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Einleitung

Wahrend der Entwicklung eines Embryos aus einer befruchteten Eizelle laufen eine
Vielzahl von Prozessen zeitlich koordiniert ab, so dass die Zellen zum richtigen Zeitpunkt
die korrekte Information Uber ihr Schicksal erhalten, bis sie sich zu dem vielfaltigen
Gewebe eines Embryos formieren. Die Kontrolle der =zeitlichen und rdumlichen
Koordination wird von einer Fille von Regulatoren Gbernommen, die in der Steuerung der

Zellproliferation oder in der Zelldifferenzierung involviert sind.

Das Zentrale Nervensystem

Das Zentrale Nervensystem (ZNS) erflllt die verschiedensten Aufgaben, wie die
Integration von Reizen, die Koordination von motorischen Eigenleistungen und die
Regulation aller kognitiven Funktionen. In Sdugetieren besteht das ZNS aus Billionen von
Neuronen, die zusammen ein Netzwerk zur Verarbeitung, Weiterleitung und Ausfihrung
von Signalen darstellen. Die Entwicklung beruht dabei auf kontrollierten Ereignissen,
welche die radumliche und zeitliche Entstehung neuronaler Zellen unterschiedlicher
Schicksale steuern. Wahrend die Struktur und Anatomie des ZNS im letzten Jahrhundert
ausfuhrlich studiert wurde, sind die molekularen Mechanismen hinter der Entstehung

diesen komplexen Systems nur ansatzweise geklart.

Anatomische Organisation des sich entwickelnden ZNS

Der erste Schritt bei der Formation des ZNS von Vertebraten ist die Spezifikation von
neuralen Vorlaufern innerhalb des naiven Ektoderms in einem Prozess, der als Neuralin-
duktion bezeichnet wird. Dabei geht zunachst aus einem entlang der dorsalen Mittellinie
gelegenen verdickten Bereich des Ektoderms die Neuralplatte hervor. Aus dieser ent-
springt in einem als ,Neurulation® bezeichnetem Prozess eine als ,Neuralrinne®
bezeichnete Vertiefung, aus der sich darauf folgend das Neuralrohr und spater die ver-
schiedenen Teile des ZNS entwickeln. Das ausgebildete ZNS gliedert sich in das Gehirn
und das Rickenmark (Abbildung 1). Das Prosencephalon des Gehirns ist neben Mesen-
und Rhombencephalon eines der drei hauptsachlichen Gehirnvesikel, das in der frithen
Embryonalentwicklung formiert wird (Abbildung 1). Es entsteht aus der am weitesten ante-
rior gelegenen Region des Neuralrohrs und besteht aus dem Diencephalon und dem te-
lencephalischen Vesikel. Letzterer evaginiert von der dorsalen Seite des rostralen Dien-
cephalons. Die zwei Hauptregionen des Telencephalons sind das dorsal gelegene Pallium
und das ventral angeordnete Subpallium. Das Subpallium besteht aus den drei primaren

Regionen Striatum, Pallidum und rostralem Telencephalonstiel. Die Anlage von Striatum
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und Pallidum wird als ,Eminentia ganglionaris® (engl. ,Ganglionic eminence®, GE) be-
zeichnet. Aus der lateralen GE (LGE) geht das Striatum, aus der medialen GE (MGE)
geht das Pallidum hervor. In der weiteren Entwicklung des ZNS gehen aus dem Pallium
Cortex und Hippocampus hervor und aus dem Subpallium entspringen die Interneurone,
die auch als Basalganglien bezeichnet werden. Der Bulbus olfactorius (Riechkolben) ent-
wickelt sich letztlich durch bilaterale Evagination einer Region der Neuralplatte des Pro-

sencephalons (Rubenstein et al., 1998).
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Abbildung 1. Die frithe Gehirnentwicklung bei Vertebraten. Die drei primaren Gehirnvesikel (links) und die
Unterteilung der Strukturen in voranschreitender Entwicklung (rechts) sind schematisch dargestellt (modifiziert
nach Gilbert, 2000).

Neurale Stamm- und Vorlauferzellen

Stammzellen werden durch zwei Kriterien charakterisiert: Zum einen besitzen sie die
Fahigkeit zur Selbsterneuerung, d. h. sie durchlaufen eine unbeschrankte Anzahl von Zell-
teilungen, zum anderen zeichnen sie sich durch ihre Potenz, d. h. die Fahigkeit in eine
Vielzahl von verschiedenen Zelltypen zu differenzieren, aus. Totipotente Stammzellen
entstehen bei der Fusion von Ei und Spermienzelle und kénnen in jedes embryonale und
extraembryonale Gewebe differenzieren. Pluripotente Zellen sind Abkémmllinge der toti-
potenten Zellen, welche aber nur in Derivate der drei Keimschichten differenzieren
kénnen. Multipotente Stammzellen besitzen eine noch eingeschranktere Potenz, da sie
ausschlief3lich in eine bestimmte Gruppe von verwandten Zelltypen differenzieren kénnen.
Aus unipotenten Stammzellen kann letztlich nur ein bestimmter Zelltyp hervorgehen.

Dennoch besitzen sie die Fahigkeit zur Selbsterneuerung.

Die so genannten neuralen oder neuroepithelialen Stammzellen des ZNS zahlen zu den
multipotenten Stammzellen. Wahrend der Entwicklung eines Saugetieres gehen aus

diesen Stammzellen alle verschiedenen neuronalen Subtypen des ZNS hervor. Es ist
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bisher jedoch ungeklart, bis zu welchem Ausmal sich derartige Stammzellen mit der
Fahigkeit zur Multipotenz im sich entwickelnden Gehirn befinden. Der Begriff wird in
diesem Fall zur Beschreibung der Eigenschaft der Selbsterneuerung, aber nicht notwen-
digerweise fur das Vermoégen, eine unbeschrankte Anzahl von Zellteilungen durchzufih-
ren, verwendet. Die Bezeichnung Vorlauferzelle beschreibt zwar auch einen multi- oder
unipotenten Zelltyp mit der Fahigkeit zur Selbsterneuerung, aber Vorlauferzellen befinden

sich im Vergleich zu Stammzellen in einem spezialisierteren Stadium der Differenzierung.
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Abbildung 2. Stammbaum der Neurogenese. Der Stammbaum veranschaulicht ein vereinfachtes Modell
des Verhaltnisses zwischen Neuroepithelialen Zellen (NE), Radialen Gliazellen (RG) und Neuronen (N) (a)
ohne und (b) unter Einbezug intermediarer Vorlauferzellen (V) bei der Generierung von Neuronen. Die Art der
Zellteilung ist miteinbezogen (verandert nach Gétz and Huttner, 2005).

Die Selbsterneuerung von Stamm- und Vorlduferzellen kann entweder durch symmetri-
sche Teilung geschehen, wobei zwei identische Tochterzellen generiert werden, oder a-
symmetrisch, wobei eine Zelle identisch mit der Mutterzelle ist und die andere einen

zweiten Zelltyp darstellt (Rakic, 1995; McConnell, 1995). Eine neuroepitheliale
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Stammzelle durchgeht zunachst eine oder mehrere symmetrische, proliferative Teilungen
und danach folgen mehrere asymmetrische Zellteilungen, woraus jeweils eine neue
Stammzelle und eine postmitotische Zelle (N, Neuron; Abbildung 2a) oder eine weiter
differenzierte Vorlauferzelle, die so genannte radiale Gliazelle (RG; Abbildung 2a) hervor-
geht. Radiale Gliazellen besitzen ebenso wie Stammzellen die Fahigkeit zur Selbst-
erneuerung, indem sie eine asymmetrische Teilung durchlaufen, bei der eine weitere ra-
diale Gliazelle und eine postmitotische Zelle gebildet wird (Abbildung 2a). Die symmetri-
sche Teilung dieser radialen Gliazelle bringt letztlich zwei weitere terminal differenzierte,
postmitotische Zellen hervor (Abbildung 2a). Sowohl aus neuroepithelialen Zellen wie
auch aus radialen Gliazellen kénnen durch asymmetrische Teilungen eine postmitotische
Zelle und eine so genannte intermediare Vorlauferzelle (IV; Abbildung 2b) hervorgehen,
wobei letztere dann durch Teilung zur Bildung von je zwei postmitotischen Zellen beitragt
(Abbildung 2b). Die Vorlauferzellen des Cortex in Sdugetieren stellen somit keine homo-
gene Population von Zellen dar, sondern bestehen vielmehr aus bestimmten Subtypen,

aus denen verschiedene Abkdmmlinge hervorgehen.

Neuroepitheliale Zellen und radiale Gliazellen

Vor Initiation der Neurogenese besteht die Neuralplatte und das Neuralrohr von
Vertebraten aus einer einzelnen Schicht neuroepithelialer Zellen, dem so genannten
Neuroepithel, welches sowohl die basale wie auch apikale (ventrikulare) Oberflache des
Neuralrohr kontaktiert. Neuroepitheliale Zellen weisen eine polare Organisation von apikal
nach basal auf. Die Kerne der Zellen des Neuroepithels unterliegen wahrend ihres Zell-
teilungszyklus einer interkinetischen Kernmigration. Sie migrieren entlang der apikal-
basalen Achse, wobei die Teilung der Zellen an der apikalen Oberflache erfolgt
(Abbildung 3; Sauer, 1935; Takahashi et al., 1993). Mit Beginn der Generierung von
Neuronen ab dem embryonalen Stadium 9 (E9) in Mausen transformiert sich das Neuro-
epithel in ein Gewebe mit zahlreichen Zellschichten (Misson et al., 1988). Die Zone
proliferativer Aktivitat, welche am meisten apikal gelegen ist, wird als Ventrikularzone (VZ)
bezeichnet. Aus den neuroepithelialen Zellen des Cortex gehen die radialen Gliazellen
hervor, welche einen mit den Zellen des Neuroepithels verwandten Zelltyp darstellen,
dessen Schicksal jedoch beschrankter ist als das der multipotenten Neuroepithelzellen.
Als Konsequenz entstehen die meisten Neurone des Gehirns direkt oder indirekt aus
radialen Gliazellen (Abbildung 3; (Malatesta et al., 2000). Radiale Gliazellen weisen im
Vergleich zu neuroepithelialen Zellen ebenso eine interkinetische Kernmigration auf (Goétz
and Huttner, 2005). Die Kerne unterziehen sich der Mitose an der apikalen Oberflache der
VZ und migrieren fur die S-Phase des Zellzyklus in Richtung der basalen Oberflache
(Abbildung 3).
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Abbildung 3. Neurone werden durch Abfolge verschiedener neuronalen Teilungen generiert. Die
radialen Gliazellen (RG, blau) weisen in Abhangigkeit der Phasen des Zellzyklus eine interkinetische Migration
auf. Die Bildung von Neuronen findet hauptsachlich von E12 bis E18 statt. (a) Bei der direkien Neurogenese
entsteht in friihen Stadien der cortikalen Entwicklung durch symmetrische mitotische Teilung (Ma) einer
radialen Gliazelle in der Ventrikularzone (VZ) ein Neuron (rot; Haubensak et al., 2004). (b) Bei der indirekten
Neurogenese gehen aus einer radialen Gliazelle 2 bis 4 postmitotische Neurone hervor. Die radiale Gliazelle
produziert eine intermedidre Vorlduferzelle (IV), welche sich dann in der Subventrikularzone (SVZ) ein
weiteres Mal (oder in einigen Fallen zweimal) symmetrisch in der Mitose (Ms) teilt, so dass 2 (bzw. 4) post-
mitotische Neurone generiert werden. Dieser Weg dominiert in spateren Phasen der Neurogenese (Miyata et
al., 2004). CP, cortikale Platte; G1, G2, ,Gap“ (engl. fir ,Licke®)-Phase; IZ, intermedidre Zone; S, Synthese-
Phase; Abbildung modifiziert nach Hevner et al., 2006).

Einige Merkmale von neuroepithelialen Zellen, wie die Expression von spezifischen
Markern wie der des Intermediarfilament-Proteins Nestin oder die der apikalen-basalen
Polaritat, bleiben den radialen Gliazellen erhalten. Im Gegensatz zu neuroepithelialen
Zellen besitzen radiale Gliazellen aber verschiedene Eigenschaften von so genannten
Astrogliazellen oder Astrocyten (Kriegstein and Gotz, 2003). Sie exprimieren wahrend der
Neurogenese Proteine wie den Astrocyten-spezifischen Glutamat-Transporter (GLAST),
das Ca*-bindende Protein S100p, Vimentin, BLBP (engl. ,brain-lipid-binding protein®),
und aulRerhalb des Cortex auch GFAP (engl. ,glial fibrillary acidic protein®), die charakte-
ristisch fur die Gliogenese sind. (Hartfuss et al., 2001; Noctor et al., 2002). In Bezug auf
ihr Potential sind radiale Gliazellen vergleichend zu Neuroepithelzellen in der Regel auf
die Generierung von einem spezifischen Zelltyp, entweder Astrocyten oder Oligodendro-
cyten oder, wie in den meisten Fallen, Neurone, beschrankt. In transgenen Mauslinien, in
denen ein Teil des Nestin-Promotors oder das regulatorische Element des BLBP-Gens
benutzt wurde, um die Expression einer Cre Rekombinase in frihen embryonalen Stadien
wie E9/10 zu steuern, wurde die Rekombination der Zielgene vermittelt, bevor die radialen

Gliazellen in Erscheinung traten und die rekombinierten Gene sich in allen Zellen des
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ZNS fanden (Anthony et al., 2004). Im Gegensatz dazu geschah bei einer transgenen
Mauslinie mit der Cre Rekombinase unter Kontrolle des humanen GFAP-Promotors die
Rekombination zum Zeitpunkt der Differenzierung der radialen Gliazellen (Malatesta et al.,
2003). In diesem Fall waren die Nachkommen der Zellen, welche die Rekombination ver-
erbt bekommen hatten, stérker beschrankt in Bezug auf ihre Zellidentitat. So waren nur
Zellen wie beispielsweise die cortikalen Projektionsneurone, aber nicht die aus dem
ventralen Telencephalon hervorgehenden Interneurone (siehe unten) in einer spezifischen
Region des ZNS zu lokalisieren. Zusammengefasst erfolgt der Ubergang von neuroe-
pithelialen zu radialen Gliazellen in den meisten Regionen des Gehirns zwischen E10 und
E12. Wahrend die Nachkommenschaft von friihen Neuroepithelzellen sehr breit gefachert
ist, stellen die Abkdbmmlinge der radialen Gliazellen eine starker eingegrenzte Population
von Zelltypen dar. Beide Arten von Zellen stellen jeweils nur einen Teil der im ZNS vor-

handenen Vorlauferzellen dar.

Intermediare Vorlauferzellen

Neben den primar erscheinenden Neuroepithelzellen und den daraus entstehenden
radialen Gliazellen wird wahrend der frihen Neurogenese im Cortex ein weiterer Typ von
Vorlauferzellen, die so genannten basalen oder intermedidren Vorlauferzellen (1V), ge-
bildet (Noctor et al., 2004; Haubensak et al., 2004). Im Gegensatz zu den ersten beiden
Zelltypen, die an der apikalen Oberflache des Neuroepitheliums bzw. der VZ die Mitose
eingehen, durchlaufen intermediare Zellen die Mitose an der basalen Seite der VZ (Noctor
et al.,, 2004; Haubensak et al., 2004). Sie entstehen durch asymmetrische Teilung der
neuroepithelialen und radialen Gliazellen (Abbildung 2b und Abbildung 3b). Im Telen-
cephalon und anderen Regionen des ZNS bilden die IV neben der VZ ab E13.5 eine
zweite Proliferationszone, die so genannte Subventrikularzone (SVZ), welche sich an der
basalen Seite der VZ befindet. IV teilen sich symmetrisch und bilden dabei zwei neuronale
Tochterzellen (Abbildung 3b). Die IV tragen somit durch die zusatzliche Zellteilungen zur
Vervielfaltigung der ursprunglich von einer radialen Gliazelle abstammenden post-
mitotischen Zelle bei (Abbildung 2b). Die Anzahl der intermediaren Zellen selbst wird
dabei von den Zellen der VZ bestimmt. Die direkte und indirekte Neurogenese der
verschiedenen Typen von Vorlauferzellen stellt das primare Stadium der Formation des
Neocortex dar (Abbildung 3).

Morphologische Musterung des Cortex in Saugetieren

Der cerebrale Cortex ist der grofite und komplexeste Teil des Saugergehirns. Er entsteht
wahrend der embryonalen Musterbildung aus dem dorsalen Telencephalon und wird in

verschiedene Regionen unterteilt. Der Neocortex stellt dabei den gréften Anteil dar. Er ist
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zwischen dem den Hippocampus einschliefenden Archicortex und dem Paldocortex
positioniert. Der Neocortex tragt in héher entwickelten Arten stark zu der Zunahme der
GroRe und Komplexitat des Gehirns bei (Krubitzer and Kaas, 2005). Im Vergleich zu den
anderen Bereichen des Telencephalons unterscheidet sich der Neocortex durch seine
geschichtete Organisation. Charakteristisch sind hauptsachlich sechs radial organisierte
Schichten, von denen jede aus einer heterogenen Population von Neuronen, die
morphologisch, verbindend und funktional verschieden von den anderen Schichten sind.
In tangentialer Dimension wird der Neocortex in Areale unterteilt, die funktional einmalig
sind, da sie sich voneinander durch Abweichungen in der Zellstruktur, Chemoarchitektur,
(engl.) ,Input‘ und ,Output‘ -Verbindungen und Genexpressionsmustern unterscheiden.
Besonders in adulten Organismen kdnnen diese Bereiche, beispielsweise durch ihre
Architektur und die Verteilung von Projektionsneuronen, gegeneinander abgegrenzt
werden. Diese Eigenschaften bestimmen die funktionalen Spezialisierungen, die die
Areale des Neocortex charakterisieren. Fir die Etablierung eines derartig komplexen Auf-
baus bedarf es einer Vielzahl von Molekilen und genetischer Mechanismen, die das

Schicksal cortikaler Vorlauferzellen und ihrer Nachkommen bestimmen.

Bildung der Schichten des Neocortex in Saugetieren

Der Neocortex (Abbildung 4b) besteht, wie bereits erlautert, aus sechs Schichten von
Neuronen, die verschiedene morphologische und funktionale Identitaten besitzen. Die
Formation der Schichten findet in der Maus zwischen E11 und E18 statt (Bayer et al.,
1991). Im Stadium E11 besteht der Neocortex vornehmlich aus proliferierenden Vorlau-
ferzellen, die in der VZ arrangiert sind (Abbildung 4c). Eine Reihe von postmitotischen
Neuronen wandert dann aus der VZ heraus und bewegt sich in radialer Richtung der
basalen Oberflache entgegen, um dort eine als Praplatte (PP) bezeichnete neue neurona-
le Schicht zu bilden. In Stadium E13.5 bildet sich die in Richtung basaler Ober-flache ge-
legene SVZ (Abbildung 4c). Aus den Vorlauferzellen der VZ und SVZ gehen in der fort-
schreitenden Neurogenese weitere postmitotische Neurone hervor, welche radial von der
VZ weg migrieren und die Praplatte in eine oberflachliche Marginalzone (MZ) und in eine
tiefer gelegene Subplatte (SP) spalten. Zwischen diesen beiden Schichten entsteht dann
aus den migrierenden Neuronen die cortikale Platte (CP; Abbildung 4c). Im Laufe der wei-
teren Entwicklung, zwischen E14 und E18, verlassen weitere, neu gebildete postmitoti-
sche Neurone die VZ und SVZ, um die Subplatte zu durchqueren und um in sequentieller
Abfolge die Schichten der cortikalen Platte zu bilden (Abbildung 4c). Die Positionierung
der Zellen in der cortikalen Platte geschieht nach dem (engl.) ,inside-out‘-Prinzip, d. h.
Neurone, welche zuerst und in der VZ generiert werden, bilden die tieferen Schichten der

cortikalen Platte und Neurone, welche spater und in der SVZ gebildet werden, etablieren
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die der Oberflache nahe gelegenen, hoher liegenden Schichten (Angevine and Sidman,
1961). Nachdem die cortikale Platte vollstandig etabliert wurde, degeneriert die Subplatte
und hinterlasst den sechsschichtigen Neocortex, der durchgehend im adulten Gehirn be-
stehen bleibt (Abbildung 4c).
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Abbildung 4. Formation der neocortikalen Schichten. (a) Sagittale Ansicht eines Schnittes von Stadium
E16 (links), bei dem die gestrichelte Linie die Schnittebene des in (b) dargestellen coronalen Schnittes
kennzeichnet. Der Bereich des Neocortex ist markiert. (¢) Schematische Darstellung der Organisation des
adulten Neocortex (rechts) und die vorherige Etablierung der Schichten von E11 bis E18 (links; ChP, Choroid
Plexus; CP, cortikale Platte; GE, Eminentia ganglionaris; 1Z, intermediare Zone; MZ, Marginalzone; PO, Piale
Oberflache; PP, Praplatte; SP, Subplatte; SVZ, Subventrikularzone; VZ, Ventrikularzone; Abbildung modifiziert
nach Gupta et al., 2002).

Radiale und tangentiale Migration im Neocortex

Die Entwicklung der neuronalen Schichten des Neocortex setzt die Migration der Neurone
in radialer und tangentialer Richtung zu ihrer finalen Position voraus. Die meisten
Neurone unterliegen dabei der radialen Migration, bei der die Zellen vom Bereich der
Vorlauferzellen in Richtung der Oberflaiche des Gehirns in radialer Anordnung zum
Neuralrohr migrieren. Dieses betrifft in erster Linie die glutamatergen Neurone der Vor-

lauferzellen des dorsalen Telencephalons, dem Pallium (Marin and Rubenstein, 2003).

Bei der tangentialen Migration bewegen sich die Zellen orthogonal zur Richtung der

radialen Migration. Eine grof3e Anzahl der Vorlauferzellen, welche in der GE des ventralen
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Telencephalons, dem Subpallium, generiert wird, migriert tangential in Richtung des
Cortex und Hippocampus. Aus der Mehrheit dieser Zellen gehen inhibitorische
Interneurone, die den Neurotransmitter y-Aminobuttersaure (GABA, engl. ,y-amino butyric
acid®) ausschitten, hervor (Anderson et al., 1997; Marin and Rubenstein, 2003). Durch
Integration der ber radiale und tangentiale Migration ankommenden Neurone formieren
sich die meisten Strukturen des Vorderhirns, wodurch die zellulare Komplexitat des ZNS

erhoht wird.

Gliogenese

Aus radialen Gliazellen kénnen sowohl Neurone als auch Gliazellen hervorgehen (Gotz
and Barde, 2005). Zu den am haufigsten vorkommenden Klassen von Gliazellen zahlen
Oligodendrocyten, Schwann-Zellen und Astrocyten. Die Neurogenese im Cortex der Maus
(Mus musculus) halt von E10 bis E18 an, wahrend die ersten Astrocyten im Rahmen der
Gliogenese um E18 erscheinen und erst in der neonatalen Periode terminal differenziert
werden (Abbildung 5a). Ausdifferenzierte Oligodendrocyten sind frihestens postnatal
nachweisbar (Bayer, 1991). Diese zeitlich versetzte Entstehung ist auch in Kultur zu
beobachten. Aus Primarkulturen von E10 bis E12 cortikalen Stamm- und Vorlauferzellen,
auch als Neurospharen bezeichnet, gehen in den ersten Tagen ausschlie8lich Neurone
hervor, wahrend die sequentielle Entstehung von Astrocyten und Oligodendrocyten folgt
(Qian et al.,, 2000). Diese Beobachtung lafdt sich auf Klone einzelner Vorlauferzellen
zuruckfihren, d. h. diese multipotenten Vorlaufer andern in Abhangigkeit von der Zeit ihr
Verhalten und das Genexpressionsmuster und generieren zunachst erst Neurone und
danach Gliazellen. Es findet der Ubergang von Neurogenese zu Gliogenese statt
(Abbildung 5a).

Adulte Neurogenese

Zu Beginn des 19. Jahrhunderts wurde erstmals beschrieben, dass die Neurogenese im
ZNS auf embryonale Stadien beschréankt ist (Ramén y Cajal, 1913). Bis in die frihen
1990ern wurden alle Bereiche des adulten Saugergehirns als ,nicht-neurogen® und
unfahig zur Regeneration beschrieben. Heute ist bekannt, dass Neurone auch im adulten
Gehirn kontinuierlich generiert werden (Reynolds and Weiss, 1992). Wahrend ein Teil der
neugebildeten Neurone unmittelbar nach ihrer Geburt absterben, werden einige funktional
in das umliegende Gewebe integriert. Es gibt mindestens zwei Regionen, in denen noch
proliferierende Vorlauferzellen vorliegen, welche das gesamte Leben durch der Bildung
von Neuronen und Gliazellen dienen. Bei den Regionen adulter Neurogenese handelt es
sich zum einen um die dem lateralen Ventrikel anliegende Subventrikularzone (SVZ),

deren neu generierte Zellen Uber den Rostralen Migrationsstrom (RMS) zum Bulbus



Einleitung 23

olfactorius wandern. Zum anderen werden in der Subgranularzone (SGZ) als Teil des
Gyrus dentatus des Hippocampus Neurone neu gebildet (Eriksson et al., 1998). Die
Prasenz von neuralen Stammzellen in einer dritten Region des Gehirns, dem Neocortex,
wurde bislang nur anhand kontroverser Belege und in einem sehr geringen MalRe gezeigt
(Gould, 2007; Gould et al., 1999; Gould et al., 2001).
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Abbildung 5. Der Ubergang von Neurogenese zu Gliogenese im sich entwickelnden Neocortex. (a) Im
murinen ZNS gehen von ungefahr E12 bis E18 aus multipotenten Vorlauferzellen postmitotische Neurone
hervor. Vorlaufer von Gliazellen werden ab E16 gebildet aus denen ab E18 Astrocyten hervorgehen. (b) Fir
die Differenzierung von Vorlauferzellen in cortikale Neurone bedarf es der Pax6-regulierten Aktivierung von
Ngn2. Infolgedessen werden verschiedene Transkriptionsfaktoren in sequentieller Abfolge exprimiert, welche
letztlich zur Bildung terminal differenzierter Neurone filhren. Ab E18 werden diese neuronalen Signale
reprimiert und gliogene Signale bewirken die Differenzierung der Vorlauferzellen in GFAP-positive Astrocyten
(Abbildung 5a verandert nach Miller and Gauthier, 2007).

Epigenetische Faktoren in der Neuralinduktion und Neurogenese

Bei der Spezifikation von neuralen Vorlaufern innerhalb des naiven Ektoderms im Kontext
der Neuralinduktion und bei der Bestimmung des Schicksals neuronaler Vorlauferzellen in
der Neurogenese ist eine Vielzahl von epigenetischen Faktoren involviert. Das Telen-
cephalon geht so z. B. aus Zellen der rostralen Begrenzung der Neuralplatte hervor, einer
Region, die unter dem Einfluss extrazellularer Signale steht, welche sowohl die antero-
posteriore als auch die dorsoventrale Musterung des Neuralgewebes steuern.

Eingeschlossen sind Mitglieder der Fgf- (engl. fibroblast growth factor*) und Wnt-
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(engl. ,wingless-type MMTV integration site family*) Familie, Shh (engl. ,sonic
hedgehog*), BMPs (engl. ,bone morphogenic proteins®), Nodal und Retinoide (reviewed in
Wilson and Rubenstein, 2000).

Wahrend der Entwicklung der cortikalen Schichten sind Proliferation und Spezifizierung
des neuronalen Schicksals Schlisselereignisse, die in der VZ und SVZ ablaufen, wahrend
Differenzierung und Migration die entscheidenden Ereignisse in der 1Z sind und die
Reifung der Neuronen in der CP ablduft. Da viele Transkriptionsfaktoren ein regional
begrenztes Expressionsmuster in der VZ, der SVZ, der IZ oder der CP aufweisen, wird
diese Tatsache in direkten Zusammenhang mit den besagten Schicht-spezifischen
Ereignissen der Neurogenese gebracht (Hevner et al., 2006). Neuroepitheliale Zellen der
VZ werden beispielsweise durch die Expression einer Reihe von Genen, wie Foxg7 (engl.
.Forkhead box G1%), Lhx2 (engl. ,LIM homeobox 2), Emx2 (engl. ,Empty spiracles
homologue 2¢) und Pax6 (engl. ,Paired box 6%), induziert, radiale Gliazellen zu werden
(Molyneaux et al., 2007). Der Transkriptionsfaktor Emx2 unterstitzt symmetrische,
proliferative (vertikale) Teilungen (Heins et al., 2001), Pax6 dagegen fordert
asymmetrische, neurogene Zellteilungen (Heins et al., 2002), d. h. die beiden Trans-

kriptionsfaktoren regulieren das Schicksal der Zellen in Koordination.

Sowohl neuroepitheliale als auch radiale Gliazellen exprimieren Nestin und RC2. Die
Genexpressionsmuster von radialen Gliazellen sind im ZNS regional verschieden, was
vermutlich die Unterschiede hinsichtlich der postmitotischen Nachkommen beeinflusst.
Cortikale radiale Gliazellen von Saugetieren erfordern fur ihre normale Entwicklung den
zur Pax-Gen-Familie gehdrigen Transkriptionsfaktor Pax6. Die Expression von Pax6
beginnt im sich entwickelnden Gehirn in E8.5 und ist im dorsalen Telencephalon auf die
Vorlauferzellen der VZ beschrankt (Walther and Gruss, 1991; Stoykova and Gruss, 1994).
In E13.5 reprasentiert die Mehrheit der Vorlauferzellen (88%) radiale Gliazellen, welche
spezifisch Pax6 und RC2 co-exprimieren (G6tz et al., 1998). In der weiteren Entwicklung
wurde die Expression von Pax6 auch in geringem MafRe in der SVZ nachgewiesen
(Hevner et al., 2006). Bei Abwesenheit von Pax6 weisen die radialen Gliazellen u. a.
morphologische Defekte und einen abnormalen Zellzyklus auf und es werden nur 50% der
neuronalen Nachkommen gebildet (Gétz et al., 1998; Estivill-Torrus et al., 2002; Malatesta
et al., 2000). Pax6 wurde daher als Schlisselelement der radialen Gliazellen

charakterisiert.

Vorlauferzellen in der SVZ und der IZ zeichnen sich im Vergleich zu den anderen Sub-
typen von neuronalen Vorlauferzellen durch die Expression von anderen Sets von Genen,
wie den Transkriptionsfaktoren Tbr2 (Englund et al., 2005), Cux1 (engl. ,Cut-like homeo-
box 1) und Cux2 (Nieto et al., 2004; Zimmer et al., 2004), aus.
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In der CP werden einige Transkriptionsfaktoren nur in bestimmten Schichten exprimiert,
so dass ihnen eine Rolle in der spezifischen Differenzierung der einzelnen Schichten
zugeschrieben wird (reviewed von Guillemot et al., 2006). Pax6, Ngn2, Thr2, NeuroD und
Tbr1 werden sowohl in der embryonalen wie auch der adulten Neurogenese in allen
Regionen des Gehirns, mit Ausnahme einiger Modifikationen im Cerebellum in sequentiel-
ler Abfolge exprimiert (Abbildung 5b; Hevner et al., 2006). Die Expressions-muster dieser
Transkriptionsfaktoren sind Uberlappend, so dass auch in individuellen Zellen die
Transkriptionsfaktoren co-exprimiert werden, was letztlich zur Entscheidung Gber das neu-

ronale Schicksal der Zelle bei der Musterung der cortikalen Schichten flhrt.

Eine weitere Gruppe von Transkriptionsfaktoren, die fiir die Initierung der Entwicklung
von neuronalen Zelllinien erforderlich sind, sind die zu den basisch-Helix-Loop-Helix
(bHLH) gehdrenden proneuralen Gene (Jan and Jan, 1994). Genetische Studien in
Drosophila zeigten, dass in der zweiten Phase der Entwicklung des ZNS die Proliferation
der neuralen Vorlauferzellen in der Expansion der Neuralplatte resultierte und einige
Zellcluster begannen, die proneuralen Gene zu exprimieren, welche unmittelbar das
Schicksal der Zellen neural zu werden einleiten. Die Aktivitdt dieser Gruppe von
Transkriptionsfaktoren bedarf der Aktivierung des Notch-Signalweges. In Vertebraten
dagegen werden proneurale Gene zuerst in neuroepithelialen Zellen exprimiert, welche
bereits neural spezifiziert sind und sich selbst erneuern. Die Aktivierung dieser
proneuralen Gene resultiert in dem neuronalen Schicksal der Abkdmmlinge der Vorlaufer-

zellen, statt das Schicksal einer Gliazelle anzunehmen.

Zu den proneuralen Genen in der Maus zahlen Mash1, Mash2, Olig2 sowie Neurogenin
(Ngn1, Ngn2) und NeuroD. Ngns aktivieren die Transkription durch Rekrutierung von
Co-Faktoren wie p300/CBP (CREB-binding protein) und PCAF (p300/CBP-assozierter
Faktor; Koyano-Nakagawa et al., 1999). Sie bewirken die Aktivierung von anderen Genen,
welche den Austritt aus dem Zellzyklus und die neuronale Differenzierung im Cortex
fordern (Abbildung 5b). Die proneuralen Gene Ngn1 und Ngn2 dienen beispielsweise auf
diesem Wege der Etablierung der unteren Schichten. Die Aktivierung von Ngn2 unterliegt
dabei der direkten Regulation durch Pax6 (Abbildung 5b). Mash1 unterliegt der Re-
pression durch die Ngn-Mitglieder. Es wird vornehmlich im ventralen Telencephalon
exprimiert und ist durch Transaktivierung von GAD1/2 an der Differenzierung der subcor-
tikalen Bereiche, den Interneuronen, beteiligt. Das Zusammenspiel der proneuralen
bHLH-Proteine hat eine bedeutende Rolle bei der Generation samtlicher Vorlaufer des
cerebralen Cortex (Abbildung 5b).

Transkriptionsfaktoren der SoxB1-Familie wie Sox1, Sox2 und Sox3 sind entscheidend fir

die Erhaltung von neuralen Vorlaufern in dem Proliferationsstatus. Konstitutive Expression
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von Sox2 inhibiert die neuronale Differenzierung, resultierend in der Erhaltung von
neuronalen Vorlauferzellen (Graham et al.,, 2003). Die Differenzierung in Astrocyten ist
dagegen nicht beeinflusst (Bani-Yaghoub et al., 2006). Es sind keine direkten trans-
kriptionellen Zielgene von Sox2 in neuralen Zellen bekannt, jedoch wurde durch
konstitutive Expression des Transkriptionsfaktors die Notch-Signalkaskade aktiviert (Bani-
Yaghoub et al., 2006). Inhibition der Sox2-Genexpression hat dagegen den Austritt von

Vorlaufer-zellen aus dem Zellzyklus zur Folge (Graham et al., 2003).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es bestimmter genetischer Programme bedarf,
die zu verschiedenen Stadien der Cortexentwicklung zur Spezifizierung der Eigenschaften
aller cortikalen Neurone operieren. Das Zusammenspiel extrinsischer Signale in der
Umgebung der Vorlauferzellen und die Kombination der Transkriptionsfaktoren
determinieren das Schicksal dieser Zellen. Inwiefern die Regulation des Zellzyklus
proliferierender Zellen mit der Einleitung des neuralen bzw. neuronalen Schicksals und
der Spezifizierung in zelluldren Subtypen in koordinierter Weise gesteuert wird, ist bislang

noch unzureichend verstanden.

Rolle von Geminin in der Embryonalentwicklung

Geminin wurde urspringlich als bifunktionales Protein mit einer Rolle bei der Kontrolle
des Zellzyklus wie auch bei der Regulation der embryonalen Entwicklung des Nerven-
systems charakterisiert. Geminin wurde in einem Screen fur Proteine, die in Abhangigkeit
des Zellzyklus degradiert werden, entdeckt (McGarry and Kirschner, 1998). AuRerdem
wurde Geminin zeitgleich in einer Expressionsanalyse von Proteinen von Xenopus
identifiziert, welche bei Uberexpression einen Einfluss auf die Formation des Nerven-
systems haben sollten (Kroll et al., 1998). Die Struktur des Geminin-Proteins gibt
Aufschluss Uber seinen multifunktionalen Charakter. Bevor auf die verschiedenen
biologischen Funktionen von Geminin im Zellzyklus und in der Zelldifferenzierung und die
daran beteiligten Faktoren eingegangen wird, werden daher im Folgenden zunachst die

biochemischen Eigenschaften des Proteins erlautert.

Sequenz und Struktur von Geminin

Humanes Geminin besteht aus 209 Aminosauren (As) und besitzt ein vorhergesagtes
Molekulargewicht von 23 kDa. Die vollstdndige Struktur von Geminin wurde mittels
Elektronenmikroskopie bei einer Auflésung von 17,5 A aufgeschlisselt (Okorokov et al.,
2004). Das Geminin-Oligomer erscheint in einer Schlissel-ahnlichen Form mit einem
flexiblen, N-Terminalen ,Kopf‘ (As 1-80), einer ,Hals“-Doméane (As 80-110), einem zentra-
len Korper (As 110-160) und einem C-terminalen ,Schwanz* (As 160-209; Abbildung 6).
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Der N-terminale ,Kopf‘ umfasst die fir Xenopus gezeigte Aktivitat als neuralisierendes
Molekul (As 28-79 in humanem Geminin). Der zentrale Kdrper korrespondiert mit einer
funf Hepta-Aminosaurewiederholungen enthaltenden Leucin-Zipper coiled-coil Domane,
welche zur Formation eines parallelen coiled-coil Dimers mit sich selbst assoziiert
(Thépaut, 2004; Saxena et al., 2004; Lee et al., 2004). Die Geminin-Homodimere formie-
ren sich zu einem Tetramer, wie durch Vernetzungs- (engl. ,crosslinking“) Experimente
belegt wurde (Okorokov et al., 2004).

Geminin

HoN — ] [ { |-cooH
23 31 80 110 160 209

Coiled coill

94 150 . .
—_— Dimerisierung
117 152

——— Degradation
23 52
NLS

40 64 106 108 N
—_——— Neuralisierend
28 79

Six3 Interaktion

..................... Hox Interaktion
Cdt1 Interaktion

161180 Brg1 Interaktion

Abbildung 6. Schematisierte Struktur des humanen Geminin-Proteins, Darstellung der funktionalen
Motive und der Protein-Protein-Interaktionsdoméanen. Von der zur Degradation erforderlichen Sequenz
(As 23-52) ist die D-Box durch eine verstarkte Linie gekennzeichnet. Fiir Xenopus Geminin wurden zwei
zweiteilige nukleare Lokalisationssignale (NLS; RTK+KRK oder KRK+KKAK) beschrieben (Benjamin et al.,
2004; Yoshida et al., 2005; Boos et al., 2006). In der Sequenz von humanem Geminin umfasst die N-terminale
Region (As 40-64) dieses Motiv, jedoch handelt es sich um nur eines dieser Motive (KRK). Ein alternatives
Motiv (RRK) ist von As 106-108 lokalisiert (Boos et al., 2006). Die Geminin-Hox Interaktion bedarf der durch
eine durchgehende Linie angedeuteten Doméane; die gestrichelte Linie weist auf die bisher nicht kartierte
Sequenz hin (Abbildung modifiziert nach Kroll, 2007).

Geminin interagiert mit einer Vielzahl von Proteinen, die in verschiedenen Regulations-
prozessen involviert sind. Zusammen mit dem ,Hals® stellt der ,Kopf‘ der Geminin-Struktur
den mit Cdt1 interagierenden Part dar (Abbildung 6). Die negativen Ladungen auf der
Oberflache der coiled-coil Domane sind fur elektrostatische Wechselwirkungen mit dem
zentralen Part von Cdt1 erforderlich. Das ,Hals“-Segment von Geminin ist ebenfalls in der
Inhibition der DNA-Replikation involviert, indem es eine weitere Interaktionsoberflache fir
den N-Terminus von Cdt1 darstellt. Die N-terminalen Teile der coiled-coil Doméane sind
flexibel und scheinen die Interaktion zwischen Geminin und Cdt1 zu stabilisieren. Homeo-
doman-Proteine wie Hox und Six3 kompetetieren mit Cdt1 um die Bindung an Geminin
(Luo et al., 2004; Del Bene et al, 2004). Die Interaktionsmotive der Trans-
kriptionsfaktoren Uberlappen mit der Cdt1-Interaktionsdomane (Abbildung 6). In in vitro

Analysen und Primarzellkulturen konnte so beispielsweise gezeigt werden, dass bei direk-
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ter Interaktion von Hoxa11 und Geminin Cdt1 von dem Komplex entfernt wird, so dass die

Initiation der DNA-Replikation nicht mehr gegeben ist (Luo et al., 2004).

Bei der Analyse verschiedener Deletionsmutanten von Geminin wurde in der N-terminalen
Doméne eine Destruktionsbox- (D-Box) Konsensussequenz identifiziert (McGarry and
Kirschner, 1998), die eine Sequenz-Homologie zu der der mitotischen Cycline aufweist
(Glotzer et al.,, 1991). In der humanen Sequenz des Geminin-Proteins ist die D-Box
zwischen den Aminosauren 23 bis 31 lokalisiert (Abbildung 6). Sie ist Zielsequenz des
(engl.) ,Anaphase-Promoting-Complex“ (APC), welcher die Degradation des Proteins tber
den Ubiquitin-Proteasom-Weg vermittelt. Fir eine effiziente Degradation bedarf es Uber-
dies einer zusatzlichen Sequenz C-terminal von der D-Box. Diese Region enthalt in
Xenopus zwei Cluster von basischen Aminosauren, die als nukleares Lokalisationssignal
(NLS) des Geminin-Proteins fungieren (Benjamin et al., 2004; Boos et al., 2006; Luo et
al., 2007). In der Sequenz des humanen Geminin umfasst die N-terminale Region,
Aminosauren 40 bis 64, eines dieser Motive und ein alternatives Motiv befindet sich von
Aminosauren 106 bis 108 in der ,Hals“-Doméane (Abbildung 6). Letztlich wurde eine
Interaktionsdomane fir die katalytische Untereinheit des SWI/SNF-Chromatin-
Remodellierungkomplexes, Brm, dem Drosophila-Ortholog zu den der Vertebraten, Brg1
und Brm, entdeckt, welche im C-Terminus des Geminin-Proteins lokalisiert ist
(Abbildung 6; Seo et al., 2005a).

Wahrend einige der genannten Faktoren um die Bindung zu Geminin kompetetieren,
mdgen andere simultan binden koénnen. Im Folgenden werden die strukturellen
Eigenschaften von Geminin in Bezug auf seine funktionale Rolle im Zellzyklus und in der

Embryonalentwicklung erortert.

Geminin in der Rolle des Zellzyklusregulators

Die Synthese vom Geminin-Protein beginnt in der frihen S-Phase. Zu diesem Zeitpunkt
akkumuliert es unmittelbar im Kern und bindet als Dimer den Replikationsfaktor Cdt1
(Wohlschlegel et al., 2000). Diese Bindung blockiert Cdt1 und verhindert damit die un-
zulassige Replikationsinitiierung wahrend der S-Phase (Wohlschlegel et al., 2000; Tada et
al., 2001). Geminin verbleibt in der S und G,-Phase bis zum Ende der Mitose im Kern, wo
dann beim Metaphase-Anaphase Ubergang die APC-vermittelte Degradation des Proteins
erfolgt. Wahrend der Gq-Phase des Zellzyklus ist Geminin infolgedessen nicht mehr pra-
sent. Cdt1 veranlasst zur Initierung der DNA-Synthese daraufhin die Assemblierung des
Pra-Replikationskomplexes. Die Formation dieses Komplexes auf dem Chromatin des
Replikationsursprungs erfolgt durch Beladung mit einem Komplex aus sechs MCM- (engl.

.Minichromosome Maintenance®) Proteinen. Cdt1 hat somit in der G;-Phase des
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Zellzyklus die Lizenz fur die kommende Runde der DNA-Replikation erteilt (Nishitani et
al., 2000).

In Xenopus wird nur etwa die Halfte des Geminin-Proteins degradiert, wogegen der
verbleibende Teil durch einen unbekannten Mechanismus inaktiviert wird, welcher die
Ubiquitinylierung von Geminin involviert (Li and Blow, 2004). Es wurde zum einen belegt,
dass inaktiviertes Geminin nicht fahig ist Cdt1 zu binden, so dass die Replikations-
lizenzierung nicht verhindert wird (Hodgson et al., 2002). Zum anderen wird ange-
nommen, dass Geminin zusammen mit Cdt1 einen Komplex auf dem Chromatin formiert,
welcher zunachst die Lizenzierung der Replikation erlaubt. Nur bei der Veradnderung des
stéchiometrischen Verhaltnisses von Geminin zu Cdt1 wird Cdt1 in seiner Aktivitat bei der
Formierung des Pra-Replikationskomplexes blockiert. Wahrend in der Gi-Phase der
aktive Geminin-Cdt1-Komplex die Replikation erlaubt, wird in der S-Phase die Lizenzie-
rung der Replikation durch Anreicherung von Geminin auf dem Chromatin blockiert
(Lutzmann et al., 2006). Diese Inhibition scheint gegeben, sobald die in Abhangigkeit vom
Kernimport stehende Reaktivierung von Geminin vollzogen wurde (Hodgson et al., 2002;
Lutzmann et al., 2006).

In Saugetieren wurde ein weiterer Mechanismus zur Regulation der Rereplikation
vorgeschlagen. Freies Cdt1 unterliegt der Degradation durch SCFS? wahrend Cul4-
Ddb1°® sowohl freies wie auch an Geminin gebundenes Cdt1 eliminiert. In der S-Phase
werden somit alle Formen von Cdt1 degradiert. In der G,-Phase wird Cul4-Ddb1°*?
inaktiviert und Cdt1-Geminin beginnt zu akkumulieren. Geminin beschutzt somit Cdt1 vor
der Degradation. Die Assemblierung des Pra-Replikationskomplexes wird dabei in der
M-Phase durch Geminin reprimiert bis das Protein in der Anaphase durch den APC zer-
stort wird (Arias and Walter, 2005).

Die Aktivitdt von Geminin unterbindet eine erneute Runde der DNA-Synthese, die so
genannte Rereplikation. In humanen Zellkultursystemen und in Drosophila resultierte die
Herunterregulierung des Expressionslevels von Geminin mittels RNA Interferenz in Zellen
mit vergrofRertem Zellkern und einem DNA-Gehalt von 4N oder hdher (Melixetian et al.,
2004; Zhu et al., 2004; Quinn et al., 2001; Mihaylov et al., 2002). Die Zellen waren in der
S-Phase akkumuliert und betrieben extensive Rereplikation. In Funktionsverlust-Studien
von Geminin in humanen HCT116-Krebszellen wurde ebenfalls eine Zunahme der Repli-
kation durch die Inkorporation von BrdU visualisiert (Yoshida et al., 2004). Da Geminin
nicht mehr verfigbar war, wurde Cdt1 nicht mehr an seiner Funktion der Lizenzierung der
DNA-Replikation gehindert.

Die vollstandige Inaktivierung von Geminin in der Maus resultiere in vorzeitiger Endore-

duplikation im 8-Zell-Stadium und embryonaler Lethalitat in Stadien vor der Implantation
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(Gonzalez et al., 2006; Hara et al.,, 2006). Es wurden ausschliellich Zellen der
Trophoblasten-Zelllinie generiert, ohne dass sich die fur die Embryonalentwicklung erfor-
derliche innere Zellmasse formierte. Geminin ist somit ein bedeutendes Element in der
embryonalen Entwicklung, das die Rereplikation in proliferierenden Zellen von Eukaryoten

inhibiert und das zur Aufrechterhaltung der Pluripotenz die Endoreduplikation verhindert.

Expression von Geminin in proliferierenden Zellen mit neuralem Schicksal

Geminin ist weit verbreitet in proliferierenden Vorlauferzellen, vornehmlich in neuralem
und davon abgeleitetem Gewebe, in adulten Gonaden und in endoreplizierenden Zellen
wie bei Drosophila und Caenorhabditis elegans (Kroll et al., 1998; Quinn et al., 2001; Seo
et al., 2005a; Yanagi et al., 2005; Xouri et al., 2004; Wohlschlegel, 2002; Montanari et al.,
2005). Bei der Entwicklung von Xenopus laevis ist maternale Geminin-mRNA von Beginn
an in den Oozyten-Stadien prasent, wahrend die Expression von zygotischem Geminin
mit einsetzender Gastrulation von Signalen des dorsalen Mesoderms, dem Spemann
Organisator, induziert wird. Zu den Induktoren zahlen die BMP-Antagonisten Chordin und
Noggin, die die starkste Expression von Geminin im zukUnftigen Neuralgewebe initiieren
(Kroll et al., 1998). In der fortlaufenden Entwicklung markiert Geminin Populationen
neuraler Vorlauferzellen, ein Expressionsmuster, das mit dem der SoxB1-Familie von
Transkriptionsfaktoren, Sox2 und Sox3, vergleichbar ist (Kroll et al., 1998; Seo et al.,
2005a). In spaten embryonalen Stadien ist eine erhohte Expression von Geminin in

Gehirn, Auge, Ohr und in nasalen Strukturen zu verzeichnen.

Sox2 ist der erste Marker der Neuralplatte, aus welcher das gesamte ZNS hervorgeht.
Im Huhn wurde gezeigt, dass Geminin zu Beginn der Entwicklung der Neuralplatte die
Expression des Sox2-Gens durch Aktivierung des N2-Enhancer ausldst (Papanayotou et
al., 2008). Dieser Mechanismus involviert die Interaktion von Geminin mit dem SWI/SNF-
Chromatin-Remodellierungskomplex, dessen katalytische Untereinheit an den
N2-Enhancer des Sox2-Gens gebunden ist. Diese Interaktion wird durch die Hetero-

chromatin-Proteine HP1a und HP1y reprimiert (Papanayotou et al., 2008).

Die Uberexpression von Geminin in Xenopus Embryonen fiihrte zur Expansion der
Neuralplatte auf Kosten des angrenzenden Neuralkamms und der Epidermis (Kroll et al.,
1998). Injektion von Geminin-mRNA in Embryonen im Zwei-Zell-Stadium 16ste im frihen
Neurula-Stadium eine Hypertrophie des Neuralgewebes aus wie durch Expression neura-
ler und neuronaler Marker, wie N-Tubulin, Otx2, Pax6 und Delta-1, angezeigt wurde. Im
Gastrula-Stadium verursachte die Missexpression von Geminin-mRNA im Ektoderm die

Induktion der ektopischen Expression von Neuralgewebe. Diese Effekte wurden ebenfalls
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beobachtet, sofern ausschlie3lich die N-terminale ,neuralisierende” Domane von Geminin

in Xenopus Uberexprimiert wurde (Kroll et al., 1998).

Vergleichbar mit der in Xenopus beschriebenen Expression von Geminin ist die Expressi-
on im embryonalen ZNS des japanischen Medaka Fisches (Oryzias latipes). Ektopische
Uberexpression von Geminin im Medaka Fisch resultierte in einem Ph&notyp mit kleineren
Augen, Zyklopie oder rief den Verlust der vollstandigen Vorderhirnstruktur hervor (Del
Bene et al., 2004). Diese Erscheinung war einhergehend mit einer abnehmenden Anzahl
proliferierender Zellen und vorzeitiger Neuralinduktion in den optischen Vesikeln. Geminin
wies eine inhibitorische Wirkung bei der frihen Augen-entwicklung auf, was mit der Rolle
von Geminin in der Zellzyklusregulation und Neurogenese korreliert. Reduktion des Ex-
pressionslevels von Geminin durch Morpholino Oligonukleotide fihrte zu einer erhdhten
Anzahl mitotisch aktiver Zellen und somit vergroRerten Augen. Die Beobachtungen waren
auf eine direkte Interaktion mit dem Homeodoman-Protein Six3 zurickzuflihren, welches
zuvor bereits als ein Faktor der Augenentwickung beschrieben worden war (Del Bene et
al., 2004). Die starke Interaktion von Uberexprimiertem Geminin und Six3 blockierte das
Protein in seiner eigentlichen Funktion bei der Entwicklung der Augen und fuhrte zu dem
erlauterten reduzierten Augen-Phanotyp. Co-Injektion von Geminin-RNA und Anti-Six3
Morpholinos konnte den Wildtyp-Phanotyp wiederherstellen (Del Bene et al., 2004). Ge-
minin ist somit neben der Rolle als Zellzyklusregulator des Weiteren an der Determination

des Schicksals neuraler Vorlauferzellen beteiligt.

Geminin in der Neurogenese

Die Expression von Geminin wahrend der Entwicklung von Saugetieren weist eine mit
anderen Vertebraten und Invertebraten vergleichbare Anreicherung im sich formierenden
Nervensystem auf (Kroll et al., 1998; Spella et al., 2007). Im ZNS von E12.5 und E15.5
M&usen wurde mittels In Situ Hybridisierung (ISH) Geminin-mRNA in der VZ und SVZ des
Cortex und in der GE des Telencephalons detektiert (Abbildung 7; Spella et al., 2007).
Weiter posterior ist eine Expression in der den dritten Ventrikel umliegenden VZ des Neu-
roepitheliums, aus der der Thalamus, Hypothalamus und das Diencephalon hervorgeht,
aber auch im Mittelhirn und in der VZ des sich entwickelnden Rickenmarks nachweisbar.
In allen Bereichen ist die Expression von Geminin auf die die proliferierenden Vorlaufer-
zellen enthaltenen Regionen beschrankt. Das Expressionsmuster von Geminin in der fru-
hen Embryogenese weist auf eine Rolle des Proteins in der Spezifizierung des Schicksals
neuronaler Vorlauferzellen hin. Auch in adulten Gehirnen ist die Expression von Geminin
auf Zonen aktiv teilender Vorlauferzellen beschrankt: Die SGZ des zum Hippocampus

gehdrigem Gyrus dentatus und die SVZ.
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Zusammenfassend korreliert die Expression von Geminin somit in allen fast jedem zellula-
rem Kontext mit sich aktiv teilenden Zellen, wahrend sie bei Austritt aus dem Zellzyklus

oder Zellzyklusarrest herunterreguliert wird.

E14.5

Neocortex

= Mesencephalon
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Abbildung 7. Expressionsmuster von Geminin

Lunge

in der Maus. /n situ Hybridisierung mit Geminin auf Leber

einem sagittalen Schnitt durch einen Embryo des
Stadiums E14.5 (LV, lateraler Ventrikel; Abbildung
Uibernommen von www.genepaint.org).

Geminin als Regulator der neuronalen Entwicklung

Wahrend Geminin in der Gastrulation das Schicksal einer Zelle neural zu werden, durch
seine N-terminale Doméne reguliert, wirkt sich die Regulation durch die C-terminale
Domaéne auf die spater ablaufende Neurogenese aus. Das Fortschreiten von einer friihen
neuroepithelialen Zelle bis zum differenzierten postmitotischen Neuron scheint der
Kontrolle einer geordneten Abfolge von Ereignissen zu unterliegen, welche durch die
Expression von Stadien-spezifischen Genen vermittelt wird. Die Regulation der Sets von
Transkriptionsfaktoren wird dabei durch grofle Enzymkomplexe gesteuert, welche den
Zugang zur Transkriptionsmaschinerie des Chromatins modifizieren. Der SWI/SNF-
Chromatin-Remodellierungskomplex ist ein derartiger Komplex. Er besteht aus etlichen
Untereinheiten, welche zur Familie der Brahma-zugehdrigen Gene (engl. ,Brahma-related
gene®; Brg) / Brahma- (Brm) assoziierte Faktoren (engl. ,Brahma-associated factor‘; BAF)
Komplexe zahlen. Die Komposition der Untereinheiten variiert in Bezug auf den Zelltyp
(Olave et al., 2002; Wang et al., 1996). So bestimmt auch im sich entwickelnden ZNS die
prazise Zusammensetzung des SWI/SNF-Komplexes aus den einzelnen Co-Faktoren, ob
sich ein Zelle weiterhin teilt oder ob sie differenziert (Lessard et al., 2007). Die Chromatin-
Assemblierung steuert dabei das Schicksal der Zelle. Die BAFs vermitteln moglicherweise
die Repression der transkriptionellen Aktivierung von Zielgenen, indem die den SWI/SNF-

Komplex daran hindern, an Promotor-gebundene Transkriptionsfaktoren zu binden.

Ein derartiger Mechanismus wurde so auch fir Geminin vorgeschlagen. Geminin wurde in

einer Yeast-Two-Hybrid Analyse als Interaktionspartner der katalytische Untereinheiten
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des ATP-abhangigen SWI/SNF-Komplexes Brg1 und Brahma identifiziert (Seo et al.,
2005a). Die funktionalen Studien in Xenopus und murinen P19-Zellen belegten, dass die
Interaktion zwischen Brg1 und Geminin zur Aufrechterhaltung des undifferenzierten
Zellstatus beitragt, indem verhindert wird, dass Brg1 mit transkriptionellen Regulatoren
der bHLH-Familie interagiert. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass bei Reduktion des
Geminin-Expressionslevels eine vorzeitige Neurogenese eingeleitet wird (Seo et al.,
2005a). Das Ergebnis war einhergehend mit der Beobachtung, dass das Level von
Geminin bei Differenzierung in neurales Gewebe abnimmt. Die Repression des SWI/SNF-
Komplexes durch Geminin wird aufgehoben und zuvor reprimierte Transkriptionsfaktoren
werden aktiviert. Der Antagonismus von Geminin und Brg1 dient der Erhaltung neuronaler
Vorlauferzellen und reguliert zeitlich die neuronale Differenzierung. Der ausfuhrliche
molekulare Zusammenhang, in dem Geminin wahrend der Neurogenese zu stehen

vermag, ist noch nicht aufgeklart.

Geminin als Regulator von Hox-Gen-Funktionen

Im Rahmen der Musterung von Vertebraten wurde Geminin als Interaktionspartner von
Mitgliedern der Hox-reprimierenden Polycomb-Familie entdeckt (Luo et al., 2004).
Uberexpressions- und Funktionsverlust-Studien im Neuralrohr demonstrierten die
Polycomb-ahnliche Aktivitat von Geminin. Die Assoziation von Geminin mit dem
Chromatin Hox-regulatorischer DNA-Elemente reprimiert die Transkriptionsaktivierung der
Hox-Gene. Darlber hinaus verhindert Geminin die Hox-Funktion durch direkte Bindung an
die Homeodomane der Hox-Proteine. Da die coiled-coil Doméne zum Teil auch mit der
Interaktionsdomane Uberlappt, an welche Cdt1 bindet, wird Cdt1 durch die Hox-Proteine

von seinem Komplex mit Geminin ersetzt (Abbildung 6).

Geminin ist sowohl durch Inhibition der Rereplikation in der Kontrolle des Zellzyklus wie
auch in der Regulation der embryonalen Musterung involviert. Aufgrund dieser funktiona-
len Dualitat kdnnte Geminin ein bedeutendes Element in der Koordination von Zellprolife-
ration und Zelldifferenzierung darstellen. Da diese Prozesse in einem Organismus zeitlich
parallel ablaufen, stellt sich die Frage, wie dasselbe Protein gleichzeitig die Kontrolle tber
derartig verschiedene Regulationsmechanismen zu besitzen vermag. Eine mogliche Er-
klarung bestiinde in der Veranderung der Protein-Eigenschaften durch posttranslationale

Modifikationen.

SUMOylierung als posttranslationale Modifikation

Die rdumliche und zeitliche Regulation der Funktion eines Proteins kann durch eine che-

mische Modifikation verandert werden. Fir das Protein Geminin wurde eine Modifikation
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in Form der Anheftung von Phosphatgruppen gezeigt (Kulartz et al., 2003; Kulartz et al.,
2004). Die Phosphorylierung ermdglicht weitere Regulationen der Aktivitat von Geminin,
obwohl bisher die funktionale Relevanz dieser posttranslationalen Modifikation nicht
weiter charakterisiert wurde. Acetylierung, Methylierung, Biotinylierung, das Anfligen von
Lipiden oder Zuckerresten und andere Modifikationen stellen andere allgemeine Arten von
Protein-Modifikationen dar. Sie erfolgen nach der Translation der mMRNA und bezeichnen
die Addition von funktionalen Gruppen. Posttranslationale Modifikationen wie Ubiquitiny-
lierung und SUMOylierung bedeuten dagegen die kovalente Bindung eines Proteins,
Ubiquitin bzw. SUMO.

SUMOylierung bezeichnet die kovalente Modifikation mit Proteinen der (engl.) ,Small
Ubiquitin-related Modifier* (SUMO) -Familie. Bei SUMO1 handelt es sich um ein aus 101
Aminosauren bestehendes Protein mit einem Molekulargewicht von 10,9 kDa. In Hefe
(Saccharomyces cerevisiae) ist nur eine SUMO-Form namens Smt3 enthalten (Lapenta et
al., 1997), wogegen Saugerzellen vier SUMO-Isoformen, SUMO1 bis SUMO4, besitzen.

Das humane SUMO1 besitzt trotz einer Sequenzhomologie von nur 18% eine sehr hohe
Ahnlichkeit in der Tertidrstruktur mit Ubiquitin. Die Tertidrstruktur entspricht der fiir Ubiqui-
tin typischen pBpapfpap-Struktur (Bayer et al., 1998; Vijay-Kumar et al., 1987). SUMO2 und
SUMOS3 bestehen aus 95 bzw. 103 Aminosauren und sind zu 95% identisch. Sie unter-
scheiden sich ausschliellich in drei N-terminalen Resten und sind bisher noch nicht funk-
tional voneinander unterscheidbar. Sie teilen eine Sequenzhomologie von 47% mit
SUMO1 (Bayer et al., 1998). SUMO4 ist zu 87% homolog zu SUMO2 und wurde bisher
aber am wenigstens charakterisiert. Bislang wurde es hauptsachlich in der Niere nachge-
wiesen und es wurde uber keine nativen Substrate berichtet (Bohren et al., 2004; Bohren
et al., 2007).

Die SUMOylierungskaskade

Der Weg der SUMOylierung ist analog zu dem der Ubiquitinylierung (Johnson, 2004),
aber die Konjugation von SUMO bedarf eines abweichenden Sets von Enzymen. Die
SUMO-Isoformen werden als inaktive Vorstufen generiert, und erst durch Abspaltung des
C-Terminus durch die enzymatische Aktivitdt der SUMO-spezifischen Proteasen (SENPs;
Ulps (engl. ,Ubiquitin-like processing proteases”) in Hefe) wird das C-terminale Glycin-
Glycin Motiv zuganglich, welches zur Bindung der Zielproteine erforderlich ist (Abbildung
8). In Saugetieren werden die SUMO-Proteine in Abhangigkeit von ATP dann durch den
aktivierenden E1-Heterodimer Aos1 und Uba2 (SAE1 und SAE2 (engl. ,SUMO-Activating
Enzyme*;) in Hefe) aktiviert (Abbildung 8; Desterro et al., 1999; Johnson et al., 1997).
Uber die zwischen E1 und SUMO neu gebildete Thioesterbindung wird SUMO
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anschlie®end auf das Ubiquitin-konjugierende Enzym 9 (Ubc9) lbertragen (Johnson et
al.,, 1997). Im Gegensatz zu der groflen Anzahl von Ubiquitin-E1-Enzymen ist Ubc9 das
einzige bisher bekannte SUMO-E2-Enzym. Ubc9 kann dann direkt an das Substrat binden
und SUMO darauf Ubertragen. Wie zur Ubertragung von Ubiquitin sind zum Teil aber auch
bei der SUMOylierung E3-Ligasen erforderlich, die letztlich die Konjugation von SUMO an
das Zielprotein katalysieren (Abbildung 8). Die Siz-Proteine aus Hefe wurden als erste
SUMO-spezifische E3-Ligasen entdeckt (Johnson and Gupta, 2001; Takahashi et al.,
2001). Die Homologen der Siz-Proteine in Saugetieren sind die PIAS- (engl. ,,Protein Inhi-
bitor of Activated STAT") Proteine (Kahyo et al., 2001). Andere E3-Ligasen in Sdugern
schliefen RanBP2 (engl. ,Ran binding protein 2“; Pichler et al., 2002) und ein Mitglied der
Polycomb-Familie, PC2 (engl. ,polycomb protein 2“; Kagey et al., 2003), ein.

Aktivierung Konjugation Ligation
SENP
Potease /\
— ATP
o - O@ - Oﬁ OO* O
K
E2 E3

SUMO SUMO E1
Vorstufe

Substrat

SENP Isopeptidase

Abbildung 8. Die SUMOylierungskaskade in Saugetieren. SUMO wird als Vorstufe synthetisiert und reift
durch die Hydrolase-Aktivitdt von spezifischen SUMO-Proteasen (SENPs). In Abhangigkeit von ATP wird
durch das aktivierende Enzym E1 (Uba2/Aos1) eine Thioesterbindung zu SUMO formiert. Das aktivierte
SUMO wird an E2 (Ubc9) konjugiert, welches SUMO dann direkt oder in Verbindung mit einer E3-Ligase (z. B.
PIAS, RanBP2, PC2) auf das Lysin (K) des Zielsubstrats Ubertragt. Die Bindung von SUMO an das Substrat
kann durch die Isopeptidase-Aktivitdt der SENPs aufgehoben werden.

Bei der Modifikation mit SUMO handelt es sich um einen reversiblen und hoch-
dynamischen Prozess. Die kovalente Bindung von SUMO an das Substrat kann durch die
Isopeptidase-Aktivitdt der SENPs aufgehoben werden. (Abbildung 10; Reviews Bossis
and Melchior, 2006; Mukhopadhyay and Dasso, 2007). Der SUMOylierungs-
DeSUMOylierungs-Zyklus kann zum einen eine Veranderung der Eigenschaften des Sub-
strat-Proteins bewirken, die bei DeSUMOylierung bestehen bleiben (Hardeland et al.,
2002). Zum anderen kann die SUMOylierung stéchiometrisch ablaufen, d. h. das Aus-
gangsstadium des Substrats (Konformation, Funktionalitat etc.) wird nach Dissoziation
von SUMO wiederhergestellt. Wahrend SUMO1 stets als Monomer an das Substrat kon-
jugiert, kbnnen SUMO2 und SUMO3 auch in Ketten gebunden werden (Tatham et al.,
2001).
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SUMO-Akzeptormotive

SUMO wird Uber eine kovalente Isopeptidbindung an die e-Aminogruppe eines Akzeptor-
lysins in dem Zielprotein geknulpft. Die SUMOylierung eines Proteins geschieht vorzugs-
weise an das Kernkonsensus-Motiv y-K-x-[D/E], wobei ¢ jeder grélRere hydrophobe
Aminosaurerest sein kann, wie bei Isoleucin (I), Valin (V) oder Leucin (L), K das Ziel-Lysin
ist, x jeder Rest und D/E Aspartat oder Glutamat darstellen. Analysen von SUMO-
Substraten lassen annehmen, dass die die Kernsequenz flankierenden Regionen ebenso
entscheidend fur die Bindung von SUMO sind. Es wurden daraufhin mehrere erweiterte
SUMO-Motive definiert (Subramanian et al., 2003; Hietakangas et al., 2006; Yang et al.,
2006a). Die Interaktion von SUMO und einem Protein ist nur méglich, sofern das Konsen-
sus-Motiv durch Einbettung in eine p-Faltblatt oder Schlaufen- (engl. ,Joop*) Struktur ex-
poniert wird und in einer gestreckten Konformation vorliegt. Es sind zudem aber einige
SUMO-Akzeptormotive entdeckt worden, die nicht das beschriebene Motiv enthalten. So
stellen beispielsweise K164 in S. cervisiae PCNA (engl. ,proliferating cell nuclear anti-
gen*) als Teil der Sequenz einer Haarnadel- (engl. ,hairpin®) Struktur und K14 im huma-
nen Protein E2-25K, welches in eine a-Helix eingebettet ist, abweichende SUMO-
Akzeptorstellen dar (Hoege et al., 2002; Pichler et al., 2005).

SUMO-Bindemotive

Die SUMOylierung eréffnet dem modifizierten Protein neue Interaktionsmdglichkeiten. Die
kovalente Bindung von SUMO kann eine konformative Anderung des Substrats hervor-
rufen, so dass neue Interaktionsmdglichkeiten gegeben sind, oder es kénnen neue Inter-
aktionen durch SUMO selbst geschehen. Eine vergleichende Analyse SUMO-assoziierter
Proteine identifizierte ein kurzes Motiv, das nicht-kovalent mit SUMO interagiert. Bei den
so genannten SBM- (SUMO-Bindemotive) Motiven [V/I]-x-[V/1]-[VI]{V/1] oder [V/I] [V/I]-
x-[V/I/L] (weitere SBMs siehe Reviews Martin et al., 2007; Geiss-Friedlander and Melchi-
or, 2007) handelt es sich um einen hydrophoben Kern x, der N- oder C-terminal von sau-
ren und/oder phosphorylierbaren Serin-Resten flankiert wird (Minty et al., 2000; Song et
al., 2004). Das Bindemotiv formiert einen B-Strang, welcher in paralleler oder antiparalle-
ler Orientierung zwischen der a-Helix und einem p-Strang von SUMO bindet. Zu den we-
nigen bisher beschriebenen Proteinen, die ein derartiges Motiv besitzen, zahlen PML und
der Transkriptionsrepressor Daxx (Shen et al., 2006; Lin et al., 2006). Die funktionalen

Eigenschaften dieser Proteine werden durch die Bindung von SUMO verandert.



Einleitung 37

Funktionale Rolle der SUMOylierung

Im Gegensatz zur Modifikation mit Ubiquitin, die haufig die Degradation der Substrat-
proteine fordert, kann die SUMOylierung diesen Prozess antagonisieren. Die Modifikation
mit SUMO st in der Kontrolle einer Vielzahl von Mechanismen innerhalb des Zellkerns
etabliert. Viele Transkriptionsfaktoren und Co-Faktoren werden durch Mutation des
SUMO-Akzeptorlysins zu einem Arginin deutlich aktiviert, d. h. die SUMOylierung
vermittelt die Repression der transkriptionellen Aktivitat. Mit der nicht-kovalenten Bindung
von SUMO an Daxx wurde beispielsweise gezeigt, dass sie fur die repressive Aktivitat des
Transkriptionsfaktors erforderlich ist. Sumoyliertes Daxx reprimiert andere sumoylierte
Transkriptionsfaktoren (Lin et al., 2006). Die Modifikation mit SUMO dient des Weiteren
der Regulation von Protein-Protein-Interaktionen, der subzelluldren Lokalisation, dem
Transport durch den Kernporenkomplex und der Regulation der Aktivitdt von weiteren
Transkriptionsfaktoren, Histonen und Chromatin-assoziierten Proteinen (siehe Reviews
Melchior, 2000; Muller et al., 2001; Hay, 2005). SUMO hat somit eine bedeutende Rolle
bei der Kontrolle von diversen zellularen Prozessen. Es vermag eine entscheidende
Rolle bei der Vermittlung zwischen regulatorischen Elementen und Molekilen bei diesen

Ereignissen haben.
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Zielsetzung

Das Protein Geminin ist charakterisiert durch seine funktionale Dualitat, da es sowohl an
der Kontrolle des Zellzyklus als auch an der Steuerung der Zelldifferenzierung beteiligt ist.
Geminin wurde zuerst als ein Schlisselelement bei der Kontrolle des Zellschicksals bei
der Formation des Nervensystems entdeckt, wahrend seine Rolle im Laufe der Zeit auf
weitere Prozesse wie die Steuerung von Hox-Gen-Funktionen und der Regulation der

neuronalen Differenzierung erweitert wurde.

Die molekularen Mechanismen, die hinter der Kontrolle dieser vielfaltigen Prozesse durch
Geminin stecken, sind bisher nur teilweise charakterisiert. Posttranslationale Modifikatio-
nen von Proteinen ermdglichen oftmals eine Vervielfaltigung der Funktionen eines Prote-
ins, indem dessen rdumliche und zeitliche Regulation verandert wird. Die  SUMOylierung
stellt eine derartige posttranslationale Modifikation dar, welche in einer Vielzahl von zellu-
laren Prozessen involviert ist. Die Modifikation mit SUMO vermag mdglicherweise einen
schnellen Wechsel der Funktionalitat von Geminin bewirken, der bei der inhibitorischen
Wirkung von Geminin auf Cdt1 im Zellzyklus erforderlich ist. Mit dieser Arbeit wurde es
angestrebt, Geminin als mogliches Substrat der SUMOylierung zu untersuchen und den
Effekt dieser Modifikation auf die Regulation Geminins hinsichtlich der beschriebenen

Interaktionspartner zu analysieren.

Die regulatorischen Eigenschaften von Geminin sind in einer Vielzahl von Modell-
organismen, einschlieBlich Drosophila, Xenopus, dem Medaka Fisch, dem Huhn und
verschiedenen Zellkultursystemen beschrieben worden. Das Ziel der vorliegenden Arbeit
lag des Weiteren in der eingehenden Analyse der funktionalen Bedeutung von Geminin

bei der embryonalen Musterung eines hoher entwickelten Vertebraten, der Maus.

Da die Annahme bestand, dass ein konventioneller Knockout des Geminin-Gens frihe
embryonale Lethalitat hervorrufen kénnte wie inzwischen auch durch eine Gruppe um R.
A. Laskey bestatigt werden konnte (Gonzalez et al., 2006), wurde es in dieser Arbeit an-
gestrebt, mittels der Methode des (engl.) ,Recombineering® einen konditionalen Knockout
zu generieren. Um das Verstandnis der Rolle von Geminin in der neuronalen Entwicklung
zu erweitern, bestand das Ziel dieser Arbeit darin, mittels des Cre/LoxP Rekombinations-
systems mit einsetzender Neurogenese eine spezifische Inaktivierung von Geminin im
Cortex von Mausen zu generieren. Die Analyse der transgenen Mause war im Besonde-
ren auf die Zellzykluscharakteristika der Geminin-inaktivierten proliferierenden Vorlaufer-
zellen ausgerichtet. Es galt zu untersuchen, ob der Funktionsverlust von Geminin in Re-
replikation resultieren wirde, inwiefern das neuronale und gliogene Schicksal der cortika-
len Vorlauferzellen bei der Bildung des Neocortex beeinflusst sein wiirde und welche Be-

deutung Geminin beim Ubergang von Neuro- zu Gliogenese hat.
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Ergebnisse

Posttranslationale Modifikation von Geminin mit SUMO1

Um die Eigenschaft der Funktionalitdt des Geminin-Proteins bei der Kontrolle des
Zellzyklus und bei der Regulation der Zelldifferenzierung besser zu verstehen, wurde
Geminin als mdgliches Substrat der posttranslationalen Modifikation mit SUMO unter-
sucht. Die SUMOylierung vermag mdglicherweise eine Veranderung der Funktionalitat
von Geminin bei der zeitlichen und raumlichen Koordination der zeitgleich ablaufenden

Prozesse bewirken.

In silico Analyse von dem Geminin-Protein

Die SUMOylierung von Substratproteinen geschieht in der Regel an einen Lysin-Rest (K),
welcher sich innerhalb der Konsensussequenz -K-x-[D/E] befindet. Das humane
Geminin Protein setzt sich aus 209 Aminosaduren zusammen, von denen 20 Lysine sind,
welche eine potentielle Akzeptorstelle fir SUMO darstellen. Mit Hilfe der online  verfiig-
baren Software SUMOplot™Prediction (http://www.abgent.com/tool/sumoplot) wurde die
Primarsequenz von Geminin auf mogliche SUMO-Konsensusmotive uberprift. Fir huma-
nes Geminin lieRen sich zwei Motive ausmachen, die der Konsensussequenz entspre-
chen. Motiv 1 befindet sich am N-terminus von Geminin, aufwarts der D-Box, und besteht
aus den Aminosauren QKQE (Abbildung 9). Das Lysin K8 ist mit Ausnahme vom Huhn
(Gallus gallus) und Xenopus konserviert. In Xenopus liegen zwei weitere Aminosauren
innerhalb dieses Motivs. Das zweite Motiv besteht in der Sequenz von humanem Geminin
aus den Aminosauren LKKE. Das Lysin K135 an zweiter Position des Motivs (LKKE) ist
hochkonserviert und wurde mit Ausnahme fir die Maus (Mus musculus) als potentielles
SUMO-Akzeptormotiv vorhergesagt. Das zweite Lysin (LKKE) tritt nur in den Sequenzen
vom Mensch und in der Maus auf. Motiv 2 befindet sich innerhalb einer der fliinf Hepta-
Aminosaurewiederholungen der coiled-coil Doméne, eingebettet in einer Schlaufenstruk-
tur (Abbildung 9). Das Motiv liegt daher in einer gestreckten Konformation vor und macht
somit erst die Interaktion zwischen SUMO und Geminin mdglich (Lee et al., 2004). Eines
der fur andere SUMO-Substrate beschriebenen SUMO-Bindemotive konnte nicht in der
Sequenz von Geminin identifiziert werden. Die Analyse der Aminosaure-sequenz von
humanem Geminin mit dem PEST-Find Algorithmus
(http://www.at.embnet.org/embnet/tools/bio/PESTfind; Rogers et al., 1986) offenbarte
aullerdem zwei so genannte PEST-Sequenzen, die in einer Reihe von SUMO-
Zielproteinen neben dem Konsensusmotiv vorhanden sind (Abbildung 9).

PEST-Sequenzen sind Abschnitte von mindestens 12 Aminosauren, die vornehmlich
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Prolin, Glutamat, Aspartat, Serin und Threonin, aber keine positiv geladenen Amino-

sauren enthalten (Rechsteiner and Rogers, 1996).

Zusammengefasst wurden mit Hilfe der in silico Analyse zwei potentielle Akzeptormotive
in der Aminosaure-Sequenz von humanem Geminin ausgemacht, an die SUMO
konjugieren kdnnte. Die Prasenz zweier moglicher PEST-Sequenzen ist ein weiteres Indiz
fur eine Modifikation mit SUMO. Da die Sequenz von Geminin zudem sehr reich an
Lysinen ist, ist die Wahrscheinlichkeit der kovalenten Bindung von SUMO um ein
Weiteres erhoht, da theoretisch jedes Lysin eine potentielle Angriffstelle fur SUMO
bedeutet. Im Folgenden wurde Uberpriift, ob sich diese theoretischen Uberlegungen in

vitro und in vivo bestatigen lassen.

Motiv 1 20 40 F,j

1
Homo sapiens iNPSMEEKEE QEENREN | KN - lll| -8 BE- llslvPl EEEEM I BESR SGSLVI.ENI LEAGLSEREH 53
Mus Musculus lINLSMERKEE QEBBBENVKE - -HEEE---5 EE-EEsPVPR IIIKMII.II DESLVERENE BEL 5
Gallus gallus INSKMEESEE L-[FEE -NVEN PS..I.KYLI IITIISIAPl BEEEMT B KEBFLVBRECMNE
Xenopus laevis INTNKKRRED MEEKBEMS KN - -BEEEYFVE DETNESEAPE REEKVIGESE sGCLVEBRTKE
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Abbildung 9. Sequenz-Alignment von Geminin-Orthologen. Die Proteinsequenz von Homo sapiens
Geminin wurde mit den Orthologen aus Maus (Mus musculus), Huhn (Gallus gallus), Frosch (Xenopus laevis)
und Zebrafisch (Danio rerio) aligniert und zeigt die zwei potentiellen SUMO-Akzeptormotive (Motiv 1 und 2)
und zwei PEST-Sequenzen. PEST-Element 2 ist in der Sequenz von Mensch und Maus vorhanden. Die
Hintergrundfarbe der Aminosauren variiert von blau (nicht-konservierte Reste) bis rot (konservierte Reste).

Geminin ist bei Anwesenheit von spezifischen SUMO E3-Ligasen in vitro durch
SUMO1 modifizierbar

Die posttranslationale Modifikation eines Proteins durch Konjugation an SUMO1
veranlasst, dass das modifizierte Protein in einem Acrylamid-Gel mit héherem Molekular-
gewicht migriert als das unmodifizierte mit dem normalen Molekulargewicht. Das
sumoylierte Molekdl 1&sst sich dann mittels SDS-PAGE und Western Blot Analyse durch

einen Verlagerung der herkdmmlichen Proteinbande um etwa 11 bis 20 kDa nachweisen.

Um zu udberprifen, ob Geminin in vitro sumoyliert werden kann, wurde rekombinantes
Geminin zusammen mit ATP, rekombinantem SUMO1, E1- (Aos1/Uba2) und E2-Enzym

(Ubc9) inkubiert und eine Western Blot Analyse vorgenommen.
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Der Anti-Geminin-Antikérper detektierte unmodifiziertes Geminin bei 32 kDa.

In der

Negativ-Kontrolle ohne ATP und E3-Ligase (Abbildung 10a, Spur 2) wurden keine

weiteren Proteinbanden im héhermolekularen Bereich detektiert (Abbildung 10a, Spur 3).

a ATP
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SUMO1
PIAS1
PIAS3
RanBP2
Geminin

Spur

52 kDa
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E1,E2
SUMO1
PIAS1
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59 kDa

+ +
+ +
+ + + + + + +
+ - + - - - -
- - - + - - -
- - - - ++  +++
- + + + + +
1 3 4 5 6 7 8 8&)
— /
= sunor €D
Geminin
Geminin
- +
+
+
- + -
+ + +
/ SUMO1
i GST-Geminin

B B Sa—
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Abbildung 10. SUMO1-Modifikation von Geminin in vitro. (a) Rekombinantes Geminin und (b) GST-
Geminin wurden als Substrat in Gegenwart von ATP und den aufgereinigten Komponenten SUMO1, E1, E2
und verschiedenen E3-Ligasen (PIAS1, PIAS3 und RanBP2) in vitro sumoyliert. Die Produkte wurden mittels
SDS-PAGE und Western-Blot mit Anti-Geminin-Antikérper analysiert. (++) bzw. (+++) bedeutet die Zugabe
der doppelten bzw. dreifachen Konzentration der Komponente, in diesem Fall RanBP2.

Bei Anwesenheit einer E3-Ligase im Reaktionsansatz wurde dagegen héher migrierendes

Geminin-Protein registriert (Abbildung 10a, Spuren 4 bis 8). Die dominierende Bande lag

bei Anwesenheit von PIAS1 bei 52 kDa und zwei weitere starkere Banden erschienen bei
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46 und 48 kDa (Abbildung 10a, Spur 4). Die SUMOylierungsansatze mit zunehmender
Konzentration an RanBP2 flihrten alle zur Detektion der héher migrierenden Bande von
48 kDa, bei der es sich vermutlich um SUMO1-konjugiertes Geminin handelte, da sich die
unmodifizierte Bande von Geminin um 16 kDa verlagert hatte (Abbildung 10a, Spuren 6
bis 8). Noch weiter héher migrierende Banden wiesen auf die Anheftung mehrerer
SUMO1-Proteine hin. Der Effekt von PIAS3 war nur sehr schwach (Abbildung 10a, Spur
5). PIAS1 und RanBP2 fungierten gegeniber Geminin somit als SUMO-E3-Ligasen und
resultierten in der in vitro SUMOylierung von Geminin. Die Analyse wurde mit GST-
fusioniertem Geminin wiederholt, um das Ergebnis zu unterlegen. Den Erwartungen
entsprechend konnte auch GST-fusioniertes Geminin von PIAS1 mit SUMO1 in vitro
modifiziert werden (Abbildung 10b).

In vivo SUMOylierung von Geminin in HeLa-Zellen

Um zu bestimmen, ob Geminin auch in vivo sumoyliert werden kann, wurde in humanen
HelLa-Zellen die transiente Uberexpression von SUMO1 vorgenommen. Da im
Allgemeinen die Detektion von SUMO-konjugierten Substraten oft schwierig ist, da der
prozentuale Anteil des zellular in modifizierter Form vorliegenden Substrats sehr gering
ist, wurde zudem ein durch den CMV-Promotor gesteuertes Plasmid mit inserierter
Geminin-cDNA mit SUMO1 co-exprimiert. Als Negativ-Kontrolle fungierte SUMO1-AC7-
YFP, welches SUMO1 ohne das zur Konjugation an ein Substrat erforderliche Glycin-
Glycin-Motiv darstellt. Aktives SUMO1 wurde durch SUMO1-AC4-YFP reprasentiert,
wobei es sich um das bereits prozessierte SUMO1 handelt, welches ebenso wie SUMO1-
HA die Fahigkeit zur Konjugation an ein Akzeptorlysin hat. Die Aufbereitung der Zellen zur
Proteinextraktion wurde unter Standardbedingungen durchgefiihrt. Unmodifiziertes
Geminin wurde bei 32 kDa detektiert, aber es wurde weder fiir endogenes noch fir
exogenes Geminin eine zusatzliche, héhermolekulare Form von Geminin visualisiert
(Abbildung 11a). Die Uber 52 kDa migrierenden Banden wurden unter den angewendeten
Bedingungen flr die Proteinextraktion stets detektiert und schienen eine unspezifische
Reaktion des Geminin-Antikérpers mit den Proteinen des Zelllysats zu sein (Abbildung
11a). Proteinbanden, welche unterhalb der 32 kDa-Bande von Geminin laufen, sind
Resultat der Spaltung durch Caspase-3 (Roukos et al., 2007). Diesen kirzeren Varianten

von Geminin fehlen mehrere Aminosauren des C-Terminus (Roukos et al., 2007).

Da es fur die in vitro SUMOylierung von Geminin der Anwesenheit einer E3-Ligase
bedurfte, das Expressionslevel von PIAS1 in HeLa-Zellen jedoch ausgesprochen gering
war, wurde im Folgenden die Co-Expression von der E3-Ligase PIAS1 und FLAG-

Geminin vorgenommen.
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Abbildung 11. Uberexpression von SUMO1- und Geminin-Plasmid-Konstrukten in HeLa-Zellen. (a)
Western Blot Analyse von Hela-Extrakten nach transienter Transfektion von SUMO1-YFP, HA-SUMO1 und
Geminin mit (A) Anti-Geminin-, (B) Anti-GFP- (detektiert auch YFP) und (C) Anti-HA-Antikorper. (B) und (C)
dienen als Kontrolle und weisen in Spur 7 bzw. 9 samtliche, an SUMO1- konjugierte Substrate nach. SUMO1-
ACT7 stellt die inaktive Form von aktivem SUMO1-AC4 dar und dient als Negativ-Kontrolle. (*) kennzeichnen
unspezifische Reaktionen des Anti-Geminin-Antikorpers (b) Western Blot Analyse von Proteinextrakten aus
HeLa-Zellen nach Uberexpression von 6xHis-SUMO1, FLAG-Geminin und PIAS1 mit (A) Anti-Geminin- und
(B) Anti-FLAG-Antikorper. Die Reaktionen wurden jeweils mit den entsprechenden Leervektoren aufgefiillt.

Trotz Uberexpression von PIAS1 konnte jedoch kein SUMO1-modifiziertes Geminin
mittels Western Blot Analyse und Detektion mit Anti-Geminin- und Anti-FLAG-Antikorper

nachgewiesen werden (Abbildung 11b). Ebenso konnte durch Zugabe von
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N-Ethylmaleimid zur Reprimierung der Isopeptidase-Aktivitdt der SENPs der Nachweis

von sumoyliertem Geminin nicht erbracht werden (Daten nicht gezeigt).

In einer Zelle liegt zu einer bestimmten Zeit nur ein kleiner Prozentsatz der SUMO-
Substrate in modifizierter Form vor, da der Prozess der SUMOylierung reversibel und
hochdynamisch ist. Um dennoch die modifizierte Form von Geminin in vivo nachweisen
zu kénnen, wurde ein zellulares SUMOylierungssystem verwendet, bei dem Hela-Zellen
ein in ihr Genom stabil integriertes 6xHis-SUMO1 besitzen (Girdwood et al., 2003). Nach
transienter Transfektion mit CMV-gesteuertem Geminin oder dem Leervektor wurden die
HelLa-Zellen mit dem chaotropen Salz Guanidiumhydrochlorid lysiert. Die stark denaturie-
renden Bedingungen bei dieser Methode der Lyse verhindern die proteolytische Aktivitat
der Isopeptidasen. Die mit 6xHis-SUMO1 modifizierten Proteine wurden dann mittels Bin-
dung an eine Nickel-NTA-Agarose-Matrix aufgereinigt. Der Erfolg der Aufreinigung von
6xHis-SUMO1-Substraten wurde am Beispiel der vollstdandigen SUMOylierung von Ran-
GAP1, welches bereits in der Zelle in modifizierter Form vorliegt (Mahajan et al., 1997),
belegt. Unmodifiziertes RanGAP1 lauft bei 70 kDa (Abbildung 12b, Spur 2), an SUMO1-
konjugiertes RanGAP1 migriert bei 90 kDa im SDS-Gel (Abbildung 12b, Spur 2 und 4)

Die Western Blot Analyse eluierter Proteine lief im Falle des transient iberexprimierten
Geminins eine um 16 kDa verlagerte Bande von 48 kDa detektieren (Abbildung 12a,
Spur 6). Wahrend die Modifikation mit 6xHis-SUMO1 von exogen angereichertem
Geminin belegt werden konnte, konnte kein Nachweis fur die SUMOylierung von endoge-
nem Geminin erbracht werden, wie in Abbildung 12b, Spur 5, zu sehen ist. Die Spezifitat
dieses Ergebnisses wurde dabei durch eine zeitgleiche Durchfiihrung der Prozedur mit
herkdmmlichen HelLa-Zellen, welche nicht 6xHis-SUMO1 enthalten, demonstriert (Abbil-
dung 12a, Spur 1 und 4). Es konnte gezeigt werden, dass Geminin bei Co-Expression mit

SUMO1 auch in vivo sumoylierbar ist.

Analyse von Geminin-Mutanten

Die Konjugation von SUMO geschieht an ein Lysin des Akzeptorproteins. Um heraus-
zufinden, welches Lysin in der Aminosaure-Sequenz von humanem Geminin modifiziert
wird, wurden mehrere Konstrukte mit einzelnen Punktmutationen konstruiert, bei denen
das entsprechende Lysin durch ein Arginin ersetzt wurde. Von den insgesamt 20 Lysinen
der Aminosaure-Sequenz von humanem Geminin wurden 12 mutiert. Des Weiteren wurde
ein Konstrukt generiert, bei dem beide Lysine in dem vorhergesagten SUMO-Motiv 2
(Abbildung 9) mutiert waren. Zudem wurde ein Konstrukt ohne die N-terminalen 17

Aminosauren, welche das potentielle SUMO-Akzeptormotiv 1 beinhalten, generiert.
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Abbildung 12. Geminin kann in Sdugerzellen mit SUMO1 modifiziert werden. (a) Western Blot Analyse
der In vivo SUMOylierung von Geminin mit stabil in HelLa-Zellen integriertem 6xHis-SUMO1. Der zur
Detektion verwendete Antikorper ist gegen Geminin gerichtet und erkennt Geminin bei 32 kDa. Wahrend
6xHis-SUMO1-gebundenes endogenes Geminin nicht nachgewiesen werden konnte, wurde ftransient
Uberexprimiertes Geminin bei 48 kDa detektiert und war damit mit SUMO1 modifiziert. Als Kontrolle wurde der
leere pcDNA-Vektor Uberexprimiert. Der Input entspricht 0,33 % des initialen Volumens der lysierten Zellen
vor Aufreinigung von SUMO1-His und Substraten. (b) Western Blot Analyse mit Anti-RanGAP1 tail-Antikdrper
zur Uberpriifung der Aufreinigung.

Die Mutante, welche nicht das fiir die spezifische Konjugation von SUMO1 erforderliche
Lysin besitzt, sollte dementsprechend auch nicht modifiziert werden. Die Plasmid-
Konstrukte wurden in dem mit stabil inseriertem 6xHis-SUMO1 Hela-Zellkultursystem
Uberexprimiert und der Aufreinigung Uber den 6xHis-Tag unterzogen. Alle Mutanten
wurden in den HelLa-Zellen sumoyliert (Abbildung nicht gezeigt). Da bei keiner der

Mutanten ein vollstandiger Verlust der SUMOylierung nachgewiesen werden konnte,
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konnte nicht ermittelt werden, welches Lysin spezifisch fir die Konjugation von SUMO1

an Geminin ist.

Das bzw. die Akzeptorlysin(e) kann auch mittels Sequenzanalyse von sumoyliertem
Geminin durch Massenspektometrie ermittelt werden. Zu Sequenzierung bedarf es dabei
einer adaquaten Menge des modifizierten Proteins. Zur Herstellung von sumoyliertem
Geminin wurde Rahmen dieser Arbeit daher ein Expressionssystems in E. coli
angewendet, das die Herstellung von mit SUMO-modifiziertem rekombinantem Protein
ermdglicht (Uchimura, 2004). Mit Hilfe dieser Methode konnte jedoch kein SUMO1-
Geminin gewonnen werden (Daten nicht gezeigt), da in dem System keine E3-Ligasen
vorhanden sind, welche zur SUMOylierung von Geminin erforderlich sind. Es wurde
gezeigt, dass Geminin in vitro und in vivo sumoylierbar ist, aber das mit SUMO1

modifizierte Lysin des Geminin-Proteins konnte nicht identifiziert werden.

Konditionale Inaktivierung von Geminin in der Maus

Um einen Einblick in die funktionale Rolle von Geminin wahrend der Embryonalent-
wicklung in Saugetieren zu gewinnen, wurde eine gezielte Inaktivierung des Geminin-
Gens mit Hilfe eines konditionalen Knockouts in der Maus vorgenommen. Vor Erstellung
eines Knockout-Konstruktes des Geminin-Gens wurde in Erwagung gezogen, dass
homozygote Mause madglicherweise einen embryonal lethalen Phanotyp haben, da
Geminin eine globale Funktion in verschiedenen Prozessen der Zellproliferation wie auch
-differenzierung besitzt. Ein Einblick in die Embryonalentwicklung oder Analyse von
adulten Tieren ware hierbei nicht mdglich. Es wurde daher die Generierung eines
konditionalen Knockout-Konstruktes gewahlt, um das Geminin-Allel in einem spezifischen
Gewebe zu einem bestimmten Zeitpunkt zu deletieren. Zur Klonierung eines konditionalen
Targeting-Vektors wurde das Cre/LoxP System eingesetzt (Sauer, 1998). Im Allgemeinen
bedarf es dazu zweier transgener Mauslinien. Die erste Linie trégt das Gen von Interesse,
welches vollstandig oder von dem nur ein Segment mit zwei in derselben Orientierung
vorliegenden LoxP-Sequenzen flankiert wird (gefloxtes Gen). Die normale Gen-Aktivitat
sollte durch diese 34 bp langen Sequenzen nicht gestort sein. Die LoxP-Sequenzen sind
Erkennungssequenzen fir die so genannte Cre Rekombinase, welche durch homologe
Rekombination die LoxP-Stellen lokalisiert und das dazwischen liegende Fragment
deletiert. Die zweite Mauslinie beinhaltet ein Transgen, welches die Expression der Cre
Rekombinase unter Kontrolle eines ausgewahlten Promotors oder Enhancer-Elements
steuert. Bei Kreuzung beider Linien wird das gefloxte Allel deletiert, sobald die Cre Re-

kombinase exprimiert wird. Die Null-Mutation geschieht somit in Abhangigkeit der regula-
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torischen Einheit der Cre Rekombinase ausschlielich in ausgewahlten Zellen oder Ge-

weben.

Der genomische Bereich des Maus-Geminin-Gens ist auf Chromosom 13 zwischen
24.843.714 bp bis 24.853.806 bp lokalisiert (NCBI: NC_000079.5; Ensembl Gen ID:
ENSMUSG00000006715). Das Gen umfasst insgesamt 10,09 kb und setzt sich aus
sieben Exons zusammen. Die Lange des Transkripts betragt 1.127 bp (206 As). Es ist
eine Isoform von Geminin-mRNA bekannt, bei der es sich mdglicherweise um eine alter-
native Splicevariante handelt, deren Translationsprodukt bisher vornehmlich jedoch nurim
Testis detektiert wurde. Wahrend Maus-Geminin mit einem vorhergesagten Molekularge-
wicht von 23,3 kDa (Homo sapiens: 23,6 kDa) im Western Blot bei 32 kDa (Homo sa-
piens: 33 kDa) lauft, wurde die besagte Isoform bei 20 kDa detektiert (Eward et al., 2004).
Eine detaillierte Analyse der online zur Verfigung stehenden Datenbanken (NCBI; En-
sembl) bot keinen ersichtlichen Hinweis auf Enhancer oder andere cis-regulatorische E-

lemente in der genomische Sequenz des Geminin-Gens oder in angrenzenden Regionen.

Das Start-Codon (ATG) befindet sich im zweiten Exon. Um zu gewabhrleisten, das keine
verkirzte Variante des Geminin-Gens hergestellt werden kann, wurden die LoxP-
Sequenzen 143 bp aufwarts von dem zweiten, das Start-Codon einschlieRende, Exon und
182 bp abwarts von dem dritten Exon inseriert. Die komplette, von LoxP-Sequenzen
flankierte und spater deletierte Region schloss dabei das Start-Codon ein und umfasste

eine Sequenz von insgesamt 2947 bp.

Generierung eines konditionalen Knockout-Konstruktes mittels Recombineering

Um DNA von dem gewunschten Geminin-Lokus zu erhalten, wurde eine Maus PAC-Bank
gescreent (Osoegawa et al., 2000). Nach erfolgreicher Hybridisierung der Phagen-Bank
mit einer radioaktiv markierten Sonde von Geminin-cDNA wurden vier individuelle Klone
identifiziert. Die Klone wurden mittels PCR-Amplifikation von den genomischen Geminin-
Lokus flankierenden DNA-Fragmenten Uberprift. Detaillierte Angaben zu dem gesamten
Verfahren sind im Abschnitt ,Material und Methoden® erlautert. Drei der finf PAC-Klone
enthielten den gewilnschten genomischen Bereich. Einer dieser positiven Klone
(RPCIP711F02244Q2) wurde letztlich verwendet, um das konditionale Knockout-

Targeting-Konstrukt zu klonieren.

Der Targeting-Vektor wurde nach der Methode des (engl.) ,Recombineering” oder
.Recombinogenic Engeneering” hergestellt (Zhang et al., 2000; Ellis et al., 2001; Muyrers
et al., 2001; Copeland et al., 2001). Das System zur Subklonierung von DNA beruht auf
homologer Rekombination in E. coli, vermittelt durch die Red-Proteine des Bakterio-

phagen Lambda. Im Vergleich zur konventionellen Klonierung bedarf es fur das
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Recombineering keiner einzigartigen Restriktionsschnittstellen oder DNA-Ligasen (Zhang
et al., 2000; Muyrers et al., 2001; Copeland et al., 2001).

Im ersten Schritt wurde ein Fragment von 16,5 kb, die Target-Region des Geminin-Gens
beinhaltend, aus dem ausgewahlten PAC-Klon via Recombineering in das Retrieval
Plasmid PL253 subkloniert (Abbildung 13a; Retrieving). PL253 basiert auf dem
pBluescript-Vektor und enthalt eine durch den MC71 Promotor gesteuerte Thymidin-
Kinase-(TK) Kassette, welcher der Negativ-Selektion in den ES-Zellen dient. Der Prozess
der homologen Rekombination zur Subklonierung von PAC-DNA in pBluescript nennt sich
(engl.) ,Gap repair’. Der hierzu verwendete linearisierte Vektor PL253 enthalt Sequenz-
Homologien von 300 bis 500 bp, welche den gewilinschten DNA-Abschnitt flankieren und
homolog zu den zu modifizierenden Regionen sind. Der Austausch der Fragmente konnte

so Uber homologe Rekombination stattfinden.

In einem nachsten Schritt wurde 143 bp aufwarts des zweiten Exons eine von LoxP-
Sequenzen flankierte Neo-Kassette inseriert (Abbildung 13a; Erstes Targeting). Die
Kassette wurde durch Expression der Cre Rekombinase in E. coli Zellen entfernt, eine
einzelne LoxP-Sequenz hinterlassend. Des Weiteren wurde eine zweite Neo-Kassette
182 bp abwarts des dritten Exons mittels Recombineering eingefigt. In diesem Fall
flankierten zwei Fr-Sequenzen das Neo-Gen sowie abwarts der Neo-Kassette und
Frt-Sequenz eine weitere LoxP-Sequenz vorhanden war (Abbildung 13a; Zweites
Targeting). Bei diesem Konstrukt handelt es sich um den finalen Targeting-Vektor fir den

konditionalen Knockout.

Die Expression des Neo-Gens verleiht Resistenz gegeniiber Geneticin (G418). Durch
Zugabe dieses Antibiotikums in das ES-Zellmedium dient die Neo-Kassette der Selektion
von Zellen mit positiven Rekombinationsereignissen. Die Neo-Kassette steht unter der
Kontrolle des eukaryotischen PgK Promotors sowie unter der des prokaryotischen em7
Promotors, welches die Expression sowohl in E. coli Bakterien wie auch in den
eukaryotischen ES-Zellen ermdglichte. Da sich nach Targeting des Allels in einigen Fallen
die Expression des Neo-Gens durch den PgK Promotor auf den Phanotyp auswirkt bzw.
um transkriptionelle Interferenz mit dem natdrlichen Transkriptionsprogramm zu
vermeiden, kann sie durch die flankierenden Fri-Sequenzen optional in den ES-Zellen
oder den Mausen entfernt werden. Sofern Geminin ausgeknockt wiirde, ware die Deletion

der Kassette eingeschlossen.

Um die Funktionalitat der Frt-Sequenzen zu Uberprifen, wurde das Targeting-Konstrukt in
E. coli Zellen transformiert, welche die Flpe Rekombinase exprimieren (Abbildung 13a;

Flpe Rekombinase Test).
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Abbildung 13. Herstellung und Analyse der Funktionalitit des konditionalen Geminin Knockout
Konstruktes. (a) Ein 16,5 kb Fragment genomische DNA, das vollstdndige Geminin Gen enthaltend, wurde
aus dem PAC-Klon via (engl.) ,Gap repair‘ in den PL253 Vektor subkloniert (Retrieving) und Schritt fur Schritt
mit den Targeting-Kassetten versehen. Blaue Kasten stellen codierende Exons dar, LoxP-Sequenzen sind
durch schwarze Dreiecke, Fri-Sequenzen durch rote Dreiecke gekennzeichnet. (b) Restriktionsverdau der
Plasmide mit Ndel in jedem Stadium der Herstellung des Knockout-Konstruktes. Die Ndel-Schnittstellen sind
in (@) markiert und erwartete Fragmentgrof3en sind angegeben. Retrieving A zeigt den Verdau des ,Gap
repair* Plasmides mit Avrll und Ndel.
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Ebenso wurde die Funktionalitat der LoxP-Sequenzen analysiert, indem das Knockout-
Konstrukt in die die Cre Rekombinase exprimierenden E. coli Zellen elektroporiert wurde
(Abbildung 13a; Cre Rekombinase Test). Mit der Einfuhrung der beiden Neo-Kassetten
wurden zwei weitere Ndel Schnittstellen in das Targeting-Konstrukt eingebracht. Die
einzelnen Schritte zur Klonierung und Uberpriifung des Targeting-Vektors wurden mittels
Restriktionsanalyse Uberpruft. Der Verdau mit Ndel ergab fur jeden einzelnen Schritt ein
spezifisches Restriktionsmuster (Abbildung 13b). Der Restriktionsverdau des Plasmides
nach dem Retrieving mit Ndel flhrte nur zur Linearisierung der DNA und lieferte keine
prazise Aussage uber die GroRe der DNA. Um dennoch eine korrekte Abschatzung der
PlasmidgréRe zu gewahrleisten, wurde zusatzlich ein Doppelverdau mit Ndel und Avrll
vorgenommen, welcher das Plasmid in zwei Fragmente von 10,6 und 5,9 kb Lange

zerlegte (Abbildung 13a und b; Retrieving A).

Die modifizierten Regionen der verschiedenen Konstrukte wurden aulRerdem sequenziert,
um ggf. Mutationsereignisse zu registrieren. Ebenso wurden das finale Knockout-
Konstrukt an allen veranderten Regionen der genomischen Geminin Gensequenz und die
Ubergdnge zum PL253 Vektor sequenziert. Es wurden dabei keine Mutationen

festgestellt.

Herstellung von homolog rekombinierten ES-Zellen

Die Frequenz der homologen Rekombination in ES-Zellen hangt u. a. von der Lange der
homologen Bereiche zwischen Konstrukt und Gen-Lokus ab. Um eine hohe Wahrschein-
lichkeit von Rekombinationsereignissen zu gewahrleisten, wurde das finale Knockout-
Targeting-Konstrukt mit einem 3’ Arm von einer Lange von 2,7 kb versehen, und die Lan-
ge des 5 Armes betrug 6,1 kb (Abbildung 14a).

Das konditionale Geminin-Knockout Konstrukt wurde zur Elektroporation in MPI-II
ES-Zellen mit Hpal linearisiert. Es folgte die Selektion der transformierten ES-Zellen mit
G418 (Geneticin) und Ganciclovir. Zellen, welche das Targeting-Konstrukt iber homologe
Rekombination in das Genom inseriert hatten, zeichneten sich aufgrund der vorhandenen
Neo-Kassette durch Resistenz gegen G418 aus. Aulierdem sollten diese ES-Zellen die
TK-Kassette verloren haben, so dass sie in Gegenwart von Ganciclovir Uberleben konnten
(Abbildung 14a).

Um die erfolgreiche homologe Rekombination des Targeting-Konstruktes mit der
genomischen DNA der ES-Zellen nachweisen zu kdnnen, wurde eine Southern Blot
Strategie entwickelt. Mittels PCR wurden zwei Sonden erzeugt, deren komplementare

Sequenzen aulerhalb der Regionen des 3’ und 5 Arms lagen (Abbildung 14a).
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Abbildung 14. Identifizierung von ES-Zellklonen mit korrekt inseriertem Geminin Targeting-Plasmid.
(a) Homologe Rekombination zwischen dem Targeting-Konstrukt und dem genomischen Geminin-Lokus. Bei
Verdau mit Stul weisen korrekt getargetete ES-Zellen bei Southern Blot Analyse mit der 5 Sonde zusatzlich
zu der 18 kb Wt-Bande eine Bande von 8,5 kb (cKO, konditionaler Knockout) auf; Hybridisierung mit der 3’
Sonde liefert auRerdem eine 11 kb Bande. Der Verdau mit Nde/ und Detektion mit der 5’ Sonde ist zu den Wit-
Fragmenten von 8,5 und 5,7 kb im Falle des konditionalen Knockout-Allel eine weitere Bande von 3,4 kb zu
erwarten. (b) Darstellung des Ergebnisses der Southern Blot Analyse des korrekt inserierten Klons Z3-147.

205 ES-Zell-Klone uberstanden die Positiv/INegativ-Selektion mit G418 und Ganciclovir
und wurden mit Hilfe der Southern Blot Technik analysiert. Die genomische DNA wurde
aus den einzelnen ES-Zell-Klonen isoliert und mittels Restriktionsenzymen verdaut. Es
wurden Enzyme vermieden, welche leicht durch CpG-Methylierung in oder in der Nahe

von den Restriktionsschnittstellen in ihrer Aktivitat hatten blockiert werden konnen.
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Fur die 3° Sonde wurde die DNA mit Stul verdaut und fur die 5 Sonde wurde zum einen
mit Stul, zum anderen mit Ndel verdaut. Mit Insertion des Targeting-Konstruktes in die
ES-Zell-DNA war eine weitere Stul-Schnittstelle vorhanden. Bei korrektem Targeting
wurde beim Restriktionsverdau mit Stu/ und Detektion mit der 5° Sonde ein Fragment von
8,5 kb statt wie beim Wt-Allel von 18 kb erwartet. Die Hybridisierung mit der 3’ Sonde
sollte ein Fragment von 11 kb Lange statt der 18 kb von W{-ES-Zellen hervorbringen. Die
5 Sonde ist komplementar zu einer eine Ndel-Schnittstelle beinhaltenden Sequenz ab-
warts vom Geminin-Lokus. Bei Verdau mit Ndel und Southern Blot Analyse mit der 5’
Sonde wurden somit in Wt-Zellen zwei Banden (8,5 und 5,7 kb) nachgewiesen. Da in das
Targeting-Konstrukt mit der Neo-Kassette aufwarts des zweiten Exons eine weitere Ndel
Schnittestelle eingebracht worden war, war nach homologer Rekombination mit der Wt-
DNA eine weitere Bande von 3,4 kb zu erwarten. Von den ES-Zell-Klonen waren drei
Klone sowohl fir die 5’ als auch fur die 3' Sonde positiv (Abbildung 14b). Alle drei Klone
(Z23-68, 23-108 und Z3-147) wurden zur Herstellung von Maus-Chimaren verwendet.

Herstellung von Maus-Chimaren

Zur Gewinnung von Maus-Chimaren wurden die drei positiven ES-Zell-Klone separat
expandiert, mit CD1®/ICR Embryonen im 16-Zell-Stadium aggregiert und bis zum
Blastozysten-Stadium kultiviert. Die Blastozysten wurden in den Ovidukt schein-
schwangerer Mause transferiert und die daraus hervorgehenden Jungtiere wurden
aufgrund ihrer Fellfarbe selektiert. Da die MPI-II ES-Zellen einem 129er Stamm braunlich-
(agouti) gefarbter Mause entstammen und die CD1®/ICR Embryonen von Albino-Tieren,
sollten chimare Mause eine gemischte Fellfarbe aufweisen. Mannliche Chimaren mit
einem Anteil von 60 bis 70% agouti Fellfarbe wurden zur Identifikation von Keimbahn-
Chimaren mit CD1 Weibchen verpaart. Das erste Zeichen fur eine erfolgreiche Keimbahn-
Transmission ist das Erscheinen von Jungtieren mit einer agouti Fellfarbe. Tiere, welche
ausschlief3lich von Spermien der CD1 Wirtsembryonen entstammen, wirden eine weille
Fellfarbe aufweisen. Alle drei zur Aggregation verwendeten ES-Zell-Klone fihrten zur
Ubertragung des Geminin-Knockout-Allels ber die Keimbahn, was sowohl anhand der
agouti Fellfarbe, wie auch mittels PCR-Genotypisierung bestatigt werden konnte
(Abbildung 15b). Sofern die heterozygot gefloxten Mause (f/) identifiziert worden waren,
wurden sie zur Generierung von homozygot gefloxten Tieren (flI/fl) untereinander verpaart.
Homozygot gefloxte Mause waren lebensfahig, fertil und wiesen ein normales Verhalten
und keinen offensichtlichen Phanotyp auf. Die Tiere einer der aus den drei verschiedenen
ES-Zell-Klonen hervorgegangenen Mauslinien (Klon Z3-108) wiesen unabhangig vom

Genotyp (W, fi, fI/fl) zum Teil einen Hydrocephalus und Kleinwuchs auf.
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Fir weitere Verpaarungen, Riickkreuzung in den CD1®/ICR Hintergrund und den kondi-
tionalen Knockout des Geminin-Allels wurde daher im Folgenden ausschlieRlich die Linie
Z3-147 verwendet.

Konditionaler Knockout von Geminin mit Emx1"%c5°"®

Die Expression von Geminin ist im Neocortex der Maus regional auf die SVZ und VZ be-
schrankt. In der vorliegenden Arbeit wurde zur gezielten Inaktivierung von Geminin die
transgene Emx1"ES®_Mauslinie gewahlt, da das Expressionsmuster von Geminin mit
dem der Cre-Linie im Neocortex iiberlappt. Bei der transgenen Emx1"5®_Linie wurde
durch homologe Rekombination ein IRES- (engl. ,Internal ribosome entry site*) Cre-Gen
in das Exon des Emx71-Gens inseriert, welches die 3’ untranslatierte Region codiert
(Gorski et al., 2002). Die Expression der Cre Rekombinase sowie das endogene Emx1-
Gen unterliegen somit beide der Kontrolle des Emx7-Promotors. Emx1 codiert fir ein
Homeodoman-Protein, das sowohl in Vorlauferzellen des dorsalen Telencephalons wie
auch in postmitotischen Neuronen im medialen, dorsalen und lateralen Cortex exprimiert
wird. Der die Emx1"*€5® Rekombinase steuernde Promotor wird ab E9.5 in den cortikalen
Vorlauferzellen aktiviert und die vollstdndige Rekombination ist in E12.5 gewahrleistet
(Gorski et al., 2002). Die konditionale Inaktivierung in einer ein gefloxtes Allel tragenden
Mauslinie durch Verpaarung mit Emx1RE5 ist somit zu Beginn der Neurogenese
gegeben. In adulten Stadien erstreckt sich die Expression von Emx175%" zudem iiber

Strukturen des Hippocampus und die Riechkolben (Gorski et al., 2002).

Zum konditionalen Knockout von Geminin im dorsalen Vorderhirn von Mausen wurden die
homozygot gefloxten Tiere (Gemininf) mit heterozygoten Emx1"*E5® Mausen verpaart
(Abbildung 15a). 25% der Nachkommen waren wie erwartet sowohl heterozygot fir das
gefloxte Geminin-Allel wie auch fiir das die Rekombinase tragende Allel (Geminin;

Em X1IREScre

) und stellten damit rein heterozygote Geminin-Knockout-Mause dar. Um das
Geminin-Gen auf beiden Allelen zu inaktivieren, wurden die Geminin™":Emx1RES°® Tiere
des weiteren mit homozygot gefloxten Geminin-Mausen verpaart. Sowohl die
heterozygoten, wie auch die homozygoten Embryonen, Neugeborenen und adulten Tiere

wiesen aulerlich keine Abnormalitaten auf, verhielten sich normal und waren fertil.

Zur Genotypisierung wurde aus Schwanz-Biopsien DNA extrahiert und mittels PCR
wurden ausgewahlte Fragmente amplifiziert. Da das Ereignis der Rekombination
zwischen dem konditionalen Geminin-Allel und Emx1"55® durch die spezifische
Expression der Cre Rekombinase auf Zellen des Telencephalons beschrankt ist und nicht
im gesamten Embryo ablauft, wurde die Genotypisierung stets von dem gefloxten

Geminin-Allel und in einer unabhangigen Reaktion von dem Rekombinase-Gen vor-
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genommen. Diese beiden modifizierten Allele sollten in jeder Zelle des Kdrpers vorhanden
sein. Die Kombination der Primer K, N und L erlaubte die Unterscheidung von Wt- (530
bp, Primer K und L) und gefloxtem Allel (740 bp, primer N und L). Primer K ist komple-
mentar zu einer Sequenz aufwarts vom dritten Exon. Unter den gegebenen PCR-
Bedingungen war es nicht moéglich, mit Primer K und L von dem gefloxtem Allel eine
weitere, in diesem Fall stérende Bande, zu amplifizieren, da dieses Fragment ein Lange

von 2,4 kb besalle.

a

Genomischer Lokus (Geminin)
K L
530 bp

Konditionales Knockout Allel  (Geminin®fl)

N L
740 bp Emx 1/REScre
Knockout Allel (Geminin®!:Emx1/REScre )
S | 2N N e
b N
({\\(\\(\ 6\\(\\(\ é\\o\(\

100 bp Ff & &

740 bp (Primer N,L)
530 bp (Primer K,L)

Abbildung 15. Generierung von konditionalen Knockout-Mausen mit Emx1':c5°"

. (a) Heterozygot ge-
floxte Geminin",Emx1"E5®-Mause wurden mit homozygot gefloxten Geminin™-Tieren verpaart, um homo-

zygote Tiere (Geminin™":Emx1"™€5°®) zu erhalten. Primer N und L generieren ein fiir das Geminin Wt-Allel
spezifisches Produkt von 740 bp; Primer K ist komplementar zu einer Sequenz in der Neo-Kassette und pro-
duziert bei Amplifikation mit Primer L ein Fragment von 740 bp Lange. (b) Genotypisierung der Wt (Geminin),
heterozygot (Gemininﬂ) und homozygot (Gemininﬂ/ﬂ) gefloxten Tiere mittels PCR mit den Primern K, N und L.

Zur Verifizierung der konditionalen Inaktivierung des Geminin-Gens im dorsalen Telen-
cephalon wurde eine In Situ Hybridisierung (ISH) mit einer gegen Geminin gerichteten
RNA-Sonde vorgenommen. Da die Emx1%® Rekombinase erst ab E12.5 die voll-
standige Aktivitat erzielt (Gorski et al., 2002), wurden fir den Nachweis coronale Gefrier-
schnitte von Gehirnen aus Mausen des Stadiums E12.5, E13.5 sowie E15.5 angefertigt,
welche mit einer Geminin-Antisense RNA-Sonde hybridisiert wurden. Wie bereits in dem

digitalen Atlas von GenePaint (www.genepaint.org; Abbildung 7) dokumentiert wurde,
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wurde das Transkript des Geminin-Gens in Wi-Mausen in der proliferierenden Schicht der
dem lateralen Ventrikel (LV) anliegenden GE, in der SVZ und in der VZ des Neocortex
nachgewiesen (Abbildung 16). AuRerdem erstreckt sich die Expression von Geminin tber
den Hippocampus (Hp; Abbildung 16). In Stadium E15.5 war die Expression von Geminin
hauptsachlich auf die SVZ beschrankt (Abbildung 16, C, D und F). In Schnitten von Gemi-

. Emx1'RESe™®_Tieren bestand die Expression von Geminin in der GE, aber es wurde

nin
fast keine Geminin-mRNA mittels ISH im Neocortex nachgewiesen (Abbildung 16, A’, B’,
C, D', E’ und F’). Die gezielte Inaktivierung von Geminin im Neocortex mit Emx1'RESere

konnte somit mittels ISH belegt werden.
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A e
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x
Geminin ax
E13.5
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@
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(o3 C’
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x Abbildung 16. Expression von Geminin im
Geminin 75 dorsalen Telencephalon in Wt-Mausen und
D D’ spezifische Inaktivierung in  Geminin™;
v Emx1™55"*_Mausen. ISH von Geminin- mRNA
© il Hp auf coronalen Gewebeschnitten von W und
é Geminin™:Emx1"RES®_Mausen der Stadien E12.5
(A, A, E13.5 (B, B’) und E15.5 (C, C’, D, D, E,
Geminin ax E’). Dargestellt ist jeweils eine der symme-
F F trischen Hemispharen des Gehirns (CP, cortikale
“ j Platte; GE, Eminentia ganglionaris; Hp, Hippo-
s s g campus; LGE, laterale GE; LV, lateraler Ventrikel;
§ MEE : MGE, mediale GE; SVZ, Subventrikularzone).
Geminin ax
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Die vergleichende Analyse von Wt und Mausen mit heterozygot inaktiviertem Geminin
(Geminin™;Emx1"€S"®) offenbarte nie einen Unterschied, so dass im Rahmen dieser Arbeit
eine vergleichende Darstellung im Folgenden stets ausschlieRBlich von Wf und mit

Emx1'RES?® homozygot deletierten Mausen vorgewiesen wird.

Phianotyp-Analyse von Geminin™";Emx1"R¢"*-Mausen

Den Mendelschen Regeln zufolge entsprach die Verteilung der Nachkommen aus

"_ und Geminin™;Emx1""ES"*_Mausen in embryonalen sowie

Verpaarungen von Geminin
postnatalen Stadien im Allgemeinen den Erwartungen. Jungtiere und adulte Tiere wiesen
keinerlei anormales Verhalten auf, waren fertii und es wurden keine Unterschiede
zwischen mannlichen und weiblichen Tieren festgestellt.

fl/fl,

Zelldichte und Gesamtzellzahl sind im Cortex von Geminin™"; Emx1'"REScre

Da die visuelle Analyse von E13.5, E15.5, E18.5, P10 und P15 Wt und cKO-
(konditionaler Knockout) Gehirnen keine Indizien fir bestandige Unterschiede in Bezug
auf Volumen und Morphologie lieferte (Daten nicht dargestellt), wurde eine eingehendere
morphologische Untersuchung anhand histologischer Paraffinschnitte und Farbung mit

Cresylviolett vorgenommen.

Das Volumen der murinen Gehirne eines Wurfes variierte unabhangig vom Genotyp.
Bei vergleichender Analyse verschiedener Wirfe konnte keine Tendenz der Geminin-
inaktivierten Gehirne bezuglich der GroRe festgestellt werden. Die Musterung der
cortikalen Schichten wies bei Vergleich von Wt- und cKO-Gehirnen keine besonderen
Abweichungen auf (Abbildung 17). Ebenso zeichneten sich die Strukturen des
Hippocampus (Hp; Abbildung 17, C, C’) in den Geminin-deletierten Gehirnen nicht durch
bestimmte Abweichungen bei Vergleich mit Wt-Gehirnen aus. ISH mit spezifischen
Markern fur die verschiedenen cortikalen Schichten wie Cux2 (Schicht IV-II; lulianella et
al., 2003), RZRp (Schicht IV; Nakagawa and O'Leary, 2003), Er81 (Watakabe et al., 2007)
und Gad1 (Behar et al., 1994) erbrachte keinen Hinweis auf eine morphologische Veran-
derung des Neocortex von P10 mutanten Mausen (Daten nicht dargestellt). Der Verlust
der Aktivitat von Geminin im dorsalen Telencephalon resultierte nicht in einer veranderten

morphologischen Musterung des geschichteten Neocortex in adulten Stadien.



Ergebnisse 57

P10
Wt H Geminin™-Emx1/REScre ‘
A B’
cc )
svz )
S o
S|B B
14 -
im
, ‘ | -,
cc ol : iy Y
(o3 (0
Hp
7 Abbildung 17. Morphologische Untersu-
chung von P10-Gehirnen von Wt und
= Geminin™",Emx1"%"*.Msusen.  Cresyl-
I 12,5 . . i
3 B . 5 - violett-Farbung von coronalen Paraffin-
= : v ] 3| Schnitten. In den neocortikalen Schichten
{ : mim (I bis 1IV) von adulten Tieren sind keine
b A v Abweichungen zu beobachten (CC, Corpus
| v Callosum; Hp, Hippocampus; SVZ, Sub-
cc ~
i v ventrikularzone).

Analyse des mitotischen Zellzyklus im Cortex Geminin-defizienter Mause

Wahrend der Neurogenese folgen die proliferierenden Kerne einer interkinetischen
Migration. Wahrend die DNA-Synthese in der S-Phase des Zellzyklus an der basalen
Seite der cortikalen VZ geschieht, findet die Mitose und Teilung der Zellen an der
ventrikularen Oberflache statt (Sauer, 1935; Takahashi et al., 1993). Da Geminin an der
Kontrolle des Zellzyklus beteiligt ist und die Herunterregulierung von Geminin in Zellkultur-
systemen in den meisten Fallen zu einem Zellzyklusarrest in der G,/M-Phase und Endo-
reduplikation fuhrt (Melixetian et al., 2004; Zhu et al., 2004; Tachibana et al., 2005), wurde
eine eingehende Analyse der Verteilung von Zellzyklusphasen im dorsalen Telencephalon

konditional Geminin-inaktivierter Mause vorgenommen.

Zur Bestimmung der Anzahl und Lokalisation mitotischer Zellen wurde ein Antikorper
gegen das an Serin 10 phosphorylierte Histon (H3P) eingesetzt (Weissman et al., 2003).
Die Auszahlung von H3P-positiven Zellen wurde von jeweils sieben Wt und
Geminin™: Emx1"E“®_.Embryonen sieben unabhangiger Wiirfe vorgenommen. In jedem

Fall wurden 8 bis 12 coronale Schnitte der einzelnen Embryonen ausgewertet.
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E13.5 E15.5

Geminin™;Emx1/REScre ‘ ‘ H Geminin™:Emx 1/REScre

Abbildung 18. Analyse der Verteilung von Vorlauferzellen in der M- und S-Phase des Zellzyklus in

Cortices von Wt- und Geminin™™;Emx1"5°"® transgenen Miusen. Vergleichende Darstellung der IHC-

Analysen coronaler Schnitte von E13.5 (A, A’, B, B’, C’ C’) und E15.5 (D, D’, E, E’, F, F’) Gehirnen mit Anti-
H3P (rot) zur Markierung der Zellen in M-Phase und Anti-BrdU (griin) zur Aufnahme von S-Phase-Zellen.
BrdU wurde zur Inkorporation in replizierende Zellen 30 Minuten vor Tétung der Muttertiere injiziert (C, C’, F,
F’). Weilte Kasten in A, und A’ markieren den in B und B’ vergroert dargestellten Ausschnitt. Die weilen
Pfeile in B und B’ markieren Zellen in der basalen VZ, an der Grenze zur SP (Dapi in blau; CP, Cortikale
Platte; IV, Intermedidre Zone; MZ, Marginalzone; PP, Praplatte; SP, Subplatte; SVZ, Subventrikularzone; VZ,
Ventrikularzone).

Zellen in der spaten G,- und M-Phase, immunopositiv fir H3P, wurden im Cortex von
E13.5 und E15.5 Wt- und Geminin™;Emx 15 _Tieren in gleicher raumlicher Verteilung
am Rand der VZ entlang des gesamten lateralen Ventrikels (LV) entdeckt (Abbildung 18
A, A’, D, D’ rote Pfeile in B, B’, E, E’). Zur Initiation der Formation der SVZ in E13.5
akkumulieren mitotische Zellen zudem an der basalen Grenze der VZ (Abbildung 18 B, B’;
weiler Pfeil). In E15.5 liegen dann bereits in der neu gebildeten SVZ intermediare
Vorlauferzellen vor, welche ebenfalls aktiv zyklieren und in der M-Phase positiv fir H3P
sind (Abbildung 18 E, E’; rote Pfeile). Da nach rein visueller Begutachtung der IHC mit
Anti-H3P kein Unterschied bei Wt- und cKO-Mausen zu beobachten war, wurden Zellzahl-
bestimmungen der H3P-positiven Zellen vorgenommen. Obwohl zunachst eine Tendenz
von verstarkt H3P-positiven Zellen in der VZ der Knockout-Tieren zu verzeichnen war,
erbrachte die Auszahlung letztlich keinen signifikanten Unterschied von H3P-
immunoreaktiven Zellen in den cortikalen Zellpopulationen von Wf- und Geminin-cKO-
Méausen. Das Ergebnis wurde sowohl in E13.5 wie auch in E15.5 vermerkt (Daten nicht

gezeigt).
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Die Gliederung der Zellzyklusphasen wurde des Weiteren durch die Inkorporation von
BrdU (5’-Bromo-2’-deoxyuridin) in proliferierende Zellen verfolgt. Adulte Weibchen wurden
30 Minuten nach Injektion von BrdU getoétet, um die Zellen in der S-Phase des Zellzyklus
aufzunehmen. Wie aus Abbildung 18 C und C’ ersichtlich, reichern sich die meisten
Vorlauferzellen an der dem LV abgewandten, basalen Seite der VZ an. Hinsichtlich der
Quantifizierung  BrdU-positiver Zellen (siehe Zellzahlbestimmungen fir H3P-
immunopositive Zellen) liel sich keine signifikante Differenz zwischen Wt und cKO fest-

stellen (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend wurde bei Vorlauferzellen, welche das Geminin-Gen nicht
exprimieren, keine signifikante Veranderung der Anzahl von Zellen in M- und S-Phase in

der frihen cortikalen Entwicklung nachgewiesen.

Analyse der Ausbeute an neuronalen Zellen im Cortex von Wt- und

Geminin™; Emx1'RES“*.Mausen

Wahrend sich intermediare Vorlauferzellen in der SVZ zur Bildung von zwei Neuronen
vorzugsweise symmetrisch teilen, lauft die Teilung der radialen Gliazellen in der VZ
meistens asymmetrisch ab, so dass hdchstens ein Neuron entsteht (Abbildung 3). Um
einen Eindruck von der Ausbeute an Neuronen im Cortex mit konditional inaktiviertem
Geminin zu gewinnen, wurden auf coronalen Gefrierschnitten von E15.5 IHC-Analysen
mit Anti-Ki67 und Anti-TuJ1 umgesetzt. Ki67 bezeichnet einen nuklearen Transkriptions-
faktor, der in allen sich aktiv teilenden Zellen von der S- bis zur M-Phase vertreten ist
(Scholzen and Gerdes, 2000). Postmitotische Zellen, bei denen bereits die Differenzie-
rung in Neurone initiiert wurde, zeichnen sich dagegen durch die Expression von neurona-
lem Klasse Ill p-Tubulin (Tud1) aus. Zwischen den Cortices von Wf- und cKO-Tieren in
Bezug auf proliferierende und postmitotische Zellpopulationen wurden keine qualitativen
Unterschiede festgestellt (Abbildung 19). Die Expression von Ki67 beschrankt sich auf die
Schichten proliferierender Vorlduferzellen der VZ, der SVZ (Abbildung 19 A, A’) und in
geringem Male der IZ (Abbildung 19 B, B’, weil’e Pfeile). IHC mit Anti-TuJ1 detektierte
das filamentdse Protein in allen postmitotischen, Ki67-immunonegativen Zellen in der 1Z,
der CP und der PP (Abbildung 19 B, B’, C, C’). Das Verhaltnis von proliferierender und
bereits primar differenzierter Zellpopulation erschien im Cortex von Wt- und cKO-Mausen

identisch.
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Abbildung 19. Vergleichende Darstellung proli-
ferierender gegeniiber postmitotischer Zellpo-
pulationen. IHC mit Anti-Ki67 (A, A’, B, B’) zur
Markierung der proliferierenden Vorlauferzellen
und mit Anti-Tud1 (B, B’, C, C’) zur Visualisierung
von postmitotischen Zellen in coronalen Schnitten
von Wit und Geminin-cKO-Mausen im Stadium
E15.5. Die weilen Kasten in A und A’ markieren
den in den anderen Aufnahmen dargestellten
vergrofierten Bereich und die weillen Pfeile (B, B’)
weisen auf Vorlauferzellen in der IZ (intermediare
Zone) hin (CP, Cortikalplatte; LV, lateraler
Ventrikel; MZ, Marginalzone; SP, Subplatte; SVZ,
Subventrikularzone; VZ, Ventrikularzone).

Um dennoch einen mdglichen Effekt des Aktivitatsverlusts von Geminin auf das Schicksal
der proliferierenden Vorlauferzellen zu dokumentieren, wurde eine Quantifizierung der
Ausbeute an Neuronen in Ma&usen mit W{t- und Geminin-defizienten Cortices
vorgenommen. Dazu wurde im Stadium E15.5, 24 Stunden vor Praparation der
Embryonen, ein BrdU-Puls gegeben. BrdU-positive Zellen, welche den Zellzyklus bereits
verlassen haben, befinden sich so 24 nach ihrer Markierung mit BrdU an der Grenze von
VZ und SVZ oder bereits auflerhalb der VZ. Da zwischen den Cortices von Wt- und cKO-
Embryonen keine offensichtliche Differenz der BrdU-positiven Zellpopulationen
dokumentiert wurde (Abbildung 20a), schien die Inaktivierung von Geminin im Cortex
keinen Effekt auf den Austritt der proliferierenden Vorlauferzellen aus dem Zellzyklus und

die Initiilerung der neuronalen Differenzierung zu haben.

Bei vollstdndigem Funktionsverlust von Geminin in der Maus wurde nach den ersten
embryonalen Teilungen der ES-Zellen Apoptose registriert (Hara et al., 2006). Da bei der
Analyse der konditional Geminin-inaktivierten Embryonen zunachst kein Hinweis auf eine
Abnormalitat der proliferierenden Zellen vorlag, stellte sich die Frage, ob Geminin-
defiziente Zellen der Apoptose unterlegen sind. Die Durchfiihrung des TUNEL-Tests zur
Dokumentation von apoptotischen Zellen auf E15.5 coronalen Schnitten erbrachte im
Vergleich zu Wt-Nachkommen desselben Wurfes keine Anzeichen auf eine verstarkte

Mortalitatsrate (Abbildung 20b).

Die konditionale Inaktivierung von Geminin im dorsalen Telencephalon mittels Emx1'*E5

hat, den vorliegenden Ergebnissen zufolge, keinen signifikanten Einfluss auf die
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Population proliferierender Vorlauferzellen und deren Verteilung im Zellzyklus. Das Ver-
haltnis von differenzierten zu proliferierenden Zellen stimmt in den Geminin-defizienten

Mausmutanten mit dem in der Wt-Situation Gberein.

Geminin™:Emx1/REScre

E16.5

TUNEL

Abbildung 20. Inaktivierung von Geminin im dorsalen Telencephalon hat in der friihen Neurogenese
keinen Einfluss auf die Ausbeute an Neuronen und resultiert nicht in verstarkter Apoptose. (a) Markie-
rung der Zellen fir 24 Stunden mit BrdU. Weille Pfeile weisen auf aus der VZ ausgewanderte Zellen hin, die
den Zellzyklus moglicherweise bereits verlassen haben. (b) TUNEL-Test auf E15.5 coronalen Gefrierschnitten
von (A) Wt- und (A’) Geminin™Emx1"E5®_Mausen. Weie Pfeile markieren einzelne apoptotische Zellen
(rot; LV, lateraler Ventrikel; SVZ, Subventrikularzone; VZ, Ventrikularzone).
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Geminin interagiert mit dem Transkriptionsfaktor Pax6

Pax6 ist eines der SchlUsselelemente der radialen Gliazellen des Neocortex, da es
entscheidend an der Spezifizierung des neuronalen Schicksals der Zellen beteiligt ist.
Geminin und Pax6 sind in der Mehrheit der Zellen in VZ und SVZ co-exprimiert (Spella et
al., 2007). Durch ihre raumliche Nahe in den neuronalen Vorlauferzellen ware somit eine
direkte Interaktion méglich, welche bei der Regulation der Neurogenese eine funktionale

Bedeutung haben kdnnte.

Um zu untersuchen, ob Geminin und Pax6 tatsachlich miteinander interagieren, wurde
zunachst ein in vitro GST-Pull-Down Experiment durchgefiihrt. Rekombinantes, an GST-
fusioniertes Geminin-Protein wurde auf seine Bindung an Pax6 getestet. Pax6-Protein
wurde dabei durch in vitro Transkription/Translation in Gegenwart von [**S]-Methionin
hergestellt. Das Pull-Down Experiment belegte, dass Pax6 an GST-Geminin binden kann,
aber nicht an GST allein (Abbildung 21a).

a GST-Pull-Down b Co-Immunprazipitation
FLAG-Pax6 - +
Input GST-Geminin ~ GST Geminin + +
Pax6 “ gl Co-IP | Anti-Geminin
Input s @ = Anti-Geminin
Input @  AntiFLAG

Abbildung 21. In vitro und in vivo Interaktion von Geminin und Pax6 in HeLa-Zellen. (a) GST-Pull-Down
Analyse der Interaktion von GST-Geminin mit Pax6-Protein. Pax6 bindet an GST-Geminin aber nicht an GST.
Der Input zeigt in vitro transkribiertes/translatiertes Pax6 (Daten freundlicherweise von Naisana S. Asli zur
Verfigung gestellt). (b) Western Blot Analyse der Co-Immunpréazipitation (Co-IP) von Geminin mit FLAG-
Pax6. Als Negativ-Kontrolle wurde anstatt FLAG-Pax6 der leere Plasmid-Vektor transfiziert. Der Input ent-
spricht 0,4 % des initialen Volumens vor der Co-IP.

Um tatsachlich die funktionale Rolle einer Protein-Protein-Interaktion zwischen Pax6 und
Geminin wahrend der Neurogenese zu untersuchen, wurde es des Weiteren angestrebt,
die Interaktion in Saugerzellen zu bestatigen. Fir die Co-Immunprazipitation in einem
Zellkultursystem mit humanen Hela-Zellen wurde ein Plasmid mit N-terminal FLAG-
getaggtem Pax6-Protein oder, der als Negativ-Kontrolle fungierende leere Plasmidvektor
ohne Insert, zusammen mit einem Expressions-Plasmid fir Maus-Geminin transient

Uberexprimiert. Acht Stunden vor Ernte der Zellen wurde das Zellkulturmedium mit 10 uM
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des Proteasom-Inhibitors MG132 versetzt, um eine vorzeitige Degradation von Pax6 und
Geminin zu verhindern. Von den lysierten Zellextrakten wurde jeweils eine Probe
(Abbildung 21b; Input) entnommen, um anschlieRend mit der Co-Immunprazipitation
fortzufahren. Das mittels FLAG-Antikdrper prazipitierte Protein wurde mit Ladepuffer
eluiert (Abbildung 21b; Co-IP) und einer Western Blot Analyse mit Anti-Geminin-
Antikérper unterzogen. Wie bereits in vitro dargestellt wurde, wurde auch in vivo verifiziert,
dass Geminin mit FLAG-Pax6 spezifisch prazipitiert wird (Abbildung 21b). Die beiden
Proteine stehen in dem Zellkultursystem in direkter Interaktion miteinander.

1IREScre

Inaktivierung von Geminin mit Emx zeigt keinen Einfluss auf Pax6 und Pax6-

regulierte Zielgene

Die Interaktion zwischen Geminin und Pax6 spielt mdglicherweise eine Rolle bei der
Expression und Funktionalitdt von Pax6 im sich entwickelnden Neocortex. Um in den
Cortices der konditionalen Knockout-Mause eine mogliche Repression oder Erhéhung der
Pax6-exprimierenden Zellen durch Deletion von Geminin zu dokumentieren, wurde eine
ISH von Pax6-mRNA und IHC mit einem gegen Pax6 gerichteten Antikdrper vor-
genommen. Die minimalen GréRenunterschiede von Wt- und mutanten Gehirnen bzw. der
Dicke ihrer cortikalen Schichten, wie in Abbildung 22 E, F (Wf) und E, F

(Geminin™:Emx 1'REScre

) zu beobachten, traten nicht konstant auf und waren unabhangig
von dem Genotyp der analysierten Tiere. Die Expression von Pax6 wurde in E12.5 und
E15.5 hauptsachlich in der VZ detektiert. Anhand der ISH- und IHC-Analysen waren keine
Abweichungen der regionalen Pax6-Expression in Wt und Mutante zu verzeichnen. Die

Inaktivierung von Geminin hatte keinen Einfluss auf das Expressionsmuster von Pax6.

Ein direktes Zielgen von Pax6 ist das proneurale Gen Ngn2 (Stoykova et al., 2000;
Scardigli et al.,, 2003). Hohe Konzentrationen von Pax6 bewirken die transkriptionelle
Aktivierung des Ngn2-Gens. Um zu analysieren, ob die Deletion von Geminin einen
direkten oder Uber Pax6-vermittelten Effekt auf die Expression von Ngn2 in neocortikalen
Vorlauferzellen hat, wurde eine ISH von E15.5 Wt- und cKO-Schnitten vorgenommen. Bei
Vergleich von Wt und Mutante konnte kein Unterschied in der Expression des proneuralen
Gens dokumentiert werden (Abbildung 22). Ngn2 ist sowohl in Wt- wie auch in
fl/fl.

Geminin™ Emx1"RE5*_Mausen in der VZ des Neocortex angereichert und weist kein

unterschiedliches Expressionsmuster auf.
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Abbildung 22. Pax6-RNA und -Protein zeigen
5 . keine abweichenden Level im Cortex von Wt-
und Geminin™™;Emx1RE°*.Miusen in E12.5
L und E15.5. ISH-Analysen von Pax6-mRNA auf
sagittalen Schnitten von Wt und mutanten Tieren
des Telencephalons von E12.5 (A, A’) und von
coronalen Schnitten von E15.5 (B bis F’) in der
Ventrikularzone (VZ) in rostralen (B, B’), medialen
© (C, C’) und caudalen (D, D’) Abschnitten und die
T} Detektion von Pax6 Protein (rot) mittels IHC-
T

Analyse (weifle Kasten in E, E’ (4x Vergrolierung)
zeigen Ausschnitte in F, F’ in 10x VergréRerung;
Dapi in blau; 1Z, intermediare Zone; LV, lateraler
Ventrikel; MZ, Mantelzone; SP, Subplatte; SVZ,
Subventrikularzone).

Neben der Regulation des Transkriptionsfaktors Ngn2 durch Pax6 sind weitere Faktoren
an der Musterung des geschichteten Neocortex und der damit verbundenen
Differenzierung von Vorlauferzellen in Projektionsneurone beteiligt, die auch zum Teil in
Verbindung mit Pax6 stehen. Viele Transkriptionsfaktoren werden in regional beschrank-
ten Zonen exprimiert, was vermutlich in Verbindung mit den Schllsselereignissen in der
Neurogenese steht (reviewed von Hevner et al.,, 2006). Die transgene Geminin-cKO-

Mauslinie wurde, wie im Folgenden beschrieben, in Bezug auf diese zonalen
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Expressionsmuster einiger Transkriptionsfaktoren in der VZ, der SVZ, der IZ und der CP
untersucht, um einen Einblick in die Rolle von Geminin wahrend der neocortikalen

Musterung zu bekommen, insbesondere hinsichtlich einer moglichen Interaktion mit Pax6.

E15.5
wt H Geminin™M:Emx1/REScre
A A’
..3 Lvy ¥ 3
i
Ngn2 ax
B B’
B f”w %'k
© cP a LV & Ny
2
% GE
Ngn2 4x
c c’ i ( Abbildung 23. Expression von Ngn2 im Telen-
g : ' cephalon von Wt- und Geminin-cKO-Mausen.
@ & . ISH von E15.5 coronalen Gefrierschnitten durch
§ 2 das Gehirn (CP, cortikale Platte; GE, Eminentia
Ve ganglionaris; LV, lateraler Ventrikel; VZ,
| Ngn2 4x Ventrikularzone).
e U, IREScre 2 . .
Geminin™";Emx1 transgene Mause haben eine normale Anzahl intermediarer

Vorlauferzellen

Die Expression von Pax6 ist im Neocortex auf die radialen Gliazellen in der VZ
beschrankt. Der Ubergang von radialen Gliazellen zu intermedidren Vorlauferzellen findet
statt, sobald die Zellen aus der VZ in die SVZ zu migrieren beginnen. Dieser Vorgang um
E11.5 ist mit der Initiation der Aktivierung von Thr2 assoziiert, dessen Expression auch
der Regulation durch Ngn2 unterliegt (Schuurmans et al., 2004). Die Expression der
Transkriptionsfaktoren Pax6, Ngn2 und Thr2 erfolgt in sequentieller Abfolge (Englund et
al., 2005).

Um zu analysieren, ob die Inaktivierung von Geminin einen Einfluss auf die Generierung
von intermediaren Vorlauferzellen hat, wurde eine Co-Lokalisation von Pax6 und Tbr2
mittels IHC in Gewebeschnitten des Stadiums E15.5 vorgenommen (Abbildung 23; Pax6
in rot, Tbr2 in griin). Die Expression von Tbr2 im Neocortex wurde in der VZ, der SVZ und
der I1Z (Abbildung 23 C, weilder Pfeil) registriert, wobei die Zellen hauptsachlich Gber den
Pax6-positiven VZ-Zellen, an der basalen Oberflache, angereichert waren (Abbildung 23;
B, B’, C, C’). Zwischen dem Cortex von Wt- und Geminin™"Emx1"*5%°-Mausen lieR sich
kein Unterschied feststellen. Die Entstehung von intermediaren Vorlaufern scheint durch

die Inaktivierung von Geminin nicht beeintrachtigt zu sein.



Ergebnisse 66

a E155 b E15.5
Geminin™M;Emx1/REScre ‘ ’ Wt ‘ ’ Geminin™M;Emx 1/REScre
- G svz ; G,
v 8 i
i &
NeuroD 4x
H H’
svz
LV
w0 o
0 {v V
w ]
[t} NeuroD 4x
Lo .
W I 2 r 3 4
cP - e
NeuroD i 4x
J J
vz
LV
©  Ngn1 4x
Yo} K %
- Vi
v
[t} Ngn1 4x
v
L
10x

Abbildung 24. Expression von Pax6, Tbr2, Tbr1, NeuroD und Ngn1 im Cortex von E15.5 W¢- und cKO-
Mausen. (a) IHC von coronalen Gefrierschnitten mit Anti-Pax6 (rot; A, A’, B, B’; Kasten in A, A’ sind in
groRerer VergroRerung in B und B’ dargestellt) und Anti-Tbr2 (griin; B, B’, C, C’; Dapi in blau; D, D’) und IHC
mit Anti-Tbr1 (rot; E, E’, F, F’; Dapi in blau). (b) ISH von NeuroD (G bis I') und Ngn1 (J bis K’) auf coronalen
Gewebeschnitten von E15.5 Mausembryonen (CP, cortikale Platte; 1Z, intermedidre Zone; LV, Lateraler
Ventrikel; VZ, Ventrikulrzone; SP, Subplatte; SVZ, Subventrikularzone).

In der cortikalen Expressionskaskade folgt auf die Expression von Thr2 die des
proneuralen Gens NeuroD. Die Expressionsanalyse von NeuroD in den Geminin-
Mutanten war im Rahmen dieser Arbeit zudem von Interesse, da NeuroD sowie auch das
proneurale Gen Ngn1 der transkriptionellen Aktivierung durch Brg1 unterliegen und Brg1
selbst als Interaktionspartner von Geminin charakterisiert wurde (Seo et al., 2005b; Seo et

al., 2005a). Die Expression von NeuroD ist in der oberen SVZ und in der dem Ventrikel
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zugewandten Seite der |Z zu vermerken (Abbildung 24; G, G, H, H, I, I'). Die
vergleichende ISH-Analyse in E15.5 mit einer gegen NeuroD-mRNA gerichteten Sonde
offenbarte keine Abweichungen der NeuroD-Expression im Telencephalon von Wt- und
cKO-Mausen (Abbildung 24; G, G, H, H’, I, I'). Ebenso ist das Expressionsmuster des
Brg1-regulierten proneuralen Gens Ngn7 in der Mutante unverandert und in Mausen
beider Genotypen auf die VZ beschrankt (Abbildung 24; J, J', K, K’).

Thr1 ist in postmitotischen Neuronen in der basalen IZ, der SP, der CP und der MZ
exprimiert und folgt in der Expressionsabfolge der Aktivierung von NeuroD (Hevner et al.,
2001; Hevner et al.,, 2006). Im Cortex Geminin-inaktivierter Mause sind keine
morphologischen Veradnderungen in der cortikalen Platte zu erkennen und das

Expressionslevel von Thr1 ist in E15.5 vergleichbar mit dem von Wt-Mausen.

Der Verlust der Funktion von Geminin hat scheinbar keine signifikante Auswirkung auf
den Vorgang der Formation der neocortikalen Schichten, welche durch die sequentielle
Expressionsabfolge von Pax6, Ngn2, Tbr2, NeuroD und Tbr1 beschrieben wurde. Zudem
konnte keine reprimierende Wirkung von Geminin auf die Brg1-Zielgene Ngn1 und

NeuroD in dem Maus-Modell des Stadiums E15.5 nachgewiesen werden.

Deletion von Geminin in cortikalen Vorlauferzellen verédndert nicht die Expression

von Sox2

Das Protein Sox2 dient der Erhaltung neuronaler Vorlauferzellen in dem Status der
Proliferation. Es wird in neuroepithelialen Stammzellen und Vorlauferzellen in der VZ
exprimiert (Bani-Yaghoub et al., 2006) und zeigt dort in E12.5 zu 90% eine Co-Expression
mit Geminin-positiven Zellen (Spella et al., 2007). Bei der Entwicklung der Neuralplatte im
Huhn wurde gezeigt, dass Geminin an der Induktion der Sox2-Expression durch
Interaktion mit dem SWI/SNF-Komplex beteiligt ist (Papanayotou et al., 2008). Auf’erdem
gilt Sox2 als direktes Zielgen von Pax6 (Wen et al., 2008).

Um zu analysieren, ob die Inaktivierung von Geminin in den proliferierenden Zellen des
Cortex einen Einfluss auf die Expression von Sox2 hat, wurde eine ISH mit einer gegen
Sox2-mRNA gerichteten Sonde vorgenommen. Die Expression von Sox2 ist im Telen-
cephalon von Wt-Mausen in der VZ des Cortex, der MGE und der LGE zu beobachten
(Abbildung 25, A, B, C). Im Vergleich zu der ISH der Gewebeschnitte von E15.5 Wt-
Tieren ist in Gehirnschnitten mutanter Tiere keine veranderte Sox2-Expression zu ver-
zeichnen (Abbildung 25, A’, B’, C’). Die Deletion von Geminin im Neocortex hat wahrend
der frGhen neocortikalen Entwicklung bis E15.5 keinen Einfluss auf die Initiierung der

Expression von Sox2.
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Die tangentiale Migration von Interneuronen ist in Geminin-defizienten Embryonen

nicht beeintrachtigt

Aus dem Pallium gehen hauptsachlich glutamaterge cortikale Neurone hervor, wahrend
aus dem Subpallium Uberwiegend GABAerge Interneurone hervorgehen. GAD1 (engl.
,glutamic acid decarboxylase 1%) ist ein entscheidendes Element bei der Synthese des
inhibitorischen Neurotransmitters GABA und ist selbst Zielgen verschiedener DIx-
Homeodoman-Proteine. In Ngn2™”- und Pax65%°®-Mausmutanten wurde die erhéhte Ein-
wanderung GAD1-positiver Neurone in den Neocortex beobachtet (Chapouton et al.,
1999). Um zu prifen, ob die tangentiale Migration von Vorlauferzellen der Interneurone in
den Geminin-Mausmutanten beeintrachtigt ist, wurde eine ISH mit GAD1 durchgefihrt.
Wie der Abbildung 26 zu entnehmen ist, war die Expression von GAD1 in der GE, im Tha-
lamus (Th) und zu einem geringen Level in der PP nachzuweisen (Abbildung 26). Zwi-
schen Wt- und Geminin™;Emx1"ES*.Mausen wurde kein abweichendes Expressions-
muster registriert. In Stadien der frihen neocortikalen Entwicklung scheint der Verlust von

Geminin keinen Einfluss auf die Einwanderung von Interneuronen aus der GE zu haben.

E15.5
Wt H Geminin™1-Emx1/REScre Abbildung 26. Identische Expressionsmuster
1A e A’ von GAD1 im Telencephalon von Wt und
Geminin-Mausmutanten. ISH von GAD1 auf
o) =Y coronalen Schnitten von E15.5 Maus-Embryonen
E cE | & (GE, Eminentia ganglionaris; LV, lateraler
Th : ; Ventrikel; PP, Praplatte;Th, Thalamus).
|| cAD1 B ' :
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Zusammenfassend wurde bei konditionaler Inaktivierung des Geminin-Gens im dorsalen
Telencephalon der Maus kein signifikanter Phanotyp der neocortikalen Entwicklung bis
E15.5 entdeckt. Sowohl die Verteilung der Zellen in den Phasen des Zellzyklus, wie auch
die sequentielle Aktivierung der analysierten Transkriptionsfaktoren in den verschiedenen
Schichten des sich bildenden Cortex (Tabelle 1) war im Vergleich zu Wt-Embryonen
unverandert. Der Funktionsverlust von Geminin zeigte in der Periode der Neurogenese
keinen Effekt auf die proliferierenden und postmitotischen Zellpopulationen bei Bildung

des cerebralen Neocortex.

Abbildung Marker Spezifitat Expression in E15.5 (Wt)

18 H3P Zellen in  M-Phase, Aktivierung VZ, SVZ
des G,/M-Phase-Kontrollpunktes

18 BrdU 30 Min.  Zellen in S-Phase, DNA-Synthese VZ,SVZ

20 TUNEL Apoptotische Zellen

16 Geminin VZ, SVZ

19 Ki67 Proliferierende Zellen VZ, SVZ

19 Tud1 Primar differenzierte Neurone Svz,1Z,CP
24b Ngn1 Vorlauferzellen der neuronalen Linie VZ

25 Sox2 Vorlauferzellen vZ,SvZ

22 Pax6 Vorlauferzellen / Radiale Gliazellen VZ,SVZ

23 Ngn2 Vorlauferzellen der neuronalen Linie VZ, SVZ
24b NeuroD Vorlauferzellen der neuronalen Linie SVZ

24a Tbr2 Intermediare Vorlauferzellen VZ, SVZ, (12)
24a Tbr1 Postmitotische Zellen der CP

neuronalen Linie

26 GAD1 Interneurone PP, GE, Th

Tabelle 1. Liste der verwendeten Marker und deren spezifische Expression im Cortex von E15.5 Wt-
Embryonen. Der spezifische Zelltyp und die spezifische Schicht im Cortex, in der der jeweilige Marker
exprimiert wird, ist ebenso angegeben wie auch ein Verweis auf die entsprechende Abbildung in dieser Arbeit,
welche die Expression des Markers zeigt (CP, Cortikale Platte; GE, Eminentia ganglionaris; 1Z, Intermediare
Zone; PP, Praplatte; SVZ, Subventrikularzone; VZ, Ventrikularzone; Th, Thalamus).
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Anreicherung von GFAP-positiven Zellen bei Abwesenheit von Geminin

Da die konditionale Inaktivierung von Geminin im Cortex von Mausen keine Auswirkung
auf das Schicksal der neuronalen Zelllinie zeigte, wurde im Folgenden analysiert, ob das
gliogene Schicksal der Zellen beeinflusst war. Da der Ubergang von Neuro- zu
Gliogenese ab E18 erfolgt, wurden die IHC-Analysen zunachst mit Gewebeschnitten von
M&ausen des postnatalen Stadiums P10 durchgefuhrt. Wahrend die bisherige Analyse von
E15.5 Embryonen hauptsachlich auf coronalen Gewebeschnitten vorgenommen worden
war, wurde die Analyse von P10 Mausen zudem auch mit sagittalen Schnitten durchge-
fuhrt wie im Folgenden dargestellt. Die sagittale Betrachtungsweise ermaoglicht einen
Uberblick des Genexpressionslevels in den verschiedenen Regionen des ZNS von rostral
nach caudal und veranschaulicht ggf. graduelle Abstufungen. Die Detektion von Zellen
der Astroglialinie erfolgte mit dem fir primar differenzierte Astrocyten spezifischen Anti-

GFAP Antikorper und die Detektion von terminal differenzierten Neuronen mit Anti-NeuN.

Die Anzahl mit NeuN markierter Projektionsneurone im Neocortex war in den Geminin-
defizienten Mausen im Vergleich zu Wt-Tieren nicht signifikant veréandert (Abbildung 27,
D, D, F, F). Es wurde zudem keine veranderte Expression von NeuN und GFAP im
Hippocampus und in der SVZ von beobachtet (Daten nicht gezeigt). Im Cortex von
Mausen mit konditional inaktivietem Geminin war jedoch eine deutliche Anreicherung
GFAP-positiver Astrocyten in der Schicht | (Abbildung 27, B’, C’) zu verzeichnen. In dieser
Schicht war die Expression von GFAP um bis zu 200% hoéher als im Cortex vergleichbarer
Wt-Tiere. Uberdies wurde auch eine Zunahme von Astrocyten im Corpus Callosum
(CC; Abbildung 27, E’) registriert, wobei die davon ausgehenden Astrocyten auch in die
Schicht VI des cerebralen Cortex hineinreichten. Das Erscheinungsbild der GFAP-

positiven Zellen entsprach dabei der typisch filamentdsen Morphologie von Astrocyten.

In Wt-Mausen erscheinen die ersten GFAP-positiven Astrocyten um E18.5. Um ggf. eine
vorzeitige Initiierung der GFAP-Expression zu registrieren, wurden IHC-Analysen der
Stadien E16.5, E17.5 und E18.5 vorgenommen. Es wurde dabei keine friihzeitige oder
gesteigerte Expression von GFAP-positiven Astrogliazellen im Cortex Geminin-defizienter

Embryonen wahrgenommen (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend resultierte der Verlust der Aktivitdt von Geminin durch konditionale
Inaktivierung mit Emx 1755 in postnatalen Stadien in keiner Veranderung der Anzahl
NeuN-positiver, neuronaler Projektionsneurone. Im cerebralen Cortex von P10 Geminin-
defizienten Mausmutanten wurde jedoch in eine signifikante Anreicherung GFAP-positiver

Astrocyten dokumentiert.
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Abbildung 27. Anreicherung von Astrocyten im Cortex Geminin-defizienter Mausmutanten.
(a) Schematische Darstellung eines sagittalen Schnittes durch das Gehirn einer Maus im Stadium P10. Die
Kéasten verweisen auf die entsprechenden Abbildungen in (b). (b) IHC mit Anti-GFAP (griin; A, A, B, B’, D, D’)
und Anti-NeuN (rot; C, C’, E, E’; Dapi in blau) im Cortex von P10 Wt und mutanten Gehirnen. Weille Kasten
in A und A’ markieren den vergrof3erten Bereich, der in B und B’ dargestellt ist. Abbildungen A bis C’ zeigen
den Ausschnitt der oberen Schicht I; Abbildungen D bis E’ stellen den Bereich der unteren cortikalen
Schichten einschlief3lich des Corpus Callosum (CC) dar (Gd, Gyrus dentatus; Hp, Hippocampus; LV, Lateraler
Ventrikel).
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Diskussion

Die embryonale Entwicklung involviert zahlreiche Zellteilungen und die Spezifizierung von
zelluldren Identitaten, um einen vollstdndigen und komplexen Organismus zu generieren.
Der Prozess umfasst sowohl die Steuerung von Mechanismen, welche die konkrete
Zuweisung eines zelluldren Schicksals gewahrleisten, als auch den korrekten Zeitpunkt
dieser Determination. Die Embryonalentwicklung bedarf somit der engen Kontrolle von
Zellproliferation und -differenzierung. Geminin wurde als ein Schlisselelement der
embryonalen Entwicklung charakterisiert, welches das koordinierte Zusammenspiel
verschiedener Molekiile reguliert. Wahrend Geminin zum einen die genomische Integritat
durch Regulation der DNA-Replikationslizenzierung im Zellzyklus aufrechterhalt, ist es
zum anderen durch Kontrolle des neuralen Zellschicksals auch an der Zelldifferenzierung

beteiligt.

Mit der vorliegenden Studie konnte das Verstéandnis der Rolle Geminins in der
Entwicklung des dem ZNS untergeordnetem Telencephalon erweitert werden. Wahrend
Geminin in der Periode der Neurogenese keine entscheidende Bedeutung hat, besitzt es
ab E18 eine entscheidende funktionale Rolle bei der Determination von Zellen der
Astroglialinie. Des Weiteren wurde mit der Modifikation durch SUMO eine neue post-

translationale Modifikation des Geminin-Proteins identifiziert.

Geminin ist ein neues Zielprotein der SUMOylierung

Mit der Entdeckung von posttranslationalen Modifikationen wurde das Verstandnis der
funktionalen Diversitat von Proteinen bedeutend erhéht. Die SUMOylierung hat in erster
Linie Einfluss auf die Interaktion eines Proteins mit anderen Proteinen oder
regulatorischen DNA-Elementen oder beeinflusst die Konformation des Proteins. Im
Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass humanes Geminin ein Substrat der
Modifikation mit SUMO ist, und sowohl in vitro als auch in vivo in Sdugerzellen sumoyliert
werden kann. Das fur die Konjugation von SUMO erforderliche Lysin im Geminin-Protein

konnte jedoch nicht ausfindig gemacht werden.

Da der Prozess der SUMOylierung hochdynamisch und reversibel ist, sind de facto nur
wenige Proteine entweder konstitutiv oder nach Erhalt bestimmter Signale quantitativ
sumoyliert. Die Detektion von SUMO-konjugierten Substraten gestaltet sich oft als sehr
schwierig, da nur ein kleiner Prozentsatz der zellularen SUMO-Substrate zu einer
bestimmten Zeit in modifizierter Form vorliegt. Transiente SUMOylierungen werden bei
Standardpraparationen oft nicht erfasst. Ausschlielllich abundante Proteine wie Ran-

GAP1, die stabil modifiziert vorliegen, kdnnen mit den gegebenen Detektionsmethoden
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erfasst werden (Mahajan et al.,, 1997; Matunis et al., 1996). Der Nachweis von
sumoyliertem Geminin war in vivo nur bei Uberexpression von Geminin und SUMO1 und
Anreicherung mit Nickel-Agarose mdglich. Endogenes, an SUMO1 konjugiertes Geminin
konnte nicht visualisiert werden. HeLa 6xHis-SUMO1-Zellen exprimieren 6xHis-SUMO1
nur auf geringem Niveau (Girdwood et al.,, 2003) und eine Vielzahl von SUMO1-
Substraten wird mit Geminin um die Konjugation von SUMO1 konkurriert haben. Sofern
also die in geringer Anzahl von SUMO1 vorhandenen Molekile an die zellularen Ziel-
proteine gebunden haben, verblieben nur wenige Molekile fur eine Konjugation an das
endogene Geminin-Protein. Erst die Anreicherung von Geminin vermochte die Anzahl
konjugierter Molekile von Geminin an SUMO1 in dem Zellkultursystem kompetetiv zu

erhohen, so dass die Modifikation letztlich visualisiert werden konnte.

Regulation der Funktion von Geminin durch posttranslationale Modifikationen

Fir das humane Geminin-Protein wurde eine weitere posttranslationale Modifikation in
Form von Phosphorylierung beschrieben (Kulartz et al., 2003; Kulartz et al., 2004). Der
funktionale Mechanismus dieser Modifikation bei der Regulation von Geminin ist noch
vollkommen unaufgeklart. Die Phosphorylierung kann auf die SUMOylierung von Geminin
einen positiven Effekt haben, indem sie durch das Einfligen einer lokalen negativen
Ladung die Bindung von Ubc9 induziert und damit die Konjugation an SUMO verstarkt
wird, wie am Beispiel von MEF2A erlautert wurde (Hietakangas et al., 2006). Die
Phosphorylierung kann jedoch auch wie fir c-Fos beschrieben (Bossis et al., 2005)
negative Konsequenzen haben, sofern die Anheftung der Phosphatgruppe in unmittel-
barer Nahe eines SUMO-Akzeptorlysins stattfindet. Die Anheftung von SUMO waére folg-

lich nicht mdglich.

Geminin wurde auch als Substrat der Modifikation mit Ubiquitin beschrieben, welches die
Degradation bzw. Inaktivierung von Geminin in Abhangigkeit vom Zellzyklus einleitet
(McGarry and Kirschner, 1998; Li and Blow, 2004; Benjamin et al., 2004). Ubiquitin bindet
zumeist unspezifisch an Lysinreste des Zielproteins. Ubiquitin und SUMO kénnten beide
denselben Lysinrest als Akzeptor im Substratprotein besitzen, so dass sie in wechsel-
seitigem Antagonismus stiinden, wie auch am Beispiel von PCNA belegt wurde (Hoege et
al., 2002). In einer Studie von p53 wurde auf der anderen Seite gezeigt, dass die
Ubiquitinylierung die Anheftung von SUMO an ein anderes Lysin sogar verstarkt, indem
die Rekrutierung von SUMO-E3-Ligasen bewirkt wird (Carter et al., 2007). Dieser Mecha-
nismus ware eine Erklarung fir die beschriebene Inaktivierung von Geminin wahrend der
M-Phase des Zellzyklus (Li and Blow, 2004; Hodgson et al., 2002). Das Geminin-Protein
erfahrt eine transiente Polyubiquitinylierung, wird moéglicherweise mit SUMO modifiziert

und verbleibt aufgrund dessen in der Gs-Phase inaktiv. Derartige Annahmen beddurfen
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jedoch weiterfuhrender Analysen wie z. B. der Untersuchung von modifiziertem Geminin

in Abhangigkeit der Zellzyklus-Phasen in einem System synchronisierter Zellen.

Funktionale Rolle der SUMOylierung von Geminin

Geminin interagiert bei der Kontrolle von Zellproliferation und -differenzierung mit
verschiedenen Proteinen. Die Modifikation von Geminin mit SUMO1 vermag moglicher-
weise durch sterische Hinderung die Interaktion mit bestimmten Bindepartnern stéren,
wahrend anderen die Bindung ermdglicht wird. Auf der anderen Seite vermag die
SUMOylierung eine Konformationsdnderung des Geminin-Proteins bewirken, so dass die
Interaktion mit bestimmten Bindepartnern erst erméglicht wird, wahrend andere Partner
an der Assoziation zu Geminin gehindert werden. Sofern die kovalente Bindung von SU-
MO an das Substrat keine konformativen Anderungen bewirkt, kdnnen neue Interaktionen
auch durch SUMO selbst geschehen. In C. elegans wurde der SUMOylierung beispiels-
weise eine essentielle Rolle in der Regulation der Hox-Gene zugesprochen (Zhang et al.,
2004). Da Geminin ebenfalls in der Regulation der Hox-Genexpression involviert ist,

koénnte diese Regulation erst durch die Konjugation von SUMO1 durchflihrbar sein.

Da der Prozess der SUMOylierung hochdynamisch und reversibel ist, erméglicht die
Modifikation mit SUMO zudem einen schnellen Wechsel des funktionalen Status von

Geminin im Zellzyklus, welcher bei der Regulation der Replikation erforderlich ist.

Ebenso vermag die SUMOylierung ein Rolle bei der Steuerung des Transports von
Geminin zwischen Kern und Cytoplasma spielen, welcher in Ei-Extrakten von Xenopus,
im Huhn und fir humanes Geminin nachgewiesen wurde (Luo et al., 2007; Hodgson et
al., 2002; Boos et al., 2006). Wie jedoch auch RanGAP1 in Hefen und Pflanzen nicht
durch  SUMO modifiziert wird, kann auch Geminin nicht in allen Spezies der

SUMOylierung unterliegen.

Substrat-Spezifitat der SUMOylierung

SUMO wird an die meisten Substrate an ein Lysin (K) in dem Akzeptormotiv y-K-x-[D/E]
gebunden, jedoch gibt es noch weitere Faktoren, die bei der Selektion des Substrats
bestimmend sind. Neben dem Lysin ist das Glutamat (E) in dem Konsensusmotiv die am
nachsten hochkonservierte Position. Im Fall von einigen SUMO-Substraten reduziert die
Mutation des konservierten Glutamats zu Aspartat (D) signifikant die SUMOylierung,
obwohl andere K-x-D Sequenzen wiederum sumoyliert werden. Das PCNA-Protein weist
beispielsweise zwei SUMOylierungsmotive auf, von denen das eine konform zu der
typischen Konsensussequenz ist, das andere aber eine fir die SUMOylierung untypische
Sequenz darstellt (Hoege et al., 2002). Andere SUMO-Substrate, wie Daxx und Smad4,
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enthalten kein typisches SUMO-Akzeptormotiv (Jang et al., 2002; Chang et al., 2005) und
wieder andere werden immer noch sumoyliert, obwohl alle Konsenussequenzen mutiert
sind. Die beiden vorhergesagten Konsensusmotive von humanem Geminin mégen zwar
der SUMOylierungsmaschinerie zugangig sein, missen aber nicht die entscheidenden
Stellen fir die Konjugation von SUMO1 darstellen. Da kein vollstandiger Verlust der
Modifikation von Geminin mit SUMO beobachtet wurde, vermag SUMO bei Abwesenheit
des Akzeptorlysins mdglicherweise auf ein benachbartes Lysin Ubergesprungen sein.
SUMO kann zudem an mehrere Lysine des Geminin-Proteins konjugiert sein. Zur
weiteren Analyse bedirfte es der Konstruktion von Doppel- bzw. Tripelmutanten, bei
denen zwei bzw. drei Lysine zu Arginin mutiert sind. Wie im Fall des Daxx-Proteins war
die Mutation von 9 Lysinen nicht ausreichend, um die SUMOylierung zu verhindern. Erst
der Austausch von 13 Lysinen zu Arginin fuhrte zum vollstdndigen Verlust der
SUMOylierung (Lin et al., 2006). Ein Geminin-Konstrukt ohne jedes Lysin sollte letztlich
die Modifikation mit SUMO vollstandig verhindern.

Basierend auf den Ergebnissen und Erkenntnissen der vorliegenden Arbeit ergeben sich
eine Reihe interessanter Fragestellungen im Hinblick auf die funktionale Rolle der
SUMOylierung von Geminin. Da mehrere Interaktionspartner von Geminin charakterisiert
worden sind, stellt sich die Frage, inwiefern die SUMO-Modifikation die Bindung an das
jeweilige interagierende Protein zulasst oder inhibiert. Die nicht durch SUMO1
modifizierbare Lysin-Mutante von Geminin wirde neben der unmodifizierten Form ein
bedeutendes Hilfsmittel bei der Aufklarung der Rolle von Geminin in der Regulation der
verschiedenen Proteine und regulatorischen DNA-Elemente darstellen. Weiterfihrende
Untersuchungen sind erforderlich, um die Rolle von sumoyliertem Geminin bei der
Kontrolle von Zellproliferation und -differenzierung zu entschlisseln. Sumoyliertes
Geminin vermag zudem eine funktionale Rolle bei der neuronalen Entwicklung
zukommen, da der Modifikation mit SUMO in den letzten Jahren vermehrt auch eine Rolle
bei der Regulation neuronaler Mechanismen, wie der von Glutamat-Rezeptoren

zugeschrieben wurde (Tang et al., 2005; Martin et al., 2007).
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Phanotyp-Analyse der konditional inaktivierten Geminin-Mause

Um einen Einblick in die Funktion von Geminin wahrend der cortikalen Entwicklung im
Telencephalon zu erlangen, wurde eine Strategie zur konditionalen Inaktivierung von
Geminin in vivo entwickelt. Zur Generierung des konditionalen Knockout-Konstruktes
wurde im Rahmen dieser Arbeit die Methode des ,Recombineering“ angewendet.

Die spezifische Inaktivierung der Expression des Geminin-Gens mit Emx1ES® im

Bereich des dorsalen Telencephalon wurde anhand ISH von Geminin-mRNA gezeigt und

1IREScre

stimmte mit der Expressionsdomane von Emx Uberein (vergleiche Gorski et al.,

2002). Homozygote Geminin™:Emx1"™€5°® Embryonen und adulte Mause wiesen keine

morphologischen Aberrationen auf, verhielten sich normal und waren fertil.

Inaktivierung von Geminin erlaubt die normale Proliferation von cortikalen

Vorlauferzellen

Die Zellzyklusparameter in der friihen neocortikalen Entwicklung bestimmen die Anzahl
der ausdifferenzierten Neurone im Cortex. Im Cortex Geminin-defizienter Embryonen
konnte wahrend der Neurogenese keine veranderte Verteilung der proliferierenden
Vorlauferzellen in den einzelnen Phasen des Zellzyklus festgestellt werden. In E13.5 und
E15.5 mutanten Embryonen befanden sich ebenso viele Zellen in der S-Phase des
Zellzyklus wie in vergleichbaren Wt-Embryonen. Ebenso wurde kein signifikanter Unter-
schied in der Anzahl und Lokalisation H3P-positiver Zellen in der G,/M-Phase des
Zellzyklus dokumentiert. Es war keine erhdhte Apoptoserate gegeben und das Verhaltnis
proliferierender Vorlauferzellen zu postmitotischen Zellen war unverandert, so dass
daraus resultierend entsprechend auch keine veranderte Anzahl von Neuronen in

postnatalen Stadien verzeichnet wurde.

Im Gegensatz zu den Funktionsverluststudien von Geminin in humanen Zellkultursyste-
men und in Drosophila (Melixetian et al., 2004; Zhu et al., 2004; Quinn et al., 2001;
Mihaylov et al., 2002; Yoshida et al., 2004) resultierte die konditionale Inaktivierung von
Geminin in cortikalen Vorlduferzellen nicht in Rereplikation und einem Zellzyklusarrest in
der G,/M-Phase. Wie jedoch auch in der Knockout-Situation resultierte die Herunter-
regulierung von Geminin in HeLa- und MCF10A-Zellen mittels RNA Interferenz nicht in
Rereplikation und Zellzyklusarrest. In diesen Zellen inhibiert Geminin in der S-Phase nicht
die Funktion des Replikationsfaktors Cdt1, sondern das Level von Cdt1 unterliegt der
Regulation redundanter Mechanismen wie Ubiquitinylierung und Proteolyse (Kulartz and
Knippers, 2004; Nishitani et al., 2004; Sugimoto et al., 2004; Machida and Dutta, 2007).
Wahrend Geminin in der S-Phase an das Chromatin gebunden bleibt, lauft die Synthese
und Degradation von Cdt1 durch SCF*? ab. Erst sofern Cdt1 in der G,-Phase im
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Uberschuss produziert wird oder der Degradation entgeht, verhindert Geminin den
Zugang von Cdt1 zur Replikationsmaschinerie (Arias and Walter, 2005). Ein
vergleichbarer Mechanismus vermag auch in den cortikalen Vorlauferzellen abgelaufen
sein, da die Eliminierung von Geminin bis E15.5 keinen nachweisbaren Effekt auf die

Zellzyklusparameter hatte.

Zusammenfassend hatte die Deletion von Geminin im dorsalen Telencephalon keinen
signifikanten Effekt auf den mitotischen Zellzyklus wahrend der Neurogenese. Geminin
scheint in dieser Periode von E10 bis E15.5 nicht an der Entscheidung, aus dem
Zellzyklus auszutreten oder eine weitere Runde durch den Zellzyklus zu laufen, beteiligt

ZU sein.

Die friihe neuronale Differenzierung in der Maus hangt nicht von Geminin ab

Die Expression des Pax6-Transkriptionsfaktors ist auf eine Subpopulation der cortikalen
Vorlauferzellen in der VZ und SVZ, den neuroepithelialen und radialen Gliazellen
beschrankt (Gotz et al., 1998). Mittels GST-Pull-Down Experiment und Co-
Immunprazipitation in Saugerzellen wurde im Rahmen dieser Arbeit die physikalische
Interaktion von Pax6 und Geminin in vitro und in vivo belegt. Obwohl bisher nicht
analysiert wurde, ob auch bei der neocortikalen Entwicklung eine Interaktion der beiden
Proteine gegeben ist, deutet die Co-Lokalisation von Geminin und Pax6 in Zellen der VZ
und SVZ und in adulten Stammzellen (Spella et al., 2007) auf eine biologisch signifikante
Interaktion hin. Im Cortex Geminin-inaktivierter Mause wurde jedoch wahrend der frihen
neocortikalen Entwicklung keine Repression oder Erhéhung der Genexpressionslevel von
Pax6 und dem Pax6-reguliertem Gen Ngn2 (Scardigli et al., 2003) festgestellt. Zudem
wies die Morphologie des geschichteten Neocortex von Geminin-deletierten Mausen
keine bestimmten Aberrationen auf wie z. B. bei Abwesenheit von Pax6 dokumentiert
wurde (Gotz et al.,, 1998; Estivill-Torrus et al., 2002; Malatesta et al., 2000). Bei
konditionaler Inaktivierung von Pax6 aufiert sich der Phanotyp so im Besonderen in
Defekten bei der Formation der unteren cortikalen Schichten (Tuoc, 2008). Bei Uber-
expression von Pax6 wurde demgegenuber eine Anreicherung radialer Gliazellen
verzeichnet (Heins et al., 2002) und die Expression von Ngn2 ist in den Pax6-Mutanten
entsprechend herunterreguliert (Stoykova et al., 2000). Da derartige Merkmale nicht bei
Abwesenheit von Geminin dokumentiert wurden, hat Geminin somit in der Phase der
frdhen neuronalen Entwicklung des Neocortex bis E15.5 keine reprimierende oder

aktivierende Wirkung auf Pax6.

Neben der Untersuchung der Expression von Pax6 und NgnZ2 erbrachte auch die

Expressionsanalyse von weiteren Cortex-spezifischen Markern der neuronalen Zelllinie
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(Tbr1/2, NeuroD etc.) und dem Marker fur Interneurone (GAD1) in E15.5 und in
postnatalen Stadien keine signifikanten Unterschiede zwischen Wt- und cKO-Mausen.
Geminin ist somit offenbar nicht fir die Bildung von Neuronen und Interneuronen in der
frdhen neuronalen Entwicklung und fir die Spezifizierung der cortikalen Schichten

erforderlich.

Geminins Rolle in der Neuralinduktion

Die Expression von Geminin ist in den neuroepithelialen Zellen der Neuralplatte, des sich
formierenden Cortex und in den cortikalen Vorlauferzellen der Maus gegeben. Die

Deletion des gefloxten Geminin-Gens mit Emx1'~ES"®

erfolgte ab E9.5 in den neuro-
epithelialen Stammzellen des Cortex und im Laufe der weiteren Entwicklung auch in den
cortikalen Vorlauferzellen der VZ und SVZ (Gorski et al., 2002). Die konditionale
Inaktivierung von Geminin lag somit zu Beginn der Neurogenese vor. Die
neuroepithelialen Zellen der Neuralplatte, aus denen aber alle Zellen des ZNS hervorge-

hen, hatten jedoch noch nicht die Deletion des Geminin-Gens erfahren.

In Xenopus resultierte die Herunterregulierung von Geminin vor beginnender Formation
der Neuralplatte in der Repression der Sox2-Genexpression (Seo et al., 2005a). Die
Uberexpression von Geminin fiihrte dagegen zur Expansion des Neuralgewebes, indiziert
durch die erhéhte Expression von Sox2 (Boos et al., 2006). Auch im Huhn konnte gezeigt
werden, dass Geminin in koordinierter Zusammenarbeit mit dem SWI/SNF-Komplex zu
Beginn der Entwicklung der Neuralplatte die Expression des Sox2-Gens aktiviert
(Papanayotou et al., 2008). In der Maus erfolgt die Formation der Neuralplatte in E7.5. Im

Cortex von Geminin™ Emx1€5® Mausen wurde demzufolge keine Veranderung der

1IREScre erst

Sox2-Expression registriert, da die Inaktivierung von Geminin durch Emx
erfolgte, nachdem die Aktivierung der Sox2-Expression durch Geminin und die Bildung
der Neuralplatte bereits vollzogen war. Der beschriebene Mechanismus der Geminin-
regulierten Sox2-Aktivitat ist offenbar spezifisch fur die Neuralinduktion. Obgleich eine Co-
Lokalisation von Geminin und Sox2 auch bei der Bildung des murinen Neocortex
aufgewiesen wurde (Spella et al., 2007), scheint in der Periode der Neurogenese die
Regulation der Sox2-Expression Geminin-unabhangigen Mechanismen zu unterliegen. So
wurde u. a. gezeigt, dass die Aktivierung von Sox2 in der SVZ wahrend der spaten neuro-

nalen Entwicklung direkt durch Pax6 gesteuert wird (Wen et al., 2008).
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Inhibition der Gliogenese in der Periode der Neurogenese

Bei konditionaler Inaktivierung des Geminin-Gens im dorsalen Telencephalon wurde im
Rahmen dieser Arbeit eine Anreicherung GFAP-positiver Zellen in postnatalen Stadien
beobachtet. GFAP zahlt zu dem Typ Il Intermediarfilament-Proteinen und ist spezifisch
fur Zellen der Astroglialinie als Marker fir Astrogenese (Reeves et al., 1989). Die
Expression von GFAP ermoglicht jedoch nicht die Unterscheidung von primar und
terminal differenzierten Astrocyten. Zudem exprimieren auch viele embryonale und adulte
Vorlauferzellen des ZNS GFAP. Die Charakterisierung dieser zellularen Subtypen ist noch
relativ ungeklart. In den P10 Geminin-Mausmutanten wurde sowohl eine Anreicherung
bereits determinierter GFAP-positiver Astrocyten in der MZ als auch im Corpus Callosum
vermerkt. Die Differenzierung in GFAP-positive Zellen erfolgte jedoch nicht frihzeitig.
Geminin ist somit bei der Entscheidung der Vorlauferzellen, das gliogene Schicksal

anzunehmen, involviert.

Wahrend der Neurogenese von E10 bis etwa E18 gehen aus den multipotenten
Vorlauferzellen des Neocortex Neurone hervor, die die Cytokine CTNF (engl. ,ciliary
neurotrophic factor), LIF (engl. ,leukemia inhibitor factor*) und CT-1 (Cardiotrophin-1)
sekretieren (reviewed in Miller and Gauthier, 2007; Guillemot, 2007). Diese induzieren
zusammen mit BMP2 und Notch-Liganden ab E18 die Gliogenese, welche die Bildung
von Astrocyten aus den entsprechenden Vorlauferzellen einbezieht. Um eine vorzeitige
Einleitung der Gliogenese zu verhindern, bedarf es wahrend der Neurogenese von E10
bis E18 zunachst der Repression der durch die extrinsischen Faktoren induzierten
Signalwege. Ein Mechanismus zur Repression der Gliogenese involviert das proneurale
bHLH-Protein Ngn1. Ebenso wie Ngn2 foérdert dieses Mitglied der bHLH-Gruppe von
Transkriptionsfaktoren nicht nur die Differenzierung in Neurone, sondern es dient gleich-

zeitig auch der Repression des gliogenen Schicksals in den Vorlauferzellen.

Die von den neu gebildeten Neuronen sekretierten Faktoren wie CT-1 aktivieren zunachst
den JAK/STAT-Signalweg. Der Transkriptionsfaktor STAT3 formiert in diesem Zuge mit
Smad1 und dem Co-Aktivator p300/CBP einen Komplex, der an den Promotor des GFAP-
bzw. S7008-Gens bindet und die Expression der Gene initiiert. Die Transaktivierung
dieser Gene wird dabei wahrend der Neurogenese durch das bHLH-Protein Ngn1
reprimiert. Ngn1 assoziiert an p300/CBP, so dass der Co-Aktivator in Beschlag
genommen wird und nicht mehr fir die Komplexbildung und Aktivierung von STAT3
verfugbar ist. Als Konsequenz ist die Gliogenese inhibiert (Abbildung 28a; Sun et al.,
2001). Innerhalb der Vorlauferzellen férdert Ngn1 somit die Differenzierung in Neurone

und inhibiert die Zellen gleichzeitig, sich zu Astrocyten weiterzuentwickeln.
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Abbildung 28. Vereinfachtes Modell der Regulationsmechanismen bei der Neuralinduktion und der
Neurogenese und Gliogenese im Cortex. (a) Der Co-Aktivator p300/CBP und Smad1 assoziieren wahrend
der Neurogenese von E10 bis E18 mit Ngn1 an neuronal-spezifischen Promotoren wie von NeuroD und
aktivieren deren Transkription (rechts). Die neu gebildeten Neurone sekretieren dann die Cytokine CT-1,
CTNF und LIF, welche zusammen mit BMP2 den JAK/STAT-Signalweg und Smad1 aktivieren. Ngn1 inhibiert
in dieser Phase die Aktivierung von Glia-spezifischen Genen wie GFAP, indem es STAT3 von der Aktivierung
von p300/CBP-Smad1 abhalt. Die Differenzierung in Gliazellen wird damit wahrend der Neurogenese
verhindert (links; verandert nach Sun et al., 2001). (b) Geminin (Gmnn) reprimiert wahrend der Gliogenese in
gliogenen Vorlauferzellen die Aktivierung der GFAP-Expression durch Inhibition des SWI/SNF-Komplexes,
welcher mit p300/CBP, Smad1 und STAT3 auf dem Chromatin assoziiert ist. Diese Regulation schlieRt mogli-
cherweise auch die Repression der Aktivitat von Ngn1 ein. Die Differenzierung in gliogene Zellen ist folglich
reprimiert. (c) Um die gliogene Differenzierung einzuleiten, erfolgt vermutlich der Austausch von Untereinhei-
ten des SWI/SNF-Komplexes (markiert durch *), so dass Geminin die Transkriptionsaktivierung des GFAP-
Gens nicht langer reprimiert. Vermutlich besitzt der SWI/SNF-Komplex auch eine Funktion auf dem Chromatin
von neuronal-differenzierenden Genen, das aber zur Vereinfachung des Modells in diesem Rahmen nicht
dargestellt wurde.

Dieser Mechanismus ist in den Mausmutanten auch ohne funktionales Geminin abgelau-
fen, da keine vorzeitige Initierung der Gliogenese durch Anreicherung GFAP-positiver
Zellen vor E18 beobachtet wurde. Da aber eine deutlich hdhere Anzahl von Astroglia-
zellen in postnatalen Stadien registriert wurde, vermag Geminin mdglicherweise erst ab
E18, beim Ubergang von Neurogenese zu Gliogenese, und in der weiteren Entwicklung
eine entscheidende Rolle zukommen, indem Geminin die Inhibition des gliogenen Zell-

schicksals vermittelt.

Geminins Rolle in der Regulation der Gliogenese

Die Gliogenese im murinen Cortex erfordert ebenso die Repression von neuronalen
Signalen wie in der Periode der Neurogenese die Inhibition von gliogenen Signalen
erforderlich ist. Es bedarf somit zeitlich kontrollierter Mechanismen, welche die Aktivitat

der proneuralen bHLH-Proteine mit Einleitung der Gliogenese unterdriicken.

In einer dieser Arbeit vorausgegangenen Studie wurde die inhibitorische Wirkung von
Geminin auf die proneuralen Gene belegt (Seo et al, 2005a). In Xenopus und
proliferierenden P19-Zellen aus der Maus wurde dabei gezeigt, dass Ngn1 an die E-Box
von spezifischen Genen bindet. Um die Expression der Zielgene zu initiieren, ist die
Transaktivierung durch Brg1, der katalytischen Untereinheit des SWI/SNF-Komplexes,
erforderlich, so dass letztlich die Differenzierung der Zellen eingeleitet werden kann
(Seo et al., 2005b). Geminin inhibiert die Interaktion zwischen den bHLH-Proteinen und
Brg1 (Seo et al., 2005a). Die neuronalen Vorlauferzellen verbleiben infolgedessen in dem
Status der Proliferation, so dass Geminin der Aufrechterhaltung des undifferenzierten
Zellstatus dient und damit den Zeitpunkt der Differenzierung der neuronalen Vorlaufer-

zellen kontrollieren kann. Ein analoger, uber den SWI/SNF-Komplex vermittelter
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Mechanismus vermag auch bei der Gliogenese im murinen Cortex stattfinden, der jedoch
die Expression von Glia-spezifischen Genen wie GFAP reguliert (Abbildung 28b). Da die
Neurogenese in dieser Phase der Entwicklung bereits herunterreguliert ist, kdnnte
Geminin oder Brg1 zeitgleich die Inhibition von Ngn1 und weiteren Mitgliedern der bHLH-
Familie vermitteln (Abbildung 28b), ohne dass sich der Funktionsverlust von Geminin in

den Mausmutanten auf die neuronale Zellpopulation auswirkt.

Brg1 wird ab E13 in der cortikalen VZ exprimiert (Matsumoto et al., 2006), so dass ab
diesem Stadium die Expressionsdomanen von Geminin und Brg1 Uberlappen und eine
Interaktion durch die rdumliche Nahe ermdglicht wird. Die konditionale Inaktivierung von

Brg1 mit Nestin®®

resultierte im Gegensatz zum Funktionsverlust von Geminin in einer
Abnahme von GFAP-positiven Zellen. Die Gliogenese war bei Abwesenheit von Brg1
herunterreguliert, wohingegen die Expression von Markern neuronaler Vorlauferzellen
erhoéht war (Matsumoto et al., 2006). Die Analysen in der Maus konnten damit bestatigen,
dass Brg1 nicht wie in Xenopus und P19-Zellen fir die Expressionsaktivierung von
proneuralen bHLH-Genen verantwortlich ist, sondern dass Brg1 in der Maus ein
bestimmender Faktor bei der Differenzierung und/oder Reifung von Astrocyten und
Oligodendrocyten ist. Brg1 reprimiert die Entscheidung zu dem neurogenen Schicksal
einer gliogenen Vorlauferzelle und erhalt sie dagegen in einem Status aufrecht, der ihr
erlaubt, das Schicksal einer Gliazelle anzunehmen und auf entsprechende gliogene

Signale zu reagieren.

Den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit zufolge gewinnt die Interaktion zwischen
Geminin und Brg1 erst in der Phase der Gliogenese an Bedeutung wie in dem Modell in
Abbildung 28b veranschaulicht. Geminin vermag in proliferierenden Zellen durch Inhibition
von Brg1 die Transkription des GFAP-Gens und moglicherweise weiteren Glia-
spezifischen Genen wie S1004 verhindern. Bei konditionaler Inaktivierung von Geminin im
Cortex war die Repression des SWI/SNF-Komplexes folglich aufgehoben und zuvor
reprimierte Transkriptionsfaktoren wurden aktiviert, so dass das GFAP-Gen im Uber-
schuss exprimiert wurde. Geminin dient somit der Aufrechterhaltung des proliferierenden

Zellstatus, indem es die Aktivitat von Brg1 kontrolliert.

Dieser Mechanismus kann in direkter Verbindung mit dem erlauterten JAK/STAT-
Signalweg stehen, da gezeigt wurde, dass bei der Signalgebung durch das Cytokin IL-6
(Interleukin-6) Brg1 den Transkriptionsfaktor STAT3 auf das Chromatin IL-6-induzierbarer
Gene rekrutiert (Ni and Bremner, 2007). In dem vorgeschlagenen Modell sind sowohl
Brg1 als Komponente des SWI/SNF-Komplex wie auch STAT3 und der Co-Aktivator
p300/CBP mit dem Chromatin des GFAP-Gens assoziiert, dessen transkriptionelle
Aktivierung durch Geminin blockiert wird (Abbildung 28b). Geminin vermag die Aktivierung
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der Transkription dabei entweder direkt oder durch Rekrutierung von Co-Repressoren

oder HDACs (Histon-Deacetylasen) inhibieren.

Die Zusammensetzung der Untereinheiten des SWI/SNF-Komplexes unterscheidet sich in
proliferierenden und postmitotischen Zellen (Lessard et al., 2007). Die Bindung von
Geminin an Brg1 kénnte somit durch Modifikation oder Austausch der Untereinheiten des
SWI/SNF-Komplexes aufgeldst werden (Abbildung 28c, Markierung der ausgetauschten
SWI/SNF-Untereinheit durch *), so dass Geminin in Folge keine inhibitorische Wirkung
mehr auf Brg1 hat. Die Expression des GFAP-Gens wird aktiviert und die gliogene
Differenzierung eingeleitet (Abbildung 28c). Die Expression von Geminin ist auRerdem auf
proliferierende Zellen beschrankt (Spella et al., 2007) und mit Austritt der Zellen aus dem
Zellzyklus erfolgt die Degradation oder Inaktivierung des Geminin-Proteins (McGarry and
Kirschner, 1998; Li and Blow, 2004). In Folge der Abwesenheit von Geminin wiirde Brg1
nicht l1dnger an seiner Funktion der Transkriptionsaktivierung gehindert werden und der

Prozess der gliogenen Differenzierung kann ablaufen (Abbildung 28c).

Méglicherweise involviert der durch Geminin regulierte Mechanismus in der Gliogenese
auch Pax6 und Sox2. Beide Transkriptionsfaktoren werden in dieser Phase der
Entwicklung des Neocortex in GFAP-positiven gliogenen Vorlauferzellen und priméaren
Astrocyten exprimiert (Sakurai and Osumi, 2008). Es wird angenommen, dass die
Transkriptionsfaktoren an der Reifung von Astrocyten beteiligt sind. Wie bereits erwahnt
hat Geminin keinen Effekt auf die Expression von Pax6 und Sox2 in der friihen
neocortikalen Entwicklung. Da aber eine Anreicherung GFAP-positiver Zellen in
postnatalen Stadien verzeichnet wurde, vermag Geminin einen Einfluss auf die Steuerung
von Pax6 und Sox2 wahrend der spaten Entwicklung haben. Da Geminin bei Einleitung
der Differenzierung in Astrogliazellen nicht mehr verfligbar ist, kann die Aktivitdt von Pax6
und Sox2 und das Schicksal dieser Zellen, Glia zu werden, nicht mehr durch Geminin
reprimiert werden. Eine eingehendere Expressionsanalyse von Pax6, Sox2 und Markern
der gliogenen Zelllinie wie S7008 in postnatalen Stadien der Geminin™;Emx 175 Linie
wuirde in diesem Rahmen Aufschluss Uber den Regulationsmechanismus durch Geminin

geben.

In einer weiteren Studie wurde zudem belegt, dass p300/CBP auch ein Interaktions-
partner von Pax6 ist. Phosphoryliertes Pax6 transaktiviert den Co-Aktivator, dessen Inter-
aktion mit Pax6 daraufhin verstarkt wird und in Folge wird die Expression der Zielgene
aktiviert (Kim et al., 2006). Obwohl die funktionale Relevanz dieser Interaktion im ZNS
bisher ebenso wenig analysiert wurde wie die Interaktion von Geminin und Pax6 im ZNS,
ware ein biologisch signifikanter Regulationsmechanismus im neocortikalen Gewebe

dennoch denkbar. Geminin konnte als Teil des Komplexes von Pax6, p300/CBP und
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SWI/SNF eine regulatorische Funktion bei der Repression des gliogenen Zellschicksals
haben. Inwiefern Geminin die funktionalen Eigenschaften des Komplexes beeinflusst,

bliebe zu klaren.

Brg1 wurde des Weiteren in einer cDNA Microarray Analyse von Transkripten in der Linse
von Pax6-uberexprimierenden transgenen Mausen gefunden (Chauhan et al., 2002). Brg1
und Pax6 weisen im Auge Uberlappende Expressionsdomanen auf. Der Promotor des
Brg1-Gens enthalt mindestens drei Bindestellen fir Pax6 und die Expression von Brg1 ist
in den transgenen Pax6-Mausen hochreguliert, so dass eine direkte Regulation von Brg1
durch Pax6 im Auge plausibel ist (Chauhan et al., 2002). In einer weiterfihrenden Studie
wurde zudem belegt, dass Pax6 Brg1 rekrutiert, die Chromatin-Remodellierung des
aA-Krystallin-Lokus der Linse zu initiileren (Yang et al., 2006b). Die Interaktion von Brg1
und Pax6 ist im Neocortex bisher nicht untersucht worden. Sofern Geminin aber eine
inhibitorische Wirkung auf den SWI/SNF-Komplex austbt, kénnte diese durch die Pax6-
vermittelte Chromatin-Remodellierung des Komplexes aufgehoben werden, so dass in

Folge die Differenzierung der Zellen in Astrogliazellen eingeleitet wird.

Eine Option zu weiterfuhrenden Analysen des Schicksals Geminin-deletierter Zellen ist
die in vitro Kultivierung so genannter Neurospharen (Reynolds and Weiss, 1992). Neurale
Stamm- oder Vorlauferzellen wirden isoliert, expandiert und ausgezahlt werden, um die
verschiedenen Subtypen Geminin-defizienter Zellen zu quantifizieren bzw. zu
charakterisieren. Zellzyklusparameter und die Aktivierung von Kontrollpunkten des
Zellzyklus kénnte durch die Verwendung von spezifischen Markern (H3P, Ki67, Cycline,
Cdks etc.) untersucht werden. Aufderdem kénnte vermutlich eine Tendenz der Zellen zur
Differenzierung in Astrogliazellen visualisiert werden, deren stufenweise Differenzierung
mittels Expressionsanalyse mit entsprechenden Markern (S100p, Cd44 etc.) verfolgt

werden konnte.

Geminins Rolle in der Embryonalentwicklung

Die Spezifizierung des Schicksals einer Zelle involviert, bezogen auf ein besonderes
Schicksal, die reziproke Aktivierung von Genen und die Repression von Genen
alternativer Schicksale. Viele Transkriptionsfaktoren kénnen sowohl das eine Schicksal
positiv regulieren als auch zugleich eine negative Wirkung auf das alternative Schicksal
haben. Geminin wurde durch Interaktion mit dem SWI/SNF-Chromatin-
Remodellierungskomplex als ein Schliisselelement beim Ubergang von proliferierenden

Vorlauferzellen zu differenzierenden Zellen charakterisiert (Seo et al., 2005a).

Geminin hat wahrend der Neurogenese von E10 bis E18 keinen Effekt auf die neuronale

Differenzierung. Mit Beginn der Gliogenese ab E18 bewirkt Geminin aber offenbar die
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Aufrechterhaltung des proliferierenden Zellstatus, indem es die Differenzierung in GFAP-
positive Astrogliazellen reprimiert. Der durch Geminin vermittelte Prozess flhrt
moglicherweise zur Unterscheidung von neuronalen Vorlauferzellen und intermediaren
Subklassen, welche sich zwischen dem Stadium einer Stammzelle und einem bestimmten
Stadium von Vorlauferzelle befinden. Die Mechanismen bezlglich der rdumlichen und

zeitlichen Kontrolle dieser Regulation sind bisher nur unzureichend verstanden.

Wie am Beispiel von Ngn1 verdeutlicht, ist das proneurale bHLH-Protein bei der
Aktivierung von Genen fur die neuronale Differenzierung erforderlich und ebenso an der
Repression des gliogenen Zellschicksals beteiligt. Die Regulation dieser unabhangigen
Prozesse wird vermutlich durch bestimmte Domanen des Ngn-Proteins gewahrleistet.
Auch im Fall von Geminin verdeutlicht die molekulare Struktur des Proteins seinen multi-
funktionalen Charakter. Wahrend einige Bindepartner miteinander konkurrieren werden,
binden andere simultan an Geminin. Der Effekt von Geminin bei in vivo Uberexpressions-
oder Funktionsverluststudien hat sich oftmals als Dosis-abhangiger Effekt erwiesen. Die
Ergebnisse vorausgegangener Studien deuten darauf hin, dass das Verhaltnis des
Expressionslevels von Geminin gegenuber den Interaktionspartnern die Funktionalitat von
Geminin zu entscheiden vermag wie z. B. anhand der Regulation der Cdt1-Aktivitat
gezeigt wurde (Lutzmann et al., 2006). Geminin wird neben der zeitlichen Kontrolle der
Produktion von GFAP-positiven Zellen im murinen Cortex simultan auch die Regulation

des Zellzyklus durch Interaktion mit anderen Proteinen kontrollieren.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein weiterer konditionaler Knockout der trans-
genen Geminin-Linie mit der Cre Rekombinase unter der Kontrolle des T (brachyury)
Promotors und mit einer Mauslinie, bei der die Expression der Cre Rekombinase durch
das Msd (mesodermal) Enhancer-Element des Delta1-Gens gesteuert wurde (Beckers et
al., 2000), vorgenommen (Daten nicht gezeigt). Beide regulatorischen Elemente werden
im Allgemeinen in der frihen Embryonalentwicklung im mesodermalen Gewebe aktiviert,
aus denen die Somiten hervorgehen, welche spater u. a. zu Wirbeln und Muskeln diffe-
renzieren. T-Cre Mause deletierten das konditionale Geminin-Allel bereits im Primitiv-
streifen, wahrend die Expression von Msd-Cre um E7 im paraxialen Mesoderm des
Primitivstreifens aktiviert wird und spater in den Somiten erhalten bleibt. Wie aber auch
bei der Geminin™;Emx1'*%""® Linie keine offensichtlichen Abnormalitaten in Morphologie
und im Verhalten der transgenen Tiere festgestellt wurde, so erbrachte auch die Untersu-
chung der mit T- und Msd-Cre deletierten Mause keinen Hinweis auf einen offensichtli-
chen Phanotyp (Daten nicht gezeigt). Obwohl Geminin an der Regulation der Hox-Gene
und -Proteine bei der axialen Musterung beteiligt ist, konnten keine homeotischen Trans-

formationen der Wirbel in den transgenen Tieren nachgewiesen werden.
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Obgleich Geminin nach vollstandiger Inaktivierung in der Maus eine bedeutende Rolle in
den ersten embryonalen Zellteilungen zugeschrieben wurde (Gonzalez et al., 2006; Hara
et al., 2006), konnte in der vorliegenden Arbeit bei konditionaler Inaktivierung von Geminin
kein gravierender Effekt registriert werden. Wahrend die ersten Teilungen der ES-Zellen
eines Embryos die Prdsenz von Geminin verlangen, scheint sie wahrend der weiteren
Entwicklung zu einem komplexen Organismus entbehrlich zu sein. Die Funktion Geminins
vermag in diesem Fall durch andere regulatorische Proteine kompensiert worden sein,
wie beispielsweise flir Ngn2 angenommen wird (Fode et al., 2000). Der dahinter stehende
Mechanismus wird dabei in Abhangigkeit von dem jeweiligen Zelltyp stehen. Wahrend
Geminin bei der Neurogenese entbehrlich ist, ist es in der Periode der Gliogenese ein
entscheidender Faktor bei der Aufrechterhaltung des proliferierenden Zellstatus und

verhindert die Differenzierung in Astrogliazellen.
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Zusammenfassung

Wahrend der embryonalen Entwicklung muss fir den Ubergang von der Zellproliferation
zur -differenzierung eine prazise Koordination und zeitliche Kontrolle gewahrleistet sein.
Geminin wurde als multifunktionales Protein charakterisiert, das in der Regulation der
DNA-Replikationslizenzierung, Chromatin-Remodellierung, Transkriptionsregulation und

in der Kontrolle des neuralen Zellschicksals involviert ist.

Die Interaktion mit verschiedenen Bindepartnern erméglicht Geminin die zeitgleiche Kon-
trolle von Zellproliferation und -differenzierung. Wahrend einige Faktoren simultan an
Geminin binden kénnen, stehen andere in direkter Kompetition um die Bindungsdomanen.
Mit der SUMOylierung wurde eine neue posttranslationale Modifikation des Geminin-
Proteins identifiziert, die den Ausgangpunkt der Analyse neuer Regulationsmechanismen

von Geminin und sumoyliertem Geminin in der Kontrolle der zelluldren Prozesse darstellt.

Bei der Entwicklung des murinen Neocortex regulieren epigenetische Veranderungen in
der Zelltyp-spezifischen Genexpression den Ubergang von neurogenen zu berwiegend
gliogenen Phasen der Differenzierung von Vorlauferzellen. Die regulatorischen

Eigenschaften dieses Ubergangs sind bislang nur unzureichend aufgeklart.

Der Transkriptionsfaktor Pax6 wurde als ein Schlisselelement bei der Neurogenese, der
Formation der cortikalen Schichten und regionalen Musterung des Telencephalons
charakterisiert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Interaktion von Geminin mit Pax6 in
vitro und in vivo nachgewiesen. Um den Effekt von Geminin auf die Regulation von Pax6
und die Rolle Geminins bei der cortikalen Entwicklung néher zu untersuchen, wurde ein
konditionaler Knockout des Geminin-Gens in der Maus generiert. Die Inaktivierung von
Geminin wurde dabei in den neuronalen Vorlauferzellen des dorsalen Telencephalons zu
Beginn der Neurogenese vorgenommen. Der Funktionsverlust von Geminin hatte in
Periode der Neurogenese keinen Effekt auf Pax6 und Pax6-regulierte Zielgene. Ebenso
hatte es keine abnormale Formation der cortikalen Schichten zur Folge. In postnatalen
Stadien der Maus resultierte die Deletion von Geminin im Cortex jedoch in einer

deutlichen Anreicherung GFAP-positiver Astrogliazellen.

Geminin dient ab E18 in der Phase der Gliogenese der Aufrechterhaltung des proliferie-
renden Zellstatus, indem es die Vorlauferzellen inhibiert, das Schicksal von Astroglia-
zellen anzunehmen. Diese zeitlich koordinierte Regulation vermag die Interaktion von
Geminin mit dem SWI/SNF-Komplex und den Komponenten des JAK-STAT-Signalweges
zu involvieren. Die vorliegende Studie konnte somit das Verstédndnis der bisher

unbeschriebenen Rolle Geminins in der Entwicklung des murinen Neocortex erweitern.
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Material und Methoden

Molekularbiologische Methoden

Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli

Um bis zu 20 ug Plasmid-DNA aus E. coli Bakterien zu isolieren, wurden 4 ml LB-Medium
mit den Bakterienzellen angeimpft und das QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen) ver-
wendet. Fir die Gewinnung grofRerer DNA-Mengen von bis zu 500 ug wurde eine 100 ml-
Kultur inokuliert und das QIAfilter® Spin Plasmid Maxi Kit (Qiagen) benutzt. Beide Syste-
me basieren auf dem Prinzip der alkalischen Lyse (Birnboim and Doly, 1979). Die Inokula-
tion erfolgte in beiden Fallen unter Zugabe des entsprechenden Antibiotikums (100 ug/ml
Ampicillin; 50 ug/ml Kanamycin; 25 ug/ml Chloramphenicol). Die Zellen wurden fir 12 bis
16 Stunden unter kontinuierlicher Schuttelbewegung bei 37°C inkubiert. Die Isolierung der
Plasmid-DNA wurde entsprechend den Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Das DNA-

Pellet wurde in dH,O eluiert oder aufgenommen und fiir 10 Minuten bei 37°C geldst.

Extraktion von genomischer DNA aus murinem Gewebe

Zur Gewinnung von genomischer DNA aus Mausgewebe wurde dieses unter Zugabe von
475 ul Lysepuffer (100 mM Tris'HCI pH 8,0, 5 mM EDTA, 200 mM NacCl, 0,2% SDS) und
25 ul Proteinase K (10 mg/ml in 50 mM Tris HCI pH 8,0 und 1,5 M Kalziumacetat) in ein
Reaktionsgefall gegeben. Je nach Anteil des Gewebes erfolgt eine Inkubation bei 55°C
fur 2 bis 16 Stunden. Um eventuelle unlysierte Rickstande loszuwerden, wurde das Lysat
fur 5 Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert. Zur Fallung der DNA wurde der Uberstand in
ein neues Reaktionsgefal3, in das zuvor 350 ul Isopropanol pipettiert wurden, transferiert.
Es erfolgte eine weiterer Zentrifugationsschritt fir 5 Minuten bei 13.000 rpm, um die DNA
zu pelletieren. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet wurde mit 500 ul 70%igem
EtOH gewaschen. Nach einem letzten Zentrifugationsschritt fiir 5 Minuten bei 13.000 rpm
wurde das DNA-Pellet fir 2 bis 5 Minuten bei RT getrocknet, anschlieRend in 50 bis 200
ul dH,O aufgenommen und so bei 37°C geldst. Die Aufbewahrung der DNA erfolgte bei
-20°C.

DNA Extraktion — Phenol-Chloroform-Fillung

Um bei einer Transfektion eine optimale Aufnahme von DNA in die zu transfizierenden
Zellen zu gewahrleisten, sollten die DNA weitestgehend frei von Unreinheiten wie

Proteinen etc. sein. Zur Entfernung dieser Bestandteile wurde die DNA daher einer
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Phenol-Chloroform-Fallung unterzogen. Zu der DNA wurde ein Volumen Phenol-
Chloroform-Isoamylalkohol im Mengenverhéltnis 25:24:1 gegeben, 15 Sekunden
gevortext und anschlielend fir 2 Minuten bei 13.200 rpm zentrifugiert. Die obere, walrige
Phase, die DNA enthaltend, wurde in ein neues Reaktionsgefald transferiert und die
untere Phase mit den Proteinen und dem Phenol wurde verworfen. Im nachsten Schritt
wurde ein Volumen Chloroform-Isoamylalkohol (24:1 (v/v)) zugegeben und der Vorgang
des Vortexens und der Zentrifugation, wie oben geschildert, wiederholt. Die obere Phase
wurde wiederum in ein neues Reaktionsgefald Gberfiuhrt, zu dem 1/10 Volumen 3 M
Natriumacetat (pH 5,2), ein Volumen 100% EtOH und 1 ul 10 mg/ml Glycogen gegeben
wurde. Die Fallung der DNA wurde fur 30 Minuten bei -20°C durchgefuhrt. Danach wurde
fir 15 Minuten bei 4°C zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das Pellet mit 1 ml
70% Ethanol zur Reduzierung von Salzen gewaschen. Nach einer Zentrifugationszeit von
5 Minuten bei 13.200 rpm wurde der Ethanol unter der Sterilbank abpipettiert, und das
Pellet bei RT getrocknet. Die Plasmid-DNA wurde in einer angemessenen Menge RNase-

freiem H,O aufgenommen.

Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentrationsbestimmung der Nukleinsduren erfolgte mit dem NanoDrop® ND-1000
Spektrophotometer (Peqlab) oder mit dem BioPhotometer (Eppendorf) bei einer
Wellenlange von 260 nm. Zur Ermittlung des Reinheitsgrades wurde zusatzlich die Opti-
sche Dichte (OD) bei 280 nm gemessen und der Quotient aus OD 260 nm und OD 280
nm gebildet. Das Verhaltnis der Extinktionen sollte bei reiner Nukleinsaure zwischen
1,8 und 2,0 liegen. Abweichungen von diesen Werten wiesen auf Verunreinigungen der

Proben mit Proteinen hin.

Polymerasekettenreaktion - Amplifikation von DNA

Zur selektiven Amplifikation von DNA wurde die Polymerasekettenreaktion (PCR) ange-
wandt. Als Template-DNA wurden sowohl Plasmide wie auch genomische DNA
verwendet. Die optimale Annealing-Temperatur wurde mit der Schmelztemperatur der
Primer abgeglichen. Um eine minimale Fehlerrate in der Sequenz des PCR-Produktes zu
gewahrleisten, wurde fur Standard-Amplifikationen die Pwo DNA-Polymerase (Roche)
verwendet, welche im Vergleich zu der Tag-Polymerase eine zehnfach geringere Fehler-
rate besitzt und welche mit einer 3’-5’-Exonukleaseaktivitat mit einer Korrekturlesefunktion
versehen ist. Fir die Genotypisierung von murinem Gewebe wurde die GoTaq® DNA-
Polymerase (Promega) benutzt. Alle Polymerasen wurden unter Zugabe von je 10 pmol
Sense- und Antisense-Primer (Tabelle 3) und 20 mM dNTPS (Genecraft) gemall den

Angaben des Herstellers verwendet. Die Durchfihrung der PCRs wurde in einem
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Mastercycler® Gradient (Eppendorf) unter Verwendung des in Tabelle 2 aufgezeigten

Temperaturprogramms durchgefihrt.

Die Primer fir PCRs wurden generiert und mit Hilfe des Oligo Calculator
(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html) kontrolliert. Das Programm
Uberprift die Komplementaritdt der Oligonukleotid-Primer zueinander und berechnet
deren physikalische Konstante. Die in Tabelle 3 aufgeflihrten Primer wurden von der IBA

GmbH (Géttingen) und Operon (KoéIn) generiert.

Schritt Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen
1. Initiale Denaturierung 94°C 5 Minuten 1
2. Denaturierung 94°C 30 Sekunden
Annealing 55 - 65°C 45 Sekunden ~ 28-35
Elongation 72°C 45 Sekunden
3. Finale Elongation 72°C 5-10 Minuten 1

Tabelle 2. Temperaturprogramm des Thermocyclers fiir die DNA-Amplifikation. Die Annealing-
Temperatur variiert in Abhangigkeit der Schmelztemperatur der fiir die PCR verwendeten Primer.

Mutagenese

Mittels der gerichteten Punktmutagenese wurde ein Lysin jeweils durch ein Arginin
ersetzt. Zur Generierung von Punktmutationen in einem Plasmid-DNA-Insert wurden zwei
etwa 30 bp lange Oligonukleotide (Tabelle 3) verwendet, welche mit dem Abschnitt um die
kodierende Sequenz des zu mutierenden Lysins identisch waren. Die Amplifikation der
DNA mittels PCR wurde, wie bereits erlautert, und unter Verwendung der Phusion-
Polymerase (New England Biolabs), durchgefihrt. Die PCR-Produkte wurden zur
Entfernung der Template-DNA fir eine Stunde bei 37°C mit 1 ul (10 U/ul) Dpnl verdaut

und anschlieRend in E. coli Zellen transformiert.

Aufreinigung von PCR-Produkten

Um die mittels PCR amplifizierten DNA-Fragmente fir eine Klonierung von unspezifischen
Produkten und verbliebenen Primern etc. zu reinigen, wurde eine Aufreinigung
vorgenommen. Sie erfolgte unter Verwendung des QIAquick® PCR Purification Kits

(Qiagen) entsprechend den Angaben des Herstellers.
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Primer Orien- Tag Sequenz
tierung

Klonierung von pGEX-KT-hGem

hGem1 Sense EcoRlI CCGGAATTCCGATGAATCCCAGTATGAAGC
hGem?2 Antisense  Xhol CCGCTCGAGTCATATACATGGCTTTGCATC
Recombineering

A Sense Notl, ATAAGAATGCGGCCGCGTTAACGAGCATCTTGC-
Hpal CAGTTAAT

B Antisense  Spel GACTAGTCTCTGGAAGAGGTCACCGAG
C Sense Kpnl GGGGTA CCCAGCTTGGTCTTGTGTTTGC
D Antisense  Sall, ACGCGTCGACCATATGCTGTAACAATGGCACAGTGTC
Ndel
Sense BamHI CGGGATCCGACACTGTGCCATTGTTACAG
F Antisense  Notl é;PéAGAATGCGGCCGCCACACAGTGCACAGAAGAG-
G Sense Kpnl GGGGTACCGGATACAGCACTGTGGAC
H Antisense  Sall, ACGCGTCGACCATATGGATACCTTCTGACAGCTACAG
Ndel
I Sense BamHI CGGGATCCAGGTCTCATTACAGATGGTTG
J Antisense  Notl ATAAGAATGCGGCCGCGTGCAGATACAAATAGCTG
K Sense Kpnl GTCCCAAGGAGAACGCTGAAG
L Antisense  Sall GAAAAGCGACAGGCAGTTGAG
M Sense BamHI GAAACATCGCATCGAGCGAGC
N Antisense  Notl CAGCGCATCGCCTTCTATC
Y Sense Spel GACTAGTCTGCTTCTCTACAGCTTCC
4 Antisense BamHI CGGGATCCCAAACCTGGCAACCCTTCTC
5’LoxP¥%’ Sense GTACCAGGAACTGAGCTGAG
5LoxP3’ Antisense CAAGCGTATACTCCGTTCAC
Southern Blot Analyse
SP5'Sonde 5’ Sense GAGAAGCAAGCAAGCAAAC
SP5'Sonde_3’ Antisense GATTCAACGACGCCAGAACG
SP3'Sonde 5’ Sense GCAGTAAGTTTCCCTATTGAGC
SP3'Sonde_3’ Antisense CACAGGTGAGTAGATCTGGTG
Genotypisierung
Cre & Sense ATGCTTCTGTCCGTTTGCCG
Cre 3 Antisense CCTGTTTTGCACGTTCACCG
Neo 5’ Sense CAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTG
Neo 3’ Antisense CCATGATATTCGGCAAGCAGGCATCG
Mutagenese
hGem (K8R) Sense GAATCCCAGTATGAAGCAGAGACAAGAAGAAATCA-
AAGG
hGem (K8R) Antisense CTCTTTGATTTCTTCTTGTCTCTGCTTCATACTGG-

GATTC
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hGem (K27R) Sense CCAAGAAGAACTCTGAGGATGATTCAGCCTTCTG

hGem (K27R) Antisense CAGAAGGCTGAATCATCCTCAGAGTTCTTCTTGG

hGem (K50R) Sense GTCCGCAGGCTTGTCCAGAAGGAAACATCGGAATGAC

hGem (K50R) Antisense GTCATTCCGATGTTTCCTTCTGGACAAGCCTGCGGAC

hGem (K52R) Sense CAGGCTTGTCCAAAAGGAGACATCGGAATGACCAC

hGem (K52R) Antisense GTGGTCATTCCGATGTCTCCTTTTGGACAAGCCTG

hGem (K100R) Sense CCATCCTCTCAGTATTGGAGGGAAGTGGCAGAAA-
AACG

hGem (K100R) Antisense CGTTTTTCTGCCACTTCCCTCCAATACTGAGAGGATGG

hGem (K108R) Sense GTGGCAGAAAAACGGAGAAGGGCGCTGTATGAAGCAC

hGem (K108R) Antisense GTGCTTCATACAACGCCCTTCTCCGTTTTTCTGCCAC

hGem (K127R) Sense CATAAAGAAATTGAACAAAGGGACAATGAAATTG

hGem (K127R) Antisense CAGAAGGCTGAATCATCCTCAGAGTTCTTCTTGG

hGem (K135R) Sense GAAATTGCCCGCCTGAGAAAGGAGAATAAAGAACTGG

hGem (K135R) Antisense CCAGTTCTTTATTCTCCTTTCTCAGGCGGGCAATTTC

hGem (K136R) Sense GAAATTGCCCGCCTGAAAAGGGAGAATAAAGAACTGG

hGem (K136R) Antisense CCAGTTCTTTATTCTCCCTTTTCAGGCGGGCAATTTC

hGem Sense GAAATTGCCCGCCTGAGAAGGGAGAATAAAGAACTGG

(K135R,K136R)

hGem Antisense CCAGTTCTTTATTCTCCCTTCTCAGGCGGGCAATTTC

(K135R,K136R)

hGem (18-209) Sense CCGGAATTCCGATGAATAGTTCTGTCCCAAGAAG

hGem (1-69) Antisense  Notl ATAGTTTAGCGGCCGCGACAATAACCCCAGGGCTG

hGem (161-209)  Sense Notl ATAAGAATGCGGCCGCTGAACCTCTGGATAATTT-
GAATC

Sequenzierungen

pGEX.ss Sense GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG

pGEX.as Antisense CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG

pFLAG.ss Sense GCAGAGCTCGTTTAGTGAACC

pCMV.ss Sense GATCCGGTACTAGAGGAACTGAAAAAC

pL253.ss Sense CAGCATAGCCAGGTCAAGC

mGem.ss Sense CCAAGGTATTTTGTGTGTTTAG

mGem.as Antisense CAGGTGGGTGAGAGGAGAG

Exon_1.ss Sense CAGAGACTGCACGCACCTTG

Exon_1.as Antisense CACAGAGACAGTGTCGGAC

Exon_5.ss Sense CTGTTGCAGCTCAGGGATC

Exon_7.ss Sense CATGAGGTGTGGGACGCAC

Tabelle 3. Liste der verwendeten Primer.
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DNA-Elektrophorese und —Elution aus Agarose-Gelen

Um DNA-Fragmente von Restriktionsverdauen zu analysieren oder um selektiv einzelne
Fragmente zu isolieren, wurden Agarose-Gele vorbereitet. Die organische Substanz
Ethidiumbromid interkaliert mit einzelnen Moleklilen zwischen den Basen der DNA-
Doppelhelix, wodurch sich das Anregungsspektrum von Ethidiumbromid verandert.
Infolgedessen wird die Fluoreszenz der Substanz durch Anregung mit UV-Licht stark

erhoht. Die Lichtintensitat ist dabei proportional zur vorhandenen DNA-Menge.

0,8-1,5% (w/v) Agarose (Invitrogen) wurde in 1x TBE-Puffer aufgekocht und nach Zugabe
von Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 0,3 ug/ml zur Polymerisation in eine
Gelkammer gegossen. Der Bereich der DNA-Auftrennung hangt dabei von der Agarose-
Konzentration ab (Tabelle 4). Die DNA-Proben wurden mit 6x DNA-Ladepuffer (0,25%
(w/v) Bromophenolblau, 0,25% (w/v) Xylencyanol FF, 30% (v/v) Glycerol in dH,0) versetzt
und auf das Agarose-Gel geladen. Die Elektrophorese wurde bei 70 V (1-7 V/cm) in
1x TBE-Puffer durchgefihrt. Die mit Ethidiumbromid gefarbte DNA wurde unter UV-Licht
bei einer Wellenldange von 258 nm visualisiert. Zur Selektion der spezifischen DNA-
Fragmente wurde die DNA von unspezifischen Produkten gereinigt. Dazu wurden die
Banden der gewilinschten GréRe mit einem Skalpell aus dem Gel isoliert und in ein zuvor
abgewogenes Eppi gegeben. Das Gewicht des Gelfragmentes wurde durch erneutes
Wiegen ermittelt. Derartige praparative Gele wurden unter UV-Licht bei einer Wellenlange
von 300 nm und mit geringerer Intensitat isoliert, um die Bildung von Thymidin-Dimeren
und Strangbriichen zu vermeiden. Zur Aufreinigung der DNA aus dem Gel wurde das
Zentrifugationsprotokoll des QIAquick® Gel Purification Kits (Qiagen) in Ubereinstimmung

mit den Angaben des Herstellers benutzt.

Agarose-Konzentration [% w/v] DNA Fragmentldnge [kb]

0,5 1-30

0,7 0,8-12

1,0 05-7 Tabelle 4. Agarose-Konzen-
trationen und die davon ab-

1.2 0.4-6 hdangigen  Fragmentlangen-

15 02-3 Trenn-bereiche von DNA

(Milhardt, 2000).
2,0 0,1-2
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Analytischer und praparativer Restriktionsverdau von DNA

Zur Linearisierung, Herstellung der Klonierungsstellen von Plasmid-DNA-Vektoren und
zum Verdau von PCR-Fragmenten wurden je ug DNA 10 U des entsprechenden
Restriktionsenzyms gemaR den Angaben des Herstellers (New England Bioloabs, Roche)
eingesetzt. Sofern BSA erforderlich war, wurde dieses in einer Endkonzentration von 100
ug/ml zugegeben. Der enzymatische Verdau durch die Endonukleasen wurde fiir 2 Stun-
den bei 37°C durchgefihrt. Praparative Verdaue von Endsticken von DNA-Fragmenten
erforderten eine Inkubation Uber Nacht bei RT fir etwa 20 Stunden. Die DNA wurde in
jedem Fall anschlieRend unter Verwendung des QIAquick® PCR Purification Kits (Qiagen)
aufgereinigt. Sofern bei Doppelverdauen beide Enzyme dieselben Bedingungen
erforderten, wurde der Verdau in einem Reaktionsansatz durchgefiihrt. Andernfalls
wurden die Verdaue in sequentieller Abfolge vorgenommen, wobei die DNA zwischen den
beiden Verdauen mit dem QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen) aufgereinigt wurde.
Fir analytische Restriktionsverdaue wurden nur jeweils 0,2 bis 0,4 ug DNA eingesetzt und
fir eine Stunde bei 37°C verdaut. Die verdauten Fragmente wurden sowohl bei einem
analytischen wie auch bei einem praparativen Verdau auf ein 1%iges (w/v) Agarose-Gel
geladen und deren Grole ermittelt. Im Falle von praparativen Verdauen wurde das

gewunschte DNA-Fragment aus dem Gel isoliert und aufgereinigt.

Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Klonierungsvektoren wurden mit dem Enzym Alkalischer Phosphatase (Roche)
dephosphoryliert. Das Enzym hydrolisiert die 5-Phosphat-Gruppe an der DNA-
Schnittstelle und verhindert mit dieser Modifikation die Religation des Vektor mit sich
selbst. 20 ng Plasmid-DNA wurde mit je 1 U (1 U/ul) Alkalischer Phophatase und 1/10
Volumen 10x Dephosphorylierungspuffer gemischt und fur 30 Minuten bei 37°C inkubiert.
Zur Inaktivierung der Enzymaktivitdt wurde der Reaktionsansatz fur 10 Minuten bei 65°C
inkubiert. AnschlieRend wurde die DNA mit dem QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen)

aufgereinigt.

Ligation

Zur Ligation von Vektor und Insert wurde die T4 DNA Ligase (MBI Fermentas) verwendet.
Ausgehend von einer Vektor-DNA-Menge von 25 bis 50 ng wurde die zu verwendete

Menge an Insert-DNA nach folgender Formel (Mulhardt, 2000) berechnet:

Masse insert [Ng] = 5 X Masse vexior [NG] % LANGE insert [bP]/ LE4NGE vekior [bP]
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Die Ligation wurde in einem Gesamtvolumen von 10ul durchgefiihrt. Es wurde 1 pl
T4 DNA Ligase (3 U/ul), 1 ul 10x Ligationspuffer (MBI Fermentas), die entsprechenden

Mengen DNA sowie 10 mM ATP verwendet. Die Inkubation erfolgte fir eine Stunde bei

RT oder tber Nacht bei 16°C.

Name Vektor Insert Verwendung Referenz
pCMV3 pCMV3 (Clon- - Allgemeine  Klo- Clontech
tech) nierungen
pGEX-KT pGEX-KT GST-Tag Proteinexpression ~ Amersham
(Amersham Biosciences
Biosciences)
pGEX-KT-hGem pGEX-KT GST-Geminin Proteinexpression  Diese Arbeit
(Amersham (human)
Biosciences)
pFLAG-CMV™-2 pFLAG- FLAG-Taq SUMOylierung Sigma
CMV™-2
(Sigma)
pFLAG-CMV™-2- pFLAG- FLAG-Geminin SUMOylierung Diese Arbeit
hGem CMV™-2 (human)
(Sigma)
pCS2 pCS2+ - Negativ-Kontrolle
Co-IP
pCS2-Pax6-FLAG pCS2+FLAG Pax6-FLAG Co-IP
RPCIP711F02244Q2 pPAC4 RPCI-21 244F2 Recombineering - imaGenes,
genomische DNA  RZPD
PL253 pBluescript MC1-HSV-TK Recombineering - (Liuetal,,
Retrieving 2003)
PL451 pBluescript Frt-PGK-em?7- Recombineering - (Liuetal,,
neo-Frt-LoxP Targeting 2003)
PL452 pBluescript LoxP-PGK-em7-  Recombineering - (Liuetal,,
neo-bpA-LoxP Targeting 2003)
PL256-LRneo (Z3) pBluescript LoxP-Frt-PGK- Recombineering - Diese Arbeit
em7-neo-bpA- konditionales
Frt-LoxP im Ge- Knockout Kon-
minin Genlokus strukt
pBS®II KS-Cux2 pBS®II KS Cux2 (Maus) ISH Abteilungs-
stock
pGEM®T easy-Er81  pGEM®T easy Er81 (Maus) ISH Abteilungs-
stock
pT7T3-GAD1 pT7T3 GAD1 (Maus) ISH Abteilungs-
stock
pBS®II KS-Geminin pBS®II KS Geminin (Maus) ISH Abteilungs-
stock
pBS®Il KS-NeuroD pBS®II KS NeuroD (Maus) ISH Abteilungs-

stock
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pGEM®3Zf(+)-Ngn1  pGEM®3Zf(+)  Ngn1 (Maus) ISH Abteilungs-
stock
pGEM®3-Ngn2 pGEM®3 Ngn2 (Maus) ISH Abteilungs-
stock
pBS®Il KS-Pax6 pBS®II KS Pax6 (Maus) ISH Abteilungs-
stock
pBS®II KS-Sox2 pBS®II KS Sox2 (Maus) ISH Abteilungs-
stock
pcDNA3-6xHis- pcDNA3 SUMO1 SUMOylierung (Girdwood et
SUMO1 al., 2003)
pcDNA3-SUMO1-HA pcDNA3-HA SUMO1 SUMOylierung (Desterro et
al., 1998)
pEYFP-SUMO1-AC4 pEYFP Konjugierbares SUMOylierung Melchior, F.
(Clontech) SUMO1 unveroffent-
licht
pEYFP-SUMO1-AC7 pEYFP Unkonjugierbares Negativ-Kontrolle ~ Melchior, F.
(Clontech) SUMO1 SUMOylierung unveroffent-
licht
pcDNAS3.1-PIAS1 pcDNA3.1(+) PIAS1 (human) SUMOylierung Diese Arbeit

pcDNA3-FLAG-HA-

SENP1

pcDNA3-FLAG-HA-

SENP1 C603S
pcDNA3.1(+)

pcDNA3.1-hGem

pcDNA3.1-hGem
(K8R)

pcDNA3.1-hGem
(K27R)

pcDNA3.1-hGem
(K50R)

pcDNA3.1-hGem
(K52R)

pcDNA3.1-hGem
(K100R)

pcDNA3.1-hGem
(K108R)

pcDNA3.1(+)hGem

(K127R)

pcDNA3.1-hGem
(K135R)

pcDNA3.1-hGem
(K136R)

pcDNA3-
FLAG-HA

pcDNA3-
FLAG-HA
pcDNA3.1(+)

pcDNA3.1(+)
pcDNA3.1(+)

pcDNA3.1(+)

pcDNA3.1(+)

pcDNA3.1(+)

pcDNA3.1(+)

pcDNA3.1(+)

pcDNA3.1(+)

pcDNAS.1(+)

pcDNAS.1(+)

SENP1

SENP1
mutiert zu S

C603

Geminin (human)

Geminin K8 mu-
tiert zu R

Geminin K27
mutiert zu R

Geminin K50
mutiert zu R

Geminin K52
mutiert zu R

Geminin K100
mutiert zu R

Geminin K108
mutiert zu R

Geminin K127
mutiert zu R

Geminin K135
mutiert zu R

Geminin K136
mutiert zu R

DeSUMOylierung
DeSUMOylierung
Allgemeine
Klonierungen

SUMOylierung
SUMOylierung

SUMOylierung

SUMOylierung

SUMOylierung

SUMOylierung

SUMOylierung

SUMOylierung

SUMOylierung

SUMOylierung

(Bailey, 2003)

(Bailey, 2003)

Invitrogen

Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
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pcDNA3.1-hGem pcDNA3.1(+)  Geminin K135 SUMOylierung Diese Arbeit
(K135R, K136R) und K136 mutiert

zu jeweils R
pcDNA3.1-hGem pcDNA3.1(+)  Geminin As 18- SUMOylierung Diese Arbeit
(18-209) 209
pcDNA3.1-hGem (1- pcDNA3.1(+)  Geminin As 1-69  SUMOylierung Diese Arbeit
69;161-209) fusioniert an As

161-209

Tabelle 5. Plasmidvektoren und im Rahmen dieser Arbeit verwendete und erstellte Plasmidkonstrukte.
A, Arginin; As, Aminosaure; C, Cystein; Co-IP, Co-Immunprazipitation; IHC, Immunhistochemie; ISH, In situ
Hybridisierung; K, Lysin; S, Serin.

Herstellung chemisch kompetenter E. coli Bakterien

Zur Herstellung chemisch kompetenter Zellen (Tabelle 6) wurde eine einzelne Kolonie E.
coli HB101 in 5 ml LB-Medium (1% (w/v) Bacto-Agar, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 1% (w/v)
NaCl in dH,0) inokuliert und ber Nacht bei 37°C unter kontinuierlicher Bewegung bei
250 rpm geschiittelt. Jeweils 2,5 ml von der Ubernacht-Kultur wurden in je 50ml
LB-Medium transferiert und bei 37°C im Schiuttler bis zu einer Optischen Dichte (ODggo)
von 0,6 bis 0,7 inkubiert. Die Zellsuspensionen wurden in 50 ml-Falcons berfuhrt und bei
2.000 rpm fur 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert (Heraeus, Rotor: Sorvall SS34). Die beiden
Pellets wurden in jeweils 25 ml eisgekihltem 50 mM CacCl, resuspendiert und erneut fir
10 Minuten bei 2.000 rpm und 4°C pelletiert. Des Weiteren wurden die Pellets in 3 ml 50
mM CaCl, aufgenommen, resuspendiert und es wurde Glycerol zugegeben, so dass eine
Endkonzentration von 10% Glycerol gegeben war. Die kompetenten Zellen wurden auf
Eis a 50 ul in 1,5 ml Eppendorf-GefalRe aliquotiert und sofort in flissigem Stickstoff

eingefroren. Die Lagerung fand bei -80°C statt.

Transformation in chemisch kompetente E. coli Bakterien

Die Transformation von Plasmid-DNA (Tabelle 5) in chemisch kompetente E. coli Bakteri-
en des Stammes HB101 (Tabelle 6) erfolgte mittels Hitzeschock. Ein Aliquot der
kompetenten Zellen wurde auf Eis aufgetaut und sofort zu der zu transformierenden DNA
pipettiert. Nach Mischen der Suspension durch Auf-und Abpipettieren wurden die Zellen
fur 30 Minuten auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte fir 45 Sekunden bei 42°C im
Heizblock. Es wurde fir eine Minute auf Eis inkubiert, damit sich die Membranporen der
Zellen wieder schlieRen konnten, und 950 ul LB-Medium wurden hinzugefligt. Bei 37°C
wurden die Bakterien fur 30 bis 45 Minuten zur Erholung von der Behandlung im Heiz-
block geschdttelt und anschlieRend bei 3.000 rpm fir 2 Minuten pelletiert. 800 ul des

Uberstandes wurden abgenommen, das Zellpellet in den verbliebenen 200 ul Medium
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resuspendiert und auf LB-Agar ausplattiert. Zur Selektion der Bakterienkolonien waren, in
Abhangigkeit von dem Resistenzgen der DNA, die LB-Agarplatten zuvor mit dem
entsprechenden Antibiotikum versehen worden (100 ug/ml Ampicillin, 50 ug/ml

Kanamycin oder 25 ug/ml Chloramphenicol).

Name Verwendung Herkunft

BL21 Proteinexpression Invitrogen

BL21 rossetta Proteinexpression Novagen
BL21-CodonPlus® (DE3)-RIL Proteinexpression Invitrogen

DH5a Vermehrung von Plasmid-DNA Invitrogen

DH10B Vermehrung von Plasmid-DNA E. Herzog

HB101 Vermehrung von Plasmid-DNA Abteilungsstock
SW102 Recombineering (Warming et al., 2005)
SW105 Recombineering (Arabinose- (Warming et al., 2005)

induzierbares Flpe Gen

SW106 Recombineering (Arabinose- (Warming et al., 2005)
induzierbares Cre Gen

Tabelle 6. Liste der gebrauchten Bakterienstimme.

Herstellung von elektrokompetenten E. coli Bakterien

Zur Generierung von elektrokompetenten Zellen wurde eine einzelne Kolonie E. coli
Bakterien in 2x 10 ml LB-Medium inokuliert und tber Nacht bei 220 rpm unter schitteln-
den Bewegungen wachsen gelassen. Die Kulturen wurden benutzt, um daraufhin 2x 1 |
LB-Medium anzuimpfen, welche bis zu einer ODggo von 0,6 bis 0,7 inkubiert wurden. Die
Zellen wurden fir 20 Minuten auf Eis gekuhlt und dann durch Zentrifugation bei 5000xg
fir 20 Minuten bei 4°C. pelletiert. Sie wurden in einem Verhaltnis von 1:1, bezogen auf
das initiale Volumen der Kultur, mit vorgekihltem dH,O vorsichtig gewaschen und erneut
zentrifugiert. Im Anschluss wurden die Bakterien im Verhaltnis 1:10, 1:50 und 1:500 mit
vorgekuhltem 10%igem Glycerol in dH,O gewaschen. Die Zentrifugation erfolgte jedes
Mal bei 5500xg fur 10 Minuten bei 4°C. Letztlich wurden die Zellen in einem gleichen
Volumen 10% Glycerol resuspendiert und in 50 ul-Aliquots unterteilt. Die Aliquots wurden

unmittelbar in flissigen Stickstoff eingefroren und zur Aufbewahrung bei -80°C gelagert.
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Transformation in elektrokompetente E. coli Bakterien

Elektrokompetente E.coli Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und mit 1 bis 4 ul eines
Ligationsansatzes oder 1 bis 50 ng Plasmid-DNA versetzt. Das Gemisch wurde in
Elektroporationskuivetten (Biorad E.coli Pulser™Cuvette Nr.1652089) pipettiert und die
Elektroporation wurde mit einem Genepulser™ (BioRad) bei einer Spannung von 1,8 kV
und 25 uF und einem Widerstand von 200 Q durchgefuhrt. Die Zeitkonstante sollte fur
eine effiziente Transformation zwischen 3,8 und 4,6 Millisekunden liegen. Nach erfolgter
Elektroporation wurden 950 ul LB-Medium zu den Zellen gegeben und sie wurden fir 30
Minuten bei 37°C in einem Schuttler inkubiert. 10 bis 50 ul der Zellsuspension wurden auf
eine getrocknete LB-Agarplatte mit dem entsprechenden Antibiotikum gegeben, abhangig
von dem Resistenzgen der DNA. Sofern der gesamte Ansatz ausplattiert werden sollte,
wurde er zuvor fiir 2 Minuten bei 3.000 rpm zentrifugiert, 800 ul des Uberstandes wurden
verworfen und der verbleibende Anteil wurde ausplattiert. Die Platten wurden zur
Kultivierung der Bakterien bei 37°C inkubiert (Dower et al., 1988).

Sequenzierung

Die Sequenzierung unter Verwendung des Taq Dye Deoxy Terminator Kits (Perkin Elmer)
und des ABI Prism 377 DNA Sequenziergerates (Applied Biosystems) wurde entweder
freundlicherweise in der Abteilung Molekulare Zellbiologie von Sigurd Hille umgesetzt
oder von der GATC Biotech (Konstanz). Die Sequenzanalyse erfolgte mit der
Sequencher ™ Software (Gene Codes Corporation). Die Datenanalyse wurde durch
Abgleich mit verschiedenen Datenbanken des National Center for Biotechnology
Information (NCBI, http://www.ncbi.nih.org), des exPASy (http://www.expasy.org)
Molecular Biology Servers (http://www.ensembl.org/index/html) und Ensembl vor-

genommen. Die zu Sequenzierungen verwendeten Primer sind in Tabelle 3 aufgelistet.

Generierung eines konditionalen Knockout-Konstruktes mittels

Recombineering

Zur Generierung eines konditionalen Knockout-Konstruktes wurde die Methode des
.Recombineering“ (engl. ,Recombination-mediated genetic engineering”) angewandt. Der
E. coli Stamm SW102 ist ein von DH10B E. coli Zellen modifizierter Bakterienstamm, der
einen defekten A-(Lambda) Prophagen enthélt. Das Operon des Phagen codiert fur die
Gene exo, beta und gam, welche unter der Kontrolle des temperatursensitiven
A-Repressors (c/857) stehen, welcher durch Erhéhung der Temperatur auf 42°C induziert

werden kann. Die Phagen-spezifischen Proteine bewirken die Rekombination in den



Material und Methoden 101

E. coli Zellen (Zhang et al., 2000; Muyrers et al., 2001; Copeland et al., 2001). Der
bedeutendste Vorteil dieser Methode besteht darin, dass der Gebrauch von in geeigneter
Weise positionierten Restriktionsschnittstellen umgangen wird, denn bei der
konventionellen genetischen Konstruktion eines Knockout-Konstruktes ist die Modifikation

der DNA oft durch die Verfugbarkeit einzigartiger Schnittstellen beeintrachtig.

Isolierung von P1-Phagen Artifiziellen Chromoson-PAC aus E.coli

Zur Isolierung von groRen DNA-Konstrukten von tber 10 kb wie dem des P1 Prophagen
abgeleiteten Bakteriellen Artifiziellen Chromosoms (PAC), bedurfte es einem von der her-
kdmmlichen DNA-Isolierung abweichenden Verfahren. Es wurden die Puffer des
QlAprep® Miniprep Kit (Qiagen) eingesetzt, jedoch wurden die Sdulen vermieden, da
diese ungeeignet fur derartig groRe DNA-Konstrukte sind. Eine 5 mi-Bakterienkultur
wurde inokuliert, Uber Nacht wachsen gelassen und am nachsten Tag die Zellen durch
Zentrifugation bei 5000 rpm pelletiert. Von den zur Selektion der PAC-Klone genutzten
Antibiotika wurden im Vergleich zur Kultivierung von gewodhnlicher Plasmid-DNA
geringere Konzentrationen eingesetzt (50 ug/ml Ampicillin; 25 ug/ml Kanamycin; 12,5
ug/ml Chloramphenicol; 12,5 ug/ml Tetracyclin). Das Zellpellet wurde in 250 ul Puffer P1
resuspendiert und nach Zugabe von 250 ul Puffer P2 vorsichtig gemischt und zur Lyse fur
5 Minuten bei RT inkubiert. Anschlielend wurden 350 ul Puffer N3 hinzugegeben und es
wurde eine Inkubationszeit von 5 Minuten auf Eis eingehalten. Anschlief’end wurde
zweimal fir je 5 Minuten bei 13.200 rpm zentrifugiert, wobei der Uberstand jedes Mal in
ein neues Reaktionsgefall Uberfihrt wurde. Zur Fallung der DNA wurden 750 ul Isopropa-
nol zu dem Lysat gegeben und das Gemisch wurde fir 10 Minuten auf Eis inkubiert. Nach
erneuter Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 13.200 rpm wurde der Uberstand verworfen
und das verbliebene DNA-Pellet wurde mit 1 ml 70% EtOH gewaschen. Die DNA wurde
letztlich in 50 ul TE aufgenommen und bei 37°C geldst. Fur Transformationen wurden

ausschliel3lich frisch praparierte PAC-DNA eingesetzt.

Konstruktion der Retrieving- und Targeting-Vektoren

Zur Klonierung des Retrieving-Vektors wurde zunachst das Screening einer Maus PAC-
Bank (imaGenes, friher RZPD, Maus PAC-Bank (RPCI-21) Nr.711, Stamm:
129S6/SvEvTac) durchgefuhrt. Das Verfahren wurde mittels einer eigens hergestellten
Sonde des offenen Leserahmens des Geminin-Lokus gemafRl den Anweisungen des
Herstellers der Bank durchlaufen (Osoegawa et al., 2000). Positive Klone wurden mittels
PCR analysiert, ob die vollstandige bedeutende genomische Region zur Generierung des

Targeting-Vektors in den Klonen beinhaltet war. Die PCRs wurden mit dem Primerpaar A
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und B, welche ein Fragment in der Region abwarts des genomischen Geminin-Lokus
amplifizierten und den Primern Y und Z durchgefihrt, welche ein Fragment in der Region
aufwarts des Lokus amplifizierten. Samtliche fir die Klonierung des Retrieving und der
Mini-Targeting-Vektoren verwendete Primer sind in Tabelle 3 aufgelistet. Die
Amplifikationen wurden unter Verwendung des PAC-Klons als Template ausgefiihrt. Um
Mutationsereignisse auszuschlieen wurden die PCRs ausschlief3lich mit der Pwo DNA-
Polymerase durchgefihrt. Des Weiteren wurden die PCR-Produkte mit den
entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut. Das mit Primer A und B amplifizierte
Fragment von 410 bp ist homolog zu einer Region aufwarts des ersten Exons. Primer B
wurde zusatzlich eine einzigartige Restriktionsschnittstelle (Hpal) angefligt, welche
ansonsten nicht in dem genomischen Geminin-Lokus vorhanden ist. Zur Generierung von
einem homologen Fragment abwarts vom letzten Exon des Geminin-Lokus wurden Primer
Y und Z eingesetzt, welche ein PCR-Produkt von 385 bp erzeugten. Der Retrival-Vektor
wurde durch Ligation der verdauten PCR-Fragmente A, B (Notl, Spel) und Y, Z (Spel,
BamHI) mit dem PL253-Vektor (Notl, BamHI) generiert. Der Vektor basiert auf dem
pBluescript-Vektor und enthalt eine durch den MC1-Promotor gesteuerte Thymidin-

Kinase-(TK) Kassette, welcher der Negativ-Selektion in den ES-Zellen dient.

Der erste Mini-Targeting-Vektor wurde durch Ligation der PCR-Fragmente C, D (379 bp;
Kpnl, Sall) und E, F (420 bp; BamHI, Notl) mit dem PL452-Vektor (Kpnl, Notl) hergestellt.
Der Vektor beinhaltet eine Neomycin-(Neo) Kassette, welche zur Positiv-Selektion genutzt
wird. Die Kassette wird von zwei LoxP-Sequenzen flankiert. Die Expression des Neo-
Gens unterliegt der Regulation durch den prokaryontischen em7-Promotor und dem
eukaryotischen PgK-Promotor. Zur Identifikation von korrekt klonierten Konstrukten mittels
Restriktionsanalyse wurde mit Primer F abwarts von der linken LoxP-Stelle eine

zusatzliche Ndel-Schnittstelle hinzugeflgt.

Fir den zweiten Mini-Targeting-Vektor wurden die PCR-Produkte G, H (400 bp; Kpnl,
Sall) und 1, J (385 bp; BamHlI, Notl) mit dem PL451-Vektor (Kpnl, Notl) ligiert. Der Vektor
tragt ebenfalls eine Neo-Kassette, welche jedoch von zwei Fri-Sequenzen (engl. ,Fipe
recognition targets“), die Erkennungssequenzen fir die Flpe Rekombinase sind.

AuRerdem befindet sich abwarts von der einen Frt-Sequenz eine weitere LoxP-Sequenz

Transformation von PAC- und Plasmid-DNA in den E. coli Stamm SW102

Von einer einzelnen Kolonie des E. coli Bakterienstammes SW102 (Warming et al., 2005)
wurde eine 5 ml-Kultur angeimpft. Die Inkubation erfolgte Gber Nacht bei 32°C in einem
Schittler. Die Kultur wurde am folgenden Tag 1:50 in 25 ml LB Medium verdiinnt und far
3 bis 5 Stunden bei 32°C inkubiert, bis die Bakterien eine ODgyo von 0.6 erzielt hatten.
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Daraufhin wurden sie fur wenige Minuten in einem Eisbad heruntergekuhlt. Alle weiteren
Schritte erfolgten bei 4°C. Die Bakteriensuspension wurde in 50 ml-Falcons lberfuhrt. Die
Bakterien wurden durch Zentrifugation fur 5 Minuten bei 5000 rpm und 4°C pelletiert. Der
Uberstand wurde entfernt und zu dem Pellet wurde 1 ml eisgekihltes 10%iger Glycerol
gegeben und durch vorsichtige Schittelbewegungen im Eisbad darin resuspendiert. Diese
Suspension wurde in ein Reaktionsgefal transferiert und fir 20 Sekunden bei 13.200 rpm
und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet wurde erneut in 1 ml
10%iges Glycerol aufgenommen, resuspendiert und abzentrifugiert. Nachdem der Uber-
stand wiederum abgenommen wurde, wurde das Bakterienpellet in dem verbliebenem
Rest 10%igem Glycerol aufgenommen. Die nun elektrokompetenten Bakterien wurden mit
der zu transformierenden DNA gemischt und fir 5 Minuten auf Eis inkubiert. Die Elektro-
poration wurde wie bereits angegeben durchgefiihrt. Die Bakterien wurden anschlief3end
auf LB-Agarplatten mit dem entsprechenden selektiven Antibiotikum ausplattiert und fir
18 bis 24 Stunden bei 32°C inkubiert.

Retrieving und Targeting

Zur Aktivierung der Genexpression des defekten Lambda-Prophagen bedarf es einer
Hitzeschockinduktion. Fir das Retrieving wurden die den PAC-Klon bereits beinhaltenden
SW102-Zellen wie zuvor beschrieben kultiviert und bis zu einer ODgyg von 0.6 wachsen
gelassen. Von der 25 mi-Kultur wurden 10 ml in ein Falcon Uberfihrt und fir 15 Minuten
bei 42°C in einem Wasserbad unter leichten Schuttelbewegungen inkubiert. Dieser Hitze-
schock ermdglicht den Bakterien die Herstellung der zur Rekombination erforderlichen
Proteine. Der verbleibende Anteil der initialen Kultur diente der Kontrolle und wurde
weiterhin bei 32°C inkubiert. Induzierte und uninduzierte Bakterien wurden anschlieRend
durch vorsichtige Schuttelbewegungen fur einige Minuten in einem Eisbad herunterge-
kihlt und wie zuvor beschrieben transformiert. Fiir das Retrieving wurde der modifizierte
Retrieving-Vektor PL253 vor der Transformation mit Hpal linearisiert. Fur das erste und
zweite Targeting wurden die Kassetten aus dem modifizierten PL452- und PL451-Vektor
mittels Restriktionsverdau mit Kpnl und Notl ausgeschnitten und mit Hilfe einer Gel-
extraktion aufgereinigt. Es wurden sowohl Einzel- als auch Co-Elektroporationen durchge-
fuhrt. Es wurden 1 bis 10 ng Plasmid-DNA, 1 bis 5 ug frisch praparierte Plasmid-DNA
oder 100 ng einer aufgereinigten Targeting-Kassette zur Elektroporation eingesetzt. Die

Kultivierung der Bakterien erfolgte bei 32°C.

Von mehreren Bakterienkolonien wurde die DNA mittels Mini-Praparation aufgereinigt und
einer Restriktionsanalyse unterzogen. Beim Retrieving wurde mit Ampicilin selektiert,

beim Targeting aufgrund der Resistenz des Neo-Gens mit Kanamycin.
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Die Repression des RecBCP Proteins in den SW102-Zellen fordert das Vorkommen von
Laufkreis-Replikation (engl. ,rolling circle replication”), welche die Synthese von multiplen
Kopien des Plasmids bedeutet. Um zu gewahrleisten, dass sich ausschliellich eine Kopie
des Retrieving- bzw. Targeting-Vektors in den Bakterienzellen befindet, wurde daher eine

Retransformation von 1 ng DNA in DH10B Zellen vorgenommen.

Entfernung der Neo-Kassette

Zur Entfernung der mit dem ersten Mini-Targeting-Vektors inserierten Neo-Kassette und
zur Uberprifung der Funktionalitdt der LoxP- und Frt-Stellen wurde das Targeting-
Konstrukt in die Stdmme SW106 und SW105 transformiert. Der Bakterienstamm SW106
beinhaltet das Gen fir die Cre Rekombinase, Stamm SW105 tragt das Flpe Rekombina-
se-Gen. Beide Gene stehen unter der Kontrolle des Arabinose-induzierbaren AraC und
Pgap Promotors und kénnen so durch Zugabe von Arabinose in das Kulturmedium zur

Expression der Rekombinasen induziert werden.

Zu Beginn wurde eine 10 ml-Kultur des Bakterienstammes SW105 oder SW106 in
LB-Medium angeimpft und Gber Nacht bei 32°C wachsen gelassen. Die Kultur wurde 1:50
in 100 ml LB-Medium verdiinnt und fir etwa 2 bis 3 Stunden bis zu einer ODgg von 0.4
bis 0.5 bei 180 rpm inkubiert. Im Folgenden wurden 10 ml der Kultur mit 100 ul 10% L(+)-
Arabinose (Sigma Nr.A-3256), so dass eine Endkonzentration von 0.1% gegeben war. Die
Bakteriensuspension wurde zur Induktion der Cre bzw. Flpe Rekombinase fiir eine Stunde
bei 32°C und 180 rpm in einem Wasserbad inkubiert. Als Kontrolle dienten 10 ml des
uninduzierten Rests der 100 mi-Kultur. Des Weiteren wurden die Bakterien, Kontrolle
sowie induzierte Bakterien wie bereits zuvor beschrieben, elektrokompetent gemacht und

zur Transformation verwendet.

Gen-Targeting in murinen ES Zellen und Produktion der Chimaren

Der Geminin cKO-Vektor wurde mit Hpal linearisiert und einer Phenol-Chloroform-Fallung
unterzogen. 30 ug des gereinigten Konstruktes wurden in MPI-Il ES Zellen elektroporiert.
Die positive Selektion der ES Zellen erfolgte in den ersten 2 bis 4 Tagen durch Zugabe
von 2 mM Ganciclovir, die negative Selektion erfolgte ber eine Dauer von 10 Tagen
mittels Zugabe von 250 ug/ml Geneticin (G418) in das ES-Kulturmedium. Die Expression
des Neomycin-Gens verleiht Resistenz gegeniber Geneticin. Durch Zugabe dieses Anti-
biotikums in das ES-Zellmedium dient die Neo-Kassette der Selektion von Zellen mit
positiven Rekombinationsereignissen. Da die Neo-Kassette von Fri-Sequenzen flankiert

wird, kann nach Rekombination des Targeting-Konstruktes in den ES-Zellen bzw. nach
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Produktion der Maus-Chimaren die Neo-Kassette durch Expression der Fipe

Rekombinase wieder deletiert werden.

ES-Zellkolonien, welche die Selektion Gberlebten, wurden in 96-Well-Plastten trypsiniert,
auf so genannten ,Feeder-Zellen“ in 24-Well-Platten ausplattiert und fir weitere 9 Tage
kultiviert. Zum Schluf® wurden die ES-Zellen auf gelatinisierte Platten transferiert und die
DNA extrahiert. Die DNA wurde zur Southern Blot Analyse verwendet, um zu Uberprifen,
ob das cKO-Konstrukt erfolgreich in das ES-Zell-Genom inseriert worden war. Die DNA
der ES-Zellen wurden dazu wie zuvor erlautert aufgearbeitet. ES-Zellen mit korrekt
inseriertem Konstrukt wurden zur Aggregation mit CD-1®/ICR Embryonen im Morula-
Stadium (16 Zellen) gegeben und bis zum Blastozystenstadium in Brutschranken
inkubiert. Aggregierte Blastozysten wurden dann in den Ovidukt von scheinschwangeren

Empfangermausen transferiert.

Southern Blot
Restriktionsverdau von genomischer DNA

Die Reaktionen wurden in einem Gesamtvolumen von 50 ul angesetzt. Zu 5 bis 10 ug
genomischer DNA wurde das entsprechende Restriktionsenzym in einer Endkonzentra-
tion von 10 U pro ug DNA sowie der adequate Puffer gegeben. Des Weiteren wurden 2 ul
RNase A (1 mg/ml in 10 mM Tris'HCI pH 7,5, Roche Nr.109142) hinzugegeben, so dass
die Endkonzentration 40 ng/ul betrug. Der Reaktionsansatz wurde bei angemessener
Temperatur fur 8 bis 16 Stunden inkubiert. Um eine vollstandige Verdauung der DNA zu
gewabhrleisten, wurde nach dieser Inkubationszeit eine weiteres Aliquot Enzym (5 U/ug
DNA) zu der DNA gegeben und der Reaktionsansatz wurde fur weitere 2 bis 3 Stunden
inkubiert.

Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung der verdauten DNA wurde ein 0,7%iges Agarose-Gel mit 0,5x TBE
(45 mM Tris-Borate, 1 mM EDTA, pH 8.0) und Ethidiumbromid in einer Endkonzentration
von 0,3 ug/ml vorbereitet. Sofern die verdaute DNA bei 4°C aufbewahrt wurde, wurde sie
vor dem Beladen des Gels fur 2 Minuten bei 56°C erhitzt. Die Proben wurden mit der
entsprechenden Menge an 6x DNA-Ladepuffer (25% Ficoll, 100 mM EDTA, 0.05%
Bromophenolblau) versetzt und die Elektrophorese wurde fur cirka 19 Stunden bei 30 V
(<1V/cm) durchgefuhrt. Danach wurden der Teil des Gels oberhalb der Taschen und alle
weiteren unbendtigten Teile abgeschnitten. Die Orientierung des Gels wurde durch
Abschneiden eine Ecke markiert. Unter UV-Licht wurde ein Photo des Gels, zusammen

mit einem der Markierung dienenden Lineal, aufgenommen. Vor dem Blotten wurde das
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Gel zunachst in eine Plastikkammer Uberfuhrt. Das Gel wurde unter kontinuierlicher
Schittelbewegung in 0,25 M HCI depuriniert. Im Folgenden wurde das Gel mit dH,O ge-
waschen und fir 40 Minuten in eine Denaturierungslosung (1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH)
gegeben. Die kontrollierte Behandlung mit Sdure und die darauf folgende alkalische
Denaturierung der DNA bewirkt, dass die DNA-Strange an den depurinierten Strangen
brechen, resultierend in kleineren, leichter zu transferierenden Fragmenten. Diese
Behandlung ist besonders von Bedeutung, wenn DNA-Fragmente von Uber 10 kb zu
transferieren sind. Das Gel wurde erneut mit dH,O gewaschen und fir 40 Minuten in eine
Neutralisierungslésung (1,5 M NaCl, 1 M TrisHCI, pH 7,2) gegeben. Zuletzt wurde das
Gel fur mindestens 20 Minuten in 20x SSC (0,3 M Natriumcitrat, 3 M NaCl, pH 7,0)
geschwenkt. Zwischenzeitlich wurde die Nylonmembran (Genescreen™ Hybridization
Transfer Membrane, PerkinElmer™ Life Sciences) in dH,O gegeben und anschliel3end fir
mindestens 20 Minuten in 20x SSC aquilibriert, bis sich die Membran einheitlich hellgrau,

ohne verbleibende weile Stellen zu hinterlassen, verfarbt hatte.
Aufbau des Kapillar-Blotsystems

Beim Kapillar-Blot ist die treibende Kraft ein Fliussigkeitsstrom, der von einem Reservoir
ausgehend von unten durch das Gel weiter durch die Membran zu einem Stapel
saugfahigen Materials lauft. Dieser Strom zieht die DNA aus dem Gel mit, die dann in den
Maschen der Membran hangen bleibt. Das Whatman-Papier wurde dazu zuvor in
20x SSC getrankt. Die zu transferiernde DNA sollte sich im Gel oben befinden, d. h. es
galt das Gel zu wenden. Dazu wurden zwei Glasplatten mit 70%igem EtOH gesaubert
und das Gel wurde mit Hilfe dieser gewendet. Nachdem auch die Membran und zwei wei-
tere Lagen Whatman-Papier aufgelegt worden waren, wurden verbliebene Luftblasen zwi-
schen Papier und Glasplatten durch Rollen mit einer angefeuchteten Pipette entfernt. Das
Blotten wurde fir 24 bis 48 Stunden in 20x SSC durchgefuhrt. Vor dem Entfernen des

Gels wurden zur Orientierung die Taschen auf der Membran mit einem Bleistift markiert.
Vernetzung von DNA und Membran

Zur Vernetzung von DNA und Membran wurde die Membran auf zwei Whatman-Papieren
liegend fiir eine Minute mit UV-Licht bestrahlt (0,5 J/cm?, Fluo Link). Des Weiteren wurde

die Membran fur 2 Stunden bei 80°C in einem Vakuumofen gebacken.
Markierung der DNA-Sonde und Aufreinigung

Die DNA-Sonde wurde entsprechend den Anweisungen des Rediprime Il Random Prime
Labelling Kits (GE Healthcare) mit [0-**P]-dCTP (Amersham Biosciences) radioaktiv
markiert. Die Sonde wurde den Angaben des Herstellers entsprechend Uber die Probe-

Quant G-50 Sephadex Micro Columns (GE Healthcare) aufgereinigt. Die spezifische
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Aktivitat der radioaktiv markierten DNA wurde durch Messung mit einem LS1701 Scintilla-
tion Counter (BeckMan) ermittelt. Die Sonde wurde ausschlieBlich zur Hybridierung mit
einer Membran eingesetzt, sofern sie eine spezifische Aktivitdt von mindestens 800.000

cpm/ul besal.
Prahybridisierung und Hybridisierung

Die Membranen wurden in Glasréhren transferiert und fir 30 Minuten in vorgewarmten
2x SSC mit 0.5% SDS bei 65°C unter rotierender Bewegung gewaschen. Die Pra-
hybridisierung erfolgte in etwa 0.1 ml vorgewarmter Prahybridisierungslésung / cm?
Membran (5x Denhardt’'s Lésung, 5x SSPE, 0,5% SDS, 100 ug/ml Hering-Testis-DNA
(Sigma, Nr. D6898); 100x Denhardt’'s Lésung (2% (w/v) Ficoll 400, 2% (w/v) Polyvinylpyr-
rolidon, 2% (w/v) Kaélberserum (Sigma, Fraktion V); 20x SSPE (3 M NaCl, 0,2 M
NaH,PO,4, 20 mM EDTA, pH 7.0). Die Prahybridisierung wurde fir mindestens 2 Stunden
bei 65°C durchgefihrt. Zur Hybridisierung wurde die Prahybridierungslésung verworfen
und durch frische Prahybridisierungslésung einschlieRlich der radioaktiv markierten Sonde
ersetzt (1x10° cpm/ml). Die Hybridisierung von Sonde und der auf der Membran
vernetzten DNA fand unter rotierender Bewegung bei 65°C tber Nacht statt. Die Hybridi-
sierungslosung wurde anschlieRend im flissigen Radioaktivabfall entsorgt. Die Membran
wurde zweimal mit je einem Flaschenvolumen fur je 30 Minuten mit auf 65°C vorgewarm-
ten 2x SSC, 0,5% SDS gewaschen. Es folgte ein weiterer Waschschritt von 30 Minuten
mit vorgewarmten 0,1x SSC, 0,5% SDS. Im Anschlul wurde die Membran fir etwa 30

Minuten auf Whatman Papier an der Luft getrocknet.
Autoradiographie

Zur Detektion der radioaktiv markierten DNA-Sonde auf dem Blot wurden zunachst die
Ecken der Membran mit Klebeband auf Whatman Papier fixiert und mit Frischhaltefolie
eingewickelt. Der Blot wurde so in eine Filmkassette gelegt und unter Ausschluss von
Licht wurde ein Roéntgenfilm (Biomax MR Film, Kodak) aufgelegt. Die Dauer der
Exponierung wurde in Abhangigkeit von der Sonde empirisch ermittelt. In der Regel wurde
ein Film fir mindestens 5 Tage bei -80°C exponiert. Die Entwicklung des Filmes erfolgte

mit der Curix 60 Entwicklermaschine (Agfa).

Zellbiologische Methoden

Transiente Transfektion

Zur transienten Transfektion von Gewebekulturzellen (Tabelle 7) mittels Lipofektion wurde

das Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen) Reagenz verwendet. Mindestens 24 Stunden vor
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der Transfektion wurde dazu eine angemessene Anzahl von Zellen auf die
entsprechenden Gewebekulturschalen passagiert, so dass am Tage der Transfektion eine
Konfluenz von 85-95% vorlag. Die Zellen wurden in DMEM-10-Medium (DMEM mit 4 mM
L-Glutamin, 4,5 mg/ml Glukose (Invitrogen), 10% FCS, 2 mM L-Glutamin) bei 37°C und in
luftgesattigter Atmosphare kultiviert. Zur Transfektion wurde ausschlieRlich einer Phenol-
Chloroform-Fallung unterzogene Plasmid-DNA verwendet. Die DNA wurde in Opti-MEM® |
(Invitrogen) Medium verdinnt. Lipofectamine™ 2000 wurde folglich den Angaben des
Herstellers eingesetzt. Die Mengen und Volumina an DNA, Medium und Lipofectamine
sind in Tabelle 8 aufgefihrt. Die Zellen wurden nach erfolgter Transfektion 24 bis 48
Stunden bei 37°C, 5% CO, in luftgesattigter Atmosphare inkubiert.

Name Beschreibung Referenz
Hela Human Cervixcarcinom-Zellen
HelLa 6xHis-SUMO1 Human Cervixcarcinom-Zellen, stabil (Girdwood et al., 2003)

6xHis-SUMO1 exprimierend

MPI-II Embryonale Stammzellen der Maus P. Gruss, MPI bpc, Géttingen

Tabelle 7. Liste der verwendeten Zelllinien.

Gewebekulturschale Vol. Menge DNA in Vol. Menge Lipofectamine™
Kulturmedium Opti-MEM®IMedium 2000 [ng] in Vol. Opti-
MEM® | Medium [ul]

24-Well-Platte 500 ul 0,8 ug in 50 ul 1,5 ulin 50 ul
12-Well-Platte 2ml 1,6 ug in 100 ul 3 ulin 100 ul
100-mm-Schale 10 ml 24 ugin 1,5 ml 45 ulin 1,5 ml

Tabelle 8. Verwendete Volumina von Medium und Lipofectamine™ und Mengen an DNA fiir transiente
Transfektionen. Die Volumina und DNA-Mengen sind in Abhangigkeit der GréRe der Gewebekulturschale
dargestellt.

Proteinbiochemische Methoden

Expression und Aufreinigung rekombinanter Proteine

Fir die Expression von GST-Tag fusionierten Proteinen wurde die cDNA des
entsprechenden Gens in den Leserahmen des GST-Tags kloniert. Eine das Plasmid

tragende Kolonie E. coli Bakterien (Tabelle 5) wurde in 5 ml LB-Medium mit dem



Material und Methoden 109

entsprechenden Antibiotikum inokuliert und fir etwa 10 Stunden bei 37°C und 180 rpm
wachsen gelassen. Die Kultur wurde 1:20 in 100 ml LB-Medium verdinnt und weiterhin
unter den beschriebenen Bedingungen Gber Nacht inkubiert. 50 ml der Vorkultur wurden
jeweils zu 1 | vorgewarmtem LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum gegeben
und bis zu einer ODgg von 0,6 bis 0,7 wachsen gelassen. Zur Kontrolle wurde ein 1 mi-
Aliquot entnommen, durch Zentrifugation pelletiert und der Uberstand verworfen. Das Pel-
let wurde in 100 ul 1x SDS-Ladepuffer (siehe unten) resuspendiert und fir 5 Minuten bei
95°C gekocht (Input). Die Expression des Proteins wurde durch Zugabe von 1 mM IPTG
(Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid) in das verbliebene Kulturmedium induziert. Die Bak-
terienkultur wurde fiir 4 bis 5 Stunden bei 25°C und 150 rpm inkubiert. Die Zellen wurden
dann durch Zentrifugation fir 25 Minuten bei 5.000 rpm und 4°C pelletiert. Der Uberstand
wurde vorsichtig dekantiert und verworfen. Das Pellet wurde in dem verbliebenen Medium
resuspendiert und in ein 50 ml-Falcon Uberfuhrt. Es folgte ein weiterer Zentrifugati-
onsschritt fiir 25 Minuten bei 4.000 rpm und 4°C und der Uberstand wurde wiederum ver-
worfen. Das Falcon mit dem Pellet wurde in flissigen Stickstoff gegeben Uiber Nacht bei -
80°C eingefroren. Am folgenden Tag wurde das Pellet auf Eis aufgetaut und in 8,5 ml
Resuspensionspuffer (50 mM Tris'HCI, pH 7,5, 500 mM NaCl, 2 mM EDTA, 5 mM DTT,
frisch zugebenes 1 mM PMSF und 1:25 Complete™-EDTA Protease Inhibitor, Roche)
resuspendiert. Es wurde 1 ml (10 mg/ml) Lysozym hinzugegeben und fir eine Stunde auf
Eis inkubiert. Nach 50 Minuten Inkubation wurden zudem 50 ul (1 mg/ml) DNasel und 50
ul (1 mg/ml) RNase zu der Suspension gegeben. Es folgte eine einstindige Zentrifugation
bei 30.000%g und 4°C. Zur Vorbereitung der Glutathion-Sepharose 4B Kugeln (Amersham
Biosciences) wurden diese dreimal mit PBS gewaschen und so mit PBS verdinnt, dass
der Anteil der Kugeln etwa 50% betrug. Das Zelllysat wurde dann zu 2 ml der gewasche-
nen Glutathion-Sepharose Kugeln gegeben und fiir 2 Stunden bei 4°C unter rotierenden-
den Bewegungen inkubiert. Das Lysat wurde dann auf eine vorgewaschene 10 ml-Saule
(Pierce) gegeben und dreimal mit je 10 ml Waschpuffer (50 mM TrisHCI, pH 7,5, 1 M
NaCl, 2 mM EDTA, 1:25 Complete™-EDTA Protease Inhibitor) gewaschen. Die Elution
der Proteine erfolgte durch Zugabe 3 ml Elutionspuffer (20 mM Glutathion in 100 mM
TrisHCI pH 8.0, 1:25 Complete™-EDTA Protease Inhibitor). Die Proteine wurden in
Transportpuffer (20 mM Hepes, pH 7,3,110 mM KOAc, 2 mM Mg(OAc),, 1 mM EGTA, 1
mM DTT, 1:25 Complete™-EDTA Protease Inhibitor, 0,05% Tween 20) dialysiert. Die Pro-
teinkonzentrationen wurden mit Hilfe des Bradford-Tests (siehe unten) ermittelt. Aufgerei-

nigte Proteine wurden in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.
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Thrombin-Spaltung von GST-fusionierten Proteinen

Zur Entfernung des GST-Tags wurden GST-fusionierte Proteine mit der Thrombin Prote-
ase (Amersham Biosciences) geschnitten. Zur Trennung wurde das Protein in 950 ul
1x PBS zusammen mit 50 U Thrombin auf die Glutathion-Sepharose 4B Kugeln in einer
Saule geladen und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von

1 mM PMSF gestoppt und das Protein durch Zugabe von 1x PBS von den Kugeln eluiert.

GST-Pull-Down Analyse

Protein-Protein Interaktionen wurden mit einer in vitro GST-Pull-Down Analyse belegt. An
GST-fusioniertes Geminin wurden an Glutathione-Sepharose 4B Kugeln (Amersham) ge-
bunden. 50 ul der Kugeln wurde in einem Reaktionsgefal® mit 500 ul of Pull-Down Binde-
puffer (20 mM Tris'HCI pH 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.1% Nonidet P-40, 1 mM
frisch hinzugegebenes PMSF) gewaschen. Die Kugeln wurden durch Zentrifugation fir
wenige Sekunden bei 4.000 rpm herunterzentrifugiert und der Uberstand wurde
verworfen. Zur Bindung an die Kugeln wurden 40 ug rekombinantes GST-Geminin oder
GST-Protein in 500 ul of Bindepuffer und bei 4°C Gber Nacht rotieren gelassen. Nachdem
der Uberstand wiederum verworfen wurde, wurden die Kugeln zur Entfernung von unge-
bundenem Protein mit 500 ul Bindepuffer gewaschen. AnschlieRend wurden 40 ul des in
vitro transkribierten und translatierten Pax6-Proteins zu den GST-Geminin- und GST-
gekoppelten Kugeln gegeben. Die Kugeln wurden fur eine Stunde bei 4°C und unter
rotierenden Bewegungen inkubiert und danach dreimal mit Bindepuffer gewaschen. Da-
nach wurden sie dreimal mit Pull-Down Waschpuffer (20 mM TrisHCI pH 7.5, 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 0.1% Nonidet P-40, 1 mM frisch hinzugegebenes PMSF) gewaschen.
Die abzentrifugierten Kugeln wurden zur Elution der Proteine in einem gleichen Volumen
2x SDS-Ladepuffer aufgenommen und fir 7 Minuten bei 95 °C gekocht. Die Proben
wurden auf ein SDS-Gel geladen und die Elektrophorese wurde bei 20 mA vorgenommen.
Das Gel wurde getrocknet und Uber Nacht mit einem BioMax X-ray Film (Kodak) bei

—80 °C exponiert und mit der Curix 60 Entwicklermaschine (Agfa) entwickelt.

In vitro Transkription/Translation

Zur in vitro Transkription und Translation wurde das TNT Retikulocyten System (Prome-
ga) eingesetzt. Fur einen Reaktionsansatz wurden 2 ug Plasmid-DNA, 4 ul TNT
Reaktionspuffer, 2 ul Aminosauren-Mix ohne Methionin, 4 ul [**S]-Methionin (Amersham
Biosciences), 1,5 ul TNT RNA-Polymerase, 50 ul Retikulocyten-Lysat mit der
entsprechenden Menge DEPC-H,0 in einem Gesamtvolumen von 100 ul angesetzt und
fur 2 Stunden bei 30°C inkubiert.
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Generierung von Gesamt-Proteinextrakten

Zur Herstellung von Gesamtzellextrakten aus Gewebekulturzellen wurden diese zunachst
zweimal mit eisgekuhltem PBS gewaschen und in einem angemessenen Volumen
2x SDS-Ladepuffer (125 mM Tris, 4% SDS, 20% Glycerin, 0,002% Bromphenolblau,
pH 6.8) lysiert. Die Zugabe von DTT (Dithiothreitol) zu dem Ladepuffer erfolgte in jedem
Fall unmittelbar vor der Zelllyse. Die Endkonzentration von DTT sollte bei 100 mM liegen.
Es erfolgte eine funfminltige Inkubation der Zellsuspension bei 95°C im Thermoblock zur
Denaturierung der Proteine. Des Weiteren wurden die Zellen zum Aufbrechen der
genomischen DNA einer Behandlung fir 10 Minuten im Ultraschallbad unterzogen. Die
Zelllysate wurden entweder bei —20°C gelagert oder fiir die Western Blot Analyse
unmittelbar auf ein SDS-Gel geladen. Unmittelbar vor dem Beladen des Gels wurden die

Proben zur Denaturierung fur 5 Minuten bei 95°C gekocht.

Konzentrationsbestimmung von Proteinen nach Bradford

Der Bradford-Test dient der Ermittlung der Konzentration an Proteinen in einer Losung.
Die Hauptkomponente der Bradford-Reagenz Coomassie Brilliant Blue G-250 verschiebt
bei Bindung an Proteine das Absorptionsmaximum der Farbe. Ohne gebundenes Protein
liegt es bei einer Wellenlange von 465 nm, mit Protein bei 595 nm vor. Entsprechend ist
die Zunahme der Absorption bei 595 nm ein Mal fiir die Proteinkonzentration der Lésung.
Die Farbentwicklung ist nach 2 Minuten beendet (Rehm, 2002). Zur Kalibrierung wurde
vor der eigentlichen Messung eine Verdinnungsreihe mit Rinderserumalbumin (BSA)
erstellt. Zu 500 pl dH,O wurden 200 ul Bradford-Reagenz (Biorad) und 10 pl verdiinntes
BSA bzw. 10 pyl zu messender Proteinextrakt gegeben und gemischt. Die Messung

erfolgte nach 2 Minuten Inkubation im Photometer bei der Wellenlange von 595 nm.

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Herstellung der SDS-Gele wurden die Glassplatten, Spacer und Kamme gesaubert
und mit 70%igem EtOH behandelt. Das Trenngel (Tabelle 9) wurde zwischen die Glas-
platten gegossen und mit Isopropanol tberschichtet, um zur Beschleunigung der Polyme-
risation einen Luftabschlufl zu gewahrleisten. Nach abgeschlossener Polymerisation des
Trenngels wurde der Isopropanol entfernt. Das Sammelgel (Tabelle 9) wurde auf das
Trenngel gegossen und es wurde ein Kamm zwischen die Glasplatten eingefiihrt. Trenn-
und Sammelgel bestehen aus denselben Komponenten, mit Ausnahme des speziellen
4x Trenngel-Puffers (1,5 M Tris, 0,4% SDS, pH 8,8) bzw. des 4x Sammelgel-Puffers
(0,5 M Tris, 0,4% SDS, pH 6,8). Ammonium Persulfat (APS, 10% (w/v) Stock-L&sung in
dH,0) und TEMED (Fluka, Buchs, Schweiz) wurden erst direkt vor dem Gielzen der Gele
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hinzugegeben, da diese Reagenzien unmittelbar die Polymerisation des Acrylamids
einleiteten. Nachdem das Gel vollstandig ausgehartet war, wurde es in die entsprechende
Vorrichtung der Gelkammer (Tank Blot Chamber, Biorad) eingespannt, welche dann mit
1x Elektrophorese-Puffer (12,5 mM Tris, 96 mM Glycin, 0,05% SDS) gefillt wurde. Der
Kamm wurde entfernt und die Taschen wurden unter Verwendung einer Hamilton-
Glasnadel mit Puffer ausgespllt. 4 bis 5ul des MagicMark™ XP Western Protein
Standards (Invitrogen, Nr. LC5602) wurde neben den Proben mit der Glasnadel auf das
SDS-Gel geladen. Ein Gel wurde bei 20 mA laufen gelassen, bei zwei Gelen je Kammer

wurde die Stromstarke auf 40 mA erhoht.

Trenngel 7,5% 10% 12% Sammelgel 5%
30% Acrylamid- 2,5 ml 3,3 ml 4 ml 30% Acrylamid- 670 ul
Bisacrylamid Bisacrylamid

4x Trenngelpuffer 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 4x Sammelgelpuffer 1ml
dH,0 4,9 ml 4,1 ml 3,4 ml dH,0 2,3 ml
10% APS 100 ul 100 ul 100 ul 10% APS 40 ul
TEMED 4 ul 4 ul 4 ul TEMED 4 ul

Tabelle 9. Komponenten und Mengenangaben fiir Trenn- und Sammelgel fiir je zwei SDS-PAGE-Gele.

Western Blot Analyse
Elektrophoretischer Transfer der Proteine

Fir die Western Blot Analyse (Kyhse-Andersen, 1984) wurden jeweils vier Stiicke What-
man Papier mit den AbmafRen 8,5 x 6,5 cm sowie ein Stlick Nitrozellulosemembran
(Potran BA 85, Schleicher und Schuell) zurecht geschnitten. Das Whatman Papier wurde
zunachst in den Transfer-Puffer (3,9 mM Glycerine, 48 mM Tris, 0,037% SDS,
20% MeOH) getaucht und anschlieRend wurden jeweils zwei Stucke auf jede Seite der
Transfer-Kassette gelegt. Die Membran wurde ebenfalls in Transfer-Puffer aquilibriert, auf
die weilde Seite (Richtung Kathode) gelegt und mit einer Pinzette wurde durch vorsichti-
ges Streichen Uber die Membran Blasen entfernt. Das SDS-Polyacrylamid-Gel wurde aus
der Elektrophoresekammer genommen, das Sammelgel entfernt und das Trenngel auf die
Membran transferiert. Die Transfer-Kassette wurde geschlossen und in die mit Transfer-
Puffer gefillte Blotkammer Uberfihrt. Nachdem die Kihlbox ebenfalls in die Kammer ein-
gebracht worden war, konnte der Deckel geschlossen und die Kammer an ein
Spannungsregler angeschlossen werden. Die Ubertragung der Proteine aus dem SDS-

Gel auf die Nitrozellulosemembran erfolgte fiir 3 Stunden bei 30 V.
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Ponceau-Farbung der Proteine

Auf einem Schwenkgerat wurde die Membran fur etwa 5 Sekunden mit Ponceau S
(2% (w/v) Ponceau S in 30% (w/v) Trichloressigsaure und 30% (w/v) Salicylsulfonsaure
(2-Hydroxy-5-sulfobenzoesaure)) gefarbt, um die Proteine reversibel sichtbar zu machen
und damit den erfolgreichen Transfer zu bestatigen. AuRerdem konnte so vermerkt
werden, ob in etwa gleiche Proteinmengen auf das Gel geladen worden waren. Die
Membran wurde durch drei- bis viermaliges Waschen mit 1x Waschpuffer A wieder ent-
farbt. 10x Waschpuffer A (100 mM Tris'HCI pH 7.4, 9% NacCl) wurde erst unmittelbar vor
Gebrauch zum Waschen der Membran im Mengenverhaltnis 1:10 verdiinnt und es wurde
0,05% Tween-20 zugegeben, da Tween-20 in Gegenwart von Licht schnell zerfallt. Der

Waschvorgang wurde zur Aufnahme eines Bildes der Ponceau-Farbung unterbrochen.
Applikation der primédren und sekundaren Antikorper

Vor der Reaktion eines Blots mit Antikérpern werden die unspezifischen Proteinbindungs-
stellen der Blotmembran mit einem Blocker, in diesem Fall entfettetes Milchpulver,
abgesattigt. Die Inkubation der Membran erfolgte dazu fiir eine Stunde auf einem
Schwenkgerat bei RT in Block-Puffer. Die Membran wurde Uber Nacht bei 4°C und konti-
nuierlicher Schwenkbewegung mit dem primaren Antikérper (Tabelle 10) in 1x Wasch-
puffer A, mit Milchpulver versetzt, inkubiert. Nicht gebundene, Uberschiissige Antikorper
wurden am darauf folgenden Tag durch Waschen fir 10 Minuten mit 1x Waschpuffer A
(10 mM TrisHCI pH 7.4, 0,9% NaCl, 0.05% Tween-20), zweimaliges Waschen fir je
10 Minuten mit Waschpuffer B (0,9% NaCl, 0,5% Triton-X-100, 0,2% SDS) und weitere
10 Minuten Waschen mit 1x Waschpuffer A entfernt. Zum Nachweis der primaren
Antikérper wurden Sekundarantikérper mit HRP (engl. ,horseradish peroxidase;
Meerrettich-Peroxidase) gekoppelt verwendet (Tabelle 10). Die Inkubation mit dem
zweiten Antikérper erfolgte fur 45 Minuten bei RT. AbschlieBend wurden die zuvor

aufgefihrten Waschschritte wiederholt.
Chemilumineszente Detektion der Proteine

Die Membranen wurden auf Frischhaltefolie Uberfihrt und damit bedeckt, um ein
Austrocknen zu verhindern. Zur Detektion der an HRP-gekoppelten Antikdrper wurden
Luminol und Oxidant des SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate Kits
(Pierce, Nr. 34080) oder des SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity Subsrate
(Pierce) im Verhaltnis 1:1 in einem Eppi gemischt und auf die wieder freigelegte Membran
pipettiert. Nach 5 Minuten Inkubationsdauer wurde die Detektion mittels Lumi-Imager™
(Boehringer-Mannheim) eingeleitet. Die Auswertung geschah mit der LumiAnalyst™ 3.0
Image Analysis Software (Boehringer-Mannheim). Als Belichtungszeit wurden zunachst

10 Sekunden gewahlt und der Intensitat des Signals entsprechend bei der nachsten
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Aufnahme entweder eine niedrigere oder héhere Belichtungszeit gesetzt, um eine még-
lichst optimale Darstellung der detektierten Proteinbanden zu erhalten. Alternativ wurden
die Membranen mit CL-XPosure™ Filmen (Pierce) exponiert. Die Entwicklung erfolgte in

diesem Fall mit der Curix 60 Entwicklermaschine (Agfa).

Strippen und Rehybridisierung von Nitrozellulose-Membranen

Die Bindung zwischen Antikérper und Antigen kann durch Hitze und unter denaturie-
renden Bedingungen geldst werden, da die ionischen Wechselwirkungen zwischen
Protein und Antikdrper aufgehoben werden. Mit Proteinen beladene Nitrozellulose-
membranen kdnnen mehrfach zur Western Blot Analyse mit verschiedenen Antikérpern
verwendet werden. Strippen bezeichnet das Entfernen eines spezifisch gebundenen Anti-
kérpers, um eine weitere Nachweisreaktion mit einem zweiten spezifischen Antikdrper
durchfihren zu kénnen. Die Membran wurde zunachst in einer Glaskammer in 1x Wasch-
puffer A getrankt und dann fir 30 Minuten bei 50°C im Western Blot Strippingpuffer unter
leichten Schwenkbewegungen inkubiert. Zu je 50 ml Western Blot Strippingpuffer (25 mM
Na,HPO,4, 25 mM NaH,PO,, 2% SDS) wurden dabei zuvor 350 ul pB-Mercaptoethanol
gegeben. AnschlieRend wurde die Membran in eine neue Kammer uberflihrt und dreimal
fur je 5 Minuten und danach dreimal fir je 10 Minuten in 1x Waschpuffer A geschwenkt.

Die Nitrozellulose war danach bereit fir die Inkubation mit einem weiteren Antikorper.

Co-Immunprazipitation

Zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen in vivo wurde eine Co-
Immunprazipitation durchgefiihrt. Hierzu wurden HelLa-Zellen in 100 mm-Gewebekultur-
schalen kultiviert, so dass sie zum Zeitpunkt der Transfektion eine ungefahre Konfluenz
von 80 bis 90% hatten. 16 Stunden nach Transfektion der Zellen wurde MG132 (Sigma),
ein Inhibitor der 26S Untereinheit des Proteasoms, in einer Endkonzentration von 10 uM
appliziert, um eine vorzeitige Degradierung der Proteine zu verhindern. Die Zellen wurden
daraufhin fur weitere 8 Stunden inkubiert. Die Zellernte und Immunprazipitation erfolgte
dann mittels des FLAG® Tagged Protein Immunoprecitpitation Kits (Sigma). Die Prozedur
wurde entsprechend den Angaben des Herstellers durchgeflihrt, einschlieRlich des
optionalen Waschschrittes zur Entfernung jeglichen ungebundenen Antikérpers. Die

Elution des Proteins wurde mit 2x SDS-Ladepuffer vorgenommen.
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Antikorper Herkunft und Hersteller/Quelle Verdiinnung Verdiinnung
Typ IHC WB

Primarantikorper

Anti-BrdU Maus Roche 1:20
Monoklonal

Anti-FLAG Kaninchen Sigma 1:1.000
Polyklonal

Anti-Geminin (FL-209)  Kaninchen Santa Cruz 1:1.000
Polyklonal sc-13015

Anti-GFAP Kaninchen DakoCytomation 1:300
Polyklonal 20334

Anti-GST Maus Novagen 1:10.000
Monoklonal

Anti-HA Ratte Roche 1:500
Monoklonal

Anti-His-Tag Maus Novagen 70796-3 1:1.000
Monoklonal

Anti-H3P Maus Cell Signaling 1:100

Anti-Ki67 Kaninchen Abcam Ab15580 1:250

Anti-NeuN Maus Millipore 1:200

Anti-Pax6 Maus DSHB 1:200

Anti-Tbr1 Kaninchen Chemicon 1:500
Polyklonal AB9616

Anti-Tbr2 Kaninchen Chemicon 1:1.000
Polyklonal AB9618

Anti-TuJ1 Maus Covance 1:500
Monoklonal

Anti-RanGARP tail Ziege Bossis, G. 1:7.500

unveroffenticht

Sekundarantikorper

Anti-Kaninchen-HRP Ziege Covance 1:10.000

Anti-Maus-HRP Ziege Polyklonal Dianova 1:5.000

Anti-Ziege-HRP Kaninchen Abcam 1:7.500
Polyklonal

Anti-Ratte-HRP Ziege Polyklonal Dianova 1:5.000

Anti-Kaninchen-Alexa  Ziege MoBiTec 1:1.000

488

Anti-Kaninchen-Alexa  Ziege MoBiTec 1:1.000

594

Anti-Maus-Alexa 488 Ziege MoBiTec 1:1.000

Anti-Maus-Alexa 594 Ziege MoBiTec 1:1.000

Tabelle 10. Liste der verwendeten Antikorper. Herkunft, Typ und Hersteller der Antikérper sind ebenso
angegeben wie die benutzte Verdiinnung bei Immunhistochemie (IHC) und Western Blot (WB) Analyse.
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TUNEL-Test

Zur Detektion von apoptotischen Zellen wurde ein TUNEL- (engl. ,, Terminal deoxynucleo-
tidyltransferase-mediated dUTP-biotin nick end labeling“) Test durchgefiihrt (Gavrieli et
al., 1992). Wahrend der Apoptose wird der DNA-Strang des Zellkerns durch die Aktivitat
von Endonukleasen fragmentiert. Das verwendete TUNEL-Reagenz (ApoTag® Red In
Situ Apoptosis Detection Kit (Chemicon Nr.S7165) markiert die DNA an den Strangbri-
chen am 3'-Hydroxy-Ende. Das die Reaktion katalysierende Enzym tragt die Bezeichnung
Terminale Desoxynukleotidyl-Transferase (TdT). Es bewirkt unabhangig von der DNA-
Vorlage die Polymerisation der Fluorescein-gekoppelten Nukleotide an den freien
3'-Hydroxy-Enden, so dass eine rote Farbung unter dem Fluoreszenzmikroskop
visualisiert werden kann. Der TUNEL-Test wurde auf Gefrierschnitten und entsprechend
den Angaben des Herstellers des ApoTag® Red In Situ Apoptosis Detection Kit durch-
gefuhrt. Die Schnitte wurden anschlielend in Vectashield Mounting Medium mit DAPI
(Vector Laboratories Nr.H-1200, 1,5 ug/ml DAPI) eingebettet. Die Fluoreszenzmikroskopie

wurde mit einem BX-60 Fluoreszenz-Mikroskop (Olympus) durchgefihrt.

In vitro SUMOylierung

Um Proteine auf die Modifikation mit SUMO1 zu untersuchen, wurde eine in vitro
SUMOylierungsreaktion durchgefiihrt (Pichler et al.,, 2002). Dazu wurde 1 pug des
potentiellen rekombinanten SUMO1-Substrats in einem Reaktionsgefall mit 1 mM ATP,
68 nM Aos1/Uba2, 28 nM, Ubc9, 4,4 uM SUMO1 und wahlweise PIAS1, PIAS3 oder
7,75 nM GST-RanBP2AFG in Transportpuffer (20 mM Hepes, pH 7,3, 110 mM KOAc,
2 mM Mg(OAc),;, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 1 ug/ml Leupetin, 1 ug/ml Aprotinin, 1 ug/ml
Pepstatin, 0,05% Tween 20) und 0,2 mg/ml Ovalbumin verdinnt. Es folgte eine Inkubation
fir 30 Minuten bei 30°C. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 2x SDS-Ladepuffer
abgestoppt. Die rekombinanten Proteine wurden freundlicherweise von Prof. Dr. F.
Melchior und T. Lampe aus der Abteilung Biochemie | der Universitat Gottingen zur

Verfligung gestellt.

In vivo SUMOylierung

Mittels Bindung an eine Nickel-Agarose-Matrix und unter stark denaturierenden
Bedingungen kénnen an 6xHis-SUMO1 konjugierte Proteine aufgereinigt und analysiert
werden. Die Zellen einer 100 mm-Platte wurden dazu zweimal mit eiskaltem PBS
gewaschen und bei RT mit Hilfe eines Zellschabers in jeweils 6 ml Guanidiumhydro-
chlorid-Puffer (GuHCI-Puffer; 6 M Guanidium Hydrochlorid, 100 mM Na;HPO./ NaH,PO4,
10 mM TrisHCI pH 8.0) lysiert. Zum Aufbrechen der Zellen wurde bei 50% Kraft und
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50% Output Kontrolle fur eine Minute mit Ultraschall behandelt. Durch Zentrifugation fur
25 Minuten bei 20.000xg und 4°C wurden unlysierte Ruckstande pelletiert und es wurde
ausschlieRlich der Uberstand fiir das weitere Verfahren verwendet. Ein Aliquot des Uber-
standes von 200 wl wurde als Input-Kontrolle aufgehoben und einer MeOH/CHCIs-
Prézipitation (siehe unten) unterzogen. Zu dem verbliebenen Uberstand wurden 160 ul
Nickel-NTA Kugelchen (Qiagen), welche zuvor zweimal mit GuHCI-Puffer gewaschen
worden waren sowie 30 ul 2 M Imidazol (Sigma) gegeben, so dass eine Endkonzentration
des Imidazols von etwa 10 mM vorlag. Das Lysat wurde so fir 3 Stunden bei RT bei
rotierender Bewegung mit den Kigelchen zu deren Beladung inkubiert. Im Anschluss
wurden die Kigelchen zunachst fir 10 Minuten mit 10 mM Imidazol in 1,2 ml GuHCI-
Puffer gewaschen. Es folgten weitere Waschschritte fur jeweils 10 Minuten mit je 1,2 ml
Harnstoff-Puffer pH 8,0, (8 M Harnstoff, 100 mM Na,HPO,/NaH,PO,, 10 mM Tris'HCI pH
8,0 bzw. pH 6,3) Harnstoff-Puffer pH 6,3, Harnstoff-Puffer pH 6,3 mit 0,2% Triton-X-100,
Harnstoff-Puffer pH 6,3 mit 0,1% Triton-X-100 und erneut mit Harnstoff-Puffer pH 6,3.
In jedem Fall wurden zuvor 10 mM Imidazol zu dem Puffer zugegeben. Abschlieend
wurde nach dem letzten Waschschritt der verbliebene Puffer mit einer Glasspritze
(Hamilton) entfernt. Die Elution gebundener Proteine wurde durch Kompetition mit
250 mM Imidazol in 2x SDS-Ladepuffer durchgefuhrt. Nach 10 Minuten Inkubation bei
rotierender Bewegung wurden die Kigelchen in dem Puffer fur 6 Minuten bei 95°C
gekocht und das Eluat wurde letztlich in ein neues Reaktionsgefall transferiert. Die

Proben wurden bis zu einer Woche bei RT aufbewahrt und ansonsten bei -20°C gelagert.

Methanol-Chloroform- (MeOH/CHCI;) Prazipitation

Zur Gewinnung von Proteinextrakten von in GuHCI-Puffer lysierten Proben wurde eine
MeOH/CHCI;-Prazipitation vorgenommen, um die Proteine von ungewilnschten Bestand-
teilen zu reinigen und um die Proteine anzukonzentrieren. Zu dem initialen Volumen
wurden zunachst 4 Volumen MeOH und 2 Volumen CHCI; pipettiert und gemischt. Die
Proben wurden fir 10 Sekunden bei 9.000xg zentrifugiert. Es wurden weiterhin 3 Volu-
men dH,O zu dem Gemisch hinzugegeben und fur eine Minute gevortext. Es folgte eine
Zentrifugation fir 5 Minuten bei ebenfalls 9.000xg. Die Proteine befanden sich daraufhin
in der intermediaren Phase, so dass die obere Phase verworfen wurde. Nach Zugabe von
3 Volumen MeOH wurde wiederum gemischt und fir 2 Minuten bei 9.000xg zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das verbliebene Zellpellet wurde bei RT getrocknet.
Es wurde in 50 ul 2x SDS-Ladepuffer geldst und fir 10 Minuten bei 95°C gekocht.
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Histologische Methoden

BrdU-Perfusion von Mausen

BrdU (5°-Bromo-2’-deoxyuridin) ist ein chemisches Analogon des Nukleosids Thymidin.
Phosphoryliert kann es kann anstelle des Nukleotids Desoxythymidintriphosphat bei der
DNA-Synthese in neu synthetisierte DNA inkorporiert werden. BrdU dient daher der
Markierung von proliferierenden Zellen und kann durch Bindung eines spezifischen Anti-
kérpers immunhistochemisch nachgewiesen werden. Fur die BrdU-Perfusion von Mausen
wurden unmittelbar vor der Injektion 14 mg BrdU (Roche Nr.10280879001) in
1 ml PBS gel6st und fir etwa 5 Minuten bei 37°C inkubiert und ggf. gevortext, bis sich das
Pulver geldst hatte. Je 10 g Kérpergewicht wurden 100 ul der BrdU-Ldsung intraperitoneal

in das Muttertier injiziert.

Einbetten in Kryomatrix

Zur Herstellung von Gefrierschnitten wurde das einzubettende Gewebe zunachst in
4% PFA bei 4°C fixiert (Kopf E12.5, E13.5 und Gehirn E15.5 fiur jeweils 2 Stunden, E16.5:
2,5 Stunden, P10: 5 Stunden). Das PFA wurde durch dreimaliges Waschen mit PBS fur je
20 Minuten aus dem Gewebe entfernt. Des Weiteren wurde es zur Aquilibration in eine
25%ige Sucroselésung Uberflhrt. Sobald das Gewebe abgesunken war, wurde es in
Kryomatrix (Tissue Freezing Medium® Einbettmedium, Leica) gegeben, auf Trockeneis

darin eingefroren und anschlieBend bei -20°C gelagert.

Anfertigung von Gefrierschnitten

Aus prapariertem Gewebe und Gehirnen wurde mit Hilfe eines Kryotoms 8 bis 10 um
dicke Schnitte angefertigt. Die Schnitte wurden auf Objekttrager aufgezogen, fir etwa
eine halbe Stunde bei 32°C trocknen gelassen und anschlieBend bis zur weiteren

Verwendung bei —80°C aufbewahrt.

Einbetten in Paraffin

Gehirne der Stadien P10 und und P15 wurden Uber Nacht in PFA fixiert. Das PFA wurde
durch dreimaliges Waschen mit PBS fir je eine Stunde entfernt. Des Weiteren wurden
durch Waschen der Gehirne mit 0,86% NaCl fir 3 Stunden Salzkristalle entfernt. Die
Waschlésung wurde ebenfalls jede Stunde gewechselt. Im Folgenden sind die einzelnen

Schritte der Dehydrierung aufgefiihrt, welche bei 4°C vorgenommen wurden.
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2x 15 Minuten 50% EtOH
2x 15 Minuten 70% EtOH
3% 20 Minuten 80% EtOH
3% 30 Minuten 90% EtOH
4x 30 Minuten 96% EtOH

Die Gehirne wurden Uber Nacht in Isopropanol gelassen und anschlieRend erfolgte bei RT

die Infiltration des Gewebes mit Paraffin wie im Folgenden beschrieben.
30 Minuten 25% Toluol / 75% Isopropanol

30 Minuten 50% Toluol / 50% Isopropanol

30 Minuten 75% Toluol / 25% Isopropanol

2x 1 Stunde 100% Toluol

Die Gehirne wurden danach zunachst erneut in frisches 100%iges Toluol Uberfihrt und
darin so lange belassen, bis sie leicht glasig aussahen. AnschlieRend wurden sie in
Paraffin gegeben und fur 3 Tage bei 60°C aufbewahrt. Das Paraffin wurde jeden Tag
gewechselt, um das Toluol vollstandig auszuwaschen. Die Gehirne wurden zum Schlul}

mit einer Einbettmaschine in Blécken fixiert und bei 4°C zur Aufbewahrung gelagert.

Anfertigung von Paraffinschnitten

Die in Paraffin eingebetteten Gehirne wurden mit Hilfe eines Mikrotoms in 10 um dicke
Schnitte geschnitten. Die in einem handwarmen Wasserbad gestreckten Schnitte wurden
auf Objektrager aufgezogen und lber Nacht bei 37°C getrocknet. Bis zur weiteren

Verarbeitung wurden sie auf 4°C gelagert.

BrdU Immunfluoreszenzfiarbung

Gefrierschnitte von murinem Gewebe wurden zweimal fur 5 Minuten bei RT in PBS ge-
waschen. Es folgte eine Inkubation von 30 Minuten in 2 N HCl bei 37°C. Die Schnitte wur-
den anschlieRend zweimal fur je 5 Minuten in 0.1 M Natriumtetraboratpuffer gewaschen.
Der pH-Wert dieses Puffers wurde zuvor mit 1 M Borsaure auf 8,5 adjustiert. Nach einer
einstindigen Inkubation der Gewebeschnitte in Blocklésung (0,2% BSA, 0,04% Tween in
PBS) wurde der Anti-BrdU Antikérper (Roche) in einer 1:20 Verdliinnung in Blockldsung
appliziert. Die Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 4°C. Alle weiteren Schritte erfolgten
gemal dem Verfahren von gewdhnlichen Immunfluoreszenzfarbungen wie im Folgenden

erlautert.
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Indirekte Immunfluoreszenzfarbung

Zu Beginn der indirekten Immunfluoreszenz wurden die mit Gewebeschnitten versehenen
Objekttrager dreimal fur je 5 Minuten mit PBS gewaschen. In Abhangigkeit vom Primaran-
tikdrper wurden die Schnitte im folgenden Schritt zum Aufspiren der Antigene fir
5 Minuten in Antigen-Demaskierungslésung (Vector Laboratories) in der Mikrowelle ge-
kocht. In allen anderen Fallen wurden die Schnitte zur Absattigung von unspezifischen
Bindungen fiir eine Stunde in Blocklosung (10% FCS oder 10% NGS mit 0,1% Tween-20
oder 0,1% Triton-X-100 jeweils in PBS) inkubiert. Die Inkubation mit dem Primarantikdrper
(Tabelle 10) erfolgte in der entsprechenden Verdiinnung in Blocklésung ber Nacht in
einer Feuchtkammer bei 4°C. Am nachsten Tag wurden die Schnitte zunachst dreimal fir
je 5 Minuten mit PBS gewaschen und fiir 45 Minuten unter Ausschluf® von Licht mit dem
verdinnten Fluorophor-gekoppelten Sekundarantikérper (Tabelle 10) bei RT inkubiert. Es
folgte erneut ein dreimaliges Waschen mit PBS und abschlielend wurden die Gewebe-
schnitte in Vectashield® Mounting Medium mit DAPI (Vector Laboratories) eingebettet.
Die Deckglaschen wurden mit Nagellack versiegelt. Aufnahmen der Fluoreszenzmarkier-
ten Schnitte wurden mit dem BX-60 Fluoreszenzmikroskop (Olympus) und der Cell*P

Software (Olympus) erstellt.

Herstellung von DIG-markierten Antisense-RNA-Sonden

Um die Expression von spezifischer RNA im Gewebe zu visualisieren, kann mittels in vitro
Transkription die cDNA des Interesses in RNA umgeschrieben und dabei mit einer
Markierung versehen werden. Digoxigenin-11-UTP (DIG) ist ein derartiger Marker, der
spater im Gewebe mit einem o-DIG-Alkalische Phosphatase Antikérper nachgewiesen
werden kann. Zur Transkription wird linearisierte Plasmid-DNA verwendet, da die
Linearisierung mit dem Restriktionsenzym einen 5-Uberhang hinterlasst, welcher die
RNA-Polymerase daran hindert, ,umzudrehen® und einen Sense-Strang zu synthetisieren.
Die Transkriptionsreaktion beinhaltete 1 ug linearisiertes Plasmid, 2 ul 10x Trans-
kriptionspuffer (Roche), 2 ul 10x DIG RNA Labeling Mix (Roche), 2 ul RNasin (40 U/ul)
und 1 ul der entsprechenden RNA-Polymerase (SP6, T3 oder T7). Die Reaktion wurde mit
RNase-freiem DEPC-H,0 auf ein Gesamtvolumen von 20 ul aufgefillt und fir 2 Stunden
bei 37°C inkubiert. Zur Entfernung von nicht inkorporierten Nukleotiden wurde die Sonde
Uber ProbeQuant G50 Mikrosaulen (GE Healthcare) aufgereinigt. Das Volumen des
Transkriptionsansatzes wurde dazu mit DEPC-H,O auf 50 nl aufgefillt. Ein 5 ul Aliquot
der Sonde wurde zur Uberpriifung der korrekten GroRe auf einem Agarose-Gel aufgetra-
gen. Die finale Konzentration sollte bei 100 ug/ul liegen. AnschlieBend wurde sie

entweder zur sofortigen Verwendung fur die [In situ Hybridisierung mit
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Prahybridisierungspuffer 1:100 verdinnt und zur Denaturierung fir 5 Minuten bei 95°C

gekocht oder bis zur weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren.

In situ Hybridisierung von Gefrierschnitten

Die Gewebeschnitte wurden zuerst in 4% PFA in PBS und DEPC-dH,O pH 7,8 fir
15 Minuten bei 4°C gewaschen. Danach wurde zweimal fir je 5 Minuten mit 1x PBS
gewaschen. Um das Gewebe fir die Sonden zugangig zu machen, wurde mit 20 ug/ml
Proteinase K in Proteinase K-Puffer (50 mM Tris'HCI pH 8,0, 5 mM EDTA in DEPC-dH,0,
autoklaviert) inkubiert. Fir Schnitte des Stadiums E12.5 und E13.5 wurden fir 3 Minuten
mit Proteinase K behandelt, fir E15.5 Schnitte fur 3,5 Minuten und fir P10 fur 10 Minuten.
Des Weiteren wurden die Schnitte fir 5 Minuten mit 1% Glycin in PBS und zweimal fir je
5 Minuten in PBS gewaschen. Zur Postfixierung erfolgte eine Inkubation von 20 Minuten
in 4% PFA und 0,2% Glutaraldehyd in PBS. Die Prahybridisierung erfolgte fir mindestens
2 Stunden in Prahybridisierungspuffer (50% (v/v) Formamid 5x SSC pH 4,5, 1% (w/v)
Blockpulver (Roche), 5 mM EDTA, 0,1% (v/v) Tween-20, 0,1% (w/v) CHAPS, 0,1 ug/ml
Heparin, 1 mg/ml Transfer-RNA in DEPC-dH,0) in einer mit 2x SSC pH 4,5 / 50%
Formamid gefillten Feuchtkammer bei 70°C. Danach wurde der Puffer durch Pra-
hybridisierungspuffer mit der 1:100 verdinnten Sonde ersetzt. Die Hybridisierung fand
Uber Nacht bei 70°C statt. Am nachsten Tag wurden die Schnitte zunachst fir 5 Minuten
in 2x SSC (pH 4,5) Uberfuhrt. Es folgte dreimal ein Waschschritt von je 30 Minuten bei
65°C in 2x SSC pH 4,5/ 50% Formamid. Danach wurden die Schnitte zweimal fur jeweils
10 Minuten und bei RT in KTBT (50 mM Tris HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 10 mM KClI,
10% (w/v) Tween-20) gewaschen. Um unspezifische Bindestellen des Antikdrpers
abzudecken, wurden die Gewebeschnitte fur 2 Stunden bei RT in Blockreagenz
(2% inaktiviertes FCS in KTBT) inkubiert. Der Anti-Digoxigenin-AP (F., Fragmente) Anti-
kérper (Roche) wurde in dem Blockreagenz verdinnt und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Es
folgten zunachst drei Waschschritte a jeweils 5 Minuten bei RT mit KTBT, auf die drei
weitere Waschschritte mit KTBT a jeweils 30 Minuten folgten. AnschlieBend wurden die
Schnitte in NTMT (100mM TrisHCI pH 9,5, 10mM NaCl, 50mM MgCI2, 1% /v/v)
Tween-20, 1mM Levamisol) uberfuhrt und dreimal fir je 5 Minuten bei RT darin
gewaschen. Die Farbung mit NTMT/NBT/BCIP (100 mM Tris'HCI pH 9,5, 10 mM NacCl,
50 mM MgClI2, 1% /viv) Tween-20, 50 uM Levamisol, 2% (v/v) NBT/BCIP) wurde dann fir
30 Minuten bei RT bis Uber Nacht bei 4°C durchgefiihrt. Die Schnitte wurden nach
erfolgter Farbung viermal fur je 5 Minuten in PBT gewaschen und dann in Mowiol® 4-88

(Roth) eingedeckelt. Die Aufbewahrung erfolgte bei RT.
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Cresylviolettfarbung von Paraffinschnitten

Cresylviolett ist ein Farbstoff, der an basophile Verbindungen wie RNA und DNA bindet
und daher Nukleoli und Ribosomen blau oder violett farbt. Da derartige Zellorganellen im
Nervengewebe nur im Nervenzellkdrper vorhanden sind, nicht aber an dessen Fortsatzen,
wie Axone und Dendriten, werden nur die Zellkérper angefarbt. Die Menge, Form und
Verteilung des Farbstoffs variiert in verschiedenen Typen von Neuronen. Paraffinschnitte
von Gewebe wurden zur Farbung mit Cresylviolett (1,5% Cresylviolett in Acetatpuffer
(10 mM Natriumacetat, 10 mM Essigsaure in dH,O)) den im Folgenden aufgefiihrten

Prozess schrittweise unterzogen.

Histosol 2x 5 Minuten

Histosol 3 Minuten

100% EtOH 2 Minuten

90% EtOH 2 Minuten

70% EtOH 2 Minuten

50% EtOH 2 Minuten

dH,O 2 Minuten

50% Kaliumdisulfit 15 Minuten

dH,O 1 Minute

dH,O 1 Minute

Cresylviolett 10 Minuten

Acetatpuffer 3x 1 Minute

0,14% Essigsaure 30 Sekunden

dH,0 1 Minute Objekttrager auf- und abbewegen
70% EtOH 30 Sekunden oder langer
100% EtOH 2x 2 Minuten

Histosol 10 Minuten oder langer

Die Objekte wurden anschliel3end in Eukitt (Kindler) eingedeckelt und bei RT aufbewahrt.
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