung iber das gesamte Zellaggregat. E.
Auszahlungen BrdU+ Zellen zeigten bezlglich der Proliferationsfahigkeit keine
Unterschiede. C.+D. Untersuchungen des Zelltodes auf Kyrostatschnitten
wiesen auf eine Anhaufung PI+ Zellen in der Mitte der Zellaggregate. E. Aus-
zahlungen dieser Pl+ Zellen zeigten beziglich dem Wildtyp keine Ver-
anderungen (n=9). Balken A.-D. 50um, DAPI (blau) Zellkern spezifischer
Marker.
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3.4.5 Gliale Differenzierung von Neurosphéaren

Durch die vorangegangenen Antikorperfarbungen aufgezeigten ektopischen
RGC Expressionen im dorsalen Telenzephalon stellte sich als nachstes die
Frage, ob die Gli3-mutanten Neurospharen, im Vergleich zum Wildtyp, das
gleiche Potential besitzen sich in gliale Zellen (Astrozyten und Oligo-
dendrozyten) zu differenzieren. Um die Differenzierung in die gliale Zellrichtung
voranzutreiben wurden die Neurospharen fir jeweils 7 und 14 Tage unter
Entzug von bFgf2 und EGF und unter der Zugabe von 2% bzw. 5% FCS
kultiviert.  AnschlieBend wurden nach Fixierung Antikdrperfarbungen
durchgefuhrt. Dabei wurden keine Unterschiede zwischen den Zellkulturen mit
2% FCS und denen mit 5% FCS feststellbar, so dass sich alle nachfolgenden
Angaben auf 5%-haltige FCS Kulturen beziehen. Diese wurden zum einen mit
einem Nestin-spezifischen Antikdrper Uberprift, ob nach Differenzierung noch
Stamm- oder Vorlauferzellen vorhanden sind. Die Farbungen zeigten sowohl im
Wildtyp als auch bei der Mutante Nestin® Zellen, die sich dicht aneinander
liegend, mit mehreren breit gefacherten Zellfortlaufern und einem deutlich, mit
DAPI angefarbten, hervorgehobenen Zellkern prasentieren. Die Zelldichte
schien bezliglich der Nestin® Zellen nicht verandert zu sein. Sie nahm jedoch
am Tag 14 der Differenzierung sowohl beim Wildtyp als auch bei der Mutante
ab (Abb.22A,B). Als Markierung von differenzierten Astrozyten dienten GFAP-
spezifische Antikdrper. Auch hier konnte im direkten Vergleich kein Unterschied
bezliglich der GFAP" Zellen festgestellt werden. Diese Zellen besitzen ebenfalls
einen mit DAPI markierten und im Zellsoma zentral liegenden Zellkern. Mehrere
Zellfortlaufer ziehen in alle Richtungen und bildeten dadurch einen dichten
Zellrasen, ihre Lange nahm dabei im Vergleich von Tag 7 auf Tag 14 zu
(Abb.22C,D). Ferner wurden Oligodendrozyten mit Antikdrpern gegen CNPase
angefarbt. Auch hier zeigten sich keinerlei Veranderungen in Form oder Zahl im
Vergleich zum Wildtyp. Generell war die Zahl CNPase™ Zellen deutlich kleiner
als die der GFAP" Zellen (Abb.22E,F).
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Abb.22: Zellkulturaufnahmen ausdifferenzierter Neurospharen in gliale Zellrichtung nach 14 Tagen

A.+B. Im Differenzierungsmedium wachsende Neurospharen zeigen ein gleich dichtes Nestin+ Signal,
einem Stammzellen spezifischen Marker. Diese Zellen erscheinen mit einem groRen, das Zellsoma
ausflllendem Zellkern (DAPI), langen dinnen Fortlaufern und sind dem Wildtyp zahlenmaRig
gleichgestellt. C.+D. In Astrozyten ausdifferenzierte Neurospharen erscheinen GFAP+ in Form eines
dichten Zellrasens, der vor allem durch das verstrickte Netzwerk vieler einzelner Zellfortlaufer
charakterisierbar ist. Es kénnen keine Unterschiede bezuglich des Wildtyps gezogen werden. E.+F.
Die CNPase+ Oligodendrozyten zeigen in den mutierten Neurospharen keine Veranderungen
gegeniiber dem Wildtyp. Sie erscheinen mit einem klumpenhaften Zellsoma, diinnen, sehr kurzen
Zellfortlaufern und sind den Astrozyten zahlenmaRig unterlegen. Balken A.-F. 50um, DAPI (blau)
Zellkern spezifischer Marker

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Differenzierung in Gliazellen nicht durch Gli3
beeinflusst wird. Das Potential der Neurospharen, sich in Astrozyten als auch in

Oligodendrozyten zu differenzieren, ist nicht vermindert.
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3.4.6 Gestorte neuronale Differenzierung Gli3- Neurosphéren

Bedingt durch die zuvor beobachtete ektopische Expression von RGC
Markermolekilen im dorsalen Telenzephalon der Gli3-Mutante war die nachste
Frage, inwieweit Neurospharen das Potential haben, sich in neuronale Zellen
zu differenzieren. Daflr wurden die Neurospharen gleichfalls fur jeweils 7 und
14 Tage unter Entzug von bFgf/EGF und unter Zugabe von 2% bzw. 5% FCS
kultiviert. Anschlieend wurden nach Fixierung, Antikdrperfarbungen gegen
RTubulin (Tuj1) und Map2 durchgefuhrt, die spezifisch fur Neurone sind. Dabei
zahlt Tuj1 zu den ersten neuronalen Markern, die wahrend der kortikalen
Entwicklung zu sehen sind und ist insbesondere in der Lage Axone zu
markieren (Lee and Mihailoff 1990). Map2 wird hingegen im Zytoskelett von
Dendriten gefunden und spielt eine wichtige Rolle bei deren Differenzierung
(Ludin and Matus 1993; Belanger et al. 2002). Die hier beschriebenen
Ergebnisse sind auf die 5%-haltigen FCS Kulturbedingungen bezogen, da diese
die gleichen Resultate erbrachten, wie die Kultivierung unter 2% FCS.
Bereits nach sieben Tagen konnten sowohl in der Wildtyp- als auch der
Mutantenkultur Tuj1* Zellen beobachtet werden. Allerdings war ihre Anzahl in
der Gli3-mutanten Kultur reduziert. Auffallig waren auch die verminderten und
verkurzten Axone. Diese Beobachtung wurde am Tag 14. der Differenzierung
noch deutlicher. So lieRen sich beim Wildtyp 364+/-17.5 Tuj1* Zellen pro 24
Lochplatte im Vergleich zu Gli3 Neurosphéaren 204.4+/-17,4 Tuj1" Zellen finden.
Beim einem weiteren Vergleich der Zellfortlaufer des Wildtyps (Abb.22A,C) mit
den Fortlaufern der Mutante (Abb.23B,D) fiel auf, dass die Xt'/Xt’ Neurone
wenige, verkimmerte und deutlich dinnere Axone ausbildeten. Diesen ersten
Eindruck konnten nachfolgende Auswertungen bestatigen, in denen ersichtlich
wurde, dass im Durchschnitt jedes Wildtyp Neuron 2.1+/-0.17 Axone mit einer
Lange von 48.0+/-8.7um besal}, wohingegen Mutantenneurone im Durchschnitt
1.5+/-0.2 Axone mit einer auf Uber die Halfte reduzierten Lange von 22+/-6.5um
aufwiesen (Abb.23E,F).
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Abb.23: Gestdrte neuronale Differenzierung in der Gli3-Mutante gezeigt an Tuj1* Zellen

A. Nach 7 Tagen im Differenzierungsmedium entwickelten sich aus den Neurosphéaren des Wildtyps
Tuj1* Neurone mit deutlichen Zellfortlaufern. B. Gli3-Mutanten Neurospharen entwickelten im selben
Zeitraum weniger Tuj1™ Neurone mit stark verkiirzten bzw. fehlenden Zellfortidufern (Pfeil). C. Nach
insgesamt 14 Tagen im Differenzierungsmedium nahm die Zahl an Tuj1 exprimierenden Neurone zu
und ein weites Netzwerk aus langen Zellfortlaufern, das sich in ihrem Verlauf weiter verzweigte, pragte
das Bild. D. In der Gli3-Kultur lag die Zahl Tuj1* Zellen weit hinter dem Wildtyp zuriick. Die Neurone
bildeten wenige und deutlich verkimmerte, verkirzte Zellfortldufer aus (Pfeil), weshalb sich kein
vergleichbares Netzwerk ausbilden konnte. E. Auszédhlungen Tuj1* Zellen bestatigen die verkiirzten
Zellfortlaufer der Mutante in um und Abhangigkeit zum Differenzierungstag. F. Weitere Auszéhlungen
zeigen eine stark reduzierte Zahl an Zellfortlaufern, die pro Tuj1” Zelle entspringen. Dabei bildeten am
7. Tag der Differenzierung wildtypische Neurone im Schnitt 1,89 Fortlaufer, Neurone der Mutante
bildeten im Vergleich dazu 0,54 Fortlaufer pro Zelle ** = p < 0,001, Balken A.-D. 50um, DAPI (blau)
Zellkern spezifischer Marker .
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Anhnlich deutliche Ergebnisse konnten auch bei den Map2® Zellen festgestellt
werden. So war auch hier ihre Anzahl mit 86+/-8.4 Map2® Xt'/Xt’ Zellen zu
274+/-29.6 Wildtyp Zellen um nahezu 66% reduziert. Bei hdherer Vergrof3erung
(Abb.24 C,D) konnte man diese an ihrem grof erscheinenden, rot angefarbten
Zellsoma und einem deutlich abgrenzbaren DAPI™ Zellkern erkennen. Weiterhin
fielen auch hier die wenigen, teilweise vollstandig fehlenden und verkirzten,
Dendriten ins Auge (Abb. 24 B,D), die im Wildtyp ein dichtes Netzwerk bildeten
und zu allen Seiten auswuchsen. Im Schnitt besal’ jedes Wildtypneuron 2.2+/-
0.3 Fortlaufer mit einer Lange von 44.9+/-7.5um, wohingegen Gli3 mutierte
Neurone deutlich weniger Fortlaufer (0.72+/-0.1) mit einer ebenfalls auf Gber die
Halfte reduzierten Lange von 21.3+/-3.7um aufwiesen (Abb. 24E,F).

Diese Ergebnisse lassen die Folgerung zu, dass es bei der Gli3-Mutante zu
einem Defekt der neuronalen Differenzierung kommt. Es werden zwar Neurone
gebildet, diese sind jedoch in ihrer Gesamtzahl reduziert. Weiterhin unterliegen
sie morphologischen Veranderungen, sichtbar an der reduzierten Axonenzahl
pro Zelle und zum anderen an den verkurzten Axonen, deren Fahigkeit zur

Ausbildung eines Dendritenbaumes eingeschrankt ist.
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Abb.24: Gestdrte neuronale Differenzierung in der Gli3-Mutante gezeigt an Map2* Zellen

A. Diese Aufnahme zeigt eine Ansammlung 7 Tage alter Map2" Neurone mit kurzen Zellfortldufern, die
sich aus Wildtyp Neurospharen differenziert haben. B. Gli3-Mutanten Neurospharen bilden im selben
Zeitraum weniger Map2® Neurone mit stark verkiirzten bzw. groRtenteils fehlenden Zellfortlaufern (Pfeil).
C. 14 Tage alte Map2® Neurone nehmen an Zellmasse zu und bilden zunehmend léngere Zellfortlaufer,
die wiederum ein Netzwerk ausbilden. D. Dieses Netzwerk fehlt den in der Zellzahl stark reduzierten
Map2® Neurone aus Gli3-Neurosphdren, da sie fast keine Zellfortldufer ausbilden (Pfeil). E.
Auszahlungen mehrerer Zellkulturlochplatten bestatigen deutlich verkirzte Zellfortlaufer in der Mutante
in Abhangigkeit zum Differenzierungstag, wobei am 14. Tag die Fortlauferlange bis auf die Halfte
verkiirzt ist. F. Dieses Diagramm zeigt eine stark reduzierte Zellfortlauferzahl pro Map2* Zelle. Wahrend
wildtypische Neurone im Schnitt bis zu 2,2 Fortlaufer ausbilden, kommen die Gli3-Neurone auf lediglich
0,7 Fortlaufer. ** = p < 0,001, Balken A.-D. 50um, DAPI (blau) Zellkern spezifischer Marker.
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3.4.7 Erhohte RC2" Vorlauferzellzahl in ausdifferenzierten Neurosphéaren

Aufgrund der reduzierten Zahl an Neuronen unter neuronalen
Differenzierungsbedingungen, stellte sich die Frage, ob eine reduzierte oder
vermehrt neurale Vorlauferzellzahl vorhanden ist. SchlieRlich konnten vorab in
der Gli3-Mutante ektopische RGC Expressionen festgestellt werden, so dass
unter identischen Differenzierungsbedingungen, wie sie fir die Gliogenese als
auch fiir die Neurogenese angewendet wurden, Antikérperfarbungen fiir BLBP”
und RC2" Zellen durchgefiihrt wurden. Nach 7 als auch 14 Tagen zeigten
sowohl Wildtyp als auch Mutante ahnliche Vorkommen von BLBP Farbungen.
Das Zellsoma war mit dem mittig liegenden DAPI® Zellkern gut zu erkennen.
Die BLBP" Zellen bildeten ein verstricktes Netzwerk untereinander aus und
lieRen dadurch einen dichten Zellrasen entstehen. Eine Auszahlung der Zellen
war dadurch nicht méglich (Abb.25).

Xt'/+

BLBP DAPI

Abb.25: Zellkulturaufnahme ausdifferenzierter BLBP* Zellen nach 14 Tagen

A+B. Die griin dargestellten BLBP* Zellen erscheinen sowohl im Wildtyp als auch in der Gli3-Mutante in
einem dichten Netzwerk. Dabei ist das Zellsoma mit dem zentral liegenden blauen DAPI* Zellkern deutlich
zu erkennen und es lassen sich kurze Ansatze von Fortlaufern beobachten. Allerdings kann aufgrund der
hohen Dichte keine offensichtliche Veranderung gegeniiber dem Wildtyp festgestellt werden. A.B. 50um

Anders ist es hingegen bei den RC2" Zellen. In beiden Zellkulturen konnten
RC2" Zellen mit einem auffallig dicken Zellsoma, einem randstandigem DAPI*

Zellkern und mehreren kleinen Zellfortlaufern beobachtet werden (Abb.26).
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Abb.26: Erhéhte Anzahl RC2" Zellen in der Differenzierungskultur aus Gli3-Neurosphéren

A. Die Ubersichtsaufnahme mit 5facher VergroRerung zeigt wenige rot markierte, RC2" exprimierende
Zellen auf einen mit DAPI (blau) gefarbten Hintergrund. Dabei kann es sich sowohl um neuroepitheliale
Vorlauferzellen als auch um RGC handeln. C. Unter VergroRerung lassen sich zwei dieser Zellen mit
einem ovalen Zellsoma und randstandigem Zellkern erkennen. Die Fortlaufer sind kurz und sehr fein
dargestellt. B. Die Ubersichtaufnahme zeigt hindessen eine erhdhte Anzahl RC2" Zellen. D. In der
Vergrolierung scheinen sie in ihrer Morphologie nicht gestért zu sein. E. Auszédhlungen zum 7. und 14.
Differenzierungstag zeigen eine deutliche Uberproduktion an RC2" Zellen in der Gli3-Kultur. Pro
Kulturplatte sind im Wildtyp etwa 19 RC2" Zellen vorzufinden, die Gli3-Neurospharen produzieren
hingegen in der selben Zeit bis zu 74 RC2" Zellen. ** = p < 0,001, Balken A.B. 200um C.D. 50um, DAPI
(blau) Zellkern spezifischer Marker.

Doch schon nach sieben Tagen in Kultur waren hier groRe Unterschiede zu
verzeichnen. Wahrend in der wildtypischen Kultur vereinzelt liegend RC2*

Zellen (18+/-2,6 (n=7)) zu sehen waren, fand man in der Mutantenkultur, dichter
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zusammenliegend, im Durchschnitt 75,7+/-6,0 (n=7) Zellen. Diese Beobachtung
setzte sich auch am Tag 14 der Zellkultur fort, so dass auch hier weniger RC2*
Zellen in der wildtypischen Zellkultur (14+/-5.3 (n=6)), im Vergleich zur
Mutantenkultur sichtbar waren ( 70.3+/-7.7 (n=6)).

Aus diesen Beobachtungen lasst sich somit deuten, dass zwar keine
Veranderungen fiir BLBP® Vorlauferzellen zu sehen sind, doch dass RC2*
Zellen in der Mutante vermehrt produziert werden und/oder sich nicht weiter

differenzieren konnen und als Vorlauferzellen bestehen bleiben.



4. Diskussion

93

4. Diskussion

Unser Gehirn besteht aus Milliarden von Neuronen, Verbindungen und einer
Flalle von Gliazellen, wobei der Neokortex von Saugetieren zu den
komplexesten Struktur zahlt. Daher wurden in den letzten Jahren verstarkt
Untersuchungen vorangetriecben die Mechanismen zu verstehen, die zur
Bildung einer solchen Struktur fihren. Die neu aufkommende Bedeutung von
radialen Gliazellen als neuronale Vorlauferzellen, deren zunehmende
Charakterisierung und die mdgliche Unterscheidung von basalen Vorlaufer-
zellen, hat das Bild der kortikalen Stamm- und Vorlauferzellen enorm verandert
(Culican et al. 1990; McKay 1997; Alvarez-Buylla et al. 2001; Hartfuss et al.
2001; Gotz and Huttner 2005). Dennoch ist das Wissen bezuglich der Gene und
Molekule, die fur eine geordnete Ausbildung und regionale Differenzierung von
RGCs verantwortlich sind, sehr gering. Schliel3lich kommt diesen molekularen
Mechanismen nicht nur die Bedeutung fur die geregelte Bildung der
unterschiedlichen Zelltypen des zerebralen Kortex zu, sie sind auch an der
Bildung einer korrekten Anzahl von neuralen und glialen Zelltypen beteiligt.
Daher wurde in dieser Arbeit die Rolle des Gli3-Zinkfinger-Transkriptionsfaktors
bezlglich dieser Prozesse untersucht.

Der erste Abschnitt dieser Arbeit konnte mit Hilfe von ISH und Fluoreszenz-
farbungen unter dem Verlust von Gli3, eine erhohte ektopische Expression von
RGC Markern im zerebralen Kortex von Gli3 mutierten Embryonen zeigen, die
eine ektopische Koexpression mit Wnt7b aufweisen und sich zu klumpenartigen
Ansammlungen anlagerten. Dieser Phanotyp war unter zusatzlichem Verlust
von Wnt7b in der Gli3-Mutante verstarkt ausgepragt. In diesen Embryonen
zeigte sich eine nahezu durchgehend ektopische Expression von RGC Markern
im zerebralen Kortex. AbschlieRend konnte im zweiten experimentellen
Abschnitt dieser Arbeit bei GIli3 mutierten Neurospharen eine reduzierte Anzahl
an produzierten Neuronen mit einer verminderten Ausbildung an Neuriten
festgestellt werden. Gleichzeitig verbleiben die GIli3 mutierten Neurospharen
vermehrt im RGC-Stadium, so dass von einem beeintrachtigten neuronalen

Differenzierungspotential auszugehen ist.
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4.1. Ektopische Expression RGC spezifischer Marker im Neokortex der
Gli3-Mutante

Bereits frUhere Studien konnten GIi3 eine Funktion wahrend der Musterbildung
und Regionalisierung des Telenzephalons zeigen. So ist bekannt, dass in
Xt'/Xt’ Mauseembryonen wichtige Strukturen des dorsalen Telenzephalons
fehlen, die Expression von Emx1/Emx2 wie auch Pax6 reduziert ist und eine
veranderte Expression von Fgf8, Bmp4 und Wnt7b aufweisen (Theil et al. 1999;
Tole et al. 2000; Kuschel et al. 2003; Fotaki et al. 2006). Jedoch richteten diese
Arbeiten den Fokus nicht auf die Rolle von GIli3 in der Beeinflussung und
Steuerung der Produktion von kortikalen Vorlauferzellen, obwohl von ersten
Hinweisen auf eine gestdrte Neurogenese in der Xt’-Mutante zum Zeitpunkt
E11.5 berichtet wurde (Theil 2005). Daher wurde in dieser Arbeit, mit Hilfe
weiterer Analysen, einer moglich defekten Neurogenese nachgegangen. Es
konnten bereits flr die basalen Vorlauferzellen zum Zeitpunkt E11.5 die ersten
Unterschiede festgestellt werden. Die Anzahl Tbr2" basaler Vorlauferzellen ist
in der Gli3-Mutante deutlich reduziert. Es ist bekannt, dass eine verstarkte Tbr2
Expression in Wildtypembryonen mit einer schwacheren Expression des
dorsalen Pax6 Gradienten einhergeht (Englund et al. 2005). So wird Pax6
zunachst im Neuroepithelium der VZ stark exprimiert und beeinflusst so die
Proliferation der neuroepithelialen Vorlauferzellen. Wenn sich zum Zeitpunkt
E14,5 die SVZ ausbildet, wird die Pax6 Expression jedoch in den Zellen dieser
Schicht abgeschaltet und das Aufkommen des T-box Transkriptionsfaktors Tbhr2
kann beobachtet werden (Caric et al. 1997; Land and Monaghan 2003;
Schuurmans et al. 2004; Englund et al. 2005). Vorangehende Untersuchungen
der Xt-Mutante konnten diesbeziiglich einen gestdrten Pax6-Gradienten
aufzeigen(Kuschel et al. 2003; Theil 2005), so dass die reduzierte Anzahl Tbr2"
basaler Vorlauferzellen in der Xt-Mutante méglicherweise in diesem
Zusammenhang gesehen werden kann. SchlieBlich zeigen Pax6 Knockout-
Mause im lateralen Kortex des Telenzephalons, der Region mit der hochsten
Pax6 Expression, einen Verlust von Tbr2" basalen Vorlauferzellen (Quinn et al.
2007). Jedoch zeigt sich in der Xt’-Mutante bereits zum Zeitpunkt E12.5 im
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vergleich zum Wildtyp keine Abweichungen mehr, so dass von einer
kompensierenden Uberproduktion der basalen Vorlauferzellen auszugehen ist.
Der Mechanismus und die Bedeutung dieser Beobachtungen konnte jedoch
aufgrund der erheblichen phanotypischen Veranderungen des Neokortex der
Xt' -Mutante zum spéteren Zeitpunkt nicht weiter nachgegangen werden und
die Untersuchung denkbarer Auswirkungen auf die Kortexentwicklung war nicht
moglich. Vergleichende Analysen der Xt'—Mutante versus der Pdn-Mutante,
einer Mausmutante mit einem abgemildertem Gli3-Phanotyp, kdnnen eventuelle
Auswirkungen auf die basalen Vorlauferzellen zu einem spateren
Entwicklungszeitpunkt aufklaren.

Anders verhalt es sich unterdessen bei den radialen Gliazellen. Es kann bereits
zum Zeitpunkt E11.5 eine erhdhte Bildung von BLBP" und GLAST® RGC im
Neokortex festgestellt werden, dessen Uberexpression sich zum Zeitpunkt
E12.5 verstarkt. Diese entstammen dem Telenzephalon, wie die Doppel-
farbungen fur GLAST/FoxG1 zeigen und widerlegen so die Annahme, dass
diese Zellen aus dem Dienzephalon eingewandert sind (Fotaki et al. 2006).
Somit kann GIi3 in die Liste weiterer Transkriptionsfaktoren wie Emx2, Pax6,
Tbr2 oder Hes 1 und 5 aufgenommen werden, welche alle eine Rolle in der
Entstehung und Produktion von RGC spielen und sich gegenseitig
beeinflussen. So ist z.B. bekannt dass Emx2, in einem gegenlaufigen kaudal-
medialen Gradienten zu Pax6 exprimiert wird und die Anzahl von
Vorlauferzellen stimulieren kann, eine symmetrische Zellteilung begtinstigt und
Vorlauferzellen mit der Fahigkeit ausstattet, sich in multiple Zelllinien zu
differenzieren, die sowohl Neurone, Astrozyten und Oligodendrozyten
beinhalten (Bishop et al. 2000; Heins et al. 2001). Ahnlich verhalt es sich mit
Pax6, das bevorzugt in einem rostral-lateralen Gradienten fur die
Differenzierung der Vorlauferzellen Sorge tragt (Heins et al. 2002; Haubst et al.
2004; Englund et al. 2005). Untersuchungen zu Hes 1 und Hes 5 konnten
zudem zeigen, dass der Verlust dieser Gene zu einer frihzeitigen
Differenzierung von neuroepithelialen Zellen in Neurone flhrt und es bei RGC
ebenfalls zu einer einseitigen, verfrihten Produktion von Neuronen kommt

(Hatakeyama et al. 2004). Doch anders als bei diesen Transkriptionsfaktoren,



4. Diskussion

96

kommt es in der Gli3-Mutante zu keiner globalen Auswirkung auf die Produktion
von RGC. Sie aullert sich vielmehr durch eine lokal begrenzte, clusterférmige
Uberproduktion BLBP* und GLAST® RGC. Diesen Zellen konnte zudem eine
Koexpression mit Wnt7b nachgewiesen werden, was Vermuten lasst, dass

BLBP und Wnt7b in der Lage sind, sich gegenseitig zu beeinflussen.

4.2 BLBP und seine Bedeutung wahrend der kortikalen Entwicklung

Die doppele Rolle radialer Gliazellen, sowohl als Leitstruktur fir wandernde
kortikale Neurone, als auch als neuronale Vorlauferzelle zu fungieren, lieRen
die Vermutung nach gemeinsamen Signalen aufkommen. Diesen Signalen wird
eine Rolle in der Entstehung von RGC und Neuronen als auch in der Steuerung
neuronaler Zellwanderung zugesprochen. Bedingt durch die Tatsache, dass
entlang der RGC wandernde Neurone in der Lage sind deren Morphologie und
Proliferation zu beeinflussen (Hatten 1985), wurde zuerst der Fokus auf eine
Flalle von Neuronen exprimierten Signalen, Zelloberflachen-antigenen und
Molekulen gerichtet, wie z.B. auch dem Notch-Signalweg (Gaiano et al. 2000;
Gaiano and Fishell 2002; Patten et al. 2003). Beim Notch/Delta Signalweg
handelt es sich um einen Signaltransduktionsweg, durch den Zellen auf aul3ere
Signale reagieren konnen und z.B. durch die laterale Inhibition beeinflusst
weden. Die Bindung des Liganden Delta an den Rezeptor Notch fuhrt zur
proteolytischen Abspaltung der intrazellularen Notch Doméane, die anschlieRend
in den Zellkern wandert. Dort findet eine Interaktion mit CBF1 statt, einem
Transkriptionsfaktor.

Doch im Gegensatz zu diesen Erkenntnissen ist bisher wenig Uber die
Aktivierung von Genen in RGC uber den Notch/Delta Signalweg bekannt. Ein
Kandidat hierfur ist z.B. das ,brain lipid-binding protein“ (BLBP), ein Gen das
dynamisch in RGC durch an ihnen entlang wandernden Neuronen reguliert wird
und zum Zeitpunkt vermehrter Neuronenproduktion die  hdchste
Expressionsrate aufweist (Feng et al. 1994; Kurtz et al. 1994; Feng and Heintz
1995). In dieser Arbeit dient BLBP als ein Marker fruh gebildeter RGC. BLBP

zahlt zu einer groRen Familie hydrophober Proteine, die als ,fatty acid binding
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proteins“ (FABP) bezeichnet werden, in unterschiedlichen Regionen des
Korpers vorkommen und der Aufgabe nachgehen das Zellwachstum und die
Differenzierung zu regulieren (Ross 1993; Owada et al. 1996). Untersuchungen
mit Antikdrpern gegen BLBP konnten einen Nachweis sowohl im Zytoplasma
als auch im Zellkern erbringen und sprechen BLBP die Fahigkeit zu an
Liganden binden zu konnen, um uber eine Wechselwirkung mit Zellkern-
rezeptoren die Transkription verschiedener Produkte zu beeinflussen (Feng et
al. 1994). Weiterhin konnte durch das blockieren von BLBP mit Hilfe von
Antikérperexperimenten gezeigt werden, dass die gliale als auch neuronale
Differenzierung in vitro unter dem Verlust von BLBP nicht mehr stattfindet und
BLBP somit als Vermittler zwischen neuronalen und glialen Signalen agiert. Der
Verlust von BLBP verhindert ein Auswachsen von Zellfortlaufern der RGC in
Kultur und es konnte zudem eine fehlende neuronale Zellwanderung entlang
dieser verkurzten Fortlaufer beobachtet werden, wahrend die RGC Proliferation
jedoch nicht beeinflusst ist (Feng et al. 1994). Ahnliche Ergebnisse konnten
auch fur BLBP im Zusammenhang mit Schwannzellen beobachtet werden
(Miller et al. 2003). Dabei kann normalerweise eine Koexpression von Pax6 und
BLBP in neuroepithelialen Vorlauferzellen beobachtet werden. Fehlt die
Expression von Pax6, wie z.B. in der Pax6°®*®—Mutante, so ist die BLBP
Expression stark reduziert. Weiterhin konnte anhand funktionaler Knockouts
von BLBP gezeigt werden, dass neuroepitheliale Vorlauferzellen in ihrer
Proliferation gestort sind und vermehrt in die neuronale Differenzierung
ubergehen. Unterdessen fuhrt eine ektopische Induktion von Pax6 zu einer
deutlichen Zunahme der BLBP Expression in diesen Zellen, so dass diese
Beobachtungen BLBP als ein Zielgen von Pax6 erscheinen lassen (Arai et al.
2005). Als ein moglicher Interaktionspartner fur dieses Zusammenspiel aus
neuronalen und glialen Signalen wird Notch vermutet. Es konnte gezeigt
werden, dass die Expression von BLBP wahrend der Entwicklung vom
Transkriptionsverstarker CBF1  abhangig ist.  Gleichzeitig  konnten
Untersuchungen an Knockoutmausen fir den Notch1 und Notch3 Rezeptor
eine deutlich reduzierte BLBP Expression feststellen (Anthony et al. 2005).

Aulerdem wird nach Aktivierung von Notch1 eine verstarkte Expression von
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RGC im embryonalen Mausekortex beobachtet (Gaiano et al. 2000). Nach einer
Uberexpression von Notch1 zum Zeitpunkt E14,5 in kortikalen Vorlauferzellen
zeigen diese ebenfalls eine zunehmende radiale Morphologie mit gesteigerter
BLBP Expression (Li et al. 2008).

Diese Erkenntnisse machen BLBP somit zu einem ZNS-spezifischen Zielgen
des Notch-Signalweges und zeigt dadurch eine vermittelnde Rolle in der
Differenzierung von RGC zu Neuronen und deren Zellwanderung entlang der
radialen Zellfortlaufer auf, ein Vorgang, der wichtig fur eine geordnete Ent-
wicklung der einzelnen kortikalen Schichten des Kortex ist. Vorangegangene
Analysen konnten zum Zeitpunkt E14,5, eine gestorte Laminisierung des
zerebralen Kortex in der Xt’ —Mutante aufzeigen. Die VZ erscheint wellenartig
desorganisiert und Pax6™ Zellen erscheinen aulerhalb dieser Zone. Weiterhin
lagern sich Map2® als auch Tbr1" Neurone zu Clustern zusammen und sind
nicht in der Lage die einzelnen Zellschichten auszubilden. So fehlen die klar
voneinander zu unterscheidende Marginalzone, die Kortikalplatte sowie die
Subventrikularplatte in der Xt —Mutante (Theil 2005).

4.3 Ektopische Expression RGC spezifischer Marker im Neokortex der
Gli3/Wnt7b-Doppelmutante und der Einfluss von Wnt7b

Im Vorfeld dieser Arbeit konnte eine ektopische Wnt7b Expression in kortikalen
Vorlauferzellen der Xt' —Mutante festgestellt werden. Jene prasentiert sich
unregelmafdig und tritt in einer wellenartigen, gestreiften Form auf (Theil 2005).
Diese Arbeit zeigt im zerebralen Kortex der Xt' —~Mutante, dass die ektopische
wellenartige BLBP/GLAST Expression mit der Uberexpression von Wnt7b
Ubereinstimmt, und dass die RGC beide Signale koexprimieren. Hiernach
wurde zunachst vermutet die ektopische Wnt7b Expression sei fur das
vermehrte Vorkommen RGC verantwortlich. Daher wurden aufgrund des
Fehlens der Wnt7b Expression in der Gli3/Wnt7b-Doppelmutante und unter der
Annahme einer Reduzierung von ektopischen BLBP und GLAST Expressionen,

weitere Analysen bezlglich RGC angestellt.
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Widererwartend konnte jedoch, statt einer Abnahme der ektopischen RGC
Expression, eine zunehmende Bildung BLBP" und GLAST" Zellen beobachtet
werden. Somit kann Wnt7b eine neue Rolle zugesprochen werden, hemmend
auf die Produktion von RGC zu wirken. SchlieRBlich wird Wnt7b in
Wildtypembryonen in einem gegenlaufigen Gradienten zu BLBP/GLAST in der
Ventrikularzone und dem dorso-medialen Telenzephalon exprimiert. Im
kortikalen Saum findet hingegen eine Uberlappende Expression statt, wahrend
im dorso-lateralen Telenzephalon nur eine schwache Wnt7b Expression
gefunden werden kann. Zusatzlich zeigt sich noch eine starke Expression in
differenzierten Neuronen (Kim et al. 2001; Theil 2005). Interessanterweise
konnte eine ektopische Wnt7b Expression in vorhergehenden Studien zum
Zeitpunkt E11.5 festgestellt werden und korreliert mit hier beobachteten
ektopischen BLBP*/GLAST" Expressionen dieser Arbeit (Theil 2005).

Dabei ist bereits bekannt, dass abhangig vom Entwicklungszeitpunkt, der
kanonische Wnt-Signalweg als eine steuernde Instanz fur die Proliferation und
Differenzierung von Vorlauferzellen im zerebralen Kortex agiert. So besitzen
Whnt-Signale zum Zeitpunkt E8-E10 einen mitogenen Effekt auf die steigende
Anzahl Kkortikaler Vorlauferzellen, wahrend spater die Differenzierung im
Vordergrund steht (Lee et al. 2000; Chenn and Walsh 2002; Chenn and Walsh
2003; Backman et al. 2005; Hirsch et al. 2007). Dennoch konnten
Untersuchungen zur Uberexpression von Wnt7b der Gli3-Mutante keine
Aktivierung von Conductin zeigen, einem direkten Zielgen des kanonischen
Signalwegs (Lustig et al. 2002) und lasst ruckschlieRend vermuten, dass dieser
Signalweg in der Mutante inaktiv ist (Theil 2005). Dessen ungeachtet ist aber
zusatzlich bekannt, dass Wnt-Signale in der Lage sind mit Notch/Delta Signalen
zu interagieren um auf diese Weise auf die Entstehung von RGC Einfluss
nehmen zu konnen (Arias 2002; Anthony et al. 2005; Mizutani et al. 2007). Es
gibt zwar noch weitere bekannte Faktoren, die einen Einfluss auf die BLBP
Expression nehmen kénnen, wie beispielsweise Reelin, dem ebenfalls eine
Rolle in der Induktion eines RGC Phanotyps mit einer Steigerung der BLBP
Expression zukommt (Hartfuss et al. 2003). Doch haben fruhere

Untersuchungen der Xt’ -Mutante eine reduzierte Anzahl reelin® Cajal-Retzius
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Zellen gezeigt. Diese prasentieren sich im Kortex zu Clustern zusammen-
gelagert und mit einer deutlich verminderten Reelin Expression (Theil 2005).
Gleichzeitig 1asst sich in der Gli3-Mutante eine verstarkte Anzahl BLBP™ Zellen
erkennen, die zudem eine Uberexpression von Wnt7b aufzeigen. Es konnte mit
Hilfe von BLBP und Tuj1 Antikérpern in Doppelfarbungen gezeigt werden, dass
es an Stelle einer ektopischen BLBP Expression zu einer traubenférmigen
Zusammenlagerung Tuj1* Neurone in der Praplatte kommt. Diese werden von
Tuj1” Stellen spaltengleich unterbrochen und korrelieren mit BLBP freien
Bereichen. Diese Beobachtungen lassen somit an eine Interaktion zwischen
dem Notch/Delta-Signalweg und dem kanonischen Wnt-Signalweg bei der
BLBP Regulation denken. Zusatzlich zeigt sich wahrend der spateren
Entwicklung eine zunehmende Neurogenese nach in utero Elektroporation
eines Wnt7b Konstruktes (Theil, zur Veroffentlichung eingereicht). Diese
Beobachtung entspricht den Berichten vergangener Studien, die zeigen
konnten, dass ebenfalls durch die Aktivierung des Notch-Signalweges Uber
Wnt-Proteine eine verstarkte Neurogenese in postnatalen Vorlauferzellen
stattfindet (Hirsch et al. 2007).

Somit kann GIli3, abhangig vom Entwicklungszeitpunkt durch eine kontrollierte
Unterdrickung des Wnt7b-Signals, eine neue vermittelnde Rolle zugesprochen
werden. Gli3 kann zum einen Einfluss auf die Entstehung von RGC im
zerebralen Kortex nehmen, zum anderen kann es auch einen Effekt auf die

neuronale Differenzierung ausuben.

4.4  Einfluss von GIi3 auf die Proliferation und Differenzierung in Kultur

gehaltener Neurosphéren

Entgegen dem Bericht einer Studie, dass keine GIli3 defiziente Neurospharen
aus dem E15,5 und E18,5 Kortex gewonnen werden konnen (Palma and Ruiz i
Altaba 2004), gelang im Rahmen dieser Arbeit die Kultivierung von
Neurospharen unter Verwendung des E12.5 dorsalen Telenzephalons. Diese in
Kultur gehaltenen, rundlichen Zellaggregate zeigten keine offensichtlichen

Unterschiede zwischen Wildtyp und Gli3-Mutante bezuglich Proliferation und
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Morphologie auf. Dieses Ergebnis lasst sich mit der fortschreitenden,
morphologischen Degenerierung des Telenzephalons in der Gli3-Mutante nach
E12.5 erklaren (Theil et al. 1999), bei der die Strukturen des Gli3-mutanen
Telenzephalons weitgehend zerstort wird.

Die aus dem dorsalem Telenzephalon isolierten Neurospharen zeigen eine
regelrechte  Bildung von Astrozyten und Oligodendrozyten unter
Differenzierungsbedingungen auf, so dass von einer funktionsfahigen
Gliagenese gesprochen werden kann. Anders jedoch verhalt es sich mit der
Neurogenese. Gli3 defiziente Neurospharen bildeten zwar Map2® und Tuj1*
Neurone aus, doch war ihre Anzahl gegenuber dem Wildtyp deutlich reduziert.
Diesbezuglich erschienen die wenigen Neurone in ihrer Morphologie gestort
und prasentierten sich mit einer verminderten Anzahl von Neuriten, die
wiederum in ihrer Lange deutlich verklrzt und in ihrer Fahigkeit, einen normalen
Dendritenbaum aufzubauen, gestort waren. Gleichzeitig konnte eine erhdhte
Anazahl RC2" RGC unter Kulturbedingungen beobachtet werden.

Der Verlust von GIli3 scheint daher die Neurogenese nicht komplett zu storen,
sondern Ubt vielmehr einen Einfluss auf eine geregelte Differenzierung von
Vorlauferzellen in Neurone aus. Dadurch kommt es zu einer Anhaufung von
RGC, die nicht mehr in der Lage sind funktionsfahige Neurone zu produzieren.
Als Mdgliche Ursache fur diesen Differenzierungsdefekt kann zum einen eine
gestorte Zellpolaritat sein. Diese spielt bei der Entscheidung einer Vorlaufer-
zelle in der Proliferation zu bleiben oder in die Neurogenese zu wechseln eine
wichtige Rolle und ist von zusatzlicher Bedeutung zwischen einer
symmetrischen und einer asymmetrischen Zellteilung umzuschalten (Gotz and
Huttner 2005). Eine mdgliche Kontrolle der Zellpolaritat wird dabei
Adhasionsmolekllen zugesprochen, wie z.B. R-catenin, das sowohl am
kanonischen Wnt-Signalweg beteiligt ist, aber auch in ,Adherens junctions®
vorkommt und dort Zelladhasionsmolekule der Cadherinproteinfamilie verknupft
(Aberle et al. 1996; Aberle et al. 1997; Das et al. 2002; Le Borgne et al. 2002).
Frihere Studien konnten zeigen, dass eine Uberexpression an R-catenin die
Anzahl RGC auf Kosten basaler Vorlauferzellen steigert, wahrend ein Verlust

von R-catenin eine reduzierte Vorlauferanzahl mit erheblichen strukturellen
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Fehlbildungen und einer gestdorten Zellwanderung verursacht (Chenn and
Walsh 2002; Chenn and Walsh 2003; Machon et al. 2003; Machon et al. 2007;
Wrobel et al. 2007). Normalerweise findet sich eine angereicherte Expression
von [3-catenin an der apikalen Seite der neuroepithelialen Vorlauferzellen. In der
Xt -Mutante ist diese Lokalisation jedoch nicht sichtbar, sondern erscheint (iber
die gesamte Zelloberflache der neuroepithelialen Vorlauferzellen ektopisch
verstreut (Theil 2005). Bei der Untersuchung weiterer Proteine wie ZO-1 und
Par-3, die normalerweise an der apikalen Seite vorzufinden und an der
Kontrolle der Zellpolaritat beteiligt sind (Izumi et al. 1998; Lin et al. 2000), zeigt
die Xt’ ~Mutante ebenfalls ein reduziertes bzw. nicht mehr vorhandenes Signal.
So erscheinen ZO-1 und Par-3 normalerweise in der Nahe von Adherens
junctions netzartig (iber das Zytoplasma verstrickt, wahrend in der Xt’ —~Mutante
wiederum keine deutliche Struktur erkennbar ist (Theil 2005). Zudem ist in
kortikalen Vorlauferzellen der Xt’ ~Mutante eine reduzierte Numb Expression an
der apikalen Zellseite bekannt. An der Fruchtfliege Drosophila melanogaster,
als auch an Mausen, konnte gezeigt werden, dass Numb flir eine
asymmetrische Zellteilung wahrend der Entwicklung des zerebralen Kortex
wichtig ist (Shen et al. 2002; Yu et al. 2003). Dartber hinaus fuhrt eine
Uberexpression von Numb zu einer gesteigerten Neurogenese, wahrend
Knockout-Mause fur Numb eine verminderte Neurogenese aufweisen (Zilian et
al. 2001).

Diese Beobachtungen zeigen mit den Verlust unterschiedlicher, in der Kontrolle
der apikal/basalen Zellpolaritat involvierten Proteine einen moglichen Grund far

die gestorte Neurogenese der in Kultur gehaltenen Neurospharen.
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4.5 Reduzierte Expression der NeuroD-Genfamilie in der Gli3-Mutante

An diese Arbeit anknupfende und weiterfuhrende Experimente konnten neue
Einblicke in weitere mogliche Mechanismen gewinnen, die fur die beobachteten
Defekte verantwortlich sein kdnnten (Theil, zur Veroffentlichung eingereicht). So
konnte mit Hilfe von Mikrochipanalysen, RT-PCR und in situ Hybridisierung zum
ersten Mal zeigen werden, dass Mitglieder der NeuroD- Genfamilie veranderte
Genexpressionen im Gli3-defizienten, dorsalen Telenzephalon aufweisen. Es
zeigt sich eine reduzierte NeuroD2 und NeuroD6 Expression in der Gli3-
Mutante, wahrend NeuroD im Kortex im Vergleich weniger stark reduziert
erscheint. Bei diesen Faktoren handelt es sich um basisch Helix Loop Helix
Transkriptionsfaktoren (bHLH). Diese Klasse von Transkriptionsfaktoren ist fur
eine geordnete Entstehung und Differenzierung unterschiedlichster Gewebe-
arten wahrend der Embryogenes verantwortlich, wie z.B. der Hamatopoese
(Porcher et al. 1996), Differenzierung von Hautzellen (Li et al. 1995) oder der
Neurogenese (Schwab et al. 2000; Schneider et al. 2008). Zahlreiche
Experimente zeigten mit Hilfe einer ektopischen Uberexpression von NeuroD
einen regulatorischen Einfluss auf die Neurogenese, die neuronale
Differenzierung (Lee et al. 1995; Liu et al. 2000; Chae et al. 2004) und die
Neuritogenese (Cho et al. 2001; Uittenbogaard and Chiaramello 2002;
Uittenbogaard and Chiaramello 2004). Die Expression von bHLH
Transkriptionsfaktoren der NeuroD-Familie werden im Kortex in einem sich fast
vollstandig uUberlappenden Muster vorgefunden. Dies lasst zu der Annahme
fuhren, dass die jeweiligen Familienmitglieder eine kompensierende Funktion
bei Verlust eines der anderen Transkriptionsfaktoren besitzen (Schwab et al.
1998). In Knockout-Tieren fur einzelne NeuroD-Gene konnten relativ milde
Veranderungen festgestellt werden. Es zeigte sich unter Verlust von NeuroD ein
Verlust des Stratum granulosum im Gyrus dentatus, einer wichtigen Struktur
des Hippokampus. Als Grund konnte eine gestorte Proliferation und
Differenzierung von Vorlauferzellen in diesem Bereich aufgezeigt werden (Liu et
al. 2000). In Anlehnung an die gestorte Neurogenese und das vermehrte

Aufkommen RGC aus Gli3-mutanten Neurospharen, die in dieser Arbeit gezeigt
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werden, konnten andere Zellkulturexperimente von Retinazellen aus NeuroD
defizienten Mausen ahnliche Beobachtungen feststellen. Unter Verlust von
NeuroD wurde ebenfalls eine gestorte Neurogenese mit einer reduzierten
Anzahl von Interneuronen und einer vermehrten Produktion von Gliazellen
gezeigt. Gleichzeitig war es durch eine ektopische Expression von NeuroD
moglich, die Gliogenese zu stoppen (Morrow et al. 1999). Analysen von
Knockout-Mausen fur NeuroD2 zeigten indessen eine fehlende axonale
Verknupfung zwischen Thalamus und Kortex, einschlieRlich einer gestorten
Reifung von synaptischen Verbindungen (Ince-Dunn et al. 2006).

Einen Zusammenhang zwischen Gli3 und bHLH Faktoren der NeuroD Familie
konnte auch in Analysen am Froschmodel Xenopus laevis aufgezeigt werden.
So ist neben der Beobachtung, dass GIli3 fur die Bildung primarer Neurone
wahrend der Neurogenese bendtigt wird, zusatzlich gezeigt worden, dass GIi3
durch eine ektopische Aktivierung neuronaler bHLH Signalwege fir eine
neuronale Differenzierung notwendig ist (Brewster et al. 1998; Nguyen et al.
2005). Gestutzt auf diese Beobachtungen kann die veranderte NeuroD-
Genexpression in der Xt—Mutante fiir die beobachteten Differenzierungs-
defekte verantwortlich gemacht werden. Dabei kann durch die komplementare
Expression der Gli3- und NeuroD-Gene in kortikalen Vorlauferzellen bzw.
kortikalen Neuronen nur von einer indirekten Interaktion zwischen beiden
Genen ausgegangen werden. Es ist bekannt, dass eine korrekte Expression
von NeuroD nur unter einer Expression von Vorlauferzelleigenen proneuronalen
Genen stattfinden kann, wie z.B. Ngnl und Ngn2 (Lin et al. 2004). Fruhere
Untersuchungen von Xt-Embryonen zum Zeitpunkt E12.5 konnten ein
reduzierte Expression von Ngn2 entlang der dorsomedialen Linie und einen
Verlust im rostalen Abschnitt des Telenzephalons zeigen (Kuschel et al. 2003).
Diese Abschnitte wurden jedoch unter der Praparation des Neokortex fur die
Zellkultur ausgelassen, so dass Ngn2 mit Hilfe von PCR Analysen in dieser
Arbeit detektiert werden konnte. Daher ist durchaus denkbar, dass Gli3 in der
Lage ist, die Funktion proneuraler Proteine Uber Ko-Faktoren oder negative
Regulatoren zu lenken. Hinsichtlich dieser Proteine gibt es eine Vielzahl

moglicher Kandidaten, wie z.B. Sox4 und Sox1l, zwei HMG-Domanen
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Transkriptionsfaktoren. Diese werden in neuralen Vorlauferzellen exprimiert und
sind in der Kontrolle einer regelhaften Neurogenese involviert (Cheung et al.
2000; Sock et al. 2004). Sie sind ebenfalls in der Lage, die Transkription von
weiteren bHLH Faktoren zu aktivieren (Bergsland et al. 2006). Gleichfalls kann
Gli3 jedoch Uber alternative Signalwege auf die NeuroD-Transkripte Einfluss
nehmen. Daher ist es von groRem Interesse diese Faktoren aufzudecken, um
einen detaillierten Einblick in die verantwortlichen Mechanismen einer
regelrechten Differenzierung kortikaler Neurone zu gewinnen. Daruber hinaus
mussen Zellkulturexperimente von Gli3/Wnt7b-mutanten Neurospharen zeigen,
ob wie zu erwarten, ein erhdhtes RGC Aufkommen unter Zellkulturbedingungen

zu beobachten ist.
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5. Zusammenfassung

Der zerebrale Kortex zahlt bei Saugetieren zu einem der komplexesten Systeme und
ist das Zentrum unserer Wahrnehmung, unseres Denkens, Fuhlens und Handelns.
Wahrend der Entstehung des zerebralen Kortex spielen das Neuroepithel, die
radialen Gliazellen und die basalen Vorlauferzellen als Quelle neu entstandener
Neurone und Gliazellen eine besondere Rolle. Bereits im Vorfeld dieser Arbeit wurde
von ersten Anzeichen einer gestérten Neurogenese in der Xt’-Mutante zum Zeitpunkt
E11.5 berichtet, jedoch nicht ausreichend untersucht.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte dem Zinkfinger-Transkriptionsfaktor Gli3 eine
wesentliche Beteiligung an der Kontrollierung einer geordneten Proliferation und
Differenzierung neuronaler Vorlauferzellen gezeigt werden. Zunachst wurde auf
molekularbiologischer Ebene in Xt/ Xt’ Embryonen mit Hilfe von Antikérperfarbungen
und in situ Hybridisierungen eine ektopische, wellenartige Expression von BLBP* und
GLAST' radialen Gliazellen nachgewiesen. Aufgrund der zuséatzlich beobachteten
Koexpression von Wnt7b in diesen Vorlauferzellen des dorsalen Telenzephalons,
konnten weiterfUhrende Untersuchungen einer XtIXt/Wnt7b”  Doppelmutante
zeigen, dass Wnt7b in der Lage ist die Bildung ektopischer radialer Gliazellen zu
unterdrucken. Als einen moglichen Mechanismus, der bereits im Rahmen anderer
Studien in Zusammenhang mit einer geordneten Differenzierung radialer Gliazellen
gezeigt werden konnte, ist die Interaktion zwischen Wnt7b mit Notch/Delta Signalen
anzunehmen. Im zweiten Abschnitt dieser Arbeit konnte mit Hilfe von isolierten
Neurospharen aus dem dorsalen Telenzephalon der Gli3-Mutante eine gestorte
Neurogenese beobachtet werden. Radiale Gliazellen bleiben vermehrt im
Vorlauferstadium, wahrend sich weniger Neurone ausbilden. Diese zeigen zudem
eine gestorte Neuritenbildung, mit verkurzter bzw. fehlender Axon- und
Dendritenausbildung.

Zusammenfassend sprechen diese Resultate GIi3 eine wichtige Rolle bei der
Kontrolle einer normalen Neurogenese des zerebralen Kortex zu. Diese Storung
kann einerseits mit dem bereits in friheren Untersuchungen gezeigten Verlust einer
apikal/lbasalen Zellpolaritat der Xt-Mutante erklart werden und ist ein méglicher
Grund fur die gestérte RGC Bildung. Andererseits konnten neuere Untersuchungen
der Xt-Mutante eine reduzierte NeuroD-Expression zeigen, die ebenfalls

ausschlaggebend fur die gestorte Neurogenese sein kann.
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