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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Eine offene Frage in der Entwicklungsneurobiologie ist, wie Axone ihre synaptischen Partner
finden. Ohne ein gerichtetes Auswachsen von Axonen kann sich kein funktionierendes
Nervensystem bilden. Die Mechanismen mit denen Axone auf Signalmolekiile reagieren sind
weitgehend unbekannt. Deshalb fiihrten wir einen Screen in C. elegans durch mit Tieren, die GFP
in den Kommandointerneuronen des Motorschaltkreises exprimierten. Wir isolierten zwei Allele
mit Punktmutationen in dem bisher unbekannten Gen ast-/ (axonal steering). In Wildtyptieren
verliefen die GFP exprimierenden Axone dicht gebiindelt im rechten Ventralstrang. In ast-1
Mutanten waren die Interneuronaxone im Ventralstrang defaszikuliert und kreuzten vom rechten in
das linke Biindel oder erreichten den Ventralstrang gar nicht. Die VC Motoneurone hatten &hnliche
Faszikulierungsdefekte. Die Mutanten konnten sich normal fortbewegen, trotz der Defekte in den
Kommandointerneuronen des Motorschaltkreises. Demnach kann der Motorschaltkreis bis zu einem
gewissen Grad gestort werden, ohne dass er seine Funktionalitidt verliert. Das zielgerichtete
Auswachsen anderer Axone war nicht beeintrachtigt. Zellschicksal, Zellwanderung oder nicht-
neuronale Gewebe waren unbeeinflusst. Allerdings zeigten as¢-1 Deletionsmutanten zusétzlich zu
den neuronalen Defekten noch spéte Differenzierungsdefekte des Pharynx.

Ast-1 kodiert fiir einen Transkriptionsfaktor mit einer ETS DNS-Bindedoméne und ist eng mit der
Fli-1 Unterfamilie in S&dugetieren verwandt. Astz-1::YFP Expression begann wéhrend der
Embryonalentwicklung in sensorischen Neuronen und Interneuronen, genau zu dem Zeitpunkt wenn
sich Neurone differenzieren. Anschlieend wurde die Expression schwécher bis in adulten Tieren
nur noch wenige Neurone ast-1::YFP exprimierten.

Wir konnten zeigen, dass ast-/ genetisch mit den Transkriptionsfaktoren zag-7 und lin-11
interagiert. AST-1 ist demnach Teil eines transkriptionellen Netzwerkes, das neuronale
Differenzierung kontrolliert. As¢-/ interagiert zudem mit Genen, von denen bekannt ist, dass sie an
axonaler Wegfindung beteiligt sind. Beispiele sind der UNC-6/Netrin Rezeptor UNC-40/DCC, das
Aktin-modulierende Protein UNC-34/ENA und die extrazellulire Matrixkomponente Nidogen.
AST-1 konnte direkt die Expression von Genen steuern, die fiir Signalmolekiile oder Rezeptoren
des axonalen Auswachsens kodieren, wobei die Zielgene bisher noch nicht identifiziert wurden.
AST-1 reguliert sowohl in der neuronalen Differenzierung als auch bei der Morphogenese des
Pharynx einen spéten Schritt. Bemerkenswert bei der neuronalen Differenzierung ist die Spezifitat
von AST-1. Es agiert nur in einer bestimmten kleinen Untergruppe von Neuronen, wo es wiederum
nur einen Teilaspekt der neuronalen Differenzierung, namlich das zielgerichtete Auswachsen von

Axonen, kontrolliert.



SUMMARY

Summary

One of the major unsolved problems in developmental neurobiology is the question of how axons
find their way to their specific synaptic partners, which is crucial for the function of every nervous
system. The mechanisms through which axons respond to guidance cues are poorly understood.
Therefore we performed a screen in C. elegans based on animals expressing GFP in the command
interneurons of the motor circuit and recovered two alleles of the novel gene ast-1 (axonal steering).
In wildtype animals GFP labelled axons formed a tightly fasciculated subbundle within the right
ventral cord. In ast-/ mutants interneuron axons in the ventral cord were defasciculated and axons
crossed from the right to the left bundle or occasionally did not even reach the ventral cord. Similar
fasciculation defects were found in VC motoneurons. The mutants were able to move normally
despite these defects in the command interneurons of the motorcircuit. This leads to the conclusion
that the motorcircuit can be disturbed to a certain degree without abolishing its general
functionality. There were no obvious defects in the navigation of other axons. Non-neuronal tissues
and cell migration appeared unaffected in these mutants. However in ast-/ deletion mutants late
pharynx differentiation defects were found in addition to the neuronal defects. 4s¢-1 codes for a
novel transcription factor with an ETS DNA-binding domain and is closely related to the
mammalian fli-/ subfamily. As¢-1::YFP expression was dynamic in sensory neurons and
interneurons and started during embryonic development when neurons differentiate and decreased
afterwards till only few neurons expressed ast-/ in adult animals. We showed that as¢-1 genetically
interacts with the transcription factors zag-/ and /in-11, suggesting that it is part of a transcriptional
network controlling neuronal differentiation. In addition, as¢-1 interacts with genes known to play
roles in axon guidance, for example the UNC-6/netrin receptor UNC-40/DCC, the actin-regulating
protein UNC-34/ENA and the extracellular matrix component nidogen. AST-1 may directly
modulate the expression of genes coding for axon guidance molecules or receptors, although target
genes have not been identified so far.

AST-1 is acting at a very late step in neuronal differentiation and it also controls a late step in
pharynx morphogenesis. In neurons AST-1 is specifically regulating one subaspect of neuronal

differentiation, namely the axon outgrowth of only a distinct subset of neurons.



1 EINLEITUNG

1 Einleitung

Genetische Variation fithrt zur Vielfalt biologischer Systeme, die durch eine Vielzahl
individueller Zelltypen charakterisiert ist. Besonders das Nervensystem in Vertebraten
enthdlt die wahrscheinlich reichhaltigste Auswahl an Zelltypen. Die urspriingliche
Schétzung von wenigen hundert Neuronenklassen in Sdugetieren scheint sehr konservativ
zu sein (Stevens, 1998). Diese vielen Neuronenklassen bilden ein komplexes Netzwerk, das
fiir die Funktion des Nervensystems essentiell ist. Die Determinierung des neuronalen
Zellschicksals sowie das zielgerichtete Auswachsen von Axonen sind dabei zwei Aspekte,
die zur Zeit im Mittelpunkt des Interesses stehen. Die grofle Anzahl und Komplexitét der
neuronalen Zelltypen und synaptischen Verbindungen machen eine Untersuchung
schwierig, weshalb sich einfachere Organismen als Modellsysteme sehr gut eignen. Vor
allem weil die Mechanismen, die eingesetzt werden um die neuronale Zellvielfalt in

Vertebraten zu generieren, hdufig evolutionir konserviert sind.

1.1 Neuronale Differenzierung

In neueren Untersuchungen wurde eine Anzahl von Genen identifiziert, die die
Differenzierung einzelner Zelltypen regulieren. Dies fiihrte zur Erkenntnis, dass die
neuronale Identitdt unter der Kontrolle eines komplexen Netzwerkes von
Transkriptionsfaktoren steht, die gleichzeitig oder nacheinander ihre Funktion ausiiben
(Ubersichtsartikel von Jurata et al. 2000; Lee und Pfaff, 2001). Die regulatorischen
Transkriptionsfaktoren werden ihrerseits von Signalen kontrolliert, die von Nachbarzellen
stammen konnen. Zwei wesentliche Mechanismen steuern die Zelldifferenzierung: die
autonome Differenzierung und die Wechselwirkungen zwischen Zellen. Das Schicksal
mancher Nervenzellen hingt ausschlieBlich vom Teilungsplan ab, dem die Zelle unterliegt.
Dabei werden zytoplasmatische oder nukledre Proteine an die Nachkommenschaft einer
sich teilenden Vorlduferzelle weitergegeben, wodurch unterschiedliche Tochterzellen
entstehen (Bardin et al., 2004). Die Differenzierung der meisten Nervenzellen hdngt jedoch
nicht nur von ihrem Zellstammbaum ab, sondern auch von Signalen anderer Zellen in ihrer
Umgebung. Die Molekiile, die diese extrinsischen Signale vermitteln, konnen sezerniert
werden oder Bestandteil der Zelloberfliche sein. Zahlreiche Rezeptoren iibertragen das

Signal tiber die Zellmembran hinweg und aktivieren in der Zelle sogenannte Second-
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Messenger-Systeme, die direkt oder indirekt die Aktivitdt von Transkriptionsfaktoren
regulieren. Andere Rezeptoren fiir diffusionsfihige Signale, wie zum Beispiel

Steroidhormone, befinden sich im Zellkern und regulieren selbst die Gentranskription.

Von keinem einzigen Organismus haben wir bislang ein komplettes Bild von all den
bekannten Signalmolekiilen, die der neuronalen Entwicklung zugrunde liegen. Im

Folgenden werden die unterschiedlichen Strategien beispielhaft erklart.

1.1.1 Spezifikation des Zellschicksals im frithen Embryo von Caenorhabditis elegans

Der am besten untersuchte neurale Zellstammbaum ist der des Fadenwurms Caenorhabditis
elegans. Die Teilungsfolge einer jeden Kdrperzelle ist bekannt und der Zellstammbaum ist
invariant (Sulston und Horvitz, 1977; Kimble und Hirsh, 1979; Sulston, Schierenberg et al.,
1983). Die Spezifikation des Zellstammbaums im C. elegans Embryo ist eng an das Muster
der Zellteilungen gekniipft. Es illustriert die Verbindung zwischen zytoplasmatischen
Unterschieden, die maternal festgelegt wurden, und lokalen Zell-Zell Interaktionen. Die
erste Zellteilung verlduft asymmetrisch und es entstehen eine grofere anteriore Somazelle
(AB) und eine kleinere posteriore Keimbahnzelle (P1). In der Zygote sind das maternale
Protein PAR-1 und die P-Granula im posterioren Teil der Zelle konzentriert, was eine
Etablierung der anterior-posterioren Achse im Embryo zur Folge hat (Kemphues et al.,
1988; Guo und Kemphues, 1995). Die gesamte P-Zellinie differenziert sich zu
Keimbahnzellen durch asymmetrische Teilungen, wobei die P-Granula unterschiedlich auf
die Tochterzellen aufgeteilt sind (Strome und Wood, 1983). Im Vierzellstadium
exprimieren zwei Zellen das Protein GLP-1. Aber nur eine Zelle ist benachbart mit einer
APX-1 exprimierenden Zelle. APX-1 ist der Ligand, der den Rezeptor GLP-1 aktiviert
(Mello et al., 1994). Die beiden Proteine dhneln den Vertebraten- und Insektenproteinen
Notch und Delta. Somit wird nur eine GLP-1 exprimierende Zellen von APX-1 aktiviert
und nimmt einen anderes Zellschicksal an. Auch wenn die Genprodukte wihrend der ersten
Teilungen asymmetrisch verteilt sind, ist das Zellschicksal im frithen Embryo doch

entscheidend von lokalen Zell-Zell Interaktionen abhingig.
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1.1.2 Neuronale Differenzierung der Motoneuronen in Vertebraten

Das Nervensystem der Vertebraten entsteht wihrend der Embryonalentwicklung aus dem
duBersten Keimblatt, dem Ektoderm. Durch Wechselwirkungen von Mesoderm und
Ektoderm beginnt die neuronale Induktion, die zur Bildung der Neuralplatte fiihrt. Diese
faltet sich anschlieBend zum Neuralrohr, das sich schlie3t, und aus dem das Gehirn und
auch das Riickenmark entstehen. Im sich entwickelnden Riickenmark findet man ein
definiertes dorso-ventrales Muster an Neuroblasten. In der ventralen Region bilden sich
zukiinftige Motoneuronen wéhrend sich im Dorsalbereich Kommissurneuronen
differenzieren, deren Axone die beiden Seiten des Riickenmarks miteinander verbinden.
Die neuronale Differenzierung erfolgt in mehreren Entwicklungsschritten. Wenn
Neuroblasten den Zellzyklus verlassen, dann sind sie bereits determiniert fiir eine
bestimmte Neuronenklasse. Die weitere Differenzierung fithrt zu spezifischen
Eigenschaften, wie zur Position des Somas, zum Muster der axonalen Projektionen, zur
dendritischen Morphologie, zur Expression von lonenkanidlen und Rezeptoren fiir
Neurotransmitter, sowie zur Produktion bestimmter Neurotransmitter. Viele dieser
Merkmale sind koordiniert reguliert und werden wéhrend der Entwicklung ausgebildet

(Ubersichtsartikel von Edlund und Jessell, 1999; Jessell, 2000).

Wihrend der frithen Entwicklung des Zentralnervensystems in Vertebraten nehmen
Vorlduferzellen in der Ventrikularschicht regional unterschiedliche Eigenschaften an, die
spiter den neuronalen Zelltyp ihrer Nachkommen bestimmen. Die Charakteristika der
Vorlauferzellen werden durch sezernierte Molekiile bestimmt, die Gradienten bilden. Im
dorsalen Teil des Riickenmarks werden beispielsweise BMPs (,,bone morphogenetic
proteins®) von der Ektodermoberfliche und der Deckplatte produziert. Die BMPs
kontrollieren die Entwicklung der dorsalen Zellklassen, wie sensorische Neuronen und
Neuralleistenzellen (Ubersichtsartikel von Lee und Jessell, 1999). Im ventralen Horn des
Riickenmarks hingegen wird das Glykoprotein Sonic Hedgehog (Shh) vom Notochord und
von der Bodenplatte sezerniert. Die Entstehung verschiedener Neuronenklassen, wie
Motoneurone und ventrale Interneurone, wird tiber die Konzentration von Shh kontrolliert
(Ubersichtsartikel von Briscoe und Ericson, 2001). Die Vorliuferzellen reagieren auf den
Shh-Gradienten, indem sie konzentrationsabhingig unterschiedliche Gruppen von
Transkriptionsfaktoren exprimieren (Ubersichtsartikel von Gurdon und Bourillot, 2001).

Die kombinatorische Expression von Lim (lin-11, islet und mec-3 waren die ersten
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Vertreter dieser Klasse) und Hox (,,Homoobox*) Transkriptionsfaktoren unterteilt das
ventrale Horn des Riickenmarks in fiinf Vorlduferdominen, die jeweils einen
unterschiedlichen Neuronentyp hervorbringen (Briscoe et al., 2000). Die Transkriptions-
faktoren konnen anhand ihrer Reaktion auf Shh in zwei Klassen unterteilt werden. Die
Klasse I Transkriptionsfaktoren werden von Shh reprimiert, wihrend die Expression der
Klasse II Transkriptionsfaktoren von Shh aktiviert wird (Briscoe et al., 2000; Mizuguchi et
al., 2001; Novitch et al., 2001; Vallstedt et al., 2001). Gegenseitige inhibitorische
Wirkungen von benachbarten Transkriptionsfaktoren bilden scharfe Grenzen zwischen den

Vorldauferdoménen (Briscoe et al., 2000).

Zellzyklusende

Projektionen zu

NB —>» MN . gg&?{;ﬁme — » verschiedenen
Muskelgruppen
LIMHD TF LIM HD TF ETS TF
NeuroD Hox HD TF
bHLH TF

Abb.1: Differenzierung der Motoneurone in Vertebraten

Schematische Darstellung des Differenzierungsprozesses von Motoneuronen im Riickenmark. Verschiedene
Kombinationen von Transkriptionsfaktoren (TF) steuern die einzelnen Schritte. Ein Gradient des Proteins Shh
16st die kombinatorische Expression von Lim- und Hox-Homdodoméne (HD) Transkriptionsfaktoren aus, was
wiederum die Entwicklung von Neuroblasten (NB) zu Motoneuronen (MN) steuert. Die Differenzierung zu
motorischen Séulen wird zusdtzlich von bHLH (,,basic Helix-Loop-Helix*) Transkriptionsfaktoren gesteuert.
Einer der letzten Differenzierungsschritte, ndmlich das Auswachsen der Nervenfortsitze zu den Zielmuskeln,
wird von ETS Transkriptionsfaktoren reguliert.

Die postmitotischen Motoneurone bilden im nédchsten Differenzierungsschritt motorische
Sdulen, die eine Funktionseinheit darstellen. Die Bildung dieser Sédulen wird ebenfalls von
Lim Transkriptionsfaktoren reguliert. Der Lim Code wird anhand der kombinatorischen
und zeitlich genau regulierten Expression von Lim HD Transkriptionsfaktoren wie Isll,
IsI2, Lim1, Lim3, Lhx3 und Lhx4 etabliert. Die Gene des Lim Codes werden exprimiert
lange bevor die Zielmuskeln erreicht und innerviert werden. In C. elegans besitzt das Gen
mec-3, das ebenfalls zur Lim Familie gehort, eine wichtige Rolle in der Differenzierung
von mechanosensorischen Neuronen (Duggan et al., 1998). Es agiert nicht in Kombination
mit anderen Lim Transkriptionsfaktoren, sondern alleine. Ein Grund dafiir konnte sein, dass
in C. elegans weniger verschiedene Zelltypen vorhanden sind.

Die motorischen Sdulen werden weiter unterteilt in Pools, die spezifische Muskeln

innervieren. Diese Pools unterscheiden sich durch die Expression von unterschiedlichen
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Mitgliedern der ETS- (,,E-twenty-six*) Transkriptionsfaktoren (Lin et al., 1998).
Beispielsweise wird das ETS Gen ERS8I in Motoneuronen exprimiert, die den
Extremitdtenmuskel im Huhn innervieren, wohingegen ein zweites ETS Gen, PEA3, in

einer zweiten Gruppe von Motoneuronen exprimiert wird.

Die Expression von LIM Homoobox Transkriptionsfaktoren ist beschrénkt auf wenige
Neuronenklassen, so dass damit die Entstehung von hunderten verschiedener
Neuronenklassen nicht erkliart werden kann. In den letzten Jahren sind einige weitere
Transkriptionsfaktoren identifiziert worden, die eine Rolle in der Differenzierung von
neuronalen Subtypen spielen (Brunet und Pattyn, 2002; Dubois und Vincent, 2001; Lee und
Pfaff, 2001; Marquardt und Pfaff, 2001). Dennoch ist die Anzahl der identifizierten
Proteine, die in der neuronalen Differenzierung wichtig sind, zu klein um einen solch
komplexen Vorgang zu regulieren. Vor allem die transkriptionelle Kontrolle der

Differenzierungsgene ist weitgehend unbekannt.

1.2 Zielgerichtetes Auswachsen von Axonen

Das zielgerichtete Auswachsen von Axonen ist ein Schritt, der erst spdt im
Differenzierungsprozess von Neuronen stattfindet. Die neuronalen Netzwerke sind
entscheidend fiir die Funktion eines jeden Nervensystems. Eine grundlegende Frage in der
Entwicklungsneurobiologie ist, wie Nervenfortsdtze ihr charakteristisches Muster an
synaptischen Verbindungen ausbilden. Es gibt zwei Typen von Nervenfortsétzen:
Dendriten sind der rezeptive Teil des Neurons, wihrend das Axon fiir die Signalweitergabe
verantwortlich ist. Einige Neurone besitzen kurze Axone, die ihren Partner in der direkten
Umgebung finden. Andere Neurone senden ihre Axone zu weit entfernten zentralen oder
peripheren Zielgebieten. Die Wachstumszone liegt am distalen Ende des Axons und wichst
durch das Hinzufiigen von Zytoskelettkomponenten. An der Spitze des auswachsenden
Axons befindet sich eine spezialisierte Struktur, der Wachstumskegel (Landis, 1983). Im
Wachstumskegel findet die Aufnahme und Integration von Signalen aus der Umgebung der
Zelle statt. Der Wachstumskegel muss in der Lage sein, eine grole Anzahl extrazelluldrer
Signale zu integrieren und in entsprechende Zytoskelettverdnderungen umzusetzen, um das

weitere Auswachsen des Axons zu steuern.
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25 um

Abb.2: Der Wachstumskegel

An der Spitze des auswachsenden Axons befindet sich der Wachstumskegel, der hier aus dem
Tabakschwirmer Manduca sexta abgebildet ist. Aktin der Filopodien ist griin markiert mit fluoreszierendem
Phalloidin und die Mikrotubuli sind rot markiert mit einem fluoreszierenden Antikérper gegen Tubulin. (von
Levin und Luedemanan, aus Developmental Biology, Gilbert.)

Die axonale Wegfindung wird durch das koordinierte Agieren von verschiedenen Klassen
von Signalmolekiilen gesteuert. Diese Signalmolekiile kdnnen einen Wachstumskegel
anziehen oder abstofen. Sie konnen iiber kurze oder lange Distanzen wirken und sowohl
membrangebunden wie auch 16slich vorliegen. Diese Eigenschaften schliefen sich nicht
gegenseitig aus. Eher ist es so, dass Axone iiber mehrere verschiedene Mechanismen, die
zusammen wirken, gefithrt werden. Die Signalmolekiile und ihre Rezeptoren werden zu
verschiedenen Zeiten wahrend der Entwicklung und oft noch spiter im adulten Gehirn
exprimiert. Die transkriptionelle Regulation von Signalmolekiilen und Rezeptoren

beinhaltet sowohl rdumliche wie auch zeitliche Kontrollen fiir das axonale Auswachsen.

1.3 Die Mechanismen der axonalen Wegfindung sind konserviert

Gerade in den letzten Jahren wurden eine Reihe von neuen Signalmolekiilen und
Rezeptoren an der Zelloberflache identifiziert, die eine wichtige Rolle beim Auswachsen
von Axonen spielen (Ubersichtsartikel von Dickson, 2002; Yu und Bargmann, 2001;
Araujo und Tear, 2003; Huber et al., 2003). Dies fiihrte zu generellen Erkenntnissen iiber
die Mechanismen der axonalen Wegfindung. Viele Signalmolekiile sind multifunktional
und ziehen bestimmte Axone an wihrend sie andere abstoBen. Verschiedene Axone kdnnen
auf dasselbe Signalmolekiil verschieden reagieren, entweder durch eine unterschiedliche
Zusammensetzung ihrer Oberflachenrezeptoren oder aufgrund von Variationen in der
Signalweitergabe ins Zellinnere. Viele Signalmolekiile sind zwischen Vertebraten und

Invertebraten evolutionir konserviert und erfiillen dhnliche Aufgaben in der axonalen
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Wegfindung. Hohere Vertebraten haben typischerweise mehrere Mitglieder einer Familie
von Signalmolekiilen, die oft {iberlappende Funktionen besitzen. In Invertebraten ist meist

nur ein Vertreter der Familie vorhanden, der dann alle Aufgaben tibernehmen kann.
1.3.1 Die Signalmolekiile Netrin, Slit, Semaphorin und Ephrin

Vier grofle Familien von Signalmolekiilen spielen eine wichtige Rolle beim gerichteten
Auswachsen von Axonen: Netrine, Slits, Semaphorine und Ephrine. Nachfolgend werden

diese vier Familien kurz beschrieben.

Das Signalmolekiil Netrin

Netrine sind Vertebraten-Homologe des Proteins UNC-6 aus C. elegans, eines der ersten
Signalmolekiile, die aufgrund ihrer Funktion beim zielgerichteten Auswachsen von Axonen
entdeckt wurden. Im Jahr 1985 identifizierten Hedgecock und Kollegen unc-6 in C. elegans
in einem Screen fiir Mutationen, die die axonale Wegfindung an der Mittellinie betrafen
(Hedgecock et al., 1985). Der Name unc kommt von ,,uncoordinated“, was von der

beeintridchtigten Bewegungsfahigkeit der Mutanten herriihrt.

=

Wachstumskegel
, mit UNC-5 und
UNC-40 Rezeptoren

Basalmembran

Neuron -
Epidermis

Wachstumskegé'I_
mit UNC-40 Neuron
Rezeptor

Abb.3: UNC-6 und axonales Auswachsen an der Mittellinie

Dieser Querschnitt von C. elegans zeigt wie UNC-6 das Auswachsen der Wachstumskegel steuert. Die UNC-
6 Konzentration ist an der ventralen Mittellinie am hochsten. Die Wachtumskegel wandern entlang der
Korperwand zwischen Epidermis und Basalmembran. Wachstumskegel, die UNC-40 exprimieren wachsen in
Richtung ventral, wihrend Wachtumskegel, die UNC-40 und UNC-5 exprimieren, nach dorsal auswachsen.
(verdndert nach Wadsworth, 2002.)
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Das Gen unc-6 kodiert fiir einen Liganden, der von den ventralen Epidermoblasten und
Pionierneuronen sezerniert wird. UNC-6 ist wahrscheinlich in einem Gradienten verteilt,
mit der hochsten Konzentration ventral und immer niedriger werdenden Konzentrationen
Richtung dorsal (Abb.3). Die Reaktion auf UNC-6 hdngt von den Rezeptoren ab, die von
den Neuronen exprimiert werden (Wadsworth et al., 2002). Es sind zwei Rezeptoren fiir
den Liganden UNC-6 bekannt: UNC-40 und UNC-5, die beide zur Immunglobulin-Familie
gehoren. Exprimiert der Wachstumskegel den Rezeptor UNC-40, dann wird er angezogen
und wichst zur ventralen Mittellinie. Wird zusédtzlich der Rezeptor UNC-5 exprimiert, dann
wird der Wachstumskegel abgestoen und wéchst in die entgegengesetzte Richtung nach
dorsal. UNC-6 ist somit ein bifunktionales Signal, das sowohl Anziehung als auch
AbstoBung vermitteln kann. Entscheidend ist dabei die Expression der entsprechenden
Rezeptoren im Wachstumskegel. In D. melanogaster sind Netrin-Homologe ebenfalls
wichtig fiir die axonale Wegfindung zur Mittellinie. Die ersten Vertebraten-Netrine wurden
als Proteine identifiziert, die eine wachstumsférdernde Aktivitit fiir Axone im Riickenmark
besitzen (Tessier-Lavigne et al., 1988; Serafini et al., 1994). In allen Organismen werden
die positiven Effekte der Netrine auf Axone iiber Rezeptoren der DCC-Familie geleitet,
wiahrend die negativen Effekte Rezeptoren der UNC-5-Familie bendtigen (Chisholm und
Tessier-Lavigne, 1999). Diese Erkenntnisse illustrieren sehr gut die beachtenswerte

Konservierung von Mechanismen der axonalen Wegfindung in der Evolution.

Das Signalmolekiil Slit

Slits sind grofle sekretorische Proteine, die eine Rolle bei der AbstoBung von Axonen
spielen und in D. melanogaster entdeckt wurden (Kidd et al., 1999). In Vertebraten kénnen
sie auswachsende Axone absto3en und zu einem Kollaps von Axonen fiihren. Die negative
Wirkung der Slit Proteine wird durch Rezeptoren der Robo-Familie vermittelt, die
Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie sind (Kidd et al., 1998). Zusétzlich zu den
abstofenden Eigenschaften gibt es in Sdugetieren ein Slit Protein, das die Verzweigung von
Axonen und Dendriten positiv regulieren kann (Wang et al., 1999). In dem Nematoden C.
elegans gibt es ein SLIT Protein (SLT-1) und einen ROBO Rezeptor (SAX-3) (Zallen et al.,
1998; Hao et al., 2001).

Die Semaphorin-Familie
Die Semaphorin-Familie besteht sowohl aus extrazelluldren als auch membrangebundenen

Mitgliedern, die wahrscheinlich in der direkten Umgebung der Zelle, die sie herstellt, ihre

10
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Abb.4: Konservierte Familien von Signalmolekiilen und ihren Rezeptoren

A: Familien von Signalmolekiilen, die sezerniert werden oder membrangebunden sind. B: entsprechende
Rezeptoren, die transmembran oder in der Membran verankert sind. P1 bis P3, DB, CCO bis CC3, SP1 und
SP2 sind konservierte Regionen in den cytoplasmatischen Doménen der entsprechenden Rezeptoren DCC,
UNC-5, Robo und Plexin Rezeptoren. (verdndert nach Dickson, 2002.)
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Funktion ausiiben (Kolodkin et al., 1993; Kolodkin und Ginty, 1997; Raper, 2000). Das
erste Semaphorin wurde in der Heuschrecke als Fasciclin IV (Semaphorin I) entdeckt
(Kolodkin et al., 1992). In Drosophila beeinflusst Semal die Faszikulierung von Axonen im
Zentralnervensystem (Yu et al., 1998). Semaphorine wirken meist als negative Signale und
fiihren zum Kollaps von Wachstumskegeln. Die erste Klasse ihrer Rezeptoren sind
Mitglieder der Plexin-Familie. In Vertebraten binden sezernierte Semaphorine an eine
zweite Rezeptorklasse, die Neuropiline, die wiederum mit Plexinen einen Komplex bilden.
Plexine besitzen eine grofle intrazellulire Doméne, die GTPasen der Rac/Rho Familie

aktivieren kann (Ubersichtsartikel von Whitford und Ghosh, 2001).

Die Ephrin-Familie

Ephrine sind Zelloberflichenproteine, die in vielen Entwicklungsprozessen eine wichtige
Rolle spielen, so auch im gerichteten Auswachsen von Axonen (Ubersichtsartikel von
Holder und Klein, 1999). Ephrine konnen anhand ihrer Membranassoziierung in zwei
Klassen unterteilt werden: Ephrine der Klasse A sind iiber einen GPI-Anker an die
Membran geheftet, wihrend Ephrine der Klasse B Transmembranproteine sind, die eine
intrazelluldre Doméne besitzen. Thre Rezeptoren sind Eph-Transmembranproteine mit einer
Tyrosinkinase-Doméne. Ephs wurden urspriinglich als Rezeptoren fiir die Ephrine definiert,
allerdings ist die Signalweiterleitung wesentlich komplexer und Ephs konnen auch als
Liganden fiir Ephrine agieren. Diese bidirektionale Signalweiterleitung ist ein interessantes
Merkmal, das eine Anziehung oder Adhision vermittelt (Ubersichtsartikel von Murai und
Pasquale, 2003). Sonst wirken Ephrine als abstoende Signale und sind zum Beispiel fiir
die korrekte Ausbildung der topographischen Projektion der Retinalganglienzellen im
Tektum wichtig (Orioli und Klein, 1997; Hansen et al., 2004). Hierbei bilden verschiedene
Ephrine Gradienten im Tektum und EphA wird in der Retina in einem entsprechenden
Gradienten exprimiert (Feldheim et al. 2000; Brown et al. 2000). In C. elegans gibt es vier
Ephrine und einen Eph-Rezeptor, die fiir die Morphogenese der Epidermis wichtig sind
(George et al. 1998; Chin-Sang et al. 1999; Wang et al., 1999), fiir die aber bisher noch

keine Funktion im Nervensystem bei der axonalen Wegfindung gezeigt werden konnte.

1.3.2 Die Adhisionsmolekiile

Fiir das heranreifende Nervensystem sind Adhéisionsproteine besonders wichtig und sie

beeinflussen das Auswachsen des Wachstumskegels stark. Die auswachsenden

12
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Nervenfortsidtze konnen sich ohne diese Molekiile nicht an die Umgebung anheften und
sich nicht vorwirts bewegen. Zelladhdsionsproteine bewirken zudem, dass die
Zellmembran des Axons in engen Kontakt mit den Oberflichen umgebender Zellen kommt.
Das Axon kann dann mit den Signalmolekiilen interagieren, die ihm letztlich die Weg- und
Zielfindung ermoglichen. Auch die Biindelung von Axonen wird iiber Adhdsionsmolekiile
vermittelt. Zu den Adhésionsmolekiilen gehéren Mitglieder der Immunglobulinfamilie,

Cadherine und Integrine, die in den folgenden Abschnitten genauer beschrieben werden.

\\ \S \‘;\ /
RN // Aktinbiindel
W\ )
Catenine

Cadherine [ ]

T N

Fibronektin

Caz‘/\l Laminin

iR

homophil heterophil

Integrine

Abb.5: Adhisionsmolekiile, die in einem Wachstumskegel exprimiert werden

Cadherine sind homophile Molekiile, die {iber Catenine mit dem Zytoskelett verbunden sind. Vertreter der Ig-
Superfamilie konnen homophile oder heterophile Interaktionen eingehen. Integrine interagieren nicht nur mit
Komponenten der extrazelludren Matrix, sondern sind auch iiber Proteinkomplexe mit dem Zytoskelett
assoziiert. (verdndert nach Sanes, Reh, Harris 2000.)

Die Immunglobulin-Familie

Neben UNC-40/DCC, UNC-5 und ROBO, gehdren weitere Oberflichenrezeptoren und
Adhidsionsmolekiile, die eine wichtige Rolle im Nervensystem spielen, zur
Immunglobulinsuperfamilie (IgSF). Sie besitzen eine Reihe von extrazelluldren Ig-
Doménen, die sich von denen der Antikdrper unterscheiden. Sonderegger stellte
exemplarisch frithere Untersuchungen {iiber neuronale IgSF Proteine zusammen

(Sonderegger, 1998). Die Gruppe der [IgCAMs (,,immunoglobulin cell adhesion molecule®)
ist auf der Zelloberflache lokalisiert (Walsh und Doherty, 1997) und folgende Mitglieder

13
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spielen eine Rolle im axonalen Auswachsen: L1/NgCAM (Brittis et al., 1995; Castellani et
al., 2000), NCAM/FaslII (Pollerberg und Beck-Sickinger, 1993; Thanos et al., 1984),
F3/Contactin (Falk et al., 2002), NrCAM (Stoeckli et al., 1997), Axonin/TAG1 (Perrin et
al., 2001) und DM-GRASP/IrreC/SYG-1 (Burns et al., 1991; Tanaka et al., 1991; Ramos et
al., 1993; Shen und Bargmann, 2003). Diese Adhisionsmolekiile sind wichtig fiir das
Auswachsen des Wachstumskegels entlang der Oberfldche anderer Zellen und Axone.
Viele CAMs konnen heterophile und homophile Bindungen eingehen. Zum Beispiel
rekrutiert eine homophile TAG-1-TAG-1 Bindung L1 in cis, das heiflt auf der Oberfliche
derselben Zelle (Malhotra et al., 1998). Ein Beispiel fiir eine heterophile Bindung ist die
Interaktion zwischen NrCAM und Axonin-1 in trans, wobei die Proteine auf der Oberflache
von verschiedenen Zellen lokalisiert sind (Fitzli et al., 2000). Axone kdnnten so in einem
Biindel auswachsen. Das zuerst auswachsende Axon wiirde dabei den nachfolgenden als
Substrat dienen.

Erst kiirzlich wurden einige neue Aspekte der IgSF Proteine entdeckt und in einem
Ubersichtsartikel von Rougon und Hobert dargestellt (Rougon und Hobert, 2003). Es wurde
gezeigt, dass Mitglieder der IgSF durch alternatives Spleiflen in sehr vielen verschiedenen
Isoformen vorkommen kodnnen. Besonders DSCAM in Drosophila bildet eine enorme
molekulare Vielfalt (Schmucker et al., 2000). Bisher sind verhéltnismédig wenige
Molekiile bekannt, die eine Rolle in der neuronalen Differenzierung spielen, so dass die
Entstehung von hunderten von verschiedenen Neuronentypen damit nicht erkldrt werden
kann. Die Existenz von sehr vielen Spleilvarianten eines einzigen Gens bietet die
Moglichkeit, eine groe Anzahl von verschiedenen Proteinen zu produzieren, die dann an
unterschiedlichen Differenzierungsaspekten beteiligt sein konnten. IgSF Proteine sind nicht
nur, wie beispeilsweise Fasll, wichtig fiir die Etablierung von Zell-Zell-Interaktionen,
sondern wie Beat-1a auch fiir die Unterbrechung dieser Interaktionen an bestimmten Stellen
und zu bestimmten Zeiten (Fambrough und Goodman 1996; Pipes et al., 2001). Neue
Aspekte der Signaliibertragung in das Zellinnere von bekannten IgSF Proteinen wurden bei
NCAM (,,neural CAM®) entdeckt. Die Interaktion von NCAM mit dem FGF (,,fibroblast
growth factor*) Rezeptor aktiviert eine Rezeptor-Tyrosin-Kinase, die dann wiederum PLC
aktiviert, so dass Diacylglycerol und Arachidonsiure produziert wird (Ubersichtsartikel von
Doherty und Walsh, 1996). In einer anderen Studie wurde gezeigt, dass die Akkumulation
von NCAM an der Zelloberfldche zu einer Phosphorylierung der Tyrosin-Kinase Fyn fiihrt,
die wiederum FAK (,,focal adhesion kinase*) rekrutiert (Beggs et al., 1997; Niethammer et
al., 2002). Welcher der beiden Signalwege aktviert wird, bestimmt wahrscheinlich die
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Lokalisation von NCAM. Es konnte gezeigt werden, dass eine Isoform von NCAM
auflerhalb der sogenannten ,,lipid rafts* den FGF Rezeptor-Signalweg aktiviert, wihrend

NCAM in ,lipid rafts“ die Signaltransduktion {iber Fyn aktiviert.

Die Cadherin-Familie

Eine weitere gut untersuchte Familie von Zelladhdsionsmolekiilen sind die Cadherine. Sie
gehen homophile Interaktionen ein, die Kalzium-abhdngig sind. Der zytoplasmatische Teil
interagiert mit einem konservierten Set von zytoplasmatischen Proteinen, den Cateninen,
die wiederum mit Aktinfilamenten verkniipft sind (Yap et al., 1997). Cadherine vermitteln
durch spezifische Zelladhdsion eine Modulation des Wachstumskegels in auswachsenden
Axonen (Inoue und Sanes, 1997; Riehl et al., 1996; Iwai et al., 1997, Lee et al., 2001). In
C. elegans spielt hmr-1 eine Rolle in der Biindelung von Axonen (Broadbent und Pettitt,

2002).

Die Integrin-Familie

Integrine gehdren ebenfalls zu den Zelladhdsionsmolekiilen. Sie binden an Komponenten
der extrazelluldren Matrix und sind iiber ihren zytoplasmatischen Teil mit dem Aktin-
Zytoskelett verkniipft und an der Signalweiterleitung beteiligt. Jedes Integrin besteht aus
zwel Untereinheiten (o und ), die gemeinsam die Bindeeigenschaften des Molekiils
bestimmen. Jedes Integrin erkennt spezifische Liganden, die entweder zur extrazelluldren
Matrix (zum Beispiel Laminin, Fibronektin) gehoren oder andere Mitglieder der
Zelloberflichenrezeptoren darstellen, die zur Ig-Superfamilie gehdren (zum Beispiel
ICAM). Manche Integrine binden nur an einen Liganden, wihrend andere an verschiedene
Liganden binden. Dadurch entsteht eine groe Vielfalt an Interaktionen, die dennoch sehr
spezifisch sein konnen. Die Bindung von Komponenten der extrazelluliren Matrix an
verschiedene Integrine kann unterschiedliche intrazellulire Antworten hervorrufen. In
Vertebraten besitzen Integrine verschiedene Funktionen im Zentralnervensystem,
beispielsweise bei der neuronalen Wanderung und der Synaptogenese (Emsley und Hagg,
2003; Nikonenko et al., 2003). Im sich entwickelnden Tektum in Huhn ist die neuronale
Wanderung abhingig von 31 und a6 Integrin-Untereinheiten (Gallileo et al., 1992; Zhang
und Gallileo, 1998). In C. elegans gibt es zwei a- und zwei B-Integrine, von denen INA-
l/o-Integrin mit PAT-3/B-Integrin interagiert und eine Rolle bei der Wegfindung von
Axonen spielt (Poinat et al., 2002).
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1.3.3 Die extrazellulire Matrix

Extrazelluldre Matrixmolekiile bilden ein komplexes und dynamisches Netzwerk in der
unmittelbaren Umgebung der Neurone und Nervenfortsitze. Einige der hdufigsten
Molekiile der extrazelluliren Matrix, wie Laminin, Fibronektin und verschiedene
Kollagene, wurden aufgrund ihrer Fihigkeit, das Wachstum von Neuriten in Zellkultur zu
fordern, isoliert (Bixby und Harris, 1991). In Streifenassays, wo Retina-Axone ihr Substrat
auf dem sie wachsen, aussuchen konnen, wachsen sie bevorzugt auf Laminin (Taylor et al.,
1993). Spezifische Molekiile der extrazelluldren Matrix fordern demnach das Auswachsen
von bestimmten Axonen.

Folgende Mitglieder spielen in C. elegans eine Rolle fiir die Wegfindung der Axone:
Laminin (Ishii et al., 1992), Kollagen XV/XVIII (Ackley et al., 2001), Nidogen (Kim und
Wadsworth, 2000) und Fibronektin (KAL-1, Rugarli et al., 2002). Nidogen beispielsweise
steuert longitudinale Axone in dorsoventraler Richtung und an der Mittellinie. Dabei bindet

es an Laminin und Kollagen IV (Fox et al., 1991).

1.3.4 Die Morphogene Sonic hedgehog und BMPs

Es wurde erst vor kurzem gezeigt, dass die bekannten Morphogene Sonic hedgehog (Shh)
und BMPs (,,bone morphogenetic protein®) in Vertebraten auch das gerichtete Auswachsen
von Axonen regulieren. Diese Proteine haben, wie schon beschrieben, wichtige Funktionen
in Entwicklungsprozessen, die dem Auswachsen von Axonen vorangehen. BMPs
regulieren die friihe Entwicklung und Spezifizierung des Zelltyps. BMP7 wird im
Riickenmark in einer Region exprimiert, die dorsal zu den Kommissuraxonen liegt und dort
eine AbstoBung dieser Axone vermittelt (Augsburger et al., 1999; Butler und Dodd, 2003).
Das C. elegans Protein UNC-129 ist nahe verwandt mit den BMPs und vermittelt eine
Abstoung beim Auswachsen von Pioniermotoraxonen entlang der dorsoventralen Achse
(Colavita et al., 1998; Nash et al., 2000). Shh ist wichtig fiir die Anlage vieler Gewebe. Vor
kurzem konnte gezeigt werden, dass es eine neue Funktion besitzt, ndmlich dass es

anzichend auf Kommissuraxone wirkt (Charron et al., 2003).
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1.3.5 Intrazellulire Signaltransduktion

Trotz groBer Fortschritte bei der Identifizierung von Signalen und Rezeptoren fiir die
axonale Wegfindung ist immer noch unklar, wie diese Signale im Neuron integriert werden
und in Verdnderungen des Zytoskelettes und damit zu Richtungsidnderungen des
Wachstumskegels umgesetzt werden. Nur in wenigen Féllen sind einzelne Komponenten
des Signaliibertragungsweges bekannt. Ephrinrezeptoren sind selbst Protein-Tyrosin-
Kinasen (Drescher, 1997) und auch Protein-Tyrosin-Phosphatasen spielen eine Rolle bei
Auswachsvorgédngen von Axonen (Stoker und Dutta, 1998). Héufig sind intrazellulire
Proteinkinasen an der Signaliibertragung beteiligt, wie pp60 oder p59 bei den I[gCAMs L1
und NCAM (Maness et al., 1996).

Die Rolle von GTPasen der Rho-Subfamilie bei der Modulation des Aktinskeletts ist
vergleichsweise gut untersucht. Mitglieder der Rho-Subfamilie sind bei der Entstehung
verschiedener Aktinstrukturen beteiligt. Vereinfacht dargestellt stimuliert Rho die Bildung
von Lamellopodien, Rac die Entstehung von sogenannten ,,stress fibers® und CDC42 die
von Filopodien (Tapon und Hall, 1997). Im Wachstumskegel kann die selektive
Stabilisierung einzelner Filopodien die Richtung des weitern Auswachsens bestimmen, so
dass iiber die Regulation der durch Rho, Rac und CDC42 induzierten Aktinstrukturen eine
Steuerung des Wachstumskegel denkbar ist. In C. elegans wurde fiir ein Mitglied der Rho-
Subfamilie gezeigt, dass es fiir das korrekte Auswachsen von Axonen und fiir
Zellwanderungen gebraucht wird (Zipkin et al., 1997). Wie diese GTPasen die
Aktinpolymerisation beeinflussen und wie Signale von ausserhalb der Zelle in diese
Regulation eingebunden werden, ist noch weitgehend unbekannt. Insbesondere die
intrazelluldren Komponenten, die dabei beteiligt sind, sind nur unvollstdndig bekannt. Auch
die Regulation der Expression von Signalmolekiilen sowie die Verkniipfung

unterschiedlicher Signalwege ist bisher nur unzureichend bekannt.

1.4 Die Regulation von Signalmolekiilen und Rezeptoren in der axonalen Wegfindung

Die Expression von Signalmolekiilen und ihren Rezeptoren ist rdumlich und zeitlich
reguliert. Transkriptionsfaktoren steuern die axonale Wegfindung indem sie die Expression
von Genen aktivieren oder reprimieren. Komplexe Auswachsentscheidungen werden durch
komplexe Expressionsmuster gelenkt. Einige Mutanten, deren Axone fehlerhaft

auswachsen und die in genetischen Screens in D. melanogaster, C. elegans oder dem Huhn
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identifiziert wurden, sind Mutationen in spezifischen Transkriptionsfaktoren (Lundgren et
al. 1995; Thor und Thomas, 1997; Landgraf et al, 1999; Thor et al., 1999; Baran et al.,
1999; Erkman et al., 2000; Wacker et al., 2003; Clark und Chiu, 2003; Thanos et al., 2003;
Zhang et al., 2004).

Mutationen im LIM HD Gen islet in Drosophila fiihren zu Defekten im axonalen
Auswachsen aber auch in der Dopamin- und Serotoninsynthese in Unterklassen von Inter-
und Motoneuronen, wobei keine Zelltyptransformation stattfindet (Thor und Thomas,
1997). Die Neuronen entstehen und ihre Axone wachsen zum richtigen Zeitpunkt aus,
konnen dann aber keine Biindel bilden. Islet steuert in einigen Interneuronen die Serotonin-
Synthese und in anderen die Dopamin-Synthese. Diese zweite Funktion von Islet ist
zelltypabhéingig je nachdem welche weiteren Transkriptionsfaktoren in einem einzelnen
Neuron vorhanden sind. Das Gen islet kontrolliert demnach zwei Aspekte in der spiten
Stufe der neuronalen Differenzierung. In C. elegans gibt es ebenso mehrere
Transkriptionsfaktoren, die zwei Aspekte der Differenzierung steuern. Die
Transkriptionsfaktoren UNC-86, UNC-30 und SEM-4 beeinflussen die Synthese von
Neurotransmittern und regulieren Aspekte des zielgerichteten Axonauswachsens (Desai et

al. 1988; Jin et al., 1994; Basson und Horvitz, 1996).

Es stellt sich die Frage, wie die Transkriptionsfaktoren das gerichtete Auswachsen von
Axonen regulieren. Viele der Transkriptionsfaktoren die fiir die neuronale Differenzierung
wichtig sind, wirken frith in der Entwicklung von Neuroblasten. Deshalb ist es
unwahrscheinlich, dass sie direkt die Expression der terminalen Differenzierungsgene
kontrollieren. Allerdings gibt es auch einige Beispiele von Transkriptionsfaktoren, deren
Expression auf postmitotische Neuronen beschrénkt ist. Das Gen apterous ist in Drosophila
in einem Teil der Interneurone exprimiert und kontrolliert deren axonales Auswachsen
(Lundgren et al., 1995). In Bezug auf das axonale Auswachsen ist es durchaus denkbar,
dass Transkriptionsfaktoren wie Apterous direkt die Expression von
Zelloberflachenproteinen regulieren, die fiir die Axonbiindelung notwendig sind.

Die meisten Transkriptionsfaktoren, die eine Rolle im Auswachsen von Axonen besitzen,
haben noch weitere Funktionen in der Differenzierung, entweder in anderen Neuronen, zu
einem anderen Zeitpunkt (Landgraf et al., 1999; Doe et al., 1988) oder in anderen Geweben
(Lundgren et al. 1995). Wahrscheinlich sind die Transkriptionsfaktoren die spezifischen
Regulatoren, welche die rdumliche Expression der allgemeinen Signalmolekiile bestimmen.

Aber nur selten wurden Zielgene der Transkriptionsfaktoren gefunden (Erkman et al.,
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2000). Bisher ist kein Transkriptionsfaktor bekannt, der beispielsweise die Expression von
UNC-6/Netrin und seinen Rezeptoren UNC-5 und UNC-40 steuert. Die ektopische
Expression von unc-5 in dem Druckrezeptor AVM in C. elegans verursacht dramatische
Veranderungen im Auswachsen des AVM Axons. Normalerweise exprimiert das AVM
Axon nur den UNC-40 Rezeptor und wichst in ventraler Richtung aus. Wird im
Wachstumskegel zusitzlich unc-5 exprimiert, wéachst das Axon in die entgegengesetzte
Richtung nach dorsal (Hamelin et al., 1993). Dieses Beispiel stellt eindeutig heraus, dass
die Misexpression eines Rezeptors fiir ein Molekiil, das am axonalen Auswachsen beteiligt
ist, starke Fehler beim Auswachsen verursacht. Es bleibt die Frage offen, wie eine
bestimmte Klasse von Neuronen das passende Set an Rezeptoren und Komponenten der
Signaltransduktion exprimiert. Die Regulation der Expression von Signalmolekiilen und

Rezeptoren ist sehr wichtig fiir das Verstdndnis von axonaler Wegfindung.

1.5 Caenorhabditis elegans als Modellorganismus

Wie beschrieben sind fiir das zielgerichtete Auswachsen von Axonen konservierte
Mechanismen verantwortlich, fiir deren Untersuchung sich der Fadenwurm Caenorhabditis
elegans als Modellorganismus sehr gut eignet (Brenner 1974). Er zdhlt zu den derzeit
wichtigsten Modellorganismen fiir die Untersuchung von biologischen
Entwicklungsvorgingen. Als adulter Wurm ist er ungefidhr einen Millimeter lang und
besitzt einen einfachen Kdrperaufbau mit einer niedrigen Zellanzahl von 959 somatischen
Zellen. Der Bodenbewohner wird auf Agarplatten kultiviert, wo er sich von Bakterien
erndhrt (Wood 1988; Sulston und Horvitz, 1988). Unter Normalbedingungen bei 20°C
dauert die Entwicklung vom Ei {iber vier Juvenilstadien, genannt L1 bis L4, zum
fruchtbaren erwachsenen Tier nur drei und einen halben Tag (Sulston und Horvitz 1977;
Sulston et al., 1983). Die Population besteht fast nur aus Hermaphroditen, die sich durch
Selbstbefruchtung vermehren. Ménnchen treten in der Natur mit einer sehr niedrigen
Haufigkeit von 0,2% auf. Die Staimme werden normal asexuell propagiert, so dass sie
Klone bilden. Kreuzungsexperimente sind durch Verpaarung von Ménnchen mit
Hermaphroditen moglich. Dadurch sind genetische Studien einfach und viele Mutanten
konnten bisher untersucht werden. Bei 20°C legen die Hermaphroditen etwa 300 Eier, so
dass eine hohe Nachkommenzahl gewihrleistet wird (Hodgkin, 1988). Ein bedeutender
Vorteil des Fadenwurms als Modellsystem ist das Phdnomen der Zellkonstanz. Das

Schicksal jeder einzelnen Zelle, von ihrer Entstehung bis hin zu ihrer Position im
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erwachsenen Tier ist zeitlich und rdumlich festgelegt und kann am Mikroskop verfolgt

werden (Sulston und Horvitz, 1977; Kimble und Hirsh, 1979; Sulston et al., 1983).

1.5.1 Das Nervensystem in C. elegans

Das Nervensystem von C. elegans ist einfach und besteht aus 302 Zellen. Das gesamte
Nervensystem eines adulten Hermaphroditen wurde von White und Kollegen anhand von
Elektronenmikroskopaufnahmen von Serienschnitten rekonstruiert und detailliert
beschrieben (White et al. 1986). Die Entwicklung des Nervensystems und die Verschaltung
der Neurone ist invariant, das heifit von Tier zu Tier nahezu identisch. Deshalb ist C.
elegans besonders gut geeignet, um bisher unbekannte Gene zu identifizieren, die beim
Auswachsen der Axone eine wichtige Rolle spielen. Sogar kleinere Abweichungen von der

normalen Entwicklung konnen erkannt werden.

Dorsalstrang Kommissur

Kopfganglien

Schwanzganglien
Ventralstrang

Abb.6: Das Nervensystem in C. elegans
Diese konfokale Aufnahme eines Tieres zeigt alle Nervenzellen. Sie sind mit GFP markiert, das unter der
Kontrolle eines neuronenspezifischen Promotors exprimiert wurde.

In C. elegans liegen die meisten Zellkorper der Neurone in Kopf- und Schwanzganglien.
Die meisten Axone sind Teil des Nervenringes. Zwei longitudinale Axonbiindel bilden den
Ventral- bzw. Dorsalstrang. Die Motoneuronzellkorper liegen entlang des Ventralstranges
verteilt und senden ihre Kommissuren direkt zum Dorsalstrang. Die Interneuronzellkdrper
liegen in Kopf- und Schwanzganglien und senden ihre Axone in den Ventralstrang.
Sensorische Neurone liegen in Kopfganglien und ihre Dendriten verlaufen zur Nasenspitze.
Die Interneurone bilden das Zwischenglied der sensorischen Neuronen und Motoneuronen.
Der Ventralstrang in C. elegans hat ein linkes und ein rechtes Biindel, die durch einen
Epidermiswulst getrennt sind. Aber anders als in Vertebraten oder Drosophila ist der
Ventralstrang in C. elegans asymmetrisch (White et al., 1986). Die meisten Neurone, die
Axone in den Ventralstrang schicken, haben ihre Zellkdrper in bilateralen Symmetrie-
Paaren. Trotzdem beinhaltet der rechte Ventralstrang iiber 40 Axone, wihrend der linke

Ventralstrang nur aus vier Axonen besteht. Die meisten Neurone, deren Zellkorper links
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liegen, haben Axone die am vorderen Ende des Ventralstranges auf die rechte Seite
iiberkreuzen, wihrend Axone von Zellkorpern auf der rechten Seite ipsilateral bleiben.

In C. elegans ist das Kreuzen der Mittellinie nur zu beobachten, wenn das Axon zuerst den
Ventralstrang erreicht, was normaler Weise am anterioren oder posterioren Ende geschieht.
Diese einfache Entscheidung, ob das Axon die Mittellinie kreuzt oder nicht, entwickelte
sich zu einem grundlegenden Modell fiir das axonale Auswachsen. Es diente als
Ausgangsbasis fiir mehrere genetische Screens in C. elegans und D. melanogaster, wobei
einige Gene identifiziert wurden, die fiir das zielgerichtete Auswachsen der Axone
notwendig sind.

Inzwischen ist die vollstindige Sequenz des C. elegans Genoms bekannt (The C. elegans
Sequencing Consortium, 1998), was die molekulare Identifizierung von Genen erleichtert.
Aufgrund der Transparenz von C. elegans kann das Auswachsen der Axone im lebenden
Organismus unter dem Mikroskop beobachtet werden. Uber die Erzeugung zufilliger
Mutationen wurde bereits eine Reihe von Genen identifiziert, die an verschiedenen

Aspekten von Zell- und Axonwanderungen beteiligt sind.

1.6 Vorarbeiten: Genetische Screens in C. elegans

Die Ausgangsbasis dieser Arbeit waren genetische Screens in C. elegans, die durchgefiihrt
wurden, um neue Gene zu identifizieren, die am zielgerichteten Auswachsen von Axonen
beteiligt sind. In herkdmmlichen Screens wurde nach Unc-Mutanten (,,uncoordinated*)
vorselektioniert, die Bewegungsdefekte zeigten. Die Unc-Mutanten besalen Defekte im
neuromuskuldren Schaltkreis, die in vier verschiedene Klassen unterteilt werden konnten:
(1) Defekte in neuronalen Netzwerken, die von Fehlern beim Auswachsen der Axone
verursacht wurden. (2) Defekte in der Neurotransmission, wobei Gene mutiert waren, die
fiir die synaptische Weiterleitung oder fiir die Herstellung des Transmitters zustindig
waren. (3) Defekte in der neuronalen Differenzierung. (4) Defekte in der Entwicklung und
Funktion der Muskeln. In diesen Screens wurden demnach hédufig Gene identifiziert, durch
deren Mutation keine axonalen Defekte entstanden. Um dies zu umgehen haben wir die
Vorteile von fluoreszierenden Proteinen, die man als spezifische Zellmarker verwenden
kann, genutzt. Unser Untersuchungsobjekt waren Interneurone, die mit einem Marker
sichtbar gemacht werden konnten, bei dem GFP unter der Kontrolle des Promotors des
Glutamat-Rezeptorgens exprimiert wurde (g/r-1::GFP). Tiere, die den Interneuron-Marker

exprimierten, wurden mit Ethylmethansulfonat, das Punktmutationen verursacht,

21



1 EINLEITUNG

mutagenisiert. Auf diese Weise konnten wir in den Screens direkt unter dem Mikroskop
nach axonalen Auswachsdefekten suchen. In der zweiten Generation wurden Tiere isoliert,
die Defekte im Auswachsen der Interneuronaxone besallen. Dabei konnten Mutanten
isoliert werden, die nur geringfiigige axonale Defekte aufweisen, ohne anderweitige
sichtbare Defekte. Die Interneuronaxone verlaufen im Normalfall alle im linken Teil des
Ventralstranges. Es wurden Mutanten identifiziert, deren Axon(e) falschlicher Weise auf
die rechte Seite wechselte(n). Auf diese Weise isolierten wir einige neue Gene, die wir ast

(,,axonal steering®) nannten.

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Das Auswachsen von Axonen ist ein sehr wichtiger Aspekt der neuronalen Differenzierung.
Noch ist das Wissen iiber den gesamten Ablauf dieses komplexen Vorgangs liick