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Zusammenfassung

In einem sich entwickelnden multizelluldiren Organismus ist die rdumlich-zeitliche
Regulation der Genexpression von entscheidender Bedeutung fiir die Bildung, Identitét
und Funktion von Zellen. Der REST (repressor element silencing transcription factor)
Komplex spielt bei der neuronalen Differenzierung und bei der Aufrechterhaltung des
neuronalen Status eine essenticlle Rolle, indem er in nicht neuronalen Zellen und neuralen
Vorldufern die Expression neuronaler Gene unterdriickt, in deren Promotorregion eine
REL1 (repressor element I) Erkennungssequenz vorhanden ist. Wéhrend der neuronalen
Differenzierung wird der REST-Komplex schrittweise inaktiviert, was zur Einleitung
eines neuronalen Genexpression-Programms fiihrt. Es wird daher angenommen, dass die
Inhibierung des REST-Komplexes ein essentieller Vorgang der Neurogenese ist. Wichtige
Bestandteile fiir die transkriptionell repressive Funktion des REST-Komplexes sind
kleine Phosphatasen (CTDSP = C-terminal domain small phosphatases), welche die
Polymerase-1I-Aktivitit an Zielgenen inhibieren. Im Zebrafisch wurde gezeigt, dass
ctdsp2 durch die miR-26b negativ reguliert wird. Alle miR-26 Familienmitglieder sind in
Vertebraten evolutionér konserviert und in Introns von Ctdsp Genen kodiert. Sie sind in
der Lage, die Expression ihres eigenen Wirtsgens mittels einer autoregulatorischen

Riickkopplungsschleife zu regulieren.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde als Modellsystem fiir die Neurogenese ein neurales
Differenzierungssystem, welches auf murinen, embryonalen Stammzellen (ESCs)
aufbaut, eingesetzt. Zur funktionellen Analyse der miR-26 Familie wurden mit Hilfe der
CRISPR/Cas9-Methode verschiedene miR-26 Knockout (KO) ESC-Linien hergestellt.
Hierbei wurden die Sequenzen der einzelnen Familienmitglieder und der gesamten miR-
26 Familie im Genom von Wildtyp (Wt) ESCs deletiert. Diese miR-26-defizienten ESC-
Linien behielten ihre Pluripotenz und zeigten keinen Phénotyp hinsichtlich Proliferation,
Morphologie und Identitdt der Zellen wéhrend der Differenzierung bis zum neuralen
Vorlauferzellstadium (NPCs, engl.: neural progenitor cells). Jedoch fiihrte die Deletion
sowohl der gesamten miR-26 Familie als auch einzelner Mitglieder bei der terminalen
Differenzierung zu einem spezifischen Entwicklungsstillstand im NPC Stadium und
infolgedessen zu einer starken Reduktion der Anzahl von Neuronen und Astroglia. Die
Transkriptom-Analyse der differenzierten miR-26-KO ESCs mittels RNA-Seq zeigte,
dass die Expression von Genen die mit der Neurogenese und der neuronalen

Differenzierung, aber auch der Gliogenese assoziert sind, herunterreguliert war. Die



Abwesenheit der miR-26 Familie fithrte auBerdem zu einer selektiven Reduzierung
bestimmter miRNAs (REST-miRs), die einerseits die Expression von REST-Komplex
Komponenten unterdriicken konnen, und andererseits selbst unter dessen
transkriptioneller Kontrolle stehen. Zu diesem REST-miR Netzwerk gehoren einige
miRNAs (miR-9, miR-124, miR-132 und miR-218), die wichtige Funktionen bei
verschiedenen Prozessen der neuronalen Entwicklung haben. Weiterhin fiihrte der miR-
26-KO zu einer Derepression der Proteinlevel von REST und CTDSP2 wéhrend der
terminalen Differenzierung. Funktionelle Analysen mit miRNA mimics zeigten, dass
erhohte miR-26 Level zu einer Hochregulation von REST-miRs fiihren. Weitere
Experimente, die darauf zielten, die Hierarchie des REST-miR Netwerks aufzukldren
zeigten, dass die miR-26 Familie stromaufwérts die REST-miR Expression reguliert.
Zusammengefasst weisen die in dieser Arbeit gezeigten Daten darauf hin, dass die miR-
26 Familie als Initiator der schrittweisen Inaktivierung des REST-Komplexes eine
zentrale Rolle bei der Differenzierung von neuralen Vorlduferzellen zu postmitotischen

Neuronen spielt.
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Summary

The spatio-temporal control of gene expression in a developing multicellular organism is
a key determinant for the formation, cellular identity and function of cells. The REST
(repressor element silencing transcription factor) complex plays a crucial role in the
process of neuronal differentiation and the maintenance of the neuronal status by
suppressing neuronal genes which contain a RE1 (repressor element 1) recognition
sequence within their promotor region in non-neuronal cells or in neural progenitors.
During neuronal differentiation, the REST complex is gradually inactivated, leading to
the initiation of a neuronal gene expression program. It is therefore assumed that the
regulation of the REST complex is an essential component for the initiation of
neurogenesis. Critical effector proteins of the REST complex are small phosphatases
(CTDSPs = C-terminal domain small phosphatases), which reduces the polymerase II
activity on target genes. In zebrafish it was shown that the REST complex-associated
phosphatase ctdsp2 is negatively regulated by miR-26b. All miR-26 family members are
evolutionarily conserved in vertebrates and located in introns of Crdsp genes.
Furthermore the miR-26 family members repress their own host genes through an

intrinsic autoregulatory negative feedback loop.

In this study, a murine embryonic stem cell (ESC) -based neural differentiation paradigm
was used as a model system for neurogenesis. To analyze the function of the miR-26
family, the CRISPR/Cas9 technology was employed to generate various miR-26
knockout (KO) ESC lines, with deletions of individual family members and the entire
miR-26 family in the genome of ESCs. These miR-26-deficient ESCs retained their
pluripotency and did not show altered proliferation, morphology, or cell identity during
neural differentiation up to the neural progenitor cell (NPC) stage. However, deletion of
the entire miR-26 family as well as of single members disrupted the terminal
differentiation and led to a specific developmental arrest at the NPC stage and
consequently a strong reduction of neuron and astroglia cell frequencies. Global gene
expression analyses in differentiated miR-26-KO ESCs further revealed that genes, which
are associated with neurogenesis, neuronal differentiation, but also gliogenesis, were
downregulated. The absence of the miR-26 familiy resulted in the selective reduction of
a specific set of miRNAs (REST-miRs), which on the one hand suppress the expression
of REST complex components and on the other hand are themselves under the

transcriptional control of the REST complex. Among others, several miRNAs (miR-9,

il



miR-124, miR-132 and miR-218), which play an important role in various processes of
neuronal development, belong to this REST-miR network. Moreover, the miR-26-KO led
to the derepression of REST and CTDSP2 protein levels during terminal differentiation.
Functional analyses with miRNA mimics showed that increased miR-26 levels resulted
in an upregulation of REST-miRs. Further experiments aimed at elucidating the hierarchy
of REST-miR regulation revealed that the miR-26 family act upstream to regulate REST-
miR expression and presumably has an initial function in the regulation of this network.
Taken together, the data presented in this work suggest that the miR-26 family act as an
initiator for the stepwise inactivation of the REST complex during neural differentiation.
Therefore, these findings are consistent with the notion that the miR-26 family represents

a central regulator for neural progenitor cell differentiation into postmitotic neurons.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Neurogenese in Vertebraten

Unter dem Begriff Neurogenese versteht man allgemein die Bildung von Nervenzellen
(Neuronen) aus bestimmten Stamm- bzw. Vorlduferzellen, wobei hier zwischen der
Neurogenese wihrend der Embryonalentwicklung (embryonale Neurogenese) und der
Neurogenese nach der Geburt (adulte Neurogenese) unterschieden wird. Lange Zeit war
ein zentrales Dogma der Neurobiologie, dass neue Neurone im adulten Organismus nicht
entstehen konnen. Heute gilt es jedoch als bewiesen, dass die Neurogenese im Gehirn von
adulten Séugetieren in mindestens zwei spezifischen Hirnregionen bestehen bleibt: in der
subventrikuldren Zone (SVZ) der lateralen Ventrikel und der subgranuldren Zone (SGV)
des Gyrus dentatus. In dieser Arbeit lag das Hauptaugenmerk jedoch zum GroBteil auf

Aspekten, welche die embryonale Neurogenese betreffen, insbesondere in Vertebraten.

Wihrend der Entwicklung von Vertebraten entstehen eine Vielzahl von Zelltypen und
Geweben aus einer einzigen befruchteten Eizelle. Eines dieser Gewebe, das zentrale
Nervensystem (ZNS), ist das mit Abstand komplexeste Organ. Seine Entwicklung ist
entscheidend fiir das Uberleben und Verhalten. Das ZNS enthélt hunderte verschiedener
neuronaler Subtypen und Milliarden einzelner Neurone und Gliazellen (Astrozyten und
Oligodendrozyten), die sich wéhrend der embryonalen und postnatalen Neuro- und
Gliogenese aus Vorlduferzellen entwickeln. Die Zellen des Nervensystems entstehen
dabei aus dem ektodermalen Keimblatt. Aus dem Ektoderm bilden sich die drei
Hauptderivate, das Oberflichen-Ektoderm (Epidermis), die Neuralleiste und das
Neuralrohr (Abb. 1a). Aus dem Neuralrohr entwickelt sich wiederum das ZNS mit
Gehirn und Riickenmark. Wihrend der friihen Entwicklung eines Vertebraten-Embryos
wird die neurale Differenzierung im Ektoderm durch Botenstoffe von Zellen des darunter
liegenden axialen Mesoderms, der Chorda dorsalis (auch Notochord genannt) und von
Zellen des pharyngealen Endoderms im Kopfbereich, induziert. Aus diesem frithen
neuroektodermalen Gewebe entsteht die Neuralplatte, aus der sich letztendlich das ZNS
entwickelt. Zur Bildung des Neuralrohrs vertieft sich die Neuralplatte und bildet die
Neuralrinne. Die Zellreihen an der Neuralleiste verschieben sich ineinander,
verschmelzen miteinander und schniiren die Neuralrinne ab. Aus dem Kopfende

(anterior) des Neuralrohres entwickelt sich das Gehirn, das kaudale Ende bildet das
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Riickenmark. Der Hohlraum des Neuralrohres bildet spiter das Ventrikelsystem des ZNS.
Das Neuralrohr besteht dabei aus einer Schicht von Neuroepithelzellen (NECs). Mit der
Bildung des primitiven Neuroepithels im Neuralrohr beginnt in der Maus die
Entwicklung des zentralen Nervensystems am embryonalen Tag E9. Der Vorgang der
Bildung des Neuralrohrs wird als Neurulation bezeichnet und die einzelnen Schritte sind

in Abb. 1b schematisch dargestellt.
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Abbildung 1: Entwicklung der verschiedenen Gewebe aus dem Ektoderm von Vertebraten.

(a) Darstellung der Hauptdominen und Gewebe, die sich aus dem Ektoderm entwickeln. (b)
schematische Darstellung der primdren Neurulation in Vertebraten. Neuroektodermales Gewebe,
gebildet aus dem Ektoderm, verdickt sich zur Neuralplatte. Die Neuralleiste grenzt das Epiderm gegen
die Neuralplatte ab. Die Faltung beginnt am medialen Gelenktpunkt (MHP; engl.: medial hinge point),
wo die Zellen an der Chorda dorsalis verankert sind. Die Neuralplatte stiilpt sich entlang einer dorsalen
Léngsachse nach innen ein und bildet eine Neuralrinne. Die sogenannte Konvergenz der neuralen Falte
findet statt, sobald sich die Zellen des dorsolateralen Gelenkpunkts (DLHP, engl.: dorsolateral hinge
point) keilférmig anordnen und die Epidermiszellen in Richtung Mitte dréngen. Die SchlieBung der
Neuralrinne trennt die Neuralleiste von der Epidermis. Die Zellen der Neuralleiste (neural crest cells)
differenzieren und bilden einen groBen Anteil des peripheren Nervensystems. Aus dem Neuralrohr
entwickelt sich das zentrale Nervensystem.
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Zu Beginn der Neurogenese wechseln die Neuroepithelzellen ihre Identitét und bilden
neurale Vorlduferzellen (engl.: neural progenitor cells, NPCs) (oft bezeichnet als radiale
Gliazellen, engl.: radial glia cells, RGCs). Aus diesen RGCs bilden sich alle neuronalen
Zellen (NCs) und in der spdteren Entwicklung Gliazellen. Abb. 2a zeigt eine
schematische Ubersicht der sich bildenden Zellen und Schichten wihrend der
Neurogenese am Beispiel des ZNS von Vertebraten. Die Neurone haben dabei die
grundlegende Funktion des Erhalts und der Weiterleitung von Informationen tiiber
elektrische Impulse. Zwei andere Zelltypen ektodermalen Ursprungs, die sich aus NPCs
bilden, sind Astrozyten und Oligodendrozyten und werden unter dem Oberbegriff
Gliazellen oder Makroglia zusammengefasst. Thre Aufgabe besteht darin, Neurone in
threr Funktion zu unterstiitzen. Astrozyten fungieren dabei im Wesentlichen als
Stiitzzellen und versorgen durch den Kontakt zu BlutgefiBen die Neurone mit
Néhrstoffen. Oligodendrozyten umhiillen die Axone der Nervenzelle mit einer
Myelinscheide um sie elektrisch zu isolieren und so die Effizienz der Signalweiterleitung
innerhalb des Nervensystems zu erhéhen. Die Bildung von Neuronen und Makroglia
kann direkt oder, wie oft in hoheren Vertebraten, indirekt iiber das Zwischenstadium
sekundérer Vorlauferzellen (engl.: intermediate progenitors, IPs) erfolgen. IPs bilden sich
im entwickelnden zerebralen Kortex und sind in ihrem Differenzierungspotential weiter
eingeschrinkt. Die RGCs teilen sich zundchst symmetrisch, um ihr Reservoir an Zellen
zu vergroflern, und wechseln zu Beginn der Neurogenese zu einer asymmetrisch
neurogenen Zellteilung (Abb. 2b). Schlussendlich teilen sich die RGCs neurogen
symmetrisch um zwei postmitotische neuronale Zellen hervorzubringen. Dieser Prozess
umfasst verschiedene Mechanismen, an denen sowohl intrinsische als auch extrinsische
Faktoren beteiligt sind. Das richtige Verhéltnis von symmetrisch proliferativ zu
asymmetrisch neurogener Zellteilung ist wihrend der neuronalen Entwicklung von

entscheidender Bedeutung und muss streng reguliert werden.

Die Komponenten des Nervensystems — die verschiedenen Subtypen von Neuronen, von
Makroglia, von Sinneszellen und auch von Muskeln — entstehen an weit verstreut
liegenden Orten im Embryo und sind anfangs ohne Verbindung zueinander [1]. In der
ersten Phase der neuronalen Entwicklung werden Neurone gebildet, deren spezifische
Eigenschaften gemif3 Zeit und Ort ihrer Entstehung unter den Einfluss induktiver Signale
und genregulierender Mechanismen zugewiesen werden. In der ndchsten Phase erfolgt
eine Morphogenese, die nur im Nervensystem zu finden ist: Axone und Dendriten

wachsen entlang bestimmter Routen, die durch spezielle ,,Wegweisermolekiile” (engl.:
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guidance  molecules)  wie  Netrine, Slits, Ephrine, = Semaphorine  und
Zelladhdsionsmolekiile festgelegt werden. Damit wird ein provisorisches, aber gut
geordnetes Netzwerk von Verbindungen zwischen den verschiedenen, getrennten Teilen
des Nervensystems gebildet. In der dritten und letzten Phase, die sich bis in das
Erwachsenenalter hinein fortsetzt, werden die Verbindungen durch Wechselwirkungen
zwischen den einzelnen Neuronen justiert und verfeinert, die von den elektrischen
Signalen abhédngen, die zwischen ihnen ausgetauscht werden. Eine Umfangreiche
Ubersicht zur Neurogenese in Vertebraten zeigen Paridaen, Huttner, Gotz, Taverna,

Martynoga und Kollegen [2-5].
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Abbildung 2: Schematische Ubersicht der Neurogenese im embryonalen ZNS von Vertebraten.
(a) Ubersicht der verschiedenen Zelltypen, die sich wihrend der Neurogenese im ZNS von Vertebraten
aus dem Neuroephitel entwickeln. Schematische Darstellung der rdumlichen Anordnung der sich
bildenden Zellen im ZNS. Die Haupttypen von NPCs mit ihren Nachkommen werden durch
unterschiedliche Farben markiert. Zusétzliche NPC-Typen, die typischerweise im Neocortex von
Séugetieren vorkommen, sind in der gestrichelten Box angegeben. Zu beachten ist, dass nur einige der
moglichen Tochterzelltypen dargestellt sind. (Quelle: iibersetzt nach Paridaen & Huttner [2] mit
Erlaubnis von John Wiley and Sons (Lizenznummer: 4514791211294) (b) Schematische Darstellung
der verschiedenen Arten der Zellteilung wihrend der Neurogenese.
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1.2 Regulation der Genexpression wahrend der

Neurogenese

Wihrend der Entwicklung eines Organismus entstehen aus einer befruchteten Eizelle
mehr als zweihundert verschiedene Zelltypen, die sich in ihrer Morphologie und ihrer
Funktion unterscheiden. All diese Zelltypen besitzen den identischen Satz von
kodierenden Genen. Die unterschiedlichen Zellfunktionen werden unter anderem dadurch
ermoglicht, dass Gene auf dem Weg zu einem funktionellen Protein auf unterschiedliche
Art und Weise reguliert werden. Wihrend der neuronalen Entwicklung miissen Zellen
préazise und umfassende Anpassungen im Genexpressionsprofil vornehmen, um in einer
zeitlich und rdumlich korrekten Art und Weise zu neuronalen Zellen zu differenzieren.
Die Regulation des Zellschicksals und die Spezifikation von Tochterzellen ist abhidngig
von verschiedenen Mechanismen zur Kontrolle der Genexpression. Diese Mechanismen
umfassen die Regulation durch Transkriptionsfaktoren, die Modifikation des Chromatins,
die posttranskriptionelle Regulation der Genexpression, die Regulation der lokalen
Umgebung von neuralen Vorlauferzellen (NPC Microumgebung) und die extrazellulédre
Signalgebung. Abb. 3 =zeigt eine schematische Darstellung der verschiedenen
Mechanismen zur Regulation der Proliferation und Differenzierung von Vorlduferzellen

wihrend der Neurogenese, die in den folgenden Unterkapiteln niher erldutert werden.

1.2.1 NPC Mikroumgebung

Zahlreiche Faktoren im ndheren Umfeld, dem sogenannten Microenvironment von
neuralen Vorlduferzellen spielen wiahrend der Neurogenese eine essentielle Rolle. An der
ventrikuldren Oberfldche des sich entwickelnden Nervensystems befinden sich mehrere
EZM (Extrazelluldrmatrix) -Molekiile wie Laminin und Syndecanl, die iiber
Integrinrezeptoren die apikale Adhision und Proliferation von NPCs regulieren kdnnen
[6, 7]. Weiterhin konnen Signalmolekiile wie IGFs, FGFs, SHH, BMPs und WNTs
(Signalwege, die wichtig fiir die Neurogenese sind, werden in Kapitel 1.2.4 detaillierter
beschrieben) aus der ventrikulédren Fliissigkeit (Zerebrospinalfliissigkeit) die Funktionen
von neuralen Vorliuferzellen beeinflussen (Uberblick siehe [8]). Ein anderer wichtiger
Faktor, der iiber die Hirnhdute des sich entwickelnden ZNS einwirkt, ist Retinsdure.
Retinsédure entsteht durch Oxidation aus Retinol und ist essentiell fiir das Umschalten der

NPCs von symmetrisch proliferativer zu asymmetrisch neurogener Zellteilung beim
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Beginn der Neurogenese [9]. Weiterhin aktiviert Retinsdure die Expression von
proneuronalen Genen, die unter anderem wichtig fiir die Differenzierung und die normale
neuronale Entwicklung von Vertebraten sind (Zusammenfassung siehe [10]). Neben
Signalen von der apikalen und basalen Seite, haben auch Faktoren aus dem sich
entwickelnden Neuralrohr wichtige Effekte auf NPCs. So sind zum Beispiel Blutgefialie
in der Ndhe von IPs wichtig fiir die korrekte Strukturierung wéhrend der Neurogenese
und regulieren die Proliferation von IPs [11]. Neurone aus anderen Bereichen des
Gehirns konnen wihrend der Neurogenese die Proliferation von Vorlduferzellen steuern,
durch Signale, welche die Neurone an NPCs weitergeben [12]. Auch nicht neuronale
Zellen wie Mikroglia, die schon wihrend der Neurogenese vorhanden sind, zeigen einen
Einfluss auf die Aufrechterhaltung der NPC-Population und spielen so eine wichtige

Rolle bei der Regulation der Neurogenese [13, 14].

1.2.2 Modifikation des Chromatins

In der puplizierten Literatur des letzten Jahrzehnts finden sich vermehrt Belege eines
starken Einflusses von Chromatinmodifikationen, wie DNA-Methylierung und Histon
Modifikationen, auf die Kontrolle der zeitlich- und rdumlich-abhdngigen Genexpression
wihrend der Neurogenese, insbesondere beim Umschalten von neuronaler zu einer
glialen Differenzierung. NPCs in einem frithen Stadium zeigen eine hohe Expression von
Chromatinregulatoren. Ein Beispiel fiir solche Regulatoren sind HMG Proteine, welche
direkt oder indirekt iiber Methyltransferasen wie EZH2 den Chromatinstatus regulieren
[15]. Die Regulation des Chromatinstatus fiihrt dazu, dass das Chromatin im Frithstadium
von NPCs zuginglicher, bzw. weniger kondensiert ist als in spéteren Stadien [16]. Sowohl
eine globale Chromatin-Kondensation als auch die Modifikationen von bestimmten
Genen spielen beim Ubergang von Neuron-produzierenden zu Gliazellen-produzierenden
NPCs eine besondere Rolle [17]. Als Beispiel ist hier die DNA-Methylierung von glialen
Genen wie Gfap zu nennen, die ein frithzeitiges Umschalten der Neurogenese zur
Gliogenese verhindert [18]. In spéteren Stadien der Neurogenese dagegen werden
proneurale Gene wie Neurogl durch die Aktivitit von Polycomb Proteinen unterdriickt
[17].
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1.2.3 Posttranskriptionelle Regulation der Genexpression

Die alternative Prozessierung von pre-mRNAs fiihrt zur Generierung unterschiedlicher
Proteine aus einem priméren Transkript. Das alternative Spleilen von RNA spielt generell
bei der Differenzierung wéhrend der Embryonalentwicklung eine wichtige Rolle, aber
auch speziell bei der Neurogenese ist es ein wichtiger Regulationsmechanismus [19].
Zum Beispiel konnte gezeigt werden, dass das RNA-bindende Protein PTBP2 die
Expression von spezifisch in adultem Gewebe vorkommenden Spleiflvarianten hemmt
und die Deletion von Ptbhp2 eine frithzeitige neuronale Entwicklung induziert [20]. Ein
anderes RNA-bindendes Protein, RBFOX3, vermittelt das alternative Spleilen von
Numb, ein wichtiger Regulator der NOTCH Signaliibertragung, der die neuronale
Differenzierung vorantreiben kann [21]. Es gibt aber auch Belege fiir die Einflussnahme
von langen nicht kodierende RNAs (IncRNAs) auf die posttranskriptionelle Regulation
wihrend der Neurogenese (Ubersicht siehe [22]). Die IncRNA Rmst reguliert die
Neurogenese im Mittelhirn durch die Interaktion mit SOX2 [23]. Diese Interaktion ist
essentiell fir die Bindung von SOX2 an Promotorregionen und das Aktivieren von
proneuralen Zielgenen wie Ascl/ und Neurogl. In RGCs, die auf eine neurogene
Zellteilung umschalten, werden verschiedene IncRNAs wie Miat exprimiert, welche das

Verhiltnis von Proliferation und Differenzierung dieser Zellen regulieren [24].

Einen groBen Einfluss auf die posttranskriptionelle Regulation der Genexpression haben
micro-RNAs (kurz miRNAs oder miRs). Die Biogenese, die Zielfindung und der
Wirkmechanismus von miRNAs, aber auch ihren Einfluss auf die Neurogenese werden

in Kapitel 1.3 ausfiihrlich beschrieben.

1.2.4 Signalwege

Eine grofle Rolle bei der Regulation der Neurogenese spielen extrinsische Signale, die
generell liber vier fiir die Neurogenese wichtigen Signalwege ausgelost werden. Zu
diesen Signalwegen gehoren der NOTCH-, WNT/B-Catenin-, Sonic hedgehog- (SHH)
und fibroblast growth factor- (FGF) Signalweg. Extrazelluldre Signalmolekiile binden an
membrangebundene Rezeptoren und l0sen so intrazelluldre Signalkaskaden aus, die

schlieBlich zur Regulation neuronaler Genexpressionsprogramme fiihren.

Der NOTCH Signalweg spielt eine wichtige Rolle in der Regulation der embryonalen
und adulten Neurogenese [25]. Die NOTCH Liganden Delta oder Jagged aktivieren den

NOTCH Rezeptor, was zur Freisetzung der intrazelluldren Rezeptordoméne fiihrt, welche
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die Transkription von Hes Genen vermittelt. HES Proteine wiederum unterdriicken die
Expression von proneuralen Genen wie z.B. Neurog2 und Ascl und halten die Zelle somit
in einem proliferativ aktiven Zustand. In RGCs des sich entwickelnden Mauskortex
oszilliert die Expression von Hes/ in RGCs aufgrund einer autoinhibitorischen
Riickkopplungsschleife und induziert so eine Schwankung in der Expression von Delta
und Neurog? [26]. Es wird davon ausgegangen, dass durch diese Expressions-
Schwankungen von Hes/ die Balance zwischen Proliferation und Differenzierung in
RGCs reguliert wird. Sowohl im sich entwickelnden Zebrafisch als auch im
Telencephalon der Maus wurde gezeigt, dass bei der asymmetrischen Zellteilung von
RGCs die Tochterzelle mit einem stirkeren NOTCH-Signal eine RGC bleibt, wihrend
die Tochterzellen mit einem schwécheren NOTCH-Signal eine hohe Expression von
Delta und anderen proneuralen Genen zeigt. Aullerdem initiiert das schwichere Notch-
Signal in diesen Tochterzellen eine Ablosung von der ventrikuldren Oberfldche und die

neurale Differenzierung [26-28].

Die kanonische WNT/B-Catenin Signalgebung ist wichtig fiir die Strukturierung des sich
entwickelnden Gehirns und fiir die Regulation der Proliferation und Differenzierung
wihrend der Gehirnentwicklung [29]. Nach der Bindung von WNT-Liganden an ihre
Frizzled/LRP5/6-Rezeptoren, akkumuliert B-Catenin im Cytoplasma von wo aus es in
den Nukleus wandert. Dort vermittelt 3-Catenin die neuronale Genexpression iiber die
Aktivierung der LEF/TCF Transkriptionsfaktoren. Ohne die WNT-Signalgebung, wird B-
Catenin durch einen Degradationskomplex, bestehend aus APC, Axin und den beiden
Kinasen CKlo und GSK-3, abgebaut. Sobald aber WNT-Liganden an Frizzled/LRP5/6-
Rezeptoren binden, zerfillt dieser Degradationskomplex. Die WNT/B-Catenin
Signalaktivitét spielt eine duale Rolle wiahrend der Neurogenese. Zum einen fiihrt die
konstitutive Aktivierung der WNT-Signals zu einer Expansion der verschiedenen
neuralen Vorlduferpopulationen [30], wéhrend zum anderen die Hemmung der WNT-
Signalgebung zu einem vorzeitigen Austritt des Zellzyklus und zu einer Abnahme des
Vorlauferpools fiihrt [31, 32]. Die WNT-Signalgebung hélt somit wihrend der frithen
Phase der Neurogenese die symmetrische Zellteilung von NPCs aufrecht und hemmt die
Bildung von IPs [33, 34]. Fiir die Umstellung zu einer asymmetrischen Zellteilung und
der Differenzierung ist eine Herunterregulation der WNT-Signalgebung erforderlich [33,
35]. In einem anderen rdumlich-zeitlichen Kontext konnte jedoch auch gezeigt werden,
dass ein aktives WNT-Signal die neuronale Differenzierung induziert. Im Xenopus-

Vorderhirn ist eine Umstellung auf ein aktives WNT-Signal erforderlich, um die
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neuronale Differenzierung zu initiieren, wihrend die Hemmung des WNT/B-Catenin
Signalweges wihrend der frithen Neurogenese fiir die Entwicklung des Vorderhirns
wichtig ist [36]. Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass wihrend der Neurogenese, die
Aktivitdit des WNT/B-Catenin Signals auch die Bildung von IPs und die neuronale
Differenzierung von NPCs in Vertebraten iiber die Hochregulation der proneuralen Gene
Neurogl und N-myc fordern kann [33, 37-39]. N-myc hemmt die Aktivitdt des Notch-
Rezeptors und fordert so die neuronale Differenzierung. Auch fiihrte in OLIG1-positiven
Vorlduferzellen des Vorderhirns, die gewdhnlich zu Oligodendrozyten differenzieren, ein
aktives WNT-Signal zu einem neuronalen Schicksal dieser Zellen, wihrend die

Differenzierung zu Gliazellen unterdriickt wurde [40].

Die Sonic Hedgehog (SHH) Signalkaskade ist essentiell fiir die normale dorso-ventrale
Strukturierung des Vertebraten ZNS. Die SHH Signalweiterleitung wird durch die
Bindung des SHH Liganden an den Patched (PTCH)-Rezeptor aktiviert, gefolgt von einer
Signalweiterleitung ins Zellinnere durch das membranstindige Protein Smoothened
(SMO). Dadurch wird die proteolytische Spaltung des GLI-Proteins verhindert und GLI
kann als transkriptioneller Aktivator im Zellkern die Genexpression steuern. Ohne SHH
werden die GLI Proteine dephosphoriliert und agieren als transkriptionelle Repressoren.
Zusitzlich zu der Funktion bei der Strukturierung des Nervensystems, besitzt SHH
sowohl eine wichtige Rolle bei der Regulation des Zellzyklus von RGCs, als auch bei der
Bildung von IPs [41]. Wéhrend der Neurogenese verringert sich das SHH Signal,
wihrend sich die Aktivitdt des GLI3 Repressors verstéirkt. Dies ist notwendig fiir die
Bildung von IPs und fiir die neuronale Differenzierung [42]. Saade und Kollegen [43]
verdffentlichten ein mathematisches Modell fiir die Neurogenese im Riickenmark, um zu
zeigen, dass die Abnahme des SHH Signals das Umschalten von symmetrisch
proliferativer und asymmetrisch selbsterneuernder zu symmetrisch neurogener
Zellteilung tiber die Verdnderung der RGC Zellzyklus-Kinetik vermittelt. Im sich
entwickelnden Neokortex fordert die SHH-Signalgebung die symmetrisch proliferative
Zellteilung von RGCs durch die Transkription des NOTCH Transkriptionsfaktors HES1
[44]. Dies zeigt, dass eine signifikante Uberschneidung zwischen den verschiedenen
Signalwegen wihrend der Regulation der Proliferation und Differenzierung von RGCs
besteht. Ein dhnliches Zusammenspiel zwischen Signalwegen wurde auch zwischen FGF
und NOTCH beobachtet.

FGFs sind wichtig flir die anterior-posterior Strukturierung des Gehirns und fiir die

Expansion von RGCs iiber die symmetrische Zellteilung durch die nachgeschaltete
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Aktivierung der HESI-vermittelten Transkription [45]. Mitglieder der FGF-Familie
wirken in den friihesten Stadien der Embryonalentwicklung um Vorlduferzellen zu
erhalten und ihr Wachstum, ihre Differenzierung, ihr Uberleben und ihre Strukturierung
zu vermitteln. FGF-Rezeptoren sind wichtig flir die Aufrechterhaltung neuraler
Stammzellen und ein aktivierter Rezeptor fiihrt zu einer erhdhten Anzahl von gebildeten
Neuronen [46]. Dariliber hinaus konnte gezeigt werden, dass bei élteren Méausen ein
aktivierter FGF-Rezeptor den altersbedingten Riickgang der Neurogenese umkehren und

auf ein, bei jungen Méusen gefundenes Niveau, anheben kann [47].

1.2.5 Transkriptionsfaktoren

Die oben genannten Signalwege beruhen auf gradientenbildenden Morphogenen, die fiir
die korrekte Embryogenese und Strukturierung des ZNS essentiell sind. Diese
Strukturierung fiihrt zur regionalen Expression von Transkriptionsfaktoren, die NPCs
iiber die spezifische Initiation der Genexpression dazu bringen, spezifische Zelltypen
wihrend der Neurogenese zu bilden [5]. Ein Beispiel fiir einen essentiellen
Transkriptionsfaktor der Neurogenese ist der Transkriptionsfaktor PAX6, der in vielen
Regionen des ZNS exprimiert ist [48]. Zusétzlich zur Regulierung der regionalen
Strukturierung des ZNS fordert PAX6 die Proliferation iiber die Orientierung des
Spindelapparats in NPCs, aber auch das Vorantreiben der Neurogenese durch die
Induktion von proneuronalen Genen wie den Transkriptionsfaktoren Neurog? oder
NeuroD1 [49, 50]. Ein weiterer essentieller Transkriptionsfaktor, der eine Schliisselrolle
bei der transkriptionellen Repression wihrend der Neurogenese einnimmt, ist der

repressor element 1 silencing transcription factor (REST) (siehe unten, Kapitel 1.2.6).
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Input von der Umgebung Input von der Umgebung
CSEF, Hirnhaute CSF, Hirnhaute, Blutgefale, afferente Nerven
Neuronales feedback Neuronales feedback
Notch Signal ON —> Proneurale Gene 4 Notch Signal OFF — Proneurale Gene 4
Shh Signal ON —— Zellzyklus Shh Signal Unterdriickung — Differentiation
Wnt Signal ON ——> Zellzyklus Wnt Signal ON —— Differentiation
Fgf Signal ON ——> Zellzyklus? Fgf Signal OFF ——> Differentiation
Weitergabe von Zellschicksals-Determinanten Weitergabe von Zellschicksals-Determinanten
Ausschalten von proneuralen Genen Ausschalten von NPC TF
miRNAs, epigenetische Modifikationen miRNAs, epigenetische Modifikationen
Strukturierung ——— > TF Expression Sequentielle TF Expression

Neuraler Vorlaufer

Abbildung 3: Balance zwischen NPC Proliferation und Differenzierung.

Schematische Darstellung der verschiedenen extrazelluldren und intrazelluliren Faktoren und
Mechanismen zur Regulation des Gleichgewichts zwischen Proliferation von neuralen Vorlduferzellen
und der Differenzierung zu Neuronen. TF, Transkriptionsfaktor.

1.2.6 Repression der neuronalen Genexpression durch REST

Fiir die Neurogenese ist es wichtig, dass die Transkription proneuronale Gene streng
reguliert wird. Wie schon im vorherigen Kapitel beschrieben, wird die neurale
Differenzierung und die Regulation des differenzierten Zustands durch
Transkriptionsfaktoren, und die durch diese Faktoren rekrutierten Proteine, gesteuert. Ein
wichtiger Transkriptionsfaktor, der die Repression der Neuron-spezifischen
Genexpression vermittelt, ist REST. REST ist auch unter dem Namen NRSF (Neuron
Restrictive Silencer Factor) bekannt. REST wird hauptsédchlich in nicht neuronalem
Gewebe und in nicht neuronalen Zellen exprimiert, in denen das Protein die Expression
neuronaler Gene iiber verschiedene Ko-Faktoren unterdriickt. In undifferenzierten
neuronalen Vorlduferzellen wird REST exprimiert, um die vorzeitige Expression des
neuronalen Phénotyps wihrend der Neurogenese zu verhindern [51, 52]. Mit einer
fortschreitenden neuronalen Differenzierung nimmt die Expression von REST immer
weiter ab. Die ersten Studien iiber die reprimierende Funktion von REST wurden am
REST-regulierten Gen Synapsinl durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich ein inverses
Verhiltnis der Expression von REST und Synapsinl [53]. REST besteht aus 1096
Aminosduren und enthdlt 8 Zinkfingerdoménen am N-terminalen Bereich und eine
Zinkfingerdomdne am C-terminalen Bereich. Dabei vermitteln die N-terminalen
Zinkfingerdomédnen die DNA-Bindung von REST. Weiterhin besitzt REST zwei

Interaktionsdoménen fiir Ko-Repressoren, eine im N- und eine im C-terminalen Bereich.
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REST bindet an eine 21-23bp lange DNA Sequenz, die als NRSE (neuron restrictive
silencer element) oder repressor element I (RE1) bezeichnet wird und die in der
Promotorregion von vielen neuronalen Genen vorhanden ist. Die REST-Bindestelle
wurde urspriinglich in der 5°-Region der Gene Scg/0 und Navi.2 entdeckt [54].
Nachfolgende Studien identifizierten die Sequenz der REST-Bindestelle, die
folgendermaBlen lautet: NNCAGCACCNNGCACAGNNNC [55-57]. Bei mehr als 6
Abweichungen von dieser Konsensussequenz kann REST nicht mehr an Zielgene binden
[57]. Bruce und Kollegen [55] konnten im Genom von Méusen und im Menschen etwa
1900 Gene identifizieren, die eine RE1 Sequenz besitzen. REST kann direkt an diese
Sequenz binden und wirkt dabei als Ankerpunkt fiir die Bildung eines Proteinkomplexes.
Dieser Proteinkomplex bedient sich verschiedener Mechanismen, um die Transkription
von Zielgenen zu unterdriicken. Einerseits kann die Repression der Transkription von
Zielgenen iiber die Remodellierung und Modifizierung von Chromatin erfolgen
(Zusammenfassung siehe [58]). REST kann hierfiir zwei Ko-Repressoren binden,
CoREST und SIN3A [59, 60]. An der N-terminalen Interaktionsdoméane von REST kann
das Protein SIN3A binden, welches die Histon Deacetylasen HDAC1/2 [61] und die
Chromatin Remodellierungs-Proteine RBBAP46/48 [62] (auch als RBBP4/7 bekannt) als
Bindungspartner rekrutieren kann. An der C-terminalen Interaktionsdoméne von REST
kann CoREST als Ko-Repressor binden. CoREST kann wiederum mit der Histon
Deacetylase HDAC1/2 [63], dem Chromatin-Remodellierungs-Protein BRG1 [64], der
HistonDemethylase LSD1 [65], dem Methyl-CPG-Bindungsprotein MECP2 [51, 63] und
der Histon Methyltransferase G9a [66] interagieren. Dariiber hinaus wurde REST schon
mit einer Reihe anderer regulatorischer Kofaktoren in Verbindung gebracht, zu denen
DNA-Methyltransferasen (DNMTs), zusétzliche Methyl-CpG-Bindungsproteine
(MBDs), Chromatin-Remodelierungs-Enzyme, das Chromodomain Y-Chromosom
Familienmitglied CDYL [67], die transkriptionellen RNA-Polymerase-II-Mediator-
Untereinheiten Med19 und Med26 [68], der NADH-Bindungsfaktor CTBP [69] und der
Transkriptionsfaktor SP3 [67] gehdren. Diese Ko-Repressoren von REST dndern in der
Nédhe der RE1 Bindungsstelle den Acetylierungs- und Methylierungszustand von
Histonen und haben so Einfluss darauf, ob das Chromatin in einer offenen, zugénglichen
oder geschlossenen, unzugénglichen Konfiguration vorliegt und regulieren so die

Transkription von Zielgenen [58].

Eine andere Mdglichkeit, neben der Remodellierung und Modifizierung von Chromatin,

ist die direkte Repression des Transkriptionsapparats von RE1-regulierten Genen durch
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die Desphosphorylierung der C-terminalen Doméne (CTD) der RNA-Polymerase II (Pol
IT) Aktivitat durch eine Familie von kleinen Phosphatasen (CTDSPs (c-terminal domain
small phosphatases), auch oft SCPs genannt). Die CTD der grof3en Untereinheit der Pol
IT besteht aus mehreren Aminosdure Heptad-Wiederholungen (YS>PTSsPS5), die eine
Andockstation fiir Proteine darstellen, welche die Transkription regulieren konnen. Durch
die Anderung des Modifikationsmusters (Phosphorylierung, Isomerisierung) dieser
repetitiven Sequenzen wird die Polymerase durch die verschiedenen Stadien der
Transkription gefiihrt (Initiation, Elongation, Termination und RNA Prozessierung) [70].
Die effiziente Initiation der Transkription ist abhdngig von der Phosphorylierung des
Serin5-Aminoséurerests, welche hauptséchlich von der Kinase-Aktivitit von CDK?7
abhingt [71]. Die REST-assoziierten CTDSPs wirken diesem Ereignis entgegen, indem
sie den Serin5-Aminosdurerest dephosphorylieren und damit die Transkription inhibieren
[70, 72, 73]. In Abb. 4 ist der Aufbau des REST Komplexes und die Wirkung auf REST-
regulierte Gene schematisch dargestellt. REST ist ein entscheidender Faktor bei der
Regulation der neuronalen Genexpression in nicht-neuronalen Zellen. Um die
Differenzierung von neuralen Vorlduferzellen zu neuronalen Zellen zu induzieren, ist
daher die allmihliche Inaktivierung des REST-Komplexes und die Aktivierung des
neuronalen Genexpressions-Programms erforderlich [72]. Der Prozess der Inaktivierung
von REST wird auf verschiedenen Ebenen geregelt, einschlieBlich des gezielten
proteolytischen Abbaus der Ko-Repressoren. Publizierte Studien deuten darauf hin, dass
dabei auch kleine regulatorische nicht codierende RNAs eine entscheidende Rolle spielen
konnen [74-77].

HDA(
RBBP417

‘@ SIN3A D )

MECPZCORES | —e P
=D gREST@D3

RE1 RNA Pol Il neuronale
Gene

Abbildung 4: Aufbau des REST-Komplex und seine Wirkung auf Zielgene.

Schematische Darstellung des REST-Komplexes mit den Hauptkomponenten (Mitte), die von REST
fiir die Repression der neuronalen Genexpression rekrutiert werden. Der REST-Komplex wirkt auf
Gene mit einer RE1-Bindungssequenz. Die auf der linken Seite schematisch dargestellten Einfliisse
zeigen die langfristige Hemmung der Genexpression iiber die Modifizierung von Histonen oder der
Verdnderung der Chromatin Konformation. Auf der rechten Seite ist die Inhibierung der Transkription
von REI1-Genen durch die CTDSP Familie iiber die Dephosphorylierung der CTD der grof3en
Untereinheit der RNA Pol II schematisch dargestellt. (Quelle: mit freundlicher Genehmigung von
Thomas Ziegenhals [78])
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1.3 miRNAs: post-transkriptionelle Regulatoren der

Genexpression

Neben den im vorigen Kapitel vorgestellten Mechanismen zur Regulation der
Trankription von Genen, ist einer der wichtigsten posttranskriptionellen regulatorischen
Mechanismen, die RNA interference (RNA1i). Bei ihrer Entdeckung 1998 konnten Fire
und Mello [79] zeigen, dass die Einfiithrung kleiner doppelstrangiger RNA in C. elegans
die Expression von Genen durch einen antisense Mechanismus beeinflussen. Heute weil3
man, dass drei kleine nicht kodierende RNA Familien fiir die native RNA1 verantwortlich
sind, small interfering RNAs (siRNAs), miRNAs und die Keimbahn-spezifischen piwi
RNAs (piRNAs). Dabei stellen die ~22 Nukleotide (nt) langen miRNAs eine wichtige
Klasse von regulierenden, nicht kodierenden RNAs dar, die in der Lage sind, die Ziel-
mRNA Expression posttranskriptionell zu steuern. Heute sind miRNAs als Regulatoren
bekannt, die eine wichtige Rolle bei grundsétzlich allen physiologischen Prozessen
spielen. Thre Fehlregulation ist fiir eine Vielzahl an Funktionsstérungen und Krankheiten
verantwortlich [80, 81]. Mittlerweile konnten 3055 mature miRNAs im menschlichen
Genom identifiziert werden (Abb. 5), von denen jede miRNA eine ganze Reihe
verschiedener Zielgene (manche miRNAs hunderte [82, 83]) regulieren kann. Es wird
davon ausgegangen, dass ein Drittel aller Gene im Genom durch miRNAs reguliert
werden [84].

Pseudogene

Protein-kodierende Gene

IncRNA

miRNA

snRNA, snoRNA and short ncRNAs

EEENENCO

Sonstige

humanes Genom Maus-Genom
(Gesamtzahl Gene: 58050) (Gesamtzahl Gene: 38926)

Abbildung 5: Annotation des menschlichen und murinen Genoms.

Schematische Darstellung der Verteilung von Protein-kodierenden und nicht Protein-kodierenden
Genen. Gezeigt sind die Gesamtzahl an Genen im humanen Genom und Maus-Genom und ihre
Verteilung im Kreisdiagramm. Die Gene wurden in sechs verschiedene Kategorien unterteilt:
Pseudogene, kodierende Gene, IncRNAs, miRNAs, snRNAs, snoRNAs, kurze ncRNAs und Sonstige.
Quelle: GENCODE (Version 25), (http://www.gencodegenes.org)
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1.3.1 miRNA Biogenese

MiRNAs werden als primére Transkripte (primédre-microRNA oder kurz pri-miR), meist
von der RNA-Polymerase II synthetisiert, mit einem 7-Methylguanosin-Cap am 5°-Ende
versehen und am 3‘-Ende polyadenyliert. In manchen Féllen kann eine pri-miRNA aber
auch tliber die RNA-Polymerase III transkribiert werden [85, 86]. miRNA-Gene sind
entweder unabhingige Transkriptionseinheiten, so genannte infergenic miRNAs, oder
befinden sich in kodierenden Genen, hauptsdchlich innerhalb der Introns ihres Wirtsgens
(intronische miRNAs). Intronische miRNAs treten hiufig in Clustern unter der Kontrolle
eines eigenen Promoters auf, der die Expression eines langen Primértranskriptes steuert,
welches mehrere miRNAs beeinhaltet. Diese geclusterten und koexprimierten miRNAs
sind hdufig funktionell miteinander verbunden und teilen ein dhnliches Repertoire von
Ziel-mRNAs. Ein gutes Beispiel ist das miR-290/295-Cluster. Dieses miRNA-Cluster
wird spezifisch in ESCs exprimiert, enthélt sechs verschiedene miRs, welche die gleichen
Ziel-mRNAs besitzen und in ihrer Funktion redundant zu sein scheinen [87, 88].Nach der
Transkription unterliegen pri-miRNAs einer speziellen Art von Prozessierung. Zunichst
faltet sich die pri-miRNA in die charakteristische Stamm-Schleifenstruktur (engl.: stem-
loop structure, oft auch als hairpin structure (Haarnadel-Struktur) beschrieben). Die
typische pri-miR besitzt eine Lange von ~1 kb und enthilt eine apikale Schleife, einen
Stamm von 33-35 bp und einzelstringige RNA-Segmente an den 3°- und 5°-Enden (siche
Abb. 6b). Im Nukleus wird die pri-miRNA durch den Mikroprozessorkomplex,
bestehend aus Drosha und Pasha (auch als DGCRS8 bezeichnet, engl.: DiGeorge Syndrom
critical Region 8), prozessiert. Die RNase Typ III Drosha wirkt dabei als ein ,,molekularer
MaBstab* (,,...1I-bp-measuring ruler activity of Drosha.“ [89]), welcher die korrekte
Spaltstelle an der Basis des pri-miRNA Stamms 11 nt von der basalen Verbindungsstelle
erkennt [90]. Zwei DGCR8 Molekiile binden am apikalen Teil des Stamms und
interagieren mit Drosha, um die korrekte und effiziente Prozessierung der miRNA zu
gewdhrleisten [91, 92]. Die Spaltung durch den Mikroprozessorkomplex bringt eine ~60
nt lange, Stamm-Schleifen-strukturierte precursor (pre) miRNA mit einem
charakteristischen 2 nt Uberhang am 3‘-Ende hervor [93], die dann durch das Ran-GTP-
gebundene Protein XPOS5 (Exportin5) ins Zytosol exportiert wird. Exportin5 erkennt
dabei nur pre-miRNAs mit den charakteristischen 2 nt Uberhang am 3‘-Ende, was dafiir
sorgt, dass nur die richtig verarbeiteten miRNA-Zwischenprodukte ins Zytosol
transportiert werden. Neben diesem kanonischen Reifungsschritt der pri-miRNA gibt es

auch eine kleine Anzahl an pri-miRNAs, so genannte mirtrons, die unabhéngig von
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Drosha prozessiert werden konnen [94, 95]. Diese mirtrons werden durch Splicing-
Ereignisse erzeugt, die zur Produktion einer funktionellen pre-miRNA fiihren (siche Abb.
6a oben, rosa gestrichelter Kreis). Nach dem Transport der pre-miRNA in das Zytosol
wird das Ran-gebundene GTP hydrolisiert, was zur Freisetzung der pre-miRNA und zur
Dissoziation des Protein/pre-miRNA-Komplex fiihrt [96, 97]. Die terminale
Schleifenstruktur der pre-miRNAs wird nun im Zytosol durch das RNase III Enzym Dicer
abgespalten, um einen RNA-Duplex zu erhalten [98, 99]. Dabei ist der 3 Ubergang, der
iiber die Spaltung von Drosha entstanden ist, wichtig fiir die Bindung von Dicer. Die zwei
C-terminalen RNase III Doménen von Dicer formen intramolekular ein pseudo-Dimer
und bilden das katalytische Zentrum von Dicer, dhnlich wie bei Drosha. Bei der
Abspaltung generiert Dicer einen 2 nt Uberhang am 3¢-Ende [100]. Die so generierte
doppelstrangige RNA-Duplex Struktur besteht aus der maturen funktionellen miRNA
(auch Guide-Strang genannt) und einem sogenannten star- oder passenger Strang (mit *
gekennzeichnet, beispielhaft: miR-9* = miR-9-3p). In den meisten Féllen wird entweder
aus dem 3°-Strang oder dem 5°-Strang (bezeichnet als 3p- oder 5p-Arm) die reife
funktionelle miRNA gebildet [101-103]. In seltenen Féllen werden auch beide Arme oder
sogar Sequenzen aus der Schleifenstruktur verwendet [75, 104]. Sobald die miRNA
korrekt prozessiert wurde, lagert sie sich mit einer Reihe von Proteinen zu einem
Komplex namens RISC (RNA-induzierter Stilllegungskomplex, engl. RNA-induced
silencing complex) zusammen. Die Hauptkomponenten von RISC sind Mitglieder der
Argonaute Familie (AGO), welche die pre-miRNA binden [105, 106]. Abhingig von der
thermodynamischen Stabilitdt der 5°-Enden werden der funktionelle guide-Strang und
der passenger-Strang selektiert. Der Strang mit der am 5°‘-Ende geringeren Stabilitdt
bleibt als guide-Strang auf dem Komplex gebunden, wihrend der komplementére
passenger-Strang von Ago freigegeben wird und umgehend degradiert [107, 108]. Abb.
6a zeigt die grafische Zusammenfassung der miRNA Biogenese. Argonaute Proteine
bilden eine hochkonservierte Klasse von RNA-bindenden Proteinen (RBPs) [109] und
besitzen vier charakteristische Dominen: die N-terminale, PAZ, MID und eine C-
terminale PIWI Doméne [110]. Die PAZ Doméne bindet dabei das 3°-Ende des guide-
Strangs [110-112]. Die MID Doméne enthélt eine Bindungstasche, durch die das 5’-Ende
der miRNA durch Stapelwechselwirkungen (engl.: stacking interations) und
Wasserstoffbriickenbindungen verankert wird [113]. Die PIWI Doméne besitzt die
enzymatische Aktivitit, die die Ziel-mRNA Spaltung vermitteln kann, wenn eine hohe
Komplementaritit der miRNA zu ihrer Ziel-mRNA vorhanden ist [109, 114]. Das
Sdugetier-Genom enthélt vier verschiedene AGO Paraloge, AGO1-4, von denen AGO2
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das einzige Protein ist, das eine enzymatische ,,Slicer-Aktivitét™ besitzt und Ziel-mRNAs

spalten kann.
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Abbildung 6: Biogenese und Prozessierung von miRNAs.

(a) Darstellung der miRNA Biogenese. In Vertebraten wird das primdre miRNA-Transkript (pri-
miRNA) schrittweise durch Nukleasen wie Drosha, DGCRS8 und Dicer zu einer maturen miRNA
prozessiert und tiber den Exportin5 / Ran-Komplex aus dem Kern exportiert. Ein Strang des miRNA-
Duplex wird auf AGO geladen (Guide Strang, rot) und bildet RISC, der zur Destabilisierung und
Translationshemmung der Ziel-mRNA fiihrt. Abseits der kanonischen miRNA Biogenese, gibt es eine
Drosha-unabhingige Prozessierung (gestrichelter rosa Kreis unten, beispielhaft gezeigt fiir die miR-
451), bei der die pre-miRNA als Nebenprodukt des Spleilens entsteht. Detaillierte Beschreibung siche
Text (b) Die verschiedenen Stadien der miRNA Prozessierung. Die pri-miRNA (links) ausgehend von
der Basalseite, mit dem unteren und oberen Stamm, der Drosha Schnittstelle dazwischen (graue
Pfeile), der terminalen Schleife mit einem Uberhang von 2 nt am 3-Ende, etwa 11 nt von der basalen
Verbindungsstelle. Die Dicer-Spaltung der pre-miRNA (Mitte) erfolgt zwischen der terminalen
Schleife und dem oberen Stamm (lila Pfeilspitzen). Der mature miRNA-Duplex (rechts) mit ,guide’
(rot) und ,passenger® (blau) Strang und der jeweiligen Seed Region (lila) von Nukleotid 2-7. (Quelle:
Abbildung modifiziert nach Ziegenhals [78])
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1.3.2 Zielerkennung und Wirkmechanismus von miRNAs

Sobald sich RISC mit der maturen miRNA gebildet hat, kann er mit seinen Ziel-mRNAs
im Zytosol binden, die eine komplementire Nukleotidsequenz aufweisen. In Tieren
erstreckt sich die Basenpaarung der miRNA mit komplementidren Regionen in der 3’UTR
der Ziel-mRNA typischerweise liber sechs oder sieben Nukleotidpaare, den Nukleotiden
2-7 oder 2-8 der miRNA (Abb. 6b). Diese sogenannte ,,Seed Region* ist essentiell fiir
die Zielbindung und bestimmt die Spezifitit einer miRNA [115]. AGO Proteine ordnen
dabei die Seed Region der miRNA in einer giinstigen Konformation an, um sie fiir die
Basenpaarung vorzubereiten. Dies fiihrt zu einer stark erhohten Affinitit der miRNAs fiir
ihre Ziel-mRNA und ermdglicht AGO, mRNAs effizient nach Zielstellen zu ,,scannen*
[116-118]. Die miRNA-vermittelte Spaltung der Ziel-mRNA, die bei einer vollstdndiger
Basenpaarung auftreten kann, fehlt bei Tieren fast vollstdndig. Die Mehrheit der miRNA
Zielbindungen passiert tiber die Seed-Region und einer Basenpaarung von 6-8 nt,
klassifiziert als 6mer, 7mer oder 8mer Zielsequenz-Paarung [119]. Jedoch findet man eher
selten 6mer Basenpaarungen oder auch unvollstdndige Seed-Region Bindungen [115]. Da
nur transient, sind diese beiden letztgenannten Arten der Bindung zwischen miRNA und
Ziel-mRNA in den meisten Féllen zu schwach, um die Expression der Ziel-mRNA zu
regulieren [117]. Broughton und Kollegen zeigten jedoch, dass dieses einfache Modell
der Repression durch miRNAs in Abhdngigkeit von der Basenpaarung mit der Seed
Region erweitert werden muss und dass die Paarung alleine mit der Seed Region nicht

immer fiir die funktionelle Zielwechselwirkung ausreicht [120].

Sobald die miRNA stabil an die mRNA gebunden ist, rekrutiert AGO eine von drei
TNRC6 Familienmitglieder, oft als GW182 beschrieben (auf Grund der Masse von 182
kDa und N-terminalen Glycin(G) — Tryptophan (W) Repeats). Die GW-Repeats von
GW182 vermitteln die Interaktion mit AGO [121]. Die Rekrutierung von GW182 ist
erforderlich, um die Ziel-mRNA Stummschaltung zu induzieren. Ein knockdown von
GWI182 fiihrte zu einer Beeintrdchtigung der miRNA Funktion [122, 123] und das
kiinstliche Anbinden eines GW182 Proteins an mRNAs fiihrte zu einer starken
Repression [124, 125]. Sobald GW182 zu einer Ziel-mRNA rekrutiert wurde, dient das
Protein als Interaktionsplattform fiir eine Vielzahl von Proteinen, die fiir den Abbau und
die Translationshemmung von Ziel-mRNAs benotigt werden (Abb. 7) . GW182 bindet
unabhingig die zwei wichtigsten zelluliren mRNA Deadenylierungskomplexe,
PAN2/PAN3 und CCR4/NOT/CAF1, die zu Deadenylierung, gefolgt vom Decapping und
sofortigem 5° zu 3 Decay flihren [126, 127]. Dariiber hinaus interagiert GW182 direkt
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mit dem poly-A bindenden Protein PAPBC fiber seine C-terminale Region, um die

Deadenylierung der Ziel-mRNA zu vermitteln [128].

Repression der Translation Deadenylierung

>

elF4E \/

Decapping und
5’-t0-3’ Decay

Abbildung 7: Uberblick der miRNA-vermittelten Repression von Zielgenen.

Schematische Darstellung der beteiligten Proteine und Mechanismen beim miRNA-vermittelten Gen-
Silencing. RISC kann direkt die Ziel mRNA mittels endonukleolytischer Spaltung durch AGO2
degradieren oder als Plattform fiir die Rekrutierung weiterer Adapterproteine wie GW182 dienen.
Diese sind in der Lage, die Deadenylierung des Poly (A)-Schwanzes mit nachfolgendem
exonukleolytischem Abbau zu induzieren und eine effiziente Translation zu hemmen. Genaue
Beschreibung siehe Text.

Abseits der indirekten Effekte auf die Proteinsynthese iiber die Deadenylierung kénnen
miRNAs die Translation auch direkt hemmen. Da miRNAs sich gemeinsam mit aktiv
translatierenden Poly-Ribosomen (Polysomen) in Saccharosegradienten ablagern,
schlagen frithere Studien ein Modell vor, in dem miRNAs nach Einleitung der Translation
wirken [129]. Experimente mit viralen internen Ribosomeneintrittsstellen (IRES)
unterstiitzen diese These der miRNA-vermittelten Repression ohne Einleitung einer
eukaryotischen Translation, was auf eine Funktion nach dem Zusammenbau von 80S-
Ribosomen hindeutet. Entgegen dieser Ansicht konnte eine Reihe von
Verdffentlichungen mit zelluldren und in vitro Modellen zeigen, dass miRNAs den
Initiationsschritt der mRNA Translation hemmen [130-132]. Inwieweit miRNAs durch
die Verringerung der Transkriptlevel oder durch die Hemmung der Translation wirken,

bleibt eine offene Frage. Quantitative Proteomik, zusammen mit Transkriptomanalysen
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mittels Mikroarrays konnten zeigen, dass die Mehrheit der Gene mit reduzierter
Proteinexpression auch reduzierte mRNA Level aufweist [82, 83]. Globale ribosom-
profiling Analysen lieferten weitere Einblicke [133]. Hier konnte gezeigt werden, dass
ein Grofteil (>84%) der verringerten Proteinproduktion, hervorgerufen durch miRNAs,
in HeLa-Zellen (menschliche Epithelzellen eines Zervixkarzinoms) auf einer
Verringerung der mRNA-Level beruhen, und dass die Destabilisierung der Ziel-mRNAs
der vorwiegende Grund fiir einen verringerten Protein Qutput ist. Weiterhin zeigte das
Ribosomenprofil in Zebrafischembryonen, dass die miR-430, die wihrend des maternal-
zygotischen Ubergangs exprimiert wird, zunichst die Translation reguliert, bevor der
Mechanismus des mRNA-Degradierung eintritt [ 134]. Die vereinfachte Ansicht, dass ein
Mechanismus den anderen dominiert, ist daher fraglich. Es ist vielmehr anzunehmen,
dass die verschiedenen Mechanismen der Genregulation durch miRNAs abhingig vom
zelluldren Kontext und sogar zwischen verschiedenen miRNAs- und mRNA-Spezies

variieren [82].

1.3.3 miRNAs: essentielle Regulatoren der Neurogenese

Die Initiierung eines spezifischen Genexpressionsprogramms ist essentiell fiir die
Neurogenese in Vertebraten. Abgesehen von den verschiedenen, in Kapitel 1.2
beschriebenen, Mechanismen zur Regulation der Genexpression stiitzen eine ganze Reihe
an Daten die Vorstellung, dass miRNAs eine entscheidende Rolle in der Entwicklung des
Nervensystems und wéhrend der Neurogenese spielen. Friihe Expressionsanalysen
zeigten ein rdumlich-zeitliches und zellspezifisches miRNA Expressionsmuster im
Gehirn und implizieren Funktionen dieser kleinen nicht kodierenden RNAs im ZNS [135-
138]. Die Expression von einigen miRNAs, wie miR-9, miR-124a, miR-124b und miR-
135 ist Gehirn-spezifisch. Andere miRNAs wie let-7, miR-9*, miR-125a, miR-125b und
miR-128 sind im Gehirn angereichert. Um zu untersuchen, welche Rolle miRNAs
wihrend der embryonalen Entwicklung spielen, konzentrierten sich frithe Studien auf die
globale Deletion von miRNAs {iber Schliisselkomponenten der miRNA-Biogenese. Der
knockout von Dicer im Zebrafisch flihrte zur Bildung eines defekten Neuralrohrs, und
infolgedessen zu einer verringerten Ventrikelgroe und zum Verlust der Mittelhirn-
Hinterhirn-Grenze [139]. Diese Studie lieferte den ersten in vivo Beweis dafiir, dass
miRNAs entscheidend fiir die Gehirnentwicklung sind. Die globale Deletion von
miRNAs in Méusen, iiber eine Mutation in Ago2 oder Dicerl, fiihrte zur embryonalen

Letalitdt in der friihen Entwicklung [98, 140]. Weitere Erkenntnisse wurden durch
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Studien erzielt, in denen die Dicer-Aktivitdt in bestimmten neuralen Zelltypen
konditionell inhibiert wurde. Dies fiihrte zu verschiedenen Defekten in der neuralen
Entwicklung, wie zu einer erhohten kortikalen Apoptose, einer Verringerung der
KortexgroBe, vergroBerter lateraler Ventrikel, einer ausgeprigten Astrogliose,
verdnderter dendritischer Reifung, kleinerer Nervenzellen und postnataler Letalitdt [141-
144]. Diese loss-of-function Studien zeigen die Bedeutung von miRNAs fiir eine normale

neurale Entwicklung.

Zwei miRNAs, die eine entscheidende Rolle wihrend der Neurogenese spielen, sind die
miR-124 und die miR-9. Die miR-124 ist sowohl in Vertebraten als auch nicht-
Vertebraten die am hédufigsten vorkommende miRNA im embryonalen und adulten ZNS
[135]. Das zeitliche Expressionsmuster der miR-124 legt nahe, dass sie eine wichtige
Funktion wiihrend der neuronalen Entwicklung hat [145, 146]. Die Uberexpression der
miR-124 in kultivierten nicht neuronalen Zellen erhdhte die Expression von neuronalen
Genen und inhibierte nicht neuronale Gene [147, 148]. Diese Genregulation durch die
miR-124 ist wihrend der frilhen embryonalen Neurogenese erforderlich, um
sicherzustellen, dass die Differenzierung zum richtigen Zeitpunkt erfolgt und die
entsprechend bendtigte Anzahl von Neuronen generiert wird. Gain- and loss-of-function
Studien legen nahe, dass die miR-124 das Fortschreiten der neuronalen Differenzierung
reguliert, indem sie die Expression von Sox9 unterdriickt [149]. SOX9 ist ein
Transkriptionsfaktor, der den multipotenten Zustand von NSCs (engl.: neural stem cells,
neurale Stammzellen) aufrechthdlt und die neuronale Differenzierung hemmen kann.
Weiterhin wird die miR-124 Transkription durch den REST-Komplex reprimiert.
Interessant in diesem Kontext ist, dass die miR-124 selbst die REST-
Komplexkomponenten der CTDSP Familie reprimieren kann und dabei eine selbst-
verstiarkende regulatorische Schleife mit REST bildet [74]. Auch die miR-9 ist an dieser
Regulation beteiligt, da sie auch transkriptionell durch REST inhibiert wird und direkt
die Transkription von REST und seinem Ko-Repressor COREST inhibieren kann [75].
Dies weist auf eine potentielle funktionale Uberschneidung dieser beiden miRNAs hin.
Eine zusitzliche Riickkopplungsschleife basiert auf der miR-9 und dem
Transkriptionsfaktor TLX. Bekannt als wesentlicher Regulator der Proliferation neuraler
Stammzellen bzw. NPCs [150], wird TLX durch die miR-9 bei der neuronalen
Differenzierung gehemmt. TLX wiederum ist in der Lage, die miR-9 in NPCs
transkriptionell zu unterdriicken, wodurch eine weitere sich selbst verstdrkende

Riickkopplungsschleife gebildet wird [151]. Aufgrund der vielen verschiedenen Aspekte,
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welche die miR-124 und die miR-9 kontrollieren, konnen sie als post-transkriptionelle
Master-Regulatoren der neuronalen Differenzierung bezeichnet werden. Dies wird weiter
durch die Tatsache untermauert, dass alleine durch die Ko-Expression dieser beiden
miRNAs somatischen Zellen (humane Fibroblasten) zu funktionellen Neuronen

umprogrammiert werden konnen [152, 153].

1.4 Die miR-26 Familie

Wie in Kapitel 1.3 beschrieben, konnen miRNAs beziiglich ihrer genomischen
Lokalisation klassifiziert werden und sind entweder in unabhéngigen miRNA-Genen oder
in Introns von Protein-kodierenden Genen kodiert. Die miR-26 Familie ist Teil der
zweiten miRNA Klasse, der intronischen miRNAs [154] (siehe auch Appendix Abb. 30).
Die miR-26 Familie ist in Vertebraten konserviert und besteht aus den priméren
Transkripten miR-26al, miR-26a2 und miR-26b, welche in Introns ihrer Wirtsgene
(Ctdsp1,2,]) auf Chromosomen 3, 12 und 2 lokalisiert sind. Die reifen miRNAs (guide-
Strang), die aus der pri-miR-26al und pri-miR-26a2 entstehen, besitzen identische
Sequenzen und werden als miR-26a zusammengefasst. Die pri-miR-26b wird prozessiert
zur maturen miR-26b. Des Weiteren besitzen die maturen miR-26a und miR-26b eine
identische Seed Sequenz (siche Appendix Abb. 30), die wichtig fiir die Bindung mit der
Ziel-mRNA ist. Monteys und Kollegen haben in einer groen bioinformatischen Studie
gezeigt, dass die humanen miR-26al, miR-26a2 und miR-26b keine eigene
Promotorsequenz besitzen [86]. Weiterhin werden die miR-26 Familienmitglieder
zusammen mit ihren Wirtsgenen (Ctdsp1,2,/) als ein Transkript koexprimiert [154-156].
Das Expressionsmuster der miR-26 Familie wurde bisher nicht im Detail analysiert, es
gibt jedoch einzelne Studien, welche die Expression in verschiedenen Zellen und
Geweben in verschiedenen Spezies untersucht haben. Wie ein GroBteil der miRNAs wird
die miR-26a und die miR-26b nicht in humanen und murinen ESCs exprimiert [88, 157],
sie werden aber wihrend verschiedener Differenzierungsprozesse hochreguliert. Es
konnte in Maus und Mensch-ESC-basierten neuronalen Differenzierungssystemen durch
miRNA Screenings gezeigt werden, dass die miR-26a, in neuronalen Zellen nach dem
NPC-Stadium hochreguliert wird [145, 158]. In Gehirnen von Miusen am embryonalen
Tag E12 bis zum postnatalen Stadium P14 konnte eine konstante Akkumulation der miR-
26 detektiert werden, mit einer Erhohung der Expression von E12 bis E15 [159]. Ferner

wurde im Zebrafisch gezeigt, dass die Expression der miR-26a und miR-26b erst ab dem
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Beginn der Neurogenese (24 Std. nach der Befruchtung) startet [137, 160, 161]. In adulten
Zebrafischen konnte iiber die Visualisierung der miR-26a und miR-26b durch in situ
Hybridisierungen gezeigt werden, dass die miR-26a und miR-26b ubiquitir exprimiert
sind, mit einer hoheren Expression im Kopf, Riickenmark und in Neuromastzellen [137].
In der adulten Maus ist die miR-26 ubiquitir exprimiert, mit neuraler Anreicherung der
miR-26a im Cerebellum und im Hippocampus [135, 155] und einer Anreicherungen der
miR-26b im Kortex, im Cerebellum und in der Leber [135]. In erwachsenen Menschen
ist die miR-26b ubiquitér im gesamten Gehirn exprimiert, mit hoherer Anreicherung im
Riickenmark und Cerebellum [162]. Eine Gewebe-spezifische Analyse der miR-26
Expression im Menschen (https://ccb-web.cs.uni-saarland.de/tissueatlas, [162]) zeigt,
dass die hochste Expression der miR-26a und miR-26b in Haut, Gehirn, Muskel, Nerven,
Riickenmark und Knochen zu finden ist (Appendix Abb. 31). In einer Gewebe- und
Zelltyp-spezifischen Analyse der murinen miR-26a und miR-26b (Fantom5 Mouse
microRNA Expression Atlas: http://fantom.gsc.riken.jp, [163]) zeigte sich die hochste
Expression in glatten Muskelzellen und im Cerebellum, aber auch fiir die miR-26 in B-
und T-Lymphozyten, im Vergleich zu der niedrigsten Expression in ESCs (Appendix
Abb. 32). Ein knockdown der miR-26b im Zebrafisch flihrte zu einer stark reduzierten
Anzahl an gebildeten sekundidren Motorneurone im Riickenmark, aber hatte keinen Effekt
auf neurale Vorlduferzellen [160]. Andere Studien zeigten erste Hinweise fiir eine
neurogene Rolle der miR-26 speziell beim Neuritenwachstum [164], der axonalen

Regeneration [165] und der Aufrechterhaltung der Langzeitpotenzierung [166].

Zusammengenommen zeigen die Daten aus der Literatur, dass die miR-26 Familie
vorwiegend in neuronalem Gewebe und neuronalen Zellen exprimiert ist und wéihrend
der neuronalen Differenzierung hochreguliert ist. In diesem Kontext konnten Dill und
Kollegen zeigen, dass die miR-26b Biogenese durch einen noch unbekannten
Mechanismus bis zum Eintritt der Neurogenese im Zebrafisch pausiert wird, da die pre-
miR-26b ab der Befruchtung, die mature miR-26b aber erst nach 24 Stunden detektiert
werden konnte [160].

Wie die meisten miRNAs hat auch die miR-26 Familie Hunderte von in silico
prognostizierten Zielgenen (im Maus Genom gibt es 840 Transkripte mit 953
vorhergesagte, konservierte Zielstellen fiir die miR-26a und miR-26b, basierend auf der
TargetScan Datenbank, Version 7.2). Bisher wurden jedoch nur wenige dieser

prognostizierten Zielgene experimentell validiert.
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Ein groBer Teil der bisher validierten miR-26 Zielgene lassen sich grob in 2 Klassen
einteilen, Onkogene bzw. negative Regulatoren der Zelldifferenzierung und
Tumorsupressorgene bzw. positive Regulatoren der Zelldifferenzierung. Die erste Klasse
umfasst Gene wie das Polycomp-Protein Ezh2 [167-170], die Cycline D2, D3 und E2
[168, 171, 172], die Cyclooxygnase-2 (Cox2) [173], der Lymphoid Enhacer Factor 1
(Lefl) [174], der Ostrogen Rezeptor 1 (Esrl) [175] oder der Ephrin type-A Tyrosin-
Kinase Rezeptor 2 (Epha2) [176]. Ein weiterer positiver Regulator der
Zelldifferenzierung, der Teil des REST Komplexes ist, validiertes Zielgen und
gleichzeitig Wirtsgen der miR-26a2, ist Ctdsp2. REST rekrutiert Mitglieder der CTDSP
Familie zu neuronalen Genen, wodurch diese Gene in nicht-neuronalen Zellen reprimiert
werden [72] (siehe auch Kapitel 1.1.2). CTDSPs spielen auch eine Rolle bei der
Regulation des Zellzyklus. So konnte gezeigt werden, dass CTDSP2 die Proliferation von
neuralen Vorldufern im Kortex der Maus verstirkt [177], und dass die CTDSP Familie in
verschiedenen Zelllinien die Zellzyklus Progression regulieren kann [178, 179]. Beispiele
fiir Tumorsupressorgene sind das Phosphatase- und Tensin-Homolog (Pten) [180, 181],
Mitglieder der Smad-Familie (Smadl und Smad4) [182-184], das Ringfingerprotein 6
(RNF6) [185] oder die teilweise als Tumorsuppressor agierende Glykogensynthase-
Kinase 3 (Gsk3/3) [165, 186, 187]. Diese validierten Targetgene der miR-26 Familie und
die Ergebnisse aus diesen Studien lassen darauf schlieBen, dass diese miRNA Familie
eine wichtige Rolle bei der Regulation der Zellzyklus bzw. der Zellproliferation und

dadurch auch bei der Differenzierung spielt.
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1.5 Zielsetzung und experimentelle Strategie

MicroRNAs haben hochspezifische Expressionsmuster und grundlegende Funktionen in
der neuralen Entwicklung von Siugetieren (fiir einen Uberblick siehe [188-191]). In
fritheren Studien wurde gezeigt, dass die miR-26 Familie, bestehend aus pri-miR-26al, -
miR-26a2 und -miR-26b, die zu reifen miR-26a und miR-26b prozessiert werden,
vermehrt in neuronalen Geweben und Zelllinien exprimiert ist. Das Expressionsmuster
und die experimentell validierten Zielgene der miR-26 Familie lassen auf eine Rolle in
der neuronalen Entwicklung schlieBen. In Ubereinstimmung mit einer Funktion der miR-
26 Familie bei der Neurogenese fiihrte der miR-26b knockdown in Zebrafischembryonen
zu einer verringerten Anzahl differenzierter spinaler Motorneurone. Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass die Prozessierung der pre-miR-26b bis zum Start der Neurogenese
im Zebrafisch blockiert wird [160, 192]. Jedoch ist bisher nur wenig iiber die Funktionen
der einzelnen miR-26 Familienmitglieder wihrend der Differenzierung zu neuralen

Zelltypen aus Vorlduferzellen von héheren Wirbeltieren bekannt.

Ziel dieser Arbeit war es, die Funktionen der miR-26 Familie widhrend der murinen
Neurogenese zu analysieren. Zu diesem Zweck wurden murine, pluripotente ESCs in
einem neuronalen Differenzierungssystem eingesetzt, welches hinsichtlich
Zellmorphologiekriterien und Expressionsprofilen etablierter zelluldrer und molekularer
Marker, als ein geeignetes Modellsystem fiir die Neurogenese in einem sich
entwickelnden Organismus gilt [193-195]. Um einen besseren Einblick in die
spezifischen Funktionen der miR-26 Familie und deren Einfluss auf die Neurogenese zu

gewinnen, wurden in dieser Studie folgende experimentelle Ansédtze durchgefiihrt:
e [Etablierung eines murinen ESC-basierten neuralen Differenzierungssystems.

e Analyse des Expressionsmusters der miR-26 Familie und ihrer Wirtsgene
(Ctdsp1,2,]) wiahrend der neuralen Differenzierung muriner ESCs und wihrend

der embryonalen Entwicklung im Mausgehirn.

e Herstellung verschiedener miR-26 knockout ES-Zelllinien, durch die Deletion
einzelner Mitglieder und der kompletten miR-26 Familie mittels der
CRISPR/Cas9 Technologie.

e Analyse des zelluliren und molekularen Phédnotyps wihrend der neuralen

Differenzierung der miR-26-KO ES-Zelllinien.
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e Globale Analyse von Genexpressionsanderungen (mRNA und miRNA) in neural

differenzierenden miR-26-KO Zellkulturen mittels RNA-Seq Analysen.

e Charakterisierung eines molekularen Wirkmechanismus, durch den die Mitglieder
der miR-26 Familie Einfluss auf das neuronale Genexpressionsprogramm und auf

die neuronale Entwicklung nehmen.

Die aus dieser Arbeit gewonnenen Daten zielen darauf ab, einen tieferen Einblick in die
Funktionsweise der miR-26 Familie wiahrend der Neurogenese und weitere Einblicke in
die molekularen Mechanismen wéhrend der Entwicklung von pluripotenten embryonalen

Stammzellen bis hin zu funktionellen postmitotischen Neuronen zu erhalten.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

211 Zelllinien

Genetischer
Stamm Background Genotyp Herkunft
R1 wt 129/Sv X 129/Sv Wildtyp AG Miiller,
Wiirzburg
CCC3 #32, #48 129/Sv X 129/Sv miR-26b Deletion In dieser Arbeit
hergestellt
CCCIA #7, #35 129/Sv X 129/Sv miR-26al + miR-26a2  In dieser Arbeit
Deletion hergestellt
CCC9B #22, #55 129/Sv X 129/Sv miR-26al + miR-26a2  In dieser Arbeit
+ miR-26b Deletion hergestellt
HEK293T humane embryonale - ATCC
Nierenzellen
MEF Isoliert aus E14.5 - Eigene
Mausembryonen Herstellung

2.1.2 Zellkultur-Medien fur die neuronale Differenzierung

Reagenz Volumen Konz. Cat. No. Hersteller
ESC Medium

DMEM High Glucose 500 ml - D-5796  Sigma
FCS (getestet fiir ESCs) 93,75 ml 15 % - Bio & Sell
L-Glutamat 6,25 ml 2 mM G-7513 Sigma
Penicillin 6,25 ml 10000 U/ml  P-4333 Sigma
/Streptomycin /10 mg/ml

Lif konditioniertes Medium 1,2 ml - - Eigene

Herstellung

Nicht essentielle Aminosduren 6,25 ml I x M-7145  Sigma
Natrium-Pyruvat 6,25 ml I mM S8636 Sigma
B-Mercaptoethanol (14,3 M) 6,25 ml 0,1 mM M-3148  Sigma
(7uL B-Merc. in 10ml Hepes)  (filtering) 10 mM 83264 Sigma
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EB Medium
DMEM High Glucose 500 ml - D-5796  Sigma
FCS 58,8 ml 10 % - Bio & Sell
L-Glutamat 5,88 ml 2 mM G-7513  Sigma
Penicillin 5,88 ml 10000 U/ml  P-4333 Sigma
/Streptomycin /10 mg/ml
Nicht essentielle Aminosduren 5,88 ml I x M-7145  Sigma
Natrium-Pyruvat 5,88 ml I mM S8636 Sigma
B-Mercaptoethanol (14,3 M) 5,88 ml 0,1 mM M-3148  Sigma
(7uL B-Merc. in 10ml Hepes) 10 mM 83264 Sigma
ITS-Medium
DMEM/Ham’s F12 500 ml - D-8437 Sigma
L-Glutamat 5ml 2 mM G-7513 Sigma
Penicillin 5 ml 10000 U/ml P-4333 Sigma
/Streptomycin /10 mg/ml
Insulin 0,5 ml 5 pg/ml 1-6634 Sigma
Transferrin 2,5 ml 50 pg/ml T1147 Sigma
Natrium-Selenit 50 ul 30 nM S-5261 Sigma
N2 Medium
DMEM/Ham’s F12 250 ml - D-8437  Sigma
L-Glutamat 2,5 ml 2 mM G-7513  Sigma
Penicillin 2,5 ml 10000 U/ml P-4333 Sigma
/Streptomycin /10 mg/ml
Insulin 1,25 ml 25 pg/ml 1-6634 Sigma
Transferrin 1,25 ml 50 pg/ml T1147 Sigma
Sodium selenite 25 ul 30 nM S-5261 Sigma
Putrescin 250 ul 100 nM P-5261 Sigma
Progesteron 250 wl 20 nM P-8783 Sigma
BSA 1,25 ml 50 pg/ml A-9418  Sigma
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Neurobasalmedium

Neurobasalmedium 250 ml - 21103-049 Gibco

L-Glutamat 2,5 ml 2 mM G-7513 Sigma

Penicillin 2,5 ml 10000 U/ml P-4333 Sigma

/Streptomycin /10 mg/ml

B27 supplement 5ml 1x 17504001 Thermo

Fisher
2.1.3 Bakterienstamme

Stamm Genotyp Hersteller

E. Coli DH5a F-®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 Invitrogen
recAl endA1 hsdR17 (ri’, m") phoA
supE44\" thi-1 gyrA96 relAl &

E. Coli Stbl3 FrmcrB mrrhsdS20(rs", mg") Thermo
recA13 supE44 ara-14 galK2 lacY1 Scientific
proA2 rpsL20(Str?) xyl-5 Xleumtl-1

2.1.4 Bakterienkultur Medien
Medium Rezept
Luria broth (LB) 1,0% (w/v) Trypton (10 g/1), 1,0% (w/v) NaCl
(10 g/1), 0,5% (w/v) Hefeextrakt (5 g/I)
Super Optimal Broth (SOB) 0,5 % (w/v) Hefeextrakt (5 g/l), 2 % (w/v)

Trypton (20 g/1), 10 mM NacCl (0,6 g/l), 2,5
mM KCI (0,2 g/l), 10 mM MgCl, 10 mM

MgSO4

SOC SOB Medium + 20 mM Glukose

Selektionsmedien fiir Bakterienkulturen flir Plasmid-Préparationen wurden durch die

Zugabe von Antibiotika (100 pg/ml Ampicillin) zu den Bakterienkultur-Medien

hergestellt. Die Herstellung von Agarplatten erfolgte durch Zugabe von 2% (w/v) Agar
zum LB Medium. Nach dem Autoklavieren wurde die Agar / LB Medium auf 45 °C im

Wasserbad abgekiihlt, Antibiotika wurden zugegeben und das Medium wurde in

Petrischalen gegossen.
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2.1.5 Reagenzien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Standardchemikalien wurden von Merck, BD
Sigma-Aldrich, Scientific  und  Roth

Verbrauchsmaterialien und Zellkulturplastik wurden {iber Hartenstein, Macherey-Nagel,

Biosciences, Thermo erworben.

Eppendorf, Sarstedt, Satorius stedim und Greiner bezogen. Wasser wurde einer TKA-

Reinstwasseraufbereitungsanlage entnommen und wird im folgenden H>O dest. genannt.

2.1.6 Puffer und Losungen

Losung

Rezept

6X DNA Ladepufter

30%  (v/v) Glycerol, 0,25% (W/v)
Bromphenolblau, 0,25% (w/v) Xylene
cyanol

10X Tris/Borat/EDTA (TBE)

89mM Tris-HCI pH 8.3, 89mM Borséure,
2mM NaEDTA

10X Tris/Acetic acid/EDTA (TAE)

89mM Tris-HCI, 2mM NaEDTA, mit
Essigsdure auf pH 8.0

10X Phosphatgepufterte

Salzlosung (PBS)

1,4M NaCl, 27mM KCI, 100mM Na;HPOy,
18mM KH2P04

10X Lammli

125mM  Tris-HC1 (pH 6.8), 20% (v/v)
Glycerol, 4% (w/v) SDS, 0,05% (w/v)
Bromphenolblau, 5% (W/v) B3-
Mercaptoethanol

Stripping-Ldsung

0,2N NaOH

WB-Trenngel

10-14% Acrylamid, 375mM Tris, 0,1% SDS,
0,1% APS, 0,05% TEMED, H>O dest.

WB-Sammelgel

4,5% Acrylamid, 125mM Tris, 0,1% SDS,
0,1% APS, 0,05% TEMED, H>O dest.

Proteinase K Resuspensionspuffer

25mM Tris-HCI pH 8, 10mM CaCl2, 50%
Glycerol

FACS Puffer

1x PBS, 0,3% BSA, pH 7.4

Tris/EDTA/NaCl/SDS (TENS)

10 mM Tris-HCI, pH 8,01 mM EDTA, pH
8.0, 0,1 N NaOH, 0,5% SDS

10 ml Antikorperlosung (in PBS)

2% Ziegenserum, 1% Rinderserumalbumin
(BSA), 0,1% TritonX-100, 0,05% Tween20

1:5 PORN Losung
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Mikrotubuli-Stabilisierungs-Puffer

(MSP)

80mM PIPES, pH 6.8, ImM MgCl, 5SmM
EGTA, 0,5% TritonX-100

TBF1 Puffer

100mM RbCI, 30mM KAc,50mM MnCl,,
10mM CaCly, 15% (v/v) Glycerin, pH 5.

TBEF2 Puffer 10mM Na-MOPS, pH 7, 75mM CaCl, 10mM
KaCl, 15% (v/v) Glycerin pH 7
Oligo Annealing Puffer 10mM Tris pH7.5, 50mM NaCl, ImM EDTA

21.7 Antikorper

Antikorper und Spezies Verdiinnung Katalog Nr.  Hersteller
Erstantikorper fiir Inmunfirbungen

Sox2 rb IF, 1:500 ab97959 Abcam

Tau5 ms IF, 1:1000 ab80579 Abcam

Map2 rb IF, 1:1000 ab32454 Abcam

Gfap rb IF, 1:1000 ab7260 Abcam

Tubb3 IF, 1:2000 MABI1195 R&D Systems

Nestin ms IF, 1:1000 556309 Pharmigen

Msil rb IF, 1:2000 ab52865 Abcam
Zweitantikorper fiir Inmunfirbungen

anti-Mouse Cy3 gt IF, 1:200 AP130C Merck

anti-Rabbit Cy2 gt IF, 1:200 AP132] Merck

anti-Rat Cy2t gt IF, 1:200 AP202J Chemicon

Antikorper fiir Western Plots

Rest rb WB, 1:500 ab21635 Abcam

CoRest rb WB, 1:1000 Ab32631 Abcam

Ctdsp2 rb WB, 1:1000 PAS5-21624 Invitrogen

Sin3a rb WB, 1:2000 PA1-870 Invitrogen

Gapdh ms WB, 1:500 MAB374 Merck

anti-rabbbit HRP gt WB, 1:2000 32460 Thermo Scientific

Anti-mouse HRP gt WB, 1:1000 32430 Thermo Scientific
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2.1.8 Synthetische miRNA mimics

miRNA Katalog Nr. Hersteller

Cel-MiR-67-3p CN-001000-01-05 Dharmacon
mmu-MiR-26a-5p C-310519-07-0002 Dharmacon
mmu- miR-26b-5p C-310520-07-0002 Dharmacon
mmu-miR-124-3p C-310391-05-0002 Dharmacon
mmu-miR-9-5p C-310402-07-0005 Dharmacon

2.1.9 Plasmide

Plasmid Antibiotika-Resistenz Herkunft
pX335-U6- Ampicillin, Addgene, ID: #42335
Chimeric_ BB-CBh- Puromycin

hSpCasOn(D10A)

pUCI19 Ampicillin Addgene, ID: #50005

2.1.10 Kommerzielle Kits

Kit Hersteller

First Strand cDNA Synthesis Kit Thermo Scientific (K1622)
2x Absolute SybrGreen Mix Thermo Scientific (AB1159)
PeqGold RNAPure PeqLab (732-3312)

PureLink HiPure Plasmid Maxiprep Kit Thermo Scientific (K210007)
PE AnnexinV Apoptosis Detection Kit I BD Biosciences (559763)
miRScript II RT Kit Qiagen (218161)

miScript SYBR Green PCR Kit Qiagen (218073)

SV Gel and PCR Clean-Up System Promega (A9281)

Mouse ES Cell Nucleofector Kit Lonza (VAPH-1001)
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2.1.11 Enzyme, Antibiotika, Reagenzien zur

Oberflachenbeschichtung

Reagenz Hersteller
DNasel Fermentas

RNase Fermentas
Reverse Transkriptase M-MLV Invitrogen
Proteinase K Sigma-Aldrich
Trypsin-EDTA Sigma-Aldrich
Super Taq Polymerase HT Biotechnology
OneTaq DNA Polymerase NEB
Restriktionsenzyme NEB/Fermentas
T4 DNA Ligase NEB

Puromycin Thermo Scientific
Ampicillin Thermo Scientific
Kanamycin Thermo Scientific
Poly-DL-Ornithin Sigma-Aldrich
Laminin Sigma-Aldrich
Fibronektin Sigma-Aldrich

2.1.12 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden bei Eurofins MWG Operon als Standard-Aufreinigung

entsalzt erworben.

Name Sequence (5’ 2 3°)

Primer qRT-PCR zur Quantifizierung von mRNA
Ctdspl F CCCAGTCCAGTACCTGCTTC
Ctdspl R CATCTATCTCCACCGGGATG
Ctdsp2 F GGAAGGGACCTGAGGAAAAC
Ctdsp2 R CCTCGAAGACTGGAATCAGG
CtdspL F GTTGAAATCGACGGAACCAT
CtdspL R GCCAAGCTGGCAGTAAAGAG
Gapdh F TGGAGAAACCTGCCAAGTATG
Gapdh R TCATACCAGGAAATGAGCTTGA
Msil F TAAAGTGCTGGCGCAATCG
Msil R TCTTCGTCCGAGTGACCATCT
Nanog F TCTTCCTGGTCCCCACAGTTT
Nanog R GCAAGAATAGTTCTCGGGATGAA
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Ncaml F ACCACCGTCACCACTAACTCT
Ncaml R TGGGGCAATACTGGAGGTCA
Neurodl F ATGACCAAATCATACAGCGAGAG
Neurodl R CCAGCGACACTGAGTCCTG
Neurogl F CCAGCGACACTGAGTCCTG
Neurogl R CGGGCCATAGGTGAAGTCTT
Oct3/4 F CCGTGAAGTTGGAGAAGGTG
Oct3/4 R GAAGCGACAGATGGTGGTCT
pl6™m A | GTACCCCGATTCAGGTGATG
pl6™ 44 R GGAGAAGGTAGTGGGGTCCT
pl9REF GCTCTGGCTTTCGTGAACAT
pl9RE R CGAATCTGCACCGTAGTTGA
p2I¢r F ACATCTCAGGGCCGAAAAC
p2I°PR GGCACTTCAGGGTTTTCTCTT
P53 F GTCACAGCACATGACGGAGG
P53 R TCTTCCAGATACTCGGGATAC
Pax6 F TACCAGTGTCTACCAGCCAAT
Pax6 R TGCACGAGTATGAGGAGGTCT
Rex] F GGCCAGTCCAGAATACCAGA
RexI R GAACTCGCTTCCAGAACCTG
Rpl4 F TTGGGTTGTATTCACTCTGCG
Rpl4 R CAGACCAGTGCTGAGTCTTGG
Sox2 F GCGGAGTGGAAACTTTTGTCC
Sox2 R CGGGAAGCGTGTACTTATCCTT
Tubb3 F TTCTGGTGGACTTGGAACCT
Tubb3 R CGCACGACATCTAGGACTGA
Primer Endpunkt-PCR zur Genotypisierung der miR-26-KOs
miR-26b del F GTCTTGTGCAGCCCTCTTTC
miR-26b del R GCTTAGGGGTGATCCACAAA
miR-26al del F GCGCTGGTTGTTGTGTCTAA
miR-26al del R CAGTGAGAGAAGCCCTGGAG
miR-26a2 del F CATAGACTGGGTGGCGAGTT
miR-26a2 del R GTTTTCCTCAGGTCCCTTCC

2.1.12.1 Primer qRT-PCR zur Quantifizierung von miRNAs

Name Katalog Nr. Hersteller
snRNA U6 MS00033740 Qiagen
mmu-pre-miR-26al MP00005243 Qiagen
mmu-pre-miR-26a2 MP00005250 Qiagen
mmu-pre-miR-26b MP00005257 Qiagen
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mmu-miR-26a-5p MS00032613 Qiagen
mmu-miR-26b MS00001344 Qiagen
mmu-miR-9-5p MS00012873 Qiagen
mmu-miR-124-3p MS00029211 Qiagen
mmu-miR-218-3p MS00006118 Qiagen
mmu-miR-132-3p MS00001561 Qiagen
mmu-miR-135a-5p MS00011130 Qiagen

2.1.12.2 Zielsequenzen und Oligonukleotide zum Klonieren der sgRNA

Name

sgRNA Sequenz (5’ - 3’), PAM Sequenz
unterstrichen

miR-26b 5°A Target
miR26b 5°A F
miR26b 5’A R

miR-26b 3°B Target
miR26b 3’B F
miR26b 3’B R

miR-26al 5°A Target
miR26al 5’A F
miR26al 5’A R

miR-26al 5°B Target
miR26al 5’'B F
miR26al 5’'B R

miR-26al 3°A Target
miR26al 3’A F
miR26al 3’A R

miR-26al 3’B Target
miR26al 3’'B F
miR26al 3’B R

miR-26a2 5°A Target
miR-26a2 5’A F
miR-26a2 5°’A R

miR-26a2 5°B Target
miR-26a2 5’'B F
miR-26a2 5’B R

miR-26a2 3°A Target
miR-26a2 3’A F
miR-26a2 3°’A R

GAATTACTTGAACTGGGTCCCGG
CACCGAATTACTTGAACTGGGTCC
AAACGGACCCAGTTCAAGTAATTC

TTCTCCATTACTTGGCTCGGGGG
CACCGTTCTCCATTACTTGGCTCGG
AAACCCGAGCCAAGTAATGGAGAAC

CTGCACTCCGGACGTGCTTGIGG
CACCGCTGCACTCCGGACGTGCTTG
AAACCAAGCACGTCCGGAGTGCAGC

TCTTTGGCAGTAGACACCCCGGG
CACCGTCTTTGGCAGTAGACACCCC
AAACGGGGTGTCTACTGCCAAAGAC

CAAGCTTGGCTACAGGCAAAGGG
CACCGCAAGCTTGGCTACAGGCAAA
AAACTTTGCCTGTAGCCAAGCTTGC

TCCCGGAGACTCAGGACCGGAGG
CACCGTCCCGGAGACTCAGGACCGG
AAACCCGGTCCTGAGTCTCCGGGAC

CGGCTTGTGTAGGTCCCATCTGG
CACCGCGGCTTGTGTAGGTCCCATC
AAACGATGGGACCTACACAAGCCGC

CTGCTGGAATCCCGTACAGAAGG
CACCGCTGCTGGAATCCCGTACAGA
AAACTCTGTACGGGATTCCAGCAGC

TGGACGGACACAGCCTATCCIGG
CACCGTGGACGGACACAGCCTATCC
AAACGGATAGGCTGTGTCCGTCCAC
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miR-26a2 3’B Target
miR-26a2 3’'B F
miR-26a2 5’B R

TCTTGATTACTTGTTTCTGGAGG
CACCGTCTTGATTACTTGTTTCTGG
AAACCCAGAAACAAGTAATCAAGAC

2.1.13 Gerate

Gerit Verwendung Hersteller
FACS Canto I FACS Analyse BD
Light Cycler 480 II qRT-PCR Analyse Roche
Cell culture microscope Phasenkontrast Mikroskopie Life
EVOS Technologies
Laser scanning microscope  Konfokale Fluoreszenz-Mikroskopie —Zeiss
(LSM 780)
Qubit Fluorometer Photometrische Messung Invitrogen
von RNA und DNA
Chemidoc XRS low light Gel Bildgebung Biorad
imager
Incubator Heracell 150 Brutschrank Zellkultur Thermo
Scientific
Mastercycler Nexus 2 PCR Cycler Eppendorf
2.1.14 Software
Software Verwendung Hersteller
ImageJ with NeuroJ Plugin Immunfluoreszenz Bildanalyse NIH
FlowJo FACS Datenanalyse Tree Star, Inc.
FACS DIVA FACS Datenanalyse BD
Light Cycler 480 Software qRT-PCR Analyse Roche
ModFit LT Zellzyklus Analyse Verity software

geNORM
Photoshop CC 2017
Iustrator CC 2017

SnapGene

Integrative genomics viewer
ZEN black software

Housekeeper Test
Bildprozessierung
Bearbeitung der Abbildungen

Klonierungs-Management

Visualisierung RNA-Seq Daten
Mikroskop Software

house
Biogazelle
Adobe
Adobe

GSL Biotech
LLC

Broad Institute
Zeiss
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2.2 Methoden

2.21 Zellkultur

Alle verwendeten Zelltypen in dieser Arbeit wurden in einem Inkubator bei 37°C, 5%

CO:-Gehalt und gesittigter Luftfeuchtigkeit kultiviert.

2.2.1.1 Passagieren von Zellen

Zum Passagieren wurden adhirenten Zellen mit 1x PBS gewaschen und anschlieSend fiir
5 min bei 37°C im Brutschrank mit 0,25%igem Trypsin/EDTA inkubiert. Die Trypsin
Aktivitdt wurde anschlieBend mit frischem FCS-haltigen Medium abgestoppt und die
Zellsuspension in Rohrchen iiberfiihrt. Anschlieend wurden die Zellen zentrifugiert (90
g, 5 min), das Medium abgenommen und die Zellen in frischem Medium resuspendiert.
Je nach Verwendung und gewiinschter Zellzahl wurde die Zellsuspension mit Medium

verdiinnt und unter Zelltyp-spezifischen Bedingungen kultiviert.

2.2.1.2 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Zur Kryokonservierung von Zellen wurden diese wie in Kapitel 2.2.1.1 beschrieben
gewaschen, trypsiniert und abzentrifugiert. Das Zellpellet, bestehend aus je 1x10° Zellen
pro Ansatz, wurde mit 1 ml des Einfriermediums (90% (v/v) FCS, 10% (v/v) DMSO)
resuspendiert und in Kryorohrchen tiberfiihrt. Die Zellen wurden in einer Gefriereinheit

auf -80°C gekiihlt. Die Langzeitlagerung der Zellen erfolgte in fliissigem Stickstoff.

Zum Auftauen wurden die Zellen im Kryordhrchen bei 37°C im Wasserbad aufgewérmt.
Die Zellsuspension wurde anschlieBend mit 2 ml Zelltyp-spezifischem, frischem Medium
in 15 ml Rohrchen iiberfiihrt. Nach der Zentrifugation wurde das DMSO-haltige Medium
abgenommen und das Zellpellet wieder in frischem Medium resuspendiert und unter

Zelltyp-spezifischen Bedingungen kultiviert.

2.2.1.3 Beschichtung von Zellkulturplastik und Deckglasern

Fiir die ESC Kultur wurden Gewebekultur-Schalen (6 cm oder 10 cm) mit 0,1 % Gelatine
in 1x PBS fiir mindestens 30 min bei 37 °C inkubiert. Fiir die Kultivierung von NPCs ab
Tag 9 der Differenzierung wurden Gewebekulturschalen oder Deckgliser in 24-Well
Platten mit Poly-DL-Ornithin und Laminin beschichtet. Die Deckgldser wurden in
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100%igen Ethanol gewaschen und auf Whatman Papier getrocknet. Die Oberflachen der
Gewebekulturschalen oder Deckglidser wurden iiber Nacht bei 37°C mit PORN-L6sung
(0,1 mg/mL Poly-DL-Ornithin Endkonzentration) inkubiert. Am folgenden Tag wurden
die beschichteten Platten zweimal mit H>O dest. gewaschen und anschlieBend mit
Laminin (L2020, Sigma-Aldrich) (2 pg/mL in PBS) fiir mindestens 2 Std. vor dem
Ausplattieren der NPCs beschichtet. Die so beschichteten Gewebekulturschalen und

Deckglédser wurden nicht linger als 1 Woche verwendet.

2.2.1.4 ESC Kultur

Die R1 ESCs (129 / Sv x 129Sv) wurden auf Gelatine-beschichteten
Gewebekulturschalen kultiviert. Das ESC-Medium (siche Kapitel 2.1.2) wurde tdglich
gewechselt, die ESCs wurden jeden zweiten Tag gesplittet und in einer Dichte von 12,5

x 103 Zellen/cm? ausplattiert. Hierfiir wurden die ESCs wie in Kapitel 2.2.1.1 passagiert.

2.2.1.5 Neurale Differenzierung von ESCs

Basierend auf dem Protokoll von Bibel und Kollegen [196] und dem Protokoll aus der
Veroffentlichung von Wolber und Kollegen [193] wurde in dieser Arbeit ein Maus ESC
Differenzierungssystem eingesetzt. Dieses neurale Differenzierungssystem ermoglicht
innerhalb von 9 Tagen ex vivo die Differenzierung von pluripotenten murinen ESCs zu
NPCs. Die NPCs konnten nach weiteren 6 Tagen zu Neuronen und Gliazellen
differenziert werden. Dieses Differenzierungssystem bietet hinsichtlich der
Zellmorphologie sowie Expressionsprofilen etablierter zelluldrer und molekularer
Marker ein geeignetes Modell fiir die Neurogenese in der Maus (Differenzierungschema
siche Abb. 8)

Zur EB Differenzierung wurden 3x10° ESCs in 10 ml EB-Medium auf 10 cm Petrischalen
ausplattiert und 5 Tage lang in Suspensionskultur ohne LIF gehalten. Ein Medienwechsel
erfolgte an Tag 2 und Tag 4 der Differenzierung. Hierfiir wurde die EB Zellsuspension in
50 ml Roéhrchen transferiert, die EBs wurden etwa 5 min zum Absinken stehen gelassen,
anschlieBend wurde das Medium vorsichtig abgesaugt und die EBs in frischem Medium
resuspendiert. Um die EBs adhérieren zu lassen, wurden die Suspensionskulturen an Tag
5 auf Gewebekulturschalen iibertragen und in serumfreiem neuralen Selektions-Medium
(ITS Medium) mit 5 pg/ml Fibronectin und 5 uM Retinsdure kultiviert. Nach 4 Tagen
(Tag 9 der Differenzierung) wurden die Zellen trypsiniert, mit Hilfe eines 70 pum-

Zellsiebs (BD Bioscience) vereinzelt und auf Poly-DL-Ornithin- und Laminin-
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beschichteten (siche Kapitel 2.2.13) Gewebekulturschalen oder Deckglidsern in
serumfreiem N2-Medium ausplattiert (0.6x10° Zellen/cm?). Das Medium wurde 2 und 24
Std. nach dem Ausplattieren gewechselt. Zur neuronalen Differenzierung wurden die
gebildeten NPCs 2 Tage nach dem Ausplattieren (Tag 11 der Differenzierung) in
Neurobasalmedium kultiviert. Das Medium wurde jeden zweiten Tag gewechselt. Die

Zellen wurden bis zu Tag 15 der Differenzierung in Kultur gehalten.

Tag 0 Tag 5 Tag 9 Tag15
| | | |
att.
ESCs|—| EBs |—— — | NPCs | —| NCs
EBs
embryonale Embryoid adhérente neurale neuronale
Stammzellen bodies embryoid bodies Vorlauferzellen Zellen

Abbildung 8: Schema der neuralen Differenzierung von murinen ESCs.

Zeitliche Ubersicht des neuralen in vitro ESC-Differenzierungsmodells. ESCs werden vereinzelt und
bilden in Suspensionskultur EBs ohne die Zugabe von LIF (leukemia inhibitory factor) (ab Tag 0). An
Tag 5 der Differenzierung werden die EBs auf Gewebekulturschalen adhériert (att. EBs). Am neunten
Tag werden die Zellen aus der att. EB-Kultur vereinzelt und auf Polyornithin